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Мақалада авторлар Алматы облысы Іле ауданы, «Междуреченск АГРО» ЖШС сүт ферма-
сындағы голштеин тұқымдас сиырларында HH6 фертилдік гаплотипіне молекулярлық-генетика-
лық әдіспен балау жасау тәсілдері оңтайландырылған және осы фермаға қарасты 150 шет елдік 
селекциядағы голштеин тұқымдас сиырларындағы HH6 фертилдік гаплотипі генетикалық 
ақауының таралуы зерттелген. Шет елдік арнайы әдебиеттерге талдау жасау нәтижесінде 
сиырларда HH6 фертилдік гаплотипінің генетикалық пайда болу механизмі анықталған, аталған 
кемтарлық SDE2 генінің ақпараттық бөлігінде зиянды нүктелік мутация (g.29773628 A>G SNP, 
GTCTCCGCC[A>G]TCTCACCCAGT) нәтижесінде пайда болған. Сондықтан, сиырларда HH6 фертил-
дік гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушыларын балауға классикалық ПТР-РФҰП талдауы 
қолданылды. SDE2 генінің жабайы және мутантты аллелдерін идентификация жасау үшін CCATC(N) 
тану сайтымен BccI эндонуклеазасымен ПТР өнімін рестрикция жасау тәсілі қолданылды. Электро-
фореграммада, гомозиготалы дені сау жануарларда фрагмент ішінде BccI эндонуклеазасының сайт 
рестрикциясы болуына байланысты екі фрагмент анықталды: 278 ж.н. және 246 ж.н., ал гетеро-
зиготалды тасымалдаушы сиырларда үш фрагмент пайда болды: 524 ж.н., 278 ж.н. және 246 ж.н. 
Қосымша балау әдісі ретінде KASP әдісі қолданылды, дені сау гомозиготалы жануарларда электро-
фореграммада ұзындығы 88 ж.н. фрагмент пайда болды. Зерттеу тобындағы 150 бас голштеин 
тұқымдас сиырлардың 7 басында HH6 фертилдік гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушы-
лары анықталды, аталған генетикалық мутацияның таралуы 4,67% құрады. 

Түйінді сөздер: голштеин тұқымы, HH6 фертилдік гаплотипі, SDE2 гені, нүктелік мутация, 
зиянды генетикалық ақаулар, ПТР-РФҰП талдауы, KASP әдісі. 
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Авторами статьи были оптимизированы молекулярно-генетические методы диагностики 
носителей гаплотипа ферильности HH6 у коров голштинской породы ТОО «Междуреченск АГРО», 
расположенного в Илийском районе Алматинской области, и изучена распространенность гапло-
типа ферильности HH6 у 150 коров зарубежной селекции. В результате анализа специальной 
зарубежной литературы была определена генетическая природа гаплотипа фертильности HH6, 
который возник в результате точечной мутации в кодирующей части гена SDE2 (g.29773628 A>G 
SNP, GTCTCCGCC[A>G]TCTCACCCAGT). Поэтому, для диагностики гетерозиготных носителей 
мутации гаплотипа фертильности HH6 у коров был использован классический метод ПЦР-ПДРФ 
анализа. Идентификация дикого и мутантного типов аллели гена SDE2 была осуществлена путем 
рестрикции ПЦР продукта эндонуклеазой BccI с сайтом рестрикции CCATC(N). На электрофоре-
грамме у гомозиготных здоровых животных после рестрикции эндонуклеазой BccI в связи с 
наличием сайта рестрикции были обнаружены два фрагмента: 278 п.н. и 246 п.н., у гетерозиготных 
носителей – три фрагмента: 524 п.н., 278 п.н. и 246 п.н. В качестве альтернативного способа 
диагностики был использован метод KASP, у здоровых гомозиготных особей на электрофоре-
грамме был обнаружен один фрагмент размером 88 п.н. Из протестированных 150 коров голштин-
ской породы выявлены 7 гетерозиготных носителей гаплотипа фертильности HH6, и распростра-
ненность данного генетического дефекта составила у исследуемых животных 4,67%. 

