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 چکیده

( و صفات GnRHRگنادوتروپین ) کنندههورمون آزاد ژن گیرنده T340Cو  G286Aهای منظور بررسی ارتباط جایگاهاین پژوهش به 

راس گاو نر موجود در دومرکز  150های خون از مرتبط با کیفیت اسپرم درجمعیت گاوهای نر هلشتاین انجام گرفت. اطلاعات فنوتیپی و نمونه

 (SNP)های تک نوکلئوتیدیشکلیآوری شدند. جهت شناسایی چندجمع 1368-1395های اصلاح نژاد شیخ حسن تبریز و جاهد کرج بین سال

استفاده گردید. در  T340Cو G286A  هایترتیب برای جایگاهبه BspMIو  MboIIهای برشی و آنزیم PCR-RFLPاز روش  GnRHRژن 

 TC هایو ژنوتیپ T  (676/0)( و679/0)  Gهایدست آمد. آللبه Gو  Aدو آلل  G286Aو در جایگاه  Cو Tدو آلل  T340Cجایگاه 

های کاندیدای فوق را با اکثر صفات اسپرم دار جایگاهترین فراوانی را داشتند. نتایج تجزیه واریانس، ارتباط معنی( بیش45/0) GA( و46/0)

داشت. این مطالعه برای اولین های مورد بررسی در جایگاه  TCو  GAهای هتروزیگوتنشان داد. نتایج مقایسه میانگین حاکی از برتری ژنوتیپ

 که است آن از حاکی را با صفات مرتبط با اسپرم در جمعیت گاوهای هلشتاین ایران بررسی نمود و نتایج GnRHRدار ژن بار ارتباط معنی

GnRHR است ضروری تربیش تحقیقات حال،این با. دارد نقش فرآیندهای مختلف تولید اسپرم در. 

  ، صفات اسپرم، هلشتاین، چندشکلی، گاونرGnRHR کلمات کلیدی:

 abolfazlgorbani@gmail.com: نویسنده مسئول* پست الکترونیکی 
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 مقدمه

در مراکز تستاژ،  گاوهای نر با کیفیت تولیدمثلی مناسبانتخاب        

پیش شرط لازم برای تولید اقتصادی اسپرم منجمد و موفقیت تلقیح 

اما انتخاب مستقیم  .(1998و همکاران،  Mathevonمصنوعی است )

