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چکید ه 

برای شروع و ادامه ی کرچی در مرغ ها ژن پرولاکتین نقش اساسی دارد. دوپامین در غده ی هیپوفیز باعث کاهش اثر پرولاکتین می شود. این 
تحقیق به منظور بررسی چندشکلی های  آللی ژن گیرنده ی شماره ی یک دوپامین )DRD1( در مرغ های بومی نژادهای مرندی و مازندرانی با 
استفاده از تکنیک PCR-RFLP انجام شد. به طور تصادفی از 200 قطعه مرغ خون گیری و DNAی ژنومی به روش شستشوی نمکی استخراج 
شد. تکثیر جایگاه ژنی مورد نظر به طول 283 جفت باز به کمک آغازگرهای اختصاصی انجام و برای شناسایی جهش در جایگاه ژنی مورد 
 A و دو آلل GG و AA، AG سه نوع ژنوتیپ ،DRD1 استفاده شد. بعد از هضم آنزیمی، برای جایگاه نشانگری CfrI  نظر از آنزیم برشی
)با یک نوار 283 جفت بازی( و G )با دو نوار 183 و 100 جفت بازی( شناسایی شد. توده های مرغ های بومی از نظر شاخص تعادل برای 
جایگاه ژنی مورد نظر در تعادل هاردی - واینبرگ قرار داشتند. برای توده های مرغ های بومی نژادهای مرندی و مازندرانی شاخص اطلاعات 
شانون در جایگاه نشانگری DRD1 به ترتیب 0/59 و 0/67، شاخص تثبیت به ترتیب 0/09- و 0/19- و مقدار شاخص هتروزیگوسیتی مشاهده 
 شده به ترتیب 0/44 و 0/58 برآورد شدند. با توجه به وجود چندشکلی و جهش در جایگاه ژنی مورد مطالعه و با مطالعه ی صفات تولیدی 

ژنوتیپ های مشاهده شده می توان از این جایگاه ژنی به  عنوان مارکر مناسب در برنامه های اصلاح نژاد استفاده کرد.

كلمات كلیدی: چندشکلی، ژن دوپامین، کرچی، مرغ بومی 
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Prolactin gene plays a key role in the initiation and continuation of broodiness in chickens. Dopamine in the pituitary 
gland reduces the effect of prolactin. This research was conducted to investigate the allelic polymorphism of dopamine 
D1 receptor gene (DRD1) using PCR-RFLP method in Marandi and Mazandarani indigenous chickens. In this study, 
blood samples were collected randomly from 200 chickens and genomic DNA was extracted using salting out method. 
Amplification of the desired locus with 283 bp was performed using specific primers and the CfrI enzyme was used 
to identify the mutation in the desired locus. After digestion, for DRD1 marker site, three genotypes AA, AG and GG, 
and two alleles of A (with on band of 283 bp) and G (with two bands of 183 and 100 bp) were identified. Indigenous 
chicken masses were in the Hardy-Weinberg equilibrium. For Marandi and Mazandarani indigenous chicken masses, 
the Shannon information index in DRD1 marker site was 0.59 and 0.67, respectively, the fixation index was -0.09 and 
-0.19, respectively and the observed heterozygosity index was 0.44 and 0.58, respectively. Regarding the presence of 
polymorphism and mutation in the studied locus and by studying the traits of related to the observed genotypes, it is 
suggested that this locus can be used as an appropriate marker for breeding programs.
    
