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  كبك: مطالعه موردي(پرندگان  شناسائي جهت يتكثير دايره غلتان روش
 Alectoris chukar(  
  3و محمد جواد نجف زاده *1،2، منصور علي آباديان1سحر جواهري طهراني

  مشهد، دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي1
  نوآوريهاي جانورشناختي مشهد، دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده علوم، گروه پژوهشي2

  مشهد، دانشگاه علوم پزشكي مشهد، گروه انگل شناسي و قارچ شناسي3

  19/12/94 :تاريخ پذيرش  15/7/94: تاريخ دريافت

  چكيده 

ماكيان سانان در فهرست مورد تهديدترين پرندگان محسوب مي شوند كه شكار و بهره برداري از آنها به منظور اهداف متفاوتي 
شكار و بهره برداري بيش از حد سبب شده است كه درصد بالايي از . غذا، تفريح و يا اهداف تجاري صورت مي گيرد: از جمله

از اينرو به . قرار بگيرند IUCNسرخ  فهرستآنها به عنوان مورد تهديد با خطر انقراض در  )%4/26(گونه هاي ماكيان سانان 
از شكار بي رويه ماكيان سانان و اطمينان از بقاي آنها به معرفي روش تكثير منظور اقدامات موثر حفاظتي و همچنين جلوگيري 

به عنوان روشي مطمئن و سريع جهت شناسايي پرنده شكار شده توسط  )Rolling Circle Amplification(دايره غلتان 
لئوتيد از ناحيه ژن مورد در اين روش كاوشگرهاي اختصاصي براساس تفاوت تنها در يك نوك. شكارچيان متخلف مي پردازيم

  نظر براي گونه ي هدف طراحي مي شوند كه در اين مطالعه طراحي كاوشگر بطور موردي براي گونه كبك
)Alectoris chukar (با پس از هيبريداسيون  هاي اختصاصي كاوشگر. صورت پذيرفتDNA  به شكل يك مولكول بسته

محصول تكثير يافته به راحتي روي ژل  .دمايي مورد ارزيابي قرار مي گيرنددرآمده و با اتصال به هدف و تكثير در شرايط تك 
بدين ترتيب، با توجه به آسان . قابل مشاهده است UVهاي فلورسنت به طور مستقيم زير نور آگارز يا پس از اضافه نمودن رنگ

قدرتمندي را جهت شناسايي پرندگان و عدم نياز به تجهيزات آزمايشگاهي خاص، اين روش ابزار  RCAبودن عمليات آزمايش 
  .كبك، قرقاول و حل مسائل مديريتي و حفاظتي آنها فراهم مي نمايد: مورد شكار از جمله

  ، ماكيان سانان، پرندگان مورد شكار، كبك)RCA(كاوشگر هاي قفلي، تكثير دايره غلتان  :واژه هاي كليدي 

  aliabadi@ferdowsi.um.ac.ir: يكي، پست الكترون 51387955070: نويسنده مسئول، تلفن* 

 قدمه  م

بين رفتن زيستگاه ها از جمله عوامل اصلي از  وكار ش
هستند كه سبب كاهش جمعيت ها در ميان بسياري از گونه 

كشتار بي رويه، مهمترين عامل انقراض . )12(ها شده اند 
تاريخ بوده است كه انسان ها در طي از بل گونه ها در ماق

توسعه ي محدوده زندگيشان روي كره زمين مسبب آن 
بوده اند و امروزه همچنان به عنوان تهديدي بسيار جدي 

جنس  81راسته ماكيان سانان شامل . )18( باقي مانده است

اعضاي اين راسته، مهمترين  ).7،36(گونه مي باشد  284و 
عرض تهديد مي باشند كه بهره برداري گروه پرندگان در م

 غذا،: مستقيم از آنها به منظور اهداف متفاوتي از جمله
و  پرورش آنها به عنوان حيوانات اهلي و يا اهداف تجاري

