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در مرغ بومي  PCR-SSCPبا استفاده از روش  Ghrelinاينترون چهارم ژن  اين پژوهش به منظور بررسي چندشكلي
هاي نمونه DNAس سپ. پرنده به صورت تصادفي خونگيري شد 100در اين طرح از . آذربايجان غربي صورت گرفت

از ژل آگارز يك درصد استفاده  DNAبراي تعيين كيفيت . دشخون با استفاده از روش الجنابي و مارتينز استخراج 
اي پلي مراز تكثير و محصولات با استفاده از واكنش زنجيره bp458 به طول  Ghrelinجايگاه  4ناحيه اينترون . شد

PCR  توسط روشSSCP لات محصو. آناليز شدندPCR درصد و رنگ  8 آكريلاميدتوسط الكتروفورز با ژل پلي
را  BBو  AA ،ABآكريل آميد سه ژنوتيپ با ژل پلي PCRمحصولات  SSCPنتايج . دشآميزي نيترات نقره آشكار 

به دست  42/0و  39/0، 58/0شاخص شانون، شاخص نئي و هتروزيگوزيستي مشاهده شده به ترتيب . آشكار ساخت
 تواندمي كهطوري چندشكلي قابل قبولي است به دارايGhrelin   توجه به نتايج به دست آمده، جايگاه ژنيبا . آمد
 قرار ارزيابي مورد اقتصادي صفات با هاچندشكلي اين ارتباط كشور، بومي طيور نژاد اصلاح و گزينيبه هايبرنامه در

 .گيرد
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   مقدمه
 منابع به نياز و انساني جمعيت افزونروز رشد به توجه با امروزه
 ايويژه اهميت از اهلي حيوانات سريع حيواني، رشد پروتئين

 انرژي و رشد خوراك، مصرف فيزيولوژي تنظيم. است برخوردار
 ، GH،GHR٢ ١:جمله از متعددي هايژن ثيرات تحت حيوانات در

GHRL٣، GHSR٥ ،٤IGF1، IGF2٦ ،IGFBP-2٧ ، PIT1٨، TSH-

β١٠ ،٩LEPR ١١وSS به پيش بيني ارزش اصلاحي افراد  .دارد قرار
با وجود صحت . شودبا استفاده از فنوتيپ انجام مي طور معمول

بالاي انتخاب فنوتيپي در پيش بيني ظرفيت ژنتيكي افراد، در 
توان از روي فنوتيپ به عملكرد واقعي برخي صفات نمي

امروزه در راستاي حل اين مشكل متخصصان . وانات پي بردحي
هاي ژنتيك مولكولي كنند تا به كمك روشاصلاح دام تلاش مي

اطلاعات بيشتري از مكانيسم ژنتيكي صفات اقتصادي به دست 
تر و آورند و با اطلاعات فنوتيپي تلفيق كنند، تا با انتخاب صحيح

و  بررسي ميزان تنوع. ندسريعتر، به روند اصلاح دام سرعت ببخش
در  ثر در رشد و توليدوهاي مژن اين چندشكلي حاصل از

- گران دام در زمينهراهنماي مفيدي براي اصلاح تواندحيوانات مي

. تر باشدو انتخاب حيوانات با توليد بهتر و با كيفيت نژاديهاي به
 هاي اصلاح نژادي تا حدوداند پيشرفت برنامهتحقيقات نشان داده

مورد بررسي بستگي  هايزيادي به ميزان تنوع ژنتيكي در جمعيت
هاي بومي كشور و حفاظت آنها دارد، بنابراين شناسايي تنوع نژاد

 et al. 2010( باشداز وظايف اصلي متخصصين اصلاح نژاد دام مي

Mohammadabadi(. ثر بر وهاي مشناسايي و استفاده از ژن
حيوانات  نژاديهاي بهبرنامهصفات اقتصادي اهميت زيادي در 

ثر در وهاي مهم و ميكي از ژن .)et al. 2012 Moazeni( دارند
 ژن گرلين   اولين بار باشد كهرشد و مصرف خوراك ژن گرلين مي

