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در گوسفند دالاقBMP15و GDF9هاي ژنB4و G1هاي چندشکلی واریانت

4و جلیل عرب3نژاد، رسول خاتمی2، شهابدین قره ویسی1علیرضا خان احمدي

چکیده
ریـزي در دو جایگـاه ژنـی مربـوط بـه      هایی با اثرات عمده روي نـرخ تخمـک  هاي اخیر جهشدر سال

 ـایـن . اسـت شناسایی شدهTGFβهاي مربوط به و نیز گیرندهTGFβهاي لیگاند شناسـایی ايبـر همطالع
در گوسـفند دالاق انجـام   ) G1یانتروا(GDF9و ) B4واریانت (BMP15هاي مربوط به لیگاندهاي شکلیچند
روش بـه DNAو اسـتخراج  شدآوري شهرستان گنبد کاووس جمعنمونه خون از دو گله در سطح 100. شد

جفـت بـازي از   462و 153اختصاصی قطعات آغازگربا استفاده از دو جفت . گرفتبهینه یافته نمکی انجام 
. انجـام گرفـت  اي پلیمـراز تکثیـر   هاي زنجیرهواکنشتوسطGDF9ژن 1و نیز اگزون BMP15ژن2گزون ا

نتایج حاصل از هضم . انجام شدHhaIو DdeIهاي برشی به ترتیب با استفاده از آنزیمPCRهضم محصولات
شـکلی مشـاهده   چنـد G1یید نکرد در حالیکه در جایگاه أرا تB4جایگاه روجود جهش دPCRمحصولات 

.شدبرآورد % 15برابر بامورد مطالعهژنوتیپ هتروزایگوت در جمعیت فراوانی.شد

، دوقلوزاییGDF9 ،BMP15گوسفند دالاق، :کلیديهاي واژه

مقدمه
در پرورش گوسفند راندمان پایین تولید

.)5(مثلی مربوط استعملکرد تولیدعمدتاً به
هاي پرورش گوسفند در ایران به عموماً سیستم

در این شرایط میزان . متمرکز استصورت غیر
قلوزایی در مقایسه با چندباروري و نرخ 

کمتر متمرکز یا نیمههاي متمرکز وسیستم
فت ــیکی  صـــرفت ژنتــپیش). 20(تــاس

تحت انفراديانتخاباز یناشقلوزایی چند
یکی محدود به جنس . باشدمیتاثیر دو عامل 
پذیري وراثتپائین بودن میزان بودن و دیگري 

علاوه بر این، ). 5- 10(%باشداین صفت می
نوع فقدان دانش کافی در زمینه تعداد و

نیز اثرات متقابل آنها از جمله هاي موثر وژن
مولکولی این ژنتیک. دنباشیمیگر دعوامل 

هاي نشانگراز توانمندي را دارد که با استفاده
اي مولکولی مرتبط با صفات کمی، تا اندازه

کمبود ناشی از فقدان اطلاعات لازم براي 
توان با مینیزو دهدانتخاب سنتی را کاهش 

هاي با اثرات تنوع ژنتیکی ژناستفاده از آن،
عمده موثر روي صفات مذکور را در 

). 11(عیین کردتDNAسطح

)li.khanahmadi@gmail.coma: نویسنده مسوول(، کاووسدانشگاه گنبد،مربی-1
شهرواحد قائمدانشگاه آزاد اسلامی،و دانش آموخته کارشناسی ارشداستادیار-4و 2

دانشگاه گنبد کاووس،ارشددانش آموخته کارشناسی-3
3/2/92: تاریخ پذیرش31/4/91: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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ی با اثرات عمده روي نرخ یهاجهشامروزه 
به ریزي در دو جایگاه ژنی مربوطتخمک
آنهاي نیز گیرندهوTGFβهاي لیگاند

