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چکیده

  در این تحقیق، به منظور بررسي تنوع ژنتكيي واحتمال بروز باتلنک درجمعيت كب‌كايراني موجود در موسسه تحقيقات علوم دامي 

 ،Aru 1F25 :كشور كه از مراتع كشور گردآوري شده بودند از 8 نشانگر ريز ماهواره استفاده گرديد. جایگاه‌های مورد استفاده عبارت بودند از

Aru 1A1 ،Aru 1K10 ،Aru 1G49 ،Aru1I 125 ،Aru1E7 ،Aru1E9 و Aru 1D39. جمعيت مذکور برای تمامي مكان‌هاي ژني مورد مطالعه 

انحراف معني داري از تعادل هاردي واينبرگ را نشان دادند. بیشترین و کمترین تعداد آلل مشاهده شده به ترتیب مربوط به جایگاه‌های

Aru1G49  با 21 آلل و Aru 1K10 با 4 آلل بود. میانگین فراوانی آللی )na(، شاخص شانون و PIC1، به ترتیب 9/333، 1/8283 و 0/7092 

برآورد شدند. تنوع درون جمعیتی نیز بر اساس آنالیز مقادیر هتروزایگوسیتی بررسی شد. ميانگين هتروزایگوسیتی مشاهده شده 0/203 و 

میانگین هتروزایگوسیتی مورد انتظار نااریب در این جمعیت 0/797 بود. تعداد مورد انتظار جایگاه‌های با افزایش میزان هتروزایگوسیتی 

و   0/4331 ترتیب  به  مدل  دو  این  در  نیز  احتمالات  مقادیر  آمد.  بدست   3/54 و   3/56 ترتیب  به   TPM و   IAM مدل‌های  از  استفاده  با 

 Sign test, 0/04228 محاسبه شد. براي بررسی وجود اختلاف معني دار بین تعداد جايگاه هايي كه افزایش تنوع ژنتیکي دارند آزمون‌های

Standardized different test وآزمون رتبه‌اي Wilcoxon - كه نسبت به دو آزمون ديگر توانمند تر است - به كار گرفته شدند و بر اساس 

آن می‌توان گفت که در جمعيت مذكور باتلنک اتفاق نیفتاده است. 

کلمات كليدي: كب‌كايراني، نشانگرهاي ريز ماهواره، هتروزايگوسيتي، باتلنک
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مقدمه

تقاضا براي پرورش صنعتي ساير ماكيان و عدم وجود مزارع پشتيبان وتمركز بخش‌هاي مرغ مادر، تخمگذار، 

گوشتي و جوجه كشي دركي مزرعه وكمبود آگاهي‌هاي اصلاح نژادي در بین پرورش دهندگان مخاطرات زيادي 

را براي‌اين پرندگان به همراه دارد، لذا افزايش اطلاعات از ساختار ژنتكيي پرندگاني مثل كبك و بلدرچين )3( 

مي‌تواند مقدمه‌اي بر برنامه ريزي‌هاي اصلاح نژادي آتي باشد. از آنجا که تعیین خصوصیات ژنتیکی وفنوتیپی 

برای تعیین اهداف اصلاح نژادی و اولویت بندی نژاد‌ها برای حفظ ذخایر ژنتیکی ضروری می‌باشد از نشانگر‌های 

مولکولی که دارای چند شکلی بالا، توارث مندلی، سهولت کار و توزیع گسترده در طول ژنوم می‌باشند استفاده 

می‌شود)5(. در پژوهش‌هاي جمعيتي بر روی كب‌كهای پا قرمز که توسط Frerrero و همكاران )2007( با استفاده 

از 16 نشانگر ريز ماهواره انجام شد و همچنین تحقیقات بروفه )1389( که بر روی جمعيت كب‌كايراني موجود 

در موسسه تحقيقات علوم دامي كشور، با استفاده از 8 نشانگر ريز ماهواره انجام شد، آلل‌های جدیدی که معرف 

