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 روی کروموزومبر ثیرگذار بر صفات اسکلتی أجایگاه صفات کمی ت شناسایی
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 چکیده

اپنی بود. تعداد روی کروموزوم شماره دو بلدرچین ژ صفات اسکلتیصفات کمی مرتبط با های جایگاههدف از انجام این تحقیق شناسایی 

ها تلاقی دوطرفه صورت ( انتخاب و بین آن0Fعنوان نسل والد ) ( بهS( و سفید )Wپرنده ماده از دو سویه وحشی )هشت پرنده نر و  هشت

 14اده وحشی )م× ( حاصل از تلاقی نر سفید SWنتاج ) 1F (17حاصل از تلاقی تصادفی پرندگان نسل  2Fپرنده نسل  422تعداد  .گرفت

 35در پایان دوره ( (پرنده نر ششنده ماده و پر 11ماده سفید )× ( حاصل از تلاقی نر وحشی WSنتاج ) 17پرنده نر( و  سهپرنده ماده و 

ها برای تعیین ژنوتیپ های خون آنروزه پرورش کشتار شده و مورد رکورد برداری فنوتیپی صفات مربوط به استخوان قرار گرفته و نمونه

گرسیون انجام رای مبتنی بر فاصلهیابی درون مکانبه روش  QTLآوری شدند. آنالیز جمع دوچهار نشانگر ریزماهواره روی کروموزوم 

 پذیری(نقشغلبه و  )مدل افزایشی، مدل افزایشی و غلبه، مدل افزایشی، مدل آماری متفاوت سهبا استفاده از  QTL اثر عواملگردید و 

ها دارای لشتر مدمرتبط با نه صفت شناسایی شد. صفات وزن پای چپ، وزن ران و قطر پای چپ و راست تقریباً در بی QTL 19برآورد و 

QTL با داشتن اثر عوامل  های ژنی مؤثری روی کروموزوم شماره دو وجود دارد کهدار بودند. نتایج این مطالعه نشان داد که جایگاهمعنی

ر ثیأت P < 0.05) و  (P < 0.01 دارینیـبا سطح مع فات استخوانیـژنومی( بر روی برخی از ص ریـپذینقشغیرمندلی )وراثت پلیوتروپی و 

 گذارند.می
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 مقدمه

ساختار اسکلت اطلاعات پایه در زمینه روند تکامل، رشد و 

و کنی هانت  های استخوان در اختیار ما قرار می دهد.بیماری

اسکلت  معتقدند که (Kenney-Hunt et al., 2006) همکاران

صورت وابسته به بهای است که اجزای آن سیستم پیچیده

 تأثیرهمدیگر عمل می کنند. متابولیسم این سیستم تحت 

گیرد. چندین فاکتور شامل ژنتیک، محیط و شیوه زندگی قرار می

رابین و نیز  (Kenney-Hunt et al., 2008) و همکارانکنی هانت 
های جنبهبر این باورند که ( Rubin et al., 2007a) و همکاران

 هایدر جایگاهژنتیکی شامل تعداد و اندازه اثر ژن، اثر غالبیت 

که  است ثابت شده. ژنی، اثر اپیستازی و الگوهای پلیوتروپی است

های اسکلتی عوامل ژنتیکی نقش مهمی در توسعه فنوتیپ

قدند معت (Arden et al., 1996) و همکارانآردن مختلف دارند. 

درصد واریانس ژنتیکی تراکم مواد معدنی  80تا  70حدود که 

و  دنگکه ، درحالیاستخوان مربوط به فاکتورهای ژنتیکی است

درصد  35تا  25معتقدند که ( Deng et al., 2000) همکاران

. برای دانندرا به فاکتور ژنتیک مرتبط می شکنندگی استخوان

ی در صفاتی از قبیل طول های فردمتابولیسم استخوان و تفاوت

 (2007)و همکاران  رابینتوسط  هاای از ژناستخوان مجموعه
 .شده است ییشناسا مرغ روی

های صفات کمی با صفات اسکلت از تعدادی از جایگاه ارتباط    

 ورابین روی مرغ توسط  قبیل مشخصات مکانیکی استخوان

است.  شدهی ( با موفقیت شناسایRubin et al., 2007b) همکاران

این باورند که  بر (Cheverud et al., 1996) و همکارانشورود 

دهد که ارزیابی اجازه می جایگاه های صفات کمییابی نقشه

ثر بر خصوصیات فیزیکی شامل تعداد ؤتر مپارامترهای کلی

و خصوصیات  تأثیرواریانس صفات، میزان  تأثیرهای تحت جایگاه

ها مانند پلیوتروپیک و جنس، گاهبیت و اپیستازی بین جایالغ

 .تخمین زده شوند

های طیور علل مختلفی اختلالات اسکلتی ذکر شده در گله    

نشان دادند که  (Mercer and Hill, 1984)هیل  ومرثر  دارند و

سولیوان بعضی از تغییرات پاتولوژی اسکلت ارثی هستند. 
(Sullivan, 1994)  از اختلالات تلفات طیور ناشی معتقد است که

 هاآنمیر و کاهش ارزش لاشه واسکلتی باعث افزایش مرگ

مشکلات استخوانی پا یکی از چهار فاکتور اصلی شناخته . شودمی

 دیهای گوشتی است. شده و محدودکننده عملکرد جوجه

(Day, 1990)  جولیانو (Julian, 1998)  دلیل رشد بهمعتقدند

ن مناسب بازار در سن های گوشتی، رسیدن به وزسریع جوجه

پایین باعث مشکلات پا شده و باعث تلفات بیشتر نسبت به طیور 

، (Cook, 2000)کوک براساس تحقیقات  شود.با رشد کمتر می

ای در توسعه سیستم اسکلتی ملاحظهساختار ژنتیکی نقش قابل

شناسایی  (Zhang et al., 2010) و همکارانژانگ  دارد، بنابراین

به کمک  منظور انتخابرتبط با صفات اسکلتی بهجایگاه ژنی م

  دانند.میبرای کاهش این مشکلات  را روشینشانگر 

 متعلق به راسته گالیفرم و خانواده فازیانیده بلدرچین ژاپنی    

 2n=78دارای تعداد  که (Wakasugi, 1984) واکاسوگی باشدمی

 (Shibusawa et al., 2001) و همکارانشیبوساوا کروموزوم است. 

