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چکیده 

بتاکازئین   A2  و  A1  هایپروتئین  یکدکننده  هایژن  در دو گروه  هلشتاین  شیری  گاوهای  شناسایی  حاضر،  یمطالعه  انجام  از  هدف      
زا  چندشكم  هلشتاین  گاو  رأس  41  از  منظوربدین      .بود  تولیدمثلی  هایشاخص  ها باارتباط آن  و  -RFLP  PCR  روش  از  استفاده  با  شیر
پس     شد. گرفته  نمونه خون  شیرازشهرستان در اطراف  صنعتی شیری گاوداری یک  از زایمان(،  بالینی پیرامون  هایبیماری هرگونه )فاقد

اسید آمینه   67)با جایگزینی اسید آمینه پرولین با هیستیدین در جایگاه  چندشكلی تكثیر ناحیه دارای کامل، از خون کل   DNAاز استخراج 
جهت اطمینان از روش    ( جهت تعیین ژنوتیپ ژن بتا کازئین استفاده گردید.  Dde I)  BstDE I(، از هضم آنزیمی  A1پرتئین بتاکازئین در  

زایمان  ی)فاصله   های تولیدمثلیشاخص  یمقایسه  اده شد.  عنوان کنترل استفه  تعیین ترادف شده ب  PCRکار و هضم آنزیمی از محصولات  
انجام   کروسكال والیسهای مختلف با استفاده از آزمون پبین گاوهای با ژنوتی آبستنی( ازای به تلقیح تعداد و باز روزهای تلقیح، اولین تا

 دارای   ترتیب  به  گاوها  از  رأس(  درصد  1/17)  هفت  و(  درصد  51/ 2)  21  ،(درصد  31/ 7)  13  حاضر نشان داد که تعداد  ینتایج مطالعه   شد.  
آبستنی   ازای  به  تلقیح  تعداد  و   باز  روزهای   تلقیح،  اولین   تا   زایمان  ی فاصله  میانگین  مقایسه   .  بودند  A2A2  و  A1A1،  A1A2  ژنوتیپ

که  رسدمی نظره ب بر اساس نتایج، چنین  .بود بتاکازئین مختلف های ژنوتیپ گاوهای مورد مطالعه دارای بین دارمعنی  تفاوت عدم گربیان
تواند  ثیر منفی آن بر باروری گاوهای شیری، میأبدون نگرانی از ت(  A2A2  یا  A1A2)  A2  بتاکازئین ژن  دارای  گاوهای  تكثیر  و  شناسایی

 تری گسترده  مطالعات  به  های گاو شیری نیازگلهدر    شیر  تولید  میزان   و  ژنوتیپ  این  ارتباط  با این وجود جهت بررسی    مدنظر قرار گیرد.
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شیر منجر به کاهش باروری در گاوهای شیری شده است  

را در صنعت گاو شیری و همچنین صنایع    یهایکه نگرانی

 Pryce et al. 2004; Berry)   وابسته به آن ایجاد کرده است 

et al. 2016.)    دلیل این  اند که  از مطالعات نشان داده برخی

تغییرات در    ناشی از تواند  میکاهش در راندمان تولید مثل  

  گاوهای شیری باشد   و ژنتیکه  تغذی  ، فیزیولوژی، مدیریت 

(Veerkamp and Beerda, 2007; Crowe et al. 2018 .)   

داشته  تیکژن  هایمکانیسم وجود  است  ممکن  متعددی  ی 

بین افزایش تولید شیر و کاهش    منفی  ارتباطباشد که در  

 .Veerkamp et al) دخیل باشددر گاوهای شیری باروری 

2003) . 

جمله  ا  امروزه     که  ژنز  با  هایی  ارتباط  شیر  در  تولید 

ترکیب شیر از جمله مقدار و ترکیب پروتئین شیر  ، باشدمی

ترا   می  ثیرأتحت  توجه  سالدر  که    ،دهدقرار  اخیر  های 

به دلیل ارتباطات    که  است کرده    معطوفزیادی را به خود  

پروتئین شیر و صفات جایگاه ژنی  های  ژنوتیپ احتمالی بین  

های شیر  پروتئین    .باشدمی  اقتصادی مهم در گاوهای شیری

آنزیم و  پنیر  آب  پروتئین  کازئین،  شامل    . هستندها  گاو 

شود که حدود  میترین پروتئین شیر محسوب  کازئین اصلی

تشکیل    80 را  گاو  شیر  کل  پروتئین  از    دهدمیدرصد 

(Groenen and Van der Poel, 1994; Niki et al. 1994; 

Swinburn, 2004).   شامل  پروتئین که  شیر  دیگر  های 

های  پروتئیندرصد    20ها هستند،  آنزیمپروتئین آب پنیر و  

را    ,Groenen and Van der Poel)شوند  میشامل  شیر 

1994; Niki et al. 1994; Roginski et al. 2003). 

