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چكيد‌ه
آگاهی از سطح تنوع ژنتیکی نژادهای بومی اطلاعات مهمی جهت مدیریت منابع بومی برای جلوگیری از کاهش 
ناشــی از همخونی و نیز حفظ تنوع ژنتیکی فراهم می آورد. هدف از این پژوهش، ارزیابی تنوع ژنتیکی گاوهای 
بومی مازندران و مقایســه آن با نژاد هلشتاین با استفاده از نشانگرهای بین ریزماهواره ای )ISSR( بود. در این 
طرح از تعداد 71 رأس گاو مازندرانی و 104 رأس گاو هلشتاین نمونه گیری به عمل آمد. نمونه های DNA به روش 
استخراج نمکی تغییر یافته، استخراج شدند. برای انجام PCR از پرایمر AG(  9 C( استفاده شد. بررسی الگوی 
باندی نشــان داد که تعداد 30 )93/75 درصد( و 24 )75درصد( باند چندشکل به ترتیب در نژادهای مازندرانی 
و هلشتاین وجود داشته است. میانگین تعداد آلل مؤثر، تعداد آلل مشاهده شده، شاخص شانون و شاخص تنوع 
ژنی نئی در گاو بومی به طور معنی داری )p>0/05( بیشتر از گاو هلشتاین بود. سطح پایین تر تنوع در گاوهای 
هلشتاین ممکن است به دلیل اجرای برنامه های انتخاب شدید و تلقیح مصنوعی باشد. به هر حال گاوهای نژاد 

بومی کمتر تحت تأثیر انتخاب مصنوعی قرار گرفته اند.
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The aim of this study was to investigate genetic diversity in Mazandaranian native cattle in compared to Holstein 
breed, using Inter microsatellite (ISSR) markers. A total of 175 animals, including 71 Mazandaranian and 
104 cattle of Holstein breed were screened. The extraction of DNA samples were carried out using modified 
salting out method. (AG)9C was used as ISSR primer in PCR reaction. Analyzing of banding patterns showed 
30 (93.75%) and 24 (75%) polymorphic bands in native and Holstein herds, respectively. Genetic variation 
indices, including observed number of alleles, effective number of alleles, Shannon index and Nei’s gene 
diversity in indigenous cattle were higher than in Holstein. Lower level of diversity in Holstein cattle may 
be of the consequence of applying intensive selection programs and artificial insemination; however native 
cattle have been less affected by artificial selection. Knowledge of genetic diversity in indigenous breeds 
provides important information for management of native resources in order to avoid inbreeding depression 
and maintain genetic variability.

  Keyword: Genetic diversity, ISSR, Mazandarani cattle, Holstein cattle, Marker

مقد‌مه
نژادهای بومی علی رغم پتانســیل تولیــدی پائین، معمولاً با 
شرایط نامســاعد آب و هوایی محیط زیستشــان به خوبی تطابق 
دارند و نســبت به تنش های محیطی مختلف و بیماریها مقاومت 
دارند. از طرف دیگر پرورش نژادهای اصیل در مناطق گرمســیری 
منجر به کاهش رشــد، افزایش تلفــات و کاهش باروی این نژادها 
شــده اســت. در چنین شــرایطی حداکثر توجه و بازنگری جهت 
بهره وری از اســتعدادهای ژنتیکی گاوهــای بومی در برنامه های 
اصلاح نژاد ضروری اســت. طبــق آمارهای فائــو1  در دهه های 
گذشته تعداد و تنوع ژنتیکی بسیاری از نژادها کاهش یافته است. 
در ســال 2000 بیش از 6300 نژاد دام اهلی شناســایی شدند. از 
ایــن میان بیش از 1300 نژاد منقرض شــده انــد و یا هم اکنون 
 , Scherf  و Hoffman( در معــرض خطر انقــراض قرار دارنــد
2005(. عــاوه بــر این، امــروزه تــاش هایی که بــرای ایجاد 
 نژادهــای پر تولید از طریق انتخاب و آمیــزش بین نژادها صورت 
می گیرد، ســبب کاهش تنوع ژنتيكي نژادهای بومی شــده است. 
کاهــش تنوع ژنتیکی نیز منجر به یکنواختی خزانه ژنی این نژادها 
خواهد شد.  لذا مطالعه تنوع ژنتیکی دام ها با استفاده از روش های 
نوین ضروری به نظر می رســد. از سال 1994 یک روش مولکولی 
جدید تحت عنوان نشــانگر بین ریزماهواره ای یا ISSR 2 بوجود 

