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باط آن با صفت نرخ باروری در و ارت ATP1A1شکلی در ژن هدف از اين تحقيق، مطالعه چند

 22راس هلشتاين و  12راس گاو شيرده شامل  924به اين منظور از . گاوهای هلشتاين و سرابی بود

با استفاده از روش بهينه يافته نمکی انجام  DNAاستخراج . گيری انجام شدراس گاو سرابی خون

روفورز و اسپکتروفتومتری استخراجی با استفاده از الکت هایDNAکميت و کيفيت . پذيرفت

بازی از ناحيه مذبور  جفت 333با استفاده از آغازگرهای اختصاصی تکثير قطعه . صورت پذيرفت

های  انجام گرفت و برای شناسايی چندشکلی در ناحيه مذکور از روش تفاوت فرم فضايی رشته

از هر ( SNP) در نهايت جهت شناسايی چندشکلی تک نوکلئوتيدی. دشاستفاده  (SSCP)منفرد 

يابی و  نتايج حاصل از توالی. دشيابی ارسال  الگوی باندی متفاوت چند نمونه جهت توالی

وجود دارد که  SNPنشان داد که در اين ناحيه دو  NCBIسازی با توالی ثبت شده در  رديف هم

ش اتفاق و جه ها در ناحيه اينترون و ديگری در ناحيه اگزون اتفاق افتاده است يکی از اين جهش

برای . کند آمينه و پروتئين حاصل از اين ژن ايجاد نمی افتاده در ناحيه اگزون تغييری در اسيد

در مدل قرار ( هاپلوتايپ)ها با صفت نرخ باروری الگوهای باندی  بررسی ارتباط بين اين جايگاه

داری وجود  یهای مشاهده شده و صفت نرخ باروری ارتباط معن گرفت که نشان داد بين هاپلوتايپ

 .ندارد
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 19921 تعداد کشاورزی، جهاد وزارت رسمی آمار آخرین طبق

