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    Abstract 

 

Objective  
Evaluation and conservation of native chickens as future genomic resources are essential. 

In this study, genomic diversity of four Marandi breeds was investigated using whole 

genome sequencing technique. 

 

Materials and Methods 
 Blood samples were taken from four chickens in East Azerbaijan province, Iran. Whole 

genome sequencing (paired end sequencing) was done by Illumina Company (Hiseq 
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2500). Data quality control was performed by FastQC program. Whole genome 

sequencing data were aligned with genome reference (Gallus_gallus-5.0/galGal5) using 

MEM algorithm implemented in burrows wheeler aligner program (BWA). Single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) and small insertions and deletions (INDELs) were 

identified by the GATK program. Annotation of SNPs and Indels was done using SnpEff 

program. Genetic diversity of 4 chicken genomes was calculated with VCFtools.  
 

Results 

The short sequences were compared with the reference genome of over 99% and with the 

mean depth of 7X coverage. In this study, 8.7 million SNPs and 9.1 Indels were identified 

with the most counts of them in the intron and intergenic regions. The mean of observed 

and expected heterozygosity percentages for SNPs in four chicken genomes were 0.33 

and 0.35, respectively.  

 

Conclusion 

Results from annotation showed that percentage of the silent SNPs (74.64%) is higher 

than that the nonsynomous SNPs (missense and nonsense) in Marandi chicken genome. 

The results obtained from this research can be useful for Marandi chicken breeding and 

conservation programs. 
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 چكيده

مرغ از عه قط چهاري نوع ژنومتاست. در اين تحقيق  ژنتيكي آينده ضروري ذخايرارزيابي و حفاظت از مرغان بومي به عنوان : هدف

  كل ژنوم بررسي شد. يابي تواليتكنيك با استفاده از مرندي نژاد 
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 End- رتصو به منوژ كل يابيلياتو .نمونه خون چهار قطعه مرغ بومي از استان آذربايجان شرقي گرفته شد :هامواد و روش

paired  2500 يلوميناا شركت توسط سويهيا دو Hiseq ها توسط برنامهكيفيت داده شد. منجااFastQC  هاهداد. ندبررسي شد 

ند. ) همرديف شدGallus_gallus-5.0/galGal5ع (مرج ومبا ژن BWAبرنامة به كار برده شده در  MEM الگوريتمبه وسيله 

- سازي چندد. مستندنشناسايي شد GATKبا برنامة  ومهاي كوچك ژنو حذف و اضافه) SNPs(نوكلئوتيدي هاي تكچندريختي

 با برنامهكي ژنوم چهار مرغ تنوع ژنتيانجام شد.  SnpEffبا برنامة  ومهاي كوچك ژنتيدي و حذف و اضافههاي تك نوكلئوريختي

VCFtools محاسبه شد.  

در اين پژوهش بود.  X٧و ميانگين عمق پوشش  درصد بود ٩٩با ژنوم مرجع بالاي هاي كوتاه درصد همرديفي توالي: نتايج

ين و ب اينترون ر نواحيدكه بيشترين مقدار آن  كوچك بدست آمد حذف و اضافه ٩١١٠٩٥تك نوكلئوتيدي و  ريختيچند ٨٦٧٩٩٩٠

تيدي تك نوكلئو هايختيريهاي چندبراي جايگاه و مورد انتظار ميانگين درصد هتروزيگوسيتي مشاهده شده .ژني مشاهده شد

 بود.  ٣٥/٠و  ٣٣/٠ به ترتيبچهار مرغ  ژنوم براي  شناسايي شده

)  بيشتر از درصد صددر ٦٤/٧٤هاي تك نوكلئوتيدي خاموش (درصد چندريختينشان داد كه  سازي: نتايج مستندگيرينتيجه

اين طلاعات بدست آمده از ا) در ژنوم مرغ است. درصد ٣٦/٢٥بد معني و بي معني، مترادف (هاي تك نوكلئوتيدي غيرچندريختي

 ند واقع شوند.جمعيتي سودم ساختار هايحفاظتي و نيز بررسي و اصلاح نژادي هايبرنامهبراي تواند پژوهش، مي

 مرندي رغم، هاي كوچكنوكلئوتيدي، حذف و اضافههاي تكچند ريختي كل ژنوم،يابي توالي واژه هاي كليدي:

  

 مقدمه

اي بسيار كهن دارد. ايران (پرشيا) يك امپراطوري بزرگ كشور تاريخچهپرورش ماكيان در ايران و انتشار آن از طريق اين 

و بعد از  ميلادي بود و از هند (دهلي) تا درياهاي سياه و مديترانه گسترده بود. در آن زمان ٧قرن  اً قبل از ميلاد تا تقريب ٥از قرن 

از قبيل ماكيان از شرق به غرب، هم از طريق  ها براي حمل و نقل محصولات،آن، در قرون وسطي ايران در محل تقاطع راه

ها نيز توسعه و هاي زيادي در حوالي ايران و كشورهاي همسايه در طي اين دورهخشكي و هم از طريق دريا قرار داشت. جنگ

أييد كرده هاي باستان تهاي باستان شناسي حضور ماكيان را در ايران در زمانهاي ماكيان را تسهيل كرد. حفاريگسترش جمعيت

هاي يافت شده در ايران در سه استخوانWest and Zhou . بر اساس تحقيقات )Mohammadabadi et al., 2010( است

قبل از  ٣٩٠٠تا  ٣٨٠٠به ترتيب متعلق به  )جنوب شرقي ايران( )Tepe Yahya( اند: دو كشف در تپه يحييمنطقه وجود داشته

 Mohammadabadi(قبل از ميلاد  ١٠٠٠تخت سليمان (شمال غربي ايران) متعلق به  قبل از ميلاد و ديگري در ١٠٠٠ميلاد و 

et al., 2010 ( .استان  درمرند  شهرستان اين نژاد ئمنشاشود، ايران محسوب ميبومي گذار هاي تخمنژاد مرندي يكي از نژاد
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و هاي ارثي بين افراد مرتبط هستند و با تفاوت هستند منبع تنوع ژنتيكي داخل ژنوم ترينفراوان SNPs  .استآذربايجان شرقي 

 Gray et al. 2000; Suh and Vijg(برخوردارند  هاي ديگر از ثبات بيشتري (به دليل ميزان جهش كمتر)نسبت به ماركر

نوع ، ت)Karimi et al. 2016( در مطالعات بررسي ساختار جمعيتيهاي تك نوكلئوتيدي چند ريختي ازمطالعات اخير  ).2005

 Asadollahpour et( انتخاب ررسي نواحي تحتو ب )Amiri Ghanatsaman et al. 2016., Li et al. 2019( ژنتيكي

al. 2020., Nosrati et al. 2019 ( اند.استفاده كرده   

- ريختي اصلي تنوع ژنتيكي هستند كه از نظر وقوع در ژنوم در رتبه دوم بعد از چند هاييكي از شكلحذف و درج (ايندل) 

ها مرتبط هستند به جنس با ايندل ١در طيور تعدادي از صفات از قبيل رشد پر و كوتولگي وابستههاي تك نوكلئوتيدي قرار دارند. 

)Amiri Ghanatsaman et al. 2019( .هاي ژنوميك افراد با اين منبع وجود ژنوم مرجع با كيفيت بالا، امكان همرديفي توالي

مطالعات  ).Kerstens et al. 2009; Li and Durbin 2009( را فراهم ساخته است هاي نوكلئوتيديعژنتيكي و شناسايي تنو

 در ژنوم حيوانات و گياهانها و ايندلهاي تك نوكلئوتيدي چند ريختي براي شناسايي NGS هايفرمپلت با استفاده از مختلفي

اهلي). Kilian et al. 2012; Ramos et al. 2009; Stothard et al. 2011; You et al. 2011( انجام شده است

ن چندي .)et al. 2010 Groeneveld(. هاي اهلي ايجاد كرده استمهاجرت، انتخاب و سازگاري تنوع بيشماري در نژاد ،سازي

 .Kijowski et al( اندهاي مختلف ارزيابي كردهنشانگربا استفاده از انواع  هاي مختلف اهليمطالعه تنوع ژنتيكي را در گونه

1978; Lin et al. 2010; Ryman et al. 1995.( الا و كاهش اندازه كاهش تنوع به علت فشار انتخاب ب انجام شده مطالعات

مطالعات اگر چه  ).Fulton 2012; Hillel et al. 2007; Sawai et al. 2010( اندكرده گزارشرا در مرغ  يتموثر جمع

 ;Zandi et al. 2014; Mohammadifar et al. 2011ران انجام شده است (ملكولي متعددي روي طيور در اي

Mohammadifar et al. 2014; Mohammadifar and Mohammadabadi, 2017; Shahdadnejad et al. 

