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بررسي چند شكلي موجود در ناحيه اينترون دو  
ژن لپتين (Leptin) گاو نژاد سرابي

چكيده
شـناخت جنبـه هـاي ژنتيكـي و ژن هاي عمـده تاثير گذار روي تـوازن انرژي، توليد شـير،  بـاروري،  ايمني و مصـرف خوراك از 
علاقه مندي هاي اخير محققان ژنتيك و اصلاح نژاد مي باشـد. ژن لپتين از جمله ژن هايي اسـت كه چند شـكلي هاي موجود در آن 
با  صفات اقتصادي و مهم  مرتبط اسـت. در اين پژوهش نمونه هاي خون از ۶۶ گاو  نژاد سـرابي از ايسـتگاه هاي اصلاح نژاد سـراب 
و شبسـترگرفته شد. استخراج DNA به کمک روش Boom و همكاران(۳) و واكنش زنجيره پلي مراز(PCR) جهت تكثير قطعه ۴۲۲ 
جفت بازي از اينترون ۲ اين ژن انجام گرفت. قطعه تکثير شـده بوسـيله آنزيم محدودالاثرSau۳AI جهت تشخيص ژنوتيپ هاي ژن 
لپتين مورد هضم آنزيمي  قرار گرفت. فراواني ژنوتيپ هاي Aa، AB و Bb به ترتيب  ۳۹/ ۰ ،  ۴۷/ ۰ و ۱۴/ ۰ در ايستگاه سراب  و  ۱۸/ ۰،  ۴۹/  
۰ و  ۳۳/ ۰ در ايسـتگاه شبسـتر تشخيص داده شـدند. فراواني هاي آللي نيز براي آلل هاي A و B   به ترتيب  ۶۳/ ۰ و ۳۷/ ۰ در ايستگاه 
سـراب و  ۴۲/ ۰ و  ۵۸/ ۰ در ايسـتگاه شبسـتر برآورد گرديد. مقايسه فراواني آلل B  (آلل مطلوب) محاسـبه شده در گاوهاي سرابي 
با تحقيقات مشـابه در نژادهاي مختلف دنيا، نشـان داد كه  فراواني اين آلل در گاوهاي سـرابي در سـطح مناسبي مي باشد. در هر 
دو جمعيت ، از لحاظ اين جايگاه، تعادل هاردي- واينبرگ  برقرار بود.  با توجه به اينكه صفات كمي توسـط برآيند تعداد زيادي ژن 
كوچك اثر و همچنين اثر متقابل بين آنها، كنترل مي شـود،  فلذا مناسـب بودن فراواني آلل مطلوب درسطح يك لوكوس، نمي تواند 

گواهي بر عملكرد مطلوب يك صفت  در يك نژاد باشد و بالطبع بررسي وضعيت جايگاه هاي ژني ديگر مورد نياز مي باشد.

