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)28/5/96:پذیرشتاریخ- 16/9/95:دریافتتاریخ(

ژنزیاديتعدادتأثیرو تحتهست یچندژنو کمیصفاتوجزآنو ترکیباتشیرتولیدصفات
درآلفالاکتالبومین و بتالاکتوگلوبولینهايژنچندشکلیشناساییمنظور بهتحقیقاین.دارندقرار

تعداداز.گرفتصورتPCR-SSCPتکنیکازاستفادهباشرقیآذربایجاناستانبومیگاومیش
شیرازهانمونهDNAاستخراجوتهیهشیرنمونهشرقیآذربایجاناستانهايگاومیشرأس150

پلیمرازايزنجیره، واکنشDNAمراحل استخراج بعد از انجام.گرفتصورتپرونازروشبا
)PCR (قطعه آلفالاکتالبومین وژن2اینترونو1اگزونازبازيجفت392قطعهیکتکثیرجهت

ها،نمونهچندشکلیتعیینبراي.شدژن بتالاکتوگلوبولین انجام2جفت بازي از ناحیه اگزون 452
ژلرويالکتروفورزو) SSCPروش(قطعاتشدنرشتهتکازپسPCRمحصولاتالکتروفورز
الگويسههاي مورد مطالعهدر نمونه.شدانجامنقرهنیتراتروشبهژلآمیزيرنگوآکریلامید

و پنج 5/87،71/10،78/1براي ژن آلفالاکتالبومین به ترتیب با فراوانی3و1،2مختلفباندي
، 80/9،82/58فراوانیباترتیببهبتالاکتوگلوبولینژنبراي5و 4، 3، 2، 1الگوي باندي مختلف

وجودازناشیتواندمیکهبودمتفاوتهايالگوبیانگرنتایج. شدمشاهده96/1و 80/9، 60/19
.باشدهاجایگاهایندریچندشکل

هاي کلیديواژه
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مقدمه

سرمایهعنوانبهکشورهرحیواناتبومیهاينژادعموماً
وحفظوشوندمیمحسوبکشوريهراستراتژیکذخایروملی

این. استبرخورداربسیارياهمیتوارزشازهاآنتکثیر
نیزومصنوعیوطبیعیانتخابسالهزارانازپسموجودات

محیطینامساعدشرایطتمامیبرلبهغباوبسیارموانعازگذر
نسلازدیادوتکثیربهودادهادامهخویشحیاتبههمچنان
سازگاريمحیطیهايمحدودیتازبسیاريبهنسبتوپرداخته

هايگاومیشKhosravi nia and Edris).,2001(اندکردهپیدا
ردنژاداصلاحهايبرنامهبرايپایهژنتیکیذخایرایرانبومی

-ساختاراینلذا شناساییشوند،میمحسوبخویشهايزیستگاه

معیار مناسبی هاي مؤثر در صفات اقتصاديو ژنژنتیکیهاي
موجب پاسخ وآینده بودهنژادياصلاحهايبرنامهجهت اجراي

.Khorshidi et al(تر می گردند به انتخاب در زمان کوتاه 2006 .(
باتولیداتواسطهبهکهتآسیاساصلیوبومیدامیشگاوم

دهندگانپرورشوروستائیاناقتصاددربسزایینقشخودارزش
بهراداماینگاومیشتولیداتارزشوکیفیت.کندمیایفاآن

امربهپیشازبیشتوجهسببوکردهتبدیلبومیدامترینمهم
استگردیدهداريگاومیشامرتوسعهوگاومیشتولیداتبهبود

)Taheri et al. محصولاتسایروشیراینکهبهتوجهبا.)2015
انسانغذاییمواددهندهتشکیلاجزايمهمترینازآنازحاصل

بههموارهآنکیفیتبهبودوتولیدافزایشبنابراینباشند،می
با.آیدمیشماربهشیرتولیدصنعتمهماهدافازیکیعنوان
ازاستفادههاي بومیبخش دامدرمذکور، احتمالاًمواردبهتوجه

و تولیدافزایشبههاي مولکولی منجرنشانگرژنتیکیپتانسیل
بهبودجهتاستلازمبنابراین. خواهد شدمحصولکیفیت
برترهايیپژنوتانتخابهايروشازحیوانیجوامعژنتیکی
پایهبرنژاداصلاحمرسوموقدیمیهايروش. نموداستفاده
خویشاوندانیافردخودهايرکوردوفنوتیپیاطلاعاتازاستفاده
ایجادبرايمناسبهايژنوتیپانتخاببهمنجرکهبودهاستوار

بهتواندمیهاروشاینازاستفاده. شدخواهدهاي بعدنسل
ها آنازحاصلفرزندانکهگرددآمیزشی منتهیهايبرنامهاجراي
هستند والدینیجامعهبهسبتنبهتريژنتیکیمیانگینداراي

)Jalil Piran, هاروشاینازاستفادهکهاستبدیهی). 2000

درزمانصرفمخصوصاً وتولیديهايرکوردوجودنیازمند
-مینیطولانسلفاصلهدارايکهاستگاومیشمانندییهادام

ایجادوژنتیکیبهبودفرآیندشدنطولانیبهمنجرامراین. باشند
کاهشراستايدر.شدها خواهدگزینی دامبهدرودیتمحد

انتخاب،درژنتیکیهاينشانگرازاستفادهمشکلات ذکر شده،
ارزیابیدراریبیمیزانشدنکموانتخابدقترفتنبالاترباعث

.Kelm et al(شد خواهدانتخابو بردنکاربهبنابراین). 1997
جوامعدرانتخاباعمالکهشودمیباعثژنتیکیهاينشانگر

صورتبهنژاداصلاحهايبرنامهوبودهترشدهکنترلوتردقیق
.Amigo et al(شود پیادهاصولی هاياستفاده از ژن). 2000
بهبودبرايتحقیقاتیهايمحورترینجدیدازیکیکاندیدا

