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 Introduction: One of the problems of sperm production stations and breeding centers is the death 

of calves that do not reach the stage of sperm production and economic useful life. Various cases 

can be involved in this. Bulls that are used in artificial insemination despite Natural appearance 

may have mutated genes that, due to their unrecognized and distributed sperm, cause the spread of 

various genetic defects. One of these genetic defects is BLAD, an autosomal recessive genetic 

disease caused by a defect in the surface glycoproteins of leukocytes known as integrins. These 

proteins are responsible for the cell-cell binding reaction that is required for neutrophils to attach 

to the endothelial network and enter tissues and repel pathogen attacks. They disappear before the 

age of one. So far, the disease has been seen in Holstein cows. If two recessive genes intersect, one 

in a male and the other in a female, 25% of the offspring become homozygous. The use of bull 

sperm in artificial insemination centers (AI) as well as in embryo transfer increases the risk of such 

diseases, so it is necessary to check the sperm and embryos before use in these centers. The aim of 

this study was to identify the carriers of these genes to prevent them from crossing and to prevent 

the spread of this disease. 

Materials & Methods: In this study, in order to identify the presence of BLAD disease gene in 

some bulls in the country, the study of biological samples of 230 bulls in Iranian sperm production 

stations was evaluated  .For this study, primers with lengths of 18 and 29 nucleotides were used to 

amplify the bp58 fragment and to investigate the presence of the mutant. After observing the 58 bp 

fragment for the presence or absence of mutations in the PCR product, TaqI and HaeIII enzymes 

were used by RFLP method. 

Results: By examining this number of samples, 225 normal homozygous animals and 5 

heterozygous animals were identified.  
Conclusion: With careful planning and control and identification of mutated alleles, it is possible 

to eliminate this disease in Iran. 
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درگاوهای هلشتاین (BLAD)  هالوکوسیتژن بیماری نقص در چسبندگی  سی وجودبرر

 های تولید اسپرم ایران موجود درایستگاه
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 چکیده   کلمات کلیدی 

BLAD  
 ژن

   هلشتاین
 
 
 

 

پرواریی از مشکلات ایستگاهیک  مقدمه:   تولید اسپرم و مراکز  تولید اسپرم و عمر مفید  هایی می، مرگ گوسالههای  به مراحل  باشد که 

علت نقص  که به ژنتیکی مغلوب اتوزومی است نام برد را که یک بیماری  BLADتوانهای ژنتیکی میجمله این نقص رسند. ازاقتصادی نمی

تاکنون این بیماری در گاوهای گردد.  شوند، ایجاد میها شناخته میها که تحت عنوان اینتگرینهای سطحی لوکوسیتدر گلیکوپروتئین

فرزندان    % 25. در صورت تلاقی دو ژن مغلوب یکی از حیوان نر و دیگری از ماده منجر به هموزیگوت شدن  نژاد هلشتاین دیده شده است

  ،بردهایی را بالا میونیز درانتقال جنین، احتمال شیوع چنین بیماری (AI2) تلقیح مصنوعی در مراکز شود. استفاده از اسپرم گاوهای نر می

 .ا بوده تا از تلاقی و شیوع این بیماری جلوگیری شودههدف از این مطالعه شناسایی ناقلین این ژن

های بیولوژیک ، مطالعه نمونهدر بخشی از گاوهای نر موجود در کشور    BLADدر این بررسی جهت شناسایی بیماری ها:مواد و روش 

و   18برای انجام این مطالعه از پرایمرهایی به طول    .های تولید اسپرم ایران مورد ارزیابی قرار گرفتراس گاو نر موجود در ایستگاه  230

برای وجود یا عدم  bp58 و بررسی وجود موتان مورد نظر استفاده گردید و پس از مشاهده قطعه bp58 نوکلئوتید جهت تکثیر قطعه  29

 .کار گرفته شدبه  RFLPروشبه  HaeIIIو  TaqIایهاز آنزیم  PCRوجود موتاسیون در محصول

 راس حیوان هتروزیگوت شناسایی گردید.  5  راس حیوان نرمال هموزیگوت و  225، تعداد  با بررسی این تعداد نمونه نتایج: 