  Key words: Polymorphism, DRD1 gene, Broodiness, Indigenous chicken 

مقدمه
تاریخچه ای  کشور  این  طریق  از  آن  گسترش  و  ایران  در  طیور  پرورش 
بسیار دیرینه ای دارد. ایران قدیم یک امپراتوری بزرگ از هند تا دریاهای 
ایران در محل  از آن،  بود. در آن زمان  و بعد  سیاه و مدیترانه گسترده 
تقاطع راه های حمل و نقل محصولات مختلف از جمله طیور قرار داشت. 
و  توسعه  نیز  همسایه  کشورهای  و  ایران  اطراف  در  زیادی  جنگ های 
گسترش توده های طیور را تسهیل کرد. کاوش های باستان شناسی حضور 
شده،  انجام  تحقیقات  اساس  بر  و  است  کرده  تأیید  ایران  در  را  طیور 
شرقی  )جنوب  یحیی  تپه  مناطق  در  ایران  در  شده  یافت  استخوان های 
ایران( و در تخت سلیمان )شمال غربی ایران( بوده است )14(. از طرفی، 
مرغ های بومی از ذخایر مهم ژنتیکی و یکی از سرمایه های ژنتیکی ملی به 
حساب می آیند. برنامه های اصلاح نژادی مرغ های بومی نیاز به شناخت 
دقیق و کسب اطلاعات بیشتر در مورد آن ها دارد )16(. هر نژاد ، حاصل 
فرآیندهای جهش، رانش ژنتیکی، تکامل و سازگاری مجزایی است که طی 
قرون متمادی حاصل گردیده است. فشار انتخاب در طی این زمان تحت 
تأثیر آب و هوا، انگل ها و بیماری های بومی، تغذیه و دخالت انسان تغییر 
کرده است؛ بنابراین می توان گفت هر نژاد مجموعه منحصر به فردی از 
نژادی  تنوع درون  لذا  را می سازند.  نژاد  ژن ها است که مخزن ژنی آن 
حاکی از پتانسیل آن جمعیت برای بازسازی و نجات آن از خطر انقراض 

است  حفاظت  ژنتیکی  مطالعات  اولویت  در  آن  مطالعه  و  بود  خواهد 
)7(. حفاظت باید بر اساس دانش عمیقی از منابع ژنتیکی نژادهای خاص 
باشد، لذا تلاش برای شناسایی و تعیین خصوصیات ژنتیکی نژادهای بومی 
و محلی بسیار اهمیت دارد )21، 29(. با رشد روز افزون جمعیت تأمین 
برنامه ها  ضروری ترین  جزو  حیوانی،  پروتئین  جمله  از  غذایی  نیازهای 
مرغ  پرورش  از صنعت  درست  بهره  مندی  به  منظور  محسوب می شود. 
بومی به دلیل سازگاری با شرایط مختلف آب و هوایی، کاربرد تکنیک های 
نوین در زمینه ی پرورش و اصلاح نژاد ژنتیکی بسیار حائز اهمیت بوده 

و حفظ و برنامه ریزی برای افزایش تولید آن ها امری ضروری است )9(.
نتیجه  در  و  کرچی  صفت  کاهش  مرغ،  پرورش  در  مهم  موارد  از  یکی 
بروز  اصلی  عامل  پرولاکتین  هورمون  است.  مرغ  تخم  تولید  افزایش 
کرچی و ادامه ی آن در مرغ است و دوپامین ترشح آن را مهار می کند 
)28(. دوپامین از هیپوتالاموس منشأ گرفته و متعلق به گروهی از انتقال 
مختلف  عملکردهای  تنظیم  در  آن  نقش  و  بوده  عصبی  دهنده های 
 .)11 و   8  ،5  ،2( است  شده  شناخته  عصبی  سیستم  در  فیزیولوژیکی 
اعمال  در  کدام  هر  و  شده  شناخته  دوپامین  برای  مختلفی  گیرنده های 
خاصی دخالت می کنند. گیرنده های دوپامین در بسیاری از عملکردهای 
و   D1 شبه  گیرنده های  شامل  گیرنده ها  این  هستند.  ارتباط  در  سلولی 
گیرنده های شبه D2 می باشند )15 و 23(. گیرنده های شبه D1 به D1 و 
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D5 و گیرنده های شبه D2 به D2, D3 و D5 تقسیم می شوند )22( و در 
سیستم عصبی رایج ترین آن ها D1 و D2 بوده و بیشترین بیان گیرنده های 
دوپامین را دارند )25(. گیرنده ی شماره ی یک دوپامین (DRD1) ترشح 
پرولاکتین را از طریق VIP روده ای انجام می دهد و از طریق فعال کردن 
هیپوفیز  سطح  در  پرولاکتین  ترشح  از   ،(DRD2) دو  شماره ی  گیرنده ی 
جلوگیری می کند )19(. ژن گیرنده ی شماره ی یک دوپامین در مرغ روی 
کروموزوم شماره ی 13 قرار داشته و شامل 1356 نوکلئوتید می باشد و 

