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پاکستانیآمیختهخالص و گوسفندان در GDF9ن ژدومدر اگزون چندشکلیشناسایی

4حسین مرادي شهربابکو 3زاده کشکوئیه، علی اسمعیلی2، محمدرضا محمدآبادي1زادهرسول خدابخش

، دانشگاه شهید باهنر کرماناستادو دانشجوي کارشناسی ارشد-3و 1
)mrm@uk.ac.ir(نویسنده مسوول:، کرمان، دانشگاه شهید باهنر استاد-2

استادیار، دانشگاه تهران-4
21/4/94تاریخ پذیرش: 2/11/93:دریافتتاریخ 

دهیچک
م این تحقیق شناساییهدف از انجاباشد. لذا، گوسفندان میچندقلوزاییبرموثرهايترین ژنمهمازGDF9ژن 

بود.PCR-SSCPبه روش پاکستانی خالص و آمیخته گوسفنداندر GDF9ژندومموجود در اگزون نوکلئوتیديهاي تکچندشکلی
رأس 7و گوسفند آمیخته پاکستانی و لري بختیاريرأس17رأس گوسفند پاکستانی، 30خون از هاينمونهبه این منظور،

با استفاده از یک جفت پرایمر به روش نمکی بهینه انجام شد. DNAاستخراج تهیه ونی و کرمانیگوسفند آمیخته پاکستا
اي چند شکلی فضایی تک رشتهپس از تعییناي پلیمراز تکثیر شد.جفت بازي با کمک واکنش زنجیره634یک قطعه اختصاصی 
با نیترات نقره مشاهده شدهرنگ آمیزي درصد8آمید روي ژل پلی اکریلGDF9، الگوهاي باندي مربوط به ژن PCRمحصولات 

407/0و 129/0،371/0، 093/0هايبا فراوانی4و 3، 2، 1سه جمعیت مورد مطالعه، چهار الگوي بانديدر در مجموع شد. 
هاي جمعیتر دGDF9ژن 721و 477، 443هاي نوکلئوتید منجر به شناسایی سه جهش در موقعیتیابی نتایج توالیبدست آمد. 

مورد مطالعه گردید.

GDF9،PCR-SSCP،SNP، ژنچندقلوزاییچندشکلی، : کلیديهايواژه

مقدمه
درپروتئینرایجمنبعیکعنوانگوشت گوسفند بهمصرف

گوشت تولیدمقداراینکهعلتهبولی،آیدمیشماربهکشور ما
باشد، لذانمیافزایشبهجمعیت رونیازمتناسب باشده

خاصیاز اهمیتگوشت گوسفندتولیددربازدهیافزایش
از جمله گوسفندان قلوزایی درصفت چند.برخوردار است

صفات اقتصادي مهم است که به میزان زیادي بازده تولید 
صفت دهد. اگرچهها را تحت تأثیر قرار میگوشت در گله

ژنیکیپلتوارثنظرازوکمیصفاتجملهازمثلتولید
توسط صفات کمیکنترلکهشددادهنشاناما،باشدمی
کشفرواینگیرد، ازمیصورتنیزعمدهاثراتباهايژن
تعدادنتیجهدروریزيتخمکنرخبرعمدهاثراتباهايژن
دامنژاداصلاحمتخصصینازبسیاريزایش، توجههردربره
ده از ژنتیک ملکولی از طرفی استفااست.کردهجلبخودبهرا

فواید زیادي دارد که یکی از این فواید معنی دار تعیین ژنوتیپ 
). همچنین استفاده از 20افراد براي جایگاه خاصی است (

نشانگرهاي ژنتیکی در انتخاب و اصلاح نژاد به طور مهیجی 
). مطالعه تنوع 1،10کند (پیشرفت ژنتیکی را تسریع می

حفاظت از منابع ژنتیکی لازم و ژنتیکی نژادهاي بومی براي
نژاد گوسفند در ایران وجود دارد 26). بالغ بر 1ضروري است (

). در حال حاضر 14،23اند (که با مناطق مختلف سازگار شده
ترین دلیل پرورش گوسفند در ایران استتولید گوشت مهم

