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بخشییابیتوالیمبنايبرفارسبومیمرغانژنتیکیتنوعارزیابی
ژنوم میتوکندريD-loopاز ناحیه 

3فریبا رفیعی بروجنیو2پیرانینصراالله،1بروجنینیکوبینمهسا

چکیده
بررسی. استاهمیتبابسیارستیزیتنوعحفظنظرازها آننگهداريوهستندمطرحملیژنتیکییرذخاعنوانبهبومیطیور

ارائهراجمعیتآندرموجودتنوعمیزانازمناسبیشاخصتواندمینژادهاسایرباآنمقایسهونژادیکدرمیتوکندريژنوم
صورتفارسمیتوکندري مرغ بومی ژنوم D-loopاز ناحیه (HVR-I)1بسیار متغیر تعیین توالی بخشبا هدفپژوهشاین . دهد

خونازDNAاستخراجازپس. شدانجامگیريخونتصادفیطوربهفارسبومیقطعه مرغ20تعدادازبه این منظور . گرفت
ه بمناسبکیفیتباتوالیعدد12کلدر. شدیابیتوالیو سپس تکثیراختصاصیآغازگرهايازاستفادهباHVR-Iناحیهکامل،
جایگاه چند 5يکه دارامشخص شدیمورد بررسهايیهاپلوتیپ از بین توال3تعداد ،هالیتوابعد از تجزیه و تحلیل .آمددست

درخت .مشاهده شدند446تا 217شماره هايطور عمده از نوکلئوتیداین تغییرات به. بودند(SNP)ی تک نوکلئوتیديشکل
فیلوژنینتایج. ژن ترسیم شدجهانیبانکدرموجودنژادهايدیگرمیتوکندريژنوممشابههايتوالیاخذازپسفیلوژنی 
خاکستري یمرغ جنگلی، مرغ ابریشمسفید،لگهورنآذربایجان،کشوربومیمرغانبافارسبومیانمرغکهکردمشخص

کردگیرينتیجهتوانمیبنابراین. دارندقراردستهیکردمرندي و مازندرانی ایرانیمرغ بومدار،خطپرراكپلیموت، )یسونرات(
.باشدنژادهااینباژنتیکیهايشباهتبرخیدارايممکن استفارسمرغکه

یفیلوژن، )SNP(چندشکلی تک نوکلئوتیدي،)HVR-I(1متغیربسیار، ناحیهژنوم میتوکندري: کلیديهايواژه

مقدمه
ازوروندمیشماربهکیژنتیمهمرذخایاز،بومینژادهاي

ازاستفاده. خواهند بودملیکیژنتیهايهسرمایازنظرنیا
محسوب هپایکیژنتیمولدتجمعیکهبومیورطی
شناختوکشورورطینژادياصلاحهايبرنامهدر،شوندمی
نایحفظبرايهاآنمورددرشتربیاطلاعاتکسبوقدقی

).9(رسدمینظربهضروريکی،ژنتیرذخای
ازکییmtDNA)(1توکندريمیژنومزااستفادهامروزه

نبیابیارزیوستیزیتنوعبررسیدرکاربرديهايروش
اندامکیتوکندريمی). 7(شودمیمحسوبنژادهاوهاگونه

. داردوجودبدنهايسلولشتربیدرکهاستتوپلاسمیسی
داراياست،سلولبرايانرژيدتولیبهقادرکهاندامکنای

DNAازمستقلوصاصیاختحلقويDNAواستايهسته
ژن13شاملکهکندمیکدراژن37جانوريهايگونهدر

ژن2وtRNAکنندهکدژن22تنفسی،رهزنجیکدکننده
).16(استrRNAکدکننده
هناحیایD-loopنامبهايهناحیدارايتوکندريمیژنوم

نبنابرایوبودهايکنندهرمزژنگونههرفاقدکهاستی کنترل
زانمی.شودتتثبیجاآندرتواندمیجهشنوعهروقوع

DNAبرابر10حدودمنطقهنایدردهانوکلئوتیجهش
افراددرتفاوتوجودوجهشبالايزانمی).1(استايهسته

