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در گوسفند FecBشن  یچندشکل ییشناسا

Tetra-ARMS PCR ینهو کم هس یعبا استفاده از روش سر

چكيذُ       

اس آًشین    FecB. بزای ؽٌاعایی صى اثز در ارتباط با ففت دٍقلَسایی درگَعفٌذ اعت صى ّای بشرگیكی اس  FecBصى 

AvaII   دارای جایگاُ بزؽی جْؼ صىFecB  در رٍػPCR-RFLP  اعتفادُ هی ؽَد. اعتفادُ اس ایي آًشین بذليل عوی

 یآغاسگزّا یبِ هٌظَر طزاحبَدى صل اکزیل آهيذ ٍ گزاى بَدى آى هقزٍى بِ فزفِ ًوی باؽذ. بٌابزایي، ایي پضٍّؼ 

 نیحذف آًشباعث  ،Tetra ARMs PCR کيتكٌ اًجام ؽذُ اعت. FecBجْت ؽٌاعایی عزیع ٍ کن ّشیٌِ صى  یاختقاف

AvaII هی ؽَد.  پيصًَت يييتع یبزا لاسم سهاى ٍ ٌِیّش در ییجَ فزفِ ذ،يآه لیآگارس با صل اکز ويیصل ا یٌیگشی، جا

اس  بعذ. ًذؽذ ؼیآسها ًوًَِ  3000 یرٍ بز آغاسگزّا يیا .ؽذ یطزاح Tetra ARMs PCRبزاعاط رٍػ چْارآغاسگز

 FecB تكثيز ٍ در ًْایت عِ صًَتيپ بزای صى جفت باس 276ٍ  213، 108 بِ طَل عِ قطعِ ،ٍ الكتزٍفَرس PCRاًجام 

. ؽذ ارعال یابی یتَال یبزا یتقادف بقَرت ًوًَِ 20 ،آغاسگزّای طزاحی ؽذُ یعٌج اعتباربِ هٌظَر . هؾاّذُ گزدیذ

با رٍػ  Tetra ARMs PCRرٍػ  ی ؽذُ ٌِيبْ یآغاسگزّابا اعتفادُ اس ؽذُ پيصًَت يييتع جیًتا ،یاعتبارعٌج اس پظ

PCR-RFLP  صى ـيتؾخ یرٍػ بزا يیا .هطابقت کاهل داؽت FecB  هقزٍى بِ ٍ  عیعز ،اس ًوًَِ ّا سیادیدر تعذاد

