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 ترکیبات شیر در  برخی صفات مرتبط باهورمون رشد و ارتباط آن با ژن بررسی چندشکلی
   زل نژادگوسفند

  4 د ،رسول خاتمی نژا3، رحمت سمیعی2داران، سعید زره2آذري، مجتبی آهنی1*سهیل یوسفی

  27/4/91 :تاریخ پذیرش      2/2/91 :تاریخ دریافت
  
 .دانشگاه علوم کشاورزي ومنابع طبیعی گرگان دام، نژاد اصلاح و  ژنتیک ارشد کارشناسی آموخته دانش -1

 .منابع طبیعی گرگان دانشکده علوم دامی، دانشگاه علوم کشاورزي و دانشیار و استادیار ترتیب به -2

  جهاد کشاورزي استان گلستان، معاونت امور دام گرگان -3
  مجتمع آموزش عالی گنبد -4

  com.yahoo@yousefi.soheil : :مسئول مکاتبات* 
  

  چکیده
کاندید در بررسی صفات رشد، تولیدي و اقتصادي در بین حیوانات اهلی  ژنهاي  مهمترین ازژن هورمون رشد یکی

 به تحقیق این  در. قرارگرفته استمطالعههاي مختلف مورد  در گونهنشانگراي به عنوان باشد که به صورت گسترده می

رأس گوسفند واقع در ایستگاه  140 از  با ترکیبات شیر در گوسفند نژاد زلو ارتباط آن این ژن شکلیچند بررسی منظور
 از خون استخراج و قطعه DNAهاي نمونه.  گلستان خونگیري بعمل آمدپرورش و اصلاح نژاد گوسفند شیرنگ در استان

سپس محصولات . اي پلیمراز مورد تکثیر قرار گرفتهورمون رشد توسط واکنش زنجیره ژن 5 جفت بازي از اگزون 365
مورد ارزیابی قرار SSCP(1(اي رشته تک فضایی شکلی به روش چند درصد8تکثیر شده بر روي ژل پلی اکریل آمید 

 295/0و  388/0 ،317/0هايبه ترتیب با فراوانی G3و  G1، G2متفاوت ) ژنوتیپ(گرفت، بطوریکه سه الگوي باندي 
بین . گردیداستفاده  SASنرم افزار  Mixedترکیبات شیر از رویه  هاي مورد مطالعه برجهت بررسی تاثیر ژن. مشاهده شد

دهنده عدم   بررسی آزمون کاي مربع نشان. مشاهده نشد آماريشکلی ژن هورمون رشد و ترکیبات شیر هیچ ارتباطیچند
  .تعادل در این جامعه بود

  
   PCR-SSCP ،گوسفند زل  چندشکلی،ژن هورمون رشد، اجزاي شیر،: کلمات کلیدي
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  مقدمه
هاي لبنی حاصل علاوه بر آنکه از مهمترین منابع غذائی مورد استفاده در تغذیه هستند، بر رشد و  امروزه شیر و فرآورده

 .گذارد ها اثر می مانی اولیه بره نتیجه بر میزان زندههاي انگلی و در  ها، میزان مقاومت آنها نسبت به بیماري وزن نهایی بره
، )درصد 5/7 (طور متوسط از نظر چربی   ترکیب شیر میش بر حسب شرایط و نژادهاي مختلف متفاوت است ولی به

در مطالعاتی که روي شیر میش زل صورت گرفته . باشد بسیار غنی می) درصد 2/0 (وکلسیم )  درصد6/5(پروتئین خام 
 باشد درصد چربی می ٨-٩ پرچرب است که داراي حدود تاً نس که شیر این نژاد از جمله شیرهاي است شدهمعلوم

براساس نظریه مورخین، آریاییها اولین قومی بودند که به اهلی کردن گوسفند ). 1375 ،منصور  سعادت نوري و سیاه(
گوسفندانی که امروزه در سواحل دریاي . شمار آورد توان ایران را مهد اولیه پرورش گوسفند به که می پرداختند بطوري

