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در موجود آللی شکلهاي مختلف فراوانی بررسی
گلپایگانی و نژاد سرابی گاو در PIT1 از ژن اگزون شش  ناحیه

چکیده
اخیر بخشی از تحقیقات دهه در میباشد که شیرده دام هاي د ر شیر تولید خصوصیات بهبود کاندیدا براي PIT1 از جمله ژنهاي ژن
برداري ویژه نسخه فاکتور یک واقع د ر ژن این است. اختصاص داده به خود را شیرده گلههاي نژاد اصلاح در زمینه مولکولی ژنتیک
با ژن این قدامی میشود. درهیپوفیز (PRL)پرولاکتین و (GH) رشد هورمون مناسب ژنهاي تظاهر باعث که میباشـد هیپوفیزي
این هدف دارد . قرار یک شـماره کروموزوم روي گاو، کروموزومی در جایگاه لحاظ از و بوده 5 اینترون و اگزون 6 شـامل سـاختاري
PCR تکنیک از استفاده با ایران و گلپایگانی سرابی گاو جمعیتهاي در PIT1 ژن اللی مختلف شـکلهاي بررسـی فراوانی پژوهش
آغازگرهاي از استفاده با گاو گلپایگانی بدست آمد. سپس نمونه   42 سرابی و 82 نمونه گاو DNA از استخراج میباشد. - RFLP
HinFI برشـی توسـط آنزیم از تکثیر، حاصل قطعه گردید . تکثیر 6 اگزون ناحیه از جفت بازي 600 طـول به ناحیـهاي مناسـب،
357 ، 243 ، 600 قطعه سـه ، بازي جفت 600 ترتیب یک  قطعه به BB و  AA، AB ژنوتیپهاي آنزیمی قرار گرفت. هضـم مـورد
، ٪ 39 ، ٪57/3 به ترتیب  BB AB، AA و ژنوتیپها فراوانـی ایجاد نمودند . را جفت بازي 357، 243 قطعـه دو و (هتروزیگـوت)
A، آللهاي ، آللی فراوانی شد هاند . همچنین محاسبه گاوهاي گلپایگانی براي ٪7/9 ، ٪36/8 ، ٪55/3 و سرابی گاوهاي براي ٪ 3/7
اسکور( کاي آزمون شد ند. محاسبه ٪26/3 ، گلپایگانی ٪73/7 گاوهاي و براي ٪23/2 و ٪ 76/8 سرابی گاوهاي براي ترتیب به B
نمیباشد. برقرار PIT1 ژن براي شد ه نمونه گیري گلپایگانی و گاوهاي سـرابی جمعیت در واینبرگ تعادل هاردي- که داد نشـان ( 2
با خارجی پرتولید بین گاوهاي آمیختهگري، برنامههاي بازده بررسـی جهت در پژوهشهایی چنین از حاصل نتایج از شـاید بتوان

نمود. استفاد ه ژنتیکی ترکیب بهترین به دستیابی منظور به بومیکشور نژادهاي
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... سرولوپلاسمین میزان اندازهگیري

Pajouhesh & Sazandegi No: 76 pp: 189-195

Analysis of bovine PIT1 gene polymorphism in Iranian native cattle (Bos tauruse) using PCR Based RFLP
By: J. Tavakolian, C. Zeinali, N. Asadzadeh, A. Javanmard, M. H. Banabazi, B. Azimifar
The part of the bovine genome showing a superior action and explaining the major part of variation of the economical 
production traits were known as QTL. PIT1, which is also termed hormone factor-1, is a pituitary-specific transcription 
factor which has is responsible for pituitary development and hormone expression in mammals. The main factions 
of PIT1 are binding and trans-activity the promoters of both growth hormone (GH) and prolactin (PRL) genes and 
polymorphism in this gene had significant relationships with both milk and meat production traits. This gene was 
subjected to different molecular studies as key for genetic variation in dairy cattle. This study carried out to analysis 
of HinfI polymorphism in PIT1 in Iranian Sarabi and Gholpayeghany cattle. DNA was extracted from blood or sperm 
samples collected from 82 Sarabi and 42 Gholpayeghany   bulls and cows and submitted for polymerase chain reaction 
(PCR) followed by digestion with HinfI restriction enzyme. The frequency of the A and B alleles of this gene was 76.8 
and 23.2 percent in Sarabi cattle breeds and 73.7nd 26.3 percent in Gholpayeghany cattle breeds respectively. 

