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 چکیده
ب براساس نشاانررها  تواند باعث بهبود صحت پیش بینی و پاسخ به انتخاب شود، انتخا میکه  ییها یکی از بهترین روش

شاناتته شادا اسات. ایان ژن رو       اژن کالپاستاتین در بررسی افزایش وزن و کیفیت گوشت به عناوان ژن کاندیاد   است.
گاو قرار دارد که در شکل گیر ، تجزیه بافت عضلانی و ترد  گوشت بعد از کشتار موثر اسات. باه    7کروموزوم شمارا 

 0رأس گاو هلشتاین موجاود در شارکت بهاین تلیواه واقاک در کیلاومتر       05از  منظور بررسی چند شکلی ژن کالپاستاتین
رأس گااومیش موجاود در شارکت کشااورز  و دامپارور  میانکالاه (بهشاهر   ب اور          05کردکو  و -جادا قدیم گرگان

 از تون تام باه کمار روش بهیناه یافتاه نمکای انجاام گرفات و واکانش         DNAعمل آمد. استخراج ه تصادفی تونریر  ب
ژن کالپاساتاتین   Lناحیاه   1جفت بااز  از اگازون و قوامتی از انتارون      266جهت تکثیر ق عه  (PCR) زنجیرا پلی مراز

  MM، MNهاا    را آشکار کرد. ژنوتیپ Nو  Mوجود دو آلل  MSPI آنزیموسیله ه انجام شد. هضم ق عه تکثیر شدا ب
بارا  گااومیش و    درصاد  00و  00، 5هلشتاین و فراوانی ها  برا  گاو  درصد 5و  00، 02ها  بترتیب با فراوانی NNو 

برا  گاومیش بارآورد   770/5و  660/5برا  گاو هلشتاین و فراوانی آللی  67/5و  77/5بترتیب  N  و Mآلل ها   فراوانی
ایان    در صاورتی کاه   >P)50/5( واینبرگ را در جمعیت هلشتاین  نشاان ناداد  -تعادل هارد  مربک -گردیدند. آزمون کا 

 مای  ژن ایان  رساد  مای  نظر به گوشت کیفیت بر کالپاستاتین نقش به با توجه برقرار بود. در جمعیت گاومیش تعادل 

 .گیرد قرار استفادا گوشت مورد کیفیت اصلاح برا  مولکولینشانرر  بعنوان تواند
 

 گاو هلشتاین گاومیش، ،PCR-RFLPچندشکلی، ژن کالپاستاتین،  کلیدی: هایواژه
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Abstract 

Marker assistant selection is one of the best methods to improve the accuracy of prediction and 

response to selection. In studies related to weight gain and meat quality Calpastatin gene has been 

identified as a candidate gene. This gene is located on cattle chromosome 7 and is effective on 

formation, lysis of muscle texture and meat tenderness after slaughtering animals. In order to study 

polymorphism of Calpastatin gene in Holstein cattle 50 animals from Behin Taliseh corporation 

were randomly sampled. DNA extraction was carried out by modified salting out method. 

Polymerase chain reaction was performed to amplify a 622bp fragment of the L region of exon and 

entron 1 of this gene. Restriction reaction of PCR products was done using MspI enzyme. Then all 

the animals were genotyped base on digested fragment profile, respectively. Frequencies of MM, 

MN and NN genotypes were 46%, 54% and 0% for Holstein cattle and 0%, 45% and 55%  for 

Buffalo. Frequencies of M and N alleles were 0.73 and 0.27, respectively for Holstein cattle and 

0.225 and 0.775 for Buffalo. Results showed that this locus was not at Hardy–Weinberg equilibrium 

in the Holstein cattle (P<0.05) while Buffalo herd showed equilibrium. 
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 مقدمه
گوشت قرمز یکی از اصلی تارین مناابک تانمین پاروت ین     

کیفیت گوشات مصارفی تحات     باشد. میمورد نیاز بدن 
تنثیر تصوصیات مختلفی از قبیل ظاهر، رنا،، محتاو    
چربی، مزا و بافت و ترد  آن است کاه باه هماین دلیال     
بررسی ژن ها  موثر بر ترد  گوشت ضرور  به نظر 

 . هزیناه زیااد یاا    1717 ادااسادز  (جاوانمرد و  رسد می
مشااکل بااودن رکااوردبردار  باارا  برتاای از صاافات   
اقتصاد  عامل محدودکنندا در بهباود ژنتیکای آنهاا باا     

که فقط از دادا  ،استفادا از روش ها  سنتی اصلاح نژاد
ها  فنوتیپی بارا  ارزیاابی ژنتیکای حیواناات اساتفادا      