اي هستند که توسط   از نتاج مستقیم گوسفندان اولیهلاً احتمادار زل معروفند د دارند و به نام محلی گوسفند دمخزر وجو
 بصورت این نژاد تنها نژاد گوسفند ایرانی است که بجاي دنبه داراي دمی .آریاییها در این سرزمین پرورش داده شدند

 7باشد که تا   ماه می3-4 واري در این نژادطول دوره شیر. باشد  سانتیمتر می10-12 مهره که طول آن 7دنبالچه متشکل از 
باشد، زیستگاه این گونه،   کیلوگرم می57-60ماه نیز گزارش شده است که تولید شیر این گونه در طی دوره شیرواري 

هورمون رشد از غده ). 1375، منصورسعادت نوري و سیاه(باشد  مازندران و گلستان میهاي  مراتع بالا و پایین دستی استان
پروتئین،  متابولیسم تنظیم در و بوده تولد از پس دوران در بدن رشد اصلی کننده شود تنظیم هیپوفیز قدامی ترشح می

کلیدي در فرآیندهاي  ین هورمون نقشیبه عبارت دیگر ا .دارد نیز دخالت معدنی مواد ها وچربی، نیتروژن، کربوهیدرات
گوتوین و همکاران، ( متابولیکی مانند رشد ، تولید مثل، پیري، پاسخهاي ایمنی، بلوغ، اشتها، چربی لاشه و شیردهی دارد

 PvuIIو TaqI  توسط آنزیم هاي(RFLP)هاي  هاي مختلفی چند شکلی هورمون رشد را به روش بررسی .)1993
 ، باراکوزا و1993 ، و همکارانگوتوین(  EcoRIتوسط آنزیم  و)1996 ، اوفیر و یوسفی و1993، گوتوین و همکاران(

  . اند گزارش کرده )2001 ، باستوس و همکاران و2011 ،آهنی آذري و همکاران( SSCP)(و روش  )1996
بوط به رکوردهاي ي مناسب مرساز استانداردسامانهقیح مصنوعی، نبود تل مختلفی مانند عدم گستردگی استفاده از هاي سازه

هاي انتخابی  هایی در برنامه اي مناسب باعث ایجاد محدودیت ها و کافی نبودن اطلاعات فنوتیپی وشجره شیر در میان گله
ها، با توجه به این محدودیت. براي بهبود صفات تولید شیر در صنعت پرورش گوسفند نسبت به گاوهاي شیري شده است

لکولی و سایر ابزارهاي اصلاحی در جهت افزایش میزان تولید شیر براي آینده این صنعت امري توسعه نشانگرهاي مو
ن با آارتباط  هورمون رشد و هدف این پژوهش تعیین چندشکلی ژن). 2010، استایجر و همکاران( باشد ضروري می

  .اجزاي شیر در گوسفند زل بود
  

  روشها و مواد
  ازحیوانات خون هاي نمونه آوري جمع و برداري داده

 رأس از گوسفندان میش موجود در ایستگاه پرورش و اصلاح نژاد گوسفند 140طور تصادفی از  در این تحقیق به
سی   سی10خونگیري از رگ وداج با استفاده از سرنگ ونوجکت . آباد خونگیري به عمل آمد شهر فاضل شیرنگ واقع در

  . آوري شد   مولار جمعEDTA 5/0سی   سی6/0حاوي هاي  سی خون در لوله  سی6صورت گرفت و مقدار 
گیري در صبح و با دوشش  نمونه. گیري به صورت دو هفته در میان صورت گرفت در طی دوره شیردهی گوسفندان، نمونه

سی   سی20آوري و سپس به میزان  کامل هر گوسفند انجام گرفت، بطوریکه کل شیر هر گوسفند داخل یک ظرف جمع
 Ultrasonic Milk توسط دستگاه )SNFپروتئین، لاکتوز، دانسیته و  چربی،(اجزاي شیر .آن گرفته شداي از  نمونه
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Analyzers) EKOMILK (کلیه گوسفندان در طی دوره شیردهی از نظر جسمی سالم بودند و  .مورد بررسی قرار گرفت
  . دوره زایش متغیر بودند6 تا 1 شدند و از نظر تعداد دوره زایش بین در شرایط یکسانی تغذیه و نگهداري می