Ключевые слова: голштеинская порода, гаплотип фертильности HH6, ген SDE2, точечная 
мутация, вредные генетические дефекты, ПЦР-ПДРФ анализ, метод KASP.  
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The contributors optimized molecular genetic methods for diagnosing carriers of the HH6 fertility 
haplotype in Holstein cows of the Mezhdurechensk AGRO LLP located in the Ile district of the Almaty region 
and studied the prevalence of the HH6 fertility haplotype in 150 cows of foreign selection. The results of 
specialized foreign literature review allowed to identify genetic nature of the HH6 fertility haplotype, which 
appeared as a result of a point mutation in the coding part of the SDE2 gene (g.29773628 A> G SNP, 
GTCTCCGCC[A> G]TCTCACCCAGT). Therefore, the classical PCR-RFLP analysis method was used to 
diagnose heterozygous carriers of the HH6 fertility haplotype mutation in cows. Identification of the wild and 
mutant types of the SDE2 gene allele was carried out by restriction of the PCR product with BccI endonuclease 
with the CCATC(N) restriction site. On the electrophoregram of homozygous healthy animals after restriction 
with BccI endonuclease due to the presence of the restriction site, two fragments were found: 278 bp and 246 
bp, in heterozygous carriers three fragments: 524 bp, 278 bp and 246 bp. As an alternative diagnostic method, 
the KASP method was used and in healthy homozygous individual animals, one 88 bp fragment was found on 
the electrophoregram. Of the 150 Holstein cows tested, 7 heterozygous carriers of the HH6 fertility haplotype 
were identified and the prevalence of this genetic defect in the tested animals was 4.67%. 
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Кіріспе. Соңғы уақытта ірі қара малдарында жиі кездесетін тұқым қуалайтын аурулардың саны 
көбеюде, дегенмен олардың көпшілігін молекулярлық-генетикалық әдістермен анықтауға болады. 
Негізінен генетикалық ақаулар өнімділігі жоғары асыл тұқымды жануарларда соның ішінде, голштеин, 
айршир, жерсей тұқымдарында латентті мутациямен сипатталып, сиырлардың эмбриональдік дамуына 
кері әсерін тигізуде. АҚШ-та жыл сайын осы мутациялар тудыратын аурулардың әсірінен, төлдердің өлі 
туылуынан өндіріске 11 млн доллардан аса шығын келтірілуде [1]. Қазақстандық ғалымдардың зерт-
теулері бойынша асыл тұқымды жануарларда тұқым қуалайтын аурулардың таралуын анықтау үшін: 
ПТР-РФҰП, Реал Тайм ПТР әдістерімен BLAD, CVM, DUMPS, BC, FXID, Brachyspina, HH1, HH3, HH4, 
HH5, HCD гаплотиптері анықталған [1,б. 128, 2,б.166, 3, б.27]. 

Қазіргі таңда әлем бойынша ірі қара малдарда 693 тұқым қуалайтын аурулары кездеседі, соның 
ішінде 60 астам генетикалық ақауларды молекулярлы –генетикалық әдістердің көмегімен анықтауға 
болады. Сонымен қатар жасырын генетикалық ақаулардың көбеюі, әсіресе голштеин, айршир, жерсей, 
сұр швед тұқымдарында жиі эмбриональдік өліммен сипатталып, ірі қаралардың өнімділігі төмендеуде. 
Америкалық ғалымдардың зерттеулерінде 9,4 миллион бас сүтті ірі қарада 20 жиі кездесетін ақаулар 
бар, аталған рецессивті аллельдер шаруашылыққа айтарлықтай экономикалық шығындар әкеледі. Осы 
аллельдерден болатын төлдердің өлуі туылуынан шаруашылыққа жылына 11 миллион доллар шығын 
келтірген [4, б.3]. 

Қазіргі таңда Қазақстандық ғалымдар ірі қара малдарда кездесетін жасырын генетикалық 
ақауларды заманауи молекулярлы-генетикалық әдістермен (ПТР, РФҰП, Реал тайм ПТР) балау жасап, 
келесі тұқым қуалайтын аномалияларды BLAD, CVM, DUMPS, BC, FXID, Brachyspina синдромы, HH1, 
HH3, HH4, HH5, HCD сиырлардағы фертильділік гаплотиптерін және аталық бұқалардағы субфертиль-
ділік синдромын анықтады. Қазақстан Республикасына шетелдік селекциядан әкелінген голштеин 
тұқымды ірі қара малдарынан холестерин жетіспеушілігі (HCD фертильділік гаплотипті) фертильділік 
гаплотипінің гетерозиготалы мутация тасымалдаушыларының таралуы 11,8% болғаны анықталған [5, 
б.53, 6, б.72]. 