پذیری دلیل پائین بودن وراثتهکیفیت اسپرم بصفات مرتبط با برای 

 شناسایی .(Gadea ،2005 ؛2002و همکاران،  Brito) باشدمشکل می

ممکن سبب تغییر در  موثر، های احتمالیچندشکلی ژن و استفاده از

های روش توسعه و با وجود پیشرفت گردد تولیدمثلی صفات انتخابروند 

های کاندیدا در صفات ژنتاثیر های اندکی از گزارش ،ژنتیک مولکولی

و همکاران،  Daiوجود دارد ) هاایر دامسکیفی اسپرم و باروری در گاو و 

؛ 2002و همکاران،  Huang؛ 2009و همکاران،  Gorbani؛ 2009

Liron  ،؛2012و همکاران Rothschild  ،ها. هورمون(1998و همکاران 

های زیستی که در هر یک ها و سایر پروتئینها، آنزیمی آنهاگیرنده و

 توانند می ،اسپرمیوژنسیز دخیل هستنداز مراحل اسپرماتوژنسیز و 

های هورمون. گیرند عنوان ژن کاندیدا برای صفات اسپرم مدنظر قراربه

هیپوفیز و غدد جنسی نقش کلیدی در بلوغ  ،محور هیپوتالاموس

(. 2008و همکاران،  Liدارند ) های دامکرد تولیدمثلجنسی و عمل

 GnRH= Gonadotropin releasing) گنادوتروپین آزادکننده هورمون

hormone تنظیم و و  هاسازی گنادوتروپینهاو رهیپوفیز  بر تاثیر( با

ها و تستوسترون( ها، پروژسترونهای جنسی )استروژنتولید هورمون

نماید میتولیدمثل و گاماتوژنسیز بازی  ،نقش اساسی در تمایز جنسی

(Cheng  ،و  2005و همکارانLi  ،2008و همکاران .)پاسخ بهGnRH   

 GnRHR= Gonadotropin) اشگیرنده تراکم با مستقیم طورهب

releasing hormone receptor) بر سطح سلول مرتبط است (Liron  و

یک ژن کاندیدا عنوان بهتواند می  GnRHR(. بنابراین2012همکاران، 

ژن . ردیگ دنظر قرارم باروری در حیوانات نر و مادهبرای صفات 

GnRHR   روی کروزوم شش  ،جفت باز 17688  به طولدر گاو و بز 

تایج نشان ن .باشدمیو دارای سه اگزون و هشت اینترون  شتهقرار دا

در  باروری و تعداد زایش ایموثر بر یکاندیدای  GnRHRکه ژن  ددادن

در  (، باروری2011و همکاران،  Yang ؛2011و همکاران،  Li) بزها

در انسان و بلوغ  و سن (2011و همکاران،  Fortes) گاوهای شیری

جهش در این ژن ارتباط  (.2008و همکاران،  Milazzottoاست ) موش

گشایی ازای هر انزال، تحرک قبل و بعد از یخدار با حجم اسپرم بهمعنی

در جمعیت گاومیش و هلشتاین های غیرطبیعی اسپرم و تعداد اسپرم

و همکاران،  Lin؛ 2010اران، و همک Weinbauer) دارددو رگ چینی 

با هدف  پژوهشاین بار برای اولینبا توجه به مطالب فوق (. 2006

و ارتباط گاوهای نر هلشتاین ایران در   GnRHRژن  بررسی چندشکلی

 . آن با صفات کیفی و کمی اسپرم طراحی و اجرا گردید

 هامواد و روش

استفاده در تلقیح راس از گاوهای نر مورد  150در مجموع        

متولد شده و در دو ایستگاه  1395تا  1364های مصنوعی که بین سال

)کرج(  غرب )تبریز( و مرکز تستاژ شرکت جاهدمرکز اصلاح نژاد شمال

وسیله روش شدند، برای ژن کاندیدای مورد نظر بهداری مینگه

PCR_RFLP ها با صفات حجم اسپرم، برای روشن شدن ارتباط آن

جمعیت اسپرم، کل جمعیت اسپرم، تحرک اسپرم تازه، تحرک اسپرم 

گشایی و تعداد پایت گشایی، نسبت تحرک قبل و بعد از یخبعد از یخ

تولیدی در هر انزال تعیین ژنوتیپ شدند. رکوردهای فنوتیپی برای 

صفات مورد مطالعه به همراه سن، سال و فصل تولید اسپرم توسط 

غرب شرکت جاهد و مرکز اصلاح نژاد شمال مرکز اصلاح نژاد دام،

های تکراری و تعداد کل گیریآوری شد. برای هر گاو نر اندازهجمع

های خون با نمونه عدد رکورد برای هر صفت بود. 16400ها داده

 گرفته و داخل از ورید دمی EDTA خلا و حاوی هایاستفاده از لوله

منتقل و  زاد اسلامی واحد شبسترژنتیک دانشگاه آ آزمایشگاه یخ به

گردید.  دارینگهگراد درجه سانتی -20در دمای  استخراج تا زمان

های اسپرم استفاده گردید. استخراج ها از نمونهبرای برخی از دام

DNA کلروفرم ) -روش تغییر یافته فنلها بهاز نمونهRGED با پیش( )

 Saremiاسپرم( انجام شد ) هایها نمونهکنندهشتشو برای حذف رقیق

 T340Cو  ) GU222218)  G286A(. دو  جایگاه2008و همکاران، 

(GU222219)  ژن اگزون یک ازGnRHR  .مورد بررسی قرار گرفت

 همکاران و Yangپیشنهادی  و شرایط دمایی آغازگرهابرای تکثیر از 

دو بعد از اطمینان از صحت تکثیر (. 1استفاده شد )جدول ( 2011)

قطعات ،  PCR-RFLPبا استفاده از تکنیک GnRHR عه از ژنقط

با   GnRHRژن  G286Aحاصل از تکثیر برای تعیین ژنوتیپ قطعه 

 BspMIبا آنزیم   T340Cآمریکا( و قطعه-)فرمانتازMboII  آنزیم

شناسایی قطعات حاصل  برایگرفتند.  هضم قرار آمریکا( مورد-فرمانتاز)

درصد انجام  3از هضم آنزیمی، الکتروفورز افقی با استفاده از ژل آگارز 

 دست آمد.هب DNAشد و اندازه باندها با استفاده از ستون سایز مارکر 

های ژنوتیپی و آللی و آزمون فراوانی تجزیه و تحلیل آماری:       

