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 بومي مازندران

 3*، ايوب فرهادي2ه رحيمي ميانجيال، قدرت1فخرالدين فلاحتي

 ،وخته كارشناسي ارشد، استاد و دانشجوي دكتري تخصصيمترتيب دانش آبه -3و  2، 1
آزمايشگاه ژنتيك مولكولي و بيوتكنولوژي دام، دانشكده علوم دامي و شيلات، دانشگاه علوم 

 ابع طبيعي ساري، مازندراننكشاورزي و م
  ayyoob_farhadi@yahoo.com:كترونيكينويسنده مسئول مكاتبات، پست ال*

 )5/7/90: تاريخ پذيرش - 22/11/89: تاريخ دريافت(
  

اسيد آمينه در  26، يك هورمون پپتيدي متشكل از پپتيد تحريك كننده هورمون رشدگرلين يا 
 موجب افزايش وزن بدنو مصرف غذا  د،تحريك آزاد سازي هورمون رش باگرلين . طيور است

، RP-L1(در تحقيق حاضر سه جفت آغازگر اختصاصي . شودچاقي مينيز توازن مثبت انرژي و 
RP-L3  وRP-L5 (71هاي آللي جايگاه هاي نوكلئوتيدي ترتيب براي شناسايي چند شكليبه ،

قطعاتي با . تندفه قرار گرمورد استفاد PCR-RFLPژن گرلين با استفاده از تكنيك  2355و  1215
 RP-L5و  RP-L1 ،RP-L3ترتيب براي آغازگرهاي جفت باز به 228و  320، 369هاي اندازه

-RPو  RP-L1 ،RP-L3هر يك از آغازگرهاي  PCRحاصل از سپس محصولات . تكثير شدند
L5  به ترتيب با اندونوكلئازهايMboII ،Eco72I  وHeaII چهار نوع ژنوتيپ . هضم شدندTC ،

CC ،TB  وCB 71درصد براي جايگاه نوكلئوتيدي  11و  47، 5، 37هاي ترتيب با فراوانيبه 
ها ژنوتيپ مونومورف هيچ تنوع آللي مشاهده نشد و همه نمونه 1215در جايگاه . شناسايي شدند

)AA (پ ژن گرلين دو ژنوتي 2355در جايگاه نوكلئوتيدي . را نشان دادندAB  وBB ترتيب با به
بين ) p<0.05(ارتباط معني داري  آماري آناليز. درصد مشاهده شدند 75و  25هاي راوانيف

  .نشان داد جوجه در زمان هچ رابا صفت وزن اين ژن  2355جايگاه 

 هاي كليدي واژه
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اصلي در تنظيم رشد و نمو  يهاي محور سوماتوتروپ نقشژن
بيان ژن چه در سطح  برها اين ژنچند شكلي تاثير . كنندايفا مي

رونويسي و چه در سطح ترجمه تاكنون در چندين مطالعه نشان 
هاي محور ژنها در چند شكلي). 16، 9(داده شده است 
كانديد براي بررسي اثرات هاي ژنن عنواتوانند بهسوماتوتروپ مي

در سال ). 8( باشندطيور مطرح در ها روي صفات رشد و نمو آن
 1اي به نام گرليناسيد آمينه 28شكمي  -، يك پپتيد مغزي1999

گرلين از ). 6(براي اولين بار از معده پستانداران استخراج شد 
معده  هاي اندوكراين لوله گوارشي ترشح شده و غالباً درسلول

اي اسيد آمينه 117از يك پيش هورمون  اين هورمون. شودبيان مي
 كه ضمن اثر محرك بر )16، 15( شدهجدا  2به نام پرپروگرلين

نيز توازن انرژي در كنترل  ،ترشح هورمون رشد و مصرف غذا
 شركتموش و طيور و در نمو اوليه رشد و در  دخالت. نقش دارد

هاي پرندگان از ديگر كنش درهورمون رشد ترشح در تنظيم 
هاي فعاليت). 12( گزارش شده است اين هورمونبيولوژيكي 

 آنو تنظيم بيان ) 11(بيولوژيكي گرلين با ساختار آن مرتبط بوده 
در ارتباط است  اشوميدر سطح رونويسي كاملاً با سازماندهي ژن

