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گوسفندان آمیخته در هاي کاندید بر چند قلوزایی ژنازبررسی اثر چند شکلی برخی
حاصل از تلاقی نژادهاي شال ایرانی و رومانوف روسی
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، عضو هیات علمی دانشگاه گنبدکاووس،ساريعلوم کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه ،دکتريدانشجوي-1
)ali.khanahmadi@gmail.com: نویسنده مسوول(

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري و دانشجوي دکتري،دانشیار،استاد-5و 2،3
آزمایشگاه ژنتیک مولکولی گروه علوم دامی دانشگاه گنیدکاووسکارشناس ارشد -4

20/10/93: تاریخ پذیرش21/1/93:تاریخ دریافت

چکیده
-BMPRو) G1وG8وایانتFecxB( ،GDF9)وFecxGواریانت (BMP15هاي آللی ژناین تحقیق به منظور بررسی چند شکلی

IB)FecB (نمونه خون از گله موجود در سطح شهرستان گنبد 79براي این منظور . هاي شال و رومانف انجام شددر آمیخته
153و141با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی قطعات . به روش بهینه یافته نمکی انجام شدDNAآوري و استخراج کاووس جمع

جفت بازي 139و 462قطعات FecXBو FecXGهايترتیب براي شناسایی جهشبهBMP15ژن 2جفت بازي از اگزون 
براي BMPR-IBجفت بازي از ژن 190و یک قطعه G8وG1هايبراي شناسایی واریانتGDF9ژن2و 1هاي ترتیب از اگزونبه

وجود جهش PCRنتایج حاصل از هضم محصولات. اي پلیمراز تکثیر شدندبا استفاده از واکنش زنجیرهFecBشناسایی جهش 
شاهده شد، چندشکلی مGDF9جایگاه 1که در اگزون در حالی.را تایًید نکردGDF9ژن 2و اگزون BMP15،BMPR-IBدرجایگاه 

.برآورد شد11/0ژنوتیپ هتروزایگوت در این جمعیت به مقدار فراوانی و 

، دو قلوزاییGDF9 ،BMP15،BMPR-IBگوسفند آمیخته شال و رومانف، :هاي کلیديواژه

مقدمه
ت و ترین صفت اقتصادي در گوسفند استولید مثل مهم

امروزه. اي برخوردار استاصلاح این صفت از اهمیت ویژه
طوربهکه مطالعات ژنتیکی در گوسفند مشخص نموده است 

کنترل تواند میی یزاگذاري و تعداد برهمیزان تخمکژنتیکی،
). 6،9(شود

هـاي قابـل تـوجهی بـراي     کنون، فعالیـت تا1980از سال 
ی لـوزای هاي عمده مرتبط با چنـد ق شناسائی و به کارگیري ژن

هاي بزرگ اثر قابلیت افـزایش  ژن،استدر گوسفند  نشان داده
. )10(هاي گوسفند دارنـد مثلی گلهبر عملکرد تولیديدارمعنی

هـا در  راهی براي اسـتفاده از ایـن ژن  DNAمطالعه در سطح 
باروري بـالا  افزایشآمد براي پروري و یک ابزار کارصنعت دام

بسـیاري از  ).9(د باش ـور ژنتیکـی در گوسـفند و بـز مـی    ط ـه ب
دهنـده  سـیگنال عوامـل هائی که در این فرآیند عمـل مولکول

ــد،  ــلولی را دارن ــزرگ  داخــل س ــانواده ب ــه خ ــق ب GF-βمتعل
).21(د باشنمی

GDF9ژنچند قلوزایی ثر بر ؤهاي مژنیکی از 
روي بوده و TGFβیکی ازاعضاي خانوادهاین ژن . باشدمی

حدود درن این ژ. استیابی شدهمکان5کروموزوم شماره 
شامل دو اگزون و یک دارد وطولکیلو باز5/2

ر این ژن حضو). 10،7،18(باشدمیيجفت باز1126اینترون
باشد و با ها در گوسفند ضروري میبراي رشد طبیعی فولیکول

هاي هاي گرانولوزا براي رشد وتمایز فولیکولاثر بر سلول
)18(هانراهان و همکاران). 6،27(تخمدانی ضروري است 
اي در این ژن را در گوسفند کمبریج وجود هشت جهش نقطه
، 1ها در اگزون یکی از این جهش. و بلکلیر شناسایی کردند