واینبرگ با استفاده از آزمون کای مربع برای هر جایگاه  -تعادل هاردی

محاسبه گردید.  PopGene.S2افزار طور جداگانه با استفاده از نرمبه

مختلف و اطلاعات نژاد برای صفات اصلاحشده از مراکز  های گرفتهداده

( ترکیب 2013افزار اکسل )در نرم PCR-RFLP ژنوتیپی حاصل از

فصل، ایستگاه -عنوان اثر تصادفی، سالشد. با درنظر گرفتن حیوان به

ثابت، مدل خطی تصادفی برای صفات با توزیع  عنوان اثرو ژنوتیپ به

جمعیت اسپرم، تعداد کل پیوسته )حجم اسپرم، جمعیت اسپرم، کل 

گشایی و اسپرم متحرک در منی تازه، نسبت تحرک قبل و بعد از یخ



 1399 بهار، 1، شماره وازدهمدسال                                                                   پژوهشی محیط زیست جانوری    فصلنامه علمی 
 

75 
 

تعداد پایت تولیدی( و رگرسیون لجستیک برای متغییرهای گسسته 

گشایی( ارتباط عوامل )تحرک اسپرم تازه و تحرک اسپرم بعد از یخ

 2/8نسخه  SASافزار آماری موثر با صفات کمی و کیفی اسپرم با نرم

(SAS ،2000) .برای آزمون تفاوت بین  مورد بررسی قرار گرفت

های حداقل مربعات از آزمون توکی تصحیح شده برای مقایسه میانگین

     درصد استفاده شد. 95ها در سطح احتمال چندگانه میانگین
 

 سایکلر و آغازگرهای )پیشرو و برگشتی( این پژوهشبرنامه ترمو :1جدول 

PCR مراحل   گراددما بر حسب سانتی   تعداد چرخه تکثیر زمان 

دقیقه 5 95 مرحله آغاز   

دناتوراسیون مرحله ثانیه 50 94   
34 

 
اتصال مرحله ثانیه 50 61   

گسترش مرحله ثانیه 45 72   

طویل شدن مرحله دقیقه 10 72    

داری نهایینگه مرحله دقیقه 10 10    

 نام جایگاه طول قطعه آغازگرها
F: TATCAGAAGTGCCAGAAACACGAGTC 
R: GCTCTCCAGCATACCATTGAACAGT 384bp GnRHR340 
F: GAAACTTCAGAATTGGACTCAAAGG 
R: GCTCTCCAGCATACCATTGAACAGT 

161bp GnRHR286 

 مدل آماری برای صفات با توزیع پیوسته:

 
m

ijklmmmlkjiijklm xbGSYSay  

ijhlmy صفات،  مشاهده هرµ  ،میانگین کلی صفتia  اثر تصادفیi  امین

 kاثر ثابت  kS(،  j=1-68فصل )-امین سال jاثر ثابت  jPYحیوان، 

  mb(، l=1-3امین ژنوتیپ ) lاثر ثابت  lG (،k=1-2) امین ایستگاه

امین  mاثر ثابت  mxامین متغیر کمکی )مثل سن(،  mضریب تابعیت 

 ماندهاثرتصادفی باقی ijklmمتغیر کمکی، 

 مدل آماری برای صفات با توزیع گسسته: 
   

m
ijklmmmlkiiiiklm xbGSampp  )1/(log 

 ijklm
امین  iتصادفی  اثر iaصفت،  میانگین کلی m صفات، هر مشاهده 

 kS (،j=1-68فصل )-امین سال jاثر ثابت  jPY(، i=1-183حیوان )

(،  l=1-3امین ژنوتیپ ) lاثر ثابت  lG (،k=1-2) امین ایستگاه k ثابت اثر

mb  ضریب تابعیتm   ،)امین متغیر کمکی )مثل سنmx  اثر ثابتm 

ijklmامین متغیر کمکی، 
 ماندهاثرتصادفی باقی 

 

 نتایج
ترتیب با به  T340Cو   G286Aدو جایگاه GnRHRبرای ژن        

 دو آلل   G286Aجفت باز تکثیر گردید. در جایگاه  384و  161طول 

A (161  و آلل )جفت بازT (118  و در جایگاه  43و )جفت باز

T340C   دو آللT (319  و آلل  65و )جفت بازC  (386  )جفت باز

همراه آزمون فراوانی آللی و ژنوتیپی به(. 2و  1مشاهده شد )شکل 

 
 درصد 3در ژل آگاروز  MboIIدر جایگاه  GnRHRهای ژن : ژنوتیپ1شکل

 

 

