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، توليد چربي شير و شير چربي درصد )QTLs( كمي تاصف ژني هايجايگاه رديابي مطالعه اين در    

 شامل 14كروموزوم روي  نشانگر ريزماهواره جفت 10 از استفاده با ايران هلشتاين جمعيت در توليد شير

ILSTS039 ،CSSM066،ILSTS011 ،CBDIKM002 ،CBDIKM004 ،DIK5080 ،DIK4884 ، 

DIK4361 ، DIK2598 وBM1508  . نتاج گاو ماده هلشتاين از  233خانواده پدري شامل  10نمونه خون از

هاي تهران، اصفهان، هاي تحت پوشش مركز اصلاح نژاد و بهبود شير كشور مربوط به استانگاوداري

ا با استفاده هاز نمونه DNAسپس استخراج . مركزي، خراسان، فارس، يزد، قزوين و زنجان جمع آوري شد

-استخراج شده، واكنش DNAبعد از سنجش كميت و كيفيت . صورت گرفتاستاندارد  استخراج از كيت

انجام  موئين الكتروفورز سامانه كمكها با تعيين ژنوتيپ نمونه. شد انجامبا تمام نشانگرها  PCRهاي 

صورت  DMUفاده از نرم افزار با است QTLترين محل ها براي يافتن محتمل، تجزيه و تحليل دادهگرفت

 شير ها كه حداكثر آزمون درستنمايي را داشته و معني دار بود، براي درصد چربيترين مكانمحتمل. پذيرفت

بدست  سانتي مورگان 54 موقعيت شير ، و براي توليد شير و همچنين توليد چربيسانتي مورگان 3 موقعيت
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  مقدمه

فن آوري مولكولي به شكل نشانگرهايي 

ها نشان آن DNAكه تفاوت افراد را در سطح 

توانند نقش مهمي در بهبود ژنتيكي دهند، ميمي

طريق صفات داراي مكانيسم توارثي پيچيده از 

 داشته باشند انتخاب به كمك نشانگر يا ژن

)Esmailizadeh et al., 2007(.  تاكنون چندين

هاي صفت كمي مطالعه در زمينه شناسايي جايگاه

)QTLs ( هاي مختلف جمعيت گاو نژاددر

 QTL 126 در مجموعكه  صورت گرفته است

 14در كروموزوم موثر بر صفات توليد شير 

 عدد از آنان 56است كه از اين تعداد گزارش شده

 Tito et( استليد شير بودهدر خصوص صفات تو

al., 2008(. گاو  درتوليد شير  اهميت با توجه به

 يهلشتاين، تحقيقات زيادي براي افزايش چرب

 انجام گرفته است بطوريكهبر روي آنها  ريش

)Looft et al., 2001; Spelman et al., 2002; 

Grisart et al., 2004; Thaller et al., 2002; 

Berry et al., 2010; Vinicius et al., 2010(  در

تا  6/7 ، 10، 6، 02/5 افزايش به ترتيب نتايج خود

لوگرم توليد چربي شير يك 7/3و  22/4 ،7/10

در هر حال با توجه به اثرات قابل  .انداشاره كرده

ها در صفات مهم اقتصادي همچون QTLتوجه 

، )از جمله چربي شير(توليد شير و اجزاي آن 

-هاي ژنتيكي در برنامهرود كاربرد نقشهانتظار مي

هاي بهنژادي منجر به افزايش سرعت پيشرفت به 

هاي واسطه بالا رفتن دقت در انتخاب در ارزيابي

ژنتيكي و همچنين كاهش فاصله تجديد نسل 

هايي در جهت تشخيص گردد كه با طراحي پروژه

هاي هاي صفات توليدي در دامQTLيابي و مكان

هاي نوين شوري از روكشور نسبت به بهره

ژنتيكي و كاربرد نشانگرهاي ژنتيكي و علم 

 اهداف اين تحقيق . بيوتكنولوژي اقدام نمود

صفات كمي مربوط به هاي QTLشناسايي شامل 

با استفاده از  توليد شير و درصد و مقدار چربي آن

نشانگرهاي مولكولي ريزماهواره بر روي 

ن امكاو نيز در گاو هلشتاين ايران  14روموزوم ك

 انتخاب به كمك نشانگرهاي مولكولياستفاده از 

 .بود

  

