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 9313 فروردینتاریخ پذیرش:            9311دی تاریخ دریافت: 
 

 چکیده

 جهش در اين ژن باعث .است مغلوب در گاو اتوزومي ژنتیكي بیماری يك( DUMPs) فسفات مونو اوريدين آنزيم نقص سنتز

 در مغلوب هایژن توانمي مولكولي هایتكنیك از استفاده با امروزه. وجود آيدهآنزيم ب اين پروتئین خاتمه در  کدون شود که يكمي

 سهامي شرکت در يافته پرورش هلشتاين راس 011 شامل گاو، جمعیت دو از تحقیق اين در. شناسايي کرد را هتروزيگوت افراد

 انفرادی و تصادفي صورتبه گیلان استان در واقع فومن بومي نژاد اصلاح مرکز در شده دارینگه دام راس 011 و سپیدرود دامپروری

 جفت 011 قطعه تكثیر جهت اختصاصي آغازگرهای از شده و استخراج يافته بهینه نمكي روشبه هانمونه DNA. شد تهیه خون نمونه

 بر AvaI برشي آنزيم از استفاده آنزيمي با هضم عمل حاملین، شناسايي و تشخیص منظوربه. شد استفاده DUMPs ژن 5اگزون از بازی

 مشاهده عدم. بودند خالص هموزيگوت غالب ژنوتیپ دارای هانمونه تمامي. گرديد انجام پلیمراز ایزنجیره واکنش محصولات روی

 کهجايياز آن اما. باشد نقص دارای هایژن الملليبین کاهش يا و بالا انتخاب شدت با هاييبرنامه از ناشي است ممكن هاهتروزيگوت

 .کند پیدا گسترش معیوب هایژن غربالگری هایبرنامه که دارد ضرورت لذا دارد وجود وراثتي هاینقص دوباره شیوع

 

 
  

PCR-RFLP  و DUMPs، بیماری ژنتیکی، گاو بومی گیلان کلمات کلیدی:
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 مقدمه
آنزيم متفاوت كشف شده است كه  02222در گاو حداقل        

پذير را امكانغیره  تولیدمثل و ،شیردهي رشد، نظیري يدهافرآين

در  را يزيادها مشكلات اختلال در هر يك از اين آنزيم. سازدمي

اختلال  022بیش از  آورد.وجود ميهبپرورش گاوهاي شیرده 

نوع آن  7 در اين بین رد كهژنتیكي دا ءآنزيمي در انسان منشا

 DUMPsبیماري ژنتیكي  .طور شايع درگاو ديده شده استبه

مورد توجه محققین قرار گرفته است نیز در اثر ايجاد  كه اخیراً

(. 3991و همكاران،  Robinson) آيدوجود ميهاختلال آنزيمي ب

در و  بودهگاوهاي هلشتاين  يك نقص ژنتیكي در بیمارياين 

فسفات سنتتاز  آنزيم اوريدين مونو سنتز دراثر ايجاد اختلال 

(UMPs )دهدرخ مي (Patel  ،اين آنزيم 0222و همكاران .)

 (UMP) مسئول تبديل اورتیك اسید به اوريدين مونوفسفات

 ي استباشد كه براي تشكیل بازهاي پیريمیدن ضرورمي

(Robinson  ،3991و همكاران). صورت يك اين نقص ژنتیكي به

و همكاران،  Shanks)يابد ميصفت اتوزومي مغلوب انتقال 

شناخته  UMPsدر ژن  بیماريجهش مرتبط با اين  (.3994

شده است كه باعث ايجاد يك كدون توقف در پروتئین ايجاد 

. (3991و همكاران،  Schwenger) دشوكننده اين آنزيم مي

حدودا در روز چهلم بارداري  DUMPsهاي مبتلا به گوساله

شوند نارس و مرده متولد مي صورتبه و شده دچار مرگ زودرس

(Agerholm  ،از لحاظ تولید شیر گاوهاي 3997و همكاران .)