پروتئینی با 456 اسید آمینه را کد  می کند )28(.
مرغ  در   DRD1 ژنی  جایگاه  در  موجود  چندشکلی  منظور  به  تحقیقی 
بومی نژاد خوزستانی انجام شد و سه نوع ژنوتیپ متفاوت مشاهده و 
با استفاده از روش توالی یابی، جهش های موجود در جایگاه ژنی مورد 
مطالعه ای  محققین  همین  توسط  همچنین   .)3( شد  شناسایی  مطالعه، 
 BseNI برشی  آنزیم  با  شده  ذکر  ژنی  جایگاه  چندشکلی  تعیین  جهت 
صورت گرفت. در جایگاه ژنی مورد نظر چندشکلی مشاهده نشد و با 
نظر  مورد  ژنی  جایگاه  در  چند شکلی  نیز  یابی  توالی  روش  از  استفاده 

 SSCP - PCR تکنیک  از  استفاده  با  تحقیقی  در   .)4( نگردید  مشخص 
چندشکلی در جایگاه ژنی DRD1 در توده ی مرغ بومی آذربایجان غربی 
بررسی شده بود. در نتایج این تحقیق چندشکلی این ناحیه ی ژنی مشخص 
و چهار الگوی ژنوتیپی مشاهده شده بود )6(. پژوهشی اثرات ژنتیکی در 
جایگاه ژنی DRD1 بر صفات تولید تخم مرغ و کرچی انجام شده بود. در 
نتایج این تحقیق مشخص شد که چندشکلی های موجود در این جایگاه 

ژنی با صفات تولید تخم مرغ و کرچی در ارتباط هستند )28(.
شده  انجام  ایران  در  طیور  روی  متعددی  مولکولی  مطالعات  چه  اگر 
است )1، 12، 13، 17، 18، 20 و 30(، اما تاکنون ژن دوپامین در مرغ های  
لذا  است،  نگرفته  قرار  بررسی  مورد  مازندرانی  و  مرندی  نژاد  بومی 
گیرنده شماره ی  ژن  آللی  تحقیق شناسایی چندشکلی های  این  از  هدف 
از  با استفاده  یک دوپامین در مرغ های  بومی نژاد مرندی و مازندرانی 
تکنیک PCR-RFLP و همچنین تعیین فراوانی های ژنی و ژنوتیپی، تعیین 
میزان تنوع ژنتیکی )شاخص اطلاعات شانون(، تعیین مقدار افزایش و یا 
کاهش هتروزیگوسیتی )شاخص تثبیت( و همچنین آزمون تعادلی هاردی 

جدول 1- توالی و دمای اتصال آغازگر ها، اندازه ی جایگاه ژنی تکثیرشده و آنزیم برشی

شکل 1- مرغ و خروس های  بومی نژادهای مرندی و مازندرانی

مرغ و خروس  نژاد بومی مرندیمرغ و خروس  نژاد بومی گردن لخت مازندرانی

آنزیمدمای اتصال آغازگرمحصول PCR (جفت باز)آغازگر ('3 → '5)ژن

DRD1
 CACTATGGATGGGGAAGGGTTG
GGCCACCCAGATGTTGCAAAATG

C CfrI ̊ 59 به مدت 30 ثانیه283
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 - واینبرگ در این توده ها بوده است.

مواد و روش  ها
جمع آوری نمونه های خونی

برای انجام این پژوهش به طور تصادفی 200 قطعه مرغ از جمعیت های 
مرغ بومی نژادهای مرندی و مازندرانی )100 قطعه به ازای هر توده( 
دامی  علوم  تحقیقات  موسسه ی  بومی  مرغ  پرورش  مرکز  از   )1 )شکل 
کشور انتخاب شدند. از هر قطعه مرغ mL 1 خون از سیاهرگ زیر بال 
پرنده ها جمع آوری و به لوله های حاوی ماده ضد انعقاد خون انتقال داده 
شدند. نمونه های خون بعد از شماره گذاری با حفظ شرایط زنجیره ی سرد 
به آزمایشگاه منتقل و در دمای 20- درجه سانتی گراد تا زمان استخراج 

DNAی ژنومی نگهداری شدند.