هاي بررسی. مشاهده شدند2در اگزون بقیهنترون و ییکی در ا
ها سبب تغییر جهش از این جهش3انجام  شده نشان داد 

شود ایجاد نمیآمینهنوکلئوتیدي شده ولی تغییري در اسید
)G2,G3وG5( .ها علاوه بر تغییر ین جهشابقیهدر

در بین .ه استآمینه نیز مشاهده شدنوکلئوتیدي تغییر در اسید
، )G8واریانت (FecGHهاي بررسی شده فقط جهش جهش

این جایگاه در .ه استگذار بر دوقلوزائی معرفی شدجهش تاثیر
هاي هتروزیگوت یشزیگوت نابارور و ممووهاي هیشمژنی 

اثر این ژن بر .باشندمیبالاییگذاريداراي نرخ تخمک
هبیشتر است بگذاري بر میزان تخمکBMP15خلاف 

گذاري را به میزان ه هریک کپی از این ژن تخمکاي کگونه
).6،7،18(دهددر نژادهاي کمبریج و بلکلر افزابش می4/1

،استمؤثرزایی ر چندقلوکه بTGF-βدیگر از خانواده ژن
xروي کرومــــــوزومایــــــن ژن .اســــــتBMP15ژن

همــه . باشــداگــزون مــی2اســت و شــامل یــابی شــدهمکــان
,FecXB, FecXG, FecXH(مربـوط بـه ایـن ژن   هايآلل

FecXL, FecXI(    دهنـد، بـه   فنوتیـپ مشـابهی را نشـان مـی
عقیم هسـتند و  یافتهجهشموزیگوت وهاي هنحوي که میش

ي بیشــتري نســبت بــه افــراد گــذارتخمــک،هــاوزایگــوتهتر
.)18،19(دهندموزیگوت تیپ وحشی نشان میوه

ثر اسـت، جهـش در   ؤزایی م ـدیگري که بر چند قلوجهش
ــروتئین  6بخشــی از کرومــوزم  ــده پ اســت  کــه شــامل گیرن

بـا تغییـر   کـه  باشـد  مـی FecBنام ه مورفوژنیک استخوان و ب
تغییـر امینـو  منجـر بـه  746قیعت باز در موGبهAنوکلئوتید

.)37(ودشمیگلوتامین به آرژنین اسید 

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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میـزان دوقلـوزایی درآن   هایی اسـت کـه  رومانوف از جمله نژاد
 ـ گزارش شده است و بالاست  ثیر أکه به لحاظ ژنتیکی تحـت ت
.)36(هاي ژنی است اي از جایگاهمجموعه

تاکنون گزارشـی در خصـوص بررسـی چنـد شـکلی ایـن       
مشاهده نشـده  هاي آنمیختهآو ها در گوسفند رومانفایگاهج

جــایی کــه ایــن نــژاد داراي چنــد قلــوزایی بــالا نآاز . اســت
بر چند قلـو زایـی   در این نژادهاژنین اممکن است ،باشدمی

.باشندمؤثر
بنــابراین هــدف از ایــن تحقیــق بررســی چندشــکلی     

ــؤثرGDF9و BMP15 ،BMPR IBهــاي نژ ــد م ــر چن ب
.بوده استزایی در آمیخته شال و رومانف قلو

هامواد و روش
از و رومانفآمیخته شالراس گوسفند 79در این تحقیق، 

شهرستان گنبد کـاووس مـورد بررسـی قـرار     اي در منطقه گله

صـفت چنـد قلـوزایی در    افزایش گريهدف از آمیخته. ندگرفت
طریق ورید وداج گرفتـه  ازهاي خوننمونه. باشدمیشالنژاد 
حـاوي مـاده ضـد انعقـاد    هـاي ونوجکـت   به لولهه، سپس شد

EDTAنتقــل و تــا زمــان اســتخراج    مDNAدر دمــاي
DNAبراي اسـتخراج  . گراد نگهداري شدنددرجه سانتی-20

.)29(استفاده شدبهینه یافته از روش نمکی 
متر با اسـتفاده از اسـپکتروفتو  DNAارزیابی کمی و کیفی 