در طي چند دهه گذشته استفاده ). 18( صورت مي گيرد... 
تبديل  بشري جديهاي  نگرانييكي از از گوشت شكار به 

 در زمره يكي از عوامل موثر درشكار چراكه گرديده است، 
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. فهرست گرديده استانقراض جمعيت هاي حيات وحش 
حفاظت از  المللي ينب يهاتحادبر اساس گزارشات اخير 

شكار و بهره برداري بيش از حد  )IUCN(يست ز يطمح
در را %) 4/26(درصد بالايي از گونه هاي ماكيان سانان 

داده سرخ قرار  تفهرسمعرض تهديد با خطر انقراض در 
   ).1( است

ترين نيازهاي زيست شناسايي صحيح گونه از اساسي
و اكثر آرايه شناسان اتفاق  )25(باشد شناسي حفاظت مي

مهم هستند و گاهي اوقات  و نظر دارند كه گونه ها حقيقي
با ايجاد . )35(نهايت دشوار مي باشد  تشخيص آنها بي

پروتئيني محققين به و ) Gen Bank(پايگاه داده هاي ژني 
كمك علم نوپاي بيوانفورماتيك روش هايي بسيار دقيق تر، 

 راهاي متداول مولكولي روش اختصاصي تر و سريع تر از 
 ددنه نموئارا جهت شناسايي گونه ها در علوم تشخيصي

روش هايي كه امروزه توسط محققين  از جمله ).46،4(
 م دماييهبسيار مورد توجه قرار گرفته است روش هاي 

)Isothermal( بدون نياز به اعمال  ها در اين روش .است
يكي از . امكان پذير مي گردد DNAتناوب دمايي تكثير 

 RCA:Rolling)روش تكثير دايره غلتان ،ها روشاين 

Circle Amplification) اختصاصي باشد كه به دليل  مي
از لذا  .آن بسيار مورد توجه است يفوق العاده بالا بودن

براي شناسايي منطقه  )Padlock probe(قفلي  كاوشگر
 يو چون قالب مي شوداستفاده زنده خاصي از ژنوم موجود 

هدف ايجاد مي كند امكان تكثير  DNAبسته در اتصال به 
، 14( رساندتوالي غير اختصاصي را نزديك به صفر مي 

اين روش جهت شناسايي بسياري از گونه هاي  ).34، 26
ويروس ، )27،29، 9( صوص گونه هاي قارچزا بخبيماري

و باكتري مورد استفاده قرار گرفته است و هنوز تاكنون 
 ژني در ارتباط با همه ي گونه ها،بدليل غني نبودن بانك 

اعمال  بزرگ جثه در مورد گونه هاي جانوريخصوصا 
لذا، به منظور حل مسائل در ارتباط با شناسايي . نشده است

كبك، قرقاول، : ابل شكار از جملهگونه در پرندگان ق
بلدرچين و در راستاي بكارگيري آن در دستگاه هاي 

مانند سازمان حفاظت محيط زيست و  اجرايي كشور
. مي پردازيم RCAمولكولي  روشبه معرفي  دامپزشكي

همچنين، با توجه به آنكه كبك يكي از گونه هاي قابل 
اله شكار و متداول در طبيعت ايران بوده و همه س

براي شناسايي آن از  فوق الذكر كارشناسان دستگاه هاي
و فاقد گونه هاي اهلي بخصوص در مناطق دوردست 

اين  ،دچار مشكل مي باشندتجهيزات ازمايشگاهي پيشرفته 
مي تواند با كمترين تجهيزات آزمايشگاهي  روش

گونه ي در اين راستا . رشناسان را در اين امر ياري دهدكا
جهت گونه مدل در عنوان به  )Alectoris chukar( كبك

با توجه به اهميت حفاظتي و شكار طراحي كاوشگر قفلي 
  .  گرفت بي رويه آن مورد بررسي قرار