استخراج DNAی ژنومی و واکنش زنجیره ای پلیمراز
استخراج  محیط،  دمای  به  رسیدن  و  خون  نمونه های  گشایی  یخ  از  پس 
DNAی ژنومی با روش شستشوی نمکی )10( انجام شد. کمیت DNAهای 
ژنومی استخراج شده به روش طیف سنجی و با استفاده از اسپکتروفتومتر 
شد.  تعیین   %2 آگارز  ژل  روی  الکتروفورز  با  آن ها  کیفیت  و  نانودراپ 
جهت تکثیر قطعات ژنی مورد نظر برای هر جایگاه ژنی از یک جفت 
آغازگرهای  بودن  اختصاصی   .)1 استفاده شد )جدول  اختصاصی  آغازگر 
 BLAST (Basice Local Alignment سرویس  کمک  به  استفاده،  مورد 

Search Tool) در سایت NCBI بررسی شد.
 100-200  ng شامل   20  Lμ نهایی  حجم  در  پلیمراز  زنجیره ای  واکنش 
 Taq DNA polymerase 2x Master mix red DNA ژنومی،  DNAی 
شرکت  )ساخت   )MgCl2 و   dNTPs ،Red dye بافر،   ،polymerase)
AMPLIQON کشور دانمارک( و Lμ 0/4 از هر یک از آغازگرهای رفت 
 10 pmol کشور ایران( با غلظت SINACLON و برگشت )ساخت شرکت 

برای تکثیر قطعه ی مورد نظر از ژن DRD1، انجام گرفت. در این واکنش، 
واسرشته سازی اولیه در دمای 95 به مدت پنج دقیقه و 35 چرخه شامل 
واسرشته سازی در دمای  95 درجه ی سانتی گراد به مدت 30 ثانیه، اتصال 
آغازگر در دمای 59 درجه ی سانتی گراد به مدت 30 ثانیه و تکثیر در دمای 
72 درجه ی سانتی گراد به مدت 40 ثانیه و همچنین تکثیر نهایی در دمای 
تکثیر  قطعه ی  گرفت.  انجام  دقیقه  ده  مدت  به  سانتی گراد  درجه ی   72
شده برای جایگاه ژنی مورد نظر در حضور نشانگر وزن مولکولی 100 
جفت بازی )ساخت شرکت Thermo Scientific کشور آمریکا( روی ژل 
آگارز 2% الکتروفورز شد و صحت تکثیر قطعه ی مورد نظر بدون حضور 

باندهای غیراختصاصی و محصولات ناخواسته تأیید شد )شکل 2(.

تعیین ژنوتیپ نمونه ها
در این تحقیق جهت تعیین چندشکلی جایگاه ژنی مورد نظر از تکنیک 
برشی  آنزیم  از   PCR محصولات  آنزیمی  هضم  برای  و   PCR-RFLP
شد  استفاده  ژاپن(  کشور   TaKaRa شرکت  )ساخت   CfrI اختصاصی 
Lμ 8 محصول Lμ 18/5، شامل  این واکنش در حجم نهایی  )جدول 1(. 

PCR ،Lμ 1 بافر و Lμ 0/5 آنزیم و در نهایت Lμ 9 آب دو بار تقطیر انجام 
برای جایگاه ژنی مورد نظر در دمای 37  آنزیمی  گرفت. واکنش  هضم 
درجه ی سانتی گراد و به مدت 16 ساعت انجام شد. بعد از هضم آنزیمی 

محصولات PCR، برای مشاهده ی باندها و تعیین الگوهای ژنوتیپی از ژل 
 Thermo آگارز 4% و نشانگر وزن مولکولی 50 جفت بازی )ساخت شرکت

Scientific کشور آمریکا( استفاده شد.

تجزیه  و تحلیل ژنتیکی داده ها
برای برآورد فراوانی های آللی و ژنوتیپی، هتروزیگوسیتی مشاهده  شده 
 Fixation) و مورد انتظار، شاخص تعادل هاردی - واینبرگ، شاخص تثبیت
و   (Shannon's Information index) شانون  اطلاعات  شاخص  و   (index

شکل 2- چند نمونه از محصولات PCR برای جایگاه ژنی DRD1 روی ژل آگارز 2% با نشانگر وزن 

مولکولی 100 جفت باز

شکل 3- نمونه ی باندهای حاصل از هضم آنزیم برشی CfrI برای جایگاه ژنی DRD1 روی ژل آگارز %4 

با نشانگر وزن مولکولی 50 جفت باز
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از  مطالعه  مورد  بومی  مرغ های  توده های  در  ژنتیکی  پارامترهای  دیگر 
نرم افزار POPGENE نسخه ی 1/32 )27( استفاده شد.

