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( های لنفوسيتی گاویژن آنتی کالپاستاتين و)های کاندیدا بررسی چند شکلی ژنتيکی ژن

 PCR-RFLPدر گاوهای نژاد سيستانی ایران با استفاده از روش 

 
Study on the Genetic Polymorphisms of Candidate Genes(Calpastatin and BoLA)  in 

Sistani Cattle Using PCR-RFLP 

 
 5محمد رضا نصيري و 2امير محمدي، 1، محسن فخر کاظمی خسرويمهدي 

 

 چکيده 

-تواند باعث بهبود صحت پيش هاي اصلاحی است که میانتخاب حيوان بر اساس نشانگرهاي مولکولی يکی از جديد ترين روش

در گاوهاي ( BoLA-DRB3)لنفوسيتی گاوي هاي ژن هاي کانديداي کالپاستاتين و آنتیدر اين آزمايش ژن. بينی و پاسخ به انتخاب شود

يکيی از  عنوان هکيفيت گوشت براندمان رشد و کالپاستاتين در بررسی  ژن .بررسی شدند PCR-RFLPبا استفاده از روش  نژاد سيستانی

ليوژيکی در گياو   هيا  و صيفاا ايمونو  ارتبيا  بيا بيمياري    عنوان يک ژن کانديدا دربه DRB3ژن  از است وکانديدا شناخته شده  هايژن

 .عمي  آميد  هگييري بي  طيور تصيادفی خيون   هبي زهک  در ايستگاه تحقيقاا گاو سيستانی سيستانینژاد  س گاورا 98از  .شوداستفاده می

انجيا    BoLA-DRB3هاي کالپاستاتين و جهت تکثير ناحيه چند شکلی ژن( PCR)مراز اي پلی از خون و واکنش زنجيره DNAاستخراج 

-وسييله آنيزيم  هب BoLA-DRB3ژن و  MspIالاثر وسيله آنزيم محدودهب آنزيمی قطعاا تکثير شده ژن کالپاستاتين واکنش هضم. گرفت

بيرآورد   256/0و 467/0 ترتيي  هبي  ژن کالپاسيتاتين در ايين نيژاد    Nو  Mهاي آللی فراوانی .انجا  گرفت I BstYو  I Rsa ، III Hae هاي

2آزمون  .گرديد
χ   آل  در جايگاه ژنی  18 پژوهشدر طی اين . واينبرگ را در جمعيت نشان داد -تعادل هارديBoLA-DRB3   مربوطيه

هيا در جمعييت ميورد     ترين آل  فراوان *57و  *9بود و دو آل   1/0تا  22/0فراوانی آللی در اين نژاد بين . سيستانی شناسايی شد در گاو

تواند به برنامه هاي انتخابی آينده مخصوصاً انتخاب به دهد که تنوع ژنتيکی در اين نژاد میمی  نشانحاضر  پژوهشنتايج  .مطالعه بودند

 .کمک نمايد (MAS)کمک نشانگر 

 

 PCR-RFLP ، چند شکلی،BoLA-DRB3گاو سيستانی، کالپاستاتين،  :های کليدیواژه

 

                                                           
 ، کاشمر عضو باشگاه پژوهشگران جوان دانشگاه آزاد اسلامی واحدکاشمر ،کارشناسی ارشد ژنتيک و اصلاح نژاد دا آموختگان دانش 1.

 ، مشهدفردوسی مشهددانش آموخته کارشناسی ارشد ژنتيک و اصلاح نژاد دا  دانشگاه . 2

 ، مشهدمشهددانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی  گروه علو  دامی،استاديار. 5
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 مقدمه