ناقل اين نقص داراي تولید شیر طبیعي بوده اما از لحاظ 

تر برابر بیش 32تا 5گاوهاي ناقل اسیداروتیك  تركیبات شیر در

مسئول تبديل اسیداروتیك  UMPsاست. آنزيم  از حد طبیعي

باشد كه براي تشكیل بازهاي ( ميUMP) به اوريدين مونوفسفات

ها اجزاء جاكه پريمیدينباشد. از آنپريمیديني ضروري مي

ضروري و اساسي سنتز اسید نوكلئیك هستند، نقص در سنتز 

 Shanksها را متوقف سازد )تواند سنتز پريمیدينها مياين آنزيم

 (.3994و همكاران، 

كه حامل ژن در صورتي)هاي گاو نر برتر استفاده از اسپرم       

هاي هاي اصلاح نژادي در جمعیتمعیوب باشند( در برنامه

تواند فراواني ژن هاي بومي ميها با گلهخالص و نیز دورگ گیري

ال دنبهها را بمغلوب را افزايش دهد و در نتیجه عملكرد اين دام

هاي مبتني بر ژنتیك مولكولي در داشته باشد. استفاده از روش

اي دارد. در اين ها نقش عمدهتشخیص سريع و دقیق حامل

تحقیق شناسايي ناقلین و برآورد فراواني ژني عامل اين بیماري 

هاي گاو هلشتاين و بومي گیلان با استفاده از در جمعیت

 مورد بررسي قرار گرفت. PCR-RFLPروش
 

 هاشمواد و رو
راس گاوهلشتاين پرورش يافته در شركت سهامي  322از        

داري راس گاو بومي گیلان نگه 322پروري سپیدرود رشت و دام

ايستگاه اصلاح نژاد گاو بومي فومن واقع در استان شده در 

. با صورت تصادفي و انفرادي نمونه خون تهیه شدهگیلان ب

استخراج  DNAها بهینه يافته، از نمونهاستفاده از روش نمكي 

 UMPsتكثیر ژن  . جهت(0222و همكاران،  Javanrouh) گرديد

 Schwenger)زير استفاده شد  توالي با برگشت و رفت آغازگرهاي از

 :(3994و همكاران، 
F: 5'-GCA AAT GGC TGA AGA ACA TTC TG-3' 

R: 5'-GCT TCT AAC TGA ACT CCT CGA GT-3' 

هاي غلظت و (PCR) پلیمراز ايزنجیره واكنش مختلف اجزاي       

 اند.مشخص شده 3ها در جدول مختلف آن

 

 
 PCR: مخلوط واکنش 1 جدول

واکنشمواد  غلظت نهایی  

نانوگرم/میكرولیتر 52  DNA    الگو    

3X   PCR   بافر  

مولارمیلي 5/0  dNTPs 

لیترپیكومول/میلي 5  آغازگر مستقیم 

لیترپیكومول/میلي 5  آغازگر معكوس 

مولارمیلي 5/3  MgCl2 

3U آنزيم تك پلیمراز 
Taq DNA polymerase 

 آب دو بار تقطیر استريل ـــــــ
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اي پلیمراز از دستگاه ترموسايكلر انجام واكنش زنجیره براي       

استفاده شد. برنامه  Techneساخت كمپاني  Touchgeneمدل 

سازي گراد واسرشتهدرجه سانتي 95صورت حرارتي دستگاه به

درجه  94سازي سیكل )واسرشته 15دقیقه،  1مدت اولیه به

گراد درجه سانتي 51ثانیه، اتصال آغازگر  12مدتگراد بهسانتي

 گراد درجه سانتي 70ثانیه، بسط آنزيمي آغازگر  12 مدتبه

گراد درجه سانتي 70 ثانیه( و بسط آنزيمي نهايي در 12مدتبه

 5/3ژل آگارز  ازدقیقه تنظیم گرديد. با استفاده  7مدت به

الكتروفورز شدند.  PCRولت محصولات  92درصد و با ولتاژ 

 یینتع منظوربه بازي جفت 329 قطعه آنزيمي هضم جهت

 . گرديد استفاده AvaIاز آنزيم محدودگر  UMPsژن  هايژنوتیپ

 با درصد 4 آگارز با استفاده از ژل ،محصولات هضم آنزيمي       

 AvaIساعت الكتروفورز شدند. آنزيم  3 زمان و ولت 322 ولتاژ

 جايگاه يك و DUMPsالل سالم  روي برش بر جايگاه دو داراي

 رودمي انتظار نتیجه در باشد،مي ژن ناقص اين الل روي بر برش

 اين هضم اثر بر قطعه 1 فقط TDبا ژنوتیپ سالم  افراد در كه

 افراد در و( بازي جفت 39 و 12، 51 قطعات) آيد پديد آنزيم

 12 ،51 ،99) قطعه چهار نیز )هتروزيگوت( DPناقل با ژنوتیپ 

 در بیمار افراد چند هر. شد خواهد حاصل( بازي جفت 39 و

 ژنوتیپ ديدن انتظار مطالعه اين در و میرندمي جنیني دوران

 99 قطعه دو بايد هاآن ژنوتیپ بررسي صورت در اما نبود، هاآن

 (.3)شكل  گردد مشاهده بازي جفت39 و

 

 
 UMPs روی ژنAvaI آنزیم  برشی سایت شماتیک تصویر :1شکل

 

