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  چکیده

  

هاي پوششی غدد پستان سـنتز      در شیر پستانداران است که به وسیله سلول       هاي مهم   بتالاکتوگلوبولین یکی از پروتئین   

گاوهـاي  ژن بتـالاکتوگلوبولین  هـاي  للعیین آبراي تدر این تحقیق، . آن نقش دارددر کیفیت شیر و فرآیند لخته شدن  شده و   

 ـ .  استفاده شد PCR-RFLPروش   ازبومی و هلشتاین استان کرمان       وسـیله  هالاکتوگلوبولین ب ـچندشکلی ژنتیکی در جایگـاه بت

 100در آمیزي با استفاده از اتیـدیوم برومایـد    الکتروفورز در ژل آگارز و رنگ،HaeIII با اندونوکلئاز  PCRهضم محصولات   

 بـراي گاوهـاي   B و Aهاي فراوانی آلل. شدتعیین  B و Aهاي  گاوهاي بومی و هلشتاین استان کرمان براي آلل    DNAنمونه  

 بـا متوسـط     45/0 و   55/0ترتیـب    و براي گاوهـاي بـومی بـه        47/0 با متوسط هتروزایگوتی     38/0 و   62/0یب  ترتهلشتاین به 

 وینبرگ -هاردي  تعادل   مزبور در     جایگاه هاي مورد مطالعه از نظر    جمعیت نتایج نشان داد که   . تعیین شد  46/0هتروزایگوتی  

  .  نبودند

  

  گاو بومی کرمان، ، PCR-RFLPبتالاکتوگلوبولین، چندشکلی، روش :  کلیديکلمات
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  مقدمه                                      

چندشـکلی وجــود  بررســیبـراي  
1

 روشــهاي DNA  تــوالی

ارائـه شـده    ) PCR(اي پلیمـراز     براساس واکنش زنجیـره    مختلفی

 نـر   هاي شیر در دو جنس    هاي پروتئین ، لذا ژنوتیپ جایگاه   است

 از .توان تعیین نمـود را می یا حتی در جنین حال رشد، در  و ماده 

 انتخـاب جنـین بـراي       برايتوان  ینشانگرهاي ژنتیکی ملکولی م   

انتقال، انتخاب حیوانات جـوان بـراي آزمـون نتـاج یـا انتخـاب               

). 9 (ســتفاده نمــودهــا بــراي آمیــزش و اصــلاح نــژاد اگوســاله

هـاي  در تـوالی ) حـذف یـا  جانـشینی و  (هـاي طبیعـی     موتاسیون

تـوالی  سبب ایجـاد چندشـکلی در   هاي پروتئین شیر  کدکننده ژن 

. شـود مـی هاي مربوط به آنهـا      رنتیجه در پروتئین   د ها و آمینهاسید

هـاي خـاموش    موتاسـیون  البته
2

در (هـاي غیرکدکننـده     در تـوالی   

3'  و5' در فاصـله  موجودها یا در نواحی اینترون
3

ممکـن اسـت   )

)LGB(بتــالاکتوگلوبولین ). 9(هـاـ نــشوند  تغییــر پــروتئینســبب
4
 

 آب پنیـر  لیی است که در شیر وجود دارد و پروتئین اص ـ    پروتئین

 و  A  ،B  ،C  ،E  ،F نظیـر  چندین واریانت ژنتیکـی      .شیر گاو است  

G   دو وجـود تفـاوت در      ). 7( شده اسـت     شناسایی این ژن  براي

سبب بروز تفاوت در اسید آمینه       ژن بتالاکتوگلوبولین    B و   Aآلل  

در ایـن دو تغییـر، اسـید آمینـه          . شـود پپتیدي مـی  در زنجیره پلی  

 Gly( بـه گلایـسین   )GATبا توالی   ( 64شماره  ) Asp(اسپارتیک  

 بـه   )GTCبا تـوالی    ( 118شماره  ) Val( و والین    )GGTبا توالی   

در حیواناتی ). 8 و 5(شود   تبدیل می  )GCC با توالی    Ala(آلانین  

تغییـر   C بـه  T که در توالی نوکلئوتیدي ژن بتالاکتوگلوبولین بـاز  

 ـایجاد مـی  در آن محل برش      HaeIIIآنزیم  کرده است    اـ  د، لـذا    کن ب

 باشـد ممکـن مـی   چند شکلی بتالاکتوگلوبولین    بررسی   RFLPآنالیز  

بـر   بتالاکتوگلوبولین   B و   Aهاي  مطالعات نشان داده که آلل    ). 4(

 توسـط شـیر   تولیـد   . باشـند مؤثر مـی  ترکیب و خصوصیات شیر     

                                                

