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در انزال گاوهاي نر هلشتاين و نقش  Yو  Xهاي جنسي بررسي نسبت جمعيت كروموزوم
  غلظت تستوسترون خون بر نسبت جمعيتي

 2، و محمد رزم كبير2جلال رستم زاده ،*1، فريد حيدري2و1مونا خلقي

  فناوري، بخش زيست فناوري دام و آبزيان زيست و ژنتيك مهندسي ملي تهران، پژوهشگاه 1
  سنندج، دانشگاه كردستان، دانشكده كشاورزي، بخش علوم دامي 2

 16/2/93 :تاريخ پذيرش  21/12/92 :تاريخ دريافت

  چكيده

صنعت گاو در ف ديرينه اتوانايي و امكان تعيين جنسيت گوساله در صنعت دامپروري بسيار حائز اهميت است و يكي از اهد
مقايسه با گاو ماده به علت هتروگامتيك بودن سهم بيشتري در نسبت جنسي ايفا گاو نر در . رودبه شمار ميشيري و گوشتي 

اين پژوهش با هدف  .قابل انجام است Yو  Xهاي تشخيص نسبت جنسي اسپرماتوزوئيدها از طريق نسبت كروموزوم. كند مي
اسپرماتوزوئيدها در گاوهاي هلشتاين از طريق Y و  Xتاثير غلظت تستوسترون خون بر تغيير نسبت جنسي كروموزوم هاي

باس نژاد ايستگاه عراس گاو نر هلشتاين موجود در مركز اصلاح 26در اين تحقيق از  .انجام گرفت Real-Time PCRتكنيك 
-Realاز اسپرم به روش بهينه يافته استخراج نمكي،  DNAپس از استخراج . گيري انجام شدگيري و اسپرمآباد مشهد، خون

Time PCR هاي ژن به ترتيب براي جفت بازي 79و 89، 90 براي تكثير قطعاتPLP،  SRY و PAR با استفاده از جفت
نتايج آناليز آماري نشان داد كه ميانگين حداقل مربعات . نسبت جنسيت محاسبه شدو آغازگرهاي اختصاصي انجام گرفت 

همچنين  ).>05/0P(داري بودند از نظر آماري داري تفاوت معني كهبود  71/0±02/0و  23/1±15/0به ترتيب  Xو  Yكروموزوم 
دهد با افزايش سطح برآورد شد كه اين نتايج نشان مي 38/0با غلظت تستوسترون خون برابر با  SRYهمبستگي نسبي ژن 

 PLPهمبستگي بين ژن . يافت افزايش) >05/0P(داري به طور معني SRYتستوسترون ميزان نسبي اسپرماتوزوئيدهاي حامل ژن 
لذا با افزايش غلظت تستوسترون ميزان نسبي اسپرماتوزوئيدهاي حامل ژن  .شدبرآورد  -/.67برابر با نيز و تستوسترون خون 

PLP 01/0(داري به طور معنيP< (كاهش يافت.  

  Real-time PCRي، غلظت تستوسترون، يت، نسبت جنسPLP، ژن SRYژن : كليدي واژه هاي 

 heidari@nigeb.ac.ir : ، پست الكترونيكي02144787303: تلفن مسئول، نويسنده *

  مقدمه
كنترل جنسيت فرزند قبل از تولد چه در مورد انسان و چه 

از  .استهميشه مورد نظر بوده اصلاح نژاد هاي هدر برنام
مواليد  ييتبه بعد عوامل موثر بر نسبت جنس 1970سال 

در اين مطالعات به نقش نژاد . استمورد بررسي قرار گرفته
و گزينش ژنتيكي، فصل، زمان تلقيح مصنوعي در طول 

در  Yو X هاي فحلي، سرعت متفاوت حركت كروموزوم
  .)24و 17(است مايع مني اشاره شده

داراي  Yو  Xهاي محققين معتقدند كه اسپرماتوزوئيد
تواند منجر به قدرت تحرك متفاوت هستند و اين امر مي
جهت لقاح با  هاافزايش شانس يك گروه از اسپرماتوزوئيد

