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، پژوهشكده )رشت(استاديار بخش تحقيقات ژنوميكس، مديريت منطقه شمال كشور  -3
  بيوتكنولوژي كشاورزي

 .استاديار بخش آمار دانشگاه شيراز -4

 hmd_kh_ko@yahoo.com :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )9/12/90 :تاريخ پذيرش -11/11/89 :تاريخ دريافت(

آوري و با استفاده از هاي شيري هلشتاين در ايران جمعنمونه خون از گاو 398در اين پژوهش 
PCR  ژن  8بازي از اگزون شماره جفت 411يك قطعهDGAT1 يپ افراد با تعيين ژنوت. تكثير شد

 KK ،226فرد داراي ژنوتيپ  36نتايج نشان داد . انجام گرفت RFLP-PCRاستفاده از تكنيك 
 Aو  Kهاي هاي آللباشند و فراوانيمي AAفرد داراي ژنوتيپ  136و  KAفرد داراي ژنوتيپ 

فراد براي هاي اارتباط ژنوتيپ. برآورد گرديد 63/0و  37/0به ترتيب برابر با   )آلل جهش يافته(
گيري ورم پستان مورد هاي بدني موجود در شير به عنوان معيار اندازهاين ژن با شمارش سلول

ها و داري بين ژنوتيپگونه ارتباط معنيهيچ نتاج اين پژوهش نشان داد كه. بررسي قرار گرفت
  ). <05/0P(هاي بدني شير مشاهده وجود ندارد سلول

  
هاي باكتريايي شود كه بيشتر در پي عفونتستاني گفته ميهاي پورم پستان به آماس غده

هاي صنعتي وارد هاي اقتصادي قابل توجهي را به گلهتواند زياناين بيماري مي .آيدبوجود مي
 هاي صنعتي استان اصفهانگاوداري كه در در پژوهشي ،براي نمونه). Zamiri 2006(نمايد 

هزار سلول بدني در هر ميلي ليتر نمونه  100هر  به ازاي افزايشانجام گرفت مشخص شد كه 
 900هاي بدني از كه تعداد سلولدر صورتي و يابدليتر كاهش مي 5/1توليد شير حدود  ،شير

كيلوگرم در  6كيلوگرم و يا بيشتر از  5كاهشي در حدود  باشدبيشتر  هزار در هر سي سي شير
در حالت زير كلينيكي تشخيص اين  .et al. 2009) (Zamaniد شوتوليد شير روزانه را سبب مي

 .پذير استهاي آزمايشگاهي امكانبيماري تنها با روش

 هاي كليدي واژه
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هاي توان به شمارش سلولهاي آزمايشگاهي ميترين روشاز مهم
جا از آن. اشاره كرد MMT3و  CMT2، رسانايي الكتريكي،1بدني
هاي سفيد بسياري از عفونت پستان موجب وارد شدن گلبولكه 

به مي توان  هاي بدنيبا شمارش سلوللذا  گرددخون به شير مي
 20در اين روش تعداد  معمولاً. دوجود بيماري ورم پستان پي بر

هزار سلول در هر سي سي نشان دهنده سالم بودن غده  200تا 
يكي از دلايل اصلي اهميت دادن ). Zamiri 2006(باشد پستاني مي
با بيماري ورم ) 7/0(هاي بدني همبستگي بالاي ژنتيكي به سلول

مشخص شد كه  QTLهاي نقشه يابي در طرح. پستان مي باشد
در انتهاي سانترومري كروموزوم ) DGAT1(ژن كانديد بالقوه يك 

اين ژن با . براي درصد چربي و توليد شير وجود دارد 14شماره 
كد كردن آنزيم دي آسيل گليسرول اسيل ترانسفراز نقش اصلي را 

ايجاد يك . در سنتز تري گليسيريد و در نهايت چربي شير دارد
بديل گوانين به آدنين و باعث ت 4هم جنس جهش تك نوكلئوتيدي

گردد مي ني آلانين به جاي ليزين در آنزيممنجر به جايگزي
)Grisart et al. 2002.(  ي شيريشده است كه گاوهامشخص 