 .ؽَد یویّضن آًش پز ّشیٌِ رٍػ يیگشیتَاًذ جا یاعت ٍ ه فزفِ

156~147ؿ: ؿ
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 هقذهِ    

-تغییط قبيؿتگی غًتیىی حیَاًبت زض ًؿلزام، ًػاز انلاحّسف اظ 

-اًتربة زاذليؼٌی ًػاز ّبی انلی انلاحاؾتطاتػیثب ّبی آيٌسُ 

 اؾت گطی ٍ تىٌَلَغی غًتیه هَلىَلیًػازی، آهیرتِ، ثیيیًػاز

هرهَنب  انلاح ًػاز زام ؾجه. زض ايي هیبى، (1393)ضقیسی، 

يىی اظ هْوتطيي هجبحث التهبزی زض زاهپطٍضی ٍ اظ  گَؾفٌس

زاهساضاى  ٍ ي ٍ اهٌیت غصايی اؾتئیػَاهل تبثیطگصاض زض تَلیس پطٍت

ثبيس ثِ افعايف ّط چِ ثیكتط تؼساز زام هطغَة ٍ انلاح قسُ 

اظ خولِ نفبت هْن ٍ التهبزی زض گَؾفٌس وِ ًیبظ  .تطغیت قًَس

)ذبى احوسی ٍ  ظايی اؾتثِ تَخِ زض ايي ظهیٌِ ضا زاضز، زٍللَ

زض اضتجبط ثب  1اثط. تب وٌَى چٌسيي غى ثعضي(1395ّوىبضاى، 

ّبیغىاؾت وِ ايي نفت زٍللَظايی زض گَؾفٌس قٌبؾبيی قسُ

-گلِتَلیسهثلیػولىطزثطزاضیافعايف هؼٌیلبثلیت، اثطثعضي

 زاضًس. گَؾفٌسّبی

ػٌَاى ِث  اؾترَاى2غى گیطًسُ پطٍتئیي هَضفَغًتیه يب  FecBغى 

 Etlik) اؾتض ثطٍظ نفت زٍللَظايی قٌبذتِ قسُي غى زيثطتطؤه

وِ ثط  يه غى اتَظٍهی اؾت FecBغى . (2011ٍ ّوىبضاى، 

گصاضی اثط افعايكی زاضز ٍ هَخت ثطٍظ نفت هیعاى تروه

هیعاىثبػث افعايفغىايياظًؿرِيهقَز. زٍللَظايی هی

ثبػثٍ زٍ ًؿرِ اظ آى 5/1 هیعاىثِتمطيجبًگصاضیتروه

اييقَز.هیگصاضی تروهثبضّطزضتروهؾِحسٍزافعايكی

فهلّطّب زضثطُتؼسازافعايفثبػثگصاضیتروهافعايف

ٍ  Findlayقَز )هی 5/1ٍ  يههیعاىثِتطتیتثِظايیثطُ

يبثی گَؾفٌس هىبى 6(. ايي غى ثط ضٍی وطٍهَظٍم 2002ّوىبضاى، 

(. هغبلؼبت ًكبى 1993ٍ ّوىبضاى،  Montgomeryاؾت )قسُ

 وس ِیًبح 746 سیًَولئَت زض Gثِ  Aاؾت وِ ثطٍظ خْف زازُ

لَتبهیي ثِ آضغًیي زض تجسيل اؾیسآهیٌِ گ ايي غى هٌدط ثِ قًَسُ
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The FecB gene is one one of the major genes associated with the twinning trait in sheep. AvaII 

enzyme has a restriction site containing FecB gene mutation is used for genotyping by PCR-

RFLP method. Due to toxicity and expensive price, using this enzyme is not considered 

reasonable and economical. So, this research was performed to design specific primers for rapid 

and economical detection of FecB gene. Tetra ARMs PCR technique, caucuses elimination of 

AvaII enzyme, replacement of acrylamide gel by safe agarose gel, and of course saving time and 

money for genotyping. Four primers were designed, based of Tetra ARMs PCR method, and 

were tested on 3000 samples. After PCR and electrophoresis, three fragments with a length of 

108, 213 and 276 bp were amplified and finally three genotypes were observed for FecB gene. 

In order to validate the designed primers, 20 samples were randomly sequenced. After 

validation, the result of this research indicates that the final obtained genotype in Tetra ARMs 

PCR method is same as the results from PCR-RFLP method. Tetra ARMs PCR method is rapid 

and economical for detection of FecB in a larger number of samples and can replace  by enzyme 

digestion method which is all of more expensive. 

Key words: Twinning, Sheep, AvaII enzyme, FecB gene, Tetra ARMs PCR. 
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Kumarقَز )هیٍ زض ًتیدِ ثطٍظ نفت زٍللَظايی  249هَلؼیت 

زض ٍالغ . (2001ٍ ّوىبضاى، Souzaٍ  2006ٍّوىبضاى، 

-ثط ًطخ تروهFecBتطيي تأثیطات فیعيَلَغيىی لَوَؼ ػوسُ

ّب گصاض زض تروساىّبی تروهگصاضی، اًساظُ ٍ تؼساز فَلیىَل

(. زض حیَاًبت ّوَظيگَت 2002ٍ ّوىبضاى، Davisاؾت )

(BB( ّتطٍظيگَت ٍ )B+ ،)++( زض همبيؿِ ثب تیپ ٍحكی )

وٌٌس گصاضی هیتروهّب زض اًساظُ وَچىتط ثبلغ قسُ ٍ فَلیىَل

(Edwards  ،2008ٍ ّوىبضاى .) 

َظايی زض گَؾفٌساى ًػاز ايطاًی تمطيجب لهیبًگیي زضنس نفت زٍل

اظ ًػاز FecBّبی اذیط غى پبيیي اؾت ثِ ّویي زلیل زض ؾبل

ذبضخی ثطٍلا هطيٌَ وِ زضنس زٍللَظايی ثبلايی زاضز تَؾظ 

 ثِ ًػاز تحمیمبتیزض لبلت عطح ٍ خْبز وكبٍضظی  زاًكگبُ ظًدبى

اظ ايي ضٍ اظ ًػاز افكبضی ايطاًی ٍاضز ٍ ؾپؽ تثجیت قسُ اؾت، 

 ّبیگلِگطی ٍ اًتمبل ايي غى ثِ ثطٍلا افكبض ثؼٌَاى پبيِ زض آهیرتِ

ّبی زاقتی . اهب ثِ زلیل وبّف ّعيٌِقَزهیثَهی اؾتفبزُ 

ثطای قٌبؾبيی ايي غى زض ؾٌیي ّب گَؾفٌس، تؼییي غًَتیپ آهیرتِ

قَز. اًدبم هیAvaIIپبيیي )ثطُ يه هبِّ ثِ ثبلا( ثب ووه آًعين 

اظ DNA هطاحل وبض قبهل ذًَگیطی، اؾترطاج ثسيي نَضت وِ

ٍ ّضن آًعيوی FecB خْت تىثیط غىPCR ذَى، ٍاوٌف

زضٍالغ ضٍـ ػوسُ هَضز اؾتفبزُ ثطای قٌبؾبيی گَؾفٌساى  اؾت.

