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با روش تجزیه نقطه ذوب B4GALNT2 (FecL ) های ژن‌مطالعه جهش

 در گوسفند زندی (HRM) با وضوح بالا
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با توجه به . باشد‌تعداد نتاج متولد شده در هر زايمان می، ررسی توان توليدمثلهای مهم ب‌از معيار

های مولکولی مورد توجه کمک فناوری‌بهبود ژنتيکی آن به ،ها‌ثير اين صفت در سودمندی گلهأت

 GDF9, BMP15, ALK6اثر شامل  های عمده‌تحقيقات نشان داده است که ژن. قرار گرفته است

 FecLثير جهش ژن أت. اند‌صفت تعداد نتاج در هر زايش مرتبط بوده با B4GALNT2 (FecL) و

صورت افزايشی بوده و منجر به آزاد شدن سه تخمک برای دو کپی از اين ‌هدر حالت هموزيگوت ب

ژن  در شناسايیDLX3: c. * 803A>G هدف از اين مطالعه بررسی چندشکلی . شودژن می

B4GALNT2 (FecL ) با استفاده از روش ذوب با وضوح بالا  11روی کروروموزم(HRM)،  در

روشی است که ميزان  HRMآناليز . قلوزايی بودگوسفند زندی و ارتباط اين ژن با صفت چند

گيری ‌هزدر اثر خروج رنگ اندا DNAکاهش فلورسنت را در طی فرآيند شيب حرارتی ذوب 

گونه تغييری در ‌هيچ. با نتايج تعيين توالی در تطابق کامل بود HRM حاصل از جينتا. نمايد‌می

از اين  ،جايگاه مورد نظر در جمعيت گوسفند زندی مورد بررسی مشاهده نشد نوکلئوتيدی توالی

تمامی  ما در. باشد‌می( مونومورف)يک شکل  B4GALNT2رو مکان مورد بررسی برای ژن 

حذف را مشاهده کرديم، اما تغييری در  صورت به نوکلئوتيدی راتييتغ نظر موردهای ‌توالی

علاوه دو جهش شامل جهش ‌به. آمينواسيد حاصل و در نتيجه تغييری در ساختار پروتئين حاصل نشد

A>G  و جهش  7در نمونه  2242در جايگاهC>G  مشاهده شد 77در نمونه  2241در جايگاه .

 .شودپيشنهاد میهای عمده اثر ديگری برای اين نژاد ‌بررسی جهش در ژن
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میزان و زایش  هر در بره تعداد که است داده شده نشان تحقیقات

 از یاریتوسط بس یکیصورت ژنت‌توانند به‌یماندازی تخمک

و یا توسط  (Ricordeau et al. 1990)ی مختلف کوچک اثر ها‌ژن

نامیده ( (Fecهای باروری ‌های بزرگ اثر که ژن‌گروهی از ژن

از . (Davis 2005; Drouilhet et al. 2009) شوند نتظیم شود‌می

توان به ژن ‌متعدد می های‌جهش با اثر بزرگ های‌ژن ترین‌مهم

مورفوژنیک  پروتئین گیرنده و ژن (GDF9) رشد وتمایز فاکتور

 پروتئین ها‌آن ترین‌معروف که BMP ودسته( BMPR1B) استخوان

 .Bodin et al) است اشاره کرد( BMP15) مورفوژنیک استخوان

، PCR-RFLPای روی نژاد شال با تکنیک ‌طی مطالعه (.2007

 و  GDF9(FecGH) های‌برای شناسایی چند شکلی در ژن

BMPR-IBدش، جهشی گزارش ن (Ghaffari et al. 2009a.; 

Ghaffari et al. 2009b..) که  یها هنگام‌جهش نیا یتمام

 زانیو م شیتعداد بره در هر زا ،دنباش‌یم گوتیهتروزصورت ‌به

با توجه به نوع دهند، اما ‌یم شیافزا در میش را یانداز‌تخمک

ها ممکن است، از چند ‌اثرات آن گوت،یو در حالت هموز جهش

 (.Nicol et al. 2009) باشد متفاوتگوسفند  یمیبالا تا عق ییقلوزا

 گله یک در لکون گوشتی گوسفند نژاد روی مطالعه یک طی

 فرد‌به‌ که چندشکلی منحصر محققان نشان دادند فرانسه، در تجاری

(DLX3: c. * 803A> G )جهش  باFec
L یدر بررس .است مرتبط 

Fec جهش
L چند شکلی  دوg.36938224T> A 7 نونتریا ناحیهدر 

در  g.37034573A> Gجهش  و دیده شد B4GALNT2  ژن از

 همانند. اند‌شناسایی شده EZRو  B4GALNT2ژن  یتوال نیب

Fecجهش
B تاثیر جهش ،Fec

L تخمک میزان درحالت هموزیگوت 

کپی  یک برای اضافی تخمک 5/1 افزایشی و با صورت‌اندازی به

FecL) کپی از ژن جهش یافته دو این ژن وسه تخمک برای از
L) 

