
  
  ژن مرتبط با oarhh35 و  BM6444 ،INRA135اي  هاي ريزماهواره نشانگر بررسي چند شكلي

  اينهيبين در گوسفند سنجابي
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15/3/90:تاريخ دريافت  
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  چكيده

اينهيبـين در    مرتبط با ژن oarhh35و  BM6444 ،INRA135اي  هاي ريزماهواره يسم در نشانگرمورف هدف از تحقيق حاضر شناسايي ميزان پلي
ايستگاه تحقيقات دامپروري مهرگـان كرمانشـاه خـونگيري بـه     ) قوچ 22ميش و  78(راس  100طور تصادفي از اين منظور به  براي. گوسفند سنجابي بود

-مراز و جفت آغازگرهاي اختصاصـي جايگـاه   اي پلي از واكنش زنجيره .استخراج شدند DNA نمونه هايروش نمكي بهينه يافته با استفاده از . عمل آمد
هاي حاصل از روش رنگ آميـزي نيتـرات    در اين آزمايش براي شناسايي ژنوتيپ. اي براي تكثير قطعه هاي مورد آزمايش استفاده گرديد هاي ريز ماهواره

نسـخه   Popgeneهاي مشاهده شده بـه كمـك نـرم افزارهـاي      ژنوتيپ. مختلف براي هر نشانگر استفاده گرديدآميد با درصدهاي  نقره و ژل پلي اكريل
هـاي   ژنوتيـپ بـه ترتيـب بـا فراوانـي      4آلـل و   4چند شـكل بـوده و   BM6444نتايج نشان دادند كه نشانگر . آناليز گرديدند 2نسخه  Cervusو  32/1

)12/0D: ،31/0C: ،38/0B:، 18/0A: ( و)38/0BC : ،12/0AB:، 18/0CD:، 32/0AD: (شــاخص چندشــكلي . گيــرد را در بــر مــي)PIC ( و تعــداد
 ،:19/0F:، 11/0E(هـاي   آلـل بـا فراوانـي    INRA135 ،6اي بـراي نشـانگر ريـز مـاهواره    . بودنـد  42/3و  62/0هاي موثر در اين جايگاه به ترتيب  آلل
09/0D:، 21/:0C ،25/0B:، 21/:0A (هاي  راوانيو سه ژنوتيپ با ف)42/0AB:، 27/0CD:، 29/0 BD: (شاخص چندشكلي . مشاهده گرديد)PIC ( و

آلـل   3نتايج نشان دادند كه اين نشانگر نيز چند شكل بـوده و   oarhh35در ريزماهواره . بودند 21/5و  72/0هاي موثر در اين جايگاه به ترتيب  تعداد آلل
و تعـداد  ) PIC(شاخص چندشكلي . گيرد را در بر مي) :68/0BC:، 32/0AB(هاي  دو ژنوتيپ با فراواني و) :42/0C:، 28/0B:، 29/0A(هاي   با فراواني

  . بودند 48/2و  71/0نيز به ترتيب  oarhh35هاي موثر براي  آلل
  

  BM6444 ،INRA135 ،oarhh35گوسفند سنجابي، اينهيبين، چند شكلي، نشانگر ريزماهواره،  :كليدي واژه هاي
  
   1 مقدمه

اينهيبين عضو خانواده فاكتورهاي رشد تغيير شكل دهنده بتا  بوده 
). 10(باشد ريزي در پستانداران مي و داراي اثرات مهمي بر نرخ تخمك

پسـتانداران از  تخمـداني  هـاي   هورمون در كنترل توسعه فوليكولاين 
هينـدلر و  ). 15(نقـش دارد   FSHطريق مكانيسم فيدبك منفـي روي  

در گوسـفند    Aشان دادند كـه جايگـاه ژن اينهيبـين   ن ،)13(همكاران 
و بين نشانگرهاي ) q(در بازوي بلند اين كروموزوم  2روي كروموزوم 

در صــورتي كــه، . قــرار دارد INRA135و  BM6444اي  ريزمــاهواره
                                                            

دانشجوي دكتري و استاد گروه علوم دامي، دانشكده علـوم دامـي و شـيلات،     -3و1
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  كرمانشاه