 در شیرده گاو راس 2129402 ظرفیت با داری گاو صنعتی واحد

 تولید 1299 تا 1292 های سال طی. هستند فعالیت مشغول کشور

 ,Kharrati Koopaei) است بوده رشد به رو روند یك دارای شیر

et al. 2011). هنوز اما کشور در شیر تولید زایشیاف روند وجود با 

 سرانه .است تر پایین جهانی استاندارد حد از شیر مصرف سرانه

 در باشد، می کیلوگرم 74 با برابر هرنفر برای کشور در شیر مصرف

 در و کیلوگرم 107 با برابر جهان در شیر مصرف سرانه که حالی

 Kharrati Koopaei et) است سال در کیلوگرم 241 با برابر اروپا

al. 2011 .)های مختلف انجام شده بر  نتایج پژوهش به توجه با

 ;Ghasemi et al. 2010)روی گاوهای هلشتاین ایران 

Mohammad Abadi and Mohammadi, 2010; Kharrati 

Koopaei, et al. 2012; Ebrahimi et al. 2015a and 

2015b;Barazandeh et al. 2016 )جودمو اطلاعات و و آمار 

های گوناگون مورد ها باید از جنبه این دام که دریافت توان می

ترین صفات اقتصادی  در این راستا، از مهم .مطالعه قرار گیرند

مثلی،  توان صفات تولید مورد نظر در اصلاح گاوهای شیری می

ها را نام  تولید شیر، چربی، پروتئین، تیپ و طول عمر اقتصادی آن

سودآوری در واحدهای پرورش گاو  (.Forabosco 2005) برد

رغم پیشرفت سریع ژنتیکی و  علی شیری بستگی به باروری دارد،

مدیریتی در تولید شیر گاوهای شیری، بازده باروری از اواسط دهه 

توان فقط  دلیل این کاهش در باروری را نمی. است کم شده 1791

ن یکی از عنوا تواند به تنش گرمایی می. به افزایش شیر نسبت داد

ویژه در مناطق  های اصلی مرتبط با کاهش باروری به فاکتور

وجود تنش . گرمسیری در مزارع پرورش گاوهای پرتولید باشد

گرمایی قبل از عمل تلقیح مصنوعی، با کاهش نرخ باروری در 

دمای محیطی،  .(García-Ispierto et al. 2007) ارتباط است

وجود آمدن درجات تابش، رطوبت نسبی و سرعت باد در ب

 Rensis and Scaramuzzi) متفاوتی از تنش گرمایی تاثیر دارند

تنش گرمایی یك عامل مهم در کاهش سودآوری مزارع  .(2003

 ،(Ravagnolo and Misztal 2002) پرورش گاو شیری است

ویژه تنش گرما، سالانه میلیاردها دلار  ههای محیطی بتنش

 .St-Pierre et al) دهند می سودآوری تولیدات دامی را کاهش

های  چندین مطالعه ارتباط بین چند شکلی در ژن اخیراً. (2003

با  Na+,K+-ATPaseهای شوک حرارتی و  مختلف شامل پروتئین

 Collier et) اندصفات مختلف تولیدی و تولید مثلی را نشان داده

al. 2008; Ghaffari et al. 2013; Das et al. 2015 )در تابستان 

باعث تولید تنش گرمایی و در پی آن باعث تنش  بالادمای 

 (Bernabucci et al. 2002) شوداکسیداتیو در گاوهای شیری می

تنش گرمایی عامل مهمی در کاهش سودآوری مزارع پرورش  و

، از طرفی (Ravagnolo and Misztal 2002) تگاو شیری اس

. تنش گرمایی اثر منفی بر برخی نشانگرهای پلاسما می گذارد

مطالعات دیگر اثر تنش گرمایی را بر سطوح سدیم و پتاسیم 

 .El-Nouty et al) پلاسما در گاوهای هلشتاین نشان داده اند

1980 Srikandakumar and Johnson, 2004;) . ژنNa+,K+-

ATPase که در مقابل استرس اکسیداتیو حساسیت  علت این به

کاندیدا برای استرس گرمایی  عنوان ژن تواند بهدهد، مینشان می

گاوی دارای دو زیرواحد آلفا و  Na+,K+-ATPaseپروتئین  .باشد

. شود بیان می ATP1A1وسیله ژن  هکه زیر واحد آلفا ب ،باشد بتا می

های قرمز خونی  چنین زیر واحد آلفا در غشای سلولی گلبول هم

 ;Herrera et al. 1987)شود میکد ATP1A1  توسط ژن

Sweadner et al 2000).  با استفاده از روش PCR-SSCP. 

(2010)Liu et al  دو SNP  12و اینترون  12را در ناحیه اگزون 

های تك گزارش کردند که این چند شکلی ATP1A1ژن 

نوکلئوتیدی با ضریب تحمل گرمایی و نرخ تنفس در گاوهای 

نشان Neeraj Kashyap  (2015) .باشدهلشتاین چینی مرتبط می

ارتباط  ATP1A1های صورت گرفته در ژن  ند که جهشداد

داری با صفات نرخ تنفسی و دمای رحم در گاوهای  معنی

 ATP1A1ژن بنابراین . هلشتاین، جرسی و گاو بومی هندی دارد
 Na+,K+-ATPaseرا که باعث بیان زیر واحد آلفا از پروتئین 

داتیو عنوان ژن کاندید برای تنش گرمایی و اکسی شود، را به می

 هاتیجمع یکیژنت ساختار از اطلاع ،از طرف دیگر. معرفی کردند

 اصلاح های طرح برای زییر برنامه برای یبزرگ کمك تواندیم

 باشد یکیژنت ریذخا حفظ تر، مهم همه از و نژادی

(Mohammadabadi et al. 2017.)  بنابراین، هدف از اجرای این

 در موجود (SNP) تحقیق شناسایی چندشکلی تك نوکلئوتیدی

و ارزیابی ارتباط بین این چندشکلی با نرخ باروری  ATP1A1ژن 

 . در گاوهای نژاد سرابی و هلشتاین بود
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گاو  راس 42راس گاو شیری شامل  122از  برای این منظور

راس گاو هلشتاین  92و تعداد  سرابی از ایستگاه تحقیقاتی سراب

از . انجام شدگیری  نخواز گاوداری فکا واقع در استان اصفهان 

های آزمایش استریل،  لوله در لیتر خون میلی 4حدود گاو هر 

های خون تا زمان استخراج  نمونه. گرفته شد،  EDTAحاوی

DNA  مثلی  اطلاعات صفات تولید .در یخچال نگهداری شدند

. شامل تنها نرخ آبستنی، برای نژادهای سرابی و هلشتاین بود

شامل اثرات ثابت سال هنگام تلقیح، ماه  جزئیات اطلاعات فنوتیپی

 DNAبرای استخراج در این پژوهش . زایش بود تلقیح و اثر شکم

برای . شد استفاده (Miller et al. 1988) بهینه یافته نمکی از روش

و بخشی از  12اگزون  جایگاهبازی  جفت 221ی  تکثیر قطعه

. داستفاده ش PCR-SSCPاز تکنیك   ATP1A1ژن 12اینترون 

 :عبارت بودند از( .Liu et al  2010)توالی آغازگرها 

Forward پرایمر رفت: 