ثب اؾتفبزُ اظ آًعين PCR-RFLPحبهل آلل زٍللَظايی، تىٌیه 

اؾت وِ خبيگبُ ثطقی ايي آًعين هٌغجك ثط حبلت AvaIIثطقی 

  (. 1982ٍ ّوىبضاى، Davisثبقس )هیFecBٍخَز خْف زض غى 

primer -Tetraثب ًبم وبهلARMs PCR-Tetraتىٌیه

Amplification Refractory Mutation system–

polymerase chain ِيه ضٍـ هجتٌی ثطوPCR ثطای

زض غًَم 1یّبی ته ًَولئَتیستكریم ٍخَز پلی هَضفیؿن

تطيي  هْنقَز. PCR-RFLPتَاًس خبيگعيي ضٍـ هی ،ثبقس هی

ل فبلس آلل زاضای خْف ٍ آلزض تفىیه  ،انل زض ايي ضٍـ

PCRتىثیط قسى ٍ يب ػسم تىثیط يه تَالی زض ٍاوٌف ،خْف

 لل هَتبًتآهرهَل  آغبظگطزٍ  اظ وِ ثسيي هٌظَض ثبقس هی

)آلل فبلس  لل ٍحكیآهرهَل  آغبظگطٍ  )آلل خْف يبفتِ(

 آغبظگطثٌبثطايي تىثیط يه لغؼِ تَؾظ قَز.  اؾتفبزُ هی  خْف(

تىثیط  ٍلل آلل هَتبًت ثِ هفَْم ٍخَز خْف زض آهرهَل 

لل ٍحكی ثِ هفَْم آهرهَل  آغبظگطقسى يه لغؼِ تَؾظ 

 .(2001ٍ ّوىبضاى، Ye) ثبقس ػسم ٍخَز خْف زض آى تَالی هی

ّب ثبظ اًتْبی آغبظگطتطيي ًَولئَتیس زض  هْنلاظم ثِ شوط اؾت وِ 

پطين 3ثبقس، ثِ ايي نَضت وِ اگط ثبظ اًتْبی  آى هی (3') پطين3

آًعين پلیوطاظ لبزض ثِ تىثیط  ،ثب ضقتِ الگَ خفت ًكَز آغبظگطيه 

هحهَلی تىثیط ًرَاّس PCRزض ٍاوٌفٍ آى لغؼِ ًرَاّس ثَز 

ثطای خْف  آغبظگطپطين يه 3اگط ثبظ اًتْبی  . زض ايٌهَضتقس

تٌْب ثِ تَالی الگَی حبٍی  آغبظگط، ايي قَزهَضز ًظط عطاحی 

ب ايي تَالی ٍاوٌفلل هَتبًت( هتهل ذَاّس قس ٍ تٌْب ثآخْف )