شامل TGFβخانواده .شناسایی شده است
مولکول متفاوت است که از یک 50بیش از 

وظایف شوندژن اجدادي مشترك ناشی می
در هانآتعدادي از ومتعددي بر عهده دارند 

به طور .)7،12(تنظیم باروري اهمیت دارند
توسطپستاندارانریزي در کلی نرخ تخمک

و هاي تخمدانیهورمونپیچیده بادلاتم
ها در تبادلات موضعی هورمونهیپوفیزي و نیز

بین تخمک و ،تخمدانیهايفولیکول
شودهاي سوماتیک مجاور آن کنترل میسلول

)16(.
اي مجزا در جایگاه ژن نقطهجهشپنج

BMP15 اي در نقطهجهشو یکGDF9

ریزي است که بر نرخ تخمکشناسایی شده
رويBMP15ژن .)17(دنباشموثر می
اگزون 2و شامل ه یابی شدمکانxکروموزوم

،هاي مربوط به این ژنجهشهمه . باشدمی
دهند، به نحوي فنوتیپ مشابهی را نشان می

عقیم یافتهجهشهاي هموزایگوت که میش
یشتري بریزي تخمک،هازایگوتهستند و هترو

نسبت به افراد هموزایگوت تیپ وحشی نشان 
.)10(دهندمی

ط ــرایـا در شـههـافتـی یـرخـر اساس بـب
از طریق BMP15آزمایشگاهی، پروتئین 

هاي در سلولFSHهاي مسدود کردن گیرنده
)+/+(هاي با ژنوتیپ وحشی لوزا در میشنوگرا

کم FSHها را نسبت به حساسیت این سلول
یافتهجهشهايحالیکه در میشدر،کندمی

، BMP15به واسطه پایین بودن غلظت )/+-(

FSHکننده بیشتري را در هاي القاءسیگنال
کند که منجر به هاي گرانولوزا ایجاد میسلول

.)20(شودریزي بیشتري میتخمک
GDF9هاي ها در فولیکولتوسط اووسیت

روي شود و با اثراتش در حال رشد ترشح می
تمایز براي رشد وهاي گرانولوزاسلول

هاي تخمدانی اولیه ضروري استفولیکول
5این ژن روي کروموزوم شماره .)15(

ژن در طول تقریبی. استیابی شدهمکان
ه شامل دو اگزون و کستاکیلو باز 5/2حدود 

).10(باشد یک اینترون می
رشد فولیکولی را در افراد GDF9فقدان 

سازد هموزایگوت، در مراحل اولیه متوقف می
صورتی کهدر شود،میباروريناکه منجر به 

فعال شدن تنها یک کپی از آن نرخ غیر
دهد، که ممکن میریزي را افزایشتخمک

اروري در ــزایش بــر به افــت منجــاس
که درــالیــ، در حشودا ــهوتــزایگوهتر

به بروز عقیمی و اختلال ها منجر هموزایگوت
با الگوي توارثی فوق ،در عملکرد تخمدان

. )4،6،8(شودغالبیت می
در جهشاین تحقیق به بررسی وجود 

و BMP15هاي از ژنG1و B4هاي جایگاه
GDF9پردازدمیدر گوسفندان نژاد دالاق.

هاروشمواد و
راس گوسفند نژاد 100در این تحقیق، 

از دو گله تحت پوشش اداره امور دام دالاق 
وس مورد بررسی قرار شهرستان گنبد کاو

که از طریق ورید وداج هاي خوننهنمو. گرفت
هاي ونوجکت منتقل و تا به لولهگرفته شد

درجه -20در دماي DNAزمان استخراج 
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براي استخراج . گراد نگهداري شدندسانتی
DNAشداز روش بهینه یافته نمکی استفاده