كلمات كليدي:  ژن لپتين، گاو سرابي،PCR-RFLP، پلي مورفيسم
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Molecular analysis of the bovine leptin gene in Iranian Sarabi cattle (Iranian Bos taurus)
By:  A. Javanmard., Agriculture Faculty, UPM, Malasia.
 G. Elyasi Zarin Gabay., East Azarbaijan Research Center for Agriculture and Natural Resources.
A. K. Gharedaghi, N. Asadzadeh and M.H. Banabazi, Animal Science Research Institute of Iran.
M.R. Nasiri and A. Javadmanesh Agriculture Faculty Ferdowsi University of Mashhad.
There is evidence of a genetic correlation between energy balance, milk yield and state of luteal activity. Leptin is 
a 16 kD protein that synthesis by white adipose tissue and it involves in regulation of feed Intake, energy balance, 
fertility and immune function. In cattle, the leptin gene is located on chromosome four. It consists out of 3 exons and 
2 introns of which only 2 exon are translated in to protein. In total 66 animals from Sarab and Shabestar Stations were 
genotyped for this project. A strategy employing polymerase chain reaction was used to amplify a 422-bp fragment of 
intron 2 from blood DNA. Digestion of amplicons with sau3AI revealed two alleles: allele A had 2 fragments 390 and 
32 bp and allele B had 3 fragments 303, 88 and 32 (88 and 32 fragment have not detected on the gel). Three patterns 
were observed. Frequencies were 0.31, 0.43 and 0.15 for AA, AB and BB respectively. This polymorphism could be 
evaluated for marker assisted selection and the developed PCR method would expedite screening for large number of 
animals for such these studies.
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مقدمه
است(۸). مقالات شده اين گاوها مثلي توليد خصوصيات برخي كاهش سبب شير، توليد براي افزايش شيرده انتخاب گاوهاي
اند(۱۰،۷،۲). كرده گزارش را مثلي توليد فعاليت شروع و ــير توليد ش انرژي، توازن بين ژنتيكي منفي ــتگي همبس وجود مختلفي
پروتيين ۱۶ يك لپتين ــت. اس بوده اخير ــال هاي س در محققان علاقمندي هاي اين صفات از بر موثر عمده هاي ژن ــناخت ش لذا
موش كشف در بار اولين پروتئين اين ــود. ميش ــح ــفيد، ترش س آديپوز بهخصوص بافتهاي آديپوز از كه ــد دالتوني ميباش كيلو
عمدهترين كنترل لپتين كه است اين بر اعتقاد مي باشد. آمينه اسيد ۱۴۶ داراي خون، در گردش درحال لپتين شد(۴). پروتئين
و ميباشد اينترون دو و سه اگزون داراي گاوي لپتين ژن ميباشد. وزن افزايش ايمني، انرژي، باروري، ــم ــتها، متابوليس اش كننده
(QTL)۱كمي صفات كنترل كننده مكانهاي (۶) همكاران و Liendersson . است(۸) ــده ش واقع گاو ۴ ــماره ش كروموزم روي در
لپتين مورگاني ژن سانتي ۹۵ و ۷۵ در ــير ش پروتيين و چربي درصد براي و مورگان ــانتي ۸۲/۸ س در را ــير توليد ش صفات براي
ــتري ــير بيش ش روز در گرم كيلو AB ، ژنوتيپ۱/۳۲ با ــههايي كردند كه تليس گزارش (۵) همكاران و Liefers .كردند مكانيابي
كاهش انرژي و منفي توازن ايجاد بدون شير توليد افزايش باعث B آلل دادندكه نشان همچنين کردند توليد Aa به ژنوتيپ نسبت
۱۸ /۵ ،۸۱/۳ بترتيب  Bb و Aa، AB ژنوتيپهاي فراوانيهاي مطالعه اين در ــود. مي ش ــتاين هلش در گاوهاي باروري حد از بيش

است. شده گزارش درصد ۰/۲ و
به  ــاله زائي گوس فاصله افزايش باعث لپتين، يك RFLP-Sau۳AI۲ ژن آلل كه كردند ــزارش گ (۱) ــكاران هم و Almeida
شد. خواهد نسلي كاهش فاصله باعث ماه حداقل ۲ ژن، اين جهشهاي ــاس اس انتخاب بر بنابراين و ــود ميش روز ۷۹-۸۱ مدت
Langonigro دادند. نشان ، زائي ــاله گوس اولين در را بالاتري تولد هموزيگوتها، وزن به ــبت نس هتروزيگوت افراد مطالعه اين در
خود از را بيشتري خوراك ۱۹٪ مصرف Aa، حدود ژنوتيپ افراد به نسبت AB با ژنوتيپ كه افراد كردند گزارش (۴) همكاران و
پرداختند. ژن اين آللي فراواني ــي به بررس PCR-RFLP تکنيک ــتفاده از اس با (۱۱) وهمكاران Zwierzchowsk.ــان ميدهد نش
آن نتيجه دادندکه هضم قرار مورد Sau۳AI آنزيم توسط کرده و سپس تکثير را لپتين ژن از جفت بازي ۱۸۲۰ قطعه يک ابتدا

گرديد. ۰/۱۱ و ۰/۱۰ محاسبه ،۰/۷۹ ترتيب به آلل سه اين براي اللي تعيين و فراوانيهاي  C و A،B آلل سه
مولکولي روش بهکمک سرابي نژاد گاوهاي در آن آللهاي فراواني و لپتين ژن ژنوتيپهاي شناسايي منظور به حاضر، تحقيق

گرديد. بهينه و اجرا PCR
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و روشها مواد
نمونهگيري