 درصد 3در ژل آگاروز  BspMIدر جایگاه  GnRHRهای ژن : ژنوتیپ2شکل
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آمده است. بررسی نتایج فراوانی نشان داد که   2کای مربع در جدول

در  93/67بوده ) رتفراوان Aنسبت به آلل  Gآلل  G286Aدر جایگاه 

درصد گاوهای نر دارای  15/64چنین درصد( و هم07/32مقابل

در جایگاه  بودند. GGدرصد دارای ژنوتیپ  85/35و AGژنوتیپ 

T340C  آللT  به آللC (47/64  53/35در مقابل )و ژنوتیپ TT 

 . آزمونندبودتر فراوان( 26/32در مقابل  76/67) TCنسبت به 

Chi-Square دهنده عدم وجود تعادل هاردی جایگاه نشان در این

واینبرگ دارد این شاید ناشی از کوچک بودن جمعیت مورد تحقیق و 

 (.>05/0p) کننده بر روی فراوانی آللی باشددخالت یا اثر عوامل

نتیجه  ها با صفات مورد بررسی:بررسی ارتباط جایگاه       

تجزیه واریانس عوامل مؤثّر بر کیفیت اسپرم در گاوهای نر هلشتاین 

 فصل بر همه صفات،-ایران نشان داد که آثار حیوان، ایستگاه، سال

تعداد پایوت تولیدی در  جزبهصفات اسپرم  همه بر G286Aجایگاه 

 ت درصداصفجز بهصفات بر همه  T340Cو در جایگاه  هر انزال اسپرم

گشایی و نسبت تحرک اسپرم تازه به تحرک بعد از بعد از یختحرک 

برآورد میانگین حداقل مربعات  .(p<05/0) باشددار میمعنی گشایییخ

آمده است.  3های هر دو جایگاه در جدول صفات مختلف برای ژنوتیپ

نسبت  AG ژنوتیپبا گاوهای نر  G286Aدر جایگاه  نتایج نشان داد که

جمعیت اسپرم ، حجم اسپرممیانگین  دارطور معنیبه GGبه ژنوتیپ 

داشتند.  الاتریپایوت ب تعداد کل جمعیت اسپرم زنده و در هر انزال،

اسپرم، تحرک اسپرم و تحرک اسپرم  کل جمعیتکه درصفات درحالی

در جایگاه . لاتری دارددار بامعنیمیانگین  GGژنوتیپ  گشاییبعداز یخ

T340C میانگین ژنوتیپ ،TT   ،در صفات حجم اسپرم، جمعیت اسپرم

 در TCژنوتیپ و کل جمعیت اسپرم در هر انزال و دز تولیدی اسپرم 

 داریطور معنیبه گشاییت تحرک اسپرم تازه و تحرک بعد از یخاصف

نسبت تحرک اسپرم تازه به تحرک  صفات . اما در(p<05/0) بود تربیش

 .(>05/0P)تفاوتی مشاهده نشد گشایی بعد از یخ
 

 
 درگاوهای نرهلشتاین ایران  GnRHRهای برای جایگاه 2 فراوانی آللی و ژنوتیپی و آزمون :2 جدول

 2 مقدار فراوانی آللی فراوانی مورد انتظار فراوانی مشاهده شده تعداد ژنوتیپ جایگاه

G286A 
GG 52 3585/0 4614/0 6793/0=G 

3207/0=A 
 **63/23 

AG 98 6415/0 4357/0 

T340C 
TT 53 3553/0 4592/0 6776/0=T 

 **2/17 
TC 97 6447/0 4369/0 3226/0=C 

 
 

و ارزش مقایسه میانگین با استفاده از آزمون توکی برای  GnRHR-MboIIهای مختلف در جایگاه برآورد میانگین حداقل مربعات ژنوتیپ :3جدول 

 صفات اسپرم مورد بررسی در گاوهای نر هلشتاین ایران

 صفات مورد بررسی

 T340Cجایگاه  G286Aجایگاه 

 هازنوتیپ
SEM  ارزشP 

 هازنوتیپ
SEM  ارزشP 

GA GG TT TC 
 >0001/0 027/0 404/5 784/5 > 0001/0 028/0 219/5 852/5 (لیتر)میلی حجم اسپرم

8جمعیت اسپرم )
 10×) 114/1171 877/1224 492/5 0001/0 < 635/1192 899/1177 378/5 0225/0 

8) کل جمعیت اسپرم در هر انزال
 10×) 16/6730 73/6282 283/31 0001/0 < 45/6785 10/6209 635/30 0062/0 

