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 چکیده

کننده مهم در فرآیندهای مرتبط با صفات اقتصادی شناخته شده است. در این تحقیق، یک ژن کاندیدا و تنظیم عنوانبهژن لپتین 

 یروش نمکبه DNA استخراج گیری شد.نژاد بومی و آمیخته استان گیلان خونراس گاو  022منظور شناسایی چندشکلی ژن لپتین از به

 ی صورت گرفت و سپساختصاص آغازگرهای با استفاده از یمرازپل اییرهواکنش زنجی این ژن توسط جفت باز 200 قطعهو تکثیر یک 

 یب با فراوانیترتبه B و  Aمطالعه دو الگوی باندیاه مورد برای جایگ .شدند تعیین ژنوتیپها و نمونههضم  BsaAI محدودگر یمبا آنز

 BB و AA، AB مشاهده شده هاییپژنوت یفراواندر گاو آمیخته شناسایی شد.  652/2و  562/2در گاو بومی و  242/2و  422/2

 آزمون  یجنتا براساسدست آمد. در گاوهای آمیخته به 49/2و  42/2، 94/2ی بومی و گاوهادر  02/2و  25/2، 91/2 یبترتهب

های نئی و شانون، هتروزیگوتی مشاهده شده و تند. شاخصقرار داش ینبرگوا -یدر تعادل هارد یمورد بررس هاییتجمع کای،مربع

محاسبه گردید. نتایج  466/2و  42/2، 626/2و  464/2در گاو بومی و  412/2و  25/2، 621/2و  416/2ترتیب مورد انتظار به

توانای شناسایی  PCR-RFLPاد که این ناحیه از ژنوم در گاوهای مورد مطالعه چندشکل بوده و تکنیک این مطالعه نشان د

 ها را دارد. چندشکلی
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 مهمقد

از اطلاعات  یبیترک که DNA هاینشانگر کمکانتخاب به       

 ، است صفت مورد نظر یپیفنوت هایدادهو  مولکولی کیژنت

 ودشی کیژنت شرفتیپانتخاب و بهبود شاخص تواند باعث یم

(Israel  ،2002و همکاران)های کاندیدا برای مطالعات، بر . ژن

پایه ارتباطات شناخته شده بین فرآیندهای فیزیولوژیکی و 

یک ژن کاندیدا  عنوانبهشوند. ژن لپتین بیولوژیکی انتخاب می

کننده مهم در فرآیندهای مرتبط با صفات اقتصادی و تنظیم

. لپتین (8991و همکاران،  Houseknecht) شناخته شده است

کیلو دالتون است که  81یک هورمون پروتئینی با وزن مولکولی 

شود. پروتئین لپتین غالباً از بافت چربی سفید سنتز و ترشح می

اسیدآمینه است. ژن لپتین  841در حال گردش در خون، دارای 

 :Accession Noگاو واقع شده ) 4روی کروموزوم شماره 

Y11369طور کامل توالی یابی شده و دارای سه (، این ژن به

و همکاران،  Pfister-Geneskow) اگزون و دو اینترون است

های مختلفی از جمله بافت چربی، ژن لپتین در بافت (.8991

های اسکلتی، غشای مخاطی معده، جفت، غدد پستانی، ماهیچه

و همکاران،  Houseknecht) شودمغز و غدد هیپوفیزی بیان می

اند که لپتین یک ژن بزرگ اثر است مطالعات نشان داده .(8991

های مصرف خوراک، توازن انرژی، کنندهترین کنترلو از اصلی

و  Hamann) های ایمنی استباروری، تنظیم وزن و پاسخ

Mattaei ،8991). 

تواند با های یک ژن میدر حیوانات اهلی، چندشکلی       

ها با اثر مهم که تحت کنترل بسیاری از ژن صفات اقتصادی

چندشکلی  .(Gelderman ،8991) اندک هستند مرتبط باشد

( ژن لپتین گاو برای اولین RFLPقطعات با طول محدود شده )

 گزارش شد.  (8991و همکاران ) Lien بار توسط

های زیادی از این ژن در گاو یافت شده تاکنون چندشکلی       

 این مطالعات ارتباط ژن لپتین با مصرف خوراکاست که در 

(Liefers  ،2002و همکاران)، شیر تولید (Buchanan همکاران،  و

و  Kononoff) ، تولید گوشت، کیفیت لاشه و گوشت(2002

و  Buchanan؛ 2002و همکاران،  Schenkel؛ 2002همکاران، 

و همکاران،  Liefers) یدمثل گاو شیریتول (،2002همکاران، 

 (2002همکاران،  و Almedia) گوشتییدمثل گاو تولو  (2002

نشان داده شده که از لحاظ اصلاح نژادی حائز اهمیت است. 

