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 آنالیز تنوع ژنتیكی و تعادل هاردی وینبرگ در  یک جمعیت گوسفند

  IGFBP3ژن  برای شال نژاد
 ، محمد هادي رسوليدعلي قاضي خاني شا ،*ابراهيم قريني

 گروه علوم دامي، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد ساوه، ساوه، ايران 
 Email: Ebrahimgharini@gmail.com 

 

 چكیده 
وصل مي  (IGFBP)ه پروتئي  باند شوند 6 يکي ازبه در مايعات بيولوژيکي  IGF يا فاكتور رشد شبه انسولي  هورمون

نقش هاي متفاوتي در تنظيم فعاليت بيولوژيکي  داراي اي  پروتئي  ها .مي باشد 3شوند كه عمده تري  آنها پروتئي  تيپ 

IGF به عنوان حامل  3پروتئي  باند شونده تيپ . ندميياشIGF در سطح و  عمل كرده و نيمه عمر آن را طولاني تر مي كند

اي  ژن بر روي  .شوند IGFد سبب فعال يا غير فعال شدن فعاليت بيولوژيکي هورمون مي تواننها IGFBPسلولي 

 1تحقيق حاضر با هدف آناليز ژنتيکي و بررسي وضعيت تعادل هاردي وينبرگ در اينترون . گوسفند قرار دارد 1كروموزوم 

راس گوسفند نژاد شال  133ژنومي از  DNAبدي  منظور،  .بود PCR-RFLPاي  ژن در گوسفندان نژاد شال به روش 

با استفاده از جفت كيلو باز  219ناحيه ؤني مورد نظر با طول . استخراج شد  DNAfastكمك كيت اختصاصي با  و

قطعات مورد تکثير نيز با كمك آنزيم . تکثير شد( PCR)و با كمك واكنش زنجيره اي پليمراز  پرايمرهاي اختصاصي

HaeIII نتايج اي  تحقيق نشان داد كه سه ژنوتيپ براي اي  جايگاه ژني وجود دارد كه . مورد هضم آنزيمي قرار گرفت

همچني  نتايج . بدست آمد TTو  CC، CTدرصد براي ژنوتيپهاي  5و  36، 59فراواني ژنوتيپي اي  سه ژنوتيپ به ترتيب  

 . نشان داد كه در اي  جمعيت براي جايگاه ژني مذكور تعادل برقرار است

 

 ، گوسفند شال IGFBP3ژن پلي مورفيسم، ، آناليز ژنتيکي، تعادل هاردي وينبرگ :دیواژگان کلی

 

 مقدمه 
زيست فناوري همگام با ورود در ساير بخشهاي تحقيقاتي كشور، در بخش كشاورزي و خصوصاً دامپروري  

اد و معرفي شدند و در پيشنه DNAميلادي نشانگرهاي جديد  83از اوايل دهه. تاجيرات بسزايي از خود نشان داده است

هاي بسيار از لحاظ  انواع مختلفي از اي  نشانگرها با تفاوت. طي يك دهه تکاملي شگرف و تحسي  بر انگيز داشتند

 اند تکنيکي و روش توليد، نحوه كاربرد، امتيازبندي، تجزيه وتحليل و تفسير نتايج به سرعت ابداع و معرفي گرديده

مي باشد در تنظيم فعاليت  3كه عمده تري  آنها پروتئي  تيپ  (IGFBP)باند شونده  هايينپروتئوظيفه  .(1382مرداني، )

نيمه عمر آن را  IGFبه عنوان حامل  3پروتئي  باند شونده تيپ . است(  IGF)رشد شبه انسولي   هورمون بيولوژيکي

 IGFن فعاليت بيولوژيکي هورمون ميتوانند سبب فعال يا غير فعال شدها  IGFBPدر سطح سلولي و  طولاني تر ميکند

 .شوند

 5را در  IGFBP-3تك موتاسيون تك نوكلوتئدي در ژن  RFLPاولي  بار با استفاده از تکنيك( 2336) كيومار و همکاران

 IGFBP3بازي از ژن  651به مطالعه تنوع ژنتيکي قطعه اي ( 2337)و همکاران  Ali. نژاد گوسفند مختلف گزارش كردند

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 

552 

 

