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  چکیده

مورد توجه را کازئینهاچند شکلی مطالعه،درپنیر سازينقش آن و بز با ترکیبات شیر موجود در شیر ارتباط کازئینهاي 

تفاوت نسبت به شیر گاو در رژیم غذائی انسان م کاملاًهمچنین شیر بز به دلیل دارا بودن ترکیب  .خاصی قرار داده است

-جمعتحقیقاتی سنندجایستگاه موجود در از گله ز خرأس بز مر 80این تحقیق نمونه هاي خون  در.باشدمیاهمیت حائز 

توسط آغازگرهاي ژن کاپاکازئین 4بازي از اگزون جفت 279و  407دو قطعه  ،DNAپس از استخراج .آوري شد

آنزیمهاي. مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتندPCR-RFLPوPCR-SSCPو به ترتیب توسط تکنیکهاي اختصاصی تکثیر 

HaeIIIوTaqI تشخیص آللهايجهت به ترتیبE وK که در این جمعیت  استفاده شدندجفت بازي  279قطعه روي

 B'/BوA،G،C'،J،M،C،H،B''،D/I/Lآلل مختلف بنامهاي  SSCP ،13اما با استفاده از تکنیک .مشاهده نشدند

و کمترین داراي بیشترین 018/0و 401/0با فراوانی به ترتیب  Bو Aآلل دو للهاي مشاهده شدهآاز بین . مشاهده شدند

نتایج حاکی از این بود که تلفیق این دو روش بخوبی توانست چند شکلی موجود در جمعیت مورد بررسی . فراوانی بودند

  .را مشخص کند

  

-PCR، کاپاکازئین،چند شکلی،مرغز بز: هاي کلیديواژه RFLP ،PCR-SSCP  
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Abstract
The genetic polymorphism of goat caseins has raised a considerable research interest due to its 
relationship with milk composition and technological characteristics important for cheese making.
The goat milk also is important in human nutrition because of its quite different composition from 
bovine milk. In this study, the blood samples of 80 goats were collected from a herd kept in
Sanandaj research station. After extraction of genomic DNA, two separate fragments of 407 and 
279bp of goat kappa-casein gene located on exon four were amplified using specific primers and 
analyzed using PCR-SSCP and PCR-RFLP techniques, respectively. The 279-bp fragment had 
polymorphic restriction sites for HaeIII and TaqI endonucleases for alleles E and K, respectively
but these alleles were not seen in this population. In the SSCP, 13 different alleles such as A, G, C', 
J, M, C, H, B'', D/I/L and B'/B were identified. The allele A and B with frequencies of 0.401 and 
0.018 were the most frequent and the lowest frequency respectively. The results of this research 
showed that combination of these two techniques can determine polymorphism presented in the 
studied population. 

Keywords: Goat, Kappa-Casein Markhoz goat, Polymorphism, PCR-RFLP, PCR-SSCP

مقدمه

توسط دي اولین بار پروتئینهاي شیر مطالعه 

آغاز شد و سپس توسط ) 1990(و همکاران لوسیا 

 DNAدر سطح پروتئین و ) 2001(و همکاران  کارولی

مورد تایید قرار گرفت، این تحقیقات امروزه بدلیل روابط 

آنها با کیفیت، ترکیبات و ویژگیهاي فناوري شیر 

لیلو آنجیو، 2001و همکاران کارولی(ادامه داردهمچنان 

، 2005، استانکوا و همکاران 2002و همکاران 

  ).2005پرینزنبرگ و همکاران 

کازئینها و پروتئینهاي آب پنیر دو گروه عمده 

قابل مشاهده چند شکلی که دنپروتئینی در شیر می باش

این چند . شودایجاد میدر نتیجه تنوع ژنتیکی  آنهادر 

د و نرست ساده مندلی به ارث میتوسط وراثشکلی ها

توسط و دنباشداراي اثرات غالبیت نمیمعمولاً 

باشندتشخیص میي قابل تکنیکهاي الکتروفورز

، کامینسکی و همکاران 2005اوتاویانو و همکاران (

2007(.  

