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چکیده

ژن  Cyp19 که آنزیم P450 سیتوکروم آروماتاز را کد می‌کند با تبدیل آندروژن به استروژن  مسئول بیوسنتز استروژن است. این ژن 

در گوسفند روی باند q24-q31 کروموزوم شماره 7، قرار دارد. هدف از انجام این مطالعه بررسی چندشکلی ناحیه کد کننده ژن آروماتاز 

به منظور شناسائی جهش‌های موجود در این ناحیه می‌باشد. برای این منظور از 93 رأس بره زندی نر و ماده در سن شیرگیری نمونه‌های 

خون تهیه  شد. استخراج DNA با استفاده از کیت )PCR Template purification kit( انجام و نمونه‌های DNA حاصل برای تکثیر قطعه 

 PCR به محصول واکنش BSTMBI با افزودن آنزیم برشی PCR 140جفت بازی استفاده شدند. چند شکلی طول قطعات برشی محصولات

اجرا گردید. شناسائی ژنوتیپ‌های PCR-RFLP از طریق بارگذاری محصول حاصل از واکنش هضم آنزیمی بر روی ژل آگارز انجام شد. 

نتایج این نحقیق نشان داد سه ژنوتیپ AB,AA وBB به ترتیب با فراوانی‌های  0/86،0 و0/14 در جایگاه مطالعه شده ژن آروماتاز گوسفند 

زندی قابل شناسائی می‌باشند. فراوانی آللی نیز برای آلل‌های A وB به ترتیب 0/43 و0/57 برآورد گردید. همچنین نتایج نشان داد که تعادل 

هاردی - واینبرگ در جمعیت مورد مطالعه در رابطه با این جایگاه برقرار نمی باشد.

  PCR-RFLP ،کلمات کلیدی: ژن آروماتاز، چند شکلی، گوسفند زندی
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مقدمه
سلولهای  در  می‌کند.  کاتالیز  را  استرادیول  به  استرول  تبدیل  که  است  آنزیمی  پیچیده  ترکیب  یک  آروماتاز1 

 P450 که آنزیم cyp19 گرانولوزا، آروماتاز برای ايجادفولكيول و در نتیجه کیفیت اووسیت ضروری است )6(. ژن

را در گوسفند کد می‌کند بر روی کروموزوم 7،  قرار دارد. در موقعیت 242 کروموزوم 7 اگزون3  ژن cyp19 یک 

جهش از نوکلئوتید C به C242T( T( صورت می‌گیرد. ژن cyp19 در بافت چربی، مغز، غده آدرنال و استخوان نیز 

یافت شده است )2(.مطالعات و بررسی‌های انجام گرفته اثر حضور وفراوانی الل‌هایی از چند شکلی ژن آروماتاز

Cyp19 را بر روی صفت رشد وتولید مثل وتوانایی مادری نشان داده است )2(.  اثر حضور وفراوانی الل‌هایی از 

چند شکلی C242T در موقعیت 242 از ژن آروماتاز Cyp19 در چند نژاد مختلف از گوسفندان برزیلی ژنوتیپ 

AA مشاهده نشد و فراوانی ژنوتیپ‌های  AB,BB به ترتیب 0/36و0/64 بود در نهايت لوبو وهمکاران )2009( به 

اين نتيجه رسيدند كه حيوانات با ژنوتيپ AB بهترين ارزش نژادي را دارند )2(. رابطه چند شكلي ژن آروماتاز  

Cyp19 درتعداد‌ی از گاوهای  سیاه وسفید جرسی مشخص نمود که فراواني ژنوتيپ وآلل‌هاي بدست آمده براي 

اين گاوها شامل Cyp19(B(=0/0526،Cyp19(A(=0/9474 ،BB=0/0038 ،AB=0/0977 ،AA=0/08985 بود و 

نتایج بدست آمده نشان داد که هیچ گونه ارتباطی بین چند شکلی ژن آروماتاز و صفت تولید شیر وجود ندارد 

)3(.با بررسی آلل‌هایی از ژن Cyp19 در گاوهای هلشتاین فریزن لهستانی چند شکلی مشاهده شد در نمونه‌هاي 

  Cyp19 مشاهده شدند )8(. رابطه چند شکلی ژن آروماتاز AB, BBو Cyp19 , AA مورد نظر هر سه نوع ژنوتيپ

روی  باروری در گوساله ماده بوفالو مشخص نمود که اگرسطح  آروماتاز در تخمدان پایین باشد  سطح 17-بتا 

استرادیول و2LH نیز  پایین خواهد آمد و در نتیجه فولیکول ممکن است آشکار  نشود  وحیوان علائم فحلی را 

نشان نخواهد داد)7(. گاو وگوسفند پروموتورهای مختلفی را برای بیان وهدایت سیتوکروم  P450  آروماتاز که 

ژن  Cyp19 را در طول آبستنی کد می‌کنند به کار می‌برند به ترتیب مشخص شد بین گاو وگوسفند پروموتورها‌ی 

