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  چكيده

در بين  را نقش ترينياصل هااندازه و عملكرد اختصاصي آن و  هاي كازئيندر پايداري ميسل كاپاكازئين

با  CSN3 هدف مطالعه حاضر بررسي چندشكلي در ناحيه اگزون چهار ژنلذا، . داردهاي شير پروتئين

ژنومي  DNAراس گوسفند نژاد كرماني خونگيري و  30از بود. بدين منظور  PCR-RFLPاستفاده از تكنيك 

انجام گرفت،  از يك جفت پرايمر اختصاصي با استفاده (PCR)مراز اي پلياستخراج گرديد. واكنش زنجيره

عيين هضم شد و ت HaeIIIقطعه تكثير شده با آنزيم  شدند. الكتروفورزژل آگارز  روي PCRمحصولات 

به وسيله نرم  هاي آلليفراوانيكه  شد ژنوتيپ منجر به شناسايي دو هاانجام گرفت. نتاج بررسيژنوتيپ 

براي  3/0و  7/0ترتيب برابر  به CSN3براي ژن  Bو  Aهاي آللي برآورد شدند. فراواني Popgeneافزار 

ند ت گوسفدر جمعي وينبرگ-كاي بيانگر عدم تعادل هارديمربع جمعيت مورد بررسي به دست آمد. آزمون 

شاهده شده، مهتروزيگوسيتي ، (ne)، تعداد آلل موثر (na) تعداد آلل مشاهده شده .)≥05/0P( كرماني بود

يت به مورد انتظار، شاخص نئي، متوسط هتروزيگوسيتي و شاخص شانون براي اين جمعهتروزيگوسيتي 

رفت كه توان نتيجه گمي مجموع دربه دست آمد.  61/0و  42/0، 42/0، 43/0، 60/0، 72/1، 2ترتيب 

 اًنسبتي وع ژنتيك، از تنمطالعه موردهاي هاي گوسفند مورد بررسي در اين پژوهش با توجه به جايگاهجمعيت

 و سمت به ايدب بومي هاي دام ويژه به مها، دا اين روي بعدي مطالعات بنابراين، ند.هست بالايي برخوردار

تا  ودش تعيين مادري خصوصيات و كاپاكازئين هايژنوتيپ بين قطعي همبستگي تا شوند داده سوق سويي

  .داد افزايش ار انتخاب به پاسخ اصلاح نژادي،هاي طرحدر ملكولي نشانگرهاي اطلاعات كردن وارد با بتوان

  ، گوسفند كرماني.CSN3 ،PCR RFLPژن ، پلي مورفيسم هاي كليدي:واژه
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  مقدمه

 عنوان سرمايهنژادهاي بومي در هر كشور به

ملي و محصولي استراتژيك در اقتصاد و رونق آن 

به دليل   . از طرف ديگر،شوندكشور محسوب مي

 دهندگانپرورشد شدت انتخاب پايين، تعداد زيا

در  و محدوديت استفاده از تلقيح مصنوعي

، معمولا از تنوع ژنتيكي بالايي گوسفند و بز

. از )Vajed Ebrahimi et al., 2016( برخوردارند

زمان و كسب آگاهي بيشتر  گذشت باطرفي 

نسبت به اهميت صفات مختلف، نيازهاي 

شود كه متخصصين اصلاح نژاد جديدي مطرح مي

هاي بومي دارد كه از ذخيره ژني دامآن ميرا بر 

خصوص با افزايش ه استفاده نمايند. اين مسئله، ب

توليد محصولات دامي و توليد محصولات 

نشده در آينده، لزوم حفظ تنوع ژنتيكي بينييشپ

 Vajed( هاي بومي را الزامي ساخته استدر دام

Ebrahimi et al., 2016 (يك گونه بدون  كه چرا

ژنتيكي كافي قادر به سازگاري با تغييرات تنوع 

ها نيست محيطي و مبارزه با انگل

)Mohammadabadi et al., 2017 .(به طور كلي 

كشورهاي جهان هدف از اصلاح نژاد  بيشتر در

گوسفند سودآوري از طريق بهبود يك يا چند 

  ,.Soufy et al( صفت اقتصادي در جامعه است

ميليون رأس  50در ايران بيش از . )2009

نژاد گوسفند در ايران وجود  26گوسفند، شامل 

اند دارد كه با مناطق مختلف سازگار شده

)Mohammadabadi and Sattai Mokhtari, 

2013; Zamani et al.,  2015; 

