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در گوسفندان نژاد رشدو ارتباط آن با صفات هورمون رشدژن 4شکلی اگزون چندبررسی
PCR-SSCPکرمانی با روش 

3سعید عباسیو 3سعیده الهیان،3، پرویز عزیزي2حسین مرادي شهربابک،1اکبر اسدي

چکیده
، از سیاهرگ )شهر بابک(ایستگاه اصلاح نژاد گوسفند کرمانیرأس گوسفند کرمانی مربوط به 109در این مطالعه، از تعداد 

قطعه یکاي پلیمراز جهت تکثیرهاي زنجیرهو واکنشیافتهبهینهنمکیروش به DNAعمل آمد و استخراج خونگیري بهگردن
تعیین ژنوتیپ براي) DNA)SSCPهاي رشتهتکفضاییچندشکلیاز. انجام گرفتژن هورمون رشد4از اگزون جفت بازي 214

ولت در 300ساعت و با اختلاف پتانسیل 17به مدت % 12آمید ها روي ژل اکریلها، استفاده شد الکتروفورز عمودي نمونهنمونه
3،2،1ژنوتیپیهايالگوآندر نتیجهکهشدنقره انجام آمیزي ژل به روش نیتراترنگ.گراد صورت گرفتدرجه سانتی4دماي 

الگوهايارتباط.گرفتانجامSASافزارنرمباصفاتواریانسآنالیز. شدهمشاهد%03/44و %77/35، %18/20ا فراوانی بترتیببه
.دار نبودندمعنی) ماهگی12ماهگی و وزن 9زن اهگی، وم6اهگی، وزن م3وزن تولد، وزن (صفات رشد باژنتیکیمتفاوت

گوسفند کرمانی، PCR-SSCP، چندشکلی،هورمون رشد، صفات رشد: ي کلیديهاواژه

مقدمه
صفاتبرگیرندهدرکهاقتصاديصفاتازبسیاري

تعدادکنترلتحت،رشدصفاتجملهازهستندتولیدي
چندشکلیتعیینآندنبالبهکهدارندقرارژنزیادي

شناساییوتولیديصفاتبرموثرکاندیدايهايژن
نظرموردصفاتبرايوبمطلهايژنوتیپوهاآلل
فراهمنشانگرکمکبهانتخاببرايرازمینهتواندمی
ژنوتیپیثبتبرايژنومیپویشهايروشدر.)6(کند

صرفزیاديزمانگري،آمیختهازلحاصجمعیت
اززیاديتعدادتوسطدیگرياستراتژي. شودمی
شدهگرفتهکاربههاQTLیابینقشهبرايگرانوهشپژ

هايژن. شودمینامیدهکاندیداژنروشکهاست
عالیتفکهايشدهیابیتوالیهايژنازعبارتندکاندیدا

یاتکاملدرواستشدهشناختهآنهابیولوژیکی
اصلیمزیت.دارنددخالتنظرموردصفتفیزیولوژي

دارايجمعیتهردرکهاستاینکاندیداژنروش
هفاصلکههائیگونهدرویژهبه،صفاتفنوتیپیثبت

روشایندارند،کمتريفرزندانتعدادوطولانینسلی
زاروشایندراینکهبهتوجهبا. بودخواهدترکاربردي

باهاپژوهشيهزینهشود،میاستفادهژناندکیمارش
استژنومیپویشروشازکمترمراتببهروشاین

وزنباايزنجیرهتکپپتیديپلیرشدهورمون. )14(
اینترون4واگزون5يدارادالتونکیلو22مولکولی

5اگزونو3اینتروندرمتعدديهايچندشکلیواست
ندهکنتنظیمرشدهورمون. )5(استشدهگزارشآن

بربنابرایناست،پستانداراندرمتابولیسمورشداصلی
پیريوشیرتولیدسلامتی،بدن،ترکیباترشد،سرعت

. )1(استموثرمتعددهايژنبیاندرتعدیلطریقاز
پپتیديهورموندوتوسطرشدهورمونترشح

یارشدهورمونآزادکنندهفاکتوریعنیهیپوتالاموس
سوماتواستاتینیابازدارندهفاکتوروسوماتوتروپین

اثردودارايرشدهورمون. )5(شودمیکنترل
مستقیماثرات. استغیرمستقیمومستقیمفیزیولوژیک

درهایشرندهیگبهرشدهورموناتصالنتیجه
چربیهايسلولالمثبراي. باشدمیهدفهايسلول
اینرشدهورمونوهستنداهگیرندهاینحاوي

