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  ) 23/8/92 :پذيرش نهايي   16/4/92: دريافت مقاله( 
  
  
  

  چكيده
 بيني پيش صحتتواند باعث بهبود  هاي اصلاحي است كه ميانتخاب حيوان بر اساس نشانگرهاي مولكولي يكي از جديدترين روش   

 بر انتخاب هاي استراتژي براي برگزيده ايهژن از يكي )GHRH )Growth-hormone-releasing hormone. و پاسخ به انتخاب شود

 .دارد ارتباط آن توليد و شير اجزاي صفات با داري معني طور ژن به هاي موجود، چندشكلي گزارشات اساس بر .باشد مي ماركر اساس
 ژنومي  DNA.شد انجام رأس گاو خونگيري 112در نژاد سرابي، از  GHRHمكان ژني ) مورفيسم پلي( به منظور بررسي چندشكلي

- هب شده تكثير قطعه .شد تكثير مراز پلي اي زنجيره واكنش از استفاده با ژن از اين باز جفت 297 قطعه و گرديد خون استخراج ايهنمونه
نشان داد كه در اين  نتايج .گرديد الكتروفورز درصد 2 آگارز ژل روي و گرفت قرار برش مورد HaeIIIمحدودكننده  آنزيم وسيله

GHRHجايگاه دو آلل 
 A

GHRHو  
 B تركيب سه .گرديد محاسبه 81/0و  19/0ترتيب هب جمعيت كل در آنها فراواني كهد روجود دا 

GHRHژنوتيپي 
 A

 GHRH
 A

 ،GHRH
 A

 GHRH
 B

GHRH و  
 B

 GHRH
 B

 در آنها محاسبه شده ژنوتيپي هاي فراواني كه شدند شناسايي  
 را در جمعيت نشان دادواينبرگ  -تعادل هاردي مربع كايآزمون  .بود 6607/0و  3037/0، 0357/0 برابر ترتيبهب جمعيت كل

)05/0>p( .هاي انتخابي آينده مخصوصاً انتخاب  تواند به برنامه ميگاو سرابي  دهد كه تنوع ژنتيكي در نژاد نتايج تحقيق حاضر نشان مي
  .كمك نمايد) MAS(به كمك نشانگرهاي مولكولي 

 . 1898-1904، صفحات 26، پياپي 2، شماره 7، دوره 1392مجله آسيب شناسي درمانگاهي دامپزشكي، 

   ، چند شكلي ژنتيكيGHRH، گاو سرابي: ها واژه كليد
  
  

  مقدمه
گاوهاي بومي به عنوان ذخاير ژنتيكي كشور محسوب    
پس  شانو تكثيرآنها شوند و شناسايي استعداد توليد مي

توجـه  بـا  . روديك اصل مهم به شمار مياز اصلاح نژاد 

ــه  ــاو وب ــه گ ــي در اقتصــاد   اينك ــاوميش نقــش مهم گ
بسياري از كشورهاي جهـان بـه    و دامپروري كشاورزي

 ـويژه كشورهاي آسيايي دار و بـا توجـه بـه نيـاز بـه      د، ن
در كاملي تحقيقات افزايش توليد عمودي، لازم است كه 
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 تـوده گـاو سـرابي    ).Asri, 2002( انجام شود مورد اين 
گاوهـاي بـومي    مهـم  ذخـاير ژنتيكـي  يكي از  به عنوان 

هاي  براي نسلكه حفاظت از آنها آيد  ميكشور به شمار 
در بسياري موارد با گذشت  زيراآينده نيز ضروري است 

زمان و پيشرفت علم و آگاهي بيشتر نسـبت بـه اهميـت     
شـود   اقتصادي صفات مختلف، نيازهاي جديد مطرح مي

 هاي از ژن تادارد  كه متخصصين اصلاح نژاد را بر آن مي 
بـه آنهـا   اهميت زيادي  بومي كه قبلاً مربوط به حيوانات

 ).Torbati, 2005( اســـتفاده نماينـــد  ،شـــدداده نمـــي
ها بـر   نقش بسيار مهمي در ترشح هورمون هيپوتالاموس

اي به غده هيپـوفيز  عهده دارد هيپوتالاموس توسط ساقه
در اين ساقه يـك سيسـتم وريـد بـاب و      .شود وصل مي

