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 چکیده
تعیین جنسیت قناری در  برایایمن و مطمئن  و خطر بدون هزینه،کم سریع، عنوان روشی ساده،هدف از این تحقیق استفاده از پر به 

بسیاری از پرندگان از  ۀماداصلاح نژادی و پرورش این پرنده است. شکل ظاهری جنس نر و  یها برنامهاوایل تولد، برای کمک به 

اختلاف  یۀبر پامولکولی  . با استفاده از این روشاست دشواربسیار  ها آنهم بوده و تشخیص جنسیت  همانند ا حدودیجمله قناری ت

 تولد بدو توان درمی PCRکارگیری روش و با به Wو  Zهای جنسی در کروموزوم Chromo-helicase-DNA (CHD)ژن  طول

انجام شد.  DNAو استخراج  یریگ نمونهنژاد مختلف  دهقطعه قناری از  140و پر از خون بررسیتشخیص داد. در این  را دهپرن جنسیت

دقت  پایۀیک جفت آغازگر اختصاصی بر  یتدرنهاطراحی و  PCRجفت آغازگر برای انجام  در آغاز پنجاست  یادآوریلازم به 

( و دو قطعه به ZZجفت باز در جنس نر ) 252به طول DNA  ۀقطع افزونش ۀدهندان. نتایج نششدو استفاده  ییدتأتشخیص جنسیت 

این دو قطعه انجام شد و برای  DNAیابی بود. توالی  (ZWماده ) جنس جفت بازی( در 57جفت باز )تفاوت  309و  252های طول

 MG679825.1شناسایی  یها شمارهبا  CHDW-1 و CHDZ-1های قناری به نام ۀدر گون CHDبار توالی این دو قطعه از ژن  نخستین

ژن   DNAیبار با استفاده از توال نخستین یکه براتوان از این روش، . با توجه به نتایج، میشدثبت  NCBIدر سایت  MG679826.1 و

CHD  تعیین جنسیت قناری استفاده کرد. برایروشی کاربردی و مطمئن  عنوان به به دست آمدقناری 
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ABSTRACT 
The aim of this research was to utilize a simple, rapid, cheap and safe method for sex determination of newly born 

canaries through feather to help accurately breeding this bird. The external morphology of males and females of 

many birds such as canary are fairly similar to each other, Therefore, determining their sexes is very difficult. The 

different length of CHD (chromo-helicase-DNA-binding) gene in Z and W chromosomes can recignized by using 

molecular technique based and PCR method, for the sex determination of young birds. In this study, blood and 

feathers samples of 140 canaries from 10 different breeds were used and their DNA were extracted. It should be 

mentioned that for PCR, at first 5 primers designed and finally 1 specific primer were confirmed and used. The 

results showed that the amplification of a fragment with the length of 252 bp for males (ZZ) and two fragments with 

the lengths of 252 and 309 bp for female (ZW). The bands had a length difference of 57 bp. The DNA sequencing of 

these two fragments was done for the first time, the sequence of these two fragments of the CHD gene in canary 

species was submitted and accepted in the NCBI site under the names of CHDZ-1 and CHDW-1 with the accession 

numbers of MG679825.1 and MG679826.1. 
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 مقدمه

 ,.Serinus canaria  (Sangster et alی،نام علم یقنار

، 1سانان گنجشک راستۀ متعلق به ای پرنده (2016

و  یبه دو صورت اهل و استو  2سهرگان خانوادة

پرورش قناری به بیش از  ۀتاریخچ وجود دارد. یوحش

 سدهو یک  (Koch & Hill, 2015) جهاندر  سدهپنج 

رسد. این پرنده به می (Moghaddas, 2011)در ایران 

بدنی  شکل، رنگی و دارای آوازخوانکلی  ۀسه دست

د. تنها دارها نژاد مختلف خاص تقسیم شده و ده

جنس نر این پرنده قادر به خواندن آواز است و در 

جنس نر ارزش اقتصادی بیشتری  آوازخواننژادهای 

. البته در بعضی نژادهای داردنسبت به جنس ماده 

با شرایط یکسان فیزیکی نر و ماده(، جنس خاص )

