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  چكيده

هـاي طيـور از دهـه گذشـته بـه سـرعت در حـال پيـشرفت                   هـا و سـويه      يز گونه ا براي تم  DNAاستفاده از نشانگرهاي    

 ژنوميـك را  DNA با استفاده از آغازگرهاي اختياري كوتاه،      DNA (RAPD)قطعات  تصادفي   تكثير   تكنيكباشد و     مي

 از ژنـوم وجـود      قبلـي كند بدون اينكه نيازي بـه اطلاعـات           اصل مي هاي الگوي اختصاصي فرد را ح     نواركند و     تكثير مي 

 جمعيـت بوقلمـون موجـود در    چهار گروه فنوتيپيها و فواصل ژنتيكي بررسي شباهتاين تحقيق   هدف از   . داشته باشد 

 16 بوقلمـون سـفيد،      18هـاي خـون از        نمونـه . ودب    RAPD بوقلمون كشور با استفاده از نشانگرهاي        تحقيقاتايستگاه  

 ميكروليتـر خـون اسـتخراج      25 ژنـومي از     DNA بوقلمون سـياه اخـذ شـد و          20 بوقلمون الوان و     24بوقلمون طلايي،   

 از وجـود    يحـاک نتايج  . انجام گرديد   آغازگر تصادفي  15 استفاده از     با بوقلمونتكثير قسمتهاي مختلفي از ژنوم       .گرديد

 طلايـي  و   سـفيد هـاي   بيشترين فاصله ژنتيكـي بـين فنوتيـپ       . بود ي فنوتيپ يها گروه نيب 98/0 تا   94/0تشابه ژنتيكي از    

بـا توجـه بـه پارامترهـاي         يبطور کل . بدست آمد ) 02/0(هاي سفيد و سياه     و كمترين فاصله ژنتيكي بين فنوتيپ     ) 06/0(

يكـي  رسد كه جمعيتهاي فنوتيپي ارزيابي شده از لحاظ ژنت          ژنتيكي محاسبه شده در گروههاي تحت آزمايش، به نظر مي         

 نتـايج  . فنوتيپي رنگ را تنها معيار تمايز ژنتيكي آنها بـه حـساب آورد        عاملتوان    تشابهات زيادي با يكديگر دارند و نمي      

وسيله مناسب بـراي ارزيـابي تنـوع ژنتيكـي در طيـور            ک عامل   ي تواند به عنوان     يم RAPD-PCRنشان داد كه تكنيك     

  .رديمورد استفاده قرار گ

  

  DNA ،RAPDنشانگر لمون، تنوع ژنتيكي،  بوق:هاي كليدي واژه
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Abstract 

Application of DNA marker technology in poultry as a tool for species and strain identification 

has progressed rapidly during the last decade. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) 

markers can be generated using short arbitrary primers to amplify genomic DNA, giving a 

genotype-specific pattern of bands. RAPD analysis should lead to the saturation of the genome 

without the requirement of previous genetic information. The purpose of this study was to 

evaluate genetic similarities and distances among four-colored phenotype of turkey population 

that kept in Turkey Research Station of Iran using RAPD technique. Blood samples were taken 

from 20 Black, 16 Golden, 24 Pied and 18 White local turkeys. Genomic DNA was extracted 

from 25µl blood samples. RAPD technique, using 15 primers, was applied to amplification of 

different fragments of genome. The genetic similarity between the groups varied from 0.94 to 

0.98 between phenotypic groups. The highest genetic distance (0.06) was determined between the 

White and Golden phenotypic groups and the lowest genetic distance (0.02) was obtained 

between White and Black groups. The results of this research showed that RAPD-PCR is an 

appropriate tool for evaluation of genetic variation in poultry and color is not a usful character to 

differentiate turkey genetic groups. 
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  مقدمه

