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   .دانشيار، دانشگاه تربت حيدريه2
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 چكيده

ها در مطالعات توالي يابي و تجزيه و تحليل اطلاعات بدست آمده يكي از بهترين و رايج ترين روش

اين ژن عضوي از خانواده . ژن هورمون رشد معروف است 1نام فاكتور  هب PIT-1ژن  .تنوع ژنتيكي مي باشد

 7داراي  و قرار دارد kb14با طول تقريباً  1طيور روي كروموزوم  در و فاكتورهاي نسخه برداري است

 PIT-1ژن  5ناحيه اينترون  تجزيه و تحليل تواليپژوهش اين انجام هدف از  .اينترون مي باشد 5اگزون و 

 پژوهشبراي انجام اين . بودفيلوژني آن با ساير نژادهاي مرغ  درختو ترسيم  آرين مرغان گوشتي لايندر 

استخراج  پس از. جمع آوري شد نمونه خون آرين  گوشتي لاين از هر دو جنس مرغان قطعه مرغ 7 از

DNA ، به تكثير و قطعات تكثير شده پس از خالص سازي هاي اختصاصي آغازگرمورد نظر توسط ژن

نوكلئوتيد چند شكل  6هاپلوتيپ مختلف بر اساس  5تعداد  .توالي يابي شدندصورت رفت و برگشت 

جفت  260با طول تقريبي توالي هاي نهايي بدست آمده از هر هاپلوتيپتعيين گرديد و  در توالي هاموجود 

 .درصد تيمين بود 31/27درصد سيتوزين، 69/32درصد گوانين،  08/18درصد آدنين،  92/21شامل  كه باز

 -JQ946630دسترسيهاي با شماره پايگاه اطلاعاتي بانك ژن در  پس از اطمينان از صحت توالي يابي

JQ946636  پس از اخذ توالي هاي مشابه ژن .ندثبت شد PIT-1 ديگر نژادهاي موجود در بانك جهاني ژن

ان نتايج فيلوژني مشخص كرد كه مرغ آرين ايران با مرغ. درخت فيلوژني با استفاده از آنها ترسيم شد

  . قرار دارند گروهدر يك آمريكايي 

 ، توالي يابي، مرغان گوشتي PIT-1، ژن فيلوژني :واژگان كليدي

                                                             
∗

                                     Email:rodbari.zahra@gmail.com 03443260841: تلفن                         زهرا رودباري: ويسنده مسئولن 
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  مقدمه