 د.دارماده ارزش اقتصادی بیشتری 

 های معمولقناری با روش تعیین جنسیت برای 

 و( یماهگ نه حدود) بلوغ به سن پرنده رسیدن تا باید

 هنگام آن ماند. در منتظر ،یدمثلتول برای شدن آماده

 متفاوتی پیدا شکل ماده و نر جنس تناسلی هایاندام

 در و سازدمی ممکن را جنسیت تشخیص که کنندمی

 خواندن آواز به آغاز نر ةپرند که است زمان همان

در تشخیص  یرتأخاین (. Moghaddas, 2011) کند می

را در فروش، نگهداری و  هایی دشواریجنسیت قناری، 

 تعیین بتوان که یدرصورت. کنداصلاح نژاد آن ایجاد می

 ها دشواریاین  داد انجام در اوان زندگی را جنسیت

 بیشتری نیز سود اقتصادی لحاظ و به کاهش یافته

 .شود یم دهندگان پرورش عاید

 درصد 50 از قناری و بیش ةجنس نر و ماد

 بسیار ظاهری لحاظ از کاسکو، مینا و مانند پرندگان

 از پیش تولد و دوران آغاز در یژهو به) است همسان

شکل ظاهری  پایۀبر  ها آنو شناسایی جنسیت ( بلوغ

علت نداشتن اندام جنسی خارجی، بسیار دشوار به

 و جانورشناسان برای بزرگ این چالشی و است

 ,.Griffiths et al)است  پرندگان این دهندگان پرورش

 از پرندگان نوع این جنسیت تعیین . برای(1998

 استفاده زیر هایروش جمله از مختلفی هایروش

 : شود می

                                                                               
1. Passeriformes  
2. Fringillidae 

 صفات در اختلاف (2 پرنده رفتار ةمشاهد (1

 لاپاراسکوپی یلۀوس به جنسی غدد ۀمعاین (3 ظاهری

 .جنسی های کروموزوم بررسی (5 تعیین کاریوتایپ (4

 و است یدمثلتول زمان و پرنده بلوغ مستلزم اول روش

 هم لاپاراسکوپی روش نیست، یناناطم قابل دوم روش

حتی  و دارد فراوان هایخطر و دشوار بسیار قناری در

 روش تعیین مرگ پرنده شود. تواند منجر بهمی

 هایپیشرفت با .است برزمان و هزینهپر نیز کاریوتایپ

 حد تا است داده رخ مولکولی ژنتیک علم که در بزرگی

ه با توجه ب غلبه شده است. ها دشواری این بر زیادی

از  یاریدر بس PCRهای مبتنی بر اینکه روش

 هاییشگاهآزما یجرا هایجزء روش یمولکول یقاتتحق

 ,.Law et al., 2015; Centeno et al) است یستیز

و  تریعسر یسنت هایروشبا  یسهدر مقا( و 2017

 یصو تشخ (Ahsani et al., 2011) بوده اعتمادتر قابل

لذا  (Ahsani et al., 2010) آوردیرا فراهم م یممستق

، با کمک DNA ۀپای بر مولکولی یها روش از استفاده

PCR تمایز برای هایکی از بهترین روشعنوان به 

 Ciorpac et al., 2016; Cerit) استماده  و نر پرندگان

& Avanus, 2008)یلۀوس بهکلی جنسیت فرد طور. به 

جنسی مشخص  یها کروموزومهای موجود روی ژن

 Yد. در پستانداران این کروموزوم متمایزکننده، شومی

ود آن نبجنسیت نر و  ۀنام گرفته که وجود آن نشان

ولی در پرندگان این  ،جنسیت ماده است ۀنشان

پستانداران وجود آن  برخلافنام دارد و  Wکروموزوم 

جنس نر است.  ۀآن نشان نبودنشانگر جنس ماده و 

ماده  ةو پرند ZZیا  (هموگامتجورگامت )نر  ةپرند

 ,.Nanda et al)است  ZWیا  (هتروگامتناجورگامت )

1999; Fridolfsson & Ellegren, 1999.) 

های جنسی قرار دارد که روی کروموزوم CHD ژن

 . در پرندگان بزرگ جثهاستشده  بسیار محافظت

شترمرغ، این ژن از لحاظ طول و نوع بازها در دو  مانند

ولی در  ،هم بوده همانندار بسی Wو  Zکروموزوم 

قناری و پرندگان  مانند جثه کوچکبسیاری از پرندگان 

و نوع بازها  شماری از لحاظ اگزون یدر توال، همسان

هم ولی در قسمت اینترونی اختلاف  همانندبسیار 

 Wند. به همین دلیل این ژن در کروموزوم دارطول 

 ;Griffiths et al., 1998) است Zبلندتر از کروموزوم 
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Cerit & Avanus, 2008.)  لذا اگر یک جفت آغازگر