8) کل جمعیت اسپرم زنده در هر انزال
 10×) 90/4614 35/4349 012/23 0001/0 < 49/2646 60/4346 537/22 0404/0 

 >0001/0 498/0 74/69 02/68 > 0001/0 51/0 263/69 724/68 تحرک اسپرم تازه )درصد(

 1513/0 685/0 59/41 42/40 > 0001/0 15/0 053/42 531/40 )درصد( گشاییتحرک بعد از یخ

 0623/0 005/0 748/1 734/1 > 0001/0 005/0 705/1 755/1 نسبت تحرک قبل و بعد از انجماد

 >0001/0 246/1 508/189 897/208 5023/0 274/1 330/188 635/208 تعداد پایوت تولیدی اسپرم
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 حثب
های مورد بررسی وجود دارد. های کمی در مورد جایگاهگزارش       

طبق  بت به تحقیق حاضر گزارش شده است.نسو نتایج متناقضی 

های و ژنوتیپ Cو  G هایآلل فراوانی (2011) و همکاران Yang گزارش

GG  وGC تر گزارش نمودند که با نتایج تحقیق حاضر را فراوان 

 Iyer( و 2015و همکاران ) Kumarچنین نتایج با خوانی دارد. همهم

 رد. ( تا حدودی مطابقت دا2019و همکاران )

تر بود که دست آمده در این بررسی پایینهای بهاما فراوانی       

های متفاوت شاخص های اصلاحی،دلیل استراتژیممکن است به

 باشد.  تفاوت در حجم نمونهانتخاب و 

       Yang ( 2011و همکاران ) در بررسی خود در جمعیت هلشتاین

ت ادر صف  GGژنوتیپ G286Aدر جایگاه  کهچین گزارش کردند 

در صفات اسپرم،  GAتحرک اسپرم منجمد و سلامت اکروزم و ژنوتیپ 

جمعیت اسپرم، تحرک و نرخ اسپرم غیرطبیعی میانگین بالاتری دارند 

غلظت اسپرم، تحرک اسپرم منجمد،  TTژنوتیپ  T340Cو در جایگاه 

حجم  TCنرخ اسپرماتوزئید غیرطبیعی و سلامت اکروزوم و ژنوتیپ 

های دلیل عدم انطباق شاید برنامهپرم و تحرک اسپرم بالاتری دارد. اس

های گوناگون اصلاح نژادی، اقلیم متفاوت آبّ و هوایی و یا روش

با تاثیر بر بیان ژن و توانند می هاجهش .تی در پرورش باشدیمدیر

و همکاران،  Weinbauerفنوتیپ شوند )باعث تغییر پروتئین ساختار 

2010.)  

آمینه های مورد بررسی، تغییر اسیدهای در مورد جایگاه هرچند       

چگالی با تاثیر بر ولی ممکن است در ساختار پروتئین دیده نشده است 

میزان ترشح و غلظت روی چنین میزان پایداری آن و هم GnRHR ژن 

در این تحقیق (. 2012و همکاران،  Lironها موثر باشد )گنادوتروپین

کمی و کیفی صفات  ی درمطلوبعملکرد های هتروزیگوت ژنوتیپ

که ممکن است به  (2002و همکاران،  Huang) اندودهاسپرم ایجاد نم

توان از این اثر برای ها باشد بنابراین میدلیل تاثیر غالبیت در این دام

 افزایش کمی و کیفی در صفات اسپرم استفاده نمود. 

های مورد تحقیق تاثیر شان داد که جایگاهنتایج این بررسی ن       

توانند در کنار سایر مثبتی بر صفات کیفی و کمی اسپرم داشته و می

ها در عنوان یکی از ژنهای دخیل در فرآیند اسپرماتوژنز، بهژن

چنین انتخاب برمبنای ترکیب اطلاعات کمی های ژنومی و همبررسی

مدنظر قرار گیرد. اما جهت و ژنومی برای صفات مرتبط با اسپرم 

های نمونه بالاتر و ژن تر با حجمکاربردی نیاز به تحقیقات بیش استفاده

 شود.تر احساس میبیش

 

 

 تشکر و قدردانی
با سپاس وافر از مدیر گروه، اساتید محترم دانشکده علوم دامی        

آزاد اسلامی واحد شبستر و قدردانی از همکاری و مساعدت  دانشگاه

گیری محترم مرکز اصلاح نژاد ریاست ارجمند و مسئول اسپرم

 (.تبریز -غرب کشور )شیخ حسنشمال
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