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ژن . است داده قرار خاصی توجه مورد را آگوتی ژن چندشکلی مطالعه نژادی، خلوص و نژاد برتری و اسب رنگ بین ارتباط

 در آگوتی ژن 2اگزون شکلی چند بررسی تحقیق، این از هدف( نشانگر نحوه ی توزیع سیاهی در بدن است. ASIPآگوتی )

 آلل تشخیص برای عرب اصیل اسب سأر 54 خونگیریمطالعه  این در. باشد می خوزستان استان عرب اصیل اسب جمعیت

 روش کمک به کامل خون از DNA. گرفت صورت اهواز دزفول، شوش، های شهرستان ازشد که  استفاده آگوتی ژن متفاوت های

 از استفاده با آگوتی ژن 2اگزون از بازی جفت101 قطعه تکثیر جهت مراز پلی ای زنجیره واکنش. گرفت انجام نمکی استخراج

 .مشاهده شد( پروتئین سیگنالینگ آگوتی) ASIP ژن 2 اگزون در باز جفت11 حذف. شد انجام ژن این اختصاصی پرایمرهای

 544/0 و 515/0 فراوانی با AA ، Aa، aa باندی الگوی سه نهایت در .است آگوتی ژن بودن( جهش و حذف) In/del آن دلیل که

 شکل چندآگوتی  ژن از قطعه این که داد نشان نتایج. است 344/0 و 455/0  یبتتر به aو  A آللی فراوانی. مشاهده شد 124/0و

 مورد جمعیت در واینبرگ هاردی تعادل که داد نشان حاصل نتایج .گردید اثبات جمعیت در AA، Aa، aa های ژنوتیپ و بوده

 .ندارد وجود عرب اصیل های اسب مطالعه
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 مقدمه

 حال در ولی بوده سأر میلیون19 اسب جهانی جمعیت پیش سال چهل حدود. دارد وجود اسب نژاد دویست از بیش دنیا در

 از نیمی حدود. است ایران به متعلق سأر هزار چهل و صد حدود تعداد این از که باشدمی سأر میلیون پنج و شصت حاضر

اسب عرب  (.Nasiriyan, 2009) هستند آفریقا و استرالیا آسیا، آمریکا، در ترتیب به تعداد نظر از بقیه و اروپا در دنیا هایاسب

 مورد سوارکاری اسب عنوان به طبیعی طور به امروزه که .(Ebrahimpur, 2005به عنوان زیباترین اسب جهان نام گرفته است )

 رنگدانه) فائوملانین حالت دو به که ستا ملانین حیوانات بدن در عمده رنگدانه (.Costantino, 2003) گیردمی قرار استفاده

های نوری همانند انعکاس، انکسار و جذب و عبور نور، سایر پدیده دارد. علاوه بر وجود( ایقهوه یا سیاه رنگدانه) ائوملانین و( قرمز

ایر یا سافتند، با سن، فصل، سال میباشد. تغییراتی که در رنگ پوشش بدن اتفاق می مؤثر تجزیه نور نیز در ظهور رنگ پوست

 توزیع و میزان کنندمی کنترل را رنگ پوشش که هاییژن(. Sharghi & Norouzian, 2008عوامل تصادفی دیگر مرتبط است )

 بر پلیرتروپیک اثرات اغلب هاژن این پستاندار، هایگونه از بسیاری در. کنندمی تعیین را مو و پوست در ملانین هایرنگدانه

 رد. بهآوها رنگ نهایی را به وجود میکنندة رنگ بدن پرشمار بوده و اثر متقابل این ژنهای کنترلژن. دارند رفتاری هایفنوتیپ

 and Lamoreux, 2003) شودآلل متفاوت کنترل می 000لوکوس و  921طورکلی در پستانداران، رنگ پوشش توسط 

Bennett). نقش اصلی را در تعیین، تنظیم و کنترل رنگ پوشش بر عهده دارند ،ولی دو ژن آگوتی و گسترش (Bennett, 1968). 

