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  چكيده
نمونه از جمعيت گاوهاي هلشتاين ايراني مركز اصـلاح نـژاد و بهبـود     8اي، تعداد ب با استفاده از جايگاههاي ريزماهوارهبه منظور ارزيابي آزمون انسا

جايگـاه ريزمـاهواره اي توصـيه     12توليدات دامي كشور بدون آنكه هيچ اطلاعاتي از هويت و روابط ژنتيكي بين آنها در اختيار قرار داده شود با استفاده از 
جفتـي از آغازگرهـاي نشاندارشـده     12ژنوتيپ هر فرد با استفاده از يك سـري  . مورد آزمون قرار گرفتند) ISAG(نجمن بين المللي ژنتيك حيواني شده ا

روابـط  ، آزمون انسـاب انجـام و   CERVUSنرم افزار  2ها در نسخه پس از برآورد فراوانيهاي آللي و ژنوتيپي و شبيه سازي داده. فلورسنتي تعيين گرديد
در روابط ميان اين افراد، انواعي از مناسبات شامل تكرار يك فـرد  . ژنتيكي ميان افراد مورد آزمون بدست آمده و مورد تاييد مركز ارسال كننده قرار گرفت

جايگاه بررسي شده در اين  11ميانگين هتروزيگوسيتي مورد انتظار حاصل از  .با شماره هاي متفاوت، وجود يك و هر دو والد براي يك فرزند مشاهده شد
هاي قرايت شده از كه به دليل اشتباه در خوانش آلل و كيفيت نامناسب ژنوتيپ TGLA53بجز جايگاه  .بود 631/0در آنها  PICو متوسط  72/0تحقيق 

خوبي و با دامنه اطمينان بسيار مناسـب   جايگاه ديگر نشان داد كه جايگاههاي مورد مطالعه به EP 11، مجموع مقادير حاصل از آناليز نهايي حذف گرديد
هـاي  هـاي بزرگتـر و بـا شـجره    هاي انساب در جمعيـت باشند و براي آزمونرا دارا مي) فرزندي – والد(قابليت انجام آزمون انساب و تعيين روابط ژنتيكي 

  . شوندتر نيز توصيه ميپيچيده
 

  هلشتاينگاو  ،نشانگر ريزماهواره ،آزمون انساب :كليدي واژه هاي
 

    1 مقدمه
ارزيابي ژنتيكـي محـور اصـلي اصـلاح گاوهـاي شـيري اسـت و        

ي زيادي بستگي به ارزيابي صـحيح  افزايش پيشرفت ژنتيكي تا اندازه
از آنجـا كـه امـروزه پـيش بينـي      . بر اساس شجره كامل و دقيق دارد

گيرد كه در هاي اصلاحي بر اساس يك مدل حيواني صورت ميارزش
شـود، صـحت   ات تمام خويشاوندان يك فرد استفاده مـي آن از اطلاع

تواند نقش بسـزايي داشـته باشـد بـه طوريكـه      اي مياطلاعات شجره
اي ممكـن اسـت صـحت انتخـاب را كـاهش داده و      خطاهاي شـجره 

اخير نشان  مطالعات). 11 و 1( نشودپيشرفت ژنتيكي مورد نظر حاصل 
درصـد   10به دليـل  درصد كاهش در پيشرفت ژنتيكي  4تا  3داده كه 

                                                            
گروه علوم دامي، دانشـكده كشـاورزي،    استادياركارشناسي ارشد و دانشجوي  -3و1

  دانشگاه زنجان 
هاي بيوتكنولوژي موسسه تحقيقات  بخش پژوهش مربي پژوهشيو  استاديار -4و2

  علوم دامي كشور
  )Email: amirinia@asri.ir                              :نويسنده مسئول -(* 

بنـابراين  ). 10( اي در هر سال بـوده اسـت  افزايش در خطاهاي شجره
براي به دست آوردن پيشرفت ژنتيكـي بهينـه در اصـلاح گاوشـيري،     
ضروري است كه شجره از طريق آزمون والديني شناسايي و تصـحيح  