و تولیدات دیگر مانند پشم، شیر و پوست در درجات )12(
بیشترکشورهاي دربه طور کلی). 19ار دارند (بعدي اهمیت قر

جهان هدف از اصلاح نژاد گوسفند سودآوري از طریق بهبود 
تواند یک یا چند صفت اقتصادي در جامعه است. این بهبود می

از طریق انتخاب گوسفندان برتر به عنوان والدین نسل آینده 
صفات مورد نظر صورت بر اساس شایستگی ژنتیکی آنها براي

هاي ژنتیکی، حفظ ). همگام با افزایش پیشرفت13،16گیرد (
تنوع ژنتیکی یک جمعیت براي اطمینان از پاسخ به انتخاب 

هاي اصلاح نژادي است بلند مدت، یک وظیفه مهم برنامه
بهبود وضعیتجهتدربیشترنژادياصلاحهاي). برنامه13(

بههارنامهباینکه توفیقکنندمیعملاهلیحیواناتتولیدي
ژن.)13دارد (ها بستگیگلهموجود درژنتیکیتنوعمقدار

GDF9باشدهاي موثر بر صفت چندقلوزایی میاز جمله ژن
کیلو باز است که داراي دو 5/2در گوسفنداین ژنطول . )9(

جفت397یک شاملاگزونباشد،اگزون و یک اینترون می
دواگزونکند.میکدرا134تا 1اسیدهاي آمینه کهاستباز

را456تا 135آمینه اسیدهايکهاستبازجفت968شامل 
باشد.میبازجفت1126شامل آناینترونوکندمیکد

کهصورتیدراست،اسیدآمینه453داراي آناولیهپروتئین
هانراهان و . )9(باشدمیاسیدآمینه135شامل آنبالغپروتئین

گوسفندان GDF9هشت جهش را در ژنوجود ) 9همکاران (
انجام تحقیقی طی .)9نژاد کمبریج و بلکلار گزارش کردند (

در GDF9ژن mRNAبراي بررسی وجود جهش در 
هاي کشتار شده هاي میشهاي نژاد افشاري، از تخمدانمیش

استفاده RNAها و استخراج براي بررسی وجود فولیکول
وع تخمدان کوچک، بزرگ کردند. طی این بررسی از هر سه ن

براي تکثیر قطعه مورد نظر RT-PCRو متوسط و از روش 
یابی شدند. استفاده شد، سپس محصولات مورد نظر توالی

را در G4و G2،G3ها وجود سه جهشیابی آننتایج توالی
رشد کننده متمایزفاکتور ). 7هاي نژاد افشاري نشان داد (میش

)GDF9 (استخوانکینتمورفوژنیئپروتو) یBMP15(در
)TGFβ(فاکتور مبدل رشدبزرگازخانوادهعضودوگوسفند،

وBMP15ازیافتهجهشي هاآللهمزمانوجود). 8(هستند
GDF9وجود ایندر مقایسه بای چندقلوزایافزایشبهمنجر

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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این.)6،9(به صورت جداگانه گزارش شده است هاجهش
دوفعالیتمکانیسمکهاستهفرضیاینتاییدکنندهگزارش
.)22(استمستقلیکدیگرازGDF9وBMP15فاکتور

هیاولمراحلشرفتیپي برااووسیترشدي فاکتورهانیا
ی اتیحکولیفولنمویی انتهامراحلنیهمچنوکوژنزیفول

ي هاسلولمتفاوتانواعزیتمادری مهمنقشوهستند
ایفاگرانولوزاي هالسلوي دیکلعملکردمیتنظوگرانولوزا

کیسوماتي هاسلولدرژنانیبي الگوهاي رووکنندیم
)23(موشدرGDF9ن هورمووجود. گذارندیماثرکولیفول
گوسفنددرGDF9وBMP15ندوهورموهمزمانوجودو
فولیکولوژنزتکمیلجهتضروريفاکتورهايعنوانبه.)9(

حداکثرفاکتور،ایندنشغیرفعالدرصورتواندشدهگزارش
درچندقلوزایی.)9(استدوتیپمرحلهتاهافولیکولرشد

