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  چكيده
گان، از جمله شترمرغ، جـنس نـر   بسياري از پرندهاي  در گونه. جهان در حال افزايش است ايران همچون ساير كشورهايشترمرغ در پرورش اهميت 

هـاي   ايـن امـر برنامـه   . سـازد  مـي  به نحوي كه تشخيص پرنده نر و ماده را بويژه در سنين پائين دشـوار  باشند مي كيمورفولوژيفاقد هرگونه تمايز و ماده 
 .صورت گرفـت از خون  DNAاستخراج  س،سپ انجام شد و چند روزههاي  شترمرغ به طور تصادفي از جوجهخونگيري . سازد مي پرورشي را دچار مشكل

نشـان داد كـه   تحقيق ما نتايج . استفاده شد  OSFESبه كمك پرايمرجفت بازي  432واكنش زنجيره اي پليمراز جهت تكثير قطعه  براي تعيين جنسيت
  .باشد مي چند روزه مفيد، آسان و كم هزينههاي  در جوحه PCRتعيين جنسيت با استفاده از روش 

  
  PCRشترمرغ، تعيين جنسيت، : كليدي هاي واژه

  
    4 3 2  1 مقدمه

 بســياري از پرنــدگان از نظــر ظــاهري مونومورفيــكهــاي  گونــه
بنابراين جـنس نـر و مـاده بـويژه در سـنين پـايين از نظـر         .باشند مي

اهميـت گونـه هـايي هماننـد     ). 2و1(نمـي باشـند    تمايزظاهري قابل 
نر و مـاده  هاي  جنس. استشترمرغ در سرتاسر جهان در حال افزايش 

). 3( شترمرغ در سنين پايين هـيچ نـوع تفـاوت مورفولـوژيكي ندارنـد     
 تعيين جنسيت پرندگان اولين نقطه كليدي در مطالعات اصلاح نـژادي 

تفاوت در قيمت فروش و هزينه نگهداري جنس نر و مـاده و  . باشد مي
راوانـي  مـالي ف هاي  ضرر توليد مثليهاي  زمان صرف شده براي فرآيند

بـر خـلاف انسـان كرومـوزوم جنسـي       ،در پرندگان ).2( آورد مي به بار
و ) ZZ(موگامتيـك  هوپرنـده نـر   . باشد مي ماده، تعيين كننده جنسيت

ــاده هتروگامتيــك   ــده م ــين ). 4(اســت ) ZW(پرن لاپاراســكوپي، تعي
كاريوتيپ، تعيين جنسيت از طريق كلوآك و تعيين جنسيت استروئيدي 

اما اين روش هـا   ند،باش مي تعيين جنسيت پرندگان متداولهاي  روش
دليل اصلي مشكل ). 2(معمولاً پر هزينه، وقت گير و نا مطمئن هستند 

 .باشد مي عدم حضور اندام جنسي خارجيعلت تعيين جنسيت طيور به 
در شترمرغ به علت هم اندازه بودن انـدام جنسـي نـر و مـاده تـا سـه       
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  .سي كلوآك غير ممكن استماهگي تعيين جنسيت از طريق برر
اندوسكوپي و تعيين  -پيش از توسعه دانش مولكولي، لاپاراسكوپي

هـاي   تعيين جنسـيت پرنـدگان در كشـور   هاي  كاريوتيپ بهترين روش
تعيين كاريوتيـپ معمـولاً روش خـوبي بـراي     . توسعه يافته بوده است
 Wو  Zهاي  ، اما تفاوت كم كروموزومباشد مي تعيين جنسيت پرندگان

  ).4(شترمرغ استفاده از اين روش در شترمرغ را غير عملي كرده است 
مولكولي براي تعيين جنسيت در هاي  ، تكنيكPCRبا ابداع روش 

تعيـين جنسـيت در   . مختلف مورد استفاده قرار گرفتـه اسـت  هاي  گونه
 ، به لحاظ سرعت و دقت بيشتر و دارا بودن هزينه كمتـر DNAسطح 

. خوبي براي روشهاي متـدوال قـديمي باشـد   تواند روش جايگزين  مي
CHDمعمولاً براي تعيين جنسيت مولكولي پرندگان از ژن

5
 اسـتفاده   

شـترمرغ   CHDWو  CHDZهـاي   چون اندازه اينتـرون ژن . شود مي
مساوي است از اين ژن نمي توان در تعيين جنسيت شترمرغ اسـتفاده  

كـه   DNAاز نمود در عوض پيشنهاد شده است كه از تكثير قطعه اي 
قرار دارد و بنابراين فقط مخـتص جـنس مـاده     Wبر روي كروموزوم 

شترمرغ است براي تعيين جنسيت اين پرنده در سنين پـايين اسـتفاده   
تاكنون تحقيقات متفاوتي راجع به تعيين جنسيت شترمرغ بـا   ).2(شود 

توان به  مي كمك نشانگرهاي ملكولي صورت گرفته است كه از جمله
، اشاره كرد، در اين تحقيق آزمايشات بـا  )6(گو و همكاران بررسي مالا