آمــد )Bornet و  ISSR .)2001 ، Branchard نشــانگرهای 
نیمه انتخابی3  هســتند که به وسیله PCR در حضور یک آغازگر 
که مکمل ریزماهواره هدف اســت، تکثیر می یابند. چنین تکثیری 
چند ژنگاهی و غالب  بوده و چندشــکلی بالایــی ایجاد می کند. 
عــاوه بر این، نیاز به آگاهی از توالــی ژنوم ندارد )Nogaoka و 
1997 ، Ogihara(. Glazko و همــکاران )1999( تفاوت هاي 
 Bos taurus ، Bison bonasus ژنتيكــي بيــن ســه گونــه
و  Bison bison را بــا اســتفاده از چنــد نوع نشــانگر ژنتيكي 
 بررســي کردند. آنها مشخص كردند كه ارزيابي روابط ژنتيكي بين 
 گونه اي با نشانگرهای ژنتيكي- مولكولي همچون PCR-ISSR و 
PCR–RAPD 4  به خوبی امكان پذير اســت.  Gorodnaya و  

Glazko)2003( با اســتفاده از تکنیک PCR-ISSR خزانه ژنی 
چند نژاد گاو را بررســی کرده واز نظر تنوع ژنتیکی با هم مقایسه 
کردنــد. Gorodnaya  و Glazko )2006( همچنین ســاختار 
ژنتیکی 5 نژاد گاو اکراینی را با همین تکنیک بررســی نمودند تا 
روابط ژنتیکی بین این نژادها وسطح هتروزیگوسیتی آنها را مشخص 
 نمایند. نتایج بررســی آنها نشــان داد که این تکنیک، یک روش 
مناســب جهت مقایســه تنوع ژنتیکی نژادهای مختلف گاواست. 
 Gopalkrishna و Souframanien  بر اســاس يافته هــای
 ISSR 2004( كه مبتنی بر آنالیز مقایســه ای بین نشانگرهای(
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وRAPD بود مشــخص گرديد که نشــانگرهای ISSR نسبت به 
RAPD کارایی بالاتری داشته وچندشکلی بیشتری ایجاد می کنند. 
Mohammadabadi و همــکاران )2007( گــزارش کردند که بر 
اســاس نشانگرهایISSR  و RFLP، میانگین شاخص شانون، تعداد 
آلل موثر و شاخص نئی در گاوهای بومی کرمان بیشتر از نژاد هلشتاین 
بود. Moradi و همکاران )2007( برای اولین بار از نشانگرهای بین 
ریزماهواره ای جهــت ارزیابی تنوع ژنتیکی تیپ های رنگی بز مرخز 
استفاده نمودند و گزارش دادند که بیشترین و کمترین تنوع ژنتیکی 
بــه ترتیب در تیپ هــای رنگی قهوه ای تیره و مشــکی وجود دارد.  
Ahani Azari و  Lazebny)2007( میزان هتروزیگوســیتی را 
با اســتفاده از دو آغازگر AG(  9 C(  و 9 C  )GA( در 15 نژاد گاو 
بررســی نمودند. نتایج تحقیق آنان سطح پائین هتروزیگوسیتی را در 
این نژادها نشــان داد. Kol و Lazebny )2006( برای اولین بار با 
استفاده از تکنیک ISSR سطح هتروزایگوسیتی جمعیت گوزن های 
شــمالی ساکن در جنوب سیبری را بررسی کردند. این افراد پیشنهاد 
دادند که رویکرد مورد اســتفاده می تواند بــه عنوان یک ابزار مفید 
برای کنترل تنوع ژنتیکی در جمعیت های گوزن شــمالی اســتفاده 
گردد. علی رغم ویژگی های مطلوبی که برای این نشــانگر ذکر شد و 
نیز استفاده گســترده آن در گیاهان، هنوز تعداد پژوهش های انجام 
شده با استفاده آن در حیوانات اندک است. با توجه به اهمیت آگاهی 
ازمیزان تنوع ژنتیکی حیوانات اهلی، لازم است بیش از پیش روشهای 
مولکولی به خدمت گرفته شــوند که با توجه به مزیت های این روش 
انتظــار می رود کاربرد آن در مطالعات ژنوم جانواران نيز به ســرعت 
فراگیر شــود. در اين بررســی با به کار بردن روش ISSR-PCR که 
با هدف آنالیز ســاختار ژنتیکی گاوهای بومی مازندرانی و مقايســه 
آن با نژاد هلشــتاین صورت گرفت، کمیــت وکیفیت قطعات حاصله 
 مورد مطالعه قرار گرفت. بعلاوه شــاخص هاي هتروزايگوســيتی كه 
 نشــان دهنده ميــزان تنوع ژنتيكی در ســطح ژنوم ايــن حيوانات 