3(استشدهگزارشسومودومهايزایشازکمتراولزایش
زایشدفعاتتعدادافزایشبابورولانژادگوسفنداندر.)21و
یافتافزایشچندقلوزاگوسفندانتعدادسالگیچهار سنتا
ناشیاستممکنگوسفندانایندرقلوزاییچندافزایش).21(
وغددگنجایشافزایششاملتولیدمثلیظرفیتافزایشاز

چندقلوزایی،افزایشباوجود،اینبا .)21(باشدتناسلیمجاري
با توجه به اینکه آب و).3(یابدمیکاهشهابرهبقايمیزان

مورد هاي هواي کشور ما تقریباً گرم و نیمه خشک است اسپرم
نژاد پاکستانی که متعلق به مناطق یکازاستفاده در این طرح

این نژاد پاکستانی داراي . گرمسیر بوده انتخاب شده است
مثل خارج از فصل بالا بوده و از توانایی تولیدودوقلوزایی

طرفی جثه بزرگ و بدون دنبه و افزایش وزن روزانه بالایی 
برشدهمتولدبرهتعدادیشافزابا در نظر گرفتن تأثیر.دارد

سال، برايهرمیش دررأسهرازايبهتولیديگوشتمیزان
تخریبازو جلوگیريمراتعرويمولدهايمیشتعدادکاهش
روي نژادياصلاحهايکه برنامهرسدمینظربهمراتع

لازمکشورهاينژاددرچندقلوزاییبرعمدهاثرباهايژن
هاي چندشکلیشناسایی تحقیق حاضرازفبنابراین، هدباشد.

خالص و آمیختهگوسفنداندر GDF9ژن 2اگزون موجود در
یابی محصولاتتوالیو PCR-SSCPبه روش پاکستانی 

PCR.بود

هاروشومواد
25(رأس گوسفند پاکستانی 30تعداد حاضر،پژوهشدر
پرورشبمشهرستان حوالی اي در مزرعهکه در نر) 5ماده و 

)نر5ماده و 12(رأس گوسفند 17تعداد ،شدندمیداده
که در مزرعه دانشکده ،آمیخته پاکستانی و لري بختیاري

مهندسی علوم دامی و زراعی، پردیس کشاورزي و منابع 
رأس 7و شدندمیدادهپرورشطبیعی کرج، دانشگاه تهران

اي در هکه در مزرعگوسفند نر آمیخته پاکستانی و کرمانی 
قرارمطالعهشدند، موردمیدادهحوالی شهر کرمان پرورش

50حاويونوجکت هاي خونگیري با استفاده از لولهگرفتند. 
ها درصورت گرفت و نمونهEDTAماده ضد انعقاد مولمیلی

نژادو اصلاحژنتیکتحقیقاتیبه آزمایشگاهیخمجاورت
منتقلید باهنراهلی بخش علوم دامی دانشگاه شهحیوانات

نگهداري گرادسانتیدرجه-20و سپس در دماي ندگردید
.شدند

و بررسی کیفیت و کمیت آنDNAاستخراج 
لیتر خون با استفاده از کرومی500از DNAاستخراج 

. جهت ارزیابی )17(روش نمکی بهینه یافته انجام گرفت
DNAارز با شده از روش الکتروفورز بر روي ژل آگاستخراج
و روش اسپکتوفتومتري با دستگاه نانودراپدرصد8/0غلظت 

)Varian Carry استفاده شد.)50
PCRازاستفادهباGDF9ژنتکثیر

mRNAژن انتخاب شده، ابتدا توالی ژن و با توجه به
مختلف در بانک اطلاعاتی مرکز ملی گوسفندانآن از ژنوم 

با شماره NCBI)(1اطلاعات زیست فناوري ایالات متحده
آغازگرهاي مورداستحصال شد.AF078545دستیابی 

براي تکثیر بازجفت634بطول ايقطعهتکثیربراياستفاده
ژن2جایگاه اگزون رشته پیشرو)'5(منتهی بهنیمه اول
GDF92سایتازگوسفند با استفادهprimer3plusطراحی

از طراحی شده يابراي اطمینان از صحت آغازگرهوند شد
عبارتآغازگرهاتوالیاستفاده شد.oligo Analyzer3سایت
از:بودند