1 - Polymorphism 

2 - Silent mutation

3 - Introns, or 5'- and 3'-flanking regions

4 - Beta-lactoglobulin

  بـوده ولـی     بتـالاکتوگلوبولین بیـشتر    AA ژنوتیپ   دارايگاوهاي  

 BBسبت به شیر گاوهاي بـا ژنوتیـپ         نشیر آنها   کازئین و چربی    

  بـا ژنوتیـپ    شیر گاوهـاي  پنیر حاصل از    ). 6 و   3،  2(است  کمتر  

BB    بـا ژنوتیـپ     نسبت به گاوهـاي  AA    در ). 10 (بیـشتر اسـت

 نسبت  BB ژنوتیپگاوهاي با   حاصل از   هاي شیر   ، پروتئین ضمن

 در برابـر حـرارت پایـدارتر        AB و   AA ژنوتیـپ به گاوهـاي بـا      

) AB(هاي شـیر گاوهـاي هتروزیگـوت      پروتئین پایداري .هستند

وجــود . در برابــر حــرارت حــد واســط دو هموزیگــوت اســت 

مقاومـت بـه بیمـاري ورم       بر   بتالاکتوگلوبولین   ژنچندشکلی در   

پستان
5
هـاي   ژنوتیـپ  در B آلل   جود رابطه منفی   و .داردتأثیر  نیز   

BB   و AB   هاي سوماتیک    با تعداد سلول)SCC(
6
 گـزارش شـده    

یک شاخص خـوب    هاي سوماتیک   بودن سلول ین کمتر   است و ا  

هاي  ژنوتیپ با تشخیصلذا). 9(باشد  سلامتی پستان می   در مورد 

 ورم پـستان و   ! کنترل بیمـاري   برايتوان   می ژناین  براي  مطلوب  

گاوهاي بومی اسـتان کرمـان یـک      . استفاده کرد انتخاب حیوانات   

 ون چ ـخصوصیات ژنتیکی هـستند، براي مطالعه جمعیت مناسب   

باشـند و   میاین گاوها حاصل یک فرآیند طولانی انتخاب طبیعی         

 .ژنتیکی انجـام نـشده اسـت       براي صفات تولید انتخاب      هادر آن 

 شـرایط   نسبت بـه   که   هستند ژنتیکی   خصوصیات داراي ،بنابراین

 هلـشتاین انتخـاب     در نژاد ولی  ،  باشندمقاوم می منطقه سازگار و    

انتخـاب  هـا   در آن  تولیـد    و بـراي صـفات    انجام شـده    مصنوعی  

هـاي  براي مقایـسه بـا دام    توان  ها می از آن صورت گرفته است و     

بررسـی چندشـکلی    بـراي    ، ایـن تحقیـق    در. استفاده نمود بومی  

اسـتان کرمـان،    !هلـشتاین ژنتیکی در جمعیت گاوهـاي بـومی و         

  تعیــین شــده و نتــایجبتــالاکتوگلوبولین  بــراي ژن آنهــاژنوتیــپ 

-مـی اند مقایـسه    شدهگرها تحقیق    با این نشان   نژادها، که سایر  با  

   .دوش

  

                                                

5 - Mastitis

6 - Somatic Cell Count
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  مواد و روشها