قادر به  PCR(، طوری طراحی شود که وبرگشت رفت)

بخشی از ژن مورد نظر در دو کروموزوم  افزونش

شده در دو  افزونش ۀجنسی یک پرنده باشد و قطع

روی ژل  جنس نر و ماده اختلاف طول قابل تشخیص

مختلف آن ه و همچنین روی نژادهای داشت آگارز

با استفاده  توان یموجود داشته باشد،  پرنده این قابلیت

پرندگان را تعیین جنسیت  گونه ینا یسادگ بهاز آن 

 . کرد

 به و هداشت کوچک ایجثه قناری اینکه به توجه با

 از گیریلذا خون ،استحساس  بسیار زاتنش های عامل

د. باش ینآفر مرگتواند حتی می و این پرنده خطرناک

این  DNA به دستیابی برای گزینه بهترین بنابراین

 .است پر بال یا و دم پر از استفاده پرندگان،

 85از  یریگ نمونهبا ژنتیک  انگروهی از محقق

روش  سازی ینهبه برای گونه، 36قطعه پرنده شامل 

 یۀبر پاپرندگان  ینا یتجنس ییشناسا یکیژنت

ند و کردم اقدا CHDمرتبط با ژن  یمولکول یها روش

پرنده را  85 همۀ P8و  P2 یبا استفاده از آغازگرها

 ,.Griffiths et al)کردند  یتجنس یینتع درستی به

ند که اختلاف طول کردمشخص همچنین،  .(1998

مختلف، متفاوت  هایدر گونه بررسیمورد  ینترونا

 .(Gábor et al., 2014) است

ن آغازگرهای تخصصی برای تعیی نبودبا توجه به 

جنسیت قناری و اهمیت شناخت جنسیت در پرورش 

این پرنده، هدف این پژوهش تعیین جنسیت قناری از 

های مولکولی بر دوران زندگی با استفاده از روش آغاز

ای ، با استفاده از روش واکنش زنجیرهDNA ۀپای

 پلیمراز است.

  و منتشرشده هایگزارش و ها مقاله با مرور

 پرندگانی جنسیت تعیین رایب شده ثبت های توالی

، (Cerit & Avanus, 2008) 1هلندی عروس مانند

2پاشلک معمولی
 (Włodarczyk et al., 2011) ، 

 ، طوطی (Doosti et al., 2009) 3سسک نما

و  (Vucicevic et al., 2013) 4یقاییآفرخاکستری 

                                                                               
1. Nymphicus hollandicus 

2. Gallinago gallinago 

3. Hemispingus frontalis 
4. Psittacus erithacus 

های شماره ، اگزون(Khaerunnisa et al., 2013) 5مرغ

های بین ( و اینترون24 و 23(، )18و  17(، )10 و 9)

 (.1اند )جدول هشد بررسی ها آن

صورت گرفته در ارتباط با  های بررسیبا توجه به 

 (،1)جدول ت پرندگان تعیین جنسی برای CHDژن 

انجام  24و  23های روی اگزون ها بررسیبیشترین 

که اختلاف طول بین  شدپذیرفته و همچنین مشخص 

های مختلف پرندگان های این ژن در گونهاینترون

 .استمتفاوت 

 

 ها روش و مواد
 یریگ نمونه

سالن پرورش  هفتاز  قناری قطعه 140 بررسی این در

 قطعه 13 در آغازشد.  یریگ هنموندر استان تهران 

 هرکدامو از  انتخاب نر پنج و ماده هشت شامل قناری

گرفته شد.  لیتر خونمیلی 1تا  5/0 یزانبه م

ضد انعقاد  ةهای حاوی مادخون در لوله یها نمونه

(EDTA )قطعه قناری دیگر  127آوری و سپس گرد

یک تا سه  هرکدامنر انتخاب و از  59ماده و  68شامل 

 های یسهکدم یا بال جدا شده و در  ۀطعه پر از ناحیق

 رونها دنمونه ۀدار قرار داده شدند. همزیپ ۀجداگان

فریزر  درونفلاسک یخ به آزمایشگاه منتقل و 

متعلق به ده نژاد  قناری 127نگهداری شدند. این 

 شش و نر ( ششCross( آمیخته )1مختلف شامل: 

 پنج و نر ( پنج(Persian rasmiایرانی  ( رسمی2 ماده،

 ماده، پنج و نر پنج ((Lancashire( لانکشایر 3 ماده،

 ( فری5 ماده، پنج و نر پنج Crest)( کرست )4

( 6 ماده، شش و نر ( چهارParisian frillپاریسی )

