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مثلي گوسفند و بز شده  هايي با اثر عمده بر بازدهي توليدبه كشف جهشهاي مولكولي، منجر كارگيري فناوريب

هاي  ، جهشGDF9در ژن . انديافت شده Booroolaو  BMP15 ،GDF9هاي ها در ژنبيشتر اين جهش. است
FecGH  وFecTT هاي هاي ياد شده و جهشبا توجه به اهميت چندقلو زايي در بز، وجود جهش. چنين اثري دارند

واكنش  ،هاي خونياز نمونه DNAپس از استخراج  .بررسي شدند GDF9ن در نژادهاي بيتال و تالي براي ژن نوي
PCR  براي آغازگرGDF9  فرآورده  5صورت گرفت و تعدادPCR  از نژاد بيتال و تالي كه داراي ركوردهاي

و رسم درخت فيلوژني با نرم  Vector NTIنتيجه تعيين توالي با نرم افزار . زايش گوناگون بودند، تعيين توالي شدند
مورد بررسي  GDF9ساختارهاي سه بعدي پروتئين   ps2با استفاده از سايت تخصصي . انجام گرفت MEGA 4افزار 

نژاد بيتال، يك  در بالازايش ركورد  داراي اما در افراد .در نژاد تالي تغيير نوكلئوتيدي مشاهده نشد. قرار گرفت
ن، بين ئيدر پيش بيني ساختار سه بعدي پروت. جايگزيني اسيد آمينه آلانين با والين يافت شد جهش هتروزايگوت با

ويژه در  هاي اسيدآمينهبا بررسي فراواني وجود ريشه. پروتئين جهش يافته و بدون جهش تفاوت وجود داشت
 كه دارد β اتي براي ايجاد رشتهو والين تمايل ذ α ساختمان دوم مشخص شد آلانين تمايل ذاتي براي ايجاد مارپيچ
بررسي درخت فيلوژني بين چند گونه مختلف . شودسبب تغيير در ساختمان سه بعدي و احتمالا عملكرد پروتئين مي

 .تر استبز به گوسفند شبيه GDF9ني ئياز جانداران نشان داد كه توالي پروت

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
هاي مهم در تعيين بازدهي ريزي يكي از سازهنرخ تخمك

-هاي مختلف پستانداران، گونادوتروپيندر گونه. توليدمثلي است

هاي رشد پاراكريني، گامه عواملهاي متابوليكي و ها، هورمون
 .Hunter et al(كنند ريزي را كنترل ميسازي و تخمكفوليكول

پاراكرين تراوش  عواملاند كه بسياري نشان دادههاي يافته ).2004
شده به وسيله اووسيت، عملكردهاي تكثير استروييد سازي، تمايز 

هاي سوماتيك فوليكولي را تنظيم اي ياختهو مرگ و مير ياخته
پاراكرين توليد شده به  عوامل ).Gilchrist et al. 2004(كنند مي

هاي كومولوس را ياخته هايوسيله اووسيت، بيان بسياري از ژن
براي نمونه، بيان . كندها را تنظيم ميدهد و عملكرد آنافزايش مي

كه در  2- و سيكلو اكسيژناز 2- هاي هيالورونيك اسيد سينتاز ژن
 9 -1رشد وتمايز عاملتكامل اووسيت نقش دارند به وسيله 

)GDF9( شودتنظيم مي )Pangas et al. 2004( .هايي نيز پژوهش
 9 - رشد وتمايز عاملپاراكريني مانند  عواملحياتي نقش 

)GDF9( 215- و پروتئين مورفوژنيك استخوان )BMP15(  را در
 McNatty(ريزي نشان دادند رشد آغازين فوليكول و نرخ تخمك

et al. 2004.( تراوش شده به وسيله  عواملتني، هنگام تكامل برون
هاي عملكرد ياختهبا اثر بر  ،BMP15و  GDF9اووسيت، به ويژه 

 عاملابرخانواده . دهند، نرخ نمو اووسيت را افزايش ميكومولوس
نشان داده . عضو است 35داراي  ،(TGF-β) 3رشد تبديل كننده بتا