ايستگاههاي جنس نمونه خون از دو هر راس گاو سرابي از ۶۶ تعداد از
ــكل شد(ش گرفته ــراب س و ــتر شبس در واقع ــرابي س گاو و اصلاح پرورش
وريد گوسالهها از در و دمي وريد از بزرگ گاوهاي در شماره۱). خونگيري
همراه  EDTA۳ انعقاد ضد ــاده م خلاً و حاوي لولههاي از ــتفاده اس با وداج
ــاورزي دانشگاه ــكده كش دانش مولكولي نباتات ــگاه اصلاح آزمايش يخ به با
سانتيگراد درجه  -۲۰ در DNA ۴ ــتخراج اس زمان و تا ــدند ش منتقل تبريز

گرديدند. نگهداري
DNA استخراج

همکاران و  Boomاز روش استفاده با تام خون  از  DNA ــتخراج اس
انجام گرفت. (Iso Gene Moscow) Diatom ــت کي از ــتفاده  اس (۳) با
ــيانات تيوس گوانيدين ــده کنن ليز ــاده م از ــتفاده براس مبتني روش ــن اي
از ميکروليتر ۲۰۰ ابتدا ــد. بدين منظور ميباش ــيليکاژل س کننده جذب و
گوانيدين ۵M ــده هضم كنن بافر ۵۰۰ ميكروليتر ــپس وس ــته برداش خون
۱۰ ،TritonX۱۰۰ ــرم Tris، ۴۰ گ ۴۰mm،EDTA ۲۰mm ــيانات( تيوس
ما بن در دقيقه ۵ ــدت م به ها نمونه ــده، ) به نمونه اضافه ش DTT ۵ــرم گ
۲۰ ــدند. سپس ش نگهداري ــانتيگراد س درجه ۶۵ حرارت حاوي درجه ري
ميكروليترگوانيدين) سيليكا،۱۰۰ ذرات گرم ۴) نوكلئاز محلول ميكروليتر
به سپس گرديد. آرامي ورتكس به دقيقه ۱۰ به مدت مجموعاً و شد اضافه
KCl NaCl 1M EDTA )بافرسالين ميكرو ليتر ۴۰۰ ــده، ش همگن محيط
Extra ماده طريق از ــت در نهاي و ــه اضاف ( 20mM,Tris-HCl10mM1M
TritonX۱۰۰درصد ۰/۰۱ ،Orang رنگي ماده ٪ ــن ۰/۰۲ رزي ٪۱۰)  Gene
غلظت تعيين ــت جه گرديد. جدا ــا ناخالصيه ــاير س از ــگ زرد رن (DNA
با ــهاي آگارز الکتروفورز مقايس روش از ــده، ش DNA ــتخراج نمونههاي اس
گرديد استفاده الکتروفورز لامبدا و فاژ DNA ــخصي مش مقادير استفاده از

.(۲ (شماره

آغازگرها انتخاب
دانشگاه توسط تيم تحقيقاتي پژوهش اين استفاده شده در آغازگرهاي
طراحي عهده دارد، بر S.C.Liefersدكتر را آن سرپرستي هلند كه واخنيگن
بهطول قطعهاي كه بودند نوکلئوتيدي ۲۴ دوجفت آغازگرها ــت. اس گرديده
داخل در مينمايند. گاوي را تكثير دو ژن لپتين اينترون از باز ــت جف ۴۲۲
مونومورف جايگاه ــك (ي Sau۳AI آنزيم براي ــي برش جايگاه دو قطعه ــن اي

طراحي صحت ــي بررس براي دارد. وجود ( مورف پلي جايگاه اصلي ــک ي و
ساخت ــد. ــتفاده ش Primer Premier اس افزار DNAsis و نرم از آغازگرها
مورد توالي پذيرفت. صورت ــکو) (مس SYNTOL ــط شركت توس آغازگرها
توالي ــت. اس ــده ش ثبت Y۱۱۳۶۹,۱ ــماره ۶(EBI )با ش بانك ژن تكثيردر

از: عبارتند استفاده مورد آغازگرهاي
  -Forward primer:  - TGgAGTGgCTtGTtATtttCTtCT

