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 هاي گاو هلشتاين و بومی گيلاندر گله  DUMPs بررسی فراوانی ژنی عامل بیماری

 PCR-RFLPبا استفاده از روش 
 

 

 1841صندوق پستی: ، رشت، دانشگاه گیلان ،کشاورزیعلوم دانشکده  ،دامیگروه علوم: حسين علائی •

 ، رشرررت، دانشرررگاه گررریلان ،کشررراورزیعلررروم دانشرررکده  ،دامررریگرررروه علررروم: * سيدضيييياداندين ميرحسيييي   •

 1841پستی: صندوق

 

 1393 فروردینتاریخ پذیرش:              1392دی تاریخ دریافت: 
 

 چکيده
جهش در   .است  مغلوب در گاو  اتوزومی  ژ تيك   بيماری  يك(  DUMPs)  فسفات  مو و   اوريدين  آ زيم   قص س تز

باعث ژن  يكمی  اين  که  در    كدون  شود  ب  اين   پروتئين  خاتمه  آيدهآ زيم   های تک يک  از  استفاده  با  امروزه.  وجود 
کرد  را  هتروزيگوت  افراد  در  مغلوب  هایژن  توانمی  مونکونی   شامل   گاو،  جمعيت  دو  از  تحقيق  اين  در.  ش اسايی 

 مرکز   در  شده  داری گه  دام  راس  100  و  سپيدرود  دامپروری  سهامی  شرکت  در  يافته  پرورش  هلشتاين  راس  100
-به  ها مو ه  DNA.  شد  تهيه  خون   مو ه  ا فرادی  و  تصادفی  صورتبه  گيلان  استان  در  واقع  فومن  بومی   ژاد  اصلاح
 ژن   5اگزون  از  بازی  جفت  108  قطعه  تکثير  جهت  اختصاصی  آغازگرهای  از  شده و  استخراج  يافته  بهي ه   مکی  روش

DUMPs  برشی  آ زيم  از  استفاده  آ زيمی با  هضم  عمل  حاملين،  ش اسايی  و  تشخيص  م ظوربه.  شد  استفاده  AvaI   بر 
غانب  ژ وتيپ  دارای  ها مو ه  تمامی.  گرديد  ا جام  پليمراز  ایز جيره  واک ش  محصولات  روی  خانص  هموزيگوت 
  هایژن انمللیبين کاهش  يا و بالا ا تخاب شدت با هايیبر امه از  اشی است ممکن هاهتروزيگوت مشاهده عدم. بود د
آن  اما.  باشد   قص  دارای  هایبر امه  که   دارد  ضرورت  نذا  دارد  وجود  وراثتی  های  قص  دوباره  شيوع  کهجايیاز 

 .ک د پيدا گسترش معيوب هایژن غربانگری

 
   

PCR-RFLP  و DUMPs، بیماری ژنتیکی، گاو بومی گیلان کلمات کليدی: 

 
 
 

 مقدمه 
حداقل          گاو  آنزيم    20000در 

كه  است  شده  كشف  متفاوت 

 ،شیردهي  رشد،  نظیري  يدهافرآين

-پذير ميرا امكانغیره   تولیدمثل و

اين .  سازد از  يك  هر  در  اختلال 

در پرورش    را  يزياد ها مشكلات  آنزيم

بیش    آورد.وجود میهبگاوهاي شیرده  

انسان   200از   در  آنزيمي  اختلال 

  که در اين بینرد  ژنتیكي دا  ءمنشا

آن به  7 ديده نوع  طور شايع درگاو 

که   DUMPsبیماری ژنتیکی    .شده است

قرار    اخیرا   محققین  توجه  مورد 

ايجاد   اثر  در  نیز  است  گرفته 

  Robinson) آيدوجود میهاختلال آنزيمی ب

يك   بیماریاين  (.  1993و همکاران،  

در  ژنتیكي  هلشتاين    نقص  گاوهاي 

اختلال  و    بوده ايجاد  اثر    در در 

مونو  سنتز اوريدين  فسفات   آنزيم 

مي(  UMPs)سنتتاز   و    Patel) دهدرخ 

آنزيم  2006همکاران،   اين  مسئول  (. 

