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 در DNMT خاوًادٌ َای بررظی تىًع شوتیکی در شن
 PCR-SSCP وصاد َلؽتایه با تکىیک َای گاي
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 چکیذٌ

اَمیت بالایی شوتیکی،  گیری ي ابقاء الگًَای اپی بًاظغٍ وقػ کلیذی در ؼکل( DNMTsتراوعفراز )متیل DNA خاوًادٌ َای شن     
 َای بالقًٌ مىظًر ؼىاظایی خُػؼٍ حاضر بٍمغال .داروذ تًلذ تا ديران پط از از مرحلٍ لقاح یخىیى ي ومً رؼذتکًیه ي  کىترل در
 وصاد َای در گايبا يزن تًلذ َا  آن طاي ارتب  DNMT- bشن  3ي ایىترين  DNMT- aشن  4، ایىترين  -DNMTشن  33اگسين  در

یک گايداری از  تًلذ تا بلًؽ دارای رکًرد يزن رأض گاي َلؽتایه 06عًر تصادفی از تؼذاد صًرت گرفت. خًوگیری بٍ َلؽتایه
َذف با َای  خایگاٌي گرفت اودام  کلريفرمبا اظتفادٌ از ريغ فىل DNA َای ومًوٍ در اظتان کرمان اودام ؼذ. اظتخراج صىؼتی

ؼکلی در  مىظًر ردیابی چىذبٍ ؼذوذ.( تکثیر PCRای پلیمراز ) زودیرٌ َای ياکىػ َای اختصاصی تًظظ اظتفادٌ از پرایمر
ایه وتایح  .ؼذوقرٌ اظتفادٌ ویترات با آمیسیي روگ( SSCPَای مىفرد ) ؼکلی ظاختار فضایی رؼتٍ چىذ از تکىیکَای َذف  تًالی

بر اظاض  ،مًرد بررظیَای  تمام ومًوٍدر  ، بغًریکٍَای مًرد مغالؼٍ بًد خایگاٌتمامی حاکی از ػذم يقًع خُػ در مغالؼٍ 
 احتمالاًدر وًاحی مًرد بررظی،  ؼکلی يخًد چىذؼىاظائی ػذم  .ؼىاظائی ؼذالگًی باوذی یکعاوی اوذازٌ قغؼٍ مًرد بررظی، 

 ،مًرد بررظیَای  ومًوٍ اوذازٌبًدن کًچک َا، ئی خُػدر ؼىاظا PCR-SSCPتکىیک  وعبی دلایلی وظیر واکارآمذیٍممکه اظت ب
. بىابرایه، باؼذ يقًع خُػ در وًاحی مسبًر بر ػلیٍ عبیؼیمصىًػی ي یا اوتخاب  تاثیر یاي راوػ شوی  تصادفی واؼی از پیامذَای

فاقذ کارائی َای َلؽتایه  صفت يزن تًلذ در گاي ارزیابی مًلکًلی برایوؽاوگر ػىًان وًاحی شوی مًرد بررظی در ایه تحقیق  بٍ
 .َعتىذ

 

 PCR-SSCP، ایران ، گاي َلؽتایهDNMTs، تىًع شوتیکیَای کلیذی:  ياشٌ
 

 

 مقذمٍ
ٚ ثٛزٖ تٛاِی ص٘ٛٔی زر عَّٛ اِٚیٝ ترٓ ثب ٚخٛز یىغبٖ     

ٞبی ٔرتّف حبفُ اس آٖ، تٙٛع اٍِٛی ثیبٖ ص٘ی زر ایٗ  عَّٛ
ٞب، پبیٝ ٚ اعبط فزآیٙس تىٛیٗ اعت وٝ ثب تغییز تسریدی  عَّٛ

سایی ؽىُ  ٞب زر عی ٔزاحُ خٙیٗ ص٘تیىی عَّٛ اٍِٛی اپی
ص٘تیىی وٝ زر  اپی. اس خّٕٝ تغییزات (35،12،8) ٌیزز ٔی

عٛر پبیساری لبثّیت تٛارث زارز فزآیٙس یبفتٝ ثٝٞبی تٕبیش عَّٛ
ٞبی  ٞب ٚ ثبفت وٝ زر پیسایؼ ا٘ساْاعت  DNAٔتیلاعیٖٛ 

 .(29،24،16) ٔرتّف خٙیٗ زر حبَ تىٛیٗ ٘مؼ ثغشایی زارز
 عیتٛسیٗ زر ٔٙبعك زارای  ٘ٛوّئٛتیس  5ٔتیلاعیٖٛ وزثٗ 

یىی  عیتٛسیٗ،ٔتیُ-5ٔٙظٛر تِٛیس ثٝ CPG٘ٛوّئٛتیسٞبی زی
عیتٛسیٗ  ثبؽس. ص٘تیه ٔی اپی افّی  ٞبی اس ٔسیفیىبعیٖٛ

لزار  DNAای  ؽسٜ زر ؽیبر ثشري ٔبرپیچ زٚ رؽتٝٔتیّٝ
 وززٜاتقبَ فبوتٛرٞبی رٚ٘ٛیغی تساذُ  رٚ٘سوٝ زر  ٌیزز ٔی

زر اٍِٛٞبی ٔتیلاعیٖٛ  (.29،13) وٙس ٔیٞب را ٟٔبر  ٚ ثیبٖ صٖ
ٚ اس عزیك ٔیتٛس ثٝ ارث  ایدبز ؽسٜخٙیٙی  ٜزٚر عَٛ
 ثیبٖزارای ٘مؼ ٟٕٔی زر تٙظیٓ  DNAٔتیلاعیٖٛ رعٙس.  ٔی
ٞبی زارای اٍِٛی ثیبٖ ٚاثغتٝ ثٝ  ٞبی ایٕپزیٙت ٚ صٖ صٖ

ای زر فزآیٙس تىٛیٗ ٚ ٘یش وٙتزَ  وٙٙسٜ خٙظ وٝ ٘مؼ تؼییٗ
ص٘تیىی  . اٍِٛٞبی اپی(35،16،11،7) ثبؽس ٚسٖ خٙیٗ زار٘س، ٔی