Елімізде жоғарғы дәрежелі асыл тұқымды мал басына генетикалық мониторинг жүргізгенде 100% 
жасырын генетикалық ақаулардың шығуы шаруашылықтар үшін тиімсіз, ол тексерілген мал басына 
шаққанда 20% құруы тиіс [7, б.36]. Бізге белгілі болғандай голштеин тұқымды ірі қара малдарында 
кездесетін жасырын генетикалық ақаулардың басым бөлігі дүниежүзінің 160 елінен, олардың көпшілігі 
аналық бастардан қолдан ұрықтандыру кезінде, тұқым қуалайтын аномалиялардың таралытындығы 
анықталды. Шетелдік ғалымдардың зерттеу мәліметтері бойынша голштеин тұқымды ірі қара мал-
дарында фертильділік гаплотипін тасымалдаушылар көрсеткіштері төмендегідей болған: HH1 – 1,6%, 
HH3 – 3,1%, HH4 – 4,2%, HH5 – 1,8%, HBY – 2,4%, HH6 – 1,6%, HH7 – 1,1% құрады. Жоғарыда келте-
рілген деректерге сәйкес генетикалық мониторинг кезінде фертильділік гаплотипті гетерозиготалы та-
сымалдаушылар еліміздің агроөнеркесіптік кешендерінің ветеринариялық шараларына, тұқым қуалай-
тын аномалияларды детекциялау әдістерінде ветеринария ғылымының маңызды міндеттеріне жатады 
[8, б.607].  

Қазіргі таңда ғалымдар ірі қара малдардағы жасырын генетикалық ақауларды анықтау үшін зама-
науи әдістерді, атап айтқанда GeneSeek® Genomic Profiler™ Bovine 50K BeadChip әдісімен зиянды 
мутацияны тасымалдаушыны дәл және жылдам анықтау үшін осы технологияларды қолдануда. Осы 
технологияның көмегімен Уругвайда голштеин тұқымды популяциядан жартылай летальді және летальді 
аллельдерді тасымалдаушыларға синдактилия – 4,18%, брахиспина – 3,39%, холестериннің тапшылығы 
гаплотипі – 2,61%, омыртқаның кешенді кемтарлығы – 2,09%, BLAD – 1,04%, HH1 – 4,44%, HH3 – 3,13%, 
HH4 – 1,04%, НН5 – 0,26% таралған тұқым қуалайтын аномолияларды анықтады. Осы фактілер, жасырын 
генетикалық ақаулар мал басына тұрақты мониторинг жүргізгендігінен белгілі болды [9, б.7]. 

Қазіргі таңда голштеин тұқымды ірі қараларда 10 (HCD, HH0, HH1, HH2, HH3, HH4, HH5, HHB, 
HHC, HHD) фертильділік гаплотиптері тіркелген, олардың көпшілігі ұрықтандыруға (өнімділігіне байла-
нысты) немесе эмбриональдік және ерте постэмбриональдік дамудың әртүрлі кезеңдерінде өліммен 
байланысты 0,01 ден 2,95 % көрсеткіштерге ие болып келеді. Осы жағымсыз гаплотиптер Солтүстік 
Американың голштеин тұқымды ірі қаралар популяцияда ұрықтандыруды төмендетіп, күйлеу кезеңінде 
жасырын гаплотиптерді тасымалдаушы ретінде буаздықты тоқтатуға 1,0-9,9% кері әсерін тигізген 
[10,б.94, 11, б.2]. HH6 голштеин фертильділік гаплотипі – бұл голштеин тұқымды ірі қара малдардағы 
жаңа аутосомды рецессивті ақау болып табылады (OMIA 002149-9913). Ірі қара малдар буаздығының 
35 күндігінде рецессивті гомозиготалы генотипті эмбриондар өліп қалады [12,б.599, 13, б.6220]. HH6 
фертильділік гаплотипінің генетикалық ақауы 1987 жылы туылған MOUNTAIN USAM000002070579 асыл 
тұқымды бұқасында кездесті. Бұл мутация авторлардың зерттеулерінде g.29773628 A>G мутациясы 
ретінде NCBI деректер қорында №rs434666183 тіркелген. HH6 мутациясын тасымалдаушы классикалық 
ПТР-РФҰП талдауларымен жүргізілген [14, б.627]. HH6 фертильділік гаплотипін тасымалдаушы 
g.29773628A>G; SDE2 генінің missense мутацияның кодтау бөлігінде келесі праймерлермен WD: 
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GTTCCGCGACTGGGTGAGAT, MT: GTTCCGCGACTGGGTGAGAC және CR: GAACCACACCACACCGCC 
TT қолданылды. KASP талдауын қолдану арқылы сиырлардың ДНҚ үлгілерін генотиптеу жабайы типті 
және мутантты түрдегі аллельдері үшін орташа флуоресценттік контрасттың ((FAM-HEX)/(FAM+HEX)) 
сәйкесінше 0,673 және 0,086 болғанын көрсетті. Айта кету керек, бұл екі генотипті олардың флуорес-
центтік сигналдарын салыстыру арқылы ажыратуға болады. Генетикалық скрининг нәтижесінде HH6 
фертильділік гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылары 0,72% құрады. Ғалымдардың зерт-
теулері бойынша голштеин тұқымында HH6 фертилдік гаплотипі кезінде SDE2 ген құрамында пайда 
болған нүктелік мутацияның орналасуы анықталған: GTCTCCGCC[A>G]TCTCACCCAGT [15,б.1728].  

