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جهت‌‌CHD-Zو‌‌CHD-Wدو‌ژن‌‌ایبر‌‌‌PCRشرایط‌سازی‌بهینه

‌ت‌در‌قناری‌تفکیک‌جنسی
‌*4پژوه‌حسینی‌خسرو،‌3احمد‌ابراهیمی‌‌،2خانی‌،‌زینب‌فتح1فاطمه‌اعتمادی

‌

‌چکیده
 فاقد بلوغ از قبل ماده و نر جنس ها، قناری جمله من پرندگان از بسیاری های گونه در 

 توسط قناری دلنشین صدای آنجاییکه از. ندباش يم ظاهری شکل در تفاوت گونه هر

 اقتصادی لحاظ ازقبل از بلوغ  ها قناری جنسیتّ تفکیک لذا د،شو مي ایجاد نر جنس

های جنسي به خاطر منحصر  های موجود بر کروموزوم ژن. دباش مي اهمیّتّ حائز بسیار

استفاده قرار  توانند برای تفیین جنسیت به روش مولکولي مورد مي به جنس بودنشان

 تفکیک CHD-Z و CHD-W ژن دو اساس بر و PCR روش از استفاده باگیرند. 

 بر PCR سازی بهینه مطالعه این از هدف. است گرفته صورت ها قناری در جنسیتّ

 از مطالعه این در. بود قناری در جنسیتّ تفکیک در CHD-Z و CHD-W ژن دو اساس

 صورت پرها بالب از DNA استخراج و دگردی تهیه ریشه حاوی پر دو قناری 42

 W-CHD ژن تکثیر توالي برای شده طراحي اختصاصي پرایمرهای از و پذیرفت

: آمد دست بهبه صورت زیر  بهینه برنامه  PCRبا بهینه سازی شرایط  و شد استفاده

 42سیکل با شرایط :  55دقیقه،  5درجه سانتیگراد به مدتّ  42واسرشته سازی اولّیه 

 24ثانیه و دمای  55درجه سانتیگراد به مدتّ  55ثانیه ، 06سانتیگراد به مدتّ  درجه

 5درجه سانتیگراد بـه مـدت  24ثانیه و در نهایـت دمـای 56درجه سانتیگراد به مدتّ 

د با دقت صد درصد توان مي PCR. این مطالعه نشان داده شد که روش بهینه شده دقیقه

 .استقناری ترین روش برای تعیین جنسیتّ  مناسبذا جنسیت قناری را تعیین کند و ل

‌ ،PCR ،تفکیک جنسیتّ ،قناری كلیدی:‌واژگان
 

 5/2/42تاریخ پذیرش:     0/2/42تاریخ دریافت: 

‌

‌مقدمه
، جنس نر و ها قناریهای بسیاری از پرندگان من جمله  در گونه

د نباش ميماده قبل از بلوغ فاقد هر گونه تفاوت در شکل ظاهری 

به همین خاطر تعیین جنسیتّ برای صاحبان و  .(5و 11)

. باشد پرورش دهندگان پرندگان بسیار حائز اهمیت مي

ت پرندگان ي که افراد را به سمت تعیین جنسیهای شاخص

 رایـبیني پرنده ب تشخیص نوع رفتار قابل پیش کشاند شامل:  مي
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حفظ روابط بلند مدت بهتر با آن، امکان پرورش و یا ایجاد و 

نگهداری تعداد متعادل پرندگان نر و ماده، پرورش پرندگان 

تحقیقات  ،های مختلف صنعتي و نوع استفاده از آنها در زمینه

های مختلف در مطالعات  علمي بر روی صفات متفاوت گونه

آموزش پرندگان با توجه به توانایي متفاوت  ،اصلاح نژاد

ت پرندگاني که قبل از تعیین جنسی ند.باش مي پرندگان نر و ماده،

مانند گونه قناری که جنس نر از لحاظ  ،ندباش ميبلوغ مونورف 

. تعیین جنسیتّ قناری (4)اقتصادی دارای ارزش بیشتری است

حتيّ بسیاری از برای خیلي از افراد تازه وارد در زمینه پرورش 

افراد متبحرّ در این زمینه امری بسیار دشوار است. طبق دسته 

متعلقّ ( Serinus canaria canaria ) قناری ،بندی سیستماتیک

 ها و به خانواده فنچ  (Passeriformes) ها به راسته گنجشک

(Fringillidae) بلوغ  . با توجهّ به اینکه قناری از سندباش مي

کند و بیشتر صدای دلنشین قناری توسطّ  يشروع به آواز م

ها از لحاظ  د، لذا تفکیک جنسیتّ قناریشو ميجنس نر ایجاد 

در  ( 5و 11د. )باش ميبسیار زیادی دارا  اهمیّتّاقتصادی 

تعیین کننده پرندگان، بر خلاف انسان کروموزوم جنسي ماده، 

در  XY معادل( ZZ) پرنده نر هوموگامتیک. باشد ت ميجنسی

 در انسان XXمعادل  (ZW) پرنده ماده هتروگامتیک و سانان

 .(2 و 16)است

. تعیین 1 های مختلفي شامل: به روش تعیین جنسیتّ قناری 

ت از روی . تعیین جنسی4روی مشخصات ظاهری  جنسیتّ از

  .کاریوتایپینگ  جنسیتّ از روی . تعیین 5    دـاستروئی  سنجش
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ت جنسی تعییند. شو ميام انج PCRت از طریق تعیین جنسی.2