در تنظيم باروري مهم هستند  عواملاين شده كه بسياري از 
)Shimasaki et al. 2003( .هاي كه جهش در ژن همشخص شد

BMP15  وGDF9 تغيير در رشد فوليكولي و ناباروري  موجب
در ).  Galloway et al. 2000; Hanrahan et al. 2004(شوند مي

و ) FecGH )Hanrahan et al. 2004هاي جهش ،GDF9ژن 
FecTT )Nicol et al. 2009( ژن .چنين اثري دارند GDF9 داراي 

 5 شماره كروموزم روي بز در و بوده اينترون يك و اگزون دو
 پروتئين پيش يك و است bp   2500 آن اندازه. است گرفته قرار

 DNA هايآزمايش. كندمي رمزدهي را ايآمينه اسيد 435 داراي
 وفراهم كرده  دامپروري صنعت در هاژن اين بكارگيري در روشي

                                                            
1 Growth Differentation Factor-9 
2 Bone Morphogenetic Protein-15 
3 Transforming Growth Factor β 

 در بالا باروري ژنتيكي اساس تعيين براي كارآمد ابزار يك
 Polley et al. 2009 Davis ;( است دنيا بز و گوسفند نژادهاي

 آمار، دانش و مولكولي بيولوژي در تازه هايپيشرفت ).2004
 در را عمده ژني و ژنومي گوناگوني ارگيريبك و تعيين امكان
 دام زندگي در كه آنجا از. است كرده فراهم دام ژنتيكي تكامل
 كنترل ژن جفت چند بوسيله يا و كنندمي بروز دير صفات برخي
. است موثرتر نشانگر كمك به گزينش ارگيريكب شوند،مي

هاي ژني و كاربرد آن در بنابراين جستجو براي يافتن چند شكلي
هاي فناوري. گزينش بر پايه نشانگر، داراي اهميت ويژه است

شكلي بين افراد يك  مولكولي، امكان تعيين گوناگوني و چند
 اين چند. دنكنفراهم مي DNAاي از براي نواحي ويژه را جمعيت
هاي بين هاي ژني و ارزيابي گوناگونيها در تهيه نقشهشكلي

 .هاي ويژه در يك خانواده اهميت دارندنشانگرها در ميان فروزه
هاي ياد شده بالا و احتمال هدف از اين پژوهش، بررسي جهش

 GDF9بيتال و تالي در ژن بز نژاد  هاي نوين در دووجود جهش
  .بود
  

   هامواد و روش

در ايستگاه اصلاح نژاد بز موجود نمونه خون از بز تالي  60تعداد  
بر تالي در شهرستان بندرعباس، جمع آوري شد، اين نمونه گيري 

يعني اگر نمونه . صورت گرفت) والدين به نتاج(اساس شجره 
گيري از مادر صورت مي گرفت، سعي مي شد كه از نتاج مادر 

گيري ار نتاج ي موارد نمونهگيري انجام شود و در برخهم نمونه
خاستگاه بز تالي . تا سه يا چهار نسل پس از مادر نيز انجام گرفت

 دوقلوزايي اين نژاد از كشورهاي حوزه خليج فارس و درصد

هاي گيري از بزهاي بيتال از گلهنمونه .است درصد 27 حدود
مردمي در شهرستان زرند و مناطق اطراف شهر كرمان صورت 

شجره ر اساس نمونه خون از اين نژاد نيز ب پنجاهاد گرفت و تعد
ها زير نظر نهاد دولتي نبودند، در برخي اين گله. دشآوري جمع

هاي مردمي به هاي چند نسلي از اين نژاد در  گلهموارد شجره
خاستگاه . هاي دولتي قابل دسترس نبوددست آمد كه در ايستگاه

 نژاد   دوقلوزايي اين  درصدبز بيتال، هندوستان و پاكستان است و 
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 .)Mousavizadeh et al. 2009( باشدمي درصد 6/52 حدود نيز

از خون به روش نمكي و تعيين كيفيت با ژل  DNAاستخراج 
پيرو   و  پيشرو هاي آغازگر  .گرفت انجام   درصد يك   آگارز

