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در ( دو يا چندقلوزائی)موثر بر باروری بالا  GDF9شکلی ژن هدف از اين تحقيق شناسائی چند

بدين . های دوقلوزائی بودبا رکورد و بررسی ارتباط آن RFLP  PCR -گوسفند نژاد زل با تکنيک

ن برای بررسی جهش در اين ژ شده راس گوسفند به روش نمکی بهينه 277ژنومی  DNAمنظور 

 GDF9بازی از ژن جفت 931و  262ای پليمراز جهت تکثير قطعات واکنش زنجيره. استخراج شد

های ترتيب توسط آنزيمبه GDF9از ژن  G8و  G1های قطعات تکثير شده واريانت. انجام گرفت

نتايج حاصل از بررسی حاضر تنها حاکی از . مورد هضم آنزيمی قرار گرفتند DdeIو  Hin6I برشی

نوع  يافته ودو آلل جهش. بود GDF9ژن  G1  شکل بودن گله مورد مطالعه برای واريانتچند

. در حيوانات مورد بررسی برای اين جايگاه مشاهده شد 15/7و  75/7 با فراوانی ترتيببه وحشی

حاکی از عدم ( GLMرويه ) SASافزار  با دوقلوزائی با استفاده از نرم G1بررسی ارتباط واريانت 

 (. P<75/7)های فنوتيپی مربوط به دوقلوزائی بود های مشاهده شده و رکورد باط بين ژنوتيپارت

 

 های کلیدی واژه
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هائی با اثر های علم ژنتیک مولکولی، شناخت ژنیکی از دستاورد

این . گیرندعمده است که در امر انتخاب مورد استفاده قرار می

 .Davis et al) شوندهای کاندید نام برده میعنوان ژنها بهژن

2002; Davis 2004).  انجام مطالعات ژنتیکی در گوسفند نشان

متولد شده توسط  هگذاری و تعداد برن تخمکاداده است که میز

های متفاوت با اثرات جزئی و همچنین توسط یک دسته از ژن

های موثر در های منفرد با اثرات عمده به نام ژنفعالیت ژن

ها در تعداد جنین (.Southeyi et al. 2002) شوندباروری کنترل می

. شودل میژنتیکی و محیطی کنتر عواملوسیله ههر آبستنی ب

های دهند در ژنگذاری را افزیش میهائی که میزان تخمکجهش

های اگر چه ژن. اندشناسائی شده GDF9 و  BMP15بورولا، 

ها های آناند، اما هنوز موقعیت جهشدیگری نیز کشف شده

 .(Davis 2004)مشخص نشده است 

ژن اتوزومی غالب است که بر میزان  یک (FecB) ژن بورولا

یک نسخه از این ژن باعث . گذاری اثر افزایشی داردکتخم

و دو نسخه از آن  5/1به میزان  گذاری تقریباًافزایش میزان تخمک

گذاری ریزی در هر بار تخمکتخمک سهباعث افزایشی حدود 

ها در گذاری باعث افزایش تعداد برهاین افزایش تخمک .شودمی

 Findlay) شودمی 5/1و  کیترتیب به میزان زائی بههر فصل بره

et al. 2002) .علت جهش در گیرنده حال تاثیر ژن بورولا بهبا این

BMPR-1B های گرانولوزا ها و سلولبوده که این ژن در اووسیت

 Davis)قرار دارد  ششه و بر روی کروموزوم شدبیان 

2004.)BMP15  یک ژن وابسته به جنس است که میزان تخمک-

های ناقل هموزیگوت عقیم دهد، اما مادهمی گذاری را افزایش

های کوچک دوکی شکل رشد های نابارور تخمدانمیش. هستند

 ;Davis 2004)کنند گذاری نمینیافته دارند که هیچ وقت تخمک

Galloway et al. 2002.) GDF9  بر خلافBMP15  یک ژن

قرار دارد که باعث  پنجم واتوزومی است که بر روی کروموز

گذاری در گوسفندان هتروزیگوت و ناباروری در ش تخمکافزای

 .Davi 2004; Galloway et al)شود گوسفندان هموزیگوت می

 BMP15و  GDF9های های هموزیگوت برای جهشدام. (2002

ها در مرحله اولیه متوقف عقیم هستند چون رشد فولیکولی آن

باعث کاهش پروتئین  GDF9و  BMP15های جهش. استشده

 .Wu et al)شود های سطح سلول میالغ یا تغییر اتصال گیرندهب

2004.) 