وجود پلي مورفيسم در جایگاه مذکور بودند شناسايي شدند. علاوه بر‌اين مطالعات متعددي در خصوص بررسي 

روابط خويشاوندي و تفاوت‌هاي ژنتكيي به كمك نشانگرهاي ريز ماهواره‌اي براي كبك گزارش شده است)12، 

11، 4(.‌اين تحقیق به عنوان دومین بررسی بر روی ساختار ژنتكيي كبك ایرانی در آزمایشگاه بیوتکنولوژی مؤسسه 

تحقیقات علوم دامی کشور انجام شده است. به طور کلی باتلنك به کاهش ناگهانی تعداد افراد جمعیت در اثر وقوع 

حوادث مختلف گفته می‌شود. علایم افت همخونی1 پس از کاهش اندازه جمعیت موثر موجب افزایش آمیزش 

خویشاوندی در جمعیت پدیدار می‌شود. واریانس ژنتیکی نیز معمولٌا کاهش می‌یابد و بسیاری از آلل‌ها از مخزن 

ژنی حذف می‌شوند ولذا فراوانی‌های ژنی دستخوش تغییر می‌شوند. در جمعیت‌هاي مبتلا به باتلنك، احتمال باقي 

ماندن ژن‌هایی با فراوانی بالاتر بیشتر وهمچنين احتمال كاهش و عدم وجود ژن‌های نادر بسیار زیاد است و به 

دلیل ثبات آلل‌های کشنده و کاهش واریانس ژنتیکی بر روی مقاومت و سازگاری فرد تاثیر منفی می‌گذارد. ضمناٌ 

به دلیل کاهش اندازه موثر جمعیت، موتاسیون‌های مفید کمتری رخ می‌دهد و به سبب رانده شدن ژنی بسیاری 

از آلل‌های مفیدی که در اثر موتاسیون قبلٌا ایجاد شده بود نیز حذف خواهند شد)8(، لذا بسیاری از جمعیت‌های 

باتلنك یافته به این ترتیب منقرض شده و یا در معرض خطر انقراض قرار می‌گیرند. هدف از این تحقیق بررسي 
احتمال بروز باتلنك در نمونه‌اي از جمعيت كب‌كايراني موجود درموسسه تحقيقات علوم دامي كشور می‌باشد. 

مواد و روش‌ها

  در تحقيق حاضر از 120 قطعه کبک 5 ماهه موجود درموسسه تحقيقات علوم دامي )جمع آوری شده از مراتع 

 ،DNA 7(. پس از استخراج( صورت گرفت  DNA 200 میکرولیتر خون گرفته شد وسپس استخراج نمکی ،)کشور

1- Inbreeding Depression
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براي تعيين كيفيتDNA ژنومي از دو روش اسپكتروفتومتري و ژل آگارز 2 درصد استفاده شد)5(.  

  برای تعیین ميزان چند شكلي PIC(1(به عنوان یکی از معیارهای مناسب در مطالعه تنوع ژنتیکی, تعداد آلل 2, تعداد 

آلل موثر3 و ميزان هتروزايگوسيتي از آغازگرهای طراحی شده توسط Ferrero )2007( استفاده شد. توالی آغازگرهای 

مورد استفاده در این تحقیق، در صورت جدول شماره 1 مشاهده می‌شود. برای انجام واکنش زنجیره‌ای پلیمراز از بافر 

MgCl2 ،dNTPs ،PCR و آنزیم Taq پلیمراز ساخته شده توسط شرکت Gene Craft آلمان استفاده شد. 