)5 .(cDNA  ژن گرلين مرغي براي اولين بار توسطKaiya  و
د كه پيش ماده اين شكلون شده و نشان داده ) 2002(همكاران 

اسيد آمينه است كه از آن يك پپتيد  116هورمون در مرغ داراي 
روي در مرغ ژن گرلين ). 4(شود ي بالغ جدا ميااسيد آمينه 26

اينترون و پنج اگزون  چهارقرار داشته و از  12 شماره كروموزوم
هيچ اسيد آمينه اي  آنن اولين اگزو كه طورياست به تشكيل شده
خصوصيت بين پستانداران حفظ شده است اين  و كندرا كد نمي

در ) 3SNP(جهش تك نوكلئوتيدي  19تاكنون تعداد ). 16، 12(
ارتباط  كه )13(است ژن گرلين مرغي و گيرنده آن شناسايي شده 

اضافه در /چنين يك جهش حذفها و همبرخي از اين جهش
نظير وزن بدن، ت مختلف رشد با صفا 4رجمهقابل تغير  5'ناحيه 

). 2، 1(گزارش شده است در مرغ  ني و قطر بدنقطر درشت
هاي تك نوكلئوتيدي هدف از تحقيق حاضر رديابي چند شكلي

                                                           
1 Ghrelin  
2 Preproghrelin  
3 Single Nucleotide Polymorphism 
4 5' UTR  

ها با صفات وزن بدن در ژن گرلين و بررسي ارتباط اين جهش
 .مرغان مولد مركز اصلاح نژاد مرغان بومي مازندران بوده است

 DNAنمونه برداري و استخراج  

 نژاد اصلاح قطعه خروس مركز 14و  مولد مرغ قطعه 82 تعداد از

شده  انتخاب مرعان مولد از تصادفي طوربه كه مازندران بومي مرغ
  EDTAانعقاد ضد ماده به آغشته هايسرنگ از استفاده بودند با
 يافته بهينه نمكي روش با DNAاستخراج  و گرفته خون نمونه

هاي استخراج شده با روش DNAكميت  و كيفيت. پذيرفت انجام
-نمونه. شد تعيين آگارز ژل روي الكتروفورز و اسپكتروفتومتري

 هچ يك مرغان سالن هر در كه سالن چهار هايمرغ از گيري

  .شد انجام شدندمي نگهداري
  )PCR( 5اي پليمرازواكنش زنجيره
منظور تكثير قطعات مورد نظر با به اي پليمرازواكنش زنجيره

و در مخلوط ) 1جدول (از جفت آغازگرهاي اختصاصي استفاده 
الگو،  DNAنانوگرم  200ميكروليتري حاوي  25 با حجم واكنش

، dNTPSميكروليتر مخلوط  PCR )1X( ،3/0ميكروليتر بافر  5/2
 10پليمراز و  DNA، يك واحد آنزيم MgCl2مول ميلي 3

برنامه حرارتي . پذيرفتهر يك از آغازگرها انجام  پيكومول از
PCR درجه سانتيگراد به مدت  94سازي اوليه در شامل تك رشته

 40در  درجه سانتيگراد 94چرخه شامل  34دقيقه بود كه با  5
درجه  72ثانيه،  30در ) 1جدول (ثانيه، دماي اتصال آغازگرها 

درجه  72ياني در دقيقه و يك مرحله تكثير پا يكسانتيگراد در 
 .دقيقه دنبال شد 10سانتيگراد به مدت 

 PCR-RFLP آزمون

هاي نوكلئوتيدي هاي ژنوتيپي جايگاهمنظور رديابي چند شكليبه
و اگزون  4اينترون ( 2355 ،)3اينترون ( 1215، )2و 1اگزون ( 71
-RPهر يك از آغازگرهاي  توسط تكثير حاصل از ، محصولات)5

L1 ،RP-L3  وRP-L5 يهااندونوكلئازترتيب با به MboII، 
Eco72I  وHeaII ها بر اساس چند شكلي. دهضم شدنLi  و

 7مخلوط هضم حاوي . )8(انتخاب شدند ) 2006(همكاران 
ميكروليتر  9ميكروليتر اندونوكلئاز و  PCR ،5ميكروليتر محصول 

