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   صفحه الف
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  .دمنظور اهداف آموزشی با ذکر مرجع و اطلاع کتبی به حوزه تحصیلات تکمیلی دانشگاه زابل مجاز می باش

      
  امضا دانشجو
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  چکیده
  یکی از ژنهای کاندیدای مهم می باشـد        )PEPCK-C( روات کربوکسی کیناز سیتوزولی   ژن فسفوانول پی  

که آنزیم فسفوانول پیروات کربوکسی کیناز را رمزگذاری می کند که آنزیمی مهم در چرخـه گلیکونئوژنـسیز                  
ی ژن فسفوانول پیـروات کربوکـس     : در ژنوم موجودات زنده دو شکل متفاوت از این ژن وجود دارد           . می باشد 

در این تحقیق به طور تـصادفی        ). PEPCK-M(و ژن نوع میتوکندریایی      ) PEPCK-C(کیناز سیتوزولی   
 نمونه از دو جمعیت بومی منطقه سیستان و بلوچستان به نامهای خزک و دشـتیاری مـورد بررسـی قـرار                      100
 ،  F1R1یمرهـای    و پرا  PCRاسـتخراج و بـا اسـتفاده از          DNAبدین منظور از فولیکول انتهایی پـر        . گرفت
F2R2   ، F3R3   و F4R4      قطعه ای به طول bp 3792        از ژن    3 از فاصله پروموتر تا اگزون شماره PEPCK-

C    سپس قطعات تکثیر شده با استفاده از آنـزیم هـای             تکثیر وBsteП   و AciІ  هـضم قـرار گرفـت       مـورد .
پی و آللی با استفاده از نـرم        و فراوانی های ژنوتی     تعیین ژنوتیپ شد    درصد 5/1محصول هضم روی ژل آگارز      

فراوانـی آللـی بـرای نمونـه هـای خـزک در جایگـاه         . مورد آنـالیز قـرار گرفـت   POPGENE 3.2افزار 
BsteП،A=0/98 و B=0/02 و در جایگاه AciІ ،86/0 A= 14/0و B=   و برای نمونه هـای دشـتیاری در
تجزیه هاپلوتایپ  .بود=B 02/0و =AciІ ،98/0 Aو برای جایگاه =B 08/0و =BsteП ، 92/0 Aجایگاه 

 در دو جمعیت مرغ وجود دارد و فراوانی آنها بـه  D ,C ,B ,A نشان داد که چهار هاپلوتایپ SNPبرای دو 
از نـه    . بود 08/0 و   9/0 ،02/0،  0 و برای مرغان دشتیاری      0و   14/0،84/0،  02/0ترتیب برای مرغان خزک     

 در دو نمونه مشاهده گردید که در این میان ژنوتیپ BCو CC ،CD ، ACژنوتیپ ممکن تنها چهار ژنوتیپ 
CCمطالعه حاضر نشان می دهد که در هر دو نمونه چند شکلی وجود دارد . فراوانی بیشتری داشت  .  

   
 سیـستان و    ، استان پلی مورفیسم، ژن فسفوانول پیروات کربوکسی کینازسیتوزولی، مرغان بومی        : کلمات کلیدی 

  .بلوچستان
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   مقدمه و اهداف-1-1

 ژنتیک مولکولی، بخش مهم و شاید عمده زیـست شناسـی مولکـولی اسـت کـه بـا کـشف سـاختار                       

 تولد یافته و در طول مدت زمان کوتاهی کـه از عمـر آن مـی گـذرد بـا                     1953 در سال    DNAمولکولی  

مهندسی ژنتیک که یکی از دستاوردهای این علـم اسـت، ابـزار    . گفت انگیز پیشرفت کرده است    سرعتی ش 

قدرتمندی است که نه تنها بخش عظیمی از پژوهش های زیست شناسی را به عهـده دارد، بلکـه توانـسته          

بیوتکنولـوژی، بـا بهـره گیـری از فنـون           . است جایگاه ویژه ای را در تکنولوژی به خود اختـصاص دهـد            

( هندسی ژنتیک و اصول ژنتیک مولکولی چنان تاثیر ژرفی را بر روندهای علمی و اقتصادی نهاده اسـت                   م