 اقدام نمود. ین بیماری در ایران اتوان نسبت به حذف می ،های جهش یافتهناسایی اللل دقیق و شرریزی و کنتبا برنامه : گیری نتیجه و  حث  ب 
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 قدمه م
های عفونی و عوارض آن سالیان زیادی است که چه بیماریاگر        

   های درمانی  که سبب تحمیل هزینهپستان   اند مانند ورمشناسایی شده

 BLAD ل گردید.های ژنتیکی نیز نباید غافاما از بیماری  .(1) گرددمی

(Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency)   ابتدا در گلهHolestein  

Friesian    دهه اوائل  مورد   80در  در  اما  شد  داده  تشخیص    میلادی 

ای گزارش نشده است. آنالیز شجره و تست  نژادهای دیگر هیچ مطالعه

DNA  از یک جد تنها نشات    کند که نقص ژنتیکی احتمالاًتعیین می

البته از  شود،  منتهی می  Carlin m ivanhoe-bell  گیرد و به گاو نرمی

نو و  این  هپسر   Osbornadaleو  Penstate-ivanhoe star  گاو  پسری 

ivanhoe ،   در مراکز     نیزAI  (Artificial Insemination  )  استفاده شده

رغم ناقل  علی  1960  و1950  هایدر دهه Osbornadale ivanhoe است.  

به بهبودن  بالا  ژنتیکی  ارزش  و  شیر  تولید  در  علت  پدر    AIعنوان 

  این   علت  که  دادند  نشان  ،نو همکارا Shuster .(2شده است )استفاده می

ژن   جهش  بیماری بیماری  CD18  در  این  و  د  باش می  لوکوسی   تک   است 

 PCR-RFLP (Polymerase chain reactionروش به بررسی آنان .(3)