درصد    36ترین پروتئین شیر است شامل  کازئین که مهم    

درصد کاپا کازئین و    نهدرصد بتا کازئین،    27آلفا کازئین،  

بتا کازئین حدود    .  باشدمیدرصد پپتیدها و اسیدآمینه    هفت 

شود و در انتقال میدرصد پروتئین کازئین شیر را شامل    27

های ضروری و مواد معدنی مثل کلسیم و فسفر  نقش  یون

  . (German et al. 2002; Shah, 2000)  داردمهمی  

نشان   که  میتحقیقات  بتا    ءمنشادهد  از کازئیناصلی  ها 

یک جهش در نتیجه  باشد که  می  A2بتا کازئین  جایگاه ژنی  

تبدیل ژنتیکی   باعث  و  پاسیدآمینه  است  به ی  رولین 

موقعیت   در  ژنی  67هیستیدین  و    شودمیکازئین    جایگاه 

یافته   موتاسیون  فرم  کازئین  تولید    گردد می  A1بتا 

(Formaggioni et al. 1999; Kaminski et al. 2007.)     از

که  شیر    نوعنظر ژنتیکی   بتا    A2  و  A1حاوی  تولید شده 

ژن  به وسیله  باشدمی  کازئین کروموزوم   مستقر دری یک 

  A2و    A1دو آلل اصلی ژن بتا کازئین    شود.  می  کدششم  

می نظر نامیده  از  است  ممکن  گاو  یک  نتیجه  در  شوند، 

باشد؛    A2A2یا    A1A1  ،A1A2 هایدارای ژنوتیپ   ژنتیکی

باشد بر دیگری غالب نمی  A2و    A1ی  هاهیچ کدام از آلل

بنابراین    برقرار است.    Co-dominantی  ها رابطهو بین آن

  A2و  A1به مقدار مساوی شیر   A1A2دارای ژنوتیپ  گاو

فقط    A2A2و گاو    A1فقط شیر    A1A1کند، گاو  تولید می

می  A2شیر    ,De Noni, 2009; Woodford)   کندتولید 

2007) . 

که  برخی       دادند  نشان  و بازدهی  بین  مطالعات    شیر 

دارد   هاپروتئین وجود  زیادی  بسیار  ژنتیکی  ارتباط 

(Welper and Freeman, 1992)  . ارتباط بین ، علاوه بر آن

و   شیر  ناحیه   چندشکلیتولید  گزارش    یدر  شده  کازئین 

از آن      (.Martin et al. 2002; Nilsen et al. 2009)  است 

که ژن  جایی  ،  CSN1S1)  شیر   پروتئیناصلی    شش 

CSN1S2  ،CSN2  ،CSN3  ،LALBA    وLGB)    طور به 

  ی برنامهاز این رو    دارند  دخالت در تولید شیر نیز    مستقیم

برای افزایش تولید شیر در    هابر این ژن  نژاد با تمرکزاصلاح

با توجه به تمرکز بر این    .  شده است   انجامگاوهای شیری  

در ارتباط  ها  ها برای افزایش تولید شیر، در نتیجه این ژنژن

ارتباط      .باشندمیبا راندمان تولیدمثلی در گاوهای شیری  

باروری در    مربوطه  ژنوتیپ همچنین  و    غلظت پروتئین با 

شیری   گرفتهگاوهای  قرار  بررسی  است    مورد 

(Dematawewa and Berger, 1998).     به هر حال ارتباط

پروتئین شیر و باروری محدود به چند   انواع ژنوتیپ بین  

می متناقض  باهم  مطالعات  نتایج  و  است  ه  ب  باشد.  مورد 

کردند که بین انواع    گزارشبرخی پژوهشگران  که،    طوری

بتاپروتئین کازئین،  کاپا  کازئین،  بتا  شامل  شیر  کاپا  - های 

با   بتالاکتوگلوبولین  و  تولیدمثل  کازئین  گاوهای  بازدهی 
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معن آماری  ارتباط  هلشتاین  نداردیشیری  وجود   داری 

(Demeter et al. 2010)  نتایج متفاوتی   دیگر، ولی مطالعات

بیانرا گزارش کردند   آماری معنکه  ارتباط  بین   دارییگر 

آبسبتا احتمال  و   .Hargrove et al)  باشندمینی  تکازئین 

که بین بتالاکتوگلوبولین و    شان داده شدن  و همچنین  (1980

تلقیح   اولین  در  گاوها  اولینسن  زمان  ارتباط    و  زایمان 

 ، وه بر اینعلا    .(Lin et al. 1987)داری وجود دارد  یمعن

زایمان تا اولین    یکاپا کازئین و فاصله- های بتابین ژنوتیپ 

 Ruottinen et)   گزارش شده است داری  یتلقیح ارتباط معن

al. 2004) . 

مطالعه     گاوهای    یهدف  شناسایی  ژنوتیپ  حاضر  با 

( اساس  A2A2  و  A1A1،  A1A2مختلف  بر  شکلی  چند( 

های  ی برخی شاخصمقایسهبتا کازئین و  رخ داده در ژن  

اضر با دو هدف  ح  یمطالعهدر نتیجه،    بود.  ها  آنتولیدمثلی  

های مختلف  شناسایی ژنوتیپ   :هدف اول    زیر انجام شد.