ٞب زار٘س.  وززٖ تزا٘غپٛسٖزر ذبٔٛػ ٕٞچٙیٗ ٘مؾی وّیسی
 اػضبی ذب٘ٛازٜ وٝ زر ایٗ راثغٝ پضٚٞؾٍزاٖ ٌشارػ وزز٘س

ِٚیت ٔغٛ  -DNMT صٖ ؽبُٔتزتیت ثٝ DNMTsٞبی  صٖ
ٚ  DNMT- aٞبی زر ٔمبثُ صٖ ٚ اٍِٛٞبی ٔتیلاعیٖٛ حفظ

DNMT- b ٌیزی اٍِٛٞبی خسیس  ؽىُ ٘مؾی وّیسی زر

 ٞبی خسیسرؽتٝعبسی را زر  ٕٞب٘ٙسفزآیٙس عی ٔتیلاعیٖٛ زر 
DNA  ٌشارػ وزز٘س، ٕٞچٙیٗ  پضٚٞؾٍزاٖ (.8)زار٘س

زر فزآیٙس تؾىیُ تٟٙب ٘ٝ DNMT a  ٚDNMT bٞبی  صٖ
فزآیٙس عی زر اعپزْ ٚ یب ترٕه ص٘تیىی  اٍِٛٞبی اپی

٘مؼ ثغشایی زر  ثّىٝ ،(35،29،12ٌبٔتٛص٘ش زذبِت زار٘س )
ریشی  ص٘تیىی زر عَٛ فزآیٙس ثز٘بٔٝ ایدبز اٍِٛٞبی خسیس اپی

ص٘تیىی صْ٘ٛ زر عَٛ زٚراٖ پظ اس ِمبح  ٔدسز اٍِٛٞبی اپی
تحمیمی ٘ؾبٖ زاز ٘تبیح  اس عزف زیٍز، (.29،13وٙٙس ) ٔی ءایفب

٘مؼ ٟٕٔی زر وٙتزَ  DNMTsٞبی اػضبی ذب٘ٛازٜ وٝ صٖ
تىٛیٗ ٚ ٘یش وٙتزَ ٔزاحُ ٔرتّف رؽس خٙیٙی زر پغتب٘ساراٖ 

زر ایٗ راثغٝ ٘ؾبٖ زازٜ ؽسٜ اعت وٝ اذتلاَ  (.24،11) زار٘س
ٚ  DNMT-  ،DNMT aٞبی  زر ٔیشاٖ ثیبٖ ٞزیه اس صٖ

DNMT b ٌٝ٘شیٙی رٚیبٖ، ٔٙدز ثٝ ثزٚس اذتلاَ زر لا
  سائی یٙی ٚ ٔززٌٜش تىٛیٗ خفت، عمظ خٙیٗ پظ اس لا٘ٝ

پضٚٞؾٍزاٖ ٕٞچٙیٗ ٌشارػ وزز٘س وٝ  (.35،16،11)ؽٛز  ٔی
، ثز عبذتبر DNMTsٞبی  اذتلاَ زر ػّٕىزز فؼبِیت صٖ

ٞبی ایٕپزیٙت، ٘ظیز اٍِٛٞبی ٔتیلاعیٖٛ ٚ ٘یش اٍِٛی ثیبٖ صٖ
وٝ ٘مؾی وّیسی زر وٙتزَ فزآیٙس    IGF   ٚHٞبی صٖ

ِس زار٘س، اثزات تىٛیٗ خٙیٗ ٚ خفت زر زٚراٖ لجُ اس تٛ
  (.35،24،16،7،2ٌذار٘س ) زاری ٔی ٔؼٙی

 یب ٚ DNMT aوٝ عغح ثیبٖ  وزز٘سٌشارػ  ٔحممبٖ    
DNMT b  ٝثب ففبتی ٔب٘ٙس ویفیت ٌٛؽت ٚ ففبت لاؽ

 ٞبی اِتٟبثی زر ثبفت چزثی ٔیشاٖ ثیبٖ عیتٛویٗ(، 25،14)
 اس خّٕٝ ٞبثیٕبری ٔیشاٖ حغبعیت ٚ یب ٔمبٚٔت ثٝ( ٚ ٘یش 19)

( ارتجبط 34زر پز٘سٌبٖ ) (Marek Disease) ٔبرن ثیٕبری

 داوؽگاٌ ػلًم کؽايرزی ي مىابغ عبیؼی ظاری
 پصيَؽُای تًلیذات دامی
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ذب٘ٛازٜ  اػضبی ٞبی ثیبٖ صٖتغییز اٍِٛی اس عزفی  .زارز
DNMTs  ّٕٝٞب  ا٘ٛاع عزعبٖثزٚس ٔؾتزن زر  زلایُاس خ

 (.31،23ثبؽس ) ٔی
 ذب٘ٛازٜ ٞبی صٖ ثب تٛخٝ ثٝ ٘مؼ وّیسی ثٙبثزایٗ     

DNMTs ُعی ٞبی ٔتیلاعیٖٛ زر  ٌیزی ٚ اثمبء اٍِٛ زر ؽى
ثب تٛخٝ ثٝ ٘مؼ  ٚزٚرٜ پظ اس ِمبح  ، فزآیٙس ٌبٔتٛص٘غیظ

زر وٙتزَ عیف ٚعیؼی اس فزآیٙسٞبی ٞب  آٖوّیسی 
عٛر ذبؿ فزآیٙسٞبی ٔزثٛط ثٝ رؽس ٚ فیشیِٛٛصیىی ٚ ثٝ

ؽىّی احتٕبِی زر ایٗ چٙس ثٙبثزایٗ ،(35،16) تىٛیٗ خٙیٗ
تٛا٘س  ٔیثز ٚسٖ ٌٛعبِٝ زر سٔبٖ تِٛس ٘یش  احتٕبلاًٞب صٖ

ٚسٖ تِٛس، ثب تٛخٝ ثٝ ارسػ التقبزی  .(35،16) ثبؽس ٌذار  تأثیز
اٞساف افلاحی ٔغزح ػٙٛاٖ یه ففت ٟٔٓ زر ایٗ ففت ثٝ