 Key Words: Milk, PIT-1, Restriction Fragment Length Polymorphism, Allele Frequency

غذائی منابع مهمترین آن، از حاصل لبنی فرآورد ههاي و شیر
با پروتئین و انرژي احتیاجات هستند که تغذیه در ــتفاده مورد اس
می کنند (4). برآورده را معدنی مواد و ویتامینها انواع و بالا کیفیت
حیوانی، مد لهاي از ــتفاده و اس فنوتیپی انتخاب اینکه رغم علی
به آتی نسلهاي در را مناسبی ژنتیکی پیشرفت ــته توانس همواره
ــلی نس فاصله کاهش به منجر که روشهائی به نیاز اما آورد وجود
افزایش بیش از بیش را ژنتیکی ارزیابیهاي د قت همچنین و شده
احتمالی راهکارهاي از یکی است. لذا شده ــاس احس همواره دهد،
نشانگرهاي کاربرد این اهداف، ــتیابی به دس موجود براي مناسب
شیر تولید بر مستقیم غیر یا مستقیم و بطور میباشد که ژنتیکی
جمله از  PIT11 ژن .(14،9) ــد میباش تاثیرگذار آن خصوصیات و
دامهاي در ــیر تولیدي ش بهبود خصوصیات براي کاند یدا ژن هاي
تحقیقات ژنتیک از بسیاري زمینه اخیر د هه در شیرده میباشد که
خود اختصاص به را شیرده گله هاي نژاد در زمینه اصلاح مولکولی
برداري نسخه ویژه فاکتور در واقع یک ژن این .(8، ــت(7 اس داده
هورمون ــاي ژنه ــب مناس تظاهر باعث که ــد میباش هیپوفیزي
قدامی میشوند هیپوفیز در (PRL)3 پرولاکتین و (GH)2ــد رش
هورمون تظاهر از متعاقباً هورمون این ــنتز ممانعت از س .(9،5،4)
با ساختاري د اراي ژن این میکند. جلوگیري پرولاکتین و ــد رش
کروموزومیدر ــگاه جای لحاظ از ــد . میباش اینترون 5 و اگزون 6
دو اینکه به توجه ــا ب دارد(6). قرار یک ــماره ش کروموزوم در گاو
نمو پستان و توسعه در کلیدي نقش پرولاکتین ــد و رش هورمون

شیر تولید خصوصیات و ــیر ش تولید و
در ــع واق ــاي جهشه ــایی شناس دارد،

صفات مهمیدر نقش بالطبع PIT1ژن سطح
و Woolard. (5 ،4 ــیرخواهد د اشت (2، تولید ش

در مورفیسم پلی که بود ند ــانی کس اولین همکاران(12)
نشان (7) همکاران گزارش کردند.Moody و را ژن این ــطح س
شیر، تولید در را توجهی قابل نقش PIT1 ژن از A آلل که دادند
از بالائی ــاوي مقادیر ح  AAو ABژنوتیپ با گاوهاي ــه بطوریک
Zwierzchowski بودند. BB ژنوتیپ به ــبت نس شیر تولیدي
حاوي ــه ک گاوهاي ماده اي ــه کردندک ــزارش گ (9) ــکاران و هم
1/6کیلوگرم الی میزان1/3 به ــتند ، هس PIT1 از ژن AB ژنوتیپ
تولید میکنند. AA و BB ژنوتیپهاي به ــبت نس بالاتري ــیر ش
ــتانی لهس براي گاوهاي ــق 0/25 تحقی این در A ــل ال ــی فراوان
را PIT1 ژن ــن بی ارتباط (5) همکاران و Chen .ــد ش ــزارش گ
Ya دادند. قرار ــی جنین مورد بررس ــتم ایمنی سیس با عملکرد
ژن در ــکلیهاي موجود چند ش بین ــاط ارتب (13) ــکاران و هم
قرار ــی مورد بررس مختلف خوكهاي تولد در وزن ــا ب PIT1 را
چند ارتباط ــی به بررس (11) همکاران Stancekova و دادند .
خوك نژاد هاي د ر درژن PIT1 با صفات لاشه موجود شکلیهاي
ژن ژنوتیپهاي ــایی منظور شناس حاضر، به تحقیق پرداختند.
گلپایگانی و ــرابی نژاد س گاوهاي د ر آن ــی آللهاي فراوان PIT1 و