از اوايل قرن بيستم جمعيت جهان روندي 

ي خوراكي به رو به افزايش داشته و تأمين نيازها

در جيره هاي غذايي  خصوص پروتئين حيواني

خصوصاً در كشورهاي در حال توسعه به مشكل 

نگهداري و پرورش . پيچيده اي تبديل شده است

تامين گوشت و تخم مرغ مرغ در ايران به منظور 

هاي براي سال .از سابقه طولاني برخوردار است

زيادي متخصصين اصلاح نژاد ساختار ژنتيكي 

حيوانات را از طريق انتخاب فنوتيپي و بدون 

اينكه اطلاعاتي در مورد ژنهاي انفرادي داشته 

 در .)Groenen et al., 2000( باشند تغيير دادند

لي يابي يكي از بهترين بين نشانگرهاي ژنتيكي توا

نتيكي ژها در مطالعات تنوع ترين روشو رايج

 براي حفظ ذخاير ژنتيكيمفيد  ريراهكا كه است

   .)Hiendleder et al., 2002( مي باشد

PIT-1ژن 
ژن هورمون  1كه با نام فاكتور  1

موجودات  رشد معروف است و در بسياري از

انداران اعم از پرندگان، ماهي، انسان و ساير پست

ه عضوي از خانواد ،شناسايي شده است

هاي نام  فاكتورهاي نسخه برداري است و به

Pou1f1 وGHF1  نيز معروف است و در طيور

قرار دارد  kb14با طول تقريباً  1روي كروموزوم 

)Nie et al., 2008( . اين ژن در طيور و ماهي

اما در  ،اينترون مي باشد 5اگزون و  7داراي 

 Nie et(. اينترون دارد 5اگزون و  6 پستانداران

al., 2008; Parmentier et al., 1999 .( تجزيه و

                                                             
1-  pituitary-specific transcription factor 

تحليل مولكولي جمعيتي از مرغ بومي مازنداران 

ژنوم ميتوكندري  HVR-Iبا استفاده از توالي ناحيه 

انجام شده است و توالي اين ناحيه از ژنوم مرغ 

در بانك جهان ژن ثبت شده و گزارش كردند كه 

د پليموتراك، ارغ بومي مازندران با مرغ هاي نژم

،لگهورن ابريشمي، جنگلي خاكستري، مرندي

و بومي كشور آذربايجان در يك دسته قرار  سفيد

 پژوهشهدف از اين ). Pirani et al 2009(دارند 

مرغان در  PIT-1ژن  5ناحيه اينترون تعيين توالي 

 در PIT-1ژن  و مقايسه تواليگوشتي نژاد آرين 

اين نژاد با نژادهاي ديگر مرغان براي بررسي 

همچنين با ثبت توالي  .بودميزان تنوع ايجاد شده 

اين نژاد اين ژن در بانك جهاني كمكي به معرفي 

  . شد به انجمن هاي بين المللي

  

  هامواد و روش

در اين تحقيق خطوط پدري و مادري لاين 

گوشتي آرين كه در آنها بر روي صفات مختلف 

يدي و توليدمثلي انتخاب انجام شده است تول

براي صفت رشد و ضريب تبديل : Bو  Aخط (

) براي صفات توليد مثلي: Dو  Cغذائي، خط 

 7به اين منظور تعداد . مورد مطالعه قرار گرفت

پرنده نر و ماده از چهار خط پدري و مادري با 

شرايط پرورش يكسان به طور تصادفي انتخاب 

رد مطالعه، خونگيري از در جمعيت مو .شدند

نمونه . سياهرگ ناحيه مثلثي زير بال انجام گرفت

هاي خون در ميكروتيوپ هاي حاوي ماده ضد 

تهيه شده و در داخل يخ به EDTA انعقاد 
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علوم  تحقيقاتآزمايشگاه بيوتكنولوژي مؤسسه 