کلواك،  لمس مانند قدیمي یها روش از استفاده با پرندگان

زمانبر و  و دشوارو...  کاریوتایپینگ استروئید، میزان سنجش

به دلیل نیاز به خون  موارد برخي در حتي و دباش مي پرهزینه

از آنجـا که . (2شود ) پرنده مرگ موجبممکن است گیری 

ذا باش مي  ZZو ژنوتیپ پرنده نر   ZWژنوتیپ پرنده ماده  ـد، لـ

فقط در جنس ماده پرندگان وجود دارد و بر   Wکروموزوم

مارکر ژنتیکي مناسبي برای تفکیک  توان مياسـاس آن 

یافت. این ویژگي همانند هـای نـر و ماده از هم  جـنس

در انسان است با این تفاوت که در انسان و سایر   Yکروموزوم

جنس نر هتروگامتیک است و جنس ماده  پستانداران،

ر پرندگان وضعیت دقیقا عکس باشد ولي د هموگامتیک مي

نوکلئوتید  54در  Zو  Wدر کروموزوم توالي تفاوت این ت. اس

جنس نر و ماده را  توان مياست و بنابراین از تفاوت اینها 

 W-CHD از ژنو همکاران  دوستي .(4و 0) تفکیک نمود

 علمي فرونتالیس همیسپینگوس نام با یا پرنده به مربوط

(Hemispingus frontalis) فرینجیلده  خانواده از که

(Fringillidae )با کاناریا  بالایي فیلوژنتیکي قرابت و باشد مي

 قناری برای تعیین جنسیتّدارد،  (canaria Serinus)سرینوس 

 (.5کردند) اسـتفاده

تفکیک  ش دقت درافزای ایبر  PCRسازی بهینهدر این مطالعه 

 صورت CHD-Zو  CHD-Wاساس دو ژن بر  قناری تجنسی

تا باندهای بهتری ایجاد شود و از خطا هنگام تشخیص  ،گرفت

باندی که برای قناری ماده در ژل الکتروفورز  4زیرا  شود هستکا

و ممکن است هنگام  ندستهد بسیار به هم نزدیک شو ميرویت 

د و یک باند دیده شود و باند از هم تفکیک نشون 4مشاهده 

 ‌قناری  به طور کاذب نر شناخته شود.

‌
‌مواد‌و‌روش‌كار

ه گردید و دو پر حاوی ریشه تهیبه طور تصادفي قناری  42از 

DNA استاندارد فنل کلروفرم استخراج  از بالب پرها به روش

میلي متر از انتهای هر پر  2ابتدا  DNAجهت استخراج د. گردی

 mLو آن را در داخل میکروتیوپ استریل بریده و خرد کرده 

( N 0.2) هیدروکسید سدیم میکرولیتر  46و  ه شدقرار داد 1.5

به  شد. سپسو به مدت یک دقیقه ورتکس گردید به آن اضافه 

درجه سانتي گراد قرار  40دقیقه در داخل بن ماری  25مدتّ 

آن نرمال به  N Tris-Hcl 0.04)میکرولیتر ) 156داده و به مقدار 

مي   spin  ثانیه 56سپس ورتکس کرده و به مدت  شداضافه 

را به میکروتیوپ دیگر انتقال   DNAکنیم و مایع رویي حاوی

 های استخراج شده با کمکDNAتعیین کمیتّ  و ه شدداد

آمیزی  و رنگ (%5)ژل الکتروفورز  آن توسطکیفیت  ونانودراپ 

 . پذیرفتصورت  (syber safe) با سایبر سیف

این مطالعه از پرایمرهای اختصاصي برای تکثیر جایگاه های در 

-W ژن از تواليماهواره ای اختصاصي جنس نر و ماده  ریز

CHD فرونتالیس همیسپینگوس پرنده به مربوط (Hemispingus 

frontalis ) ّاسـتفاده ،و همکاران  دوستيطراّحي شده توسط 

شرکت و توسط  (5)‌زیر استآن به صورت  تواليکه  شـد

TAG Copenhagen(Kong Georgs Vej 12, 2000 

Frederiksberg, Denmark میکرومولار ساخته 166(  با غلظت

  :شد
Canary-F: 5'- GGATGAGGAACTGTGCAAAAC -3' 