که ژن  کندکورتین بر جایگاه آگوتی غالب است و در یک حیوان ژن آگوتی هنگامی بروز میملانومعمول جایگاه گیرندة  طور هب

یایی های بیوشیمناشی از حضور، توزیع و فعالیتکورتین در حالت مغلوب خود باشد. تنوع در صفت رنگ پوشش لانوگیرندة م

که هر دو ژن ( Fontanesi et al., 2009) است (یومالنین و فیمالنین) دو نوع متفاوت مالنین (سنتز) ها در ساختنوسیتلام

شامل  هستند اسب درپوشش  پایه رنگ تعیین مسئول درجه اول در کهژن  2 .آگوتی و گسترش در این فرآیند دخیل هستند

؛   2001et alRieder ,.) باشندمی ( ASIP(ن کد کننده آگوتیی، پروتئآن آنتاگونیست و( MC1Rی یک ملانوکورتین)گیرنده

Baileyand Brooks, 2013) . 

 شدن آزاد باعث که دهدمی پیوند ملانوکورتین هایگیرنده به ASIP ،α-MSH در عملکرد دادن دست از جهش یک در

 α-MSH که هنگامی (.Harris et al., 2001) دهدمی کاهش را استرس پاسخ و شودمی استرس از ناشی گلوکوکورتیکوئید

 حصولم پروتئین که حالی در کند،می ایفا تغذیه رفتارهای و تغذیه افزایش دوپامین، مسیرهای در مهمی نقش شود، می متصل

ASIP کندن عمل میبرخلاف آشود متصل می (Roseberry et al., 2015.) دادن دست از به مبتلا افراد مختلف، انواع میان در 

در رنگ اسب  .(Baileyand Brooks, 2013) ددهنری نشان میتمکتر هستند و نسبت به ترس واکنش  آرام ASIP عملکرد

 ,Saryazdiی توزیع سیاهی در بدن است )( نشانگر نحوهASIPسه ژن )آگوتی، اکستنشن و نیله( دخیل می باشند. ژن آگوتی )
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 توصیف شده است ایسلندی هایای در اسبمرتبط با پوشش نقره خاص، ترس واکنش یک توصیف اخیرا این، برعلاوه (.2010

(Brunberg et al., 2013.) 

 ;Chenani et al., 2021; Yavari et al., 2021اند )مطالعات بسیاری چندشکلی در حیوانات بومی ایران را گزارش نموده

Chaab et al., 2022; Nazari et al., 2020; Hezarsi et al., 2020  .) ،ژن در یمورفیسم پلیمحققین قبلا همچنین ASIP 

 ASIP ژن از 2 اگزون درجفت باز  99 حذف که دهدمی نشان هاآن نتایج در که( Rieder et al., 2001) اندرا گزارش کرده

هی دسیگنال فرآیند ،می شود پروتئین عملکرد رفتن دست از باعث A آلل .شودمی ها اسب در (aآلل مغلوب )نمایان شدن  موجب

 سی ارتباط سه ژن ردر یک پژوهش بر (.Sild et al., 2012) گیردمی شکل بدن کل درایمیولانین در نتیجه  و شودنمی مسدود

MATP ،)پروتئین مرتبط با حمل و نقل غشا(PCR-RFLP  چند گانه برای ژنMC1R و ژنASIP  اسب مورد ، با رنگ در

 بود ارتباط بین فنوتیپ و ژنوتیپبررسی شد که نشان از بررسی قرار گرفت که در نهایت ارتباط بین این سه ژن با فنوتیپ 

(Horecka & Konol, 2013.)  این  ف ازدهژن آگوتی در اسب اصیل عرب مورد بررسی قرار نگرفته است. لذا اما چندشکلی

جهت بررسی ارتباط بین ژنوتیپ و رنگ پوشش بدن  چندشکلی ژن آگوتی در اسب های اصیل عرب خوزستانتحقیق بررسی 

 است.