 رأس  25  داراي  گلـه  دو ازگاو هلشتاین،   رأس   50تعداد  از  

  داراي  گلـه  دو ازگاو بومی   رأس   50شهرستان کرمان و    مولد در   

 بـا   DNAاسـتخراج . گیـري شـد   رأس در شهرستان بم خـون 25

پـرپ . ا. ان. استفاده از کیت دیـاتوم دي     
1

 ـ   - ه روش گوانیـدین    ب

 400 میکرولیتر خـون،  400در این روش به . انجام شد سیلیکاژل  

 درجـه   65میکرولیتر عامل لیزکننده اضافه و در درجـه حـرارت           

 20سـپس   .  دقیقـه انکوباسـیون شـد      پـنج گراد و به مـدت      سانتی

 و بعـد از انجـام   ضـافه  ا)به نـام نوکلئـوز    (میکرولیتر ماده جاذب    

 ونگه داشته و باقیمانده بیرون ریختـه شـد        سانتریفیوژ رسوب را    

 میکرولیتر بافر نمکی به رسوب اضافه و به خـوبی مخلـوط             400

پس از سـانتریفیوژ رسـوب را نگـه داشـته و مـابقی بیـرون         . شد

 رسوب خشک شد و     ه و  تکرار شد  مرحله قبل مجدداً  . ریخته شد 

 میکرولیتر اکسترا ژن  100به آن   
2

  دقیقـه در 10 اضافه و به مـدت  

محلـول  . گراد در انکوباتور قـرار داده شـد        درجه سانتی  65دماي  

 بـود  DNAباقیمانده سانتریفیوژ شد و محلول بالایی کـه حـاوي          

 خـالص بـا     DNAراندمان اسـتخراج    . در لوله دیگري ریخته شد    

. تعیـین شـد   الکتروفورز در ژل آگارز و دسـتگاه اسـپکتروفتومتر          

 و  DNAجز  به( استفاده   ، مواد مورد  PCR هايبراي انجام واکنش  

شـرکت  یـک   هاي آماده بودند که از       به صورت تیوب   )آب مقطر 

لیتـر  ! میکرو سه مقدار    براي هر مخلوط واکنش،   . شد تهیه   تجاري

DNA ــه  میکرولیتــر از مخلــوط اضــافه گردیــد و مخلــوط 17 ب

ــنش  ــام  20واک ــراي انج ــري ب ــتفاده PCR میکرولیت ــد اس از . ش

 GCT CCC GGT ATA TGA CCA CCC TCT -'5آغازگرهاي

- TGT GCT GGA CAC CGA CTA CAA AAA G -'5 و'3-

هـا اسـتفاده    ژن بتـالاکتوگلوبولین دام چهـار  براي تکثیر اگزون    '3

 یونیورسـال  PCR با اسـتفاده از کیـت        PCRواکنش  . شد
3

 انجـام   

 DNA Taq واحد آنـزیم     یکمحتواي هر میکروتیوب شامل     . شد

                                                

1 - Diatom DNA Prep

2 - Extra Gene

3 - Universal PCR

مـول   میلی 5/2 و   dNTP مول از هر  میکرو    200مراز غیرفعال،   پلی

Mgcl2 ــود ــتاندارد ب ــافر اس ــنش  .  و ب ــرایط واک ــامل PCRش  ش

 درجـه  94 در دقیقـه  چهـار  به مدت  DNA اولیه   کردنواسرشت  

 60 طـی DNA  کـردن  سیکل با واسرشـت  33گراد، انجام سانتی

 45 طـی  DNAگراد، اتصال آغـازگر بـه        درجه سانتی  94 درثانیه  

 73 در ثانیـه  60گراد و بسط آغازگر طی تی درجه سان 55 درثانیه  

   درجــه72 در دقیقــه پــنجگــراد و بــسط انتهــایی درجــه ســانتی

 جفت بـاز    247 و تکثیر    PCRپس از انجام عمل     .  بود گرادسانتی

قطعه تکثیر یافتـه در معـرض انـدونوکلئاز         ژن  موردنظر  ناحیه  از  

  ساعت قـرار   12گراد به مدت     درجه سانتی  37 در   HaeIIIبرشی  

 B و  Aهـاي   براي تـشخیص آلـل    . مشخص شود ها  گرفت تا آلل  

 سـاعت بـا   دو درصد به مدت   دومحصولات هضم در ژل آگارز      

 دقیقـه در    10ژل به مـدت     .  ولت الکتروفورز گردید   220جریان  

آمیزي و سپس بانـدها در زیـر نـور         محلول اتیدیوم بروماید رنگ   

س ژنوتیـپ  سـپ . برداري شدماوراءبنفش مشاهده و از آنها عکس     

بـراي تعیـین    . شـمارش شـد   هـا   تعـداد آن  ها تعیین و    تمام نمونه 

 واینبرگ، هتروزایگـوتی و     - فراوانی آللی، بررسی تعادل هاردي    

 PopGene32افـزار   هموزایگوتی مشاهده شده در دو نژاد از نـرم        

  ).12( استفاده شد

  