 از تنوع ژنتيكـي بـراي رسـيدن بـه           متخصصين اصلاح نژاد  

 حيوانات اهلي پر توليد و مقاوم به شرايط نامناسب استفاده         

نبود تنوع در جمعيتهاي پايه قدرت انتخـاب بـراي          . نمايند مي

. سـازد   بيني آتـي را محـدود مـي         قابل پيش  رفع نيازهاي غير  

 اهلـي در  طيـور  و    نژاد و سـويه دام     4500تقريبا متجاوز از    

جهان شناسائي شده است كـه ذخـاير ژنتيكـي دنيـا را             

 درصـد   30اند كه از مجموع آنها بيش از          بوجود آورده 

در معرض خطر انقراض بـوده و تعـداد بيـشتري نيـز             

بــه واســطه ) بــويژه در كــشورهاي در حــال توســعه (

كـاهش تنـوع    . گردنـد   مناسب تهديـد مـي      برداري نا   بهره

ها خـود      دادن نژادها و سويه    ژنتيكي بصورت از دست   
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تنـوع درون   تجربـه نـشان داده اسـت كـه          . دهـد   را بروز مي  

نژادي پيوسته با ورود تنوع جديـد ناشـي از جهـش مواجـه              

تـوان براحتـي    است ولـي تنـوع ژنتيكـي بـين نـژادي را نمـي       

تـوان گفـت هـر نـژاد مجموعـه           بنابراين مـي  . بازسازي نمود 

ژنـي آن نـژاد را      منحصر به فـردي از ژنهاسـت كـه مخـزن            

هايي از تمامي نژادهاي يك گونه كه         با حفظ نمونه  . سازند  مي

تـوان حـداكثر      مـي  باشـند،   داراي بيشترين تفاوت ژنتيكي مي    

هـا نژادهـايي را شـامل     اين نمونه. تنوع ژنتيكي را حفظ نمود  

گردند كه داراي اللها يـا تركيبـات اللـي منحـصر بـه فـرد         مي

ژنتيكــي بــين هــر دو نــژاد شــرح كامــل تفــاوت . باشــند مــي

امكانپذير نيست ولي معيارهاي فاصلة ژنتيكي بهترين شـرح         

آپـا   (باشـند   در دسترس براي بيان تفاوت ژنتيكـي آنهـا مـي          

طيور بومي در هر كـشور      نژادهاي   ).1996رائو و همكاران    

د كه لزوم حفـظ     نشو  مي لي محسوب به عنوان يك سرمايه م    

اده از اين موجودات به     ر بومي طيور كشور و نيز استف      يذخا

هـاي اصـلاح نـژاد طيـور          عنوان مواد ژنتيكي پايه در برنامه     

 مـستلزم كـسب اطلاعـات       ضروري است و ايـن امـر      كشور  

در اين ميان بوقلمون    که  بيشتر و دقيق از اين حيوانات است        

در مقــام مقايــسه بــا ســاير طيــور از كمتــرين تنــوع نــژادي 

 فنوتيـپ  ايجان چهار   در مناطق مختلف آذرب   . برخوردار است 

شامل الوان، طلايي، سـياه و سـفيد پـرورش          بوقلمون  غالب  

 باشد و    كه در حقيقت تنوع زيستي پاييني را دارا مي         يابند  مي

به روشهاي مناسـب انتخـاب      اهميت افزايش تنوع زيستي را      

  .سازد نمايان مي

رشد و توسعه تكنيكهـاي مولكـولي امكانـات جديـدي را            