از ( Meat tenderness) توجه به تيردي گوشيت   هامروز

هياي تجياري جهيانی را در    مواردي است که هميواره شيرکت  

کيفيت اين پيارامتر،   ءيافتن راهکارهاي مناس  در جهت ارتقا

سيستم کالپاين  .(Koohmarei 1994) به رقابت واداشته است

باشد که وجيود آن در  می ئوليتکتيک مجموعه پروتئينی پرو

اين سيسيتم شيام    . هاي عضلانی ثابت شده استه سلولهم

که نقيش اساسيی    استپروتئازهاي طبيعی وابسته به کلسيم، 

طيور  هبي . دارنيد  را در رشد ماهيچه و تردي گوشت ذبح شيده 

هيا  هاي کالپاين از طريق کنترل تجزييه ميوفيبريي   کلی آنزيم

در طول حياا حيوان، رشد ماهيچه را تحت کنتيرل دارنيد و   

موجيود در   Zصيفحاا  س از کشتار، از طريق تجزيه کيردن  پ

چنين تضعيف پيونيدهاي موجيود بيين    و هم ماهيچه اسکلتی

 شيوند ها، باعث تيردي و بازارپسيندي گوشيت ميی    ميوفيبري 

(Koohmarei 2002). ترين اکثر محققان عقيده دارند که مهم

پروتئيياز مييبثر بيير تييردي گوشت،کالپاسييتاتين، مهييار کننييده  

 اختصاصی کالپين است، زيرا که سطح کالپاستاتين عضله پس

 ثر اسيييتاز کشيييتار بييير تيييردي و نرميييی گوشيييت ميييو   

(Koohmarei 1994)، (Chung  2003).  ژن کالپاسييتاتين در

-دارد و شناسائی جهيش  شماره هفت قرار کروموزو  رويگاو 

 RFLPهياي  هاي موجود در روي اين ژن با استفاده از تکنيک

هيياي جديييد بييراي دسييتيابی بييه  جملييه ديييدگاهاز  SSCPو 

 . باشداطلاعاا بيشتر در مورد اين ژن می
 سييييازگاري بييييافتی يهژنييييی مجموعييييمکييييان 

(Major Histocompatability Complex) ژن کد کننده آنتی-

-باشد که در واکينش ها می هاي سطح لوکوسيتها و پروتئين

. ش دارندهاي خارجی نقهاي دفاعی بدن و شناسايی پروتئين

 BoLA (Bovine Leucocyteژنيی بيه نيا     مکيان  در گاو اين 

Antigen )هياي ژنيی بيه نيا    گروه باشد که در سه معروف می 

 25روي بازوي کوتاه کروموزو   IIIکلاس وII کلاس ، I کلاس

هر ييک از  (. Kelm 1997 & Lewin 1996)اند قرار گرفتهگاو 

ژن نييز  ست و هير  اهاي متعددي ژنژنی داراي هاي گروهاين 

هياي  ويژگيی . داشته باشدبيش از چند ده آل  ممکن است تا 

اين مجموعه تا کنون مورد بررسی قرار گرفته  IIو   Iدو گروه 

خوبی شيناخته نشيده   هنوز به IIIگروه هاي  اما نقش ژن ،است

ييک  در که  شود تقسيم میگروه خود به دو زير  IIگروه . است

گروه . اند سو  طول بازوي کوتاه کروموزو  از يکديگر جدا شده

IIa    ژنيی   هياي  مکانشامDRA   ،DRB1  ،DRB2  ،DRB3 ، 
DQA  ،DQA2  ،DQB1  وDQB2 گروه باشد و در زير  میIIb  

 .وجيود دارنيد   DOBو  DYA  ،DYB  ،DIBژنی  هاي مکاننيز 

خيا  اسيت   مورفيک بوده و مورد توجه  بسيار پلی DRB3 ژن

آل   99مکان حدود اين  2در اگزون شماره فقط طوري که به

اند که روي بسياري از صفاا مرتبط بيا   مختلف شناسايی شده

، ور  ( SCS)هاي سوماتيک شير  ها، ميزان سلولدا  در ینايم

اثير   (ير، چربيی و پيروتئين  نظير شي )پستان و صفاا توليدي 

روش اوليين بيار از    .(Maillard 2001 & Dietz 1997) دارنيد 

PCR-RFLP   جايگيياه هياي   هيا و آلي    تشيخي  جهيش  بيراي

 50تشيخي   روش بيا  يی اين آو کارشده استفاده  DRB3ژنی

 مکيييان ژنيييی نشيييان داده شيييده اسيييت   آلييي  در ايييين  
 .(Van Eijk 1992) 

 هييدف از اجييراي اييين پييژوهش بهينييه کييردن روش  

PCR-RFLP   جهت بررسی چندشکلی ژنتيکی و فراوانی آلليی

در گاوهياي نيژاد    BoLAهاي ژنيی کالپاسيتاتين و   جايگاه در

 .باشدسيستانی ايران می

 