Khodabakhshzadeh et al., 2016 .( گوسفند

ترين نژادهاي گوسفند بومي يكي از مهمكرماني 

ي با شرايط محيطي خشن و ايران است و به خوب

نامطلوب قسمت جنوب شرقي كشور كه عمدتا 

آب و هواي گرم و خشك غالب است و مراتع 

سازگار شده است  ،ت هستنديكم و كم كيف

)Vajed Ebrahimi et al., 2017 اين گوسفند .(

دنبه دار با اندازه متوسط و پشم سفيد است 

)Mohammadabadi et al., 2017 در استان ) و

رمان بسياري از نيازهاي مردم عشاير و ك

 كنددامپروران اين استان را تأمين مي

)Mohammadabadi, 2017.( توجه به  ،از اين رو

بحث اصلاح نژاد اين دام و بهبود شرايط محيطي 

سزايي در ه و ژنتيكي گوسفند كرماني كمك ب

؛ تأمين بخشي از نيازهاي دامي مردم كرده است

يكي آنها محاسبه شده و سپس بايد تنوع ژنت لذا،

در حفظ اين نژادهاي بومي تلاش شود. حفاظت 

بايد بر اساس دانش عميقي از منابع ژنتيكي 

تلاش براي در اين راستا،    ؛نژادهاي خاص باشد

شناسايي و تعيين خصوصيات ژنتيكي نژادهاي 

 Shojaei etبومي و محلي بسيار اهميت دارد (

al., 2010نگرهاي مولكولي در ). استفاده از نشا

هاي اخير جهت تعيين تنوع ژنتيكي بين سال

شده، كاربرد ها و حيوانات حفاظتجمعيت

اي يافته است. ميزان چندشكلي گسترده

آمده از اين نشانگرهاي ژنتيكي، يكي از دستبه

هاي پارامترهاي قابل ارزيابي براي مطالعه جمعيت

تهاي ژنتيكي بين جمعيمختلف و درك تفاوت
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 .)Vajed Ebrahimi et al., 2016هاست (