این  (.Drouilhet et al. 2013; Drouilhet et al. 2009) همراه بود

را  B4GALNT2 ژن ی،میستوشیمونوهیا شیآزما یط درمحققین 

Fecژن  بیان و یابی‌مکان برای نامزد بهترین عنوان‌به
L  پیشنهاد

 :و در موقعیت گوسفند 11 کروموزوم این ژن روی. نمودند

 .Drouilhet et al) دارد قرار اگزون 11 با 36992982 – 36929322

 جهش ریز،‌درون غدد عملکرد و تخمدان فنوتیپ اساس بر(. 2013

 Fec
Lپروتئین رسان‌پیام سیستم بر مؤثر های‌ژن ی‌همه با مقایسه در 

 عملکرد (BMP15وBMPR1B،  GDF9) استخوان مورفوژنتیک

با  مرتبط هایجهش دیگر به نسبت متفاوت ای‌به شیوه را تخمدان

 دهد‌شده در گوسفند تغییر می شناخته صفات چندقلوزایی

(Drouilhet et al. 2009; Drouilhet et al. 2010.) از هدف 

با  B4GALNT2 ژن های‌جهش شناسایی حاضر بررسی تحقیق

و  HRM، با روش DLX3: c. * 803A> G استفاده از چندشکلی

 انجام برای .ارتباط آن با صفت چندقلوزایی در گوسفند زندی بود

 قزلاق مزرعه زندی واقع در گوسفند سأر 166 از تحقیق این

 DNAاستخراج . تهران استفاده شد دانشگاه ابوریحان پردیس

با  Easy Get DNA Extractionژنومی از خون با استفاده از کیت 

شرکت تولید  طبق پروتکل REF#FCT100 RUO :شماره ثبت

و  DNAخلوص  مقدار ارزیابی برای. کننده صورت گرفت

 بر دراپ وپیکو‌اسپکتوفتومتر دستگاه ها با استفاده از‌آلودگی نمونه

کمیت و کیفت . شد تعیین نانومتر 226به  206جذب در اساس

DNA استخراج شده به روش الکتروفروز ژل آگارز تعیین شد. 

 با B4GALNT2ژن  در موردنظر ناحیه اختصاصی تکثیر جهت

 292 طول‌به( DLX3: c. * 803A> G) چندشکلی از استفاده

 Primer 3 Plusافزار ‌نرم استفاده از با نظر مورد آغازگر باز،‌جفت

 قطعات تکثیر در آغازگرها عملکرددرستی  و صحت. دش یطراح

 و  Analyzerافزار‌نرم و NCBI*11سایت  از استفاده با هدف

های رفت و برگشت ‌توالی آغازگر. دش بررسی UCSC افزار‌نرم

 :Rو  F: 5′- CCGACCACCCATTTCTTCT:عبارت تست از

5′- GGTTTGCTTTCCTGGTGTG . واکنشPCR  در حجم

تهیه شده از  PCRو اجزای آن شامل کیت  میکرولیتر 56نهایی 

به ( 126961 – 56: با شماره ثبت)شرکت زیست فناوری پیشگام 

-1) و برگشت رفت پرایمرهای از هرکدام از میکرولیتر، 25میزان 

-DNA (2نمونه  و (میکرولیتر -2) استریل مقطر‌آب ،(میکرولیتر

تنظیم  حرارتی برنامه تکثیر قطعه مورد نظر با با. بود (میکرولیتر

محصولات  ارزیابی جهت .شد انجام ترموسایکلر دستگاه در شده

PCR 25ولتاژ  درصد با 5/1 آگارز ژل روی روش الکتروفورز از 

. استفاده شد بروماید اتیدیوم آمیزی‌رنگ دقیقه با 16ولت به مدت 

 میکرولیتر 26 نهایی حجم در HRM Real-Time PCR واکنش

 و رفت آغازگرهای، DNA (400 ng/µL) میکرولیت 2 شامل

  مقدمه
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 کیت و میکرولیتر، 19استریل آب میکرولیتر، 5/6 کدام هر گشتبر

HRM ثبت شماره با پیشگام فناوری زیست شرکت از شده تهیه 

 Light دستگاه توسط میکرولیتر 0 مقدار به( 66661-91-62)

