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  چكيده
 تنوع موجود در .هاي جفتي استهاي پرولاكتين و لاكتوژنژن از خانواده بخشي، )bGH(ژن هورمون رشد گاوي 

ه بهبود ژنتيكي تواند بعنوان ماركرهاي ژنتيكي از خود نشان داده و مياي براي استفاده بهپتانسيل ويژه هاي اين ژن، اينترون
طور به ،هاي بومي گيلانژن هورمون رشد گاواينترون سوم در  MspI ي آلليمنظور بررسي فراوانهب .مك كندها كجمعيت
 DNA ،استخراج نمكي يافته تغييربا استفاده از روش . خون تهيه شد ةاز آنها نمون گاو از اين جمعيت تعيين و رأس 70تصادفي 

جفت بازي در اين ناحيه تكثير و  345قطعة  )PCR(اي پليمراز نش زنجيرهواكسپس با استفاده از روش . شداستخراج  هانمونه
% 8هضم شده به ژل اكريل آميد هاي منظور تعيين ژنوتيپ، نمونهپس بهس. شدهضم  MspI با استفاده از آنزيم PCRمحصول 

 و همشاهده شدژنوتيپ  سه MspIم مورد نظر بوده و در اثر هضم با آنزيمكان برش روي قطعه  2يم داراي آنز اين .منتقل شدند
بيانگر وجود حالت تعادل در فراواني محاسبه شده براي آلل  مربعكاي  آزمون .محاسبه شد MspI 4643/0(+) فراواني آللي

MspI بود.  
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  مقدمه
 تعداديي شناسا باعثي مولكول كيژنتي ها شرفتيپ

ها به ما اين نشانگر. است هشدي كيژنتي هانشانگر ازي اديز
توانايي بررسي نواحي ژنومي مرتبط با نشانگر را داده و در 

 انحرافات بر مؤثرهاي QTLنهايت به ما امكان شناسايي 
 از توانيم .دهنديم راي اقتصاد مهمي كم صفات

در انتخاب استفاده كرد و اين  QTL با مرتبطي نشانگرها
دنبال آن اطلاعات باعث افزايش معيار صحت انتخاب و به

  .)Beuzen et al., 2000( شوند يمافزايش پاسخ به انتخاب 
تعداد  در نتيجه مطالعات پويش ژنومي گاو، ،هر روزه

فات ، كه بر ص)QTL(هاي صفات كمي جديدي از جايگاه
هاي ز برنامههدف ا .شوندمي ثرند شناساييؤتوليد شير م

طور هايي است كه بهشناسايي ژن ابتدا، اصلاح نژادي در گاو
گام بعدي .دهندثير قرار ميأفات توليدي را تحت تص يمؤثر

 Lucy et( هاي آينده استها به نسلانتقال اين دسته از ژن

al., 1993, Yardibi, 2009(. دليل اثر ن هورمون رشد بهژ
طور ، بههاي پستانييب بدن و رشد سلولترك، بر رشد
اين ژن  .است قرار گرفتهها مورد مطالعه در دام گسترده

 طول اين ژن .است واقع شده 19روي كروموزوم شماره 
اينترون است و  4اگزون و  5و داراي  بوده bp 1800حدود 

 Cornicella( كندرا كد مي bp 786به اندازه  mRNAيك 

et al., 2003 Yardibi et al., 2009;(.  
 ژن كننده تنظيم و ساختاري بخش توالي در آللي تنوع

 هايچندشكلي زيرا ،تاس توجه مورد مختلفي هايجنبه از

 هب احتمالاً و بوده جامعه هر ژنتيكي خواص از ژنتيكي

مي كمك گذشته در هيبريداسيون جوامع روند شناسائي
 هاندشكليچ اين كه دارد وجود احتمال اينهمچنين  .كند

 رشد يا و شير توليد عملكرد بر و غيرمستقيم مستقيم طوربه

 و دست بالا و اينترون نواحي در تنوع. باشد داشته تأثير
 به كمك براي نشانگر عنوانبه تواندمي ژن دست ينپاي