                                                            
1  Growth hormone 
2  Growth hormone receptor 
3  Ghrelin 
4  Growth hormone secretagogue receptor 
5  Insulin-like growth factor 1 
6  Insulin-like growth factor 2 
7  Insulin-like growth factor-binding protein 2 
8  Pituitary-specific positive transcription factor 1 
9  Thyroid stimulating hormone beta 
10  Leptin receptor 
11  Somatostatin 

اين ژن در پستانداران داراي ساختار . در معده موش شناسايي شد
 تحقيقات برخي .)kojima et al. 1999( آمينواسيدي است 28
 مصرف ميزان روي بر گرلين ترشح و بيان ميزان كه اندداده اننش

سطوح . است ثيرگذارات پستانداران و پرندگان در خوراك
پلاسمايي گرلين با مصرف اختياري خوراك در بلدرچين ژاپني 

هاي گرسنگي در يابد، گرلين باعث تحريك سيگنالافزايش مي
ك رابط آندوژني گرلين ي ).(Shousha et al. 2005شود مغز مي

اين رابط بطور عمده در . براي تحريك گيرنده هورمون رشد است
سازي شود و بطور اختصاصي آزادمعده پستانداران بيان مي
ثير زيادي بر متابوليسم معده، اكند و تهورمون رشد را تحريك مي

 ;Kojima et al. 1999; Ahmed et al. 2002(روده و قلب دارد 

Noritoshi et al. 2003 ( . پپتيد گرلين مصرف خوراك را افزايش
 .Pecker et al(شود دهد و موجب افزايش سرعت رشد ميمي

2004 2004; Iglesias et al. Guido et al. 2002; ( . ژن گرلين نه
شود بلكه تنها باعث افزايش سطوح پلاسمايي هورمون رشد مي

 دهدسطوح پلاسمايي كورتيكوسترون را نيز افزايش مي

)Geelissen et al. 2006(. ژن گرلين مرغ را كلون  در تحقيقي
آمينواسيدي  26د كه اين ژن داراي ساختار شكردند و مشخص 

 843ژن گرلين مرغ شامل  Kaiya et al. 2002.( mRNA(باشد مي
اينترون  4اگزون و  5باشد و همچنين ساختار آن جفت باز مي

 مرغ واقع شده است 12اين ژن بر روي كروموزوم شماره  .دارد
.(Richards et al. 2006)  بررسي توالي كامل ژن گرلين نشان داده
چندشكلي تك نوكلئوتيدي وجود دارد  19در كل توالي ژن گرلين 
ها بر روي جايگاه اينترون چهارم اين ژن كه بيشتر اين چندشكلي

بررسي ناحيه اگزون سوم ژن  .)Nie et al. 2004(اند واقع شده
از روش  با استفاده Chaohuهاي نژاد ن در جمعيت اردكگرلي

PCR-RFLP  منجر به شناسايي سه ژنوتيپAA ،AB  وBB  شد
)Li 2009(.  بيشتر جزئيات مربوط به ارتباط بين ژن گرلين و

صفات رشد هنوز به خوبي مشخص نشده است و چندشكلي و 
گرفته تنوع اين ژن در طيور تا به حال چندان مورد بررسي قرار ن

است بنابراين در راستاي بررسي و مطالعه بيشتر اين ژن در مرغ 
 انتخاب شد و شكل  ناحيه اينترون چهارم  آذربايجان غربي  بومي
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هاي مختلف آللي و ژنوتيپي با توجه به تحقيقات گذشته با 
هاي منفرد مبتني بر واكنش استفاده از روش چندشكلي رشته

  .شناسايي و بررسي شد )PCR-SSCP(مراز اي پليزنجيره
  

   هامواد و روش
  گيرىنمونه 

قطعه پرنده مركز پرورش و اصلاح نژاد مرغ  100در مجموع از 
خونگيري از . بومي استان آذربايجان غربي نمونه خون گرفته شد

جهت جلوگيري از انعقاد . ها صورت گرفتوريد زير بال مرغ
 EDTAحاوي  )CBC( هاي با نام تجاريهاي خون از لولهنمونه

ها بلافاصله پس از خونگيري به داخل يخچال نمونه. استفاده شد
درجه  - 20در دماي  DNAمنتقل شدند و تا زمان استخراج 

  .گراد نگهداري شدندسانتي
  DNAاستخراج 
هاي خون با استفاده از روش توصيف از نمونه DNAاستخراج 

