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بررسی مولکولی بیماري هاي DUMPS و CVM در گاو هاي هولشتاین و بومي استان خوزستان

سیروس عیدي وندي1، حمید رضا سیدآبادي*2، سیروس امیري نیا2

ص ص: 65-73           
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چکیده

CVM در جمعیت گاوهاي خوزستان مورد  DUMPS و  اتوزومي،  ژنتیکي مغلوب  در مطالعه حاضر دو نقص 

 DNA مطالعه قرار گرفت. تشخیص سازو کار مولکولي نقص هاي ژنتیکي، موجب تشخیص مستقیم ناقلین در سطح

مي شود و زماني این موضوع اهمیت بیشتري پیدا مي کند که این تشخیص در مراحل اولیه زندگي حیوان باشد. 

در این تحقیق 330 رأس گاو از استان خوزستان شامل 100 رأس گاو هولشتاین و 230 رأس گاو بومي و دورگ با 

 ،PCR-RFLP با استفاده از روش ،DUMPS تحت غربالگري قرار گرفتند. براي تشخیص بیماري DNA آزمایشات

با استفاده از توالي یابي مستقیم، ناحیه   ،CVM UMPS و همچنین براي تشخیص بیماري  ناحیه چند شکل از ژن 

 CVM و DUMPS مـورد مـطالعه قرار گرفت. هیچ حیوان ناقل براي نقص ژنتیکي SLC35A3 چند شـکل از ژن

در نمـونه هاي مورد آزمایش یافت نشد. امکان دارد که با افزایش فشار انتخاب و کاهش مخزن ژني بین المللي، 

در  استفاده  مورد  نر  گاوهاي  غربالـگري  با  شود  مي  توصـیه  بنابراین  یابد.  گـسترش  گاو  در  ژنتیکي  هاي  نقـص 

بـرنامه هاي اصلاح نژادي کشور براي نقص هاي ژنتیکي مهم، قبل از استفاده از اسپرم آن ها در برنامه هاي تلقیح 

مصنوعي، احتمال شیوع این بیماري ها را در جامعه کاهش داد.

واژه هاي کلیدي: DUMPS ،CVM، چند شکلي، تعیین توالي، گاو 
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یکي از اهداف اصلي متخصصین اصلاح نژاد کشور، شناسایي ژن هاي نامطلوب و کاهش فراواني آن ها در 

جامعه مي باشد. در پنجاه سال اخیر با بهره گیري از روش هاي ژنتیک ملکولي حدود پنج هزار نقص ژنتیکي 

اتوزومي مغلوب در انسان شناسایي شده است، در حالي که تعداد کمي از این نوع عارضه ها در حیوانات اهلي 

شناسایي و مطالعه شده است )13(. با توجه به نقش مهم گاو در تأمین گوشت و لبنیات مردم جهان، توجه به این 

نقایص و مطالعه خصوصیات آن در سطح ژنوم بیشتر مورد توجه محققان مي باشد )4(. از آنجا که دام هاي ناقل 

نواقص ژنتیکي، معمولاً ظاهري سالم دارند، امکان شناسایي آن ها از روي علائم ظاهري وجود ندارد. لذا ژن هاي 

معیوب توسط دام هاي ناقل به نسل هاي بعد منتقل شده و در جامعه گسترش مي یابند. استفاده از آزمون نتاج 

براي شناسایي دام هاي ناقل که معمولاً براي گاوهاي نر ممتاز بکار مي رود فقط براي حیوانات بالغ که امکان 

تولید مثل دارند امکان پذیر است، در حالي که مي توان دام هاي ناقل را با استفاده از روش هاي ژنتیک ملکولي 

از همان مراحل اولیه زندگي شناسایي و قبل از انجام هزینه هاي زیاد براي نگهداري و انتخاب به عنوان حیوان 

داشتي، از گله حذف نمود. 