 (5ʹ -TGGAACTGCAATCACTGAGGTC-3ʹ) 

 Reverseپرایمر برگشت  : 

 (5ʹ -TGAGCAACCAACGCAACACT-3ʹ)        

 111-41میکرولیتر و شامل  24در حجم نهایی  PCRواکنش 

از هر آغازگر،  پیکومول PCR (1X) ،11، بافر DNAنانوگرم 

dNTPs (0.2 mM)، ( 1.5 mM) MgCl2  و نیم واحد آنزیم تك

واسرشت برنامه حرارتی شامل  .سیکل اجرا شد 24پلی مراز در 

دمای واسرشت ، دقیقه 4گراد به مدت  درجه سانتی 74شدن اولیه 

گراد به مدت  درجه سانتی 49، ثانیه 21گراد برای  درجه سانتی 72

 01گراد به مدت  درجه سانتی 92،ال پرایمرهاثانیه برای اتص 21

درجه  92دمای تکثیر نهایی و  ثانیه برای تکثیر قطعه مورد نظر

منظور تشخیص محصولات  به. بود دقیقه 9 به مدت گراد سانتی

PCR  آمیزی اتیدیوم بروماید استفاده  با رنگ% 4/1از ژل آگارز

ز عمودی با استفاده از الکتروفور PCR – SSCPاز روش . دش

آمیزی  بر روی ژل اکریل آمید و رنگ( Bio-Rad)توسط دستگاه 

و  12اگزون  جایگاهبا نیترات نقره، برای شناسایی جهش در 

 . استفاده شد ATP1A1ژن  12بخشی از اینترون 

نوکلئوتیدی با استفاده از روش  شکلی تك چون هدف تعیین چند

نمونه  2یا  2وت تعداد یابی بود، لذا از هر الگوی باندی متفا توالی

های  خالص کردن کلیه نمونه. یابی انتخاب شد برای انجام توالی

و تعیین توالی قطعه مورد نظر توسط شرکت  PCRحاصل از 

BioNeer برای مقایسه و مطابقت . جنوبی انجام گرفت کشور کره

با شماره ) NCBIها با یکدیگر و با توالی مرجع در سایت  توالی

 استفاده شد Vector NTIافزار  از نرم( NC-007301.3دسترسی 

(Vector NTI Advance 9.0., 2003.) 