 -'F: 5 بر اساس GDF9ژن  2اگزون 

ATCCCACCCTGACGTTTAAGGC - 3'  و R: 5'- 

TCCTCCCAAAGGCATAGACAG- 3'    به وسيله شركت
Promega )Hanrahan et al. 2004( جهت انجام  ساخته شد

 20كه حجم پاياني آن  (PCR)اي پليمراز واكنش زنجيره
، )نانوگرم 30( الگو DNAميكروليتر از  يكمقدار ميكروليتر بود، 

 5/0آب ديونيزه، ميكروليتر  PCR ،6/13بافر  ميكروليتر 2
يك ميكروليتر از ، MgCl2ميكروليتر  dNTP ،7/0ميكروليتر 

 DNA Taqآنزيم  ميكروليتر 2/0آغازگرهاي پيشرو و پيرو و 
مخلوط پاياني در دستگاه ترموسايكلر مدل  ،پليمراز افزوده شد

BIOER TC-XP-E  قرار داده شد زيرگرمايي  هايچرخهبا :
-درجه سانتي 94اي دناتوراسيون اوليه به مدت پنج دقيقه و دم

ثانيه و  30به صورت دناتوراسيون به مدت  چرخه 30گراد؛ انجام 
 62ثانيه و دماي  45گراد، اتصال به مدت درجه سانتي 94دماي 

-درجه سانتي 72ثانيه و دماي  45گراد، سنتز به مدت درجه سانتي

درجه سانتي 72دقيقه و دماي  10گراد و سنتز نهايي به مدت 
با ژل  )bp 1069(قطعه مورد نظر  صحت، PCRش واكن. گراد

نمونه از نژاد بيتال  3(نمونه  5آگارز يك درصد مشخص و تعداد 
تعيين توالي  براي) نمونه از نژاد تالي با ركوردهاي گوناگون 2و 

كره جنوبي فرستاده و نتيجه تعيين توالي به  BIONEERبه شركت 
صورت مشاهده  بررسي شد، در Vector NTIوسيله نرم افزار 

شد، تغيير نوكلئوتيدي كه منجر به تغيير توالي آمينو اسيدي مي
تعيين توالي به شركت نامبرده فرستاده  برايتوالي مربوطه دوباره 

  .دشوتا جهش مورد نظر تاييد 

 براي پيش بيني ساختار سه بعدي از سايت تخصصي
http://ps2v2.life.nctu.edu.tw خت براي رسم در. استفاده شد

با شماره هاي ( هاي مختلفگونه GDF9توالي پروتئيني  فيلوژني،
، )NP777106( از جمله گاو) ذكر شده در داخل پرانتز شناسايي
 ، اسب)ADE45329 -مرخز نژاد( ، بز)CCI87994( گوسفند

)XP001504477(خوك ، )AAT67460(انسان ، )NP005251( ،
 ، سگ)NP067704( ، موش صحرايي)NP032136( موش خانگي

)NP_001161485(گربه ، )NP001161485(مار ماهي ، 
)AFF57870( ماهي كپور ،)ADW20148(  و ماهي زبرا
)NP001012383(  با استفاده از اطلاعات موجود در شبكه

جمع آوري و به همراه توالي هاي پروتئيني  NCBIاطلاعاتي ژني 
بررسي مورد  MEGA 4نژادهاي تالي و بيتال به وسيله نرم افزار 

  .قرار گرفت
 

    نتايج و بحث
اي واكنش زنجيره همورد نظر به وسيل DNAپس از تكثير قطعه 

مربوط به  PCRهاي نمونه از فرآورده GDF9 ،3مراز با آغازگر پلي
كره جنوبي  BIONEERبز بيتال، جهت تعيين توالي به شركت 

اي گرفته هها بز بيتال با تواليسازي تواليفرستاده شد، با هم رديف
و پس از آناليز  Vector NTIافزار به وسيله نرم GenBankشده از 

ي نژاد بيتال كه داراي هاها مشخص شد كه در يكي از نمونهداده
ها در كل نمونه )قلوزا؛ سال دوم زايش 5(بيشترين ركورد زايش 

