[0.001s][warning][perf,memops] Cannot use file /tmp/hsperfdata_ec2-user/355471 because it is locked by another process (errno = 11)
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 'UTR 3گر در  های سرکوب RNAیابی و بررسی بیوانفورماتیکی ایجاد توالی هدف ریز  توالی

 ژن میوستاتین برخی گوسفندان بومی ایران
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 چکیده

هتای  شده استت کته بیختی اه   ت     ثابت است. شدهشناختههای اسکلتی در پستانداران یچهماهکننده منفی رشد یمتنظعامل  عنوانبهمیوستاتین، 
گتاو، گوستفند، متو  و ست       هایی ماننتد علت اثی منفی بی بیان این ژن باعث افزای  رشد و عضلانی شدن گونه طبیعی مو ود در ژن میوستاتین، به

یتن  ادر  ای تیاریخت با سیعت رشد بتاتتی تولیتد کتید.   الگوهای     و استفاده اه م ندسی ژنتیک، حیوانات مزرعهتوان با استفاده اه این شود. میمی

ستس    .رأس اه نژادهای گوسفند داتق، بلوچی و هل تعیین توالی شد 81در   فت باه 0812به طول  ،ژن میوستاتین UTR '3تحقیق قسمتی اه ناحیه 

در ناحیه تعیین توالی شده بتیای   in silicoایجاد تغییی نسبت به ها بیرسی و  RNA ها و همچنین محل هدف ریز   ها با هدف بیرسی و ود توالی
نتتای  تعیتین    که در سیکوب ژن میوستاتین و افزای  رشد بافت عضله نق  دارند اقدام شد. miR-206 و miR-1های  RNAایجاد توالی هدف ریز 

صتورت  در دو  ایگتاه بته   in silicoان این مطالعه فاقد   شی مؤثی در تغییی بیان ژن میوستاتین بودند. با ایجاد تغییتی  توالی نشان داد که کلیه گوسفند
 هتا   ت  اقدام شد. بیرسی بیوانفورماتیکی مشخص کید که این  miR-206 و miR-1های  RNAهدفمند، نسبت به ایجاد دو توالی هدف بیای ریز 

 ایجتاد  بتا رو  ویتیای  ژنتوم و    ژنتیکتی  دستتکاری  ها بیایتوان در آینده اه این    ی، م انبی نبودند و به همین علت بینیدارای اثیات قابل پی 
 .کید بومی استفاده عضلانی در گوسفندان تیاریخت فنوتیپ

 
 .RNAریز  بافت عضله، گوسفند، میوستاتین و :های کلیدیواژه

 

 80مقدمه

ن و ود دارد که با منتاطق مختلت    نژاد گوسفند در اییا 02بی بالغ
تتیین دلیتل پتیور     اند در حال حاضی، تولید گوشت م مساهگار شده

گوسفند در اییان است و تولیدات دیگی مانند پشتم، شتیی و پوستت در    
هتای متؤثی در   (. شناسایی ژن08، 81قیار دارند ) در ات بعدی اهمیت
لاح دام استت و  هتای اصت  های م م در استیاتژیتولید یکی اه اولویت

های کاندید متعددی میتبط با تولید شیی و گوشت، ایمنی و تاکنون ژن
 (.00، 8۱، 0شده است )های اهلی شناختهسایی صفات اقتصادی در دام

عنوان ژن کاندیدا بیای تولید ژن میوستاتین توسط پژوهشگیان به
 ای موردبیرستی قیارگیفتته  گوشت در نژادهای مختل  حیوانات مزرعه

                                                           
گتیوه علتوم دامتی، دانشتکده      سی ارشد و استتادیاران ابه تیتیب دان  آموخته کارشن -0و  8

 کشاورهی، دانشگاه فیدوسی مش د، اییان

 (                          E-mail: javadmanesh@um.ac.irنویسنده مسئول: -)*
DOI: 10.22067/ijasr.v11i1.67295 

شتده  واقت   0است، این ژن در گونه گوسفند بی روی کیوموهوم شماره 
عامتل   عنوانبهاست و ß-TGF3  میوستاتین، عضوی اه خانوادهاست. 