اوريدين   به  اسید  اورتیك  تبديل 

براي  مي  (UMP)  مونوفسفات كه  باشد 

  ی استتشكیل بازهاي پیريمیدن ضرور

(Robinson   ،1993و همکاران).   اين نقص

به اتوزومي  ژنتیكي  صفت  يك  صورت 

انتقال   و    Shanks)يابد  ميمغلوب 

جهش مرتبط با اين    (.1984همکاران،  

شناخته شده است   UMPsدر ژن    بیماری

در   توقف  كدون  يك  ايجاد  باعث  كه 

 mirhosin@guilan.ac.ir :پست الکترونیکی نویسنده مسئول* 
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آنزيم  اين  كننده  ايجاد  پروتئین 

همکاران،    Schwenger)  دشومي . (1993و 

حدودا در   DUMPsهای مبتلا به  گوساله

  روز چهلم بارداری دچار مرگ زودرس 

متولد    صورتبه  و  شده مرده  و  نارس 

(. 1997و همکاران،    Agerholm)شوند  می

ناقل   گاوهای  شیر  تولید  لحاظ  از 

طبیعی   شیر  تولید  دارای  نقص  اين 

 بوده اما از لحاظ ترکیبات شیر در

اسیداروتیک   ناقل    10تا  5گاوهای 

بیش است.  برابر  طبیعی  حد  از  تر 

تبديل   UMPsآنزيم   مسئول 

 اسیداروتیک به اوريدين مونوفسفات

(UMPمی تشکیل  (  برای  که  باشد 

می ضروری  پريمیدينی  باشد. بازهای 

آن پريمیديناز  اجزاء جاکه  ها 

ضروری و اساسی سنتز اسید نوکلئیک  

آنزيم اين  سنتز  در  نقص  ها  هستند، 

پريمیدينمی سنتز  را تواند  ها 

( سازد  همکاران،   Shanksمتوقف  و 

1984 .) 
اسپرم        از  گاو  استفاده  های 

برتر   صورتی)نر  ژن  در  حامل  که 

برنامه در  باشند(  اصلاح معیوب  های 

جمعیت در  نیز  نژادی  و  خالص  های 

گیری گلهدورگ  با  میها  بومی  -های 

را  مغلوب  ژن  فراوانی  تواند 

عملکرد   نتیجه  در  و  دهد  افزايش 

دام باين  را  داشته هها  دنبال 

روش از  استفاده  مبتنی باشد.  های 

سريع   تشخیص  در  مولکولی  ژنتیک  بر 

حامل دقیق  عمدهو  نقش  دارد.  ها  ای 

و   ناقلین  شناسايی  تحقیق  اين  در 

اين   عامل  ژنی  فراوانی  برآورد 

جمعیت در  هلشتاين بیماری  گاو  های 

از   استفاده  با  گیلان  بومی  و 

 مورد بررسی قرار گرفت. PCR-RFLPروش

 

 ها شمواد و رو
گاوهلشتاين    100از          راس 

دام  سهامی  شرکت  در  يافته  پرورش 

راس گاو    100پروری سپیدرود رشت و  

نگه گیلان  در  بومی  شده  داری 

ايستگاه اصلاح نژاد گاو بومی فومن  

ب گیلان  استان  در  صورت هواقع 

تصادفی و انفرادی نمونه خون تهیه  

نمکی  .  شد روش  از  استفاده  با 

نمونه از  يافته،  -  DNAها  بهینه 

و همکاران،   Javanrouh) گرديداستخراج  

جهت(2006 ژن    .    از   UMPsتکثیر 

زير    توالی  با  برگشت  و  رفت  آغازگرهای

شد   همکاران،   Schwenger)استفاده  و 

1994) : 

F: 5'-GCA AAT GGC TGA AGA ACA TTC TG-3' 

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

 ایزنجیره  واکنش  مختلف  اجزای       

-های مختلف آنغلظت  و  (PCR)  پلیمراز

 اند.مشخص شده 1ها در جدول 

 

 

 PCR: مخلوط واکنش 1 جدول

واکنشمواد  غلظت نهایی  

50  

 نانوگرم/میکرولیتر
DNA     الگو    

1X   PCR    بافر  

مولار میلی 5/2  dNTPs 

-پیکومول/میلی 5

 لیتر
 آغازگر مستقیم

-پیکومول/میلی 5

 لیتر
 آغازگر معکوس

مولار میلی 5/1  MgCl2 

1U 

آنزيم تک 

 پلیمراز

Taq DNA polymerase 

 ـــــــ
آب دو بار تقطیر 

 استريل

ای انجام واکنش زنجیره  برای       

ترموسايکلر  دستگاه  از  پلیمراز 

کمپانی    Touchgeneمدل    Techneساخت 

حرارتی  برنامه  شد.  استفاده 

گراد درجه سانتی  95صورت  دستگاه به

بهواسرشته اولیه    3مدت  سازی 

)واسرشته  35دقیقه،    94سازی  سیکل 
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سانتی بهدرجه  ثانیه،   30مدتگراد 

آغازگر   سانتی  53اتصال  گراد درجه 

آنزيمی    30  مدتبه بسط  ثانیه، 

سانتی  72آغازگر    گراد درجه 

آنزيمی   30مدتبه بسط  و  ثانیه( 

مدت گراد بهدرجه سانتی 72 نهايی در

دقیقه تنظیم گرديد. با استفاده    7

درصد و با ولتاژ   5/1ژل آگارز    از

محصولات    90 الکتروفورز   PCRولت 

جهت   108  قطعه  آنزيمی  هضم  شدند. 