هـاي عصـبي هيپوتـالاموس     هاي سـلول  همچنين آكسون
. كننـد  ارتباط اين دو غده را برقـرار مـي  وجود دارند كه 
توسط بخش پيشين ) سوماتوتروپين، GH(هورمون رشد 

شود  ترشح مي ،ريز است غده هيپوفيز كه يك غده درون
ــده     ــون آزادكنن ــط هورم ــالاموس توس  GHRHو هيپوت

)Growth Hormone-releasing Hormone(  و هورمون
هورمون رشد ترشح ) سوماتوستاتين( SRLFمهار كننده 

هورمـون محـرك   . كنـد  را از هيپوفيز قدامي كنتـرل مـي  
يك هورمـون  ) GHRH )Somatoliberlin هورمون رشد
پپتيـدي اسـت كـه از غـده هيپوتـالاموس       آزادكننده پلي

شـود و توسـط سيسـتم وريـد بـاب در سـاقه        ترشح مي
 GHRHكـار هورمـون   . رسـد  هيپوفيز به غده هيپوفيز مي

ترشــح هورمــون رشــد از غــده تحريــك  آزاد كــردن و
اين هورمون بر قسـمت قـدامي هيپـوفيز    . است هيپوفيز

گــذارد و باعــث ترشــح  يعنــي هيپــوفيز پيشــين اثــر مــي
 ,.Frohman et al( شـود  هورمون رشد از اين غـده مـي  

هـاي ويـژه   سري گيرنده با يك GHRHهورمون  .)1992

بانـد شـده و    ،كه در هيپوفيز پيشين قـرار گرفتـه اسـت   
 ,.Frohman et al(گـردد   باعث ترشح هرمون رشد مـي 

 44پپتيد شـامل   هورمون سوماتوليبرلين يك پلي  ).1992
گاوي بر روي كرومزوم  GHRHژن . باشد آمينو اسيد مي

و شـامل  ) Barendse et al., 1994( واقع شده اسـت  13
 1995در سـال   .)Zhou et al., 2000(اگـزون اسـت    5

 GHRHو همكاران جايگاه ژني  Moodyبراي اولين بار 
ــتفاده از روش   ــا اس ــزيم  PCR-RFLPرا ب  HaeIIIو آن

در ايـن تحقيـق رابطـه بـين     . مورد بررسـي قـرار دادنـد   
هاي حاصل از اين جايگاه با صـفات توليـد شـير در     آلل
نتـايج شـان    .هاي هلشتاين مورد بررسي قرار گرفت گاو

GHRHداد كه ژنوتيپ 
 A

 GHRH
 A

داري بـا  رابطه معنـي  
 ,.Moody et al(افزايش توليد و درصد چربي شير دارد 

 هايلشك چند شناسايي حاضر، تحقيق از هدف .)1995
بـرآورد   و رشـد  فاكتور هورمون آزادكننده ژن در موجود
 بـراي  آن مختلف ژنوتيپي و آللي هاي فرم فراواني ميزان
    .باشد گاو هاي سرابي مي در جايگاه اين
  

  هامواد و روش
س گاوهاي سرابي موجـود در مركـز   أر112از تعداد     

 ـ    بــراي . عمــل آمـد هپشـتيباني گـاو ســرابي خـونگيري ب
 ،هـا  حجـم نمونـه   1/0جلوگيري از انعقاد خون به ميزان 

ــول  ــا  EDTA )5/0محل ــولار ب ــد) pH=8م ــافه ش . اض
ميكروليتر خـون بـا اسـتفاده از     100از  DNAاستخراج 

ــد   ــام ش ــيليكا ژل انج ــدين س ــن روش . روش گواني اي
استخراج مبتني بر استفاده از ايزوتيوسيانات گوانيدين به 

ــده ســلول  ــز كنن ــوان يــك عامــل لي هــاي خــوني و عن
آزاد شــده بــه كمــك ذرات ســيليكا   DNAآوري  جمــع

جهـت تعيـين چنـد    ). Boom et al., 1989(باشـد   مـي 
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 297قطعـه  . اسـتفاده شـد   PCR-RFLPشكلي از روش 
بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي     GHRHجفت بازي  جايگاه 