دههدرکهباشدمیشیردههايدامدرتولیديشیرخصوصیات
نژاداصلاحدرمولکولیژنتیکتحقیقاتازبسیاريزمینهاخیر
,Jalil Piran(استاختصاص دادهخودبهراشیردههايگله

بر اساس تحقیقات انجام گرفته بر روي گاومیش، از جمله . )2000
هاي هاي کاندید مؤثر بر صفات تولید شیر و ترکیبات آن ژنژن

.Tanita et al(شند بابتالاکتوگلوبولین و آلفالاکتالبومین می 2006 .(
گذار بر صفات هاي مهم تأثیربتالاکتوگلوبولین به عنوان یکی از ژن

.Tsiaras et al(مهم اقتصادي شناخته شده است  ، که بر )2005
.Rachagani et al(گاومیش قرار دارد 11روي کروموزوم  2006 .(

162حاويکهبودهشکلکرويوآبدرمحلولپروتئین،این
کیلودالتون3/18مولکولیوزنباوپپتیديزنجیرهدراسیدآمینه

.Mercier et al(است  واحدژن بتالاکتوگلوبولین یک).1993
اینترون6واگزون7شاملوداردبازيکیلو7/4بردارينسخه
وسرمهايپروتئیناز٪50حدوددرلاکتوگلوبولینبتاژناست

.Mercier et al(دهد میتشکیلراگاو شیرپروتئینکلاز12٪

هاهیپوکامیناست،هیپوکامینیکبتالاکتوگلوبولین).1993
بابالاییترکیبتمایلکهبودهکممولکولیوزنباهاییپروتئین
دیگرمهمخواصاز.رتینول دارندنظیرگریزآبهايمولکول
نیزیهایگزارش.آن استشدنژلاتینهوگرماییپایدارياین ژن

با چربیدرمحلولهايویتامینشدنباندزمینهدر
.Wang et al(دارد بتالاکتوگلوبولین وجود میلوجود). 1997

دهندهنشانچربهاياسیدورتینولبابتالاکتوگلوبولینترکیبی
-میاجزااینمتابولیسموانتقالدربتالاکتوگلوبولینمهمنقش
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عنوانبهمهمکاندیدیکنیزوبولینبتالاکتوگلژنبنابراینباشد،
توالی. استشیرترکیبروياثرشخاطربهشیرتولیدنشانگر

توالیدرژنتیکیتنوعوشدهگزارشژناینآمینهاسیدکامل
.Creamer et al(است شدهمشخصآنآمینهاسیدهاي 1983 .(

شیردرپنیرآباصلیپروتئین) β-LG(بتالاکتوگلوبولینژن
پستانیغدهپوششیهايسلولوسیلهبهکهبودهارکنندگاننشخو

وشیرکیفیتدروشدهسنتزدهیو شیرآبستنیهايدورهدر طی
درپروتئینایننقشهمچنین. داردنقشآنشدنلختهفرآیند

سازوسوختتنظیمونوزادانایمنیشیر،رتینولازمحافظت
.Wang et al(است شدهشناختهپستان،غدهدرفسفر 1997 ;

Vyas et al. Bو Aهاي آللکهدادهنشانمطالعات). 2002

.باشندمیمؤثرشیرخصوصیاتوترکیببربتالاکتوگلوبولین
بتالاکتوگلوبولینAAژنوتیپ دارايهايتوسط گاوشیرتولید
باهايگاوشیربهنسبتآنهاشیرچربیوولی کازئینبودهبیشتر

.McLean et al(است مترکBBژنوتیپ  ازحاصلپنیر). 1984
AAژنوتیپ باهايگاوبهنسبتBBژنوتیپ باهايگاوشیر

.Van Der Berg et al(است بیشتر در پژوهشی با بررسی ). 1992
چندشکلی ژن بتالاکتوگلوبولین نژادهاي براون سویس و هلشتاین 

دار کل مواد ، مقBBنشان داده شد که در افراد داراي ژنوتیپ 
هاي دیگر بود داري بیشتر از ژنوتیپجامد و چربی به طور معنی

)Celik, ارتباط بین چند شکلی ژن محققان با بررسی). 2003
بتالاکتوگلوبولین با صفات تولید شیر در اولین دوره شیردهی 

ژن AAگاوهاي آیرشایر گزارش کردند که ژنوتیپ 
نیز بر BBروتئین آن و ژنوتیپ پبتالاکتوگلوبولین بر تولید شیر و

,Ikonen(مقدار چربی شیر اثر مطلوبی داشت  چندشکلی ). 1999
گاومیشدر جمعیتی ازPCR-RFLPروش بابتالاکتوگلوبولینژن

نشانبررسی قرار گرفت، نتایجمورد) Murrah(و باتلاقیهاي
-براي جایگاههاگاومیشازجمعیتاینDNAهاينمونهکهداد

.Nualchuen et alبودند مونومورفبتالاکتوگلوبولینژنهاي

کهباشد؛شیر میپنیرآبپروتئینیکآلفالاکتالبومینژن). (2011
آبپروتئینازدرصد18و شیرپروتئیندرصد کل3.5حدود

.Kumar et al(باشد شیر گاومیش میدرپنیر این ژن ). 2006
سنتزمسئولکهاستوزلاکتسنتازآنزیماساسیدهندهتشکیل
صفتبرايکاندیدژنیکعنوانبهبنابراین. استشیردرلاکتوز

بطور مستقیمآلفالاکتالبومینژن. شودمیگرفتهنظردرشیرتولید
قرار تأثیرتحتلاکتوزسنتزاز طریقتولید شیر راو حجمکیفیت

.Ashwell et al(دهد می دریمهمنقشلاکتالبومینآلفا). 1997
شبکهدرخاصطوربهکند،میبازيشیرحجمتنظیم

شیردیگرپروتئینباهمراهشیردهپستانیغدهزبر ازآندوپلاسمی
گریز عملآببرندهپیشتوالییکباپروتئینپیشیکعنوانبه