.شدو الکتروفورز ژل آگارز انجام Biochromمدل 
ــه ــه   ب ــر دو قطع ــور تکثی ــازي  139و 462منظ ــت ب جف

جفـت  153، یـک قطعـه   GDF9ژن 2و1ترتیب از اگزون به
جفت بـازي  190و یک قطعه BMP15بازي از اگزون دو ژن 

ــد BMPR-IBاز ژن  ــتفاده ش ــاي اختصاصــی اس . از آغازگره
1هاي مـورد بررسـی در جـدول    ا و جایگاههمشخصات پرایمر

آنالیزهاي مربوطه به فراوانی ژنی و ژنوتیپی به .ارائه شده است
).39(انجام شد PopGene version 1.3افزار کمک نرم

ژنی تکثیر شدههايو ناحیهپرایمرها هايویژگی- 1جدول 
Table 1. Features primers and amplified gene region

رد ژن مو
مطالعه

ناحیه 
تکثیري

تغیرات آلل
بازي

موقعت باز 
در توالی

انزیم تغییرات اسید امینهتوالی آغازگرها
برشی

محصول 
PCR

DF9
'G(359)G1:F5'-GAAGACTGGTATGGGGAAATG-3به1G1Aاگزون 

G1:R5'-CCAATCTGCTCCTACACACCT-3'Arg (R)–His (H)HhaIbp462

C(788)به2G8Tاگزون 
B4:5'-
ATGGATGATGTTCTGCACCATGGTGTGAACCTGA-3'
B4:5'- CTTTAGTCAGCTGAAGTGGGACAAC-3

Ser(S)-PheDdel139bp

BMP15 2اگزونFecxBTبهG(1100)
B:5'--
GCCTTCCTGTGTCCCTTATAAGTATGTTCCCCTTA-3'
B:5'-TTCTTGGGAAACCTGAGCTAGC-3

Ser (S)–Ile (I)DdeI153bp

BMPR-IB

'C(718)5'-CACTGTCTTCTTGTTACTGTATTTCAATGAGAC-3به2FecxGTاگزون 
5'-GATGCAATACTGCCTGCTTG-3'Gln (Q)–STOPHinfI141bp

A(746)به 2FecBGاگزون 
Test F1:5’-CCAGAGGACAATAGCAAAGCAAA-3’
Test R1:5’  -
CAAGATGTTTTCATGCCTCATGAACACGGTC-3’

Gln (Q)–ArgAavII190bp

از نانوگرم 100ظور تکثیر قطعات مورد نظر، مقداربه من
DNAاستخراج شده به همراهPCR Master Kit) شرکت

شرکت (از هر یک  از آغازگرها میکرو مول 1، )سینا کلون
Bioneer ( میکرولیتر با استفاده 5/12و با حجم کل  واکنش

انجام و به شرح زیرBioradشرکت رلازدستگاه ترموسایک
:شد

و بـه  c˚94سیکل که در طی آن  واسرشت سازي در  35
دقیقـه و تکثیـر   1و به مدت c˚61دقیقه، دماي اتصال 1مدت

انجـــــام c˚72دمـــــاي دقیقـــــه و در1بـــــه مـــــدت 
ــد ــ. ش ــر،    ب ــورد نظ ــات م ــم قطع ــر از میکرو5راي هض لیت

میکرولیتر آنـزیم و بـافر مربوطـه   5محصول واکنش به همراه 
Fermentas) ،2شـرکت (هاي اختصاصی آنزیم واحد از 5/0(

ها، براي هریک از جایگاه) میکرولیتر آب9/2میکرولیتر بافر و 
c˚37ساعت در حمـام آب گـرم و دردمـاي    12تا 8به مدت  

درصد 5/2در ژل آگارز ،محصولات حاصل از هضم.تیمار شد
و سـپس بـا   دقیقـه الکتروفـورز  90و بـه مـدت   75و با ولتاژ 
.ندآمیزي شداتیدیوم بروماید رنگاستفاده از

بحثنتایج و
با اندازه باند GDF9ژن 1قطعه تکثیر شده از اگزون 

دست آمده از هانراهان و ه بودکه با نتایج بجفت باز 462
).19(همکاران مطابقت داشت

و مشاهده قطعات هضم PCRبا الکتروفورز محصولات 
از % 11کهطوريبه،شدید یأوقوع جهش در این جایگاه تشده