تولد  به سقط جنین،  منجر  که  باشد  مي  اتوزومي  مغلوب  ژنتیکي  نقص  یک   ،)CVM( فقرات1  کجي ستون 

گوساله هاي نارس، مرده وداراي ناهنجاري در دام ها مي شود. گوساله هاي مبتلا به این بیماري داراي وزن کم 

و ناهنجاري در ستون فقرات و پاها مي باشند و نیز نواقص قلبي در این عارضه مشاهده شده است )10(. عمده 

زیان اقتصادي ناشي از این نقص طولاني شدن فاصله گوساله زایي و در نتیجه حذف زود هنگام گاوهاي ناقل 

مي باشد. در مطالعات تولید مثلي بر روي عارضه CVM، کاهش تعداد گوساله ها معني دار بود )2(. بسیاري از 

گاوهاي نر ناقل آلل نامطلوب این ژن، همزمان حاوي ژن هاي متعدد دیگري هستند که اثر مثبت روي تولید شیر 

ودرصد ترکیبات شیر و سایر صفات مهم دارد. بعبارت دیگر این ژن معیوب همبستگي مثبت با ژن هاي مسئول 

صفات تولیدي )نظیر مقدار شیر،  مقدار چربي شیر و غیره( دارد )1(. آنالیز مولکولي این نقص ژنتیکي نشان داد 

که یک جهش تک نوکلئوتیدي )گوانین به تیمین( در موقعیت کدون 559 از ژن SLC35A3 که کد کننده عامل 

انتقال دهنده UDP-N-acetylglucosamine مي باشد منجر به این نقص ژنتیکي مي شود )7(. این جهش منجر به 

 UDP-N-acetylglucosamine تغییر اسید آمینه والین به فنل آلانین در موقعیت 180 شده و در نتیجه مکانیسم انتقال

انتقال دهنده UDP-N-acetylglucosamine یک نقش ضروري در مکانیسم کنترل  دچار اختلال مي شود. عامل 

تشکیل ستون فقرات از مزودرم پاراکسیال دارد )18(. ژن SLC35A3 گاوي بطور کامل تعیین توالي شده است و 

طول کامل آن 22400 جفت باز مي باشد )شماره دسترسي AY160683(. توالي این ژن به میزان 98 درصد با نوع 

انساني و سگي و 83 درصد با موش و قورباغه متشابه مي باشد. در بین نواقص ژنتیکي، CVM بزرگترین ضربه را  

به اصلاح نژاد گاوهاي دانمارکي وارد کرده است )18(.

1- Complex Vertebral Malformation
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نقص سنتز اوریدین منو فسفاتDUMPS(1( یک نقص ژنتیکي اتوزومي مغلوب تک نکلئوتیدي مي باشد. این 

بیماري براي اولین بار در آفریقاي جنوبي در گله هاي تحت پوشش تلقیح مصنوعي مشاهده گردید. این نقص ژنتیکي 

در اثر یک جهش تک نوکلئوتیدي C به T در موقعیت کدون 405 از اگزون 5 ژن UMPS مستقر در کروموزوم شماره 

1 گاو به وجود آمده است. آنزیم UMPS مسئول تبدیل اسید اورتیک به اوردین منوفسفات مي باشد که براي تشکیل 

بازهاي پریمیدیني براي ساختن DNA و RNA ضروري است )17(. جنین هاي هموزیگوت براي نقص سنتز اوریدین 

منوفسفات معمولاً تا قبل از روز40 آبستني سقط و یا جذب مي گردند که منجر به بازگشت به فحلي هاي متعدد در 

گاوهاي ناقل مي گردد )16(. از نظر فنوتیپي هیچ تفاوتي بین دام هاي ناقل و سالم از لحاظ وزن تولد، اندازه بدن و 

رشد وجود ندارد و تنها آزمایشات مولکولي متمایز کننده ناقلین از گاوهاي سالم مي باشد. در آمریکا آزمون ملکولي 

گاوهاي نر براي نقص سنتز اوریدین منوفسفات از سال 1988 آغاز شده است. تنها راه جلوگیري از زیان هاي 

اقتصادي این عارضه ژنتیکي، تشخیص زود هنگام دام هاي ناقل و حذف آن ها مي باشد.