Голштеин тұқымды ірі қаралар популяциясына талдау жасағанда, олардың өнімділігіне бірден бір 
әсер ететін генетикалық фактор болып саналады. Соңғы онжылдықта көптеген мәліметтер бойынша 
геномды рецессивті мутациялар ДНҚ тізбегіне, жануарлардың өнімділігімен байланысты гомозиготалы 
күйіне әсерін тигізіп, эмбриональді өлімге әкелуде. Осыған байланысты асыл тұқымды ірі қаралардың 
фертильділік гаплотиптерінің популяциясын анықтау мен идентификациялау маңызды бөлігі болып 
табылады. Көбеюге кері әсерін тигізетін шешуші фактор бұл популяциядағы зиянды мутациялардың 
жоғары жиілігінен туындайтын генетикалық фактор болып табылады. Әдебиеттерден алынған талдау-
лардан белгілі болғандай, голштин тұқымы популяцияда жасырын геномды мутациялардың көпшілігі 
сәйкес геннің экзонды бөлігінде кездесіп, гомозиготалы нұсқада сиырлардың өнімділігін төмендетеді. 
Өнімділігі жоғары бұқалардың санын шектемей, кең көлемде ұрықтандыруға пайдалану генетикалық 
полиморфизм деңгейін төмендетті. Ғалымдар Сверлов облысының 2 шаруашылығынан генетикалық 
ақауларды тасымалдаушыларды анықтау мақсатында голштин тұқымды 584 бас сиырға ДНҚ сына-
маларын жүргізіп HH0, НН1, НН3, НН4, HH5, НН6, НН7, HHB, BLAD, HHC, RABGGTB, RNF20, TTF1 
анықтады [16, б.921]. 

