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 چکیده

 این ژن بررسی شد. تکامل طی در طبیعی انتخاب روند و فیلوژنی آنالیز ،گوسفند در VFنوروپپتید روند تکامل ژن ،در این پژوهش 

، گراز، میمون رزوسها )گاومیش آمریکایی، زبو، گاو اهلی، گاو وحشی هیمالیایی، بوفالو آبی، بز، سایر گونهو  گوسفند در VF ژنی توالی

 نوکلئوتیدها جایگزینی و جانشینی درصد .شدند ترازمه (مرغ جنگلی سرخو سگ اهلی، خوک وحشی، اسب، فنچ راه راه، رت، شتر، آلپاکا 

 طبیعی انتخاب روند تعیین و فیلوژنتیک درخت ترسیم وانجام  نماییدرست حداکثر روش با  NCBI اطلاعاتی بانک در جستجو اساس بر

 dN/dSنسبت  چنینهم بود،پورینی  بازهاي از بیشتر پیریمیدینی بازهاي جانشینی درصد حاصل از مطالعات بیوانفورماتیک تعیین شد.

 ژن براي فیلوژنتیک درخت .بود پورینی dN/dS نوع این .است ژن این تکامل طی در مثبت انتخاب يدهنده نشان کهنیز محاسبه شد 

 تقسیم مجزا شاخه دو به خود تکاملی مسیر اساس بر مختلف موجودات در VF پروتئین که دهدمی نشان مختلف موجودات در مذکور

 . است گرفته قرار بیشتر شباهت درصد با در موجودات مورد مطالعه دسته یک در که شود،می

 VF، ژن نوروپپتید انتخاب مثبت ،: فیلوژنیکلمات کلیدي
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 مقدمه

 فولیکول کنندهتحریك ( وLHلوتئینی ) هایفاکتور اصلی تنظیمی در ترشح هورمون )GnRH(1 آزادکننده گونادوتروپین هورمون

(FSH)  است .(Tsutsui et al, 2000a)  نوروپپتید جدیدی به نام هورمون مهارکننده سویی و همکاران سوت 2000در سال

 Tsutsui) کردند شناسایی بلدرچین در مغز است (آمید–اف -آر) آمید آلانین فنیل آرژنین پپتیدهای خانواده گونادوتروپینی که از

(et al, 2000b  که کار اصلی آن مهارGnRH است .(Ubuka et al, 2006) RFRP-1 ،RFRP-2  وRFRP-3  از پپتیدهای

(، موش Calisi et al, 2008(، رت )Kriegsfeld et al, 2006همستر ) وابسته به این خانواده هستند که در پستاندارانی مانند

(Kriegsfeld et al, 2006گوسفند ،) (Dardente et al, 2008،) ( گاوKadokawa et al, 2008)،  شناسایی و سایر پستانداران

ین نوروپپتید علاوه بر تقش (. اClarke et al, 2009; Bentley et al, 2009)دارند  GnIHاند و خاصیتی مشابه با پپتید شده

ن و ومردر ارتباط با نقش این هو (. علاوه بر این،Tsutsui, 2009مثلی بارز، در تسهیل فاکتورهای اشتها نیز نقش دارد )تولید

تواند ثیر بر اشتها از طریق این پپتید میاعلاوه بر ت ه شد کههای هسته کمانی در میش نشان دادآگوتی در نورونپپپتید وابسته به 

کند بر کنترل فعالیت تخمدانی در حالات مختلف اثرگذار باشد نقش مشترکی که با این پپتید در هسته کمانی برقرار می با

 كی( تحرGnRH) نیکه توسط هورمون آزادکننده گنادوتروپ زیپوفیه یهانیوپگنادوتر(. 1389و همکاران،  شیرازی )جعفرزاده

 RFamideمرتبط با  نی]پروتئ RFamide دیجد دیتا زمان کشف نوروپپت یاهورمون بازدارنده شناخته شده چیشوند، ه یم

(RFRP)توسط ژن  [ در پرندگان نداشتند کهnpVF نوروپپت(دی VFکدگذار )دیدودکاپپت وند،شیم ی RFRP اثر  لیبه دل

