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 چکیده 

اندازه جمعيت آنها  كوچک بودن بومي به عنوان سرمایه ملي و انحفظ تنوع ژنتيكي در جمعيت مرغ

ها یا در درون نژادبين ميتوكندري در  bناحيه سيتوكروم نوكلئوتيدي توالي . بررسي استاهميت حائز بسيار 

 پژوهش ازهدف  .مطالعه باشدمورد هاي  تمي تواند شاخص مناسبي از ميزان تنوع موجود در جمعي آنها

از ژنوم ميتوكندري مرغ بومي  b، بررسي ژنتيكي و فيلوژنتيكي توالي نوكلئوتيدي ناحيه سيتوكروم اخير

. پس از استخراج گردیدقطعه مرغ بومي خراسان نمونه خون جمع آوري  5 از بدین منظور .استخراسان 

DNA، توكروم جفت بازي ناحيه سي 858قطعه  تكثيرb  انجام توسط آغازگرهاي اختصاصي ميتوكندري

 2تعداد  قطعات تكثير شده پس از خالص سازي به صورت رفت و برگشت توالي یابي شدند.. گرفت

تعيين گردید. توالي هاي نهایي  نوكلئوتيد چند شكل موجود در توالي ها 2هاپلوتيپ مختلف بر اساس

درصد  50/13درصد آدنين،  25/26جفت باز كه شامل  087بيبا طول تقری بدست آمده از هر هاپلوتيپ

 UPGMدرصد تيمين بود. نتایج فيلوژنتيكي با استفاده از روش  82/23درصد سيتوزین، 36/36گوانين، 

با مرغ بومي  كمترین فاصله ژنتيكيو  كه مرغ بومي خراسان در گروه مرغان آسيایي قرار مي گيرد ،نشان داد

 .چين دارد

 ، مرغ بومي خراسان، ژنوم ميتوكندري bدي: فيلوژني، سيتوكروم كلمات كلي
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 مقدمه

نژادهاي بومي هر كشور به عنوان یک 

سرمایه ملي و محصول استراتژیک مطرح مي 

باشند، پرورش و نگهداري مرغ هاي بومي در 

 زیادي تایي اهميتبهبود اقتصاد خانوارهاي روس

 دارد. ضرورتحفظ و تكثير این نژادها لذا دارد، 

یک ذخيره ژنتيكي هستند بومي بعنوان  مرغ هاي

شناخت دقيق تر و كسب اطلاعات بيشتر در كه 

براي نسل  مورد آنها به جهت حفظ ذخایر ژنتيكي

ري به نظر مي رسد. یكي از وهاي آینده نيز ضر

كاربردي ترین راههاي شناسایي این نژادها 

 استفاده از تكنيک مولكولي به خصوص استفاده از

كه اساس  ( استmtDNAژنوم ميتوكندریایي)