هايبخشابییتوالیتاشدهسببهناحینایدرمختلف
کیژنتیتنوعنتعییبراي توکندريمیژنومازهاحیننایمختلف

هناحی. ردگیقرارتوجهموردمختلف،نژادهايمنشأیشناسایو
D-loopشودمیمتقسیمشخصکاملاًکنترلیهناحیسهبه :

ایانتهاییقطعه، HVR-I(2(1لکنترهناحیاینآغازیقطعه

کنترلهناحیایانیمیقطعهوHVR-III)(3کنترلهناحی
2HVR-II)(داردقرارفوقهناحیدونیبدرکه)14.(

16775طولبهمرغتوکندريمیژنومکاملتوالیناولی
-Dهناحیلقبیازآنژنیقطعاتطولنهمچنیوبازجفت
loopیبا کد دسترس1227طولبهX52392شدهگزارش
یهبا مطالعه ناح) 6(و همکاران یتوهیسپس فوم).3(است

پرندگان مختلف به روش mtDNAکننده کدیرکنترل غ
RFLP ،جد را)گالوس گالوس(قرمز یمرغ جنگلیرگونهز

.کردندیمرغ معرفیمادري تمام نژادهاي اهل
توالی نوکلئوتیدهايو بررسی تعیینمطالعه،اینازهدف

بومیمرغمیتوکندريژنومD-loopناحیهازHVR-Iبخش
وجمعیتایندرموجودتنوعمیزانتعیینایران،فارس
ثبت شده در مرغنژادهايسایرباآنفیلوژنیرابطهترسیم
.بودژن جهانی بانک 

هاروشومواد
فارسبومیمرغمعرفی
نتایجاساسبرکهبودهفارساستانبومینژاد،این

گذاري، وزن ، میانگین کل درصد تخمآمدهدستهب
ر طی یک دورهمرغ تولیدي دمرغ و تعداد تخمتخم
درصد،32/37±08/6ماهه به ترتیب 12گذاريتخم
. استبودهعدد20/140±64/37وگرم74/4±75/42

46، 38، 30، 18، 12، 8میانگین وزن بدن در سنین همچنین
، 44/878، 14/641، 99/417هفتگی به ترتیب 60و 
گرم گزارش 85/1542و 83/1409، 90/1335، 94/1262

.)10(شده است

دانشگاه شهرکرد،و استادیاردانشجوي کارشناسی ارشد-3و 1
) napirany@gmail.com: ولونویسنده مس(،شهرکرددانشگاه،دانشیار-2

20/10/93: تاریخ پذیرش19/12/92: تاریخ دریافت

1- Mitochondrial DNA 2- Hyper Variable Region

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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DNAاستخراجها ونمونهآوري جمع

ومرغ10(مرغقطعه20تعدادپژوهشنایانجامبراي
، فارسبومیطور تصادفی از مرکز پرورش مرغبه) خروس10

اخذ . گرفتقرار استفادهموردرازآباد شیواقع در شمس
سرنگازاستفادهباوبالیرزیدوریقطریازخونهايمونهن

5/1هايوبمیکروتیداخلبلافاصله، سپس فتصورت گر
وختهری،EDTAخونانعقادضدمادهحاويتريلیمیلی
استخراجزمانتاودشدادهقرارخیمحتويفلاسکداخل

DNAنگهداريدر آزمایشگاهوسسلسیدرجه- 20دمايدر
انجام)2(مکارانهولزبیروشتوسطDNAاستخراج. ندشد
زانمیوشدهاستخراجDNAزانمیازیآگاهبراي. شد

دستگاهودرصد8/0آگارزژلرويالکتروفورزازآن،خلوص
.استفاده شداسپکتروفتومتر

مرازاي پلیواکنش زنجیرهانتخاب آغازگرها و
ورفتاختصاصیآغازگرجفت یک ازپژوهشنایدر

قسمت اول (ژنوم میتوکندري طراحی شده بر اساسبرگشت
)X52392(کد دسترسی با اهلیمرغگونه)D-loopاحیه ن