این پرنده دارای بیان نمودند. مشابه با مرغ را طول ژنوم این پرنده 

های خصوصیاتی منحصر به فرد است که سبب شده طی سال

عنوان یک حیوان آزمایشگاهی مناسب مورد توجه قرار بهاخیر 

دو، پنج، شش،  هایکروموزومگیرد. در چندین مطالعه که روی 

مرغ )تلاقی گوشتی و  2Fیک جمعیت  هفت، هشت و نه

و شارمن  توسط برای صفات اسکلت و وزن بدنگذار( تخم

صورت گرفته است محققان  (Sharman et al., 2007) همکاران

شناسایی برای این صفات داری را معنی های صفات کمیجایگاه

روی  2Fدر تحقیقی دیگر با استفاده از یک جمعیت  .کردند

و 18، 13، 11، ده فت، هشت،سه، چهار، شش، ه هایکروموزوم

 شناسایی شد مؤثرژنی مرغ برای صفات اسکلتی جایگاه  27

ای در مطالعه (.Schreiweis et al., 2003)و همکاران شروئیسس 

روی  ،های گوشتیدر جوجه 2Fدیگر با استفاده از یک جمعیت 

چندین  Zو  14 یک، چهار، پنج، شش، هشت، هایکروموزوم

 ,.Zhou et al)و همکاران  ژوشد اسایی شن مؤثرژنی جایگاه 

شود که میضرورت انجام تحقیق از آنجا مشخص  (.2007

 از کلی درک به استخوان صفات با مرتبط هایQTL شناسایی

 رشد فنوتیپی تنوع به که هاییژن شناسایی ژنتیکی، ساختار

بدنی و جلوگیری از  رشد بهبود شوند،می منجر استخوان

 انتخاب هایبرنامه چنینهم و بلدرچین لتیهای اسکناهنجاری

 یابی مکان هایچنین ژنهم. خواهد کرد کمک نشانگر کمک به

 بلدرچین در استخوان صفات با مرتبط کاندید هایژن شده،

های صفات جایگاههدف از این مطالعه شناسایی  .بود خواهند

 است. صفات اسکلتیمرتبط با  کمی

 

 ها مواد و روش

 یابیجمعیت نقشه

پرنده نر و  هشت( تعداد S( و سفید )Wاز دو سویه وحشی )

 هاآن( انتخاب و بین 0Fعنوان نسل والد )پرنده ماده بههشت 

ماده سفید( × ماده وحشی و نر وحشی × تلاقی دوطرفه )نر سفید 

پرنده از بین  34(، 2Fصورت گرفت. برای تولید نسل دوم )

( حاصل از تلاقی نر سفید SWنتاج ) 1F(( ،17(پرندگان نسل اول 

( WSنتاج ) 17پرنده نر( و  سهپرنده ماده و  14ماده وحشی )× 

 ششپرنده ماده و  11ماده سفید )× حاصل از تلاقی نر وحشی 

 WS هایبا ماده SW های. از تلاقی نرشدندپرنده نر( انتخاب 
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نر( و از تلاقی  89ماده و  64) 2F (SWWS) پرنده 153تعداد 

 2F (96 (WSSW) پرنده 230تعداد   SW هایبا ماده SW نرهای

 هایو نر WS هایتولید شدند. تلاقی بین ماده  نر( 134ماده و 

WS  نر( پرنده  23ماده و  16) 39نیز انجام شد و تعداد

(WSWS) 2 نسلF در(  2 پرنده نسل 422مجموعF .تولید شد )

اده آمیزش برای تولید نتاج بیشتر، هر نر با سه م 2Fدر نسل 

پرنده بود که طی پنج هچ  472یابی شامل داشت. جمعیت نقشه

 متوالی ایجاد گردید.
 

 DNAنمونه 

( در 0F) هاآنو والدین  1F، پرندگان نسل 2Fنمونه خون افراد 

آوری  شد. برای این کار، به روزگی جمع 35حین کشتار در سن 

های لیتر از خون پرنده، درون لولهمیلی 5/2محض کشتار 

منظور جلوگیری )به EDTAآزمایش پلاستیکی در دار که حاوی 

 کلر -به روش نمکی DNA .از لخته شدن خون( بود، ریخته شد

 . ( استخراج شدMiller et al., 1988)و همکاران  میلر

 

 صفات فنوتیپی

 شامل وزن سینه، 2Fپرنده  422صفات فنوتیپی مربوط به تعداد 

شت سینه، وزن ران، وزن گوشت استخوان سینه، وزن گو وزن

ستخوان ران، اران، وزن استخوان ران، طول استخوان ران، قطر 

وزن استخوان درشت نی، وزن استخوان بازو، طول استخوان بازو، 

قطر استخوان بازو، وزن پای راست، طول پای راست، قطر پای 

گیری راست، وزن پای چپ، طول پای چپ و قطر پای چپ اندازه

، ابتدا تمامی هاآنگیری طول و وزن استخواندازه شد. برای

های عضله از استخوان جدا و به کمک ترازویی با دقت قسمت

و طول استخوان با استفاده از کولیس )بر  وزن استخوان 01/0

 گیری و ثبت گردید.متر( اندازهحسب میلی

 

 نشانگرهای ریزماهواره و تعیین ژنوتیپ

از  در بلدرچین اسکلت صفات بط باهای مرتبرای یافتن جایگاه

( 1)جدول  دوکروموزوم شماره  در چهار نشانگر ریزماهواره

مراز برای نشانگرها در تمام ای پلی. واکنش زنجیرهاستفاده شد

الکتروفورز و با  220ها انجام شد. قطعه تکثیر شده با ولتاژ نمونه

ها به ی ژلآمیزآمید تفکیک گردید. رنگاکریلاستفاده از ژل پلی

کمک نیترات نقره صورت گرفت و تمام افراد تعیین ژنوتیپ 

 شدند.