نشان داده شد، به  Coturnix japonica یژاپن نیبار در بلدرچ نیاول یکه برا نیگنادوتروپ یو آزادساز GnRHبازدارنده آن بر 

 دیدو دهه پس از کشف، نوروپپت (.Sutsui et al., 2000) شودیشناخته م زی( نGnIH) نیعنوان هورمون بازدارنده گنادوتروپ

GnIH نیدر چند ( گونه پستاندارانClarke et al., 2008; Fukusumi et al., 2001 و غ )شده است  ییپستانداران شناساری

(Sawada et al., 2002; Ubuka et al., 2009; Zhang et al., 2010 به طور کل .)ی، GnIH یآن عملکردها یهاو ارتولوگ 

ها انجام گونه نیدر ب GnRHبا واسطه  نیگنادوتروپ یمهار آزادساز قیمثل از طردیتول میرا که عبارت است از تنظ یمشابه

 .دهندیم

توان می ،توان بهراه برد؛ همچنینمی مختلف هایگونه بین تکاملیارتباطات  در این راستا با استفاده از فیلوژنی در جهت کشف

با این  DNAهای توالی . در زمان آنالیز داده(Nei and Kumar, 2000کرد ) برآوردزمان واگرایی موجودات از یکدیگر را نیز 

 (.Oztabak et al., 2014های پایدار است )که نشان دهنده نرخ تکاملی جهشرسیدند ها در جمعیت روش به نرخ پایداری آلل

                                                           
1Gonadotropin Releasing Hormone 
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شد که ها خواهند داشت و سبب دگرگونی آن خواهد پرواضح است که طی سالیان و مواجه با عوامل مختلف اثر بر این توالی

 ,Nei and Kumar)کنند مقدار این واگرایی را با عنوان فاصله ژنتیکی معرفی می .منجر به ایجاد واگرایی از جد خود خواهد شد

ها افتد، عاملی بر جدایی و تفرق گونهها در فرآیند میوز اتفاق میها و بین ژندر ادامه تبادلات و تبدیلاتی که در آلل .(2000

شود. گونه مییك در بین افراد مشابه  DNAتوالی ایجاد  که سبب  کندای عمل میهمین تفرق مانند شبکه شود کهشمرده می

سازی، یکپارچگی و انسجام توالی مورد نظر را در پی خواهد داشت های مختلف یکساندر نتیجه همین شبکه در بین گونه

(Senaris et al., 1997.) 

حائز اهمیت  بسیار ،موثر بر آن یا پرورش دام و طیور، شناخت مکانیسم های مرتیطتولیدمثل در حیاتی با توجه به نقش  

در این  .که نقش بارز تولیدمثلی آن بالاخص در پستانداران وضح است نیاز به شناسایی هر چه بیشتر دارد GnIHپپتید  .است

 با ،همچنین و شودمی ترسیم هستند دسترس قابل اطلاعاتیهای بانك در که VF یهاتوالی برای فیلوژنتیك درخت راستا

 .شودمی شناسایی تکامل طول در تغییرات به حساس هایمحل و مسیر ،مقدار هاتوالی این از استفاده

یا نحوه در حوزه علوم دامی هدف این پژوهش، تجزیه فیلوژنی  وصبا توجه به نبود اطلاعات کافی در ارتباط با این ژن، بخص

 . بوداهلی و غیراهلی گونه  در بین چند VFژن نوروپپتید  انتخاب در طول تکامل

 هامواد و روش

ژن نوروپپتید  mRNAو  DNAی نوکلئوتیدی هاتوالیاطلاعات مربوط به  VFی ژن نوروپپتید هاتوالیشناسایی منظور به

VF با استفاده از ابزار  ،. همچنین(1)جدول  شددانلود  برای گوسفندBLAST  در پایگاهNCBIهای نوروپپتید، ژن VF  برای

، گراز، سگ میمون رزوس، های مورد نظر )گاومیش آمریکایی، زبو، گاو اهلی، گاو وحشی هیمالیایی، بوفالو آبی، بزسایر گونه

، هاتوالی(. برای مقایسه 1 نگاره( نیز به دست آمد )مرغ جنگلی سرخو  ، آلپاکاشتر اهلی، خوک وحشی، اسب، فنچ راه راه، رت،