Canary-R: 5'- AATAGTTCGCGGTCTTCCAC -3' 
ر روی نمونه PCRهای  واکنش  ژنـومي توســط    DNAهــای   بـ

 Eppendorf (Germany)ت ت شـرکدستگاه مسترسایکلر گرادین

 د.انجام شبا استفاده از پرایمرهای فوق 

، نـانوگرم(  146و  46، 56) الگـو  DNAدر این بررسي اثر مقدار 

 گرادیان دمـای ) دمای آنیلینگثانیه(  06و  25، 56آنیلینگ )زمان 

 06و  56، 26و  زمان بسـط تـوالي )   گراد( درجه سانتي 05تا  55

   .ثانیه( بررسي شدند

ــول ــنش  محل ــامل:  PCRواک ــانوگرم  146و  46، 56ش  DNAن

پیکومــول از هــر  56(دو پرایمــرمخلــوط میکرولیتــر از  1الگــو، 

 mM 5/1شـامل   Master mix red (2x)میکرولیتـر   0، پرایمـر( 

Mgcl2 ــرکت ــم( Ampliqon,Germany )ش ــایي ، و حج  نه

 بود. میکرولیتر 14 واکنش
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گــراد   درجـه سـانتي 45امل شـ مورد بررسيحرارتي  های برنامه

 55 ، سـپس مرحله شروع و واسرشت کردن اولیـه  جهت دقیقه 5

ه جهـت  دقیق ـ 1گــراد   درجه سـانتي 42چرخه دمایي به ترتیب 

بـا   درجه سـانتي گـراد   05تا  55 گرادیان دمای ، واسرشت کردن

مرحلـه طویـل     ثانیـه جهـت آنیلینـگ و    06 و 25، 55 های مانز

 ثانیـه  06و  56، 26هـای  با زمانگـراد  انتيدرجـه سـ 24در  شدن

. در نهایــت بــود گــراد درجــه ســانتي 24و یــک مرحلــه نهــایي 

گراد در ترموسـایکلر   درجه سانتي 5نش در دمای محصولات واک

   نگهداری شدند.

ا   Super و  لودینگ بافرمخلوطي از محصولات تکثیر شـده بـ

gel red مارکر در کنار  وbp 166 (شرکت Fermentas)  بـر

 146دقیقـه در ولتـاژ  25ه مـدت % ب5 و 5/1 روی ژل آگارز

باندهـای مربوطـه بـا اسـتفاده از  .الکتروفورز گردیدند ولت

مورد بررسي قرار  Biometr)) ژل از بردار تصویر  دسـتگاه

 .گرفتند

 

‌ایجنت
درجـه  45شـامل    برنامه حرارتي قبل از بهینه سازی

 42چرخه دمایي به ترتیب  56ه، سپس دقیق 5گـراد  سـانتي

 24دقیقه و  1درجه سانتي گراد  55دقیقه،  1گـراد  درجه سـانتي

درجه  24دقیقه و یک مرحله نهایي  1گـراد  درجـه سـانتي

که باندها به شکل واضحي  ،(5) دقیقـه بود 5گـراد  سـانتي

‌(. 1 نگاره مشاهده نشدند )

نانوگرم(،  146و  46، 56الگو) DNAدر بررسي اثر مقدار 

در نانو گرم بدست آمد.  همچنین در  146یهترین نتیجه با مقدار

درجه  55دمای آنیلینگ و زمان بسط توالي دمای بررسي 

درجه سانتیگراد به مدتّ  24ثانیه و دمای  55سانتیگراد به مدتّ 

 PCRر این دو پارامتر بودند. لذا به ترتیب بهترین مقادی ثانیه 56

 5به مدتّ  درجه سانتیگراد 42واسرشته سازی اولّیه : با شرایط

 06درجه سانتیگراد به مدتّ  42سیکل با شرایط :  55دقیقه، 

درجه  24ثانیه  و دمای  55درجه سانتیگراد به مدتّ  55ثانیه ،

ثانیه و در نهایـت به منظـور تکمیل  56سانتیگراد به مدتّ 

 5تیگراد بـه مـدت درجه سان 24فرایند تکثیـر قطعـات، دمـای

به عنوان شرایط % 5 ژل آگارزو المتروفورز با استفاده از  دقیقه

‌ (. 4 نگاره ) بهینه به دست آمد

قطعه ماده بودند که  12قطعه نر و  16قناری مورد بررسي  42از 

 واین روش در تعیین جنسیت همه را به درستي شناسایي کرد 

 صد در صدماده شناسي دو جنس نر و  های ریخت با ویژگي

 تطابق داشت. 