هاي فيت نمونهكي. انجام گرفت Aljanabi et al. (1997) شده
DNA  شد  ارزيابياستخراج شده با كمك ژل آگارز يك درصد

  ).1شكل(

  
از خون استخراج شده  DNAهاي نمونه  7-1 هاي شمارهچاهك -1شكل 

  بر روي ژل آگارز يك درصدمرغ بومي آذربايجان غربي 
  

  هاآغازگر انتخاب
 Nie et al. (2005) پيشنهادي توسط هايدر اين تحقيق از آغازگر

  :د كه، ترتيب توالي آنها بصورت زير بودشاستفاده 
GAGCAACGGAAGGTATCTGATGT-3' -'Ghre F:5  
CAGGCACTCAAATGAAGAAAG-3' -'Ghre R:5  

  )PCR(مراز پلي اىزنجيره واكنش
- ميكرو 5/2: مراز شاملاي پليمواد بكار رفته در واكنش زنجيره

   mM50( ،5/0 لظت با غ( MgCl2ليتر ميكرو يك  ، X10بافر  ليتر 
  

  با غلظت (  dNTPS  ليترميكرو 4/0مراز ،پلي Taqميكروليتر آنزيم 
mM 25/1( ،5/0 ليتر ميكرو 4ها و ليتر از هر يك از آغازگرميكرو

برنامه . ليتر انجام شدميكرو 25در حجم كلي  DNAاز نمونه 
 دماي. طراحي شد et al. (2006)  Liآزمايشاتحرارتي با توجه به 

 C°94دماي  با مرحله 34دقيقه،  5به مدت  C°94واسرشت اوليه 
به مدت يك  C°72ثانيه،  50به مدت   C°62ثانيه،  40به مدت 

به مدت  C°72دقيقه و در پايان يك مرحله توسعه نهايي با دماي 
  .دقيقه در نظر گرفته شد 10

  )SSCP(هاي منفرد تكنيك چندشكلي فضايي رشته
 سانتي 20×18× 1/0ابعاد  با الكتروفورز تگاهدس از آزمايشگاه در
 استفاده مورد ژل. شد استفاده انگلستان كلور شركت ساخت متر

تركيب ژل  در .بود ساز واسرشت غير و درصد 8 پلي آكريلاميد
 يك به 29 آكريلاميد بيس به آميد آكريل نسبت پلي آكريلاميد

 4دماي  رد ساز تهيه شده در اين روشمحلول غير واسرشت. بود
 PCRبه منظور آناليز محصولات  .دش نگهداري گرادسانتي درجه

-ميكرو 8با  PCRليتر از هر نمونه ميكرو دومقدار  SSCPبا روش 

 دو ،درصد 10 بروموفنل ميكروليتر 10 شامل( SSCP dyeليتر 
 800 ،گليسرول ليترميكرو 190 ،مولار نيم EDTA ميكروليتر

 شده به PCRهاي هنسپس نمو .دش طمخلو) فرماميد ليترميكرو
 ساخت كشور آلمان )UNIOIIمدل( ترموسايكلر در دقيقه 5 مدت

ها پس از آن نمونه. شدند داده قرار گرادسانتي درجه 95 دماي با
به داخل يخ از قبل آماده شده منتقل شدند تا برودت يخ مانع از 

تك  هاينمونه. دشو DNAهاي ايرشتهبه هم چسبيدن مجدد تك
منتقل ) سرد آميد آكريل پلي ژل(هاي به چاهك اي شدهرشته

 .et al( الكتروفورز شدند 320ساعت با ولتاژ  3شدند و به مدت 

2010 Nassiry.(  در نهايت بعد از انجام الكتروفورز، ژل پلي
 et al. 2006(آميزي شد آكريل آميد با روش نيترات نقره رنگ

Benbouza(.  
  آناليز آماري

هاي هاي آللي و ژنوتيپي و برآورد شاخصنظور تعيين فراوانيبه م
شانون، متوسط هتروزيگوسيتي، شاخص نئي و هتروزيگوسيتي 

 PopGene1.31مورد انتظار و محاسبه مقدار مربع كاي از نرم افزار 
  .)Yeh et al. 1999(استفاده شد 
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    نتايج و بحث
روي ژل آگارز هاي خون مرغان بومي آذربايجان غربي بر نمونه