 هامواد و روش

 DNAنمونه گيری و استخراج 

در ايسييتگاه  سيسييتانینييژاد  گيياوراس  98ز تعييداد ا

گييري  طيور تصيادفی خيون   هبي زهک  تحقيقاا گاو سيستانی

حجيم   1/0براي جلوگيري از انعقاد خون به ميزان . بعم  آمد

 .اضيافه شيد  ( pH=9ميولار بيا    3/0) EDTAها محليول   نمونه

روش  اسيتفاده از  ميکروليتر خيون بيا   100از  DNAاستخراج 

اين روش استخراج مبتنيی بير   . شدانجا  گوانيدين سيليکاژل 

ييک عامي  لييز    عنيوان  استفاده از ايزوتيوسياناا گوانيدين به

آزاد شده به کمک  DNAآوري  هاي خونی و جمعکننده سلول

جهيت تعييين کمييت و     .(Boom 1989) باشد ذراا سيليکا می

اي اسيتفاده  هياي الکتروفيورز مقايسيه   روش از  DNAکيفييت 

 .گرديد

 

 مرازای پليزنجيره واکنش

 تکثير ژن کالپاستاتين

ميکروليتيير  20در حجييم کلييی  DNAميکروليتيير دو 

 بييييييييا اسييييييييتفاده از کيييييييييت  PCRمخلييييييييو  

GenePak PCR Universal هرکييت حياوي ريير    . تکثير شد

 200مييراز جهييت شييروع،  پلييی DNAفعييال کننييده آنييزيم  

و بيافر اسيتاندارد   Mgcl 2مول ميلی dNTPs ،200ميکرومول 

، diluent PCR ميکروليتير  10شيام     PCRمخلو  . باشدمی

. اسيت  ddH2Oميکروليتير   3و  Mix primerميکروليتير از   5

سيک  تکثير با دماي واسرشيت شيدن    53شام   PCRبرنامه 

 c°87، دمياي واسرشيت ثانوييه    (دقيقيه  2مدا هب) c°83 اوليه

-ميی ( ثانيه 73مدا هب) c°61، دماي اتصال (دقيقه 1مداهب)
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مدا هب) c°42 دماي سيک  در  53باشد و تکثير نهايی شام  

درصيد   3/1بروي ژل آگارز  PCRمحصولاا . است( دقيقه 10

. رنييآ آميييزي شييده بييا اتيييديو  برومايييد الکتروفورزگرديييد  

پرايمرهاي مورد استفاده در اين آزمايش بر اساس پرايمرهياي  

 از bp  622ژن کالپاستاتين گاوي ساخته شدند و ييک قطعيه  

 .(Chung 1999)تکثييير شييد  PCRژن مربوطييه را در واکيينش 

 : توالی آرازگرها به شرح ذي  بود
CAST 1C        5'-CTTGTCATCCGACTTCACCT   
CAST 1D        3'-TCTTCTTTTCTCTTTGGGTGGA 

 

 BoLA-DRB3 تکثير ژن

 DRB3جايگاه ژنی  2مورفيک اگزون  تکثير ناحيه پلی

درطيی   Hemi-Nested PCRجفت باز بيا روش   297به طول 

 (Van Eijk 1992). دو مرحله صورا گرفت
استفاده  HLO31و  HLO30از دو آرازگر  PCRدر مرحله اول 

 .شد
5’- ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3’        HL030 

5’-TTTAAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT-3’   HL031  

تکثير براي  HLO32و  HLO30و در مرحله دو  از دو آرازگر  

 .شداستفاده 
5’- ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3’ HL030 

5’- TCGCCGCTGCACAGTGAAACTCTC-3’ HL032 

 20در هر دو مرحله، واکنش در حجم نهايی 

ميکرومول از هر  200 ،يک واحد تک پليمرازيکروليتر شام  م

dNTP ،200  ميکرومولMgCl2 ،10  مخلو  پيکامول  20تا

نانوگر   100تا  30با رلظت  DNAيکروليتر م 9/0پرايمرها، 

در  DNAواسرشت شدن  له اول تکثير،در مرح. انجا  شد
c°87  با دماي سيک   10دقيقه شروع شد و طی  5به مدا
c°87 (ثانيه 23مدا هب) ،c°60 (ثانيه 50مدا هب) ،c°42 (به-