وٝ ٚسٖ  ٌشارػ وزز٘س ٔحممبٖ(. 30،27،18،6) ثبؽس ٔی
 ٔؤثزٔثّی ففبت تِٛیسی ٚ تِٛیسػّٕىزز ؽسٜ ثز ٌٛعبِٝ ٔتِٛس

ٕٞجغتٍی ٘تبیح تحمیمبت زلاِت ثز ٚخٛز  ، ثغٛریىٝاعت
 ثّٙسٔستزر  رؽس ٔیشاٖ ٘زخثیٗ ٚسٖ تِٛس ٚ  یزار ٔؼٙی ٔثجت

یىی اس اس عزف زیٍز،  .(6،3)زارز  عبٍِی( 8)حتی تب عٗ 
)خثٝ  ٔبزٜ ٌبٚ خثٝثٛزٖ سایی، ٘بٔتٙبعت ی عرت زلایُ ػٕسٜ
سیبزی ثب ٚسٖ تِٛس وٝ تبحسٚز ٌٛعبِٝ ) ا٘ساسٜ خثٝوٛچه( ثب 

ؽسٜ  ٌشارػزر ایٗ راثغٝ  ؛(30،27) ثبؽس ٔی ٔزتجظ اعت(
ی تبسٜ  ویٌّٛزْ ٚسٖ ٌٛعبِٝثٝ اساء افشایؼ ٞز  اعت وٝ

 (.18یبثس ) زرفس افشایؼ ٔی 13سایی حسٚز  ؽسٜ، عرتٔتِٛس
زر  DNMTsٞبی ذب٘ٛازٜ ثب تٛخٝ ثٝ إٞیت صٖ ثٙبثزایٗ،     

 ٞسف اس ،زر زٚراٖ آثغتٙی تىٛیٗ خٙیٗفزآیٙس وٙتزَ 
 

،  DNMTٞبی  صٖ تٙٛع ص٘تیىی زر ؽٙبعبیی پضٚٞؼ حبضز،
DNMT a  ٚDNMT b ٚثٝ وٕهٞبی ّٞؾتبیٗ  زر ٌب 

  .ثٛز PCR-SSCPتىٙیه 
 

 َا مًاد ي ريغ
 َای خًن تُیٍ ومًوٍ

 ای ٌّٝ زر رأط ٌبٚ ّٞؾتبیٗ 60 تؼساززر ایٗ تحمیك،      
فٙؼتی ٍٟ٘ساری  یعیغتٓ پزٚرؽ ثبوٝ  زر اعتبٖ وزٔبٖٚالغ 

فٛرت ثٝ ذٍٛ٘یزی .، ٔٛرز ٔغبِؼٝ لزار ٌزفتٙسؽس٘س ٔی
ا٘ؼمبز حبٚی ٔبزٜ ضس ٞبی اس ٚریس ٌززٖ زر ِِٛٝ تقبزفی
EDTA زاذُ عزیؼبً ٌذاری ٞب پظ اس ؽٕبرٜ . ٕ٘ٛ٘ٝا٘دبْ ؽس 

فزیشر ثب ظزف حبٚی ید فزاٚاٖ لزار ٌزفتٙس ٚ ٔغتمیٕبً ثٝ 
 ٌزاز ٔٙتمُ ؽس٘س. عب٘تیخٝ زر -20زٔبی 

 DNAاظتخراج 
وّزٚفزْ تٛعظ رٚػ فُٙاس ذٖٛ وبُٔ  DNA اعترزاج     

. ویفیت ا٘دبْ ؽس (32) ؽزیؼت ٚ ٕٞىبرأٖؾبثٝ رٚػ 
تٛعظ رٚػ اِىتزٚفٛرس ثز رٚی صَ آٌبرس  DNA ٞبی ٕ٘ٛ٘ٝ

 % ٔٛرز ارسیبثی لزار ٌزفت. 1
 َا عراحی آغازگر

   Primer Premierافشاراعتفبزٜ اس ٘زْآغبسٌزٞب ثب   تٛاِی     
اس  Ncbi Blastٚعیّٝ عبیت ٚ ثٝ (1)خسَٚ  عزاحی 6٘غرٝ 
ٞب اعٕیٙبٖ حبفُ ؽس ٚ  ؽسٖ آغبسٌزثٛزٖ ٔحُ خفتیىغبٖ

 .ؽس٘س ارعبَ تٟزاٖ ؽزوت پیؾٍبْ ٔٙظٛر عٙتش ثٝثٝ

 
        DNMTsٞبی  ؽسٜ ثزای تىثیز ٘ٛاحی ٞسف زر صٖٞبی عزاحی پزایٕز -1خسَٚ 

Table  . Designed primers for amplification of target region in the DNMTs genes  
 ٘بْ صٖ ی رفت ٚ ثزٌؾتٞب تٛاِی آغبسٌز تؼساز خفت ثبس تىثیز ؽسٜ وس پیٍیزی زر ثب٘ه صٖ

NM_            bp F: ׳-CCACGGTGTTCACAGAGGACTG- ׳ 
R:  ׳-CGCACAGCATCTCCACATCTCC- ׳ DNMT-  

AC_            bp ׳-TCTGGTGAGAGGAACGGTAGGA- ׳F:  
R: ׳-GACTTTGGAAGCAGGACCTTGAC- ׳ DNMT- a 

AC_            bp F:  ׳-CACAGAGGAGGTTCCAAGAGAT- ׳ 
R: ׳-ATTCAGGTCATTATCAGGCACTG- ׳ DNMT- b 

 
 (PCRای پلیمراز ) مراحل مختلف ياکىػ زودیرٌ

ؽسٜ زر عبسی ٞبی ثٟیٙٝ ٔغبثك ثب پزٚتىُ PCRٚاوٙؼ      
ٔیىزِٚیتز  12ثٝ ایٗ فٛرت وٝ  ؛ٔیىزِٚیتز 25حدٓ ٟ٘بیی 