تكثير دايره  روش:  (RCA)  تكثير دايره غلتان روش
در شرايط هم دمايي و  DNAروش تكثير ) RCA(غلتان 

ي بطور اختصاصي و حساس جهت شناسايي سريع مولكول
كه در دهه ي اخير توجه  )29( ميكروارگانيسم ها مي باشد

 RCA فن آوري. )21(زيادي را به خود جلب نموده است 
وسيع مي باشد و  پويايبطور طبيعي داراي يك محدوده ي 

جهاني را براي  زمينهي ساده و قوي است كه يك اشيوه 
مولكولهاي متنوع بطوريكه داراي عملكرد آنتي  بومي كردن

 نمايدكي يا توالي نوكلئيك اسيدي باشند، را فراهم مي ژني
)14( .RCA  ابزار مفيدي براي تشخيص گونه خصوصا

هم يا ژنوتيپ هاي درون گونه ها مي باشد  هاي نزديك به
است فقط در يك نوكلئوتيد با هم تفاوت داشته  كه ممكن

 DNAبر اساس همانند سازي يك اين روش . )37( باشند
آنزيم هاي  توسط) 13،24،28( تاه حلقويتك رشته اي كو

DNA  پليمراز و در دماي ثابت و شرايط آزمايشگاهي مي
نيلسون كشف  توسط 1990كه در اواسط سال  )41(باشد 

در اين روش از كاوشگرهاي قفلي  ).19 ،8،30( شده است
براي  RCA كاوشگرهايتوسعه ي استفاده مي شود و 

ا به حضور تعداد گونه و يا گروهي از گونه ه تشخيص
و پلي مورفيسم هاي مفيد ) داده ها( كافي توالي ها

گونه  مخصوص گونه اي در ژن مورد نظر براي شناسايي
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يك كاوشگر قفلي،  ).6( بطور صحيح نيازمند است
) 41(مي باشد ) bp 100در حدود (اليگونوكلئوتيدي طويل 

يك ) ب(فسفريله شده،  5′يك انتهاي ) الف(كه شامل 
ي رابط شامل مناطقي براي اتصال پرايمرهاي  ناحيه

؛ كه توسط حروف 2و  1پرايمرهاي ( RCAاختصاصي 
و همچنين مناطق رابط ) بزرگ حجيم نشان داده شده اند

توسط حروف كوچك حجيم نشان داده (غيراختصاصي 
توالي هاي . مي باشد 3′يك انتهاي ) ج(، و )شده اند
توالي  5′و  3′تهاي كاوشگر مكمل با ان 5′و  3′انتهايي 

گروه هاي ). 40،46(هدف بطور معكوس مي باشند 
مولكول ها براي هضم آنزيمي مورد  5′فسفات در انتهاي 

 رشته 5′و  3′انتهاي در اين روش تكثير، ). 31(نياز است 
چسبد و  هاي كاوشگرها كنار يكديگر در رشته هدف مي

ش واكن. هضم مي انجامد به حلقوي شدن مولكول پس از
اي توالي هضم، امكان تشخيص موثر را درميان واريانت ه

ليگاز دو  DNAاز آنجائيكه آنزيم . ها امكان پذير مي نمايد
سر كاوشگر را در صورت تطابق كامل با توالي هدف قفل 
مي كند، مي تواند براي قابليت تشخيص پلي مورفيسم 
هاي نوكلئوتيدي منفرد بطور موثري مورد استفاده قرار 

سپس اين مولكول حلقوي مي تواند  ).42،43،44،46(د گير
پليمرازي كه فاقد  DNAدر دماي ثابت به كمك آنزيم 

محصول بدست . فعاليت اگزونوكلئازي است، تكثير يابد
مورد  آمده به نوبه خود مي تواند توسط آغازگر بعدي

بصورت  DNAاستفاده قرار گرفته و بدين ترتيب، تكثير 
درنهايت، محصول تكثير يافته به . گردددنباله وار انجام 