باه   امروزا فن آور  هاا  مولکاولی   باشد. میکنند،  می
 DNAشکل نشانررهایی کاه تفااوت افاراد را در سا       

در بهباود   مای توانناد نقاش مه   مای ، دهند میآنها نشان 

ژنتیکی این صافات پیییادا از یریان انتخااب باه کمار       
نشانرر یاا ژن داشاته باشاند. یکای از مهمتارین صافات       

و کیفی  میاقتصاد  در دام ها  پروار  تصوصیات ک
تنهاا بعاد از کشاتار     گوشت لاشاه اسات کاه در گهشاته    

 حیوان قابل رکوردبردار  بودا است. 
 تیاافعال زانیااو همکاااران کااه م تااونیدا 1770در سااال 
 لیاابریوفیم  را در رو هاااین از کالپااا ینااوع  پروت اااز

باه وجاود    یپا  نمودناد،  یما  یعضله تاو  بررسا   ها 
در عضالات مخ اط بردناد کاه بعادها توساط        ینیپروت 
نام گرفات   1نیکالپاستات 1777در سال  یموراچ یتاکاش
  جفت بااز 155به یول  نیژن کالپاستات.  1717 ی(موراچ
گوسفند قارار دارد (هانا،    0کروموزوم شمارا   بر رو

کرومااوزوم   ژن در گاااو رو نیاا . ا1770 و همکاااران
                                                 
1
 - Calpastatin 
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  دارد. انتهاا   جا  1770و همکاران  شاپ ی(ب 7شمارا 
 یها غن از گونه  اریدر بو نیپروموتور ژن کالپاستات 05

 نیچنا  نیا نادارد. ا  TATAاسات و جعباه    GC یاز توال
اسااات کاااه   1تاناااه دار  ژنهاااا ژایاااو یتیتصوصااا
 ن،ی. بنابرادیآ یم ارژنها به شم نیجزء ا زین نیکالپاستات
. از باشد یم رپهی مختلف امکان نیژن در سن نیم العه ا

 یما یآنز واتم یس ریتانه دار معمولاً   ژنها ررید  سو
 نیا در نوابت ا  رییا رند کاه هار گوناه ت    آو یبه وجود م

شاود کاه    یمختلاف ما    هایماریموجب بروز ب ها میآنز
 کااران (هان، و هم کند یم انیژن را ب نیم العه ا تیاهم

وراثت  نیکالپاستات تیکه فعال ییاز آنجا نی . همین1770
h=20/5± 17/5دارد ( ییبااالا  ریپااه

امکااان  ن،ی  بنااابرا2
 نیا ا تیفعال هیانتخاب علدر  کیسر یکیحصول پاسخ ژنت

  تواند منجر به بهبود صفت تارد  یژن وجود دارد که م
 تیا با کااهش فعال  ررعبارت دی شود. به واناتیگوشت ح

(شااکلفورد و   دکنا  یما  دایا گوشت بهبود پ  ژن ترد نیا
کالپاسااتاتین در ارتبااا  بااا کالپاااین     .1770 همکاااران

Caسیوتم پروت از  وابوته به یون 
یواتم  به ناام س   2+

در  واتم یس نیا اکالپاستاتین تشکیل مای دهناد.   -کالپاین
 میوابوته به کلو یکیو پاتولوژ یکیولوژیزیف  ندهایفرآ
توساعه و   ،یچرب ها  اتتهیو  وبلاستیما زیتما لیاز قب
 ناد یگوشات بعاد از کشاتار، فرآ     عضالات، تارد   هیتجز
نقال و   د،یا آب مروار لیتشاک  ،یسالول  کلیاندام، س زیتما

مااوثر اساات (گااول و  یو ماارگ ساالول یساالولانتقااالات 
مشخص شدا است که تجزیه پاروت ین    .6557 نهمکارا

ها  میوفیبریل، مو ول تردشدن گوشت پا  از کشاتار   
است و چنین به نظار مای رساد کاه کالپاساتاتین اولاین       
مهارکنندا اتتصاصی کالپااین مای باشاد و ماانک عمال      

ب سرعت و کالپاین در بافت مردا می شود و به این ترتی
و  کاوهمرایی میزان تردشدن گوشت را کنترل مای کناد (  

  .1717 همکاران
تصوص مکاان یاابی و تعیاین تاوالی      م العات اولیه در

توساااط کولینراااوود و  گوسااافند  ژن کالپاساااتاتین در
   و سااپ  توسااط کیلفاار و کااوهمرایی 1776( همکاااران

