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 (22/07/1402تاریخ پذیرش:  - 30/06/1401)تاریخ دریافت:  

 یکننده منف ميتنظ کيعنوان بهشود ( نيز ناميده میGDF8) 8که فاکتور رشد و تمايز  نيوستاتيم

حائز گوشت  ديو تول واناتيح نقش آن در رشد نيبنابرا .نمايدیعضلات عمل م رشد و توسعه

اهميت است. مطالعات عملکردی نشان داده است که يک چندشکلی تک نوکلئوتيدی در ناحيه 

3'UTR  اين ژن سبب حذف نقش مهاری ميوستاتين و در نهايت بروز فنوتيپ ماهيچه مضاعف در

قابل اعتماد و  ع،يروش آسان، سر کي tetra primer ARMS PCRد. روش شوگوسفند می

مطالعه حاضر با هدف شناسايی جهش . باشدمی برای شناسايی چندشکلی تک نوکلئوتيدی ارزان

 86در  tetra primer ARMS PCR( با روش g + 6723G> Aتک نوکلئوتيدی ژن ميوستاتين )

نمونه شاهد  3ای پليمراز با استفاده از سازی واکنش زنجيرهبهينه .گل انجام شدرأس گوسفند قره

يافته گوسفند نژاد شاروله صورت شامل هموزيگوت وحشی، هتروزيگوت و هموزيگوت جهش

برای چندشکلی تک نوکلئوتيدی  Gهای قره گل مورد بررسی دارای آلل گرفت. تمامی نمونه

( و آلل Aيافته )مشاهده نشد، بنابراين فراوانی آلل جهش Aيافته ذکر شده بودند و آلل جهش

 tetra primerتکنيک دقت یابيمنظور ارزبهباشد. درصد می 100ترتيب صفر و ( بهGوحشی )

ARMS PCR با روش  تمامی افراد آزمايش شده، جايگاه نيدر اPCR-RFLP  نيز تعيين ژنوتيپ

توان در جهت باشد و از اين رو مینتايج حاصل، حاکی از تطابق دو روش با يکديگر می .ندشد

عنوان روشی مقرون به صرفه استفاده به Tetra Primer ARMS PCRوش تعيين ژنوتيپ از ر

 .نمود

 

 های کلیدیواژه
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صلی جهانی یکی از اهداف اامروزه با توجه به نیاز روز افزون 

ه از سوی دیگر با توجه ب باشد.پرورش گوسفند تولید گوشت می

به گوشت  دیتولدلیل چرای بیش از حد دام، تخریب مراتع به

 تواند استراتژی معقول ومی سأازای هر ر میزان بیشتر به

بنابراین  .(Farhadian and Hashemi 2016ی باشد. )اهوشمندانه

تر از حد معمول و وزن لاشه بیشتر پرورش دام با رشد سریع

ققان بسیاری از دامپروران و مح مورد توجه ،میمستق سود لیدلبه

 . (Grochowska et al. 2019) قرار گرفته است

 کینتژ یابزارهابسیاری از توسط نژاد در دام سبک  اصلاحامروزه 

شود. از ها انجام میکمک نشانگره انتخاب بجمله  از یمولکول

 توان به مقرون به صرفه بودن از لحاظهای این روش میمزیت

اقتصادی در عین افزایش سرعت پیشرفت ژنتیکی در برخی از 

 نمود. صفات رشد و یا لاشه اشاره 

 وزن ورشد  های شناسایی شده ی کاندید برای صفاتژن در بین

طور هبکه در واقع بیان آن  نیوستاتیلاشه، ژن کد کننده م یینها

توان دهد را میثیر قرار میأمنفی رشد ماهیچه اسکلتی را تحت ت

از  ثر در رشد و توسعه ماهیچه دانستؤیکی از عوامل معنوان به

د باش تواند گزینه مناسبی برای انتخاب به کمک نشانگراین رو می
(Grochowska et al. 2019).  