یتک   عنتوان بته  همچنتین  است و شدهشناخته ۱(GDF8)تمایز و رشد 
های اسکلتی است و در صتورت عتدم   یچهماهکننده منفی رشد یمتنظ

ی در افزای  رشد عضتله و کیفیتت گوشتت    تواند نق  کلیدیمبیان، 
در  ونتدگان، انستان و دام    شتده انجتام قتات  ی(. تحق01 ،81 ،82دارد )

هتای طبیعتی در ژن     ت  که و ود بیختی   شده استتشخیص داده
شتوند  میوستاتین باعث کاه  بیان ژن و یا م ار عملکید این ژن می

ادن عملکتید  ها در توالی ژن میوستاتین باعث اه دست دکه این    
شوند و این فنوتیپ تولیدشده ژن و درنتیجه افزای  توده عضلانی می

(. اه ملته  0۲ ،88 ،1شتده استت )  عنتوان عضتله مضتاع  شتناخته    به
 ۲203های طبیعی، تبدیل نوکلوتید گوانین به آدنین در موقعیت    

( که باعث افتزای  رشتد   ۹( است )g+6723G>Aدر ژن میوستاتین )

                                                           
3- Transforming growth factor (TGF)-β superfamily 

4- Growth and Differentiation Factor-8  
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شود. ایتن  یمبلژیکی  8چیبی تشه در گوسفند تکسل کاه عضله و 
ی تولتد و اه  هتا وهنبتات و   نسبتاًافزای  وهن  به علتنژاد اه گوسفند 

تیمینال  صورتبهی بسیار مناسب است و پیواربندشییگییی بات بیای 
(. این 1شود )یمگستیده استفاده  طوربهکیاس در آیخته های تجاری 

آمتده و   به و ودژن میوستاتین  UTR '03طبیعی در  صورتبه    
 و miR-1ی هتا  RNA یتز رمنجی به ایجاد  ایگاه هدف  دید بتیای  

206 miR- ( نقت  ریتز   ۹ ،2شده است .)RNA   هتاmiR-1  206و 
miR- های حیوانی مانند مو  نیتز بته   در افزای  رشد بعضی اه گونه

شتده  اثبات رسیده است که باعث افزای  توده عضتله در ایتن گونته    
با طول  کننده غییکد های RNA اه گیوهی ها RNA(. ریز 8۹است )
اند ها در طی تکامل حفظ شدهنوکلئوتید هستند، این مولکول 00حدود 

 ،۱کنند )یمبعد اه رونویسی ایفا  هاژنکه نق  م می در تنظیم بیان 
شتود،  نامیتده متی   3ناحیته میکتزی    RNA(. توالی هدف بیای ریز 0۱

ژن هتدف    mRNA در UTR '3ناحیه با قستمتی اه    فت شدن این
و درنتیجه  لتوگییی اه رونتد    mRNAباعث تجزیه و یا عدم ساخت 

توان ژن میوستتاتین را  هایی که می(. یکی اه رو 8گیدد )تی مه می
ای غییفعال نمود و باعث ب بود رشد عضله در ایتن  در حیوانات مزرعه

اری فعتال و کارآمتد بتیای    استت کته ابتز    ۱ها شد وییای  ژنتوم گونه
باشد و دارای توانایی هیاد بیای اصلاح ژنوم کاری دقیق ژنوم میدست
ای در ویتیای   هتای عمتده  (. اخییاً پیشیفت1باشد )های دام میگونه

بته و تود    1Cas9-CRISPRو  TALENsهای ژنوم با توسعه رو 
منجتی بته    شود وبا دقت و راندمان بات انجام می آمده است این رو 

اه  .(03یافتته و تیاریختته شتده استت )    و ود آمدن مو ودات    به
در  ZFNو  TALENتکنولوژی وییای  ژنوم بیای اولین بار با تزریق 
ها استفاده شده است سلول هیگوت خوک بیای وییای  ژنوم در خوک

در هی دو گونه گاو و گوستفند،   (. همچنین با استفاده اه این رو 8۲)
 '3ستاتین وییای  شتد. در اثتی آن   ت  متوثیی در ناحیته      ژن میو

UTR هتا ایجتاد شتد کته درن ایتت باعتث       ونته ژن میوستاتین این گ
هتا  غییفعال شدن این ژن و ایجاد فنوتیپ عضله مضاع  در این گونه

هتای میستوم   (. انتقال ایتن   ت  بتا استتفاده اه رو     1شده است )
اینکه همتیاه ایتن   ت      علت پذیی است ولی بهآمیخته گیی امکان