  .)Mitra et al., 1999( باشد مطرح جوامع ژنتيكي بهبود
كولي يك پروتئين با وزن مولهورمون رشد گاوي 

اسيد آمينه  191يا  190كل از و متش KDa 22حدود 
هورمون رشد گاو  هاي متعددي در ژنچند شكلي. است

و  3اينترون  موجود درچند شكلي  .شناسايي شده است
رامترهاي پا باداري معني ارتباط ژن هورمون رشد 5اگزون 

 اندنشان داده گوشتتوليد و توليد شير، پروتئين شير 

)Mattos et al., 2004; Hojet et al.,1993( .مطالعاتچه گر 
و اثرات  GH-MspIبر روي چندشكلي مربوط به  ارزشمندي

- به، اما نتايج انجام گرفتهوليدي در گاو آن بر روي صفات ت
جايگاه  .محققين مختلف مشابه نبوده است دست آمده از

بوده و محل برش توسط  CCGGتوالي  MspIآنزيم  برش
قطعاتي با  كه قرار دارد )C(د از اولين باز اين آنزيم بع

هاي نتايج بررسي در نژاد .كندانتهاي چسبنده ايجاد مي
در گاوهاي داراي  MspI)-(لل آكه مختلف نشان داده است 

 et al., 1993; lee( فراواني بيشتري دارد ،شير با چربي بالا

et al., 1993 Hojet( .نتايج مشابهي توسط 
 et al. (1996) Falaki  لل آاعلام كردند اين  وگزارش شده

فريزين مرتبط  –با افزايش چربي شير درگاوهاي هلشتاين 
 همچنين در بررسي صورت گرفته توسط .بوده است

Lagziel et al. (2000) كه گاوهاي  گزارش شده
نتايج متفاوتي  .دارندروتئين شير بالاتري هتروزيگوت پ

دهد كه نشان مي گزارش شدYao et al. (1996)  توسط
چربي و پروتئين  بر روي عملكرد توليد شير، MspI(+)لل آ

للي آآورد فراواني هدف از اين مطالعه بر .خواهد داشتاثر 
و ميزان چندشكلي در اينترون سوم  MspI -GH در جايگاه

  .استگاو بومي گيلان ژن هورمون رشد 
  

  هامواد و روش
مختلف استان  از مناطق) تالشي(بومي رأس گاو  70 از
 بدين منظور .انجام شد گيرينمونه طور تصادفيبه گيلان
از سياهرگ  ها هگيري از سياهرگ وداج و در گوسالخون

حاوي مادة ضد  ي تحت خلاءها هلولبا استفاده از دمي 
درصد حجم  10به ميزان  مولار EDTA )EDTA 5/0انعقاد 

راج روش استخ هب هانمونه DNA. شدانجام ) خون تازه
و سپس  دشانجام  Miller et al. (1988) يافتة تغييرنمكي 

مورد بررسي  حاصله DNA يت و كيفيتجهت تعيين كم
 ،اختصاصي آغازگريك جفت از  گيريبهرهبا . قرار گرفت

 ژن هورمون رشداينترون سوم جفت بازي در  345قطعة 
تكثير  PCR با استفاده از روش )1380-1724در موقعيت (
 زير بودمورد استفاده به صورت آغازگر  يتوال. دش
 )(Yao et al., 1996.  

5` GGA CAG AGA TAC TCC ATC CAG 3`  

5` AGA TGC GAA GCA GCT CCA AGT 3
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ميكروليتر با  25اي پليمراز در حجم واكنش زنجيره
ميكرومول از هر  5/0، ژنومي DNAنانوگرم  50محتواي 
از هر يك از چهار نوع دزاكسي  ميكرومول 200آغازگر، 

 X( بافر ميكروليتر 5/2، (dNTPs) ها تنوكلئوتيد تري فسفا
10(PCR ،2 حد آنزيم و يك وا كلريد منيزيم ميلي مولار

