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  بررسي تنوع ژنتيكي مرغان بومي استان خراسان رضوي با 

 استفاده از نشانگر هاي ريز ماهواره
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  چكيده

، MCW5 ،MCW16(اي     و تنوع ژنتيكي جمعيت مرغان بومي اسـتان خراسـان بـا اسـتفاده از چهـار جفـت نـشانگر ريزمـاهواره                       در اين تحقيق به رابطه    
MCW18 و MCW34(نمونه خون گرفته شد و   90از اين جمعيت .  پرداخته شدDNAجايگـاه .  آنها به روش فنول و كلروفورم استخراج شد MCW5 

 بـه  138/3 و 293/5ي فـوق بـا   هـا  جايگـاه  به ترتيب بيشترين و كمترين تعداد آلل را نشان دادند كه به دنبـال آن      آلل 4 با   MCW34 آلل و جايگاه     6با  
و كمتـرين آن مربـوط بـه      ) MCW5) 8157/0بيشترين ميزان هتروزيگوسيتي مورد انتظار در جايگـاه         . ترتيب بيشترين و كمترين آلل مؤثر را نشان دادند        

ين در ايـن  يهمخوني پـا گزارش شد كه ممكن است ناشي از ) 74/0( ميزان تنوع درون جمعيتي در اين جمعيت        .ارش شد گز) MCW34) 6854/0جايگاه  
با توجه به نتايج تحقيق حاضر جمعيت مرغ         .ي مورد بررسي در اين جمعيت انحراف از تعادل هاردي واينبرگ را نشان دادند             ها  جايگاهتمامي  . جمعيت باشد 

   .   باشد  ميارزيابي تنوع ژنتيكييكي زيادي نشان داد كه ناشي از قابليت زياد نشانگرهاي ريزماهواره در بومي خراسان تنوع ژنت
  

   تنوع ژنتيكي، ريزماهواره، مرغ بومي : كليديهاي واژه
  
     1  مقدمه

پيشرفت در صنعت طيور در چند دهه اخير در هيچ يـك            
در بيـشتر   به همين جهت    . از دامهاي ديگر سابقه نداشته است     

نقاط جهان صنعت طيور از نظر تكنولوژي پيشرو تمام صنايع          
دامي ديگر مثل صنعت گـاوداري، گوسـفند داري و خـوك            

ــيداري  ــد م ــب. )5 و 1( باش ــي    مناس ــتگاه محيط ــرين خاس ت
ــران، روســتاها   پــرورش گــروه ــومي اي ــژادي مرغــان ب هــاي ن

يان بـه نژادهـاي مقـاوم بـا         يدر شرايط كنوني روسـتا    . باشد  مي
. توليد مطلوب و منطبق با شرايط اقليمي مختلـف نيـاز دارنـد            

هاي نـژادي مرغـان بـومي ايـران دقيقـاً مـشخص               تعداد گروه 

                                                 
ه علوم دامي به ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد و عضو هيأت علمي گرو -2 و 1

  دانشگاه زابل
  Email: mahdi.nik@gmail.com                     نويسنده مسئول            -* 
   عضو هيأت علمي مؤسسه واكسن و سرم سازي رازي مشهد-3
   عضو هيأت علمي گروه علوم دامي دانشگاه باهنر كرمان-4
 راسان رضوي كارشناسي ارشد مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي خ-5

 گـروه نـژادي   35بعضي محققـين آنهـا را حـداكثر تـا      . نيست
هـايي در مـورد مـديريت        امـروزه بحـث    ).6( انـد   ذكر كـرده  

ذخاير ژنتيكي دامهاي اهلـي در سـطح جهـاني و بـين المللـي             
 بر روي استراتژي حفظ     اًها عموم اين بحث . وع شده است  شر

از آنجـا كـه ضـرورت       . نژادهاي كمياب متمركز شـده اسـت      
در بيـشتر   اي    گـسترده ارزيابي و حفظ منابع ژنتيكـي بـه طـور           

كشورها مورد توجه قرار گرفته اسـت، حفـظ تـوده مرغهـاي       
توفيـق  ). 3(بومي ايران سـزاوار توجـه جـدي و فـوري اسـت             

ي اصلاح نژادي بـستگي بـه ميـزان تنـوع موجـود در              ها برنامه
هـاي ژنتيكـي را       قدرت انتخـاب   ، فقدان تنوع   و جمعيت دارد 