    .)Moody et al., 1995( اختصاصي زير تكثير گرديد
GHRHF – 5’-TTCCCAAGCCTCTCAGGTAA-3’  
GHRHR – 5’-GCGTACCGTGGAATCCTAGT-3’ 

ــه      ــامل  PCRبرنام ــيكل 35ش ــاي   س ــا دم ــر ب تكثي
 ـ( c94°واسرشت شدن اوليـه  ، دمـاي  )دقيقـه  5مـدت  هب

، دماي اتصـال  ) دقيقه 1مدت هب( c94°واسرشت ثانويه 
°c60  )ثانيه 50مدت هب (  دماي تكثيـر ،°c72 )ـ  مـدت  هب

) دقيقـه  5مـدت  هب(  c72° دماي و تكثير نهايي ) ثانيه 50
ــارز  PCRمحصــولات . اســت درصــد  5/1روي ژل آگ

الكتروفورز شـده و بـا اتيـديوم برومايـد رنـگ آميـزي       
ها، هتروزيگوسيتي و تعداد آلل مؤثر فراواني آلل. گرديد

  .محاسبه شد PopGen32با استفاده از نرم افزار 
بـا اسـتفاده از آنـزيم     PCRهضم آنزيمي محصولات    

 37سـاعت در دمـاي   3بـه مـدت    HaeIII محـدودالاثر 
 20واكـنش بـه حجـم    . ترف ـانجـام گ  سلسيوسدرجه 

ميكروليتــر محصــول  5ميكروليتــر و واكنشــگرها شــامل
PCR ، 2 ميكروليتر بافرX 10 ،5    واحد آنـزيم برشـي و

پـس از هضـم آنزيمـي،    . ميكروليتر آب مقطر بودنـد  12
 2محصولات هضم با استفاده از الكتروفورز ژل آگـاروز  

  . رنگ آميزي اتيديوم برومايد مشاهده شدند بادرصد و 
  

  ها يافته
بـــا روش تيوســـيانات گوانيـــدين  DNAاســـتخراج    

) ng 70حـدود (ژنومي  DNAسيليكاژل مقادير بالايي از 
  .  را حاصل كرد كه با اسپكتروفتومتر ارزيابي گرديد

جفت بازي از  297قطعه  نتيجه واكنش پليمراز، تكثير   
مقايسه بانـدهاي  ). 1 شكل(را تأييد مي كند  GHRHژن 

بـا   HaeIIIهاي هضـم شـده بـا آنـزيم      موجود در نمونه
 2 شـكل بـر روي ژل آگـارز در    M50bp نشانگر وزنـي 

  .نشان داده شده است

  
 
 
 
 
 
 
 
 

   
 
 
 
 
 

  . باشدمي M100نشانگر ملكولي مورد استفاده % .  5/1وي ژل آگارز ر) بازي جفت 297قطعه(  GHRHژن  PCR محصولات  - 1 شكل
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بــا بررســي قطعــات حاصــل از هضــم ســه ژنوتيــپ    
GHRH

 A
 GHRH

 A  ،GHRH
 A

 GHRH
 B و GHRH

 B
 

GHRH
 B

  ).2 شكل(شناسايي شد   

 

 
  درصد2آگارز  حاصل از هضم آنزيمي بر روي ژلالگوهاي باندي  -2شكل

  
 

GHRHدر آلل    
 A    از قطعه تكثير يافته، يـك جايگـاه و

GHRH در آلل 
 B    دو جايگاه برش بـراي آنـزيمHaeIII 

GHRHهضـم آنزيمـي  آلـل     ،در نتيجـه  .وجود دارد
 A

  
نمايـد و   را توليد مـي  242و  bp 55محصولات هضمي 

GHRHمحصولات هضمي آلـل 
 B

 bpشـامل بانـدهاي     
ــت 195و  55، 48 ــپ . اس ــه ژنوتي GHRHدر نتيج

 A
 

GHRH
 A

، ژنوتيـــپ  242و  bp 55داراي دو بانـــد   
GHRH

 B
 GHRH

 B
و  242و bp 48 ،55داراي سه باند   

GHRHژنوتيـپ  
 A

 GHRH
 B    داراي چهـار بانـدbp 48 ،

GHRHژنوتيـپ   .باشند مي 242و 195، 55
 B

 GHRH
 B

  
مورد  بررسي نشـان  بيشترين تعداد و فراواني را در گله 

GHRH هـاي  فراواني آللي براي آلـل .  داد
 A
GHRHو  

 B 
 ،يكـا  مربع آزمون .بدست آمد 82/0و  19/0به ترتيب  

 داد نشـان  گلـه  در را واينبـرگ  هـاردي  تعـادل  برقراري
  ). 1جدول (

  هاي مربع كايآزمونو  GHRHفراواني ژنوتيپي و آللي ژن  - 1جدول
  
  
  