-ژنوتیپ  تعیین  منظوربه  بازي  جفت

  AvaIاز آنزيم محدودگر    UMPsژن    هاي

 . گرديد استفاده

آنزيمی        هضم  با    ،محصولات 

ژل از   با  درصد  4  آگارز  استفاده 

ساعت   1  زمان  و   ولت  100  ولتاژ

 داراي  AvaIالکتروفورز شدند. آنزيم  

بر   جايگاه  دو سالم    روي  برش  الل 

DUMPs  الل   روي  بر  برش  جايگاه   يک  و  

  نتیجه   در  باشد،می  ژن  اينناقص  

سالم    افراد  در  که  رودمی  انتظار

 اثر   بر  قطعه  3  فقط  TDبا ژنوتیپ  

  53  قطعات)  آيد  پديد   آنزيم اين  هضم

  افراد   در  و(  بازي  جفت  19  و  36،

ژنوتیپ   با   )هتروزيگوت(  DPناقل 

 جفت  19  و 36  ،53 ،89)  قطعه  چهار  نیز

  چند   هر.  شد  خواهد   حاصل(  بازي

-می  جنینی  دوران  در  بیمار  افراد

  انتظار  مطالعه  اين   در  و  میرند

  در   اما  نبود،  هاآن  ژنوتیپ  ديدن

  دو   بايد  هاآن  ژنوتیپ   بررسی  صورت

 گردد مشاهده بازي جفت19 و 89 قطعه

 (.1)شکل 

 

 
روی AvaI آنزیم  برشی سایت شماتیک تصویر :1شکل

 UMPs ژن

 

             تايج

-به  هانمونه  DNA  استخراج       

الکتروفورز   خوبی شد.  انجام 

آگارز   ژل  روی  شده  تکثیر  محصولات 

نشان   UMPsدرصد از جايگاه ژن    5/1

جفت بازی در نظر    108داد که قطعه  

به شده  هیچ  گرفته  بدون  و  خوبی 

محصولات  باند   و  غیراختصاصی 

صحت  است.  يافته  تکثیر  ناخواسته 

اندازه   نشانگر  حضور  با  مطلب  اين 

های الکتروفورز شده در کنار نمونه

  گرديد.تايید 

جايگاه    2دارای    AvaIآنزيم         

واکنش   شده  تکثیر  محصولات  در  برش 

زنجیره پلیمراز است، که در نتیجه  

يک از  عمل هضم آنزيمی، اگر در هیچ

باشد،    2 نداشته  وجود  جهش  جايگاه 

می بهانتظار  قطعه  سه  ، 19طول  رود 

نوکلئوتیدی روی ژل آگارز    53و    36

شود مشاهده  الکتروفورز  از    پس 

 .(غالب )هموزيگوت

از   2شکل        تصويری 

را   شده  هضم  محصولات  الکتروفورز 

می هیچنشان  دامدهد.  از  های  يک 

جمعیت   دو  در  بررسی  ژنوتیپ  مورد 

)ناقل بیماری( را نشان    هتروزيگوت

ندادند. بر اين اساس تنها يک نوع  

شناسايی  غالب(  )هموزيگوت  ژنوتیپ 

 شد. 
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 AvaIالکتروفورز محصـولات هضم شده توسـط آنزیم : 2شکل 

های گاو هلشتاين و  نمونه  49و    50,  51,  52های  ستون اول از سمت چپ نشانگـر اندازه، شماره

 های گاو بومی گیلان هستند.نمونه 53Nو  55N ,54Nهای شماره

 

   بحث

بررسی         از  حاصل  نتايج 

ژن در    UMPsفراوانی  که  داد  نشان 

بومی  جمعیت و  هلشتاين  گاو  های 

گیلان،  استان  در  مطالعه  مورد 

ندارد   وجود  بیماری  اين  از  ناقلی 

  Onerدست آمده توسط  هکه با نتايج ب

( همکاران    Ertugrulو    Akyuz(،  2010و 

(2008  ،)Patel  ( همکاران  و (  2006و 

Harlizius  ( همکاران  مشابه   (1996و 

  است.