کیفی با استفاده از و ارزیابی کمی.)18(
و الکتروفورز Biochromاسپکتروفتومتر مدل 

.فتژل آگارز انجام گر
جفت153و 462ت منظور تکثیر قطعابه

وGDF9هاي ژن2و1بازي از اگزون 
BMP15اختصاصی آغازگرجفت از دو

اي از مشخصات د، که خلاصهشاده استف
در جدول هاي مورد بررسی جایگاهها و آغازگر

.ارائه شد1

هاي مورد مطالعه هاي مورد مطالعه و اندازه قطعات تکثیري جایگاهتوالی آغازگرها، جهش- 1جدول 
GDF9BMP15

آغازگرتوالی 
G1:5'-GATGCAATACTGCCTGCTTG-3'B4:5'-TTCTTGGGAAACCTGAGCTAGC-3'

G1:5'-GAAGACTGGTATGGGGAAATG-3'B4:5'-GCCTTCCTGTGTCCCTTATAAGTATGTTCCCTTT-3'

2اگزون 1اگزون ناحیه تکثیر
G TO AG TO Tتغییر نوکلئوتید

HhaIDdeIآنزیم برشی

Arg (R)–His (H)Ser (S)–Ile (I)تغییرات آمینو اسید

PCRbp462bp153محصول
:(+/+)256،156،52هاي اللیاندازه

410،256،156،52):-(+/
410،52): -/-(

153):-/-(
153،122،31):-(+/

122،31):+/+(

ngنظر، مقدار منظور تکثیر قطعات موردبه

PCRاستخراج شده به همراهDNAاز 100

Master Kite)شرکت سینا کلون(،µm1 از
و با ) Bioneerشرکت (از آغازگرها هر یک

میکرو لیتر با استفاده 5/12واکنش جم کل ح
و به شرح Bioradشرکت ترموسایکردستگاهاز

ی آن ـسیکل که در ط35. فتگرذیل انجام
دقیقه، 1و به مدتc˚94سازي در واسرشت

دقیقه و تکثیر 1مدت و بهc˚61دماي اتصال 
. انجام شدc˚72دقیقه و در دماي 1به مدت 

میکرولیتر از 5،نظرراي هضم قطعات موردـب
میکرولیتر آنزیم و 5محصول واکنش به همراه

اي ـهزیمـآند از ـواح5/0(هـربوطـبافر م
میکرولیتر Fermentas( ،2شرکت (اختصاصی

براي هریک از )میکرولیتر آب9/2و بافر
ساعت در حمام 12تا 8به مدت،هاجایگاه

. دشتیمار c˚37دمايآب گرم و در
5/2محصولات حاصل از هضم در ژل آگارز 

دقیقه 90و به مدت V75درصد و با ولتاژ 
آنگاه با استفاده از اتیدیوم و الکتروفورزگردید

.آمیزي شدبروماید رنگ

بحثونتایج 
با GDF9ژن 1قطعه تکثیر شده از اگزون 

دست ه که با نتایج ب،بودجفت باز 462اندازه
مطابقت )10(آمده از هانراهان و همکاران

و PCRالکتروفورز محصولات با .داشت
وقوع جهش در این مشاهده قطعات هضم شده
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هاي از نمونه% 15د به طوریکه شجایگاه تایید 
به یافتهجهششده داراي الل ژنوتیپتعیین 

همچنین . )1شکل(صورت هتروزیگوت بودند
این جمعیت براي این جایگاه در تعادل 

ژنی و ژنوتیپی فراوانی. واینبرگ نبود-هاردي
آنالیزهاي مربوطه به . شدارائه2در جدول

انجام PopGene version 1.3افزار کمک نرم
از طرفی نتایج حاصل از محصولات ).22(شد 

بیانگر BMP15ژنB4هضم مربوط به جایگاه 
و کلیه وقوع جهش در جایگاه مذکور بودعدم

و از تیپ شکلیتکفوق فراد براي جایگاها
.)2شکل (وحشی بودند

در نژاد دالاقBMP15و GDF9هاي واریانتژنی وژنوتیپی فراوانی- 2جدول 

و ) جفت باز256،156،52(داراي ژنوتیپ تیپ وحشی 8و 6، 4، 1هاي شمارهGDF9:الگوي باندي جایگاه - 1شکل
).جفت باز410،256،156،52(باشندیافته میژنوتیپ هتروزیگوس جهش11و 10، 9، 7، 5، 3، 2هايشماره