شکلی ژن لپتین در برخی از نژادهای گاو بومی چنین چندهم

)سرابی، سیستانی، گلپایگانی، مازندرانی، دشتیاری(، گاومیش، 

 بررسی قرار گرفته استهای هلشتاین و آمیخته ایران مورد گاو

(Ahani Azari  ،؛ 2082و همکارانJavanmard  ،و همکاران

 تواند دهد که لپتین می. مطالعات مذکور نشان می(2002

عنوان یک ژن کاندیدا درمورد برخی از صفات تولیدی مهم به

اقتصادی در گاو شیری باشد. بنابراین امکان استفاده از ژن 

ندیدا و یا نشانگر ژنتیکی در بهبود عنوان یک ژن کالپتین به

تواند از انتخاب برای صفات اقتصادی در گاوهای بومی ایران، می

های امیدوارکننده در این ارتباط باشد. هدف از این گزینه

آللی و  هایمطالعه، شناسایی چندشکلی و بررسی فراوانی

 های اقماری گاو بومی و آمیخته استانژنوتیپی ژن لپتین در گله

 گیلان بود.

 

 هاشمواد و رو
راس گاو بومی ماده و  800از DNA استخراج  منظوربه       

های اقماری استان راس گاو آمیخته ماده مربوط به گله 800نیز 

صورت تصادفی و انفرادی از سیاهرگ وداج و با استفاده گیلان به

8ونوجکت هایاز لوله
( EDTA2 %2) ضدانعقاد ماده حاوی )خلاء( 

 آزمایشگاه به سریعاً هاعمل آمد. نمونهگیری خون بهنمونه

 DNAشدند.  دارینگه گرادیسانت درجه -20 دمای در و منتقل

و همکاران،  Javanrouh) روش نمکی بهینه یافتهژنومی به

  شده استخراج  DNAکیفیت و استخراج شد. کمیت (2002

 مناسب و عدمروش الکتروفورز ژل آگارز ارزیابی و غلظت به

یید شد. تأای پلیمراز آلودگی نمونه جهت انجام واکنش زنجیره

ژن لپتین  2و اگزون  2 ینتروناز اجفت بازی  222 قطعهتکثیر 

ای پلیمراز و یک جفت آغازگر با استفاده از واکنش زنجیره

 :(8991و همکاران،  Lien) اختصاصی با توالی زیر صورت گرفت
 

F (5´ GTC TGG AGG CAA AGG GCA GAG T 3´) 
R (5´ CCA CCA CCT CTG TGG AGT AG 3´) 

 

 22ای پلیمراز در حجم نهایی اجزای واکنش زنجیره       

پیکومول  80ژنومی،  DNAنانوگرم  20-800میکرولیتر، شامل 

PCR (1X ،)، بافر dNTPs mixمیکرومولار  800از هر آغازگر ،

پلیمراز  Taqهمراه یک واحد آنزیم به 2MgCLمولار میلی 2/8

 برنامه با پلیمراز اییرهزنج و آب دیونیزه بود. مراحل واکنش

 94سازی اولیه در دمای واسرشته :گرفت انجام زیر حراراتی

چرخه )دمای  22دقیقه، تکثیر در  2 مدتبهگراد درجه سانتی

سازی ثانیه جهت واسرشته 20مدت گراد بهدرجه سانتی 94

                                                           
1  Venoject 
2  Ethylene diamine tetra acetic acid 
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ثانیه جهت اتصال  22 مدتبهگراد درجه سانتی 12ه، دمای ثانوی