کندمیتحریکگلیسریدهاتريتجزیهبرايراهاگیرنده
درهاآنتجمعورودهدرلیپیدهاشدنجذبازمانعو

فاکتوروسیلهبهنیزغیرمستقیماثرات. شودمیخون
IGF-I.شودمیرلــکنتIGF-Iن،ــانسولیشبهرشد

بهپاسخدرهابافتسایروکبدتوسطکهاستهورمونی
توسطرشدتحریک. شودمیترشحرشدهورمون
هدفهايسلولدرIGF-Iاعمالدلیلبهرشد،هورمون

شاملرشدرمونهومتابولیکیاثرات. )5(است
رشدهورمون. استهاچربیوهاپروتئینمتابولیسم
افزایشسببوکندمیتحریکراهاپروتئینمتابولیسم

اهشــکوروتئینــپاختــسونهـآمیاسیدذبــج
رشدهورمونهمچنین.شودمیپروتئینیاکسیداسیون

دراکسیداسیونوگلسیریدهاتريتجزیهافزایشباعث
اختسوانرژيمنفیتعادلصورتدرچربیهايسلول

مربی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهربابک-1
)hmoradis@ut.ac.ir: ولومسنویسنده (، پردیس کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه تهران،استادیار-2

ارشد، پردیس کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه تهرانیکارشناسدانش آموخته -3
3/10/92: تاریخ پذیرش14/11/91: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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هیپوتروفیوانرژيمثبتلتعادصورتدرلیپیدها
ترینمهمازیکیگوسفند. )8(شودمیچربیهايسلول
ایراندرویژهبهودنیادرنیحیواپروتئینتامینمنابع
آبگوناگونشرایطوهااقلیمبهتوجهباایراندر. است

اقلیمیشرایطبهیکهرکهگوسفندنژاد28هوایی،و
درصد37ازبیشکهداردوجوداندیافتهسازگاريخود

نژاد. )13(کنندمیتامینراکشورقرمزگوشتاز
هواییوآبشرایطبارسازگانژادهايازیکیکرمانی

درگوشتجزهبکهاین برعلاوهواستخشکوگرم
اهمیتازنیزایرانفرشصنعتيبراپشمتولید

توسطکهمطالعهیکدر).13(استبرخوردارسزاییهب
متقابلاثرشدانجام) 12(همکارانوکاتو

میزانوبدنوزنبارشدهورمونژنهايچندشکلی
10سندرژاپنیسیاهگاوهايدرریزدرونددغعملکرد
BBژنوتیپبرايبدنوزنمیانگین. شدارزیابیماهگی

هايژنوتیپازکمتر) =00017/0P(داريمعنیطوربه
AAوABوانسولینهايغلظت. بودIGF-Iپلاسما
ABوBBهايژنوتیپازبیشترAAژنوتیپبراي

مشخص)7(رانهمکاوچیکونی.استشدهگزارش
ژن5اگزون172و127هايمکاندرکهکردند

حالتدردارد،وجودSNPچندینگاويرشدهورمون
اسیدآمینه127مکاندرموجودجهشهموزیگوت

برايراوالیناسیدآمینهوAAژنوتیپبرايرالوسین
مکاندرکهدیگرSNPیک. کندمیکدBBژنوتیپ

متیونینجایگزینرارئونینتاستهشدمشاهده172
وژاپنیسیاهگاوهايدردرهمهاجهشاین. نمایدمی
گزارش.)9(استشدهگزارشآنگوسگاوهايدرهم

Aللآباحیواناتژاپنیسیاهگاوهايردکهاستشده
امتیازامابالاترروزانهرشدسرعتوبالاتربدنوزن

دارايحیواناتامادارند،ماربلینگچربیبرايکمتري
داراماربلینگچربیبرايرابالاتريامتیازBالل
بررسیمطالعه،اینانجامازهدف.)19(باشندمی

هاچندشکلیاینارتباطوGHژن4اگزونچندشکلی
.استبودهکرمانینژادگوسفنددررشدصفاتبا

هاروشومواد
DNAاستخراجوگیريخون
کرمـانی نـژاد گوسـفند أسر109ازمطالعـه ایندر

)بابکشهر(کرمانیگوسفندنژاداصلاحستگاهیادرواقع
سـیاهرگ ازEDTAبهحاويهايونوجکتازاستفادهبا