  ی شکلی ناحیهچندگاوهای شیری هلشتاین ایرانی بر اساس  

-شاخص  یمقایسه  :هدف دوم    ژن کدکننده بتا کازئین.  67

های مختلف بتا  ژنوتیپ ای تولیدمثلی بین گاوهای دارای  ه

   بود. کازئین

 

 کار   مواد و روش

هلشتاین  گاو    رأس  41تعداد       گانژاد  یک    وداری در 

-با تاریخچه  (، اطراف شیراز)مجتمع شیر و گوشت فرزیس

های شیردهی قبلی انتخاب  در دوره  ی مشخص ثبت شده

های  های شیردهی داممیانگین و انحراف معیار دوره    شدند.

مطالعه   ت    . بود   4/ 4±1/ 6مورد  به  توجه  مستقیم و    ثیرأبا 

همهبیماری  غیرمستقیم باروری  بر  زایمان  پیرامون  ی های 

های متعدد خود های انتخاب شده قبل و پس از زایمانگاو

پیرامون  بالینی  های  های شیردهی قبلی فاقد بیماریدورهدر  

سخت  قبیل  )از  جابجایی  زایمان  ماندگی،  جفت  زایی، 

از تمامی گاوها      شیردان، کتوز و هیپوکلسمی بالینی( بودند.

میزان   از  میلی  دوبه  خون  در    سیاهرگلیتر  های  لولهدمی 

در  نمونه  گرفته شد.    1EDTAی ضدانعقاد  مادهحاوی   ها 

ی استخراج مرحلهکنار یخ به آزمایشگاه ارسال گردید و تا  

DNA    ندگراد نگهداری شدی سانتیدرجه  -20در فریزر.  

گراد خارج و پس از  ی سانتیدرجه  -20ها از فریزر  نمونه

پس از آن   ثانیه ورتکس گردیدند.  10ذوب شدن به مدت 

های استریل یک  ر نمونه به میکروتیوبمیکرولیتر از ه  50

نیم شد.  میلی  و  منتقل  استخراج    لیتری  با    DNAمراحل 

 MBST   (Rapidشرکت    DNAاستفاده از کیت استخراج  

Genomic DNA Isolation Kit  با مطابق  و  ی  توصیه( 

 شرکت سازنده انجام شد.

اختصاصی     پرایمرهای  گاو،    جایگاه  از  کازئین  بتا  ژن 

 ,Mclachlan)  پژوهشگران استفاده شد  طراحی شده توسط

آنزیمی   .  (2006 برش  محل  القای  جهت  روش  این    در 

BstDE I  (Dde I  )این به  توجه  آنزیم   با  که سایت برش 

باشد، با قرار دادن یک نوکلئوتید  می   C/TAAGفوق ترادف  

پرایمر  سنتز  هنگام  در  به    B.Cas R  معکوس  جایگزین 

اقدام به ایجاد محل برش در محصول    mismatchصورت  

PCR  (121    آلل در صورت وجود  بازی(  شد    A2جفت 

(Fig 1; Table 1.)    کار رفته در این  ه  های بپرایمر   یکلیه

 توسط شرکت تولیدی تحقیقاتی سیناژن ساخته شد.   تحقیق

 

 

 
1  - Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 
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Figure 1. Primer annealing position based on bovine beta-casein gene sequence in the GenBank (NCBI) 

(Upper section), position of the mismatch nucleotide integrated during B.Cas R reverse primer synthesis to 

create Dde I restriction site for mutation detection (Lower section)   

      

 
Table 1. Characteristics of specific primers used in PCR 

PCR 

Products 
(bp) 

Annealing 

temperatur

e (ºC) 

Primer 

length 
(bp) 

(5'-3' ) Sequence Primer 

121 

55 25 5'-CCTTCTTTCCAGGATGAACTCCAGG-3' 
B.Cas F 

Forward 

55 33 
5'-

CGAGTAAGAGGAGGGATGTTTTGTGGGAGGCT

T-3' 

B.Cas R 

Reverse 

 * The nucleotide, which is underlined in the reverse primer, is the nucleotide change that is designed to create an enzymatic 

restriction site . 

آنزیمی طراحی  جایگاه برش    ایجادمنظور  ه  که ب  بازی است تغییرزیر آن خط کشیده شده است، محل  در پرایمر معکوس  بازی که  

 شده است. 