 یکی از اعضای (GDF-8) 8فاکتور رشد و تمایز  یا نیوستاتیم

ژن  .باشدمی (TGF-βبتا )رشد خانواده تغییر دهنده فاکتور 

 دقرار دار 2 شماره کروموزوم بر روی اندر گوسفند نیوستاتیم

(McPherron and Lee 1997 و )سه  مانند میوستاتین گاوی از

(. Grobet et al. 1997)است  تشکیل شده نترونیاگزون و دو ا

شماره دسترسی: ) بازجفت 6757ن شامل ژاین طول 

NC_040253.1 )باشد. باز میجفت 1128ی سیرونو ناحیه و طول

 نمایداسیدآمینه را کد می 375چنین این ژن پروتئینی به طول هم
(Zerbino et al. 2018.) 

 نیارتباط ب ییشناسا منظورو همکاران به Marcq 1998در سال 

کننده کد هیکل ناح، مضاعف ماهیچهو  نیوستاتیم چندشکلی ژن

 Marcqی نمودند )ابییتوال تکسلان گوسفنددر  را نیوستاتیژن م

ی دیگری نژاد تکسل بلژیکی با ماهیچه در مطالعه .(1998

عنوان مقابل گوسفندان رومانف با ماهیچه معمولی بهمضاعف در 

ی ژنوم توالدر  یتفاوت چیهگروه کنترل مقایسه شدند که درنهایت 

 .Marcq et alنشد ) افتی کننده ژن میوستاتینناحیه کد ها درآن

ای که سبب (. این شواهد حاکی از آن است که چند شکلی2002

کدکننده و یا  نواحی غیرشود، ممکن است در ماهیچه مضاعف می

 Miar etدر ژنی پیوسته و بسیار نزدیک به ژن میوستاتین باشد )

al. 2014) . 

 های لازم، دو چندشکلی تک نوکلئوتیدی دو آللی دربا بررسی

با ژنوم گوسفند که حاوی ژن میوستاتین ) DNAاز  کیلوباز 5/10

ان بود، شناسایی شد و بین گوسفند (DQ530260شماره دسترسی 

از نظر فراوانی آللی  تکسل با ماهیچه مضاعف و گروه شاهد

(. اولین Clop et al. 2006داری مشاهده شد )اختلاف معنی

بازی بالادست کیلو 5/2در ناحیه  (g.-2449G>C) چندشکلی

 (g+6223A) باشد و چندشکلی دومجایگاه شروع رونویسی می

 وژن میوستاتین قرار دارد  (UTR'3) ترجمه نشده 3′در ناحیه 

 c.*1232 G> A ای g + 6723G> A  ،g + 6223G> Aعنوانبه

 (. Clop et al. 2006; Masri et al. 2011)شود شناخته می

 یافتهجهش آللمطالعات عملکردی نشان دادند که وجود 

(g+6223A ) منجر به ایجاد یک موتیف اوکتامری

(ACATTCCAمی ) شود و این امر سبب ایجاد محل اتصال

miRNA د و این چنین مهار ترجمه شومی 206و  1های

گیرد و در نهایت صفت ماهیچه مضاعف میوستاتین صورت می

 (. Clop et al. 2006کند )بروز پیدا می

ژن  UTR'3در ناحیه  g + 6723G> Aجهش که از زمانی

شناسایی شد  2006و همکارانش در سال  Clopمیوستاتین توسط 

 روشاز  محققان عمدتاً ،تا به امروز برای تعیین ژنوتیپ

چندشکلی طول قطعات حاصل از هضم مبتنی بر واکنش 

 حدودکنندهموسلیه آنزیم به (PCR-RFLP) ای پلیمراززنجیره

HpyCH4IV یا شایان ذکر است که در کنار مزا .نمودنداستفاده می

دت مآن، روشی بسیار گران قیمت بوده و به انکوباسیون طولانی 

های دیگری همچون نیاز دارد. در برخی شرایط نیز از روش

 ه( نیز استفادSSCPای )یابی و چندشکلی فضایی تک رشتهتوالی

 یورین صرف بالا و نهیهز از قبیل یبیمعاها شود، اما این روشمی

 .(Guan et al. 2014)زیاد را داراست  کار و زمان

  مقدمه
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 Tetra-primerبا نام کامل Tetra-primer ARMS PCR تکنیک