250ازDNAاســتخراج. شــدگیــريخــونگردنــی
انجـام نمکـی یافتـه بهینهروشبهکاملخونمیکرولیتر

بـا شـده اسـتخراج DNAکیفیـت وکمیت.)15(گرفت
ــورزازاســتفاده ــزودرصــد2آگــارزژلرويالکتروف نی

گیـري انـدازه نانودراپدستگاهبااسپکتروفتومتريروش
. شد

)PCR(پلیمرازايزنجیرهواکنش
214ه قطعیکتکثیرجهتپلیمرازاينجیرهزواکنش

. تگرفانجامرشدهورمونژن4اگزونازبازيجفت
:رفتاختصاصیآغازگرهاي

F: 5′-CCACCAACCACCCATCTGCC3′و
R: 5′-GAAGGGACCCAAGAACGCCبرگشت -3′

توسطگرفتند،قراراستفادهموردتکثیرجهتکه
توسطومعرفیوطراحی)3(باستوس و همکاران

ذکریزمانودماییبرنامه. شدندساختهژنسیناشرکت
چهاراگزونتکثیربرايبهینهشرایط1جدولدرشده
GHواکنش. دهدمینشانراPCRژنجایگاهبراي

50شاملمیکرولیتر25نهاییحجمدر،رشدهورمون
هرازمیکرومولارX1،5/0بافرژنومی،DNAنانوگرم
مولارمیلیdNTP،5/2هرازمولارمیلی2/0پرایمر،

MgCl2،انجامونیزهدیآبوپلیمرازتکآنزیمواحدیک
ترموسایکلردستگاهازGHژنجایگاهتکثیربراي. شد

. شداستفادهTECHNEشرکتFTGRAD2Dمدل
تکثیرصحتازاطمینانبرايPCRواکنشانجامازپس

محصولاتالکتروفورزشده،کثیرتDNAمیزانتعیینو
PCRودماییبرنامه.شدانجامدرصد2آگارزژلروي
چرخه35بارشدهورمونگیرندهژنثیرتکبرايزمانی
گرادسانتیدرجه95اولیهسازيواسرشتدمايشامل

گرادسانتیدرجه95واسرشتدمايدقیقه،پنجمدتبه
بهگرادسانتیدرجه56درپرایمرهااتصالثانیه،30در

مدتبهگرادسانتیدرجه72دربسط،ثانیه30مدت
مدتبهگرادسانتیدرجهدر72نهاییتکثیروثانیه30
.دقیقهپنج

چندشکلیروشبهPCRمحصولاتژنوتیپتعیین
) SSCP(هارشتهتکفضایی

باPCR-SSCPروشبههانمونهژنوتیپتعیین
وآمیداکریلپلیژلرويعموديالکتروفورزازاستفاده

20بنابراین. گرفتانجامنقرهنیتراتباآمیزيرنگ
شامل(SSCPمخصوصبارگذاريبافرلیترمیکرو

سیانیدزینولوبرموفنلمولار،EDTA6،%99فرمامید
شدورتکسومخلوطPCRمحصولمیکرولیتر5با) 1%
دردقیقه10مدتبهترموسایکلردستگاهدرسپسو

هايرشتهتاشددادهقرارگرادسانتیيدرجه96دماي
DNAمدتبهشدهواسرشتهاينمونه. شوندواسرشت

دوبارهپیوندازتاگرفتندقراریخرويدقیقه10
الگوهايمشاهدهبراي. شودجلوگیريمکملهايرشته
باBio Radشرکتعموديالکتروفورزتانکازباندي

ومترسانتی18× 20× 1/0ابعادبهايشیشهصفحات
کهترتیباینبه. شداستفادهدرصد12آمیداکریلژل

SSCPمخصوصيبارگذاربافروPCRمحصولمخلوط
الکتروفورزسپس. شدندبارگذاريژلهايچاهکدرون
300پتانسیلاختلافباوساعت17مدتبههانمونه
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X5/0(TBE(بافرباوگرادسانتیدرجه4دمايدرولت
روشبهبانديالگوهايمشاهدهجهتژلآمیزيرنگو