بیان ژن آروماتاز در جفت،)P 1.1( و)P 1.5 ( است. در گوسفند ژن Cyp19 تحت کنترل چهار پروموتور مختلف 

 P450 بروز سیتوکروم  اصلی  دارند. جفت، محل  فعالیت  اندام‌های خاصی  در  که   )p2و p1.1،p1.4،p1.5( است 

آروماتاز است که در گوسفند بروز ژن Cyp19 در جفت تحت کنترل پروموتور P1.5 است جفت نقش مهمی را 

در نیمه دوم آبستنی بازی می‌کند و منبع اصلی از استروژن است )9(. نژاد زندی یکی از بهترین گوسفندان پوستی 

ایران محسوب می‌شود،اما بدلیل افزایش تقاضا برای گوشت وعدم توجیه اقتصادی تولید پوست،امروزه از این نژاد 

برای تولید گوشت استفاده می‌شود چرا که از این لحاظ نیز در حد متوسطی قرار دارد. این در حالی است که تا 

کنون برنامه‌های اصلاحی مدونی برای بهبود عملکرد وبازده اقتصادی در گوسفند زندی اجرا نگردیده یا اهداف 

مورد نظر حاصل نگردیده است. هدف از انجام تحقیق حاضر شناسایی ژنوتیپ‌های ژن آروماتاز و فراوانی آلل‌های 
1- Aromatase 
2 -Luteinizing Hormone
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آن برای اولین بار در ایران و در گوسفند نژاد زندی به کمک روش PCR1-RFLP2 و تعیین میزان چند شکلی در 

جمعیت گوسفندان زندی بوده است. 

مواد و روش‌ها

جهت انجام این طرح،از 93 رأس گوسفند زندی در دامداری‌های قم به طور تصادفی خون گیری به عمل آمد. 

خون گیری از طریق ورید وداج و با استفاده از ونوجکت‌های استریل حاوی ماده ضد انعقاد )EDTA( به میزان 3 

الی 5 سی سی انجام گرفت. استخراج DNA با استفاده از کیت )PCR Template purification kit(  انجام گرفت 

و جهت تعیین کمیت وکیفیت DNA استخراج شده از روش الکتروفورز بر روی ژل آگارز استفاده گردید. در این 

تحقیق، تکثیر در اگزون 3 در کدون 61  کروموزوم شماره 7 ژن آروماتاز گوسفند به طول 140 جفت باز با استفاده 

از یک جفت پرایمر اختصاصی به شرح زیر صورت گرفت:

  ’Forward 5’- CCAGCTACTTTCTGGGAATT-3

  ’Reverse 5’_  AATAAGGGTTTCCTCTCCACA-3

12/5میکرولیتر،  میزان  به   PCR میکرولیتر،بافر   5/3 میزان  به   DNA( میکرولیتر   25 حجم  در   PCR واکنش 

آب دیونیزه به میزان 6 میکرولیتر،آغازگر رفت وآغازگر برگشت رقیق شده با آب مقطر، هرکدام به میزان  0/6 

میکرولیتر( و با برنامه حرارتی زیر:

95 درجه سانتیگراد جهت واسرشت سازی اولیه DNA به مدت 5دقیقه وتعداد32 چرخه به شرح زیر:

واسرشت سازی در دمای 95 درجه سانتیگراد به مدت 25 ثانیه دمای 45 درجه سانتیگراد، اتصال پرایمرها به 

مدت 25 ثانیه، دمای 72 درجه سانتیگراد و بسط آغازگرها به مدت 25 ثانیه ودر دمای 72 درجه سانتیگراد و در 

خاتمه بسط نهایی به مدت 60 ثانیه انجام شد. صحت قطعه به دست آمده از محصول PCR بر روی ژل آگارز 

به منظور برش آنزیمی  تأیید قرار گرفت.  M100 مورد  1/5% ورنگ آمیزی سایبرگرین به همراه نشانگر وزنی 

با  استفاده شد.محصولات هضم شده   BSTMBI آنزیم محدودگر از   ،PCR از  DNA تکثیر شده حاصل  قطعات 

آنزیم بر روی ژل آگارز 3% الکتروفورز گردید و با استفاده از سایبرگرین رنگ آمیزی شد. مطالعه جمعيتي نمونه 

و آزمون برقراري تعادل هاردي واينبرگ با استفاده از نرم افزار POP GENE 3.2 انجام یافت. 