هتا نیتز   شوند باید انتظار داشت که ستایی ژن ها نیز منتقل میسایی ژن
هتای اتاهیی،   منتقل شوند که این امی منجی به تغییتی ستایی ویژگتی   

تولیدی و صفاتی اه قبیل ساهگاری با محیط خواهتد شتد. بنتابیاین اه    
نتژاد   مزایای استفاده اه این رو  علاوه بتی افتزای  ستیعت اصتلاح    

توان به حفظ ساهگاری محیطی گیی سنتی می نسبت به رو  آمیخته

                                                           
1- Texel 

2 - 3' Untranslated Region 

3 -Seed  
4- Genetic editing 

5- Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats-CRISPR associated protein 9 

 گوسفندان بومی نیز اشاره کید. 
ژن میوستتاتین در   UTR '3یتابی   هدف اه ایتن تحقیتق تتوالی    

دار و نیم دنبته بلتوچی، داتق و هل بته منظتور ایجتاد      گوسفندان دنبه
 ایگاه هدف  بیای ایجاد  in silico    مناسب با استفاده اه رو  

 بود. ژن میوستاتینUTR '3 در  miR-206و  miR-1بیای 
 

 ها مواد و روش

رأس  81طتور تصتادفی اه   گییی بته بیای انجام این تحقیق، خون
گوسفندهای نی و ماده نژاد داتق، بلوچی و هل انجام شد و ستس  بته   

گیوه علتوم دامتی دانشتگاه فیدوستی مشت د      آهمایشگاه بیوتکنولوژی 
 Prime Prepبتا استتفاده اه کیتت     DNA گیدیتد. استتخیا    منتقل 
، کیه  نوبی( انجام شد.   ت تعیین کمیتت و   GeNeT Bio)شیکت
درصد و پلیتت   1/2با استفاده اه ژل آگاره  شدهاستخیا  DNAکیفیت 

( موردبیرسی قیار گیفتت. بتیای تکریتی    BioTek, USAریدر ایسوک )
بتتا کتتد   ستتتاتینژن میو UTR '3  فتتت بتتاهی   0812 قطعتته

 NCBIدر پایگاه اطلاعتاتی    (Oar_v3.1:CM001583.1)دستیسی
(. آغاهگیهتا بتا استتفاده اه    8اه سه  فت آغاهگی استفاده شتد ) تدول   

طیاحی شدند و هی  فت بته تیتیتب    Primer Premier 5.0 افزارنیم
 فتت بتاه( و    ۲31 فت باه(، میتانی )  208بیای تکریی ناحیه ابتدایی )

استتفاده شتدند. واکتن      UTR '3 فتت بتاه( ناحیته     8211انت ایی )
متوردنظی بتا شتیایط     بیای تکریتی قطعته   ۲(PCR)میاه ای پلیهنجییه

دقیقته،   82گیاد به متدت  در ه سانتی ۹1دمایی واسیشت ساهی اولیه 
گیاد بیای واسیشتت ستاهی   در ه سانتی ۹1چیخه در دمای  31تعداد 

منظور اتصتال آغاهگیهتا بته    گیاد بهدر ه سانتی 11ثانیه،  32به مدت 
DNA  گیاد بیای بسط آغاهگیها به در ه سانتی 20ثانیه،  ۱1به مدت
در ته   20دقیقه در دمای  1ثانیه و یک بسط ن ایی به مدت  32مدت 
میکیولیتی انجتام شتد. بتیای مشتاهده      02گیاد در حجم ن ایی سانتی

به متدت یتک    822درصد با ولتاژ  1/2اه ژل آگاره  PCRمحصوتت 
توستط رو    PCRستاهی محصتوتت   ساعت استتفاده شتد. ختالص   

ها پت  اه ختالص   (. تعیین توالی نمونه8۱انجام شد ) 2رسوب با اتانول
)کتیه   1توسط شیکت ماکیوژن PCRهای حاصل اه کیدن کلیه نمونه

ها با یکتدیگی و بتا    نوبی( انجام گیفت. بیای مقایسه و مطابقت توالی
 Sequence افتزار اه نتیم  (Oar_v3.1:CM001583.1)توالی می   

Viewer 8.0  CLC  .یزراستفاده شد RNA اه پ  ها راژن بیان ها 

آورنتد. اتصتال   پیوتئین ممانعت به عمل می تجزیه طییق اه رونویسی
هتتدف در  تانوران در بیشتتتی متتوارد بتته   mRNA و RNA بتین ریتتز 
3'UTR  مولکولmRNA  نشتان   هتا پتژوه  شود. یمهدف محدود