( Kumar et al., 2016) 7در نرم افزار مگا  Clustal W ها با استفاده ازتوالی ژن مورد نظر در گوسفند با توالی دیگر گونه

در طول ها یچندشکلتراز شده و جایگاه هم Clustalw و با الگوی 7مگا نتایج تعیین توالی با استفاده از نرم افزار  شدند. ترازهم

زمان سازی دوگانه و چندگانه را هم ردیفسازی، این است که همردیف هم ترین مزیت این الگوریتم برایژن مشخص شدند. مهم

ها، نوع ، جهشهاتوالیموجود در  چندشکلی، شناسایی هاتوالیتشابه بین  مقدارسازی تعیین  ردیفدهد. هدف از همانجام می

 نگاره ها، تاثیرشان بر ساختار پروتئین بررسی شد.ها است. پس از شناسایی جهشجد مشترک آنچنین شناسایی جهش و هم

به  هاتوالیی موجود در هاجهشتوان دریافت که ، مینگارهدهد. با توجه به این ی مورد بررسی را نشان میهاتوالیردیفی هم 1

 ای )تغییر در یك نوکلئوتید( به صورت تفاوت درهای نقطهجهش های مختلفی قابل مشاهده است. به این صورت کهصورت

 نگارهطور که در قابل رویت هستند. همان هاتوالیخط تیره در  یك نگارهحذفی به  هایجهشو  حروف موجود در توالی )بازها(

که دارای باز جهش یافته هستند،  هاییستون و هایی که دارای حروف مشترک هستند، رنگ مشابهی دارند، ستونمشخص است
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های دارای خط تیره )جهش حذفی( به رنگ سفید قابل رویت هستند. دلیل و مکان دارندرنگی متفاوت از بازهای دیگر ستون 

 .است  چندشکلیها تغییر در توالی و وجود این اختلاف رنگ

 7افزار مگاا استفاده از نرممورد مطالعه بهاي در گونه  vf ژن نوروپپتید هاي ردیف سازي توالی: هم1نگاره 

 

 فیلوژنی و مسیر تکاملی

و با  1000مجدد شجره به تعداد  گیرینمونهآنالیز فیلوژنتیکی با مقادیر با تکرار  و ترسیم 7مگا درخت فیلوژنی با  نرم افزار 

 .به دست آمدعدد  25ی مورد نظر هاتوالیتعیین شد. تعداد  3MSLتعیین شد. فواصل تکاملی با استفاده از روش  2NJروش 

 هاتوالیی اضافه در دو سر هاگپو  poly Nی هاردیف شد و زنجیرهبا یکدیگر هم 7از نرم افزار مگا با استفاده  هاتوالیاین ابتدا 

. (2)نگاره  رسم شدردیفی نهایی، پس از انجام همدرخت فیلوژنی  .ترین توالی در نظر گرفته شدردیفی کوچكو مبنای هم حذف

 بود. 0005/0 هاموقعیت در هر توالی باقی ماند. نرخ جایگزینی در انشعاب 403حذف مناطق مورد نظر،  با 

تنوع  و 4های موجود نیز هاپلوتایپ ها نسبت به یکدیگر نیز محاسبه شد. تعدادهم چنین مقدار تفاوت نوکلئوتیدی همه توالی

 مشاهده شد. 455/0آن 

 ( با استفاده از رابطه زیر انجام شد:Makarenkov et al., 2006)  NJرسم درخت فیلوژنی با روش 

Qi,j = (r-2) di,j - ∑di,k - ∑di,k 

است.  jو  iهای خهمقدار عددی شا i,jQها و : تعداد کل شاخهrام درختk: شاخه j ،kو  iفاصله دو شاخه  i,jdدر این رابطه که 

وکلئوتیدی که استفاده شد. بررسی تغییرات ن MSLنمایی یا برای محاسبه مقدار جایگزینی نوکلئوتیدها از روش حداکثر درست

اند، نیز محاسبه شدهاند، نسبت به تغییرات نوکلئوتیدی که تاثیری در تغییر اسیدهای آمینه نباعث تغییرات اسیدهای آمینه شده