Taq DNA تكثير. پليمراز به روش استاندارد انجام شد  
هاي حرارتي انجام شد و دورهدور  35در  قطعه مورد نظر

 درجه 94 در سازي اوليهواسرشتهمرحله بهينه شده شامل 
 C° 94سازي در دقيقه، واسرشته 5گراد به مدت  سانتي
مدت  به C° 59 آغازگر در مدت يك دقيقه، اتصاله درجه ب

دقيقه، و دماي  2به مدت  C°72 در بسط آغازگريك دقيقه، 
سپس . بوددقيقه  5درجه به مدت  C° 72 در نهايي بسط

براي . شدندهضم  MspI محصولات تكثير شده توسط آنزيم
همراه بهمحصول تكثير شده  هر ميكروليتر از 8اين منظور 

و  مخلوط 10X (PCR( بافر ميكروليتر 5/2واحد آنزيم و  3
 37در دماي و  ساعت 3در دستگاه ترموسايكلر به مدت 

 .صورت گيردگراد قرار داده شد تا هضم درجه سانتي
بر روي ژل اكريل آميد  هاي حاصل از هضم آنزيميفرآورده

وات و به مدت  75الكتروفورز با توان  درصد بارگذاري و 8
 ابآميد اكريلپلي آميزي ژلرنگ. يك ساعت انجام شد

بندي باندها به صورت صفر و امتياز .شد انجامات نقره نيتر
دم وجود و وجود باند مورد نظر ــبه ترتيب براي عيك 

با استفاده از  ها هتجزيه و تحليل نهايي داد .دشانجام 
تنوع  .انجام شد Version 1.3 (POPGENE(افزار  نرم

ي ها اخصــاس شــورد مطالعه بر اسـژنتيكي جمعيت م
 دشمحاسبه ) ورد انتظارـاخص هتروزيگوتي مـصورت ش به(
)MacHugh et al., 1996(:  
]1[                                          ∑

=

−=
n

i
ie pH

1

2
1  

 pi ،شاخص هتروزيگوتي مورد انتظار Heدر اين فرمول 
ام و عدد يك نشان دهنـدة كـل    iنشان دهندة فراواني آلل 

ايـن   1978نئي در سـال  . است فراواني ژنوتيپي در جمعيت

گيري تنوع ژني ناميد و بيان كـرد كـه   فرمول را معيار اندازه
اين فرمول براي جانداران ديپلوئيد و نيز براي جانـداران بـا   

توانـد  سيستم توليدمثلي خاص و متفاوت از پستانداران مـي 
 .)MacHugh et al., 1996 ( معرف ميزان هتروزيگوتي باشد

صـورت زيـر و تحـت عنـوان     تنـوع را بـه  تـوان  همچنين مي
   :دست آوردهشاخص اطلاعات شانون ب

]2  [                                  ∑−=′
i

ii LnppH  

برخلاف هتروزيگوتي، كه براي هر تعداد آلل حد نهايي 
بـا وجـود   . اسـت  Ln(n)برابر بـا   'H يك دارد، حداكثر مقدار

ه تفسير بيولوژيكي اين معيـار مشـخص نيسـت، ممكـن     آنك
ي بسيار متغيـر مفيـد   ها هگيري تنوع جايگااست براي اندازه

هـا نيـز بـا    آلـل  مؤثرتعداد . )Machugh et al., 1996( باشد
و از فرمـول زيـر محاسـبه     POPGENEافزار استفاده از نرم

  :شد
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=
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i
ip
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اين پارامتر . ام استiفراواني آلل  piدر اين رابطه 
توزيع و ميزان  ها و نحوهنسبي آلل تأثيراطلاعاتي در مورد 

طوري ه خواهد داد بهها در تنوع مشاهده شدمشاركت آلل
طور يكنواخت در سطح جمعيت پخش ها بهكه هرچه آلل

اين معيار ) ها به هم نزديك باشدللفراواني آ(شده باشند 
ها در تنوع مشاهده آلل تأثيرمقدار عددي بيشتري داشته و 