  هامواد و روش

  هاي فنوتيپيحيوانات و داده

مورد استفاده، يك مدل با توجه به آن كه 

خانواده ناتني  10، تعداد بودطرح ناتني پدري 

حيوان از گاوهاي  233شامل در مجموع پدري 

-از استان ،تحت پوشش مركز اصلاح نژاد كشور

تهران، اصفهان، مركزي، خراسان، فارس، هاي 

 انتخاببطور تصادفي  يزد، قزوين و زنجان

براساس دو بار دوشش هاي فنوتيپي داده .گرديد

 درصد چربيتوليد شير صفات شامل در روز 

شير، و توليد چربي شير، گرفته شده از بانك 

  .بود اطلاعاتي ايستگاه بهبود شير كشور

  

 تيپو تعيين ژنو DNAاستخراج 

 شان از طريق نر و نتاج 10از تمامي 

هاي خلائ گردن و به وسيله لولهسياهرگ وداج 

-نمونه. خون گيري به عمل آمد EDTAحاوي 
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و به قرار گرفته  هاي خون بلافاصله روي يخ

 نمونه 233 استخراج. آزمايشگاه انتقال يافت

DNA  استخراج  به روش كيتاز خون كامل و

AccuPrepبا نام تجاري 
® )Bioneer كره ،-

در اين كيت از فيبرهاي  .انجام گرديد) جنوبي

اي تثبيت شده در قالب يك ستون تخليص، شيشه

ها پروتئين. شوداستفاده مي DNAبراي جداسازي 

ها از طريق چند مرحله كوتاه و ساير آلاينده

شستشو و سانتريفيوژ، حذف شده و در پايان، 

DNA حل مينمك ژنومي در يك محلول كم-

هاي اين فرآيند نيازي به استفاده از محلول. ديگرد

خطرناكي نظير فنل يا كلروفرم نداشته و مراحلي 

-گيري الكلي و ساير مراحل وقتهمچون رسوب

هايي همچنين آلودگي. اندگير در آن حذف شده

توانند در ها و نوكلئازها، كه مينظير پروتئين

طور كامل بهاختلال ايجاد كنند  PCRهاي واكنش

افزايش  PCRخارج شده و در نتيجه، كارآيي 

-علاوه بر اين، به دليل استفاده از حلال. يابدمي

دهي، آسيب هاي آلي و نيز اجتناب از رسوب

از آنجايي  .به حداقل خواهد رسيد DNAوارده به 

گاو شيري روي  كه در تحقيقات پيشين بر

هاي موثر بر صفات توليد شير QTLبيشترين 

) 1جدول ( QTL 56با تعداد  14روي كروموزوم 

لذا بخشي  ،)Tito et al., 2008( ه بودگزارش شد

براي مطالعه نواحي كروموزومي  14از كروموزوم 

موثر بر صفات توليد شير در جمعيت شيري 

نشانگر  10تعداد . هلشتاين ايران انتخاب گرديد

ريزماهواره بر اساس نقشه ژنتيكي نشانگرهاي 

 واره اي گاوريزماه

)http://www.marc.usda.gov/genome( ،

هاي انتخاب ريزماهواره ).2جدول ( مشخص شد

اي پليمراز شده با استفاده از روش واكنش زنجيره

)PCR (ها تحت شرايط زيرواكنش. تكثير يافتند 

 ABI(كلر هاي ترموسايو با استفاده از دستگاه

GeneAmp
®

: انجام شدند) PC-818 و 9700 

و ) C°95دقيقه با دماي  5(واسرشته سازي اوليه 

چرخه شامل مراحل واسرشته سازي  30سپس 

، اتصال آغازگر به رشته )C°95ثانيه با دماي  30(

، بسط توسط ) C°62-57ثانيه با دماي  45(الگو 

ط و مرحله بس) C°72ثانيه با دماي  30(پليمراز 