Қазіргі таңда голштеин тұқымды ірі қаралар үшін жеті летальді гаплотиптер: HH1, HH2, HH3, HH4, 
HH5, HCD, HHO (брахиспина) белгілі болды. Тағы бір жаңа гаплотип – HH6 (Fritz et al., 2018) зерттелуде. 
Асыл тұқымды жануарларды геномды күйін бағалау үшін летальді гаплотиптерді тасымалдаушылар 
жатқызылмайды. Сондықтан жануарларды моногеномды ауру тасымалдауда және гаплотиптеріне ге-
нетикалық мониторинг жүргізу өте маңызды болып табылады. Осыған байланысты шаруашылық-
тардағы ірі қараларға жан-жақты генетикалық мониторинг жүргізіліп, олардың генетикалық ауруларды 
тасымалдаушылығы, летальді гаплотиптеріне, сүттегі белоктар генінің аллельді құрамына қарай тексе-
ріледі [17, б.489]. Алғашқыда өнімділіктің сапасы туғаннан кейінгі болатын клиникалық аурулармен, 
сонымен қатар метаболикалық стресспен, сүттілік кезеңімен сипатталса, қазіргі таңда осы шараларды 
төмендету үшін генетикалық факторлар қарастырылады [18, б 3]. Голштеин тұқымды популяцияда, 
өнімділігі жоғары аталықтардың аз басынан, қолдан ұрықтандыру кезінде, сонымен қатар инбридингпен 
біржақты селекцияны, тек сүтті бағыттағы өнімділікті белсенді қолданған кезде генетикалық ауруларға 
көңіл аударылады. Голштеин тұқымды ірі қараларда тұқым қуалайтын аурулар экономикалық зиян 
келтірумен қатар, өнімділікті азайтып, перинатальді және постнатальді шығындарға әкеледі [19,б.2]. 
Өкінішке орай, соңғы жылдары негізгі ауқымды мәселелердің бірі ірі қара малдарының барлық тұқым-
дарында зиянды летальді рецессивті мутациялар таралып, жаңа ақаулар пайда болып, қайталануда 
[20,б.52]. Фертильділік жануарлардың өнімділік көрсеткіштерімен күтіміне байланысты маңызды қасиет. 
Летальді аллельдер эмбриональді өлім, түсік тастау және өлі туу арқылы фертильділікке әсер етеді 
[21,б.3]. Екі мутант геннің тұқым қуалауы (біреуі әкеден, екіншісі анадан) ұрпаққа жағымсыз белгілердің 
көрінуіне әкеледі. Тұқым қуалайтын ауытқулардың көптеген тасымалдаушылары тек зақымданған ДНҚ 
құрылымын молекулярлық технологияның көмегімен анықтауға болады [22,б.111]. Осыған байланысты 
маңызды практикалық аспект голштеиндік ірі қара малдарда анықталған рецессивті летальді мутация-
ларды зерттеу және олардың популяциялар арасында таралу жиілігін бағалау болып табылады. 
Әртүрлі кариотиптік ауытқуларды, олардың пайда болу жиілігін зерттеу, генетикалық ақаулары бар 
малдарды анықтау, олардың көбею жүйесін жою репродуктивті ауытқулардың жиілігін азайтады 
[23,б.92]. Генетикалық бұзылулар ДНҚ-да кодталған тұқым қуалайтын ақпараттың өзгеруінен туындай-
ды, бұл организмдердің күш қуаты мен өміршеңдігі үшін теріс салдарға жеткізеді. Кейбір мутациялар 
буаздықтың кез келген кезеңінде эмбриональді өлімге әкелуі мүмкін [24,б.1052]. Зерттеу 78 884 
голштеин- фриз сиырынан және 691 бұқадан алынған генотип деректеріне негізделген. Зерттеулер 
Illumina Infinium микрочиптері арқылы жүргізілді. Бұқалар мен сиырлар арасында ең жоғарғы тасы-
малдаушы көрсеткіш HH5 (тиісінше 6,7% және 5,4%) анықталды. Тасымалдаушылардың ең төменгі 
тарифтері DUMPS, XI фактор және HHM табылды [25,б.3170]. 2018 жылы гомозиготалық жоғалған 
аймақтарды анықтау әдісін қолдану арқылы SDE2 геніндегі голштеин тұқымды ірі қара малда жаңа 
генетикалық аномалия (g.29773628A>G; rs434666183) анықталды. Ол гетерозиготалы күйде НН6 гапло-
типін тасымалдаушы, гомозиготалы жағдайда эмбрионның өсуінің баяулауын және буаздықтың 56-шы 
күніне дейін өздігінен түсік тастауды тудырады. Қазіргі голштеин популяциясында НН6 гаплотипін 
тасымалдаушылардың пайда болу жиілігі шамамен 1,2% құрайды [26,б.8]. 

Зерттеудің мақсаты. «Междуреченск АГРО» жауапкершілігі шектеулі серіктестігінің сүт ферма-
сындағы голштеин тұқымды сиырларында HH6 фертилдік гаплотипінің таралуын зерттеу және осы 
генетикалық ақаудың молекулярлық генетикалық балау әдісін оңтайластыру.  
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Зерттеу міндеттері – «Междуреченск Агро» сүт фермасында 150 бас голштеин сиырларынан 
зерттеу тобын құру, олардан қан үлгілерін алу, қан үлгілерінен ДНҚ бөліп алып, оның сапасын тексеру, 
HH6 фертильділік гаплотипіне ПТР-РФҰП, KASP әдістерімен мониторинг жүргізу, гетерозиготалы 
тасымалдаушы сиырларды анықтау. 