.Mercier et al(کند می درمهمینقشآلفالاکتالبومین). 1986
پروتئیناین: داردپستانیايهسلولهايوزیکولبهآبترشح
کهدهدمیتشکیلرالاکتوزسنتازآنزیمکمپلکسدو جزءازیکی

اینجزء دیگر. کندمیکاتالیزرالاکتوزبیوسنتزنهاییمرحله
هايسلولدرکهاست)GT(ترانسفراز گالاکتوزیلسیستم

-UDPازگالاکتوزیلهايگروهانتقالدرمختلفترشحی

galactoseحاويهايگلیکوپروتئینهبN-acetylglucosamin

آلفالاکتالبومینبابرهمکنششیريمترشحهدر غدد.داردنقش
گلوکزبرايآنتمایلودادهتغییرراترانسفرازگالاکتوزیلویژگی
.Delavari et al(یابد میافزایش گزارشاتبرخیاگرچه). 2014

دسترسدرگوسفندووكخبز،گاو،درلاکتالبومینآلفاژندر
وجودگاومیشبرايمولکولیسطحدرکمیاطلاعاتهستند،
,Blumberg and Tombs(دارد  هايجایگاهچندشکلی.)1958

آنهاو ارتباطمازندراناستانهايگاومیشدرآلفالاکتالبومینژنی
بررسی شد، در نهایت SSCPبا تکنیک شیرو کیفیتکمیتبا

چندشکلی جایگاههمچنین اثرشناسایی شد وبانديالگويچهار
دارمعنی) پروتئین شیرچربی،درصد(صفاتبرآلفالاکتالبومینژن

,Hasani(نبود  1ژنتیکی اگزونبرخی محققان چند شکلی).2015
روشبارا در نژادهاي مختلف گاومیشآلفالاکتالبومینژن2و

SSCPآلفالاکتالبومیننژازهر دوناحیه. مورد بررسی قرار دادند
Dayal et).شد یافتشکلیچندصورتبهنژادگاومیش4در 

al. پروتئین شیر هايبا توجه با اینکه تأثیر چندشکلی ژن(2006
هاي اصلاحی روي صفات مربوط به شیردهی و همچنین در برنامه

هاي شیري بسیار بالاست، در نتیجه هدف از این و انتخاب دام
هاي آلفالاکتالبومین وتعیین چندشکلی ژنتحقیق بررسی و 

بتالاکتوگلوبولین در گاومیش بومی استان آذربایجان شرقی با 
برمبتنیمنفردهايرشتهفضاییچندشکلیاستفاده از روش

.بود)PCR-SSCP(مرازپلیايزنجیرهواکنش
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هاروشومواد

گیرينمونه

لین و هاي بتالاکتوگلوبوبراي مطالعه چندشکلی ژن
هاي استان رأس گاومیش در گله150آلفالاکتالبومین، تعداد 

هاي شیر تهیه آذربایجان شرقی به طور تصادفی انتخاب و نمونه
درجه4دمايدرDNAاستخراج زمانتاشیرهاينمونه. گردید
.شدندنگهداريگرادسانتی

DNAاستخراج 

زپروناروشازشیرهاينمونهازDNAاستخراججهت
.Bailes et al(شد استفاده DNAکیفیتتعیینجهت). 2007

.شداستفادهدرصد5/1آگارز ژلازشدهاستخراجهاينمونه

) PCR(مرازاي پلیواکنش زنجیره

گردیدطراحیNCBIسایتازاستفادهباهاآغازگرتوالی
Oligoافزارنرمطریقازشدهانتخابهاآغازگراتصالصحتو

Version5گرفتقراربررسیمورد)Weiss et al. تمامی). 1999
.گردیدتهیهلیوفیوزهصورتبهسیناژنشرکتازهاآغازگر
X1PCR،5/1بافر(میکرولیتر20حجمدرPCRنهاییواکنش

ازپیکومولdNTPs،10مخلوطمیکرولیترMgCl2،2مولمیلی
Taqواحد1آغازگر،هر DNA Polymerase،75نانوگرمDNA

در نظر گرفته شد و هر جایگاه ژنی با شرایط )شدهاستخراج
ازآمدهدستبهقطعهطولصحت.دمایی خاص تکثیر گردید

PCR8ژل پلی آکریل آمید ازاستفادهبراي ژن بتالاکتوگلوبولین با
5/1و براي ژن آلفالاکتالبومین با استفاده از ژل آگارزدرصد

بدین منظور .گرفتصورتبرمایداتیدیومآمیزيرنگدرصد با
ولت، زمان 130با ولتاژ (پس از الکتروفورز بر روي ژل آگارز 

ژل در داخل ظرف حاوي ) درصد5/1یک ساعت و غلظت ژل 
دقیقه ژل با آب مقطر 20پس از اتیدیوم برماید قرار داده شد و

از آنجا که چندشکلی. شستشو داده شده و از آن عکس گرفته شد
قرار گرفته است، 2موجود در ژن بتالاکتوگلوبولین بر روي اگزون 

ژن بتالاکتوگلوبولین و یک2جفت بازي از اگزون 452یک قطعه 
ژن آلفالاکتالبومین 2و اینترون1اگزونازبازيجفت392قطعه

که NCBIبا استفاده از آغازگرهاي طراحی شده توسط سایت 
.ده است تکثیر گردیدآم1ترتیب توالی آن در جدول 

بتالاکتوگلوبولین و ژن آلفاکتوگلوبولینژناختصاصیآغازگرهاي-1جدول 
.اي پلی مرازبراي واکنش زنجیره

Table 1. Beta-lactoglobulin gene and Alpha-lactalbumin
gene specific primers for polymerase chian reaction

نام آغازگرژن بتالاکتوگلوبولین
TTGGGTTCAGTGTGAGTCTGGForward primer
AAAAGCCCTGGGTGGGCAACReverse primer

نام آغازگرآلفالاکتالبومین

TTGGGTTCAGTGTGAGTCTGGForward primer

AAAAGCCCTGGGTGGGCAACReverse primer

.مرازپلیايزنجیرهواکنشدماییشرایط-2جدول
Table 2. Polymerase chain reaction temperature conditions