  .شده حداكثر است
  
  :و بحث نتايج

 345قطعه داراي دو مكان برش برروي  MspIآنزيم 
ي ها هقطعات حاصل از نمون. جفت بازي تكثير شده است

شده نشان داده  1شماره  شكلهضم شده با اين آنزيم در 
  .است
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 و 287فاقد باندهاي  )هايستون(يهاهنمون=  AA %8بر روي ژل اكريل آميد  MspIهاي حاصل از هضم آنزيم ژنوتيپ -1كل ش
  )(-/-)MspIژنوتيپ ( 109و  178فاقد باندهاي   )هايستون(يهاهنمون=  BB )(+/+) MspIژنوتيپ ( 167

Fig. 1. Different genotypes resulted from MspI endonuclease on the acrylamid gel 8%. 
AA: Samples (columns) missed 287 and 167 bands (MspI (+/+) genotypes) 
BB: Samples (columns) missed 178 and 109 bands (MspI (-/-) genotypes) 

  
قطعات مشاهده شده و مورد انتظار حاصل از  -1جدول 

  MSPIهضم آنزيم 
Table 1. Expected and observed fragments after 

digestion by MSPI enzyme  
Observed  fragments Expected fragments 

58, 109, 178 109, 178 58, 
58, 287  )178 109, (58,  

178 167,  178 ,)58, 109 (178,  
 

قطعات مشاهده شده و مورد انتظار پس از هضم توسط 
همانگونه كه در . آورده شده است 1در جدول MspIآنزيم 

اين جدول نشان داده شده است به جز قطعات مورد انتظار، 
ل اين تشكي احتمالاً. قطعات ديگري نيز مشاهده شدند

دليل تغيير در نوكلئوتيدهاي توالي محل برش قطعات به
با اين تغيير  قابل تشخيص توسط آنزيم بوده كه طبيعتاً

  .قادر به شناسايي محل برش نخواهد بود MspIآنزيم 
در  جفت بازي احتمالاً 167عنوان مثال قطعه به

ايجاد  60تا  57وجود آمده در نوكلئوتيدهاي به جهشاثر
جفت  58و  109جاي اينكه دو قطعة به ،ر نتيجهدو شده 

ي مجموع آن دو يعنه اندازاي بهقطعه ،بازي داشته باشيم
 287همين ترتيب قطعة به. جفت باز توليد شده است 167

 هدر محدود جهش در اثر جفت بازي نيز احتمالاً

ين بنابرا. بوجود آمده است 112تا  109نوكلئوتيدهاي 
هاي ژنوتيپ ،برش ههش در منطقوجود يا عدم وجود ج

ژنوتيپ  ،در صورت عدم وقوع جهش. كندمتفاوتي ايجاد مي
) -/-(و در صورت وقوع جهش (+/+) هموزيگوت به صورت 

  .خواهد بود
هاي هاي مختلفي مبني بر ارتباط بين آللگزارش

MspI ي صورت ـبررس. ود داردـدي وجـفات توليـو ص
دار بين ارتباط معنيداد كه ان ـتاين نشـگرفته در نژاد هلش

 بي بالاتر در اين نژاد وجود داردو بازدة چر  MspI)-(آلل 
)Sabour et al., 1997, Dybus, 2002( .كه در حاليYao  و

باعث  MspI)-(گزارش كردند كه آلل ) 1996(همكاران 
با توجه . شودوليد شير، چربي و پروتئين شير ميكاهش ت
هاي مورد ه در تحقيق حاضر ركوردي از نمونهبه اينك

  هايتوان در مورد اثرات آللثبت نشده است، نميآزمايش 
MspI و جهت  توليدي در اين جمعيت قضاوت كرد برصفات
ها نيازمند ثبت ركورد و مشخصات بيني عملكرد آللپيش

   .هستيم رد مطالعهوجمعيت م
هاي ژنوتيپي يو فراوان  MspIللي جايگاه آهاي فراواني

  .نشان داده شده است 2در جدول شماره 
  



  69                                                                                        1391تابستان / شماره دوم/ سال اول/ تحقيقات توليدات دامي
  