سـانتي   39تقريبـا در فاصـله    Bژن اينهيبـين  ) B )INHBBزيرواحد 
و  BMS1126اي و بـــين نشـــانگره Aمورگـــاني از ژن اينهيبـــين 

BMS2626  زير واحـد  . قرار دارد 2نيز روي بازوي بلند كروموزومA 
ــين  ــوزوم ) B )INHBAژن اينهيب ــانگرهاي   4روي كروم ــين نش ب

نقشه يابي شده اسـت  كـه    BMS719و  OARCP26اي ريزماهواره
  .موقعيت اين ژن را مشاهده كرد 1مي توان در شكل 

، INHAشـامل  (نهيبـين  نواحي مختلف كروموزومي براي ژن اي 
INHBA  وINHBB ( در آزمايشگاه ساخته شدند و همچنين عملكرد

در گونه هـايي ماننـد گوسـفند     ).12و  6(آنها مورد بررسي قرار گرفت 
از فعاليــت ژن ) ممانعــت(، جلــوگيري )17و  16(و بــز  ،)6(، گــاو )11(

  .اينهيبين باعث تغيير در توسعه فوليكولهاي تخمداني مي شود
سفند سنجابي يكي از نژادهاي سنگين وزن و دنبه دار كشـور  گو 

مي باشد، در اين گوسفندان رنگ صورت به سه فـرم كـژل، كلـول و    
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هـدف اصـلي   . پشم اين نژاد كرمي رنـگ مـي باشـد   . زردي مي باشد
يكـي از محصـولات اصـلي    . پرورش اين نژاد براي توليد گوشت است

گوسـفند سـنجابي در   . اين نژاد روغن معروف كرمانشـاهي مـي باشـد   
استان كرمانشاه به صورت سنتي و عشايري توسـط ايـل سـنجابي در    
نواحي كوزران، ماهيدشت، سـومار، نفـت شـهر و گيلانغـرب از توابـع      

باتوجه به اينكه ميـزان بـاروري در ايـن    . استان پرورش داده مي شود
 درصـد  100نژاد و به طور كلي تمام نژادهاي كشـور مـا پـايين تـر از     

باشد، بنابراين بايستي مطالعات گسترده اي روي ژنهاي مـرتبط بـا    مي
  . )4( باروري انجام گيرد

با استفاده از روش  GDF9با مطالعه ژن  ،)1(سليماني و همكاران 
PCR-SSCP      در گوسفند سنجابي نشان دادنـد ايـن ژن پلـي مـورف

سـليماني و  . ي مـي باشـد  رباشد و داراي اثر معني داري روي بـارو  مي
نشــان دادنــد كــه ژن  PCR-SSCPبــه كمــك روش  ،)2(همكــاران 
BMP15   نـژاد سـنجابي   ميـزان بـاروري   داراي اثر معنـي داري روي

. هـا بـالاتر بـود   زيرا ميانگين ميزان باروري در بعضي ژنوتيپ دنباش مي
با مطالعـه خـود روي برخـي از نشـانگرهاي      ،)3(فرهادي و همكاران 

نهيبين را در گوسـفندان سـنجابي انجـام    اي مرتبط با ژن ايريزماهواره
اي مرتبط بـا ژنهـاي   آنها نشان دادند كه نشانگرهاي ريزماهواره .دادند

مورفيسـم بـالايي در گوسـفندان    اينهيبين و اكتيوين داراي ميزان پلي
  . نژاد سنجابي هستند

هيبـين در افـزايش نـرخ    نبا توجه بـه تـاثير بسـزاي هورمـون اي     
افزايش برهزايي ضرورت مطالعه اين ژن بـه   ريزي و در نتيجهتخمك

عنوان ژني مهـم و كانديـد بـراي چنـدقلوزايي در گوسـفندان ايرانـي       
اي  هلذا در اين طرح از سـه نشـانگر ريزمـاهوار   . مشخص و مبرم است

بين استفاده شد تا رفتار جايگاههـاي مـورد   يمتصل به جايگاه ژن اينه
لعه قرار داده و در نهايـت  نظر را در جمعيت گوسفند سنجابي مورد مطا

هاي اصـلاح نـژادي آتـي در     بتوانيم از اطلاعات بدست آمده در برنامه
  .اين نژاد استفاده نمود