F: 5'-GAT TCC TTG ATT TGA CTTCCTGTT-3'
R: 5'- TGG CAC TCT CCT GG TCT CTG-3'

میکرولیتر از 2میکرولیتر شامل 25در حجم PCRواکنش 
DNA)غلظتng/µl50( ،7/16 ،3میکرولیتر آب ./

Unit/µl5( ،1غلظت(مرازپلیTagمیکرولیتر آنزیم 
غلظت (میکرولیتر از هر یک از پرایمرهاي رفت و برگشت

pM10( ،5./ میکرولیتر ازdNTP) غلظتmM10( ،5/2
Mgcl2میکرولیتر از 1و X10(PCR buffer(میکرولیتر از 

حرارتیبرنامهباPCRواکنشانجام شد) mM5/1غلظت (
بودعبارتحرارتیبرنامه.انجام شدترموسایکلرتگاهدسدرزیر
گراد به منظور واسرشت درجه سانتی94دقیقه دماي 5)1از: 

30- : الفبرايچرخه تکرار33) انجام DNA ،2سازي اولیه 
اي شدن گراد به منظور تک رشتهدرجه سانتی94ثانیه دماي 

DNA،ه منظور بگراددرجه سانتی5/62ثانیه دماي 50-ب
ثانیه دماي 50- پ،ايي تک رشتهDNAاتصال آغازگر به 

،ها) پایان چرخه3،به منظور بسط آغازگرگراددرجه سانتی72
گراد با یک چرخه تکرار درجه سانتی72دقیقه دماي 8) 4

از روشPCRمحصولاتجهت ارزیابیبراي بسط نهایی.
استفاده شد.درصد1الکتروفورز بر روي ژل آگارز با غلظت 

SSCPاري و الکتروفورز محصولاتذبارگ
اي شدن رشتهآمید براي تکسازي ژل اکریلقبل از آماده

95ها در دستگاه ترموسایکلر در میکروتیوبPCRمحصولات 
دقیقه گذاشته شدند و بعد از 10گراد به مدت درجه سانتی

مايها بلافاصله به فریزر در داتمام زمان میکروتیوب
براي تهیه ژلدقیقه انتقال داده شدند.5براي درجه - 20

درصد 5/38آمید اکریلپایهمحلولز ادرصد8ید آماکریل
گرم پودر بیس 1به آمید گرم پودر اکریل5/37(نسبت 

میکرولیتر 6به ،SSCPاستفاده شد. جهت انجام )آمیداکریل
اري اضافه شد و به میکرولیتر بافر بارگذ12از هر نمونه مقدار 

1- National center for biotechnology information
2- http://primer3plus.com
3- http://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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5گذشت ازو بعدوسیله مینی سانتریفیوژ با هم مخلوط شدند
میکرولیتر از هر نمونه با استفاده از الکتروفورز 10دقیقه مقدار 

بارگذاري و با ولتاژدرصد8آمید اکریلژلعمودي روي
الکتروفورز شدند. جهت ،ساعت7- 8ولت به مدت 180- 170

از سیستم الکتروفورز عمودي SSCPالکتروفورز محصولات
کننده با آب استفاده شد که با اتصال آن داراي سیستم خنک

5تا 4به این سیستم، جهت به جریان انداختن آب با دماي 
4- 5و ژل در دماي TBE (1X)گراد، دماي بافر درجه سانتی
مشاهده الگوهايبرايگراد ثابت نگه داشته شد.درجه سانتی

SSCPشد.نقره استفادهنیتراتآمیزينگراز
PCRیابی محصولات توالی

بر اساس الگوهاي باندي متفاوت، از هر در این مطالعه 
یابی و براي توالیانتخابPCRاز محصولات الگو یک نمونه 

پس از دریافت نتایج . (ایران) ارسال شدشرکت فضاپژوهبه 
یپاتوالی هر هاپلوتها درشناسایی و اعمال جهشویابیتوالی

،IUPAC1با استفاده از کدهاي نوکلئوتیدي پیشنهادي
تعیین جهتDNAMAN2افزار ها با استفاده از نرمتوالی

هاي گزارش شده نوکلئوتیدي به همراه توالیهاي تکجهش
افزارو از نرمتراز شده و مقایسه شدندهمNCBIدر 

Bioedit7.03توالی یابی هاي حاصل ازبراي رسم گراف
استفاده شد.