نتایج

استفاده از کیت )PCR Template purification kit( جهت استخراج DNA از نمونه خون برتری خوبی را از 

لحاظ کمیت وکفیت و صرف زمان لازم در استخراج DNA نشان داد. تکثیر قطعه 140 جفت بازی از ژن آروماتاز 
1- Polymerase Chain Reaction
2- Restricted Fragment Length Polymorphisms
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به کمک واکنش زنجیره‌ای پلیمراز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی به خوبی صورت گرفت ودر نتیجه استفاده 

از برنامه حرارتی مناسب  آغازگرهای اختصاصی وشرایط خوب آزمایشگاهی که فراهم شد قطعه 140جفت بازی 

با آنزیم BSTMBI وجود دو  بدون قطعات غیر اختصاصی بدست آمد.)شکل 1( هضم قطعه 140 جفت بازی 

نوع ژنوتیپ AB وBB را نشان داد. در صورت وجود جهش در این ناحیه  آنزيم BSTMBI منجر به  ایجاد 

برش و ایجاد دو قطعه bp 82 و bp 58 می گردد. در غير اين صورت، یک قطعه bp 140  ايجاد می‌گردد كه 
نشان‌دهنده عدم وقوع جهش در قطعه مورد نظر می‌باشد. از این رو ژنوتيپ BB  با تولید تنها یک باند به اندازه 
140 جفت باز و ژنوتیپ AB با تولید سه باند به اندازه‌های140,  82 و58 جفت باز قابل شناسائی می‌باشد. در 
این تحقیق هیچ نمونه‌ای با ژنوتیپ AA مشاهده نشد)شکل 2(. بنابراین ژنوتيپهاي AB ،AA و BB با فراوانی 
های0، 0/86 و0/14 در این گله تشخیص داده شدند. فراوانی‌های اللی A وB به ترتیب 0/43 و0/57 برآورد 
 ،AA می‌باشد. و در مجموع تعداد ژنوتيپهاي BB دارای بیشترین فراوانی نسبت به ژنوتیپ ABگردید. ژنوتیپ
AB و BB به ترتيب برابر 0، 80 و 13 از نمونه‌ها بوده است. اين گله با داشتن فراواني افراد AB در حدود 

0/86 داراي بيشترين فراوانی هتروزیگوتی ميباشد و هموزیگوت‌های BB حدود 14% گله را تشکيل ميدهد و 
افراد با ژنوتیپ  AA نيز وجود ندارد. آزمون‌های X2 وG2 نشان دادند که جامعه مورد بررسی در تعادل هاردی 

واینبرگ قرار نداشت وانحراف معنی داری از این تعادل نشان داد )جدول شماره 1(. 

  جدول 1- تعادل هاردی - واینبرگ وفراوانی ژنوتیپی

شکل1- محصول واكنش زنجيره‌اي پليمراز روي ژل آگارز 1/5 % درصد
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 شکل 2- محصول هضم آنزيمي روي ژل آگارز 3 درصد

بحث 

نتایج تحقیق حاضر نشان داد جایگاه ژن آروماتاز در نمونه‌های  مطالعه شده گوسفند زندی دارای چند شکلی 

می‌باشد. این امر نشان می‌دهدکه در گوسفند زندی از نظر آلل‌های ژنهای کنترل کننده صفاتی که به تولید و ترشح 

آروماتاز مربوط است تنوع ژنتیکی وجود دارد. این امر می‌تواند به عنوان ا بزاری در برنامه‌های اصلاح نژادی مورد 

استفاده قرار گیرد. در صورت وجود ارتباط معنی دار بین چند شکلی‌های شناسائی شده و صفات مهم اقتصادی 

در این گوسفند، نتایج حاصله می‌تواند در برنامه‌های انتخاب در این گوسفند ارزشمند باشد. درخصوص چند 

شکلی‌های شناسایی شده در گوسفند زندی می‌توان به ژن میوستاتین، میار وهمکاران )2010( وژن لپتین، برزه 

کار و همکاران )2009( اشاره نمودکه در هر دو ژن مذکور ارتباط معنی دار بین چند شکلی ژنی با صفات رشد و 

لاشه در گوسفند زندی  وجود نداشت. این گوسفند با توجه به چند شکلی‌های موجود منبع خوبی از تنوع داخل 

نژادی را فراهم می‌کند و این به دلیل آن است که تا کنون برنامه‌های مدون اصلاح نژادی در این گوسفند انجام 

نشده است. نتایج حاصله از این تحقیق از نظر چند شکلی ژن آروماتاز با نتایج حاصل از مطالعه لوبو و همکاران 

)2009(، مگدالنا و همکاران )2006(، وانسلو و همکاران )2004(، کومارو و همکاران )2009(، واسکا و همکاران 

)2010( مطابقت داشت. همچنین از نظر جایگاه ژن آروماتاز طبق فراوانی ژنی و ژنوتیپی با نتایج بدست آمده 

توسط مگدالنا و همکارانش )2006( لوبو و همکارانش )2009( مطابقت نداشت. بر اساس نتایج حاصله، جامعه 

مورد بررسی در تعادل هاردی وینبرگ قرار نداشت وانحراف معنی داری از تعادل هاردی وینبرگ نشان داد. که با 

نتایج  برزه کارو و همکاران )2009( در خصوص تعادل در جمعیت گوسفند زندی برای ژن لپتین مطابقت نداشت.  

مهم ترین عامل عدم برقراری تعادل هاردی وینبرگ در جایگاه مورد مطالعه را می‌توان به دلیل وجود عوامل برهم 

زننده تعادل نظیر انتخاب، مهاجرت، آمیزش‌های غیر تصادفی، جهش و حتی خطای نمونه برداری برشمرد.
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