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و ارتباط PCR-RFLP با استفاده از روشGDF9 شناسايی جهش موجود در ژن  اين مطالعه جهت

گيری از نمونه اين منظوربرای  .يفيت اسپرم و بيومتری بيضه، انجام گرفتاحتمالی آن با صفات ک

 262 ، تکثير قطعه DNAپس از استخراج .عمل آمدقوچ نژاد سنجابی به رأس 16 خون و اسپرم

با استفاده از يک جفت آغازگر اختصاصی صورت گرفت و  GDF9بازی از اگزون يک ژن جفت

نتايج حاصل از  .انجام شد HhaIا استفاده از آنزيم برشی ب PCRسپس هضم آنزيمی محصولات 

ها در را در جمعيت مورد مطالعه تأييد کرد و تمامی نمونهA به  G هضم، عدم وجود جهش از نوع

های مشهود در صفات کيفی اسپرم با توجه به تفاوت. بود (GG)اين جايگاه دارای ژنوتيپ وحشی 

های های موجود در گلهنين بروز دوقلوزايی در ميشچگيری شده و همهای نمونهقوچ در

گوسفند نژاد سنجابی، نتايج اين تحقيق نشان داد که مطالعات ديگری در جهت شناسايی جهش در 

های ديگر باروری بايد صورت گيرد تا نواحی ژنومی مسئول صفات نواحی ديگر اين ژن و ژن

-منظور بهبود باروری در اين گلهنژاد سنجابی بههای ها و نيز دوقلوزايی ميشکيفی اسپرم در قوچ

 .ودشها شناسايی 

 

 های کلیدیواژه
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هدف از اصلاح نژاد گوسفند سودآوری از طریق بهبود چند 

صفات تولیدی و تولید مثلی  خصوصهها بگلهصفت اقتصادی در 

های برتر ها و قوچتواند از طریق انتخاب میشاین بهبود می. است

ها برای اساس شایستگی ژنتیکی آن عنوان والدین نسل آینده بربه

یکی از  .(Yazdi et al. 1997) گیرد نظر صورت صفات مورد

های نر خوب و پر بهره ها، استفاده از دامارکان اصلاح نژاد در دام

های با توان تولید با استفاده از قوچ. برای تولید فرزندان بهتر است

ها در گله توان از تعداد آنتر میمثلی بالا و جایگزینی سریع

های رمایه و کاهش هزینهتر سکاست که علاوه بر بازگشت سریع

ها حاصل خواهد تری در گلهنگهداری، پیشرفت ژنتیکی سریع

های بارور در گله لازم به ذکر است که انتخاب مستقیم قوچ .شد

براساس صفات کیفیت اسپرم، از جمله حجم مایع منی در هر 

 بر و طاقتانزال، تحرک اسپرم، غلظت اسپرم و غیره بسیار هزینه

 پذیری پایینی هستندز طرفی این صفات دارای وراثتا. فرساست

(Rothschild et al. 1998). انتخاب برای ژن بنابراین، شناخت و-

-های کاندیدایی که بر صفات کیفیت مایع منی تأثیر بگذارند، می

یکی از . ها در گله کندتواند کمک شایانی به بهبود باروری قوچ

 GDF9، ژنهای مهمنژ
های اتوزومی است و ژنبوده که جز  1

 Sadighi) استروی کروموزوم شماره پنج گوسفند شناسایی شده

et al. 2002) . کیلو باز طول داشته که شامل دو اگزون  5/2این ژن

کننده یک باشد و کدباز میجفت 1126و یک اینترون به طول 

ای اسیدآمینه 135اسیدآمینه و پپتید فعال  353 پیش پپتید به طول

جهش در اگزون یک . (Bodensteiner et al. 1999)است 

منجر به تغییر آرژنین به هیستیدین در  G1 موسوم به  GDF9ژن

 .(Hanrahan et al. 2004) شودامین اسیدآمینه این هورمون می 71

با وجود اهمیت این ژن در باروری، تاکنون الگوهای بیان و 

ها مورد قوچعملکرد آن در روند اسپرماتوژنز و باروری در 

منظور شناسایی بنابراین مطالعه حاضر به. بررسی قرار نگرفته است

در قوچ نژاد  GDF9  (G1)ژنموجود در اگزون یک  جهش

سنجابی و ارتباط احتمالی آن با صفات کیفیت اسپرم و بیومتری 

رأس قوچ نژاد سنجابی  96 در پژوهش حاضر از .بیضه انجام شد

ن و مرکز اصلاح نژاد مهرگان استان کوزرا در مناطق ماهیدشت،

-کرمانشاه طی دو سال متوالی و در دو فصل پاییز و بهار نمونه

                                                           
1
 Growth Differentiation Factor-9 

بیومتری بیضه چنین صفات هم. عمل آمدهخون و اسپرم ب از گیری

ارزیابی منی در . گیری شدندنیز اندازه (محیط و عرض طول،)