  
  ها مواد و روش

 78متشـكل از  (براي انجام اين پـژوهش از گوسـفندان سـنجابي    
ايسـتگاه تحقيقـات دامپـروري مهرگـان كرمانشـاه      ) قـوچ  22ميش و 

ر بـه طـور تصـادفي از حيوانـات مـورد نظـر       به اين منظو. استفاده شد
براي جلوگيري از انعقاد خون از ماده ضد انعقاد . خونگيري به عمل آمد

سپس از طريق زنجيره . استفاده گرديد 5به  1سيترات سديم به نسبت 
ها به آزمايشگاه بيوتكنولوژي و ژنتيك مولكولي، گروه علوم  سرد نمونه

ت، دانشگاه علوم كشاورزي و منـابع  دامي، دانشكده علوم دامي و شيلا
و پرايمرهاي مربوطه استفاده شد كه توالي . طبيعي ساري منتقل شدند

، PCRحجـم مخلـوط مـورد اسـتفاده در     . آمده است 1آنها در جدول 
lµ25    5/2: بـود كـه شـامل µl Buffer 10X PCR ،2 ,5/1 ,75/1 

mM Mgcl2 ،1µl DNA  ،25/0µl dNTPs 25Mm ،2/0 µl 
Taq DNA polymerase  پيكو مول از هر هر يك از پرايمرها  15و

  . استفاده شد
  

  
  )15(در گوسفند  4و  2هاي  موزم محل ژن اينهيبين روي كرو - 1شكل 
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  اي مرتبط با ژن اينهيبين توالي پرايمرهاي مورد نظر براي تكثير نشانگرهاي ريزماهواره -1جدول 
 ماهوارهنشانگر ريز توالي پرايمر نژشماره بانك 

G18837 
F-5´-CACTTGATGCTGAAAGTAGAC-3 

R-5´-GGGTACAATCCCCTCATACTCC-3 
BM6444 

G18422 
F-5´-CACTTGATGCTGACTGAGAC-3 

R-5´-GGGTACAATCATCTCATACTC-3 
INRA135 

L12554 
 

F-5´-CATGATGCTGAAAGTAAC-3 
R-5´-GGCAATCCCCTCATACTCC-3 

OARHH35 

  
  اي ههاي مورد نظر در نشانگرهاي ريزماهوار و تكثير قطعه PCR شرايط لازم براي انجام -2جدول 

 نشانگر ريزماهواره واسرشته سازي اوليه اتصال به ثانيه به دقيقه)توسعه(بسط بسط نهايي به دقيقهتعداد سيكل 

32 72˚ C - 4 دقيقه  72˚C - دقيقه1   61ºC - 30ثانيه  94ºC -  3 دقيقه  BM6444 
30 72˚C - 6 دقيقه  72˚C - دقيقه1   62ºC - 36ثانيه  94ºC -  3 دقيقه  INRA135 
30 72˚C - 4 دقيقه  72˚C - دقيقه1   60ºC - 35ثانيه  94ºC -  3 دقيقه  OARHH35 

  
 2براي تكثير تمام قطعـات ژنـي در جـدول     PCRشرايط دمايي 
هــاي احتمــالي  هــا و ژنوتيــپ بــراي مشــاهده آلــل .آورده شــده اســت

بـه   oarhh35و  BM6444 ،INRA135اي وارهنشـانگرهاي ريزمـاه  
و رنگ آميزي نيترات نقـره  % 5، %6، %8آميد  ترتيب از ژل پلي اكريل

ها در ايـن تحقيـق از    همچنين براي آناليز ژنتيكي ژنوتيپ. استفاده شد
استفاده شد  2نسخه  Cervusو  32/1نسخه  Popgeneنرم افزارهاي 

هاي  در جايگاه) PIC( 1كليدر اين تحقيق ميزان شاخص چند ش). 20(
هاي آللي مشاهده شـده محاسـبه شـد     اي بر اساس فراواني ريزماهواره

)9.(  
  
  نتايج

و  BM6444 ،INRA135در نشـــــانگرهاي ريزمـــــاهواره اي 
oarhh35   اندازه قطعات تكثير شده در گوسفند سنجابي به ترتيـب در
كال اش(جفت باز قرار داشتند  113-163و  62-83، 78-126محدوده 