همچنين فاكتورهايي مانند سطح موكوس . شودتخمك 
و زمان تلقيح نيز در اين امر دخالت  واژن pHسرويكس، 

تفاوت ذاتي فيزيولوژيكي در قدرت . )8(داشت خواهد
ندن اسپرماتوزوئيدهاي يك جنس، ظرفيت پذيري و مازنده
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واكنش آكروزومي متفاوت و همچنين شرايط حاكم در 
با (يري لايه زونا مثلي ماده، جهت نفوذپذتگاه توليددس

ممكن ) گذاري نسبت به زمان تلقيحتوجه به زمان تخمك
. است منجر به لقاحي متفاوت براي دو جنس اسپرم گردد

وغ در زمان لقاح احتمال دارد اووسيت لذا بسته به سطح بل
جذب ترجيحي داشته   Yو Xنسبت به اسپرماتوزوئيدهاي 

  . )7(باشد 

تاكيد  ييتنقش استرس بر نسبت جنس به هاپژوهشبرخي 
توان ناشي از تاثير استرس بر كه علت آن را مياند كرده

استرس موجب كاهش . هاي جنسي دانستميزان هورمون
ها در زنان ان و افزايش آندروژندر مرد تستوسترون

صوص ها بخلذا بررسي تاثير هورمون. )24( گردد مي
. بسيار اهميت دارد هورمونهاي جنسي در نسبت جنسيتي

- هورمون تستوسترون قويترين آندروژن از گروه هورمون

باشد كه از كلمه يوناني به معني هاي استروئيدي مي
داراي اثرات اين هورمون . است مردساز گرفته شده

) سازنده، رشد دهنده(و آنابوليك ) جنسيتي(آندروژنيك 
 .)20و 11، 10، 1(باشد مي

تستوسترون موجود در سرم مرد بالغ، توسط % 95در حدود 
ي فوق كليوي توليد ها و مابقي به وسيله غدهبيضه
ي عمل ها، تستوسترون بوسيلهدر بسياري بافت. گردد مي

ديبه آندروژن قويتر  ردوكتاز- آلفا- 5 آنزيم
تبديل  Dihydrotestosteron (DHT)تستوسترون هيدرو

اگرچه هردو هورمون از طريق يك رسپتور عمل . شودمي
برابر از  5/2تستوسترون حدود هيدروديكنند، مي

تواند در همچنين تستوسترون مي. تر استتستوسترون قوي
عمده  ها به استروژن، تبديل شود و منشأبسياري از بافت

-استروژن در حال گردش در جنس مذكر تبديل آندروژن

 ي فوق كليوي در بافت چربي استاي و غدههاي بيضه
   .)20و 11، 10، 2(

توسط سامولي و  هاي انجام شدهبا توجه به پژوهش
افزايش  )2005(و ايروين  و گرانت) 2008(همكاران 

هورمون تستوسترون در جنس ماده منجر به افزايش 
. شودي مواليد به سمت نرها مييتانحراف نسبت جنس

- پيشنهاد كرده ) 2004، 1996(جامس و همكاران  همچنين

تواند منجر به اند افزايش سطح تستوسترون خون نرها مي
انحراف نسبت جنسي به سمت نرزايي شود كه احتمالاً اين 

باشد ي از تغيير نسبت جنسي اسپرماتوزوئيدها مياثر ناش
  . زيرا نرها هتروگامتيك هستند

 Real-timeهاي مولكولي همچون با استفاده از تكنيك

PCR ،FISH  )Fluorescent In Situ Hybridization ( و
 دفلوسيتومتري امكان بررسي دقيق جنسيت سلولها وجو

بدليل ارزان تر  Real-time PCRدر اين ميان تكنيك . دارد
اساس . و دقيق بودن بيشتر مورد استفاده قرار گرفته است

  Real-timeهاي آشكارسازي محصولات در تمام دستگاه
افزايش شدت  كه باشدبر اساس سيگنال فلوروسانس مي