:به شرح زیر استهاتوالی آغازگر). 3(دشاستفاده
F (5’-GGCTTGAAAAGCCATTGTTG-3)
R (5’-CCCCAAAAAGAGAAGGAACC-3)

50میکرولیتر شامل 20از به حجماي پلیمرواکنش زنجیره
MgCl2 ،2/0مولار میلی5/1نومی، ژDNAنانوگرم

از پیکومول از هر کدام dNTP ،7مولار از مخلوط یلیم
DNATaq، یک واحد آنزیم PCRپرایمرها، بافر یک برابر

برنامه حرارتی شامل دماي واسرشته شدن اولیه . پلیمراز بود
چرخه دمایی با 30دقیقه، 3درجه سانتیگراد به مدت 94

اي ثانیه، دم30گراد به مدت درجه سانتی95دماي واسرشت 
72ثانیه، دماي تکثیر 45درجه سانتیگراد به مدت 55اتصال 

72ثانیه و دماي تکثیر نهایی 90درجه سانتیگراد به مدت 
براي اطمینان از . دقیقه انجام شد10درجه سانتیگراد به مدت 

اندازه روي ژل آگارز DNAها و تکثیر قطعه مورد نظر، نمونه
.درصد الکتروفورز شدند5/1با غلظت 

محصولات تکثیرشدهتعیین توالی
پس از اطمینان از تکثیر ناحیه مورد نظر، محصولات 

PCRکیتازاستفادهباExoSAP-IT) شرکتUSBآلمان (
شرکت(ابییتوالیتکیازاستفادهباسپسوشدهتخلیص

USBآمادهمحصولاتمنظورنبدی. شدندابییتوالی)آلمان
پس از .شدندبارگذاريدرصد6دریلامیآکپلیژلرويشده

مشخص شد تمامی، دست آمدههبي هابررسی اولیه توالی
قرار دارند، جفت باز1- 455هلتغییرات نوکلئوتیدي در فاص

هايبنابراین همین اندازه مبناي مقایسه براي تمامی توالی
.دست آمده قرار گرفتهب

هاتجزیه و تحلیل توالی
افزارنرمباهاي مربوط به مرغ بومی فارس کلیه توالی

BioEdit7)8(افزارنرمبه کمکوشدندردیفهمMEGA5
آمده،دستهبهايتوالیکردنردیفهمازپس)15(

وگردیدتعیینشده،اضافهیاوحذفجایگزین،نوکلئوتیدهاي
تنوعپی،هاپلوتیدرونفاصله. شدندمشخصنیزهاهاپلوتیپ

فزارامنربا) π(دينوکلئوتیتنوعو) تیهتروزیگوسی(وتیپیهاپل
Arlequin3.5)5(اي ــهپــاپلوتیــه.دــندــشهــحاسبم

جهت ثبت در Sequin1برنامه دست آمده با استفاده از هب
3)جامع(یکلیتوال. ارسال شدند2)NCBI(پایگاه اطلاعاتی 

ياهسویهو در نژاد هاي مشابه یفارس با توالیمرغ بوم
افزارنرمبااز بانک ژن، در ابتدا اخذ شده یمختلف مرغ اهل

MEGA5)15 (با استفاده فیلوژنیدرختسپسوردیفهم
.رسم شدML5یهبر پاNJ4یهاز رو

بحثنتایج و
20دریابیتوالیدست آمده، ههاي بپس از بررسی توالی

وجود به علت ،نمونههشتفقطوگرفتانجامخوبیبهنمونه
یابی نبودند و یا اینکه نمونه قادر به توالی3در هتروپلاسمی

مورد یابی شدند، به همین دلیل فقط در یک جهت توالی
تعدادها،نمونهتمامدرمتوسططوربه. استفاده قرار نگرفتند

5ن میاناز ایکهگرفتندقراراستفادهموردنوکلئوتید455
طوربهتغییراتاین.مشاهده شد)SNP(شکلندچجایگاه
به طور .شدندمشاهده446تا 217شمارهدنوکلئوتیازعمده

هاپلوتیپ مشخص شد3تعداد یمورد بررسهايدر نمونهیکل
بههااز نمونهدست آمدهبههاپلوتیپهايتوالی.)1جدول (

آوريمرکز ملی اطلاعات زیست فننوکلئوتید در 455طول 
)NCBI(دهاي دسترسی با کKF973201 ،KF973202 و

KF973204ثبت شدند.