                                                           
6 - Polymerase chain reaction 

7 -Ethanol precipitation 

8 - Macrogene 
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در  RNA یتز رمولکول  '5اه انت ای  1تا  0دهند که نوکلئوتیدهای یم
باعث توق  تی مه  شوند ویمهدف مکمل  mRNAناحیه میکزی با 

mRNA  تغییی نسبت به این مطالعه در  (.۲شوند )یمهدفin silico 
 miR-206و  miR-1هتای هتدف   بتیای ایجتاد تتوالی    Aبته   Gالل 

(ACATTCCA) ن بتتومی بتتا الگتتوبیداری اه گوستتفند  در گوستتفندا
 رو  بته      دو ایجاد ایناه  احتمالی حاصلاثیات  تکسل، اقدام و
 CLCافتتزارشتتد. ابتتتدا بتتا استتتفاده اه نتتیم بیرستتی بیوانفورمتتاتیکی

Sequence Viewer 8.0  3توالی کامل ناحیه' UTR  ژن میوستاتین
یوستتاتین  ژن م UTR '3گوسفند نژاد داتق، هل و بلتوچی بتا تتوالی    

گوسفند تکسل مقایسه شد و همچنین اه لحاظ و ود نواحی تنظیمی و 
متورد بیرستی    miR-206 و miR-1های  RNAهای هدف ریز توالی

ژن  UTR'3، تتوالی  Aبه التل    Gقیار گیفت. سس  بعد اه تبدیل آلل
 8افزار تارگت اسکنبومی مجدداً با استفاده اه نیم میوستاتین گوسفندان

(http://www.targetscan.org ) در انت تا   .ارهیتابی واقت  شتد   مورد

 افتزار نتیم و ود یا عدم و ود نواحی تنظیمی )موتی  ها( با استفاده اه 
 ((http://www.genome.jp/tools/motif/motif 0موتیتتت  یتتتاب 
 بیرسی گیدید.

 

 نتایج و بحث

کیفیتت   شدهاستخیا  DNAنتای  اسسکتیوفتومتیی و الکتیوفوره 
ژن میوستاتین به طول  UTR '3ا نشان داد. قطعاتی اه ناحیه مناسب ر

متیاه و بتا استتفاده اه    ای پلتی  فت باه با واکن  هنجیتیه  0812کلی 
آغاهگیهتتای اختصاصتتی و بینامتته حیارتتتی مناستتب، بتتدون بانتتد     

هتای  (. مقایسه نتای  تعیتین تتوالی نمونته   8ییاختصاصی تکریی شد )غ
در این تحقیق نشان داد  مورداستفاده گوسفند نژاد داتق، بلوچی و هل
اه شتباهت بستیار بتاتیی     موردمطالعهکه توالی این ناحیه در سه نژاد 
بودنتد )شتکل    Gها دارای آلل طبیعی بیخوردار است و کلیه این نمونه

در نژادهای اییانی مطالعه شده و ود نداشت.  A( و آلل     یافته 0
ژن UTR '3 بی ناحیتته مطالعتتات بستتیار کمتتی در متتورد تتتوالی یتتا 

میوستاتین گوسفندان اییانی و ود دارد. نتای  حاصل اه این تحقیق بتا  
 '3 فتت بتاهی اه    8223( که یتک ناحیته   02نتای  میار و همکاران )

UTR و هل را تعیین توالی کیدند  ژن میوستاتین نژادهای شال، هندی
 کاملا مطابقت داشت. 

ژن میوستاتین گوسفند نژاد UTR '3 قبل اه اعمال تغییی در ناحیه 
افزار موتی  یاب ها با استفاده اه نیمداتق، بلوچی و هل، بیرسی موتی 

ژن میوستاتین این نژادهتا هتیم متوتیفی      UTR '3نشان داد در ناحیه
 .که در پستانداران نق  تنظیمی داشته باشد، و ود ندارد

                                                           
1- Target scan 

2- Motif finder 

 UTR'3در  in silicoتغییی بته رو   اه اعمال  آمدهدستبهنتای  
ژن میوستاتین در این گوسفندان بومی نشان داد که هیم تغییی خاصی 

 miR-206و miR-1 آیتد و تتوالی هتدف    در این توالی به و ود نمتی 
(ACATTCCA)  3با موفقیت در'UTR  ژن میوستاتین این نژادهای