-Restriction fragment length polymorphism  )(. 4)  انجام شده بود  

پذیر قابلیت ابتلا به  طور برگشت هب شدت و به BLADهای مبتلا به گله

،  دندان(، آبسه   -لثه  )ورم  ، ژنژویتهمانند پنومونی   های باکتریاییعفونت

های مزمن  ها، کاهش و عقب ماندگی رشد، عفونتزخم تاخیر در بهبود

. نمونه خون این گاوها افزایش بیش  (5،  2)  و نوتروفیلیا را دارا هستند

  . ( 6دهد )را نشان می  لوکوسیت در لیتر(  100000ها )لوکوسیتحد   از

که در اطراف عروق و فضای    گردید  با بررسی در گاوهای مبتلا مشخص

واکنش    IgGبا  رسوب   که این شودمی  رسوب آمیلوئید دیده سلولی داخل

اینمی در  که  چرا  بIgان  مبتلای  دهد،  و  گاماه ها  ها  بولینگلوخصوص 

روی کروموزوم شماره یک گاو قرار    (CD18)  (. ژن7)  یابدافزایش می

گاوهای هلشتاین   در  CD18 کننده  کد در ژن اینقطه  دارد. دو موتاسیون

جهش آدنین   در یک دارند. ارتباط BLADکه با   شده است داده تشخیص

  سیتوزین با  و در دیگری شود  جا میجا به  383نوکلئوتید    با گوانین در

شود. جهش دوم یک موتاسیون  جابجا می   775  تیمین در نوکلئوتید

شود  نمی  آمینه ایجاد که هیچ تغییری در توالی اسید  خاموش است چرا

،  383  (. جهش در نوکلئوتید8)  گذارد نمی روی فنوتیپ اثر  نتیجه  در   و 

  کند ذخیره می  128ه  امینجای گلایسین در اسیدهبآسپارتیک را  اسید 

D128G))  نندهکهای هضمها با آنزیمکه این جهشTaq I     وHaeIII 

ها را  ، حاملین و نرمالها ها موتانشوند، با این آنزیم تشخیص داده می

افتد  می ( اتفاقCD18) β در زیر واحد جهش توان شناسایی نمود. اینمی

گلیکو  خانواده  از  میپروتئینکه  محدوها  آن  نتیجه  و  بیان  باشد  دیت 

.  ( 2)  باشدها میروی سطح لوکوسیت  اینتگرین   β2های اتصالی  لمولکو

ها و عبور از سیستم  های اتصالی مانع اتصال لوکوسیتمولکول  فقدان 

فاگوسیتوز    جهت  هالوکوسیت مهاجرت لذا ،گرددمی عفونت محل به   عروقی

می  با  روبرو  بیماری    .شود مشکل  به  شبیه  بسیار  بیماری    LADاین 

(Leukocyte Adhesion Deficiencyد گاو  (  بنابراین  است،  انسان  ر 

  LADو بیماری  β2 عملکرد اینتگرین  مفیدی برای حیوانی تواند مدلمی

ها  توسعه یابد لوکوسیت عفونت در بدن.یک وقتی سالم . در افراد(3) باشد

و دیواره     CD18های ریز  شروع به حرکت کرده و با چسبیدن به پایه

عفونت مهاجرت   سمت خزند و بهآرامی می قلاب به خونی شبیه هایرگ

نقص چسبندگی    (.9)  است  اولیه  از پاسخ ایمنی  بخشی  که شامل  کنندمی

اولیهلوکوسیت ایمنی  سیستم  نقص  و  ایمنی  اتو  بیماری  یک    PI  ها، 

(Primary immunity  ) است و مسری نیست و این نقص در سیستم

زایش سطح سوپر اکسیداز در خون و  مل افای شامیزان ویژهایمنی به

سیتوکین افزایش سطح  است  یا  ممکن  است که  التهاب  از  قبل  های 

طور  ه این سندرم خودش را ب  .نقش اصلی در این بیماری داشته باشد

ماهیچه در  التهاب  تاندنهاافزایش  می،  نشان  اتصالات  و  هد.  ها 

لوکوسیتاینتگرین توسط  اولیه هستندکه  سلولی  اتصالات  بیان  ها  ها 

  CD18ارتباط داخل سلولی هم زیر واحد  ها به اینتگرین بیان شوند.می

باشد  می اگزون  5 اینتگرین دارای  β2واحد   زیر احتیاج دارد.  CD11 و هم

)همین بیماری   CLADو    5در اگزون    BLADای  که موتاسیون نقطه 

ری  ه این بیماست کآوری ا لازم به یاد قرار دارد. 3  در اگزون (ها سگ  در

ها نیز مشاهده شده که  سگ  White settenو    Irish Redهای  در نژاد

گردد و در آن نیز نقص در زیر واحد  معرفی می   CLAD تحت عنوان

β2  پروتئین لوکوسیتهترودایمر  اتصالی  این جهش در  های  است.  ها 

البته یادآوری این نکته نیز ضروری    ،(10) دهد رخ می bp107  تموقعی

(. 11)  ها هم دیده شدکه چند سال پیش نیز این بیماری در شتر است

  CD18نقص    (.12)د  های ترانس ممبرانی هستنها از پروتئیناینتگرین

تا قبل از پیشرفت بیولوژی   .(8) شود ها میمانع فعالیت تمام اینتگرین

های پیشرفته جهت بررسی انواع  مولکولی و استفاده از آن در تکنیک 

های برتر در علوم دامی از  ها، درمان و جهت انتخاب دامریبیما ،هاژن

خصوصیت    ارزیابی  و تولیدی  صفات طبق  بر   نژادی  اصلاح و   آماری  آنالیزهای

ها از علم ژنتیک  این بررسی شده است و دریم ها استفاده فنوتیپی دام

شده است  های غالب و خوب استفاده میکلاسیک برای یافتن ویژگی

تکنیک گسترش  بهبا  شناسایی  و  آزمایشگاهی  از    های  بسیاری  موقع 

  توان از بروز چنین خساراتی جلوگیری به یم ها ها و عوامل آنبیماری

گشایی  توالی نسل بعد نیز برای رمزتکنیک    ، اگرچه امروزه ازآورد عمل

انواع تغییر نوکلئوتیدها و جایگاه وقوع آن نیز شناسایی  استفاده  و  ها 

 (. 13)  شودمی
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 ها و روش   اد مو

  اصلاح نژاد   آزمايشگاه بیوتکنولوژی مرکز  درجهت اين بررسي          

بر روی نمونه اسپرم خام دام و بهبود تولیدات دامي  و    منجمد ،های 

 .  شده استکار    _RFLP  PCRخون  با روش  

نمونه        بررسی  خون  اسپرم و های  تهیه  اسپرم   :جهت  نمونه 

های تولید اسپرم  ر ايستگاهنخام و منجمد و نمونه خون از گاوهای  

اسپرم  های اسپرم خام در مجاورت يخ و نمونهنمونه  تهیه شد. های 

ازت و نمونهمنجمد به پايت درون تانک  صورت  های خون بهصورت 

 هپارينه به آزمايشگاه منتقل گرديدند. 