PCRپطين يه 3اگط ثبظ اًتْبی  زض حبلیىِپصيطز.  نَضت هی

تٌْب ثِ  آغبظگطايي  ،قَزثطای تَالی فبلس خْف عطاحی  آغبظگط

( هتهل ذَاّس قس ٍ تٌْب ثب ٍحكیلل آخْف ) فبلستَالی الگَی 

ٍ Medrano) پصيطز نَضت هیPCRايي تَالی ٍاوٌف

  .(2014ّوىبضاى، 

ّوبى عَض وِ گفتِ قس ضٍـ هتساٍل ثطای قٌبؾبيی خْف زض غى 

FecB اؾتفبزُ اظ آًعين ،AvaII زض تىٌیهRFLP-PCR

ػلاٍُ ثط لیوت ثبلا، ايي آًعين ٍ ّوچٌیي اؾت هٌتْب 

ايعٍقیعٍهطّبی آى ٍاضزاتی اؾت، ضًٍس ثجت ؾفبضـ ٍ ٍاضز 

وبض وكس ٍ ايي هَاضز ثبػث هرتل قسى ّب عَل هیوطزى آى هبُ

ّبی تكریم غًَتیپ وِ حدن آًعين ههطفی ثبلايی آظهبيكگبُ

ثط ثط ٍ ّعيٌِػلاٍُ ثط ايٌىِ ضٍقی ظهبى چٌیيوّ گطزز.زاضًس هی

قَز ثط ضٍی غل اوطيل آهیس ضاى هیPCRهحهَل چَى اؾت، 

ثبتَخِ ثِ هَاضز شوط قسُ، ّسف  قست ؾوی ٍ ذغطًبن اؾت.ِ ث

اظ اًدبم هغبلؼِ حبضط، حصف ايي آًعين اظ هطاحل فطآيٌس تؼییي 

زض  غًَتیپ اؾت تب ػلاٍُ ثط وبّف لیوت، تؼییي غًَتیپ

زض ٍالغ تط ٍ ون ذغطتط اًدبم قَز. وَتبّتطيي ظهبى ٍ ثب هَاز ايوي

بظ ثب  نطف ّعيٌِ ٍ ظهبى ذیلی ووتط ٍ ثسٍى ًیّسف ايي اؾت وِ 

وِ زض ضٍـ هؼوَل اؾتفبزُ AvaIIثِ آًعين اؾبؾی ٍ ٍاضزاتی 

قَز؛ غًَتیپ زام هَضزًظط اظ ًظط زٍللَظايی تؼییي قَز. هی

ثب اؾتفبزُ Tetra-ARMs PCRتىٌیهثٌبثطايي زض ايي هغبلؼِ، 
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اظ آغبظگطّبی اذتهبنی ثطای قٌبؾبيی خْف زض غى هصوَض 

 ثْیٌِ ؾبظی گطزيس.

 

 هَاد ٍ رٍػ   
ٍالغ  ی افكبضیّبگَؾفٌس ) اظ گلِضاؼ3000اظپػٍّفاييزض

-انلاحّتطٍظيگَت ّبی وِ چٌس ًؿل ثب لَذ زض ذطاؾبى ضضَی

EDTAحبٍی  ّبیًٍَخىتاظاؾتفبزُثب  ًػاز قسُ ثَزًس(

ثِؾطزظًدیطُقطايظحفظثبثلافبنلِّبًوًَِقس.ذًَگیطی

 -20زهبیزض DNAاؾترطاج ظهبىتب ٍهٌتملآظهبيكگبُ

اظ  DNAاؾترطاجقسًس. خْتگطاز ًگْساضیزضخِ ؾبًتی

هغبثك زؾتَضالؼول  زًب ظيؿتاظ ذَى DNAویت اؾترطاج 

ّبیٍيػگیتؼییيثطایقطوت ؾبظًسُ اؾتفبزُ قس. زض ازاهِ 

 .قساؾتفبزُآگبضظغلالىتطٍفَضظاظ DNAٍ ویفی ووی

ثب قوبضُ زؾتطؾی NCBIاظ پبيگبُ FecBَالی غى ت

AF312016خْف هَضز ًظط ثب ًطم . ؾپؽزضيبفت قس-

 زض ازاهِ قٌبؾبيی قس. CLC Main Workbenchافعاض

 اًدبم قس.Primer Primier 5افعاض ّب ثب  ًطمآغبظگطعطاحی 

زض  ٍ 746 سیًَولئَتزض  خْف هَضزًظط لاظم ثِ شوط اؾت وِ

لطاض  اؾتّبی تىطاضی ظيبزی تَالی حبٍی اظ غًَم وِ لؿوتی

ّب ضا اًسوی ثب آغبظگطگطفتِ اؾت ٍ اظ ايي ضٍ عطاحی خفت 

ثْتطيي ًبحیِ ثطای  ،هكىل ضٍثطٍ وطز وِ ثب نطف ٍلت ظيبز

 ّب قٌبؾبيی قس.آغبظگطعطاحی 

 آغبظگطيه خفتِ آى ثؼٌَاى  عطاحی قسُ، آغبظگطاظ زٍ خفت 

نحت اًدبم ٍاوٌف تىثیط  زض ٍالغ اؾت وِ (Outer) وٌتطل

 اذتهبنی آغبظگط ،خفتِ زيگطزّس. لغؼِ هَضزًظط ضا ًكبى هی

(Inner) ػسم ٍخَز خْف اؾت وِ ثطای ًبحیِ حبٍی خْف ٍ 

زض ًبحیِ هَضز ًظط  ٍ ثسٍى اقتجبُ عطاحی قسُ اؾت ٍ ثغَض زلیك

ايي زلت ٍ ػسم اقتجبُ ثربعط قطعی  وٌس.ًكؿتِ ٍ آى ضا تىثیط هی

ّب يب ّوبى ثبظّبی mismatchثِ ووه  آغبظگطوطزى ًكؿتي 

ثسيي نَضت وِ ثب ٍخَز يه ثبظ اقتجبُ ّن غیطهٌغجك اؾت. 