يك درصد تعيين كيفيت شدند و با توجه به شكل، داراي كيفيت 
پس ). 1شكل(خوب و مناسب براي ادامه مراحل پژوهش بودند 

اي پلي مراز واكنش زنجيره در DNAهاي از تعيين كيفيت، نمونه
به منظور اطمينان از صحت ، PCRبعد از انجام واكنش . بكار رفتند

اينترون چهارم ژن گرلين، از ) جفت بازي 458(قطعه تكثير شده 
با توجه به تصوير  .)2شكل(درصد استفاده شد  5/1ژل آگارز 

توان بر روي ژل آگارز مي) 2شكل(هاي پي سي آر شده نمونه
اند هاي مورد بررسي فاقد آلودگي و باند اضافه بودهگفت كه نمونه

طراحي شده و برنامه دمايي براي تكثير ناحيه مورد نظر مناسب 
بر  PCR-SSCPدر تحقيق حاضر كه با استفاده از روش . است

ژن گرلين در ) جفت بازي 2355جايگاه ( 4روي ناحيه اينترون 
، AAمرغ بومي آذربايجان غربي انجام گرفت سه ژنوتيپ مختلف 

AB  وBB درصد مشاهده و  6و  42، 52هاي به ترتيب با فراواني
درصد  27درصد و  73اواني به ترتيب با فر Bو  Aدو آلل 

داراي  AAو ژنوتيپ  Aآلل  به عبارت ديگر. شناسايي شدند
 در). 1جدول(  بودند  مطالعه مورد   جمعيت بيشترين فراواني در 

 71تحقيق ديگري بر روي مرغان بومي مازندران براي جايگاه 
و چهار ژنوتيپ  Tو  C ،Bسه آلل ) 2و  1اگزون(جفت بازي 

)TC، CC، TB و CB(  شناسايي شدند كه آللB  و ژنوتيپTB 
جفت  2355داراي حداكثر فراواني بودند، همچنين در جايگاه 

شناسايي شد  ABو  BBدو ژنوتيپ ) 5و اگزون  4اينترون (بازي 
ها نمونه) ژن گرلين 3اينترون (جفت بازي  1215و نيز در جايگاه 

در . )et al. 2011 Falahati(بصورت مونومورف شناسايي شدند 
براي ناحيه اينترون چهارم ژن  et al. (2011)  Falahatiتحقيق

به ترتيب با  Bو آلل  BBگرلين مرغ بومي مازندران ژنوتيپ 
داراي بيشترين فراوني ژنوتيپي و آللي در  625/0و  75/0فراواني 

 AAكه در تحقيق حاضر ژنوتيپ جمعيت مذكور بودند، در حالي
در جمعيت داراي بيشترين فراواني شناسايي شدند كه A و آلل 

  هاجوجه نتايج تحقيقات بر روي ژن گرلين . ژنوتيپي و آللي بودند
  را   )SNPs(  نوكلئوتيدي   تك   چندشكلي   حاوي   مكان   23
  

هاي تك نوكلئوتيدي در موقعيت  مشخص نمود كه سه چندشكلي
اند دهجفت بازي منجر به تغيير آمينواسيدي ش 2355و  1215، 71

)Li et al. 2006( . در تحقيق حاضر نيز سه ژنوتيپ در جايگاه
ژن گرلين شناسايي شد كه ) اينترون چهارم(جفت بازي  2355

دهد جايگاه اينترون چهارم ژن گرلين در مرغان داراي نشان مي
جفت بازي ژن  71بررسي جايگاه . ميزان چندشكلي بالايي باشد

را  )CC و TC، TT(ژنوتيپ  نژاد مرغ چيني سه 13گرلين در 
 Li et(بيشترين فراواني را دارا بود  TTآشكار ساخت و ژنوتيپ 

al. 2006( . در مطالعه حاضر نيز بالاترين فراوني ژنوتيپي مربوط به
جفت ژن  2100در مطالعه جايگاه . بودAA ژنوتيپ هموزيگوت 

انجام شد سه  PCR-RFLPبا استفاده از روش كه گرلين مرغ 
. He et al. 2007)(شناسايي شدند  )CC و TT، TC(پ ژنوتي