  در ماهییه گاو صورت گرفتاه اسات. م العاات    1770(
                                                 
1
 - House keeping 

نوع آللی در این جایراا در گوسفند نیز اولین مربو  به ت
  انجاام شادا اسات.    1771( بار توسط پالمر و همکااران 
توانواتند دو   PCR-RFLPآنان باا اساتفادا از تکنیار    

درصد در  67و  77به ترتیب با فراوانی ها  N و  Mآلل
گوسفندان نژاد دورست داون گزارش کنند. در تصوص 

ژن بر رو  تصوصایات   تنثیر ژنوتیپ ها  مختلف این
ها گزارش ها  گوناگونی ارایه شدا  مختلف تولید  دام
  در م العاه ا  ساه   1777(و همکااران  است. مثلا پالمر 

را برا  ایان ژن در گوسافندان     Cو  A ،B( سیوتم آللی
نژاد دورست داون و کوپ ورت گازارش کردناد. در آن   

و به یور معنی دار  با وزن زنادا   ACبررسی ژنوتیپ 
مارتبط   AAافزایش وزن لاشاه در مقایواه باا ژنوتیاپ     

فراوانی آللی ژن فوق توسط چندین محقان  بررسی بود. 
در کشور انجام شدا است که نتاای  مشاابه و یاا کااملا     

ذکار شادا اسات (افتخارشااهرود  و     در آنهاا  متفاوتی 
پااور و بهرام ،1717الیاساای و همکاااران، 1717 همکاااران
و نصاایر  و  1717همکاااران و  یتراباا، 1717همکاااران 
  .6557 همکاران

هدف از اجرا  این پژوهش بررسی فراوانی آللی و 
ژنوتیپی ژن کالپاستاتین در گاو هلشتاین و گاومیش 

  بود.
 

 هامواد و روش
رأس گاو هلشتاین موجود در  05از در این تحقین 

-جادا قدیم گرگان 0شرکت بهین تلیوه واقک در کیلومتر
أس گاومیش موجود در شرکت ر 05کردکو  و 

استفادا شد و کشاورز  و دامپرور  میانکاله (بهشهر  
از  DNAعمل آمد. استخراج ه تونریر  ب میاز ورید د

(میلر و  6تون تام به کمر روش بهینه یافته نمکی
کیفیت  وتعیین کمیت  .انجام گرفت  1711 همکاران

DNA   به روش اسپکتروفتومتر  و الکتروفورز رو
ا  واکنش زنجیرا  درصد انجام گرفت. 1/5 آگارزژل 

جفت باز  از  266جهت تکثیر ق عه  (PCR) پلی مراز
 ژن کالپاستاتین Lناحیه  1اگزون و قومتی از انترون 

کیلفر و کوهمرایی ی که توسط هایبا استفادا از پرایمر
                                                 
2
 Modified salting out 
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در بانر  L14450دسترسی  شمارا ا (شدیراحی   1770(
الی آغازگرها  موتقیم و تو .استفادا شد  جهانی

 باشد: میجفت باز به صورت زیر  60معکوس به یول 

F:5'-TGGGGCCCAATGACGCCATCGATG-3' 

R:5'-GGTGGAGCAGCACTTCTGATCACC-3' 

 کلریاز دستراا ترموسا نیتحق نیدر ا DNA ریتکث  برا
استفادا شد  ومترایشرکت ب Personal Cycler ™مدل

  هر ژن از  برا مرازیپل  ا رایو جهت انجام واکنش زنج
در  PR8250Cبا شمارا  کلون نایشرکت س   تیموترک

  حاو تیک نیا استفادا شد.میکرولیتر  10حجم نهایی 
master mix بیبا ترکTaq DNA Polymerase  با

با  PCR   ،MgCl2بافر تر،لیکرویواحد بر م 50/5غلظت 
 50/5هر کدام با غلظت  dNTPs ی مولار،لیم 7غلظت 

در هر  بود. یو روغن معدن 1فاقد یونمولار، آب  یلیم
 DNA ترلیکرویمmaster mix ،1 تریکرولیم 0/7واکنش 

 ترولیکریم 6 تر،یکرولینانوگرم در م 05-155با غلظت 
 ترلیکرویبر م مولکویپ 15مخلو  آغازگرها با غلظت

 10نمونه به  ییرساندن حجم نها  استفادا شد و برا
 PCRبرنامه   استفادا شد. ونیاز آب فاقد  ترلیکرویم

درجه سانتیرراد  70شامل دما  واسرشت شدن اولیه 
 70چرته دمایی با دما  واسرشت  70دقیقه،  7به مدت 