در شیر موجود ین پروتئین مهمترکاپاکازئین 

یل تشککازئینها را کل درصد  15باشد که پستانداران می

 ،و بدلیل نقش آن در اندازه و پایداري میسل دهدمی

.اي شیر می باشدتعیین کننده خصوصیات کارخانه

استآمینه اسید 171زئین بز داراي پروتئین کاپاکا

 5از آن ژن و ). الف و ب 1976مرسیر و همکاران(

اگزون تشکیل یافته است که نواحی کدکننده شامل 

 162با  4آمینه و اگزون اسید 9با 3اگزون از  بخشی

یاهیوئی و ، 1997وارد و همکاران (باشداسیدآمینه می

  .)2005رئال و همکاران و 2003همکاران 

مختلفی نشانگرهاي ،لکولیومبا توسعه تکنیکهاي 

استفاده از . ندده امپدید آDNAبراي شناسائی

در اکثرافراد  ضمن تعیین ژنوتیپ DNAنشانگرهاي 
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موجب فراهم آمدن اطلاعاتی از جمله  جایگاههاي ژنی

نقش بسزائی  دامها شود که در انتخابفراوانی آللی می

  .)2005بایس و همکاران (دارد

در شناسائی تنوع  موثري روشSSCPتکنیک

اوریتا و همکاران (باشد تکثیر شده میDNAتوالی در 

از میان ژل  DNAاساس این تکنیک مهاجرت .)1989

-یردناتوره براساس اندازه و توالی آن میآکریلامید غپل

تفاوت  با،ايبنابراین وجود حتی یک جهش نقطه.باشد

باروسو و (باشدقابل مشاهده میحرکت در روي ژل 

  ).2001و همکاران  اسیوبونیف، 1998همکاران 

عملکرد آنزیمهاي محدود اساس بر  RFLPتکنیک 

یدي قطعات تفاوت نوکلئوتمی تواند کننده استوار بوده و 

DNA  حتی دو فرد یک گونه با ژنومهاي (را در افراد

در این تکنیک قطعات . سازدنمایان ) تقریبا یکسان

DNA اي و یا محصول دو رشتهPCR  توسط

- کننده در مکانهاي خاصی بریده میمحدود هايآنزیم

بر اساس طولشان در روي حاصله سپس قطعات . شود

سگمن و همکاران (گردندتفکیک می زژل الکتروفور

2006(.  

بز مرخز به عنوان یکی از ذخایر ژنتیکی و از 

شروع . آیدهاي ملی کشور به حساب میرمایهس

 .گرددسال قبل باز می1000پرورش بز مرخز به 

فروش موهر و بزغاله منبع اصلی درآمد تولیدکنندگان 

باشد در صورتیکه تولید شیر این حیوان بز مرخز می

رشیدي و همکاران (اهمیت قرار دارد در درجه دوم

در حال حاضر پرورش بز مرخز به منطقه .)2006

کوچکی در شهرستان بانه واقع در استان کردستان 

 2000بطوریکه جمعیت بز مرخز به کمتر از  هشدمحدود 

دلایل زیادي از جمله مشکلات  .راس کاهش یافته است

مهمتر و از همه  پرورش دهندگان اقتصادي و اجتماعی

تعداد  کاهشنیز بعنوان عوامل جنگ بین ایران و عراق 

  .بزها نام برده شده است

کننده تولید شیر با شناسائی ژنوتیپهاي کنترل

توان انتخاب براي شیر را به تدریج در دراین حیوان می

منظور و از این دام به  يهاي اصلاح این نژادبرنامه

ر و شیر عنوان نژادي دومنظوره براي تولید موه

وجود گزارشاتی مبنی بر این علاوه بر .استفاده نمود

همبستگی ژن دوقلوزائی با آللهاي مختلف ژن 

کاپاکازئین و بالابودن در صد دوقلوزائی در نژاد بز 

آللهاي مختلف کاپاکازئین این نژاد بز را مرخز شناسائی 

  .)2006چن و همکاران (دهد مورد اهمیت قرار می

ژنتیکی  چند شکلیبررسی  هدف این مطالعه

کدکننده پروتئین شیر در ژن کاپاکازئین بخشی از توالی

  .بود PCR-RFLPو  PCR-SSCPتوسط دو تکنیک 

  