2016; Moazeni et al. 2016a; Moazeni et al. 2016b  با استفاده از روش مرندي مرغ در  يتنوع ژنوم)، اما تا كنون

هدف از اين مطالعه بررسي تنوع ژنوم و فراهم كردن منبعي براي بررسي نشده است، لذا، نظر به موارد ذكر شده  يابي كل ژنوماليتو

  . استمرندي در مرغ  همبستگيانتخاب ژنوميك و مطالعات از قبيل  كار ژنتيكي بعدي

 هامواد و روش

هاي خون با روش از نمونه DNA. استخراج خون تهيه شد نمونهشرقي استان آذريجان در  مرنديمرغ نژاد  چهاراز 

استخراج شده، از دو روش الكتروفورز با استفاده  DNAجهت بررسي كيفيت  .)Abadi et al. 2009( استخراج نمكي انجام شد

-Pairedه صورت ب وميابي كل ژنتوالياز ژل آگارز يك درصد به مدت نيم ساعت و همچنين دستگاه اسپكتروفتومتر استفاده شد. 

                                                      
١. Dwarf Chicken   
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End ياباليو دستگاه تو توسط شركت ايلومينا Hiseq2500  انجام شددر كشور چين )www.berrygenomics.com(. 

Gallus_gallus-( ٢مرجع ومبا ژن Short Reads ١بررسي شد. براي همرديفي Fastqcها توسط برنامه كيفيت داده

5galGal/5.0(  از الگوريتمMEM ٣7.170 هدر برنام.-BWA )2009Durbin,  and Li( .٤استفاده شدMSA هاي فايل

ها بر پاية موقعيت فايل ٥BAMفايل تبديل شدند. سپس  BAMبه  ) .9.1SAMtools )2009Li et alبرنامه با توليد شده 

- پوشش و ژنوم مرجعبا Short readدرصد همرديفي پارامتر ها توسط دو فايل BAMشدند. كيفيت  ٦ژنگاني مرتب و ايندكس

حذف و ) picard  )https://github.com/broadinstitute/picard-1.105 با برنامه ٨PCRند. خطاهاي بررسي شد ٧دهي

3.4GATK-46-٩ توسط برنامه) Indels Small(هاي كوچك وحذف و اضافه) SNPs(هاي تك نوكلئوتيدي چند ريختي

gbc02625 )Mckenna et al. 2010 (از برنامه .ندفرض اين برنامه پالايش شد شناسايي و بنا بر پيش (version 1.9.6) 

snpEff )2012Cingolani et al. ( هاي كوچك ژنوم ضافههاي تك نوكلئوتيدي و حذف و اچندريختي ١٠سازيمستند براي

 .vcftools-0.1.11 )Danecek et alبه كار برده شده در برنامه  - hetمقادير تنوع ژنتيكي با استفاده از دستور شد. استفاده 

  ند. محاسبه شد )2011

  

 نتايج و بحث

هاي تك نوكلوتيدي وحذف شناسايي چندريختي در اين مطالعه كل ژنوم چهار قطعه مرغ مرندي به منظور مطالعه و

فاقد آلودگي  دارايي كيفيت بالايي و Short Readsها نشان داد كه يد. نتايج كنترل كيفيت دادهيابي گردكوچك توالي هايواضافه

 درصد بود كه نشان ٩٩ها بالاي ود. در صد همرديفي براي همه دادهب ١٢٥ها براي همه داده Short Readsند. طول پرايمر بود

 ,Gallus_gallus-5.0/galGal5( يابي شده با ژنوم مرجعتوالي هايدهنده كيفيت بالاي همرديفي داده

https://www.ensembl.org/Gallus- gallus/lnfo/Index( .هاي كوتاه باژنوم مرجع ازدهي تواليميزان پوشش بود X 