زمان درجه حرارت مرحله ردیف
دقیقه3 گراددرجه سانتی95 اولیهسازيواسرشت 1

ثانیه40 گرادسانتیدرجه 95 سازيواسرشت 2
ثانیه30 ژن بتادرجه65 آغازگراتصال 3

ژن آلفادرجه 61 3
ثانیه40 گرادسانتیدرجه 72 توسعه 4
دقیقه5 گرادسانتیدرجه 72 نهاییتوسعه 5

با برنامه حرارتی زیر براي ژن PCRواکنش 
نشان داده شده 2بتالاکتوگلوبولین وآلفالاکتالبومین در جدول 

36بار براي ژن بتالاکتوگلوبولین و 35مراحل دو تا چهار . است
.بار براي ژن آلفالاکتالبومین تکرار گردید

SSCPهاي منفرد هتکنیک چندشکلی فضایی رشت

تک،PCRمحصولات ابتداSSCPتکنیکانجامجهت
از یکهرازمیکرولیتر5مقدارمنظوراینبراي. شدندايرشته

بهSSCPبارگذاريبافرازمیکرولیتر10باPCRمحصولات
تک درجه95دمايدردقیقه15زمانمدتبه2به1نسبت
منتقلیخداخلبهمرحلهاینازپسبلافاصلهکهشدندايرشته
آیدعملبهممانعتمکملهايرشتهچسبیدنهمبهازتاشدند

)Pipalia et al. باالکتروفورزدستگاهازآزمایشگاهدر). 2004
آکریلامیدپلیاستفادهموردژل.شداستفاده20×18×1/0ابعاد
لآکریپلیژلدرهانمونه.بودسازغیرواسرشتودرصد10
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بافر باوساعت18زمانو مدتولت130ولتاژباآمید
TBE(0.5X)ازبانديهايالگومشاهدهجهت.شدندالکتروفورز

2006Benbouza(گردیداستفادهنقرهنیتراتآمیزيرنگروش

et al..(

بحثنتایج و

قابلومناسبکیفیتپرونازروشباDNAاستخراج
دهدمینشانراپژوهشمراحلهادامجهتDNAبرايقبولی

بتالاکتوگلوبولین و ژنبازيجفت452قطعهتکثیر).1شکل(
ايزنجیرهواکنشکمکبهجفت بازي ژن آلفالاکتالبومین392
وگرفتانجاماختصاصیهايآغازگرازاستفادهبامرازپلی

درصد 5/1آگارزژلازاستفادهباشدهتکثیرقطعاتطولصحت
آلفالاکتالبومین درصد به ترتیب براي ژن8ی آکریل آمید و ژل پل

).2و1شکل(شدتأییدبتالاکتوگلوبولینو

ژنازبازيجفت452نظرموردقطعهتکثیرازپس
تعیینجهتجفت بازي آلفالاکتالبومین،392بتالاکتوگلوبولین و 

هايرشتهفضاییچندشکلیتکنیکازاین دو جایگاهچندشکلی
استفاده) PCR-SSCP(مرازپلیايزنجیرهواکنشبرمبتنیدمنفر

و بتالاکتوگلوبولینژنبرايشکلیچندمختلفالگوي5. گردید
براي ژن آلفالاکتالبومین شناساییشکلیچندمختلفالگوي3

).3شکل(شد

کیفیتتعیینومیشگاوشیرازشدهاستخراجDNAهاينمونه-1شکل
درصد5/1آگارزژلرويربشده

Figure 1. DNA samples extracted from buffalo milk and
were determined quality on the 1.5 percent agarose gel.

، چند شکلی ژن PCR-RFLPمحققان با استفاده از روش 
اي و گاوهاي هلشتاین و بتالاکتوگلوبولین را در گاومیش رودخانه

.Xiren et al).ودندجرزي شناسایی نم برخی محققان (2011
از بتالاکتوگلوبولین در جمعیتیژنبا بررسی چند شکلیدیگر 

گاوهاي هلشتاین و گاوهاي بومی ایران نشان دادند که این جایگاه 
.Doosti et al). باشدژنی داراي چندشکلی می بررسی با(2011

هايومیشگاازجمعیتیدربتالاکتوگلوبولینژنچندشکلی
تکهاگاومیشدرژنیجایگاهاینکهداده شدنشانباتلاقی

موردهاينمونهدرشکلیچندمشاهدهعدمدلایلبود،شکل
موردژناستممکنکهداده شدتوضیحشرحبدینبررسی
توالینبوده،گاومیشجمعیتمطالعهبرايمناسبیژنبررسی،

بساچهاست ودیدهنگرجهشیگونههیچدچاراستفادهمورد
Nualchuen et(دهند نشانمتفاوتینتایجدیگر،هايژنانتخاب

al. 5ژنیجایگاهایندرحاضرپژوهشدرحالی کهدر. )2011
دلیلبهممکنتطابقعدموشدشناساییژنوتیپیمختلفشکل
محلطبیعی،انتخابجمعیت،دودرمتفاوتهايجهشوجود

. باشدهانژاداینژنتیکیپراکندگیواییجغرافیپرورشمتفاوت
اندازهبهايقطعهPCR-RFLPتکنیکازاستفادهبرخی محققان با

در بتالاکتوگلوبولینژن4و اینترونباز در اگزونجفت262
نتایج  . بررسی نمودندرا) Murrah(هاي گاومیشازجمعیتی

براياهگاومیشازجمعیتاینDNAهاينمونهکهنشان داد
بودند مونومورفبتالاکتوگلوبولینژنجایگاه

(Meignanalakshmi et al. ها با نتایج تحقیق یافتهاین. (2009
ناحیهتواندمیتطابق احتمالاًعدمدلیل.حاضر مطابقت نداشت

پژوهش درچونباشدشدهاستفادهروشنوعوبررسیمورد
بررسیوردمناحیهوPCR-SSCPشدهاستفادهروشحاضر
.بودژناین2اگزونازقسمتی