  مواد و روشها

واقع در از گله بز مرخز  خوننمونه  80تعداد

اصلاح  آوري شد که با روشجمعمرکز تحقیقات سنندج

استخراج آنها  DNA)1988و همکاران  میلر(نمکی  شده

KCNIFآغازگراز راي تکثیر قطعات مختلف ب.شد

از آغازگر و تکنیک بعنوان آغازگر رو به جلو در هر دو 

KCNIR  بعنوان آغازگر برگشتی در روشSSCP 

استفاده شد لازم به ذکر است آغازگر برگشتی مورد 

با بررسی جایگاه برش  RFLPاستفاده در روش 

مطالعه طراحی شد در این مورد استفاده آنزیمهاي 

ترتیب بازي  1جدول) 2005پرینزنبرگ و همکاران (

  .دهدآغازگرها را نشان می

  

  RFLPو SSCPتکنیکهايتوالی پرایمرهاي استفاده شده در  - 1جدول 

  

  

  

5'-GGTATCCTAGTTATGGACTCAAT-3' (KCNIF)پرایمر رو به جلو مشترك در هر دو روش 

5'-GTTGAAGTAACTTGGGCTGTGT-3'   SSCP (KCNIR)مر برگشتی در روش پرای

5'-TAGCAATGGTATTGATGGCAGGTA-3'   RFLPپرایمر برگشتی در روش 
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باز در جفت 407اي با طول قطعهSSCPروشدر