-miRاطمینان اه عملکید تنظیمی  منظوربهبومی ایجاد شد. همچنین 

 miR-1توالی هدف ایجاد شد، یتک تتوالی هتدف     دو miR-206و  1
در نزدیک اگتزون شتماره سته ژن میوستتاتین و تتوالی        miR-206و

    طبیعی در گوسفند تکسل اتفاق افتاده  صورتبههدف دیگی که 
 شتده اشتاره است، در یک قسمت دیگیی اه ژن میوستاتین گوسفندان 

جتاد اختتلال در   یجادشده بتا ای اهای هدف (. توالی3ایجاد شد )شکل 
کامتل باعتث    طتور بهmRNA (3 ،)عوامل آغاهگی تی مه و ناپایداری 

شوند. پ  اه اعمال این تغیییات امکان م ار تی مه ژن میوستاتین می
-به و ود آمدن نواحی تنظیمی  دید ناخواسته در اثی ایجاد این    

ای  ی قتیار گیفتت. نتت   موردبیرست موتی  یاب  افزارنیمها با استفاده اه 
منجی به ایجاد هیم متوتیفی کته    موردنظیهای نشان داد ایجاد    

در پستانداران نق  تنظیمی داشته باشد نشد. همچنین نتای  حاصل اه 
 RNA یتز رتارگت اسکن مشخص کید که توالی هدف هتیم   افزارنیم

 یی قیار نداده است.تأثدیگیی را تحت 
 دادهرخ ژن میوستتاتین گوستفند تکستل     UTR'3  شی کته در 

شود و منجی به عضله مضتاع  و  است مان  تی مه ژن میوستاتین می
در  Aیافته    گیدد. بنابیاین آلل همچنین کاه  ذخییه چیبی می

3'UTR  ژن میوستاتین گوسفند تکسل به علت اثی بزرگی که بی روی
یکتی اه ب تتیین    عنتوان بته توانتد  فنوتیپ عضتله مضتاع  دارد متی   

یجه انتخاب درنتبود ژنتیکی صفت رشد عضله باشد. نشانگیها بیای ب 
ی را بتیای  املاحظته قابتل توانتد ستودمندی   یافته متی    این آلل 
های توان در بینامهگوسفند به و ود آورد بنابیاین می دهندگانپیور 

یک الگتوی ژنتیکتی    عنوانبه Aیافته    اصلاح نژادی اه این آلل 
ا تو ته بته تولیتد آهمایشتی و موفتق      (. بت 80 ،۹مناسب استفاده کید )

ی اه قبیل گوسفند و گاو تیاریختت،  امزرعهی مختل  حیوانات هاگونه
هستند تا رشد بیشتتیی داشتته    که دارای ژن میوستاتین وییای  شده

توان بتا ایجتاد   ت  در ایتن ژن در     یم(، در عمل نیز 0۹ ،1باشند )
ولیتد گوشتت بتات و    تتوان نژادهتایی بتا ت   ای میسایی حیوانات مزرعه
تی را تولید نمود. مزیت دیگی این رو  نستبت بته   ضییب تبدیل پایین

 یتن ارو  تلاقی و دورگ گییی نژاد بومی با نتژادی ماننتد تکستل،    
ی اروپتایی(  نژادهتا و بی دنبه )مرتل اکرتی    داردنبهکه گوسفندان  است

 ارددنبه( و گوشت گوسفند 01طعم گوشت بسیار متفاوت بوده ) اهلحاظ
بنابیاین بتا رو  ویتیای    ؛ باشدیممیدم اییان  ذائقه موردپسندبیشتی 

های میبتو  بته ستاهگاری    یژگیویقین بهیبقیژنوم، با حفظ اکرییت 
محیطی گوسفند بومی، طعم گوشت نیز مطابق ذایقه حفظ خواهد شد. 