. اسـتفاده گرديـد   SM0251در اين پژوهش از نشانگر وزنـي  ). 2 و 1
چند شكل بوده و BM6444اي نتايج نشان داد كه نشانگر ريز ماهواره

و چهـار  ) :12/0D: ،31/0C: ،38/0B:، 18/0A(هاي  آلل با فراواني 4
ــي  ــا فراوانـ ــپ بـ ــاي  ژنوتيـ  ،:38/0BC : ،12/0AB:، 18/0CD(هـ

32/0AD: (اي  در نشانگر ريزماهواره. گيرد را در بر ميINRA135 6 
 ،:19/0F:، 11/0E:، 09/0D:، 21/:0C ،25/0B(هـاي   آلل با فراوانـي 

21/:0A (هاي  و سه ژنوتيپ با فراواني)42/0AB:، 27/0CD:، 29/0 
BD:( در نهايت بـراي نشـانگر   . مشاهده گرديدoarhh35 3    آلـل بـا

هاي  و ژنوتيپ با فراوانيو د) :42/0C:، 28/0B:، 29/0A(هاي  فراواني
)68/0BC:، 32/0AB: (با اسـتفاده از آزمـون كـاي    . مشخص گرديد

هاي مورد مطالعه در اين پژوهش بـراي   اسكور معلوم گرديد كه نمونه
. وينبــرگ انحــراف داشــتند -ل هــارديادنشــانگرهاي مختلــف از تعــ

  .اند آورده شده 3هاي ژنتيك جمعيت نيز در جدول  شاخص

                                                            
1- Polymorphism Information Context 

  
  گيري بحث و نتيجه

 Popgeneهاي مشاهده شـده بـه كمـك نـرم افزارهـاي       ژنوتيپ
در نشــانگر  .  آنــاليز گرديدنــد   2نســخه   Cervusو  32/1نســخه 
 PICو ارزش ) 56/0(ميزان هتروزايگوسيتي  BM6444اي  هريزماهوار

تواند اطلاعات مفيدي  بدست آمد كه نشان داد اين نشانگر مي) 62/0(
 ،)8(آرانز و همكاران  نتايجج تحقيق حاضر با نتاي. را براي ما بازگو كند

با مطالعه خود روي چنـد نـژاد گوسـفند در اسـپانيا     آنها . مطابقت دارد
نشان دادنـد  ) چورا، لاتكسا، مانچكو، رازا آراگونازا، كاستلينا و مرينوس(

پلـي  مورد مطالعه در گوسفندان  BM6444اي كه نشانگر ريز ماهواره
البتـه  . را از خود نشان دادندوسيتي بالايي مورفيسم وشاخص هتروزيگ

تعداد آلـل، تعـداد آلـل مـوثر و شـاخص هتروزيگوسـيتي در مطالعـه        
  .  سنجابي بود دبالاتر از داده هاي حاصل از گوسفن محققين فوق

ــاهواره  ــز م ــانگر ري ــيتي  oarhh35اي  در نش ــزان هتروزيگوس مي
كل بـودن  بدست آمده حاكي از چند ش ـ) 71/0( PICو ارزش ) 68/0(

در مطالعـه اي كـه توسـط ايوانـا     . اين نشانگر در گوسفند سنجابي بود
روي سه نـژاد مختلـف از گوسـفندان وول     ،)14(توماسكو و همكاران 

آلل مشاهده شـد و ميـزان    10پاپ، مرينوس و كوريدال انجام گرفت 
PIC  به دست  62/0و  75/0، 71/0نيز به ترتيب براي اين گوسفندان
 هتروزيگوسـيتي مشـاهده شـده در گوسـفندان كوريـدال     ميـزان  . آمد

 كمتر از گوسفندان سنجابي بـود امـا در گوسـفندان مرينـوس    ) 62/0(
  . بيشتر از اين نژاد بودند )72/0(و وول پاپ ) 75/0(

روي گوســفندان هــو بــراي  ،)19(در مطالعــه ســان و همكــاران 
، تعـداد  تعداد آلل هاي مشاهده شده oarhh35نشانگر ريزماهواره اي 