 3مدا هب) c°42و مرحله تکثير انتهايی  (ثانيه 50مدا 

ميکروليتر از  7-5در مرحله دو  از . به اتما  رسيد( دقيقه

با  سيک  23طی در  PCRمرحله اول حاص  از محصولاا 

و  (ثانيه 50مداهب) c°63، (ثانيه 70مداهب) c°87دماي 

 شدانجا   (دقيقه 3مدا هب) c°42 مرحله تکثير انتهايی

.(Kelm 1997) هاي تکثير، براي پس از انجا  واکنش

با  درصد 3/1از ژل آگارز  PCR تشخي  محصولاا

 .شداستفاده  اتيديو  برمايدآميزي  رنآ

 

 RFLPبه روش  PCRواکنش هضم آنزیمی محصولات 
 هضم آنزیمی ژن کالپاستاتين

با استفاده از آنزيم  PCRبرش آنزيمی محصولاا 

انجا   c°54 ساعت در دماي 5مدا به  MspI محدودالاثر

 3 گرها شام ميکروليتر و واکنش 20واکنش به حجم . فترگ

واحد  X 10 ،3بافر ميکروليتر PCR، 2ميکروليتر محصول 

پس از هضم . ميکروليتر آب مقطر بودند 12آنزيم برشی و 

 2آنزيمی، محصولاا هضم با استفاده از الکتروفورز ژل آگاروز 

 . درصد و رنآ آميزي اتيديو  برومايد مشاهده شدند

 

 BoLA-DRB3هضم آنزیمی ژن 

و  Rsa ،Hae  آنزيم 5جهت انجا  هضم آنزيمی از

I BstY ميکروليتر ودر  20واکنش به حجم . استفاده گرديد

و  Hae و  Rsaهاي براي آنزيم گراددرجه سانتی 54دماي

 5مدا هب Bsx21 گراد براي آنزيمدرجه سانتی 30دماي

ميکروليتر محصول  3گرها شام واکنش. ساعت انجا  گفت

PCR، 2  ميکروليتر بافرX10 ،3  12واحد آنزيم برشی و 

محصولاا هضم شده واکنش  .ميکروليتر آب مقطر بودند

 الکتروفورزدرصد  9آميد  آکري  روي ژل پلی اي پليمراز زنجيره

در انتها  .آميزي شدند  رنآاتيديو  برمايد  با استفاده از و

 .آناليز شدند 52/1نسخه Popgene32 ها با نر  افزار داده

 

 نتایج و بحث 

بيييا روش تيوسيييياناا گوانييييدين   DNAاسيييتخراج 

را ( ng40 حيدود )ژنيومی   DNAسيليکاژل مقيادير بيالايی از   

 . حاص  کرد که با اسپکتروفتومتر ارزيابی گرديد

 

 کالپاستاتين

جفت بازي از  622نتيجه واکنش پليمراز، تکثيرقطعه 

هضيم توسيط آنيزيم    (. 1 شيک  )کنيد  ييد میرا تا CASTIژن 

را نشيان داد   NNو  MM ،MNسه ژنوتيپ  MspIمحدودالاثر 

بيشترين تعيداد و فراوانيی را در گليه     MMژنوتيپ (. 2شک  )

ترتيي   بيه  27/0و  46/0فراوانی آلليی  . مورد بررسی نشان داد

بير  نتيايج مشيابهی   (. 1 جدول) دست آمدهب Nو   Mبراي آل 

-هبي  .گيزارش گردييد   (Chung 1999) چانگ   توسطروي گاو 

 .شيد گيزارش   Nو  M بيراي  را %28و  %41فراوانی  طوري که

چنين پالمر نتايج مشابهی را بروي گوسفند گزارش نميود،  هم

 گزارش نمود Nو  M براي را %25و  %44 فراوانیطوري که هب
(Palmer 1998).  تستχ

ينبيرگ را  ا، برقراري تعادل هاردي و2

گونيه  در گله نشان داد که گوياي اين مطلي  اسيت کيه هيي     

هياي  انتخابی در جمعيت در جهت افزايش يا کياهش ژنوتييپ  

سيطح هتروزيگوسييتی   . ژن کالپاستاتين صورا نگرفته اسيت 

-هاي ميزان تنوع ژنتيکی در يک جمعييت بيه  يکی از شاخ 

سييطح هتروزيگوسيييتی پييايينی بييراي ژن  . آيييدمييی حسيياب
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را دست آمد کيه عليت آن  هکالپاستاتين در گله مورد مطالعه ب