گوسفند از نظر تعداد نژاد از تمام حيوانات اهلي 

تر و در هر منطقه و موقعيت جغرافيايي متنوع

به طور  باشد.هاي همان منطقه ميداراي ويژگي

اعم و صرف نظر از شرايط گوناگون جغرافيايي، 

- پرورش گوسفند در كليه نقاط دنيا به منظور بهره

گيرد. برداري از صفات توليدي آن صورت مي

توليد شير ميش متناسب با تقاضاي بازار و 

احتياجات غذايي دامداران مورد توجه قرار گرفته 

هاي شيروار دهند كه ميشو دامداران ترجيح مي

 1383 هاي سال طي .را در گله خود حفظ نمايند

 رشد به رو روند يك داراي شير توليد 1387 تا

 .)Kharrati Koopaei, et al., 2011( ستا بوده

 اما كشور،  در شير توليد افزايشي روند وجود با

 جهاني استاندارد حد از شير مصرف سرانه هنوز

 براي كشور در شير مصرف سرانه .است تر پايين

 كه حالي در باشد، مي كيلوگرم 95 با برابر هرنفر

 كيلوگرم 169 با برابر جهان در شير مصرف سرانه

 است سال در كيلوگرم 350 با برابر اروپا در و

)Kharrati Koopaei, et al., 2011 .(به توجه با 

 كه دريافت توانمي موجود اطلاعات و آمار

 افزايش براي بايستي ايران در نژادي اصلاح اهداف

 مطالعه ا،لذ .شود ريزي برنامه كشور در شير توليد

 شير تركيب و توليد روي كه هاييژن بررسي و

 يابد مي چندان دو اهميتي دارند موثري نقش

)Kharrati Koopaei, et al., 2012.(  پروتئين

اصلي شير كازئين نام دارد كه در فرآيند توليد پنير 

- از پروتئين %80نقش اساسي دارد. كازئين حدود 

هاي شير را به خود اختصاص داده و داراي 

 ,.Alinaghizadeh et al( اشكال متفاوتي است

بندي و ها توسط چهار ژن دستهكازئين .)2007

 كيلوباز از 250حدود شوند و ميكدگذاري 

DNA  شوندمي شاملژنومي را (Yahyaoui, 

كازئين،  S2 آلفا كازئين، S1ها: آلفا كازئين .(2003

كاپاكازئين در گوسفند به ترتيب  و بتا كازئين

، CSN1S1 ،CSN1S2هاي اتوزومي توسط ژن

CSN2 و CSN3  كه بر روي كروموزوم شماره

 ,.Rijnkels et al)شوند شش قرار دارند كد مي

- كاپاكازئين نقش اصلي را در تعيين ميسل .(2002

 باشدكند و مسئول انعقاد شير ميهاي شير ايفا مي

)Alinaghizadeh et al., 2007( كاپاكازئين يكي .

و  )1(شكل  هاي شير استترين پروتئيناز مهم

توسط ژني با پنج اگزون و چهار فند در گوس

 .(Supakorn, 2009)گردد اينترون كنترل مي

شامل بخشي از  ژن كاپاكازئيننواحي كد كننده 

اسيد  162با  4اسيد آمينه و اگزون  9با  3اگزون 

 Yahyaoui et al., 2003( .90( باشدآمينه مي

ي پروتئين بالغ آن توسط درصد ناحيه كد شونده

 ,.Yahyaoui et al( شودكد مي 4ي هاگزون شمار

ژن كاپاكازئين در گاوهاي ايراني مطالعه ). 2000

)، اما Alinaghizadeh et al., 2007شده است (

در گوسفندان ايراني و به ويژه گوسفند كرماني 

با توجه به موارد نگرفته است.  رارمورد مطالعه ق

ذكر شده هدف اين مطالعه بررسي چندشكلي در 

با استفاده از  CSN3اگزون چهار ژن ناحيه 

  بود.   PCR-RFLPتكنيك 
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هاي ذكر شده ههايي با اعداد و اندازها در شكل به عنوان جعبهاگزون ختار ژن كاپاكازئين.اس -1شكل 

متي ورده قسهاي هاشورخقسمت هاي سفيد مناطق غير كد كننده،اند. جعبهدر بالا به تصوير كشيده شده

ا نشان ن بالغ رپروتئيهاي كد كننده قسمتي از اگزونهاي سياه د كننده پپتيد سيگنال و جعبهاز اگزون ك

  ).Yahyaoui et al., 2000مي دهند (
Figure 1- Kappa casein gene structure. Exons are depicted schematically as boxes, white 

(5’ and 3’untranslated regions), dashed (part of exon encoding the signal peptide), and 

black (part of exons encoding the mature protein). Exon numbers and sizes are 

indicated above and below the boxes, respectively (Yahyaoui et al., 2000). 

  