می باشند برآورد شده و مورد مقايسه قرار گرفت. 

مواد و روش ها
در این پژوهش از تعداد 104 رأس گاو نژاد هلشتاین و 71 رأس 
گاو بومی مازندرانی متعلق به روســتای ســابق محله واقع در بخش 
گلوکاه اســتان مازندران به طور تصادفی  نمونه گیری شد. خونگیری 
از ناحیه ورید دمی و به میزان 6 میلی لیتر انجام شد. نمونه های خون 
بــه لوله های حاوی 0/6 میلی لیتر EDTA 0/5 مولار انتقال یافت و 
روی یخ به آزمایشگاه ژنتیک گروه علوم دامی دانشگاه علوم کشاورزی 
و منابع طبیعی گرگان منتقل شد و تا زمان استخراج DNA در دمای 
20- درجه ســانتیگراد نگهداری شد. جهت استخراج DNA از روش 
 )1988 ,Polesky و Miller, Dykes( استخراج نمکی بهینه یافته
استفاده شد. نمونه های DNA در بافر TE حل شده و در فریزر 20- 
 ،DNA درجه سانتیگراد ذخیره شدند. جهت تعیین کمیت و کیفیت
از دو روش اســپکتروفتومتری و الکتروفــورز بــر روی ژل آگارز یک 
درصد استفاده شد. در روش اســپکتروفتومتری میزان 3 میکرولیتر 
DNA بــا 297 میکرولیتر محلول TE مخلــوط گردیده و غلظت و 

BRITE- همچنین کیفیت آن با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر
Technologies )مدل BT600، کانادا( ارزیابی شد. در روش دوم، 
نمونــه هــای DNA باغلظت نامعلوم همراه بــا DNA فاژ لامبدا بر 
روی ژل آگارز یک درصد الکتروفورز شــدند. بعد از رنگ آمیزی ژل 
با اتیدیوم برماید شــدت قطعات  با باندهای مربوط به لامبدا مقایسه 
شدند. در این تحقیق برای انجام PCR از کیت PCR  شرکت سیناژن 
 )AGAGAGAGAGAGAGAGAGC( و یک پرایمر 19 بازی
اســتفاده گردید. واکنش PCR در حجم نهایــی 25 میکرولیتر در 
دستگاه ترموسایکلرشــرکت  Biometraساخت کشور آلمان انجام 
گردید. چرخه های حرارتی PCR شامل 3 مرحله بود. مرحله 
اول واسرشت در دمای 94 درجه سانتیگراد به مدت 2 دقیقه، 
مرحله دوم در 35 ســیکل تکرار می شــد که شامل 3 بخش 
بود. واسرشــت در دمای 94 درجه به مــدت 30 ثانیه، اتصال 
در دمــای 55 درجه به مدت 30 ثانیــه و تکثیر در دمای 72 
درجــه به مدت 2 دقیقه. در مرحله ســوم نیز تکثیر نهایی در 
دمــای 72 درجه و بــه مدت 2 دقیقه صورت گرفت. ســپس 
محصولات PCR روی ژل پلی اکریلامید 6 درصد در دســتگاه 
ژل اسکن تفکیک شدند و برای تعیین اندازه قطعات از نشانگر 
 bp DNA Ladder GeneRulerTM  100 Plus استاندارد
 استفاده شد. تصاویر حاصل از دستگاه ژل اسکن، با استفاده از 
نرم افزار One-Dscan ارزیابی شدند و اندازه باندها تعیین شد. 
برای ایجاد فایل باینری در Excel در صورت وجود باند، عدد 
 یک و در غیاب آن صفر منظور می گردید. جهت بررسی آماری
   POPGene V1 /31و مطالعه تنوع درون و بین جمعیتی از نرم افزار 
اســتفاده    )1997  ,Yeh , Yang, Timothy, Ye , Judy
گردید و تعداد آلل مؤثر، شــاخص شانن و فواصل ژنتیکی نئی 
برآورد شدند. تعداد آلل مشاهده شده ساده ترین شاخص برای 
اندازه گیری تنوع درون جمعیتی اســت. این شــاخص نشان 
دهنده تعداد آلل های موجود در یک جایگاه صرفنظر از فراوانی 
آنها درون جمعیت هاســت. در واقع انــدازه گیری بهتر مقدار 
)n-1( است، چون در این صورت است که تنوع موجود در یک 
جمعیت منومورف )یک شــکل یا بدون تنوع( صفر خواهد بود. 
به منظور محاسبه تعداد آلل مشاهده شده از معادله 1 استفاده 