گردید . اجرا PCR روش مولکولی کمک به

مقدمه
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روشها و مواد
نمونهگیري

آذربایجان استان در سرابی گاوهاي پراکنش مناطق ــی بررس پس از
سرابی گاو ــتگاههاي پشتیبانی ایس از ماده) (نر، خون نمونه  82 ــرقی، ش
ایستگاهها تابعه این ــتاهاي روس همچنین و سراب ــتان شهرس و شبستر
صورت آمیخته گريهاي جهت ــی به گلپایگان مورد گاو در و گرد ید ــذ اخ
اطمینان حصول به نیاز و منطقه در سوئیس براون گاو با نژاد این گرفته
گاو جمعیتهاي از ماده) (نر، نمونه خون 42 نمونهها، ــودن ب از خالص
و دلیجان د ر واقع ــی گلپایگان گاو ــتیبانی پش ــتگاههاي ایس از گلپایگانی
در و ورید دمی از خونگیري ــزرگ ب گاوهاي در گردید . اخذ ــگان  گلپای
خون از انعقاد ــري ــد وداج صورت گرفت. براي جلوگی وری از ــالهها گوس
به ــانتیگراد 4- د رجه س دماي در و نمونهها ــد ش ــتفاده اس EDTA از
درجه -20 DNA ژنومیدر ــتخراج  اس مرحله ــا ت و منتقل ــگاه آزمایش
جمله از ــی و گلپایگان ــرابی س نژاد گاوهاي ــد. ش ــانتیگراد نگهداري س
این تولیدي مهم ازخصوصیات ــی برخ ــد که ایران میباش نژاد هاي بومی

است. زیر جدول قرار به نژاد ها

حرارت در درجه دقیقه 5 مدت به نمونهها شد. اضافه به نمونه ( DTt گرم
نوکلئاز محلول میکرولیتر 20 سپس شد ند. نگهد اري سانتیگراد درجه 65
به و مجموعاً شد و100 میکرولیترگوانیدین) اضافه ــیلیکا س ذرات (4 گرم
ــده همگن ش به محیط ــپس س گردید. ورتکس آرامی د قیقه به مدت 10
EDTA20mm, Tris-Hcl 10mm, Kcl ) ــالین بافرس ــر لیت میکرو 400
%10) Extra Gene ــاده م ــت از طریق نهای در و ــه اضاف (1M, Nacl 1M
زرد DNA (Triton χ100 %0/01،Orangg ــی رنگ ــاده م ــن 0/02 % رزی
استخراج DNA غلظت تعیین جدا گردید. جهت ناخالصیها ــایر س از رنگ
DNA مشخصی مقادیر با همراه آگارز مقایسهاي الکتروفورز روش از شده،

گردید استفاده لامبدا فاژ

آغازگرها انتخاب
،(7) ــکاران هم و Moody ــه در مقال موجود ــاي آغازگره به ــه توج ــا ب
طراحی GeneRunner ــزاري اف ــرم ن برنامه ــط توس مقاله این ــاي آغازگره
مورف آنزیم پلی جایگاه یک حاوي شونده تکثیر ناحیه که نحوي ــدند به ش
PRIMتوسط شرکت آغازگرهاي انتخابی ــد. جفت میباش  HinFI ــی برش

مطالعه مورد صفت سرابی گاو گلپایگانی گاو

(کیلوگرم) تولید ي شیر میانگین 1521 823

(کیلوگرم) نه روزا شیر تولید میانگین 7/6 37/4

(روز) شیردهی روزهاي تعداد 250 5/188

(%) شیر چربی درصد 5/4% 99/4

DNA استخراج
(3) همکاران و Boomمطابق روش کامل  خون از DNA استخراج
این گرفت. انجام (IsoGene, Moscow) و Diatom کیت از ــتفاده اس با 
جذب و ــیانات تیوس گوانیدین کننده لیز ماده از ــتفاد ه براس مبتنی روش
خون از میکرولیتر 200 ــدا ابت منظور بدین ــد . میباش ــیلیکاژل کننده س
(5M گوانیدین ــده کنن ــم هض بافر ــر میکرولیت 500 ــپس س ــته و برداش
10 ،Triton ×100 گرم 40 ،Tris 40 mm EDTA 20mm ،ــیانات تیوس

گردید. سنتز (ITALY)
   5´-GAGCcTACATGAGACAaGCAT -3´ توالی آغازگر1 :  