 PCRفلوروسانس با افزايش محصول تكثيرشده در طول 
  . )22(نسبت مستقيم دارد

 Y ،Sex- related Yهاي موجود در كروموزوم يكي از ژن

gene (SRY) باشد، اين ژن روي بازوي كوتاه مي
از جمله  .نزديك به سانترومر قرار دارد Yكروموزوم 

، شروع رونويسي، SRYشده براي عملكردهاي تعيين
، شركت در اسپرماتوژنز، تحرك mRNAاسپلايسينگ 

همچنين توليد ها، تعامل بين اسپرم و تخمك و اسپرم
با توجه به اينكه ژن  .)23و  18، 16(باشدتستوسترون مي

SRY ماني كروموزوم تواند بر زندهميY توان موثر باشد مي
 Yو  Xنقش آن را بر ميزان نسبت جمعيتي كروموزومهاي 

  . )17و  5( مورد بررسي قرار داد

در  Xژن كانديد جهت شناسايي كروموزوم همچنين 
اين  .باشدمي Proteolipid protein (PLP) پژوهش اخير 

شود و هاي عصبي و غير عصبي بيان ميژن در همه بافت
در همه بافتهاي غيرعصبي در طي تكثير طبيعي، مانع 

در هاي انجام شده، گرچه طبق بررسي .شودآپوپتوز مي
محرك  PLPشرايط فيزيولوژيكي متفاوت افزايش بيان ژن 
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لذا با توجه به اينكه نقش  ).21( باشدفرآيند آپوپتوز مي
 تاكنون هورمون تستوسترون بر نسبت جنسيتي در نرها

با دو هدف زير انجام پژوهش حاضر بررسي نشده است 
  :شد

هاي جنسي در انزال تعيين نسبت جمعيت كروموزوم - 1
  . هاي نر هلشتاينگاو

بررسي ارتباط بين تغييرات هورمون تستوسترون در  - 2
 .جمعيتيخون و نسبت 

 مواد و روشها

  DNAاستخراج تمام مواد شيميايي مورد استفاده در : مواد
 .آلمان تهيه گرديد Merck، از شركت از اسپرماتوزوئيدها

  BioDyne Solis از كيت تجاري همچنين
(Cat.NO: 08-24-0000S)  به منظور تكثير قطعات مورد

 .استفاده شد Real-time PCR تكنيك نظر توسط

راس گاو هلشتاين موجود در  26از  :گيرينمونه: روشها
گيري و نژاد ايستگاه عباس آباد مشهد، خونمركز اصلاح

اسپرم گيري به صورت همزمان و در ساعات اوليه صبح 
گيري از گاوهاي مورد مطالعه توسط ابتدا اسپرم .انجام شد

هاي گيري توسط لولهسپس خون. مهبل مصنوعي انجام شد
از محل سياهرگ دمي انجام   Gel-clot activatorونوجكت 

 دقيقه با سرعت  5ها بلافاصله به مدت نمونه. گرفت

rpm3000 نمونه شدن سرم، پس از جدا. سانتريفيوژ شدند -

ها آماده انتقال به آزمايشگاه جهت سنجش ميزان 
 گيري تستوسترون توسط كيتاندازه .تستوسترون گرديد

 AccuBind ELISA (Cat. NO: 3725-300)انساني  تجاري

)Enzyme-linked Immunosorbent Assay ( صورت
 . گرفت

، از DNAبراي استخراج  :DNAاستخراج و تعيين كيفيت 
 جهتهمچنين . )15( دشپروتكل استخراج نمكي استفاده 

دستگاه  از شده، استخراج  DNAخلوص و غلظت تعيين
درصد  1و ژل آگارز  (Thermo Scientific)نانودراپ 

  . گرديد استفاده

- بدين منظور ابتدا توالي نوكلئوتيدي ژن: طراحي آغازگرها

 NCBIهاي هدف و مرجع از بانك اطلاعات ژني، پايگاه 
)National Center for Biotechnology Information ( به