در نهايت ) C°72دقيقه با دماي  10(نهايي 

هاي واكنش ).C°4دقيقه با دماي  10(نگهداري 

PCR  از گرم نانو 5/1با استفاده ازDNA  الگو در

ميكروليتر، مخلوط واكنش  6/16حجم نهايي 

مورد نياز براي يك واكنش غلظت بهينه شامل 

ميلي  2/0از هر آغازگر، ميكرومولار  1/0شامل 

ميلي مولار  5/2 ،هر كدام از نوكلئوتيدهاز ا مولار

واحد در هر ميكروليتر از  06/0و   Mgcl2از 

  .انجام يافتند Tag DNA polymeraseآنزيم 
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 .شيري گاو در شير توليد صفات براي گاو 14 كروموزوم روي بر شده گزارش هايQTL - 1 جدول

Table 1- Reported QTL for milk production traits on chromosome 14 in dairy cattle. 
  

  رفرنس 
Refrence  

  نشانگر  
Marker 

) سانتي مورگان( موقعيت
Position (cM)  

  صفت درصد چربي شير                  
 Fat Percentage Milk Trait  

Ashwell et al., 1997 BM302 
 

52/37 

Ashwell et al., 2002 BMS1678 
 

14/01  
 

Bennewitz et al., 2003 KIEL_E8 
 

0-33/31  
 

Bennewitz et al., 2004 DGAT1 
 

18/70  
 

Biochard et al., 2003 CSSM066 
 

5/13 

Heyen et al., 1999 ILSTS039, BM1508 
 

0,17/85 

Kaupe et al., 2007 DGAT1 
 

18/70 

Kuhn et al., 2004 CSSM066-ILSTS039 
 

0-5/13 

Rodriguez-zas et al., 2002 ILSTS039 0 

Ron et al., 1999 CSSM066 
 

5/13 

Taller et al ., 2003 CSSM066-ILSTS039 
 

0-5/13 

Zhang et al., 1998 ILSTS011-BM302 25/71-52/37 
   صفت توليد چربي شير                   

Fat production Milk Trait 
Ashwell et al., 2002  BMS1678 14/01  
Ashwell et al., 2004  ILSTS039-BMS1678  41/70-48/23  

Bennewitz et al., 2003  CSSM066  5/13  
Bennewitz etal., 2004  DGAT1  18/70  
Biochard et al., 2003  CSSM066  5/13  
Harder et al., 2006  BM4513-BL1036  79/79-100/6  
Kaupe et al., 2007  CYP11B1  29/80  
Winter et al., 1998  ILSTS039-BM1508  0-18/75  
Zhang et al., 1998  ILSTS011-BM302  25/71-52/37 

   صفت توليد شير                    
Milk production Trait 

Ashwell et al., 1997  BM302  52/37  
Bagnato et al., 2008  BMS1747,BMS947 8/1 93/7,  

Bennewitz et al., 2003  KIEL_E8  0  

Biochard et al., 2003  CSSM066  5/13  
Kaupe et al., 2007  CYP11B1  29/80  

  

  هاآناليز داده

نمونه گاو ماده و  243پس از تعيين ژنوتيپ 

هاي به ارث مشخص شدن هاپلوتيپ ،گاوهاي نر

گوت و هموزيگوت بودن و طول رسيده، هتروزي

سامانه باندهاي بدست آمده از والد نر در نتاج با 

، Genetic  Analyzer 3130الكتروفورز موئين 
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موجود در پژوهشكده بيوتكنولوژي شمال كشور 