چندين گروه آغـازگر مختلـف صـورت گرفـت و در نهايـت مجموعـه       
                                                            
5 -  Chromo-helicase-DNA binding gene 
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براي تعيين جنسيت شترمرغ مناسب تشخيص داده  SS/OSMآغازگر 
 SS, OSFESشد، همچنين در تحقيق ديگري تركيبي از آغازگرهاي 

ايــن  ).7(شــد بــراي تشــخيص جنســيت بكــاربرده  VIAS-OS14و 
تحقيق به منظور تعيين جنسيت شترمرغ در سـنين پـايين بـه كمـك     

 .انجام گرفت PCRروش 
  

  مواد و روش ها 
  DNAاستخراج  ونمونه گيري 

 DNAبر روي قطعه  PCR ر اين طرح براي بهينه كردن شرايطد
قطعـه   5قطعـه شـترمرغ نـر و     5مختص افراد ماده، در ابتدا از تعـداد  

لغ كه جنسيت آن ها مشخص بود، نمونه خـون گرفتـه   شترمرغ ماده با
قطعه جوجه  20سپس براي تست اين روش در جوجه ها از تعداد . شد

. شترمرغ چند روزه كه جنسيت آن ها نا مشخص بود نمونه گيري شـد 
نمونه گيري از مزرعه شترمرغ پژوهشكده دامهاي خاص دانشگاه زابل 

ون بـا روش اصـلاح شـده    خهاي  از نمونه DNAاستخراج . انجام شد
كيت (و روش گوانيدين تيوسيانات  ،)5(ايزوآميل الكل -كلروفورم-فنل

(DIAtom )1(، پس از استخراج . انجام شدDNA    عمـل شستشـوي
 .)6( گرفـت استخراج شده صـورت   DNAهاي  الكلي براي تمام نمونه

ــت ــه  غلظ ــت نمون ــاي  و كيفي ــتگاه    DNAه ــا دس ــده ب ــت آم بدس
نمونه ها سپس بر روي ژل آگارز الكتروفورز . ن شداسپكتروفتومتر تعيي

  .شدند و كميت و كيفيت نمونه ها مورد بررسي قرار گرفت
  

  انتخاب آغازگرها
و  Malagoمـورد اسـتفاده بـر اسـاس تحقيـق       يتوالي آغازگرها

جفت باز از ناحيه  432انتخاب شد كه قطعه اي به طول  ،)7(همكاران 
بـر  ) Female specific region(اختصاصي مربوط بـه جـنس مـاده    

اين قطعه در شترمرغ ماده موجود . كند مي را تكثير Wروي كروموزوم 
  .باشد ولي در جنس نر وجود ندارد مي است و قابل تكثير

  ):OSFES( توالي پرايمر استفاده شده 
Forward primer: 5´_ 

AGCAGAATTGCTGAGTAAAC_3´ 
Reverse primer: 

5´_ACAGAGGTTAAAAAACCACC_3´ 
 

بـراي   ،چون آناليز نمونه ها بر اساس وجود يا عدم وجود باند است
كـه يـك ناحيـه     ،)VIAS-OS14 )10از پرايمـر   PCRكنترل انجـام  

 جفت باز را در تمام نمونه ها تكثيـر  209-245ميكروساتلايت با طول 
  .كند استفاده شد مي

  زنجيره اي پليمراز واكنش

 PCRبه كمـك كيـت    1لكسمولتي پزنجيره اي پليمراز  شواكن

universal )كه حـاوي  ) شركت ژن فن آورانMaster Mix ،PCR 

Diluent  وPCR Oil غلظـت  . باشد به روش استاندارد انجام شـد  مي
 200: ميكروليتـر واكـنش عبـارت بودنـد از     20نهايي مـواد در حجـم   

ميلــي مــول كلريــد منيــزيم و بــافر  dNTP  ،5/2از هــر لمــوميكرو
نـانوگرم   50 -500ميكرومول مخلـوط پرايمرهـا و    5/0 -1استاندارد، 

DNA.  
واكنش زنجيـره اي پليمـراز بـا برنامـه حرارتـي زيـر در دسـتگاه        

برنامـه حرارتـي   . انجام شـد ) Mastercycler gradient(ترموسايكلر 
سرشته سازي اوليه بمـدت  وا :واكنش زنجيره اي پليمراز عبارت بود از

ثانيـه   40درجـه سـانتيگراد بـه مـدت      94: سيكل شامل 30 ثانيه، 75
ثانيـه   40درجه سانتيگراد به مـدت   DNA ،54جهت واسرشت سازي 

يك دقيقـه   بمدتدرجه سانتيگراد  72جهت اتصال پرايمر ها و دماي 
  .دقيقه 3بسط نهائي بمدت  ،جهت سنتز

  
  الكتروفورز

ل آگـارز  جهت مشاهده محصولات واكنش زنجيره اي پليمراز از ژ
رنگ آميزي بـا  . ساعت استفاده شد 2به مدت  100درصد و ولتاژ  8/1