واکنش . تکثیر شدمیکرولیتر20یک واکنش حاوي 

یک مرحله واسرشته سازي شامل اي پلیمراز زنجیره

 چرخه 35،قیقهد 4درجه سانتیگراد بمدت  94اولیه 

- درجه 58دقیقه،  1سانتیگراد بمدت درجه 94(تکثیر

 1سانتیگراد بمدت درجه 72دقیقه و  1سانتیگراد بمدت 

 7سانتیگراد بمدت درجه 72و مرحله بسط نهائی ) دقیقه

میکرولیتر از هر 3بعد از مخلوط کردن  .دقیقه بود

بارگذاري میکرولیتر از بافر  8با  PCRمحصول 

-درجه 95دماي تاثیر این مخلوط تحت،ه کنندهدناتور

براي قیقه قرار گرفت و بلافاصله د5سانتیگراد بمدت 

  .قرار داده شددقیقه بر روي یخ خرد شده  5مدت حداقل 

49(% 8آکریلامید ها سپس بر روي ژل پلینمونه

و  X5/0TBEحاوي بافر) بیس آکریلامید 1:آکریلامید

الکتروفورز با شدت .شد بارگذاريدرصد گلیسرول  5

ساعت در درون یخچال  16بمدت آمپرمیلی 10جریان 

آکریلامید بعد از جدا شدن از پلیژل . انجام گرفت

آمیزي اول قرار دقیقه در محلول رنگ 10ها بمدت شیشه

 10ت کننده شامل بلیتر محلول ثامیلی 400(گرفت

اسید استیک  درصد5/0درصد،  96اتانول  درصد

دقیقه  25ژل به مدت سپس ،)آب مقطر مابقیو خالص

نیترات نقره  لیترمیلی 100(دوم آمیزي در محلول رنگ

این  ،به آرامی تکان داده شدو  گرفتهقرار ) درصد 1/0

تقریباً به مدت فوق ژل .در تاریکی انجام گرفت مرحله

450لیتر متشکل از میلی100(در محلول ظهور دقیقه  20

) درصد15سود لیتر میلی 15، % 37لدئیدلیتر فرمامیکرو

تکان  به آرامی تا زمان ظاهرشدن باندهاو قرار داده شد

-دقیقه در محلول متوقف 10مدت سپس به وداده شد

 در نهایت).درصد 75/0کربنات سدیم (کننده قرار گرفت 

ژل بعد از خشک شدن نسبی با لایه نایلونی نازك 

در دماي اتاق تا زمان عکسبرداريپوشانده شد 

افزار توسط نرماخذ شده ژلهايتصویر . شدنگهداري 

oneDscan  تعیین ژنوتیپ دامها استفاده شدبراي.  

ي طراحی آغازگرهابا استفاده از ،RFLPدر روش

استخراج شده DNAنانوگرم  100و ) 1جدول (شده

با  بازيجفت 279قطعه لیتري میکرو 20یک واکنش در 

-براي واکنش زنجیره SSCPروش  مراحل ذکر شده در

  .تکثیر شداي پلیمراز

در دو PCRلیتر از هر محصول میکرو 10مقدار

تحت برش آنزیمی با آندونوکلئازهايانه گواکنش جدا

HaeIII (5'-gg↓cc-3')وTaqI (5'-t↓cga-3') قرار

ساعت براي هر آنزیم  16مدت شرایط برش به . گرفتند

 65و HaeIIIاد براي سانتیگردرجه 37در دماهاي 

قطعات برش خورده  .بود TaqIدرجه سانتیگراد براي 

درصد آگارز تفکیک  5/1توسط این آنزیمها بر روي ژل 

  .شدندآمیزي با اتیدیوم بروماید رنگو

  

  نتایج و بحث

راس حیوان از گله  80در این پژوهش تعداد 

پرورش بز مرخز واقع در سنندج بطور تصادفی انتخاب 

تعداد دام مورد )2004(توجه به گزارش فائو با. شد

تا  11یک گله بز مابین  جند شکلینیاز براي بررسی 

راس دام به  80بنابراین انتخاب  ،دام ذکر شده است 110

در حد در گله موردنظر جند شکلیمنظور بررسی 

  .بودمطلوبی 

و با استفاده از دو  PCR-RFLPها با روش نمونه

ناحیه .مورد ارزیابی قرار گرفتندTaqIوHaeIIIآنزیم 

توالیهاي برش براي از نظر ساختاري واجد تکثیر شده

بایستی بودند که بترتیبTaqIو HaeIIIآنزیمهاي

-را از سایر آللهاي موجود متمایز میKوEآللهاي 

ژنوتیپهاي مختلف قطعات طولهاي 2ول اجد.نمودند

-نشان میرا دو آنزیم استفاده شده  توسطمورد انتظار 

آللها بغیر از آلل  سایرمعنی هبNفوق در جدول .دهد

با توجه به برشهائی که انجام شد  .باشدمی ورد نظرم

 1شکل  .در این جمعیت مشاهده نشدند EوKآللهاي 

 نشان دهنده نتایج الکتروفورز بعد از برشهاي آنزیمی

بازي حاصل جفت 60قطعه لازم بذکر است  .باشدمی

به دلیل HaeIIIآنزیم توسط برش آنزیمی  شده از

کوچکی اندازه و حرکت سریع از ژل خارج شده و در 

با توجه به .باشدشکل مربوطه قابل مشاهده نمی

آلل مختلف در قطعه تحت  16موجود تعداد گزارشات 

باشد و بنابراین براي قابل شناسائی میتکثیر شده 
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ورد نیاز آنزیم م 15کل این آللها حداقل شناسایی 

را وقتگیر و  PCR-RFLPاین الزام، روش . باشدمی

  .نموده استپرهزینه 

  

  مورد استفاده هاياندازه قطعات مختلف حاصل از برش با آنزیم - 2جدول 

  

      

  

  

  

  

  

    

  

  

  

(H)هایحاصل ار برش توسط دو آنزیم الگوهاي نواري فراورده - 1شکل  HaeIII وTaqI(T)در روشPCR-RFLP.  