(2004) Hanrahan et al.  با کمک تکنیکSSCP  به بررسی وجود

ی از گوسفندان بلکلیر و کمبریج یها در نمونه GDF9جهش در ژن 

 G1نتایج حاصل از این بررسی نشان داد که واریانت . پرداختند

 Aبه  Gمنجر به تغییر نوکلئوتیدی ( 1جهش رخ داده در اگزون )

آمینه آرژنین با هیستیدین در موقعیت که در نتیجه آن اسید شودمی

G8  (FecGواریانت. شودپروتئین جایگزین میاز زنجیره  78
H) 

یک تغییر نوکلئوتیدی ( 2رخ داده در اگزون  هایجهشیکی از )

(CT) ( سرین) که منجر به جایگزینی یک آمینو اسید قطبی است

 خواهد شدپروتئین بالغ  88با یک آمینواسید غیر قطبی در جایگاه 

-ی مییادر ناحیه GDF9که موجب تغییر ساختار فضائی پروتئین 

های در بین جهش .(1شکل)شود که با گیرنده برهم کنش دارد 

FecGبررسی شده فقط جهش 
H ( واریانتG8 )عنوان جهش به

-در این مطالعه، واریانت .استهی شدگذار بر دوقلوزائی معرفتاثیر

G8 (FecGو  G1های 
H ) از ژنGDF9  که جهش ایجاد شده در

و نقش مهمی در  اندشدهشناسائی  DNAها بوسیله آزمایشات آن

کنند، مورد گذاری و دوقلوزایی در گوسفند ایفا میمیزان تخمک

 .اندبررسی قرار گرفته

 

 

 
 

 
 GDF9 (Polly et al. 2010.)ی شده در ژن یسای شنایاهای نقطهجهش -1شکل 
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 های مورد استفاده توالی پرایمر -1جدول 
 منبع (ʹ3→ʹ5) توالی پرایمر طول قطعه نام جایگاه

 ʹG1 462bp F:5ʹ-GAAGACTGGTATGGGGAAATG-3واریانت

R:5ʹ-CCAATCTGCTCCTACACACCT-3ʹ 

(Hanrahan et al. 2004) 

 ʹG8 131bp F:5ʹ-ATGGATGATGTTCTGCACCATGGTGTGAACCTGA-3واریانت

R:5ʹ-CTTTAGTCAGCTGAAGTGGGACAAC-3ʹ 

(Hanrahan et al. 2004) 

 

 
 GDF9از ژن  G8 وG1 برنامه حرارتی برای تکثیر واریانت  -2جدول 

 تعداد چرخه زمان (C°)دما   مرحله 

دقیقه DNA 14 5سازی اولیه  واسرشته  1 

 ثانیه DNA 14 45سازی  واسرشته

 ثانیه 66 66یا 57 *اتصال آغازگرها 35

 ثانیه 66 82 سنتز

 1 دقیقه 16 82 تکثیر نهایی

 باشدگراد میدرجه سانتی G8 ،66و برای واریانت درجه سانتی گراد  G1 ،57دمای اتصال آغازگرها برای واریانت* 

 