گردید.

    Σxi                    				   معادله 1:
na= ---------

N        					   
این پارامتر به شمارش تعداد آلل ها با فراوانی غیر صفر می پردازد 
کــه در آن xi تعداد آلل های موجــود در جایگاه iام و N تعداد کل 

جایگاه هاست.
برای محاسبه تعداد آلل مؤثر از معادله 2 استفاده شد.

معادله 2:	
ne=1/ΣPi2

               i

بررسي تنوع ژنتيكي ...
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این پارامتر اطلاعاتی در مورد تأثیر نســبی آلل ها و نحوه توزیع 
آنها را ارائه می دهد که در آن Pi فراوانی iامین آلل می باشد.

 )1949 ,Weaver و Shannon( تابع شاخص اطلاعاتی شانن
که معیاری برای اندازه گیری تنوع ژنتیکی اســت و توســط لوینتون 

ارائه گردیده بصورت معادله 3 می باشد.

معادله 3:
I= - Σ Pi ln(Pi)
         i              		    			 

فاصله ژنتیکی استاندارد نئی )Nei, 1978( نیز از معادله 4 به دست 
می آید.

معادله 4:

Xij و yij فراوانــی iامیــن آلل در jامین جایــگاه در جمعیت x و 
 y ، mj تعــداد آلــل هــا در لوکــوس j و r تعداد جایگاه-هاســت. 
لگاریتم طبیعی این معیار برای ژنوتیپ های کاملا خویشــاوند صفر 

است.

نتایج
 قطعــات AG-ISSR: در ایــن تحقیــق 175 رأس گاو از دو 
نژاد هلشــتاین و مازندرانی ارزیابی شدند. نتایج نشان داد که پرایمر 
AG(   9 C( توانایی تکثیر بر روی DNA گاوهای مورد بررســی را 
داراســت و از آن مــی توان جهت ارزیابی تنــوع ژنتیکی این نژاد ها 
استفاده نمود. در این پژوهش در مجموع 32 باند کاملا مشخص و با 

وضوح بالا مشاهده گردید )شکل 1(.

انــدازه قطعات حاصل بین 100 تــا 2340 جفت باز)bp( متغیر بود. 
همانطور که در جدول 1 نشــان داده شده است، نژادهای هلشتاین و 
بومی مازندرانی به لحاظ نوع و فراوانی قطعات تفاوت داشــتند. تعداد 
30 و 24 قطعه چند شکل به ترتیب در دو گله مازندرانی و هلشتاین 
مشاهده شد. تعداد آلل های یک شکل )فراوانی = 1( در گله مازندرانی 
یک قطعه و در گله هلشــتاین 7 قطعه بود. فراوانی ژنی مربوط به 25 
قطعه AG-ISSR در دو نژاد متفاوت بود )p>0/05(. قطعه شــماره 
11 )330-315 جفت باز( تنها در نژاد هلشــتاین و قطعه شماره 21 
)740-730 جفت باز( فقط در گله مازندرانی مشــاهده شــد. نسبت 
قطعات پلی چند شــکل AG-ISSR در گله مازندرانی و هلشتاین به 