   DNA استخراج
در این . انجام گرفت) مسکو(ISO Gene ساخت شرکت   Diatom DNA Prepبا استفاده از کیت DNAاستخراج 

کیت روش استخراج مبتنی بر استفاده از ایزوتیوسیانات گوانیدین به عنوان یک عامل لیز کننده سلولهاي خونی و 
از  DNAدر نهایت توسط یک محلول نمکی، . باشد می) Silica) Gelه به کمک ذرات سیلیکا آزاد شد DNAآوري  جمع

  . گردد ذرات سیلیکا آزاد می
  )SSCP(اي  رشته تک فضایی شکلیو چند) PCR(اي پلیمراز   زنجیرههاي واکنش

ا و کیت  شرکت بیومتر™Personal Cyclerدر این تحقیق از دستگاه ترموسایکلر مدل  DNAبراي تکثیر 
 با Taq DNA Polymerase با ترکیب Master mixاین کیت حاوي . استفاده شد) شرکت سینا کلون(استاندارد
 04/0 هر کدام با غلظت dNTPsمولار، میلی 3با غلظتPCR  ، MgCl2لیتر، بافر واحد بر میکرو04/0غلظت 

  . مولار، آب دو بار تقطیر و روغن معدنی بود میلی
که شامل ) 1996(باراکوزا   این ژن از آغازگرهاي پیشنهادي5 و اگزون 4 جفت بازي شامل اینترون 365ه  تکثیر قطعبراي
  .هاي زیر بود، استفاده گردید توالی

GH-F:    5'-GAAACCTCCTTCCTCGCC C-3'  
GH-R:   5'-CCAGGGTCTAGGAAGGCACA-3' 

  
 میکرولیتر از Master Mix ،1 میکرولیتر 12منظور  بدین. شد انجام میکرولیتر 25 درحجم نهایی پلیمراز اي زنجیره واکنش

 ترموسایکلر در دستگاه ها تیوب میکرو تقطیرمخلوط شدند و سپس دوبار  میکرولیترآب9با  DNA میکرولیتر 2هر پرایمر، 
  :قرارگرفتند طبق برنامه زیر

  
   درصد و رنگ5/1 ي تکثیر شده توسط الکتروفورز ژل آگارز اي پلیمراز، صحت قطعه هاي زنجیره پس از انجام واکنش

  .آمیزي با اتیدیوم برماید تأیید شد
 براي مشاهده الگوهاي باندي از ژل اي شود و سپس تک رشتهPCRابتدا باید محصول  SSCP- PCRبراي انجام روش 

 .آمید استفاده گردداکریل

مخلوط و پس از ورتکس و  SSCP بافر میکرولیتر 10 با PCR میکرولیتر از محصول DNA ،8 جدا کردن دو رشته براي
یخ قرار  دقیقه بر روي ١٠ها به سرعت و به مدت  سپس نمونه. قرار داده شد C°95 دقیقه در دماي 5فیوژ کردن به مدت 

ها در داخل  میکرولیتر از این نمونه١٠مقدار .  به یکدیگر ممانعت بعمل آیدملهاي مک  تا از اتصال مجدد رشتهندداده شد
 6مدت  بارگذاري و به درصد ٨اي شده بر روي ژل پلی اکریل آمید  هاي تک رشته سپس نمونه. دها ریخته شچاهک

 تعیین ها ژنوتیپ و انجام شد نقره نیترات روش به آمیزي رنگ. کتروفورز شدند الC °7ثابت دماي  در280ساعت با ولتاژ 