Master Mix ،1 2، )رفت ٚ ثزٌؾت( ٔیىزِٚیتز اس ٞز پزایٕز 
ٔیىزِٚیتز آة زٚثبر تمغیز زر زعتٍبٜ  DNA  ٚ9ٔیىزِٚیتز 

 .ؽسآٔزیىب ا٘دبْ عبذت تزٔٛعبیىّز ٔسَ اپٙسرف 
ٔٙظٛر تىثیز ٘ٛاحی ٔٛرز ٘ظز ثٝ PCRؽزایظ زٔبیی      

زلیمٝ ثب  5ٔست  ثزایعبسی اِٚیٝ  ؽبُٔ یه ٔزحّٝ ٚاعزؽت
 45چزذٝ ؽبُٔ عٝ ٔزحّٝ: ٔست سٔبٖ  C90  ٚ38°زٔبی 

ثب٘یٝ  45ٔست ثٝ C60°)]، زٔبی اتقبَ C94°ثب٘یٝ ثب زٔبی 
ٚ  DNMT- aٞبی  ثزای صٖ DNMT- ( ،)°C63ثزای صٖ 

DNMT- b ٝثب٘یٝ ثب  45ٚ ٔست سٔبٖ  [ثب٘یٝ( 45ٔست ث
 15ٔست ثٝ C72°ٚ یه چزذٝ ثغظ ٟ٘بیی  C 72°زٔبی 

 .ؽسزلیمٝ اػٕبَ 
 
 

َای مىفرد  ؼکلی ظاختار فضایی رؼتٍ چىذ آزمًن
(SSCP) 
ثٝ  PCRٔحقٛلات  ؽٙبعبئی تٙٛع ص٘تیىی،ٔٙظٛر ثٝ     

ثز  (،SSCPٞبی ٔٙفزز ) وٕه رٚػ چٙسؽىّی فضبیی رؽتٝ
ارسیبثی ؽس٘س  یبفتٝ ثب ا٘سوی تغییزاتٞبی تٛعؼٝاعبط پزٚتىُ

 10ثب  PCRٔیىزِٚیتز اس ٔحقَٛ  6، ثزای ایٗ ٔٙظٛر(. 1)
ثزای  ٔرّٛط ؽس ٚ SSCP ٔرقٛؿ ٔیىزِٚیتز ثبفز ثبرٌذاری

 C95°زلیمٝ زر زعتٍبٜ تزٔٛعبیىّز ثب زٔبی  5ٔست 
زیٗ زر وٕت ؽسٜٞبی ٚاعزؽت ٕ٘ٛ٘ٝعبسی ؽس٘س.  ٚاعزؽت

تب اس ثٝ ٞٓ چغجیسٖ  ا٘تمبَ یبفتٙسید  رٚیسٔبٖ ٕٔىٗ 
عبسی  ٔٙظٛر ٕ٘بیبٖػُٕ آیس. ثٝٞبی ٔىُٕ ٕٔب٘ؼت ثٝ رؽتٝ

 10آٔیس آوزیُاِىتزٚفٛرس ػٕٛزی ٚ صَ پّی تب٘هٞب اس  ص٘ٛتیپ
 ِٚت  180 صٞب ثب ِٚتب ٕ٘ٛ٘ٝعپظ اِىتزٚفٛرس زرفس اعتفبزٜ ؽس. 
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زر ٟ٘بیت . ٌزفتا٘دبْ  C4°عبػت زر زٔبی  6ٔست ثٝ
رٚػ ٞبی ثب٘سی ثٝ آٔیشی صَ خٟت ٔؾبٞسٜ اٍِٛ رً٘

 ٌذاری ٚ ظٟٛر زر عٝ ٔزحّٝ تثجیت، ِىٝتزتیت ثٝ ٘مزٜ٘یتزات
 .(1) ا٘دبْ ؽس

 
 

 وتایح ي بحث
 DNAَای  اظتخراج ومًوٍ حاصل از وتایح

زْ ٔٙدز ثٝ وّزٚفثب رٚػ فُٙ DNA ٞبی ٕ٘ٛ٘ٝ اعترزاج     
 فٛرت ؽس وٝ ثٝص٘ٛٔی  DNAحقَٛ ٔمبزیز ثبلایی اس 

 .(1)ؽىُ  اذتقبفی ثٛز٘سغیزثب٘س ٚ ثسٖٚ ٞزٌٛ٘ٝ تىثیز ته
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 رٚی صَ آٌبرس یه زرفسٌبٚ ّٞؾتبیٗ  ٕ٘ٛ٘ٝ ذٖٛ اس ؽسٜٞبی اعترزاج DNAویفیت  -1ؽىُ 
Figure  . Quality of extracted DNA from blood samples of Holstein cow on 

 a    agarose gel 
 

 (PCR) مراز ای پلی ياکىػ زودیرٌ حاصل از وتایح
تىثیز لغؼٝ  ،PCRعبسی ؽزایظ ٚاوٙؼ  پظ اس ثٟیٙٝ     
ثبسی اس  خفت 176لغؼٝ  ، -DNMTثبسی اس صٖ  خفت 114
ثبسی ٔزثٛط ثٝ خفت 207( ٚ لغؼٝ 2)ؽىُ  DNMT- aصٖ 

ای  ٚعیّٝ ٚاوٙؼ س٘دیزٜ( ث3ٝ)ؽىُ  DNMT- bصٖ 

ٞبی اذتقبفی ثسٖٚ  ( ٚ ثب اعتفبزٜ اس آغبسٌزPCRٔزاس ) پّی
٘ؾبٍ٘ز ٚسٖ ِٔٛىِٛی  اذتقبفی ا٘دبْ ٌزفت.غیزتىثیز ثب٘س 

فحت تىثیز لغؼبت  PCRؽسٜ زر وٙبر ٔحقٛلات اعتفبزٜ
 ٔٛرز ٘ظز را تأییس وزز.