یافته جهشآللهاي تعیین ژنوتیپ شده داراي نمونه
.)1شکل(بودندهتروزیگوتصورتبه

- همچنین این جمعیت براي این جایگاه در تعادل هاردي
.واینبرگ نبود
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داراي ژنوتیپ هتروزیگوس 15و 1،6،12،13،14هاي نمونه- GDF9از جایگاه G1باندهاي مربوط به واریانت الگو هاي -1شکل 
.می باشند) جفت باز256،156،52(ها داراي ژنوتیپ وحشی و بقیه نمونه) جفت باز410،256،156،52(

Figure 1. Banding patterns from variants G1 of the GDF9 samples 14,13,12,6,1,and 15 have Heterozygous genotype
(52,156,256,410 bp) and others were Wild type (52,156,256 bp)

مربوط به PCRهضم محصولاتاز طرفی نتایج حاصل از
وقوع جهش در گر این بود بیانBMP15اگزون دو جایگاه 

و کلیه افراد براي ) 2شکل (وجود نداشتجایگاه مذکور 
).2جدول (فوق تک شکل و از تیپ وحشی بودند جایگاه

)جفت باز31و 122(وحشی ها داراي داراي ژنوتیپکلیه نمونه: BMP15از جایگاه B4باندهاي مربوط به واریانت -2شکل 
.باشندمی

Figure 2. Banding patterns from variants B4 of the BMP15, total samples are wild type (122 and 31 bp)

هاي شال و رومانفدر آمیختهBMPR-IBو GDF9 ،BMP15وانی ژنی وژنوتیپی فرا- 2جدول 
Table 2. Gene and genotype frequency of GDF9, BMP15 and BMPR-IB in cross breed

of Shall and Romanoff
وفور ژنوتیپیوفور آللیاگزونژن

GDF91
)06./M(
)94./N(

MM( 0% )
MN( 11/0 )
NN( 89/0 )

GDF92
)0%M(
)100%N(

MM(%0)
MN 0(% )

NN 100(% )

BMP15

)0%M(
)100%N(

MM(%0)
MN 0(% )

NN 100(% )

BMPR-IB
)0%M(
)100%N(

MM(%0)
MN 0(% )

NN 100(% )
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نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که جهش در باز 
که باعث جایگزینی BMPR-1Bژن 746موقعیت 

مطالعه شده در جمعیت،شودآمینه گلوتامین با آرژنین میاسید
ن جایگاه رخ نداده است و در نتیجه کلیه حیوانات براي ای

بهاین جایگاهاحتمالا بنابراین . اندژنوتیپ  نوع وحشی داشته
گذاري و دوقلوزائی در گوسفندان فوق لحاظ میزان تخمک

.اثیر استتبی
نژاد گوسفند با باروري 21هاي انجام گرفته روي بررسی

هاي هو و هان فقط نژاد،کشور جهان نشان داد13بالا از 
به طوري که همه . چینی داراي جهش ژن بورولا بودند
بوده و ژنوتیپ FecBگوسفندان نژاد هو حامل جهش ژن 

BBهر سه هاي گوسفند هانکه نمونهدر حالی.داشتند
به ژنوتیپ هموزیگوت مغلوب، هتروزیگوت و نوع وحشی را 

در . نشان دادند09/0و 58/0، 33/0هاي فراوانیترتیب با
ها تنها ژنوتیپ تیپ وحشی از این ژن مشاهده شدسایر نژاد

)8.(
هایی حاصل از بررسینتایج حاصل از این مطالعه با نتایج 

:براي مثالمطابقت داردند،گران دیگر انجام دادکه پژوهش
،بختیاري- ريگوسفندان نژاد ل) 2(امیري و همکاران 

بلوچی،گلقرهنژادهايگوسفندان)13(فر و همکاران فروتنی
) 17(همکاران وقنبري،نژاد قزل) 31(ایرانبلک، محمدي و

گوسفندان ) 16(غفاري و همکاران ،افشارينژادگوسفندان
،سنگسرينژاددر) 22(همکاران ویانکثیر،نژاد شال

بختیاري و - هاي لرينژاد)1(محمودي و همکاران عالی
محمدي و همکاران،)داراي بالاترین نرخ چندقلوزائی(عربی 