كنند، زيرا چربي انرژي زيادي را براي توليد چربي مصرف مي
 كندايفا مي هادر باروري و سلامت پستان را بسزايي نقش

)Kaupe et al. 2007.(  با توجه به اينكه ژنDGAT1  نقش اصلي
تواند بر سلامت پستان را در سنتز چربي بدن بر عهده دارد مي

بين ارزش  كه همبستگي ژنتيكيبا توجه به . تاثير داشته باشد
 .Kaupe et al(و طول عمر توليد مثلي وجود دارد  SCSاصلاحي 

لي بر برخي از صفات توليد مث DGAT1و اينكه اثر ژن  )2007
تواند بر تعداد و ميDGAT1 ژن لذا ،دار گزارش شده استمعني

موثر به روي ورم  يهاQTL .هاي بدني تاثير گذار باشدنمره سلول
روي  QTLبراي نمونه چهار  ،شناسايي گرديده استنيز  پستان

هاي بدني در براي نمره سلول 21و 11 ،10 ،8هاي كروموزوم
 تجزيهاز  .گرديده استجمعيت گاوهاي هلشتاين شناسايي 

بتا هيدروكسي ليز  -11 همراه با ژن  DGAT1ژنتركيبي 
)CYP11B1(  هاي ها و نمره سلولداري بين ژنوتيپاثر معني

ناسلند و ). Kaupe et al. 2007( بدني شير مشاهده نگرديد

                                                           
1 Somatic cell count 
2 California mastitis test 
3 Michigan mastitis test 
4 Transition 

هيچ گونه اثر معني) 2010(بري و همكاران و ) 2008(همكاران 
هاي بدني شمارش هاي سلولوردو رك DGAT1داري بين ژن 

گله  10نمونه خون از  398در اين پژوهش . شده مشاهده نكردند
ركورد تعداد فقط . آوري گرديدهاي اصفهان و تهران جمعاز استان

در هاي بدني شير براي تعداد سلولراس از اين گاوها  214
با استفاده از روش نمكي انجام  DNAاستخراج  .دسترس بود

از  PCRبراي انجام واكنش  ).Lien et al. 1990( گرفت
و  GCACCATCCTCTTCCTCAAG-3′-′5 رفت آغازگرهاي

 Kaupe( شداستفاده  -GGAAGCGCTTTCGGATG-′5'3 برگشت

et al. 2004.( هاي حرارتي سيكلPCR  به صورت زير انجام
 35،  دقيقه 5به مدت  C94˚ دماي: واسرشته سازي اوليه: گرفت

ثانيه، اتصال به  60و به مدت  C94˚سازي در  چرخه با واسرشته
و به مدت  C72˚و سنتز در دماي  C60˚ثانيه در دماي  60مدت 

واكنش . C72˚دقيقه و در دماي  7به مدت: سنتز نهايي. ثانيه 60
PCR  مواد استاندارد آن ميكرو ليتر و با استفاده از  15در حجم

بازي از ژن جفت 411قطعه  PCRبا انجام واكنش . انجام شد
DGAT1 براي شناسايي تغييرات آلل ژن . تكثير شدDGAT1 ،5 

به  CfrIبرشيواحد از آنزيم  2تكثير شده با  DNAميكروليتر از 
. گراد هضم شددرجه سانتي 37ساعت در دماي  3مدت 

درصد الكتروفورز  2محصولات برش داده شده در ژل آگارز 
. شدآميزي رومايد رنگشدند و در نهايت ژل آگارز با اتيديوم ب

. بريده خواهد شد Aشود و آلل با آنزيم برشي بريده نميK آلل 
-هاي آللي، ژنوتيپي و بررسي تعادل هارديمحاسبه فراواني

). Nei 1977(انجام شد  Pop Geneوينبرگ با استفاده از نرم افزار 
نرم  2/13نسخه  با استفاده از SCCهاي سازي دادهنرمال
با  ).λ= 34/0( انجام شد Box-Coxو تبديل   MINITABافزار

اثر ژنوتيپ GLM رويهو  SPSSنرم افزار  16نسخه  استفاده از
هاي هاي بدست آمده در قالب يك مدل اثرات ثابت روي ركورد