 برنامه‌های دمایی واکنش زنجیره‌ای پلیمراز شامل 35 سیکل تکثیر با دمای واسرشت اولیه 94 درجه سیلسیوس 

به مدت 2 دقیقه، دمای واسرشت 94 درجه سیلسیوس به مدت 30 ثانیه، دمای اتصال پرایمر متغیر)جدول 2( به 

مدت 30 ثانیه، دمای گسترش 72 درجه سیلسیوس به مدت 30 ثانیه و دمای گسترش نهایی 72 درجه سیلسیوس 

به مدت 5 دقیقه بود. محصول واکنش زنجیره‌ای پلیمراز روی ژل پلی اکریلامید 8% الکتروفورز و متعاقبا باروش 

نیترات نقره رنگ آمیزی گردید )9( و سپس تعیین ژنوتیپ صورت گرفت و داده‌های حاصل با استفاد از نرم افزار 

POPGENE )13( و برای اطمینان بیشتر توسط نرم افزار GENALEX مورد آنالیز قرار گرفتند و جهت برآورد 

میزان باتلنك از نرم افزار BOTTLENECK استفاده شد. 

نمونه‌ها عاري از هر گونه كشيدگي و شكستگي بودند كه نشان دهنده كيفيت خوب و عدم آلودگي آن‌ها بود و 

كيفيت آن‌ها براي انجام واکنش PCR مناسب ارزيابي گرديد. کلیه نشانگرهای مورد مطالعه در این تحقیق، به جز دو 

نشانگر Aru1F25 و Aru1A1، پس از بهينه سازي میزان دما‌ها و غلظت اجزای مورد استفاده در واکنشهاي زنجیره‌ای 

پلیمراز به خوبی تکثير شدند. محاسبه تنوع ژني مورد انتظار در‌اين جمعيت از روي تعداد آلل‌هاي مشاهده شده انجام 

مي‌پذيرد به‌اين ترتيب براي انجام آزمون باتلنك مدل TPM )جهش دو مرحله‌اي( كه حد واسط دومدل SMM )جهش 

مرحله‌اي( و IAM )آلل نامحدود( مي‌باشد و نسبت به‌اين دو مدل، براي ريز ماهواره‌ها مناسب تر مي‌باشد، پيشنهاد 

مي‌گردد )2(. براي تعيين معني داربودن يا نبودن تعداد جايگاه هايي كه افزایش تنوع ژنتیکي دارند سه آزمون به كار 

 Standardized different testكه از لحاظ آماري آزموني ضعيف شناخته مي‌شود، آزمون ،Sign test گرفته شد. آزمون

يا آزمون تفاوت‌هاي استاندارد شده كه‌اين آزمون به حداقل 10 جايگاه چند شكل براي داشتن دقت بالا نياز دارد 

وآزمون رتبه‌اي Wilcoxon )آزمون ناپارامتري( كه نسبت به دو آزمون ديگر توانمندتر است، زيرا براي تعداد جايگاه 

كم و يا براي هر جمعيت با هر تعداد فرد مي‌تواند مورد استفاده قرار گيرد )2(. 

1- Polymorphism Information Content
2- Number of alleles
3- Number of effective alleles
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شکلDNA- 1 استخراج شده پس ازالکتروفورز با استفاده از ژل آگارز

جدول 1- مشخصات جايگاه‌هاي انتخاب شده در تحقيق حاضر

 