توانـد    شناخت دقيق اين ذخاير ژنتيكـي مـي        .سازد  مي محدود
هاي اصلاح نژادي در آينده و بـه          تري براي برنامه    مبناي دقيق 

 موجود تر و استفاده بهينه از منابع نتيجه رسيدن در زمان كوتاه    
با توجه به اينكه نژادهـاي بـومي        . در جهت توليد بيشتر گردد    

ــوان يــك ســرمايه ملــي و محــصول    ــه عن در هــر كــشوري ب
باشـند، حفـظ و تكثيـر ايـن نژادهـا از              مـي  استراتژيك مطرح 
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 چــرا كــه بعــد از ،ارزش و اهميـت بــسياري برخــوردار اســت 
بـر  هزاران سال انتخاب طبيعي و گذر از موانـع بـسيار و غلبـه               

تمامي ناملايمات و شرايط نامساعد محيطي همچنان به حيات   
 .ديـاد نـسل پرداختـه انـد        خويش ادامـه داده و بـه تكثيـر و از          

هاي دامي، اطلاعـاتي    ي فاصله ژنتيكي در جمعيت    اندازه گير 
دهــد و بــه حفــظ را در مــورد خــصوصيات نــژادي ارائــه مــي

ــومي كمــك خواهــد كــرد  ــاد و). 9( نژادهــاي ب  فراوانــي زي
، چند شكلي خيلي زياد و توزيـع     ريز ماهواره ها  همبارز بودن   

عنـوان يـك نـشانگر ژنتيكـي بـا           هرا ب  آن در سراسر ژنوم، آن    
 5چنگ و همكاران با اسـتفاده از        ). 7( ارزش در آورده است   

 سـويه   7به بررسي تنوع ژنتيكـي      اي    جفت نشانگر ريزماهواره  
 مورد بررسي   نتايج سويه هاي  . مرغ بومي شاندونگ پرداختند   
هيلل و همكاران با استفاده     ). 8(را در سه گروه مجزا قرار داد      

ــد ميكروســاتلايت بــه بررســي تفــاوت     22از   دي نوكلئوتي
.  جمعيــت مــرغ پرداختنــد52ژنتيكــي درون و بــين جمعيتــي 

 كمترين و بيشترين مقدار پلي مورفيسم تخمـين زده          ،ميانگين
توزيـع  . يـد كـرد   أيتهـا را     شد و نتايج، تاريخ ژنتيكي جمعيت     

هـا   آللهاي تخصصي و ميزان اختلاف ژنتيكي در بين جمعيت        
 مهمتـرين جـد مرغهـاي    Red Jungle Fowlاين فرضـيه كـه   

  ).10( يد كردأياهلي امروزي است را ت
با توجه به حضور توده هاي مختلف با فنوتيپهاي متفاوت          

در ايـن جمعيـت،     ...) سبزواري، سياه، حنايي، گل باقلايي و     (
حاسبه تنوع ژنتيكي و بررسي وضعيت اين جمعيـت، جهـت           م

 حـال    با اين  .باشد  مي برنامه هاي اصلاح نژادي امري ضروري     
اين سوال مطرح است كه آيا بيش از يك جمعيت در مرغان            
بومي خراسـان وجـود دارد كـه بايـستي در بازسـازي ذخـاير               

تحقيـق حاضـر نخـستين بررسـي        . ژنتيكي مد نظر قـرار گيـرد      
باشــد كــه بــا اســتفاده از   مــيمرغــان بــومي خراســانژنتيكــي 

   .انجام شداي  نشانگرهاي ريزماهواره
  

  ها مواد و روش
واقع در مركـز    در اين تحقيق از جمعيت مرغ بومي استان         

اصلاح نـژاد و پـشتيباني مـرغ بـومي اسـتان خراسـان رضـوي             
 از هر پرنده  نمونه به صورت تصادفي و90تعداد . استفاده شد

  بــه طــور كلــي حجــم خــون در مــرغ بــين ( خــون cc1مقــدار 
 گرم است و حداكثر     بر حسب  درصد از وزن پرنده      10-8/8 

  درصـد از حجـم خـون       15ميزان خـونگيري طـي يـك مـاه،          
ناحيـه  (از رگ وداجي زير بال       با استفاده از سرنگ      )باشد مي

 ازبــراي جلــوگيري از انعقــاد خــون . )4( گرفتــه شــد) مثلثــي
اسـتخراج  .  استفاده شـد   EDTAانعقاد   ماده ضد    0/5Mمقدار  
DNA             به روش فنول و كلوروفورم و كيفيت و كميت آن بـا 