  . )١(جدول  متغيير است X٥٧/٧ تا  ٢٨/٦

                                                      
1. Alignment 
2. Genome Reference 
3. Burrows-Wheeler Aligner   
4. Sequence Alingnment MA 
5. Binary Alingnment MA 
٦. Index 
٧. Coverage 
٨. Mark duplicates 
٩. Genome Analysis Toolkit 
١٠ Annotation 
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  يابي براي چهار نمونه. خروجي توالي١جدول 

Table 1. Sequencing output for four samples 

  نام نمونه

Sample name  

هاي تعداد توالي

  كوتاه

Number of short 

reads  

هاي طول توالي

  كوتاه

Short reads 

length  

  رصد همرديفيد

Alignment 

Percent  

 ميانگين عمق

Mean depth  

Marandi 49S 74530921  125 99/80 7/57X 

Marandi 50 S  72528686 125  99/82 7/36X 

Marandi 51S 61899458  125  99/85 6/28X 

Marandi 52S 74114086  125  99/85 7/53X 

 

تعداد چند .)٢(جدول  دبدست آممرندي ژنوم مرغ  نوكلئوتيدي ازچهارريختي تكميليون چند ٧/٨طالعه تعداددر اين م

). ٣(جدول  است هانمونههاي تك نوكلئوتيدي هموزيگوس درريختيتعدادچند از هاي تك نوكلئوتيدي هتروزيگوس بيشترريختي

  ).Eskandari et al. 2018د (نتايج مشابهي در آناليز ژنوم مرغ بومي فارس بدست آم

  

س از هاي كوچك براي چهار نمونه پيش و پنوكلئوتيدي و حذف و اضافههاي تكشمار چند ريختي. ٢جدول 

  پالايش كردن 

Table 2. Number of single nucleotide polymorphisms and small insertions and deletions for 

4 samples before and after filtering 

  نام نمونه

Sample name  

قبل از فيلتر  SNPsتعداد 

  كردن

Number of raw SNPs  

 از فيلتر كردنبعد   SNPsتعداد 

Number of filtered SNP  

 INDELsتعداد 

Number of 

Indels 

Marandi 49S  6966231  6026921  698197  
Marandi 50S  7003139  6083366  715145  
Marandi 51S  6729058  5852211  691528  
Marandi 52S  6736580 5860997  692070  

Total  10416121  8679990 911095  
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  يو ناخالص يخالص شمار .٣جدول 

Table 3. Number of homozygous and hetrozygous  

  نام نمونه

Sample name  

- ريختيچند تعداد

  هاي

  هتروزيگوس

Number of 

heterozygous 

SNPs  

- ريختيچند تعداد

 هموزيگوس هاي

Number of 

homozygous 

SNPs  

  هايايندلتعداد 

  هتروزيگوس

Number of 

heterozygous 

Indels 

  هايايندلتعداد 

  هموزيگوس

Number of 

homozygous 

Indels  

Marandi 49S  3275124  32751797 325103 373094 

Marandi 50S  3452438 2630928 359708 355437 

Marandi 51S  3162474  2689737 332856 358672 

Marandi 52S  3041896 2819101  315619  376451 

 

به علت ). ٤(جدول  متغيير است /٦٣٧تا ٧٢٣/٢هاي تك نوكلئوتيدي ازريختيدر چند ٢متقاطعبه  ١انتقاليهاي نسبت جهش

هاي نوكلئوتيدي كه توسط جهشهاي تك، تعداد چند ريختيDNAولكول ها در مهاي مولكولي ايجاد كننده جهشمكانيسم

شوند، در توليد مي شود)هايي هستند كه در آنها يك پورين به پورين ديگر يا پيريميدين به پيريميدين ديگر تبديل مي(جهش انتقالي

ايجاد  پورين يا بالعكس تبديل مي شود) (پيريميدين بهمتقاطع هاي هاي تك نوكلئوتيدي كه توسط جهشمقايسه با چند ريختي

يك شاخص متقاطع به انتقالي هاي به طور كلي نسبت جهش ).Collins and Jukes 1994(شوند، تقريباً دو برابر است مي

 .McKenna et al(هاي تك نوكلئوتيدي است ريختيشناسايي چند) ٣FPR( مفيدي براي نشان دادن ميزان خطاي مثبت

بيشتر  است. هر چه اين نسبت ٠١/٢∽ ٠/٢هاي كل ژنوم حدود براي داده ti/tv ت اخير نشان داده است كه نسبت. مطالعا)2010