M             
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
  
 
 
 
 

 
 

( 8تب  5ٞبی ؽٕبرٜ  )لایٗ DNMT- aٚ ( 4تب  1ٞبی ؽٕبرٜ  )لایٗ  -DNMT ٞبی ثزای صٖ PCR٘مٛػ اِىتزٚفٛرسی ٔحقٛلات  -2ؽىُ 
 ٌبرسآرٚی صَ 

DNMT a (lanes  - ) genes      Figure  . Agarose electrophoresis patterns of PCR-amplified fragments of DNMT-  

(lanes  – )  
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 ثز رٚی صَ آٌبرس DNMT- bصٖ  ثزای PCR تٔحقٛلا٘مٛػ اِىتزٚفٛرسی  -3ؽىُ 
Figure   . Agarose electrophoresis patterns of PCR-amplified fragments 

 of DNMT b gene 

  SSCPتؼییه شوًتیپ با ريغ  حاصل از وتایح

خٟت  SSCPپظ اس تىثیز لغؼبت ٔٛرز ٘ظز، اس رٚػ      
ثزرعی ٞب اعتفبزٜ ؽس. ٘تبیح حبفُ اس  تؼییٗ ص٘ٛتیپ ٕ٘ٛ٘ٝ

صٖ  4، ایٙتزٖٚ  DNMTصٖ  33زر  اٌشٖٚ  ٚخٛز چٙسؽىّی
DNMT a   ٖٚصٖ  3ٚ ایٙتزDNMT b ْٚخٛز حبوی اس ػس

ؽىّی زر ٘ٛاحی ص٘ی ٔٛرز ثزرعی زر  خٕیؼت ٌبٚ چٙس
ثغٛریىٝ ثزای  ؛ّٞؾتبیٗ ٔٛرز ارسیبثی زر ایٗ ٔغبِؼٝ زاؽت

 ٔؾبثٟی ثب٘سیٞبی  اٍِٛٞبی ٔٛرز ثزرعی ٞز یه اس خبیٍبٜ
  .(6 ٚ 5، 4ٞبی )ؽىُ ؽٙبعبئی ؽس

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

  -DNMTصٖ  33٘بحیٝ اٌشٖٚ  ثزایزرفس  10آٔیس آوزیُؽسٜ ثز رٚی صَ پّیٕ٘بیبٖ PCR-SSCPؽىُ اٍِٛٞبی یه -4ؽىُ 
Figure  . Monomorphic PCR-SSCP pattern of the exon    region of the DNMT  gene on the     

 polyacrylamide gel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 DNMT- aصٖ  4٘بحیٝ ایٙتزٖٚ  زرفس ثزای 10آٔیس آوزیُؽسٜ ثز رٚی صَ پّیٕ٘بیبٖ PCR-SSCPؽىُ اٍِٛٞبی یه -5ؽىُ 
Figure  . Monomorphic PCR-SSCP pattern of the intron   region of the DNMT a gene on the     

 polyacrylamide gel 
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 DNMT- bصٖ  3٘بحیٝ ایٙتزٖٚ  زرفس ثزای 10آٔیس آوزیُؽسٜ ثز رٚی صَ پّیٕ٘بیبٖ PCR-SSCPؽىُ اٍِٛٞبی یه -6ؽىُ 
Figure  . Monomorphic PCR-SSCP pattern of the introns   region of the DNMT b gene on the     

 polyacrylamide gel 
 

تفبٚت ثٝ  تٛاٖ ٔی احتٕبِی ثزای تٛخیٝ ایٗ ٘تبیح اس زلایُ     
 زر ایٗ ٔغبِؼٝ رٚػ ٔٛرز اعتفبزٜ ثزای ؽٙبعبئی خٟؼ

(PCR-SSCP) ٖػٕستبً تؼییٗ  ٚ ٔغبِؼبت عبیز ٔحممب(
اثزات  یب ٚ خٕؼیت ٔٛرز ثزرعیا٘ساسٜ ثٛزٖ وٛچه ،تٛاِی(

 ٞب(افلاحی )وٙتزَ آٔیشػٞبی اعتزاتضیاحتٕبِی ٔزتجظ ثب 
. زر ایٗ راثغٝ ٘ؾبٖ زازٜ اؽبرٜ وزز ٔٛرز اعتفبزٜ زر ٌّٝ ٔشثٛر

 ٞبی افلاحی اعتزاتضی ثزذی اس  ثىبرٌیزی ؽسٜ اعت وٝ
ثیٗ افزاز  ٛیؾبٚ٘سیذ رٚاثظعغح ثٝ افشایؼ ٔٙدز  تٛا٘س ٔی

زر عغح  )را٘ؼ ص٘ی( ٞبتثجیت ثزذی صٖ٘یش ٌبٞبً ٚ  خبٔؼٝ
 زر تٙٛع ٚخٛزػسْ ثز ٔؤثز ػٛأُ زیٍز اس. (22) ؽٛزخبٔؼٝ 
ٔقٙٛػی ٚ یب  ا٘تربة اثز ثٝ تٛاٖ ٔی ثزرعی ٔٛرز ٞبیخبیٍبٜ
 اؽبرٜ ثزرعی ٔٛرز ٞبیخبیٍبٜ زر خٟؼ ٚلٛع ػّیٝ ثز عجیؼی

 ٚلٛع احتٕبَ ثبیغتٔی ٞبفزضیٝ ایٗ یستبی ثزای چٙس ٞز وزز،
 ا٘ساسٜ ثب ٞبیی خٕؼیت ٘یش ٚ ٘ضازٞب عبیز زر ٔشثٛر ٞبی خٟؼ
ثز ایٗ، زر تحمیك حبضز اس ػلاٜٚ. ؽٛز ثزرعی ٘یش ثشري

زلت ثبلا زر ثربعز  SSCPرٚػ  اعتفبزٜ ؽس. SSCPتىٙیه 
٘غجت ثٝ عبیز  ثٛزٖٚ ٘یش ارساٖ ٞبی ٘بؽٙبذتٝ خٟؼ یـتؾر
ثبؽس  ٔی یلایٔغّٛثیت ثبزارای  ی ؽٙبعبئی خٟؼٞب رٚػ

ٌشارػ وزز٘س وٝ لبثّیت  ٗ ٚخٛز ٔحممبٖیثب ا .(33،21،17)
ثزای  SSCPثب اعتفبزٜ اس رٚػ  ٘بؽٙبذتٝ ٞبی ؽٙبعبیی خٟؼ