 DNA ،5/0، یک میکرولیتر PCRبرای انجام واکنش     

بافر  میکرولیتر 2MgCl ،5/2 ، یک میکرولیترdNTP میکرولیتر

X10 ،5/16  ،میکرولیترآنزیم  3/0میکرولیتر آبTaq مراز و پلی

به  PCRی نمونهپرایمرها به ازای هر یک میکرولیتر از هرکدام از 

شامل PCR کار برده شد. شرایط دمایی لازم برای انجام 

دقیقه، انجام  4گراد برای سانتیدرجه  95اولیه سازی واسرشت

ثانیه،  30درجه برای  94 سازیواسرشتی سیکل با مرحله 30

 ,.Kayang et al) و همکارانکایانگ با شیوه اتصال آغازگرها 

 90ذکر شده است( برای  1)برای هر نشانگر در جدول ( 2004

درجه برای  72ثانیه و سنتز نهایی  90درجه برای  63ثانیه، سنتز 

 ثانیه بود.  90

 

 جایگاه صفات کمییابی نقشه

، با استفاده از روش 2Fداری برای تلاقی یابی و آزمون معنینقشه

ئه شده توسط ارا ای مبتنی بر رگرسیونیابی درون فاصلهنقشه

براساس این  .انجام شد (Knott et al., 1998) و همکاراننات 

مورگان سانتیدر فواصل یک  جایگاه صفات کمیمدل آماری یک 

بود  Fآماره ترین بیشای که دارای ، نقطهدودر طول کروموزوم 

در نظر گرفته  جایگاه صفات کمیترین موقعیت عنوان محتملبه

نیاز به تعیین  جایگاه صفات کمیدار بودن شد. برای تعیین معنی

بود  یک و پنج درصددار کروموزومی در سطوح های معنیآستانه

 Churchill and) چرچیل و درگ که با استفاده از روش تبدیل

Doerge, 1994دست آمده از آنالیز تعداد ه( محاسبه شد. مقادیر ب

آماره آزمون ده هزار سری داده، برای ایجاد یک توزیع تجربی از 

، جایگاه صفات کمیوجود تحت فرض صفر مبنی بر عدم

  GridQTLافزار آنلاین بندی شدند. آنالیزها با استفاده از نرمرتبه

 ( انجام شد.Seaton et al., 2006)و همکاران  سیتان
 

 آنالیز آماری

 آثار ها از چند مدل استفاده شد که برای کاهشبرای آنالیز داده

و افزایش قدرت تشخیص اثر عوامل ژنتیکی، جنس و مانده باقی

 .  ندعنوان اثر عوامل ثابت در نظر گرفته شدهچ به

 (1مدل 

ijklakjiijkl eaPSHY                                       

 (2 مدل

ijkl i j ak dk ijklY H S aP dP e       

 (3مدل 

ijklikdkakjiijkl eiPdPaPSHY    

امین هچ )در پنج  iمربوط به ، مشاهده ijkYها، مدلکه در این     

میانگین  µامین پرنده،  kامین جنسیت )در دو سطح( و  jسطح(، 

 i و dو  aترتیب اثر عوامل ثابت هچ و جنس، به jSو  iHجمعیت، 

(، QQبا  qqهای هموزیگوت ژنوتیپاثر عوامل افزایشی )اختلاف 

 qqاز میانگین دو ژنوتیپ هموزیگوت  Qqغلبه )انحراف میانگین 

. qQ)و  Qq)تفاوت دو ژنوتیپ هتروزیگوت  پذیرینقش( و QQو 

akP  احتمال شرطی حیوانk  ،برای حمل آلل سویه وحشیdkP 
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احتمال  ikP که هتروزیگوس باشد و  kاحتمال شرطی حیوان 

که هتروزیگوس است و آلل سویه وحشی را از  kشرطی حیوان 

بر انده است. علاوهماثر تصادفی باقی ijkeپدرش به ارث برده است، 

های ذکر شده، اثر متقابل عوامل هچ و جنس با اثر افزایشی، مدل

 ها باجایگاه صفات کمی )هر کدام از مدل پذیرینقشغلبه و 

نیز مورد بررسی قرار اثر متقابل داشتند( عوامل هچ و جنس 

 گرفت. 
 

 بحث نتایج و

ر برای هر صفت، میانگین تصحیح شده ه 2Fتعداد مشاهدات 

صفت برای اثر عوامل ثابت، مقدار حداقل و حداکثر برای هر 

ه مانده و ضریب تغییرات صفات محاسبصفت، انحراف معیار باقی

ن ترین تغییرات مربوط به وزآورده شده است. بیش 2و در جدول 

( 035/0ترین مربوط به طول پای چپ )( و کم65/12لاشه سرد )

 بود. 

ها برای تن جایگاه صفات کمی ثر افزایشینتایج حاصل از آنالیز ا    

، دومورگانی کروموزوم سانتی 60( در >05/0Pوزن پای چپ )

ترین نشانگر دار پیشنهاد کرد که نزدیکمعنی جایگاه صفات کمی

 (.  3بود )جدول  GUJ0093به این جایگاه 

زمان اثر عوامل افزایشی و غلبه برای وزن پای چپ بررسی هم    

 35(، وزن سینه >01/0Pمورگان )سانتی 14در موقعیت 

مورگانی سانتی 38(، وزن گوشت سینه >01/0Pمورگانی )سانتی

(05/0P<و وزن لاشه سرد در صفر سانتی )( 05/0مورگانیP< )

شناسایی کرد. این صفات  ثرؤژنی مجایگاه برای اثر عوامل غلبه 

جایگاه  ترین نشانگر بهدار شدند. نزدیکبا اثر غلبه منفی معنی

، برای صفات وزن GUJ0069شناسایی شده برای وزن پای چپ 

و برای صفت وزن  GUJ0084سینه و وزن گوشت سینه نشانگر 

 (.4است )جدول  GUJ0073لاشه سرد 

با هچ  جایگاه صفات کمیبا آنالیز اثر متقابل افزایشی و غلبه     

برای صفات وزن گوشت سینه، قطر پای چپ، وزن لاشه سرد، 

ژنی ن پای چپ، وزن ران و طول استخوان درشت نی جایگاه وز

ترین نشانگر به . نزدیکندشناسایی شد (>05/0P) ثرؤم

های شناسایی شده برای صفات وزن گوشت سینه، وزن جایگاه

، قطر پای چپ، وزن GUJ0084سینه و طول استخوان درشت نی 

 و نشانگر نزدیک به صفت وزن GUJ0073ران و وزن لاشه سرد 

 (.5باشد )جدولمی GUJ0069پای چپ 

 جایگاه صفات کمیغلبه  هنگام بررسی اثر متقابل افزایشی و    

 45با اثر جنس برای صفات طول پای راست در موقعیت 

 14(، وزن پای چپ در موقعیت >05/0Pمورگان )سانتی

مورگان سانتی 39(، وزن سینه در >01/0P)مورگان سانتی

(05/0P< و برای وزن ) 42گوشت سینه در موقعیت 

دار شناسایی شد. این ( جایگاه معنی>05/0P)مورگان سانتی

دار شدند. نشانگر نزدیک برای صفات با اثر غلبه منفی، معنی

جایگاه صفات طول پای راست، وزن سینه و وزن گوشت سینه 

GUJ0084  و برای صفت وزن پای چپGUJ0069  است )جدول

6.) 