  

  
  

  .PCR-SSCPالگوي نواري آللهاي مختلف قابل تشخیص در روش - 2شکل 

  

که مطالعات مشابهی ) 2005(و همکاراناستانکوا

 جایگاه ژنیانجام دادند  لهستانیبز دو نژاد را در 

بطوریکه  فراوانی را نشان دادشکلی چندکاپاکازئین 

در 05/0و80/0، 15/0بترتیب  CوA،Bفراوانی آللهاي 

 08/0و40/0، 52/0و  بز شیري سفید موي کوتاه نژاد

اي مطالعهبا ) 2005(و همکاران رئال .ودبسیاه در نژاد

  TaqIآنزیم                                 HaeIIIآنزیم

  ه قطعاتانداز  ژنوتیپ          اندازه قطعات         ژنوتیپ               

KK250-29  EE  169-50-60  

KN  279-250-29  EN  219-169-50-60  

NN279  NN  219-60  
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بز جنوب ایتالیا حیوان از شش نژاد  170که بر روي 

در همه BوAآللهاي ند که نمودگزارش  نددادانجام 

با در دو نژاد Dنژادها داراي بیشترین فراوانی، آلل 

در همه نژادها  Gآلل در صورتی که  فراوانی بسیار کم

در هیچ کدام از نژادهاي  FوC ،Eآللهاي . مشاهده شد

نتایج حاصل از این آزمایش . تحت بررسی یافت نشد

 .را در جمعیت تحت بررسی نشان دادEنیز فقدان آلل 

براي تشخیص  PCR-RFLPکاربرد روش بنابراین 

 این جهش ها باشد که جدید زمانی عملی میجهش هاي 

  .بوجود بیاورندی حداقل یک جایگاه برش

PCR-RFLPدر مقایسه با PCR-SSCPتکنیک 

-هزینه ژنوتیپلذا باشد، گرانقیمت نمینیازمند آنزیمهاي

و از طرفی . یابدکاهش مییابی به مقدار قابل توجهی 

SSCP می واقع نتحت تاثیر نوع جانشینی نوکلئوتیدي

شود تشخیص جهش هاي انجام یافته راحتر انجام می 

کاران و باروسو و هم 1993شیفیلد و همکاران (شود

از این رو با توجه به عدم مشاهده چند شکلی . )1998

، به منظور تعیین جند شکلی در این جایگاه از RFLPدر 

SSCPنیز استفاده شد.  