                                                           
5 Polymerase Chain Reaction 

  مقدمه

    هاو روشمواد
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 3- 6درجه سانتيگراد به مدت  37مقطر بود كه در دماي بآ
ها از طريق الكتروفورز شناسايي ژنوتيپ. ندساعت هضم شد

درصد و شمارش  12اكريل آميد محصولات هضم روي ژل پلي
   .مستقيم باندها روي ژل انجام پذيرفت

  تجزيه و تحليل آماري
 POPGENه از نرم افزار دهاي ژنتيك جمعيت با استفاشاخصه
با نيز صفات  -ارتباط آماري نشانگر. برآورد شدند 32/1نسخه 

 ,SAS )SAS instituteبرنامه آماري در  GLM رويهاستفاده از 

  :انجام پذيرفتمدل آماري زير  استفاده ازبا و ) 2002
Yijklm = µ+ Gi + Hj + Sk + Col + eijklm 

 وزن جوجه در زمان(ارزش فنوتيپي صفت مورد نظر Yijklmكه 
براي هر  ميانگين كل جامعه µ، )هفتگي 12و  8هچ، وزن مرغ در 

اثر  j( ،Sk=1-4( اثر هچ Hjاثر ژنوتيپ،  Gi، يك از صفات مذكور
 ات مرتبط بهاثر eijklmو  اثر كواريت k(، Col=1و2(جنس 

كه وزن جوجه در زمان با توجه به اين. باشندميخطاي تصادفي 
هفتگي را تحت تاثير قرار  12و  8تواند صفات وزن در هچ مي

ه عنوان متغير كمكي در از وزن جوجه در زمان هچ بدهد، لذا 
بر هاي مختلف ژنوتيپبين اثر مقايسه  در. مدل استفاده شد

از آزمون چند دامنه اي دانكن استفاده  ميانگين صفات مورد نظر
  .شد

    نتايج و بحث
  هاي ژنتيك جمعيت ژن گرلينشاخصه

 MboIIبعد از هضم با اندونوكلئاز  RP-L1نيمرخ الكتروفورزي 
و چهار  29، 29، 42هايترتيب با فراوانيهب T ،C ،Bسه آلل 
، 5هاي ترتيب با فراوانيبه )1 شكل( CBو  TC ،CC ،TBژنوتيپ 

نشان داد  71در جايگاه نوكلئوتيدي  را درصد 11و  47، 37
  ).2جدول (

  
  نشانگر وزن مولكولي: SM0331. ژن گرلين 71محصول هضم جايگاه  -1 شكل

  
نشانگر وزن : SM0331. ژن گرلين 1215محصول هضم جايگاه  -2 شكل

 مولكولي
بود كه بعد از هضم دو قطعه با  يدر اين جايگاه آلل جديد Bآلل 
 اين آلل تا به حال .كردجفت باز توليد مي 296و  73هاي اندازه

هاي انجام شده در ارتباط با اين جايگاه در هيچ يك از پژوهش
جايگاه  هضم حاصل از در محصول .ژني گزرارش نشده است

ها هيچ برشي مشاهده نشد و تمامي نمونه 1215 نوكلئوتيدي
محصول تكثير شده جايگاه  .)2 شكل( بودند) AA(مونومورف 
باز بود كه بعد از جفت 228اي با اندازه قطعه 2355نوكلئوتيدي 

باند  3و  2الگوي باندي شامل  دو HeaIII هضم با اندونوكلئاز
  .نشان داد ABو  BBهاي نوتيپترتيب براي ژرا به) 3 شكل(
  

                        
 استفاده شده در اين تحقيق توالي آغازگرهاي -1جدول                         

  
  
  

  

*Melting temperature   
**base pair  

  
 
 

Tm* (ºC) )5'.....3'(توالي آغازگر  جايگاه )**bp(محصول   منبع

71  F-TTTTGCCAGTTTTCCTCTGTAATAC 
R-CTAGAGCCAGCCAGAGCAGTTT 

57 369 8  

1215 FTGAAGGGTATGTAGAAAAGGACATG
RGGACAAGGGCACTAGAGGATAATTT 

59 320 8  

2355 F-TATCTTTTGCCTTTTTAGAAACTTA 
R-GCCTACACGTCAGCCTGTGAT 

57 228 8  
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نشانگر وزن : SM0331. ژن گرلين 2355محصول هضم جايگاه  -3 شكل