زل موجود در ( قوچ و میش)رأس گوسفند  266در این تحقیق از 

اصلاح نژاد گوسفند شیرنگ واقع در شهر  ایستگاه پرورش و

از خون کامل با  DNAاستخراج  .گیری به عمل آمدآباد خونفاضل

انجام گرفت   استفاده از روش  دستی استخراج بهینه یافته نمکی

(Miller et al. 1988). ای پلیمراز جهت تکثیر واکنش زنجیره

-از پرایمربا استفاده  GDF9بازی از ژن جفت 131و  462قطعات 

و طبق برنامه حرارتی   .Hanrahan et al(2004) های پیشنهادی

قطعات تکثیر شده (. 3 و 2 ،1 جداول)انجام گرفت ذکر شده 

های ترتیب توسط آنزیمبه GDF9از ژن  G8و  G1های واریانت

-مورد هضم آنزیمی قرار گرفتند و سپس به DdeIو  Hin6I برشی

درصد  16صد و اکریل آمید درسه  ترتیب بر روی ژل آگارز

آمیزی اتیدیوم برماید و نیترات نقره بارگذاری شده و با رنگ

های ژنی و ژنوتیپی و همچنین محاسبه فراوانی .آشکار شدند

 انجام شد POP Gene 1.32افزار  کای با استفاده از نرممربع آزمون 

(Yeh et al. 1997). آماری با استفاده از رویه  هایتجزیهGLM 

های حداقل مربعات از و مقایسه میانگینSAS (2662 )افزار  رمن

 تجزیهمدل آماری زیر برای . کرامر انجام شد -طریق آزمون توکی

 :ها استفاده شدداده

                                                           
1
 Modified Salting out 

yijkl   = μ  +Ai   + Bj   + Ck  +  eijkl                                                                                               

yijkl   =میزان دوقلوزائی هر حیوان،  μ  =میانگین کل ،Ai  = اثر

اثر ثابت شکم زایش =  Bj، (i=1،....،3)ثابت سال زایش 

(7،....،1j)= ،Ck  = اثر ثابت ژنوتیپ(1،2=  k) ،eijkl = اثر تصادفی

 .ماندهعوامل باقی

 
  مورد بررسیهای اندازه قطعات مربوط به ژنوتیپ -3جدول 

 G8 (bp)طول قطعات برای  G1 (bp)طول قطعات برای  وتیپژن

 ( AA)هموزیگوت غالب 

 ( AB)هتروزیکوت 

 (BB)هموزیگوت غالب 

256،154،52 

416،256،154،52 

416،52 

131 

131،167،31 

167،31 

 

و  AAدو ژنوتیپ  ،های مورد مطالعهواریانت پس از هضم آنزیمی

AB برای واریانتG1 که برای واریانت مشاهده شد در حالیG8 

اندازه . (3 و 2 شکل) قابل تشخیص بود( aa)یک ژنوتیپ تنها 

 3در جدول  هاهای مختلف این جایگاهقطعات مربوط به ژنوتیپ

های ژنی و دست آوردن فراوانی پس از به. استنشان داده شده

جهت تعیین وجود یا عدم وجود کای ژنوتیپی از آزمون مربع 

مقایسه فراوانی (. 4جدول )برگ استفاده شد تعادل هاردی واین

ژنوتیپی مشاهده شده و مورد انتظار نشان داد که این جایگاه در 

-بررسی ارتباط چند(. P<65/6)باشد تعادل هاردی واینبرگ می

 نشان داد کهی یقلوزاهای دو یا چندبا رکورد G1 واریانت شکلی
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ی یدوقلوزابر  مورد بررسیهای مختلف واریانت اثر ژنوتیپ

 .(5جدول ) (P<65/6)نبود  دارمعنی

 
توسط  GDF9از ژن  G1واریانت  PCRنتایج هضم محصولات  -2شکل 

 :M50. درصد 16اکریلامید از الکتروفورز روی ژل پلی پس Hin6Iآنزیم 

 (Generuler™ 50-bp DNA Ladder Plus marker) مارکر استاندارد

 

 
توسط  GDF9از ژن  G8اریانت و PCRنتایج هضم محصولات  -3شکل 

محصول :  A.درصد 16اکریلامید پس از الکتروفورز روی ژل پلی DdeIآنزیم 

PCR (139bp .)M5 : مارکر استاندارد(Generuler™ 50-bp DNA 

Ladder Plus marker) 
 