بـود ژنتيكـي دام و طيـور فـراهم آورده           گزينـي و به     براي به 

 تــاثير شــگرفي را بــر روي تحقيقــات PCR1اختــراع . اســت

مربوط به ژنوم يوكاريوتها با اسـتفاده از انـواع ماركرهـاي            

DNA   ماركرهـاي مولكـولي مبتنـي بـر         .  داشته اسـتPCR 

ــي   ــي م ــل ژنتيك ــزار تكام ــرو . باشــند بخــش اصــلي اب از اين

                                                 
1Polymerase Chain Reaction 

در مـورد سـطوح     را   مهمي   اطلاعاتماركرهاي ژنتيكي   

 سطح جريان ژنـي، روابـط       ، اختلافات، ساختار جمعيت  

فيلوژني، الگوهاي جغرافيايي زيستي و تجزيه و تحليل        

   .)2002فرال  (آورد  فراهم ميي والدينهاينسبت

ــسيلي ــاران پونساك ــي  ) 1996( و همك ــوع ژنتيك تن

 و تنوع ژنتيكي مبتني بر      DNAنگاري    مبتني بر انگشت  

 لايـن مـرغ     12هـاي مربـوط بـه          نمونه  يها  ريزماهواره

شامل يك لاين همخون، لاينهـاي تجـاري و جمعيتهـاي      

برآوردهـاي  . محلي در حال انقراض را برآورد نمودند      

هتروزيگوسيتي از هر دو روش بـسيار مـشابه بودنـد           

)8/0=r (  حاكي از توان اين نشانگرها بعنوان ابزاري       كه

 در رابطـه بـا      .گيري هتروزايگوسـيتي بـود      براي اندازه 

برآوردهاي مربوط به فاصـله ژنتيكـي بـين جمعيتهـا،            

 بر روي   DNAمعلوم گرديد كه كاربرد انگشت نگاري       

 هاي مربوط بـه افـراد هـر لايـن يـا          DNAمخلوطي از   

از اينـرو ايـن     . جمعيت مناسب، سريع و اقتصادي است     

هايي كه اطلاعـات بـراي طراحـي      روش، بويژه در گونه   

ها محدود   ت تشخيص ريزماهواره  گرهاي لازم جه  آغاز

. باشـد   هـا مـي     است، قابل رقابت با كاربرد ريزمـاهواره      

ــي ــاران تاكاهاش ــي  ) 1998( و همك ــة ژنتيك ــرابط ن يب

نژادهــاي مــرغ بــومي ژاپــن را بــر اســاس چندشــكلي  

اكثر مرغان بومي ژاپـن،     . ها مطالعه نمودند    ريزماهواره

نتايج . منشاء، در سه گروه قرار گرفتند     و  بسته به نژاد    

ها ابزار مناسبي بـراي        كه ريزماهواره  ه است نشان داد 

  . باشد  ميمطالعه روابط ژنتيكي ميان نژادهاي مرغ

) 2003( و همكــاران علــيو ) 2001 (علــي و احمــد

هـاي    اي از فواصل ژنتيكـي بـين سـويه          گزارشات اوليه 

ماكيان بـومي مـصر ارائـه دادنـد و بيـان داشـتند كـه                

RAPD2    و  داراي قـدرت  ،ركر ژنتيكـي   به عنوان يك ما

‐يز . اصـلاح نـژاد طيـور اسـت         علم بالايي در كاربرد  

                                                 
2Random Amplified Polymorphic DNA  
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تغييرپذيري و رابطه ميان سه نژاد      ) 1998( و همكاران    گوان