.)2(گرفتانجامنقرهنیترات
آماريتجزیه
بررسیموردجایگاهبرايهادامژنوتیپتعیینازپس

وزنتولد،وزنبهمربوطهايهدادهمراهبهاطلاعاتاین
وزنماهگی،نهوزن،ماهگیششوزنگیري،شیراز

برهتعدادحیوان،تولدماهحیوان،تولدسال،سالگییک
الگوهايوحیوانجنس،زایشهردرشدهمتولد

برنامهواردویرایشازپسوExcelافزارنرمواردژنوتیپی
SASرویهباوشدهMIXEDایندر. شدندتجزیه

ژنچهارشمارهوناگزبرايبانديالگوهاياثرآزمایش
GHسایر. شدنددادهقرارمدلدرثابتعاملعنوانبه

حیوان،تولدماهحیوان،تولدسالشاملثابتعوامل
. بودحیوانجنسوزایشهردرشدهمتولدبرهتعداد

ماهگی،سهوزنتولد،هنگامدرحیوانوزنهمچنین
وزنرايـبترتیببهاهگیـمنهوزنوماهگیششوزن
وزنواهگیــمنهوزناهگی،ـمششوزناهگی،ـمسه
عنوانبهحیواناثروهمبستهعاملعنوانبهسالگییک

بهمدلمعادله.ندشددادهقرارمدلدرتصادفیعامل
:بودزیرشکل

yijklmno= +Yei+Mj+Sk +Al +Gm+b(Wo- W )
+Animalo + eijklmno

yijklmno :وزنتولد،وزنبهمربوطتمشاهداازیکهر
وزنوماهگینهوزنماهگی،ششوزنماهگی،سه
.سالگییک
 :جامعهدرصفتمیانگین

Yei:اثرiن                            حیواتولدسالامین
Mj :اثرjحیوانتولدماهامین

Sk:اثرkزایشهردرشدهمتولدهبرتعدادامین
Al:اثرlحیوانجنسامین
Pm :اثرmشدهدیدهبانديالگويامین)GH(

b:تابعیتضریبYازW
WوoWوزنووزنمیانگینترتیببهnحیوانامین

وزنصفتبرايهمبستهعاملعنوانبهتولدوزن(
برايهمبستهعاملعنوانبهماهگیسهوزنماهگی،سه

عاملعنوانبهماهگیششوزنماهگی،ششوزنصفت
ماهگینهوزنوماهگینهوزنصفتبرايهمبسته

)سالگییکوزنصفتبرايهمبستهعاملعنوانبه
oAnimal:اثرoحیوانامین

eijklmno:ماندهباقیعواملتصادفیاثر

بحثونتایج
1آگارزژلوتومترياسپکتوفروشازاستفادهبا

شدتاییدشدهتکثیرDNAکیفیتوکمیتدرصد،
جفت بازي ژن 214قطعه PCRطی واکنش ).1شکل(

GH در مرحله بعد از روش ).2شکل (تکثیر شدSSCP
. اي شناسایی تنوع در قطعه تکثیر شده استفاده شدبر

روش موثري در شناسایی تنوع توالی SSCPتکنیک 
جرت اساس این تکنیک مها. )16(باشد تکثیر شده می

DNAآمید غیر دناتوره بر اساس از میان ژل پلی اکریل
بنابراین وجود حتی یک . باشداندازه و توالی آن می

اي، با تفاوت حرکت روي ژل قابل مشاهده جهش نقطه
آمیزي ژل پلی و رنگSSCPنتایج حاصله از . )3(است 
الگوي باندي متفاوت بود که در 3یانگر آمید باکریل
الگوهاي باندي متفاوت حاکی . شودمشاهده می3شکل 

باشد که فراوانی آنها از وجود تنوع در این جایگاه می
، 18/20به ترتیب 3تا 1محاسبه و براي الگوهاي 

.بوددرصد 03/44و 77/35

آگارزژلرويDNAهاينمونه1-شکل
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گوسفند نژاد کرمانیدرژن هورمون رشد4اگزونبازي ازجفت214قطعهاختصاصی یکتکثیر-2شکل

در گوسفند نژاد کرمانیSSCPژن هورمون رشد با تکنیک 4اگزون شده برايمشاهدهالگوهاي باندي - 3ل شک

GHژن 4الگوهاي مختلف اگزون ) SE±(داقل مربعات مقایسه ح-1جدول 

ژن هورمون رشد، در 4ن بزهاي بنگال نیز در اگزو
نشان گوناگونیهاي چندشکلی54و 36، 6هاي کدون
اسیدآمینه آرژنین تبدیل به 6در کدون .دادند

اي تبدیل اسیدآمینه36هیستیدین و در کدون 
سین ینیز گل54و در کدون آسپارتیک به والین رخ داد