Amplification Refractory Mutation system–polymerase 

chain reaction  مبتنی بر روشی PCR تشخیص وجود  در جهت

که  بوده و تکنیکی است در ژنوم یتک نوکلئوتید هایچندشکلی

در عین سادگی و دقت بالا، کم هزینه و مقرون به صرفه نیز 

تواند (. از این رو این تکنیک میLajin et al. 2012) باشدمی

 های ذکرشده باشد.جایگزینی مناسب برای روش

باشد گوشتی ایرانی قره گل خراسان می-یکی از نژادهای پوستی

هزار  132بالغ بر بوم بیابانی بوده و با جمعیتی که دارای زیست

(. با Saghi et al. 2022شود )س در منطقه سرخس یافت میأر

 وجود مطالعات مختلفی که درجهت شناسایی ژن میوستاتین بر

روی نژادهای مختلف ایرانی و خارجی انجام گرفته است تا کنون 

در ناحیه  g + 6723G> Aای در خصوص شناسایی جهش مطالعه

3'UTR ی این نژاد صورت نگرفته است. از ژن میوستاتین برا

-PCRهایی همچون سوی دیگر عمده این مطالعات از تکنیک

RFLP  و یاSSCP-PCR اند.بهره برده 

 Tetra Primer ARMS PCRبا توجه به مزایا یاد شده برای روش 

ود و سی وجرو ابتدا با استفاده از این تکنیک به برردر مطالعه پیش

ژن  UTR'3در ناحیه  g + 6723G> Aیا عدم وجود جهش 

گل پرداخته شد، سپس دقت این میوستاتین در گوسفندان قره

 د.شمقایسه  PCR-RFLPتکنیک با روش 

 

مطالعه حاضر با هدف شناسایی جهش تک نوکلئوتیدی ژن 

 tetra( با استفاده از تکنیکg + 6723G> Aمیوستاتین )

primerARMS PCR  از جامعه در دسترس از نژاد درصد  10برای

 د.شباشد، انجام رأس گوسفند می 86نظر که شامل  مورد

گل ایستگاه اصلاح درصد از گوسفندان قره 10در این پژوهش از 

گیری باشد، نمونهس گوسفند میأر 86نژاد سرخس که شامل 

راس گوسفند نژاد شاروله )هموزیگوت  3تصادفی انجام گرفت و 

عنوان یافته( نیز بهو هموزیگوت جهش وحشی، هتریوزیگوت

ای پلیمراز منظور بهینه سازی شرایط واکنش زنجیرهگروه شاهد به

مورد استفاده قرارگرفت. با  Tetra-primer ARMS PCRبه روش 

گیری خون با حفظ شرایط نمونه EDTAهای حاوی کمک لوله

شماره زنجیره سرد به آزمایشگاه بیوتکنولوژی و ژنتیک دام )مرکز 

سازمان نظام مهندسی کشاورزی و منابع طبیعی خراسان  3

گراد نگهداری درجه سانتی 20رضوی( منتقل و در دمای منفی 

 با استفاده از کیت شرکت دنازیست DNAشدند و استخراج 

 ( انجام گرفت.S-103-1-1)شماره کاتالوگ: 

  NCBIابتدا توالی ژن میوستاتین از پایگاه 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) با شماره دسترسی