)ABRIIN(،  در قالب يك طرح ناتني پدري و با

اي مبتني استفاده از روش نقشه يابي درون فاصله

ها QTLاده جهت شناسايي هاي خطي سبر روش

پيوستگي هر صفت با نشانگرها روي . استفاده شد

 DMU، با استفاده از نرم افزار14كروموزوم 

)http://dmu.agsrci.dk. ( صورت گرفت

)Madsen and Jensen, 2002 .( اطلاعات

فنوتيپي و همچنين اطلاعات ژنوتيپي مربوط به 

ا نشانگر و همچنين نقشه پيوستگي نشانگرها ب

استفاده از مدل خطي مختلط مورد تجزيه آماري 

قرار گرفت، سپس با استفاده از فرمول آزمون 

و با استفاده از رابطه ) LRT(نسبت درستنمايي 

جواب با جدول كاي اسكوئر، با زير محاسبه و 

درجه آزادي يك در سطح پنج درصد مقايسه 

ترين دار شدن، محتملگرديد كه در صورت معني

  .شناسايي شد QTLمكان 
LRT = -2 ( Log likelihood (H0) - Log likelihood (H1) 

پس از اين مرحله با استفاده از  

، نشانگري كه در موقعيت   Mappingروش

ترين فاصله را با شناخته شده قرار دارد و نزديك

دارد، شناسايي شده و  QTLترين موقعيت محتمل

شناخته  QTLدر آخر خصوصيات صفت براي 

  .ده بررسي گرديدش

  

 .اي بكار رفته در تحقيقمشخصات كلي آغازگرهاي ريزماهواره - 2جدول 

Table 2- General Characteristics of microsatellite primers used in the study. 

  نام آغازگر
Primer name 

  )جفت باز(دامنه اندازه آللي 
Allele size range(bp) 

  موقعيت آغازگر

)cM (Primer location 

 متوسط دماي ذوب

The average melting 

point 

DIK4361  200-218  63/156  59  
DIK4884 185-205 56/015 60 
DIK5080 193-211 31/26 60 

CBDIKM002 189-205 41/707 60 
CBDIKM004 248-224 47/116 59 

CSSM066 197-177 5/125 59 

ILSTS011 271-261 25/708 60 

BM1508 115-99 17/84 59 

ILSTS039 227-209 0 59 

DIK2598 190-161 51/63 60 

 

  نتايج و بحث

هاي در موقعيت استفاده مورد هاينشانگر

هر كدام از  بودند و سانتي مورگان 63صفر تا 

داري صفات درصد هاي معنينشانگرها در آستانه

چربي شير، توليد شير و توليد چربي شير 

، پلي ژنيك و باقي QTLهاي وهمچنين واريانس
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مانده كه كمك در شناسايي آن قسمت از نواحي 