و  Evans and Maxwell( 1987) برداری طبق روشمحل نمونه

رای صفات حجم اسپرم، غلظت اسپرم، حرکت تجمعی و ب

، (های زنده به مردهدرصد اسپرم)مانی انفرادی اسپرم، درصد زنده

2تست مورفولوژی اسپرم و 
 HOSپس از .شد انجام 

روی ژل آگارز  DNAکمیت و کیفیت  ،از خون  DNAاستخراج

منظور تعیین چندشکلی اگزون یک ژن به .دشیک درصد تعیین 

(G1)GDF9  و شناسایی جهش Gبه A (G260A)،  براساس توالی

 از یک جفت آغازگر اختصاصی  Hanrahan(2004) پیشنهادی

FWD: 5'-GAAGACTGGTATGGGGAAATG-3'  وREV: 

5'-CCAATCTGCTCCTACACACCT-3'  واکنش . دشاستفاده

 -111میکرولیتر با غلظت  25حجم  در (PCR) مرازای پلیزنجیره

 25/1ها با غلظت ، هر یک از آغازگر DNAنانوگرم 51

 dNTP ،5/2مولار میلی 1X  ،2/1میکرومولار بافر 5/2میکرومولار، 

مراز و ، یک واحد آنزیم تک پلیMgCl2مولار میلی

مراز ای پلیواکنش زنجیره. مقطر انجام شدمیکرولیتر آب55/13

با دستگاه  GDF9بازی جایگاه ژنی جفت 362برای تکثیر قطعه 

درجه  93دمای : موسایکلر و با برنامه حرارتی زیر انجام شدتر

 35سازی اولیه، تعداد دقیقه برای وا سرشت 5 گراد به مدتسانتی

ثانیه برای  31گراد به مدت درجه سانتی 93چرخه در دمای 

منظور اتصال ثانیه به 35به مدت  57سازی، دمای واسرشت

ه مدت یک دقیقه برای گراد بدرجه سانتی 12ها، دمای آغازگر

-درجه سانتی 12ها، گسترش نهایی نیز در دمای گسترش آغازگر

جهت ارزیابی . دقیقه صورت گرفت11گراد به مدت 

الکتروفورز روی ژل آگارز با غلظت یک درصد  ، PCRمحصولات

تحت تیمار آنزیمی   PCRپس از تکثیر، محصولات. انجام شد

HhaI شده روی ژل آگارز  سپس محصولات هضم. قرار گرفتند

 PCRالکتروفورز محصولات  .سه درصد تعیین ژنوتیپ شدند

نظر گرفته شده از  بازی درجفت 362نشان داد که قطعه 

خوبی و بدون هیچ باند غیر اختصاصی تکثیر یافته به  GDF9ژن

 (.1شکل)است 

                                                           
2
 Hypo Osmotic Swelling Test 
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بازی از اگزون یک جفت 362کثیر قطعهتحاصل از  PCR محصولات -1شکل

 GDF9 (Marker Ladder 50 bp)ژن 

 

با آنزیم  GDF9بازی تکثیر شده از ژن جفت 362در هضم قطعه 

 Aبه  G انتظار بر این بود که درصورت وجود جهش HhaIبرشی 

(G1)،  یک جایگاه شناسایی مونومورف برای آنزیمفقطHhaI  

بازی برای جفت 52و 311و در نتیجه دو قطعه  وجود داشته باشد

وقوع جهش عدم چنین در صورت هم .ودشل حاص AAژنوتیپ 

 دو ناحیه توسط آنزیم برشی شناسایی شده و سه قطعه، مذکور

روی ژل  GGبازی برای ژنوتیپ وحشی جفت 52 و 156، 253

های مورد بررسی در در تمامی نمونه .رؤیت شودآگارز سه درصد 

بازی حاصل از جفت 52و  156، 253این تحقیق مشاهده قطعات 

در ناحیه  G1خوبی عدم وجود جهش ، بهPCRحصولات هضم م

 (.2شکل)های سنجابی تأیید کرد مورد نظر را در قوچ

 

 
جفت  362مشاهده شده حاصل از هضم آنزیمی قطعه  GG ژنوتیپ -2شکل

 GDF9بازی اگزون یک از ژن
Marker Ladder 50 bp ،ژنوتیپ GG (253 ،156  52و) 

 