  

نتایج حاصل از هضم آنزیمی و       جهت بررسی صحت 

تر از روش تعیین ژنوتیپ گاوها به روش فوق  اطمینان بیش

از   مرحله  این  اختصاصی    PCRدر  پرایمرهای  کمک  به 

( شده  بر  Bet.Cas.Seq-Fو  Bet.Cas.Seq-R طراحی  و   )

جفت   730اقدام به تکثیر قطعه    های دیگرپژوهشاساس  

 Keating) گردید توالیبازی از ژن بتا کازئین جهت انجام 

et al. 2008)  .    این روش با  بررسی  مورد  گاوهای  تعداد 

 ,A1A1, A1A2)هفت گاو بود که هر سه ژنوتیپ    شامل

A2A2)    .داشت آنها وجود  خصوصیات    Table 2در    در 

 . اصلی پرایمرها آمده است 
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Table 2. Characteristics of specific primers used in PCR to determine the sequence and 

 polymorphism in the beta-casein gene 
PCR Products 

(bp) 
Sequences (5'-3') of primers for 

beta-casein gene sequencing 
Annealing 

temperature (ºC Primer name 

73 
GGCCATTGTTAAGGAACTCC 

55 
Bet.Cas.Seq-F 

AAGGTGCAGATTTTCAACAT Bet.Cas.Seq-R 

 

نهایی  PCR  واکنش       . انجام شدمیکرولیتر    25  با حجم 

(،  mM2 /0)با غلظت نهایی    dNTPsحاوی    PCRمخلوط  

MgCl2    با غلظت نهایی(mM5/1  بافر ،)PCR    با غلظت(

واحد به ازای هر واکنشTaq   (5 /2    ،)(، آنزیم  X1نهایی  

به   pg40الگو ) DNA(، μM 8/0پرایمرها )با غلظت نهایی 

با   که  بود  واکنش(  هر  مقطر   میکرولیتر  75/12ازای  آب 

برای هر    رسید.  میکرولیتر( می  25استریل به حجم نهایی )

جا    از آن  یک کنترل منفی در نظر گرفته شد.    PCRنوبت  

، آنزیم  PCR  10xبافر    شامل:    PCRکه مواد مشترك اولیه  

Taq  ،dNTP  ،MgCl2  واکنش تمامی  زنجیرهدر  ای  های 

به منظور سهولت کار و کاهش آلودگی مواد      یکسان بود.

 از کلیه مواد مشترك گردید.   Master mixاولیه، اقدام به تهیه  

یط استریل  سازی مخلوط اصلی در کنار یخ و در شراآماده

و  میکرولیتر    25در حجم    PCRواکنش تکثیر    انجام شد.  

  ( ترموسایکلر  دستگاه   Mastercycler Gradientدر 

Eppendorfبرنامه طبق    مشخصی حرارتی    یچرخه  ی( 

نیز شامل    PCRحرارتی    یچرخه  یبرنامه  انجام گرفت.  

مدت ه  گراد بدرجه سانتی   94سازی اولیه )دمای  واسرشت 

ه  گراد ب سانتی  یدرجه  94سازی )دمای  دقیقه(، واسرشت   5

)دمای    ثانیه(،  45مدت   بسانتی  یدرجه  55الحاق  ه  گراد 

ه  گراد ب سانتی  یدرجه  72ثانیه(، گسترش )دمای    45مدت  

-سانتی یدرجه 72ثانیه(، گسترش نهایی )دمای  45مدت 

های اصلی واکنش تعداد سیکل  دقیقه( بود.    5مدت  ه  راد بگ 

   نظر گرفته شد. بار در 35ز نی

توالی       اساس  در ژن  چندشکلی  بر  و  بتاموجود  کازئین 

آنزیم   هدف،  توالی  در  جهش  محل  بودن  مشخص 

هضم  BstDE I  (Dde Iی  محدودکننده جهت  ی  ناحیه ( 

توسطبتا ژن  چندشکلی  دارای   دیگر   کازئین    پژوهشگران 

 Mclachlan, 2006; Parashar and)  پیشنهاد گردیده است 

Saini, 2015)  .    این آنزیم قادر است توالیC/TAAG    را در

بنابراین تبدیل و   کازئین برش دهد.  بتامحل موتاسیون ژن  

( در این توالی  A( به آدنوزین )Cموتاسیون باز سیتوزین ) 

ناحیه در  )مجاور    ینوکلئوتیدی  کازئین  بتا  ژن  از  مربوطه 

از دست رفت آنزیم پرایمر معکوس( موجب  ن محل برش 

BstDE I  (Dde I  محصول در   )PCR  شودمی  (Fig 1) . 

ی  اندازه( و  Dde I)  BstDE Iمشخصات توالی برش آنزیم  

   خلاصه شده است. Table 3قطعات ایجاد شده در 

 
 Table 3. Characteristics of BstDE I (Dde I) cutting site and size of fragments produced 

 after enzymatic digestion 
Restriction Enzyme and 

cutting site 
Size of fragments produced after enzymatic digestion in PCR step 2 (bp) 

(A1A2) (A1A1) A2A2) ) 

Enzyme BstDE I (Dde I ) 

5' C/TAAG 3' 
3' GAAT/C 5' 

35 
86 

121 
121 

35 
86 

 

نهایی       حجم  )با  آنزیمی  هضم  واکنش    24محلول 

جفت    PCR  121میکرولیتر محصول    18  میکرولیتر( شامل:  

نیمبازی،   و  آنزیم   دو    هشت)شامل    BstDE I  میکرولیتر 

یک و و    V2میکرولیتر بافر    دو و چهاردهمواحد آنزیم(،  

میکرولیتر آب مقطر استریل بوده مخلوط حاصل    یک دهم

-ی سانتیدرجه 60ساعت در حمام آب گرم  پنجبه مدت 
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گردید.   انکوبه  آنزیمی   گراد  واکنش هضم  محلول  سپس 

  سه برای هر نمونه به صورت جداگانه بر روی ژل آگارز  

الکتروفورز   حاصله  باندهای  الگوی  رویت  جهت  درصد 

 گردید.