 شماره دسترسی
واحد تکرار

 شونده

  سایز

 )bp ( 
 نام جایگاه توالی آغازگرها

AEF54663 (CCAT)19 ٢۵٢٣٢- ٢ 
F  GGAAGCCAGATGAACCAAGG 

Aru1A1 
R ATGCATGCGTGGAGGCTGAG 

EF546639 (GT)16 ١۶١- ٠۵٠ 
F ATGTGGAGACCTGGCGAGGA 

Aru 1D39 
R CCACTTCACATCAACACCCA 

EF546640 (GGAT)12 ١٧- ٢١٢۶ F CCACTTCACATCAACACCCA Aru 1E7 

R GACACTGGATTTCGGTTTGG 

EF546648 (GAGAA)31 ٢٣٣- ٣٣٣ F TTCTACGATCTGGTCAGCCTC Aru 1G49 

R GCACTTCTTCAGGCGCAGCT 

EF546649 (GCT)8 ٩١- ٩٧ F TTCTACGATCTGGTCAGCCTC Aru 1I121 

R TGCCTGCTAAGGAGCCCAC 

EF546642 (GACA)32 ١٢۶ -٨٢ F CACGTCAATATGCTAGAGCG Aru 1E93 

R TGCCTGCTAAGGAGCCCAC 

EF546651 (GT)14 ٩١- ٩٧ F GTGGAGAAGATATTGTTC Aru 1K10 

R GGGAGCATTCATTTATTG 

EF546645 (CCAT)15 ٢۴١٧- ٠۴ F CCTAATGCTGTGTCCACCTC Aru 1F25 

R CCTAATGCTGTGTCCACCTC 
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جدول 2- غلظت و میزان اجزاء مورد استفاده در‌اين تحقيق

 

 اجزاءواکنش غلظت

1x 

2 mM 

1.5µM 

1.5µM 

200µM 

0.5u/reaction 

150 ng/reaction 

- 

Buffer PCR 

MgCL2 

Primer Forward 

Primer Reverse 

dNTPS 

Taq 

DNA 

ddH2O 

20ML حجم نهایی 

نتایج و بحث

 قبل از انجام واکنش‌های PCR، اجزا و چرخه‌هاي دمایی PCR طبق پيشنهاد Ferrero و همكاران )1996( بهينه 

سازي شد. اندازه آللي، تعداد آلل مشاهده شده و دماي اتصال برای هر جایگاه بررسي و به شرح جدول شماره 1 نشان 

داده شده است. همچنین غلظت و میزان اجزای مورد استفاده PCR در این تحقیق به شرح جدول 2 ارائه شده است. 

  در این تحقیق، دامنه مقادیر هتروزایگوسیتی مشاهده شده)Ho( از 0/94 تا یک متغیر می‌باشد که کمترین مقدار 

درجایگاه Aru 1D39  و بیشترین مقدار در جایگاه‌های Aru1E7, Aru1G49 می باشد و ميانگين هتروزایگوسیتی 

مشاهده شده در‌اين مطالعه 0/794 بدست آمد. 

 ميانگين آلل موثر در‌اين مطالعه 6/22 بدست آمد در حالكيه Ferrero و همكاران )2007( كه از جايگاه‌هاي 

مشابه تحقيق حاضر بر روي كب‌كهاي اسپانيا استفاده كرده بودند، ميانگين آلل واقعي )براي 6 جايگاه مشابه در‌اين 

تحقيق(در منطقه Cadiz را 7/45 مورد و براي منطقه Alava، 8/15 مورد گزارش نمودند. با توجه به مقادير محتواي 

اطلاعات چندشكلي )PIC( محاسبه شده مربوط به نشانگر Aru 1G49 در جمعيت كب‌كهاي مورد مطالعه، با وجود 

تعداد 21 آلل مشاهده شده در آن داراي بيشترين چندشکلي است. شاخص اطلاعات شانون )I( نيز تاييد کننده‌اين 

مطلب است. همچنين نشانگر Aru 1K10 كه 4 آلل دارد، چند شكلي کمتری دارد. 

لذا محاسبه  نمی‌باشد )جدول شماره 4(،  واینبرگ  تعادل هاردی  مطالعه در  به‌اينكه جمعیت مورد  توجه  با   

تنوع ژني مورد انتظار در‌اين جمعيت از روي تعداد آلل‌هاي مشاهده شده انجام مي‌پذيرد به‌اين ترتيب براي انجام 

)آلل   IAM و  مرحله‌اي(  )جهش   SMM دومدل  حدواسط  كه  مرحله‌اي(  دو  )جهش   TPM مدل  باتلنك  آزمون 

نامحدود( مي‌باشد و نسبت به‌اين دو مدل، براي ريز ماهواره‌ها مناسب‌تر مي‌باشد، پيشنهاد مي‌گردد )2(. براي تعيين 