ترتیب 0/93 و 0/75 بود.
جهت بررســی تنوع درون جمعیتی، چهــار پارامتر تعداد آلل 
مشاهده شــده )Na(، تعداد آلل موثر )Ne(، تنوع ژنی نئی)h( و 
 POPGENE با استفاده از نرم افزار )I(شاخص اطلاعاتی شــانن
ارزیابی شــدند. همانطور که در جدول 3 نشــان داده شده است، 
شــاخص های تنوع ژنتیکی برای نشانگر AG-ISSR در گاوهای 
بومی به طور معنی داری )در ســطح احتمــال 5 درصد( بالاتر از 

گاوهای هلشتاین بود.

بحث
نتایج تحقیق حاضر نشان داد که دو نژاد گاو از نظر اندازه و فراوانی 
ژنی نشانگر AG-ISSR با هم متفاوتند. قطعات مشابه زیادی در هر 
دو نژاد مشاهده گردید اما فراوانی متفاوتی داشتند. بر اساس فراوانی 
آللی که در جدول 1 مشخص شده است، میزان پلی مورفیسم قطعات 
در نژاد هلشــتاین کمتــر از مازندرانی بود که ممکن اســت به دلیل 
تنوع ژنتیکی پایین تر این نژاد خارجی باشــد. تحقیقات Pashaei و 
همکاران )2009( با اســتفاده از نشانگر GA-ISSR که یکی دیگر از 
آغازگرهای پر کاربرد در زمینه تنوع ژنتیکی می باشــد نیز این نتایج 
را تایید می نماید. لازم به ذکر است که در پژوهش آنان با استفاده از 
آغازگر GA(   9 C( ، تنها تعداد 15 قطعه مشــاهده گردید. در حالی 
کــه در پژوهش اخیر که با اســتفاده از آغازگــر AG(   9 C( صورت 
)AG(   9 C گرفت، تعداد 32 قطعه شناســایی شد. بنابراین آغازگر

 ســودمندتر بوده و اســتفاده از آن در مطالعات تنوع ژنتیکی توصیه 
می گردد. از طرف دیگر، تنوع ژنی نئی در گاوهای مازندرانی )0/32( 
 بیشــتر از گاوهای هلشــتاین )0/28( بود، که نشــان دهنده سطح 
پایین تر تنوع ژنتیکی در نژاد هلشــتاین اســت. این امر می تواند به 
دلیل به کار گیری انتخاب شــدید به همراه پرورش خویشــاوندی و 
اســتفاده گسترده از اسپرم های نژاد هلشــتاین برای ایجاد نژادهای 
پرتولید باشــد. این موضوع در ســطح جهانی ســبب کاهش تعداد 
 Hoffman( حیوانات و تنوع ژنتیکی ســایر نژادها نیز گردیده است
و Scherf, 2005(. برآورد ضریب تنوع ژنتیکی شــانن نیز نشان داد 
که مقدار این پارامتر برای گاوهای بومی مازندرانی و نژاد هلشــتاین 
به ترتیب برابر بــا 0/48و 0/41 بــود. Abadi و همکاران )2007( 
به بررسی مقایســه ای تنوع ژنتیکی گاوهای بومی کرمان و گاوهای 
نژاد هلشــتاین پرداختند. نتایج آنان نیز نشــان داد که تنوع ژنتیکی 

شکل 1- قطعات AG-ISSR حاصل از الکتروفورز محصولات PCR در 
دستگاه ژل اسکن در دو گله گاو
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AG-ISSR جدول 1- اندازه و فراوانی ژنی قطعات حاصل از نشانگر