کیت کمپاني  از استفاده  با  ها رانمونه تمام DNA: DNA جداسازی       

Roche (High pure PCR Template preparation kit)  روش فیلتر و به

  Gel monitoringجهت  %2  غلظتبا  آگارز از  سپس .نمود  استخراج  ستوني

جهت   Nano drop دستگاه اسپکتروفوتومتر از چنینو همکرده   استفاده

 استخراج شده استفاده گرديد.   DNAبررسي کیفیت  

از    DNAاز    رجهت اين کا :PCRانجام          ژنوم و  استخراج شده 

استفاده   (MWG)از شرکت  عشده مطابق منب  داده  رشاسف  پرايمرهای

 توالي پرايمرهای مورد استفاده عبارتند از:   و (2)شد  
Forward: 5´ CCG GAG GGC CAA GGG CTA3´  
Reverse: 5´ GAG TAG GAG AGG TCC ATC AGG TGT ACA GG 3´ 

  شرکت  Hot star-Taq master mixاز کیت    ،PCRانجام    برای       

میکرو    10  نمونه  ازاء هرآزمايش به  جامان  جهت  که  استفاده شدکیاژن  

از  ، و  Coralمیکرولیتر محلول رنگي    2،، يک میکرولیتر آبلیتر بافر 

يک میکرو لیتر و از نمونه   reverseو   forwardهر کدام از پرايمرهای

DNA، 5  درمورد نظر   اين قطعه از ژن  تکثیر لیتر استفاده شد.میکرو  

برنامه    و انجام شد CG1-96مدل corbet  کمپاني  سايکلرترمو  دستگاه

  95ابتدا دمای   باشد: شرح زير ميبه نیاز جهت اين امر  مورد   حرارتي

جهت  سپس  ،  شدکار گرفته  به  دقیقه  15مدت  بهگراد  درجه سانتي

  52 ای اتصالثانیه، دم 30مدت به c 95˚، دمای دناتوراسیون) تکثیر

مدت  به  c72˚ثانیه و  دمای گسترش    30مدت  بهگراد  درجه سانتي

سپس به  و   سیکل انجام شد  35طي تکثیر  اين مراحل  که     ثانیه  60

قطعه    رويتجهت  سپس   .استفاده شد  c  72˚  دمایدقیقه    5  مدت

bp58،  محصولPCR  پس از مشاهده   برده و %2 بر روی ژل آگارزرا

 گرديد. اقدام  آنزيمي آن  باند مورد نظر به هضم  

آنزیمی:        اثر  PCRمحصول   هضم  تحت   و  TaqI  هایآنزيم  را 

HaeIII (کمپانيFermentas  )  ها  ها و هتروزيگوتهموزيگوت تا  قرارداده

شوند شناخته  باز  يکديگر  آنزيم  از   .Taq I    هموزيگوت حیوانات  در 

قطعه    PCRمحصول    نرمال دو  به  حیوانات    32  و  bp  26را  در  و 

 HaeIII  تقسیم کرده و آنزيم  bp  58،26،32ه سه قطعه  هتروزيگوت ب

و    49  وbp  9نرمال به دو قطعه    هایرا در هموزيگوت  PCRمحصول  

 کند تبديل مي  49  و  bp 9  ،19  ،30ها به چهار قطعه  در هتروزيگوت

 HaeIIIآنزيم  ،  T!CGA5´3´و    5´AGC!T3  توالي  TaqIآنزيم   .(2)