 QTLكروموزومي كه بيشترين احتمال وجود 

داري آستانه معني). 4 جدول( بررسي شداست، 

)P<0.05 ( براي صفت درصد چربي شير، فواصل

سانتي مورگان، و  50 تا 36ن و همچني 20تا 3

عيت اين صفت، موق QTLترين نقطه براي محتمل

آستانه  .)1 شكل(سه سانتي مورگان شناسايي شد 

براي صفت توليد شير، ) P<0.05(داري معني

ترين سانتي مورگان و محتمل 60تا  20فاصله 

سانتي  54اين صفت، موقعيت  QTLنقطه براي 

داري آستانه معني .)2شكل (مورگان شناسايي شد 

)P<0.05 ( فاصله  توليد چربي شيربراي صفت

ترين نقطه براي سانتي مورگان و محتمل 60تا  54

سانتي مورگان شناسايي  54اين صفت موقعيت 

بيشتر تحقيقات انجام شده بر  ).4و  3 شكل(شد 

موثر  QTL، گزارش از وجود 14روي كروموزوم 

بر درصد چربي شير و توليد چربي و تعداد اندكي 

است، بطوريكه بيشترين هم بر توليد شير بوده

ني بر صفت توليد شير متعلق به گزارشات مب

و كمترين گزارش  1و  3، 9، 20هاي كروموزوم

، 17، 14، 12، 10، 7، 5هاي به كروموزوممتعلق 

 Khatkar et(است بوده 29و  27، 23، 21، 18

al., 2004.( در تحقيق حاضر احتمال وجود يك 

بر  54و  54، 3هاي در موقعيت QTL يا چند

رات معني داري به ترتيب با اث 14روي كروموزوم 

بر صفت درصد چربي شير، توليد شير و توليد 

با توجه به نشانگرهاي قرار  چربي شير است،

گرفته در آستانه معني داري صفت درصد چربي 

شير در اين تحقيق و تحقيقات انجام شده بر 

مرتبط با  CSSm066، نشانگر 14كروموزوم 

سانتي  12/5درصد چربي شير در موقعيت 

و همچنين نشانگر )Kuhn et al., 2004(ورگان م

BM1508  مرتبط با درصد چربي شير در موقعيت

 ,.P<0.0005) (Hyne et al(سانتي مورگان  8/17

) P<0.011) (Biochard et al., 2003( و )1999

در موقعيت  ILSTS039نشانگر . مطابقت دارد

 14صفر سانتي مورگان از كروموزوم 

)P<0.00002 (صفت درصد چربي  موثر بر

توليد  Hyne et al., 1999( .QTL(گزارش شد 

در موقعيت   ILSTS039چربي بين دو نشانگر

در  BM1508نشانگر  وصفر سانتي مورگان 

) P<0.0001(، سانتي مورگان 8/17موقعيت 

، همچنين )Winter et al., 1998(گزارش گرديد 

  ILSTS039در فاصله بين دو نشانگر

در سانتي مورگان  5در موقعيت   CSSM066و

، در )P<0.001) (Thaller et al., 2003(سطح 

 P<0.0001) (Kuhn et al., 2004( ،QTL(سطح 

توليد چربي گزارش شد، اين موقعيت در سطح 

)P<0.01 ( توسط(Looft et al., 2001)  نيز

كيلوگرم توليد شير،  140شناسايي شد و نتايج 

كيلوگرم  58/2 كيلوگرم توليد چربي و -02/5

روز شيردهي را گزارش  100توليد پروتئين براي 

.كردند
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ترين نقطه براي جايگاه صفت كمي درصد درصد و محتمل 5داري در سطح آستانه معني - 1 شكل

 .چربي شير

Figure 1- Significant Threshold (% 5 = α) and the most likely point of QTL for milk fat 

Percentage. 
 

 

  

 
 .ترين نقطه براي جايگاه صفت كمي توليد شيردرصد و محتمل 5داري در سطح آستانه معني - 2شكل

Figure 2- Significant Threshold (% 5 = α) and the most likely point of QTL for milk 

production. 
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يگاه صفت كمي توليد چربي ترين نقطه براي جادرصد و محتمل 5داري در سطح آستانه معني - 3شكل 

 .شير

Figure 3- Significant Threshold (% 5 = α) and the most likely point of QTL for milk Fat 

production 
 

  

  QTL.صفات مورد بررسي و نشانگرهاي قرار گرفته در موقعيت هاي معني دار شده - 3جدول 

Table 3- Traits and markers placed in position by significant QTL. 

  Marker نشانگر  Trait صفت

   درصد چربي
Fat Percentage  

BM1508(17/8), CSSM066(5/12), CBDIKM002(41/7), 

CBDIKM004(47/1) 

   توليد چربي
Fat production  

DIK4884(56/01) 

   توليد شير
Milk production  

DIK4884(56/01), ILSTS011(25/7), DIK5080(31/2), 

CBDIKM002(41/7), CBDIKM004(47/1) 

  

داري تخمين زده شده در آستانه معني) پلي ژنيك و باقي مانده ،QTL(سه مولفه واريانس  -4جدول 

%)5 =α ( 

Table 4- Variance components (QTL,polygenic and error) the estimated threshold was 

significant  =α( 5%). 