راحتي روي ژل آگارز يا پس از اضافه نمودن رنگ هاي 
 قابل مشاهده است UVستقيم زير نور م فلورسنت بطور

به دليل جفت شدن دقيق نوكلئوتيدها،  ).13( )1 شكل(
كاوشگرهاي قفلي قادر به تشخيص جهش هاي نقطه اي 

 DNAاز يك آنزيم  RCAروش . )5،31( منفرد نيز هستند
حلقوي  DNAپليمراز جهت تكثير پيوسته از يك الگوي 

 DNAدر دماي ثابت پايين براي توليد يك مولكول طويل 
با توالي هاي تكراري از الگوي حلقوي استفاده مي كند 

دزوكسي نوكلئوتيدهاي اضافه شده به واكنش توسط  ).2(
به پليمراز سبب توسعه ي پرايمرهاي متصل  DNAآنزيم 

 RCA. )32( توالي تك رشته اي حلقوي الگو مي شوند
شامل يك پرايمر رفت است كه به كاوشگر قفلي متصل 

مي شود، و همچنين  RCAشده و سبب شروع واكنش 
شامل يك پرايمر برگشت نيز مي باشد كه به توالي هاي 

تك رشته اي حاصل از واكنش اوليه ي  DNAتكرارشونده 
RCA ام، تعداد نسخه هاي زيادي از سرانج. متصل مي شود

در مرحله ي  ).32،42،43( تشكيل مي شوند DNAقطعات 
اگزونوكلئازيز كاوشگرهاي غير حلقوي حذف مي شوند، 
درحاليكه كاوشگرهاي حلقوي توسط پرايمرهاي عمومي 

از طريق افزايش دماي هيبريداسيون ). 38(تكثير مي شوند 
، )از دماي واكنشپايين تر ( 3′و كوتاه كردن طول بازوي 

) SNPs(تشخيص پلي مورفيسم هاي نوكلئوتيدي منفرد 
و مقادير دقيقي از  )10،43( مي تواند بيشتر بهبود يافته

بسته به مقدار دزوكسي نوكلئوتيد تري  RCAمحصول 
فسفات هاي اضافه شده به مخلوط واكنش حاصل گردد 

دو ساعت است  RCAمدت زمان انجام سنجش  ).32(
 PCR-real timeبوسيله ي  RCAزمانيكه چه، اگر. )29(

 RCAدقيقه بعد از شروع واكنش  15معمولا شود   انجام
در نهايت، كل . )37(خواهد شد يك سيگنال مثبت آشكار 

، هضم PCR، تكثير DNAفرايند شامل استخراج 
و ژل الكتروفورز  RCAكاوشگرهاي قفلي، اگزونوكلئازيز، 
  .)37( واهد رسيددر طي يك روز كاري به اتمام خ

  مواد و روشها
به منظور طراحي كاوشگر قفلي  :طراحي كاوشگر قفلي

RCA ابتدا بايستي ژني با دقت كافي به عنوان توالي هدف ،
سيتوكروم (ميتوكندري  COX1ژن ). 42(انتخاب گردد 

به عنوان مناسب ترين ژن براي ) اكسيداز زير واحد يك
درواقع . شده استتحقيقات شناساگرهاي جانوري شناخته 

تكامل اين ژن به اندازه اي سريع است كه قادر است گونه 
در ). 16(هاي بسيار نزديك به هم را نيز از هم جدا كند 
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متعلق به گونه  COXIاين راستا، كليه ي توالي هاي ژن 
 37(و گونه هاي نزديك به آن  Alectoris chukar كبك 
كي از بانك اطلاعات ژنتي) 1ضميمه ) (توالي

)http://www.boldsystems.org(  كه يكي از پايگاه هاي
اطلاعات ژني و قابل استناد مي باشد، جمع آوري و 