 .Bainbridge et al. 2011; Guo et al( هاي تك نوكلئوتيدي در ژنوم استريختينشانگر دقت بالاي شناسايي چند باشد

  .نوكلئوتيدي استهاي تكريختييت مطلوب شناسايي چنددهنده كيفهاي بدست آمده در نتايج ما نشاننسبت ).2012

هاي تك نوكلئوتيدي در نواحي بين تك نوكلئوتيدي نشان دادند كه بيشتر چند ريختيهاي سازي چند ريختينتايج مستند

، ٤٢٥/٠، ٤٩/٩، ٧١/٩، ٧٦١/٠، ٧٨/١، ٠٢/٤٩، ٢٩/٢٩هاي تك نوكلئوتيديازتعدادكل چندريختي ژني واينترون واقع شده اند.

 UTR 5' و UTR 3'درصد از آنها به ترتيب درنواحي بين ژني، اينترون، اگزون، ترنسكريپت، بالادست، پايين دست، ٠٨٤/٠

                                                      
1. Transition 
2. Transversio 
3. False positive ratio 
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بيش تر  )Silentهاي تك نوكلئوتيدي خاموش ياچندريختي( ١مترادفهاي همچنين تعدادكل جهش .)٥(جدول قرارگرفتند

حذف  ٩١١٠٩٥كل  تعداد). ٦ جدول( است )معنيمعني وبيهاي تك نوكلئوتيدي بدتيچند ريخ( ٢مترادفهاي غير ازتعدادكل جهش

هاي كوچك نشان داد كه سازي حذف واضافهنتايج مستند .)٢(جدول  ها شناسايي شداضافه كوچك درسراسركل ژنوم نمونهو

، ٥٦٢/٢٩هاي كوچك حذف واضافه ازتعدادكل اند واينترون واقع شده هاي كوچك در نواحي بين ژني واضافه بيشترحذف و

ژني، اينترون، اگزون، ترنسكريپت، بالادست، درصد ازآنها در نواحي بين٠٤٤/٠، ٥٤٨/٠، ٠٧١/٩، ٤١/٨، ٠٠١/٠، ٩٠٩/٠، ٢١٢/٥١

و هاي تك نوكلئوتيدي سازي چند ريختينتايج مشابهي با نتايج مستند .)٥(جدول  قرار گرفتند  UTR 5'و UTR 3'پايين دست، 

 .Eskandari et al( و مرغ )amiri ghanatsaman et al. 2016( ، سگ).Da Silva et al 2015( گاو درها ايندل

هاي تك نوكلئوتيدي در ميانگين تنوع ژنتيكي مشاهده و مورد انتظار محاسبه شده براي چند ريختي. ه استگزارش شد )2018

به وجود  ،كمتر بودن تنوع ژنتيكي مورد انتظار از تنوع ژنتيكي مشاهده. )٧ (جدولبود  ٣٥/٠و  ٣٣/٠ژنوم چهار قطعه مرغ مرندي 

  مي توان اشاره كرد.  تدر جمعيهايي مثل همخوني نيرو

  

  هاي تك نوكلئوتيديدر چند ريختيمتقاطع و انتقالي هاي . شمار جهش٤جدول 

Table 4. Number of transition and transversion mutations in SNPs  

  نام نمونه

Sample name  

  انتقاليهاي تعداد جهش

Number of transition 

mutations 

  متقاطعهاي تعداد جهش

Number of  transversion 

mutations 

هاي نسبت جهش

  متقاطعبه انتقالي 

Transition    to 

transversion ratio 

Marandi 49S  6151665  2590509  2.375 

Marandi 50S  6104144 2573880 2.372 

Marandi 51S  5979955 2526110  2.376 

Marandi 52S  6081496 2562139 2.374 

  

                                                      
1. synonymous 
2 nonsynonymous 
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در نواحي مختلف  هاي كوچكحذف و اضافههاي تك نوكلئوتيدي وهاي چندريختيشمار اثر گذاري .٥جدول 