 بت نیز از ها است. برای محاسبه این نساسب برای تشخیص روند انتخاب طبیعی در طول تکامل ژنشد. این نسبت یك روش من

                                                           
2 Neighbor-Joining 
3 Maximum composite likelihood 
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 با  روابط زیر محاسبه شدند: Sdو  Ndچنین، مقادیر استفاده شد. هم 7افزار مگا نرم

dN = -3/4Ln(1-4/3PN) 

dS = -3/4Ln(1-4/3PS) 

سپس های دارای جایگزینی مشابه هستند. نیز نسبت جایگاه SPهای دارای جایگزینی نامشابه و ، نسبت جایگاهNPدر روابط 

  DNAspافزارهای ها با  نرمچنین مقدار تنوع آنها، تعداد جایگزینی نوکلئوتیدی، درصد تفرق ژنی، تبدیل ژنی و همتعداد جهش

(Rozas et al., 2017 و مگا )محاسبه شد.  7 

 

 هاي مورد بررسی در گونه VFهاي : ترسیم درخت فیلوژنیک توالی2نگاره 

 هاي مورد بررسی در این مطالعه گونه  VF توالی ژن :1 جدول

Table 1. Sequences of VF genes of studies species 
Gene Bank Accession number )توالی )ژن Sequence (Gene) 

NM_001127268.1 Ovis_aries_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

XM_005679285.2 Capra_hircus_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

XM_006055280.2 Bubalus_bubalis_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

XM_005902883.1 Bos_mutus_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

XM_027540335.1 Bos_indicus_x_Bos_taurus_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

XM_019959576.1_ Bos_indicus_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

XM_010855377.1 Bison_bison_bison_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

EU580134.1 Ovis_aries_gonadotropin-inhibitory_hormone_precursor_mRNA_partial_cds 

EU177779.1 Ovis_aries_gonadotropin-inhibitory_hormone_precursor_mRNA_partial_cds 

NM_022150.3 Homo_sapiens_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

NM_021892.2 Mus_musculus_neuropeptide_VF_precursor_(Npvf)_mRNA 

NM_023952.1 Rattus_norvegicus_neuropeptide_VF_precursor_(Npvf)_mRNA 

NM_174168.1 Bos_taurus_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

NM_204363.1 _Gallus_gallus_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

NM_001033115.2 Macaca_mulatta_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

FJ907541.1 Sus_scrofa_neuropeptide_VF_precursor_(Npvf)_mRNA_partial_cds 

NM_001293060.1 Canis_lupus_familiaris_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

NM_001198692.1 Taeniopygia_guttata_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA_ 

MF101869.1 Fukomys_damarensis_neuropeptide_VF_precursor_(Npvf)_mRNA_partial_cds 

XM_006175684.1 Camelus_ferus_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

XM_010968636.1 Camelus_bactrianus_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

XM_006201822.1_ Vicugna_pacos_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

XM_010987201.2 Camelus_dromedarius_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

XM_001498848.3 Equus_caballus_neuropeptide_VF_precursor_(NPVF)_mRNA 

JF327669.1 _Capra_hircus_RFamide-related_peptide_precursor_(RFRP)_gene_complete_cds 
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موجود در توالی  *هاهاپلوتایپ مقدار تنوع نوکلئوتیدي و ،هاهاپلوتایپهاي چندشکل، ها، جایگاهتعداد کل جهش:2جدول 

 VFنوروپپتید ژن 
Table 2: Total number of mutations, polymorphic sites, nucleotide diversity and haplotypes in the VF 

neuropeptide gene sequence 

 پارامتر مقدار

 (Total number of mutations)  هاکل جهش 0/ 426

 (polymorphic sites) های چندشکلتعداد جایگاه 266/0

 (nucleotide diversity) تنوع نوکلئوتیدی 221/0

 (haplotype diversity) هاهاپلوتایپ تنوع 993/0

 ندشد یابیارز DNAspافزار استفاده از نرم با* 

 نتایج و بحث

ها مقدار تنوع نوکلئوتیدی، تنوع هاپلوتایپهای چندشکل، تعداد ها، تعداد جایگاههای موجود در این توالیتعداد کل جهش