اندازه )جفت باز(قطعه 
فراوانی

مازندراني         هلشتاين
اندازه )جفت باز(قطعه

فراوانی
مازندراني         هلشتاين

AG-1130-1001/000            0/222AG-17580-5650/830             0/832

AG-2187-1801/000   	     0/144AG-18605-5900/830             0/443

AG-3196-1921/000          0/881AG-19630-6150/530             0/572

AG-4205-1990/357            0/540AG-20680-6700/861              0/222

AG-5235-2250/830           0/152AG-21740-7300/000               0/007

AG-6250-2400/608             0/664AG-22820-8000/706              0/231

AG-7270-2600/551            0/169AG-23960-9400/830               0/395

AG-8285-2800/760           0/644AG-241030-10000/804               0/625

AG-9295-2900/500           0/350AG-251070-10500/240               0/161

AG-10310-3000/608            0/021AG-261100-10900/804                0/308

AG-11330-3150/902            0/000AG-271140-11100/723                0/081

AG-12370-3500/551           0/881AG-281170-11500/675                0/036

AG-13410-3900/781           0/268AG-291380-13000/690               0/443

AG-14470-4401/000          0/625AG-301540-15200/706               0/329

AG-15510-4901/000         0/794AG-311840-18100/861              0/407

AG-16555-5351/000          1/000AG-322340-22801/000               0/794

بررسي تنوع ژنتيكي ...

جدول 3- میانگین پارامترهای تنوع ژنتیکی در دو نژاد هلشتاین و مازندرانی

nNaNehIنژاد

711/941/540/320/48مازندراني

1041/751/470/280/41هلشتاين

0/0460/0430/0220/030-خطاي استاندارد
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گاو بومی کرمان بیشــتر از گاو هلشــتاین می باشد. بنابراین با نتایج 
تحقیق ما در مورد پایین بودن تنوع ژنتیکی گاو هلشــتاین مطابقت 
دارد. Azari و همــکاران )2007( گزارش دادند که شــاخص های 
تنوع ژنتیکی در نژادهای Bos taurus  و Bos indicus بیشتر از 
هلشــتاین می باشد. نتایج تحقیق حاضر نشان داد که به دلیل اجرای 
برنامه های درون آمیزی و انتخاب مستمر در گاوهای هلشتاین، تنوع 

ژنتیکی آنها کاهش یافته است. 
لازم به ذکر اســت که هرچند بر اساس نتایج به دست آمده،  تنوع 
ژنتیکــی در گاوهای بومــی مازندرانی به طور معنی-داری بیشــتر از 
گاوهــای نژاد هلشــتاین بود، اما در مجموع مقادیر ضرایب به دســت 
آمــده در مورد این نژاد نیز پایین می باشــد. این امر ممکن اســت به 
دلیل  انجام آمیزش های خویشــاوندی توســط پرورش دهندگان این 
نژاد بومی باشد که سبب افزایش هم خونی و کاهش تنوع ژنتیکی آنها 
شــده است. از طرف دیگر پرورش این گاوها به صورت صنعتی نبوده و 
گاوداران محلی بــه دلایل اقتصادی در گله های خود اقدام به پرورش 
تعداد معدودی گاو نر می نمایند که برای آمیزش تمام افراد گله مورد 
اســتفاده قرار می گیرند. گاوهای محلی بســیار با ارزش بوده و باید به 
عنوان  منابع عظیم ژنتیکی حفظ شوند. کاهش تنوع ژنتیکی حیوانات 
و یکســان شــدن خزانه ژنی آنان می تواند در آینده سبب بروز برخی 
مشکلات غیر قابل پیش بینی گردد، چرا که امکان پیش گویی نیازهای 
آتی بشر به نوع فراورده های دامی دشوار بوده و از طرفی کاهش تنوع 
ژنتیکی، مقاومت حیوانات به بیماریها را نیز کاسته و بیش از پیش آنها 
را در معرض انقراض قرار می دهد. با توجه به موارد فوق، حفظ حداکثر 
تنوع ژنتیکی دام ها ضرورت داشته و لازمه آن انجام مطالعات مستمر 
ژنتیکی خصوصاً در ســطح مولکولی می باشــد. در همین راستا انجام 

چنین مطالعاتی بر روی دیگر دام های بومی نیز توصیه می گردد.

پاورقي ها
1- FAO
2- Inter simple sequence repeat  
3- Semiarbitrary
4- Random Amplified Polymorphic DNA
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