وٌس اهب اگط زٍ ثبظ ًكؿتِ ٍ آى ضا تىثیط هیDNAضٍی  آغبظگط

 پطين ٍ ثبظ يىی3ثبظ اًتْبيی ) اقتجبُ ثلافبنلِ زض وٌبض ّن ثبقٌس

قت َلبزض ثِ تىثیط ًجَزُ ٍ ػول ضًٍ آغبظگط، ُ ثِ آذط(هبًس

 آغبظگطزض وٌبض  آغبظگطيبثس. زض عطاحی ثطزاضی ذبتوِ هی

ضفت ثطای  آغبظگط قبهل اذتهبنی آغبظگطخفت  يهػوَهی، 

زض mismatchثِ ّوطاُ يه  (G) حبلت ٍخَز ثبظ خْف يبفتِ

ثِ  (A) خْف ٍخَزثطگكت ثطای حبلت ػسم  آغبظگطوٌبضـ ٍ 

زض ايي نَضت  عطاحی قس. آى  زض وٌبضmismatchّوطاُ يه 

ضخ زازُ ثبقس، آغبظگط Gثِ Aی هَضز ًظط خْف اگط زض ًوًَِ

mismatchضفت وِ ثطای حبلت خْف عطاحی قسُ ثب ٍخَز 

ّن لبزض ثِ تىثیط لغؼِ ذَاّس ثَز چَى ّوبًگًَِ وِ گفتِ قس ثب 

ٍخَز يه ثبظ غیط هٌغجك ّن تىثیط نَضت ذَاّس گطفت اهب زض 

زٍ ثبظ غیط هٌغجك زض وٌبضّن  سنَضتیىِ خْف ضخ ًسازُ ثبق

ذَاٌّس ثَز ٍ پطايوط لبزض ثِ ًكؿتي ضٍی تَالی ٍ تىثیط ًرَاّس 

ت ثطای حبلت ػسم ٍخَز زض عطف همبثل، آغبظگط ثطگك ثَز.

عطاحی قسُ اؾت وِ زض ايي mismatchخْف  زض وٌبض يه 

خْف ضخ ًسازُ ثبقس ثب ٍخَز يه هَضز ًظط نَضت اگط زض ًوًَِ 

ثبظ غیط هٌغجك ّن آغبظگط ضٍی تَالی ًكؿتِ ٍ تىثیط نَضت هی 

ًوًَِ حبٍی خْف ثبقس زض آى نَضت زٍ ثبظ غیط  گیطز اهب اگط

گیطز ٍ آغبظگط ثطگكت لبزض ثِ تىثیط ض هیهٌغجك زض وٌبضّن لطا

 ًرَاّس ثَز.
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 ًكبى زازُ قسُ اؾت: 1ّبی هَضزًظط زض خسٍل آغبظگط َالیت

 تَالی ٍ هؾخقات آغاسگزّای طزاحی ؽذُ  -1جذٍل 

 عَل لغؼِ 

(bp) 

زهبی اتهبل 

 )زضخِ(
 ًبم آغبظگط تَالی آغبظگط

20 59 5'- ACGCACTAACAGTGTGTTGG -3'Outer-F

23 60 5'- GAGAGGAAAGCTAGGAAACCCTG -3'Outer-R

25 59 3'- GGGGTTCCGAGAGACAGAAATATAT-5'Inner-F

21 59 3'- TTCATGCCTCATCAACACCGT-5'Inner-R

 

 ىقطوت ؾیٌبولَّب ثِ ّب، ايي تَالیآغبظگطپؽ اظ عطاحی 

 ؾفبضـ زازُ قس.

ّبی آغبظگط، هطثَط ثِ ّط ًوًَِاؾترطاج قسُ DNAثب زاقتي 

)هؿتط PCR، هَاز ٍاوٌف ٍ ػوَهی عطاحی قسُ اذتهبنی

، آة همغط، زؾتگبُ (AMPLICON-180301)هیىؽ

 ™TERMOCICLADOR MultiGene)تطهَؾبيىلط

OptiMax- TC9610) غل آگبضظ ٍ زؾتگبُ غل ،

ثِ PCRعی يه ٍاوٌف ٍ ( (NogenHU-150)الىتطٍفَضظ

ًؿجت  2خسٍل ثطضؾی ذَاّس قس. ضاحتی غًَتیپ زٍللَظايی 

حدن ثطای PCRاًدبم ٍاوٌف ثطای  ٍ هَاز هَضًیبظ  ّبآغبظگط

زّس:ضا ًكبى هیهیىطٍلیتط  25

 

pcrهَاد ٍ هقذار ٍ غلظت هَرد ًياس آى ّا بزای ٍاکٌؼ  -2جذٍل 

 هَاز همساض )هیىطٍلیتط( غلظت

 آة همغط 6 -

2x10 هؿتطهیىؽ 

Outer-F 0.4 پیىَهَل 5

Outer-R 0.4 پیىَهَل 5

Inner-F 2.6 پیىَهَل 5

Inner-R 2.6 پیىَهَل 5

DNA 3 ًبًَگطم 50هیىطٍلیتط/ 

 