در طي مدت . دامي كشور انتقال داده شد

دماي  نمونه ها در آزمايشگاه در ،DNAاستخراج 

استخراج  .درجه سانتيگراد نگهداري شدند -20

DNA  از نمونه هاي خون كامل به روش بهينه

 شده و تغيير يافتة استخراج نمكي انجام گرديد

)Javanrouh et al ., 2006(.  كميت و كيفيت

استخراج شده به كمك دستگاه  DNAنمونه هاي 

) Nano-Drop2000( نانودراپ- اسپكتروفتومتر

مورد استفاده در  آغازگرهاي توالي .ديدبررسي گر

 Nie et)شامل يك جفت آغازگر بود پژوهش اين 

al., 2008) ،  كه توسط شركت ژن فن آوران سنتز

استفاده  توالي آغازگرهاي هاي مورد. گرديده شد

  :بودبه صورت زير پژوهش در اين 
Forward 5´- GGA CCC TCT CTA ACA 

GCT CTC- 3´ 
Reverse 5´- GGG AAG AAT ACA GGG 

AAA GG- 3´ 

واكنش زنجيره اي پليمراز براي تكثير قطعه 

 PIT-1ژن  5جفت بازي ناحيه اينترون  599

توسط دستگاه ترموسايكلر براساس روش 

در  PCRاجزاي واكنش . استاندارد انجام شد

ميكروليتر و غلظت مواد به شرح  25حجم نهايي 

  :زير بود

mM Tris-HCL(PH 8.8)100 ،1 حد وا

 ،dNtpاز هر  mM2/0پليمراز،  Taqآنزيم 

mM5/1 ازMgCl2 ،pmol 5  از پرايمر اختصاصي

هدف كه با استفاده  DNAنانوگرم از  100ژن و 

 94از برنامه حرارتي  واسرشت سازي در دماي 

ثانيه، اتصال در دماي  30درجه سانتيگراد براي 

درجه  72ثانيه، تكثير در دماي  45درجه براي 61

ثانيه، يك مرحله واسرشت سازي اوليه  60براي 

دقيقه و يك  3درجه سانتيگراد براي  94در دماي 

 5درجه براي  72مرحله تكثير نهايي در دماي 

الكتروفورز . سيكل تكثير شد 35دقيقه در 

محصولات واكنش زنجيره اي پليمراز بر روي ژل 

درصد و رنگ آميزي ژل با اتيديوم برومايد 2آگارز

جهت تجزيه و تحليل توالي هاي .صورت گرفت

 Bio 7 بدست آمده از برنامه هاي نرم افزاري

Edit ،Sequin  ،MEGA 5 و Arlequin3.5 

بالاترين همولوژي توالي  تعيينجهت . استفاده شد

 NCBIپايگاه تحت  BLAST از رويهآرين مرغ 

بررسي كيفيت توالي هاي جهت  و استفاده گرديد

 BioEdit7  (Hall,1999)از برنامه بدست آمده

 BioEdit7و توالي ها توسط نرم افزار  استفاده شد

 260ويرايش شده و به صورت رشته توافقي 

كليه توالي هاي مربوط  .جفت بازي در آمدند

  مرغان گوشتي لاين آرين توسط نرم افزار

MEGA 5 )Tamura et al., 2011 ( در يك فايل

ست ادغام و پس از همرديف كردن توالي هاي بد

آمده، نوكلئوتيدهاي جايگزين، حذف و يا اضافه 

. شده تعيين و هاپلوتيپ ها نيز مشخص شدند

و تنوع ) هتروزيگوسيتي(تنوع هاپلوتيپي 

) 1-1(به ترتيب با استفاده از روابط نوكلئوتيدي 

 Arlequin3 (Excoffier توسط نرم افزارو ) 1-2(

et al., 2005) به منظور انجام  و محاسبه شد

چندين نژاد  PIT-1ژن از توالي  فيلوژنييسات مقا

مختلف مرغ موجود در پايگاه اطلاعاتي بانك ژن 

فيلوژني توالي درخت در نهايت  استفاده شد و



 1393، شهابي و همكاران

٨٤ 

 

2توسط رويه با ساير نژادها ايران مرغ آرين 
NJ  بر

3پايه 
ML به كمك نرم افزار MEGA 5 

)Tamura et al., 2011 (توالي هاي  .رسم گرديد

با طول  مده از هر هاپلوتيپآدست نهايي ب

با استفاده از نرم افزار  جفت باز 260تقريبي

Sequin در  پس از اطمينان از صحت توالي يابي

ي دسترسهاي با شماره پايگاه اطلاعاتي بانك ژن 

JQ946630-JQ946636 ندثبت شد.   

                                                                                      )1-1( رابطه
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  نتايج و بحث

 PIT-1جفت بازي از ژن  599تكثير قطعه 

با  (PCR)به كمك واكنش زنجيره اي پليمراز 

به خوبي  هاي اختصاصياستفاده از آغازگر

با استفاده از برنامه حرارتي  .صورت گرفت

مناسب، آغازگرهاي اختصاصي و شرايط 

جفت بازي بدون قطعات  599آزمايشگاهي قطعه 

 Nei et(غير اختصاصي بدست آمد كه با نتايج 

al., 2008 (مطابقت داشت.  