فارسیمرغ بوميهانمونهيبدست آمده براهايپو هاپلوتیSNP- 1جدول 
Table 1. SNP and Haplotypes of Fars native chicken

SNPیتموقعهاپلوتیپفراوانی

446306281246217
71TTACC

12...T.

43CCG.T

1- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin/ 2- National Center for Biotechnology Information 3- Consensus
4- Neighbor-Joining 5- Maximum Likelihood
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فراوانی نسبی نوکلئوتیدها در توالی تک رشته ناحیه 
HVR-I نوکلئوتید 455مرغ فارس به طول ) جامع(توالی کلی

)9(و مرندي)12(با توالی ناحیه مشابه در مرغ مازندرانی
ژن ثبت شده در بانک جهانیایرانی با توالی عنوان دو نژاد به
و JQ7882.1-JQ7900.1ترتیب با کدهاي دسترسیبه

GU481096-105 آورده شده است که تفاوت 2در جدول
با این وجود تنوع .شودمشاهده میهابسیار اندکی در آن

مرندي بیشتر است که د وکلئوتیدي و هاپلوتیپی در مرغ نژان
.باشدگر وجود تنوع بیشتر در این جمعیت میبیان

)9(مرندي مرغ فارس، HVR-Iداد هاپلوتیپ، درصد فراوانی نسبی نوکلئوتیدها، تنوع نوکلئوتیدي و هاپلوتیپی ناحیهتع-2جدول 
)12(و مازندرانی

Table 2. No of haploteps, percentage of relative frequencies, nucleotide and halpotype diversity in HVR-I region of
Fars, Marandi (9) and Mazandran (12) native chickens

تنوع هاپلوتیپیتنوع نوکلئوتیديAGCTتعداد هاپلوتیپتعداد نمونهجمعیت

59/0±0046/01079/0±1233/291/134/272/3000313/0فارس
82/0±0115/00969/0±1052/291/135/272/3000689/0يمرند
74/0±0051/00085/0±1962/291/136/272/3000324/0انیندرماز

ر فیلوژنی رسم شده توالی کلی نمودا1شکل
مرغ بومی فارس و D-loopاز ناحیه HVR-Iبخش
نژاد مرغ موجود در بانک جهانی ژن 18مشابه از هايتوالی

در طور کههمان.دهدرا نشان میهاهمراه کد دسترسی آنبه
شکل مشخص است توالی این ناحیه در مرغ فارس با مرغ 

دار، مرغ جنگلی رندي، مازندرانی، پلیموتراك پرخطمبومی 
بومی آذربایجان، لگهورن سفید و مرغ ، )سونراتی(خاکستري 

ابریشمی نزدیکی بیشتري دارد که این امر ممکن است به 
دلیل مشابهت ژنتیکی مرغ فارس ایران به نژادهاي 

یز چنین نپژوهشگراندر مطالعات سایر .اي باشدترانهمدی
RFLPکه به روش ايدر مطالعهتشابهاتی وجود دارد مثلاً

انجام پرندگان مختلفmtDNAکدکننده روي ناحیه غیر 
را به ) گالوس گالوس(زیر گونه مرغ جنگلی قرمز شده است، 

.)6(ام نژادهاي اهلی مرغ معرفی کردند عنوان جد مادري تم
که به منظور بررسی منشا مادري دیگريهمچنین در مطالعه

مرغ بومی ژاپنی و بومی نژاد 20و تعیین روابط فیلوژنتیک 
نتیجه گرفتند که بعضی نژادهاي اندونزیایی انجام دادند