 هامواد و روش

 هایشهرستان اهواز، شهر هایاصطبل در واقع خوزستان، استان عرب اصیل اسبرأس  49 از تصادفی کاملا   صورت به خونگیری

 ماده حاوی خلاء دار هایلوله از استفاده با سیسی 9 میزان به وداج سیاهرگ از خون هاینمونه. گرفت صورت شوش و دزفول

 تا و گردید منتقل کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان دانشگاه مرکزی آزمایشگاه به یخ داخل در و شد تهیه EDTA انعقاد ضد

 .شدند نگهداری گرادسانتی درجه -20 دمای در فریزر در اِی. ان. دی استخراج زمان

 DNAبه آزمایشگاه مرکزی، دانشگاه کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان منتقل شده و تا زمان استخراج  روی یخهای خون نمونه

استخراج دی. ان. اِی از نمونه خون کامل با استفاده از روش بهینه شده و تغییر گراد نگهداری شد. درجه سانتی -20در دمای 

تکثیر با استفاده از نانودراپ و ژل آگارز ارزیابی شد.  DNAو کیفیت  میزان انجام گرفت.  (Miller et al., 1988یافته نمکی )

طی واکنش  (Rieder et al., 2001)با استفاده از یک جفت آغازگر اختصاصی ژن آگوتی 2اگزون  یجفت باز 909قطعه دارای 

PCR  (.9و دستگاه ترموسیکلر انجام شد )جدول  

 مطالعهاین . مشخصات پرایمر مورد استفاده برای 1جدول

Table 1. Primer specifications used for this study 
 

  طول قطعه                                                                            توالی آغازگر طول قطعه تکثیر شده                                                     ژن                  

 

 F: 5'-CTTTTGTCTCTCTTTGAAGCATTG -3'                                                                                                     909 اگوتی

R: 5'- GAGAAGTCCAACGCCTACCTACCTTG-3'          
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میکرولیتر،  29در حجم نهایی  PCRواکنش  دستورالعمل شرکت سازنده با آب دو بار تقطیر رقیق شدند.آغازگرها طبق 

یک میکرولیتر از پرایمر ، 2MgCl، یک میکرولیتر PCRمیکرولیتر بافر  DNA ،9/2نانوگرم(  990شامل دو میکرولیتر )حدود 

میکرولیتر آنزیم  dNTP ،2/0میکرولیتر  9/0میکرومول(،  29/0میکرومول(، یک میکرولیتر از پرایمر برگشت ) 29/0رفت )

از  PCRمیکرولیتر آب استریل یا دو بار تقطیر به ازای هر نمونه انجام شد. به منظور واکنش  0/96و پلیمراز )یک واحد( تک

 .بود 2و چرخه حرارتی مطابق جدول  ( استفاده شدBio radیکلر )مدل دستگاه ترموسا

پس از تکثیر، برای درصد استفاده شد.  9/2الکتروفورز ژل آگارز  از PCRبرای آشکار کردن الگوهای باندی حاصل از تکثیر 

بر اساس مشاهده  ژنوتیپانواع توسط ژل آگارز مورد بررسی قرار گرفت.   PCRمشاهده حذف و جهش در ژن آگوتی محصول

یک فزار آنالیز اطلاعات ژنتانرمتعداد و اندازه باندها با استفاده از دستگاه عکسبرداری ژل داک تعیین شد. سپس با استفاده از 

های آللی و ژنوتیپی محاسبه شد. برای اطمینان از صحیح بودن قطعه تکثیر شده و از نشانگر ( فراوانیGenAlex 6.3جمعیت )

M100 استفاده شد. 

 ژن آگوتی( یجفت باز 101)برای تکثیر قطعه  PCR. چرخه حرارتی 2جدول 

Table 2. PCR thermal cycle (for the amplification of the 101 bp fragment of the agouti gene( 

 

 و بحثنتایج 

که مبتنی بر استفاده از گوانیدین تیوسیانات وسیلیکا ژل است صورت  Boom et al (1989)استخراج دی. ان. ای به روش 

(. 9)شکل  استخراج شده برای ادامه پژوهش مناسب می باشد DNAنشان داد که  DNAنتایج تعیین مقدار و کیفیت  .گرفت

اندازه قطعه حاصله از تأیید صد تفکیک شدند، جهت در 2آگاروزبه کمک ژل برای مشخص شدن ژنوتیپ ها محصول پی سی آر 

 (.2استفاده شد. )شکل  900 سایز مارکر

 تعداد سیکل تکثیر اتصال واسرشت مرحله

 1   درجه 45 اول

    سانتیگراد 

    دقیقه 4 

 35 درجه 42 درجه 44  درجه 45 دوم

 سانتیگراد 
 سانتیگراد

 
  سانتیگراد

  ثانیه 54 ثانیه 30 ثانیه 30 

 1 درجه 42   سوم

  سانتیگراد   

  دقیقه 10   
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   %2با بارگذاری بر روی ژل آگارزDNA  تعیین کیفیت. 1شکل

Figure 1. Determination of DNA quality by loading on 2% agarose gel. 