با استفاده از یک  G1 واریانتای پلیمراز برای در واکنش زنجیره

جفت بازی بدون هیچ  462اختصاصی یک قطعه  آغازگرجفت 

مطالعه الگوی باندی مشاهده . باند اضافی با موفقیت تکثیر شد

شکلی برای این شده در الکتروفورز پس از هضم آنزیمی، چند

که در این  طوری به. جایگاه را در گله مورد بررسی نشان داد

برای حالت  52و  154، 256، 416بررسی الگوی چهار باندی 

 52و  154، 256و سه باند  65/6اوانی آللی هتروزیگوت با فر

با  GDF9نشان دهنده هموزیگوت وحشی برای این واریانت از 

های بررسی شده مشاهده شد و در بین نمونه 15/6فراوانی 

نتایج حاصل از این . یافته مشاهده نشدژنوتیپ هموزیگوت جهش

ران های انجام شده بر روی نژاد زل مازندبررسی با نتایج پژوهش

(Farajzade 2005) ، نژاد آرخامرینوس(Farajzade et al. 2007) ،

 Ghaderi et)نژاد عربی  ،(Amiri et al. 2007)بختیاری  -نژاد لری

al. 2008)،  نژاد سنگسری(Jamshidi et al. 2009)  و نژاد دالاق

(Khanahmadi et al. 2009)  از استان گلستان که با همین تکنیک

نتایج . ها پرداختند مطابقت داردلی در این نژادشکبه بررسی چند

شکلی مشاهده شده برای این جایگاه و بررسی حاصل از چند

ی از گوسفندان نژاد یهاهای موجود در نمونهارتباط آن با رکورد

مغانی و قزل حاکی از تاثیر این جایگاه و جهش موجود در آن به 

ین گوسفندان بود که قلوزائی در ا ثر بر دو یا چندؤعنوان جهش م

با نتایج حاصل از ارتباط این جهش با صفت مذکور در گله 

 .(Barzegari et al. 2010)حاضر مغایرت دارد 

 

از  G1واریانت  کای نتیجه آزمون مربع و های ژنی و ژنوتیپیفراوانی -4جدول 

 در حیوانات مورد بررسی GDF9ژن 

 فراوانی ژنوتیپ
تعداد افراد مشاهده 

 (O)شده 

تعداد افراد 

 (E)مورد انتظار 
E/2(O-E) X2 

AA 165/6 176 486/176 6613/6 526/6 

AB 615/6 26 6486/11 6486/6  

BB 6 6 486/6 6486/6  

 

 

های دو یا چندقلوزائی های حداقل مربعات رکوردمقایسه میانگین -5جدول 

 GDF9از ژن  G1های واریانت مربوط به ژنوتیپ

 ژنوتیپ *میانگین ±خطای استاندارد 

626/6 a ±168/1 AA 

665/6a ±681/1 AB 

دهنده عدم های حداقل مربعات نشان داده شده با حروف مشترک نشانمیانگین*

 .باشددرصد می پنجدار در سطح احتمال وجود تفاوت معنی

 

های موجود از بررسی ارتباط بین جهش مشاهده شده و فنوتیپ

از تاثیر این جایگاه در سطح  کوتاه هان حاکیگوسفندان دم

ی یدرصد در گوسفندان دم کوتاه هان چینی بر دوقلوزا 5احتمال 

ی یدرصد بر چندقلوزا یکگوسفندان شکم اول و در سطح 

نتایج حاصل از (. Chu et al. 2004) گوسفندان شکم دوم بود

خوانی آماری بررسی حاضر هم هایتجزیهنتایج مذکور با  تحقیق

شکلی در این جایگاه از به بررسی چند  .Polly et al(2010) .ندارد

GDF9 نتایج حاصل از  .در گوسفندان گارول هندی پرداختند

. خوانی داشتبررسی مذکور با نتایج حاصل از بررسی حاضر هم

(2010)Vacca et al.  شکلی در این جایگاه ژنی به بررسی چند نیز
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، فرانسه، مراکش و های تونسگله از گوسفندان از کشور پنجدر 