 14رای صفت وزن پای چپ در موقعیت ب 3شماره  در مدل    

مورگان و برای وزن گوشت سانتی 36مورگان، وزن سینه سانتی

جایگاه  دومورگان روی کروموزوم سانتی 39سینه در موقعیت 

 (. 1و شکل  7)جدول  ( شناسایی شد>05/0P) مؤثرژنی 

 

  مشخصات کلی نشانگرهای ریزماهواره مورد مطالعه در این تحقیق :1 جدول

Table 1: General characteristics of the microsatellite markers  

 دما

 3گراد()سانتی

Temperature 
(°C)3 

 یدامنه اندازه آلل

 2(باز جفت)

Allele size range 
(bp)2 

 آغازگر یتوال
Oligo sequence 

 1یتموقع

 مورگان()سانتی
Position1(cM) 

 نشانگر

Marker ('3-'5) رفت 

Forward (5'-3') 

 ('3-'5) برگشت

Reverse (5'-3') 

52 144-160 GCTGCTATTCTGTTGATGTG CAACTGCAAAGACAACATCC 0 GUJ0073 

54 201-211 TTCAGGGTAGCAGTCATCTC CACCAACCACCTTCATCTTC 13 GUJ0069 

55 159-165 ACTCCTCCTCTTTCTCCCTC TCCCGTCTCCCGATGTGTTT 44 GUJ0084 
60 213-231 CTCTTGTATTGTAACTGGGC AGCCATAGAGGGCTATTAAG 60 GUJ0093 

 اتصال آغازگر به رشته الگو ینهبه یدما .3جفت باز، . 2 یوستگی،براساس نقشه پ یژاپن ینکروموزوم دو بلدرچ ینشانگرها رو یتموقع .1

1. Marker position on chromosome 2 of Japanese quail based on linkage map, 2. Base pair, 3. Annealing temperature  
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 2Fنسل  هایبلدرچینهای فنوتیپی خلاصه آمار توصیفی داده :2جدول 

Table 2: Summary descriptive statistics for phenotypic data of F2 generation quails  

 درصد ضریب تغییرات

CV (%) 
 3ماندهباقیانحراف معیار 

(r.s.d)3 

 حداکثر

Max 
 حداقل

Min 

 2میانگین

Mean2 

 1تعداد

Number1 

 صفت

Trait 

 )گرم( وزن لاشه سرد 421 104.50 46.30 141.00 13.22 12.65

Cold carcass weight (gr) 

0.21 0.72 6.87 1.75 3.52 399 
 )گرم( وزن استخوان سینه

Breast bone weight (gr) 

  )گرم( وزن استخوان ران 394 0.55 0.32 0.90 0.07 0.13

Thigh bone weight (gr) 

 متر()میلی طول استخوان ران 394 39.03 29.60 42.50 1.71 0.04

Thigh bone length (mm) 

 متر()میلی قطر استخوان ران 398 2.80 1.97 3.61 0.23 0.08
Thigh bone diameter (mm) 

 )گرم( وزن استخوان درشت نی 400 0.60 0.33 0.99 0.08 0.13

Tibia weight (gr) 

 )گرم( وزن استخوان بازو 399 0.62 0.36 0.99 0.09 0.16

Forearm bone weight (gr) 

 متر()میلی طول استخوان بازو 398 37.87 23.10 45.20 1.91 0.05

Forearm bone length (mm) 

0.11 0.32 4.70 1.50 2.92 396 
 متر()میلی قطر استخوان بازو

Forearm bone diameter (mm) 

 )گرم(  وزن پای راست 400 0.30 0.13 0.61 0.04 0.15

Right leg weight (gr) 

 متر()میلی طول پای راست 400 31.40 25.13 39.21 1.30 0.04

Right leg length (mm) 

 متر()میلی قطر پای راست 400 2.48 1.64 3.06 0.19 0.07

Right leg diameter (mm) 

 )گرم( وزن پای چپ 398 0.30 0.19 0.50 0.04 0.13

Left leg weight (gr) 

0.04 1.10 34.00 26.40 31.17 398 
 متر()میلی طول پای چپ

Left leg length (mm) 

0.07 0.18 2.94 1.52 2.47 400 
 متر()میلی قطر پای چپ

Left leg diameter (mm) 
  ماندهانحراف معیار باقی .3، ر عوامل ثابت جنس و هچاث یشده برا یحتصح یانگینم .2 هر صفت، یتعداد مشاهدات برا .1

1. Number of observations for each trait, 2. Mean adjusted for fixed effects included in the model. 3. Residual standard deviation 

(r.s.d) after fitting the basic fixed effects 
 

 

 QTLالیز اثر افزایشی خلاصه نتایج حاصل از آن :3جدول 

Table 3: Summary results of analysis of the additive QTL effect 

 5نشانگر

Marker5 

VQTL
4 

QTL Variance4 

 QTLاثر 

QTL effect 
 F2آماره 

F-Statistics2 

 1مورگان()سانتی یتوقعم

Position (cM) 1 

 صفت

Trait 
A (SE)3 

GUJ0093 0.01 -0.01 (0.00) 6.86* 60 
 چپ یوزن پا

Left leg weight 

 QTL یشیاثر افزا .3درصد در سطح کروموزوم،  5 در سطح خطای احتمالدر  QTLدار یاثر معن .* ،2مورگان، یبرحسب سانت QTL یتموقع .1

 QTL یتنشانگر به موقع ینتریکنزد .QTL ،5 یانسوار .4)اشتباه استاندارد(، 
1. Position of QTL based on Centimorgan, 2, *. P < 0.05, 3. Additive effect of QTL (Standard error), 4. QTL variance, 5. Closest 

marker to QTL position 
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 QTLخلاصه نتایج حاصل از آنالیز اثر افزایشی و غلبه  :4جدول 