ــارز   ــتفاده از ژل آگ ــتگاه  1اس ــد و دس  Nano Drop درص
)DNA مــورد نيــاز بــراي انــدازه گيــري غلظــت توســط ايــن 

در ايـن بررسـي   . انجام شـد ) باشد  ميدستگاه يك مايكروليتر  
ــداد ــا  از تع ــازگر ريزم ــت آغ ــار جف  ,MCW5اي هواره چه

MCW16, MCW18 و MCW34   1جـدول ( اسـتفاده شـد .(
 سـيكل بـا اسـتفاده از    35پليمـراز در طـي   اي   واكنش زنجيـره  

 انجــام شــد كــه بــراي هــر Mastercyler gradientدســتگاه 
 ميكرومول از هر    DNA  ،4/0 نانوگرم   100-50جايگاه شامل   
  كلريــد،  ميلــي مــولارPCR) 1X( ،dNTP 2/0پرايمــر، بــافر 

 پليمـراز بـود     Taq ميلي مولار و يك واحـد آنـزيم          2منيزيوم  
كه در نهايت حجم نهايي واكنش با استفاده از آب مقطـر دو             

 PCRسيكل حرارتي   .  رسانيده شد  ر ميكرو ليت  25بار تقطير به    
 5 بـه مـدت      oc95به صورت مرحله واسرشته سازي اوليـه در         

، اتـصال در     ثانيه 30 به مدت    oc 94دقيقه، واسرشته سازي در     
oc 62    ثانيه، تكثير در     45 به مدت oc 72      ثانيـه و    90 بـه مـدت 

لازم بـه   .  دقيقه انجـام شـد     10  به مدت     oc 72تكثير نهايي در    
ذكر است براي پرايمرهاي مختلف براي جلوگيري از ايجـاد          
. باندهاي غير تخصصي در دماي اتصال تغييراتـي اعمـال شـد           

ولتاژ ( درصد   2/1آگارز   با استفاده از ژل      PCRصحت انجام   
الكتروفـورز ژل آكريـل     . انجـام شـد   )  دقيقـه  20 به مـدت     70

 مـدل  درصد غير واسرشته با استفاده از تانك عمودي          8آميد  
Veu-7704    ميلي آمپر 30 و 250 شركت پايا پژوهش با ولتاژ 
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 رنـگ آميـزي ژل آكريـل        . سـاعت انجـام  شـد       5/2به مدت   
لازم بـه   ). 1شـكل ( فتآميد به روش نيترات نقره صورت گر      

ذكر است با توجه به استفاده از پرايمرهاي فوق در تحقيقات           
قبلي، سـيكل حرارتـي، ژل گـذاري و رنـگ آميـزي جهـت               

 ــ  ــشي ب ــاي آزماي ــاهش خط ــايج آن    هك ــا نت ــسه ب ــور مقاي منظ
 بـراي   UVIاز نـرم افـزار      . تحقيقات به طور مشابه انجـام شـد       

ا از نـرم افزارهـاي      خواندن باندها و براي تجزيه تحليل داده ه       
Popgen32            ،براي تعيين فراواني آللـي، تعـداد آللهـاي مـؤثر 

  بــراي تــشكيل   NTSYSهتروزيگوســيتي و از نــرم افــزار   
ــشابهات ژنتيكــي     ــدروگرام ت ــم دن ــشابهات و رس ــاتريس ت م

  .  استفاده شد

  
  ي مورد استفادهها جايگاه مشخصات .1جدول        

Primer sequences 5'-3'  Chr. Marker 
ACCTCCTGCTGGCAAATAAATTGC 
TCACTTTAGCTCCATCAGGATTCA E5  MCW5 

ATGGCGCAGAAGGCAAAGCGATAT 
TGGCTTCTGAAGCAGTTGCTATGG E2 MCW16 
GGAATTTGAACACCTGAGATTTCC 
CACTATGTTTATGGCAAACTCCTG E1 MCW18 
TGCACGCACTTACATACTTAGAGA 
TGTCCTTCCAATTACATTCATGGG E6 MCW34 