 ماده، هفت و نر هشت (Gloster fancy)گلاستر فنسی 

( Jiber( جیبر )8 ماده، نه و نر ( هشتOpal( اپُال )7

 و نر ( نه (Mosaic( موزاییک9 ماده، دوازده و نر هارچ

 شش و نر پنج (Fiorino) ( فیورینو10ماده،  هفت

 .ماده بودند

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                               
5. Gallus gallus 
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 پرندگان مختلف در تحقیقات گذشته مربوط به CHDهای مورد بررسی ژن . اگزون1جدول 

Table 1. The studied exons of the CHD gene of different birds in previous researchs 

Accession number Length difference between 

introns in Z &W 

Exon number in  

W chromosome 

Exon number in  

Z chromosome 
Scientific name 

AF181828.1 & AF181827.1 - 23,24 23,24 Nymphicus hollandicus 
KP243175.1  - - 23,24 Gallinago gallinago 
AF288491.1 & AF288510.1 39 bp 23,24 23,24 Hemispingus frontalis 
JX460793.1 & KF425694.1 30 bp 23,24 9,10 Psittacus erithacus 
GU132943.1 & GU132944.1 92 bp 17,18 17,18 Gallus gallus 

 

 DNAاستخراج 

 قطعه 13خون  از DNA استخراج در این تحقیق 

 گرفت. ارزیابی انجام کلروفرم فنل روش به قناری

با استفاده از  شده استخراج DNA کیفیت و کمیت

 و همچنین روی نانودراپدستگاه  اسنجی بطیف روش

افقی صورت گرفت.  الکتروفورز درصد1 آگارز ژل

 برای تحقیق، نرسید نتیجه  به از همچنین )پس

 قطعه 127 پر از  DNA استخراج نهایی(، آزمون

 بال یا دم ۀناحی پر از قطعه 3 تا 1 )شامل قناری

-و فنل Hot Shotهای روش سازی ینهبه با قناری(

 Truett et al., 2000; Centeno et)شد  انجام کلروفرم

al., 2017). 

 5 بود که: ترتیب ینا بهروش کار استخراج از پر 

 یقطعه پر تازه دارا یککالاموس  یاز انتها متریلیم

جداسازی و خرد و  دو تا سه قطعه پر خشک یاخون و 

لیتر ریخته شد میلی 22/0 (میکروتیوپریزلولۀ ) روند

به آن افزوده   NaOH (0.2N)میکرولیتر 30و سپس 

 درون (ورتکس) ن دادنتکا ثانیه 30و پس از  شد

 45به مدت  C 96° دمای با سایکلر ترمال دستگاه

 و DDT میکرولیتر 20دقیقه قرار داده شد و با افزودن 

 رونثانیه تکان دادن د 5و  Proteinase Kمیکرولیتر  25

دقیقه قرار گرفت.  30مدت به C60° دمای با پلیت هات

لیتر میلی 5/1به میکروتیوپ  2/0تیوپ مواد درون میکرو

 Tris-HClمیکرولیتر  120 مقدار انتقال داده شد و سپس

(0.04N)  ثانیه تکان دادن  15به آن اضافه و 

 :Phenol ترکیب میکرولیتر از 400 شد. با افزودن

Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1, v/v)  و

تکان دادن آن، در دستگاه سانتریفیوژ با سرعت 

 C 4°در دمای  دقیقه 15 تمددور در دقیقه به1400

مایع رویی از میکروتیوپ  از آن قرار داده شد و پس

 400 یزان. مشدخارج و به میکروتیوپ جدید منتقل 

و در دستگاه  به آن افزوده شد Chloroform میکرولیتر

مایع  دوبارهقرار گرفت و  شده یانب شرایط سانتریفیوژ با

ریخته  درون میکروتیوپ جدید و بیرون آوردهرویی 

 شد استفاده DNA حاوی مایع عنوان به مایع این شد.

توسط روش  DNA کیفیت و میزان تعیین و

 پذیرفت. صورت  با دستگاه نانودراپ سنجی یفط

 

 و طراحی آغازگرهای اختصاصی CHD ژن بررسی

های در کروموزوم CHD ژن توالی یافتن منظور به

عاتی های اطلاقناری، بانک به مربوط Zو W جنسی 

)ژاپن(،  DDBJهای داده( متفاوت از جمله )پایگاه

EMBL  اروپا( و(NCBI )تنها  و جستجو )امریکا

 این (Predictedشده ) برآورد (ترانسکریپتوم) رونویسی

آمد و در ارتباط  به دستها، یابی اگزونبدون نقشه ژن

ای شده توالی ثبت گونه ینا این ژن در DNAبا توالی 

و  XM_018920545.1) وجود نداشت.