 4ثِ هست  C˚94زض  ؾبظی اٍلیٍِاؾطقت ثهَضت زهبيیثطًبهِ 

ثبًیِ،  25ثِ هست  C˚94تطتیت چطذِ زهبيی ثِ 35زلیمِ ، ؾپؽ 

ثبًیِ 40ثِ هست  C˚70ثبًیِ ٍ  35ثِ هست  C˚54زهبی اتهبل زض 

زلیمِ  5ثِ هست  C˚ 70ٍ زض اًتْب يه هطحلِ ثؿظ ًْبيی ثب زهبی 

 تٌظین گطزيس. 

ثؼس اظ تىثیط ٍ ؾپؽ هكبّسُ ًتبيح ثط ضٍی غل آگبضظ، ثطای 

ًوًَِ ثهَضت تهبزفی  PCR20، هحهَل اػتجبضؾٌدی ًتبيح

ٍ هغبثك زؾتَضالؼول قطوت ؾبظًسُ gene allاًتربة ٍ ثب ویت 

PCRهیىطٍلیتط اظ هحهَل  50همساض  یم قس. زض ازاهِترل

وكَض هبلعی اضؾبل قس تب 1st BASEثِ قطوت ترلیم قسُ 
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ABI PRISM 3730xl Genetic Analyzerثب  زؾتگبُ 

گیطز. نَضتتَالی يبثی 

 ایج ٍ بحثتً   

، )هَتبًت( لغؼبت تىثیطی قبهل يه لغؼِ حبٍی خْف هَضزًظط

وِ عَل ثعضگتطی ٍ يه لغؼِ  )ٍحكی( يه لغؼِ فبلس خْف

PCRخْت وٌتطل نحت اًدبم  زاضز ٍ حبٍی ًبحیِ خْف اؾت

، تؼییي غًَتیپ PCRثب FecBزض ٍالغ زض هطحلِ تىثیط غى اؾت. 

یبت ًكبى ئلغؼبت تىثیطی ثب خع 3زض خسٍل  گیطز.ّن اًدبم هی

اًس:زازُ قسُ

 
 ًام، تَالی آغاسگز ٍ طَل قطعات تكثيزی -3جذٍل 

 لغؼِ تىثیطی تَالی آغبظگط (bp) عَل لغؼِ

276 Outer-F: 5'- ACGCACTAACAGTGTGTTGG – 3'وٌتطل 
Outer-R: 5'- GAGAGGAAAGCTAGGAAACCCTG -3'

213 Outer-F: 5'- ACGCACTAACAGTGTGTTGG -3'   ٍحكی 
Inner-R: 5'- CATGCCTCATCAACACCGTTT -3' 

108 Inner-F: 5'- GGTTCCGAGAGACAGAAATATATGG -3' هَتبًت 
Outer-R: 5'- GAGAGGAAAGCTAGGAAACCCTG -3'

 

ضٍی غل ثط PCRهحهَل هیىطٍلیتط اظ  PCR ،5ثؼس اظ اًدبم 

 .غًَتیپ اًدبم قستؼییي ٍ  قسزضنس ضاى  2آگبضظ 

تؼییي ًكبى زازُ قسُ اؾت.  1تهَيط تؼییي غًَتیپ زض قىل 

خفت ثبظی وِ ثؼٌَاى  276ثسيي نَضت اؾت وِ ثبًس غًَتیپ 

هَضز  ّبیّؿت ثطای ولیِ زامPCRوٌتطل اًدبم ٍاوٌف 

خفت ثبظی ًكبًسٌّسُ ػسم  213قَز اهب ثبًس آظهبيف هكبّسُ هی

-خفت ثبظی ًكبًسٌّسُ ٍخَز خْف هی 108ٍخَز خْف ٍ ثبًس 

 وِ ّط ؾِ ثبًس هَضز ًظط ضا زاقتِ ثبقس زاهیثبقس. حبل 

خفت  276ٍ  108ًس ( اؾت اهب چٌبًچِ زٍثب+Bطٍظيگَت )ّت

ثبًس وِ زٍ  زاهی( اؾت ٍ BBّوَظيگَت )ثبظی هكبّسُ قَز، 

ٍ فبلس آلل  ( ++ٍحكی )خفت ثبظی ضا زاقتِ ثبقس،  276ٍ  213

.اؾتزٍللَظايی 
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ًكبًگط ّب ثِ تطتیت اظ ؾوت چپ قبهل : چبّه-Tetra ARMs PCR.ّبی عطاحی قسُ ثِ ضٍـ آغبظگطتهَيط غل آگبضظ خْت تؼییي غًَتیپ ثب  -1قىل 