ی مورد نظر بر پایه مسیر تکاملی هاتوالینتایج حاصل از درخت فیلوژنی نشان داد که ، آورده شده است. 2ها در جدول هاپلوتایپ

( و سهره گورخری Gallus gallusمرغ قرمز جنگلی ) هایگونه شاملدسته اول  (.2 نگارهشوند )به دو دسته تقسیم می

(Taeniopygia guttata) مقادیر بالای  شود.ها را شامل میو دسته دوم سایر گونهBootstrap دهد ها نشان میدر محل انشعاب

 .(Mohamadai et al., 2019; Nazari and Mohamadi, 2022) که درخت از اطمینان بالایی برخوردار است

تفاوت نوکلئوتیدی هر گروه نسبت  مقدارها، بود. پس از رسم درخت و مشخص کردن گروه 1/0ها نرخ جایگزینی در انشعاب

 نسبت به یکدیگر نیز محاسبه شد.  هاتوالیتفاوت نوکلئوتیدی همه  مقدارچنین، برآورد شد. هم 0308/0به گروه دیگر 

نشان نمایی بر اساس روش حداکثر درست را های مورد بررسیها در گونهنتایج حاصل از جابجایی نوکلئوتیدها در ژن ،2جدول 

بالای جابجایی مربوط به بازهای پریمیدینی است. به طوری که این مقادیر برای تبدیل تیمین به سیتوزین و  مقداردهد. می

مشاهده  ترین مقدار مربوط به جابجایی بازهای پورینیچنین، کمبه دست آمد. هم 14/21و  48/25سیتوزین به تیمین به ترتیب 

های حاصل از این جابجایی مقداربود.  76/19و تبدیل گوانین به آدنین  76/12گوانین شد. به طوری که برای تبدیل آدنین به 

این نوع  دلیلاند، همسو بود؛ ترین جابجایی را جابجایی بازهای پریمیدینی گزارش کردهپژوهش با نتایج پژوهش دیگر که بیش

جابجایی بازهای پورینی با پریمیدینی و  مقدار(. همچنین، Vignalet al., 2002متیله شدن باز سیتوزین است ) هاجابجایی

 برآورد شد. 194/0ها آمده است. تنوع نوکلئوتیدی برای جایگاه ،3پریمیدینی با پورینی نیز در جدول 

 هاي مورد بررسیدر گونه vfدرصد جابجایی توالی نوکلئوتیدهاي ژن نوروپپتید  :3جدول 

Table 3. Substitution rate of nucleotide sequence of neuropeptide VF gene in studied species 
G C T A  

68/21 43/2 9/1 - A 

15/2 65/14 - 18/3 T 

15/2 - 83/12 18/3 C 

- 17/2 9/1 06/32 G 
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هستند. پارامترهای روند  جابجایی تقاطعی ز قطر معرف درصداعداد روی قطر معرف درصد جابجایی انتقالی  و اعداد خارج ا

باشد انتخاب  1بیشتر از  Sdبه  Ndبه دست آمد. اگر نسبت  49/1نیز محاسبه شد و مقدار  vfانتخاب طبیعی در ژن نوروپپتید 

ایج باشد انتخاب خنثی صورت گرفته است. نتایج حاصل از محاسبه تعیین روند انتخاب طبیعی با نت 1مثبت و اگر برابر با 

Morgan,  عملکرد جدید برای و  های جدیدپروتئینها و سو بود. این نوع انتخاب باعث ایجاد واریتههم(  2010 )و همکاران

 .  شودها میپروتئین

 ،نتایج این اساس دارا است. بر مختلفی بیولوژیکی وظایف ،تولیدمثلیعلاوه بر نقش  VF ژن ،مطالعه حاضر نشان دادنتایج 

چندشکلی این ؛ در نتیجه مستعد کرده است جهش و نوکلئوتیدی تغییرهای بالایی وجود دارد که آن را به چندشکلی ژن در این

این توصیفات نشان  های جدید و عملکرد جدید آن برای سازگاری با شرایط محیطی متفاوت استپروتئینعاملی بر بروز  بالا

 دهنده نقش بیولوژیکی موثر آن در این موجودات است.
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