آنها فراواني هاي ژني وژنوتيپي متفاوتي را . پرداختند( Barkiو  Awasi،  Rahmani، Ossimi)وسفند مصر نژاد گ 1در 

با مطالعه ارتبا  بي  يك جايگاه تك ( 2337)و همکاران  Lan .نژاد براي جايگاه ژني مورد نظر گزارش كردند 1در اي  

ر زايمان در بزهاي نژاد غالب چيني دريافتند كه ارتبا  و صفت تعداد فرزندان در ه IGFBP3در ژن ( SNP)نوكلئوتيدي 

با مطالعه ارتبا  بي  يك ( 2337)و همکاران  Lan .و تعداد بزغاله هاي متولد شده وجود دارد SNPمعني داري بي  اي  

و صفت تعداد فرزندان در هر زايمان در بزهاي نژاد غالب چيني  IGFBP3در ژن ( SNP)جايگاه تك نوكلئوتيدي 

 .و تعداد بزغاله هاي متولد شده مجود دارد SNPدريافتند كه ارتبا  معني داري بي  اي  

اي  ژن در  1اي  تحقيق با هدف بررسي وجود تنوع ژنتيکي و بررسي وضعيت تعادل هاردي وينبرگ در اينترون 

 .است PCR-RFLPگوسفندان نژاد شال به روش 

 

 هامواد و روش
در مجتمع دامداري موجود شال خالص نژاد راس ميش  133خونگيري از ي، عمل ژنوم DNAبه منظور استخراج 

 رگ از خون نمونه ليتر ميلي 5 بدي  منظور مقدار. قم به عمل آمد( ره)و كشاورزي موقوفه بيمارستان آيت الله گلپايگاني 

 استخراج. شد منتقل مايشگاهآز به و گرفته EDTA انعقاد ضد ماده حاوي ونجکت هاي لوله  از استفاده با گردن وداج

DNA اختصاصي كيت كمك با از نمونه ها DNAfast(جوانمرد و همکاران) و اسپکتوفتومتري روش دو از. شد انجام 

 . گرديد تعيي  DNA كيفي و كمي ويژگيهاي آگارز بر روي ژل الکتروفوز

 :ير طراحي گرديدبه شرح ز( 1997)و همکاران  Maciullaآغازگرهاي اي  مقاله بر اساس تحقيق 

 

Forward  5`- CCA AGC GTG AGA CAG AAT AC-3`  
Reverse  5`-AGG AGG GAT AGG AGC AAG AT-3`  
 

دستگاه . تکثير گرديد IGFBP3جفت باز از ژن  219با استفاده از اي  آغازگرهاي اختصاصي  قطعه اي به طول  

 DNA واسرشت سازي اوليه : ا برنامه حرارتي زير استفاده شدب( PCR)ترموسايکلر براي انجام واكنش زنجيره اي پليمراز 

درجه سانتيگراد،  91جانيه و  33طي  DNAسيکل با واسرشت سازي  33درجه سانتيگراد، انجام  91دقيقه و  1به مدت 

سط درجه سانتيگراد و ب 72دقيقه و  2درجه سانتيگراد و بسط آغازگر طي  58جانيه و  63طي  DNAاتصال آغازگر به 

 83و ولتاژ  ٪2جهت مشاهده محصولات واكنش زنجيره اي پليمراز، از ژل آگارز. درجه سانتيگراد 72دقيقه و  2انتهايي 

محصولات واكنش زنجيره اي . رنگ آميزي ژلها نيز با اتيديوم برومايد انجام شد. ساعت استفاده شد 1ولت به مدت 

براي آنزيم . درجه مورد هضم آنزيمي قرار گرفت 37و در دماي  HaeIII( برشي)پليمراژ به كمك آنزيم محدود كننده 

HaeIII  رنگ . بازي توليد ميکند 33و   216جفت بازي يك جايگاه برشي وجود دارد كه قطعات  219در داخل اي  قطعه

برآورد فراواني . استفاده شد% 2انجام شد و جهت مشاهده باندها از ژل آگارز ( mg/ml 13)آميزي ژل با اتيديوم برومايد 

آللي و ژنوتيپي در اي  جامعه و همچني  برآورد فراوانيهاي مشاهده شده براي ژنوتيپ ها و مقايسه آنها با فراوانيهاي مورد 