Материалдар мен зерттеу әдістері. Зерттеуге материалы ретінде шет елдік селекциядағы 
«Междуреченск Агро» сүт фермасына қарасты голштеин сиырларының қатырылған 150 бастан алынған 
қан үлгілерін қолдандық. Жануарлардан қан күре тамырынан немесе кейбір жағдайларда құйрық вена-
сынан ЭДТА бар вакуумдық пробиркаларға алынды. Диаметрі G18 бір реттік инелер пайдаланылды. Қан 
үлгілері мұздатқышта минус 18-20 градус температурада сақталды. HH6 фертильділік гаплотипін тасы-
малдаушылардың ПТР балауы үшін 150 сынама үлгілері қолданылды. Қатырылған қаннан геномдық ДНҚ 
алу жұмыстары Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университетінің, Қазақстан-Жапон инновациялық орта-
лығының «Жасыл биотехнология және жасушалық инженерия зертханасында» екі әдіспен: классикалық 
фенол әдісімен және өндірушінің нұсқауларына сәйкес коммерциялық PureLink™ геномдық ДНҚ шағын 
жинағы арқылы жүргізілді. ДНҚ бөліп алу үшін 100 мкл қан пайдаланылады. Қаннан ДНҚ алу хаттамасы: 
100 мкл толық қан + 100 мкл Digestion Buffer + 20 мкл протеиназа K қыздыру үшін 56º C температурада 20 
минут бойы ұсталынды. 200 мкл лизис буферін алдық және 15 мкл Rnase қосып және 700С температурада 
10 минут инкубацияладық. 200 мкл этанол 96-100% пайдаландық. Сүзілген пробиркаға шамамен 700 мкл 
қосып, 8000 айналымда 2 мин центрифугаладық. ДНҚ үлгілерін жудық. WB1 500 мкл центрифугада 8000 
айналым 2 мин, WB2 500 мкл центрифугада 13000 айналымда 1 мин центрафугаланды. Содан кейін 50 
мкл Elution buffer 2 минутқа қосып, 70ºC температурада қыздырып, 13000 айналымда 1 минут центрифу-
галадық. Сүзілген 1,5 мл ерітіндіні алып, қалғанын қайтадан құйып және 13000 айн/мин жылдамдықпен 1 
мин центрифугаладық. Сүзгілерді алып тастадық. Қалғаны бөлінген ДНҚ. ДНҚ үлгілерін 2-5 минут ішінде 
сорғыштың астында кептіріліп, ТЕ буферінде ерітілді. Бөлінген ДНҚ сапасы микроспектрофотометриялық 
талдау (NanoDrop™ 2000) көмегімен концентрацияны өлшеу арқылы бағаланды, ДНҚ тазарту дәрежесі 
A260/A280 индикаторларының арақатынасы бойынша анықталды. 

Сиырлардың HH6 фертилдік гаплотипіне генетикалық мониторингі үшін авторлардың жұмысында 
сипатталған тура F-5'-GACGGAAGCCCCTCACTATCA-3' және кері R-5'-CTTCTCTTAGCAACGCCTCG-3' 
праймерлері пайдаланылды, алынған амплификат ұзындығы 524 ж.н. SDE2 генінің аллельдерінің 
жабайы және мутантты түрлерін анықтау CCATC(N) тану сайтымен BccI эндонуклеазасымен ПТР өнімін 
рестрикция жасау арқылы жүзеге асырылды.  

Балама зерттеу әдісі ретінде, сонымен қатар, HH6 фертилдік гаплотипіне балау жасау үшін келесі 
праймерлер қолданылды: тура праймер жабайы типке сәйкес WD F-5'-GTTCCGCGACTTGGGTGAGAT-
3' және тура праймер мутантты аллелге сәйкес MT – F-5'- GTTCCGCGACTGGGTGAGAC-3', жалпы кері 
праймер – CR – R-5'- GAACGAACCACACCACACCGCCTT-3'. SDE2 генінің фрагменті және кері праймер-
лердің орналасуы: GCGACTGGGTGAGATGGCGGAGACGGCGGCGCTGGTGTGGCTTCGGGGCCCT 
GGCTTCGGGTGCAAGGCGGTGTGGTGTGGTTC. [15,с. 1728]. Айта кету керек, SDE2 генінің амплифи-
кация жасаған фрагментінің ұзындығы 524 ж.н. алайда, FASTA форматындағы NCBI веб-сайтындағы 
ақпаратты пайдалана отырып, SDE2 генінің ұзындығы 84 ж.н. бөлігінің ретін анықтау мүмкін болды; 
шамамен, бұл ген тізбегінің қалған бөлігі көрсетілген геннің 5'- фланкирлеуші немесе промоторлық 
бөлігінде орналасқан. НН6 фертилдік гаплотипіне балау жасау үшін амплификация жүргізудің темпе-
ратуралық параметрлері мен үрдістің ұзақтықтары кесте 1 берілген.  
 