نتایج حاصل از این بررسی حاکی از عدم وجود . ایتالیا پرداختند

در این گوسفندان بود که با  GDF9جهش در این واریانت از 

شکلی در بررسی چند. خوانی نداردنتایج حاصل از این بررسی هم

های دم کوتاه هان، دورست، این جایگاه ژنی در گوسفندان نژاد

و آلمانی حاکی از عدم وقوع جهش در این واریانت تکسل و مرین

در گوسفندان مورد بررسی بود که با نتایج حاصل  GDF9از ژن 

 .(Chu et al. 2005) خوانی ندارداز این پژوهش هم

. بازی بودجفت 131 یک قطعه G8 واریانت قطعه تکثیر شده برای

ان عنوان روشی آسبه PCR-RFLPبرای این جایگاه نیز از روش 

نتایج الگوی باندی . ها استفاده شدو سریع در تعیین ژنوتیپ نمونه

حاکی از عدم وجود   DdeIبا آنزیم PCRپس از هضم محصولات 

های مورد در نمونه GDF9جهش برای این  واریانت از ژن 

بررسی بود و گله مورد مطالعه برای این جایگاه ژنی مونومورف 

های انجام شده بر روی نژاد هایمعرفی شد که با نتایج پژوهش

قزل ، (Ghaderi et al. 2008)عربی ، (Ghaffari et al. 2007)شال 

(Mirabzade 2009)،  دالاق(Khanahmadi et al. 2009) گارول ،

 .Vacca et al(2010) و نتایج بررسی (Polly et al. 2010)از هند 

نژاد از گوسفندان آفریقای شمالی مطابقت دارد ولی با  پنجبر روی 

 توسط PCR-SSCPهای انجام شده با تکنیک نتایج بررسی

(2008)Akbarpour et al.  و  بر روی گوسفندان نژاد قزل

(2010)Bahmani et al.  خوانی گل همبر روی گوسفندان نژاد قره

  .ندارد

بر  موثرهای مله ژناز ج GDF9 شکلی در ژندر این بررسی چند

نتایج این بررسی . ی مورد بررسی قرار گرفتیقلوزا دو یا چند

-بررسی .بود GDF9از ژن  G1حاکی از وقوع جهش در واریانت 

های های انجام شده در خصوص ارتباط این جایگاه با فنوتیپ

مشاهده شده حاکی از عدم تاثیر این جایگاه بر این صفت در این 

با ژنوتیپ ( ییقلوزادو یا چند)صفت مدنظر  گله بود و ارتباط

از وقایع نادر  SNPجهش و در نتیجه . دار نشدمشاهده شده معنی

تاثیر بسزائی در گسترش آن و در  ،باشد که انتخابدر طبیعت می

شاید . های آللی و ژنوتیپی در طبیعت داردنتیجه تغییر فراوانی

بومی ایران عدم  ها در گوسفندانSNPپائین این  دلیل فراوانی

ها و در انتخاب توسط طبیعت و یا بشر برای گسترش این جهش

ادامه . ی باشدیقلوزاهای موثر بر دو یا چندنتیجه بزرگ ژن

تواند های جدید میها در خصوص کشف چندشکلیبررسی

 . های موثر بر این صفت مفید باشدجهت درک عملکرد ژن
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he aim of this research was to investigate the polymorphism of prolificacy gene, GDF9 in Zel 

sheep breed using RFLP-PCR method and to study the association of genotypes with multiple birth 

records. Genomic DNA of 200 sheep was extracted using modified salting out extraction protocol 

to evaluate the mutations in G1 and G8 variants of GDF9 gene. Polymerase chain reaction was carried out 

to amplify a 462 and 139 bp fragments of GDF9 gene. The amplified fragments of G1 and G8 variants of 

GDF9 genes were digested with restriction enzymes Hin6I and DdeI, respectively. The G1 variant of 

GDF9 gene was polymorphic. Two mutant (B) and wild (A) type alleles with frequencies of 0.05 and 0.95 

were detected in tested animals. Known's point mutation FecG
H
 was monomorphic in tested animals.  For 

G1 variant of GDF9 gene, a Chi-square test indicated that the population was in equilibrium. GLM 

procedure of SAS software was used to investigate the association of G1 variant of GDF9 gene with 

twining. Results indicated that there was no significant association (P>0.05) between polymorphism at 

this locus and twining. 
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