، خالص  DNAاینگونه تحقيقات بر پایه استخراج

مي باشد و توالي یابي  PCRسازي محصولات 

(Pirani et al., 2010 .) ميتوكندري اندامكي

كه در بيشتر سلول هاي بدن  ،سيتوپلاسمي است

وجود دارند. این اندامک قادر به توليد انرژي 

حلقوي  DNAداراي  .براي سلول است

هسته اي است و  DNAاختصاصي و مستقل از 

كه  ،كند ژن را كد مي 30در گونه هاي جانوري 

ژن  22ژن كد كننده زنجيره تنفسي،  13شامل 

است و  rRNAژن كد كننده  2و tRNAكد كننده 

جفت باز مي هزار  16طول تقریبي آن در طيور 

 .(Mohammadi Pestehbig et al., 2011) باشد

بيش از هزار نسخه  به توانمي mtDNAاز مزایاي 

، كوچک بودن اندازه آن نسبت به ازاي هر سلول

ژنومي، وراثت پذیري مادري، هاپلوئيد DNA به

عدم وجود نوتركيبي در آنها، امكان تكثير با بودن، 

اختصاصي و توالي یابي آغازگرهاي استفاده از 

ه نواحي حفاظت نشده ك نواحي حفاظت شده و

براي مطالعات تكاملي گونه ها وابسته مي باشد 

بررسي  (.Bellagamba et al., 2001) اشاره نمود

تنوع ژنتيكي درون و بين جمعيتها با استفاده از 

شروع شد. از آن  1101از سال ميتوكندري  ژنوم

زمان به بعد مطالعات تئوري و تجربي این 

هاي باره جمعيتمولكول بسيار متغير به دانش ما در

جانوري افزوده است و مقایسه توالي هاي مناطق 

مختلف ژنوم ميتوكندري به دليل سرعت بالاي 

در مقایسه با ژنوم هسته  ميتوكندري تكامل ژنوم

شواهدي را در مورد تنوع ژنتيكي و منشا تكاملي 

اولين (. Lolai., 2001) مي نمایدگونه ها فراهم 

 توالي كامل ژنوم ميتوكندري مرغ به طول

جفت باز و طول قطعات ژني آن از قبيل  16005

 جفت باز توسط 1132به طول  Cty-bناحيه 

(Desjardins & Morais, 1990)   با كد دسترسي

X52392.1  تواليدر مطالعاتي . گردیدگزارش 

 Kornegayگونه پرندگان ) 1در  Cyt-bژن  كامل

et al., 1993 گونه قرقاول آفریقایي و  13( و

( گزارش Crowe et al., 1992ني )بلدرچين ژاپ

از آن زمان تاكنون مطالعات بر پایه شده است. 

در توالي ژنوم ميتوكندري سرعت گرفته است. 

ميتوكندري به  Cyt-bمطالعه دیگري توالي ناحيه 

جفت باز در مرغ بومي ژاپن نژاد  1137طول 

كه متعلق به لاین تجاري  Chunckyگوشتي 

بط فيلوژنتيک و بررسي و روا ،كورنيش است
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مادریشان مورد بررسي قرار گرفتند.  مسير و منشأ

 0هاپلوتيپ از  18از SNPعدد  1 در مطالعه فوق

 ,.Shen et alگروه هاپلوئيدي مشخص شد)

روي ژنوم ميتوكندري بر كه  پژوهشي .(2002

پرنده از زیر گونه هاي مرغ جنگلي انجام  137

گروه  6هاپلوتيپ از  32از  SNPعدد  33گرفت 

 .(Silva et al., 2008)گردید  هاپلوئيدي شناسایي

 Mohammadabadi et) مطالعه ايدر  ،همچنين

al., 2010)  سه جهت بررسي تنوع ژنتيكي در بين

مرغ بومي خراسان از چهار ماركر ریزماهواره نژاد 

استفاده كردند و گزارش كردند كه این جمعيت 

رد انتظار با توجه به هتروزیگوتي مومورد مطالعه 

و مشاهده شده از تنوع بالایي برخوردار است. 

بررسي و تجزیه و تحليل اخير هدف از مطالعه 

 DNAاز  Cyt-bژنتيكي و فيلوژنتيكي ناحيه 

ميتوكندریایي مرغ بومي خراسان است تا 

اطلاعاتي از وضعيت توالي این ناحيه از ژنوم 

ميتوكندري این نژاد بدست آورده و ضمن مقایسه 

سایر نژادها توالي بدست آمده براي این توده با 

 بومي در بانک جهاني ژن ثبت شود.

 

 ها روش و مواد

نمونه هاي خون مرغان بومي خراسان از 

بانک خون گروه علوم دامي دانشكده كشاورزي 

دانشگاه فردوسي كه بانک ژنومي ایران نيز مي 

نمونه خون با اطمينان از  5تهيه و تعداد  ،باشد

بطه خویشاوندي بين نمونه ها انتخاب عدم را

گردید. نمونه هاي خون تا زمان استخراج در لوله 

 -27در فریزر در دماي  EDTAهاي حاوي 

با استفاده از  DNAدرجه نگهداري شد. استخراج 

صورت گرفت. كميت و كيفيت   GenNetكيت

DNA  استخراج شده به روش طيف سنجي با

 Nano Drop-NDراستفاده از دستگاه اسپكتوفتومت

 آمریكا سنجيده شد. Thermoشركت  2000

براي تكثير بخشي از توالي ژن آغازگر طراحي 

Cyt-b ازmtDNA با استفاده از نرم افزارPrimer 

premier 5  (Premier Biosoft, USA)  و ژنوم

شماره دسترسي ) كامل ميتوكندري مرغ اهلي

X52396) هاي آغازگرتوالي . صورت گرفت

 :بودبه صورت زیر اخير ه در تحقيق طراحي شد
Forward 5´- CGC CCT CAC AAT CCT 

TAC AAC - 3´ 
Reverse 5´- GTT TGA TAT GTG GGG 

GGG TTA C- 3´ 
موجود  BLASTبا استفاده از رویه  ،سپس

، ميزان (NCBI) در پایگاه بانک جهاني ژن

همپوشاني آنها با توالي هاي موجود، مقایسه 

ره اي پليمراز براي تكثير جيواكنش زن گردید.