درجه  07دقیقه، دما  اتصال  1درجه سانتیرراد به مدت 
درجه  76دقیقه، دما  تکثیر  1سانتیرراد به مدت 
 76یی دقیقه و دما  تکثیر نها 6سانتیرراد به مدت 

 الکتروفورزدقیقه بود.  7درجه سانتیرراد به مدت 
انجام شد % 0/1بر رو  ژل آگارز  PCRفرآوردا ها  

دیوم بروماید با غلظت یات و جهت رن، آمیز  از
lµ/lµ15 .جهت 6نشانرر وزنی استاندارد استفادا گردید 
قرار گرفت.  مورد استفاداق عه تکثیر شدا  گیر اندازا

 محصولمیکرولیتر از  15ی، هضمش جهت انجام واکن
PCR  آنزیمواحد از  15با MspI  76در حجم نهایی 

                                                 
1
  Deionized water 

2
  Standard size marker 

 12درجه سانتیرراد به مدت  77میکرولیتر و در دما  
هضم بر رو  ژل  تسپ  محصولا .ساعت انکوبه شد

یبن روش ها  % الکتروفورز گردید. آلل0/6آگارز 
   که براساس هضم و1771( نامرهار  پالمر و همکاران
بود انجام شد. محاسبه  آنزیمیا عدم هضم و نام اول 

-فراوانی ها  ژنوتیپی و آللی و بررسی تعادل هارد 
انجام  PopGen 32واینبرگ با استفادا از نرم افزار 

 . 6555(یه و همکاران گرفت 
 

  یجنتا
منجر به حصول با روش مورد استفادا  DNAستخراج ا

رسد که  ه نظر میشد و ب میژنو DNAمقادیر بالایی از 
ها به علت داشتن یول زیاد و تلوص بالا،  این مولکول

جهت کارها  مهندسی ژنتیر و آزمایشات مولکولی 
رفت  مییور که انتظار  د. هماننبویار مناسب باش

شامل قومت هایی  CASTجفت باز  از ژن  266ق عه 
تکثیر شد که با استفادا  Lناحیه  1از اگزون و اینترون 

رر وزنی استاندارد اندازا ق عه مورد نظر تنیید از نشان
  .1(شکل شد

 CASTجفت باز  تکثیر شادا از مکاان ژنای     266ق عه 
هضام شادا و ساه ژنوتیاپ      MspIبرشی  آنزیمتوسط 

MM، MN  وNN   1(جادول  در آنها شناساایی شادند . 
نشان دادا شادا اسات.    7و 6این الرو  نوار  در شکل 
در  مرباک -وتیپی و آزماون کاا   فرآوانی ها  آللی و ژنا 

  است.آوردا شدا  6 جدول

هااا  ژن ق عااات مربااو  بااه ژنوتیااپ    اناادازا -1جاادول 
 کالپاستاتین

 (bp)اندازا ق عات ژنوتیپ

MM 772، 612 

MN 266، 772، 612 

NN 266 
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 ر اندازانشانر: M100  % .0/1 ژل آگارز  ژن کالپاستاتین رو PCR تنتیجه الکتروفورز محصولا  -1شکل

 

 
 اندازا نشانرر: M100 %.0/6ژل آگارز  برولکتروفورز  اپ  از در جمعیت گاو هلشتاین   PCRمحصول  مینتای  هضم آنزی  -6شکل

 

 
 اندازا نشانرر :M100-%0/6 ژل آگارز  پ  از الکتروفورز رودر جمعیت گاومیش  PCRمحصول  مینتای  هضم آنزی -7شکل
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 و گاومیش ینبرگ در جایراا مورد نظر در گاو هلشتایناو-نی و ژنوتیپی و تعادل هارد فراوانی ها  ژ  -6جدول
 مربک -آزمون کا  (درصد فراونی ژنوتیپی (درصد فراوانی ژنی تعداد نمونه نوع دام

N M NN MN MM 
 00/2* 02 00 5 77 67 05 گاو هلشتاین
 ns10/7 5 00 00 0/66 0/77 05 گاومیش

  50/5احتمال درس  معنی دار  :* 
 ns:  50/5احتمال  س   درغیر معنی دار  

 
 بحث

 کالپاساتاتین ژن  یشاکل  چناد   رو  م العات متعدد
گرفته  صورتو جایراا ها  مختلف مختلف   در نژادها
کالپاسااتاتین از ژن  یشااکل چنااد نیااتحق نیاااساات. در ا
باا اساتفادا از    L هیا ناح 1و اینتارون  اگازون   قومتی از

 یماورد بررسا  در گاومیش و گاو هلشتاین  MspI آنزیم
 Nو  M دو آلال  آنزیم نیهضم با ا جهیقرار گرفت. در نت