           نتایج

انجام شد. الكتروفورز  خوبيبه هانمونه DNA استخراج       

درصد از جايگاه ژن  5/3محصولات تكثیر شده روي ژل آگارز 

UMPs  جفت بازي در نظر گرفته شده  329نشان داد كه قطعه

محصولات ناخواسته خوبي و بدون هیچ باند غیراختصاصي و به

تكثیر يافته است. صحت اين مطلب با حضور نشانگر اندازه در 

  گرديد.هاي الكتروفورز شده تايید كنار نمونه

جايگاه برش در محصولات تكثیر  0داراي  AvaIآنزيم        

شده واكنش زنجیره پلیمراز است، كه در نتیجه عمل هضم 

جهش وجود نداشته باشد، جايگاه  0يك از آنزيمي، اگر در هیچ

نوكلئوتیدي روي  51و  12، 39طول رود سه قطعه بهانتظار مي

 .(غالب )هموزيگوت ژل آگارز پس از الكتروفورز مشاهده شود

تصويري از الكتروفورز محصولات هضم شده را  0شكل       

هاي مورد بررسي در دو جمعیت يك از دامدهد. هیچنشان مي

)ناقل بیماري( را نشان ندادند. بر اين اساس  ژنوتیپ هتروزيگوت

 تنها يك نوع ژنوتیپ )هموزيگوت غالب( شناسايي شد. 

 

 
 AvaIالکتروفورز محصـولات هضم شده توسـط آنزیم : 2شکل 

 هاي گاو بومي گیلان هستند.نمونه 51Nو  55N ,54Nهاي هاي گاو هلشتاين و شمارهنمونه 49و  52, 53, 50هاي ستون اول از سمت چپ نشانگـر اندازه، شماره

 

53 bp 
36 
19 
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   بحث

نشان داد كه در   UMPsنتايج حاصل از بررسي فراواني ژن       

هاي گاو هلشتاين و بومي مورد مطالعه در استان گیلان، جمعیت

دست آمده توسط هناقلي از اين بیماري وجود ندارد كه با نتايج ب

Oner ( 0232و همكاران ،)Akyuz  وErtugrul (0229 ،)Patel 

مشابه  (3992و همكاران ) Harliziusو ( 0222و همكاران )

  است.

 240يك گله  (0222)و همكاران   Rajeshدر هند نیز       

 DUMPsراسي گاو هلشتاين هندي را براي شناسايي ناقلین

 مورد مطالعه قرار دادند كه ناقلي مشاهده نشد.

 17در مورد  (0222)و همكاران   Rahimiطي تحقیقي كه       

داري شده در مركز ملي اصلاح نژاد راس از گاوهاي نر جوان نگه

هاي ناقل دام ايران انجام دادند نیز موردي از وجود هتروزيگوت

 اين بیماري مشاهده نگرديد.

      Meydan  راس  005پژوهشي را روي  (0232)و همكاران

راس  305گاو هلشتاين واقع در آنكارا قسمت مركزي آناتولي و 

شرقي آناتولي انجام گاو نژاد هلشتاين شانلورفا قسمت جنوب

هاي جمعیت در معیوب ژن از وجود ايپژوهش، نمونه اين دادند. در

        مورد تحقیق مشاهده نگرديد. 

 ست آمده، فراواني الل مغلوب و دهبا توجه به نتايج ب       

چنین فراواني ژنوتیپ هتروزيگوت صفر است. يك الل مغلوب هم

كشنده از طريق انتخاب طبیعي حذف خواهد شد و حیوانات 

داراي ژنوتیپ هموزيگوت مغلوب ديگر فرصت ادامه نسل را 

 نخواهند داشت. 

نهفته هاي اما انتخاب طبیعي به تنهايي قادر به حذف الل       

تر همان نسبت كه فراواني الل مغلوب كمدر جمعیت نیست. به

ها آن ها، امكان بروزها در هتروزيگوتشود، با مخفي شدن اللمي

 ترها مشكلعلیه آن تر شده و لذا انتخابدر افراد هموزيگوت كم

غالب )وحشي( اضافه  آلل براين هرقدر فراواني علاوه شد. خواهد

 آن به آلل مغلوب در اثر جهش افزايش  شود احتمال تبديل

همین جهت امكان محو كردن همبستگي آلل يابد و بهمي

 مغلوب وجود نخواهد داشت. 