  MSPIيله آنزيم برشي فراواني ژني و ژنوتيپي حاصل از هضم قطعه تكثير شده بوس -2جدول
Table 2. Gene and genotype frequencies by result of MSPI enzyme on amplification fragment  

locus GH genotype Allele frequency(%)  X 2 

  (+/+)  )-(+/  )-/-(  )-(    (+)   
Msp1-GH 0.22860.4714 0.30.5357 0.46430.24788 

  
 كه شد مشخص ،X)٢( مربع كاي تست از استفاده با

 حالت در بررسي مورد جامعه در ژني جايگاه اين آللي فراواني
  .دارد قرار ينبرگاو-هاردي تعادل

ارتبـاط  . دسـت آمـد  هب MspI ،5357/0)-(فراواني آلل 
قـبلا   MspI)-(لـل  آبين منشأ جغرافيايي نژادهـا و فراوانـي   

دهـاي  در نژا MspI)-(لل آفراواني پايين . گزارش شده است
با منشأ اروپاي شمالي، فراواني متوسط در نژادهـاي اروپـاي   

للـي بسـيار بـالا بـراي     آراوانـي  فشرقي و اطراف مديترانه و 
 Lagziel(نژادهاي با منشأ شبه قاره هند گزارش شده است 

et al., 2000( . لل در نژادهـاي مختلـف بسـيار    آفراواني اين
در  81/0–89/0 در نـژاد هرفـورد تـا    0/0متفاوت بوده و از 

در سـاير   MspI)-(لل آفراواني . گزارش شده است Gyrنژاد 
اين فراوانـي  . است شدهنژادهاي ايراني نيزعموماً بالا گزارش 

 در گـاو سـرابي،   49/0در گـاو مازنـدراني،    45/0به ميـزان  
 Zakizadeh et(در گاو گلپايگاني گزارش شده اسـت   56/0

al., 2006( .لـل بـراي نژادهـاي    آاين ا متوسط فراواني كم ت
دار ذكر شـده و  كوهانكوهان و فراواني بالا براي نژادهاي بي

 Bosاز نژادهـاي   MspI)-(لـل  آاند كه احتمـالاً  عنوان كرده

tauruse   اروپاي شرقي حوزه مديترانه وارد شده و سـرانجام
با فراواني پايين به اروپاي شمالي و غربي و آفريقـاي غربـي   

كـه  با توجـه بـه ايـن   . )Lagziel et al., 2000(رسيده است 
نيـز جـزء   ) جمعيـت مـورد مطالعـه   ( بـومي گـيلان  گاوهاي 

ايـن   هسـتند، Bosindicine indicine  دارنژادهـاي كوهـان  
  .رسدللي منطقي به نظر ميآ فراواني

در اين جايگاه برابر ) ne( و كارآمد مؤثرتعداد آلل 
اد آلل كه فاصله كم آن با تعد )3جدول ( بود 9898/1

ها در بوجود آوردن واقعي نشان دهنده كارايي بالاي آلل
 .تـچندشكلي و تنوع ژنتيكي در اين جايگاه ژني اس

حد  داراي 6906/0اخص شانون در اين جمعيت برابر ـش
ت آمده در گاوهاي بومي استان ه دسبا مقدار ب وبالايي بود 

 ,.et al( مطابقت داردت گزارش شده اس 658/0كه كرمان 
2010 Mohammadabadi(.   