خونی بسته بودن اين گله دانست که باعث افزايش همتوان می
 .(2جدول)و کاهش سطح هتروزيگوسيتی گرديده است 

 

 

 
 
 

 هاي کاي مربعفراوانی ژنوتيپی و آللی ژن کالپاستاتين و تست: 1جدول
Table 1: Genotypic  Frequency and  Alleles  Frequency of Calpastatin gene and χ

2
 

test 

 فراوانی آللی فراوانی ژنوتيپی تعداد ژنوتيپ
χ

2 
M N 

MN 33 90/61 

46/0 27/0 NS72/5 MN 26 21/28 

NN 9 88/9 
NS :χ2 داررير معنی 

 

 
 

NN MM 

622  

336  
286 

Marker (50bp) 
MN NN MM NN NN 

نشانگر ملکولی مورد .  % 3/1وي ژل آگارز ربر( جفت بازي 622قطعه)ژن کالپاستاتين PCR  محصولاا: 1شک 

  باشدمی M50استفاده 
Fig 1: PCR-products of Calpastatin gene with 284 bp size in 1.5%  agarose gel. As a molecular 

marker M50 is used  
 

Marker (50bp) 

665 

  باشدمی M50نشانگر ملکولی مورد استفاده . هضمی ژن کالپاستاتين محصولاا: 2شک 
Fig 2: Restriction analysis of amplification products of Calpastatin gene. As a molecular marker M50 

is used 
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 ، هتروزايگوسيتیهتروزيگوسيتی مشاهده شده: 2جدول 

و متوسط هتروزيگوسيتی جايگاه ژنی  موردانتظار

 کالپاستاتين
Table 2: Observed heterozygosity and 

expected heterozygosity of Calpastatin gene   

 جايگاه ژنی
هتروزيگوتی 

 موردانتظار

هتروزيگوتی 

 مشاهده شده

 28/0 56/0 کالپاستاتين

 

ی اسييت کييه  يهيياتعييداد آليي   ،تعييداد آليي  مييوثر  

 اين پارامتر در جيدول  .نمايدهتروزايگوسيتی يکسان ايجاد می

تعداد آل  موثر بيراي ژن کالپاسيتاتين در    .آورده شده است 5

کيه  با توجه به ايين  .دست آمدهب 36/1 گاوهاي نژاد سيستانی

ترين تنظيم کننده فعالييت کيالپين   عنوان مهمهکالپاستاتين ب

يم کالپين بير کيفييت گوشيت بسييار     گردد و آنزمحسوب می

باشد، بنابراين لزو  بررسی ژنتيکيی ژن کالپاسيتاتين   ثر میمو

چنييد شييکلی ژن  پييژوهشطييی يييک . شييوداحسيياس مييی

 ،EcoRI هياي بيا آنيزيم   و PCR-RFLPکالپاستاتين بيا روش  

BamHI  ،Bg1II، PstI  وDraI مورد بررسی گرفت،  خوک در

هياي  گونه چند شيکلی دررابطيه بيا آنيزيم    در اين بررسی هي 

Bg1II ، PstI وDraI پييييدا نشيييد (Lonergan 1995).  در

ميورد  CASTI  (D1C/1 )ديگر چند شکلی آلليی ژن  پژوهشی

در اين ناحيه شناسيايی   cو  a ، bبررسی قرار گرفت و سه آل 

گيزارش   15/0و  68/0،19/0ترتيي   ها را بهو فراوانی اين آل 

پالمر و همکياران گيزارش کردنيد کيه      .( Roberts 1996) شد

مارکر مرتبط با کيفيت گوشت با ژن کالپاسيتاتين پيوسيتگی   

اي هيياي نقطييه، جهييشCASTIهييا در اينتييرون ژن آن. دارد

 مجموع سه آل  گزارش کردند که آل در . فراوانی پيدا کردند

a  وb   اي در ناحيه جهش نقطه 6در(1C/1D )هيم تفياوا    با

 سييييييييييييييه cآليييييييييييييي   داشييييييييييييييتند و

SNP (Single nucleotide polymorphism)   متفاوا با آليa 

 .(Palmer 1996) اي داشتجهش نقطه 8و جمعاً b  و

 