  نتایج و بحث

)OD(دانسیته نوري   از  
4
طـول  با دستگاه اسـپکتروفتومتر در     

نمونـه   و کیفیت    مقدار نانومتر براي برآورد     280 و   260هاي  موج

DNA  طور متوسط عـدد   به.  استفاده شدOD  بـود و  چهـار  برابـر 

 لیتر اسـت، لـذا مقـدار      میکروگرم در میلی   50 برابر   ODچون هر   

 در اثـر . لیتر بـود  میکروگرم در میلی200 در حدود  DNAغلظت  

با وزن ملکـولی    واضح   یدهای در ژل آگارز بان    DNAالکتروفورز  

  ).1شکل  (ظاهر شد زیاد

 بتـالاکتوگلوبولین بـا     PCRآنالیز هـضم برشـی محـصول        با  

   از .شـد  مـشخص  نوع الگـوي برشـی       سه جفت باز،    247اندازه  

                                                
4 - Optical Density
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 99 و   148 قطعه   دوخورد   در یک نقطه برش می     Aجا که آلل    آن

   در دو نقطـه بـرش      Bکند و چـون آلـل       جفت بازي را تولید می    

لذا . کند جفت بازي را ایجاد می74 و  74،  99خورد سه قطعه    می

، )AAژنوتیـپ   ( جفت باز    99 و   148 قطعه   دوالگوي اول شامل    

و ) BBژنوتیـپ   ( جفت باز    74 و   99 قطعه   دوالگوي دوم شامل    

ژنوتیـپ  (  جفت بـاز   74 و   99،  148  قطعه سهالگوي سوم شامل    

AB(   بود )از آلـل     99  و 148 A   ـ  74 و   99  و  شـکل   ()Bل  از آل

 قـرار   رویهـم چون   که است   عدد جفت باز دو     74البته قطعه   . )2

هـا،  تعـداد ژنوتیـپ   . شـود  به صورت یک باند دیده می      ،اندگرفته

. شـده اسـت    ارائـه  )1(هاي ژنـوتیپی و ژنـی در جـدول          فراوانی

   

  

  هاي مورد مطالعههاي ژنوتیپی و ژنی دامها و فراوانیتعداد ژنوتیپ - 1دول ج

  فراوانی ژنی  فراوانی ژنوتیپیتعداد ژنوتیپ

داد حیوانتع  

AA  AB  BB  AA  AB  BB  A  B  

  38/0  62/0  32/0  12/0  56/0  16  6  28  50هلشتاین

  45/0  55/0  40/0  10/0  50/0  20  5  25  50  بومی

  

  

  

  

   روي ژل آگارز استخراج شده گاوهاي مورد مطالعهDNAاز ) 7 تا 1( نمونه 7الکتروفورز  - 1شکل 
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 ژنوتیپسایرینو ) شاخص( نشانگر اندازه M50 ستون.  ژن بتالاکتوگلوبولین4 اگزون PCRنتایج هضم محصولات  الکتروفورز - 2شکل 

  چند دام مورد مطالعه

  