وينبرگ با استفاده از آزمون مربع  -انتظار بدست آمده با استفاده از فراوانيهاي آللي بدست آمده  و بررسي تعادل هاردي

كاي و وينبرگ، با استفاده از هر دو معيار مربع -در اي  مطالعه احتمال برقراري تعادل هاردي .نجام شدا( X2)كاي اسکور 

 (.1999و همکاران،  Yeh)مورد آزمون قرار گرفت   32POPGENEافزار  نسبت درستنمايي با استفاده از نرم
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 نتایج و بحث 
ي استخراج شده و نيز عدم وجود  DNAبالاي  درخشندگي و وضوح باندهاي به دست آمده نشان دهنده غلظت

ها با دستگاه نانوداراپ  و ميزان آلودگي نمونه DNAسنجش مقدار . و باندهاي غير اختصاصي بود RNAآلودگي پروتئيني، 

 HaeIIIحاصل هضم آنزيم . بود 2نانومتر حدود  283نانومتر به  263ارزيابي شد كه ميانگي  نسبت جذب در طول موج 

هيچگونه هضمي صورت نگر فت و بنابراي   CCدر ژنوتيپ . جفت بازي بود 36و  213قطعه مذكور قطعات  بر روي

آنزيم محدود كننده برش ايجاد نمود و  TTجفت بازي مشاهده شد، در نمونه هاي با ژنوتيپ  219قطعه تکثير شده 

 213، 219نيز هر سه قطعه  CTي با ژنوتيپ جفت بازي در اي  ميشها مشاهده شد و در ميشها 36و  213بنابراي  قطعات 

 . جفت بازي مشاهده گرديد 36و 

توان اي  نتيجه را بنابراي  مي(. جفت باز 219)جفت باز ماركر نشانگر بود  333و  233قطعه تکثير شده در محلي بي  

 .تمطابقت داش( 2313)و همکاران  SHEN Minمحققاني چون  PCRگرفت كه اي  قطعات با محصولات 

 DNAنمونه  133از بي  . آمده است 1تعداد ژنوتيپهاي مشاهده شده از نمونه هاي هضم شده توسط آنزيم در جدول 

قطعه مورد نظر و هضم آنزيمي انجام شده است كه نتايج آن در جدول مذكور آمده  PCRنمونه  93استخراج شده در 

 .است

 وينبرگ -ارديبراي تعادل ه( XT2)نتايج آزمون كاي اسکور  -1جدول 

Probability 

XT
2

 

XT
2

 Df XT
2

 (O-E)
2
/E Exp.(E) Obs.(O) Genotypes 

    000/0 63/36 36 CC 

Ns 83/8 1 780/7 006/0 78/61 60 CT 

    010/0 83/4 3 TT 

 

ده كه شامل مقدار كاي اسکور محاسبه شده بر اساس تفاوت مقادير مشاه 1 نتايج حاصل از آزمون كاي اسکور در جدول

بوده كه در مقايسه با كاي اسکور  337/3شده و مقادير مورد انتظار براي سه ژنوتيپ مربو  به اي  جايگاه ژني برابر با 

در اي  جمعيت ( IGFBP3ژن  1اينترون )و بنابراي  در اي  جايگاه ژني ( p>0.05)بسيار كوچکتر است (  38/3)جدول 

به عبارت ديگر فراوانيهاي مشاهده شده براي اي  ژنوتيپها و فراوانيهاي . استميتوان گفت كه تعادل هاردي وينبرگ برقرار 

مورد انتظار آنها در حالت تعادل هاردي وينبرگ در جمعيت حاضر اختلاف معني داري از نظر آماري وجود ندارد و تعادل 

سي فراوانيهاي آللي و فراوانيهاي نتايج بدست آمده در اي  مطالعه نشان ميدهد كه در جمعيت شال مورد برر. برقرار است

ژنوتيپي از يك نسل به نسل ديگري جابت مانده و تحت تاجير عوامل برهم زننده فراوانيهاي ژني از جمله جهش ژنتيکي، 

 دليل احتمالي اي  امر ميتواند . انتخاب، مهاجرت و نيز عوامل غيرسيستماتيك از جمله رانش ژنتيکي قرار نگرفته است
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