  . شود
اي آزمون انساب، روشي ساده براي آزمون صحت اطلاعات شجره

اين آزمون پيش از اين بـا اسـتفاده از نشـانگرهاي    . باشديثبت شده م
گرفت در صـورتيكه در اواسـط   هاي خوني صورت ميپروتئيني و گروه

و  6( يا تعيين ژنوتيپ جايگزين آن شده اسـت  DNAآزمون  90دهه 
هـاي  استفاده همزمان از چندين نشانگر ژنتيكي به نام ريزمـاهواره ). 7

DNA بـراي   درصـد  99/0مينـاني در حـدود   ، دسترسي به قابليـت اط
نشـانگرهاي ريزمـاهواره بـه    ). 6( تعيين شجره را ممكن ساخته اسـت 

دليل چند شكلي بالا، توارث هم بـارز منـدلي، سـهولت كـار و توزيـع      
گسترده در ژنوم به ابزاري قوي جهت انجام مطالعات در سـطح ژنـوم   

ب در جمعيت اند و به طور گسترده جهت انجام آزمون انساتبديل شده
اوزكان و همكـاران  . )9و  1( گيرنددامهاي اهلي مورد استفاده قرار مي

اي منتخـب  جايگاه ريزماهواره را براي بررسي روابـط شـجره   12 ،)4(
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گوساله ماده آنها مورد ارزيابي قـرار   64گوساله نر و  21گاو نر،  7بين 
روابـط  ، )درصـد  7/4(دادند كه در آن مطالعه بـه اسـتثناي سـه مـورد     

 10نيز با به كارگيري تعداد  ،)2(تي گاما و همكاران . منتسب تائيد شد
گوساله از چندين نژاد را كـه   140نشانگر ريزماهواره يك گروه شامل 

روي . مشكوك به ثبت نسب نادرست بودند، مورد ارزيابي قـرار دادنـد  
كه ها با والدين ثبت شده سازگار بودند از گوساله درصد 4/76هم رفته 

ميـزان  . بيشترين ناسازگاري هم در نتيجه شناسايي نادرست مادر بـود 
اي تخمين زده شده در جمعيت گاو هلشتاين در تعـداد  خطاهاي شجره

كريستنســن و ( درصــد 5 -15زيـادي از كشــورها از جملــه دانمـارك   
، )1986گلـدرمن و همكـاران   ( درصـد  4-23، آلمان )1982همكاران 

بـون  ( درصـد  12، هلنـد  )1987ينور و كلـي  بيچ( درصد 8 -20ايرلند 
 درصـد  10، در گله هاي شيري انگليس )1991هيوس و ون ارندونك 

ولر و همكاران ( درصد 7/11و در اسرائيل ) 2002ويسچر و همكاران (
 45 ،)8(در ايران سيدآبادي و همكاران ). 6( گزارش شده است) 2004

 14نريان و  17ساب، كره اسب را جهت آناليز ان 14اسبچه خزر شامل 
-ماديان را جهت شناسايي فردي با استفاده از هفت نشانگر ريزماهواره

مجمـوع مقـادير بـه دسـت آمـده از قـدرت       . اي تعيين ژنوتيپ كردند
گزارش شد كه سـودمندي   درصد 3/97اين نشانگرها ) PE(تشخيص 

بـا وجـود    .براي تاييـد انسـاب اسـب خـزر را نشـان داد     اين نشانگرها 
ات بسياري كه بـا اسـتفاده از نشـانگرهاي ريزمـاهواره بـر روي      تحقيق

گاوهاي هلشتاين ايراني صورت گرفته امـا تـاكنون در زمينـه بررسـي     

 .روابط والديني و آزمون انساب در اين نژاد تحقيقي گزارش نشده است
لذا تحقيق حاضر در راستاي ارزيابي آزمون انساب و تاييد انساب نمونه 

بــا اســتفاده از نشــانگرهاي  هــاي هلشــتاين ايــراناي كوچــك از گاو
  .صورت گرفت  ريزماهواره

  
  ها مواد و روش

از جمعيت گاوهاي هلشـتاين   DNA نمونه 8تعداد در اين تحقيق 
نامگـذاري شـده     Kو  A ،D ،E ،F ،H ،I ،J ايران كه به صـورت 