  .گردیدند

 چرخهتعداد 
N 

  تکثیر نهایی
Co/S  

  تکثیر
Co/S 

 اتصال
Co/S 

 واسرشته
Co/S 

  شته اولیهواسر
Co/S 

35 600/72 90/72  50/62 60/94 300/95 
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ijklLkjiijkl eTWPRGY  

   آماريآنالیز
هاي ژنی و ژنوتیپی با  محاسبه فراوانی. هاي باندي مشاهده شده تعیین گردیدژنوتیپ حیوانات با توجه به الگوي

  .م شدانجا) 1997,یه و همکاران (  POP Gene 1.31استفاده از نرم افزار
اجزاي شیر در گوسفند نژاد زل از طرح مشاهدات تکرار  برهورمون رشد  شکلی ژندر این تحقیق، براي بررسی اثر چند

کرامر -از آزمون توکی هاي حداقل مربعات  و براي مقایسه میانگینSAS  نرم افزارMixedدر زمان با استفاده از رویه 
 مورد بررسی Univariateهاي مربوط به اجزاي شیر توسط رویه  بودن توزیع دادهقبل از تجزیه آماري، نرمال . استفاده شد
  :ها استفاده شد مدل آماري زیر براي آنالیز داده. قرار گرفت

  
  

 i=(، Rj 1و.....3( اثر ثابت ژنوتیپ Gi میانگین کل، μ،...)چربی وپروتئین و( متغیر وابسته مربوط به Yijklکه در این مدل 
 و )=l 1و2 (  اثر ثابت دوقلوزائیTWL، )=k 1و ....6( اثر ثابت دوره زایش Pk،)=j 1و...4(زمان رکورد بردارياثر ثابت 

  eijklباشد انده میماثر تصادفی خطاي باقی.  
  

  بحث و نتایج
نتیجه الکتروفورز . ها استفاده شد جهت تعیین ژنوتیپ نمونه SSCP  جفت بازي، از روش365پس از تکثیر قطعه 

  . نشان داده شده است1 درصد در شکل 5/1ها روي ژل آگارز   مربوط به تعدادي از نمونهPCRحصول م
  

  
  %5/1 ژن هورمون رشد روي ژل آگارز PCR تایج الکتروفورز محصولات ن-1 شکل

  
وانی الگوهاي  و فرا2در شکل  % 8اکریلامید ها پس از الکتروفورز بر روي ژل پلی  تعدادي از نمونهSSCPنتیجه الگوهاي 

  .اند  نشان داده شده1باندي مشاهده شده نیز در جدول 
  

  
   %8آمید پس از الکتروفورز روي ژل پلی اکریل SSCP الگوهاي باندي مربوط به ژن هورمون رشد با روش -2شکل 
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   فراوانی الگوهاي باندي مشاهده شده ژن هورمون رشد-1جدول 
  فراوانی الگو باندي

G1 317/0 

G2 388/0  

G3 295/0  
  

مـورد   در این بررسی همچنین از آزمون کاي مربع جهت تعیین وجود یا عدم وجود تعادل هاردي واینبرگ بـراي جایگـاه              
داري را نـشان داد کـه    هاي ژنوتیپی مشاهده شده و مورد انتظار تفاوت معنی مقایسه فراوانی ). 2جدول( مطالعه استفاده شد  

دهنـده   توانـد نـشان   عدم وجود تعـادل در جمعیـت مـی   . باشد واینبرگ در جامعه می  _دياین بیانگر عدم وجود تعادل هار     
  .باشد دخالت عوامل برهم زننده تعادل از جمله انتخاب در جمعیت مورد بررسی

  
  ژن هورمون رشد در گله مورد بررسی) ها ژنوتیپ(مربع براي الگوهاي باندي   نتیجه آزمون کاي-2جدول 

 E(  E/2)O-E(  X2(تعداد افراد مورد انتظار   )O(شاهده شده تعداد افراد م  ژنوتیپ

G1 44  14/36  7/1  *11/7  
G2 54  71/69  5/3    
G3 41  14/33  8/1    

   درصد5دار در سطح معنی* : 
  