اطمینان از روش کار و هضم آنزیمی محصولات از هر      

ژنوتیپ   تعدادی محصول    (A1A1, A1A2, A2A2)گروه 

PCR    ملکولی وزن  حاصل  730با  باز  اساس  جفت  بر  ه 

دیگر انجام    (Keating et al. 2008)  پژوهشگران  جهت 

 سکانس و تعیین ترادف به شرکت ژن فناوران ارسال گردید. 

-آنالیزنتایج حاصل از تعیین ترادف هر نمونه جهت انجام  

افزار   نرم  وارد  بعدی،  پایان،   گردید.    MEGA.4های  در 

های  ترادفهای نهایی شده با یکدیگر و همچنین با  توالی

در   NCBIر بانک ژنی  استاندارد و شناخته شده موجود د

   طور جداگانه مورد مقایسه قرار گرفت. ه  مورد هر ژنوتیپ ب

ها به کمک دستور  ترادفگانه بین تمامی  چندانجام تطابق  

Clustal W  برنامه نرماز  صورت   MEGA.4افزاری  ی 

تری مورد بررسی با دقت بیش  چندشکلیپذیرفت تا محل  

 و آنالیز قرار گیرد. 

دادهبررسی       مطالعهآماری  از   یهای  استفاده  با  حاضر 

با استفاده از سوابق ثبت      انجام شد.  SPSSافزار آماری  نرم 

-های تولیدمثلی در دورهاطلاعات مربوط به شاخص   ،شده

های شیردهی قبلی گاوهای مورد مطالعه استخراج گردید و  

گاو محاسبه گردید. برای هر  آن  میانگین    در هر شاخص 

دست آوردن میانگین در مورد هر شاخص برای  ه  جهت ب

ابتدا مجموع آن شاخص را در دورهای شیردهی  هر گاو 

های مختلف( محاسبه گردید و به تعداد شکم  )شکم زایمان

شد.   تقسیم  گاو  مورد  شاخص  زایمان  تولیدمثلی  های 

بررسی در گاوهای مورد مطالعه شامل تعداد تلقیح به ازای  

ها  زایمان تا اولین تلقیح آن یو فاصله آبستنی، روزهای باز

های مختلف  ها بین گاوهای با ژنوتیپ آن  یبود که مقایسه

  کروسکال والیس   استفاده از آزمونبر اساس ژن بتاکازئین با  

(Kruskal–Wallis test )    .شد مورد    انجام  در  نتایج 

صورت میانگین و انحراف معیار  ه  های تولیدمثل بشاخص

با دقت    گزارش شدند.   آماری  نظر   P<0/ 05اختلاف  در 

 گرفته شد.  

 

 نتایج 

های مورد بتاکازئین در نمونه  نتایج حاصل از تکثیر ژن       

و   Bet.Cas Fکه با پرایمرهای اختصاصی    PCRآزمایش طی  

Bet.Cas R   اند در  تکثیر پیدا کردهFig 2    .نشان داده شده است 

مصرفی برای هر ژنوتیپ در   DNAهای کنترل مثبت  نمونه 

PCR    جفت   730اختصاصی جهت تعیین ترادف، محصول

ی نتایج مقایسه    (. Fig 3بازی با کیفیت مناسب تولید کردند ) 

های حاصل از تعیین ترادف و هضم آنزیمی محصولات نمونه 

های استاندارد و کنترل مثبت با یکدیگر و همچنین با ترادف 

ژنی   بانک  در  موجود  صحت بیان   NCBIمرجع  تایید  گر 

ژنوتیپ   RFLP-PCRروش   تفکیک صحیح هر سه  جهت 

A1A1  ،A1A2    وA2A2   نمونه های مورد بررسی در میان 

( نمونه     (. Fig 4بود  اساس ژنوتایپینگ  بر  مختلف  ای 

ناحیه کننده   67ی  چندشکلی  کد  بتاکازئین ژن  پروتئین  ی 

 و (  درصد   51/ 2)   21  ، ( درصد   31/ 7)   13نشان داد که تعداد  

 ژنوتیپ  دارای   ترتیب   به   گاوها از   رأس(  درصد  17/ 1)   هفت 

A1A1 ،  A1A2  و  A2A2  ( بودندFig 5.) 