 Sign معني‌داربودن يا نبودن تعداد جايگاه‌هايي كه افزایش تنوع ژنتیکي دارند سه آزمون به كار گرفته شد. آزمون
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test، كه ازلحاظ آماري آزموني ضعيف شناخته مي‌شود، آزمون Standardized different test يا آزمون تفاوت‌هاي 

نياز دارد و آزمون رتبه‌اي  بالا  براي داشتن دقت  استاندارد شده كه‌اين آزمون به حداقل 10 جايگاه چند شكل 

Wilcoxon )آزمون ناپارامتري( كه نسبت به دو آزمون ديگر توانمند تر است، زيرا براي تعداد جايگاه كم و يا براي 

هر جمعيت باهر تعداد فرد مي‌تواند مورد استفاده قرار گيرد )2(. 

جدول 3- خلاصه‌اي از وضعيت تكثير جايگاه‌هاي مورد مطالعه
 

دامنه اندازه  آللی 

در گزارش 

FERRERO 

دامنه اندازه  

مشاهده آللی 

  (BP) ه  شد

در ثر موتعداد  آلل 

گزارش 

FERRERO 
CADIZ 

/ALAVA 

 تعداد  آلل

شده دهمشاه  

 دماي اتصال

در این 

  تحقیق

جایگاهنام   

160 -150  170 -140  5 /4  7 58 Aru1D39 

212 -176  215 -175  8 /7  9 55 Aru1E7 

333 -233  335 -235  15  /15  21 62 Aru1G49 

97 -91  98 -90  3 /2  6 62 Aru1I121 

97 -91  97 -90  4  /2  4 52 Aru K10 

126 -82  120 -80  7  /7  9 56 Aru1E93 

جدول4-  نتایج آزمون X2 برای تعادل هاردی- وینبرگ
 

دامنه اندازه  آللی 

در گزارش 

FERRERO 

دامنه اندازه  

مشاهده آللی 

  (BP) ه  شد

در ثر موتعداد  آلل 

گزارش 

FERRERO 
CADIZ 

/ALAVA 

 تعداد  آلل

شده دهمشاه  

 دماي اتصال

در این 

  تحقیق

جایگاهنام   

160 -150  170 -140  5 /4  7 58 Aru1D39 

212 -176  215 -175  8 /7  9 55 Aru1E7 

333 -233  335 -235  15  /15  21 62 Aru1G49 

97 -91  98 -90  3 /2  6 62 Aru1I121 

97 -91  97 -90  4  /2  4 52 Aru K10 

126 -82  120 -80  7  /7  9 56 Aru1E93 

                Key: ns=not significant, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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جدول 5- آزمون فرض صفر با استفاده از 3 مدل تکامل ریزماهواره‌ای
SMM TPM IAM Test/Model 

  انتظار احتمال انتظار احتمال انتظار احتمال

52566/0  55/3  04228/0  54/3  4331/0  56/3  Sign test 

01085/0  234/1  00180/0  910/2  00022/0  517/3  Wilcoxon test 

3906/0  97656/0  00781/0  000/1  00781/0  000/1  Standardized different 
test 

 
 TPM و IAM در مطالعه حاضر تعداد مورد انتظار جایگاه‌های با افزایش میزان هتروزایگوسیتی با استفاده از مدل

به ترتیب 3/56 و 3/54 بدست آمد. مقادیر احتمالات نیز در این دو مدل به ترتیب 0/4331 و 0/04228 محاسبه 

شد که بر اساس آن می‌توان گفت باتلنك اتفاق نیفتاده است )جدول 5(. 

تشكر و قدرداني

‌اين مطالعه در محل موسسه تحقيقات علوم دامي كشورانجام گرفته است، كه بدينوسيله از كليه مسئولين، هيئت 

علمي، كارشناسان وكليه كاركنان محترم آن موسسه و گروه محترم علوم دامی دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرج 

تشكر و قدرداني مي‌گردد. 
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