 -Reverse  primer   - GTCcccGCTtCTGgCTACcTAaCT  

(PCR)پليمراز زنجيرهاي واكنش
PCR ليوفيلزه ــت کي کمک ــه ب اي پلي مراز ــره زنجي ــش واکن ــام انج
و PCR Diluent  Mix ــاوي ح ــه ک  (Universal Iso Gene–Moscow)
غلظت شماره۳). ــكل گرفت(ش انجام ــتاندارد اس روش به بود، Mineral Oil
ميکرومول Taq Polymerase، ۲۰۰ آنزيم ع ميکروليتر در ۲۵ ــواد م نهايي
آغازگرها، پيکامول مخلوط ۱۰-۲۰ ، MgCl۲ مول ۲۰۰ ميلي ،dNTP هر از
حرارتي با برنامه PCR ــش واکن ــتاندارد. بافر اس DNA و نانوگرم ۵۰-۱۰۰
برنامه شد. انجام (UNIOII) ترموسايکلر دستگاه در سيکل ۳۵ تعداد به زير
DNA شدن ــته واسرش جهت ــانتيگراد س درجه از: ۹۴ عبارت بود حرارتي
۱ آغازگرها به مدت جهت اتصال سانتيگراد ۵۵ درجه دماي ۴۵ ثانيه، به مدت

دقيقه. ۱ جهت سنتز به مدت ۷۲ درجه سانتيگراد دماي و دقيقه

(RFLP)آنزيمي هضم
بازي جفت  ۳۱۰۰ ــت موقعي در (G→C)افتاده اتفاق ــه اي نقط جهش
اثر محل يک ايجاد Sau۳AI محدودالاثر ــم آنزي ۲ ژن لپتين براي ــرون اينت

نمونه هاي خون گاو سرابي از شكل شماره ۱- محل اخذ
شبستر و سراب ايستگاههاي اصلاح نژاد

بههمراه  PCR بوسيله تکثير باز جفت ۴۲۲ قطعه شماره ۲:  شكل

راست)     مارکرbp  M۵۰ ( سمت
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فراهم مختلف ژنوتيپهاي آنزيميتشخيص هضم با که ــت اس نموده جديد
آنزيمي واحد ۱۵ مصرف ميكروليتر با ۳۰ آنزيمي در حجم هضم شد. خواهد
Sau۳AI كه آنزيم برشي از استفاده با مناسب دماي بافري و ــرايط ش تحت
آنزيمي هنگام هضم گرفت. انجام ميكند شناسايي را GATC برشي جايگاه
،۳۰۳ ،۳۹۰ بودن(AB)، قطعات ــوت هتروزيگ صورت در ،PCR محصولات
Aa قطعات صورت هموزايگوتي در و ــود ميش حاصل بازي جفت ۸۸ و۳۲
ــت بازي بدس جفت ۳۰۳، ۸۸ و۳۲ ــات قطع Bb ــي هموزايگوت و و۳۲ ۳۹۰

شماره۴). آمد(شكل خواهد

الكتروفورز
۷۰-۱۰۰ ولتاژ و ٪ آگارز ۱/۸ ژل از PCR محصولات ــاهده مش جهت
برومايد اتيديوم با ژل آميزي رنگ ــد. ش ــتفاده اس ــاعت س ۲ به مدت ولت
موج با طول UV لامپ زير ــده ش تکثير قطعه گرفت. انجام (۱۰ mg /ml)
Biometra مدل ــتگاه دس ــط توس عکسبرداري ــاهده و مش نانومتر ۲۳۰
اکريلاميد ٪۱۲ ژل نيز ــده ش هضم ــاهده قطعات مش براي گرفت. صورت
داده قرار ژل چاهک در کننده ــنگين س بافر نمونهها همراه و تهيه ــد درص
آن از پس و شد انجام ۴ ساعت ولت بمدت ولتاژ ۶۰ با الکتروفورز ــدند. ش
۳۰۳ و ۳۹۰ باندهاي ــت. گرف صورت نقره نيترات به کمک ــزي آمي رنگ

بودند. ژنوتيپ براي تعيين ــب مناس و رويت قابل بهخوبي

تحليل آماري تجريه و
آزمون كاي و ــي هتروزيگوت ــبه محاس آللها، ــي فرآوان برآورد ــراي ب
شماره گرديد(جداول ــتفاده اس PopGene۳۲ نرم افزار از ( χ ــكوار۷(۲ اس