) 32(محمدي و همکاران ،ماکوئینژادگوسفندان)33(
راس 80(ی بالا یگوسفندان با سابقه چندقلوزا

، )ی از استان خوزستانراس عرب45بختیاري و - لري
بختیاري و - لريگوسفنداننژاد )11(اسکندري و همکاران 

) 26(خدرزاده و همکاران ،)24(احمدي و همکاران خان
.گوسفندان نژاد دالاق از استان گلستان

هاي انجام شده مشخص شده است که بررسیبا توجه به 
ا کم فراوانی این جهش در گوسفندان نژادهاي مختلف دنی

در . این جهش در گوسفندان بومی ایران وجود نداردنیزبوده و 
هاي ژنی دیگر هاي دیگري در جایگاهژناستنتیجه ممکن 

GDF9و BMP15هاي ژن.باشندل بروز این صفت ومسئو
شده و بر چند ر اووسیت بیان یی هستند که دهاژناز جمله 
. باشندمیمؤثرقلوزایی 

جایگاهدربا بررسی چند شکلی)19(انهانراهان و همکار
GDF9 وBMP15 واریانت مورد 12دریافتند در میان

موزیگوت ودر حالت هB4و G8 ،B2واریانت 3مطالعه تنها 
با فنوتیپ عقیمی و در حالت هتروزیگوت با چندقلوزایی ارتباط 

که حاصل تغییر اسید آمینه G1از طرف دیگر واریانت .دارد
از باقی241ه جاي آسید آمینه لیزین در توالی گلوتامیک ب

که مانده اسید آمینه در مولکول نابالغ است، با توجه به این
تغییر قبل از ناحیه عملکردي فورین رخ داده است، اثر آن را 

G1بنابراین جهش در ناحیه . روي مولکول بالغ بعید دانستند
ها و روزایگوتبه فنوتیپ دوقلوزایی در هتتواند احتمالاً نمی
.  دشومنجرها موزیگوتوعقیمی در ه

راG1اثر واریانت )6(نتایج چو وهمکاران،اینبا وجود
هاي انتهایی ی تایید کردند که اثر آن در زایشروي دوقلوزای

.بیشتر بود
محققان زیـر مطابقـت   این بررسی با نتایجنتایج حاصل از

:دارد
در) 2(امیري و همکـاران  ،زل مازندراننژاد در) 12(زاده فرج

،نـژاد عربـی  ) 15(قـادري و همکـاران   ،بختیـاري -نژاد لـري 
احمـدي و  نـژاد سنگسـري و خـان   ) 20(جمشیدي و همکاران 

دالاق استان گلستان که با همـین  نژادراجع به ) 25(همکاران 
.ها پرداختنداین نژادشکلی در به بررسی چندروش

ــ ــوانمرد و همک ــهج ــان اران در مطالع ــژاد 4دراي همزم ن
ماکویی، افشاري، مهربان و بلوچی بیشـترین و کمتـرین وفـور    

ــ ــت آلل ــاري و  18/0و 24/0را B2و G1ی واریان ــراي افش ب
گـزارش ترتیب در ماکویی و افشاري به1/0و 27/0مهربانی و 

ها براي هر یک از دو جایگـاه  هتروزیگوتکهطوريبه. نمودند
.)21(شتري تولید کردندبینتاج

گوسفندان بلوچی وفـور  ي بارهدر) 34(مرادبند و همکاران 
هـم . گـزارش کردنـد  18/0را G1واریانـت  تهاي موتانآلل

دار چنین نتایج حاصل از تجزیه اماري نشان دهنـده اثـر معنـی   
همچنین افراد . روي دوقلوزایی بودG1نوبت زایش و واریانت 

.گوت بررسی شده در این تحقیق بارور بودندموزیوهموتانت
در B2و G1با مطالعـه واریانـت   )4(برزگري و همکاران

هاي مذکور بـر نـرخ   ژند کهنژادهاي مغانی و قزل نشان دادن
ممکن است B2یانت رواو مؤثرزایی و چندقلوتخمک گذاري

تواند صرفاً بـا  به تنهایی براي عقیمی کافی نباشد و عقیمی می
از . مرتبط باشـد B2و G1موزیگوسیتی براي هر دو جایگاه وه