سپس در ناحيه حفاظت . دريافت گرديد FASTAفرمت 
، با در نظر Primer3 plusافزارهاي شده با استفاده از نرم

هاي يك آغازگر مناسب، اقدام به طراحي گرفتن مؤلفه
براي بررسي مناسب بودن خصوصيات . آغازگرها شد

ترموديناميكي و ساختار ثانويه آغازگرهاي طراحي شده از 
 Calculator Oligoو Oligo Analyser v3.1افزارهاي نرم

هاي نگرديد و در نهايت اختصاصي بودن آغازگر ژاستفاده
موجود در  Primer BLASTافزار هدف و مرجع بوسيله نرم

اطلاعات . مورد آزمون قرار گرفت NCBIپايگاه اطلاعاتي 
مربوط به آغازگرهاي طراحي شده اختصاصي براي ژن 

PLP ،SRY  و ژن مرجعPAR )Proteinase – Activated 

Receptor ( پس از سنتز . باشدمي 1به شرح جدول
هاي دمايي تكثير قطعات ژني مورد نظر با هپرايمرها، چرخ

تعيين گرديد و نتيجه آن  end point PCRاستفاده از روش 
  .درصد بررسي شد 2الكتروفورز بر روي ژل آگارز بوسيله 

 Real-time PCRآغازگرهاي مورد استفاده در فرآيند  -1جدول 

 شماره بانك ژني توالي آغازگر نام ژن
دماي اتصال 

 )Cº(آغازگر

طول 
 )bp(محصول

PLP F:5´-GAGGGAGGGTGGATCATAGA-3´ 
R:5´-:CCTCTGGGACCTTCAACAAT-3´ 

AJ009913-1 60 90 

SRY F:5´-CTCAGACATCAGCAAGCAGC-3 
R:5´-GTAGTCTCTGTGCCTCCTCA-3 

EU581861-1 60 89 

PAR F:5´-GCCATCACATCTGAGACCAC-3 
R:5´-GACTCAGCATCTCGAAGCAA-3 

AC234910-2 60 79 
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 Real-time PCRچرخه دمايي مورد استفاده در واكنش  -2جدول 

  
طي اين مرحله، واكنش : Real-time PCRواكنش 
حاصل از  DNAهاي اي پليمراز براي نمونهزنجيره

آزمايشي ) Replicate Triplicate(تكرار  3اسپرماتوزوئيد با 
 PLP، براي ژنهاي ))NTC(بدون الگو(تكرار كنترل  1و 
  با استفاده از دستگاه PARو ژن مرجع  SRYو

ABI (Applied Biosystems, Sequence Detection 

Systems (Step one)  (كردن پليت، پس از آماده. انجام شد
تنظيمات مربوط به دستگاه انجام و تحت دستورالعمل 

ها طي سه مرحله زماني هاي دمايي واكنشچرخه 2جدول 
 .صورت گرفت

هاي حاصل از براي آناليز داده: هاتجزيه و تحليل داده
Real-time PCRافزار ، ابتدا با استفاده از نرمStep-One 

ABI  يك گزارش از كليه اطلاعات موجود به 1/2نسخه ،
افزار استخراج شده و سپس به نرم Wordصورت فايل 

Excel  شدانتقال داده.  

پس از : SRYو  PLPمحاسبه درصد نسبي ژن  -6- 2- 2
بررسي و تحليل مراحل فوق مقادير مربوط به چرخه 

حاصل از تكرارهاي بيولوژيكي و تكنيكي هر ) (آستانه 
منظور محاسبه درصد به. گرديد Excelافزار نمونه وارد نرم

آوري در اسپرماتوزوئيدهاي جمع SRYو  PLPنسبي ژن 
براي تكرارهاي  شده از گاوهاي مورد مطالعه، ميانگين