با . دارد bp881 يك جهش تك نوكلئوتيدي در جايگاه  بود،
در . ص شد كه اين تغيير هتروزايگوت استبررسي نموداري، مشخ

شده بود  )C(سيتوزين  جايگزين )T(نوكلئوتيد تيمين  ،اين تغيير
، يعني Bتيپ وحشي در مقايسه با نمونه  ، يعنيAنمونه  ؛1شكل (

نمونه ديگر نژاد بيتال كه  2در ). هتروزايگوت نشان داده شده است
ه قسمتي از دو مقايس. تعيين توالي شدند تغييري مشاهده نشد

آمده است،  1توالي نوكلئوتيدي بدون جهش و جهش دار در شكل 
در اين شكل قسمت بدون جهش و جهش دار، با علامت پيكان 

  . نشان داده شده است

  
آمينه  اسيد كه منجر به تغيير يك GDF9جابجايي نوكلئوتيدي در ژن  -1شكل
  ).A(، در مقايسه با توالي نوع وحشي نژاد بيتال )B(شد
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هاي پروتئيني، با ي ياد شده به تواليDNA پس از ترجمه توالي
روتئيني پتوالي هفت سازي توالي پروتئيني بز بيتال با رديفهم

نژادهاي بزهاي بومي و غير بومي مشخص شد كه در جايگاه ياد 
ها رخ داده است، در واقع در شده تغييري در توالي اسيدآمينه

اسيد آمينه ، 273خص شد كه در ريشه مشسازي رديففرايند هم
) Aبا نام اختصاري (، جايگزين آلانين )Vبا نام اختصاري (والين 
قابل ذكر است زماني كه جهش منجر به ). 2شكل (است شده 

دوباره براي تعيين توالي به شركت  نمونه د، شتغيير اسيدآمينه 
BIONEER ه دوم نيز جهش ياد شدفرستاده شد، در تعيين توالي

 .دشتاييد 

  273 زيرواحدتغيير اسيد آمينه والين به آلانين در  -2شكل 

اي مورد نظر به وسيلة واكنش زنجيره DNAپس از تكثير قطعه 
يك نمونه تك قلوزا و يك (نمونه  GDF9 ،2مراز با آغازگر پلي

مربوط به بز تالي هم، جهت  PCRهاي از فرآورده) نمونه سه قلوزا
با هم . كره جنوبي فرستاده شد BIONEERركت تعيين توالي به ش

هاي گرفته شده از هاي پروتئيني بزتالي با تواليسازي تواليرديف
GenBank افزار به وسيله نرمVector NTI ها و پس از آناليز داده

مشخص شد كه در اين نژاد تغييري در توالي آمينو اسيدي رخ 
  .نداده است

نوع جهش يافته و  BMP15ئيني بيني ساختار سه بعدي پروتپيش
 http://ps2v2.life.nctu.edu.twبدون جهش به وسيله سايت 

 ).3شكل(انجام گرفت 

  
دار و جهش) A(هاي پروتئيني، بدون جهش ساختار سه بعدي توالي -3شكل

)B(  

، مربوط به پروتئين بدون جهش Aدر شكل بالا، ساختار سه بعدي 
باشد، با مقايسه دو افته مي، مربوط به نوع جهش يBو ساختار 

هاي  شود كه بين پروتئين جهش يافته تفاوتشكل بالا مشخص مي
ساختاري با نوع بدون جهش دارد كه با علامت پيكان نشان داده 

تر و يك برآمدگي نسبت به نوع  وجود شكاف عميق( اندشده
  ).بدون جهش

اني در بحث جابجايي اسيد آمينه والين به آلانين، بررسي فراو
ويژه در ساختمان دوم حايز اهميت  هاي اسيدآمينهزيرواحدوجود 
كه روي ساختمان سه بعدي  است عامليچون اين امر ، است

هايي مانند آلانين، گلوتامات و زيرواحد. گذاردپروتئين اثر مي
در شركت كنند،  )α ) helixαهاي لوسين تمايل دارند در مارپيچ

هايي مانند والين و ايزولوسين تمايل به وجود در زيرواحد حالي كه
 اين تمايل به ساختار). 1جدول(دارند  )β )β sheetهاي رشته