نمونه به خوبي انجام  7توالي يابي در 

بدست آمده از توالي يابي،  599قطعه  گرفت و

جفت بازي در همه نمونه  260 ويرايش و قطعه

كه تركيب آن از مورد استفاده قرار گرفتند  ها

درصد  A( ،08/18(درصد آدنين 92/21

                                                             
2
- Neighbor- Joining 

3- Maximum Likelihood 

 C(،31/27(درصد سيتوزين 69/32، )G(گوانين

بيشترين تغييرات  تشكيل شده و) T(درصد تيمين

 5تعداد . حيه قرار داشتندنوكلئوتيدي در آن نا

بين توالي هاي مورد بررسي تعيين  هاپلوتيپ از

از . بودند 4جايگاه چند شكل 6شدند كه داراي 

جهش  جايگاه 4 ،چند شكل حاصله جايگاه6بين 

 بود 5تبديل به نوكلئوتيد ديگر جانشيني كه حاصل

رخ داده  6يهم حذف نوكلئوتيد در دو جايگاهو 

تا  25طور عمده از نوكلئوتيد  اين تغييرات به. بود

ويژگي هاي نمونه هاي مورد . مشاهده شدند 213

نتايج  .آورده شده است 1 بررسي در جدول

از نسبت  پژوهشجايگزيني نوكلئوتيدها در اين 

جهش ها در ميان چهار نوكلئوتيد موجود در 

) Li et al., 1984(كه توسط  DNAساختمان 

ي از تعداد. گزارش شده پيروي مي كند

جايگاههاي چندشكل مشاهده شده در اين 

هم از نظر محل و هم از نظر نوع  پژوهش

 )Nei et al., 2008 (جايگزيني مطابق با گزارش 

اين مشابهت مي  .در رابطه با مرغان چيني بود

ده و بر صحت توالي هاي بدست آم تواند دليلي

همچنين وجود جد و يا اجداد مشترك بين 

  .جمعيت هاي مورد بررسي باشد

                                                             
4
 Single Nucleotide Polymorphism 

5
 Transversion 

6
 Deletion 
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 .جفت باز روي ژل آگارز دو درصد 599به طول PCR تمحصولاالكتروفورز  - 1شكل 

Figure 1- Electrophoresis of 599 bp PCR Products on 2% Agarose gel. 
  

 .مرغان لاين آرين هاي به دست آمده براي هاپلوتيپ هايSNP -1 جدول

Table 1- SNP position of Arian line chicken haplotypes. 

  
 SNPموقعيت 

SNP Position  
 

        

  هاپلوتيپ

Haplotype 

  فراواني

frequency 

 درصد فراواني

Frequency 

Percentage  
25 43 54 193  212 213    

1 1 14.286 T T T G T T  
2 3 42.856 A . G . . .  
2 1  14.286  A . G . deletion G  
4 1 14.286 A G G . . .  
5 1  14.286  A . G deletion . .  

  