مرغ بومي چين و يـك سـويه سـنتز شـده را بـا اسـتفاده از             

ــكلي  ــاهواره و 5چندش ــازگر 70 ريزم ــه RAPD آغ  مطالع

ــد ــي. نمودن  ــ معن ــي ب ــاي مبتن ــودن تفاوته ر چندشــكلي دار ب

اي نشان داد كه متوسط هتروزايگوسيتي در دو          ريزماهواره

نژادي كه از جمعيتهاي حفاظـت شـده نمونـه بـرداري شـده              

 سـال  10 كه به مـدت بـيش از         سنتز شده بودند و نيز سويه     

همخون شـده اسـت، پـايين اسـت ولـي در نـژاد ديگـر بـالا                  

  نيـز نـشان داد كـه تغييرپـذيري در          RAPDنتايج  . باشد  مي

 نژاد هم بر اساس چنـد  4رابطة بين .  نژاد پايين است   4ميان  

 بسيار نزديك   RAPDاي و هم بر اساس        شكلي ريزماهواره 

اين محققين پيشنهاد كردنـد كـه بـه واسـطة چندشـكلي             . بود

ــارز ــاد و تـــوارث همبـ ــاهوارهزيـ ــا  ريزمـ ، نـــشان دادن هـ

تغييرپذيري درون نژادي از طريق متوسط هتروزيگوسـيتي        

تر اسـت و حـال آنكـه تفاوتهـاي            ر چندشكلي مناسب  مبتني ب 

بين جمعيتي و حتي ويژگيهاي اختـصاصي درون جمعيتـي،          

. يابنـد    انعكاس مـي   RAPDبطور واضح و مستقيم از طريق       

و فاصله ژنتيكي گروههاي    هدف از اين تحقيق بررسي تنوع       

جمعيتهاي بوقلمـون موجـود در ايـستگاه تحقيقـاتي       فنوتيپي  

  .بود RAPD استفاده از نشانگرهاي با بوقلمون كشور

  