DQ530260.1  استخراج شد و سپس جهش مورد نظر با استفاده

 CLC Main(CLC bio, Aarhus, Denmark) افزاراز نرم

Workbench 5.0 5.0افزارشناسایی و آغازگرها با نرم  Primer 

Primier (http://www.premierbio soft.com/ ) طراحی و

آلمان  Metabionها به شرکت منظور سنتز آغازگرها، توالیبه

 <g + 6723Gمنظور شناسایی جهش . در مرحله بعد بهدشارسال 

A  با استفاده از روشTetra-primer ARMS PCR جفت  کی

یک و ( Outer-Rو  Outer-Fی )رونیبکنترل یا آغازگر  آغازگر

و  Inner-F) و یا آغازگر داخلی آلل اختصاصی آغازگر جفت

Inner-R د. وظیفه جفت آغازگرهای بیرونی بدین ش( طراحی

 یحاوکه  یژنوم DNAاز  یتربزرگ باشد که قطعهصورت می

را تکثیر کند و در واقع این جفت آغازگر  G6723Aمحل جهش 

 یصاصدو آغازگر اختدهد. را نشان می PCRصحت انجام واکنش 

بیرونی  یمرهایبا پرا بیدر جهت مخالف و در ترک)داخلی( آلل 

و هم  ینوع وحشآلل زمان هم که هم یطورند، بهاهشد یطراح

و  Yeبراساس اصلی که توسط  .دنشویم کثیرت افتهیجهشآلل 

منظور افزایش اختصاصیت ( بیان شده است به2001همکارانش )

، باز 3′آغازگرهای درونی، علاوه بر باز ناهمخوان انتهای 

در توالی آغازگرهای  3′از انتهای  2ناهمخوان دیگری در موقعیت 

 اختصاصی درونی قرار داده شد.

میکرولیتر که شامل  25ای پلیمراز در حجم نهایی واکنش زنجیره

پیکومول از  5/2نوگرم، نا 50ژنومی به غلظت  DNAمیکرولیتر  3

پیکومول از هریک از  10هریک از آغازگرهای بیرونی، 

پارس  مستر میکسمیکرولیتر  10آغازگرهای اختصاصی درونی، 

مقطر میکرولیتر آب 2/9( و2X Taq PCR Master Mixتوس )

باشد، انجام شد. این واکنش در دستگاه دوبار تقطیر می

  هاواد و روشم
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با برنامه  TC-96/G/H(b)Cمدل  LifeEco Bioer ترموسایکلر

 دمایی به شرح زیر انجام گرفت: 

 94دقیقه در دمای  4سازی اولیه به مدت مرحله اول واسرشت

 گراددرجه سانتی

 درجه 94ترتیب در درمای چرخه دمایی به 35مرحله دوم 

 ثانیه 25گراد به مدت سانتی

 نیهثا 35گراد به مدت درجه سانتی 52مرحله سوم دمای اتصال در 

گراد به مدت درجه سانتی 72مرحله چهارم بسط آغازگر در دمای 

 ثانیه  40

 5گراد به مدت سانتیدرجه 72 مرحله پنجم بسط نهایی با دمای

 دقیقه 

روش  تدق PCR-RFLP گیری از روشاز سوی دیگر با بهره

Tetra-primer ARMS PCR ورد ارزیابی قرارگرفت. بدین م

ایمر بیرونی طراحی شده در روش صورت که از یک جفت پر

Tetra-primer ARMS PCR رای روش بPCR-RFLP  استفاده

 شد.

 20ای پلیمراز در حجم نهایی برای این تکنیک واکنش زنجیره

میکرولیتر مستر میکس پارس توس  10میکرولیتر که شامل: 

(2XTaq PCR Master Mix) ،5  پیکومول از هریک از

 50غلظت  با DNAمیکرولیتر  2آغارگرهای رفت و برگشت و 

 نامهای پلیمراز با برنانوگرم بود، انجام گرفت. واکنش زنجیره

 دمایی به شرح زیر انجام گرفت:

 94دقیقه در دمای  4سازی اولیه به مدت مرحله اول واسرشت

 گراددرجه سانتی

گراد به سانتی درجه 94ترتیب چرخه دمایی به 35مرحله دوم 

 ثانیه 25مدت 

 هثانی 35گراد به مدت درجه سانتی 60مرحله سوم دمای اتصال 

گراد به مدت درجه سانتی 72مرحله سوم بسط آغازگر در دمای 

 ثانیه  40

گراد به سانتی درجه 72 مرحله چهارم مرحله بسط نهایی با دمای

 دقیقه . 5مدت 

در ادامه نیز قطعه تکثیر شده حاصل از واکنش زنجیره پلیمراز با 

 Thermo Fisherشرکت HpyCH4IVکننده یم محدودآنز

Scientific  16گراد به مدت درجه سانتی 65ترکیب و در دمای 

میکرولیتر شامل،  5/15ساعت هضم شد. واکنش در حجم نهایی 

 1مقطر دو بار تقطیر، میکرولیتر آب PCR ،9میکرولیتر محصول  5

 م شد.واحد آنزیم برشی انجا 5( و 10x)R میکرولیتر بافر

 ژنومی تمامی DNAای پلیمراز، سازی واکنش زنجیرهپس از بهینه

و  Tetra-primer ARMs PCRگل با هردو روش نمونه قره 86

PCR-RFLP  .مورد آزمایش قرارگرفتند 

 Tetra-primer ARMSتوالی آغازگرهای طراحی شده در روش 

PCR  وPCR-RFLP ها در همراه الگوی ژنوتیپی حاصل از آنبه

 ( آورده شده است.1جدول )

 Tetra-primerمحصولات حاصل از هضم آنزیمی و تکنیک

ARMS PCRدرصد حاوی 2روی ژل آگارز  ، برGelStain- 

(LOT.5B0818-07 )GreenTM  دقیقه  30به مدت  100با ولتاژ

منظور مشاهده قطعات تکثیر شده و الکتروفورز شد. سپس به

 Gel Docدستگاه ژل داک مدلتعیین ژنوتیپ هر دام، ژل آگارز در 

WiFi برداری صورت ساخت شرکت فرژن قرار داده شد و عکس

 گرفت.

نمونه خون گوسفند  3ژنومی  DNAعنوان شاهد از در پایان به

وحشی، یک راس هموزیگوت س أنژاد شاروله که شامل یک ر

یافته بودند، استفاده هتروزیگوت و یک راس هموزیگوت جهش

های منظور تأیید صحت ژنوتیپ نمونهست که بهد. لازم به ذکر اش

وسیله یک جفت آغازگر بیرونی ها بهاین نمونه DNAشاهد 

 Applied Biosystesدستگاه تکثیر، به شهر شیراز ارسال و با

xl Genetic Analyzers3130/3130 تعیین توالی  1به روش سنگر

 شدند.

 

طراحی آغازگرها به ، Tetra-primer ARMS PCRدر تکنیک 

سازی شرایط واکنش شود که بعد از بهینهای انجام میگونه

قطعه با اندازه متفاوت در  3ای پلیمراز، در مجموع زنجیره

باشد که این سه قطعه شامل: یک قابل مشاهده می PCRمحصول 

عنوان قطعه کنترل، قطعه باز که بهجفت 675قطعه بزرگ به طول 

 254( و قطعه Aنوان آلل جهش یافته )عبازی بهجفت 462

                                                           
1 Sanger sequencing 

  نتایج و بحث
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شود. بنابراین ( در نظرگرفته میGعنوان آلل وحشی )بازی بهجفت

 254و  462، 675( سه قطعه AGدر دام هتروزیگوت )

و  675( قطعات AAیافته )بازی، در دام هموزیگوت جهشجفت

 675( قطعات GGبازی و در دام هموزیگوت وحشی )جفت 462

-PCRدر روش  (.1بازی قابل مشاهده هستند )شکل جفت 254و 

RFLP  ای پلیمراز با بازی در واکنش زنجیرهجفت 675قطعه

استفاده از یک جفت آغازگر بیرونی بدون تکثیر قطعات 

با بررسی الگوی باندی  خوبی تکثیر پیداکرد.غیراختصاصی به

 3حاصل از هضم آنزیمی در  PCRمشاهده شده در محصولات 

بازی مشاهده جفت 442و  233، 675شاهد، سه قطعه نمونه 

 442و  233( قطعات GGشدند. در نمونه با ژنوتیپ وحشی )

و  442، 233( قطعات AGبازی، در نمونه هتروزیگوت )جفت

بازی و در نمونه با ژنوتیپ جفت 675قطعه برش نخورده 

بازی تکثیر یافتند )شکل جفت 675( تنها قطعه AAهموزیگوت )

-Tetraو  PCR-RFLPگل با هر دو روش نمونه قره 86تمامی  (.2

primer ARMS PCR  تعیین ژنوتیپ شدند و نتایج حاصل از این

 دو روش با یکدیگر مطابقت کامل داشتند.