5´-AaaTGTCAaaCAaTGTGTGCcTtCTGA -3´ : توالی آغازگر2
    

(PCR)4 پلیمراز زنجیرهاي واکنش
واحد یک از:  ــد بود ن عبارت میکرولیتر 25 ــواد در ــت نهایی م غلظ
مول 200dNTP میلی هر از میکرومول Taq،و200 Polymerase ــم آنزی

(توکلیان. 1378) گلپایگانی و سرابی گاو نژادهاي مهم تولیدي خصوصیات از برخی -1 جدول شماره
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آنزیمی هضم از پس PIT1 مختلف ژنوتیپهاي تعیین -1 شماره شکل
مارکر میباشد). BB و ستون سایز 3 ژنوتیپ AB، ستون ژنوتیپ 2 ستون ،AA ژنوتیپ و 1  (ستون

گلپایگانی. و سرابی نژاد در دو PIT1 مختلف نمونه هاي ژنوتیپهاي 2- تعیین شماره شکل
گلپایگانی میباشد. گاوهاي متعلق به دوم ردیف و سرابی گاوهاي الکتروفورزي الگوهاي آنزیمی و هضم به اول مربوط ردیف
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و DNA نانوگرم آغازگرها، 50-100 ــول مخلوط پیکام 20-10 ،MgCl2
ــیکل س 35 تعداد به زیر حرارتی برنامه با PCR واکنش ــتاندارد. بافر اس
عبارت حرارتی برنامه شد . انجام (UNIOII (مدل ترموسایکلر دستگاه در
45 DNA به مدت شد ن ــته واسرش جهت ــانتیگراد س درجه 94 بود از:
1 مدت به ــا اتصال آغازگره جهت ــانتی گراد س درجه 55 ــه، دماي ثانی

دقیقه. 1 ــنتز به مدت س جهت ــانتیگراد س درجه 72 دماي و دقیقه

(RFLP)5 آنزیمی هضم
دماي 37 در و HinFI آنزیمیبرشی از ــتفاده اس با آنزیمینمونهها هضم

انجام گرفت. روز شبانه یک مدت به درجه سانتی گراد

الکتروفورز
100-70 ولتاژ و % 1/8 آگارز ژل از PCR ــولات محص ــاهده جهت مش
بروماید با اتید یوم ژل آمیزي رنگ ــد . ش ــتفاده اس ــاعت س 2 به مدت ولت
230 موج طول UV با نور با ــده تکثیر ش قطعه گرفت. ــام انج (10mg/ml)
هضم حاصل از نتایج تکثیر شده و شد . براي تائید قطعات ــاهده مش نانومتر
Fermantase ــرکت ش به  متعلق 1Kb Ladder ــر  مارک ــایز س ــی از آنزیم

گردید. استفاده

تحلیل آماري تجزیه و
آزمون کاي ــیتی و هتروزایگوس ــبه محاس آللها، فرآوانی ــرآورد ب ــراي ب

گردید. PopGene32 استفاد ه افزار نرم از (2) اسکوئر

بحث نتایج و
بازي  ــت جف قطعات 600 ــب ــه ترتی ب Bb AB ،Aa و ــپ ژنوتی ــه س
ــازي ب ــت جف و 243،357 ــوت) (هتروزیگ ــازي ب ــت جف 357 ،600،243
د ر Bb,AB,Aa ــاي ژنوتیپه فراوانی 2و3) ــماره ش ــکل نمودند(ش ایجاد را
7/9 ،36/8 و55/3، 3/7 ،39 57/3 و به ترتیب گلپایگانی و ــرابی گاوهاي س

.(2 جد ول گردید( محاسبه
Aa وBb به ــاي ژنوتیپه ــرابی س و گلپایگانی گاوهاي ــت جمعی دو در
فراوانی بود ند. د اده اختصاص به خود را فراوانی کمترین و ــترین بیش ترتیب
دست به جمعیت دو هر براي ــط متوس در حد ژنوتیپهاي هتروزیگوت نیز
به و گلپایگانی ــرابی س براي جمعیت گاوهاي Bو A ــاي آلله فراوانی ــد. آم