و بحثنتایج
مورد نظر، محصولات هايبه منظور تایید تکثیر قطعه

PCR با درصد1با استفاده از الکتروفورز روي ژل آگارز
مورد ارزیابی قرار گرفتند M100استفاده از یک نشانگر وزنی 

گرفته شدهنظردربازيجفت634قطعهکهه شددادنشانو
استیافتهتکثیراختصاصیغیرباندهیچبدونوخوبیبه

.)1(شکل 
الگوي باندي متفاوت برايچهار، SSCPانجامپس از

مشاهده شدهاي مورد مطالعه در جمعیت) 2جایگاه (شکل این 
هاي مشاهده شده بیانگر یک ژنوتیپ که هر یک از الگوي

شده در اینمشاهده3و 1شماره الگوهاي باندي . باشندمی
در SSCPبه روشمشاهده شده مطالعه با الگوهاي باندي 

. آنها نیز دو مطابقت دارد) 5(نژاد چینی هان دم کوتاه 
را شناسایی کردند 721و 471در موقعیت G4و G3جهش

.هاي شناسایی شده پژوهش حاضر مطابقت داردکه با جهش
آمدهدستبه4و 3و 2شماره همچنین الگوهاي باندي

بهقشقایی لکودو نژاد گوسفند بهمئیحاضرتحقیقاز
اشت مطابقت دGDF9ژن 2براي اگزون SSCPروش 

هاي باندي شماره یک و دو و سه این الگوبه علاوه،. )21(
براي شدهمشاهده ABو AA ،BBسه الگوي بامطالعه 
شت مطابقت داگلقرهنژاددر گوسفندGDF9ژن 2اگزون 

گل گوسفند قرهGDF9روي ژن ايمحققین در مطالعه. )2(
را در یک چهار الگوي باندي مختلفPCR-SSCPبا روش 

که با کردندمشاهده تکثیر شده، جفت بازي1503قطعه 
شت، هر این تحقیق مطابقت داسه و چهار الگوهاي باندي 

را انجام نداده بودند، اماPCRیابی محصول که آنها توالیدچن
هاي مشاهده شده مطالعه حاضر قطعه تکثیر شده آنها جهش

.)3دهد (را پوشش می
SNPژن 2شناسایی شده نیمه اول اگزون هايGDF9

یابی و بررسی آنها، سه جهش پس از دریافت نتایج توالی
هاي مورد مطالعه در جمعیتGDF9ژن 2براي اگزون 

هاي SNP) 1(دولجاند.ذکر شده1مشاهده شد که در جدول 
هاي SNPشناسایی شده در این مطالعه و مقایسه آن با 

هاي هاپلوتایپ. )9گزارش شده توسط هانراهان و همکاران (
ها به هاي آنو ژنوتیپGDF9ژن 2شناسایی شده اگزون 

آمده است. هاپلوتایپ شماره یک در  3و 2ترتیب در جدول 
باشد.همان نوکلئوتید مرجع می2جدول 

نتایج حاصل از توالیردیف کردن و همروماتوگرام ک
2هاي شناسایی شده نیمه اول اگزون SNPیابی براي 

GDF9ژن 
نیمه اول اگزون موجود در هاي جهشوجودارزیابیبراي

یابی این قطعه از ژننتایج حاصل از توالی، GDF9ژن 2
GDF9افزار نرمازبا استفادهBioedit DNA MANو7.0

منجر به شناسایی سهمقایسه و مورد بررسی قرار گرفت که
SNPو4و 3(شکل 721و 477، 443هاي در موقعیت (
.ژنوتیپ متفاوت شدچهار

PCRمحصولاتاي از الکتروفورزنمونه-1شکل
Figure 1. Gel electrophoresis of some PCR products

1- International Union of Pure and Applied chemistry (http://www.iupac.org)
2- http://www.lynnon.com/dnaman.html
3- Bioedit.software.informer.com/7.0
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GDF9ژن 2ه اول اگزون جایگاه نیمSSCPالگوهاي -2شکل
Figure 2. SSCP patterns for exon 2 of GDF9 gene