XM_018923511.1 NCBI Reference Sequence:) 

 افزار نرمژن از  این هایاگزون یابینقشه برای  

Geneious  توالی  با ها آنردیفی و با هم شداستفاده

mRNA  ژنCHD1 انسان ) درNCBI Reference 

Sequence: NM_001270.2 ) ها در اگزون جایگاه

 .یابی شدقناری نقشه

در پرندگان  یتجنس یینتع های بررسیا توجه به ب

ژن  هایاگزون یابی یتموقعپس از  ( و1یگر )جدول د

CHD هایاگزون از انجام این تحقیق برای ی،در قنار 

 هایاینترون و (25،26 ،24 ،23( و )12 ،11 ،10)

 یافزارها نرمشد. با استفاده از  استفاده ها آن میان

primer3plus ،OligoAnalyzer 3.1 ،OligoCalc  و

primer-blast پنج جفت آغازگر مورد نیاز روی ،

ند شد (سنتز) ساخت طراحی وهای هدف، اگزون

 (.2)جدول 
 



 261 1397تابستان ، 2 ة، شمار49 ة، دورایران دامیعلوم  

 
 

 

 

 شده یطراح. آغازگرهای 2جدول 
Table 2. Designed primers 

Length Primer sequence (5’ -> 3’) Exon Primer 
23 AGCAGAAATCAATCCAAGACCAC 9 F10 
21 CATGAGTGAGCAAGCCAATTC 10 R10 

23 AGAAATCAATCCAAGACCACTCC 9 F11 

20 GGCACAACCAACAAGAAAGG 12 R11 
24 GCGAAGAATAGAAGAGGAGGAAAG 23 F23.1 
24 GCCGTATCTCTGCATCACTAAATC 24 R23.1 
21 TCCCAGAATGAGAAACTGTGC 23 F23.2 
24 TGAGATGGAGTCACTATCAGATCC 24 R23.2 
23 CTTCCAAGAATGAGAAACTGTGC 23 F24 

21 GTACAAGCTCTCCCAAACGTC 26 R24 
 

PCR با شرایط زمانی و دمایی مناسب 

جفت ا پنج از خون ب شده استخراج DNAهای نمونه

ای زنجیره . واکنششدشده، آزمایش  آغازگر طراحی

توسط دستگاه ترموسایکلر )ساخت شرکت  پلیمراز

Bio-Rad  مدلMySycler با استفاده از پنج جفت )

اتصال هر جفت آغازگر  آغازگر انجام شد. بهترین دمای

شد و زمان مورد نیاز پس از آزمون گرادیانت تعیین 

 (. 3)جدول 

 یابیدست برای ها آنو غلظت  PCR اجزای واکنش

 :شرح زیر بودبهمحصول  یکرولیترم 25به 

میکرولیتر(،  5/2)نانوگرم  DNA 100 ۀنمون

واحد  : )یکشامل میکرولیتر( 5/12مسترمیکس )

  dNTPs))آزاد  یدنوکلئوت یزان بازهایم، 1Xبافر  یم،آنز

 ،مولار(یلیم 5/1با غلظت  MgCl2مولار ویلیم 2/0

میکرولیتر(، آغازگر  1مولار )میلی 3/0رفت  آغازگر

 و آب مقطرمیکرولیتر(  1مولار )میلی 3/0برگشت 

 یکرولیتر(.م 8دیونیزه )

 1شده به همراه نشانگر اندازهافزونش ایه محصول

 درصد3 آگارز ژل ( رویDM3100اسایی )شن ةبا شمار

ولت الکتروفورز شدند و  120دقیقه با ولتاژ  40مدت به

داک های مربوطه توسط دستگاه ژل(باند) نوار از آنگاه

 .شدتصویربرداری 

 

 توالی یابی

با استفاده از جفت  PCRاز  آمده دست به های قطعه

 برای R(23.2) و F(23.2) وبرگشت رفتآغازگر 

( Macrogenماکروژن )به شرکت  DNAیابی  توالی

جنوبی ارسال شد. با توجه به اینکه  ةکر واقع در

                                                                               
1. DNA Lader or Size Marker   

شده این ژن  برآورد رونویسی پایۀطراحی آغازگرها بر 

، اه قطعهاین  یابییپس از توالصورت گرفته بود لذا 

بر تر، این جفت آغازگر مطلوب ۀرسیدن به نتیج برای

اصلاح و طراحی شدند و  دوباره آمده دست بهتوالی  یۀپا

عنوان جفت به R23.3و  F23.3جفت آغازگر 

  ند.شدآغازگرهای نهایی استفاده 

 