  
  
  

 
ns                                            :χ2 05/0( دار غير معني>p(  

  

  %فراواني ژنوتيپي   تعداد  ژنوتيپ
  فراواني آللي

  )χ2(آزمون مربع كاي 
GHRH

 A
  GHRH

 B
  

GHRH
 A

 GHRH
 A

 4 57/3 
19/0  81/0  ns007/0  GHRH

 A
 GHRH

 B
 34 36/30 

GHRH
 B

 GHRH
 B

 74 07/66 
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  گيري نتيجهو بحث 
رأس گاو سـياه و   881اي روي  مطالعه 2006در سال    

 ژنـوتيپي  هـاي  فراوانـي  كـه  سفيد لهستان انجام گرفت،

GHRH ژنـوتيپي  تركيـب  سـه بـراي   محاسـبه شـده  
 A

 

GHRH
 A  ،GHRH

 A
 GHRH

 B و GHRH
 B

 GHRH
 B

  
 ـ جمعيـت  كل در و  313/0، 0545/0بـا   برابـر  ترتيـب هب

داري  در اين پژوهش محققان ارتبـاط معنـي  . بود 632/0
و توليد شـير پيـدا    GHRHمرفيسم جايگاه ژني  بين پلي
در مطالعه ديگري كه در  .)Dybus et al., 2006( نكردند

راس گاو ليموزين صورت گرفت  130روي  2003سال 
GHRH هـاي  فراواني ژنوتيپي براي ژنوتيپ

 A
 GHRH

 A  ،
GHRH

 A
 GHRH

 B و GHRH
 B

 GHRH
 B

بـه ترتيـب     
 ,.Dybus et al( بـــود 8154/0و  1692/0، 0154/0

2003(  .  
، برقراري تعادل هاردي واينبرگ را مربع كاي آزمون   

در گله نشان داد كه گوياي اين مطلب است كه 
هيچگونه انتخابي در جمعيت در جهت افزايش يا 

 صورت نگرفته است GHRHهاي ژن  كاهش ژنوتيپ
  .)1جدول (

ميزان تغييرات ژنتيكي در داخل يك جمعيت با     
گيري هتروزيگوسيتي و تعداد آلل مؤثر مكان ژني  اندازه

  در تحقيق حاضر. شود مورد مطالعه تعيين مي
 هتروزيگوسيتيو  303/0، هتروزيگوسيتي مشاهده شده

بسيار نزديك به  بود كه اين مقادير 306/0مورد انتظار 
بودن تنوع ژنتيكي اين مكان  دهنده بالا هم است و نشان

 دهنده نشان است ممكن اين .است سرابيژني در نژاد 
 با ساختار يك درمورد مطالعه  جمعيتكه  باشد آن

 برنامه هيچ و شده حفظ تصادفي تقريباً گيري جفت
 نگرفته صورت جمعيت اين در اي يافته سازمان انتخابي
 و اهيس گاواي كه روي  در مطالعه). 2جدول ( است
مقدار هتروزيگوسيتي  ،صورت گرفت لهستان ديسف

 Dybus( بود مشابه تحقيق حاضرگزارش شد كه بالايي 

et al., 2006 (روي نژاد هلشتاين مقدار ه عولي در مطال
تري گزارش شده است كه نشان  هتروزيگوسيتي پايين

هلشتاين  هايجمعبت گاودهنده تنوع ژنتيكي پايين در 
تعداد آلل  .)Kmiec et al., 2007( باشد ميمورد بررسي 

هايي است كه هتروزيگوسيتي يكسان  مؤثر، تعداد آلل
آورده شده  3 اين پارامتر در جدول. نمايد ايجاد مي