یک دقیقه جهت  مدتبهگراد درجه سانتی 12آغازگرها، دمای 

 80 مدتبهگراد درجه سانتی 12تکثیر( و تکثیر نهایی در دمای 

دست آمده حاصل دقیقه انجام گرفت. برای تایید صحت قطعه به

 2/8فورز بر روی ژل آگارز ای پلیمراز از الکترواز واکنش زنجیره

گرم بر میلی80آمیزی ژل با اتیدیوم بروماید )درصد و رنگ

( DNA Ladder 50 bpهمراه نشانگر اندازه )( بهلیترمیلی

جفت بازی تکثیر شده ژن لپتین  222استفاده شد. هضم قطعه 

که جایگاه برشی BsaAI  (Ppu21I)با استفاده از آنزیم برشی 

5'...AC↓GT…3' کند، انجام گرفت. واکنش را شناسایی می

قادیر مگراد با سانتی درجه 20ساعت و در دمای  2 مدتبههضم 

واحد آنزیم  X 8 ،2، بافر هضم PCRمیکرولیتر محصول  1

میکرولیتر  20میکرولیتر آبّ دیونیزه در حجم نهایی  1برشی و 

 درصد الکتروفورز 2انجام شد. قطعات هضم شده روی ژل آگارز 

آمیزی با اتیدیوم بروماید تعیین ژنوتیپ شدند. و پس از رنگ

برای تشخیص اندازه باندهای حاصل، از نشانگر اندازه 

(pBR322/BsuRI .استفاده شد )ی و ژنوتیپی، آلل هاییفراوان

( با استفاده 2χ) مربعیآزمون کاهای هتروزیگوسیتی و شاخص

( 2000و همکاران،  Yeh) .Pop Gene V 1.32افزار از نرم

( در جایگاه ژن PICمحاسبه و محتوای اطلاعات چندشکلی )

HET(Ott ،2008 )  1.8افزار لپتین جمعیت مورد مطالعه با نرم

 برآورد شد.

 

 نتایج
استخراج شده از  DNAنتایج الکتروفورز نشان داد که        

برخوردار بود. الکتروفورز محصولات  PCRکیفیت مناسبی برای 

درصد نشان داد  2/8ای پلیمراز بر روی ژل آگارز یرهزنجواکنش 

خوبی فعالیت نموده و قطعات که آغازگرهای طراحی شده به

 جفت باز را تولید نموند. 222طول اختصاصی برای ژن لپتین به

با توجه  BsaAIجفت بازی ژن لپتین با آنزیم  222برش قطعه 

جایگاه برشی در طول محصول  8که این آنزیم دارای ه اینب

PCR  بود دو الگوی هضمی، شامل الگویA با اندازه قطعه ،

، با اندازه Bی و الگوجفت باز )فاقد محل برش آنزیم(  222

جفت باز ایجاد کرد که نتیجه آن سه ژنوتیپ  18و  448قطعات 

(bp 222)AA ( ،bp 18 ،448 ،222 )AB ( وbp 18 ،448 )

BB  جفت باز را  18و  448، 222تفکیک قطعات  8بود. شکل

یله آنزیم وسبهجفت بازی  222پس از هضم آنزیمی قطعه 

BsaAI دهد.نشان می 

 

 

 

فراوانی آللی و ژنوتیپی ژن لپتین برای دو جمعیت در        

که در این جدول مشاهده طورهمانارایه شده است.  8جدول 

 Bترین فراوانی آللی مربوط به آلل یشبشود، در این بررسی می

ترین فراوانی ژنوتیپی مربوط به یشب، 122/0و  242/0میزان به

ترین آن مربوط به و کم 42/0و  22/0 مقداربه ABژنوتیپ 

ترتیب در دو به 84/0و  89/0مقدار به AAژنوتیپ 

های ژنوتیپی و ژنی در ست. فراوانیاجمعیت گاو بومی و آمیخته 

های مشاهده شده جمعیت محاسبه شد. فراوانی ژنوتیپ هر دو

AA، AB و BB در جمعیت  21/0و  22/0، 89/0 یبترتهب

در جمعیت گاوهای  48/0و  42/0، 84/0گاوهای بومی و 

واینبرگ  -منظور بررسی تعادل هاردیآمد. به دستبهآمیخته 

 مربع یآزمون کادر جایگاه مورد مطالعه در این جمعیت از 

 
 BSAAI (PPU21I) میآنز هضم محصول :1شکل

AA: 522 bp, AB: 522, 441 and 81 bp, BB: 441 and 81 bp, M : DNA size marker )pBR322/BsuRI( 
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 هاییوجود حالت تعادل در فراوان یانگرب اده گردید کهاستف