اند و نژادهاي سایر نگرفتهمنشأمنتسب به ژاپن از داخل ژاپن 
).11(اند هاي بومی ژاپنی را تشکیل دادهمرغپایه،کشورها

به توانیمیتوکندري،ژنوم ماز کاربردهايینهمچن
گاو، : هاي مختلف مثلزمان گوشت گونههمیصتشخ
و یاسیگوسفند و بز در مخلوط گوشت توسط الیش،مگاو

.اشاره کرد) 4(همکاران 
يمجزاناحیه 5یمرغان بومیتنوع ژنتیکايدر مطالعه
يبرایمرغ بوم140در این پژوهش . شدیسریلانکا بررس

در . مورد استفاده قرار گرفتmtDNAیناحیه کنترلیبررس
گروه هاپلوئیدي 6هاپلوتیپ در 42و 44SNPنهایت 

جفت باز از 62نشان داد که D-loopیتوال. مشخص شدند
ت سریلانکا از دست رفته اسیبوميهامرغیتوکندريمژنوم

گونه شدت بهسریلانکا بهیو مشخص شد که مرغان بوم
مربوط هستند و ارتباط 2سبزیو گونه جنگل1قرمزیجنگل

) مرغ جنگلی سیلان(3یتیبا گونه گالوس لافايکمتریکیژنت
).13(دارند 

1- Gallus gallus 2- Gallus Various 3- Gallus Laffayetti
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و برخی از نژادهاي مرغ بومی فارس مرغ توکندري م میوناحیه تکثیر شده از ژن)جامع(ی کلیلتوا) N-Jنمودار درختی (نمودار فیلوژنی -1شکل 
.هاموجود در بانک جهانی ژن به همراه کد دسترسی آن

Figure 1. Phylogentic tree (N-J tree) of mitochondrial consensus sequence of Fars native chicken and other chickens
available in Genbank with their accession numbers

یقطعه مرغ بوم20یتنوع ژنتیک) 12(و همکاران پیرانی
ناحیه HVR-Iیابییرا با استفاده از توالیمازندران

هاپلوتیپ 6کردند که در نهایت یمیتوکندریایی را بررس
. بودندSNPیجایگاه چند شکل10يشناسایی شدند که دارا

ران با مرغ مازندیمشخص کرد که مرغان بومینتایج فیلوژن
کشور آذربایجان، لگهورن سفید، یایران، بوميمرند

يخاکستری،جنگلی،دار، مرغ ابریشمپلیموتراك پرخط
ها چنین نتیجهبنابراین آن. ارنددر یک دسته قرار د) یسونرات(

يهاشباهتیاحتمالاً واجد برخیگرفتند که مرغ مازندران
. باشدیبا این نژادها میژنتیک

، پس مرندي ایرانیقطعه مرغ بوم15دیگرپژوهشیدر
5تعداد HVS-Iتنوع در قطعه یو بررسیابییاز توال

مشخص کرد که مرغان ینتایج فیلوژن. هاپلوتیپ مشخص شد
کشور آذربایجان، پلیموتراك یایران با مرغ بوميمرندیبوم

یو مرغ جنگلیدار، لگهورن سفید، مرغ ابریشمپرخط
دارد، که این امر يبیشترینزدیک1)یسونرات(يخاکستر

و يجغرافیایی زیستگاه نژاد مرندکیممکن است به دلیل نزدی
مرغ یکشور آذربایجان و همچنین مشابهت ژنتیکیبوم

).9(اشدبيامدیترانهيایران با نژادهايمرند
D-loopجفت باز از ناحیه 500) 17(و همکاران یاکوب

یابییعربستان سعودي را توالیبوممرغان یمیتوکندریای
و گونه گالوس یکردند و به این نتیجه رسیدند که مرغان بوم

دو واحد باز در14با يتکراریگالوس، یک جفت توال
شناساییها در این مرغTو Cهاپلوتیپ 2و . رونوشت دارند