8تا 1هاي ، شماره)جفت بازPCR)153محصول10و 9هاي شماره: BMP15(B4)جایگاه الگوي باندي- 2شکل 
.باشندها داراي ژنوتیپ تیپ وحشی میتمام نمونه)جفت باز31و 122(محصول هضم آنزیمی 

ل از آزمایشات مربوط به آنالیز نتایج حاص
دهنده ی نشانریزي و دوقلوزاینرخ تخمک

یی در هاجهشکور و ارتباط بین صفات مذ
از . )4،10(باشدهاي فاکتور رشد میناحیه ژن

شوند، ها که در اووسیت بیان میجمله این  ژن

یک FSH.باشندمیGDF9و BMP15شامل 
ضروري براي چرخه فولیکولی طبیعی در عامل

.)13،14(جنس ماده است
که دهدمینتایج آزمایشگاهی نشان

فاکتورهاي مشتق از اووسیت قابلیت آن را 

فراوانی ژنوتیپیفراوانی اللیتعداد حیوانژن
100M

W-/ --+/+                 +/
GDF9075/0925/0015/085/0

BMP15010000100
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ها کننده گنادوتروپیننع تمایز القاءدارند که ما
هاي بر اساس یافته. شکل انتخابی شوندبه 

در حالت طبیعی از BMP15آزمایشگاهی 
، FSHهاي طریق مسدود کردن گیرنده

هاي گرانولوزا را نسبت به حساسیت سلول
FSHاین در حیوانات بنابر. دهدکاهش می

کمتر از حالت BMP15که غلظت یافتهجهش
کننده هاي القاءپاسخFSHطبیعی است، 

کند، هاي گرانولوزا ایجاد میبیشتري در سلول
همه این وقایع در این در حالی است کهو

گونه تفاوت در غلظت پلاسمایی غیاب هر
FSH ،LHقابلهاي تخمدانییدو استروئ

نتایج مشابهی در مورد .)20(استمشاهده 
GDF9دهـزارش شـرایی گـهاي صحدر موش

هاي نکته با بلوغ زودرس سلولاین . )21(است
هتروزایگوت یافتهجهشهاي گرانولوزا در میش

BMP15یاوGDF9کاهش .طابقت داردم
ها منجر به تولید سطوح سطوح این فاکتور

نماید که موجب تولیدمیFSH-Rبالاتري از 
و نیز هاي استروژنیک سالم بیشترفولیکول
این به . )17(شودبیشتري میLHهاي گیرنده

را هاي گرانولوزانوبه خود حساسیت سلول
دهد و در مجموع افزایش میLHنسبت به 

ریزي منجر به نرخ تخمکتمام این وقایع 
از طرف دیگر در .گرددبیشتري می

توسعه ورشدیافتهجهشهاي هموزایگوت
شود ولی در مرحله اولیه رشد متوقف میفولیک

ها براي رشد این مولکول،که مبین آن است
.)17،20(باشندفولیکول الزامی میوتمایز

با بررسی )9(هان و همکارانهانرا
دریافتند BMP15و GDF9ها در شکلیچند

3واریانت مورد مطالعه تنها 12در میان 

در حالت هموزایگوت B4و G8 ،B2واریانت 
وزایگوت با با فنوتیپ عقیمی و در حالت هتر

.ارتباط داردقلوزاییچند
که حاصل تغییر G1از طرف دیگر واریانت 

آمینه لیزین سیداگلوتامیک به جاي آمینه اسید
ینه در ـآمدـاسیده ـانـاز باقیم241ی ـوالـدر ت

با توجه به اینکه تغییر قبل . مولکول نابالغ است
از ناحیه عملکردي فورین رخ داده است، اثر آن 