خصوصيات ژن گرلين و گيرنده ژن گرلين و  تحقيقات در مورد
ها و اردك مشخص ثير آنها بر روي وجود چربي در لاشه مرغات
 چندشكلي تك نوكلئوتيدي در 48و  43، 8، 19د در كل ش

و جفت بازي ژن گرلين  3567و  3671، 1358، 2751جايگاههاي 
شكلي چند. )et al. 2009)  Nieگيرنده آن به ترتيب وجود دارد 

در . ژن گرلين در ساير حيوانات نيز مورد بررسي قرار گرفته است
 ژن گرلين در گاو انجام  گيرنده  روي  بر كه   تحقيق يك 
چندين چندشكلي تك نوكلئوتيدي در نواحي مختلف اين  .گرفت

در تحقيقي ديگر  (Zhang et al. 2007). ژن شناسايي شد
در ژن گرلين گاو گوشتي  )A/G(چندشكلي تك نوكلئوتيدي 

محققان اگزون  برخي. )sherman et al. 2008( شناسايي شده است
ه ب اندكردهو گاو تعيين توالي  اول و دوم ژن گرلين را در گوسفند

فرم (ها داراي هر دو فرم از ژن گرلين ايكه تك معده طوري
كنندگان فقط هستند در حالي كه نشخوار) غير آسيلهآسيله و فرم 

بررسي ناحيه  .)Dickin et al. 2004(يك شكل از آن را دارند 
 اگزون اول ژن گرلين در گوسفند بلوچي با استفاده از روش

PCR-SSCP هاي يكسان ژنوتيپي را بصورت مونومورفالگو 
  (Tahmoorespour et al. 2009).نشان داد 
مهم يك نشانگر مولكولي تعداد آلل، فراواني آللي، هاي از شاخص
  باشد كه مقدار هر كدامثر و ميزان هتروزيگوسيتي ميوتعداد آلل م
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 -سيناژن( بازي جفت 100 مولكولي نشانگر يك چاهك. PCR بوسيله شده تكثيرمرغ بومي آذربايجان غربي، اينترون چهارم ژن گرلين  بازي جفت 458 قطعات -2شكل

  .درصد 5/1 آگارز ژل روي بر شده استخراج هايDNA از شده تكثير PCR محصولات 2-6 هايچاهك ؛)راناي
  
  

  ژن گرلين مرغ بومي آذربايجان غربي 4فراواني ژنوتيپي و آللي اينترون  -1جدول 

BB  AB  AA ژنوتيپ  

  )درصد(فراواني ژنوتيپي   52  42  6

B  -  A آلل  

  )درصد(فراواني آللي   73  -  27

  
  

ذكر ) 2جدول(ثر در تنوع درون جمعيت در وهاي ماز اين پارامتر
و دو آلل   ژنوتيپي مختلف   الگوي  سه تحقيق  اين   در  .انددهش

شناسايي شدند كه نتايج بدست آمده براي اين ناحيه تا حدود 
بود و نيز يك  et al. (2011)  Falahatiزيادي مطابق با تحقيق 

برخي . اين ناحيه شناسايي شددر AA  ژنوتيپ هموزيگوت
ها در دو نژاد مرغ آذربايجان ها در تعداد و نوع ژنوتيپتفاوت

غربي و نژاد مازندران ممكن است در اثر جهش، مهاجرت و يا 
  تنوع و   هايمعيار  از يكي ديگر   .باشد متفاوت  محيطي  عوامل 

  

  نرم  باشد كه در اين تحقيق به كمكچندشكلي تعداد آلل مؤثر مي
در جايگاه . Yeh et al. 1999)( محاسبه شد  PopGene 1.31افزار 

نوع آلل واقعي  2در مرغ بومي نژاد آذربايجان غربي  ژني گرلين
)B و A( افزارثر آللي بوسيله نرموفراواني م. شناسايي شد 

PopGene1.31  تعداد آلل (رآورد شد، كه نزديكي اين دو عدد ب
به يكديگر نشانگر كارآيي خوب اين ) يثر آللوواقعي و تعداد م

با توجه به اينكه تكنيك . باشدجايگاه ژني در ايجاد چندشكلي مي
SSCP   در   هاجهش در شناسايي  بالايي   تفكيك قدرت  داراي  
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  .م افزار پاپ ژنتوسط نرمرغ بومي آذربايجان غربي هاي آماري و ژنتيكي برآورده شده اينترون چهارم ژن گرلين پارامتر -2جدول