و  متؤثی است که این     روی ضییب تبدیل نیز  شدهثابتاه طیفی 
(. 02شی باعث ب بود ضییب تبتدیل نیتز خواهتد شتد )    افزای صورتبه
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 UTR'3مطالعه مشاب ی نیز در مورد گوسفند و ایجاد     در ناحیه 
ایجتاد فنوتیتپ    باهتدف ی فیبیوبلاستت و  هتا سلولژن میوستاتین در 

استت. در ایتن ویتیای  ژنتوم      شتده انجتام عضله مضتاع  در آینتده   
(. بعتد اه  32ه شتد ) استتفاد  CRISPR/Cas9آمیز نیز اه رو  یتموفق

ی بعتد  هتا ستال ی ستلولی ویتیای  شتده، در    هاردهبیرسی و ساخت 
( با عضله مضاع  نیز عتلاوه بتی حیوانتات    38( و س  )82خیگو  )

ی تولید شدند. این تحقیقات موفق باعث گستیده شدن استفاده امزرعه
آوردن فنوتیتتپ عضتتلانی در مقیتتاس  بتته و تتوداه ایتتن رو    تتت 

های توان در بینامهنات در آینده نزدیک خواهد شد. میگستیده در حیوا
اصلاح نژادی متدرن نیتز بتا استتفاده اه ویتیای  ژنتوم، اه ایتن آلتل         

یتک الگتوی ژنتیکتی مناستب   تت اصتلاح        عنتوان بته یافته    
 گوسفندان بومی استفاده کید. 

 
توالی آغاهگیهای پیشیو و پسیو -۱جدول   

Table 1- The primers sequences of forward and reverse 

 طول قطعه )جفت باز(
Fragment length (Base 

pair) 

 توالی پرایمر
Primer sequences 

 دمای اتصال
Annealing 

temperatur
e 

721 F: 5'-GGCATGGTAGTAGATCGCTGTGGGT-3' 

R: 5'-AAATCCATTGCCCATAGGGAGGA-3' 

58 

635 F: 5'- AGTTTATGCCAATGGTGCTAATACA-3' 

R: 5'-CATTATACAGCCATCACGAACCC-3' 

58 

1058 F: 5'- CACTTATGGGTTCGTGATGGCTGT-3' 

R: 5'-ATGTATAGCTCCAGCCTTGTCAGTG-3' 

58 

 
 

 
 

 
ایی به : قطعه انت ۱تا  8های ، چاهکDNAنشانگی وهنی  Mژن میوستاتین گوسفندان بومی اییان.  UTR’3مختل  اه ناحیه  PCRالکتیوفوره آگاره محصوتت  -۱شکل 

   فت باه 208طول  : قطعه ابتدایی به82تا  1های  فت باه و چاهک ۲31طول  : قطعه میانی به2تا  1های  فت باه، چاهک 8211طول 
Figure 2- Agarose electrophoresis of different PCR products from 3’UTR of MSTN gene in native Iranian sheep. M: DNA size 

marker, lanes 1-4: the third fragment with length of 1058 bp, lanes 5-7: the middle fragment with length of 635 bp and lanes 8-10: the 

first fragment with length of 721 bp. 

M                    10            9            8             7            6              5            4             3            2           1 
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-می Gد و گوسفندان بومی این مطالعه که دارای آلل طبیعی باشمی Aژن میوستاتین گوسفند تکسل که حاوی آلل     یافته  UTR '3مقایسه بخشی اه توالی  -۲شکل 

 باشند.
Figure 2- Comparison of partial 3 'UTR sequence of myostatin gene in Texel sheep containing mutant allele A and indigenous sheep 

breeds in this study with natural G allele.  

 

 

 
 ژن میوستاتین گوسفندان بومی این مطالعه UTR'3در ناحیه  miR-206و  miR-1شده بیای اتصال بینیهدف پی های  ایگاه -۳شکل

Figure 3- Predicted target sites for binding miR-1 and miR-206 in the 3’UTR of myostatin gene in studied indigenous sheep.  

 

 گیری کلینتیجه

تحقیق نشان داد که نژادهای داتق، بلتوچی  نتیجه حاصل اه این 
دهنتتده رشتتد عضتتله در ژن میوستتتاتین  و هل فاقتتد   تت  افتتزای 

g+6723G>A ها دارای آلل طبیعتی  باشند و همه نمونهمیG  متی-

ژن میوستتاتین   UTR '3باشند. همچنین مقایسه توالی می   با توالی 

نشان داد. نتای  گوسفندان هل، بلوچی و داتق شباهت بسیار باتیی را 
حاصل اه تحلیل بیوانفورماتیکی نشان داد که با ایجتاد  ایگتاه هتدف    

ژن  UTR '3در  in silicoصتتورت بتته miR-206و  miR-1بتتیای 
میوستاتین نژادهای موردمطالعه اثی دیگیی غیی اه ایجاد فنوتیپ عضله 