Table 4: Summary results of analysis of the additive and dominance QTL effects 

 6نشانگر

Marker6 
VQTL

5 

QTL Variance5 

 QTLاثر 

QTL effect 
 F2آماره 

F-Statistics2 
 1مورگان()سانتی یتوقعم

Position (cM)1 
 صفت

Trait 
A (SE)4 D (SE)3 

GUJ0069 4.34 - -0.02 (0.01) 7.48** 14 وزن پای چپ 

Left leg weight 

GUJ0073 1.66 - -7.18 (2.39) 4.55* 
 شه سردوزن لا 0

Cold carcass weight 

 QTLاثر غلبه  .3درصد در سطح کروموزوم،  1و  5در سطح  QTLدار یاثر معن یبترتبه .**و  * ،2مورگان، یبر حسب سانت QTL یتموقع .1

 QTL یتنشانگر به موقع ینتریکنزد .QTL ،6 یانسوار .QTL ،5 یشیاثر افزا .4)اشتباه استاندارد(، 

1. Position of QTL based on Centimorgan, 2, * and **. P < 0.05; P < 0.01, respectively, 3. Dominance effect of QTL (Standard 

error), 4. Additive effect of QTL (Standard error), 5. QTL variance, 6. Closest marker to QTL position 

 

 

 
 

 دهددرصد را نشان می 5خطای داری در سطح معنی. خط افقی آستانه 3شماره  حاصل از برازش مدل Fپروفیل آماره : 1شکل 
Fig. 1: The test statistic profile resulted from the fitting model with additive, dominance and imprinting QTL effects. 

The horizontal line represents significant threshold in 5% level 
 

جایگاه  پذیری نقشفزایشی، غلبه و در بررسی اثر متقابل ا    

با هچ برای صفات قطر پای چپ، قطر پای راست و  صفات کمی

ترین مورگان )نزدیکوزن لاشه سرد در موقعیت صفر سانتی

مورگان سانتی یک(، وزن ران در موقعیت  GUJ0073نشانگر

 ده(، وزن پای چپ در موقعیت GUJ0073ترین نشانگر )نزدیک

(، وزن سینه در GUJ0069ترین نشانگر دیکمورگان )نزسانتی

 35مورگان و وزن گوشت سینه در موقعیت سانتی 34موقعیت 

 ثرؤژنی م( جایگاه GUJ0084ترین نشانگر مورگان )نزدیکسانتی

داری برای این صفات به غیر از وزن شناسایی شد. سطح معنی

 (. 8درصد بود )جدول  پنجران، سطح 

جایگاه صفات  پذیرینقشفزایشی، غلبه و در آنالیز اثر متقابل ا

با جنس برای صفت وزن پای چپ، وزن سینه و وزن گوشت  کمی

 پنجشناسایی گردید. این صفات در سطح  ثرؤژنی مسینه جایگاه 

درصد و با اثر غلبه منفی )صفت وزن پای چپ در جنس ماده و 

دار شدند. وزن پای راست و وزن گوشت سینه در جنس نر( معنی

انگر نزدیک به جایگاه شناسایی شده برای صفت وزن پای چپ نش

GUJ0069  و برای صفات وزن سینه و وزن گوشت سینه 

GUJ0084 (. 9باشد )جدول می 

 
 

 

 

 

 وزن پای چپ

Left leg weight 

 گان(مور)سانتی یتموقع

Position (cM) 

ره 
آما

F
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-S
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ti
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 با هچ QTLخلاصه نتایج حاصل از آنالیز اثر متقابل افزایشی و غلبه  :5جدول 

Table 5: Summary results of analysis of the additive and dominance QTL effects by hatch interaction 
 و هچ QTLاثر متقابل 

QTL effects by hatch interaction هچ 

Hatch 

 4نشانگر

Marker4 
VQTL

3 

QTL Variance3 

 F2آماره 

F-Statistic2 

 1مورگان()سانتی موقعیت
Position (cM)1 

 صفت

Trait 
D (SE) 6 A (SE) 5 

- 0.22(0.07) 5 GUJ0073 2.87 2.20* 0 
 قطر پای چپ

Left leg diameter 

-0.03(0.01) - 5 GUJ0069 6.25 2.11* 
13 

 وزن پای چپ

Left leg weight 

- -2.38(0.67) 4 GUJ0084 2.59 2.05* 
 طول استخوان درشت نی 44

Tibia length 

-15.05(4.76) - 5 GUJ0073 3.34 2.44* 
 وزن لاشه سرد 0

Cold carcass weight 
نشانگر  ترینیکنزد .QTL، 4 یانسوار .3 درصد در سطح کروموزوم، 5در سطح  QTLدار یاثر معن .* ،2مورگان، یبر حسب سانت QTL یتموقع .1

 (استاندارد اشتباه) QTLاثر غلبه  .6)اشتباه استاندارد(،  QTL یشیاثر افزا .QTL، 5 یتبه موقع
1. Position of QTL based on Centimorgan, 2,*. P < 0.05, 3. QTL variance, 4. Closest marker to QTL position, 5. Additive effect of 

QTL (Standard error), 6. Dominance effect of QTL (Standard error) 

 

 

 با جنس QTLخلاصه نتایج حاصل از آنالیز اثر متقابل افزایشی و غلبه  :6جدول 

Table 6: Summary results of analysis of the additive and dominance QTL effects by sex interaction 
 و جنس QTLاثر متقابل 

QTL effects by sex interaction جنس 

Sex 

 4نشانگر

Marker4 

VQTL
3 

QTL Variance3 

 F2آماره 

F-Statistic2 

 1مورگان()سانتی یتموقع

Position (cM)1 

 صفت

Trait 
D (SE) 6 A (SE) 5 

-0.90 (0.26) - 2 GUJ0084 2.19 3.25* 45 راست یطول پا 

Right leg length 

-0.04 (0.01) - 2 GUJ0069 4.54 4.46** 14 
 چپ یوزن پا

Left leg weight 

 .QTL، 4 یانسوار .3 درصد در سطح کروموزوم، 1و  5در سطح  QTLدار یاثر معن یبترتبه .**و  * ،2، مورگانیسانتبر حسب  QTL یتموقع. 1

  QTL اثر غلبه .6)اشتباه استاندارد(،  QTL یشیاثر افزا .QTL، 5 یتنشانگر به موقع ینتریکنزد
1. Position of QTL based on Centimorgan, 2, * and **. P < 0.05, P < 0.01, respectively, 3. QTL variance, 4. Closest marker to QTL 

position, 5. Additive effect of QTL (Standard error), 6. Dominance effect of QTL (Standard error) 