Кесте 1 – НН6 фертильділік гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушыларын анықтау үшін екі 
түрлі әдістермен амплификация жүргізу шарттары 
 

Амплификация жүргізу шарттары НН6 фертилдік гаплотипі 
I саты алғашқы денатурация 
1 цикл  

 
950С – 3 мин 

 
950С – 5 мин 

II саты:  
денатурация  
праймерлердің жабысуы 
элонгация  

 
940С – 30 с 
610С – 30 с 
720С – 30 с 

 
940С – 30 с 
620С – 30 с 
720С – 30 с 

III саты: аяқтаушы синтез 1 цикл  720С -5 мин 720С -5 мин 
Циклдер саны 35 35 
Зерттеу әдісі  ПТР-РФҰП талдауы KASP әдісі 
Программының атауы SDE2 SDE2 
Қолданылған эндонуклеаза және сайт рестрикциясы BccI  

CCATC 
Қолданылмайды  
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Нәтижелер және оларды талқылау. Зерттеу жұмысы көлемінде Алматы облысы Іле ауданына 
қарасты «Междуреченск АГРО» сүт фермасындағы голштеин тұқымдас сиырларына ПТР-РФҰП және 
KASP әдістерінің көмегімен НН6 фертилдік гаплотипіне генетикалық мониторинг жүргізілді.  
 

 
 

1 cурет – SDE2 гені амплификатының электроферограммасы,  
фрагментінің ұзындығы 524 ж.н., M-ДНҚ маркер pUC19/MspI 

 
Ірі қара малдарының HH6 фертильділік гаплотипінің генетикалық ақауы SDE2 генінің кодтау 

бөлігіндегі g.29773628 A>G позициясында нүктелік мутация нәтижесінде пайда болғаны белгілі, сондық-
тан осы генетикалық ақаудың гетерозиготалы тасымалдаушыларын балау үшін классикалық ПТР-РФҰП 
әдісі таңдалды, тура F-5'-GACGGAAGCCCCTCACTATCA-3' және кері R-5'-CTTCTCTTAGCAACGCCTCG-
3' праймерлерді қолдану нәтижесінде алынған ПТР өнімінің ұзындығы 524 ж.н. құрады (сурет 1). SDE2 
генінің аллельдерінің жабайы және мутантты түрлерін идентификация үшін BccI рестриктазасы фер-
ментімен гидролизденді, нәтижесінде дені сау гомозиготалы сиырларда электрофореграммада ұзын-
дықтары 278 ж.н. және 246 ж.н. фрагменттері түзіледі (ұяшықтар 1-2, 4-7, 8-11, 13-14), ал гетеро-
зиготалы тасымалдаушы жануарларда электрофореграммада үш фрагменттер пайда болады: 524 ж.н., 
278 ж.н. және 246 ж.н. (ұяшықтар 4,12) (сурет 2). 
 

 
 

2 cурет – SDE2 гені амплификатының BccI эндонуклеазасымен рестрикциядан кейінгі 
электрофореграммасы, 1-2, 4-7, 8-11, 13-14 ұяшықтар гомозиготалы дені сау жануарлар,  

фрагменттер – 278 ж.н., 246 ж.н., 3,12 ұяшықтар гетерозиготалы тасымалдаушылар,  
фрагменттер – 524 ж.н., 278 ж.н., 246 ж.н., М-ДНК маркері pUC19/MspI 

 
Шет ел мамандары НН6 фертилдік гаплотипіне балау жасау үшін келесі праймерлердің көмегімен 

WD F-5'-GTTCCGCGACTTGGGTGAGAT-3' және тура праймер мутантты аллелге сәйкес MT – F-5'- 
GTTCCGCGACTGGGTGAGAC-3', жалпы кері праймер – CR – R-5'- GAACGAACCACACCACACCGCCTT-
3' KASP әдісін қолдана отырып генетикалық мониторинг жүргізген [15,с.1728]. Біздің зерттеу жұмысында 
қосымша балау әдісі ретінде KASP әдісінің көмегімен балау жүргізілген. Аталған әдіспен балау жасау 
нәтижесінде дені сау гомозиготалы жануарларда электрофореграммада тек бір фрагмент пайда 
болады, ұзындығы 88 ж.н. (сурет 3). Тексерілген барлық сиырлардың генотипі гомозиготалы болғаны 
анықталды. 
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3 cурет – SDE2 гені амплификатының KASP әдісінің көмегімен амплификация жасау нәтижесінде 
түзілген амплификат электрофореграммасы, 1-8, 9-14 ұяшықтар гомозиготалы дені сау жануарлар, 