  مولكولي
 75و  25هاي ژنوتيپي درصد و فراواني 63و  37للي هاي آفراواني

-و ژنوتيپ Bو  Aهاي ترتيب براي آللبه 2355درصد در جايگاه 

  ). 2جدول (برآورد شدند  BBو  ABهاي 
، 71هاي نوكلئوتيدي هاي آللي و ژنوتيپي جايگاهفراواني -2جدول 

  ژن گرلين در مرغان بومي مازندران 2355و  1215

  يل آماريتجزيه و تحل 
جايگاه اثر ژنوتيپ در بين ) p<0.05(دار ارتباط معني آماري تجزيه

را نشان  (HW)ها در زمان هچ بر وزن جوجه 2355نوكلئوتيدي 
در زمان هچ وزن بيشتري  BB داراي ژنوتيپ افرادطوري كه داد به

(HW)  نسبت به افرادAB در تحقيق حاضر ). 3جدول ( داشتند
هاي مطالعه شده و صفات وزن ري بين جايگاههيچ ارتباط معني دا

- بررسي. هفتگي مشاهده نشد) BW12( 12و ) BW8( 8بدن در 

بين هچ و صفات ) p<0.01(دار هاي آماري همچنين ارتباط معني
هاي متعلق به هچ كه جوجهطوريمورد مطالعه را نشان داد به

نسبت ترين ميانگين در مورد صفات مورد مطالعه چهارم داراي كم
ها بر بررسي آماري اثر جنسيت جوجه .هاي ديگر بودندهچ

بين ) P<0.01(دار صفات مورد مطالعه نيز وجود ارتباط معني
ها كه خروسطوريهفتگي را نشان داد به 12و  8جنس و وزن در 

در تحقيق ). 4جدول (ها بودند داراي وزن بيشتري نسبت به مرغ
بر ) ن جوجه در زمان هچمتغير كمكي وز(حاضر اثر كواريت 

مدل تعريف شده براي تجزيه . دار نشدصفات مورد مطالعه معني

درصد  45و  43، 26ترتيب داراي ضرايب تبيين و تحليل آماري به
  .بوده است BW12و  HW ،BW8براي صفات 

نوكلئوتيدي طور كه در اين تحقيق نشان داده شد، جايگاه همان
-ارتباط معني )HW( زمان هچ وزن جوجه در ژن گرلين با 2355

هاي ژن گرلين با صفات تاكنون ارتباط چند شكلي. داري داشت
مرغ در مطالعات متعددي گزارش شده است در رشد مرتبط به 

)1 ،6 ،8 ،13.( 

Li  جفت بازي از ژن گرلين  2656يك قطعه ) 2006(و همكاران
را با استفاده هاي تك نوكلئوتيدي آنمرغي را كلون كرده و جهش

نژاد مرغ بومي چيني  12در  ASP1و  PCR-RFLPهاي از تكنيك
مقايسات چند گانه وجود . سي نمودندو يك نژاد تجاري برر

با  71جايگاه نوكلئوتيدي  CTداري را بين ژنوتيپ ارتباط معني
در  نينظير وزن بدن، قطر سينه و قطر درشت برخي صفات رشد

جايگاه نوكلئوتيدي  AGو بين ژنوتيپ تبتي و تجاري نژاد  2
- نآ. ندهفتگي در دو نژاد ديگر نشان داد 16با وزن بدن در  1215

را در جايگاه ) TCو  CT ،TT(و سه ژنوتيپ ) Tو  C(ها دو آلل 
). 8(نژاد مرغ بومي چيني گزارش كردند  12در  71نوكلئوتيدي 

، TC ،CC(و چهار ژنوتيپ ) Bو  T ،C( در تحقيق حاضر، سه آلل
TB  وCB (آلل . در مرغان بومي مازندران شناسايي شدندB  آلل

ژن  71ر جايگاه نوكلئوتيدي بود كه براي اولين بار د يجديد
و در مقالات مورد  گرلين در مرغان بومي مازندران شناسايي شد

 TBو ژنوتيپ  Tدر اين تحقيق آلل . بررسي مشاهده نشده است
داري در تحقيق حاضر ارتباط معني. ها را داشتندبيشترين فراواني