از  Cyt-bجفت بازي ناحيه ژني  858قطعه 

mtDNA توسط دستگاه ترموسایكلر Biometra 

 براساس روش استاندارد انجام  T-personalمدل 

 25در حجم نهایي  PCRاجزاي واكنش  گرفت.

، mM Tris-HCL(PH 8.8) 100شامل ميكروليتر 

هر از  mM2/7پليمراز،  Taqواحد آنزیم  1

dNtp، mM  5/1  2 ازMgCl ،pmol 5  از

 DNAنانوگرم از  177اختصاصي ژن و آغازگر 

واسرشت  كه با استفاده از برنامه حرارتي فده

 37درجه سانتيگراد براي  13سازي در دماي 

ثانيه،  37درجه براي  50ثانيه، اتصال در دماي 

ثانيه، یک  35درجه براي  02تكثير در دماي 
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درجه  13ازي اوليه در دماي مرحله واسرشت س

دقيقه و یک مرحله تكثير نهایي  5سانتيگراد براي 

سيكل  35دقيقه در  17درجه براي  02در دماي 

جيره الكتروفورز محصولات واكنش زن تكثير شد.

درصد و رنگ  1 اي پليمراز بر روي ژل آگارز

 آميزي ژل با اتيدیوم بروماید صورت گرفت.

محصول واكنش زنجيره  ميكروليتر از 177مقدار 

 57اي پليمراز، خالص سازي شد و به همراه 

هاي رفت و آغازگرميكروليتر از هر یک از 

پيكامول به  17برگشت مورد استفاده با غلظت 

كره MacroGen منظور تعيين توالي به شركت

. این نمونه ها با استفاده از گردیدجنوبي ارسال 

نگر به روش اتوماتيک سا ABI 3130دستگاه 

. سپس با استفاده از ابزار شدندتوالي یابي 

در  blastnو رویه  BLASTقدرتمند 

ميزان همولوژي توالي هاي بدست   NCBIپایگاه

آمده سنجيده شد. به منظور بررسي رابطه 

فيلوژنتيكي نژادهاي مورد مطالعه، نمودار درختي 

توالي هاي همردیف  UPGMAبا استفاده از رویه 

 MEGA 5 (Tamura etافزار شده، به كمک نرم

al., 2011 )تعيين هاپلوتيپ ها از  .م گردیديرست

 نرم افزار Disparity Index Analysisرویه

MEGA5  گردیداستفاده . 

 

 نتایج و بحث

از تمام نمونه ها با  DNAاستخراج 

. نتایج طيف سنجي نشان داد گرفتموفقيت انجام 

شده از كيفيت مناسبي  استخراج DNAكه ِ

خوردار است. الكتروفورز محصولات تكثير بر

درصد نشان داد كه  1شده بر روي آگارز 

طراحي شده به خوبي فعاليت نموده آغازگرهاي 

به طول  bسيتوكروم و قطعه اختصاصي براي 

 (.1)شكل  باز تكثير نمودند جفت 858

 

 
 .ددرص 1جفت باز روی ژل آگارز  858به طول PCR تمحصولاالکتروفورز  -1شکل 

Figure 1- Electrophoresis of 858 bp PCR Products on 1/5 % Agarose gel. 
 

جفت بازي  858تعيين توالي قطعه 

براي هر پنج نمونه انجام گرفت، اما  bسيتوكروم 

نتایج حاصل از یكي از نمونه ها به علت كيفيت 

آناليز مورد بسيار پایين كنار گذاشته شد و در 

بدست آمده از  858قطعه  .استفاده قرار نگرفت

جفت بازي در  087توالي یابي، ویرایش و قطعه 
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 2همه نمونه ها مورد استفاده قرار گرفتند. تعداد 

هاي مورد بررسي تعيين توالي بين  هاپلوتيپ از

( SNPجایگاه چند شكل ) 2كه داراي  ،شدند

كه حاصل جایگاه جهش جانشيني  در یک. هستند

 است 1به پيریميدیني پورینيتبدیل نوكلئوتيد 

 اضافه شدندیگر بود و در جایگاه اتفاق افتاده 

كه این اضافه شدن است رخ داده  2نوكلئوتيد

جایگزیني اسيد آمينه آسپارژین با سبب نوكلئوتيد 

توالي اسيد آمينه اي ناحيه سيتوكروم  در گلایسين

b در  .( 2)شكلشده است  در مرغ بومي خراسان

مرغ بومي  8توكروم در كامل ناحيه سي بررسي

Chunky  توالي یابيو، Shen et al. (2002 )