  ژنوم

Table 5. Number of single nucleotide polymorphisms and small insertions and deletions 

effects in different regions of genome 

  نوع
 Type 

 يتك نوكلئوتيدي يختيهارچند 
SNPs  

  هاي كوچكحذف و اضافه
Indels 

  
  پايين دست

Downstream 

1462166 
)%(9.496  

149955 
)%(9.071 

  اگزون
Exonic 

274595 
)%(1.7 83 

15020 
)%(0.909  

  بين ژني
Intergenic 

4510631 
)%(29.294 

488676 
)%(29.562  

  اينترون
Intronic 

7549322 
)%(49.028 

846565 
)%(51.212  

Splice_site_acceptor 540 
)%(0.004  

169 
)%(0.01  

Splice_site_donor 637 
)%(0.004  

194 
)%(0.01  

Splice_site_region 26486 
)%(0.172 

3647 
)%(0.221  

Transcript  117332 
)%(0.761 

15 
)%(0.001  

  بالادست
Upstream 

1495208 
)%(9.71 

139024 
)%(8.41  

3' utr 65418 
)%(0.452 

9052 
)%(0.548  

5' utr 12901 
)%(0.084  

735 
)%(0.044  
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  ريختي تك نوكلئوتيدي با دسته عملكرديهاي چنداثر گذاري رشما .٦جدول 

Table 6. Number of SNP effects by functional class  

  بد معني (درصد)

Missense(%) 

  بي معني (درصد)

Nonsense (%) 

  (درصد) خاموش

Silent (%) 

40734 

)%(25.218  

234 

)%(0.145  

120559 

)%(74.637  

 

  

  هاي تك نوكلئوتيديه براي چندريختيمقادير تنوع ژنتيكي محاسبه شد. ٧جدول 

Table 7. Calculated genetic diversity values for SNPs 

  نام نمونه

Sample name  

  ضريب همخوني

inbreeding 

coefficient  

  هترزيگوسيتيدرصد 

 مشاهده شده

Observed Heterozygous 

 Sites  

  هتروزيگوسيتيرصد د

 مورد انتظار

Expected Heterozygous 

Sites  
Marandi 49S  0.076  0.327 0.354 
Marandi 50S  0.038  0.340 0.354 
Marandi 51S  0.052  0.335 0.354 
Marandi 52S  0.057  0.334 0.354 

Mean  0.056 0.334 0.354 

 

 

،  X٧پوشش  با ميانگين عمق كل ژنوميابي تواليتكنيك با استفاده از مرندي مرغ از نژاد عه چهار قطژنوم  :گيرينتيجه

چهار قطعه و اضافه كوچك از ژنوم  ميليون حذف ١/٩نوكلئوتيدي و تكريختيميليون چند ٧/٨ تعداديابي شد. براي اولين بار توالي

هاي بعدي هد در پروژتوانني با صفات اقتصادي مرتبط هستند كه ميهاي ژنومبسياري از اين واريانت مرغ مرندي استخراج شد.

  بكار روند. طيور اصلاح نژادي هاي شناسايي، و در برنامه
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 منابع 

بومي غ مري در كلئوتيدتك نوي شناسايي نشانگرها) ١٣٩٧اسكندري طاهره، اسمعيلي زاده كشكوئيه علي، اسدي فوزي مسعود (

  . ١٣٩- ١٥١)، ١( ١٠. مجله بيو تكنولوژي كشاورزي منوژلي يابي كل اتوده از روش ستفاابا رس فا

اري ژنگان سگ و گرگ ) بررسي تنوع ساخت١٣٩٥اميري قنات سامان زينب، اسمعيلي زاده كشكوئيه علي، اسدي فوزي مسعود (

 .  ٢٧٧- ٢٧١)، ٢( ٤٧يابي كل ژنوم. مجله علوم دامي ايران بومي ايران با روش توالي

در ژنوم سگ و گرگ بومي  ها) شناسايي ايندل١٣٩٨سامان زينب، اسمعيلي زاده كشكوئيه علي، اسدي فوزي مسعود ( اميري قنات

  . ٨٥- ٨٨)، ١( ١٤ايران با روش توالي يابي كل ژنوم. مجله ژنتيك نوين 

هاي فنوتيپي بر ارزش TGFB3) تاثير ژن ١٣٩٢محمدي فر آمنه، فقيه ايماني سيد علي، محمد آبادي محمد رضا، سفلايي محمد (

  . ١٣٦- ١٢٥)، ٤( ٥و ارثي صفات وزن بدن در مرغ بومي فارس. مجله بيوتكنولوژي كشاورزي 
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