ــل      ــی آل ــه فراوان ــشان داده ک ــف ن ــات مختل  ژن Bمطالع

 متغیــر 43/0 تــا 83/0بتــالاکتوگلوبولین در نژادهــاي مختلــف از 

بتـالاکتوگلوبولین در   ژن   B، فراوانـی آلـل      مثـال  به عنـوان  . است

هلشتاین هند، لهستان، استرالیا، ایتالیا، کانادا، نیوزیلنـد،        هاي  سویه

، 74/0ترتیـب   بـه و جـرزي     کاراکو   ،س، سیمنتال، کارولیس  وآنگ

و  43/0 ،45/0،  54/0،  83/0،  55/0،  65/0،  59/0،  61/0،  63/0

 ،در مطالعـه حاضـر  . )11 و  9،  8،  2،  1(گزارش شده است     70/0

 هلـشتاین   نژاد در جمعیت گاوهاي بومی بیشتر از        Bفراوانی آلل   

 BBهاي   و مجموع فراوانی ژنوتیپ    BB فراوانی ژنوتیپ    لذا. بود

 این امـر    . در گاوهاي بومی بیشتر از گاوهاي هلشتاین بود        ABو  

 نـژاد ورم پستان نسبت به  به بیماري هاي بومیمقاومت بیشتر دام  

  مقاومـت  زیرا ثابـت شـده اسـت کـه           ،کند می توجیهرا  هلشتاین  

 بـه بیمـاري     AAهاي   نسبت به دام   AB و   BBهاي با ژنوتیپ    دام

انحراف فراوانی ژنوتیپی مشاهده شـده و      . استتر  بیشورم پستان   

 براي گاوهاي بـومی و هلـشتاین در شـرایط         فراوانی مورد انتظار    

ــاردي  ــادل ه ــی  - تع ــرگ معن ــود وینب ــی)p> 05/0(دار ب   ، یعن

مطالعـه بـراي جایگـاه بتـالاکتوگلوبولین در        مـورد   هـاي   جمعیت

79.372(د بودنــنتعـادل  
)05.0,1(   بـراي جمعیــت هلــشتاین و 

82.312
)05.0,1(    گـر وجـود    کـه بیـان   ) براي جمعیت بومی

زننده تعادل، یعنی انتخاب، مهـاجرت و جهـش و          نیروهاي برهم 

بـراي اطمینـان از    . باشدگیري می نهیا اندازه جمعیت و روش نمو     

که کدام نیرو یا نیروها در این امر دخیل هستند، بایـد آنهـا را              این

 اگـر انتخـاب بـراي ایـن         ، نمونه به عنوان . تک تک بررسی نمود   

جایگاه در جریان باشد، ممکن است باعـث کـاهش یـا افـزایش              

ز فراوانی یک آلل شود و تعادل را برهم زند و یـا هنگـامی کـه ا                

 اگـر فراوانـی آللـی    ،)مهـاجرت (شود  تلقیح مصنوعی استفاده می   

 ،هاي استفاده شده با فراوانی آللی جمعیـت یکـسان نباشـد         اسپرم

  کنـد و تعـادل جمعیـت از بـین      فراوانی آللی جمعیت تغییـر مـی      

هـاي والـدي    که مـا اطلاعـاتی از جمعیـت       توجه به این  با. رودمی

لاعـات حاصـل از ایـن       هاي مورد مطالعـه نـداریم و اط       جمعیت

انـد، لـذا بـا اطلاعـات        تحقیق نیز براي این امر به کار برده نشده        

توان مشخص نمود که کدام فاکتور یا فاکتورها باعث         موجود نمی 

  .اندبرهم زدن تعادل شده
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Abstract

Beta-lactoglobulin (LGB) is one of the proteins in the mammals’ milk synthesized by the 

epithelial cells of the mammary glands and affects the quality and coagulation of the milk. The 

aim of this study was to determine allele frequencies in LGB gene of Native and Holstein cattle 

in Kerman province using PCR-RFLP method. Genetic polymorphism, for 100 DNA samples in 

the locus was determined by digestion of PCR products with endonuclease HaeIII (LGB), 

followed by electrophoresis in agarose gel stained with ethidium bromide. Allele frequency for

the A and B alleles in Holstein cattle was 0.62 and 0.38 and in Native cattle was 0.55 and 0.45,

respectively. Average heterozygosity in Holstein and Native cattle was 0.47 and 0.46,

respectively. Results indicated that the studied populations were not in Hardy-Weinberg 

equilibrium for the LGB locus. 

Keywords: Beta-lactoglobulin, Kerman, Native cattle, PCR-RFLP, Polymorphism
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