 ثر آللی براي جايگاه ژنی کالپاستاتينبم ةانداز: 5جدول 
Table 3: Effective number of alleles of 

Calpastatin gene  

 تعداد نمونه اندازه مبثر آللی جايگاه ژنی

 98 36/1 کالپاستاتين

 

BoLA-DRB3: اي پليمراز در شک   واکنش زنجيره يهنتيج

ييک  بيود  انتظيار  مورد طور که همان. نشان داده شده است 5

 BoLA-DRB3 ژن 2 جفت بيازي از اگيزون   297داراي  قطعه

ميارکر  انيدازه قطعياا از   تشيخي   براي تکثير شده است که 

 (.5شک )جفت بازي استفاده شده است  100

 هاي هضيم شيده بيا    مقايسه باندهاي موجود در نمونه

بير   pUC19 نشانگر وزنیبا  BstYI و RsaI، HaeIII Iآنزيم  سه

 .نشان داده شده است 7آميد در شک   آکري  روي ژل پلی

 

 
 

 
 

 

 

Marker (100bp) 

284 

 . BoLA-DRB3 جايگاه ژنی 2جفت بازي اگزون  297تصوير تکثير قطعه  :5شک  

Fig 3: PCR-products of BoLA-DRB3.2 with 284 bp size 
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 آليي  در مکييان ژنييی   18تعييداد  پييژوهشدر اييين 

BoLA-DRB3.2  توسييط روشPCR-RFLP  شناسييايی شييد و

هاي شناسايی شده احتمال جديد بودن يکيی از ايين   بين آل 

جهت تاييد وجود اين آلي  جدييد   . مطرح شد( Xآل  )ها آل 

باشيد کيه در ايين    نياز به انجا  آزمايشياا تعييين تيوالی ميی    

هياي آلليی در جمعييت     فراوانيی . انجيا  نشيده اسيت    پژوهش

، *57، *9آلي    3 .دست آميد هبصد  در 22تا  1بين  سيستانی

13* ،X
، 73/22ترتي  با فراوانيی به BoLA-DRB3.2 *  77و  *

از بيشيترين فراوانيی در   در صد  12/6و  16/9 ،16/9، 75/21

 *31و  *54، *28، *5هياي  آلي  . اين جمعيت برخوردار بودند

 BoLA-DRB3.2  کمتييرين فراوانييی را در نييژاد مييورد بررسييی

دسيت آميده نشيان داد    هفراوانی ژنوتيپی ب .(7جدول ) داشتند

بيه   57/57و 9/9هياي  که بيشترين فراوانی مربو  بيه ژنوتيپ  

 (.3جدول ) باشدمی29/17و 7/20ترتي  با فراوانی

 14اسيت تعيداد    برزيي  کشور بومی  که Girنژاد  گاور د

داراي  *6و  *20آلي   دو ه کي . شدشناسايی در اين مکان ژنی آل  

مشياهده   *11و  *9هياي   آلي   باشيند وليی  ميی شترين فراوانی بي

در جمعييت هلشيتاين کانيادا فراوانيی      (Da Mota 2002) شدندن

 Roberts)درصيد   8/17و  1/20ترتيي   بيه  *11و  *9هياي  آلي  

درصيد   5/11معيادل   *9و در گاوهاي جرسی فراوانی آل   (1996

(Kelm 1997) که در گاوهياي نيژاد   در صورتی. گزارش شده است

. بيود  1/3، *11و فراوانی آلي    73/22،  *9سيستانی فراوانی آل  

آلي  شناسيايی شيده     24در هلشتاين ايرانی براي اين مکان ژنی 

 .(Nassiry 2004) باشيد می *9که بيشترين فراوانی مربو  به آل  
گلپايگيانی اييران انجيا  گرفتيه     در تحقيقاتی که بر روي گاوهاي 

 آليي  گييزارش شييده اسييت  18بييراي اييين مکييان ژنييی   ،اسييت

(Nassiry 2008) . 