از آنجائيكه تعداد جايگاهاي چند شكل به 

لذا از پارامتر ديگر  ،تعداد نمونه وابسته مي باشند

يا هتروزيگوسيتي در ) π( يعني تنوع نوكلئوتيدي

و  DNAسطح نوكلئوتيد استفاده شد كه به طول 

اندازه نمونه بستگي ندارد و عبارت از متوسط 

تفاوت نوكلئوتيدي بين دو توالي در هر جايگاه 

تنوع ). Nei and Kumar, 2000( مي باشد

در جمعيت مرغان گوشتي آرين ) π(نوكلئوتيدي 

مقدار تنوع نوكلئوتيدي . تخمين زده شد 005/0

-019/0( حاضر در محدوده مقداري است

دا يوكاريوت ذكر شده كه براي موجو) 002/0

مقدار تنوع  ).Nei and Kumar, 2000( است

برآورد شد كه  81/0هاپلوتيپي در جمعيت حاضر 

نشان از تنوع متوسط و پايين در اين جمعيت 

فراواني نسبي نوكلئوتيدها در توالي تك . دارد

7توالي كليو   PIT-1ژن  5رشته ناحيه اينترون
  

                                                             
7
 Consensos 
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 3 در جدول نوكلئوتيد 260مرغ آرين به طول 

  .آورده شده است

پنجاه يك  در اواخر دههبا توجه به اينكه 

هاي لاين  اقدام به انتقال اولين گله خارجيشركت 

، همانطور كه انتظار مي رفت مرغان به ايران كرد

گوشتي لاين آرين ايران قرابت ژنتيكي بسيار 

نزديكي با مرغان واشنگتون نشان دادند و 

تون ، ميشيگان، همچنين با مرغان واشنگ

كاليفرنيا در يك گروه قرار دارند  و ويسكانسين

كه اين نشان دهنده داشتن جد مشترك با مرغان 

آمريكايي مي باشد اما با مرغان لگهورن سفيد 

هيچ شباهتي ندارند و در يك شاخه جداگانه قرار 

گرفته اند و بيشترين فاصله ژنتيكي را با اين نژاد 

يت توالي هاي بدست در نها .)3شكل ( دارند

جفت باز براي  260آمده از اين منطقه با طول 

اولين بار در بانك ژن با كدهاي 

  .ثبت شدند  JQ946630- JQ946636دسترسي

  

 PIT-1 ژن، تنوع نوكلئوتيدي و هاپلوئيدي نوكلئوتيدها نسبي درصد فراوانيتعدا هاپلوتيپ،  -3 جدول

  .مرغان لاين آريندر 
Table 3- Number of haplotypes, nucleotides relative frequency percentage, nucleotide 

and haplotype diversities of Arian line chickens. 

    
 درصد فراواني نوكلئوتيدي

Nucleotides Relative Frequency 

Percentage  
    

 تنوع 

 هاپلوتيپي

Haplotype 

 Diversity 

تنوع 

  نوكلئوتيدي
Nucleotide 

Diversity 

C G T A G+C A+T 

 تعداد 

 هاپلوتيپ

Number 

of 

Haplotype  

  جمعيت
Population 

0.81  0.005  32.69 18.08 27.30 21.92 50.77  49.23 5  
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 PIT-1ژن  5براساس توالي بدست آمده از ناحيه اينترون ) NJنمودار درختي(نمودار فيلوژني  -3شكل 

اعداد  .و ساير توالي هاي اين ناحيه موجود در بانك جهاني ژن به همراه كد دسترسي آنهامرغ آرين 

  .مرتبه نمونه گيري مي باشد 1000روي گره مربوط به درصد مشابهت درون گروهي حاصل از 
Figure 3- Phylogenetic Tree (NJ) based on intron region sequence of PIT-1 gene of 

Arian chicken and other sequences of this region are taken from GenBank along with 

their accession number. The number at the nods represented the percentage bootstrap 

values for interior branches after 1000 replications.  
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Abstract 
Sequencing and analysis of the data obtained are best and most common methods in 

studies of genetic diversity. PIT-1gene is known as growth hormone IGF-1 gene .this gene is 

a member of family of transcription factors in the poultry is located on chromosome 1, with a 

length of approximately 14 kb. This gene has seven exons and five introns in poultry. The 

purpose of this study was analysis region of intron 5 sequence of PIT-1 gene in broiler 

chickens Arian lines and determining its phylogenetic relationship with other chicken breeds. 

For this study, blood samples were collected of seven broiler chickens of both sex Arian lines. 

After extracting DNA from them, target gene was amplified with specific primers and after 

purification was sequenced. Five different haplotypes were determined based on six single 

nucleotide polymorphism sequence and the final sequences of each haplotype with length 

approximate 260 bp which includes 21/92 % adenine, 18/8 % guanine, 32/69 % cytosine and 

27/31 % thymine. After ensuring the accuracy of sequencing, submitted to gene bank database 

(NCBI) with accession number of JQ946630- JQ946636.The phylogenic tree was drawn with 

consensus sequence of PIT-1 gene of Arian line chicken and other similar sequences of 

different chicken breeds obtained from gene bank. Results the phylogeny indicated that Arian 

line chicken and American Chickens are on a lineages 

Key Words: Phylogeny, PIT-1 Gene, Broiler Chickens, Sequencing. 
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