Cycler 96 (Roch) انجام برای بهینه شرایط. پذیرفت انجام 

 اساس بر)بندی ‌گروه سپس گرفت انجام پروتکلواکنش طبق 

 انجام HRM تحلیل و تجزیه توسط DNA (ذوب نقطه تفکیک

واکنش  از مناسب حجم حصول و توالی تعیین جهت .دش

 مجدد تحت منتخب های‌نمونه یابی،‌توالی برای پلیمراز زنجیرهای

عدم وجود  و آن انجام صحت از پس و گرفته قرار PCRواکنش 

الکتروفوروز . شد ارسال شگامیپ یفناور‌ستیبه شرکت ز یآلودگ

ژن محصولات تکثیر شده نشان داد که قطعه مورد نظر 

B4GALNT2 (Fec
L )از(. 1شکل ) خوبی تکثیر یافته است‌به 

 292برای قطعه ( HRM) دست آمده از آنالیز‌نمودارهای ذوب به

شده است  های ذوب استاندارد شده ارائه‌نمودار منحی بازی،‌جفت

رسد که هتروزیگوت وجود ‌نظر می‌با توجه به شکل به(. 2) شکل

در  گوتیآلل هموز. شود‌داشته باشد و هموزیگوتی دیده نمی

مشاهده شده  (xمحور) توسط تغییر درجه حرارت معمولاً ها‌توالی

که ‌یدر حالد شو‌شخص میم HRM در منحنی ذوب

 شده از دیذوب تول یشکل منحن رییبا تغ ها معمولاً‌گوتیهتروز

 hetero) اتصال ناپایداری در نتیجهو  ازهاب‌جفت یعدم همبستگ

duplex )حکایت دارد های مختلف بین تیپ وحشی در گونه در. 

 

 
 ایران ژن ژنتیکی شرکت سینا bp 100نشانگر استفاده درصد با 1/5روی ژل آگارز PCR  محصولات الکتروفورز از ای‌نمونه -1 شکل

 

 
 نمودارهای تفاوت براساس منطقه ذوب -2شکل 

 

های متفاوت چهارنمونه برای تعیین توالی و دلیل وجود پیک‌به

فناوری پیشگام ‌اطمینان از صحت انجام کار به شرکت زیست

شده با ژنوم  یابی‌های توالی‌نتایج همترازی نمونه. فرستاده شدند

ارائه  9های احتمالی در شکل منظور شناسایی جهش‌گوسفند به

 های تعیین توالی شده و‌برای اطمینان از صحت نمونه .شده است

 ‌با توالی مجزا طور‌به ها‌نمونه تمام احتمالی، های‌جهش تشخیص
 .دش و همترازی مقایسه CLCافزار ‌نرم ، توسطNCBIدر  موجود

یابی شده با ژن ‌های توالی‌همترازی نمونهنتایج حاصل از 

B4GALNT2 ها همگی یک شکل ‌نشان داد که نمونه

در مکان ( 803A> G *)جهشی  نتیجه در ه وبود (مونومورف)
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 A>Gاما دو جهش شامل جهش  .ژن مشاهده نشد این در  2222

در  2201در جایگاه  C>Gو جهش  7در نمونه  2202در جایگاه 

نتایج تحقیق حاضر با نتایجی که در . مشاهده شد 77نمونه 

 B4GALNT2روی ژن  گوسفند مهربان درهان و گوسفند تیل

Fec گاهیمرتبط با جا
L  در  برهشکلی با تعداد چنداین و مشارکت

قرار دادند مطابقت دارد  مورد بررسی ندر گوسفندا شیهر زا

(Talebi et al. 2018) . روی گوسفند نژاد گوشتی نتایج محققان بر

FecLلکون مبنی بر وقوع جهش ژن 
L  با نتایج این مطالعه

. (Drouilhet et al. 2013;Martin et al. 2014)همخوانی نداشت 

 B4GALNTژن ( مونومورف) ا توجه به یک شکل بودنبنابراین ب

های عمده ‌برای جایگاه مورد بررسی در این نژاد، بررسی سایر ژن

ثر بر صفت تعداد نتاج در هر زایش برای این نژاد پیشنهاد ؤم

 .  دشو‌می

 

 
 به مربوط مرجع قسمت توالی و نوشته شده بازی های‌ردیف کنار در نمونه شماره. CLC  افزار‌نرم با B4GALNT2در ژن  DLX3 شکلی ‌توالی چند همترازی- 9شکل

 .است اصلی ژنوم
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