B26/3درصد براي الل، 23/2 و A ــل  آل براي درصد 73/7 ،76/8 ــب ترتی
واینبرگ تعادل هاردي داد که نشان کاي اسکوئر(2) آزمون گردید. محاسبه
نمیباشد. برقرار PIT1 ژن براي سرابی و گلپایگانی گاوهاي جمعیتهاي در
که داد نشان اعداد جدول توافقی بر اساس نسبتها مقایسه آزمون همچنین
معنی تفاوت آماري گلپایگانی نژاد و ــرابی س نژاد در ژنوتیپها فراوانی بین
PIT1 ژن وB از A آللی فراوانی توزیع یک شماره نمودار داري وجود ند ارد.
شده انجام مشابه تحقیقات آن با مقایسه گلپایگانی و و ــرابی س گاوهاي در

نشان میدهد. دنیا را در
فراوانی ــژاد ن د و هر در یک، ــماره ش تحقیق مطابق جدول ــن ای در
تعاد لهاردي آزمون ــد. ش محاسبه ژنوتیپها ــایر س از بیش Aaژنوتیپ
دو اولاً هر که داد ــان نش نژاد دو هر ژنوتیپی روي فراوانی ــر ــرگ ب واینب
انحراف نشان مذکور تعاد ل از داري معنی طور به ــی بررس مورد جمعیت
موجود جمعیت هاي ــی کوچک به احتمالاً می توان آن را ــت عل که دادند
بین انتقالات مکرر و نقل همچنین و دام امور ــتگاه هاي ایس بخصوص در
گاوهاي در شده مشاهد ه هتروزیگوتی میانگین ثانیاً ــت. دانس ایستگاهها
درصد در 39 بود( ــان یکس تقریبا جایگاه براي این گلپایگانی و ــرابی س
شماره نمودار داشت. طبق قرار پایینی ــطح س و در درصد ) 36/8 مقابل
پژوهشهاي با ژنی ــگاه این جای ــی ژنوتیپهاي مختلف فراون ــه مقایس 1
آغازگرهاي ) ــان یکس متدولوژي یک از که دنیا گاو نژاد هاي در ــابه مش
استفاده (PIT1 ژن در محل جهش یکسان ــابه، برشی مش آنزیم ــابه، مش
Aaژنوتیپ فراوانی داد. ــان نش را متفاوت بیش و کم نتایج بودند، کرده
ژنوتیپ فراوانی از ــر کمت گریچ براهما، ــرابی، س گلپایگانی، ــاي در گاوه
Aa ژنوتیپ آنگوس ــتاین و هلش هرفورد، در گاوهاي برعکس ــود. ب Bb
بود اختصاص داد ه خود به را بیشتري فراوانی سایر ژنوتیپ ها، به ــبت نس
و ــیر ش صفت تولید اینکه توجه به حال با بهر ــکاران (7). هم و Moody
کنترل ژنی چند ین جایگاه اثر برآیند ــط توس آن به ــته وابس خصوصیات
بررسی آن از بالاتر یک ژن و وضعیت یک جایگاه در ــی بررس ــود، میش
گیري نتیجه نوع هر براي تنهایی به اثر بزرگ ژن یک ــکلیهاي چندش
گذار تاثیر عمده ژن چندین ــوام ت تعیین ژنوتیپ  و ــت جامع کافی نیس
چنین از ــل حاص نتایج ــوان از بت ــاید ش ــت. اس نیاز ــیر مورد ش تولید بر
گاوهاي بین گیري دورگ از حاصل نتایج ارزیابی جهت در پژوهشهایی
ترکیب ژنتیکی به بهترین رسیدن و شیر هدف افزایش و بومیبا خارجی

کرد. استفاده

گلپایگانی و سرابی نژاد گاوهاي PIT1 ژن براي (χ2) اسکوئر - کاي آزمون و آللی فراوانی ژنوتیپها، تعداد شماره 2- جدول
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سپاسگزاري
مرکز ــت ریاس خواه کاظمین ــر کریم دکت آقاي جناب از ــیله بدینوس
آذربایجان ــتان اس امور دام ــت معاون محترم ــئولین مس و تبریز ــات تحقیق
موسسه از همچنین و گلپایگان دلیجان، ــراب، ــتر، س ــتگاههاي شبس ایس و
ــتند داش که صمیمانهاي ــکاري هم جهت به ــور دامی کش علوم ــات تحقیق

سپاسگزاریم.

پاورقیها
1- Pituitary Transcription Factor
2- Growth Hormone
3- Prolactin
4- Polymerase Chain Reaction
5- Restriction Fragment Length Polymorphism
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