مورد مطالعه برای جایگاه ژن  در دو جمعیتمحاسبه شده 

 .(>08/0P) بودلپتین 

 

 بین دو جمعیت گاو بومی و آمیخته (RFLP-BSAAI) نیلپت ژن گاهیجا در یپیژنوت و یآلل یفراوانمقایسه  :1جدول 

 

 

 

 

 

       

       

ترین فراوانی ژنوتیپی در دو نژاد یشبدر این تحقیق        

تر از بیش Bچنین فراوانی آلل بود. هم ABمربوط به ژنوتیپ 

 Aترین فراوانی آلل یشبدر هر دو نژاد مورد بررسی بود.  Aآلل 

( و نژاد آمیخته 422/0ترتیب مربوط به نژاد بومی )به Bو 

 اختلاف( بود. با توجه به آزمون کای مربع انجام گرفته 122/0)

( 118/8< 99/2های آللی )بین فراوانی % 2سطح  در داریعنیم

( در دو جمعیت مورد مطالعه مشاهده 11/2< 99/2نوتیپی)ژو 

 ها در دو جمعیت )نژاد( تقریباً برابر است. نشد و مقادیر آن
 

ژن لپتین در مطالعات گذشته 3و اگزون  2های آللی و ژنوتیپی مشاهده شده در جایگاه اینترون فراوانی :2جدول   

B A BB AB منبع تعداد نمونه نژاد  AA 

Hariana 10 Choudhary 11/0 (2002) و همکاران  24/0  40/0  22/0  01/0  

Sahiwal  22 Choudhary 12/0 (2002) و همکاران  21/0  41/0  20/0  02/0  

زنفری-هلشتاین  81 Choudhary 81/0 (2002) و همکاران  12/0  11/0  20/0  02/0  

11/0 (2002) و همکاران Choudhary 40 جرسی  24/0  21/0  21/0  02/0  

مازندران بومی  22 Ahani Azari 44/0 (2082) و همکاران  21/0  822/0  122/0  242/0  

1/0 (2082) و همکاران Ahani Azari 22 هلشتاین  4/0  22/0  12/0  021/0  

(2082و همکاران)  842 هلشتاین Nazari 11/0  22/0  10/0  21/0  04/0  

 

در پژوهش انجام شده، جایگاه مورد مطالعه در دو نژاد         

 را نشان درصد چندشکلی 800نمونه(،  200گاو بومی و آمیخته )

 هاجایگاه یچندشکل میزان تعیین برای که دادند. معیارهایی

 . نتایجاست موثر آلل تعداد و واقعی آلل تعداد شوداستفاده می

 چندشکلی محتوای مقادیر با همراه معیار دو به این مربوط

جایگاه ژن لپتین در دو جمعیت گاو بومی و آمیخته  به مربوط

 .است شده داده نشان 2 جدول در

 

  های گاو بومی و آمیخته استان گیلاندر جمعیت (RFLP-BsaAI) نیلپت ژن گاهیجا دری )چندشکلی( کیژنت تنوع هایشاخص: 3جدول 

 Na ne Home Ave Het نژاد
Hete 

(unbiased-He) 
Nei 

(biased-He) I PIC 

91/8 2 بومی  202/0  491/0  491/0  491/0  119/0  212/0  

11/8 2 آمیخته  224/0  414/0  411/0  414/0  121/0  221/0  

94/8 2 مجموع  282/0  41/0  412/0  414/0  111/0  211/0  

SE± - 01/0  081/0  081/0  081/0  081/0  0812/0  0012/0  
(an :؛واقعی آلل تعداد en :موثر؛ آلل تعداد eHom :انتظاار؛  مورد یگوتیهمووز Ave Het  : ؛یگاوت یهتوز متوساط eHet :انتظاار؛  ماورد  یگاوت یهتروز Nei He)-(biased :