( در مدت زمان qهاي مغلوب )بنابراين براي كاهش الل       

توان هاي اصلاح نژادي است. امروزه ميقابل قبول نیاز به برنامه

تشخیص مولكولي و يا با ايجاد هاي نوين مندي از روشبا بهره

طور ههاي ژنتیكي كه بهاي تشخیصي در زماني كوتاه نقصكیت

مستقیم در ارتباط با صفات اقتصادي مهم بوده را مستقیم يا غیر

ها و افزايش هاي ناقل را جهت كاهش هزينهتشخیص داده و دام

 وري از جمعیت حذف نمود. بهره

در  UMPsهیچ جهشي در ژن  بررسي حاضر نشان داد كه       

دو جمعیت مورد مطالعه وجود ندارد. نتايج اين تحقیق مشابه 

 (0222)و همكاران   Rajeshدست آمده توسطهنتايج ب

 بود. ( 0225)و همكاران   Kaminskiو

روي گاوهاي ( 0229)و همكاران  Akyuzه در پژوهشي ك       

ناقلي از اين بیماري بومي و براون سوئیس تركیه انجام دادند نیز 

هاي مورد بررسي يافت نشد. البته در برخي تحقیقات، در گله

 هاي هلشتاين گزارش شده استگله وجود حیوانات ناقل در

(Lin  ،؛ 0223و همكارانFesus  ،؛ 3999و همكارانPoli  و

 . (3992همكاران، 

دست آمده در اين مطالعات، تايید كننده اين هاكثر نتايج ب       

محصولي ناخواسته از يك  DUMPsفرضیه است كه بیماري 

 گاوهايي مرتبط با اسپرم آن منشا و برنامه اصلاح نژادي بوده

Happy herd beautician  است. در تحقیق حاضر و تحقیقات

خصوص روي نژادهاي بومي ديگر مناطق دنیا اين همشابه ب

ناسايي نشده است. لذا نتیجه حاصل شده در اين بیماري ش

 تواند صحت فرضیه فوق را تقويت نمايد.تحقیق مي

هاي هلشتاين پرورش تحقیق نشان داد كه دامنتايج اين        

جهش  الل پروري سپیدرود استان گیلان حامليافته شركت دام

نیستند و اين خود مبین عدم استفاده از  DUMPsيافته بیماري 

ها و يا حداقل ناموفق بودن هاي وارداتي ناقل اين بیمارياسپرم

باشد. مي يافته جهش الل حامل هاياسپرم با شده انجام تلقیحات

هاي حامل در گاوهاي بومي تالشي چنین عدم مشاهده دامهم

تر تولید بیشهاي خارجي داراي نیز مبین عدم استفاده از اسپرم

 هاي اين ايستگاه است. هاي ناقص به دامو يا عدم ورود ژن

توان اظهار داشت كه در اين از نظر آماري با قاطعیت نمي       

كه فراواني الل ها الل مغلوب وجود ندارد. درصورتيجمعیت

ها كه علیه باشد، فراواني هتروزيگوت 225/2تر از مغلوب كم

خواهد بود، در  23/2تر از گیرد كمنمي ها انتخابي صورتآن

 322هاي آزمايش شده در هر جمعیت كه كل تعداد دامحالي

راس( پس امكان  322تر از يك راس در )يعني كم راس بوده

دلیل عدم وجود گزارشي از سابقه هظهور نداشته است. البته ب

توان هاي گاو هلشتاين و بومي ايران مياين بیماري در جمعیت

ها از ا ضريب اطمینان قابل قبولي عاري بودن اين جمعیتب

 وجود ژن مغلوب را پذيرفت. 
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 هاي بومي تقريباًهاي اخیر در گاوبا توجه به روند ژنتیكي سال

 منظورتا چند سال آينده شايد نتوان گاوهاي بومي خالص را به

 نژاديهاي بهاجرا نمودن استراتژي و نژادي اصلاح هايبرنامه انجام

چنین ناخواسته و هم هايگیريدورگ در اثر و كرد مشاهده

ها هاي هلشتاين به اين گاوهاي اصلاحي تلاقي نژادي، ژنبرنامه

 منتقل خواهد شد. 

منظور شناسايي هاي مولكولي بهلزوم استفاده از تكنیك       

هاي پايه و تجاري و هاي ژنتیكي در سطح گلهناقلین بیماري

هاي وارداتي و تولیدي مراكز اصلاحي چنین در سطح اسپرمهم

  داخل كشور امري غیرقابل اجتناب است. 

تر توانايي زمان كم و هزينه ها به آساني و با صرفاين روش       

 هاي حامل را دارند. تفكیك و شناسايي دام ،بهینه شدن

ي وارداتي و هالذا بايد گاوهاي نر برتر انتخابي يا اسپرم       

تولیدي مراكز اصلاحي داخل كشور نسبت به ناقل بودن بیماري 

هاي منطقه و ها براي اصلاح نژاد دامآزمون شوند تا بتوان از آن

 نژادي بهره برد.هاي بهبه اجرا درآوردن استراتژي

 

 تشکر و قدردانی
از آزمايشگاه گروه پژوهشي كرم ابريشم دانشگاه گیلان به        

چنین مسئولین فراهم نمودن امكانات پژوهشي و همسبب 

فومن، سازمان  -گاو بومي نژاد اصلاح محترم ايستگاه تحقیقاتي

پروري سپیدرود جهاد كشاورزي استان گیلان و شركت دام

 شود.صمیمانه تشكر و قدرداني مي
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