دار شاخه د، براي نمونهشوبر مي ها و پپتيدهاي سنتزيپروتئين
بودن ايزولوسين، والين و ترئونين به دليل ممانعت فضايي در اتم 

اين  ، درحاليكهشوديم αناپايدار كردن مارپيچ  سبب βكربن 
در اين  چونگيرند قرار مي βهاي آمينواسيدها به آساني در رشته

اي كه زنجيره اصلي در آن هاي جانبي از صفحهها زنجيرهرشته
 .Asgari et al(كنند گيري ميقرار دارد، به سمت خارج جهت

2009; Moosavi-movahedi et al. 2009.( 

 هاي اسيدهاي آمينه در ساختمان دومشههاي نسبي ريفراواني  -1جدول
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هاي عصبي عفوني به وسيله عواملي انتقال براي مثال برخي بيماري
ها هستند، ولي تنها شوند كه از نظر اندازه مشابه ويروسداده مي

ها شامل آنسفالوپاتي اسفنجي اين بيماري. باشندشامل پروتئين مي
در انسان  2ژاكوب- فلد، بيماري كروتز)جنون گاوي( 1شكل گاوي
با بررسي اين عوامل عفوني . باشددر گوسفند مي 3و اسكراپي

هاي ها متشكل از شكلمشخص شد كه عامل انتقال اين بيماري
تجمع يافته يك پروتئين است، اين تجمعات پروتئيني مقاوم به 

برند، درمان با عواملي هستند كه بيشتر پروتئين ها را از بين مي
ها از يك پروتئين سلولي طبيعي به نام مامي اين پروتئينبيشتر يا ت

PrP ساختمان پروتئين . شوند كه در مغز وجود داردمشتق مي
نسبت به ساختمان پروتئين در اين تجمعات  PrPسلول طبيعي 

 βو مقادير كم ساختمان رشته  αاي از مارپيچ داراي نواحي گسترده
-كونفورماسيون تغيير در بنابراين ).Mohammadi 2009(باشند مي

تواند روي مي βهاي صفحه يا كونفورماسيون αهاي مارپيچي 
 .عملكرد پروتئين تاثيرگذار باشد

انجام گرفت،  MEGA 4رسم درخت فيلوژني به وسيله نرم افزار 
براي رسم اين درخت توالي پروتئيني نژادهاي تالي، بيتال و 

گونه  GDF9ي پروتئينن مرخوز استفاده شد، علاوه بر اين از توال
هايي مانند گاو، گوسفند، اسب، خوك، موش خانگي و صحرايي، 
ماهي زبرا و كپور، مارماهي، سگ، گربه و انسان مورد بررسي قرار 

 ).5شكل (گرفت 

ترين شباهت به شود، نزديكهمانطور كه در شكل بالا مشاهده مي
پس از آن  و  )1/98( توالي پروتئين بز، توالي پروتئيني گوسفند

توالي پروتئيني اسب بيشترين شباهت را به . )3/95( باشدگاو مي
از طرفي توالي پروتئيني ماهي زبرا  وتوالي نشخواركنندگان 

 كمترين شباهت را به توالي نشخوار كنندگان، به ويژه بز دارد
توالي پروتئيني انسان به توالي پروتئيني خوك شباهت . )6/33(

 .)5/76(شت بيشتري دا
 
 
 
 

                                                            
1 Bovin spongiform encephalopaty 
2 Cerutzfeldt-Jakob disease 
3 Scrapie 

 Markhoz Goat

 Tali Goat

 Beetal Goat

 Sheep

 Cow

 Horse

 Pig

 Human

 Cat
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 Rat
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 Carp Fish

 Zebra Fish

0.00.10.20.30.4 
 GDF9درخت فيلوژني مربوط به توالي پروتئيني -5شكل 

 
  سپاسگزاري

بدين وسيله از كليه دوستان و همكاران بخش علوم دامي دانشگاه 
شهيد باهنر كرمان و پژوهشكده زيست فناوري دانشگاه شيراز به 

 .شودسبب همكاري صميمانه در اين پژوهش سپاسگزاري مي
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