 انتخاب گرديد و سپس، توسط برنامه ويرايشي 

Bioedit)15 ( و با استفاده از مدلClustalW كليه ي توالي ،

مورد نظر بصورت خودكار تراز بندي هاي نوكلئوتيدي ژن 
) polymorphisms(سپس، چندشكلي هاي . گرديد

نوكلئوتيدي حاوي اطلاعات مفيد توالي هاي تراز بندي 
با بررسي و مقايسه ) Mega 5.04 )39شده توسط برنامه 

شناسايي شدند و مناسب ترين توالي كه بيشترين تفاوت را 
ارا بود تفكيك و در جايگاه هاي مشابه ساير گونه ها د

   . يادداشت گرديد

  
  )RCA(نماي كلي از مراحل مختلف تكثير دايره غلتان  -1شكل 
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  Alectoris chukarكدهاي دسترسي نمونه هاي ماكيان سانان استفاده شده جهت طراحي كاوشگر قفلي براي گونه  -1ضميمه 

    

 نام علمي گونه كد دسترسي در بانك ژن

JF498827 Alectoris chukar 

JF498828 Alectoris chukar 

JF498826 Alectoris chukar 

GQ481316 Alectoris chukar 

GQ481314 Alectoris chukar 

GQ481315 Alectoris chukar 

GQ481313 Alectoris chukar 

DQ432706 Alectoris chukar 

AY666409 Alectoris chukar 

FJ808621 Alectoris chukar 

FJ465298 Alectoris chukar 

HQ168031 Alectoris philbyi 

HQ168030 Alectoris philbyi 

GU951807 Alectoris rufa 

FJ465299 Alectoris philbyi 

HQ168029 Alectoris melanocephala 

HQ168028 Alectoris melanocephala 

HQ168027 Alectoris melanocephala 

GQ482760 Tetraogallus altaicus 

JF498851 Francolinus francolinus 

JF498850 Francolinus erckelii 

JF498849 Francolinus erckelii 

GQ482000 Lagopus lagopus 

GQ481997 Lagopus lagopus 

JF498862 Gallus gallus 

JF498861 Gallus gallus 

GU571439 Lagopus lagopus 

GU571438 Lagopus lagopus 

GQ481999 Lagopus lagopus 

GQ481996 Lagopus lagopus 

DQ433711 Lagopus lagopus 

DQ433710 Lagopus lagopus 

GQ922621 Gallus gallus 

GQ481998 Lagopus lagopus 

DQ434343 Bonasa umbellus 

AY666214 Bonasa umbellus 

GQ922636 Bambusicola fytchii 
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  اجراي رهيافت تكثير دايره غلتان

 ژن هدفآمپليكون  از ميكروليتر يك :)Ligation(هضم 
 pfu ليگاز DNAهمراه با دو واحد 

(EpicentreBiotechnologies,Madison, WI,USA)  و
 20شامل ( R×Nقفلي در بافر  كاوشگرميكرومول  1/0

، ده KClمول ميلي 20اسيدكلريديك،  - مول تريسميلي
مول ميلي Igepal ،01/0درصد  Mgcl2 ،1/0ل ميكرومو

rATPمول ، و يك ميليDTT ( در حجم نهايي ده ميكروليتر
 94سازي مخلوط و واكنش هضم با يك چرخه واسرشت

 94چرخه در دماي  5دقيقه و  5گراد به مدت درجه سانتي
دقيقه در  4ثانيه و در نهايت  30درجه سانتيگراد به مدت 

  .مي گرددد انجام گرادرجه سانتي 63

اين مرحله به منظور  :)Exonucleasis(اگزونوكلئازيز 
 PCRهاي قفلي هضم نشده و محصول كاوشگر حذف 

-هاي غيردلخواه انجام ميالگو و در نتيجه كاهش واكنش

واحد از هر كدام از  10اگزونوكلئازيز با اضافه نمودن . گيرد
 ,III )New England Biolabs, Hitchinو  Iاگزونوكلئاز 