و  نوروزي  است.  انجام شده  ایران  در  ژنتیکي گاو شیري  نقایص  منظور شناسایي  به  تحقیق  تاکنون چندین 

همکاران )2005(، تعداد 30 گاو نر هولشتاین و 10 گاو نر براون سوئیس موجود در مرکز تلقیح مصنوعي عباس 

آباد مشهد را براي نقص ژنتیکي BLAD مورد آزمایش قرار دادند. آنها در این تحقیق فراواني ناقلین این نقص 

ژنتیکي را در جمعیت گاو هولشتاین و براون سوئیس به ترتیب 33/3 و صفر درصد گزارش نمودند. در تحقیقي 

مشابه که توسط نصیري و همکاران )2005(، بر روي تعداد 30 گاو نر هولشتاین موجود در مرکز تلقیح مصنوعي 

عباس آباد مشهد براي شناسایي ناقلین بیماري سیترولیمیا با روش PCR-RFLP انجام گرفت، هیچ نمونه ناقل این 

بیماري گزارش نشد. در تحقیقي دیگر تعداد130 نمونه گاوهولشتاین موجود در مرکز اصلاح نژاد کشور براي 

نقایص ژنتیکي BLAD و DUMPS با روش PCR-RFLP مورد بررسي قرار گرفت. در این مطالعه هیچ ناقل این 

نقایص ژنتیکي شناسایي نشد)14(.

بسیاري  که  آنجا  از  و  خوزستان  استان  روستاهاي  سطح  در  مصنوعي  تلقیح  تلقیح  گسترش  به  توجه  با    

از گاوهاي نري که اسپرم آنها در روستاها تلقیح شده است از نظر ناقل بودن یا نبودن نواقص ژنتیکي، مورد 

این نواقص ژنتیکي مهم در گاو از طریق همین  این امکان وجود دارد که  اند  آزمایشات ملکولي قرار نگرفته 

بررسي  زمینه  در  ناچیزي  مطالعات  تاکنون   در ضمن  یابد.  گسترش  ها  گله  در سطح  تلقیح شده  هاي  اسپرم 

نواقص ژنتیکي در گاوهاي استان خوزستان انجام شده است و این تحقیق به عنوان یک تحقیق بنیادي در این 

زمینه از اهمیت بالائي برخوردار مي باشد. 

1- Deficiency of Uridine Monophosphate Synthase
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مواد و روشها

  در این تحقیق پس از هماهنگي با شبکه دامپزشکي استان خوزستان وپنج منطقه )اهواز، آبادان خرمشهر، 

ماهشهر و مسجدسلیمان( با استفاده از ونوجکت حاوي مواد ضد انعقاد )EDTA( از ورید وداج 230 رأس گاو 

بومي و دورگ )شامل گاوهاي ایستگاه  پشتیباني  اصلاح  نژاد گاو نجدي شوشتر و گاوهاي روستایي در مناطق 

مذکور(  خون گیري صورت گرفت. علاوه بر این از یکصد رأس گاو هلشتاین در پنج گاوداري بزرگ و داراي 

اهواز و چهار گاوداري بخش خصوصي( در  ثبت رکورد )شامل گاوداري دانشکده کشاورزي دانشگاه رامین 

شهرهاي اهواز، دزفول، بهبهان و مسجدسلیمان، خون گیري شد. مشخصات کامل هر نمونه خون شامل نژاد 

نمونه ها  نمونه گیري،  از  ثبت گردید. بلافاصله پس  نمونه گیري  گاو )بومي، دورگ و اصیل( جنس و محل 