 ی(شکل چند اطلاعات یمحتوا :PIC شانون؛ شاخص: I ؛ینئ یتیگویهتروز

 فراوانی ژنوتیپی مشاهده شده فراوانی آللی نمونه تعداد نژاد
2χ 

B A BB AB AA 

 ns 402/0 89/0 22/0 21/0 422/0 242/0 800 بومی

 ns 881/0 84/0 42/0 48/0 212/0 122/0 800 آمیخته

 ns 028/0 812/0 49/0 242/0 48/0 29/0 200 مجموع

±SE - 042/0 042/0 012/0 04/0 022/0 882/0 

2χ  :مربع، یکا آزمون ns :اردیرمعنیغ 
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 بحث
نتایج حاصل از برش آنزیمی و طول قطعات مشاهده شده        

که برای اولین ( 8991و همکاران ) Lienدر این تحقیق با نتایج 

( را در A( به آدنین )Gبار جهش جایگزینی بازهای گوانین )

در گاوهای نروژی  BsaAIیله آنزیم وسبهژن لپتین  2اینترون 

(؛ 2002و همکاران )  Choudharyدنبال آنه نمودند و بهمشاهد

Ahani Azari ( 2082و همکاران )مطابقت  ،گزارش کردند

های مورد مطالعه در این دارد. این تحقیق نشان داد جمعیت

واینبرگ بوده، -مربع در تعادل هاردیجایگاه با انجام آزمون کای

ی جمعیت در این مطلب به این معنا است که شرایط لازم برا

حال تعادل مانند عدم انتخاب، عدم مهاجرت، جهش و ... در 

توان جمعیت مورد نظر وجود دارد که دلایل احتمالی آن را می

های تصادفی و عدم تبادل ژنتیکی با سایر علت تلاقیبه

 Ahaniها دانست. در این جایگاه نتایج حاضر با نتایججمعیت

Azari ( ؛ 2082و همکاران) Nazari( و 2082و همکاران )

Choudhary ( 2002و همکاران) ه فراوانی بالاتر آلل کB 

هایی که در را گزارش کردند همانند فراوانی Aنسبت به آلل 

 که در ایننشان داده شده مطابقت دارد. با توجه به این 2جدول 

طور ( به22/0تحقیق هتروزیگوتی مشاهده شده در گاو بومی )

( برآورد 491/0از هتروزیگوتی مورد انتظار )تر نسبی بیش

خونی در این جمعیت کم دهد که همگردید، بنابراین نشان می

 بالای نسبتاً . مقادیراستو تنوع ژنتیکی آن در حد مطلوبی 

 بالا ژنتیکی تنوع میزان نشان از نئی نیز، و شانون هایشاخص

( 2002و همکاران ) Liefers .است مطالعه مورد دو جمعیت در

آلل خوب و مطلوب جهت اصلاح نژاد در  عنوانبهرا  Bآلل 

جهت افزایش تولید شیر بدون ایجاد توازن منفی انرژی و 

اند. با توجه به مطابقت فراوانی آللی کاهش باروری معرفی کرده

دست آمده در جمعیت گاو بومی و آمیخته گیلان و ژنوتیپی به

ژادهای مختلف دنیا، از جمله سایر با تحقیقات مشابه در ن

نژادهای بومی ایران نشان داد که فراوانی این آلل در گاو بومی و 

رود که آمیخته گیلان در سطح مناسبی بوده بنابراین انتظار می

تواند بیانگر یماین رابطه در این تحقیق هم صادق باشد و 

ا توجه چنین بپتانسیل خوب این نژاد برای تولید شیر باشد. هم

که صفات کمی توسط برآیند تعداد زیادی ژن کوچک اثر به این

شوند، بنابراین ، کنترل میهاآنچنین اثر متقابل بین و هم

 یگاه، جامناسب بودن فراوانی آلل مطلوب در سطح یک 

تواند گواهی بر عملکرد مطلوب یک صفت در یک نژاد باشد. نمی

 خصوصبهی ژنی دیگر هاشود که وضعیت جایگاهپیشنهاد می

های کاندیدی که مربوط به کنترل صفات اقتصادی و سایر ژن

منظور های ژنتیکی در دام هستند بهمسئول بروز ناهنجاری

یر ژنتیکی گاوهای بومی ایران که دارای ذخابهبود و حفظ 

مقاومت به بیماری و  در مورد خصوصبهپتانسیل بالای ژنتیکی 

 ب جوی و مدیریتی هستند موردسازگاری با شرایط نامناس

 بررسی قرار گیرد.
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