.(۲ ۱و
بحث نتايج  و

نمونه از DNA براي استخراج و همکاران(۳) Boom روش از ــتفاده اس
لازم در زمان ــرف و ص و كيفيت ــت كمي لحاظ از را ــي خوب برتري ــون خ
جفت ۴۲۲ قطعه تکثير .(۲ ــماره ش ــکل داد(ش ــان نش DNA ــتحصال اس
با مراز ــي پل زنجيرهاي ــک واکنش کم به ــن لپتي ژن ۲ ــرون اينت از ــازي ب
از ــتفاده اس با گرفت. صورت ــي بهخوب اختصاصي ــاي آغازگره از ــتفاده اس
آزمايشگاهي خوب شرايط و اختصاصي آغازگرهاي ــب، حرارتي مناس برنامه
ــت بدس اختصاصي، غير قطعات بدون ــاز ب جفت ۴۲۲ قطعه ــده، ش فراهم
پس را ــت باز و ۳۰۳ جف ــک قطعات ۳۹۰ تفکي ، ۳ ــماره ش ــکل درش آمد.
را بخوبي Sau۳AI ــم آنزي ــيله بوس بازي جفت ۴۲۲ آنزيمي قطعه هضم از
۳۹۰ قطعات داراي ــپ هتروزيگوت ژنوتي با گاوهاي كرد. ــاهده مش مي توان
۳۰۹ قطعات داراي بهترتيب ( Bb و Aa) هموزيگوت ژنوتيپهاي و ۳۰۳ و
محاسبه آللها، فراواني برآورد براي ــتند. هس نوكلئوتيدي جفت باز ۳۰۳ و
ــتفاده افزار PopGene اس نرم از ( χ۲)ــكوار اس كاي ــون آزم و ــي هتروزيگوت
يک جدول در لپتين ژن ــي آلل فراواني و ژنوتيپهاي مختلف تعداد ــد. گردي
جدول۱ در که است. همانطور شده آورده شبستر سراب و ايستگاههاي براي
آلل به سراب، متعلق ايستگاه در آللي فراواني ــترين بيش مشاهده مي شود،
ميباشد. ۰ /۵۸ فراواني با B آلل به شبستر، ايستگاه در و ۰ /۶۳ فراوني با A
اندازه به A که فراواني آلل داد نشان ايستگاه در دو فراواني آللي درمجموع،
نتايج يافته با اين .(۱ ــد(نمودار ميباش B درصد فراواني آلل از ــتر بيش ٪۴
و دارد مغايرت ــتاني لهس نژاد در (۱۳) همکاران و Zwierzchowsk پژوهش

لپتين مختلف ژن ژنوتيپهاي شماره ۳: شكل

چپ)    آنزيمي(سمت  پس از هضم
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همساني نژادهاي هرفورد در همكاران(۱۰) و Pomp با نتايج كه صورتي در
در هاردي- واينبرگ تعادل داد که ــان ) نش χ۲)ــكوار اس كاي- آزمون دارد.
برقرار لپتين ژن از جايگاه شبستر براي اين و ــراب س ايستگاههاي جمعيت
برآورد شده ميزان هتروزيگوتي که ــان ميدهد نش ۲ ــماره ش است. جدول
و ۰/۴۹ بهترتيب ۴۷/ ۰ شبستر و سراب جمعيت دو در Nei شاخص بوسيله

جمعيت دو اين ــت که تنوع ژنتيکي اس اين از حاكي پارامتر ــد. اين ميباش
فراواني متوسط و۲ ۱ شماره نمودارهاي ميباشد. ــط متوس لپتين ژن از نظر
را نشان AB ژنوتيپ بالاي فراواني ــط متوس و B ــبت به A را نس آلل بالاي
نژاد آمده در ــت بدس B و A آللهاي فراواني ــط متوس ــه مقايس ميدهند.
گرل بويچ ،( هلشتاين(۶ لهستاني(۱۳ )، سفيد سياه و گاو نژادهاي سرابي با