در 4اینترونواگزوندربتالاکتوگلوبولینژنچند شکلی
درکهدادنشاننتایجشدبررسیخوزستانهايگاومیشجمعیت
بتالاکتوگلوبولینجایگاهدرBآللمطالعهموردهايگاومیش

ونشدمشاهدهچندشکلیجایگاهاینبرايواستشدهتثبیت
جغرافیاییمتفاوت پرورشمحلدلیلبهممکن استتطابقعدم

.Taheri et al)باشد بررسیموردنژادو نوع چندشکلی .(2015
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از درجمعیتی4ژن بتالاکتوگلوبولین در ناحیه اگزون و اینترون 
بررسی شد نتایج نشان داد کههاي نژاد سیاه و سفید لهستانیگاو

ژنجایگاهگاوها برايزاجمعیتاینDNAهاينمونه
.Strazalkowska et al)چندشکلی بودند بتالاکتوگلوبولین

پروتئینهايایزوفرمتعییندر یک بررسی جهت.(2002
) راوينیلی(ايرودخانههايگاومیششیردربتالاکتوگلوبولین

وABو AA،BBبتالاکتوگلوبولینپروتئینایزوفرمسهشیر،

اصلیدهندهتشکیلاجزايباایزوفرمسهاینداريمعنیارتباط
.Tahira et al(گزارش شد راشیر وآللیفراوانیمحققان ).2014

در رابتالاکتوگلوبولینژناینترونواگزونناحیهژنوتیپی،
PCR-RFLPتکنیک ازاستفادهبامصريهاياز گاومیشجمعیتی

هاياومیشگجمعیتدرچند شکلینتایجاینبررسی نموده و
سه نوع الگوي ژنتیکی متفاوت بود وجودازحاکیمصري

)Gouda et al. 2011.(

آلفالاکتالبومین و بتالاکتوگلوبولینژندرصد 8درصد و ژل پلی آکریل آمید 5/1آگارز ژلرويبرشدهلودPCRمحصولاتازاينمونه-2شکل
Figure 2. PCR products were loaded on 1.5 percent agarose gel and 8 percent poly acrylamid, β-lactoglobulin gene and alpha-
lactalbumin gene.

.براي ژن آلفالاکتالبومین و ژن بتالاکتوگلوبولینشدهمشاهدهSSCPالگوهاي-3شکل
Figure 3. SSCP patterns observed for alpha-lactalbumin gene and Beta-lactoglobulin gene.
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جفت بازي در قسمتی از ژن 650ارزیابی ژنتیکی قطعه 
هاي منطقه آذربایجان با استفاده از آلفالاکتالبومین در گاومیش

انجام شده و نتایج چندشکلی آن با نتایج تحقیق SSCPروش
.Hossienzadeh et al)حاضر همخوانی داشت  در .(2014

گاو نژاد چند شکلی ژن آلفالاکتالبومین درپژوهشی دیگر 
)ColombianCreole (روشبا استفاده ازPCR-SSCP بررسی

شده و چند شکلی این ژن تأیید شد و با نتایج تحقیق حاضر 
محققین در گاوهاي نژاد . .Rosero et al).(2011مطابقت داشت 

)Sahiwal, Hariana, Tharparkar(چندشکلی را در جایگاه ژن
، نتایج بررسی این ژن چندشکلی آلفالاکتالبومین بررسی نموده

را با تولید شیر مشاهده BBو ارتباط معنی داري ژنوتیب نشان داد
)شد  Sashikanth and Yadev چندشکلی ژن .(2011

در گاوهاي هلشتاین و ارتباط آن با صفات تولید آلفالاکتالبومین 
ندشکلی و ارتباط معنی شیر مورد بررسی قرار گرفت و نتایج چ

.Voelker et al).داري را با تولید شیر نشان داد  1999)

-گاومیشدرآلفالاکتالبومینژنیهايجایگاهچندشکلی
با شیرو کیفیتکمیتباآنهاو ارتباطمازندراناستانهاي

چهار،SSCPروشازاستفادهبانتایج. شدبررسیSSCPتکنیک 
برنیزآلفالاکتالبومینژنجایگاهاثراد ودنشانرابانديالگوي
نبود که با دارمعنی) پروتئینچربی،درصد(مطالعه موردصفات

.Hasani et al)نتایج تحقیق حاضر همخوانی داشت  اثر.(2015
هايگاومیششیر درتولیدصفتبرآلفالاکتالبومینژنچندشکلی

در اگزون SSCPبا تکنیک ) Murrahو Bhadawari(ايرودخانه
در گاومیش داد کهنشاننتایجمورد مطالعه قرار گرفت،1
)Murrah (5 ژنوتیپ)AB ,BB ,BC ,CCوCD (آلل4و)A ,B

,C وD (در گاومیش . شدیافت)Bhadawari (و سهدو ژنوتیپ
درشیرتولیدبامعناداريارتباطهاژنوتیپ. شدیافتآلل

درولی) p≤0.05( دند نشان داBhadawariهاي گاومیش
Dayal et(نداشت وجودداريمعنیارتباطMurrahهايگاومیش

al. دلایلازونداشتمطابقتحاضرپژوهشنتایجباکه)2006
کوچک بودن بررسی وموردنژادنوعبهتواندمیتطابقعدم

PCR-SSCPمحققان با کمک روش .نموداشارهنمونهاندازه

دو نژاددرلاکتالبومینآلفاژن4و3، 1،2اگزون چندشکلی
مورد آزمون ) South Kanaraو Murrah(ايرودخانهگاومیش

4و 2،3درولیشدمشاهدهچند شکلی1در اگزون. قرار دادند
Ramesha(نشد که با نتایج تحقیق حاضر مطابقت داشت مشاهده

et al. تواند مربوط به نوع ناحیه دلیل این تطابق احتمالاً می).2008
آلفاژنپژوهشگران با بررسی.و اندازه قطعه تکثیر شونده باشد