 

 درصد4/2. محصولات پی سی آر تفکیک شده بر روی ژل آگارز 2شکل 

Figure 2. PCR products separated on 2.5% agarose gel. 
 

جفت باز از آن  99( اگر AA) آلل جفت باز است  909قطعه ژن آگوتی  چند شکلی ژن اگوتی بدین صورت است که، طول

 Rider) ( می باشدAa) ( اگر اسبی که دارای هر دو قطعه باشد به صورت هتروزیگوتaa) رسدجفت باز می 19حذف گردد به 

et al., 2001) . 

 اصیل های اسب در آگوتی ژن بازی جفت 909محصولات پی سی آر قطعه  کردن ایی رشته تک از حاصل الکتروفورزی الگوی

 یک باند با طول AAهای با الگوی ژنوتیپی را ایجاد کرد. اسب aaو  AA ،Aaسه الگوی ژنوتیپی شامل  خوزستان استان عرب

، Aaهای دارای الگوی ژنوتیپی اسبجفت باز و  19نیز دارای یک باند شامل  aaهای دارای الگوی ژنوتیپی اسب ،جفت باز  909

 بر روی ژل آگارز نمایان ساختند.جفت باز  19و  909شامل دو باند 

درصد  921/0و  491/0، 494/0ترتیب به aaو  AA ،Aaهای آلل شناسایی شدند. فراوانی ژنوتیپ 2ژنوتیپ و  3در این تحقیق، 

دارای  644/0با  Aآلل و  491/0با  Aaژنوتیپ . (3محاسبه شد )جدول  644/0و  396/0ترتیب به Aو  aهای آلل و فراوانی

 .بیشترین فراوانی بودند
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 . فراوانی ژنوتیپی و آللی ژن آگوتی3جدول 
Table 3. Genotypic and allelic frequencies of the agouti gene 

             فراوانی ژنوتیپ و آلل                                                                                                                                                

                                                               494/0   Aa                                                                                          

 Aa                                                                491/0                                            ژنوتیپیفراوانی  

                                                                                aa                                                               921/0 

 

 A                                                                  644/0 

  فراوانی آللی

                                                            a           396/0 

 

 aaندارد، اما با فراوانی آلل   Aaتفاوت چندانی با فراوانی آلل AAبراساس نتایج بدست آمده در این تحقیق، فراوانی آلل 

 تفاوت زیادی دارد.                             

معیارهایی نظیر هتروزایگوسیتی مورد انتظار و هتروزایگوسیتی مشاهده شد تعیین توان با تنوع ژنتیکی در یک جمعیت را می

 (.4)جدول  درصد است که نشانه تنوع نسبتا  زیاد در ژن آگوتی اسب عربی است 49کرد. در این تحقیق متوسط هتروزیگوسیتی 

 هتروزیگوسیتی مشاهده شده و هتروزیگوسیتی مورد انتظار جایگاه ژنی. 5جدول 
Table 4. Observed heterozygosity and expected heterozygosity of gene locus 

 GenALExافزار نرمباشد که در این تحقیق با استفاده از یکی دیگر از معیارهای تنوع و چندشکلی تعداد آلل مؤثر می

( 046/9)مؤثر ( شناسایی شد. نتایج حاصل نشان داد که اندازه آلل Aو  aنوع آلل واقعی ) 2محاسبه شد. در جایگاه ژنی آگوتی 

 ایجاد چندشکلی باشد.ها در باشد. شاید نزدیکی فراوانی آلل مؤثر و آلل واقعی به یکدیگر نشانه کارایی خوب آللمی

آلل موثر( زیاد باشد، دلیل بر وجود فراوانی آلل با پراکندگی بالا در آن  در جایگاهی که تفاوت بین این دو مقدار )آلل واقعی و