.مولکول بالغ بعید دانستندرويرا 
احتمالاG1ًجهش در ناحیه بنابراین

اند منجر به فنوتیپ دوقلوزایی تونمی
ها ها و عقیمی در هموزایگوتهتروزایگوتدر

همکارانعلیرغم این نتایج چو و.)9(گردد
دوقلوزایی تایید رويرا G1ثر واریانت ا)2(

هاي انتهایی بیشتر کردند که اثر آن در زایش
اي در مطالعه) 11(جوانمرد و همکاران.بود

نژاد ماکویی، افشاري، مهربان 4رويهمزمان 
و بلوچی بیشترین و کمترین فراوانی اللی 

براي 18/0و 24/0را B2و G1واریانت 
در ماکویی و 1/0و 27/0افشاري و مهربانی و 

قلوزایی چند.افشاري به ترتیب گزارش نمودند
هاي تاثیر هر یک از ژنداري تحتبه طور معنی

ها براي هر طوریکه هتروزیگوتبهمذکور بود،
.بیشتري تولید کردندهايبرهیک از دو جایگاه 

در گوسفندان بلوچی ) 19(مرادبند و همکاران
G1فراوانی اللهاي تیپ موتان واریانت 

همچنین نتایج حاصل . گزارش کردند18/0را 
دار نوبت دهنده اثر معنیاز تجزیه اماري نشان

. دوقلوزایی بودرويG1زایش و واریانت 
یافته همچنین افراد داراي ژنوتیپ جهش

هموزایگوت بررسی شده در این تحقیق بارور 
در نژادهاي ) 1(برزگري و همکاران.بودند
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علاوه B2و G1مغانی و قزل با مطالعه وایانت 
مذکور بر نرخ هاي بر نشان دادن اثر ژن

زایی نشان دادند که ریزي و چندقلوتخمک
ممکن است به تنهایی براي عقیمی B2وایانت 

تواند صرفاً با کافی نباشد و عقیمی می
B2و G1هموزیگوسیتی براي هر دو جایگاه 

از طرفی در این گزارش واریانت . مرتبط باشد
G1ها داري در باروري در این نژاداثر معنی

در ) 6(همکارانفرج زاده و.  داشته است
درصد 2قیق روي نژاد زل نشان دادند که تح

بودند G1یافتهها داراي ژنوتیپ جهشاز نمونه

نتایج این .که البته همگی هتروزایگوت بودند
G1دهد که اگرچه واریانت ها نشان میبررسی

داري داشته است، اما دوقلوزایی اثر معنیروي
این واریانت به تنهایی در حالت هموزایگوت در 

مطالعه شده منجر به فنوتیپ عقیمی افراد 
رسد که تنها بنابراین به نظر می. نشده است

قلوزایی ها در گوسفندان ایرانی بر چنداین ژن
هاي و عقیمی موثر نیستند و ممکن است ژن

دیگري بر این صفت موثر باشند که نیاز به 
.باشدتحقیقات بیشتر در این زمینه می
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Polymorphic Variants of G1 and B4 from GDF9 and BMP15 Genes of
Dalagh Sheep

Alireza Khanahmadi1, Shahabeddin Gharehveysi2, Rasul Khataminejad3 and
Jalil Arab4

Abstract
Recently, mutations with major influence on ovulation rate and litter size were

identified in TGFβ superfamily ligands and receptors. This study was conducted to
identify polymorphisms in GDF9 and BMP15 genes in Dalagh sheep breed. One
hundred mature ewes from two flocks in Golestan province were genotyped for the
GDF9 (G1) and BMP15 (B4) variants. Two fragments of 462bp and 153bp of GDF9
and BMP15 genes were amplified by PCR-RFLP method. PCR product was digested
using HhaI and DdeI endonuclease restriction enzymes. The results of the digested PCR
products, did not confirm mutation at position B4 but Polymorphism was observed at
G1position. The heterozygote genotype frequency in the population was estimated at
15%.
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