ژنومیکس نیز که به بررسـی و مطالعـه کـل     . نام نهاده اند  » انقلاب سوم علمی  «که آن را    ) 1387آل محمد   

  ).1384مکاران، ابطحی و ه( ژنوم موجودات می پردازد در پیشبرد این علم تاثیر بسزایی داشته است

پیشرفت های قابل توجهی در زمینه بهبود ژنتیکی حیوانـات اهلـی از طریـق انتخـاب مـصنوعی بـر روی                      

بیشتر این انتخاب ها بر اساس فنوتیپ بدون اطلاع از سـاختار ژنتیکـی   . صفات کمی، صورت گرفته است   

وثر بر صفات در جمعیت     با این وجود مطالعات مولکولی ژن های م       . خصوصیات انتخاب شده، بوده است    

می توان از ژن ها و مارکرهای ژنتیکی که تـاکنون  . های دامی منجر به درک بهتر ژنتیک صفات کمی است       

 استفاده  1کشف شده اند برای افزایش پیشرفت ژنتیکی گله های اصلاحی از طریق انتخاب بر اساس مارکر               

   ). Lizardi, 1998( کرد 

ام ها، بر اساس اطلاع از فراسنجه های ژنتیک جمعیـت بـرای صـفات     برای انتخاب د2روش ژنتیک کمی    

                                                 
1  - Marker- assisted selection  
2 - The quantitative genetic approach 
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این پارامترها را می تـوان بـا اسـتفاده از    .  و همبستگی های ژنتیکی می باشد1مورد نظر مثل وراثت پذیری    

بـا ایـن    ). Lizardi et al., 1998( آنالیز آماری اطلاعات فنوتیپی حاصـل از شـجره هـا بدسـت آورد     

تیکی صفت مورد مطالعه همچون جعبه سیاهی است، که هیچ علمی در مـورد ژن هـای                 وجود، ساختار ژن  

موثر بر آن صفت وجود ندارد و در آن اثر هر کدام از ژن ها یا جایگاه های آنها در ژنوم مورد مطالعه قرار               

  مـی  2فیشر به طور اختصاصی تر، تئوری ژنتیک کمی بر اساس مدل ژنتیکی بی نهایت کوچک               . نمی گیرد 

باشد که در این مدل فرض است که صفت مورد مطالعه به وسیله تعداد نامحدودی ژن و هر کدام با یـک                      

بر اساس این مدل، افزایش مورد انتظار در عملکرد هر جمعیـت از             . اثر بی نهایت کوچک، کنترل می شود      

( یت، متناسب است   فشار انتخابی و تنوع ژنتیکی جمع    3طریق انتخاب ژنتیکی، با دقت برآورد ارزش ارثی       

Bern, 1975 .(   

  

    یولوژی طیوربدر  PEPCK-C اهمیت نقش ژن -2-1
 قـرار دارد و کـد       20 در روی کرومـوزم      Kb8  با طـولی در حـدود         یک ژن بزرگ   PEPCK-Cژن  

کننده آنزیم فسفوانول پیروات کربوکسی کیناز سیتوزولی بوده که آنزیمی کلیدی در چرخه گلیکونئوژنسیز              

و سنتز گلوگز را از ترکیباتی چون اگزالواستات، اسیدهای آمینه و سایر ترکیبات              ) 1386حمدی،  م( بوده  

 اسـید آمینـه و   622این آنزیم، پروتئینـی بـه طـول     ).  Ash et al., 1989( حیاتی دیگر بر عهده دارد 

 فـرآورده  . )Hod et al., 1984 , Sato et al., 1997(  دالتون می باشد69522دارای وزن مولکولی 

آنزیمی این ژن در فرایند سنتز گلوکز دخالت دارد که می تواند نقش بسیار حیاتی در تـامین کـالری بـدن                      

همچنین، نقش آن در ایجاد بیماری های توموری و نیز بیماری مارک در طیور به اثبـات رسـیده         . ایفاء کند 

 باشد اثر این آنزیم برای تامین مواد و چون تنها ماده مصرفی مغز، گلوگز می ) Li et al., 1998( است 
                                                 

1 - Heritability 
2 - Fisher's infinitesimal 
3 - Breeding value 
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همچنین، در رابطه    ). 1386محمدی،  (غذایی، و عملکرد مغز در تمامی موجودات بسیار حیاتی می باشد            

با تاثیر این ژن بر روی صفات تولیدی چون ضریب تبدیل غذایی، درصـد جوجـه درآوری، میـزان تولیـد      

ه است و اثر آن بر روی صفات تولیدی مهم در طیـور          تخم مرغ و رشد ماهیچه نیز تحقیقاتی صورت گرفت        

)Parsanejad et al., 2002( و دام به اثبات رسیده است .  