 SAS(9.1)افزار  نرم GLMها با استفاده از رویه  تجزیه آماری داده

 :صورت زیر بود هانجام شد و معادله مدل آماری ب

 
هر یك از مشاهدات مربوط به نرخ :  CRijklmnکه در این مدل، 

 :Mjامین سال هنگام تلقیح،  iاثر : Yiگین جامعه، میان: µآبستنی، 

امین   lاثر :Blامین شکم زایش،  kاثر  :Lackامین ماه تلقیح،   jاثر

اثر : eijklmnامین الگوی باندی مشاهده شده و  mاثر : Pmنژاد، 

 باشد، مانده می باقی

سپس . صورت توام انجام گرفت هابتدا آنالیز برای هر دو نژاد ب

جداگانه برای هر نژاد آنالیز انجام شد که در این حالت صورت  هب

بعد از تعیین اثرات ثابت از . دشاثر نژاد از معادله مدل حذف 

 .دشها استفاده  آزمون توکی برای مقایسه میانگین

نتایج طیف سنجی با استفاده از روش اسپکتروفتومتری بر روی 

شده دارای های استخراج  DNAنشان داد که  یك درصدژل آگارز 

استخراج  هایDNA. باشند می PCRکیفیت مناسبی برای انجام 

 PCRنانوگرم بر میکرولیتر برای انجام  211-211شده با غلظت 

بر روی ژل آگارز  PCRنتایج بررسی محصولات . انتخاب شدند

 221درصد نشان داد که الگوی باندی مربوط به تکثیر قطعه  4/1

مربوط به  12و بخشی از اینترون  12بازی از ناحیه اگزون  جفت

خوبی و بدون تکثیر قطعات اضافی و فاقد اسمیر  به ATP1A1ژن 

 و. باشد و دایمر بود که موید اختصاصی بودن جفت آغازگرها می

ای  سایز نشانگر استفاده شده در کنار محصولات واکنش زنجیره

. دباز طول دار جفت 221دهد که قطعه تکثیر شده  پلیمراز نشان می

های  در کنار نمونهاندازه صحت این مطلب با حضور نشانگر 

 . الکتروفورز شده تأیید شدند

های منفرد  نتایج حاصل از بررسی الگوی تفاوت فرم فضایی رشته

(SSCP ) نوع الگوی  2، نشان داد که %12روی ژل اکریلامید

یابی  توالی. باندی متفاوت در جمعیت مورد مطالعه وجود دارد

هاپلوتایپ متفاوت را  2برای این ناحیه وجود  PCRت محصولا
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مشاهده شد که شامل تبدیل  SNPدر این مطالعه دو . تائید کرد

جای تیمین در  و سیتوزین به 12آدنین به گوانین در ناحیه اگزون 

جای گوانین، در  هتبدیل آدنین ب. این ژن بود 12ناحیه اینترون 

آمینه د و در هر دو حالت اسیدشآمینه نباعث تغییر اسید 12اگزون 

نیز دو  .Liu et al (2010) در مطالعه. (1شکل) ماند والین باقی

SNP نتیجه این دو تغییر در . در این جایگاه مشاهده شده بود

نوع الگوی باندی  2نوکلئوتیدهای این جایگاه که باعث ایجاد 

متفاوت در جمعیت گاوهای مورد مطالعه هلشتاین و ( ژنوتیپ)

در ( الگوهای باندی)ها  و فراوانی این ژنوتیپ. شده است ابیسر

 .است ارائه شده 2شکل 

های مختلف مقادیر میانگین حداقل مربعات ژنوتیپ 1در جدول 

های مختلف در دو نژاد سرابی برای شکم زایش( الگوهای باندی)

دهد نتایج تجزیه واریانس نشان می. است دهشو هلشتاین ذکر 

ها با صفت نرخ باروری در این ناحیه معنی اپلوتایپارتباط بین ه

همچنین در آنالیز جداگانه برای هر نژاد ارتباط معنی   .دار نیست

های مشاهده شده با صفت نرخ باروری در  داری بین هاپلوتایپ

(. 2جدول )کدام از نژادهای سرابی و هلشتاین مشاهده نشد  هیچ

عدم تغییر در )هش خنثی تواند جکه یکی از دلایل این امر، می

در توالی ژن مورد مطالعه و به طبع آن پروتئین حاصل ( اسید آمینه

  .باشد

 

 
 .های مختلف در دو نژاد سرابی و هلشتاین با صفت نرخ باروری در شکم زایش ATP1A1های مشاهده شده در ژن ارتباط هاپلوتایپ -1 جدول

   هاپلوتایپ  شکم زایش

 2شماره  2اره شم 2شماره  1شماره  

 ns 94/1 01/1 92/1 02/1تلیسه

 ns 0/1 22/1 41/1 01/1شکم زایش یك

 ns 42/1 22/1 21/1 01/1شکم زایش دو

 
 .با صفت نرخ باروری در دو نژاد سرابی و هلشتاین ATP1A1های مشاهده شده در ژن ارتباط هاپلوتایپ -2جدول 

  هاپلوتایپ   نژاد

 2شماره  2شماره  2شماره  1شماره  

 ns 24/1 22/1 29/1 21/1هلشتاین

 ns 92/1 27/1 09/1 92/1سرابی

 

طور کلی نتایج این تحقیق نشان داد که در نژادهای مورد مطالعه  هب

داری بین صفت نرخ باروری با  هلشتاین و سرابی ارتباط معنی

SNP با توجه به اینکه صفت . ناحیه مورد مطالعه وجود نداردهای

شود،  یند اثر چندین جایگاه ژن کنترل میآی توسط برنرخ بارور

بررسی وضعیت یك ناحیه از ژن و ارتباط آن با صفت مورد نظر، 

گیری جامع کافی نیست و تعیین توام  به تنهایی برای هر نوع نتیجه

باروری مورد نیاز  چندین ژن عمده تاثیرگذار بر تولید مثل و نرخ

هایی  یج حاصل از چنین پژوهشدر نهایت شاید بتوان از نتا. است

های اصلاح نژاد  های انتخاب بر اساس نشانگر در برنامه در برنامه

 .مثلی استفاده کرد صفات تولید
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