بیوتکنولوژي موسسه تحقیقات علوم دامي  آزمایشگاه بخش  به  انتقال  تا زمان  کنار یخ نگهداري  شدند و  در 

کشور در دماي یخچال نگهداري  شدند. تعداد نمونه هاي این تحقیق شامل 230 رأس گاو بومي و دورگ، 

)شامل74 رأس گاو نر و 156 رأس گاو ماده( و از مجموع یکصد رأس هلشتاین )شامل 22 رأس گاو نر و 

78 رأس گاو ماده( بودند. استخراج DNA از نمونه هاي خون کامل به روش بهینه شده و تغییر یافتۀ استخراج 

نمکي انجام گردید)5(. کمیت و کیفیت نمونه هاي DNA استخراج شده به کمک دستگاه اسپکتروفتومتر-نانودراپ 

)Nano-Drop2000( بررسي گردید.

شده  طراحي  آغازگر  جفت  یک  از  استفاده  با   DUMPS بیماري  عامل  یافته  جهش  ناحیه  تکثیر  منظور  به    

تکثیر شد. آغازگرهاي مستقیم و معکوس  بازي  توسط  کامینسکي و همکاران )2005(، یک قطعه 108 جفت 

)Metabion، آلمان( مورد استفاده در تکثیر این قطعه به صورت زیر بودند:

F: 5′ GCA AATGGC TGA AGA ACA TTC TG 3′        

R: 5′ GCT TCT AAC TGA ACT CCT CGA GT 3′

بافر  به صورت   μl 15 نهایی  با حجم   PCR بهینه  PCR، شرایط  اجزا  آزمایش غلظت های مختلف  از  پس 

mM Mgcl2 ،x1 PCR 2، آغازگرها μM dNTPs ،μM 0/25 200، یک واحد آنزیم Taq پلیمراز و DNA الگو 

به میزان ng 150 در هر واکنش PCR بدست آمد. برنامه حرارتی مناسب برای آغازگر مورد مطالعه به صورت: 

واسرشته سازی اولیه در 94 درجه سانتیگراد به مدت 5 دقیقه و 35 سیکل شامل: واسرشته سازی اولیه در 94 

درجه سلسیوس به مدت 1 دقیقه، اتصال آغازگرها در دمای 62 درجه سلسیوس به مدت 1 دقیقه و مرحله بسط 

در دمای 72 درجه سلسیوس به مدت 1 دقیقه انتخاب و بسط نهایي در دمای 72 درجه سلسیوس به مدت 8 دقیقه 

در نظر گرفته شد. پس از تکثیر، یک قطعه 108 جفت بازي حاصل شد. عمل هضم آنزیمي با حجم 10 میکرولیتر 

با  استفاده از آنزیم برشي AvaI )10 واحد آنزیمي در هر واکنش( در دماي 37 درجه سلسیوس و در طول شب 

بر روي محصول PCR انجام شد. 
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  به منظور تکثیر ناحیه جهش یافته عامل بیماري CVM با استفاده از یک جفت آغازگر طراحي شده توسط 

چو و همکاران )2008(، یک قطعه 249 جفت بازي تکثیر شد. آغازگرهاي مستقیم و معکوس )Metabion، آلمان( 

مورد استفاده در تکثیر این قطعه به صورت زیر بودند:

F: 5′ AGCTCTCCTCTGTAATCC 3′        

R: 5′ TCTCAAAGTAAACCCCAG 3′

 برنامه حرارتی مناسب برای آغازگر مورد مطالعه به صورت: واسرشته سازی اولیه در 94 درجه سانتیگراد به 

مدت 5 دقیقه و 35 سیکل شامل: واسرشته سازی اولیه در 94 درجه سلسیوس به مدت 1 دقیقه، اتصال آغازگرها 

در دمای 58 درجه سلسیوس به مدت 1 دقیقه و مرحله بسط در دمای 72 درجه سلسیوس به مدت 1 دقیقه انتخاب 

و بسط نهایي در دمای 72 درجه سلسیوس به مدت 8 دقیقه در نظر گرفته شد. پس از تکثیر، یک قطعه 249 جفت 

بازي حاصل شد. 