بودند توسط مركز اصلاح نژاد و بهبود توليدات دامـي در اختيـار قـرار    
اطلاعات مربوط به هويت و روابط ژنتيكي بـين نمونـه هـا تـا     . تگرف

پايان آزمون هاي مربوطه و مشخص شدن روابط در اختيـار محققـين   
 اي توصيه شدهجايگاه ريزماهواره 12ابتدا . اين پژوهش قرار داده نشد

جفت پرايمر بـر   12توسط ) ISAG(انجمن بين المللي ژنتيك حيواني 
از هر جفـت  . تكثير گرديد PCRده با واكنش روي نمونه هاي ذكر ش

پرايمر يك پرايمر در انتها توسط رنگ فلئوروسنت نشان گذاري شـده  
  .اطلاعات نشانگرها را نشان مي دهد 1جدول . بود

ها از يك كيت تجاري تعيـين ژنوتيـپ گـاوي    براي تكثير جايگاه
 ,FINNZYMES DIAGNOSTICS  )Panel 1.2ساخت شركت 

F-904 (ده شداستفا.  

  
 مشخصات جايگاه هاي استفاده شده براي تعيين ژنوتيپ نمونه ها همراه با پرايمرهاي استفاده شده  -1جدول

)جفت باز(دامنه اندازه آلل  توالي پرايمر كروموزوم جايگاه  رنگ 
TGLA227 18 F: CGA ATT CCA AAT CTG TTA ATT TGC T 

R: ACA GAC AGA AAC TCA ATG AAA GCA 
115 - 63  FAM 

BM2113 2 F: GCT GCC TTC TAC CAA ATA CCC 
R: CTT CCT GAG AGA AGC AAC ACC 

146 - 116  FAM 

TGLA53 16 F: GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA 
R: ATCTTCACATGATATTACAGCAGA 

197 - 147  FAM 

ETH10 5 F: GTT CAG GAC TGG CCC TGC TAA CA 
R: CCT CCA GCC CAC TTT CTC TTC TC 

234 - 198  FAM 

SPS115 15 F: AAA GTG ACA CAA CAG CTT CTC 
R: AAC GAG TGT CCT AGT TTG GCT GTG 

270 - 240  FAM 

TGLA126 20 F: CTA ATT TAG AAT GAG AGA GGC TTC T 
R: TTG GTC TCT ATT CTC TGA ATA TTC C 

132 - 104  VIC 

TGLA122 21 F: CCC TCC TCC AGG TAA ATC AGC 
R: AAT CAC ATG GCA AAT AAG TAC ATA C 

193 - 133  VIC 

INRA23 3 F: GAG TAG AGC TAC AAG ATA AAC TTC 
R: TAA CTA CAG GGT GTT AGA TGA ACT C 

236 - 194  VIC 

BM1818 23 F: AGCTGGGAATATAACCAAAGG 
R: AGTGCTTTCAAGGTCCATGC 

276 - 248  VIC 

ETH3 19 F: GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG 
R: ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG 

131 - 89  NED 

ETH225 9 F: GAT CAC CTT GCC ACT ATT TCC T 
R: ACA TGA CAG CCA GCT GCT ACT 

166 - 132  NED 

BM1824 1 F: GAG CAA GGT GTT TTT CCA ATC 
R: CAT TCT CCA ACT GCT TCC TTG

218 - 170  NED 
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ميكروليتر و  20و در حجم  1واكنش در قالب يك واكنش چندگانه

سـپس  . طبق دستورالعمل موجود در كيت استفاده شده صورت گرفـت 
مطـابق بـا روش ذكـر شـده در      PCRميكرو ليتر از هر محصول  5/1

دستورالعمل كيت مذبور آماده سازي و جهت الكتروفـورز بـه دسـتگاه    
Genetic Analyzer ABI 3130  ) ت شـركت  سـاخABI (  انتقـال

ژنوميـك   DNAدر كليه مراحل از يـك كنتـرل مثبـت حـاوي     . يافت
و   PCRميكروليتـر بـراي تائيـد شـرايط     /نانوگرم 5/0گاوي با غلظت 