های بیضه ر بالقوه فعالیتبه طو GDF9 مشخص شده که هورمون

در انسان نه تنها در  GDF9 ژنmRNA بعلاوه  کندرا تنظیم می

-گنادی هم بیان می های غیرغدد جنسی، بلکه در بسیاری از بافت

در  GDF9با این حال با حذف (. Fitzpatrick et al.1998)شود 

مردان بارور هیچ نقص فیزیکی یا رفتاری مشاهده نشده و بدین 

است که عمل آن در بیضه برای شروع و یا نگهداری معنی 

حتی موش نری  .(Dong et al.1996 )اسپرماتوژنز ضروری نیست 

آن را مسدود کرده بودند هنوز بارور بود و بیضه وزن  GDF9که 

جهش در دو  ایمطالعه طی(. Zhao et al. 2011) نرمال داشت

تازه و  بر روی کیفیت منی GDF9 ژن A625C و A485T جایگاه

های نر نژاد هلشتاین مورد بررسی قرار گرفت منجمد شده در گاو

و  1مشاهده شده بر نرخ یکپارچگی آکروزوم شکلیو هر دو چند

غلظت و تحرک اسپرم منجمد شده گاو نر نژاد هلشتاین تأثیر 

عنوان به  GDF9ژن (.Tang et al. 2013) داری داشتندبسیار معنی

 اندازی معرفیی مهمی برای نرخ تخمکیک ژن عمده و کاندیدا

2گوسفند نژاد توکا چنین درهم .(Davis 2005)است شده
QTL  

گوسفند و بسیار نزدیک  پنجمؤثر بر دوقلوزایی روی کروموزوم 

عنوان یک ژن را به GDF9 ها ژنو آن همشاهده شد GDF9 به

 .Nicoll et al)کردند  معرفیتأثیر عمده بر دوقلوزایی با  کاندیدا

 GDF9های موجود در ژن نشان داده که جهشمطالعات  (.2009

شود کمبریج و بلکلیر می هایموجب افزایش باروری در نژاد

(Hanrahan et al. 2004)چنین در گوسفندان کوچک دنبه ، هم

تأثیر آن  وگزارش  GDF9ژن  G1در چین جهش در جایگاه  3هان

از (. Chu et al.2004) استبر افزایش دوقلوزایی مشاهده شده

 GDF9ژن G1جهش در جایگاه وجود طرفی در نژاد بلوچی 

منجر به افزایش دوقلوزایی در حیوانات هتروزیگوت در مقایسه 

 .Moradband et al) شدحیوانات دارای ژنوتیپ وحشی با 

ماکویی، افشاری، مهربان  پژوهشی که روی چهار نژاددر  .(2011

ترتیب در به B2و G1ی دو جایگاه شکلو بلوچی برای بررسی چند

-طور معنیزایی بهقلو انجام شد، چند BMP15 و GDF9های ژن

 et al. 2011) های مذکور بودداری تحت تأثیر هر یک از ژن

Javanmard.) های ثبت شده در قوچ در تحقیق حاضر، رکورد

گیری شده های نمونههای مشهود در کیفیت اسپرمسنجابی تفاوت

عنوان مثال برای حرکت تجمعی اسپرم این تفاوت بین اد بهنشان د

دلیل مونومورف بودن ، اما به(1جدول )گذاری شد ارزش 5-1

امکان بررسی ارتباط و تأثیر این جایگاه  GDF9در ژن   G1جایگاه

بر صفات بیومتری بیضه و همچنین صفات ارزیابی شده کیفیت 

 . اسپرم فراهم نشد

                                                           
1
 Acrosome Integrity Rate  

2
 Thoka 

3
 Han 
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 گیری شده روی کیفیت اسپرم در قوچ سنجابیهای اندازهژگیبرخی از وی -1جدول
حداکثرحداقل (خطای استاندارد ±)میانگین  صفت

 1.29 ± 0.05 0.5 2.5 (ml) حجم اسپرم

 254.82 ± 13.88 45 540 (X× 107) غلظت اسپرم

 5 0 0.06 ± 4.61 (رتبه)حرکت توده ای 

 99 40 1.69 ± 85.43 )%( حرکت انفرادی

 100 71 0.64 ± 92.76 )%( رچگی غشای اسپرمیکپا

 99 60 1.50 ± 82 )%( زنده مانی

 100 73 0.68 ± 93.03 )%( مورفولوژی

 

های بالغ سه گله بزرگ با توجه به اینکه در این مطالعه تمامی قوچ

 G1نژاد سنجابی انتخاب شده بودند عدم وقوع جهش در جایگاه 

شکلی این جایگاه در د حاکی از نبود چندشاید بتوان GDF9ژن 

لذا مشاهده . ها نیز باشدها در این گلههای متولد شده از آنمیش

-تواند احتمالاً به دلایل تغذیهدوقلوزایی در گوسفندان این نژاد می

های دیگر این ژن و یا و یا ناشی از اثر جایگاه( فلاشینگ)ای 

باشد که   FecBو  BMP15های مرتبط با باروری مثلدیگر ژن

ذکر این نکته  .تاکنون در این نژاد مورد بررسی قرار نگرفته است

ضروری است که جهش مورد مطالعه در این تحقیق، حتی ممکن 

است در سالیان دور در جمعیت گوسفندان نژاد سنجابی اتفاق 

ریزی دلیل اینکه طی سالیان اخیر انتخاب برنامهافتاده باشد اما به

در این نژاد وجود نداشته احتمال حذف آن در طی زمان ای شده

-اگر چه در جایگاه مورد مطالعه ما تفاوتی بین قوچ .وجود دارد

-تری جهت یافتن ژنمطالعات بیش های سنجابی مشاهده نشد اما

های مؤثر بر کیفیت اسپرم جهت استفاده در های دیگر و جایگاه

تر شرفت ژنتیکی سریعهای اصلاح نژادی و دسترسی به پیبرنامه
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