  هامواد و روش

 بوقلمــون 16 بوقلمــون ســفيد، 18هــاي خــون از  نمونــه

 بوقلمـون سـياه در داخـل        20 بوقلمـون الـوان و       24طلايي،  

 و  ه اخـذ شـد    EDTAماده ضد انعقـاد     % 10تيوپهاي حاوي   

در داخل فلاسك يخ به آزمايشگاه منتقل و تا زمان استخراج           

ــانتيگ‐20در  ــد  س ــز گردي ــتخراج . راد فري  25 از DNAاس

ــا   ــون ب ــر خ ــوم و  روشميكروليت ــا روش ب ــيليكاژل و ب  س

در اصلاحاتي  ) 1995( كه توسط شيخايف  ) 1990(همكاران  

در ايـن روش ابتـدا سـلولهاي        . انجـام گرفـت   گرفته بـود    آن  

خوني با استفاده از مواد شيميايي ليـز شـده و سـپس ذرات         

كند به     خود جذب مي    را به  DNAبسيار ريز شيشه كه     

غيــر از ه پــس از ســانتريفيوژ بــ. محلــول اضــافه شــد

باشـد بقيـه       مـي  DNAرسوب تشكيل شده كه حـاوي       

 DNAشـــد و در مرحلـــه آخـــر  مـــواد دور ريختـــه 

جهــت تعيــين كيفيــت و كميــت . گرديــد ســازي  خــالص

DNA  ــورز و اســپكتروفتومتري  از روشــهاي الكتروف

سمتهاي مختلـف ژنـوم از       براي تكثير ق   .استفاده گرديد 

واكـنش  . )1جدول   ( پرايمر اختياري استفاده گرديد    15

ــره ــم  زنجيـ ــراز در حجـ ــر 25اي پليمـ  5/1( ميكروليتـ

 dNTP  ،20 از هر    رمولا  ميلي MgCl2، 2/0 رمولا    ميلي

ــر، رميكرومــــولا ــد 1 پرايمــ  Taq DNA واحــ

Polymerase 50 برابــر بــافر واكــنش همــراه بــا 1، و 

 PCRط  يشـرا . استفاده گرديد ) ي ژنوم DNAنانوگرم  

 3 درجه به مدت     94دماي واسرشت شدن اوليه     شامل  

واسرشـت شـدن     ي چرخه شامل دمـا    40سپس  دقيقه،  

 درجه بـه    37 ثانيه، دماي اتصال     45 درجه به مدت     94

  دقيقـه  2 درجه بـه مـدت       72 دقيقه، دماي تكثير     1مدت  

 10 درجه به مدت     72 تكثير نهايي    يبود و در ادامه برا    

 تكثير شده بر روي ژل      يها  فرآورده. منظور شد دقيقه  

 ولـت الكتروفـورز    70 سـاعت بـا      6به مـدت    % 2آگارز  

پـس  . آميزي گرديـد    شده و توسط اتيديوم برمايد رنگ     

 ، تجزيـه و تحليـل نهـايي        و دهي امتيـاز  ،از عكسبرداري 

  پارامترهاي فاصله ژنتيكي، ميـزان هتروزيگـوتي       آورد

يس خويـشاوندي بـا     مـاتر ل  يتـشک  شاخص شانن و     و

 . انجـام پـذيرفت  Popgene 3.2افـزار   اسـتفاده از نـرم  

بـا  ز  ي ـنميانگين فاصله ژنتيكي افـراد داخـل هـر گـروه            

  . )1973ني  (محاسبه گرديد Neiاستفاده از شاخص 
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  اين تحقيقدر شده  پرايمرهاي استفاده ‐1جدول 

  '3→'5 نام پرايمر  رديف

1  Moh 01 TGGACTCGAG 
2 Moh 02 GCACTGAGTA 
3 Moh 04 GCATGCGATC 
4 Moh 06 ACGTCGAGCA 
5 Moh 07 TACGCAGACT 
6 Moh 11 TGCATCGTAC 
7 Moh 12 ACGCCGTACG 
8 Moh 13 GCTGCTCGAGT 
9  Moh 26 CGAACCTGATC 
10  Moh 27 GCTTGCAGATC 
11 OPC 02 GTGAGGCGTC 
12 OPC 05 GATGACCGCC 
13 OPC 08 TGGACCGGTG 
14 OPC 16 CACACTCCAG 
15 OPD 05 TGAGCGGACA 

  

  نتايج و بحث

ــتخراج  ــالا   DNAاس ــادير ب ــيليكاژل مق  و  بــا روش س

رسـد     ژنومي حاصـل كـرد كـه بنظـر مـي           DNA از   خالصي

اندازه آنها به علت داشتن طول زيـاد و خلـوص بـالا، جهـت               

كارهــاي مهندســي ژنتيــك و آزمايــشهاي مولكــولي بــسيار 

 ژنوم بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي         تكثير قطعات . مناسب باشد 