انجام  PCR-Sequencing و خالص  از  به منظور شناسائي جهش هاي تک نوکلئوتیدي، کلیه نمونه ها پس 

سازي1 با استفاده از دستگاه Genetic Analyzer ABI تعیین توالی شدند. جواب هاي حاصل از تعیین توالي از 

طریق برنامه Chromas،Ver 2.33 مورد بازبیني قرار گرفته و نقاط جهش یافته مورد شناسایي قرار گرفتند.

نتایج و بحث

در این تحقیق کیفیت DNA استخراج شده با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتري NanoDrop2000 مورد بررسي 

قرار گرفتند. نتایج این بررسي نشان داد نسبت بین دو جذب نوري A260/A280 در نمونه هاي مختلف بطور میانگین 

از 75/ 1 تا 2 در تغییر بوده است که نشان مي دهد کیفیت DNA استخراج شده مناسب مي باشد. همچنین غلظت 

DNA استخراج شده در نمونه هاي مختلف بطور میانگین از 500 تا 1000 نانوگرم در هر میکرولیتر بوده است.

بدون   UMPS از ژن  بازي  تکثیر شده، قطعه 108 جفت  نمونه هاي  کلیه  DUMPS، در  ژنتیکي  براي نقص   

هیچگونه باند غیر اختصاصي موجود بوده و شرایط تکثیر بسیار عالي مي باشد. جهش تک نوکلئوتیدي C به T در 

موقعیت کدون 405 از اگزون 5 ژن UMPS، مانع از هضم قطعه تکثیر شده توسط آنزیم AvaI مي شود. لذا انتظار  

مي رود پس از هضم آنزیمي محصولات PCR، حیوانات عاري از بیماري سه قطعه 53، 36 و 19 جفت بازي و 

حیوانات ناقل بیماري 4 قطعه 89، 53، 36 و 19 جفت بازي ایجاد کنند. در این تحقیق پس از انجام واکنش هاي 

PCR و هضم آنزیمي، کلیه نمونه عاري از نقص ژنتیکي DUMPS بودند و هیچ نمونه ناقلي مشاهده نشد )شکل 

1(. براي تأیید نتایج حاصل از PCR-RFLP، برخي از نمونه هاي مشکوك تعیین توالي گردیدند. با بررسی نتایج 

تعیین توالی، نتایج حاصل از PCR-RFLP مورد تأیید قرار گرفت.

1- Purification
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        1         2          3         4          5          6       

108 bp

53 bp
36 bp

 

شکل 1 - محصولات حاصل از هضم قطعه 108 جفت بازي ژن  UMPS با آنزیم AvaI بر روي ژل آگارز 3 درصد. در این شکل ستون هاي 

شماره 2 تا 6 بیانگر ژنوتیپ افراد سالم  و ستون 1 نشان دهنده قطعه هضم نشده مي باشد. قطعه 19 جفت بازي به دلیل کوچکي قطعه از ژل 

خارج شده است.

براي نقص ژنتیکي CVM، پس از تکثیر ناحیه مورد نظر، قطعه 249 جفت بازي از ژن SLC35A3 بدون هیچگونه 

باند غیر اختصاصي مشاهده شد. جهش تک نوکلئوتیدي G به T در موقعیت کدون 559 از ژن SLC35A3، باعث 

 ،PCR-Sequencing و PCR ایجاد این نقص ژنتیکي در دام ها مي شود. در این تحقیق پس از انجام واکنش هاي

نمونه ها خالص سازي شده و با استفاده از دستگاه Genetic Analyzer ABI تعیین توالی شدند. نتایج حاصل از 

تعیین توالي نشان دهنده عدم وجود حیوان ناقل این نقص ژنتیکي در نمونه هاي مورد آزمابش بودند. )شکل 2(.