  هامواد و روش

راس گوسفند نژاد  30در اين تحقيق از 

- بهراس قوچ)  20س ميش و را 10كرماني (

هاي موجود در استان از گلهصورت تصادفي 

هاي خون عمل آمد. نمونهبهگيري خونكرمان 

كامل از سياهرگ وداج گردن و با استفاده از لوله 

ليتري حاوي ماده ضد انعقاد ميلي 5/2خلاء دار 

EDTA  تهيه و در داخل يخ در دماي چهار درجه

ها، در فلاسك يخ به مونهگراد گذاشته شد. نسانتي

، در DNAآزمايشگاه منتقل و تا زمان استخراج 

 گراد نگهداري شدند.درجه سانتي -20دماي 

خون كامل به روش ي هااز نمونه DNAاستخراج 

جام ان استخراج نمكي افتهيرييو تغ شده نهيبه

- براي تجزيه سلول .)Abadi et al. 2009( گرديد

 يهتجز يبرا يزن وهاي قرمز از بافر شستشو 

 يد.استفاده گرد ،زيسياز بافر لا يكنوكلئ يدهاياس

استخراج شده با  DNAهاي كيفيت و كميت نمونه

ي براي تكثير قطعه تعيين شدند. %1رز گاژل آ

ها از جايگاه ژن كاپاكازئين داممورد نظر 

 TCC CAA TGT TGT ACT-´5آغازگرهاي 

TTC TTA ACA TC-3´  5  و´-GCG TTG 

TCC TCT TTG ATG TCT CCT TAG-3´ 
   استفاده شد. 

در اين تحقيق از دستگاه ترموسايكلر 

peqSTAR 96X  تايي 96ساخت آلمان، با بلوك 

، ليترميلي 2/0به حجم  PCRهاي براي تيوب

برنامه دمايي براي آغازگرها مورد  .استفاده گرديد

صورت واسرشته سازي اوليه در دماي  مطالعه به

دقيقه و به دنبال  5گراد به مدت نتيدرجه سا 95

 95چرخه شامل واسرشته سازي در دماي  30آن 

، اتصال هيثان 30گراد به مدت درجه سانتي

گراد به مدت درجه سانتي 58آغازگرها در دماي 
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گراد درجه سانتي 72، بسط اوليه در دماي هيثان 45

و سرانجام بسط نهايي در دماي  هيثان 45به مدت 

دقيقه بهينه شد.  10گراد به مدت سانتيدرجه  72

ميكروليتر  25در حجم نهايي  PCRهاي واكنش

روي ژل آگارز  PCRمحصولات  .شدانجام 

  الكتروفورز شدند. 

با جايگاه  BsuRI (HaeIII)آنزيم برشي از 

براي هضم محصولات  ´GG↓CC3´5برشي 

PCR  ميكروليتر آنزيم  5/1 حجم . ازشداستفاده

 PCRهر نمونه از محصولات م هضبراي برشي 

هاي آنزيمي به نمونه شد. سپس تمامي استفاده

گراد درجه سانتي 37ساعت، در دماي  16 مدت

در بن ماري نگهداري شد، و پس از اتمام زمان 

هضم آنزيمي براي بررسي قطعات برشي از ژل 

استفاده شد تا قطعات حاصل از هضم  %2آگارز 

آزمون نسبت به خوبي از هم تفكيك شوند. 

واينبرگ  -درست نمايي براي تعادل هاردي

)05/0P<ها، همچنين تنوع ) در هريك از جايگاه

صورت متوسط هتروزيگوسيتي درون جمعيتي به 

مورد انتظار و معيارهاي چندشكلي از جمله تعداد 

افزار شده و مؤثر، با استفاده از نرمآلل مشاهده 

PopGene ) انجام گرديدYeh et al. 1999.(  

  

  نتايج و بحث

نتايج حاصل از الكتروفورز روي ژل آگارز 

شده  هاي استخراج DNAنشان داد كه كيفيت  1%

شده بسيار مناسب با استفاده از روش نمكي بهينه

ها شفاف و بدون و تقريباً تمامي باندهاي نمونه

  ).2(شكل كشيدگي بودند 

  

  
  د.درص 1شده گوسفندان مورد مطالعه روي ژل آگارز استخراج DNAالكتروفورز چند نمونه  -2شكل 

Figure 2- Electerophoresis of some studied sheep DNA samples on 1% Agarose gel. 
  