هاي مورد مطالعهدر جمعیتGDF9ژن 2براي اگزون هاي شناسایی شدهجهش- 1جدول 
Table 1. Detected mutations for exon 2 of GDF9 gene in studied populations

GDF9721477443موقعیت نوکلئوتید در توالی ژن 
G/AG/AC/Aهاي شناسایی شده در این مطالعهجهش

G/AG/AC/Cنوکلئوتید گزارش شده توسط هانراهان و همکاران

GDF9ژن 2جایگاه اگزون هاي شناسایی شده درهاپلوتایپ- 2جدول 
Table 2. Detected haplotypes for exon 2 of GDF9 gene

NCBIتوالی گزارش شده در شماره نوکلئوتید در 

شماره هاپلوتایپ721477443
GGC1
GAC2
GAA3
GGA4
AGC5

در این مطالعهGDF9ژن 2هاي شناسایی شده نیمه اول اگزون ژنوتیپ- 3جدول 
Table 3. Detected genotypes for the first half of exon 2 of GDF9 gene in this study

NCBIشماره نوکلئوتید در توالی گزارش شده در 

شماره ژنوتیپ721477443
GGGGCC1
GGGACA2
GGAACC3
GAGACC4

هاي جایگاه ناحیه اولپس از مشخص شدن ژنوتیپ
دسترس بودن تعداد کل وجه به در، با تGDF9ژن 2اگزون 

در جمعیت به روش شمارش هاافراد جمعیت، فراوانی ژنوتیپ
شود طور که مشاهده میهمان).4مستقیم محاسبه شد (جدول

مشاهده آمیخته کرمانی و پاکستانیجمعیت در1ژنوتیپ 
. این امر شودها دیده میشود در حالی که در بقیه جمعیتنمی
تواند به دلیل کوچکی نمونه باشد یا این که به دلیل انجام می

ژاد کرمانی باشد، چرا که در پاکستانی و آمیخته گري با ن

از طرفی .شودآمیخته لري بختیاري و پاکستانی مشاهده می
در مجموع سه جمعیت مورد ،بیشترین ژنوتیپ مشاهده شده

بود که براي 407/0مطالعه مربوط به ژنوتیپ چهار با فراوانی 
SNPبه صورت هتروزایگوت 721و 477موقعیت هاي

ها و هاي موجود در توالیبراي شناسایی هتروزایگوتباشد. می
نوکلئوتیدي، هاي تکجهت تعیین صحت وجود جهش

هاي این یابی همه نمونههاي حاصل از نتایج توالیگراف
جایگاه به دقت مورد بررسی قرار گرفت.
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ژن 2شناسایی شده جایگاه نیمه اول اگزون هتروزایگوتهايSNPیابی براي کروماتوگرام حاصل از نتایج توالی-3شکل 
GDF9

Figure 3. Achieved chromatogram from sequencing for detected heterozygous SNPs in the first half of exon 2 of
GDF9 gene

هاي هموزایگوت شناسایی شده SNPو یابی ردیف کردن نتایج حاصل از توالیبراي همDNAMANافزار هاي خروجی از نرمعکس-4شکل 
GDF9ژن2اگزون در نیمه اول 

Figure 4. Output of DNAMAN software for alignment of sequencing results and detected homozygous SNPs in the
first half of exon 2 of GDF9 gene

در GDF9ژن 2پس از تطبیق توالی نیمه اول اگزون 
آن براي شروع ORF1براي بدست آوردن NCBIسایت 

+ براي این جایگاه 1صحیح ترجمه این توالی به پروتئین، فرم 
مشاهده شده در SNPسهاز بدست آمد. براي این توالی 

با تغییر اسید آمینه همراه بودند.SNPجایگاه نیمه اول، دو
SNP منجر به تغییر اسیدآمینه 721موقعیت نوکلئوتید

موقعیت نوکلئوتید Lys(،SNP) به لیزین (Gluلوتامین (گ
) به آسپارژین Thrاونین (منجر به تغییر اسیدآمینه تره443