 66/0و  97/2، 5به ترتيب  PICآللهاي موثر، ميزان هتروزيگوسيتي و 
 121-141به دست آمد، آللهاي مشاهده شده در آن پژوهش در دامنه 

مشـاهدات مطالعـه اخيـر روي گوسـفند     جفت بازي قرار داشتند كه با 
  .سنجابي متفاوت بود
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روي  BM6444براي بررسي ژنوتيپ هاي مختلف نشانگر ريزماهواره اي . BM6444اي  ي مشاهده شده در نشانگر ريز ماهوارهنمونه اي از ژنوتيپ ها - 1شكل 

  .استفاده شد SM0251روي ژل پلي اكريل آميد از نشانگر وزني  ٪8ژل پلي اكريل آميد 
  

  
روي  oarhh35براي بررسي ژنوتيپ هاي مختلف نشانگر ريزماهواره اي .  oarhh35اي  نمونه اي از ژنوتيپهاي مشاهده شده در نشانگر ريز ماهواره - 2شكل 

  .استفاده شد SM0251از نشانگر وزني  ٪5ژل پلي اكريل آميد 
  

  BM6444اي  هاي ژنتيك جمعيت در نشانگر ريزماهواره شاخص -3جدول 
PIC H(E) HO(E) H(O) Ho(O) Ne Na نشانگر 

62/0 56/0 44/0 1 0 42/3 4 BM6444 
72/0 67/0 65/0 1 0 21/5 6 INRA135 
71/0 68/0 35/0 1 0 48/2 3 OARHH35 

Na   : ،تعداد آللهاNe  : ،تعداد آللهاي موثر)Ho(O  : ،هموزايگوسيتي مشاهده شدهH(O)  : ،هتروزايگوسيتي مشاهده شده
HO(E)  : ،هموزيگوسيتي مورد انتظارH(E)  : هتروزيگوسيتي مورد انتظار وPIC :ان چند شكليميز .  

  
تقريبـا مطابقـت    ،)7(اس باتيها آرورا و نتايج تحقيق اخير با نتايج 

تعـداد   OarHH35داشت، در مطالعه آنها براي نشانگر ريزماهواره اي 
، ميـزان هتروزيگوسـيتي مشـاهده    آللهاي مشاهده شده، آللهاي مـوثر 

، 8بـه ترتيـب    PICشده، ميزان هتروزايگوسيتي مورد انتظار و ميـزان  
بـا   ،)18(سـودهي و همكـاران   . به دسـت آمـد   78/0و  1، 81/0، 2/5

مطالعات خود روي گوسفندان نالي و چولكـاي هنـدي بـراي نشـانگر     
OarHH35      نشان دادند كه بـا توجـه بـه شـاخصPIC    ميـزان پلـي

با . مورفيسم گوسفندان نالي بالا در صورتي كه در نژاد چولكا پايين بود
ص در گوسفندان سـنجابي بـالا بـود بنـابراين     توجه به اينكه اين شاخ

توان گفت مانند گوسفندان نالي هندي نژاد سنجابي نيز براي ايـن   مي
با  ،)5( آنا و همكاران. نشانگر پلي مورفيسم بالايي را از خود نشان داد

 نشان دادنـد كـه   oarhh35ريز ماهواره اي  مطالعه خود روي نشانگر 
بـز مـي باشـد، امـا      همي روي باروري درداراي اثر بسيار م ماركراين 

بـه  . منحصرا ارتباط اين نشانگر در باروري گوسفند بررسي نشده است
دليــل اينكــه ركوردهــاي مناســبي از صــفات بــاروري و توليــد مثلــي 
ــانگر     ــاط نش ــابراين ارتب ــود بن ــترس نب ــنجابي در دس ــفندان س گوس

جابي روي ميزان بـاروري در گوسـفندان سـن    oarhh35اي  ريزماهواره
   . بررسي نشد

بـــا توجـــه بـــه ميـــزان  INRA135در نشـــانگر ريزمـــاهواره 
ايـن  كه توان گفت  مي) 72/0( PICو شاخص) 67/0(هتروزيگوسيتي 

توانـد بـه كمـك سـاير نشـانگرهاي       ريزماهواره چند شكل بوده و مي
اي ژن اينهيبين براي نقشه يـابي كامـل ايـن ژن اسـتفاده      ريزماهواره