 ( رویR23.3 و F23.3آزمایش جفت آغازگرهای )

DNA شده از پر استخراج   

 DNA ۀنمون 127 شمار نهایی، از آزمایش در

 دم یا و بال شده از انتهای کالاموس پرهای استخراج

 جنسیت تعیین برای یت مشخص،قناری با جنس

 مربوط به جفت گرمایی ۀبا برنام PCRشد.  استفاده

مندرج  2/23آغازگرهای  ۀبرنام بنا بر 3/23آغازگرهای 

 های قطعه افزونشانجام شد و پس از  2در جدول 

به همراه نشانگر  آمده دست به های نظر، محصولمورد 

ز و الکتروفور درصد3مناسب روی ژل آگارز  ةانداز

   شد. یربرداریتصوداک سپس توسط دستگاه ژل

 

 بحث و نتایج

از خون و پر  شده استخراج DNA سنجی یفطنتایج 

، نشانگر کیفیت و کمیت دستگاه نانودراپ ابقناری 

 .بود PCRانجام  برای DNAمناسب 

قناری و انسان، جایگاه  mRNAردیفی توالی با هم

 (.1)شکل  دشیابی در قناری نقشه CHDاگزونی ژن 

ِ الکتروفورزِ های قابل مشاهده مربوط به ژلنوار

با استفاده از  PCRشده توسط  افزونش های قطعه

با پنج شده از خون قناری  استخراج DNAهایِ نمونه

 (.2)شکل  استشده  جفت آغازگر طراحی
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 PCRشده در  های افزونش. برنامۀ دمایی و زمانی جایگاه3جدول 
Table 3. Temperature and time features of different loci in PCR 

Final Extension Extension Anneling Denaturation Primary Denaturation Number of cycles Primer 
72℃-5' 72℃-50'' 66.1℃-40'' 94℃-1' 94℃-5' 35 F,R(10) 

72℃-5' 72℃-50'' 60.2℃-40'' 94℃-1' 94℃-5' 35 F,R(11) 

72℃-5' 72℃-50'' 63℃-40'' 94℃-1' 94℃-5' 35 F,R(23.1) 

72℃-5' 72℃-50'' 57℃-40'' 94℃-1' 94℃-5' 35 F,R(23.2) 

72℃-5' 72℃-50'' 58℃-40'' 94℃-1' 94℃-5' 35 F,R(24) 

 

 
 Geneious افزارنرم اب و انسان یقنار  CHDژن  ردیفیمه. 1شکل 

Figure 1. The alignment of the CHD gene of canary and human 

 

 
شده از خون قناری با  استخراج DNAهای شده روی نمونه از آزمایش پنج جفت آغازگر طراحی آمده دست بهنوارهای . 2شکل 

 درصد 3روی ژل آگارز  PCRاستفاده از 
Figure 2. Experimental bands of 5 primer pairs designed on DNA samples extracted from canary blood using PCR on 

3% agarose gel 

 