PCR-RFLPروشبارومانیاییسیاهخالگاونژاددرلاکتالبومین

تک شکلی را در این ژن شناسایی نمودند که با نتایج تحقیق ما 
.Balcan et al).مطابقت نداشت  سدرمینظربهتطابقعدم(2008

کهباشدرومانیاییگاوازشدهاخذهاينمونهتعدادبهمربوطکه
نگرفتهانجامچندشکلیمنظوربهلازمژنیجهشهانمونهایندر

مشاهدهحاضرتحقیقتایی150نمونهدرجهشاینکهباشد
در لاکتالبومینآلفاژننوکلئوتیديتکچندشکلی.استشده

) Hair, Saanen, Kilis, Honamli( بزهاينژاددر بعضی3اگزون
اینهايیافتهوبررسیPCR-RFLPروشکمکباترکیهدر

- در نژادلاکتالبومینآلفاژندرژنتیکیچندشکلیحضورمطالعه
Agaoglu et al).(2014داد نشانرا) HonamliوKilis(هاي

شیريهايدر بز1اگزوندرلاکتالبومینآلفاژنچندشکلی
شکلیچندو نتایجبررسی شدهPCR-SSCPتکنیکباتانهندوس
اینبیانگرموضوعو ایندادنشانمورد مطالعههاينمونهرا در
درنسبتاً بالاژنتیکیتنوعهندوستانشیريهايبزکهاست

PCR-SSCPروشداشته ولاکتالبومینآلفاژناگزونجایگاه،

است ناسب عمل نمودهبز بطور مدرژنتیکیتنوعبراي ارزیابی
(Kumar et al. 2006).

گیري کلینتیجه

کاندید، نتایجژندواینچندشکلیبررسیمطالعه
ها داراي که این ژندادندنشانمطالعاتبعضیداشت متناقضی

-که این ژندادندنشاندیگرمطالعاتحالیکهچندشکلی بوده، در
قطعهتکثیرومدهآدستبهنتایجبهتوجهبا.ها تک شکل هستند

جفت بازي 392جفت بازي ژن بتالاکتوگلوبولین و452نظرمورد
بعديمطالعاتدرکهگرفتنتیجهتوانمیژن آلفالاکتالبومین

و 1ژن بتالاکتوگلوبولین و اگزون2اگزون ناحیهبرايتوانمی
با. نموداستفادههاآغازگرهمینازآلفالاکتالبومینژن2اینترون

دارايهاژناینکهگفتتوانمیآمدهبدستنتایجبهتوجه
نشانگریکعنوانبهتواندمیوباشندمیبالایینسبتاًچندشکلی
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اساسبرگرفتبهرهآنازآیندهمطالعاتوهابررسیدرژنتیکی
روشکهگفتتوانمیآمددستبهتحقیقاینازکهنتایجی

PCR-SSCPبررسیجهتپایینهزینهباوآسانقوي،ابزاریک
به. باشدمیمختلفژنوتیپیالگوهايشناساییوژنتیکیتنوع

مولکولیهاينشانگروسیلهبههاژناینبیشتربررسیهرحال،
رکوردهايودامازبیشتريتعداداستفادههمراهبهدیگر،

حاصلراتريدقیقوبیشتراطلاعاتتواندمیبیشتر،عملکردي
حفظطرفیاز. شودواقعمفیددامنژادامر اصلاحدرکهنماید
دراقتصاديمهمصفاتبررسیومطالعهوکشورژنتیکیذخائر

برخوردارند،بالايژنتیکیظرفیتازکهکشوربومینژادهاي
.باشدمیتحقیقاتاینگونهانجامنیازمند

منابع

Agaoglu K, Saatci M, Elmaz Ö, Çolak M. 2014. Mva I
PCR-RFLP identifies single nucleotide polymorphism
of the alpha-lactalbumin gene in some goat breeds
reared in Turkey. Turkish Journal of Veterinary and
Animal Sciences 38: 225-229.

Amigo L, Isidra R, Mercedes R. 2000. Genetic
polymorphism of ovine milk protein:its influence on
technological properties of milk. International Dairy
Journal 10:135-149.

Ashwell M, Rexroad J, Miller C, Van Raden R, Da Y
PM. 2009. Detection of loci affecting milk production
and health traits in an elite US Holstein population
using microsatellite markers. Animal Genetics 28:216-
222.

Bailes S, Devers M, Kirby JD, Rhoads DD. 2007. An
inexpensive, simple protocol for DNA isolation from
blood for high-throughput genotyping by polymerase
chain reaction or restriction endonuclease digestion.
Poultry Sciences 86: 102-106.

Balcan RA, Georgescu SE, Manea MA, Dinischiotu A,
Tesio CD, Costache M. 2008. Alpha-lactalbumin
genotypes identification in romanian black spotted
cattle breed. Lucrări stiinŃifice Zootehnie si
Biotehnologii 41:169-173.

Benbouza H, Jacquemin M, Bauduin J, Mergeai G.
2006. Optimization of a reliable , fast,cheap and
sensitive silver staining method to detect SSR markers
in polyacrylamide gel. Biotechnology, Agronomi,
society and Environment. 2:77-81.

Blumberg BS, Tombs MP. 1958. Possible polymorphism
of bovine a-lactalbumin. Nature 181:683–684.

Celik S. 2003. β-lactoglobulin genetics variant in Brown
Swiss breed and its association with compositional
properties and rennet clotting time of milk.
International Dairy Journal 13: 727-731.

Creamer L, Parry D, Malcolm G. 1983. Secondary
structure of β-lactoglobulin B. Archives of
Biochemistry and Biophysics 227: 98-105.

Dayal S, Bhattacharya TK, Vohra V, Kumar P,
Sharma A. 2005. Effect of Alpha-lactalbumin gene
Polymorphism on milk production traits in Water
Buffalo. Animal Genetics 12:305-308.

Delavari b, Geliai b, Atri M. 1393. Study alfa
lactoalbumin structure and its interaction with oleic
acid and anti cancer complexes. Department of
Biology. University of Mazandaran. (In Farsi with
English abstract).