ــه اي. شــود ــا توجــه ب ــاهوارهب ، BM6444اي  نكــه نشــانگرهاي ريزم
INRA135  وOARHH35   ــا ژن اينه ــد آلف ــر واح ــه زي ــين يب  Bب

)INHBA(بـين  ي، زير واحد بتا ژن اينهB )INHBB (  و ژن اينهيبـين
A باشـد، بنـابراين احتمـال     لينك مـي  4و  2هاي شماره  در كروموزوم

ه مـوثر باشـد   ها روي باروري در نژاد مورد مطالع اينكه اين ريزماهواره
  . كند تقويت پيدا مي

براي اينكه جمعيتي در تعادل باشد بايستي انتخاب صورت نگيرد، 
و مهاجرت رخ ندهد، آميزش تصادفي باشد، انـدازه  ) جهش(موتاسيون 

جمعيت بزرگ باشد و در نهايت اثر رانش تصادفي نيـز وجـود نداشـته    
مونـه هـاي مـورد    اما، با توجه به اينكه در ايـن تحقيـق تعـداد ن   . باشد

AD  CD BC AB

BC AB 
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معلوم گرديـد كـه    مرجعآزمايش محدود بودند با استفاده از آناليز كاي 
بـا  . وينبرگ قـرار نداشـتند   -نمونه هاي مورد مطالعه در تعادل هاردي

توجه به اينكه براي اين نشانگرهاي ريزماهواره اي تـاكنون تحقيقـي   
ان مبني بر طول قطعه و ميزان هتروزيگوسيتي و همچنين شاخص ميز

چند شكل بودن روي گوسفند انجام نشده است، بنـابراين نمـي تـوان    
نتايج حاصل از اين پژوهش را به سـاير گوسـفندان موجـود در كشـور     

  . تعميم داد
با توجه به اطلاعات به دست آمده از اين پژوهش مي توان بيـان  

و  BM6444 ،INRA135اي كـــرد كـــه نشـــانگرهاي ريزمـــاهواره
oarhh35 سنجابي داراي ميزان هتروزيگوسيتي و پلـي   در گوسفندان

مورفيسم بالايي مي باشند كه نشان دهنده تنوع آنها در نژاد سـنجابي  
با توجه به اينكه نشانگرهاي ياد شده به ژنهـاي اينهيبـين و   . مي باشد

فوليستاتين لينك مي باشند بنابراين اگر نظر خود را منحصرا بـه ايـن   
يج بسيار مطلوبي حاصل گردد، زيرا ايـن  ژنها معطوف كنيم احتمالا نتا

ژنها با باروري ارتباط بسيار نزديكي دارند و در بالا بردن ميزان باروري 
از آنجايي كه در اين نشـانگرها ميـزان پلـي   . در گوسفند مفيد ميباشند

ــابراين در صــورتي كــه در   ــود بن ــالا ب مورفيســم و هتروزيگوســيتي ب
تـوان بـا   دسترس باشـند مـي   گوسفندان سنجابي ركوردهاي زايش در

، BM6444اي  ژنوتيپهاي مشـاهده شـده از نشـانگرهاي ريزمـاهواره    
INRA135  وoarhh35  ارتبــاط داده و بهتــرين نظــر خــود را بــراي

البتـه لازم  . افزايش ميزان باروري به بهترين ژنوتيپ ها معطوف كنيم
 ـ  د بلكـه  به ياد آوري است كه تنها اين نشانگرها بر باروري تـاثير ندارن
  . كنند ژنهاي ديگري نيز روي اين صفت مهم نقش مهمي را ايفا مي

  
  تشكر و قدرداني

ل آزمايشــگاه ژنتيــك ئواز اعضــاي محتــرم هيئــت علمــي، مس ــ
مولكولي و بيوتكنولوژي دام گروه علوم دامي دانشكده علـوم دامـي و   
شيلات دانشگاه علوم كشاورزي و منـابع طبيعـي سـاري و مسـئولين     

ز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعـي كرمانشـاه بـه ويـژه     محترم مرك
بخش تحقيقات دامپروري و ايستگاه تحقيقات مهرگان كـه در انجـام   

  . اين تحقيق ما را ياري دادند كمال سپاسگزاري را داريم
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