با توجه به پراکنش نسبتاً مناسب نمونه گیري مي توان نتیجه گرفت که فراواني این نواقص ژنتیکي در جمعیت 

گاوهاي استان خوزستان وجود ندارد یا بسیار پائین مي باشد. در تحقیقي مشابه که توسط رضایي و همکاران 

)2009(، بر روي 144 گاو نر موجود در مرکز اصلاح نژاد عباس آباد و گاوداري دانشگاه فردوسي مشهد صورت 

گرفته است هیچ گاو ناقل ژن جهش یافته عامل بیماري هاي CVM و DUMPS مشاهده نشد. تحقیقي مشابه براي 

شناسایي نقایص ژنتیکيBLAD و DUMPS و سیترولینمیا  بر روي 37  رأس گاو نر جوان مرکز اصلاح نژاد دام 

انجام گرفته است)14(. در این تحقیق از بافت گوش این حیوانات براي استخراج DNA نمونه برداري شد و با 

استفاده از روش PCR-RFLP تعیین ژنوتیپ شدند که در این تحقیق یکي از این نمونه ها ناقل BLAD تشخیص 

داده شد ولي هیچ کدام از نمونه ها ناقل DUMPS و سیترولینمیا نبود )14(. بنابراین نتایج حاصل از این تحقیق با 

اکثر نتایج بدست آمده از بررسي نواقص ژنتیکي در کشور مطابقت دارد. در بررسي نتایج حاصل از مطالعات خارج 

از کشور نیز در بسیاري از مطالعات نواقص ژنتیکي گاو بخصوص در کشورهاي همسایه، هیچ مورد ناقلي مشاهده 

نگردیده است. در بررسي صورت گرفته بر روي170 گاو هلشتاین در ترکیه، هیچ گاو ناقلي براي سیترولینمیا و 

DUMPS و BLAD مشاهده نشد)12(.  در تحقیقي مشابه، میدن و همکاران )2010(، با بررسي 350 گاو هلشتاین 

در ترکیه، هیچ مورد ناقلي را براي عارضه DUMPS شناسایي نکردند.
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            G

شکل 2 - نتایج تعیین توالي ژن SLC35A3.  نوکلئوتید گوانین )G( در کدون  559 ژن SLC35A3  که در دام ها نرمال دیده مي شود 

با علامت پیکان مشخص مي باشد.

اگرچه تحقیقات انجام گرفته در داخل کشور در زمینه نواقص ژنتیکي اندك بوده ودر اکثر تحقیقات تعداد نمونه 

مورد بررسي کم مي باشد ولي از نتایج حاصل مي توان نتیجه گرفت که  فراواني نواقص ژنتیکي در جمعیت هاي 

مورد مطالعه کم مي باشد. 

با توجه به اینکه منشأ ژنتیکي عارضه CVM از یک گاو نر آمریکایي بنام Penstae Ivanho Star متولد 1963 به 

شماره US 1441440 مي باشد و اغلب از طریق پسرش بنام Carlin_M Ivanho Bell  به شماره US1667366 گسترش 

یافته است به احتمال قوي افراد مطالعه شده در تحقیق حاضر ارتباط شجره اي با گاو نر مزبور نداشته اند )2(.

علي رغم اینکه در مطالعه ما و بسیاري از مطالعات داخل و خارج از کشور وجود نواقص ژنتیکي اثبات نشده 

است ولي بدلیل ماهیت توارثي این نواقص که اتوزومي مغلوب بوده و مي توانند در دام هاي ناقل که به ظاهر سالم 

هستند گسترش یابد لذا نظارت مستمر بر این نواقص ژنتیکي و انجام تحقیقات مداوم کاملًا ضروري مي باشد. 
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