يهابه گونهیمرغان بومياین نتایج نشان داد که نژادها. شد
و2وساسپادیکگالوس گالوسو همچنین لوسگالوس گا

شده هاي اصلاحورود مرغ.ربط دارند3گالوس گالوس بانکیوا
به ظرفیت تولیدي توجهیموجب بیخارجی به کشور

با توجه به سازگاري نژادهاي مرغ . هاي بومی شده استمرغ
هاي به کمک شیوهزندگی خود و بومی نسبت به شرایط محل 

.ها وجود داردکان افزایش ظرفیت تولیدي آناصلاح نژادي ام
ژنوم D-loopیهاز ناحHVR-Iبخش یابییاستفاده از توال

ییجهت شناسایبه عنوان شاخص مناسبواندتیمیتوکندريم
به یبوميبانک اطلاعات نژادهایلتشک. شمار رودنژادها به
که در معرض خطر انقراض قرار ییدر مورد نژادهاخصوص

آمدهدستههمچنین ثبت توالی ب.مایدنمیيضروردارند،
صین و قدمی موثر براي شناساندن این نوع نژادها به متخص

مرغ . دست اندرکاران اصلاح نژاد در سطوح جهانی است
فارس ایران نژادي بومی و در حال انقراض است که با توجه 

بیشتر و هايبه شباهت ژنتیکی با نژادهاي تجاري، بررسی
به ،یه گذاري در جهت استفاده از آن به عنوان نژاد پایهسرما

هايرفع خطر انقراض این نژاد و همچنین افزایش قابلیت
منشا . ورد استفاده در روستاها منجر خواهد شدطیور بومی م

داراي که عموماًايمشترك این نژاد با نژادهاي مدیترانه
تواند گویايگذاري خوبی هستند، میخصوصیات تخم

گذاري باشد، هاي این نژاد براي پرورش به منظور تخمتوانایی
هاي به بیماريمی و مقاومتاز طرفی سازگاري با شرایط بو

.اي نیز از مزایاي این نژاد استمنطقه

تشکر و قدردانی
یو دست اندرکاران مرکز پرورش مرغ بومینولواز مس

برايخون هايونهگذاشتن نمیاردر اختیلاستان فارس به دل
4وایگنديآقایشگاهاز آزماینپژوهش حاضر و همچنياجرا

وتشکرهانمونهیتوالتعییندرشانارزندههايکمکپاسهب
.شودیمقدردانی

1- Gallus gallus Sonerati 2- Gallus gallus Spadiceus 3- Gallus gallus Bankiva
4- S.Weigend (Institute of Farm Animal Genetics, Mariensee, Germany)
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Analysis of Genetic Diversity in Fars Native Chicken Based on Partial
Mitochondrial DNA D-loop Region Sequences

Mahsa Nikoubin Borujeni1, Nasrollah Pirany2 and Fariba Rafiei Boroujeni3

Abstract
Native chickens are considered as national genetic resources and their conservation is very

important from biodiversity aspects. The study of mitochondrial genome in one breed and
comparing it with others can be a useful index for genetic diversity in that population. This
study carried out for determining the sequences of mitochondrial high variable 1 (HVR-I) of
D-loop region in Fars native chicken. Blood samples were collected randomly from 20 birds.
After extracting DNA from whole blood, the HVR-I region was amplified using specific
primers and then was sequenced. Totally, 12 sequences were obtained properly. After analyzing
of the sequences, three haplotypes were identified with 5 single nucleotide polymorphic sites
(SNP). These changes were mainly observed from nucleotides 217 to 446. After obtaining
similar mtDNA sequence from GenBank, phylogenetic tree was drawn. Phylogenetic results
indicated the Fars native chickens were clustered with Azerbaijan native, White Leghorn, Silky,
Sonneratii, Barred Plymouth Rock, Iranian Marandi and Mazandarani native chickens.
Therefore, we conclude that the Fars chicken might has some genetic similarities with these
chicken breeds.

Keywords: Mitochondrial Genome, Highly variable region I (HVR-I), Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), Phylogenetic
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