 50ًكبًگط ، (BB) ، غًَتیپ ّوَظيگَت(+B) ، غًَتیپ ّتطٍظيگَت(+B) ، غًَتیپ ّتطٍظيگَت)++( ، غًَتیپ ٍحكی)++( خفت ثبظی، غًَتیپ ٍحكی 100

 (.BB) ، غًَتیپ ّوَظيگَت(+B) ّتطٍظيگَت(، غًَتیپ +Bغًَتیپ ٍحكی )++(، غًَتیپ ٍحكی )++(، غًَتیپ ّتطٍظيگَت )خفت ثبظی، 

ًوًَِ ثهَضت  20ّب، آغبظگطايي  ًْبيی ؾٌدیثطای اػتجبض ازاهِزض 

ثِ وكَض  يبثیثطای تَالی ّبًوًَِاًتربة ٍ ثؼس اظ ترلیم  تهبزفی

تغبثك وبهل ثیي  يبثی، ثطضؾی ًتبيح تَالی اضؾبل قس. پؽ اظهبلعی 

، Tetra ARMs PCRّبی ثْیٌِ قسُ ضٍـ آغبظگطًتبيح

ًتبيح تَالی  .يبثی هكبّسُ قسٍ ًتبيح تَالی PCR-RFLPضٍـ 

اؾت.قسًُكبى زازُ  2يبثی زض قىل 

 (جغًَتیپ ّوَظيگَت )قىل  ( ٍة(، غًَتیپ ّتطٍظيگَت )قىل الفغًَتیپ ٍحكی )قىل  -2قىل 
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primer ARMS PCR -Tetra زاضای هعايبی ثؿیبضی ًؿجت

اظ  DNAيبثیٍ تَالیRFLP -PCR ،PCRtime -Realثِ

ٍ وبضثطز زض يه آظهبيكگبُ ثب اهىبًبت  هَضزًیبظ ًظط ّعيٌِ، ظهبى

ّوچٌیي ثب ايي تىٌیه (. 2011 ،ٍ ّوىبضاى Etlik)هؼوَلی اؾت 

ٍ Lajinًَولئَتیسی )تههَضفیؿن پلی 3تؼییي غًَتیپ 

 ًَولئَتیسیتههَضفیؿن پلی 6تؼییي غًَتیپ (  ٍ 2012ّوىبضاى، 

(Zhang ،2013ٍ ّوىبضاى )ثهَضت  ّوعهبى ٍMutiplex ًیع

-ته هَضفیؿنپلی 6گعاضـ قسُ اؾت وِ ثطای تؼییي غًَتیپ 

پلی هَضفیؿن ته  3ثطای قٌبؾبيی ٍ آغبظگط  24ًَولئَتیسی

زض يه  ثب چْبض زضخِ حطاضت هرتلف آغبظگط 12 ًَولئَتیسی

 يىؿبى ثَز. DNAتَالیازغبم قسًس ٍ ًتبيح ثب تؼییي هیىطٍتیَة

زض FecBثطای قٌبؾبيی خْف Tetra-ARMs PCRتىٌیه 

ثِ وبض ثطزُ  لجلاHu-ٍ آهیرتِ هطيHuًٌَػاز هطيٌَ،  گَؾفٌس

ّبی تىثیطی ؾبيع لغؼِون ثَزى اذتلاف ثِ زلیل  اهبقسُ اؾت  

، ثطای  خفت ثبظی(160) ٍ ٍحكی خفت ثبظی( 120) آلل هَتبًت

-آهیس اؾتفبزُ قسُظای اوطيلتؼییي غًَتیپ اظ غل ؾوی ٍ خْف

(. ثبًسّبی تىثیطی تَؾظ ايي 2014ٍ ّوىبضاى، Guanاؾت )

اهب اذتلاف ؾبيع  آغبظگطّب ًؿجتب ضؼیف ثَز ٍ ویفیت ووی زاقت

ؾبظی لغؼِ تىثیطی آلل هَتبًت ٍ ٍحكی زض آغبظگطّبی ثْیٌِ

خفت ثبظ اؾت وِ ثِ ضاحتی  100ًعزيه ثِ زض هغبلؼِ حبضط قسُ 

ثط ضٍی غل آوبضظ ثب غلظت ون ّن ثب ویفیت ثبلا لبثل قٌبؾبيی 

، FecB ّبیغى ّوچٌیي ايي ضٍـ ثطای قٌبؾبيی خْف .اؾت

GDF9 ٍBMP15زض ثع ًػاز ثٌگبل ؾیبُ ًیع اؾتفبزُ قسُ اؾت 

(Ahlawat ،2014ٍ ّوىبضاى) .  