-Tetraسنجی آغازگرهای طراحی شده در روش منظور اعتباربه

primer ARMS PCR ،DNA  ،ژنومی نمونه شاهد هتروزیگوت

وسیله یک جفت به یافتههموزیگوت جهشهموزیگوت وحشی و 

یابی به شهر آغازگر بیرونی تکثیر و بعد از تخلیص برای توالی

 یابی، بین نتایجشیراز ارسال شد و پس از بررسی نتایج توالی

، Tetra-primer ARMS PCRآغازگرهای بهینه شده در روش 

یابی مطابقت کامل وجود داشت و نتایج توالی PCR-RFLPروش 

 است.نشان داده شده 3یابی در شکل در ادامه نتایج توالی

 

 هاژن میوستاتین و الگوی ژنوتیپی حاصل از آن g + 6723G> Aمنظور شناسایی جهش توالی آغازگرهای طراحی شده به -1جدول 

 

 

ژن  Tetra-primer ARMs PCRتصویر ژل آگارز محصول  -1شکل 

 میوستاتین.

(، GGهموزیگوت وحشی )های قره گل با ژنوتیپ : نمونه6الی  1های چاهک

ونه : نم8(، چاهک AG: نمونه شاروله شاهد با ژنوتیپ هتروزیگوت )7چاهک 

 bp: نشانگر 9(، چاهک AAیافته )شاروله شاهد با ژنوتیپ هموزیگوت جهش

100 

 

 .HpyCH4IVصویر ژل آگارز هضم آنزیمی ژن میوستاتین با آنزیم ت -2شکل 

مونه شاروله شاهد با ژنوتیپ : ن2، چاهک bp 100: نشانگر 1چاهک 

 (AGهتروزیگوت )

(، AAیافته ): نمونه شاروله شاهد با ژنوتیپ هموزیگوت جهش3چاهک 

 (GGنوتیپ هموزیگوت وحشی )ژهای قره گل با : نمونه4-10چاهک 

 

 باز(الگوی ژنوتیپ )جفت آنزیم محدود کننده توالی پرایمر روش

TETRA-PRIMER 

ARMS PCR 

F(outer):GTATTAAGGCACAAAGACAT - (G)254/ (A )462/ (control)675 

R(outer):AAAGCAACTTGACCAGAACC 

F(inner): TCATTGTATTCAAATCTCAAGA 

R(inner): AAGTATTAAAATAATGGACC 

PCR-RFLP F(outer): GTATTAAGGCACAAAGACAT HpyCH4IV (GG)223  +442/ (AG)223  +442  +675/ (AA )675 
R(outer): AAAGCAACTTGACCAGAACC 
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 موزیگوت وحشی )شکل ب(، ژنوتیپ هموزیگوت جهش یافته )شکل ج(هژنوتیپ هتروزیگوت )شکل الف(، ژنوتیپ  -3شکل 

 

های مورد بررسی برای چندشکلی تک نوکلئوتیدی تمامی نمونه

در هیچ یک از نمونه  A ییافتهبوده و آلل جهش G دارای آلل

توان نتیجه گرفت که فراوانی آلل مشاهده نشد. از این رو می

و صفر درصد  100ترتیب ( بهAیافته )( و آلل جهشGوحشی )