است. شده آورده ۳ شماره ) در نمودار هرفورد(۱۰ و ليموزين سمينتال،
اصلاح جهت مطلوب ــل آل بهعنوان را B آلل ( ۸، ۵ ) ــف مختل ــع مناب
ــه اينکه فراواني اين ب با توجه ــي کردند. لذا ــير معرف توليد ش و بهبود ــژاد ن
بنابراين است، برخوردار ــطي متوس از فراواني ــرابي س جمعيتهاي در آلل
خاصي اهميت از جمعيت در اين بومي در نژادهاي موجود تنوع از استفاده
جمعيت دو هر ــه ك داد ــان نش واينبرگ ــت. آزمون هاردي- اس برخوردار
ژن باشد. اين براي انتخاب عدم به علت است ممکن كه ــند ميباش متعادل
نظر ميرسد به ــد ميباش آللي ــكل ش دو داراي جايگاه اين اينكه به توجه با
باشد. مناسب شده برآورد فراوانيهاي محاسبه نمونه براي تعداد احتمالاً كه
آمده شبستر بدست و دو جمعيت سراب در هر که ــطي متوس هتروزيگوتي
توجه با است. سرابي در جمعيت اين جايگاه ژني پايين تنوع دهنده ــان نش
آللهاي بالاي فراواني وجود و بوميکشور دامهاي ژنتيکي بالاي پتانسيل به

ميشود. احساس پتانسيلها از اين استفاده و حفظ ضرورت مطلوب

سپاسگزاري
جناب مولكولي نباتات از سرپرست محترم آزمايشگاه اصلاح بدينوسيله
كمال ــائبه شان ش بي حمايت هاي جهت محمدي به ــم آقاي دكتر ابولقاس
ــتيتو تحقيقات ژنتيك از انس Liefers دكتر از داريم . را قدرداني و ــكر تش

(درصد) اللي تعداد ژنوتيپχ۲فراواني
N BABBABAA

۰/۳۷۰/۶۳٠/٨٧ns۶۱۴۱۵سراب ايستگاه

۰/۵۸۰/۴۲٠/٢٨ns۱۱۱۴۶شبستر ايستگاه

كل۰/۴۷۰/۵۳۱۷۲۸۲۱ جمع N=۶۶

=========================================================================================
ژني جايگاه مشاهده شده Nie  هتروزيگوتي مورد انتظار  هتروزيگوتي شاخص هتروزيگوتي  ميانگين
=========================================================================================

لپتين    ۴۷۷۰/ ۰              ۰/۴۶۶۹                    ۰/۴۷۳۷                    ۰/۴۰۰۰             (سراب)
۴۵۱۶/ ۰             (شبستر)                    ۰/۴۹۵۰                 ۰/۴۸۷۰                   ۰ /۴۷۷۰               

ميانگين                   ۰/۴۲۴۲                   ۰ /۵۰۲۰                ۰/۴۹۸۲                   ۰ /۴۷۷۰
=========================================================================================

نژاد سرابي گاوهاي در لپتين ژن براي ( χ۲ )آزمون كاي- اسكوار تعداد ژنوتيپ ها، فراواني آللي و شماره ۱: جدول   

فراوني ژنوتيپي بودن دار عدم معني :ns

لپتين ژن براي سرابي نژاد در جمعيت Nie فرمول اساس بر شده محاسبه و انتظار مورد شده ، مشاهده هتروزيگوتي شماره ۲: جدول

ناحيه... در موجود چندشكلي بررسي

Sau3AI آنزيم برشي با آنزيمي ۴: هضم شماره شكل
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مورد مطالعه سرابي را در گاوهاي لپتين ژن Bو A آلل هاي كل فراواني شماره ۱- نمودار

مورد مطالعه سرابي گاوهاي در Bb و Aa، AB ژنوتيپ هاي كل فراواني شماره ۲- نمودار

مختلف نژادهاي لپتين در ژن B و A الل مقايسه فراواني -۳ نمودار شماره
استفاده يكسان مورد آنزيم برشي و تكثير مورد آغازگرها و منطقه نژادها اين در تمام كه باشيد توجه داشته )

(۱۰ ،۹ ،۶ است)-(۵، بوده
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پروتكلهاي ارائه و ــب مناس هاي آغازگر طراحي جهت به هلند lelystand
سازمان ــط توس پروژه انجام اين هزينه را داريم. قدرداني و ــكر تش مربوطه
جز و است شده شرقي تامين اعتبار برنامهريزي استان آذربايجان و مديريت

محسوب ميشود. سال ۸۲ اين سازمان در طرحهاي مصوب

پاورقيها
1- Quantitative traits loci
2- Restriction fragment length polymorphism
3- Ethylenediaminetetra acetic acid
4- Deoxyribose nucleic acid
5- Dithiothreitol
6- European Bioinformatics Information 
7- Chi-square test 
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