UK ( ميكروليتر و  20به مخلوط هضم با واكنش نهايي
دقيقه و در  30مدت  گراد بهدرجه سانتي 37نگهداري در 

گراد درجه سانتي 94 اي در دمايدقيقه 3نهايت يك مرحله 
. مي شودبراي متوقف كردن فعاليت اگزونوكلئازها اجرا 

فت البته لازم به ذكر است كه اين مرحله در اين رهيا
ضروري نيست و فقط احتمال تكثير مستقل از هضم را 

زمانيكه مرحله ي اگزونوكلئاز حذف مي . دهدكاهش مي
ظاهر مي شود، اما اين  ، يك باند غير اختصاصيشود

  . ) 31( تداخلي ايجاد نمي كند RCAموضوع در واكنش 

 دوبراي انجام اين مرحله،  :)RCA(تكثير دايره غلتان 
 پلي  Bst DNAصول هضم با هشت واحد ميكروليتر از مح

، New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)(مراز
دزوكسي نوكلئوتيد از مخلوط ) µmol l-1(ميكرومول  400

و ده پيكومول از هركدام از كاوشگرهاي  تري فسفات
RCA  مخلوط شده و با آب ديونيزه سترون به حجم نهايي

با نگهداري  كاوشگر يهابانده و ميكروليتر رسانده شد 50
مي دقيقه تكثير  60گراد به مدت درجه سانتي 65در دماي 

  .شوند

به طرق مختلف از ، RCAآمپليكون هاي  :آناليز داده ها
 3( ،UV( radio labeling، )38( فلورسانس: جمله

absorbance )21( ژل الكتروفورز و )تشخيص داده  )37
استفاده از  ل باساده ترين روش، الكتروفورز ژ. مي شوند

اتصال  به منظور تاييد اختصاصي بودن% 1آگارز ژل 
هاي مثبت به صورت واكنش. هدف مي باشد- كاوشگر

- كه در واكنششوند، در حاليمشاهده مي نردبانيالگوهاي 

  .شودهاي منفي هيچ الگويي ديده نمي

   نتايج
 روشمرحله ي طراحي كاوشگر قفلي حساس ترين مرحله 

RCA  چرا كه در اين مرحله با بررسي دقيق مي باشد
تفاوت ها در توالي نوكلئوتيدي، بهترين ناحيه ژن از لحاظ 
. تساوي موقعيتي با بالاترين تفاوت انتخاب مي گردد

ساختار كاوشگر قفلي طراحي شده براي گونه ي كبك 
Alectoris chukar  به تصوير كشيده شده است 2در شكل .

هاي الگو،  DNAكاوشگرها به  نهاطمينان از اتصال بهيبراي 
طراحي شد و درجه ثانويه  كاوشگر با كمترين ساختار

، نزديك يا بالاي 5′باز انتهاي جفت Tm (21 -23(ذوب 
 در نظر گرفته شد) درجه سانتي گراد 63(هضم  دماي

به جهت اينكه كاوشگر اختصاصي  همچنين. )11،28،29(
كاوشگرها با  3′ي باز در انتهاجفت 16- 14، تر عمل نمايد

Tm گراد كمتر از دماي متوسط درجه سانتي 15-10 برابر
كاوشگر  اختصاصي بودن. )28،29( هضم طراحي گرديد

مي تواند توسط انتخاب پلي مورفيسم ها در انتهاي بازوي 
بازي جفت 63ناحيه . )29(افزايش يابد  3′متصل شونده 

 2008 كاوشگر قفلي همانند ژو و همكارانشونده  متصل
كاوشگر توسط  و اختصاصي بودن در نظر گرفته شد )46(

  . )37(در بانك ژني تاييد گرديد  BLASTآناليز 
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 Alectoris chukarكاوشگر قفلي طراحي شده براي گونه ي كبك  -2شكل 