фрагменттер – 88 ж.н., М-ДНК маркері pUC19/MspI 
 

Зерттеуді жүзеге асыру шеңберінде екі маңызды міндет орындалды: голштеин сиырларындағы 
HH6 фертильділік гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушыларын балау әдістерін оңтайландырыл-
ды. HH6 фертильдік гаплотипінің тасымалдаушыларын балауға ПТР-РФҰП әдісін қолданудың тиімділігі 
көрсетілді, алынған SDE2 генінің ПТР өнімі BccI рестриктазасымен кесу арқылы осы геннің жабайы және 
мутантты аллелдері идентификацияланды. «Междуреченск АГРО» ЖШС сүт фермасының 150 бас 
голштеин сиырларына ДНҚ тексеру жүргізіліп, HH6 фертильділік гаплотипінің таралуы анықталды, 
сиырларда бұл гаплотиптің кездесу жиілігі аса жоғары болмады және ол көрсеткіш 4,67% құрады. 
 

2 кесте – «Междуреченск АГРО» сүт фермасындағы голштеин тұқымды сиырларда HH6 
фертильділік гаплотипін гетерозиготалы тасымалдаушыларының таралуы 
 

 
Асыл тұқымды малдардағы тұқым қуалайтын аномалиялардың таралуын бақылау үшін, әсіресе 

асыл тұқымды сиырларды генетикалық скринингтен өткізу қажет деп есептейміз. Сиырларда HH6 
фертильдік гаплотипінің тасымалдаушыларын балау үшін қосымша балау тәсілі ретінде KASP әдісін 
қолдануға болады, үлгілер гомозиогталы дені сау жануарларда электрофореграммада ұзындығы 84 
ж.н. фрагмент пайда болады. 

Қорытынды. Шет ел әдебиеттеріне талдау жасау нәтижесінде голштеин тұқымдас сиырларда 
HH6 фертильділік гаплотипінің пайда болу механизмі анықталды, аталған генетикалық кемтарлық 
голштеин тұқымында SDE2 генінің ақпараттық бөлігінде келесі позициясында g.29773628A>G нүктелік 
мутацияның нәтижесінде пайда болғаны анықталды (A>G). Зерттеу жұмысында HH6 фертильділік 
гаплотипінің генетикалық пайда болу табиғатына сәйкес балау жасау үшін классикалық ПТР-РФҰП әдісі 
қолданылды. SDE2 генінің ақпараттық бөлігінде орналасқан g.29773628A>G SNP полиморфизмін де-
текция жасау үшін алынған ПТР өнімін тану сайты CCATC(N) тізбектерінен тұратын BccI эндонуклеаза-
сын пайдаландық. Нәтижесінде, дені сау гомозиготалы жануарларда электрофореграммада ұзын-
дықтары 278 ж.н., 246 ж.н. тұратын фрагменттер, ал гетерозиоталы тасымалдаушы жануарларда 
ұзындықтары 524 ж.н., 278 ж.н., 246 ж.н. тұратын үш фрагменттердің болатыны анықталды. Сиырларда 
HH6 фертильділік гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушыланын балауға қосымша KASP әдісінің 
қолданылды және дені сау гомозиготалы сиырларда электрофореграммада тек бір, ұзындығы 88 ж.н. 
тұратын фрагмент пайда болды. Аталған әдістер сиырларға HH6 фертильділік гаплотипіне балау 
жасауға мүмкіндік береді. Алматы облысы Іле ауданы «Междуреченск АГРО» сүт фермасындағы шет 
елдік селекциядағы 150 бас сиырлардағы HH6 фертильділік гаплотипінің гетерозиоталы тасымал-
даушылар үлесі жоғары болмады және 4,67% құрады. 
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Генетикалық ақаудың және геннің атауы, анықтау әдісі  

Тұқымы, жынысы және жануарлардың саны  
Голштеин тұқымы, сиыр (n=150) 

HH6 фертильділік гаплотипі, SDE2 гені,  
ПТР-РФҰП әдісі 

 

wt/wt (гомозиготалы генотип) 143/95,33% 
wt/mt (гетерозиготалы генотип) 7/4,67% 
mt /mt (гомозиготалы генотип) 0 
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