سپس با استفاده از رابطه ذيل . تكنيكي محاسبه شد
  :تعيين گرديد ∆ميزان

∆  = -  

∆  =  -  

∆  =  -  

2ها، ميزان براي تمامي نمونه ∆پس از تعيين ميزان ∆ 
  .محاسبه شد

هاي تجزيه و تحليل آماري داده: تجزيه و تحليل آماري
 SAS )Statisticalافزار بدست آمده با استفاده از نرم

Analysis Software ( قبل از تجزيه . انجام شد 1/9نسخه
ها، ابتدا با استفاده از رويه تك متغييري و تحليل داده

)Univariate Analysis (ها انجام و آزمون نرمال بودن داده
 .انجام شد t-testسپس آناليز آماري با استفاده از آزمون 

 Corrهاي مورد مطالعه با استفاده از رويه در نمونههمچنين 
ضرايب همبستگي پيرسون بين ميزان ژن  SASافزار در نرم

PLP  وSRY با تستوسترون خون محاسبه شد.  

 نتايج و بحث

نتايج بررسي غلظت تستوسترون خون در جدول زير ذكر 
 ).3جدول (شده است

تكثير مناسب  PARو  PLP ،SRYنمودار تكثير ژن 
 ). 1شكل (پرايمرهاي هر سه ژن را تائيد نمود 

همچنين آناليز منحني ذوب كه يكي از مراحل اصلي در 
باشد در مي Real-time PCRاز  هاي حاصلدادهبررسي 
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. نشان داده شده است) نمودارهاي الف، ب و ج(  2شكل
دهنده تكثير نشان PARو  SRY  ،PLPنمودار قله ذوب ژن

  .باشداختصاصي قطعات مورد نظر مي
  غلظت تستوسترون خون در گاوهاي هلشتاين -3جدول

 دامشماره   تستوسترون خون         

4/11 1 
5/7 2 

12 3 
6 4 
5/6 5 
2/7 6 
5/12 7 
5/6 8 
: : 
6/11 26 

 ميانگين 45/9 ± 39/2

 

 

 

 

 

 

 

 

نتيجه الكتروفورز محصولات  واكنش زنجيره اي پليمراز بر   -1شكل 
 درصد 2روي ژل آگارز

  

  

  

  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 )نمودار ج( PLPو ) نمودارب( SRY،)منحني الف( PAR  منحني ذوب ژن هاي -2شكل

نمودار الف  نمودار ب نمودار الف

 نمودار ج
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 Real-timeنتايج آناليزهاي آماري اطلاعات حاصل از 

PCR  در تحقيق حاضر نشان داد كه ميانگين حداقل
و  23/1±15/0به ترتيب برابر با  Xو  Yمربعات كروموزوم 

بود و ميان جمعيت اسپرماتوزوئيدهاي حامل  02/0±71/0
داري وجود از نظر آماري تفاوت معني PLPو  SRYژن 

همچنين همبستگي نسبي ژن ). 4جدول) ( >05/0P(دارد 
SRY  اين . برآورد شد 38/0با غلظت تستوسترون خون

دهد با افزايش سطح تستوسترون ميزان نسبي نتايج نشان مي
 داري به طور معني SRYاسپرماتوزوئيدهاي حامل ژن 

)05/0P<( همچنين همبستگي بين ژن . افزايش يافتPLP 
شد لذا با افزايش غلظت برآورد  -/.67و تستوسترون خون 

 PLPتستوسترون ميزان نسبي اسپرماتوزوئيدهاي حامل ژن 
  .كاهش يافت) >01/0P(داري به طور معني

  
  PLPو  SRYجمعيت اسپرماتوزوئيدهاي حامل ژن  مقايسه ميانگين -4جدول

 PLPاسپرماتوزوئيدهاي حامل ژن                        SRYاسپرماتوزوئيدهاي حامل ژن                                      

 a23/1                             02/0± b71/0  ± 15/0                  ميانگين حداقل مربعات

        )a  وbنشان دهنده اختلاف آماري مي باشد( 

همانطور كه بيان شد، عوامل گوناگوني جهت برهم زدن 
در . استشناخته شده)  50به  50نسبت جنسي (اصل فيشر 