Dokso A, Kelava N, Brka M, Ivanković A. 2011. The
effect of LGB genes on quantitative and qualitative
characteristics of milk holestein breed in croatia.
Proceedings of the 22nd International Scientific-
Expert Conference of Agriculture and Food Industry,
Sarajevo, Bosnia and Herzegovina13:25-28.

Doosti A, Arshi A, Yaraghi M, Dayani-Nia M. 2011.
Comparative study of β-lactoglobulin gene
polymorphism in Holstein and Iranian native cattle.
Journal of Cell and Animal Biology. 5(3): 53-55.

Edris M, Khosravi nia H. 2001. Introduction on animal
breeding. Isfahan University Publishing Centre. 1-9. (
In Farsi with English abstract).

Elyasi G, Ghiyas S, Nasiri M, Tahmasbi A, Pirahari A.
2005. Investigation sheep β-lactoglobulin gene by
PCR-RFLP. Journal Water and Soil. Science. 2: 129-
133. (In Farsi with English abstract ).

Gharedaghi L, Sadeghi M, Moradi-Shahrebabak H,
Ganjkhanlou M. 2015. Study of polymorphism of β-
Lactoglobulin gene in exon 7 and its association with
milk production traits in mahabadi Goats using PCR-
SSCP. Research Animal Production 11: 120-125. (In
Farsi with English abstract ).

Gouda EM, Galal M, Ahmed Wasfy M, Ahmed
Abdelaziz S. 2011. Phenotypes, Genotypes and Allele
Frequencies of B-lactoglobulin in Egyptian Cattle and
Buffalo. Journal of Agricultural Science. Journal
Agricultry Science 2: 11-19.

Hasani S. 2015. Polymorphism loci buffalo DGAT1 and
Alpha-lactalbumin and Ghrelin in Mazandaran
province and their relation to the quantity and quality
of milk. Master thesis. Gorgan University of
Agricultural Sciences and Natural Resources ( In Farsi
with English abstract ).

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
96

.6
.1

.2
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
18

 ]
 

                             8 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1396.6.1.2.4
http://gebsj.ir/article-1-152-en.html


....بومینهاي آلفالاکتالژنچندشکلیشناسایی همکارانوصالحی

33 1396بهار و تابستان / 1شماره / 6دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

HosseinZadeh P, Hashemi A, Elyasi gh, Chaharbashi S.
2014. Genetic evaluation of α-Lactalbumin Gene in
Azerbaijan buffaloes, using PCR-SSCP technique,
Animal Science Sixth Congress of Tabriz. . (In Farsi
with English abstract ).

Ikonen T, Ojala M, Ruottinen O. 1999. Associations
between milk protein polymorphism and first lactation
milk production traits in finish Ayrshire cows. Journal
of Dairy Science 82: 1026-1033.

Jalil Piran L. 2000. Effect of Beta-Lactoglobulin gene
polymorphism on production traits of Holstein cows.
Master thesis. Academic Technology. College of
Agriculture (In Farsi with English abstract ).

Karimi K, Taghi Beigi Nassiri M, Mirzadeh KH,
Ashayerizadeh A, Roushanfekr HL, Fayyazi J.
2009. Polymorphism of the β-lactoglobulin gene and
its association with milk production traits in Iranian
Najdi cattle. Iranian Journal Biotechnology 7:82-85.

Kelm SC, Dettilleu x, Freeman AE, Kelly DH. 1997.
Genetic association between parameters of innate
immunity and measures of mastits in peri parturient
Holstein cutrle. Journal of Dairy Science 80:1767-
1775.

Khorshidi K, Bahri M, Soltani J. 2006. Feeding cattle
and buffalo. Banafsheh Publication. P:180. (In Farsi
with English abstract ).

Kishore A, Mukesh M, Sobti RC, Keviletsu KH,
Mishra BP, Sodhi M. 2014. Single nucleotide
polymorphism in exon 4 and promoter regions of β-
Lactoglobulin gene in native cattle (Bos indicus)
breeds of India. Advansed Dairy Research 2:2-7.

Kumar D, Gupta N, Ahlawat S, Satyanarayana R,
Sunder SH, Gupta SC. 2006. Single strand
confirmation polymorphism (SSCP) detection in exon
I of the α-lactalbumin gene of Indian Jamunapari milk
goats (Capra hircus). Genetics and Molecular Biology
2: 287-289.

McLean DM, Graham ER, Ponzoni RW. 1984. Effects
of milk protein genetic variants on milk yield and
composition. Dairy Research 51:531-546.

Meignanalakshmi S, Mahalinga Nainar A. 2009. PCR-
RFLP Analysis of beta-lactoglobulin gene in murrah
buffaloes. Tamilnadu Journal Veterinary & Animal
Sciences 5:194-197.

Mercier JC, Vilotte JL. 1993. Structure and function of
milk protein genes. Journal Dairy Science 76:3079.

Nualchuen W, Srisakwattana K, Chethasing E,
Tasripoo K, Usawang S, Hengtrakulsin R,
Kamonpatana M. 2011. RFLP Analysis of
beta‐Lactoglobulin gene in Swamp and Murrah
Buffaloes using a single restriction enzyme. Iraniyan
Journal of Animal Science 2:301-303.

Pipalia DL, Joshi CG, Brahmkshtry BP, sonlanki JV.
2004. PCR-SSCP typing of MHC in cattle and
buffaloes. Indian Journal of Animal
ScienceVol,74:637-639.

Pirani N. 2004. Text book Workshop on Application of
Biotechnology in Animal Science, Faculty of
Agriculture. Tabriz University.

Rachagani S, Dayal Gupta I, Gupta N, Gupta C. 2006.
Genotyping of β-Lactoglobulin gene by PCR-RFLP in
Sahiwal and Tharparkar cattle breeds. BMC Genetics
7:1-4.

Ramesha KP, Khosravinia H, Gowda Sh, Rao MRS.
2008. Alpha-lactalbumin gene polymorphism: A
preliminary study on two breeds of the river Buffalo
(Bubalus bubalis). Asia Pacific Journal of Molecular
Biology and Biotechnology 16:47-52.