استفاده آماري مورد مدل . فنوتيپي مورد بررسي قرار گرفتند
 Yijkl:دل، در اين م=Gi+Sj+Ck+eijkl µ  Yijkl+:  بصورت زير بود

اثر دهنده نشان: Gاثر ميانگين، : µ هر مشاهده،نشان دهنده 
 اثر سال زايش: Ck،در شش سطح اثر گله: S، در سه سطحژنوتيپ 

بر اساس نحوه . اثر عوامل ناشناخته يا خطا:  eدر چهار سطح و
 .قابل مشاهده بودند KK،KA،AA برش آنزيم سه نوع ژنوتيپ
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يافته و داراي يك آلل جهش KAون جهش افراد ، بدKKافراد 
افرادي  .ها جهش صورت گرفته استدر هر دو آلل آن AAد اافر

بازي داراي باند هستند، جهش در آنجفت 411كه تنها در ناحيه 
افرادي كه در  .اندها رخ نداده است و به شكل وحشي باقي مانده

داراي باند بازي جفت 208يا  203جفت بازي و 411دو ناحيه 
باشند و در نهايت افرادي كه داراي دو هستند، هتروزيگوت مي

 بازي هستند، هموزيگوت جهشجفت 208و  203باند در ناحيه 
به علت نزديك بودن دو  .)Kaupe et al. 2004( باشنديافته مي

به شكل يك باند ضخيم  AAبازي افراد جفت 208و  203قطعه 
 ).1كل ش(هستند  روي ژل قابل تشخيص

  
  در جمعيت مورد مطالعه DGAT1 چند شكلي ژن -1شكل 

  

تخمين زده  63/0برابر با   Aو آلل 37/0برابر  Kميزان فراواني آلل 
از پژوهش  هاي آللي بدست آمده، با نتايج حاصلفراواني .شد

Naghdi et al. (1389)  وHosseinPour et al. (2011) قريباًت 
و  KK ،KAهاي ژنوتيپي فراواني شدر اين پژوه. همخواني دارد

AA نتايج . ورد گرديدآبر 34/0و  56/0، 09/0ترتيب برابر با به

. مطابقت داشت) 2003(بدست آمده با نتايج تالر و همكاران 
جمعيت مورد مطالعه از تعادل كه كاي نشان داد مربع آزمون 
د نتوانمي انتخابو  گيرينمونهاثر . وينبرگ انحراف دارد -هاردي

موجب افزايش  Kآلل . دندلايل عدم تعادل در اين جمعيت باش
 (2009 شودباعث افزايش توليد شير مي Aچربي شير و آلل 

Signorelli et al.(. رود كه ميانگين تعداد سلولبنابراين انتظار مي
بيشتر از ساير  AAليتر شير در ژنوتيپ هاي بدني در هر ميلي

ها نيز هاي بدني ژنوتيپنگين سلولبرآورد ميا. ها باشدژنوتيپ
داراي  AAكه افراد باشد به طوريمويد اين مطلب مي ظاهراً

به  KKو  KAباشند و افراد سلول بدني مي 151000ميانگين 
اما . باشدسلول بدني مي 98000و  138000ترتيب داراي ميانگين 
 DGAT1هاي ژن بين ژنوتيپها نشان داد نتايج تحليل آماري داده

 رابطهگونه هاي بدني هيچسلول شمارش هاي حاصل ازركورد و
 .Kaupe et alنتايج اين پژوهش با نتايج  .داري وجود نداردمعني

(2007); Berry et al. 2010 به دليل اينكه وراثت . مطابقت دارد
درجه  ،پذيري صفت مقاومت به ورم پستان پايين مي باشد

. باشدمي كمهمبستگي بين عملكرد فنوتيپي و ارزش اصلاحي 
زيرا بيشتر تغييرات واريانس فنوتيپي اين صفت بيشتر بوسيله 

ستند، هاي ژني كه قابل انتقال به نسل بعد نيمحيط و ارزش تركيب
گردد كه براي بهبود اين گونه بنابراين توصيه مي. شوندل ميكنتر
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