 3، كه شامل نوكلئوتيد گزارش كردند 1137

كه همه آنها از نوع  مي باشدجایگاه چند شكل 

و دو تا از آنها در سومين هستند جایگزیني 

 هيچ ،بنابراینقرار دارند. كدون موقعيت 

و دو تاي  هجایگزیني در توالي اسيد آمينه رخ نداد

كه قرار داشتند، دیگر در اولين موقعيت كدون 

در توالي اسيد آمينه شدند. سبب جایگزیني 

توالي كامل  Nishibori et al. (2003)،همچنين

DNA  ميتوكندریایي در مرغان لگهورن سفيد و

پليموت راک را توالي یابي كردند و گزارش 

ميتوكندریایي مرغ لگهورن  DNAكردند كه توالي 

 NCBIثبت شده در ر مقایسه با توالي مرغ اهلي د

جایگاه  15جایگاه چند شكل جانشيني و  32

كه این  ،جایگزیني نشان داد چند شكل حذف و

اسيد  27تغييرات نوكلئوتيدي منجر به جانشيني 

جایگزیني اسيد  و هيچ حذف واست آمينه شده 

                                                           
1 transversion 
2 Insertions 

در مقایسه توالي  ،آمينه اي رخ نداده بود. همچنين

گهورن در این مطالعه با توالي مرغ لگهورن مرغ ل

( در دو جایگاه AP003580شماره دسترسي )

چندشكلي جانشيني و در دو جایگاه حذف و 

كه این تغييرات سبب است، جایگزیني رخ داده 

تغيير اسيدآمينه اي نشده بودند و در مقایسه توالي 

جایگاه  3مرغ لگهورن با پليموت راک سفيد 

 جایگاه حذف و 3چندشكل جانشيني و 

كه این تغييرات سبب گردید، جایگزیني مشاهده 

 اسيدآمينه شدند. تغيير جایگزیني در توالي

نمونه مرغ  3مقایسه  توالي نوكلئوتيد هاي 

 Disparity Indexبومي خراسان با استفاده از ابزار

Analysis   نرم افزارMEGA5 (Tamura et al., 

هاپلوتيپ در جمعيت را نشان  2وجود  (2011

 (.3داد )شكل 

با توجه به هاپلوتيپ هاي به دست آمده 

مي توان توالي مورد توافق را محاسبه نمود. از 

آنجائيكه تعداد جایگاههاي چند شكل وابسته به 

تعداد نمونه هستند، لذا از پارامتر دیگر یعني تنوع 

( یا هتروزیگوسيتي در سطح πنوكلئوتيدي)

نوكلئوتيد استفاده گردید، كه تحت تاثير طول 

DNA  و اندازه نمونه نيست و عبارت از متوسط

تفاوت نوكلئوتيدي بين دو توالي در هر جایگاه 

 (.Nei and Kumar., 2000مي باشد )
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 .بومی خراسان و مرغ اهلی مرغ در  bسیتوکروم ای ناحیهتوالی اسید آمینه مقایسه  -2شکل

Figure 2- Comparison of the amino acid sequence of cytochrome b region in native 

chicken of Khorasan and domestic chicken.  

 

 
ر نمونه مرغ بومی انوکلئوتید، برای چه 084، به طول bتوالی نوکلئوتیدی ناحیه سیتوکروم -0شکل 

 .خراسان
Figure 3- The nucleotide sequences of cytochrome b for four native chicken of khorasan 

samples with length of 780. 
 

اپلوتيپي در جمعيت حاضر مقدار تنوع ه

در  پایينتنوع بيانگر سطح كه  گردید، برآورد5/7

مطالعه نتایج مي باشد. مرغ بوي خراسان جمعيت 

 bكه ناحيه سيتوكروم  ،دلالت بر این دارداخير 

مي باشد و ميزان جهش و  یک ناحيه كد كننده

 & Eyre-walker) تنوع در آن پایين است

Awadalla., 2001.)  فراواني نسبي نوكلئوتيدها

بومي مرغ   bمورد توافق سيتوكرومدر توالي 

 1 در جدول نوكلئوتيد 087به طول خراسان 

نوكلئوتيدها در این  با درصد آورده شده است

 NCBIمرغ اهلي ثبت شده در  mtDNAناحيه از 

 توسط X52392.1با شماره دسترسي 

Desjardins & Morais  كه به عنوان اجداد مرغان

اهلي امروزي مطرح مي باشند، بسيار نزدیک 

 است.
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 و مرغ اهلی مرغ بومی خراسان در  bناحیه سیتوکرومدرنوکلئوتیدها  نسبی درصد فراوانی -1-جدول
Table 1- Nucleotides relative frequency percentage in cytochrome b region in native 