  
  ي مورد بررسيها جايگاه فراواني آللي در .2جدول                                 

 فراواني آللي  
  MCW5 

(193-255bp)  
MCW16 

(136-159bp)  
MCW18 

(194-290bp)  
MCW34 

(195-288bp) 
A 1080/0  1395/0  0887/0  0581/0  
B 2670/0  1395/0  1694/0  3140/0  
C 1477/0  1977/0  1452/0  2151/0  
D 1193/0  3895/0  1935/0  4128/0  
E 2330/0  1337/0  4032/0  *  
F 1250/0  *  *  *  

  

  
  MCW16 آللهاي حاصله از آغازگر .1شكل

  
  نتايج و بحث

ــت ــتفاده از ژل آگــارز و   DNA كيفيــت و كمي ــا اس ، ب
 مورد بررسي قرار گرفت كه از شرايط Nano Dropدستگاه 

 برخوردار بود و هيچگونه آلودگي      PCRمطلوبي براي انجام    
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مجموع تمامي نشانگرهاي ريزماهواره مورد     در  . مشاهده نشد 
. بررسي در ايـن تحقيـق چنـد شـكلي بـالايي را نـشان دادنـد                

ازه قطعات مشاهده شده براي هـر جايگـاه         فراواني آللي و اند   
بيشترين و كمتـرين تعـداد      .  نشان داده شده است    2در جدول   

جايگـاه  و  )  آلـل  MCW5) 6يب مربوط به جايگاه     تآلل به تر  
شـهبازي آذربـريس و     . گزارش شـد  )  آلل MCW34) 4ژني  

همكاران با استفاده از اين نشانگرها متوسط تعداد آلل مـشابه           
  جمعيت مرغ بومي ايران گزارش كردنـد       3را در   ) 8/4-2/4(
به ترتيـب مربـوط     بيشترين و كمترين تعداد آللهاي مؤثر       ). 2(

 MCW34و جايگـــاه ژنـــي ) MCW5) 293/5بـــه جايگـــاه 
-تعــادل هــاردي). 3جــدول شــماره (محاســبه شــد) 138/3(

واينبرگ تنها در جـوامعي صـادق اسـت كـه شـرايطي چـون               
تعداد افراد جمعيت بالا، جمعيت بسته، جفت گيري تصادفي         

تمـامي   .و احتمال جهش بسيار كم در آنهـا حكمفرمـا باشـند           
 و (X2)هـاي    ي مورد بررسـي بـا اسـتفاده از آزمـون          ها  جايگاه

(G2)    ايـن  .  واينبرگ را نشان دادنـد      انحراف از تعادل هاردي
  تواند ناشـي از كوچـك بـودن انـدازه جمعيـت             مي انحرافات

مورد بررسي و انتخاب براي افزايش توليد براي نسلهاي بعـد           
 سويه مرغ 78كيو و همكاران در بررسي فاصله ژنتيكي . باشد

 جفت نـشانگر ريزمـاهواره نـشان        27بومي چيني با استفاده از      
از تعـادل هـاردي واينبـرگ تنهـا در يـك            دادند كه انحراف    

تـرين   يكي از رايـج   ). 11(ها بود  جايگاه در بين تمام جمعيت    
، دستاوردهاي نشانگرهاي مولكولي براي ارزيابي تنوع آللـي       

مقــادير مختلــف هتروزيگوســيتي . باشــد  مــيهتروزيگوســيتي
ي مختلـف بـراي     هـا   جايگـاه مورد انتظار و مـشاهده شـده در         

بـا  .  نـشان داده شـده اسـت    3در جدول   جمعيت مورد بررسي    
 بيشترين ميزان هتروزيگوسيتي مورد انتظار،      3توجه به جدول    

و كمتـرين آن مربـوط      ) MCW5) 8157/0مربوط به جايگاه    
نتايج حـاكي از آن     . باشد  مي) MCW34) 6854/0به جايگاه   

ــه در   ــت ك ــاهاس ــا جايگ ــزان    ه ــشتر، مي ــل بي ــداد آل ــا تع ي ب
تنـوع درون جمعيتـي     . شـود   مي ههتروزيگوسيتي بيشتري ديد  

 محاسبه شد كه اين مقدار تنوع       74/0براي جمعيت مورد نظر     
. ين در ايـن جمعيـت باشـد       يممكن است ناشي از همخوني پـا      

Qu  و همكـــاران ضـــريب هتروزيگوســـيتي را بـــراي تمـــام 
) 622/0بـا ميـانگين      (5/0از  هـاي مـورد بررسـي بيـشتر          سويه