هــاي بــه دســت آمــده بــا نــرم افــزار  داده. الكتروفــورز اســتفاده شــد
Genemapper (appliedbiosystems.com) و تحليـــل  تجزيـــه

للي، هتروزيگوسيته مشاهده شده و مـورد انتظـار،   هاي آفراواني. شدند
براي هر جايگاه با استفاده  EP2و) PIC( محتواي اطلاعات چندشكلي

 ،)CERVUS )www.fieldgenetics.com( )2نرم افزار  2از نسخه 
ها در نهايت با استفاده از همان محاسبه شد و پس از شبيه سازي داده

فرزنـدي ميـان    -رقراري روابط والدنرم افزار آزمون انساب به منظور ب
  . ها صورت گرفتنمونه

 
  نتايج و بحث

جايگـاه مـورد اسـتفاده،     12ها در بين پس از تعيين ژنوتيپ نمونه
به دليل كيفيت پائين و اشـتباه در خـوانش آلـل از     TGLA53جايگاه 
اين جايگاه در تحقيق صورت گرفته . هاي بعدي كنار گذاشته شدآناليز

از جملـه  (اي جايگاه ريزماهواره17، كه از )5(وا و همكاران توسط پوتنو
جهت بررسي قابليت استفاده از ) جايگاه به كار رفته در اين مطالعه 12

ابي گاوها در سه نژاد از جمعيـت گاوهـاي چـك    اين نشانگرها در ردي
ها برخوردار بـود و از  استفاده كردند نيز از كيفيت پائيني در خوانش آلل

جايگـاه باقيمانـده كمتـرين و     11در بـين  . ادامه آنـاليز حـذف گرديـد   
و  SPS115بيشترين تعداد آلل مشاهده شده به ترتيب بـراي جايگـاه   

ميانگين تعداد آلل به ازاي هر جايگاه  و 7و  3برابر با  ETH10جايگاه 
كمترين و بيشترين هتروزيگوسيتي مورد انتظـار نيـز بـراي    . بود 55/4

 1شـكل  . بـرآورد گرديـد   883/0و  342/0ها و به ترتيب همان جايگاه
در بين . دهدجايگاه را نشان مي 4نحوه تعيين ژنوتيپ يك نمونه براي 

 ETH10 ،BM2113 ،BM1824هاي جايگاه آزمون شده جايگاه 11
بيشـترين   842/0و  867/0، 883/0به ترتيب با مقادير هتروزيگوسـيته  

نيز نشان دادند كه بر كارايي  7/0بالاتر از  PICچند شكلي را با مقادير 
به دست آمده  PICمقادير . مناسب آنها براي آزمون انساب دلالت دارد

ژانگ  ش شده توسطبراي اين سه نشانگر در اين تحقيق با نتايج گزار
اي براي تخمين كـارايي  جايگاه ريزماهواره 30، كه از )10(و همكاران 

اين نشانگرها در آزمون والديني گاوهاي هلشتاين چين استفاده كردند، 
                                                            
1- Single multiplex reaction  
2- Exclusion probability 

، نيـز هشـت نشـانگر    )7(ريوجاس والـدس و همكـاران   . مطابقت دارد
ا بـراي  ريزماهواره مشابه با نشانگرهاي استفاده شده در اين تحقيـق ر 

ارزيابي امكان استفاده از اين نشانگرها در تاييد شجره در شش نژاد از 
در پـژوهش آنهـا در نـژاد    . گاوهاي مكزيك مورد تحقيق قـرار دادنـد  

در . را نشـان دادنـد   7/0بـالاتر از   PICها مقادير هلشتاين تمام جايگاه
ران اوزكـان و همكـا   اي مشابه ديگر نيز،جايگاه ريزماهواره 12بررسي 

هاي جايگاه مطالعه شده از جمله جايگاه 12، براي هشت جايگاه از )4(
ETH10 ،BM2113  و BM1824مقـــادير PIC  را  7/0بـــالاتر از

 11گـزارش شـده بـراي     PICدر اين تحقيق متوسـط  . گزارش كردند
نتـايج بـه دسـت آمـده از نشـانگرهاي       2جـدول  . بـود  631/0جايگاه 