 

 

 QTL پذیرینقشخلاصه نتایج حاصل از آنالیز اثر افزایشی، غلبه و  :7جدول 

Table 7: Summary results of analysis of the additive, dominance and imprinting QTL effects 

 7نشانگر

Marker7 
VQTL

6 

QTL Variance6 

 QTLاثر 

QTL effect 
 F2ره آما

F-Statistic2 
 1مورگان()سانتی موقعیت

Position (cM)1 
 صفت

Trait 
A (SE)5 D (SE)4 I (SE)3 

GUJ0069 4.34 -0.01 (0.00) -0.02 (0.01) 0.01 (0.01) 5.02* 14 وزن پای چپ 

Left leg weight 

اثر غلبه  .QTL ،4 پذیرینقشثر ا .3 ر سطح کروموزوم،درصد د 5در سطح  QTLدار یاثر معن .* ،2، مورگانیسانتبر حسب  QTL یتموقع .1

QTL ،5. یشیاثر افزا QTL  ،)یانسوار .6)اشتباه استاندارد QTL ،7. یتنشانگر به موقع ینتریکنزد QTL 
1. Position of QTL based on Centimorgan, 2, *. P < 0.05, 3. Imprinting effect of QTL (Standard error), 4. Dominance effect of QTL 

(Standard error), 5. Additive effect of QTL (Standard error), 6. QTL variance, 7. Closest marker to QTL position 
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 با هچ QTL پذیرینقشخلاصه نتایج حاصل از آنالیز اثر متقابل افزایشی، غلبه و  :8جدول 

Table 8: Summary results of analysis of the additive, dominance and imprinting QTL effects by hatch interaction 
 و هچ QTLاثر متقابل 

QTL effects by hatch interaction هچ 

Hatch 

 4نشانگر

Marker4 

3VQTL 

QTL Variance3 

 F2آماره 

F-Statistic2 

 موقعیت

 1مورگان()سانتی

Position (cM)1 

 صفت

Trait 
I (SE)7 D (SE)6 A (SE)5 

0.17 (0.05) - - 1 
GUJ0073 3.25 1.09* 0 قطر پای راست 

Right leg diameter - - 0.18 (0.07) 3 

- - -0.02 (0.01) 4 
GUJ0069 6.25 1.93* 10 

 وزن پای چپ

Left leg weight - -0.02 (0.01) - 5 

0.12 (0.05) - - 1 
GUJ0073 3.73 2.03* 0 قطر پای چپ 

Left leg diameter - - 0.22(0.07) 3 

- -12.41 (4.65) - 4 
GUJ0073 3.74 2.08* 0 وزن لاشه سرد 

Cold carcass weight - -14.39 (4.84) - 5 

نشانگر  ینتریکنزد .QTL ،4 یانسوار .3 درصد در سطح کروموزوم، 5در سطح  QTLدار یاثر معن .* ،2، مورگانیسانتبر حسب  QTL یتموقع .1

 QTL پذیرینقشاثر  QTL ،7اثر غلبه  .6)اشتباه استاندارد(،  QTL یشیاثر افزا .QTL، 5 یتبه موقع
1. Position of QTL based on Centimorgan, 2, *. P < 0.05, 3. QTL variance, 4. Closest marker to QTL position, 5. Additive effect of 

QTL (Standard error), 6. Dominance effect of QTL (Standard error), 7. Imprinting effect of QTL (Standard error) 
 

 با جنس QTL پذیرینقشخلاصه نتایج حاصل از آنالیز اثر متقابل افزایشی، غلبه و  :9جدول 

Table 9: Summary results of analysis of the additive, dominance and imprinting QTL effects by sex interaction 
 و جنس QTLاثر متقابل 

QTL effects by sex interaction جنس 

Sex 

 4نشانگر

Marker 3 

3VQTL 

QTL Variance3 

 F2آماره 

F-Statistic2  

 1مورگان()سانتی موقعیت

Position (cM)1 

 صفت

Trait 
I (SE)7 D (SE)6 A (SE)5 

- -0.04(0.01) - 2 GUJ0069 4.54 3.00* 14 پای چپ وزن 

Left leg weight 

نشانگر  ینتریکنزد .QTL ،4 یانسوار .3 درصد در سطح کروموزوم، 5در سطح  QTLدار یاثر معن .* ،2مورگان، یبر حسب سانت QTL یتموقع .1

 QTL پذیرینقشاثر  QTL ،7اثر غلبه  .6)اشتباه استاندارد(،  QTL یشیاثر افزا .QTL، 5 یتبه موقع
1. Position of QTL based on Centimorgan, 2, *. P < 0.05, 3. QTL variance, 4. Closest marker to QTL position, 5. Additive effect of 

QTL (Standard error), 6. Dominance effect of QTL (Standard error), 7. Imprinting effect of QTL (Standard error) 

 

 ,.Groenen et al) انو همکار گروننهای ژنتیکی ایجاد نقشه    

ارائه  مورفیسم بالا( با استفاده از نشانگرهای ژنتیکی با پلی2000

( Crooijmans et al., 1997) و همکارانکرویجمانس شده توسط 

( Haley et al., 1994) همکاران وهالی  های آماری مناسبو مدل

یابی صفات پیچیده در کند که برای نقشهابزاری را فراهم می ،

های یابی در لاینور ضروری هستند. تعدادی از مطالعات نقشهطی

متفاوت طیور از لحاظ فنوتیپی و ژنوتیپی، انجام شده است. 

و نیز  (Sasaki et al., 2004) و همکاران  ساساکی مطالعات

( روی شناسایی Siwek et al., 2004) و همکارانسیوک 

 Van) و همکاران کاموان مطالعه  ،های مرتبط با وزن بدنجایگاه

Kaam et al., 1999)  و کارلبورگ مطالعه بازده غذایی، روی

و جنین بررسی رشد، روی  (Carlborg et al., 2003) همکاران

تحقیق خصوصیات لاشه و روی ( Jennen et al., 2004) همکاران

 و همکارانتوئیسکولا و  (Kerje et al., 2003) و همکارانکرج 

(Tuiskula et al., 2002)  متمرکز شده است.  تولیدیصفات روی

و  ژوو (Li et al., 2003)  و همکاران لینظیر دیگر محققان 

که  اندکردهرا شناسایی  های کاندیداییژن (2007) همکاران

طور بالقوه با واریانس صفات مرتبط با سالم بودن استخوان در به

ر ارتباط هستند. با توجه مطالعات بررسی شده، در حال حاض

با صفات استخوان  مرتبط شناسایی شده های صفات کمیجایگاه

 در طیور کم است.  