نتيجه الكتروفورز محصولات واكنش 

مراز روي ژل آگارز، صحت تكثير اي پليزنجيره

را مورد  CSN3جفت بازي از ژن  645 قطعه

نتايج حاصل از هضم  ).3 (شكلتاييد قرار داد 

، براي %2آنزيمي و الكتروفورز بر روي ژل آگارز 

جفت  645(جايگاه  CSN3آگزون چهار ژن 
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نشان داده شده است. در اين  4بازي) در شكل 

جفت  229و  416شامل دو قطعه   A جايگاه آلل

شامل يك  Bبازي (با يك سايت برش) و آلل 

برش) است. جفت بازي (بدون سايت  645قطعه 

 229و  416شامل دو قطعه  AAلذا، بايد ژنوتيپ 

 645شامل يك قطعه  BBجفت بازي، ژنوتيپ 

، 645شامل سه قطعه  ABجفت بازي و ژنوتيپ 

باشد. در اين پژوهش جفت بازي  229و  416

ژنوتيپ  18) و تعداد AA )40%ژنوتيپ  12تعداد 

AB )60% مشاهده شدند و ژنوتيپ (BB  مشاهده

  ).4شكل و  1دول جنشد (

  

  

  هاي ژنوتيپي و آللي مشاهده شده در گوسفندان مورد مطالعه.فراواني -1جدول 
Table 1- Genotype and allele frequencies in studied sheep. 

  ژنوتيپ
Genotype 

  تعداد
Number  

  فراواني
Genotype frequency  

  آلل
Allele  

  فراواني
Allele frequency  

AA  12  0.40  A  0.7  
AB  18  0.60  
BB  0  0.00  B  0.3  

  

  

  
  .M100نشانگر اندازه:  .روي ژل آگارز يك درصد PCRالكتروفورز محصولات  -3 شكل

Figure 3- Electrophoresis of PCR products on a 1% Agarose gel. Size marker: M100. 
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  .M100اندازه:  نشانگر .CSN3الكتروفورز محصولات  حاصل از هضم براي ژن  -4 شكل

Figure 4- Electrophoresis of digested products for the CSN3 gene. Size marker: M100. 

 

به  Bو  Aهاي در اين تحقيق فراواني آلل

آزمون درصد محاسبه گرديد.  30و  70ترتيب 

وينبرگ در -مربع كاي بيانگر عدم تعادل هاردي

ين عدم ا. )≥05/0P( جمعيت گوسفند كرماني بود

تواند به دليل تعداد كم نمونه، اثر تعادل مي

هاي جهش ،هاانتخاب انجام شده در اين دام

و يا به دليل خويشاوندي و صورت گرفته 

، (na)تعداد آلل مشاهده شده باشد. همخوني 

هتروزيگوسيتي مشاهده ، (ne)تعداد آلل موثر 

شده، هتروزيگوسيتي مورد انتظار، شاخص نئي، 

روزيگوسيتي و شاخص شانون براي متوسط هت

، 43/0، 60/0، 72/1، 2اين جمعيت به ترتيب 

 مجموع دربه دست آمد.  61/0و  42/0، 42/0

هاي گوسفند توان نتيجه گرفت كه جمعيتمي

- مورد بررسي در اين پژوهش با توجه به جايگاه

بالايي  نسبتاً، از تنوع ژنتيكي مطالعه موردهاي 

) Feligini et al. )2005 در پژوهشي برخوردارند.

چندشكلي تك نوكلنوتيدي ناحيه كد كننده ژن 

گوسفند از سه كشور  120كاپاكازئين را در 

كرواسي، صربستان و ايتاليا مورد بررسي قرار 

به  Bو  Aهاي آللدادند و نشان دادند كه فراواني 

براي گوسفندان نژاد  88/0و  12/0برابر ترتيب 

Pag   ،براي گوسفندان نژاد  73/0و  27/0كرواسي

Sarda  براي گوسفندان نژاد  55/0و  45/0ايتاليا و

Pramenka  .در پژوهشيصربستان است 

Mohammadi et al. )2009( ژنتيكي چندشكلي 

 استان هلشتاين و محلي گاوهاي كاپاكازئين ژن

 PCR-RFLPاز تكنيك  استفاده با را  كرمان

و  Aهاي آللفراواني . اين محققين نمودند مطالعه

B  درصد گزارش كردند.  30و  70را به ترتيب

وينبرگ در -آزمون مربع كاي بيانگر تعادل هاردي

با توجه به اين كه جمعيت مورد مطالعه آنها بود. 