  صفت
Trait 

موقعيت

Position(cM)  
 QTLواريانس 

Variance QTL 
 واريانس پلي ژنيك

Variance 

Polygenic  

واريانس باقي 

 مانده

Variance error  
  شير  درصد چربي

Fat Percentage  

3  0/960819  0/238908  0/234225  

  توليد شير 

Fat production  

54  53077/6 0/413069 182087 

 231/881 6/51144 50/9718  54  توليد چربي شير 
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Milk fat production  

      

 
هاي صفات كمي درصد چربي شير، توليد شير و توليد براي جايگاهداري آستانه هاي معني -4شكل 

 .14 چربي شير بر كروموزوم

Figure 4- Significant Threshold (α =5%) for QTL of milk fat Percentage, milk 

Production and fat production on chromosome 14. 

  

  

روش انتخاب به كمك ژن  با استفاده از

محققان مورد اشاره با استفاده از نشانگرهاي 

براي صفت افزايشي را  14كروموزوم بر موجود 

 ,.Roos et al(درصد 35/0 مقدار، توليد چربي

درصد در جمعيت  17/0 ± 012/0 مقدار، )2007

 ,.Grisart et al( هلشتاين فريزين دانماركي

درصد در جمعيت هلشتاين  28/0 مقدار، )2002

درصد در جمعيت  35/0 مقدارفريزين آلماني و

Flefckvieh )Thaller et al., 2003( ،26/0 ميزان 

درصد در جمعيت هلشتاين فريزين آلمان 

)Bennewitz et al., 2004 ( درصد  34/0 مقدارو

در جمعيت نرهاي هتروزايگوت هلشتاين فريزين 

رهاي هموزايگوت اين جمعيت آلمان و براي ن

 ,.Kuhn et al(درصد گزارش شد  28/0مقدار 

 QTLتر اين در صورت مكان يابي دقيق). 2004

ها در امكان استفاده از آن ي ديگر،هاQTLيا 

  .هاي انتخاب به كمك نشانگر وجود داردبرنامه

  

  سپاسگزاري

بيوتكنولوژي  از رياست محترم پژوهشكده

 نيزو ) ABRIIN(كشور  كشاورزي منطقه شمال

آن پژوهشكده  اعضاي هيات علمي ساير
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كتر محسن مردي، دكتر مسعود دآقايان وهمچنين 

فر، دكتر فرجاد رفيعي و مهندس رامين  توحيد

صيقلاني و همچنين دكتر علي اسماعيلي زاده 

عضو هيئت علمي گروه علوم دامي دانشگاه 

كرمان و دكتر صادق عليجاني عضو هيئت علمي 

وه علوم دامي دانشگاه تبريز و كارشناسان گر

آزمايشگاه ژنوميكس و ساير عزيزان بخاطر 

همكاري صميمانه شان در اجراي اين تحقيق 

  .گرددصميمانه تشكر و قدرداني مي
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Abstract 

   This study was carried out to detect QTLs affecting milk production traits in Iranian 

Holstein population using 10 microsatellite markers including: ILSTS039, CSSM066, 

ILSTS011, CBDIKM002, CBDIKM004, DIK5080, DIK4884, DIK4361, DIK258 and 

BM1508. Samples were collected from 10 sire families including 233 milking cows from 

dairy farms of ten provinces in Iran (Isfahan, Central province, Khorasan, Fars, Yazd, Qazvin 

and Zanjan). Genomic DNA extracted using standard kit. Genotyping of the samples was 

performed with capillary electrophoresis. Genotypic and phenotypic data were statistically 

analyesed using DMU software. Most probable places for detecting QTL in which LRT was 

meaningful at 5% for milk fat percentage were observed at 3 cM, for milk production at 54 

cM and also QTL of milk fat production was detected in the position 54 cM on chromosome 

14. 

Key words: chromosome 14, milk fat percentage, Iranian Holstein cattle 
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