 21و  Russian Mongolianآل  در نژاد  14چنين هم

 BoLA-DRB3.2براي مکان ژنی  Russian Blackآل  در نژاد 

-گزارش شده است که بيشترين فراوانی به ترتي  بيراي آلي   

در ييک  . (Mohammadabadi 2003)باشد می *22و  *4هاي 

بر روي چهار نژاد گاو ژاپنی بيشيترين تعيداد آلي  در     پژوهش

و کمترين تعداد آل  در نيژاد  ( آل  25) Japanese Blackنژاد 

Jersey (17  آل )گزارش شده است .(Takeshima 2001) 

 آميد  آکري  پلی الگوهاي باندي حاص  از هضم آنزيمی بر روي ژل :7شک  
Fig 4: Restriction analysis of amplification products in  polyacrylamide gel.   
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 جايگاه ژنی آللیهاي فراوانی :7جدول 

 BoLA-DRB3.2 در نژاد سيستانی 
Table 4: Frequencies of BoLA-DRB3.2 alleles 

in Sistani cattle  

 آل  )%( فراوانی

73/22 9* 

75/21 57* 

16/9 13* 

16/9 x* 

12/6 77* 

1/3 11* 

09/7 10* 

09/7 4* 

06/5 74* 

06/5 15* 

07/2 73* 

07/2 56* 

07/2 27* 

07/2 21* 

07/2 7* 

02/1 31* 

02/1 54* 

02/1 28* 

02/1 5* 

 

دهد کيه در مکيان ژنيی    نشان می هاپژوهشتما  اين 

BoLA-DRB3.2     چندشکلی بسياري وجيود دارد کيه تعيداد و

 هييا از نييژادي بييه نييژاد ديگيير تفيياوا دارد     فراوانييی آليي  

(Maillard 2001., Da Mota 2002.& Mossafer 2005.) 