با توجه  ،است مشخص 2در شکل  که طورهمان

به  مربوط های قطعه ، شده گرفتهکار به ةبه نشانگر انداز

جفت  و برای  1000طول بیش از  10آغازگر جفت

 که ندداشت جفت باز 1500 از بیش 11آغازگر 

. است دشوار ،اختلاف طول کم  با هانوار جداسازی این

 ۀنشان این و هداشت نوار یک تنها نیز 1/23 جفت آغازگر

مورد نظر  ۀقطع افزونش در آغازگرها این ناقص عملکرد

 که طور همان و است Wو  Zهای در کروموزوم

 ژن ای ازقطعه تنها آغازگر جفت این شودمی مشاهده

CHD کروموزوم از Z ماده و نر جنس دو هر در که را 

 2/23آغازگر . جفت نداهکرد افزونش را تاس مشترک

و  250با طول حدود  نوارو دو  نوارتک  یهای محصول

 دو وجود ةدهند نشان که اندجفت باز تولید کرده 300

 های قطعهاست.  (ZWماده ) ةپرند دو و (ZZنر ) ةپرند

علت طول بلندشان به 24 آغازگرهای مربوط به

 روی ما اصلی کزتمر لذا اند.نشده افزونشخوبی  به

 شده افزونش های قطعه از و بوده  2/23 آغازگرهای

 تعیین  و یابیتوالی برای آغازگر جفت این یلۀوس به

یابی پس از توالی .شد استفاده پر یلۀوس به  جنسیت

 ژن از قسمتی DNA توالی ،ها آن بررسی و ها قطعهاین 

CHD و تعیین قناری جنسی هایکروموزوم روی 

و  309به طول  CHDZ-1 و CHDW-1 یها نام هب

  MG679826.1 شناسایی یها شماره جفت باز با 252

ی از شمار .شد ثبت NCBI سایت در MG679827.1 و

 و حذفZ  مربوط به کروموزوم  ۀبازها در اینترون قطع

همین امر باعث اختلاف طول بین این دو قطعه از ژن 

 تباز شده اسجفت 57 ةانداز به 23در اینترون 

 .(4 و 3 های )شکل
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شود در شش مشاهده می 4که در شکل  طور همان

در مقایسه  CHDZمربوط به ژن  23قسمت از اینترون 

 deletion and) شماری از بازها حذف و درج CHDWبا 

insertion) ها در شده و همۀ حذفCHDZ  صورت گرفته

است. همین امر موجب اختلاف طول این دو قطعه از ژن 

 باز شده است.جفت 57ة انداز به

و با  ها قطعهاین  DNAبا مشخص شدن توالی  

بهتر از  گیری یجهنت، برای 2/23اصلاح آغازگرهای 

PCR (4طراحی شد )جدول  3/23، آغازگرهای نهایی. 

 های قطعهِ الکتروفورز از ژل آمده دست بهتصویر 

شده  های استخراجDNA ۀنمون  PCRاز  آمده دست به

ی با استفاده از جفت قطعه قنار 127پر کالاموس از 

این روش  شایان پذیرش ۀنتیج گویای ،3/23آغازگر 

. استبسیار بالا  درستیتعیین جنسیت قناری، با  برای

درستی های مورد آزمایش بهقناری همۀجنسیت 

باز( و جفت 252) نوارتشخیص داده شد. جنس نر یک 

مشخص  بسیارباز( جفت 252و  309) نوارماده دو 

 .(5 )شکل دارد
 

 
 Geneious افزارنرم اب CHDZ-1و  CHDW-1دو ژن  یفیرد هم. 3شکل 

Figure 3. The alignment of the two CHDW-1 and CHDZ-1 genes by Geneious software 

 

 
 در قناری CHDZو  CHDWهای ژن 23. اختلاف طول اینترون 4 شکل

Figure 4. The difference between the length of the intron 23 CHDW and CHDZ genes in canary 

 
 (3/23. جفت آغازگر نهایی )4جدول 

Table 4. Final primers (23/3) 
Length Primer sequence (5’ -> 3’) Exon Primer name 

21 TCCAAGRATGAGRAACTGTGC 23 F23.3 
24 TGAGACTGAGTCACTATCAGATCC 24 R23.3 

 

 
 ده نژاد قناری پراز  شده استخراجDNA از  آمده دست به PCRمحصولات  گذاریژل یجنتا. 5 شکل

 فیورینو -10موزائیک  -9جیبر  -8اپال  -7گلاستر فنسی  -6فری پاریسی   -5کرست  -4لانکشایر  -3رسمی  -2آمیخته  -1
Figure 5. Results of gelation of PCR products derived from DNA extracted from 10 Canary Canopy feathers. 1- 

Cross 2- Rasmi 3- Lancashire 4- Crest 5- Parisian Fril 6-Gloster Fancy 7- Opal 8- Jiber 9- Mosaik 10- Fiorino 
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گونه پرنده  28گیری از با نمونه از محققانگروهی 

به روش مولکولی با استفاده از  ها آنو تعیین جنسیت 

PCR  اختلاف طول ژن  ایۀپو برCHD  در

ند که در اغلب کردهای جنسی، مشخص  کروموزوم

)مربوط به جنس ماده( نسبت به  CHDWموارد ژن 

کند اما در محصول بلندتری را تولید می CHDZ ژن

اروپایی  زنبورعسلی مانند کبوتر چاهی و های حیوان

جثه این حالت معکوس بوده و در برخی پرندگان بزرگ

طول این دو ژن  ةو جغد جنگلی انداز مرغشتر مانند

(. Griffiths et al., 1998با هم برابر است ) یتا حدود

است  آناز این پژوهش نیز گویای  آمده دست بهنتایج 

 Wاین ژن در کروموزوم جنسی  ةکه در قناری انداز

 .است Zبلندتر از 

نسبت  های بهیری از گونهگ نمونهبا در یک پژوهش  

تبارزایی )فیلوژنیکی( و استفاده از دستورکار  دور از لحاظ

آمیزی  یتموفق نتایج بسیار خوب و ی مناسب،ها (پروتکل)