)Asn (و شود میSNP براي اسیدآمینه لوسین 477موقعیت
)Leu.بینی و پس از پیش) بدون تغییر اسیدآمینه همراه بود

هر دهنده هاي تشکیلمشخص نمودن توالی هاپلوتایپ
هاي) هاي (توالیژنوتیپ از طریق بررسی و ارتباط ژنوتیپ

هاي باندي تشکیل هتروزایگوت و هموزایگوت و شکل الگو
هاي موجود شده، با توجه به در دسترس بودن تعداد هاپلوتایپ

هاي جمعیت، فراوانیهرجمعیت و تعداد کل افراد هر در
شد (جدول مورد مطالعه محاسبههايهاپلوتایپی در جمعیت

جمعیت در1، همانند ژنوتیپ شماره 1هاپلوتیپ شماره ).5

شود در حالی که در مشاهده نمیآمیخته کرمانی و پاکستانی
تواند به دلیل کوچکی . این امر میشودها دیده میبقیه جمعیت

نمونه یا این که به دلیل انجام آمیخته گري با نژاد کرمانی 
و آمیخته لري بختیاري و پاکستانی باشد، چرا که در پاکستانی 

فقط در 3. از طرف دیگر هاپلوتیپ شماره شودمشاهده می
ها دیده جمعیت پاکستانی وجود دارد و در هیچ یک از آمیخته

تواند ها نباشد میشود که اگر به دلیل کوچک بودن نمونهنمی
بیان کننده این باشد که این هاپلوتیپ مختص نژاد پاکستانی 

، 6هاي در جدولSNPبراي هرراوانی آللی و ژنوتیپیفاست.
مده است.آ8و 7

واینبرگ - تعادل هاردي
آمیخته در جمعیت 477موقعیت SNPها بجز SNPتمام

واینبرگ قرار داشتند.-در تعادل هارديکرمانی و پاکستانی
میزان بره وشدهمتولدبرهتعدادافزایشبا در نظر گرفتن تأثیر

هرمیش دررأسهرازايبهتولیديگوشتمیزانربزایی
ازو جلوگیريمراتعرويمولدهايمیشتعدادکاهشسال،

براي پیداکردن جهش مطالعهکهرسدمینظربهمراتعتخریب
1- Open Reading Frame
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لازمگوسفنددرچندقلوزاییبرعمدهاثرباهايژنسایردر
وهاژنایندنکروارد کشف و باتوانمیطرفیازباشد.
مرتبطافتادهاتفاقهايتثبیت جهشوتکثیربرايریزيبرنامه

درآمدوتولیدافزایشبهقابل توجهیکمکباروريهايژنبا
. تحقیق حاضر وجود چندشکلی انجام دادکشوردامداران

را در گوسفند به خوبی نشان داد. GDF9ژنتیکی براي ژن 
بررسی ارتباط بین ها در جهتتوان از وجود این چندشکلیمی

چندشکلی ژنی با صفات تولیدمثلی و رشد به عنوان مارکرهاي 
نژادي کشور و بهبود وضعیت هاي اصلاحژنتیکی در برنامه

هاي موجود در کشور استفاده کرد.تولیدمثلی گله

العهمورد مطدر جمعیتGDF9ژن 2جایگاه نیمه اول اگزون يهاتعداد و فراوانی ژنوتیپ- 4جدول 
Table 4. Numbers and frequency of genotypes in the first half of exon 2 of GDF9 gene in studied populations

کل1234ژنوتیپ

_تعداد فراوانیآمیخته کرمانی و پاکستانی
_

2
285/0

1
143/0

4
572/0

7
1

1تعداد فراوانیبختیاري و پاکستانیآمیخته لري
058/0

1
058/0

9
531/0

6
353/0

17
1

4تعداد فراوانیپاکستانی
133/0

4
133/0

10
334/0

12
400/0

30
1

5تعداد فراوانیجمعیتسه مجموع
093/0

7
129/0

20
371/0

22
407/0

54
1

مطالعهموردهايدر جمعیتهاتعداد و فراوانی هاپلوتایپ	-	5جدول 
Table 5. Numbers and frequency of haplotypes in studied populations