ه عنوان میحلتوان بهمضاع  نخواهد داشت. بنابیاین اه این مطالعه می
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مقدماتی در طیاحی آهمایشات بعدی که منجی به تولید سلول و ن ایتتاً  
 حیوان تیاریخت خواهند شد، استفاده کید. 
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Introduction1 Myostatin, known as the growth and differentiation factor 8 (GDF8), is a negative regulator of 

skeletal muscle growth in mammals. This gene is conserved across mammalian species and expressed in 

developing as well as mature skeletal muscles fiber cells. It has been demonstrated that a natural mutation in 

myostatin (MSTN) gene is effective in muscle tissue overgrowth in species such as cattle, sheep, pig and mouse. 

Later on, with administration of genome editing techniques on rabbit (17), pig (16) and dog (31), double 

muscling trait was successfully achieved by modifying MSTN gene. It can be inferred from the studies that the 

removal of MSTN’s inhibitory role will leads to muscle increase, an observation similar to that of other 

mammalian species. Therefore, it can be considered as a candidate gene for growth and carcass traits. This 

simple mutation can be used as a model for genetic engineering of farm animals to improve growth traits.  

Materials and Methods In total, blood samples of 15 sheep from each breed of Dalagh, Baluchi and Zel 

were collected. Genomic DNA was extracted from whole blood using Guanidium Thiocyanate-Silica Gel 

method (Diatom DNA Prep. 100, Isogene, Russia) following the manufacturer’s instruction. The integrity of the 

extracted DNA was assessed by electrophoresis on a 0.8% agarose gel and the purity of the obtained DNA was 

evaluated by Epoch microplate spectrophotometer (BioTek, USA). A 2180 bp region from 3UTR of ovine 

MSTN gene was amplified by standard PCR reaction in a total volume of 25 µl. Tree sets of specific overlapping 

primers were used to amplify part of the 3UTR region in MSTN gene (Table 1). The PCR products then purified 

by ethanol precipitation method (14) and sequenced. The sequencing results homology were checked by BLAST 

and assembled using CLC sequence viewer 8.0. Then miRNA target sites were analyzed to create a potent in 

silico modification which serve as a target site for the microRNAs miR-1 and miR-206 with suppressing effect 

on MSTN transcript. At the end to assess the formation of any new and undesired motif due to the creation of 

our in silico modification, the whole area analyzed with the motif finder application. 

Results and Discussion This study was performed to identify and compare DNA sequence of a 2180 bp 

region from the 3'UTR of myostatin gene in Dalagh, Baluchi and Zel sheep breeds and with the aim of 

introducing an in silico modification to introduce a mutation with a positive impact on growth rate. Results 

showed that there was a high similarity between 3' UTR sequences of GDF8 gene in Zel, Dalagh and Baluchi 

sheep breeds. All samples were monomorphic and had the g+6723G allele, which do not cause double muscle 

phenotype (Figure 2). An in silico approach employed to modify the 3'UTR of the myostatin gene in this 

indigenous sheep breeds in order to create miR-1 and miR-206 (ACATTCCA) target sequences naturally 

occurring in the Texel sheep (Figure 3). After applying these changes, the possibility of creating unwanted new 

regulatory elements was investigated using the motif finder software. The results showed that the introduced 

mutations did not create any new motifs that had a known regulatory role in mammals.  It was demonstrated that 

this mutation can attribute to 38% of the additive genetic variance for muscle depth in the Charollais lambs (12). 

In another study, this mutation found to have a significant increase in muscle mass and reduced carcass fat in 

Norwegian White sheep (6). Therefore, this single modification can be considered as the best mutation for 

double muscling due to its large effect on the muscling phenotype. 

Conclusion Due to the large effect that g+6723G>A mutation has on the phenotype double muscle and also 

the absence of other known effects on the phenotypes, this mutation could be considered as one of the best 

candidates for genome editing that can create indigenous sheep with overgrown muscle phenotype in the future 

by using of genetic engineering techniques. It is feasible to introduce this mutated allele by genetic engineering 
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methods as a desirable genetic modification for improving indigenous sheep breeds. Advantages of using this 

approach include increasing the genetic progress of breeding programs in compare to traditional methods and 

maintaining the environmental compatibility of indigenous sheep breeds. 
 
Keywords: Muscle tissue, Sheep, Myostatin, Micro RNA. 
 