باشد ولي يتنها مربوط به فرايند ميوز م واقع اين نسبت
هاي ثانويه پس از فرآيند مسيري كه اسپرماتوسيت

ميوز اسپرماتوسيت هاي اوليه در بافت (اسپرماتوژنز 
نمايد جهت لقاح با اووسيت طي مي) اپيتيليوم سمينيفر

 Yو Xهاي سبب تغيير در نسبت جنسي كروموزوم
پس از اين فرآيند نقش همچنين . گردداسپرماتوزوئيدها مي

كليدي اووسيت در جذب متفاوت اسپرماتوزوئيدها را نيز 
يكي از مهمترين فاكتورهاي  .)7و 2(توان ناديده گرفت نمي
ها و عمدتاً ، هورمونها در مردانماني ژرم سلزنده

تستوسترون از طريق تنظيم زيرا . باشندميتستوسترون 
ها نقش اني ژرم سلمهاي آپوپتوز در زندهمسير خاص ژن

بنابراين نتايج اين تحقيق با نتايج سامولي و همكاران . دارد
همچنين . مطابقت دارد) 2005(و گرانتو همكاران ) 2008(

) 2003(و ژانگ و همكاران ) 2001(ژائو و همكاران 
پيشنهاد كردند مصرف تستوسترون منجر به القاي آپوپتوز 

گردد مي FAS/FASL اسپرماتوسيت و اسپرماتيد با افزايش
هر دو مسير دروني و  BAX/BCL2و با افزايش بيان 

رون احتمالاً يا از تستوست. شودبيروني آپوپتوز فعال مي
ها و يا از طريق گيرنده مرگ موجب تغيير طريق آنتي ژن

و  2005(شود زيرا ماخسيدا و همكاران مي تينسبت جنسي
هفته هورمون تراپي با  6نشان دادند پس از ) 2006

 رهاشدن اسپرماتوزوئيدهاتستوسترون به همراه پروژسترون 
)Spermiation(،  تعداد اسپرماتوزوئيدها سركوب شده و

سامولي و همكاران  .يابدنهايتاً اوليگواسپرمي افزايش مي
سطح  1  فزايشگزارش كردند ا) 2008(

هاي ماده منجر گلوكز در موش 1  تستوسترون و
- انحراف نسبت جنسيتي به سمت نرها مي% 19به افزايش 

نشان دادند غلظت بالاي ) 2005(و ايروين  گرانت .شود
تستوسترون فوليكولي منجر به افزايش تشكيل زيگوت 

 Yشده است كه ممكن است بر اثر تحرك متفاوت هاي نر 
در برخي همچنين . شود Y و يا زنده ماندن اسپرم حاوي

هاي استرس همانند هورمونپژوهشها بر نقش 
منجر به كه سازهاي استروژن كورتيكوسترون و پيش

تاكيد  شودزايي ميانحراف نسبت جنسيتي به سمت ماده
ين ماده در برابر در مقايسه با جنزيرا جنين نر  شده

  . )24( باشدتر ميبه سقط حساسهاي استرس هورمون

نيز در پژوهشي بر روي ) 2004( اسكوف و همكاران
در موش نشان ) به عنوان يك بافت غيرعصبي(اسپرماتوگنيا 

. كندميزان آپوپتوز را تعديل مي PLPدادند سطح بيان ژن 
د وجو PLPهايي كه تظاهر بيش از حد زيرا در موش
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آنها . داشت ميزان آپوپتوز نيز افزايش يافت و برعكس
منجر به  PLPهمچنين بيان كردند افزايش بالاي بيان 

شود كه اين اسيدي شدن چشمگير مايع خارج سلولي مي
  .شودامر به خودي خود منجر به افزايش آپوپتوز مي

-همچنين ذكر اين نكته حائز اهميت است كه تفاوت معني

عيتي اسپرماتوزوئيدهاي مورد بررسي دار در نسبت جم
لزوماً منجر به موفقيت بيشتر اسپرماتوزوئيدهاي حامل ژن 