-PEPCK(هدف از این تحقیق شناسایی پلی مورفیسم ژن فسفوانول پیروات کربوکسی کیناز سیتوزولی              

C ( در این مطالعه یک قطعه      . می باشدbp1000         ایـن ژن مـورد      2ه   در فاصله پروموتر تـا اگـزون شـمار 

این تحقیق روی دو توده مرغان بومی خزک و دشتیاری استان سیـستان و بلوچـستان                . بررسی قرار گرفت  

  . انجام گرفت
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  فصل دوم

  بـررسی منابع
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   مارکرهای ژنتیکی -1-2

یدی به طور کلی هر صفتی که بین افراد متفاوت باشد، ناشی از تفاوت موجود بین ترتیب های نوکلئوت                 

DNA   حتی صفاتی که تحت شرایط محیطی یکسان .  کروموزومی آنها است که به نتاج نیز منتقل می شود

به صورت متفاوت بروز می کنند، بازتاب تفاوت های موجود در توالی های نوکلئوتیدی مـی باشـد، ایـن                    

کلی برای آن که صفتی به      به طور   . تفاوت ها می توانند به عنوان نشانه یا مارکر ژنتیکی به کار گرفته شوند             

  : عنوان مارکر ژنتیکی مورد استفاده قرار گیرد، باید دست کم دو ویژگی زیر را داشته باشد

  ). چند شکلی نشان دهد( در بین دو فرد متفاوت باشد ) الف

  . به توارث برسد) ب

 و  DNAکـولی   به طور کلی مارکرهای ژنتیکی را به سه دسته مارکرهـای مورفولوژیـک، پروتئینـی و مول                

RNA   در رابطه با مارکرهای مولکولی      .  تقسیم می کنندDNA        طبقه بندی های گوناگونی وجود دارد که 

همچنین خصوصیات برخی از مارکرهای     .  آورده شده است   1-2 و جدول    1-2دو نمونه از آنها در شکل       

  .  ارائه شده است2-2ملکولی مورد استفاده در اصلاح دام در جدول 
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 1 و عدم کاربرد آن PCR بر اساس مبتنی بر کاربرد  DNA دسته بندی مارکرهای -2-1جدول 

2345678910  

                                                 
1 - Restriction Fragment Length Polymorphism 
2 - Variable Number of Tandem Repeat 
3 - Restriction Landmark Genomic Scaning 
4 - Amplicon Length Polymorphism 
5 - PCR based RFLP 
6  - Single Strand Conformation Polymorphism 
7 - Random Amplified Plymorphism DNA 
8 - Single Nucleotide Polymorphism 
9 - DNA Amplified Fingerprinting 
10 - Amplified Fragment length Polymorphism 

 هامارکر

 مورفولوژیک

  
  
  
  

  مولکولی

 پروتئینی

  
  
  

DNA  

 PCRغیر مبتنی بر
  
  
  
  
  

  PCR مبتنی بر

RFLP 1یا چند شکلی طول قطعات هضم شده 

VNTR 2پشت سر همیا تعداد متفاوت تکراری   
RLGS 3یا پویش ژنومی نشانه های هضم  

  ماهوارک ها

ALP4یا تفاوت طول قطعه های قابل تکثیر  

PBR 5  
SSCP 6 یا چند شکلی کنفورماسیون تک رشته  

RAPD 7 یا DNAچند شکل تکثیر شده تصادفی   
SNP 8یا تفاوت تک نوکلئوتیدی   
DAF 9  یا انگشت نگاری باDNA تکثیر شده   

  اره ها ریز ماهو
AFLP 10یا تفاوت طول قطعه های حاصل از تکثیر   
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 Vignal(  نوعی دیگر از طبقه بندی مارکرهای مولکولی مورد استفاده در اصلاح دام– 2-2جدول 

2002 et al.,(   
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