 زرفس 80 تز اسثبس، ثبلا خفت 300لغؼبت ثب عَٛ وٕتز اس 
  .(21،17) ثبؽس ٔی
ٞبی ذب٘ٛازٜ  ذقٛؿ ٚخٛز تٙٛع ص٘تیىی زر صٖزر      

DNMTs  احتٕبِی آٟ٘ب ثز ػّٕىزز حیٛا٘بت اّٞیتأثیز ٚ ٘یش 
ثغٛریىٝ ػٕسٜ  ؛ارائٝ ؽسٜ اعتٌشارؽبت ا٘سوی حیٛا٘بت اّٞی 

 زر ص٘تیىی زر ذقٛؿ تبثیز تٙٛع ؽسٜارائٝ تحمیمبت ٘تبیح
 ٞبی ا٘غب٘ی تٕزوش زار٘س. ثز ٔسَ DNMTs ذب٘ٛازٜ ٞبی صٖ
 ٘ٛوّئٛتیسی ته ٞبی چٙسؽىّیارتجبط ارسیبثی ، عٛر ذبؿثٝ

لاؽٝ زر ٌبٚ ففبت ثب ویفیت ٌٛؽت ٚ  DNMT b  صٖ
ثب اعتفبزٜ اس ٘ؾبٍ٘ز  Snow Dragon٘ضاز  چیٙی ٌٛؽتی

PCR-RFLP ٔٙدز ثٝ ؽٙبعبئی عٝ ص٘ٛتیپ CC ،CT  ٚTT 
(، C        T) 6  ؽىّی ٚالغ زر ایٙتزٖٚ ؽٕبرٜچٙس ثزای

ؽىّی ٚالغ زر  چٙسثزای  GG ،AG  ٚAAعٝ ص٘ٛتیپ 
، AAعٝ ٘ٛع ص٘ٛتیپ ، (G        A) 5ایٙتزٖٚ ؽٕبرٜ 

AG ،GG 13 ایٙتزٖٚ ؽٕبرٜ ؽىّی ٚالغ زرچٙس ثزای 
(A        G) ٞبی  چٙسؽىّیوٝ ثغٛری ؛ؽس 

ٚ اس خّٕٝ رً٘  ففبت لاؽٝثب ؽسٜ ؽٙبعبئی٘ٛوّئٛتیسی ته
ضربٔت ٚ  ، ثبسزٜ لاؽٝٞب ٚضؼیت ز٘سٜ، ٌٛؽتٔیشاٖ چزثی 

ارسیبثی  ثغٛر ٔؾبثٝ .(25)چزثی پؾت ثسٖ زر ارتجبط ثٛز٘س 
٘ضاز ٌبٚ  14زر  DNMTsٞبی ذب٘ٛازٜ تٙٛع ص٘تیىی زر صٖ

ؽسٜ ثب ٞبی ؽٙبعبئی خٟؼ ثزذی اسزار  ارتجبط ٔؼٙی ثز زلاِت
ؽسٜ خٟؼ ؽٙبعبئی 10ٔیبٖ اس  ثغٛریىٝ؛ ففبت لاؽٝ زاؽت

  DNMTصٖ  17ٞبی ٚالغ زر اٌشٖٚ ؽٕبرٜ  خٟؼ تٟٙب
(        A>G)، ٖٚصٖ  11 ؽٕبرٜ خٟؼ ٚالغ زر ایٙتز

a DNMT  A>G)        ( ٚ ایٙتزٖٚ خٟؼ ٚالغ زر 
ثب ثزذی اس  DNMT b (        C>T)صٖ  10 ؽٕبرٜ

٘تبیح  ثؼلاٜٚ .(26) زاری زاؽتٙس لاؽٝ ارتجبط ٔؼٙیففبت 
 ٔحممبٖ زلاِت ثز ارتجبط ثیٗ اٍِٛی ثیبٖ عبیز تحمیمبت 

ثب ففبت التقبزی ٚ ٘یش ففبت  DNMT a/ b ٞبی صٖ
 (.14لاؽٝ زر ٌبٚ ٌٛؽتی زار٘س )

 ٞبیصٖ اػضبی ٞبی چٙسؽىّی ارتجبط تبوٖٙٛ اٌزچٝ     
 ٞبیٔسَ زر رؽس ففبت ٚ تِٛس ٚسٖ ثب DNMTs ذب٘ٛازٜ
٘تبیح ٔغبِؼبت  أب اعت؛ ٘ؾسٜ ارائٝ ٌشارؽی حیٛا٘ی

 ٞبی اذیز زلاِت ثز إٞیت تٛارث فزا پضٚٞؾٍزاٖ زر عبَ
ای اس  ص٘تیىی زر وٙتزَ عیف ٌغتززٜ ٘غّی اٍِٛٞبی اپی

 ٞبی آتی زارز ٘غُ زر زر حیٛا٘بت اّٞی التقبزی ففبت
ذب٘ٛازٜ ٞبی  ٘مؼ صٖثغٛر ذبؿ . زر ایٗ راثغٝ (35،12)

DNMTs َٞبی ٔرتّف حیٛا٘ی ثٝ اثجبت رعیسٜ اعت زر ٔس 
ٌیزی  ٞب زر ؽىُ . ثؼلاٜٚ إٞیت وّیسی ایٗ صٖ(35،24،14)

، وٝ ٘مؾی وّیسی زر وٙتزَ فزآیٙس اٍِٛٞبی ایٕپزیٙت ص٘ٛٔی
ٚ ٔب٘ی  زٚراٖ خٙیٙی، وٙتزَ ٚسٖ تِٛس، لبثّیت س٘سٜتىٛیٗ زر 

ٞبی ٔرتّف ا٘غبٖ ٚ حیٛاٖ  زر ٔسَ زارز، سائی ٚلٛع عرت٘یش 
زر ایٗ راثغٝ ٘تبیح  .(35،24،16،7،2) ثٝ اثجبت رعیسٜ اعت