،  آنزيمي  هضم  جهت شکنند.را مي CC!GG3´5´و   GG!CC5´3´  توالي

میکرولیتر    2بافر    ،لیترمیکرو   7آب    ،میکرولیتر  PCR  10محصول  

  . از هر کدام از اين دو آنزيم يک میکرولیتر استفاده شد. استفاده شد

آنزيم    را  هانمونهسپس   فعالیت  دمای    Taq Iجهت  درجه    65در 

گراد به  درجه سانتي  37در دمای    HaeIIIگراد و جهت آنزيم  سانتي

  3محصولات هضم شده را روی ژل آگارز  ،  داديمساعت قرار    3مدت  

 شود.   بررسي  برده تا باندهای حاصل از اثر آنزيمدرصد  

ساخت    Top vision  در تمام مراحل آزمايش از آگارز  :یادآوری       

آمیزی ژل از محلول اتیديوم  رنگ جهت چنینو هم Fermentasکمپاني

 . رديدگاستفاده    %1دار  برمايد به مق

 آنالیز شد. و   گرديد وارد اکسل  افزارنرم نتايج در افزاری:نرم  آنالیز       

 

 نتایج 
و خون گاوهای موجود در   منجمد،  اسپرم خام    230بررسي  با             

سالم  دام    راس  225  ناقل ودام    راس  5 تعداد  ،اسپرم  های تولیدايستگاه

به  (.  3و    2،  1های  )شکلشد  شناسايي   قريب  بررسي  اين   5/2با 

  aa  بر اين اساس درصد . (4شکل  )   از گاوها ناقل اين ژن بودنددرصد  

مغلوب   درصد    %2/2  هتروزيگوت  Aaدرصد    ،% 0هموزيگوت  و 

 دست آمد. به  % AA،  7/97هموزيگوت غالب  
 

 

 های ستون-سایز مارکر :1ستون  -استخراج شده DNA  :1 شکل

2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12:DNA 
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 های ستون-:سایز مارکر1ستون -PCRمحصول  :2 شکل

 PCR:محصول2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12
 

 
 باآنزیم PCRهضم محضول : 3 شکل

T =  آنزیم=H-Taq   آنزیمHae III-C  =  کنترل 

 
 هاها و هتروزیگوت: نمودار تعداد هموزیگوت 4شکل 

 بحث 
گونه تحلیل کرد، گاوهای حامل ژن   

دهند  بیماری خود هیچ نوع علائم ظاهری را نشان نمياين  مغلوب  

دو والدين حامل اين ژن باشند در صورت تلاقي اين دو    اما اگر هر

است   ممکن  مغلوب  وگوساله  %25ژن  سالم   % 25و  اقل  ن  %50ها 

کنترل   در هر کشوری مرکز خاصي مسئولیت نظارت و   بیمار گردند.