  .مختلف را نشان مي دهد
 CERVUSهاي آللي به دست آمده توسـط نـرم افـزار    اوانياز فر
هـاي  هاي شبيه سازي شده ايجاد گرديد و سـپس آن فراوانـي  ژنوتيپ

نتـايج حاصـل از   . ها اسـتفاده گرديدنـد  آللي جهت آزمون انساب نمونه
هاي موجود انواع متفـاوتي از مناسـبات از   آزمون انساب بر روي نمونه

هاي متفاوت، وجود يـك و هـر دو والـد    جمله وجود يك فرد با شماره
به دليـل دارا بـودن    Hو Fبدين ترتيب كه . براي يك فرد را نشان داد

داراي رابطـه   Hو  A ،Fهاي يكسان يك فرد بودند همچنـين  ژنوتيپ
 Fيـا  /و Hوالـد فـرد    Aخويشاوندي بودند به طوريكه به احتمال زياد 

تاييد شـد كـه مشـخص    نيز  Iو  Eرابطه دو فرد ). P<0.02( باشدمي
 Kبـا   Jو  Dهـاي  رابطه خويشـاوندي نمونـه  . ميباشد Iوالد  Eگرديد 

). P<0.02( باشـند مـي  Kوالـدين   Jو  Dتاييد شد كه به احتمال زياد 
روابط خويشاوندي به دست آمده كاملا مشابه بـا روابـط واقعـي بـين     

. گرفـت ها بود و توسط مركز ارسال كننده نمونه مورد تائيد قـرار  نمونه
دهد در صـورتي كـه در بررسـي بـا تعـداد      نتايج اين بررسي نشان مي

تـوان از آن بـراي آزمـون    بيشتري نمونه همين نتايج تكرار گردد مـي 
  .انساب در گاو هلشتاين ايران استفاده كرد

  
  قدرداني تشكر و

خـانم خديجـه فرهنـگ    " از پرسنل بخش بيوتكنولوژي خصوصـا 
وسسه تحقيقات علوم دامي كشور به كارشناس آزمايشگاه ژنوميكس م

مركز اصلاح نـژاد و  خاطر همكاري در اجراي اين پژوهش و همكاران 
وزارت جهاد كشاورزي جهت تهيـه نمونـه هـاي    بهبود توليدات دامي 

  .مورد نياز كمال تشكر و قدرداني را داريم
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  شده با فلورسانس اي نشاندارجايگاه ريزماهواره 11هاي نمونه حاصل از آماره -2جدول 

EP(2)B  EP(1)A  PIC نشانگر  تعداد آلل  فراواني فراوانترين آلل هتروزيگوسيته مورد انتظار  
491/0  318/0 678/0 783/0 31/0  5  TGLA227 
624/0  447/0 785/0 867/0 25/0  6  BM2113  
657/0  484/0 805/0 883/0 25/0  7  ETH10  
163/0  051/0 294/0 342/0 81/0  3  SPS115  
352/0  194/0 547/0 642/0 56/0  4  TGLA126  
325/0  165/0 510/0 592/0 62/0  4  TGLA122  
427/0  264/0 636/0 742/0 37/0  4  INRA23  
444/0  272/0 645/0 742/0 43/0  4  BM1818  
415/0  251/0 622/0 725/0 43/0  4  ETH3  
456/0  286/0 658/0 758/0 37/0  4  ETH225  
579/0  399/0 755/0 842/0 25/0  5  BM1824  

 ميانگين  55/4    720/0  631/0  9786/0  9989/0

     A :EP ها براي اولين والد محتملحاصل از جايگاه B :EP ها براي دومين والد محتملحاصل از جايگاه  
  

  
نشان دهنده يك آلل است و وجود هر پيك ( TGLA126و  ETH225 ،INRA23 ،SPS115هاي هاي به دست آمده براي يك نمونه در جايگاهآلل  -  1شكل

  ).پيك در يك جايگاه نشان دهنده ژنوتيپ هتروزيگوت براي آن فرد در آن جايگاه است 2
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