SRY زيرا در تشكيل زيگوت . براي تشكيل زيگوت نيست
سرعت حركت  ،مانيعوامل بسياري، از جمله زنده

اسپرماتوزوئيدها و همچنين شرايط فيزيولوژيكي جنس 

ماده دخيل هستند وليكن افزايش هورمون تستوسترون 
شده   Yمنجر به افزايش اسپرماتوزئيدهاي حاوي كروموزوم

مطالعات مولكولي اندكي مكانيسم تستوسترون بر . است
لذا   .است هها را مورد بررسي قرار دادرم سلآپوپتوز ژ
گردد نقش اين هورمون در فرآيند اسپرماتوژنز و مي پيشنهاد

 . هاي آتي بررسي گرددمسير سيگنالينگ آپوپتوز در پژوهش

با نهايت احترام و سپاس از جناب آقاي  :سپاسگزاري
آباد مهندس جعفري و كليه پرسنل مركز اصلاح نژاد عباس

هاي اين پژوهش ما را ياري مشهد كه در تهيه نمونه
  .دندنمو

  منابع
انتشارات . ريزفيزيولوژي غدد درون. 1378. هژير  جواهري زاده، -1

  .325صفحه   . شادگان
انتشارات حق . فيزيولوژِي توليد مثل. 1385. ضميري، محمد جواد -2

  . 64 صفحه  .شناس

3- Cheryl S and Roberts R. (2004) Maternal Diet 
and Other Factors Affecting Offspring Sex Ratio. 
Biolology of reproduction. 1063–1070 

4- Chunjin L, Yongfeng S, Kangle Y, Chengjiao L, 
Xiaoling Z, Chen1 L and Zhou X. (2011) 
Detection of the SRY Transcript and Protein in 
Bovine Ejaculated Spermatozoa. Asian-
Australian journal of animal science. 24(10): 
1358 - 1364 

 5- Denny P, Swift S, Connor F and Ashworth A. 
(1992)  An SRY-related gene expressed during 
spermatogenesis in the mouse encodes a 
sequence-specific DNA-binding protein. The 
Embo Journal. 11(10): 3705 - 3712 

6- DiNapoli L and Capel B. (2008) SRY and the 
Standoff in Sex Determination. Molecular 

Endocrinology .22(1): 1–9 
7- Dominko T and First N. (1997) Timing of meiotic 

progression in bovine oocytes and its effect on 
early embryo development. Molecular 
Reproduction and Development. 47: 456–467 

8- Grant V. (1994) Maternal dominance and the 
conception of sons. British Journal of Medical 
Psychology. 67: 343–351 

9- Grant VJ and Irwin RJ. (2005)  Follicular fluid 
steroid levels and subsequent sex of bovine 
embryos. Experimental Zoology. 303: 1120–
1125 

10- Guyton, A. C and J. E, Hall. 11th Edition. 
Medical physiology. Elsevie. pp: 318 

11- Hafez, B. (7th Edition). Reproduction in Farm 
Animals. Black well. pp: 258 

12- James WH. (2004) Further evidence that 
mammalian sex ratios at birth are partially 
controlled by parental hormone levels around the 
time of conception. Human Reproduction. 19(6): 
1250-1256 

13- Jimenez A, Gutierrez-Adan A, Fuentes dl, 
Pintado B. (2001) Relationship between time to 
synchrony of embryo transfer and sex ratio on 
mice. Theriogenology. 55: 1, 500  

14- Makhsida N, Grace Yan J, Fisch H and Shabsigh 
R. (2005) Hypogonadism and metabolic 
syndrome: implication for testosterone therapy. 
The Journal of Urology. 174: 827–834 

15- Miller SA, Dykes DD and Polesky HF. (1988) A 
simple salting out procedure for extracting DNA 
from human nucleated cells. Nucleic Acids 
Research. 16: 12-15 