  
. قبل از بهینه کردن CHDقطعه  PCRالکتروفورز محصول   -1نگاره 

مربوط به قناری ماده است ودو یاند بخوبي تفکیک  4و  1شماره های 

مارکر  5شماره  مربوط به قناری نر است. 2و  5نشده است. شماره های 

bp 166 
 

 
. بعد از بهینه کردن CHDه قطع PCRالکتروفورز محصول  -4 نگاره

مربوط به قناری ماده است و دو یاند بخوبي تفکیک  4و  1های  شماره

مارکر  5شماره .  مربوط به قناری نر است. 2و  5شده است. شماره های 

bp 166 
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 ثبح

های پرندگان از لحاظ جنسیت تک شکل  گونه %06حدود 

تعیین کلوآك و  طریقیت از . کاریوتیپ، تعیین جنسهستند

های متداول تعیین جنسیّت  استروئیدی روش جنسیت

گیر  ها معمولاً پر هزینه، وقت ند، اما این روشباش ميپرندگان 

ت استروئیدی نیاز به تعیین جنسی .(2)و نامطمئن هستند

که خون گیری به قناری استرس یي گیری دارد و از آنجا خون

ینکه دیگر ممکن است قناری آواز نخواند یا ا ،کند وارد مي

لذا کارایي  موجب مرگ پرنده گردد یا حتي تخم نگذارد

 . مناسبي دارد

قبل از آنکه دانش مولکولي به شکل امروزی پیشرفت یابد، 

هایي مانند لاپاروسکوپي و آندوسکوپي و تعیین  روش

ها در کشورهای توسعه یافته و در  کاریوتیپ از بهترین روش

معمولا روش خوبي برای حال توسعه بود. تعیین کاریوتیپ 

 .ت پرندگان بوده ولي درصد خطای بالایي داردتعیین جنسی

و همکاران، سعي کردند با استفاده از  Nesje 4666در سال 

دو جایگاه میکروستلایتي، پرندگاني ازقبیل شاهین، باز 

وحشي، قوش و غیره را تعیین جنسیتّ نمایند، اما این روش 

ندگان مورد آزمایش، در تعیین جنسیتّ برخي از پر

و  Agate 4662 همچنین در سال  .(4)دآمیز نبو موفقیت

گورخری  سهره یا راه راه فنچ همکاران برای تعیین جنسیتّ

(Zebra Finch علمي نام باTaeniopygia guttata) از ژن 

CHD1-Z  وCHD1-W روش.  (1)استفاده کردند PCR 

د و ضریب شبا ميترین روش در تعیین جنسیتّ پرنده  دقیق

بسیار به علاوه  صحتّ آن نزدیک به صد در صد است.

استرس بسیار کمي به پرنده  ،سریع، دقیق و کم هزینه بوده

د به کار توان ميکند و در هر دوره از زندگي پرنده  وارد مي

و همکاران با استفاده از دو  Griffiths 1445در سال . رود

( و Chromo-helicase-DNA binding gene) CHD-Zژن 

CHD-W  ّو طراحي پرایمر های متعدد، به تعیین جنسیت

 (گروهي از پرندگان )شتر مرغ، قو، کبوتر، غاز وحشي و ...

دو ژن  PCRت بر اساس تفکیک جنسی در(. 5)پرداختند

CHD-W  وCHD-Z  قطعه ای با طول  در پرنده نر تنها

با  هایي  قناری ماده قطعهاما در تکثیر مي یابدجفت باز 560

دوستي و یابند.  تکثیر ميجفت  525جفت باز و  560طول 

با در قناری را ت تعیین جنسی 4664همکاران در سال 

و  CHD-W و براساس دو ژن PCR استفاده از واکنش

CHD-Z  (. 0دادند) شرح  

الگو به  DNAنشان داده شد یا افزایش مقدار  در این بررسي

د. زمان آنیلینگ بهینه آی نانوگرم نتیجه بهتری بدست مي 146

درجه سانتیگراد تعیین  55همانند روش دوستي و همکاران 

در بالای باند اصلي مشاهده  گسترشبه دلیل آنکه  شد اما

 باعثطویل شدن  آنیلینگ و مرحلهزمان کم شدن شد، 

محو شود. همچنین برای پررنگ تر شدن  گسترشگردید تا 

و برای  ایش یافتسیکل افز 55باند ها تعداد سیکل ها به 

. در نهایت بهترین % استفاده شد5تفکیک بهتر باندها از ژل 

و نشان داده شد که روش بهینه  به دست آمد   PCRشرایط 

د با دقت صد درصد جنسیت قناری را توان مي PCRشده 

مناسب ترین روش برای تعیین جنسیتّ تعیین کند و لذا 

طعي در زمینه به عنوان یک روش قد توان مياست و قناری 

پرورش دهندگان قناری قرار  مورد استفاده تعیین جنسیتّ 

 . گیرد
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