 ژن هورمون رشد را )ژنوتیپ هاي( هاي اجزاي شیر مربوط به الگوهاي بانديهاي حداقل مربعات رکورد  میانگین3جدول 

داري را نشان الگوهاي باندي مختلف ژن هورمون رشد با هیچ یک از رکوردهاي اجزاي شیر ارتباط معنی. دهد نشان می
  .ندادند

  
   ژن هورمون رشد)هاژنوتیپ(الگوهاي باندي و اجزاي شیر هاي مقایسه میانگین حداقل مربعات مربوط به رکورد-3جدول 

 مواد جامد بدون % لاکتوز  % پروتئین % چربی  الگو
  %چربی

 چگالی
g/cm3  

G1 20/7 ± 47/0  83/6 ± 20/0  55/4 ± 02/0  35/12 ± 26/0  0373/1 ± 004/0  

G2 70/6 ± 45/0  92/6 ± 20/0  57/4 ± 02/0  52/12 ± 24/0  0376/1 ± 004/0  

G3 65/6 ± 49/0 73/6 ± 20/0  60/4 ± 02/0  20/12 ± 26/0  0418/1 ± 004/0  

  
. دهد لیز واریانس بین متغیرهاي مورد بررسی و عوامل موثر در مدل آماري را نشان می نیز نشان دهنده جداول آنا4جدول 

 چربی و مواد جامد ، دوره زایش و دو قلوزائی به ترتیب بر روي میزان لاکتوز،بر این اساس سه عامل دوره رکورد برداري
  . دهند بدون چربی شیر اثر معنی داري را نشان می
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  اریانس مربوط به پارامترهاي مورد بررسی و اثرات بکار رفته در مدل آماريجداول آنالیز و -4جدول 
Pr>F F Value  MS SS DF     

  لاکتوز  دوقلوزائی  1  005/0  005/0  4/0  5/0
    دوره زایش  5  5/0  01/0  85/0  5/0

    هورمون رشد  2  16/0  08/0  5/0  17/0
    دوره رکورد برداري  2  15/0  /07  6  0028/0*

  پروتئین  دوقلوزائی  1  9/0  97/0  74/0  4/0
    دوره زایش  5  2/10  03/2  55/1  2/0

    هورمون رشد  2  5/2  28/1  97/0  4/0

    دوره رکورد برداري  2  95/0  47/0  37/0  8/0

  چربی  دوقلوزائی  1  3/0  3/0  06/0  8/0
    دوره زایش  5  1/71  2/14  06/3  01/0*

    هورمون رشد  2  9/6  4/3  75/0  47/0

    ه رکورد برداريدور  2  9/0  45/0  1/0  9/0
مواد جامد بدون   دوقلوزائی  1  4/11  4/11  4/5  02/0*

  چربی
    دوره زایش  5  2/18  6/3  7/1  13/0

    هورمون رشد  2  3/6  14/3  4/1  32/0

    دوره رکورد برداري  2  9/2  47/1  7/0  5/0

  چگالی  دوقلوزائی  1  4/2  4/2  07/0  8/0

    دوره زایش  5  01/222  4/44  25/1  2/0

    هورمون رشد  2  4/108  2/54  55/1  2/0

    دوره رکورد برداري  2  7/9  8/4  14/0  8/0

   درصد5دار در سطح معنی* : 
  

هاي گوناگونی صورت هاي مختلف و توسط روششکلی ژن هورمون رشد در نژادمطالعات متعددي بر روي چند
شکلی مشاهده شده در این چندنتایج مربوط به .  گزارش شده استDNAشکلی این ژن در چندین ناحیه گرفته و چند

 این ژن به 5 که در بررسی اگزون )2011(آهنی آذري و همکاران و ) 2011(طهمورث پور و همکاران  تحقیق با نتایج
  را به ترتیب در گوسفند بلوچی و دالاق گزارش کردند و همچنینG3 و G1 ،G2سه الگوي باندي  PCR- SSCPروش