. شدنمشاهده صفات مورد مطالعه و  71بين جايگاه نوكلئوتيدي 
Li  داري را بين هاي معنيوجود تفاوت) 2006(و همكاران

در ارتباط  71در جايگاه نوكلئوتيدي  CTو  TT ،CCهاي ژنوتيپ
هفتگي گزارش كرده و نشان دادند كه  16و  7، 2 ربا وزن بدن د

ترين نرخ رشد نسبت به ساير افراد هستند داراي بيش CTافراد 
)8 .(He  و همكاران)اي جايگاه هچند شكلي) 2007C2100T  ژن

جوجه با استفاده  470گرلين مرغي را در يك جمعيت تني شامل 
ها آن .و تعيين توالي بررسي كردند PCR-RFLPهاي از تكنيك

براي بررسي اثر اين جايگاه روي  mRNAهاي همچنين از داده

                                                           
1 Allele specific primer - PCR 

 71جايگاه  2355جايگاه  
 آلل فراواني  ژنوتيپ  فراواني  آلل  فراواني ژنوتيپ فراواني

25/0 AB 375/0  A  37/0  TC 42/0 T 
75/0 BB 625/0  B  05/0  CC 29/0 C 
      47/0  TB 29/0 B 
      11/0  CB   
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در ) TTو  CC ،CT(سه ژنوتيپ . نمودندبيان ژن گرلين استفاده 
مطالعات آماري نشان دادند كه . ناسايي شدندش C2100Tجايگاه 
 6، 1با وزن بدن در ) p<0.05(داري طور معنيبه C2100Tجايگاه 

ارزش  .هفتگي و ضخامت لايه چربي زير پوستي ارتباط دارد 9و 
بوده و آلل  TTو  CTهاي بيشتر از ژنوتيپ CCميانگين ژنوتيپ 

C  نيز نسبت به آللT  در تحقيق حاضر . )3(داراي بيان غالب بود
در جايگاه نوكلئوتيدي ) ABو  BB(و دو ژنوتيپ ) Bو  A(آلل  2

 BBو ژنوتيپ  Bكه آلل طوريژن گرلين مشاهده شدند به 2355
 AAدر اين جايگاه ژنوتيپ  .ها بودندداراي بيشترين فراواني

ها يك تمامي نمونه 1215مشاهده نشده است همچنين در جايگاه 
ها در اين كه حاكي از مونومورف بودن ژنوتيپژنوتيپ نشان داد 

هاي مورد به دليل كم بودن تعداد نمونه باشد كه احتمالاًجايگاه مي
داري طور معنيبه 2355جايگاه نوكلئوتيدي  .مطالعه بوده است

)p<0.05 ( بوده و افراد وزن جوجه در زمان هچ مرتبط باBB 
و  Li. بودند ABنسبت به افراد در زمان هچ تري بيشوزن  داراي

داري بين نشان دادند كه هيچ تفاوت معني) 2006(همكاران 
 12ژن گرلين در  2355هاي مختلف جايگاه نوكلئوتيدي ژنوتيپ

ها گزارش آن. نژاد مرغ بومي چيني و يك نژاد تجاري وجود ندارد
داراي  Gو  Aهاي كردند كه در بين نژادهاي مطالعه شده آلل

هاي و ژنوتيپ sikiesو  doguها در نژادهاي رين فراوانيتبيش
AA ،GG  وAG ها در ترين فراوانيترتيب داراي بيشنيز به

در ). 8(هستند  langshanو  chahua ،bijing ،xianjuنژادهاي 
در مرغان بومي ) BB )75/0تحقيق حاضر، فراواني ژنوتيپ 

چيني  chahuaد در نژا) AA )7/0مازندران به فراواني ژنوتيپ 
- علاوه بر اين، از بين ساير مطالعاتي كه ارتباط معني. نزديك بود

توان به اند ميدار ژن گرلين را با صفات رشد در طيور نشان داده
اضافه در /بازي حذفجفت 8دار يك چند شكلي ارتباط معني

با صفات رشد و تركيب بدن در يك گرلين اگزون شماره يك ژن 
- چند شكلي) 2009( Li ).1(دوم اشاره نمود جمعيت تني نسل 

