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اما . ي بعد از بلوغ امري نسبتا مشكل استتعيين جنسيت اغلب پرندگان تا زمان بلوغ و حتي گاه

امروزه با . جنسيت پرندگان و ساير جانوران از بدو تشكيل نطفه، به لحاظ ژنتيكي معين است

. پيشرفت روش هاي مولكولي، تعيين جنسيت جانداران در هر مرحله از زندگي ميسر مي باشد

و  CHD-Wو براساس دو ژن  PCR در تحقيق حاظر تعيين جنسيت در قناري با استفاده از واكنش

CHD-Z استخراج . قطعه قناري استفاده شد 29در اين تحقيق جمعا از . شرح داده شده است

DNA  از انتهاي كالاموس پر قناري هاي زنده صورت پذيرفت و با استفاده از پرايمرهاي

كثير دو نتايج نشان دهنده ت. تنظيم گرديد PCRاختصاصي طراحي شده در اين طرح، واكنش 

جفت باز  306جفت باز براي جنس ماده و فقط يك باند  306و  345به طول هاي  DNAقطعه 

از آنجا كه طراحي اين . اين نتايج براي كليه نمونه هاي پر مشاهده شد. براي جنس نر بود

مورد استفاده قرار مي گيرد و نتايج مولكولي با  سيستم تعيين جنسيت براي اولين بار در قناري

ويژگي هاي مورفولوژيك دو جنس نر و ماده كاملا مطابقت دارد، لذا تعيين جنسيت جوجه 

  .روي نمونه هاي پر، آسان، سريع، بي خطر و ارزان مي باشد PCRهاي قناري با انجام واكنش 

  

  

  

هستند كه از زمان  يپرندگان خانگ نييباتراز جمله ز )Serinus canaria canaria( ها يقنار

شده و  جيرا شانيبايز يزيو رنگ آم نيآنها به خاطر آواز دلنش يهاي بسيار دور نگهدار

 ،يشناس ستيز كيستماتيس يطبق دسته بند. مورد توجه مردم سراسر دنيا قرار گرفته است

 )Fringillidae(چ ها و به خانواده فن )Passeriformes(به راسته گنجشك ها  يوحش يقنار

با توجه به اينكه قناري ها از زمان بلوغ شروع به آواز خواندن مي كنند و صداي . تعلق دارند

زيباي قناري ها بيشتر توسط جنس نر توليد مي شود، به همين دليل جنس نر اين پرنده 

ي داراي ارزش بيشتري است و با قيمت افزون تر از لحاظ اقتصادي نسبت به جنس ماده

  ). 3و 2، 1(نسبت به جنس ماده به فروش مي رسد 

  

 

  

  

  ژنتيك نوين

  1387 پاييز،  3دوره سوم ، شماره

  31-34صفحه
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براي تمايز دادن پرندگان نر و مـاده اسـتفاده    يكي از بهترين راه ها