هاي   که بر روي گوسفند کردي انجام دادند سه الگوي باندي متفاوت را با فراوانیدر بررسی )2006( شیري و همکاران
همچنین از نظر عدم ارتباط با اجزاي شیر .  برآورد کردند، مطابقت دارد3 و2، 1ترتیب براي الگوي ه  ب3/0 و 22/0 ،75/0

شکلی این ژن و اجزاي شیر مشاهده ین چندداري را ب  که هیچ ارتباط معنی)2010( ماج و همکاران با نتایج بدست آمده از
 در بررسی دو ناحیه از ژن هورمون رشد در گوسفند بومی )2001(  باستوس و همکاراناگرچه. نکردند نیز همخوانی دارد
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 درصد براي الگوي 5/22 درصد براي الگوي اول و 5/72 این ژن دو الگوي باندي با فراوانی 4پرتقالی، براي اگزون شماره 
 درصد را بترتیب 5 و 5/12، 5/22، 5، 5/47هاي   این ژن، پنج الگوي باندي مختلف با فراوانی5 و براي اگزون شماره دوم،

 ژن هورمون رشد در 5در بررسی اگزون ) 1390( همچنین بهرامی و همکاران .هاي اول تا پنجم گزارش کردندبراي الگو
 اگزون از ژن  پنج)2001(مارکوس و همکاران  .ا مشاهده کردندگوسفند نژاد مهربان هفت چند شکلی تک نوکلئوتیدي ر

 میش نژاد بومی پرتقالی آنالیز کردند و نشان دادند که همه 200 در PCR-SSCPهورمون رشد گوسفندي را بوسیله 
وس و مارک.  ارتباط دارد4شکلی در اگزون شکلی دارند و افزایش در تولید شیر با چند چند1ها به جز اگزون  اگزون

هاي ژن هورمون رشد و تولید شیر در گوسفندان سرادااسترا مشاهده  داري بین ژنوتیپ ارتباط معنی) 2006(همکاران 
 25م آنها تا أداري باصفات تولیدي شیر دارند و اثر تو اثر معنیGH2-N و  GH2-Z هاي کردند و بیان کردند که ژنوتیپ

  . بخشد ود می تولید شیر را نسبت به میانگین گله بهبدرصد
 و 2010؛ لینگ و همکاران،1996 ، باراکوزا؛1993 ، و همکارانگوتوین( علاوه بر این تحقیقات مختلف دیگري توسط

  .  روي این ژن صورت گرفته استبر )1996باراکوزا، 
  

  گیري نتیجه
د بررسی قرار  مورPCR-SSCP با استفاده از روش 5شکلی ژن هورمون رشد در ناحیه اگزون در این تحقیق چند

 بدست 295/0  و317/0،388/0هاي  ترتیب با فراوانیه  بG3 وG1،  G2این بررسی سه الگوي باندي متفاوت در . گرفت
داري را  بین اجزاي شیر والگوهاي باندي ژن هورمون رشد در این مطالعه نشان  آنالیز آماري هیچ ارتباط معنی. دآمدن

. این ژن بر روي تولید شیر باشد تا بر روي اجزاي آن تواند به دلیل نقش و اثر می شایدعلت این امر ). P<05/0( ندادند
گذار است اما در گوسفند به دلیل عدم کارهاي اصلاحی بر روي تولید شیر این  اثراگرچه تولید شیر بر روي اجزاي آن 

تواند بر روي اجزاي آن  ي تولید شیر نیز نمیثیر این ژن بر روتأدام نسبت به گاو و با توجه به تولید پایین شیر در گوسفند 
  .داري اثر داشته باشد بطور معنی

  
  سپاسگذاري

هاي مالیشان در طی گذراندن  سپاس فراوان از معاونت امور دام سازمان جهاد کشاورزي استان گلستان به خاطر حمایت
هاي شیر و  هاي بی دریغشان در تهیه نمونه د شیرنگ به واسطه همکاريااین مطالعه و همچنین کارکنان ایستگاه اصلاح نژ

  .  خون
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