و همکاران     Rajeshدر هند نیز       

گله    (2006) گاو   642يک  راسی 

شناسايی   برای  را  هندی  هلشتاين 

قرار   DUMPsناقلین مطالعه  مورد 

 دادند که ناقلی مشاهده نشد.

که        تحقیقی  و     Rahimiطی 

راس از   37در مورد    (2006)همکاران  

نگه جوان  نر  در  گاوهای  شده  داری 

ايران   دام  نژاد  اصلاح  ملی  مرکز 

وجود   از  موردی  نیز  دادند  انجام 

بیماری  هتروزيگوت اين  ناقل  های 

 مشاهده نگرديد.

      Meydan    همکاران  (2010)و 

روی   را  گاو    225پژوهشی  راس 

قسمت   آنکارا  در  واقع  هلشتاين 

راس گاو نژاد    125مرکزی آناتولی و  

جنوب قسمت  شانلورفا  شرقی هلشتاين 

در دادند.  انجام   اين   آناتولی 

نمونه وجود  ایپژوهش،    معیوب   ژن  از 

مشاهده  جمعیت  در تحقیق  مورد  های 

        نگرديد. 

ب        نتايج  به  توجه  دست هبا 

و  مغلوب  الل  فراوانی   آمده، 

چنین فراوانی ژنوتیپ هتروزيگوت هم

صفر است. يک الل مغلوب کشنده از  

شد   خواهد  حذف  طبیعی  انتخاب  طريق 

و حیوانات دارای ژنوتیپ هموزيگوت 

را   نسل  ادامه  فرصت  ديگر  مغلوب 

 نخواهند داشت. 

به         طبیعی  انتخاب  اما 

های نهفته  تنهايی قادر به حذف الل

به  نیست.  جمعیت  که  در  نسبت  همان 

کم مغلوب  الل  میفراوانی  شود، تر 

-ها در هتروزيگوتبا مخفی شدن الل

بروز امکان  افراد  آن  ها،  در  ها 

کم انتخاب هموزيگوت  لذا  و  شده    تر 

آن   علاوه   شد.  خواهد  ترمشکلها  علیه 

فراوانی هرقدر  غالب    آلل  براين 

تبديل  احتمال  شود  اضافه  )وحشی( 

جهش  اثر  در  مغلوب  آلل  به  آن 

 افزايش 

بهمی و  محو  يابد  امکان  جهت  همین 

وجود   مغلوب  آلل  همبستگی  کردن 

 نخواهد داشت. 

الل        کاهش  برای  -بنابراين 

( مغلوب  قابل  qهای  زمان  مدت  در   )

برنامه به  نیاز  اصلاح قبول  های 

می امروزه  است.  با  نژادی  توان 

روشبهره از  تشخیص مندی  نوين  های 

کیت ايجاد  با  يا  و  های  مولکولی 

نقص کوتاه  زمانی  در  های  تشخیصی 

ب که  غیرهژنتیکی  يا  مستقیم  -طور 

صفات   با  ارتباط  در  مستقیم 

داده   تشخیص  را  بوده  مهم  اقتصادی 

دام کاهش  و  جهت  را  ناقل  های 

بهرههزينه افزايش  و  از  ها  وری 

 جمعیت حذف نمود. 

که          داد  نشان  حاضر  بررسی 

در دو جمعیت    UMPsهیچ جهشی در ژن  

نتايج  ندارد.  وجود  مطالعه  مورد 

ب نتايج  مشابه  تحقیق  دست  هاين 

توسط همکاران     Rajeshآمده   ( 2006)و 

53 bp 
36 
19 
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 بود.  ( 2005)و همکاران   Kaminskiو

ک        پژوهشی  و    Akyuzه  در 

روی گاوهای بومی و (  2008)همکاران  

دادند  انجام  ترکیه  سوئیس  براون 

-نیز ناقلی از اين بیماری در گله

البته   نشد.  يافت  بررسی  مورد  های 

حیوانات  وجود  تحقیقات،  برخی  در 

های هلشتاين گزارش شده  گله  ناقل در

همکاران،    Lin)  است و    Fesus؛  2001و 

همکاران،   Poli؛  1999همکاران،   و 

1996)  . 

دست آمده در  هاکثر نتايج ب       

اين   کننده  تايید  مطالعات،  اين 

محصولی   DUMPsفرضیه است که بیماری  

اصلاح  برنامه  يک  از  ناخواسته 

گاوهايی    اسپرم  آن  منشا  و  نژادی بوده

با در   Happy herd beautician  مرتبط  است. 