رسد این نظر میبه.شدد تبدیل یبه گلوتامیک اس
. )10(ها در افزایش وزن لاشه موثر باشندجهش

از ژن هاي حاصلداري بین ژنوتیپهمچنین اثرات معنی
هورمون رشد در گاوهاي آمیخته کرولایس و زبو و وزن 

دست آمد که اثرات مثبتی با تبدیل دوره بهپایان
در پژوهشی که . )18(اشت لوسین به والین داسیدآمینه

جایگزینی در 5بز نژاد بوئر انجام شدأسر50روي 
با استفاده از تکنیکژن هورمون رشد5'ناحیه 

PCR-RFLP نشان داد که ژنوتیپAAطور به
سبب ABو BBهاي ژنوتیپداري نسبت بهمعنی

در .)16(شود دوره میپایانافزایش وزن تولد و وزن 
جهش در ناحیه اگزون 7مطالعه دیگر با شناسایی یک 

بزهاي سیاه بنگال هیچ ارتباط آماري بین صفات 5و 4
پیدا نشد که با نتایج این هاي حاصلرشد و ژنوتیپ

در ) 11(و همکاران هو. )10(دارد مطالعه همخوانی
با استفاده  تکنیکبوئرراس از بزهاي 154

PCR-RFLPهاي متفاوت و صفات ارتباط بین ژنوتیپ

kg(ns(وزن یک سالگیns)kg(ماهگی9وزن ns)kg(ماهگی 6وزن ns)kg(وزن از شیرگیري ns)kg(وزن تولد ژنوتیپ

1149/1 ± 0122/0894/2±033/001/3 ± 038/006/3 ± 027/0127/3 ± 028/0
2141/1 ± 0112/0893/2±03/098/2 ± 034/005/3 ± 025/012/3 ± 026/0
3144/1 ± 0115/0893/2 ± 03/002/3 ± 035/008/3 ± 025/0085/3 ± 028/0
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رشد شامل وزن بدن، طول بدن، ارتفاع بدن، محیط 
11سینه در هنگام تولد و از شیرگیري و وزن بدن در 

بررسی A1575Gو A781Gجایگاه 2ماهگی  را در 
و ABوAAایگاه اول جهاي حاصل ازند که ژنوتیپکرد

گاه اول ــدر جای. ودــبCDوCCاه دوم ــدر جایگ
سینه ارتباط با محیط ABو AAهايژنوتیپ

با وزن تولد و AAو همچنین ژنوتیپ داري داشت معنی
داري از ز با وزن از شیرگیري ارتباط معنینیABژنوتیپ 

داري با بقیه صفات ارتباط آماري معنیخود نشان داد و

تنها CDو CCژنوتیپ 2در جایگاه دوم . شاهده نشدم
داري یري ارتباط معنیبا ارتفاع بدن در هنگام از شیرگ

داري مشاهده بقیه صفات ارتباط معنیو بانشان دادند 
ژن هورمون رشد در flanking'5در ناحیه  .)12(نشد

دهنده مشخص نمودند که نشان3SNPگاوهاي آنگوس 
آنالیز آماري. بالا در این بخش استوجود تنوع 

SNP هاي موجود در ناحیهflanking'5 هیچ ارتباط
سرم خون -IIGFداري را با صفات رشد و غلظتمعنی

.)9(آشکار نکرد که با نتایج مطالعه حاضر مطابقت دارد
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Investigation of Polymorphism in Exon 4 of GH Gene and Its Association with
Growth Traits in Kermani Sheep using PCR- SSCP

Akbar Asadi1, Hossein Moradi Shahrbabak2, Parviz Azizi3, Saeedeh Elahian3 and
Saeed Abassi3

Abstract
In this study, blood samples were collected from the jugular vein of 109 Kermani sheep from

Kermani sheep breeding station. Genomic DNA was extracted from blood sample using
modified salting out method and polymerase chain reactions were performed for amplification
of 214 bp fragment containing a part of exon 4 of GH gene. Single Strand Conformation
Polymorphism (SSCP) was used for genotyping. For this purpose, vertical electrophoresis of
PCR products was performed on 12% acrylamide gel, at 300 V, for 17 h at 4 C˚. Silver-staining
of gels, resulted three genotypic patterns of 1, 2 and 3 with frequencies of 20.18%, 35.77% and
44.03%, respectively. Analysis of variance was performed using SAS software. The results
showed no significant association between the different patterns of GH gene and growth traits.
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