 در سه نژاد ایرانی شال، زل و زندی Aباشد. عدم حضور آلل می

(Yonous et al. 2011)( گوسفند مرینوس لهستانی ،Grochowska 

et al. 2019 ) ،و نژادهای کوپ ورث، بلک سافولک، مرینوس

 Kijas etی و تبتی )سات داون، انگلیش لیسستر، پل وارث، رامن

al. 2007; Hadjipavlou et al. 2008)  .نیز گزارش شده است

Han یافته نیز فراوانی آلل جهش (2010) شو همکارانA در 

بررسی  (New Zealand (NZ) Romney) وزلندین رامنی گوسفندان

گزارش نمودند  ٪79/2پایین و برابر با  نموده و این فراوانی را

(Han et al. 2010) یافته فراوانی پایین آلل جهشA  در نژادهای

و 5/12، 3/9ترتیب وایت سافولک، پل درست و لینکلن نیز به

دیگری  (. در مطالعهKijas et al. 2007گزارش شده است ) 5/12

در نژاد شاروله در سطح متوسط  Aیافته نیز فراوانی آلل جهش

ده شد که لازم نشان دا هایبررسی درصد( گزارش شده و با 30)

داری بین عمق ماهیچه و این جهش وجود دارد ارتباط معنی

(Hadjipavlou et al. 2008.)  از سوی دیگرClop ان و همکار

 سلگوسفند تک تیدر جمع A جهش یافته آلل یفراوان (،2006)

 نیکه ا ندکرد شنهادیو پ انده( گزارش کرد%99) تیبه تثب کینزد

. (Clop et al. 2006) باشد آن نژاد جهش ممکن است خاص

انجام شده  East Frisianمطالعه دیگری که برروی گوسفندان 

 (%63)در این گوسفندان نیز بالا  Aاست نشان داد که فراوانی آلل 

و همکاران  Trukhachev (.Bignell et al. 2010باشد )می

که در مطالعه  Merino تجمعی از ٪80ه ک(، بیان نمودند 2015)

و  Aحامل دو نسخه از آلل  آزمایش قرار گرفته استها مورد آن

و همکارانش  Kolenda ند.اهبود Gنسخه از آلل  دوحامل  20%

 Pomeranianو  Kamieniecای را بر روی دو نژاد ( مطالعه2019)

را مشاهده  GGو  AA ،AGانجام دادند و توانستند سه ژنوتیپ 

های آللی و انیهای لازم فراونمایند در نهایت نیز با بررسی

ژنوتیپی در دو نژاد مورد بررسی را متفاوت گزارش نمودند. از 

 شیو افزا 56در روز  دامبر وزن  را Aآلل  داریمعنسوی دیگر اثر 

با توجه به . کردندمشاهده  Kamieniec نژادتنها در را روزانه وزن 

 یفراوانگیری نمود که می توان نتیجه، تمامی مطالعات انجام شده

باشد و این میمختلف گوسفند متفاوت  یدر نژادها Aآلل 

 یهایکپ تعداد و Aآلل  این است که حضور دهندهموضوع نشان

ثیراتی أبا توجه به ت ن،یبنابرا .ی داردهر آلل به نژاد گوسفند بستگ

موضوع که  نیا یبررسکه این آلل بر روی صفات رشدی دارد، 

حائز اهمیت ، یا خیرهستند  A آلل یدارا ایران یبوم ینژادها ایآ

 .است

 جهت Tetra-primer ARMS PCR در مطالعه حاضر تکنیک

ژن میوستاتین در  g + 6723G> A تعیین ژنوتیپ چندشکلی

 ارزیابی منظورو به صورت کامل انجام شدهبگل گوسفند قره

 پیژنوتدر تعیین  Tetra-primer ARMS PCR روشصحت 

نیز  PCR-RFLP روش ،موردنظر چندشکلی تک نوکلئوتیدی

مشاهده شد.  بین هر دو روش یدرصد 100تطابق انجام و 

Aboelhassan ( 2021و همکاران)  روش نیز ازTetra-primer 

ARMs PCR  چندشکلی تک نوکلئوتیدی  5 پیژنوتدر تعیین
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 استفاده (GDF9/FecG) 9شناخته شده ژن فاکتور رشد و تمایز 