نتایج و بحث 
نوع  سه   DRD1 ژنی  جایگاه  آنزیمی  هضم  از  بعد  حاضر،  تحقیق  در 
دارای یک   A آلل  که  به طوری  GG شناسایی شد  و   AA، AG ژنوتیپ 
نوار 283 جفت بازی و آلل B دارای دو نوار 100 و 183 جفت بازی بود 

)شکل 3(.
فراوانی های  مرندی،  نژاد  بومی  مرغ  توده ی  در  حاضر،  تحقیق  در 
ژنوتیپ های AA، AG و GG به ترتیب 0/06، 0/44 و 0/50 و فراوانی 
آلل های A و G به ترتیب 0/28 و 0/72 برآورد شدند و ژنوتیپ GG و آلل 
G دارای بیشترین فراوانی بودند )جدول 2(. در توده ی مرغ بومی نژاد 
 ،0/30 ترتیب  به   GG و   AA، AG ژنوتیپ های  فراوانی های  مازندرانی، 
0/58 و 0/12 و فراوانی آلل های A و G  به ترتیب 0/59 و 0/41 برآورد 
شدند و ژنوتیپ AG و آلل A دارای بیشترین فراوانی بودند )جدول 2(. 
این نتایج با نتایج تحقیقات تمپفلی و همکاران )24(، بازگیری و همکاران 
)3(، بازگیری و همکاران )4( و وانگ و همکاران )26( مطابقت نداشت. 
برشی   آنزیم  و   PCR-RFLP تکنیک  از  استفاده  با  همکاران  و  تمپفلی 
اثرات  باز( و  DRD1 )به طول 283 جفت  CfrI، چندشکلی جایگاه ژنی 
قرار  بررسی  مورد  مجارستان  زرد  مرغ های  تولیدی  صفات  روی  را  آن 
شده  شناسایی   GG و   AA، AG ژنوتیپ   سه  نتیجه  در  و  بودند  داده 

بود و فراوانی آلل های A و G را به ترتیب 0/42 و 0/58 برآورد کرده 
بودند. بازگیری و همکاران )3( با استفاده از تکنیک PCR-RFLP و آنزیم 
برشی  CfrI، چندشکلی جایگاه ژنی DRD1 )به طول 283 جفت باز( در 
سه  تحقیق  این  نتایج  در  و  بودند  کرده  بررسی  را  خراسان  بومی  مرغ 
ژنوتیپ  AA، AG و GG با فراوانی های 0/40، 0/42 و 0/18 مشاهده و 
فراوانی آلل های A و G را نیز به ترتیب 0/61 و 0/39 برآورد کرده بودند. 
 DRD1 بازگیری و همکاران )4( در تحقیقی دیگر چندشکلی جایگاه ژنی
)به طول 283 جفت باز( در مرغ بومی خراسان را با استفاده از آنزیم 
برشی BseNI بررسی کردند، ولی برای جایگاه ژنی مورد نظر چندشکلی 
مشاهده نکردند. وانگ و همکاران با استفاده از تکنیک PCR-RFLP و 
آنزیم برشی TspRI چندشکلی جایگاه ژنی DRD1 )به طول 388 جفت 
 GG و AG باز( را در غازها بررسی و در نتایج تحقیق خود دو ژنوتیپ
را مشاهده کرده بودند. دلیل عدم تطابق فراوانی های آللی و ژنوتیپی و 
نتایج تحقیق حاضر با نتایج تحقیقات ذکر شده احتمالاً می تواند تفاوت 
در نوع توده های مورد مطالعه، تفاوت در نوع آنزیم برشی و تفاوت در 