 خطاي استاندارد
  ژنوتيپي

 شاخص
  شانون

آللتعداد
  مؤثر

مقدار
2χ  

هتروزيگوسيتي
Nie  

هتروزيگوسيتي
  مورد انتظار

هموزيگوسيتي 
  مورد انتظار

هتروزيگوسيتي 
  مشاهده شده

هموزيگوسيتي 
  مشاهده شده

  ژن گرلين

 ترون چهارماين  58/0  42/0  6038/0 3962/0 3942/0 36/0 6507/1  5833/0 0267/0

  

  
  بر روي ژل پلي آكريلاميد SSCP روش به غربي آذربايجان بومي مرغان در گرلين ژن چهارم اينترون براي شده مشاهده باندي هايالگو -3شكل 

  
باشد لذا در ادامه كار نوكلئوتيدي و چندشكلي آللي ميهاي رديف

باشد شاخص شانون كه بيانگر تنوع ژنتيكي در جمعيت مي
بدست آمد كه بيانگر ميزان  5833/0د، كه ميزان آن شمحاسبه 

 ).2جدول(باشد چندشكلي نسبتاً بالا در جمعيت مورد مطالعه مي
 طريق ر ازدر تحقيق حاض جمعيت ژنتيكي درون مطالعه تنوع

 شده، مشاهده هتروزيگوسيتي مانند هاييمعيار گيرياندازه
 متوسط( Nie هتروزيگوسيتي و انتظار مورد هتروزيگوسيتي
شد، هتروزيگوسيتي مشاهده نسبت  گيرياندازه) هتروزيگوسيتي

ژنوتيپهاي هتروزيگوت مشاهده شده در جايگاه ژني به كل تعداد 
قط يك ژنوتيپ هتروزيگوت هاست كه در اين تحقيق فژنوتيپ

AB ) بدست آمد و شاخص ديگر ) 42/0با فراواني
هاي انتظار است كه ميزان فراواني ژنوتيپ دهتروزيگوسيتي مور

  آميزش  هتروزيگوت را در جايگاه ژني موردنظر كه تحت شرايط
شاخص كه شامل دو  كندتصادفي هستند، را برآورد مي

ي مورد انتظار هتروزيگوزيستي ني و هتروزيگوزيست
   )2جدول( به  توجه  با   كه است ) ي نا اريبن  هتروزيگوسيتي(

  هتروزيگوسيتي مورد انتظار و هتروزيگوسيتي ني به ترتيب  ميزان
د كه اين ارقام ميزان قابل توجهي از شبرآورد  39/0و  6038/0 

توان در نهايت مي. دهندهتروزيگوتي را در جمعيت نشان مي
 ميزان نشان از ني، و شانون هايشاخص بالاي سبتاًن گفت مقادير

  .دهندمي مطالعه مورد جمعيت در بالا ژنتيكي تنوع
  گيرينتيجه

جفت  458با توجه به نتايج به دست آمده و تكثير قطعه مورد نظر 
توان براي توان نتيجه گرفت كه در مطالعات بعدي ميبازي مي

با . ها استفاده نمودزگرژن گرلين از همين آغا 4ناحيه اينترون 
توان گفت كه اين ژن داراي توجه به نتايج بدست آمده مي

تواند به عنوان يك نشانگر باشد و ميچندشكلي نسبتاً بالايي مي
ها و مطالعات آينده از آن بهره گرفت و در ژنتيكي در بررسي

هاي توليدي و اقتصادي مرغان صورت در دست داشتن ركورد
هاي برتر با و انتخاب ژنوتيپ نژاديدر جهت بهتوان بومي مي

  .دكرتوجه به صفات اقدام 
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  سپاسگزاري

داني خود را از معاونت محترم آموزشي نويسندگان مراتب قدر
  گروه علوم دامي دانشگاه اروميه جناب آقاي دكتر محسن دانشيار 

شان و مسئولان محترم مركز پرورش هاي ارزندهييبه جهت راهنما
صلاح نژاد مرغ بومي آذربايجان غربي بخاطر همكاري و ا

  .دارندهاي خون اعلام ميصميمانه در اخذ نمونه
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