 موفقیت تکثیر شدند. ها باند و تمامی جهشکرد

Niu ( به2021و همکاران ) منظور شناسایی جهش ژنBMP15  در

استفاده نمودند.  tetra-primer ARMS PCR، از روش گوسفند

ها هر سه نوع ژنوتیپ هموزیگوت براساس نتیجه مطالعه آن

وحشی، هتروزیگوت و هموزیگوت جهش یافته در جمعیت مورد 

 .مطالعه مشاهده شد

در بز با  Bouleنتایج بررسی از چندشکلی تک نوکلوئتیدی ژن 

و  Songکه توسط  tetra-primer ARMS PCRاستفاده از روش 

این  د نیز بیانگر دقت و موفقیت بالایش( انجام 2019همکاران )

های تک نوکلئوتیدی است. روش در تعیین ژنوتیپ چندشکلی

 نوکلئوتیدی کجهش ت ی دیگری با هدف تعیین ژنوتیپمطالعه

V397I  ژنGDF9  که در این مطالعه نیز روش مورد د شانجام

باشد. براساس نتایج می tetra-primer ARMS PCRاستفاده 

شد  ریتکث تیمطالعه با موفق حاصل از این مطالعه جهش مورد

(2022 .et al Mamutse .) 

 tetra-primer ARMS( نیز از روش2022محمدی و همکاران )

PCR برای شناسایی جهش تک نوکلئوتیدی ژنFecB   در گوسفند

بهره بردند و تطابق کامل را بین نتایج حاصل از روش توسعه یافته 

 و تعیین توالی گزارش نمودند PCR-RFLPها با نتایج روش آن

(Mohammadi et al. 2022.)  

 توسط اتیبا جزئ tetra-primer ARMS PCRروش  کهاز زمانی

Ye ( گزارش شده است، این روش 2001و همکاران ) از  یکیبه

 هاSNP پیژنوت نییتع یمورد استفاده برا یهاروش نیمتداول تر

بدین  tetra-primer ARMS PCRروش اصل  شده است. لیتبد

اگزونوکلئاز  تیفاقد فعال مرازیپل Taq DNAکه  باشدصورت می

در  3′انتهای گسترش در بسط و نرخ  نبنابرای است، ′5←′3

با  مریکندتر از پرا( mismatched primer)ناهمخوان  مریپرا

گسترش بسط و تواند ینم و یا اینکه باشدمی یمعمول 3′انتهای 

  .پیدا کند

توان ارزیابی مطالعه حاضر و مطالعات مختلف ذکر شده میبا 

 tetra-primer ARMSگیری نمود که روش توسعه یافتهنتیجه

PCR  از صحت و دقت کافی جهت شناسایی چندشکلی تک

 PCR-RFLPتر از روش سادهنوکلؤتیدی برخوردار است و 

مقرون به صرفه و به  افتهیروش توسعه  از سوی دیگر .باشدمی

باشد و این ویژگی این امکان را در اختیار ما می عیسر یاندازه کاف

از  یادیز تعداد دهد که بتوانیم در مدت زمانی کوتاهقرار می

-tetraروش  نی. علاوه بر امورد آزمایش قرار دهیمرا  هانمونه

primer ARMS PCR  ز این ا و شودیم یبرش میآنز حذفباعث

را به  میهضم ناقص آنز ژهیوبه م،یتواند اثرات برش آنزیم رو

 حداقل برساند.

-PCRنسبت به  یادیز یایمزا tetra-primer ARMS PCRروش 

RFLP یتوال نییو تع DNA  ا را دار صرف وقت نه،یهزبه لحاظ

هایی با تجهیزات توان حتی در آزمایشگاهاز این رو می و باشدمی

 .(Etlik et al. 2011) معمولی آن را اجرایی نمود

ها، SNP صیتشخ یمختلف برا یهاروش طورخلاصه در بینبه

قابل  ع،یروش آسان، سر کی tetra-primer ARMS PCRروش 

 .اعتماد و ارزان است
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