رين مقــدار شــاخص بيــشترين و كمتــ ).12(كردنــد گــزارش 
ــراي    ــب ب ــه ترتي ــانون ب ــاتي ش ــاهاطلاع ــا جايگ  MCW5ي ه

ــن  ) 224/1 (MCW34و ) 728/1( ــه اي محاســبه شــد كــه البت
 مقادير با توجه به تعداد آللهاي اين دو جايگاه منطقي به نظـر            

 پراكندگي سه بعدي افـراد جمعيـت مـورد          2شكل  . رسيد مي
اي،   زيه خوشه اين نتايج حاصل از تج    . دهد  بررسي را نشان مي   

كند كه پراكندگي زيادي در بين افراد اين جمعيـت             ثابت مي 
اين پراكندگي حاكي از تجمـع برخـي افـراد در           . وجود دارد 

چند منطقه از تصوير سه بعدي است كه بـا توجـه بـه شـماره                
هاي افراد مختلف موجود در جمعيت، اين انباشتگي در نقاط          

نظــر ظــاهري بــا مــذكور مربــوط بــه پرنــدگاني اســت كــه از 
نتايج به دست آمده از اين تحقيق حاكي از . يكديگر مشابهند

آن است كه عليرغم كاهش شديد ذخاير اين جمعيـت هنـوز            
تنوع ژنتيكي در حد بالايي قرار دارد، پس اميد اسـت جهـت             
حفظ اين ذخاير ارزشمند ژنتيكي كه امروزه در جهان بـسيار           

ي اسـتان   ي ـهاي اجرا  باشند، تدابيري از طرف سيستم      مي مطرح
رسـد بـيش از يـك         مـي  از طرف ديگر به نظر    . انديشيده شود 

جمعيــت مــرغ بــومي در منطقــه خراســان وجــود دارد، پــس  
ــستي در جهــت حفــظ و نگهــداري ايــن ذخــاير ژنتيكــي    باي

  . اقداماتي صورت پذيرد
  

  تشكر وقدرداني
در انجـام هـر چـه بهتـر ايـن           مـا را     كـه    همكارانياز كليه   

ويـژه آقايـان دكتـر نـصيري، دكتـر           همودند ب ـ تحقيق كمك ن  
ميرحسيني و آقايان مهندسين وحيدي، جـوادمنش، طـاهري،         

  .شود صميمانه تشكر و قدرداني ميشوريده و ميرزايي 
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  پراكنش سه بعدي جمعيت مورد بررسي .2شكل 

  
  Popgen32نتايج حاصل از تجزيه آماري به وسيله نرم افزار  .3جدول 

 مكان ژني
 تعداد
 آلل

تعداد آلل 
 مؤثر

شاخص اطلاعاتي 
 شانون

هتروزيگوسيتي مشاهده 
 شده

هتروزيگوسيتي مورد 
 انتظار

ميانگين 
  هتروزيگوسيتي

MCW5  6  293/5  728/1  3977/0  8157/0 811/0  
MCW16 5  038/4  506/1  4767/0 7568/0 7524/0  
MCW18 5  880/3  479/1  5968/0 7484/0 7423/0  
MCW34 4  138/3  224/1  4419/0 6854/0 6814/0  

  7468/0 7516/0 4783/0  484/1  087/4  5 ميانگين
انحراف 

 معيار
816/0  894/0  206/0  085/0 053/0 053/0  
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Analyses of genetic variation in Khorasan indigenous chicken breed by using of 

microsatellite markers 
 

M. Nikbakhti*, H. R. Mirzaee, M. Afsharian Shandiz, M. R. Mohammadabadi and D. A. Saghi 1 
 

Abstract 
This study investigated genetic variation within indigenous chicken of Khorasan using four microsatellite markers (MCW5, 
MCW16, MCW18 and MCW34). 90 blood samples were collected from this population and phenol-chloroform extraction 
method was used to isolate the DNA. The highest and the lowest allele number and effective alleles are shown in MCW5 (6 
and 5.293) and MCW34 (4 and 3.138), respectively. The expected heterozygosis varied from 0.8157 (MCW5) to 0.6854 
(MCW34). The amount of genetic variation within this population was found 0.74 this could be due to low inbreeding in this 
population. The Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) test showed that all loci deviated from HWE (p<0.005). To short, the 
results of this study suggested that microsatellite DNA markers are useful tools for studying the genetic relationships among 
native chicken breeds. This is the first genetical study on indigenous chicken of Khorasan.    
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