  
  GH -خلاصه اي از آمار تنوع ژني براي جايگاه -3جدول 

MspI   
Table 3. Summary of genic variation statistics for 

loci Msp1-GH 

Shannon Index(I)  ne  na  locus 

0.6906 1.98982 Msp1-
GH 

na= number of observed allels,  ne = number of 
expected allels 

  
ميزان هتروزيگوسيتي مشـاهده شـده در ايـن جايگـاه     

بيشترين مقـدار هتروزگوسـيتي در   ( نزديك به حد متوسط
مقــدار ). 4جــدول (اســت )يــك جمعيــت در حــال تعــادل

ي تنـوع  هـا  ههتروزيگوسيتي يك جمعيـت يكـي از شاخص ـ  
 ايـن مقـدار   همچنين. شودژنتيكي آن جمعيت محسوب مي

در جمعيـت مـورد مطالعـه    ظار آن نزديك به مقدار مورد انت
دهنـده آن باشـد    نشان اين ممكن است. استگاو بومي گيلان 

ــا جفــت  ايــن جمعيــتكــه  ــاً  در يــك ســاختار ب گيــري تقريب
اي  يافتـه  هيچ برنامه انتخابي سـازمان  و  تصــادفي حفظ شـــده

  .صورت نگرفته است  در اين جمعيت
بالايي از  شاخص نئي و شانون برآورد شده مقدار نسبتاً

). 4جدول ( دهدتنوع ژنتيكي را در اين جمعيت نشان مي
هم در حفظ ي بسيار مها هوجود تنوع ژنتيكي از شاخص

  . شودذخاير ژنتيكي محسوب مي

  
  



  گاو بومي گيلان بررسي چندشكلي در اينترون سوم ژن هورمون رشد: رامين صيقلاني و همكاران                                               70
  

  شاخص هتروزيگوسيتي در جايگاه ژن جمعيت مورد مطالعه -4جدول 
Table 4. Heterozygosity index for loci in the studied samples  

Nei Index  Exp_Het Exp_HomObs_Het  Obs_Hom Locues  
0.4974 0.5010 0.4990 0.4714 0.5286 MspI-GH  

Exp_ Hom and Exp_Het= expected homozygosity and heterozygosity respectively 
Obs_Hom and Obs_Het= observed homozygosity and heterozygosity respectively 

  

و ذخاير   ملي  سرمايه  عنوان به بومي  هايدام
  شوند و حفظ مي  هر كشور محسوبژنتيكي در   استراتژيك

  اين.  برخوردار است  ريبسيا  و اهميت  ارزشآنها  تكثير و
  و مصنوعي  طبيعي  انتخاب ساليان متمادياز   پس حيوانات

نامساعد   شرايط  بر تمامي  بسيار و با غلبه  و نيز گذر از موانع
تكثير و   و به  داده ه ادام  خويش  حيات  به  همچنان  يمحيط

از   بسياري  به  نسبت واند  پرداخته  ازدياد نسل
وجود اين  .اند پيدا كرده  سازگاري  محيطي  يها تمحدودي

  براي پايه  ژنتيكي مادهسطح از تنوع در گاو بومي گيلان كه 
، شود  مي  محسوب  خويش  نژاد در زيستگاه  اصلاح  يها هبرنام
  براي تواند نسبت به استفاده از اين ذخيره ژنتيكيمي

  .باشداطمينان بخش   در آينده  نژادي  اصلاح  هاي برنامه
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Abstract  
Bovine growth hormone(bGH) gene, is a part of the multiple gene family that contains prolactin and 

placental lactogens. The variations in the introns of this gene, have potential usefulness as genetic markers and 
could help in the genetic improvement of populations. In ordre to investigate allele frequency of MspI in introne 
3 of growth hormone gene of Guilan native cattle breed, blood samples were collected from seventy heads of 
randomaly choosen cattles (cows). Genomic DNA was extracted from these samples, using modified salting out 
method. Polymerase chain-reaction (PCR) procedure was used to amplify a 345 bp segment in this region and 
then digested with MspI restriction enzymes. Digested samples were run on the acrylamid gel 8% to recognize 
their genotype. This enzyme had two restriction sites and after digestion with MspI enzyme on that fragment and 
2 allels and 3 genotypes have been observed. Frequency of MspI(+) allele was estimated to 0.4643. X2 test has 
showed the equilibrium of frequency MspI in samples.  
 
Key words: Bovin growth hormone, DNA polymorphism, Guilan native cow, MspI allelic frequency, Third 
intron 
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