16- Modi D, Shah C, Sachdeva G, Gadkar S, 
Bhartiya D and Puri C. (2005) Ontogeny and 
cellular localization of SRY transcripts in the 
human testes and its detection in spermatozoa. 
Reproduction. 130: 603–613 

17- Parati K, Bongioni G, Aleandri R and Galli A. 
(2006) Sex ratio determination in bovine semen: 



 1395، 1، شماره 29جلد                                                 )                          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

79 

A new approach by quantitative real time PCR. 
Theriogenology. 66: 2202–2209 

18- Paul DW, Wallis MC, Graves JAM. (2007) 
Mammalian sex Origin and evolution of the Y 
chromosome and SRY. Seminars in Cell and 
Developmental Biology. 18: 389–400 

19- Samuli H and J Jokela. (2008) Temperature-
related birth sex ratio bias in historical Sami: 
warm years bring more sons. Biology Letters. 4: 
60-62 

20- Scanlon VC and Sanders T. (2007) Essentials of 
Anatomy and physiology. F. A. Davis. pp: 156 

21- Skoff RP, Bessert DA, Cerghet M, Franklin MJ, 
Rout UK, Nave KA, Carlock L, Ghandour MS 
and Armant DR. ( 2004) The myelin proteolipid 

protein gene modulates apoptosis in neural and 
non-neural tissues. Cell Death and 
Differentiation. 11: 1247–1257 

22- Tevfik Dorak M. (2006) Real-time PCR. 
Newcastle-upon-UK. Taylor & Francis Group. 
1-25 

23- Vatten LJ, Skjaerven R. (2004) Offspring sex 
and pregnancy outcome by length of gestation. 
Early human development . 76: 47–54 

24- William HJ. (2004) Further evidence that 
mammalian sex ratios at birth are partially 
controlledmby parental hormone levels around 
the time of conception. Human 
Reproduction.19(6): 1250-1256 

25- Zhang ZH, Zhou XC, Wei P, Hu ZY and Liu 
YX. (2003) Expression of Bcl-2 and Bax in 
rhesus monkey testis during germ cell apoptosis 
induced by testosterone undecanoate. Archives of 
Andrology. 49: 439–447 

 

Investigation of the ratio of X and Y chromosomes population in 
Holstein bulls’ ejaculation and the role of blood testosterone 

concentration on population ratio 
Kholghi M.1,2, Heydari F.1 , Rostamzadeh J.2and Razmkabir M.2 

1 National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology(NIGEB), Tehran, I.R. of Iran 
2 Animal Science Dept., University of Kurdistan, Sanandaj, I.R. of Iran 

Abstract 

The ability and possibility of calf sex determination is very important in animal 
husbandry industry and is one of old aims in dairy and beef cattle industry. Due to being 
heterogamete, bull has a greater contribution in sexual ratio than cattle. Specification of 
sexual ratio in spermatozoids is done with X and Y chromosomes ratio. This study was 
conducted in order to determine the effect of blood testosterone concentration on 
change in X and Y sexual chromosomes’ ratio of spermatozoids in Holstein bulls using 
Real-Time PCR technique. In this study, blood and sperm samples were collected from 
26 Holstein bulls at breeding center in Abbas Abad station. After DNA extraction from 
sperms by Salting out method, in order to proliferation of 90, 89 and 79 base pair pieces 
for PLP, SRY and PAR genes respectively, Real-Time PCR was done using specific 
primer and sexual ratio was calculated. The results of statistical analysis showed that the 
least square mean of X and Y chromosomes was 1.23±0.15 and 0.71±0.02 respectively 
and had a significant difference. Also, the correlation of SRY gene with blood 
testosterone concentration was estimated 0.38 that these results reveal that with an 
increase in the level of testosterone, the relative amount of spermatozoids carrying SRY 
gene will increase significantly. Additionally, correlation between PLP gene and blood 
testosterone was estimated 0.67, so with an increase in testosterone concentration, the 
relative amount of spermatozoids carrying PLP gene decrease significantly.  

Key words: SRY gene, PLP gene, sex ratio, testosterone concentration, Real time-PCR 