 

 
Figure 2. Electrophoresis of primary PCR 

reaction products before enzymatic digestion 

(121 bp) and ladder 100 bp. 
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Figure 3. Electrophoresis of PCR products for the sequencing (730 bp), control samples from each 

genotype (lanes; 1, 2, 4 and 5) compared with ladder 100 bp and negative control (lane NC) 
 

 
Figure 4. Multiple alignments of Polymorphism (A/C) sequences in the Beta-Casein Gene in the different 

genotypes A1A1, A1A2 and A2A2 provided in this study (7 Cases) compared with the reference sequences 

for A1 and A2 in the GenBank (accession numbers for gene is available in parentheses). Mutation site is 

showed with a black arrow. The letter M indicates a heterozygous state (A/C). 

 

 
Figure 5. Electrophoresis (3% agarose) of a number of samples provided from enzymatic digestion by 

BstDE I (Dde I). Lane 1: ladder 50 bp, lane 2: A2A2, lane 3: A1A1, lanes 4, 5, 6: A1A2. 
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حاضر نشان داد که فاکتورهای تولیدمثلی    ینتایج مطالعه    

  ی شامل تعداد تلقیح به ازای آبستنی، روزهای باز و فاصله

ژنوتیپ  دارای  گاوهای  بین  تلقیح  اولین  تا  های  زایمان 

 (.Table 4داری وجود ندارد )یمختلف تفاوت آماری معن
 

 

Table 4. Comparison of the reproductive parameters (Mean ± SD) between different 

 beta-casein genotypes of dairy cows 

Genotype (polymorphism in the beta-casein gen)  
A2A2 A1A2 A1A1 Reproductive parameters 

2.46± 1.11 2.13± 0.95 1.96± 0.75 Service per conception 
119.55 ± 36.50 105.80 ± 38.10 107.10 ± 43.20 Days open 
73.77 ± 17.60 76.44 ± 14.10 73.54 ± 17.33 Calving to first service 

 

 بحث 

مطالعه     ژن حاضر  یدر  )بر   چندشکلی  شیر  بتاکازئین 

جایگاه   با    67اساس  پرولین  آمینه  اسید  جایگزینی  با  ژن 

شیر   در  با  A1هیستیدین  هلشتاین  شیری  گاوهای  در   )

شناسایی و مورد تجزیه و   RFLP-PCR  استفاده از سیستم

یک روش سریع    RFLP-PCRتکنیک    تحلیل قرار گرفت.  

ای رخ داده در  های نقطهو دقیق جهت شناسایی موتاسیون

این روش در مقایسه با روش تعیین ترادف   باشد.  ژنوم می

باشد، انجام ژنوتایپینگ تر میکه وقت گیر بوده و پرهزینه

ارزان مینمونه تعداد زیاد را آسان و  با  -Abdel)  نمایدها 

Rahman et al. 2007; Gouda et al. 2013).     ژنوتایپینگ

ژن کد    67ی  ای مختلف بر اساس چندشکلی ناحیههنمونه

تعداد  کننده که  داد  نشان  بتاکازئین  پروتئین    31/ 7)  13ی 

  از  رأس( درصد 17/ 1) هفت  و( درصد 51/ 2) 21 ،(درصد

  A2A2  و  A1A1،  A1A2  ژنوتیپ   دارای  ترتیب   به  گاوها

می    بودند. نشان  نتایج  بیشاین  که  دارای  دهد  گاوها  تر 

می هتروزیگوت  کمژنوتیپ  تعداد  و  گاوها باشند  از  تری 

بتا  ی شیر با  )تولیدکننده  A2A2دارای ژنوتیپ هموزیگوت  

 ( بودند.A2کازئین 

صفات تولیدمثلی دارای   های اصلاح نژاد دامبرنامهدر      

های  ژنکه    قبل از این  و باید  (Hamza, 2010)  اهمیت بوده

های شیر به عنوان یک معیار انتخاب در تولید مورد پروتئین

ی صفات  همهها بر روی آن استفاده قرار گیرند، باید اثرات 

شیری گاو  باروریه  ب  مهم  باشد   بررسی  خصوص  شده 

(Demeter et al. 2010; Ruottinen et al. 2004)  . 

ارتباط علی     مورد  در  گسترده  مطالعات  انجام  رغم 

عملکرد    چندشکلی صفات  با  شیر  فقط  پروتئین  تولیدی، 

گزارشات اندکی  تولیدمثلی   تعداد  عملکرد  با  ارتباط  در 

دارد  .Jairam and Nair 1901; Hargrove et al)  وجود 

1980; Lin, 1992; Tsiaras et al. 2005; Felenczak et al. 