Rosero A, Jaime A. 2011. Genetic polymorphism of beta-
lactoglobulin and alpha-lactoalbumin in Colombian
Creole cattle by PCR-SSCP. ACTA AGRONÓMICA.
4: 334-341.

Sashikanth M, Yadev B. 2011. Alpha lactalbumin
polymorphism in three breeds of Indian zebu cattle.
Journal of Animal Breeding and Genetics. 115: 403-
405.

Slami neghad A, Nasiri M, Eftekhar Shahrodi F,
valizadeh R, Javadmanesh A, Noruzi A. 2011.
Study of genetic polymorphisms in candidate genes
karakul. Third Congress of Animal Science.
University of Gorgan (In Farsi with English abstract ).

Strazalkowska N, Kuzewski J, Ryniewicz Z. 2002.
Effect of kappa-casein and betalactoglobulin
polymorphism cows age, stage of lactation and
somatic cell count on daily milk yield and milk
composition in Polish Black and White cattle. Animal
Science . 20: 21-35.

Strazalkowska N, Kuzewski J, Ryniewicz Z. 2002.
Effect of kappa-casein and betalactoglobulin
polymorphism cows age, stage of lactation and
somatic cell count on daily milk yield and milk
composition in Polish Black and White cattle. Journal
of Animal Science 20:21-35.

Taheri B, Seyedabadi H, Savar Sofla S. 2015.
Investigation of β-lactoglobulin, prolactin and DGAT1
genes polymorphism in Khuzestani buffalo. Journal of
Animal Science Pajohesh and Sazandegi 111:87-96. (
In Farsi with English abstract).

Tahira I, Mahmood A, Saqlain M, Qudsia Hanif N,
Kaukab Raja Gh. 2014. Study of β-lactoglobulin
milk protein variants in Buffalo. Pakistan Journal of
Zoology 46: 549-552.

Tsiaras A, Bargouli G, Banos G, Boscos C. 2005. Effect
of kappa casein and beta-lactoglobulin loci in milk
production traits and reproductive performance.
Journal of Dairy science 88: 327-334.

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
96

.6
.1

.2
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
18

 ]
 

                             9 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1396.6.1.2.4
http://gebsj.ir/article-1-152-en.html


و همکارانصالحی....هاي آلفالاکتالبومینچندشکلی ژنشناسایی

1396بهار و تابستان / 1شماره / 6دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  34

Van Der Berg G, Escher JT, De Koning PJ ,Bovenhuis
H. 1992. Genetic polymorphism of K-casein and P-
lactoglobulin in relation to milk composition and
processing. Nether land Milk Dairy J46:145-168.

Voelker G, Bleck G, Wheeler B. 1997. Single-base
polymorphisms within the 5` flanking region of the
bovine α-lactalbumin gene. Journal of Dairy Science.
80:194-197.

Vohra V, Dayal SH, Bhattacharya T. 2012. SSCP typing
of alpha-lactalbumin and beta-lactoglobulin gene and
its association with milk production and constituent
traits in Indian riverine buffalo. Indian Journal Animal
Science 82:884-888.

Vyas H, Izco M, Jimenez-Flores R. 2002. Scale-up of
native β-lactoglobulin affinity separation process.
Journal of Dairy Science 85:1639-1645.

Wang Q, Allen J, Swaisgood H. 1997. Binding of
vitamin D and cholesterol to β-lactoglobulin. Journal
of Dairy Science 80:1054-1059.

Weiss B, Davidkova G, Zhou LW. 1999. Antisense
RNA gene therapy for studing and modulating
biological processes. Journal of Cell Molecular life
science 55:334-358.

Xiren D, Yingmiao S, Liang chen Y, Xia zou C, Wel
liang X, Xin liu J. 2011. Genotyping of the k-casein
and β-lactoglobulin genes in Chinese Holstein, Jersey
and water buffalo by PCR-RFLP. Journal of Genetics.
90:1-5.

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
96

.6
.1

.2
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
18

 ]
 

                            10 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1396.6.1.2.4
http://gebsj.ir/article-1-152-en.html


....بومینهاي آلفالاکتالژنچندشکلیشناسایی همکارانوصالحی

35 1396بهار و تابستان / 1شماره / 6دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

Detection alpha-lactalbumin and β-Lactoglobulin gene Polymorphism in East Azarbaijan

province native buffalo using PCR-SSCP

Ronak Salehi1, Ali Hashemi2*, Mokhtar Ghafari3, Ghorban Elyasi Zaringhabaie 4

1. MSc. Student 2. Associate Professor 3. Assistant Professor, Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Urmia
University, Iran
4. Department of Animal Science, East Azerbaijan Agriculture and Natural Resources Research Centre, Tabriz, Iran

 *Corresponding Author: a.hashemi50@gmail.com

Abstract

Milk production traits and its components are quantitative and polygenic traits affected by many genes.
This study was conducted to determine the polymorphism in alpha-lactalbumin and β-lactoglobulin genes
using PCR-SSCP method in East Azarbaijan native buffalo. Milk samples were collected from 150
buffaloes of East Azarbaijan native province and then DNA samples were extracted using the pronase
method. After DNA extraction specific primers were used for amplification of a 392 bp fragment of exon
1 and intron 2 of the alpha-lactalbumin gene and a 452 bp fragment of exon 2 of the β-lactoglobulin gene.
To identify polymorphisms, the PCR products were electrophoresed on polyacrylamide gel (SSCP
method) and stained with silver nitrate. Three different banding patterns were observed in samples 1, 2
and 3 for the alpha-lactalbumin gene (with 87.5%, 10.71% and 1.78% frequency) and five different band
patterns were observed for the for the β-lactoglobulin gene, with 9.80%, 58.82%, 19.60, 9.80% and
1.96% frequency. The results indicate that the different patterns may be due to polymorphism in these
fragments.

Key Words: Alpha-Lactalbumin, Beta-lactoglobulin, Buffalo, Polymorphism, PCR-SSCP
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