نوع پرنده ی مورد آزمایش باشد.
شاخص اطلاعات شانون بیانگر میزان تنوع ژنتیکی توده ی مورد مطالعه 
اطلاعات  شاخص  حاضر،  تحقیق  در  است.  نظر  مورد  ژنی  جایگاه  برای 
در  مازندرانی  و  مرندی  نژادهای  بومی  توده های مرغ های  برای  شانون 
جایگاه ژنی مورد مطالعه به ترتیب 0/59 و 0/67 برآورد شد )جدول 2( 
که در مقایسه با مقدار شاخص اطلاعات شانون )0/67( تحقیق بازگیری 

جدول 2- فراوانی های آللی، ژنوتیپی و هتروزیگوسیتی مشاهده  شده و مورد انتظار برای جایگاه ژنی DRD1 در مرغ های بومی نژادهای مرندی و مازندرانی

آلل و ژنوتیپ
نژاد

کل توده ها
مازندرانیمرندی

فراوانی آللی
A0/280/590/435

G0/720/410/565

فراوانی ژنوتیپی مشاهده  شده (مورد انتظار)

AA)0/07( 0/06 )0/34( 0/30)0/18( 0/18

AG)0/40( 0/44)0/48( 0/58)0/49( 0/51

GG)0/51( 0/50)0/16( 0/12)0/31( 0/31
0/331/780/10کای اسکور 1

فراوانی هتروزیگوسیتی (هموزیگوسیتی) مشاهده 
 شده

)0/56( 0/44)0/42( 0/58)0/49( 0/51

فراوانی هتروزیگوسیتی (هموزیگوسیتی) مورد 
انتظار

)0/59( 0/41)0/51( 0/49)0/51( 0/49

0/590/670/68شاخص اطلاعات شانون

0/03-0/19-0/09-شاخص تثبیت

1- کای اسکور برای تعادل هاردی - واینبرگ
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بومی  توده ی مرغ  )3( فقط مقدار شاخص اطلاعات شانون  و همکاران 
نژاد مازندرانی با آن مطابق بود. مقدار شاخص اطلاعات شانون برآورد 
در  است.  مطالعه  مورد  ژنی  جایگاه  در  زیاد  ژنتیکی  تنوع  بیانگر  شده 
مازندرانی  و  مرندی  نژادهای  بومی  مرغ های  توده های  حاضر،  تحقیق 
برای جایگاه ژنی DRD1 در تعادل هاردی - واینبرگ بودند. عواملی مثل 
جهش، انتخاب، مهاجرت و رانش ژنتیکی باعث ایجاد عدم تعادل توده ها 
مورد  پارامترهای  از  دیگر  یکی  می شوند.  نظر  مورد  ژنی  جایگاه  برای 
مطالعه در تحقیق حاضر شاخص تثبیت بود که برای توده های مرغ های 
بومی نژادهای مرندی و مازندرانی به ترتیب 0/09- و 0/19- برآورد شد 
)جدول 2(. برآورد شاخص تثبیت منفی در مرغ های بومی مورد مطالعه 
احتمالاً می تواند به دلیل شدت انتخاب بالا و عدم تلاقی تصادفی در این 
توده  ها باشد. شاخص تثبیت همیشه در محدوده ی 1- تا 1 متغیر است و 
منفی بودن آن نشانه ی کاهش هتروزیگوسیتی و افزایش هموزیگوسیتی 

یا افزایش هم خونی در داخل توده ها می باشد.

نتیجه گیری کلی
نیاز به اطلاعات  در اصلاح ژنتیکی مرغ ها برای یک جایگاه ژنی خاص، 
به دست  نتایج  توجه  با  کاندیدا می باشد.  کافی در مورد چندشکلی ژن  
آمده از تحقیق حاضر چندشکلی  و جهش در جایگاه  ژنی مورد مطالعه 
مشاهده شد و در نتیجه با مطالعه ی توان تولیدی ژنوتیپ های مشاهده 
نژاد  اصلاح  برنامه های  در  مناسب  مارکر  به  عنوان  آن  از  شده می توان 

استفاده کرد.

تشکر و قدردانی
با  و  کشور  دامی  علوم  تحقیقات  موسسه ی  همکاری  با  پژوهش  این 
آزاد  دانشگاه  بیوتکنولوژی  و  ژنتیک  آزمایشگاه  همکاری  و  مساعدت 
اسلامی، واحد مراغه انجام گرفت. از همكاری بی دریغ همه ی همکاران و 

عزیزان مراكز یاد شده کمال تشکر و سپاسگزاری را داریم.
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