 نشـانگر يـك   يـافتن  .است  DNAروشهاي مولكولي بر اساس  از

از آنجـا  . ، كاري دشوار استجنسيت مناسب براي تعيين مولكولي

باشـد، لـذا    مـي  ZZو ژنوتيپ پرنده نر  ZWكه ژنوتيپ پرنده ماده 

پرندگان وجود دارد و بر اسـاس  فقط در جنس ماده  Wكروموزوم 

هـاي نـر و    آن مي توان ماركر ژنتيكي مناسبي براي تفكيك جـنس 

در انسان اسـت   Y كروموزوماين ويژگي همانند . ماده از هم يافت

ــر    ــن تفــاوت كــه در انســان و ســاير پســتانداران، جــنس ن ــا اي ب

شـد ولـي در   با هتروگامتيك است و جنس مـاده هموگامتيـك مـي   

هـاي   برخـي از ژن . )5و4( س اسـت ك ـعدقيقـا   پرندگان وضعيت

بسيار حفظ شده بوده و بـا اسـتفاده    W كروموزومموجود بر روي 

هـاي پرنـدگان، جنسـيت     ها مي توان در تمام گونه از اين گونه ژن

پرنده را با استفاده از يك جفت پرايمر و طي يـك مرحلـه انجـام    

ر پرنـدگان  در برخي از پرندگان، نظي ).6(تعيين كرد  PCRواكنش 

، سـبب  CHD ، پرايمرهاي مربوط به ژنمانند شترمرغ عظيم الجثه

گردد زيرا اين  مي CHD-Zو  CHD-Wتكثير قطعاتي در هر دو ژن 

 ـهـاي ه  پرايمرها همزمان با هم قسـمت  و  CHD-Wگ از ژن ومول

نمايند اما در اين قطعـات   را تكثير مي CHD-Zژن مرتبط آن يعني 

گـردد و از همـين خاصـيت     هده مـي تكثير شده، تفاوت طول مشا

 .)8و7( توان به منظور تعيـين جنسـيت پرنـدگان بهـره گرفـت      مي

براي تعيين جنسيت قناري  PCRتنظيم روش هدف از اين تحقيق 

  .باشد براي اولين بار با پرايمرهاي جديد طراحي شده مي

  

  

ــا از   ــاري جمع ــين جنســيت قن ــه منظــور تعي ــاري  29ب ــه قن قطع

از انتهـاي كـالاموس پـر     گيـري  نمونـه . مـل آمـد  گيري به ع نمونه

بـا جنسـيت    جوجـه قنـاري   12و نر 6ماده و  11(هاي زنده  قناري

ي ژنـومي بـا اسـتفاده از روش     DNA صـورت گرفـت و  ) نامعلوم

و جهـت اطمينـان از    رديـد كلروفـرم اسـتخراج گ  -استاندارد فنـل 

ي اسـتخراج شـده از ژل   DNAقطعـات   مشـاهده و  DNAكيفيت 

، رصد و رنگ آميزي توسط اتيديوم برمايد اسـتفاده شـد  د 1آگارز 

ــين ــط د DNAكيفيـــت  همچنـ ــده توسـ ــتخراج شـ ــتگاه اسـ سـ

نيـاز بـه   ، PCRبه منظور انجام  .گرديد بررسينيز اسپكتروفوتومتر 

پرايمرهاي اختصاصي تعيين جنسيت مي باشد كـه بـر اسـاس ژن    

CHD امـا پـس از انجـام مطالعـات بسـيار،      . قناري طراحي گردند

قناري يافت نشد لذا به منظور طراحـي پرايمـر از    CHDوالي ژن ت

 Hemispingus پرنده اي با نام علمي مربوط به CHD-Wتوالي ژن 

frontalis   كــه از خــانوادهFringillidae    مــي باشــد و قرابــت

تـوالي  . دارد، اسـتفاده شـد   Serinus canariaفيلوژنتيكي بالايي با 

 :به صورت زير است تحقيقبراي اين  طراحي شده پرايمرهاي

Canary-F: 5'- GGATGAGGAACTGTGCAAAAC -3' 
Canary-R: 5'- AATAGTTCGCGGTCTTCCAC -3' 

ميكروليتر بـوده   25حجم نهايي واكنش  PCRبراي انجام واكنش  

 MgCl2 ،25ميلـي مـولار    2الگـو،   DNAنـانوگرم   20: كه شـامل 

 200و Taqز پليمـرا  DNAواحـد آنـزيم    1پيكومول از هر پرايمر، 

از  PCRبــراي انجــام واكــنش . بــود  dNTP Mixميكــرو مــولار 

. اسـتفاده شـد   Eppendorfدستگاه مسترسايكلر گرادينت شـركت  

 5درجـه سـانتي گـراد     95: برنامه ي حرارتي مورد استفاده شـامل 

 1درجه سـانتي گـراد    94چرخه دمايي به ترتيب  30دقيقه، سپس 

 1درجـه سـانتي گـراد     72يقه و دق 1درجه سانتي گراد  58دقيقه، 

دقيقـه تنظـيم    5درجه سـانتي گـراد    72دقيقه و يك مرحله نهايي 

ــد ــپس  .گردي ــولات س ــارز   PCRمحص ــا ژل آگ ــد  5/1ب درص

توسط اتيديوم برمايد رنگ آميـزي شـد و بـا     و الكتروفورز گرديد

   .مورد ارزيابي قرار گرفت UVاستفاده از نور 

  

  