2008; Hamza, 2010.)    که   علاوه بر این، با توجه به این

پروتئین ژنوتیپ اثر   مختلف  صفات های  روی  شیر  های 

های روشها و از  دادهکم    باروری با استفاده از تعداد نسبتاً

دست آمده از ه  اند، نتایج بآماری و مدل تخمین زده شده

-می های شیر روی این صفات متناقض  پروتئیناثر ژنوتیپ  

مطالعات هر    .  (Ruottinen et al. 2004)باشد   که  چند 

مختلف   تولیدمثلی  خصوصیات  شامل  باروری  به  مربوط 

ی زایمان تا اولین تلقیح و تعداد  مانند روزهای باز، فاصله

باشد، اما این صفات تحت تأثیر  تلقیح به ازای آبستنی می

 Hodel)گیرند  عوامل مختلف زیست محیطی نیز قرار می

et al. 1995; Ruottinen et al. 2004)  .   پذیری این  و وراثت

 Hayes et)( است  0/ 06تا    0/ 01صفات نیز محدود )حدود  

al. 1992; Weigel and Rekaya, 2000).    ی نتایج مطالعه  

حاضر نشان داد که فاکتورهای تولیدمثلی شامل تعداد تلقیح  

فاصله و  باز  روزهای  آبستنی،  ازای  اولین    یبه  تا  زایمان 

ژنوتیپ  دارای  گاوهای  بین  تفاوت  تلقیح  مختلف  های 

 . داری وجود نداردیآماری معن

ها، گاوهای  برخی از مطالعات انجام شده در مورد تلیسه    

های  ژنوتیپ دهدکه  شکم اول و چند شکم زاییده نشان می
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کازئین و بتالاکتوگلوبولین تأثیر آماری قابل توجهی  - کاپا- بتا

تلیسه تولیدمثلی  صفات  که روی  چند  هر  ندارند،  ها 

بتالاکتوگلوبولین  تلیسه ژنوتیپ  دارای  به    ABهای  نسبت 

بتالاکتوگلوبولین  تلیسه ژنوتیپ  با  سن    AAو    BBها  در 

ی بین اولین تلقیح تا آبستنی فاصلهتری آبستن شده و  پایین

است  آن کوتاهتر  نیز   دیگر  در    .(Lin et al. 1987)ها 

که    هاپژوهش دادند  دارای  تلیسهنشان    ژنوتیپهای 

آبستنی   ABبتالاکتوگلوبولین   مدت  طول  و  اندازه  وزن، 

  BBهای با ژنوتیپ بتالاکتوگلوبولین  تلیسهبیشتری نسبت به  

  AAهای دارای ژنوتیپ بتالاکتوگلوبولین  و دام  دارند  AAو  

قابل   طور  طول  ملاحظهبه  کوتاهتری  دورهای  آبستنی  ی 

به    .Tsiaras et al)  دارند  ABو    BBهای  ژنوتیپ نسبت 

- کاپا-های بتاژنوتیپ اثرات قابل توجهی نیز بین    .  (2005

ی زایمان تا اولین تلقیح در گاوهای شکم فاصلهازئین و  ک 

شد، در حالی که    گزارشآیرشایر در فنلاند  -اول نژاد فنیش

ولین تلقیح تا آبستنی ارتباطی  ی افاصلهها و  ژنوتیپ بین این  

نشد معنی    .دیده  اثر  ژنوتیپ  همچنین  بین  داری 

-ی زایمان تا اولین تلقیح و فاصلهبتالاکتوگلوبولین و فاصله

نشد دیده  آبستنی  تا  تلقیح  اولین   .Ruottinen et al)  ی 

2004)  . 

    Hargrove    که   کردندگزارش    1980و همکاران در سال

تژنوتیپ  کازئین  بتا  گاوهای  أهای  باز  روزهای  بر  ثیری 

  ی که در مطالعه    .(Hargrove et al. 1980)  هلشتاین ندارند

های با ژنوتیپ متفاوت ژن  روزهای باز گروهبین  حاضر هم  

  بدون   و  مشاهده نگردیدداری  یبتا کازئین تفاوت آماری معن

ب  یبر اساس مطالعه  باشد.  می  تأثیر   ی وسیله ه  انجام شده 

Lin    سال در  همکاران  کاپاژنوتیپ   1987و  و  بتا  - های 

معنیک  آماری  تأثیر  تولیدمثلی  ازئین  روی صفات  بر  داری 

ندارند  تلیسه این    .(Lin et al. 1987)ها  به  توجه  که    با 

بیماری به  پرتولید  حساسگاوهای  مختلف   درترند  های 

دنبال آن بر  ه  نتیجه میزان یا کمیت تولید شیر بر باروری و ب

که ژن بتا کازئین   ثیر خواهد داشت، در حالیأروزهای باز ت

-میدهد و این موضوع  ثیر قرار می أکیفیت شیر را تحت ت

در      ثیرگذاری باشد.أتواند از دلایل مهم احتمالی این عدم ت

ان تا اولین تلقیح در  زایم  ی دلیل کوتاه بودن فاصله  طالعاتم

را کم   A1A2BBو  A1A1BBکازئین کاپا -های بتا ژنوتیپ 

بودن میزان تولید شیر گاوهای دارای این دو نوع ژنوتیپ  

کردند و    Tsiaras  .  (Ruottinen et al. 2004)  گزارش 

سال   در  بین    2005همکاران  که  کردند  گزارش 

تولیدمثل گاوهای    ژن کاپاکازئین و کارآیی  های چندشکلی

معنی ارتباط  دارای  هلشتاین  گاوهای  ندارد و  داری وجود 

-در اولین و دومین زایش سن بیش  ABژنوتیپ کاپاکازئین  

  .(Tsiaras et al. 2005)ری داشتند ت

مطالعه     لقاح  در  تکنیک  از  استفاده  با  داخل  ای 

( بین  IVFآزمایشگاهی  ژنتیکی  ارتباط  تک    چندشکلی(، 

ژن پروتئین آب   2ژن کازئین و    4( در  SNPنوکلئوتیدی )

پنیر با درصد لقاح و رشد و نمو جنین در مراحل اولیه در  

در    چندشکلینتایج نشان داد که    نژاد هلشتاین بررسی شد.  