بلدرچین دو در کروموزوم  جایگاه صفات کمی یابیآنالیز نقشه    

در مجموع مرتبط با نه صفت را نشان داد.  جایگاه صفات کمی 19

نقطه از کروموزوم که دارای بالاترین آماره آزمون بودند  19

شناسایی شدند که در مقایسه کلی بین این  QTLعنوان به

ها به یکدیگر، ها، با توجه به نزدیک بودن برخی از جایگاهجایگاه

برای صفت صورت یک جایگاه در نظر گرفته شد. ها بهاین جایگاه

، 34مورگان(، وزن سینه )سانتی 60، 14، 13، 10وزن پای چپ )

، 35، 33ت سینه )مورگانی(، وزن گوشسانتی 40، 39، 36، 35

مورگانی( سانتی دوو  یکمورگانی(، وزن ران )سانتی 42، 39، 38

مورگان( چندین جایگاه سانتی صفرو قطر پای چپ و راست )

های مختلف با توجه به مجاور بودن جایگاهشناسایی شد. 

شناسایی شده برای برخی صفات )ازجمله وزن پای چپ، وزن 

ها را توان این جایگاهمیان(، و وزن ر سینه، وزن گوشت سینه

 تأثیردر نظر گرفت که بر صفت موردنظر  QTLصورت یک به

بعضی از صفات نیز جایگاه مشترکی با هم دارند )وزن پای دارد. 
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مورگان، وزن چپ، وزن پای راست و قطر پای راست صفر سانتی

مورگانی(. واریانس فنوتیپی سانتی 35سینه و وزن گوشت سینه 

 داشت. 25/6تا  01/0ای بین محدوده جایگاه صفات کمی ناشی از

های جایگاه های والدی باعث شناساییتفاوت زیاد بین سویه

دار برای صفات مربوط به اسکلت شده است. معنی صفات کمی

های تصادفی در مدیریت، از در این مطالعه برای شناسایی تفاوت

ثر ثابت در آنالیز عنوان یک اهای مختلف استفاده شد و هچ بههچ

 شده است. استفادهمدل 

طور غیرمستقیم با صفات استخوانی در بهجمله صفاتی که از    

توان به صفات وزن گوشت ران و سینه اشاره ارتباط هستند می

درصد لاشه را در بلدرچین به خود  28تا  26گوشت ران کرد. 

ن تریسینه مهمگوشت بعد از  از لحاظ وزنی اختصاص داده و

کننده وزن بدن، در بیشتر کنترلهای قسمت لاشه است. ژن

تر اغلب مواقع اثر عوامل پلیوتروپی روی اسکلت دارند. افراد بزرگ

های استرس هاناتری دارند و این استخوی بزرگهانااستخو

کنند. تر تحمل میبیومکانیکی بیشتری را نسبت به افراد کوچک

 راثر بر اندازه و وزن بدن ؤی مهاژن (2007b)و همکاران  رابین

. در یک تحقیق دانندمیگذار تأثیرطور غیرمستقیم بر اسکلت به

دو، پنج،  هایروی کروموزوم (2007) و همکارانشارمن توسط 

مرغ )تلاقی گوشتی  F2در یک جمعیت  شش، هفت، هشت، نه

 جایگاه صفات کمیبرای صفات اسکلت و وزن بدن گذار(، و تخم

چنین یک رابطه فنوتیپی مثبت هم .ناسایی شددار شمعنی

مرغ دار بین وزن بدن و استحکام استخوان در یک جمعیت معنی

و نیز  (Bishop et al., 2000)و همکاران بیشاپ توسط 

در این مطالعه . گزارش شده است (2003)و همکاران شروئیسس 

 دوو  )یکدر موقعیت  ترتیبو سینه به برای وزن ران

 ( رویمورگانسانتی 40، 39، 36، 35، 34) ( وانمورگسانتی

 دار شناسایی شد. جایگاه معنیدو، کروموزوم 

دیسکوندروپلازیای درشت نی یکی از اختلالات اسکلتی شایع     

شود. ضررهای است که باعث تغییر شکل استخوان و لنگش می

دهد ناشی از شیوع بیماری اقتصادی که بر اثر این نقص روی می

درصد  30تواند در هنگام شیوع بیش از میر است که میوگو مر

( معتقد است انتخاب Pines, 2007) پاینزپرندگان را درگیر کند. 

ژنتیکی برای سرعت رشد بالا باعث افزایش شیوع این بیماری 

درشت نی نیز ی مهم ران هاآنیکی از استخوشود. اسکلتی می

 دو،روی کروموزوم مورگان سانتی 44برای آن در  و باشدمی

 دار شناسایی شد. در مطالعات مشابهمعنی جایگاه صفت کمی

( در نتاج حاصل از تلاقی بین 2007) و همکارانشارمن  نوسط

های مختلفی برای وزن درشت گذار، جایگاهطیور گوشتی و تخم

 122 ،یکمورگان و کروموزوم سانتی 48، پنجنی )کروموزوم 

 238در  چهارنی )کروموزوم طول درشت  (،مورگانسانتی

مورگان(، قطر سانتی 409در  یکو کروموزوم مورگان سانتی

مورگان( شناسایی سانتی 180در  یکدرشت نی )کروموزوم 

بر روی  2Fبا استفاده از یک جمعیت  دیگر ایدر مطالعه. کردند

 سههای مرغ برای طول استخوان درشت نی بر روی کروموزوم

 13مورگانی(، سانتی 230) چهاررگانی(، موسانتی 292و 163)

مورگانی(، قطر سانتی 39و  33) 27مورگانی( و سانتی 32)