  بحث
 RCAتكنولوژي : تكثير دايره غلتان روشكاربردهاي 

نويد جهت تشخيص مولكولي و استفاده فارماكوژنوميك 
ا كنون، عمدتا جهت تشخيص ت). 21(دهنده مي باشد 

 مورد استفاده قرار )40(و باكتري ها ) 44،33(ويروس ها 
بطور موفقيت آميزي  RCA روشهمچنين، . گرفته است

 براي برخي گونه هاي قارچي بكار گرفته شده است
جهت شناسايي توالي  RCAپتانسيل  ).11،28،37،22،46(

هدف، آنتي بادي ها و آنتي ژن ها در  هاي نوكلئيك اسيدي
نمونه هاي كلينيكي در مطالعات متعددي نشان داده شده 

 )8،23(همچنين، براي ارزيابي هاي پروتئوميك ). 8(است 
مورد  )19(و جهت تشخيص دقيق آلرژن ها در غذا 

براي  روشبه علاوه، اين . استفاده قرار گرفته است
) SNPs(دي منفرد تشخيص پلي مورفيسم هاي نوكلئوتي

، استفاده مي شود كه اساسي را براي DNAدرون قطعات 
  . )32( تشخيص بيماري هاي مختلف تشكيل مي دهد

داراي مزيت هاي  RCA روش: مزيت ها و محدوديت ها
هاي تكثير مي باشد، از  روشمتعددي در مقابل ديگر 

، اختصاصيت، سرعت )8،32،6،29( حساسيت: جمله شامل
آساني (سادگي  ميزان، )8،29(، هزينه كمتر )11،29(بيشتر 

، )45(، بازده بالا )11() ها روشاجرا نسبت به ساير 
نيازمند تجهيزات  RCA. مي باشد )20(قابليت انعطاف 

خيلي تخصص يافته اي نمي باشد و جهت شناسايي هاي 
تكرار  RCA. )6(روزمره يا چندگانه توسعه يافته است 

شانس نتايج مثبت كاذب را كاهش  مي باشد، بنابراينپذير 
همچنين تحت شرايط با دماي  RCA ).28،29(مي دهد 

ثابت انجام مي شود و نيازمند چرخه هاي حرارتي نمي 
مي تواند بوسيله ي  RCAبه علاوه،  ).2،19،32(باشد 

پليمراز متفاوت اجرا شود  DNAتعداد زيادي از آنزيم هاي 
كه فقط آنزيم هاي با ثبات در اثر  PCRكه در مقايسه با 

حرارت براي آن بكار مي رود، مزيتي ديگر محسوب مي 
تفسير نتايج آسان و براساس نتايج مثبت يا منفي  ).8( شود

سادگي، پتانسيل چندگانه، اجتناب از مثبت  ).43(است 
 روشكاذب و آساني اجرا از كليدي ترين مزاياي اين 

 ناسايي محسوب مي شوندهاي ش روشدرمقايسه با ديگر 
گزينه اي سريعتر،  RCAبه علاوه، تكنولوژي . )21(

حساس تر و به صرفه تر در مقايسه با روش هاي قابل 
مسلما، اصلي ترين  ).44(مي باشد  PCRدسترس براساس 

، در اين است كه مي تواند تحت شرايط با RCAمزيت 
ب از دماي ثابت و با كمترين مواد معرف اجرا شود و اجتنا

نسل نتايج مثبت كاذب داريم، مشكلي كه به وفور در 
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. )17( با آن مواجه مي شويم PCRسنجش هاي براساس 
، كاربرد آن را RCAهمه ي اين ويژگي هاي منحصربفرد 

در پژوهش هاي متفاوت و تشخيص هاي مولكولي تسهيل 
اين  RCAمحدوديت روش فوق حساس . )23(مي نمايد 

ي احتياط به منظور اجتناب از است كه نيازمند تا حد
  ).8(آلودگي هاي ميسر و ايجاد مثبت كاذب مي باشد 