ای اس ٔغبِؼبت زلاِت ثز ارتجبط ثیٗ تغییز اٍِٛی ٌغتززٜعیف 
ٞبی ثب ٔیشاٖ ٔتیلاعیٖٛ صٖ DNMTsٞبی ذب٘ٛازٜ ثیبٖ صٖ
 ثز ٞبی ٔٛثز زر رؽس ٚ تىٛیٗ زر زٚراٖ خٙیٙی()صٖ ایٕپزیٙت

 (.35،24،16زارز ) (پلاعٙتب)خفت تىٛیٗ ٚ ػّٕىزز 
 ؽسٜ ٔزتجظ ثب ارائٝٞبی  ٔحسٚزیت یبفتٝ٘ظز اس فزف     

 ٔغبِؼبت اسای  ٌغتززٜٞبی حیٛا٘ی؛ ٘تبیح عیف ٔسَ
زار ثیٗ  ارتجبط ٔؼٙیٚخٛز زلاِت ثز  اپیسٔیِٛٛصیىی

احتٕبَ ثب  DNMTs ذب٘ٛازٜ ٞبیصٖٞبی ٔٛخٛز زر  چٙسؽىّی
زار٘س. زر ایٗ راثغٝ ٘تبیح  ٞبای اس ثیٕبری ٚلٛع عیف ٌغتززٜ
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 ٚاثغتٝ ثٝ عٗ ثیٗ زار یه ٔغبِؼٝ حبوی اس ٚخٛز ارتجبط ٔؼٙی
--DNMT b (C     T (-   C صٖ ٚالغ زر ؽىّی چٙس

>T))  ٞبی  عزعبٖا٘ٛاع  ) وبرعیْٙٛ عز ٚ ٌززٖٔیشاٖ ٚلٛع ثب
 زاؽت ٔب٘ی ثیٕبر س٘سٜ لبثّیت ٔیشاٖ ٚ ٘یش ٘بحیٝ عز ٚ ٌززٖ(

خٟؼ زر  زار ٔؼٙی أثیز٘تبیح ٔغبِؼبت حبوی اس تٕٞچٙیٗ . (9)
 ز افشایؼ ٔیشاٖثDNMT b  صٖ (G>T    )پزٚٔٛتز ٘بحیٝ 

احتٕبَ ٚلٛع  زاؽت، ثغٛریىٝ ذغز اثتلا ثٝ عزعبٖ ٔزی
 حبُٔ زر ٔمبیغٝ ثب افزاز Gافزاز حبُٔ آُِ عزعبٖ ٔزی زر 

 ٕٞچٙیٗ٘تبیح تحمیمبت پضٚٞؾٍزاٖ  .(10) ثبلاتز ثٛز Tآُِ 
احتٕبَ ٚلٛع عزعبٖ  زار ثیٗ حبوی اس ٚخٛز ارتجبط ٔؼٙی

 چٙسؽىّی ٚالغ زر عزعبٖ رٚزٜ ثشري( ثب) وِٛٛروتبَ
زاؽت،  DNMT b (       G     T; rs) پزٚٔٛتٛر صٖ

زر  TT ص٘ٛتیپزر افزاز زارای  اثتلا ثٝ عزعبٖ ٘زخثغٛریىٝ 
 ثٛززاری ثبلاتز  ثغٛر ٔؼٙی  GT ٚGG ٞبی ٔمبیغٝ ثب ص٘ٛتیپ

(5).  
ثیٗ  ٕٞچٙیٗ حبوی اس ارتجبط ٘تبیح تحمیمبت پضٚٞؾٍزاٖ     

ٞبی اػضبی ٞبی ؽٙبعبئی ؽسٜ زر صٖ چٙسؽىّیفمظ یىی اس 
؛ اثتلا ثٝ ثیٕبری ٘مزط زارز ؽب٘ظ ثب DNMTsذب٘ٛازٜ 

وٙٙسٜ ّی ؽٙبعبئی ؽسٜ ٚالغ زر ٘بحیٝ وسؽىچٙسثغٛریىٝ تٟٙب 
ثیٕبری ٘مزط احتٕبَ ٚلٛع ثب  DNMT  (rs       ) صٖ

 زر ٚالغ ؽسٜؽٙبعبئیٞبی  ؽىّیچٙسزر ٔمبثُ ، زاؽتط برتجا
ٚ  DNMT a (rs       )ٞبی  صٖ وٙٙسٜ ٘ٛاحی غیزوس

DNMT b ( rs       )  رٚی ؽب٘ظ اثتلا افزاز ثٝ تأثیزی
 ٔغبِؼبت ٘تبیح ػلاٜٚ ثز ایٗ اٌزچٝ (. 38) ٘مزط ٘ساؽت

 زار ثیٗ چٙسؽىّی ٚالغ زر ارتجبط ٔؼٙی حبوی اس پضٚٞؾٍزاٖ
اثتلا ثٝ ٘زخ ب ثDNMT  (rs         )صٖ  وٙٙسٜ٘بحیٝ وس

، (4) زاؽت (ٔٙیٔبیغ  وٕجٛز اعپزٔبتٛسٚئیس زر) اِیٍٛاعپزٔی
ٞبی  خٟؼ زاری ثیٗ ٌٛ٘ٝ ارتجبط ٔؼٙیٞیچ أب زر ٔمبثُ

، Ile   Val) ،ایٗ صٖ٘ٛاحی ٔرتّف  ؽسٜ زرؽٙبعبئی
Ala   Gly ،His  Arg)  ٚعزعبٖ احتٕبَ ٚلٛع 

 ٔؾبٞسٜ ٘ؾس (sporadic colorectal cancer) وِٛٛروتبَ
ؽسٜ ثز ا٘دبْٞبی زیٍز  پضٚٞؼ٘تبیح ثزذی اس  زر ٔمبثُ .(20)

 DNMTs ذب٘ٛازٜ ٞبی صٖٚلٛع خٟؼ زر تأثیز ارسیبثی  رٚی
ٔٙدز ثٝ ؽٙبعبئی چٙسیٗ خٟؼ زر ثز احتٕبَ ٚلٛع ثیٕبری، 