های توزيع شده را برعهده دارد که  بر چگونگي کمي و کیفي اسپرم

ايران نیز مرکز اصلاح نژاد دام و بهبود تولیدات دامي با انتخاب   در 

اين عمل را انجام    ،های تولید اسپرم گوساله نر ممتاز جهت ايستگاه

  BLADتست   انجام  صورت  کننده اسپرم درصادر  کشورهای  دردهد. مي

)جهت   TL و   جهت ناقلین()  BLها از علامت اختصاری  در کاتالوگ

شود. ما نیز در کشور خود بايد چنین اقداماتي  استفاده مي  ها(نرمال

شده  را انجام دهیم، زيرا در سالیان قبل که اين موضوع بررسي نمي

اسپرم اين  از  دامداریاست ممکن است  استفاده  ها در  های مختلف 

رغم هزينه شده و امروزه نتاج هتروزيگوت آن موجود باشند لذا علي

نظر  حساسیت و دقت آن لازم به علتمولکولي انجام آن به   بالای تست 

نمونه  خون انجام شد.    های اسپرم وها بر روی نمونهررسيب  رسد.مي

توان  جا دارای اهمیت است که با بررسي بانک اسپرم مياسپرم از آن

ها تمام شده يا به هر دلیلي در مورد گاوهايي که عمر اقتصادی آن

اما   .ها را کنترل نموداند بررسي کرد و توزيع اسپرم آنحذف گرديده 

جا اهمیت دارد که تهیه آن سهل  های خون از آننمونهبررسي روی  

توان انجام  شده مي های تازه متولدمورد گوساله الوصول است و هم در

ها تا رسیدن به تولید  کردن آن  مورد پروار   گزاف در  های، لذا هزينهادد

گیريم چرا که برای تهیه  تر نتیجه ميدهیم و زوداسپرم را انجام نمي

بايد صبر کرد از   (.  14)   اسپرم چندين سال  اين مطالعه  انجام  برای 

و  bp 58نوکلئوتید جهت تکثیر قطعه  29و  18پرايمرهايي به طول 

موتان مورد نظر استفاده گرديد و پس از مشاهده قطعه    بررسي وجود

bp  58    محصول در  موتاسیون  وجود  عدم  يا  وجود  از    PCRبرای 

اثر    PCRمحصول    .استفاده شد  HaeIIIو    TaqIهای  آنزيم تحت  را 

ها را از يکديگر  ها و هتروزيگوتهموزيگوت  آنزيم قرارداده تا  اين دو

  bp 26دو قطعه  را به PCRمحصول   Taq Iسايي شوند. آنزيم باز شنا 

در حیوانات هموزيگوت نرمال و در حیوانات هتروزيگوت به   bp 32 و

  PCRمحصول  HaeIII تقسیم کرده و آنزيم bp 58،26،32سه قطعه 

ها  و در هتروزيگوت  49وbp  9قطعه   نرمال به دوهای  را در هموزيگوت

توجه آن که    نکته قابل تبديل نمود. 49و30و19وbp 9به چهار قطعه 

Marron (15)  و همکاران،Shuster   ( 3)  و همکاران، Tajima    و همکاران

(16)،Batt   (17) و همکاران، Jorgensen  و  Madsen (18  )و  Tammen 

نتايج حاصل    .(4)  اندبر روی اين بیماری کار کرده (19)و همکاران  
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و    (21)و همکاران    Takahashiو  (  20)و همکاران    Meylan  با نتايج

Poli    و  (%4/3)(22)و همکاران  Nagahata    ( %1/8)(23)و همکاران  

با بررسي گاوهای    ،و همکاران   Norouzyچنین  و هم  (2مشابه بوده )

عباس  ايستگاه  به  آبادنر    دست   هلشتاين  نژاد  در  %3/3شیوع    مشهد 

در   Norouzyکه  ضمن آن  را نشان داد.  داریيافتند همولوژی معني

بررسي    اين نتايج با  .(24)  نژاد براون سويیس موردی را يافت نکرد

Shahin  همکاران آن  ،و  بود  يافت مشابه  مغلوب  هموزيگوت  نیز  ها 

در آمريکا تعداد    .(25)  ناقل شناسايي کردند  %2نکردند و در حدود  

سال   در  مراکز  %    8/2،  1988ناقلین  و    AIدر  بررسي  با  اما  بوده 

آن  Proofو  ارزيابي   گاونمودن  برای  سال  ها  در  میزان  اين  نر  های 

بررسي  تقريباً  1993 دنیا کماکان  سراسر  در  و  است  ا  ه حذف شده 

ويژه در  هبر صفات محصولات سلامت و تیپ ب  BLADروی اثر کمي  

گردد که در مورد تمام  پیشنهاد مي  گاوهای هتروزيگوت ادامه دارد.

ماده شیری در گلهدام نیز گاوهای  و  نر  از گاوهای  اعم  ها جهت  ها 

اين ژن بررسي جامع صورت   افزايش حاملین  و  از تلاقي  جلوگیری 

های نر، لزوم شناسايي آن در  در دامکم ناقلین    رغم درصدعلي  .گیرد

توصیه  هایدام نیز  با  مي  ماده  تا  اينگردد  هزينه   شناسايي  های  ژن 

ريزی  لذا امید است با برنامه.  دادها را کاهش  داری و بهداشتي دامنگه

کنت اللرو  شناسايي  و  دقیق  يافتهل  جهش  در    ،های  بیماری  اين 

 ايران نیز حذف گردد. 

 

 تشکر و قدردانی 
با تشکر از مرکز اصلاح نژاد دام و بهبود تولیدات دامي که با          

را فراهم    بررسي  انجام اين نمودن آزمايشگاه بیوتکنولوژی امکان  فراهم

 نمودند. 
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