ي ژنومي با موفقيت DNA ،د آزمايشمورپرندگان از كالاموس پر 

ي استخراج شـده بـا اسـتفاده از     DNAاستخراج گرديد و كيفيت 

درصـد تعيـين    1روي ژل آگارز الكتروفورز  روش طيف سنجي و

 ng/µl 20اسـتخراج شـده بـه ميـزان      DNAسپس غلظت  .گرديد

 ي طراحـي شـده   با پرايمرهاي اختصاصـي  PCRانجام  .تنظيم شد

بـر روي ژل   ي نتايج حاصـل   ناري و مشاهدهتعيين جنسيت در ق

هـاي   به طـول  DNAنشان دهنده تكثير دو قطعه درصد  5/1ز گارآ

جفت بـاز   306جفت باز براي جنس ماده و يك باند  306 و 345

ــود   ــر ب ــنس ن ــراي ج ــكل   ب ــه در ش ــي  1ك ــاهده م ــود مش .ش
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  .براي تعيين جنسيت قناري PCRواكنش  - 1شكل 

  جفت باز تكثير گرديده 306و  345به طول هاي  DNAمربوط به قناري هاي ماده بوده كه دو قطعه  3تا  1شماره هاي 

  .جفت باز دارند، نشان دهنده جنسيت نر در اين پرنده مي باشد 306كه فقط يك باند به طول  5و  4و شماره هاي 

  .مي باشد Fermentasساخت شركت  100bpماركر  6شماره 

  

  

قناري با استفاده از اين  دهد، تعيين جنسيت مي حاصل نشاننتايج 

در هـر دوره از  روش، بسيار سـريع، دقيـق و كـم هزينـه بـوده و      

از آنجايي كه تعيين جنسيت  .دبكار رومي تواند زندگي اين پرنده 

هـاي قـديمي ماننـد لمـس كلـواك،       پرندگان بـا اسـتفاده از روش  

باشد  دشوار و زمانبر مي... ستروئيد، كاريوتايپينگ وسنجش ميزان ا

محققين  لذا )9(شود و حتي در برخي موارد موجب مرگ پرنده مي

نسـيت مولكـولي موجـودات    متعددي تا كنون در راستاي تعيين ج

بـراي   .اند اند و برخي نيز به نتايج مطلوبي دست يافته تلاش نموده

ژن دو ن بــا اســتفاده از و همكــارا Griffiths 1998در ســال  مثــال

CHD-W  وCHD-Z   ،ــدد ــاي متع ــي پرايمره ــهو طراح ــين  ب تعي

شتر مرغ، قو، كبوتر، غـاز وحشـي و   ( جنسيت گروهي از پرندگان

و همكــاران ســعي  Nesje، 2000در ســال  ).10(انــد  پرداختــه ...)

كردند با استفاده از دو جايگاه ميكروسـتلايتي، پرنـدگاني از قبيـل    

ايـن  ي، قوش و غيره را تعيين جنسيت نمايند اما شاهين، باز وحش

ز پرندگان مورد آزمايش موفقيـت  روش در تعيين جنسيت برخي ا

و همكاران بـراي   Agate، 2004در سال  همچنين ).11( آميز نبود

ــيت   ــين جنس  CHD1-Wو  CHD1-Zاز ژن  Zebra Finchesتعي

هاي  لي ژندر اين تحقيق با توجه به اينكه توا .)12( استفاده كردند

CHD-W  وCHD-Z      مربوط به قنـاري در بانـك ژن جهـاني ثبـت

طور كه در بالا اشاره شد، از روي توالي ژن  اند، لذا همان نگرديده

CHD-W  اي شبيه به قنـاري، ترتيـب نوكلئوتيـدي    به پرندهمربوط 

پرايمرها انتخاب و نتايج مطلوبي در مورد تعيين جنسـيت قنـاري   

 PCRتعيين جنسيت مولكولي بـر اسـاس   اين سيستم . بدست آمد

و براي قناري نر، يـك قطعـه    DNAكه براي قناري ماده دو قطعه 

DNA گردد نمايد براي اولين بار تنظيم و معرفي مي تكثير مي.  

  

  دانيتشكر و قدر

دانشگاه آزاد اسلامي واحد پژوهشي  معاونت حوزه بدين وسيله از

يقـات بيوتكنولـوژي   و همچنين كليه همكاران مركـز تحق  شهركرد

  .به عمل مي آيد و تشكر تقديردانشگاه 

  

  

 
  345 bp  

  306 bp  
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