و  آغازگرجفت  یکگونه پرنده با  50 از تعیین جنسیت

 یها و دستورکار PCR یطدر شرا یجزئ ییرتغبا تنها 

(. این Vucicevic et al., 2013دست آمد )به یحرارت

از پر پرندگان از کیت  DNAج محققان برای استخرا

 DNeasy®Blood & Tissue Kit, Cat. Noاستخراجی 

استفاده کردند و این در   Qiagenساخت شرکت 69504

حالی است که در این تحقیق استخراج با استفاده از 

شده که ساده، سریع و ارزان است صورت  ینهبهروشی 

 پذیرفت.

گان در پرند CHDدیگری با بررسی ژن  بررسیدر 

 چندشکلی علت وجودن دریافتند که بهامختلف محقق

روش  CHDدر جایگاه اینترون ژن  (مورفیسمپلی)

ها در تعیین جنسیت بعضی گونه  PCRمعمول در 

و  استدچار اشکال  Fulica americanaمانند 

تولید  ینامساواشتباه در جنس نر دو قطعه  صورت به

 توان یمناسب آغازگرهای م یریکارگ بهکه با  کند یم

(. Shizuka & Lyon, 2008) چیره شد نارساییبر این 

در قناری  نارساییاین  د،تحقیق نشان دا نتایج این ولی

 10در  PCRایجاد نشده و با استفاده از روش معمول 

درستی در قناری تشخیص جنسیت به شده انتخابنژاد 

 انجام گرفت.

برای تعیین جنسیت قناری نیز تحقیقی صورت 

علت ثبت نشدن اطلاعات مربوط ولی به ،ذیرفته استپ

ن از توالی ااین محقق  2009قناری در سال  یتوال به

نما با نام علمی نام سسکدیگری به ةپرند

Hemispingus frontalis  ند و آغازگرهای کرداستفاده

اند. محققان این یۀ این توالی طراحی کردهبر پاخود را 

شده را در  های افزونش ، اختلاف طول قطعهپژوهش

باز )اختلاف طول  در جفت W 39و  Zهای کروموزوم

و  AF288510.1های شناسایی نما با شماره پرندة سسک

AF288491.1 ( اعلام کردندDoosti et al., 2009 با .)

مشخص شد، هر دو تحقیق  آمده عمل بههای بررسی

 23و اینترون  24و  23های ، روی اگزونشده اشاره

در این  آمده دست بهرت گرفته ولی اختلاف طول صو

 که نشانگر نتایج متفاوت است. استباز جفت 57پژوهش 

، موقعیت NCBIدر سایت  شده ثبتتوالی  پایۀبر 

مربوط به طوطی خاکستری  CHDZاگزونی ژن 

 9،  اگزون Psittacus erithacusبا نام علمی  یقاییآفر

 ,Gilbert & Silversidesاعلام شده است ) 10و 

با همردیفی این قطعه با توالی  این بررسی(. در 2012

موقعیت اگزونی این قطعه،  شد،مشخص  CHDژن 

 است 23و اینترون  24و  23های مربوط به اگزون

اعلام شده است  10و  9اگزون  که یدرصورت

(Accession number: JX460793.1.) 

 

 کلی گیری یجهنت

از این تحقیق، مشخص  هآمد دست بهبا توجه به نتایج 

شد که استفاده از پر برای تعیین جنسیت به روش 

در  CHDاختلاف طول ژن  پایۀمولکولی، بر 

ای پلیمراز واکنش زنجیره باهای جنسی و کروموزوم

(PCR)  ،درستیخطر و با ، بیینههز کمروشی ساده 

 .استبسیار بالا 

 

 سپاسگزاری

گروه علوم دامی  تحقیق در آزمایشگاه بیوتکنولوژیاین 

تهران انجام  دانشگاه طبیعی منابع و کشاورزی پردیس

 ۀم از همکاری صمیمانیدانپذیرفت. بر خود لازم می

اساتید، دانشجویان و کارکنان محترم گروه علوم دامی 

، تشکر پردیس که بنده را در این مسیر همراهی کردند

 .گرددو قدردانی می
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