گييري  ميزان تغييراا ژنتيکی در داخ  يک جمعيت با انيدازه 

ثر مکيان ژنيی ميورد مطالعيه     هتروزيگوسيتی و تعداد آل  ميو 

حاضير هتروزيگوسييتی مشياهده     پيژوهش در . شودتعيين می

بود که پايين  9935/0و 2071/0ترتي  شده و مورد انتظار به

بودن هتروزيگوسيتی اين مکان ژنی در نژاد سيستانی را نشان 

 شياره شيد  طور که در مورد جايگاه کالپاستاين ادهد، همانمی

توان بسته بيودن ايين   علت پايين بودن هتروزيگوسيتی را می

هتروزيگوسييتی مشياهده شيده و    (. 6جيدول  )گله نسبت داد 

 ،درصيد  1/80و  1/82ترتيي   مورد انتظار در نژاد هلشتاين به

در نژاد جرسی  ،درصد 2/81و  82در نژاد شورا هورن ژاپنی 

 7/81و  3/80درصييد و در نييژاد سييياه ژاپنييی   4/99و  5/81

ثر تعداد آل  مو (Takeshima 2001).درصد گزارش شده است

. بيود  097/9در تنوع اين مکان ژنی در گاوسيسيتانی معيادل   

هياي ميوثر   دهد که تعداد آل طور کلی اين پارامتر نشان میهب

ثر تعيداد آلي  ميو   . ه اسيت مکان زياد بوددر تنوع ژنتيکی اين 

در بيشيتر  فقط در مواردي با تعداد آل  واقعی برابر است وليی  

 Dietz).  ثر کمتر از تعداد آل  واقعی استموارد تعداد آل  مو

1997)  
در ايجيياد پاسييخ ايمنييی  BoLA-DRB3.2مکييان ژنييی 

اي نقش اساسی دارد لذا اين مکان ژنيی بيراي مطالعياا پاييه    

هيا داراي اهمييت   ی مقاومت به بيماريژنتيکی در مورد بررس

-دهند گاوهايی که داراي آل ها نشان میبررسی. زيادي است

ند نسبت به بيمياري لکيوز مقياو     هست *29و *22، *11هاي 

 *11وجيود آلي      (Sulimova 1995 & Udina 1998) باشندمی

اي براي مقاومت اين نيژاد بيه   تواند نشانهدر نژاد سيستانی می

 . بيماري لکوز باشد

هاي چندشکلی ژنتيکی براي ژن وجودحاضر  پژوهش

نيژاد   در گاوهياي  خيوبی را بيه  BoLA-DRB3.2 کالپاستاتين و

هيا، جهيت   از وجود اين چند شکلی. ايران نشان داد سيستانی

و بررسی ارتبا  بين چند شکلی ژنتيکيی بيا صيفاا تولييدي     

ارتبيا  بيا   کيفييت گوشيت و   و از قبيي  تولييد   ايمونولوژيکی

 . توان استفاده نمودعنوان مارکر ژنتيکی میبهها بيماري
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 در نژاد سيستانی  BoLA-DRB3.2 ژنوتيپی جايگاه ژنیهاي   فراوانی :3جدول 

Table 5: Genotypic  Frequency of BoLA-DRB3 in Sistani cattle 

 BstYI Patterns HeaIII )%(فراوانی 

Patterns RsaI Patterns ژنوتيپ تعداد 

07/2 CC CC EE 1 4/4 

29/17 AA BB LL 4 57/57 

16/9 AA BC LE 7 X/X 

07/2 AE AA FG 1 11/9 

12/6 BB AA II 5 13/13 

07/2 BB AA HH 1 15/15 

7/20 AA AA FF 10 9/9 

07/2 AA BA LW 1 57/74 

07/2 AB AB LH 1 15/75 

12/6 BB II KK 5 77/77 

07/2 DD BB SS 1 73/73 

07/2 AA AA WW 1 74/74 

07/2 BB AA IO 1 54/13 

07/2 BB BB NN 1 27/27 

07/2 AA BB LL 1 57/57 

07/2 BC CE LE 1 4/21 

09/7 EE AA GG 2 11/11 

09/7 BB AA FF 2 10/10 

07/2 BA BE LL 1 57/21 

07/2 CB AC PG 1 31/28 

07/2 BB AA CC 1 7/7 

07/2 AA AB LF 1 57/9 

07/2 BB AA LL 1 56/56 

07/2 BA AB LI 1 57/13 

07/2 CB BC BE 1 5/4 

 

 سيستانی در نژاد BoLA-DRB3.2ثر در مکان ژنی ار و تعداد آل  مومورد انتظ ،هتروزيگوسيتی مشاهده شده :6جدول 
Table 6: Observed heterozygosity , expected heterozygosity and effective number of alleles of BoLA-DRB3.2 gene in 

Sistani cattle    
 شده هتروزيگوسيتی مشاهده

Observed heterozygosity 
 هتروزيگوسيتی مورد انتظار
expected heterozygosity 

 تعداد آل  موثر
Effective number of alleles 

2071/0 9935/0 0972/9 

 :منابع

 .متن انگليسی مراجعه شود 60 -38 هايجهت ملاحظه منابع به صفحه
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Study on the Genetic Polymorphisms of Candidate Genes (Calpastatin and BoLA) in 

Sistani Cattle Using PCR-RFLP 
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Abstract 

Selection based on molecular markers is one of the new methods that may improve progress and accuracy of 

selection in animal breeding programs. Candidate genes of Calpastatin and (BoLA Bovine Leucocyte Antigen DRB3) 

were studied. Calpastatin gene is the candidate gene investigating growth rate and meat tenderness and DRB3 is 

extensively evaluated as a candidate marker for associations with various bovine diseases and immunological traits. 

Blood samples were taken from 89 Sistani cows in Zehak Research Institute. Genomic Extraction and PCR reaction 

were done for detect genomic variation of Bovine Leucocyte Antigen and Calpastatin. Amplicons were digested with 

restriction enzymes MspI for Calpastatin and RsaI, HaeIII and BstYI for BoLA DRB3 genes, respectively. Allelic 

frequencies for Calpastatin were M=0.764 and N=0.236, respectively. χ2 test showed That population is in hardy-

weinberg equliberium. In this studies 19 alleles were identified in the studied Sistani herd. Allelic frequencies ranged 

from 0.1 to 0.22 in the Sistani population. The most frequent alleles were *8 and *34. These data provide evidence that  

Sistani breed have a variability, which opens interesting prospects for future selection programs, especially marker-

assistant selection. 

 

Keywords : Sistani Cows, Calpastatin, BoLA DRB3, polymorphism, PCR-RFLP 
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