ب مشابه  تحقیقات  و  حاضر  -هتحقیق 

ديگر  بومی  نژادهای  روی  خصوص 

شناسايی  بیماری  اين  دنیا  مناطق 

نشده است. لذا نتیجه حاصل شده در  

تواند صحت فرضیه فوق  اين تحقیق می

 را تقويت نمايد.
تحقیق نشان داد  نتايج اين         

دام يافته که  پرورش  هلشتاين  های 

دام استان شرکت  سپیدرود  پروری 

بیماری    الل حاملگیلان   يافته  جهش 

DUMPs   نیستند و اين خود مبین عدم

اسپرم از  وارداتی استفاده  های 

بیماری اين  حداقل  ناقل  يا  و  ها 

  با   شده  انجام  ناموفق بودن تلقیحات

-می  يافته  جهش  الل  حامل  هایاسپرم

هم دامباشد.  مشاهده  عدم  های چنین 

نیز   تالشی  بومی  گاوهای  در  حامل 

اسپرم از  استفاده  عدم  های  مبین 

بیش تولید  دارای  يا  خارجی  و  تر 

ژن ورود  دامعدم  به  ناقص  های  های 

 اين ايستگاه است. 

قاطعیت         با  آماری  نظر  از 

اين  نمی در  که  داشت  اظهار  توان 

ندارد. جمعیت وجود  مغلوب  الل  ها 

-که فراوانی الل مغلوب کمدرصورتی

از   فراوانی   005/0تر  باشد، 

آنهتروزيگوت علیه  که  ها  ها 

نمی  صورت  کمانتخابی  از  گیرد  تر 

حالی  01/0 در  بود،  کل خواهد  که 

دام هر  تعداد  در  شده  آزمايش  های 

تر از  )يعنی کم  راس بوده   100جمعیت  

راس( پس امکان ظهور    100يک راس در  

ب البته  است.  عدم  هنداشته  دلیل 

وجود گزارشی از سابقه اين بیماری  

جمعیت بومی  در  و  هلشتاين  گاو  های 

می اطمینان  ايران  ضريب  با  توان 

-قابل قبولی عاری بودن اين جمعیت

 ها از وجود ژن مغلوب را پذيرفت. 

        

سال ژنتیکی  روند  به  توجه  های  با 

گاو در  تقريبا  اخیر  بومی  تا    های 

چند سال آينده شايد نتوان گاوهای  

به را  خالص    انجام  منظوربومی 

اجرا نمودن    و  نژادی  اصلاح  هایبرنامه

بهاستراتژی  و  کرد  مشاهده  نژادیهای 

اثر و   هایگیریدورگ  در  ناخواسته 

برنامههم تلاقی  چنین  اصلاحی  های 

ژن اين  نژادی،  به  هلشتاين  های 

 ها منتقل خواهد شد. گاو
تکنیک        از  استفاده  های لزوم 

به ناقلین مولکولی  شناسايی  منظور 

گلهبیماری سطح  در  ژنتیکی  های های 

هم و  تجاری  و  سطح  پايه  در  چنین 

های وارداتی و تولیدی مراکز  اسپرم

غیرقابل   امری  کشور  داخل  اصلاحی 

  اجتناب است. 

روش        با  اين  و  آسانی  به  ها 

کم  و  هزينه  صرف توانايی  زمان  تر 

-تفکیک و شناسايی دام  ،بهینه شدن

 های حامل را دارند. 
برتر          نر  گاوهای  بايد  لذا 

اسپرم يا  و انتخابی  وارداتی  های 

کشور   داخل  اصلاحی  مراکز  تولیدی 

آزمون   بیماری  بودن  ناقل  به  نسبت 

ها برای اصلاح شوند تا بتوان از آن

دام اجرا  نژاد  به  و  منطقه  های 

استراتژی  بهدرآوردن  نژادی  های 

 بهره برد.
 

 تشکر و قدردا ی 
از آزمايشگاه گروه پژوهشی         

سبب   به  گیلان  دانشگاه  ابريشم  کرم 

نمودن   و  فراهم  پژوهشی  امکانات 

ايستگاه هم محترم  مسئولین  چنین 

بومی  نژاد  اصلاح  تحقیقاتی   -گاو 

فومن، سازمان جهاد کشاورزی استان 

دام  شرکت  و  سپیدرود  گیلان  پروری 

 شود.صمیمانه تشکر و قدردانی می
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