 200-220) چهارهای استخوان درشت نی بر روی کروموزوم

-سانتی 76) هشتمورگانی(، سانتی 104) ششمورگانی(، سانتی

مورگانی(، سانتی 36) 13مورگانی(، سانتی 12) 11مورگانی(، 

 (.2003 ،و همکارانشروئیسس ) شناسایی کرد ثرؤژنی م جایگاه

افرادی با قطر بیشتر و طول بلندتر استخوان درشت نی می توانند 

توان گفت که ظرفیت برای رشد سریع مناسب تر باشند و می

بدنی بهتری برای افزایش وزن دارند. اما لازم به ذکر است که 

رسی کردند بر (2007b) و همکارانرابین گونه که همان

های بیومکانیکی بیشتری را تحمل استرس ی بزرگهانااستخو

تحقیق و های ژنتیکی حاصل از این دادهبنابراین کنند. می

گذار بر تأثیر یا ژن های در شناسایی ژنتواند تحقیقات مشابه می

های درشت نی و انتخاب مناسب افراد از لحاظ نسبت وزن قسمت

و فرم استخوان برای جلوگیری از  مختلف بدن به اندازه، شکل

 مورد استفاده قرار گیرد.   این اختلالات 

با سرعت رشد های گوشتی جوجهپرورش  نگرانی عمدهیکی از     

 یهاآنزی شود که عواقب آنمحسوب میمشکلات پا بالا، بروز 

 شامل . مشکلات پااسترفاه حیوانات و کاهش  اقتصادی

 که شودمیکنترل  عامل نیچند تی است که توسطاختلالا

کننده عامل تعیین( Peixoto et al., 2014)و همکاران  پیکوستو

بر بازده  می دانند که رشد سریعتانتخاب شدید برای را  آن اصلی

مراحل ومیر در مرگ لاشه و رشدعملکرد رشد، افزایش  خوراک،

یک در منفی دارد.  تأثیر رفاهو  گوشتیجوجه های  پایانی رشد

حاصل از  2Fبا استفاده از جمعیت  )2007(و همکاران ژو  تحقیق

های خالص لگهورن و فایومی برای تلاقی نرهای گوشتی با ماده

های گوشتی در جوجه یک و چهارهای وزن پا بر روی کروموزوم

و  14 یک، هشت،حاصل از تلاقی با لگهورن و بر روی کروموزوم 

Z ومی، برای صفت طول های گوشتی حاصل از تلاقی با فایجوجه

های در جوجه 14و یک، چهار، شش  هایپا بر روی کروموزوم

و  یکگوشتی حاصل از تلاقی با لگهورن و بر روی کروموزوم 

 ثرؤژنی مهای حاصل از تلاقی با فایومی جایگاه جوجه هشت

، 14، 13، 10شناسایی کرد. در این مطالعه برای وزن پای چپ )

مورگان( سانتی صفرراست ) پای چپ وقطر  و مورگان(سانتی 60

شناسایی این  شناسایی شد. ثرؤژنی مجایگاه دو، کروموزوم  روی

 ثر باشد.ؤتواند بر مدیریت صحیح این اختلالات مها میجایگاه
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 برای بال بر روی کروموزوم (2007) و همکارانژو  چنینهم    

 225) چهارهای برای طول استخوان بازو بر روی کروموزومیک و 

 47و  38) 27مورگانی(، سانتی 64) ششمورگانی(، سانتی

 فتهمورگانی(، برای قطر استخوان بازو بر روی کروموزوم سانتی

 55) 13مورگانی(، سانتی 44) دهمورگانی(، سانتی 100)

 18) 27مورگانی(،  سانتی 36) 18مورگانی(، سانتی

لعه د ولی در مطانشناسایی کرد ثرؤژنی ممورگانی( جایگاه سانتی

جایگاه صفات برای استخوان بازو  (2003)و همکاران شروئیسس 

 یافت نشد. ثرؤژنی م کمی

ه ژنومی ک پذیرینقشاز طرف دیگر در این مطالعه برای اثر     

والدی  أاساس منشنها یکی از دو کپی ژن در نتاج بربیان ت

 ، وزنمورگانی(سانتی صفرصفات قطر پای راست ) برای هاستالل

صفر مورگان(، قطر پای چپ )سانتی 14پای چپ )

 36مورگانی(، وزن سینه )سانتی یکمورگانی(، وزن ران )سانتی

مورگان( جایگاه سانتی 39سانتی مورگان( و وزن گوشت سینه )

برای همه  ژنومی پذیرینقششناسایی شد که اثر  مؤثرژنی 

 صفات مثبت است.

ثر بر صفات کمی ؤهای مجایگاه در این پژوهش برای شناسایی    

های آماری مختلفی استفاده ها از مدلو برآورد اثرات این جایگاه

دلیل ماهیت آزمایش و دخالت به 2Fهای نقشه یابی شد. در طرح

ها، QTLهای پدر و مادر در تحلیل موقعیت و اثرات دادن ژنوتیپ

اتنی های نامکان برآورد اثرات ژنتیکی بیشتری نسبت به طرح

شود. برای این منظور از سه مدل استفاده شد که مدل فراهم می

ها را ( فقط اثرات ژنتیکی افزایشی هریک از جایگاه1شماره )

( اثرات افزایشی به همراه اثرات 2کند، مدل شماره )برآورد می

( اثرات افزایشی، غلبه 3غلبه ژنی جایگاه موردنظر و مدل شماره )

کند. برای برآورد واریانس اثرات برآورد می را ژنومی پذیریو نقش

ترتیب مدل برازش یافته به تنهایی به ژنومی پذیرینقشغلبه و یا 

( با 3( مقایسه شده و مدل شماره )1( با مدل شماره )2شماره )

( مورد مقایسه قرار گرفت. از میانگین مربعات 2مدل شماره )

ها برای مقایسه مدل هامانده حاصل از برازش هرکدام از مدلباقی

 استفاده شد.

 

 گیری کلینتیجه

شناسایی شد که با  جایگاه صفات کمیدر این مطالعه چندین 

ی محوری و برخی اجزای لاشه هاناقطر و طول و وزن استخو

مرتبط بود. تحقیقات بیشتر برای شناسایی ارتباط این صفات با 

حاضر  نتایج حاصل از پژوهشوزن بلدرچین مورد نیاز است. 

های شناسایی دار در جایگاهمعنی ژنومی پذیریوجود اثرات نقش

شده مربوط به صفات مرتبط با اسکلت بدن بلدرچین ژاپنی را 

های ژنتیکی حاصل از این مطالعه، رود دادهانتظار مینشان داد. 

ثر بر ؤکه در تحقیقات شناسایی ژن م نمایداطلاعاتی فراهم 

 گیرد.    اسکلت، مورد استفاده قرار

 

 

 منابع

 متن انگلیسی مراجعه شود. 6-5 هایجهت مطالعه منابع به صفحه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 