محلول اتيديوم برومايد انجام شد و قطعه تكثيـر شـده در طـول مـوج     
 Doc UVدسـتگاه  بـا  عكس برداري عمل نانومترمشاهده شد و  220

  . گرفت صورت
پس از نمونه گيري از شترمرغ ها به منظور تست نتايج  دوازده ماه

ست آمده، با مراجعه مجدد بـه مزرعـه پـرورش شـترمرغ، جنسـيت      بد
مورد آزمايش كه در آن زمان يك ساله شده بودند هاي  جوجه شترمرغ

 .توسط رنگ پر و بال مشخص شد
  

  بحث ونتايج 
استخراج شـده  هاي  DNAغلظت و كيفيت نتايج ما نشان داد كه 

روش اسـتخراج شـده بـا    هـاي   DNAبا روش كيت دياتوم نسبت بـه  
شستشـوي الكلـي باعـث    . ايزوآميل الكل بيشتر بود -كلروفورم -فنل

اسـتخراجي و در  هاي  DNAپايين آمدن و از بين رفتن آلودگي ها در 
اسـتخراجي را   DNAنتيجه سبب بهبود كيفيت آنها شد، امـا غلظـت   

اســتخراج شــده بــراي انجــام  DNAهــاي  تمــام نمونــه. كــاهش داد
 DNAساير محققين براي اسـتخراج   .مناسب بودند PCRواكنشهاي 

  ).10و  9(خون استفاده كرده اند هاي  از نمونه
 432واكنش زنجيره اي پليمراز بـا موفقيـت انجـام شـد و قطعـه      

مربوط به جنس ماده بـدون قطعـه   هاي  جفت بازي مورد نظر در نمونه
تحقيقات ديگر بر اساس اسـتفاده   ).1شكل (غير اختصاصي تكثير شد 

                                                            
1  - Multiplex PCR 



  PCR      83تعيين جنسيت در شترمرغ با استفاده از تكنيك 

قطعـاتي   Wديگر كروموزوم هاي  ي طراحي شده در بخشاز آغازگرها
كه در اكثر آنها طول قطعه تكثير  ،)5( كند مي با طول متفاوت را تكثير

جفت باز است كه امكان اشتباه در تعيين جنسيت را  300شده كمتر از 
ــود ــي بوج ــر   .آورد م ــط پرايم ــين توس ــه  VIAS_OS14همچن ناحي

مونـه هـا تكثيـر شـد كـه نشـان       ميكروساتلايت مورد نظر در تمامي ن
بـدليل  ). 1شـكل  (باشـد   مـي  در تمامي نمونـه هـا   PCRدهنده انجام 

شفافيت و وضوح ناحيه تكثير شده تعيين جنسيت به آساني و با دقـت  
با مقايسه نتـايج آزمايشـگاهي بـا نتـايج حاصـل از      كامل انجام شد و 

مشاهده جوجه ها در يك سالگي مشخص شـد كـه ايـن روش داراي    
نتايج ساير محققـين نيـز    .باشد مي درصد در تعيين جنسيت 100ت دق

 ملكولي در تعيين جنسيت را مورد تائيـد قـرار  هاي  كارائي بالاي روش
  ). 7 و 5( دهد  مي

با اسـتفاده از روش   ابراي جوحه شترمرغ ههزينه تعيين جنسيت  

PCR بـا توجـه بـه    ، بنابراين .نسبت به ساير روش ها اقتصادي تر بود
هميت زياد تعيين جنسيت جوجه در چنـد روزگـي، ايـن روش روشـي     ا

 كاملاً دقيق و مقرون به صرفه در تعيين جنسيت شترمرغ در بدو تولـد 
بكار رفته در تحقيق حاضـر قابليـت تجـاري شـدن و      آزمون .باشد مي

تـوان در صـنعت پـرورش     مـي  تبديل شـدن بـه كيـت را دارد و از آن   
 .شترمرغ استفاده كرد

  
  قدرداني تشكر و

دانيم از آقاي مهندس قـزاق كارشـناس محتـرم     مي در اينجا لازم
پژوهشكده دامهـاي خـاص دانشـگاه زابـل و آقـاي مهنـدس وهـابي        
كارشناس محترم پژوهشكده زيست فـن آوري دانشـگاه زابـل بـدليل     

  .مساعدتهاي فراوان تقدير و تشكر نمائيم
  

  
. درصد آگاروز 8/1روي ژل   VIAS-OS14و OSFES توسط پرايمرهاي Multiplex PCRز تست تعيين جنسيت شترمرغ با استفاده ا - 1 شكل

  نرهاي  مربوط به شترمرغهاي  نمونه: 9و  6، 5، 3ماده، ستون ها هاي  مربوط به شترمرغهاي  نمونه: 8و  7، 4، 2، ستون ها (M50 bp)ماركر وزني : 10و 1ستون ها
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