 جایگاه ها است. جایگاه هایی که فراوانی آللی در آن ها تقریبا برای تمام آلل ها مشابه باشد، تعداد آلل موثر بیشتری را نشان

خواهد داد. تعداد آلل موثر تنها زمانی با تعداد آلل واقعی برابر خواهد بود که همه آلل ها فراوانی مشابهی داشته باشند، ولی در 

بیشتر مواقع تعداد آلل موثر کمتر از تعداد آلل واقعی است. اکنون با توجه به نتایج مشاهده می شود که تفاوت بین دو آلل چندان 

بارتی تفاوت چندانی بین آلل واقعی و موثر مشاهده نشده است که بیان کننده این موضوع می باشد که اگرچه زیاد نیست، به ع

 در جمعیت تنوع وجود 

دست می آید که فراوانی هیچ آللی بیشتر ب آلل( وقتی 2رین تعداد آلل موثر )داشت اما این تنوع در سطح بالایی نبود. بیشت

 نباشد. %90 از

 با روش باس در خو و خلق های ویژگی و پوشش رنگ برای ژنتیکی صفات بین ارتباطات ه به منظور بررسیدر یک تحقیق ک

PCP-RFLP  دو آلل رایج که ،اسب سوارکاری امریکایی انجام شد 299، بر روی(E/e)  در ژن(MC1R)  و(A/a)  در ژنASIP 

 هتروزیگوسیتی مورد انتظار                                     هتروزیگوسیتی مشاهده شده                                       جایگاه ژنی    

                                                    544/0                                                                              555/0                                  ژن آگوتی                 
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( مستقل تر از AAارتباط بود. اسب سیاه و سفید با ژنوتیپ )مشاهده شد که فاکتور اعتماد به نفس با ژنوتیپ های آگوتی در 

 (. 2016et alLauren ,.) بود (Aa)اسب قرمز با ژنوتیپ

 کولیمول آزمایشات در یک پژوهش ژنوتیپ اسب های خونسرد چهار نژاد لهستان با فنوتیپ مورد مقایسه قرار گرفت. نتایج

 ها فاوتت تفاوت در پلی مورفیسم چهار ژن مرتبط با رنگ بدن مشاهده شد این .کند می تأیید اسب بدن رنگ دقیق تعیین در را

در نهایت گزارش گردید که گاهی ژنوتیپ با فنوتیپ هم خوانی ندارد  .گردید مشاهده ASIP و MC1R برای ژن عمده طور به

  (Jacob et al., 2016) و برای دست یافتن دقیق به آن باید آزمایش مولکولی صورت گیرد

 PCR-RFLP و( MATP) مرتبط با حمل غشا ژن پروتئین برای PCP-RFLP توسط اسب 930 ژنوتیپ در یک تحقیق،

 MATP در مورفیسم پلی بین ارتباط تعیین برای ادامه، در .شد تعیین( ASIP) و( 9 ملانوکورتین گیرنده) MC1R برای چندگانه

شد که از لحاظ آماری نشان از ارتباط  بررسی SAS برنامه از استفاده با مختلف نژادهای ها در ژنوتیپ ها و آلل فنوتیپ، فراوانی و

 (.Horecka & Konol, 2013) بالای فنوتیپ با ژنوتیپ بود

 یجه گیری تن

در تحقیقات مختلف بر روی اسب، ارتباط بین بود.  aaو  AA ،Aaبر اساس نتایج این تحقیق اسب عرب دارای سه ژنوتیپ 

)آرام بودن( با ژنوتیپ بررسی گردیده است. از آنجایی که اسب  پوشش بدن و همینطور ارتباط بین رفتار اسبژنوتیپ و رنگ 

برای  ع رفتار آنعرب نیز دارای سه ژنوتیپ می باشد می توان در جهت اصلاح نژاد این اسب اصیل برای رنگ پوشش بدن و نیز نو

 گزینی از طریق انتخاب ژنوتیپ مرتبط زد. پرورش دست به به

 سپاسگذاری

 از مسئولین پژوهشی دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان بدلیل تامین بودجه این تحقیق تشکر می گردد.
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