ژن  چند شکلیبراي محاسبه توزیع موقعیتهاي 

-جفت 407اي قطعه، SSCPتوسط روش  کاپاکازئین

در . مورد ارزیابی قرار گرفت4بازي واقع در اگزون 

اي به شکل تک رشته SSCP ،DNAحاصله از ژلهاي

آید و هر آلل از دو باند نزدیک بهم نماید میمهاجرت می

بنابراین باندهاي دوتائی هموزیگوت . تشکیل یافته است،

چسا و همکاران (می باشند و چهار باندیها هتروزیگوت 

  ). 2005، پرینزنبرگ و همکاران 2003

 آلل نوع 13اسکن ژلها تصاویر حاصله از با آنالیز 

 ''B)و B/B' ،A ،G ،C' ،J ،M ،C ،H ،D/I/L(متفاوت 

،''B/B' ،A ،G ،C' ،J ،M ،C،K،E،F، ،H،B(16از 

(D/I/L در بزهاي اهلی وتاکنون شناسائی ی که آلل 

با Bآلل.مشاهده شددر نژاد بز مرخز  گزارش شده

ي را با همدیگر باند واحد Lو  D،I ،Kو آللهاي  'Bآلل

 فقطتفکیک آنها بنابراین . داددر روي ژل تشکیل می

استفاده از تنها ممکن نبوده و  SSCPتوسط روش 

- میممکن تعیین توالی و یا  خاص محدودگرهاي آنزیم 

  . باشد

در توسط این تکنیک فراوانی آللهاي یافت شده 

بیشترین فراوانی مربوط . ه شده استنشان داد3ول جد

 B'/Bو  'Cو سپس مربوط به آللهاي ) A401/0 (به آلل

نیز مربوط به و کمترین فراوانی  125/0با فراوانیهاي 

بود و هیچ الگوي جدیدي در  801/0با فراوانی  Hآلل 

SSCP  مازاد بر الگوهاي معرفی شده در بررسیهاي

  .قبلی مشاهده نشد

آلل مختلف در این  13مشاهدهبا توجه به  

ز ژنوتیپها مورد انتظار جمعیت، وجود انواع متنوعی ا

تکرار داراي بالاترین فراوانی  7با  AGژنوتیپ  .بود

، C'J،B/B' C  ،JC ،JJدر صورتیکه ژنوتیپهاي . بود

GJ ،HH،J B/B' ،GC  هر کدام با یک تکرار کمترین

براي اطمینان . اندفراوانیها را بخود اختصاص داده

مایش بیشتر از فراوانی آللهاي شناسائی شده تکرار آز

با تعداد بیشتري افراد و در صورت ممکن تعیین ترتیب 

. باشدژن کاپاکازئین لازم می 4نوکلئوتیدي ناحیه اگزون 

کاپاکازئین حاکی از بخش کوچکی از زن تنوع  بررسی

آنست که بز نژاد مرخز داراي چندین آلل با فراوانی بالا 

  .در این ناحیه می باشد

  

  SSCPالگوي باندهاي حاصله درفراوانی آللی براي  - 3جدول 

  

  

  

  

'B''  AGC'JHMCD/I/LB/B  آلل

  063/0125/0  080/0018/0045/0071/0  027/0  401/0125/0  045/0  فراوانی
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اي با انجام مطالعه) 2001(بونیفاسیو و همکاران 

-PCRبر روي بز بومی پرتقالی با استفاده از روش 

SSCP دو آللA وB انی هایی به ترتیب را با فراو

با توجه به در واقع . دگزارش نمودن25/0و 75/0

کوچک بودن اندازه مؤثر جمعیت مورد استفاده توصیه 

می شود تا با استفاده از نشانگرهاي با چند شکلی بالا 

مطالعات تکمیلی تر در این جمعیت انجام شود تا شده 

عیین علاوه بر تعیین میزان تنوع موجود در حمعیت، با ت

میزان تنگناي ژنتیکی نسبت به حفظ این ذخیره بارزش 

توصیه می شود با بررسی . ژنتیکی در کشور کمک کرد

سایر قسمتهاي این ژن مهم نسبت به مطالعه تغییرات 

تکنیک از طرفی . موجود در کل این ژن نیز اقدام شود

SSCP آمیزي نقره با اینکه روش موثري همراه با رنگ

باشد ولی از نظر اي نقطه اي میدر یافتن جهش ه

تشخیص همزمان تعداد زیاد آللها داراي محدودیت 

می تواند SSCPو RFLPاستفاده همزمان از . باشد  می

  .تري شود نتایج دقیقمنجر به 

  

  تشکر و قدردانی

مدیر گروه  از آقایان دکتر حریقیبدینوسیله 

یلات شاستاد گروه  کمانگیرو دکتر یاهپزشکی گ

بدلیل در اختیار کشاورزي دانشگاه کردستاندانشکده 

  .شوداري میزتجهیزات آزمایشگاهی سپاسگ نهادن
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