ٞب )ایٙتزٖٚ( ایٗ صٖ وٙٙسٜوسغیز ٘یش )اٌشٖٚ( ٚ وٙٙسٜوس ٘ٛاحی

(rs        ،rs        ،rs        ) ،وٝ ثب  ؽس
 وِٛٛروتبَ ٔزتجظ ثٛزیب احتٕبَ ٚلٛع عزعبٖ عیٙٝ ٚ 

 اس حبوی ٔحممبٖ تحمیمبت ٘تبیحٕٞچٙیٗ (. 37،36)
 ٔٛلؼیت زر خٟؼ زارای افزاز ٞٛؽی ضزیت ثبلاتزثٛزٖ

     C>T (rs       ) وٙٙسٜوس صٖ زر DNMT L زر 
 ص٘تیىی تٙٛع ثیٗ ارتجبعی ٞزچٙس زاؽت؛ افزاز عبیز ثب ٔمبیغٝ
 ,DNMT , DNMT a ٞبیصٖ زر ؽسٜ ٔؾبٞسٜ

DNMT b ٚ ٘ؾس  ٔؾبٞسٜ ثزرعی ٔٛرز افزاز ٞٛؽی ضزیت
(15.) 

 ثزای آٔسٜزعتثٝ ثب٘سی اٍِٛٞبی تٕبٔی تحمیك ایٗ زر     
 ٚ DNMT ، DNMT a ٞبی صٖ ؽسٜارسیبثی ٞبیخبیٍبٜ

DNMT b، ثغتٝ ثٝ  ثزرعی، ٔٛرز ّٞؾتبیٗ ٌبٚ خٕؼیت زر
 ؽىُ ته ثب٘سی اٍِٛی زارای ارسیبثیخبیٍبٜ ٔٛرز 

 احتٕبلاٌ ٔغبِؼٝ ٔٛرز ٞبی خبیٍبٜ ِذا ثٛز٘س؛( ٔٛ٘ٛٔٛرف)
 اس ٞیچىساْ ارسیبثی ثزای ٔٙبعت ٘ؾبٍ٘ز ػٙٛاٖثٝ تٛا٘ٙس ٕ٘ی

 .ٌیز٘س لزار اعتفبزٜ ٔٛرز ّٞؾتبیٗ ٌبٚ زر ٔغبِؼٝ ٔٛرز ففبت
زلایّی تٛاٖ ثٝ ٔی وٙٙسٜ ایٗ ٘تبیح تٛخیٝاحتٕبِی اس زلایُ 

 تىٙیه ٘غجی ٘بوبرآٔسی، ص٘ی را٘ؼپسیسٜ  اثزات ٕٞچٖٛ
PCR-SSCP ا٘ساسٜ ثٛزٖ وٛچه ٞب، خٟؼ ؽٙبعبئی زر

 ثز عجیؼی یب ٚ ٔقٙٛػی ا٘تربة تأثیز یبٚ  ٔٛرز ثزرعی خٕؼیت
. اس اؽبرٜ ٕ٘ٛز ٞبی ٔٛرز ثزرعیخبیٍبٜ زر خٟؼ ٚلٛع ػّیٝ

 ٞب زر وٙتزَ تٕبیشصٖ ثب تٛخٝ ثٝ ٘مؼ وّیسی ایٗ ،عزف زیٍز
ٞب ٚ ٘یش وٙتزَ فزآیٙس تىٛیٗ ٔیشاٖ ثیبٖ صٖ عِّٛی، وٙتزَ

حتی رؽس ٚ ٕ٘ٛ زر زٚراٖ پظ ٚ خٙیٗ زر زٚراٖ لجُ اس تِٛس 
ٚ ٘یش ؽٙبعبیی  راثغٝ ثبزر  ثب تٛخٝ ثٝ تحمیمبت ا٘سن ٚ ؛اس تِٛس

ففبت  ٚ DNMTs ذب٘ٛازٜ ٞبی صٖزر  تٙٛع ص٘تیىیارتجبط 
ؽٛز ٔغبِؼبت  پیؾٟٙبز ٔی ،اّٞی زر حیٛا٘بتٟٔٓ التقبزی 

 ٞبی خٕؼیت زراِذوز ٞبی فٛق٘ٛاحی صٖرٚی عبیز ثز ثیؾتز 
 .فٛرت پذیزز ٞب ٚ زیٍز ٘ضاز تز ثشري

 
 ي قذرداوی تؽکر

  ساثُ زا٘ؾٍبٜ ٔبِی حٕبیت ثب تحمیك ایٗ     
(UOZ-GR-    -  ) ْاعت ؽسٜ ا٘دب. 
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Abstract 
     Due to their roles in regulating embryonic growth and development  members of DNA 
Methyltransferases (DNMTs) family have been shown to play fundamental parts in  embryonic 
fertilization to postnatal life; through regulating the establishment and/or maintenance of 
specific epigenetic marks. The present study was conducted to identify potential reported 
mutations within the exon    of DNMT- , introns   of DNMT- a and introns   DNMT- a 
genes and their relationship with birth weight in Iranian Holstein cows. A total of 
   blood samples from Holstein dairy cattle with records of weight from birth to adult age were 
randomly collected from industrial dairy cattle farm located in Kerman province. Genomic 
DNA samples was extracted using Phenol-Chloroform method and target sequence was 
amplified with PCR using specific primers. Polymerase chain reaction-
single stranded conformational polymorphism (PCR-SSCP) and silver nitrate staining methods 
was used for screening potential mutation in target sequences. According to results of this study, 
in all cases, no mutation in target sequence were identified as all samples had the same specific 
SSCP pattern with respect to their size. The lack of polymorphism may imply that these region 
may be attributable to a relative inefficiency of PCR-SSCP for mutation detection, small sample 
size, stochastic effects of genetic drift and/or conserved nature of these genes due to either 
natural or artificial selection. According to the results of this study, analyzed sequence may not 
be informative as molecular marker for birth weight in Holstein cattle.  
 
 
Keyword: DNMTs, Genetic Variation, Iranian Holstein Cattles, PCR-SSCP 
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