ــاري  ــاي نواراختي ــح ه ــن و واض ــه  يروش ــد ك ــه دادن  ارائ

ــي ــاخته و در     م ــرآورده س ــق را ب ــدف از تحقي ــست ه توان

  ).2 و 1 يهاشكل(امتيازبندي مورد استفاده قرار گيرند 

 عـدد از آنهـا      5از بين آغازگرهاي مورد اسـتفاده تعـداد         

ند كه جهت ارزيـابي     نشان داد را  چندشكلي بالايي   ) 2جدول  (

 كـه   از آنهـا اسـتفاده گرديـد      مورد نظـر    ژنتيكي  پارامترهاي  

 نوار 14 با   OPC-05 آغازگر   بيشترين چندشكلي مربوط به   

 نتايج بدست آمده از اين تحقيق نشان داد كـه           . بود چندشكل

 و  طلائـي  و   سـفيد بيشترين فاصله ژنتيكـي بـين فنوتيپهـاي         

 سـفيد و سـياه وجـود        كمترين فاصله ژنتيكي بين فنوتيپهاي    

در كل بـا توجـه بـه پارامترهـاي          ). 3 و جدول    3شكل  (دارد  

رسـد كـه       در گروههاي تحت آزمايش، بـه نظـر مـي          ،ژنتيكي

ــابي شــده از لحــاظ ژنتيكــي   ــوتيپي ارزي گروههــاي فن

تـوان فـاكتور      تشابهات زيادي با يكديگر دارنـد و نمـي        

فنــوتيپي رنــگ را تنهــا معيــار تمــايز ژنتيكــي آنهــا بــه 

ساب آورده و بر اساس رنگ گزينش و اصلاح نـژاد           ح

  . انجام داد

 يـك روش سـاده و      RAPDبه دليـل اينكـه تكنيـك        

اي از ژنـوم موجـود لازم         ارزان بوده و اطلاعات اوليـه     

ــي     ــابع ژنتيك ــايز من ــراي تم ــال حاضــر ب ــدارد در ح ن

اي در    اقتصادي مانند طيـور و ديگـر حيوانـات مزرعـه          

ر انتخــاب پرايمرهــا اگــ. رود ســطح وســيعي بكــار مــي

 اي باشد كـه كـل ژنـوم را پوشـش دهـد در ايـن                 بگونه

ارزان  صورت اطلاعات بسيار مفيدي بصورت سـريع،      

گزنـا دو   (دهد    برداران قرار مي    و راحت در اختيار بهره    

  در تـشخيص چنـد     RAPDاثـر بخـشي     ). 2000اينرچ  

هاي ماكيـان و كـاربرد آنهـا        شكلي موجود بين جمعيت   

خويـشاوندي   يت و تـشخيص روابـط     جمع در مطالعات 

ــين ــان توســط شــارما و همكــاران   در ب ــت ماكي جمعي

نيـز ) 2005( بررسي شده و سالم و همكـاران       )2001(

  ات پرايمرهاي داراي چندشكلي بالا مشخص‐2جدول 

 شكل چند نوارتعداد  هانواركل تعداد  '3→'5 نام پرايمر
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OPC 02 GTGAGGCGTC 12 9  

OPC 05 GATGACCGCC 18 14 
OPC 08 TGGACCGGTG 12 9 
OPC 16 CACACTCCAG 11 10 
OPD 05 TGAGCGGACA 14 11 

  

در بررسي اجمالي ايـن تكنيـك كـارآيي آن را در تـشخيص              

هــاي مختلــف طيــور، كــاربرد آن در   چندشــكلي بــين گونــه

 را در بررسي روابط     RAPDمطالعات جمعيت و استفاده از      

با توجه بـه اينكـه نژادهـا و         . اند  ژنتيكي مورد تاييد قرار داده    

انـد كـه در سـطح         هاي مختلفي از طيـور بوجـود آمـده          سويه

گيرنـد و اطلاعـات موجـود از        تجاري مورد استفاده قرار مي    

 از اينـرو  . اسـت حـداقل ساختار ژنتيكي و سـطح تنـوع آنهـا          

مطالعات بيشتري لازم اسـت تـا ايـن ذخـاير ژنتيكـي مـورد               

و تشابهات ژنتيكي بين آنهـا      ارزيابي قرار گرفته و اختلافات      

گزينش و اصلاح نـژاد بـرآورد       به منظور افزايش دقت     

 وسيله  RAPD-PCRنتايج نشان داد كه تكنيك      . گردد

. باشـد   مناسبي براي ارزيابي تنوع ژنتيكي در طيور مي       

اميد است كه در آينـده اطلاعـات ژنتيكـي بيـشتري بـا              

هـت  بكارگيري تعداد افراد بيـشتر و تكنيكهـاي ديگـر ج       

  .حاصل گردد هاي بومي بوقلمون  تمايز بهتر توده

  

  

  
  

  OPC-02تكثير شده با استفاده از پرايمر ژنوم  ‐1شكل 

  

  
  

  OPC-05 تكثير شده با استفاده از پرايمر ژنوم ‐2شكل 

  

  

  )1973 ين ( برآورد شده براي فنوتيپهاي مختلف بوقلموني ژنتيكي شباهتها‐3جدول 

 نالوا طلايي سفيد فنوتيپ

 96/0 97/0 98/0 سياه
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 95/0 94/0 --- سفيد

 97/0 --- --- طلايي

  

  
  )1973 (نيفواصل ژنتيكي  ي بوقلمون بر مبنايپ هايه کلاستر فنوتيحاصل از تجز دندروگرام ‐3شكل 
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