chicken of khorasan and Domestic Chicken. 
 درصد فراواني نوكلئوتيدي

Nucleotides frequency percentage 
 

C G T A G+C A+T 
 جمعيت

Population 

(284)
36.36 

(106 )
13.57 

(186 )
23.82 

(205) 

26.25 
49.94 50.06 

 بومي خراسان غمر

Khorasan Native 

Chicken    

(284)
36.41 

(105 )
13.46 

(186 )
23.85 

(205 )
26.28 

49.87 50.13 
 مرغ اهلي

Domestic 

Chicken 
 

درصد  BLASTدر ادامه با استفاده از ابزار 

مرغ بومي خراسان b ناحيه سيتوكروم  تواليتشابه 

تعيين  NCBIثبت شده در پایگاه با توالي هاي 

درصد  177ي ها در سطح . كه اكثریت توالشد

ناحيه سيتوكروم مرغ با توالي را  بيشترین تشابه

داشتند كه این نتایج بر این دلالت بومي خراسان 

یک ناحيه حفاظت  bدارد كه این ناحيه سيتوكروم 

تغييرات نوكلئوتيدي در آن به ندرت  شده است و

 ,.Eyre-walker and Awadalla)رخ مي دهد

به  (Nishibori et al., 2001)پژوهش در  (.2001

منظور بررسي منشأ مادري و تعيين روابط 

نژاد بومي ژاپني و مرغهاي  27فيلوژنتيک 

آنها چنين شباهت هایي وجود دارد، اندونزیایي 

ژاپن از  بومينتيجه گرفتند كه بعضي از نژادهاي 

داخل ژاپن نشأت نگرفته اند و نژادهاي سایر 

ي را تشكيل هاي بومي ژاپن كشورها پایه مرغ

 bنمودار فيلوژني توالي ناحيه سيتوكروم  دادند.

مرغ بومي خراسان و نژادهاي مرغ موجود در 

NCBI  نشان مي دهد كه توالي ناحيه سيتوكرومb 

در مرغ بومي خراسان با مرغ بومي چين، بومي 

لاوس و لگهورن سفيد نزدیكي بيشتري دارد، كه 

كي بسيار قرابت ژنتياین امر ممكن است به دليل 

مرغ بومي خراسان با نژادهاي آسيایي نزدیک 

اما با مرغ نيوهمشایر هيچ شباهتي ندارند و  باشد،

در شاخه مجزا قرار گرفته است و بيشترین فاصله 

 ژنتيكي را با نژاد نيوهمشایردارد.
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د در بانک براساس توالی کلی مرغ بومی خراسان و برخی نژادهای مرغ موجونمودار فیلوژنی  -0شکل 

 .جهانی ژن به همراه کد دسترسی آنها
Figure 4- Phylogenetic tree based on consensus sequences of Khorasan native chicken 

and other chicken breeds are taken from GenBank along with their accession numbers. 
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Abstract 

Maintain genetic diversity in population of native chickens is very important. They are 

as a national investment and the small size of their populations. Studying cytochrome b region 

of mitochondrial genome in between or within breeds can give useful information about 

genetic diversity of the population to be studied. The purpose of current study was genetic and 

phylogenetic investigate cytochrome b region of mitochondrial genome in native chicken of 

Khorasan. In order to, blood samples were collected from 5 native chicken of Khorasan. After 

extracting DNA, fragment 858 bp of cytochrome b region genome mitochondrial amplified by 

primers was designed and fragment amplified after purification was sequenced. Two different 

haplotypes were determined based on two single nucleotide polymorphism sequence and the 

final sequences of each haplotype with length approximate 780 bp which includes 26/25 % 

adenine, 13/57 % guanine, 36/36 % cytosine and 23/82 % thymine. Using the UPGM 

phylogenetic test results showed that the native chicken of Khorasan is in group of Asia 

chicken and has the lowest genetic distance with native chicken of china. 

Keyword: Phylogeny, Cytochrome b, native chicken of Khorasan, Genome Mitochondrial. 
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