برا   67/5و  77/5ترتیبه ب ها  آن یشد که فراوان دیتول
برا  گااومیش بارآورد    770/5و  660/5گاو هلشتاین و 

در جمعیت هلشتاین  مربکآزمون کا  براساس گردیدند. 
ولای   >P)50/5( شات  نداود واینبرگ وج -تعادل هارد 

 برقرار بودتعادل در جمعیت گاومیش 
از  شااتریب مااورد گاااو هلشااتایندر  Mآلاال  یفراواناا

م ابقات   نیاکثار محققا    یبود که باا نتاا   Nآلل  یفراوان
در گوسافندان ناژاد    Mآلال   یعنوان مثال فراوان دارد. به
 ی ، نااژاد عرباا6557و همکاااران   ری(نصاا11/5  کاارد
(نناه   11/5 ، ناژاد دالاق  1712مکااران  و ه  (محمد10/5
 (افتخاار  77/5گال   قارا  اد ، ناژ 6511و همکاران  یکران

 77/5 ی ، ناااژاد کرماااان1717و همکااااران   شااااهرود
 70/5   ، ناااژاد افشاااار1717(بهرامپاااور و همکااااران 

و  یاسا ی(ال 27/5 ، ناژاد قازل   1712و همکااران   کمردی(ن
 72/5 یوااتانیس هااا    بااودا و در گاااو1717 همکاااران

پاااور و  یهماااور و  1712و همکااااران  ی(فخرکااااظم
 .  گزارش شدا است6557همکاران 
    بارا 1717(همکااران  و  یترابا   یفوق با نتاا   ینتا

 و همکاااران یاساای  و ال00/5(یگوساافندان نااژاد م ااان 
  و 01/5( نویگوسااااافندان آرتاااااامر    بااااارا1717(

  .  م ابقت نداشت05/5( قزل-نویآرتامر

 یباوم  ها  مشابه نژاد زین یتارج ها  اکثر نژاد در
آلل فاوق   یبود. ب ور مثال فراوان شتریب Mآلل  یفراوان

گازارش شاد (پاالمر و     77/5 زیدر گوسفندان نژاد کارول
  .1771همکاران 

گاو هلشاتاین   ها در از نظر فراوانی ژنوتیپی، فراوانی
در ماورد گوسافند     6557( با نتای  نصیر  و همکااران 

مشااهدا  را  NNو آنها نیاز ژنوتیاپ   داردت م ابق کرد 
هاا را   هاا و تفااوت   شباهت نیتوان علت ا یکه م نکردند

و حتی میزان نمونه  ییایج راف تدر نوع نژادها و موقعی
 مرباک  - آزماون کاا  همیناین  . آنها جوتجو کارد  بردا 

 یوینبرگ را در جامعه مورد بررسا  - عدم تعادل هارد
 یتوان دتالت یک میرا  که علت آن >P)50/5( نشان داد

 انادازا  مهااجرت،  ،انتخااب از عوامل برهم زنندا تعاادل ( 
 .دانوت  موثر جمعیت و جهش

برتلاف اکثر  ،در جمعیت گاومیش مورد بررسی
 Nآلل  فراوانیمربو  به گاو و گوسفند  اتگزارش

لازم  .مشاهدا نشد MM و ژنوتیپ بود Mبیشتر از آلل 
، در مورد گاومیشن تاکنواین ژن به ذکر است چون 
 .نداشتوجود نتای  امکان مقایوه بررسی نشدا است 

البته باید تعداد نمونه بیشتر  برا  ایمینان از این 
گاومیش در گله  بررسی شود. آللی و ژنوتیپی فراوانی

که واینبرگ برقرار بود -تعادل هارد  سی شداربر
نشان دهندا آن است که انتخاب در جهت افزایش و یا 

ش ژن کالپاستاتین در جمعیت مورد نظر انجام کاه
  نشدا است.

نتای  نشان داد کاه ژن کالپاساتاتین در ایان جایرااا     
چندشکل می باشد و روش استفادا شدا در ایان تحقیان   

(PCR-RFLP) برا  تعیین جهاش نق اه    یروشی مناسب
ا  در ایاان جایراااا ماای باشااد. همینااین بااا توجااه بااه   
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در تحقیقات آتی باا  می توان چندشکلی بودن این جایراا 
ثباات رکااورد و تعیااین ژنوتیااپ، اثاار هاار ژنوتیااپ را در 

و باه  دا افزایش کمیات و کیفیات گوشات باه دسات آور     

نشاانرر  عنوان ابزار  مناساب بارا  انتخااب باه کمار      
 .شوداستفادا 
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