  نتيجه گيري

ماكيان سانان، به عنوان گروهي از پرندگان كه در معرض 
خطر بسيار قرار دارند، نيازمند اقدامات موثر حفاظتي براي 

باور عمومي براين است . اطمينان از بقاي خود مي باشند
ر اشكال بهره برداري مستقيم سبب مي كه شكار و ديگ

 شود كه ماكيان سانان به نسبت بالايي مورد تهديد باشند
هم اكنون روش هاي متعددي جهت شناسايي و . )18(

تشخيص در سطوح گونه و زير گونه قابل دسترس مي 
، مي RCAبا توجه به آسان بودن عمليات آزمايش . باشند

تنها با داشتن يك  توان به صورت سيار و در هر محلي و
بن ماري ساده اين آزمايش را انجام داد و نيازمند تجهيزات 

به علاوه، براي تمام گونه . آزمايشگاهي خاصي نمي باشد

ها و موجودات كاربرد دارد و گونه هاي وابسته به هم مي 
شناسايي و  PCRبسيار دقيق تر از  RCAتوانند از طريق 

اوت يك نوكلئوتيد هم با تف روشتفكيك شوند، زيرا اين 
همچنين، . امكان تشخيص و تكثير اختصاصي را دارد
و هم  DNAكاوشگر هاي ساخته شده مي تواند هم براي 

به علت چنين ويژگي  ).33،34( استفاده شود RNAبراي 
، RCAهاي ساده و قدرتمندي، سنجش هاي براساس 

داراي جايگاه متمايزي در محدوده تشخيص هاي مولكولي 
ان ديگر روش هاي تكثير در شرايط تك دمايي را دارا در مي

به عنوان  RCA روشاز اينرو، استفاده از . )8(مي باشد 
جايگاهي متمايز در ميان ديگر  روشي ساده و كاربردي با

پرندگان مورد  DNA، براي تشخيص روش هاي هم دمايي
  .كبك پيشنهاد مي گردد: شكار از جمله

  تشكر و قدرداني

منابع و  جهت تامين فردوسي مشهد دانشگاهاز  وسيلهبدين
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birds (Case study: Alectoris chukar) 

Javaheri Tehrani S.1, Aliabadian M.1,2 and Najafzadeh M.J.3 

1Biology Dept., Faculty of Science, Ferdowsi University, Mashhad, I.R. of Iran 
2Research Department of Zoological Innovation (RDZI)., Applied Zoology Research group, Ferdowsi 

University, Mashhad, I.R. of Iran 
3 Parasitology and Mycology Dept., Medical Sciences University, Mashhad, I.R. of Iran 

Abstract 
The Galliformes are one of the most threatened groups of birds which hunting and other 
forms of exploitation are applying for different purposes such as: food preparation, 
entertainment or other commercial purposes. Hunting and over exploitations have been 
leading that the high percentage of Galliformes species (26.4%) are placed as threatened 
with extinction in the IUCN Red List. Therefore, in order to take effective conservation 
actions and preventing of over hunting of Galliformes and also to ensure their survival 
we introduce the RCA as a certain and quick method to identify the gamebirds by 
offending hunters. In this method, specific probes are designed for Alectoris chukar 
based on differences in nucleotide regions of the cytochrome c oxidase subunit I gene. 
Specific probes created a closed molecule after hybridization with DNA and were 
evaluated by attaching to the target and amplification in isothermal condition. The 
amplification product could be easily visualized on agarose gel electrophoresis or by 
adding fluorescence staining in UV. In conclusion, regarding the simplicity of RCA 
reaction and no need to special laboratory instruments, this method provides a strong 
tool for identification of gamebirds (Chukar and Pheasant) and resolve their 
management and conservation problems. 

Key words: Padlock probes, Rolling Circle Amplification, Galliformes, Game birds, 
Chukar 

 