میزان  ژن و  لقاح  موفقیت  با  پنیر  آب  پروتئین  های 

بلاستوسیست ارتباط قابل توجهی دارد، ولی هیچ ارتباطی 

تک نوکلئوتیدی واقع در ژن کازئین و   چندشکلیبین این  

نشد  مشاهده  آزمایشگاهی  داخل  لقاح  باروری   صفات 

(Peñagaricano and Khatib, 2012)  .    تحقیقات صورت

ثیر مهم  أعدم ت  یگرفته در نقاط مختلف جهان، نشان دهنده

کازئین و بتالاکتوگلوبولین بر صفات  - کاپا-های بتانوتیپ ژ

اساس   بر  انتخاب  نتیجه  در  هستند؛  گاوها  تولیدمثلی 

هیج  -کاپا - بتا  هایچندشکلی بتالاکتوگلوبولین  و  کازئین 

 Ruottinen)  تأثیر قابل توجهی روی باروری گاوها ندارد

et al. 2004)  .  ترکیب    ،همچنین اساس  بر  گاوها  انتخاب 

پروتئین مختلف  انواع  یا  شیر  منظور  پروتئین  به  شیر  های 

عملکرد   بر  منفی  تأثیر  گونه  هیچ  شیر  ترکیبات  بهبود 

آن نداردتولیدمثلی  بررسی     .(Demeter et al. 2010)  ها 

در   بیان مطالعهآماری  حاضر  گونه  ی  هر  وجود  عدم  گر 

ژنوتیپ معنیارتباط   بین  و  داری  بتاکازئین  مختلف  های 

باروری و تولیدمثلی در گاوهای نژاد هلشتاین ایرانی  صفات  

 در این مطالعه بود.

در   A2A2فراوانی ژنوتیپ    بر اساس نتایج این پژوهش    

ژنوتیپ  دیگر  با  کممقایسه  گاوهای  تر  ها  نسبت  و 
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کازئین  ی  تولیدکننده به    و است    ترپایین  A2بتا  توجه  با 

نظر ه  چنین ب  A2های مطلوب شیر حاوی بتاکازئین  ویژگی

رسد که شناسایی و تکثیر گاوهای حاوی ژن بتاکازئین  می

A2    بهبود کیفی شیر و سلامت جامعه تواند میدر جهت 

-برنامهبدون نگرانی از اثرات منفی آن بر میزان باروری در  

نظر قرار گیرد نژاد مد  این وجود جهت      .های اصلاح  با 

  منظور   به  گاو  شیر  تولید  میزان   و  ژنوتیپ   این  ارتباط  بررسی

-بیش  مطالعات  به  نیاز  شیری  واحدهای  درآمدزایی  افزایش

 .وجود دارد زمینه این در تری

 

 تشکر و قدردانی

ز  اهمچنین    شود.  برای انجام تحقیق تشکر و قدردانی می  پشتیبانی مالیبه جهت    پژوهشی دانشگاه شیرازمحترم  معاونت  از      

 . شود، صمیمانه سپاسگزاری میهاآوری نمونهجمع یدکتر روشن در زمینه آقای یصمیمانههمکاری 

 

 تعارض منافع 

 . این پژوهش تعارض منافع وجود ندارد یکنند که در زمینهنویسندگان مقاله اعلام می    
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Abstract 

    The aim of the present study was to detect Holstein dairy cows with two allelic forms of A1 and A2 of milk β-

casein gene and compare their reproductive indices. The blood samples were collected from 41 multiparous 

(without pre and postpartum clinical diseases) Holstein cows in a modern dairy herd. DNA was extracted from 

whole blood and the β-casein genotype was detected by polymerase chain reaction-restriction fragment length 

polymorphism (PCR-RFLP) analysis using BstDE I  (Dde I) enzyme based on the replacement of the proline by 

histidine at position 67 β-casein protein in A1 milk. The PCR products sequenced for each genotype which used 

as control samples to validate the RFLP findings. The reproductive indices between cows with different genotypes 

were compared by Kruskal–Wallis test. The results of the present study indicated that A1A1, A1A2  and A2A2 
genotype had a frequency of 13 (31.7%), 21 (51.2%) and 7 (17.1%). No significant difference was found in calving 

to first service interval, days open and service per conception indices between studied cows with different β-casein 

genotypes (P > 0.05). As results, it seems that the identification and proliferation of cows with the allelic form of 

A2 of β-casein gene can be considered without adverse effects on the fertility of dairy cows. However, further 

studies are needed to investigate the relationship between this genotype and milk yield of cows in the dairy herds. 
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