 اين گله گاو در GHRHتعداد آلل مؤثر براي ژن . است
  .دست آمدبه 43/1 مقدار رابيس

  
  GHRHجايگاه ژني  انتظار هتروزيگوسيتي مورد و هتروزيگوسيتي مشاهده شده - 2جدول

  تي مشاهده شدهسيهتروزيگو  تي موردانتظارسيهتروزيگو  جايگاه ژني

GHRH  306/0  303/0  

  
  GHRHاندازة مؤثر آللي براي جايگاه ژني  -3جدول 

  تعداد نمونه  آللياندازه مؤثر   جايگاه ژني

GHRH  43/1  112  
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 در ژنتيكـي  چندشكلي كه داد نشان مطالعه اين نتايج   

 بـر . دارد وجـود براي نژاد سـرابي   GHRH ژني جايگاه

 طـور  ژن بـه  هـاي موجود، چندشكلي گزارشات اساس

 .دارد ارتباط آن توليد و شير اجزاي صفات با داريمعني
، جهت بررسـي ارتبـاط بـين    اهشكلي وجود اين چنداز 
شكلي ژنتيكي با صفات توليدي از قبيـل تركيـب و    چند

. توان استفاده نمـود  توليد شير به عنوان ماركر ژنتيكي مي
Moody هـاي حاصـل از ايـن     و همكاران رابطه بين آلل

را هـاي هلشـتاين    جايگاه با صفات توليـد شـير در گـاو   
شـان داد كـه ژنوتيـپ    ننتـايج   .دادنـد مورد بررسي قرار 

GHRH
 A

 GHRH
 A داري با افزايش توليـد و  رابطه معني

نتـايج  . )Moody et al., 1995( درصد چربـي شـير دارد  
و همكـاران، روي   Kmiecحاصل از تحقيقي كه توسط 

راس گاو نژاد هلشتاين صورت گرفـت، نشـان داد    719
GHRHژنوتيپ كه 

 A
 GHRH

 A     شـير  بـا افـزايش توليـد
همانطور  .)Kmiec et al., 2007( داري داردارتباط معني

شود، در بسيار از تحقيقـات ايـن ناحيـه     كه ملاحضه مي
انتخابي جهت افـزايش توليـد و تركيـب     رعنوان ماركهب

ن مـاركر  يتوان از ابنابراين مي  .شير شناسايي شده است
هاي اصلاح نـژادي در جهـت كيفيـت بهتـر و      در برنامه

نتـايج تحقيـق   .  بيشتر در انتخـاب اسـتفاده نمـود   دقت 
دهـد كـه تنـوع ژنتيكـي در ايـن نـژاد        حاضر نشان مـي 

هاي انتخابي آينده مخصوصـاً انتخـاب    تواند به برنامه مي
  )MAS )Marker Assisted Selectionبه كمك نشانگر 

  .نمايد ياري
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Abstract 
   Selection based on molecular markers is one of the new methods that may improve progress and 
accuracy of selection in animal breeding programs. The GHRH gene (Growth Hormone-releasing 
Hormone) is a candidate gene for marker-assisted selection strategies. Polymorphs of GHRH gene are 
reported to be significantly associated with milk production and constituent traits. In order to study the 
polymorphism of GHRH gene, blood samples were collected from 112 Sarabi cows. Genomic DNA was 
extracted and a fragment of 297 bp in size was amplified using polymerase chain reaction. The amplified 
fragments were subjected to restriction digestion with HaeIII endonuclease enzyme and the resultant 
digested products were run on 2% Agarose gel. The results revealed the existence of two alleles of 
GHRH

 A
 and GHRH

 B
 for the examined locus with frequencies of 0.19 and 0.81 respectively. Three 

different genotypic variants including GHRH
 A

 GHRH
 A

, GHRH
 A

 GHRH
 B

 and GHRH
 B

 GHRH
 B

 were 
identified with genotypic frequencies of 0.0357, 0.3037 and 0.6607 respectively. The χ2 test showed that 
population is in Hardy-Weinberg equilibrium (P<0.05). These data provide evidence that sarabi cattle 
breed have a genetic variability, which opens interesting prospects for future selection programs, 
especially marker-assistant selection. 
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