ها را با صفات رشد بدن در ژن گرلين و ارتباط آن 3هاي اگزون 
بررسي  PCR-RFLPبا استفاده از تكنيك  Chaohuهاي نژاد اردك
) گوانين به جاي آدنين(يك جايگزيني تك نوكلئوتيدي . نمودند

وتيپ سه ژن. شناسايي شد 3جفت بازي اگزون  54در موقعيت 
AA ،AB  وBB هاي مورد مطالعه مشاهده در جمعيت اردك
طور مطالعات آماري نشان دادند كه جايگاه جهش يافته به. شدند

طور و به) p<0.01(داري روي وزن بدن و عمق سينه بسيار معني
  .اثر دارد) p<0.05(عرض سينه  داري رويمعني

                                               
  در مرغان بومي مازندران با روش دانكن 2355هاي مختلف در جايگاه نوكلئوتيدي مقايسه ميانگين ژنوتيپ -3جدول                  

  
  
 
  

  .باشندميدار فاقد اختلاف معنيدر هر ستون هاي داراي حروف مشابه ميانگين *                                     
  

 در مرغان بومي مازندران با روش دانكن سطوح مختلف هچ و جنسمقايسه ميانگين  -4جدول            
  
  
  
  
  

 .دار هستندهاي داراي حروف مشابه فاقد اختلاف معنيميانگين *           

 

 HW BW8  BW12  ژنوتيپ جايگاه

2355  AB 14/1±b62/37 09/27±a46/547 11/46±a90/1053 

  BB 03/1± a90/39 56/24±a14/568 80/41±a48/1067 

BW12 BW8 HW عامل  سطح  تعداد 
85/47±27/1146 a12/28±87/563 b18/1±25/38 c*23  1 

11/1071±27/48  هچ a36/28±67/550 b19/1±25/41 a25  2 
62/46±22/1064 a39/27±42/616 a15/1±79/38 b30  3 

11/51±18/961 b03/30±22/554 b26/1±76/36 d18  4 
58/38±21/928 b67/22±73/494 b95/0±33/38 a14  17/1193±11/51  جنس مرغ a 03/30±86/647 a 26/1±19/39 a 82  خروس 
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تري داراي وزن بدن، عمق و عرض سينه بيش BBهمچنين افراد 
آماري ارتباط معني  تجزيه). 9(بودند  ABو  AAنسبت به افراد 

را بين هچ و صفات مورد مطالعه در اين تحقيق ) p<0.01(داري 
ترين هاي متعلق به هچ چهارم داراي كمكه نمونهطورين داد بهنشا

 .هاي ديگر بودندنسبت هچ ميانگين در مورد صفات مورد مطالعه
رسد كه كاهش اندازه تخم مرغ كه با افزايش سن مادر نظر ميبه

اتفاق مي افتد، سبب كم شدن ميانگين وزن جوجه در زمان هچ و 
هاي مورد زده هفتگي در نمونهمتعاقب آن وزن در هشت و دوا

ها بر صفات بررسي آماري اثر جنسيت جوجه. مطالعه شده باشد
 BW8بين جنس و ) P<0.01(دارمورد مطالعه وجود ارتباط معني

ها داراي وزن بيشتري كه خروسطوريرا نشان داد به BW12و 
ها در زمان هچ جايي كه وزن جوجهاز آن. ها بودندنسبت به مرغ

 ها در سنين بعدي را تحت تاثير قرار دهد لذا واند وزن جوجهتمي

 

ها در زمان هچ به عنوان كواريت در مدل آماري از وزن جوجه
تجزيه و تحليل واريانس براي اثر كواريت نشان داد . استفاده شد

داري روي صفات ها در هچ اثر معنيكه تفاوت در اوزان جوجه
با توجه به نتايج به دست . تهفتگي نداشته اس 12و  8وزن در 

تر هاي بيشمقدماتي به دست آمده در اين تحقيق، انجام پژوهش
هاي ژن گرلين و ارتباط آن با در زمينه شناسائي چند شكلي

هاي اصلاح نژاد مرغ صفات توليدي و توليد مثلي در ايستگاه
تواند اطلاعات هاي بيشتر ميبومي كشور با استفاده از تعداد نمونه

 .تري در اختيار ما قرار دهدجامع

  سپاسگزاري
حمات كاركنان و مديريت مركز اصلاح نژاد مرغ زدر پايان از 
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