داري در بـاروري در  یاثر معنG1طرفی در این گزارش وایانت 
.  این نژادها داشته است

ایـن جهـش   با توجه به نتایج فوق مشخص شده است که
البتــه تعــداد کمــی از .در گوسـفندان بــومی ایــران وجـود دارد  

.اسـت مؤثرزایی ها نشان داد که این جهش بر چند قلوگزارش
بودن ایـن  مؤثرمبنی بر هابا توجه به برخی از گزارشبنابراین 

ان حیوانات حامل این واریانت را، توواریانت بر چندقلوزایی، می
.نامیدچند قلوزا اتحیوان

مشخص آنزیمیپس از تکثیر و هضم GDF9جایگاه در
تک شکلسفندان براي این جایگاه شده است که کلیه گو

با نتایج هااین داده.باشندمیG8ه و همه حامل واریانت بود
:پژوهش گران زیر مطابقت دارد

قادري و ،گوسفندان نژاد شال) 16(غفاري و همکاران 
زاده میراب،گوسفندان نژاد عربیباره يدر) 15(همکاران 

نژاد در) 24(اران احمدي و همکخان، قزلگوسفندان نژاد) 30(
گوسفندان نژاد ) 35(پولی و همکاران ،دالاقگوسفندان 

نژاد از 5خصوصدر) 38(گارول از هند و واکا و همکاران 
.گوسفندان آفریقاي شمالی

بر با اثر بالاییهااز جمله جهشدر گوسفنداین جهش
از است،  معرفی شدهو دوقلوزائیگذارينرخ تخمک

وجود ایرانیگوسفند هاي چنین جهشی در اکثر نژادکه یی آنجا
نرخ پایینشاید بتوان چنین نتیجه گرفت که،ندارد
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حضور این است که در گوسفندان ایرانی ناشی از قلوزائی چند
.وجود نداردها نژاداین جهش در این 

دو واریانـت  آنزیمـی بررسی نتایج مربوط به تکثیر و هضم 
FecXG وFecXB از جایگــاهBMP15 نشــان داد کــه کلیــه

بـراي  ایـن نتـایج   .نـد افراد براي این جایگـاه تـک شـکل بود   
از هاي انجـام شـده   نتایج حاصل از بررسیبا FecXGواریانت 

و بختیـاري -گوسفندان نژاد لـري ) 3(امیري و همکاران سوي
گوسـفندان دالاق  خصـوص  در )25(خان احمدي و همکـاران  

.مطابقت دارد
با نتایج خان احمـدي و  FecXBنتایج حاصل براي واریانت 

.گوسفند نژاد دالاق مطابقت داردي بارهدر)25(همکاران
واریانـت  شـکلی  بـه مطالعـه چنـد   ) 3(امیري و همکـاران  

FecXBنتـایج  . بختیـاري پرداختنـد  -لـري نژاد گوسفندان در
ده،ي تعیـین ژنوتیـپ ش ـ  هـا درصـد از نمونـه  12نشان داد که

که با نتایج حاصـل از بررسـی حاضـر    بودندواریانتحامل این
.)2،3(مغایرت دارد

هـا در گوسـفندان   بنابراین به نظر می رسد که تنها این ژن
هـاي  نیسـت و ممکـن اسـت ژن   مـؤثر ایرانی بر چند قلوزایی 

باشند کـه نیـاز   مؤثرهاي دیگر بر این صفت دیگري در جایگاه
.باشددر این زمینه میه تحقیقات بیشترب
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Abstract
This study was carried out to identify polymorphisms of BMP15, GDF9 and BMPRIB genes

in cross- bred of Romanov×shal sheep. For this reason 79 blood samples were collected from a
flock in Gonbad kavous city in Golestan province. DNA was extracted using modified salting
out method. Polymerase chain reaction was done by specific primers for amplification of two
fragments with  141and 153 bp from exon 2 of BMP15, one fragment with 190 bp from BMPR-
IB gene and two fragment with 462 bp, 139bp from exon 1and 2 of GDF9 genes, respectively.
The results obtained from digested PCR products did not confirm the existence of mutation in
BMp15, BMPR-1B and in exon 2 of GDF9 marker site. While, polymorphism was observed in
exon 1 of GDF9 marker site and the heterozygotes were estimated as 0.11 in this population.
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