آغبظگطّبی خسيسی  ؾبظیّسف هب عطاحی ٍ ثْیٌِاظ ايي ضٍ  

زض اذتیبض ؾبيط  اؾت تبخْت وبّف ّعيٌِ ٍ ظهبى تؼییي غًَتیپ 

  .گیطزذسهبت ثیَتىٌَلَغی لطا  عپػٍّكگطاى ٍ هطاو

، ؾبظی قسُ ّبی ثْیٌِآغبظگط اييلبثل شوط اؾت وِ ثطای تبيیس 

وٌبض ًوًَِ زض  3000 اظ ثیف قبّسی ثط ضٍی یی هَضز هغبلؼِ

يبثی تؿت قس ٍ زلت ثطاثط، ٍ تَالیPCR-RFLP ضٍـ آًعيوی

ايي . تبيیس قسثطای خبيگعيٌی ثب آًعين ّب آغبظگطايي وبفی ٍ لاظم 

ّبی زض آظهبيكگبُای، ّبی پبيبى ًبهِػلاٍُ ثط پػٍّف  ضٍـ

گَؾفٌس ثطای  ذَى ًوًَِ 300وِ ضٍظاًِ ثبلغ ثط  ثیَتىٌَلَغی

وبضثطز فطاٍاى ذَاّس  ،قًَسنفت زٍللَظايی تؼییي غًَتیپ هی

وبّف ّعيٌِ ٍ ظهبى نطف قسُ زض ايي ضٍـ اظ يه ؾَ  زاقت.

ٍ ايوي ثَزى ايي ضٍـ ٍ حصف هكىل ٍاضزات آًعين اظ زيگط 

ؾَ، ايي تىٌیه ضا ثطای اؾتفبزُ لبثل لجَل ًوَزُ ٍ زض حبل حبضط 

اؾت وِ ضضبيت بُ زض هكْس لطاض گطفتِزض اذتیبض چٌسيي آظهبيكگ

ثب ثبلا گطفتي تت اؾتفبزُ اظ ًػاز وبهل ضا ثِ ّوطاُ زاقتِ اؾت. لصا 

ّسف  ،ّبی ثَهی ثب ايي ًػازانلاح قسُ ثطٍلا افكبض ٍ انلاح گلِ

ّب ثطای ؾبيط آغبظگطزض اذتیبض گصاقتي ايي  اظ اًتكبض ايي همبلِ

اؾت تب زض ظهبى ٍخَز ّبی ثیَتىٌَلَغی گبُهحممبى ٍ آظهبيك

ّب وِ ضًٍس ٍاضزات آًعين ثب هكىل هَاخِ اؾت ٍ ّوچٌیي تحطين

آٍض ايي آًعين افعايف لیوت زلاض  وِ ثبػث افعايف لیوت ؾطؾبم

ضؾبًی ٍ ذسهبت هب ٍلفِ ای زض ضًٍس وبض پػٍّكگطاىقسُ اؾت، 

 ايدبز ًكَز. ثِ هطزم

 گيزیًتيجِ

ثط وؿی Tetra-ARMs PCRاهطٍظُ اػتجبض ٍ زلت تىٌیه 

يبثی ًیع اػتجبض پطايوطّبی عطاحی قسُ ضا پَقیسُ ًیؿت. ًتبيح تَالی

ثب قطايظ وًٌَی وِ ٍاضزات آًعين هكىلات ذبل تبيیس ًوَز. لصا 

ثب آغبظگطّب ثط اؾت، خبيگعيٌی ايي ثط ٍ ظهبىذَز ضا زاضز ٍ ّعيٌِ

ثْتطيي ضٍـ ذَاّس ثَز تب ضوي وبّف AvaIIآًعين ٍاضزاتی 

ّعيٌِ ٍ ظهبى نطف قسُ ثطای تؼییي غًَتیپ، ویفیت ٍ ايوٌی وبض 

 ًیع افعايف يبثس. 

 ًَیظپا
1- Major Gene

2-BMPR1B

3- Single Nucleotide Polymorphisms (SNP)
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