شماره
کل12345هاپلوتایپ

_تعداد فراوانیآمیخته کرمانی و پاکستانی
_

8
572/0

_
_

2
143/0

4
285/0

14
1

2تعداد فراوانیبختیاري و پاکستانیآمیخته لري
059/0

25
735/0

_
_

1
029/0

6
177/0

34
1

8وانیتعداد فراپاکستانی
133/0

33
551/0

3
050/0

4
066/0

12
200/0

60
1

10تعداد فراوانیجمعیتسهمجموع 
238/0

66
492/0

3
008/0

7
010/0

22
147/0

108
1

هاي مورد مطالعهدر جمعیتGDF9جایگاه ژن 443موقعیت SNPهاي ها و ژنوتیپفراوانی آلل- 6جدول 
Table 6. Allele and genotype frequencies of SNP in position 443 for GDF9 gene in studied population

) است.1هاپلوتایپ که با رنگ تیره و قلم درشت برجسته شده است، آلل وحشی (آلل مربوط بهCآلل

هاي مورد مطالعهدر جمعیتGDF9جایگاه ژن 477موقعیت SNPهاي ها و ژنوتیپفراوانی آلل- 7جدول 
Table 7. Allele and genotype frequencies of SNP in position 447 for GDF9 gene in studied populations

ژنوتیپیفراوانیفراوانی آللی
*GAGGGAAA

429/0571/00/0858/0142/0آمیخته کرمانی و پاکستانی
265/0735/0058/0413/0529/0بختیاري و پاکستانیآمیخته لري

467/0533/0266/0401/0333/0پاکستانی
387/0613/0108/0558/0334/0جمعیتسهمجموع 

) است.1که با رنگ تیره و قلم درشت برجسته شده است، آلل وحشی (آلل مربوط به هاپلوتایپ Gآلل 

هاي مورد مطالعهدر جمعیتGDF9جایگاه ژن 721موقعیت SNPهاي ها و ژنوتیپفراوانی آلل- 8جدول 
Table 8. Allele and genotype frequencies of SNP in position 721 for GDF9 gene in studied populations

فراوانی ژنوتیپیفراوانی آللی
*GAGGGAAA

786/0214/0572/0428/00/0آمیخته کرمانی و پاکستانی
824/0176/0647/0353/00/0بختیاري و پاکستانیآمیخته لري

400/0600/0133/0534/0333/0پاکستانی
67/033/0450/0439/0111/0مجموع هفت جمعیت

) است.1که با رنگ تیره و قلم درشت برجسته شده است، آلل وحشی (آلل مربوط به هاپلوتایپ Gآلل 

فراوانی ژنوتیپیفراوانی آللی
*

CACCCAAA
857/0143/0714/0286/00/0آمیخته کرمانی و پاکستانی

971/0029/0941/0059/00/0بختیاري و پاکستانیآمیخته لري
933/0067/0866/0134/00/0پاکستانی
920/0080/0840/0160/00/0جمعیتسهمجموع 
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Abstract
GDF9 gene is one of the most important effective factors on litter size in sheep. Thus, the

aim of the present study was to detect single nucleotide polymorphisms (SNPs) available in
exon 2 of GDF9 gene in pure and crossbred of Pakistani sheep using PCR-SSCP. Hence, blood
samples were collected from 30 Pakistani sheep, 17 crossbred sheep (Pakistani rams × Lori-
Bakhtiari) and 7 crossbred sheep (Pakistani rams × Kermani ewes) and genomic DNA was
extracted using salting-out method. A 634 bp fragment was amplified using one specific primer
pairs using polymerase chain reaction. After single stranded conformation polymorphism
(SSCP) of PCR products, band patterns of GDF9 gene were observed on 8% polyacrylamide gel
stained with silver-nitrate method. In total, 4 banding patterns 1, 2, 3 and 4 were obtained with
frequencies of 0.193, 0.129, 0.371 & 0.407, respectively. The sequencing results were led to
identification of 3 mutations in 443, 477 and 721 nucleotide situations of GDF9 gene in the
studied populations.

Keywords: GDF9 gene, Litter Size, PCR-SSCP, Polymorphism, SNP
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