اثر ژن كاپاكازئين بر خصوصيات پنيرسازي شير 

 .Aleandri et alدر گاو گزارش شده است (

1990; Lodes et al., 1996; Alinaghizadeh et 

al., 2007 بايد اين ارتباط در گوسفند هم مورد ،(
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بررسي قرار گيرد، چرا كه در شير گوسفند كه 

شود اين براي ساخت پنير استفاده مي بيشتر

 بنابراين،موضوع داراي اهميت بيشتري است. 

 هاي دام ويژه به مها، دا اين روي بعدي مطالعات

 تا ندشو داده سوق سويي و سمت به بايد بومي

 و كاپاكازئين هايژنوتيپ بين قطعي ارتباط

 وارد با تا بتوان شود تعيين مادري خصوصيات

 طرحهاي در ملكولي نشانگرهاي اطلاعات كردن

توجه  با .داد افزايش را انتخاب به پاسخ به نژادي

نشانگرهاي ملكولي در سطح ژنوم  كه به اين

-دام در حتي توانند مي و ندارند ژن بيان به احتياج

 جهت يرشيردهغ  ماده هايدام و هانر، بزغاله هاي

 رشد و شير به مربوط صفات ژنوتيپ تشخيص

 تعيين كه اين به توجه با و يرندگ قرار استفاده مورد

 نشانگرهاي توسط DNA براساس ژنوتيپ

 مرحله هر در و است سريع و دقيق بسيار ملكولي

 مورد نژاد اصلاح در تواند مي حيوان حيات از

 DNA نشانگرهاي از استفاده گيرد، قرار استفاده

 به .گردد مي پيشنهاد استان و كشور هاي دامدر 

 ملكولي نشانگرهاي كمك به انتخاب كه اين علت

 و هددمي كاهش شدت به را اجرايي هايههزين

- مي دام نژاد اصلاح در نسل فاصله كاهش باعث

 موجبات DNA نشانگرهاي از استفاده گردد،

  .آورد خواهد فراهم را بيشتري ژنتيكي تپيشرف
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Abstract 

Kappa casein plays an essential role in the case of micelle stabilization and their size 

and the specific biological function. Hence, the purpose of this study was to investigate 

polymorphism in the exon 4 gene of CSN3 using the PCR-RFLP technique. For this purpose, 

blood samples were taken from 150 Kermani sheep, and genomic DNA was extracted. The 

polymerase chain reaction (PCR) was performed a pair of specific primer. PCR productions 

were separated using agarose gel. The amplified fragment was digested with HaeIII enzyme 

and determining the genotype was performed. The results of this study led to the 

identification of two genotypes that allele frequencies were estimated by Popgene software. 

Allele frequency of A and B alleles for CSN3 gene was respectively 70% and 30% for the 

Kermani sheep population. Chi-square test showed that studied population is not in Hardy-

Weinberg equilibrium (P≤0.05). Number of observed allele, number of effective allele, 

observed heterozygosity, expected heterozygosity, Nei’s index, mean of heterozygosity and 

Shanon’s index were obtained 2, 1.72, 0.60, 0.43, 0.42, 0.42 and 0.61 respectively. In 

conclusion, it can be concluded that studied Kermani sheep population has a high degree of 

genetic variability. Therefore, next studies on these animals, especially on native animals 

should aim to determine crucial relationship between kappa casein genotypes and maternal 

characteristics, as selection could be enhanced by the inclusion of genetic markers in breeding 

decisions. 

Keywords: polymorphism, CSN3 gene, PCR-RFLP, Kermani sheep. 
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