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شده هاي قوچ و میش دو منطقه حفاظتموجود در جمعیتتنوع نوکلئوتیديبررسی 
و D-loopیابی ناحیه توالیبا استفاده از خوزستان و کراییاد صیتنگ

میتوکندريCyt-bژن
پیشوا-دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد ورامین:*يسیاهکلرودسیامک یوسفی
پیشوا-دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد ورامین:صابر خدرزاده
دفتر موزه تاریخ طبیعی و ذخایر ژنتیکی، سازمان حفاظت محیط زیست:شهاب الدین منتظمی

1389آذر :تاریخ پذیرش1389تیر :  تاریخ دریافت

چکیده
و محال شده تنگ صیاد استان چهاره حفاظتهاي قوچ و میش دو منطقیتمنظور مطالعۀ تنوع نوکلئوتیدي موجود در جمعبه

ها استخراج نمونهDNAسپس . گیري بعمل آمدبختیاري و کرایی خوزستان، از سرگین افراد موجود در دو جمعیت بطور تصادفی نمونه
پس از تکثیر هر. میتوکندري استفاده شدژنوم Cyt-bو ژنD-loopو جهت بررسی و مقایسه ژنتیکی دو جمعیت مذکور از ناحیه 

ها در راستاي وجود یا عدم وجود هاپلوتیپ، با استفاده سپس، بررسی توالی. یابی قرار گرفتها مورد توالی، نمونهPCRجایگاه بوسیلۀ 
جفت نوکلئوتید و ژن 552داراي  D-loopمعیت مذکور ناحیه جنتایج نشان داد که، در نتاب. انجام پذیرفتMEGA4افزار از نرم

Cyt-b داري در بین دو جمعیت قوچ و میش مورد مطالعه وجود جفت نوکلئوتید بوده و هیچ تفاوت ژنتیکی معنی589نیز واجد
.نداشت

نوکلئوتیدي، ژنوم میتوکندري، تنوعگوسفند وحشی:کلیديکلمات

مقدمه
بین هاي پیشرفتۀ مولکولی که تفاوتهاي اخیر، تکنیکدر سال

نمایند، جهت مشخص میDNAافراد را در سطح مولکول 
ها و مطالعۀ تنوع ژنتیکی و روابط فیلوژنتیکی بین جمعیت

به ابزار قابلو ژادهاي مختلف، به یاري متخصصان آمده ن
اند زیرا با توجه به اطلاعات اعتمادي در این راستا تبدیل گردیده

تحلیل و تایج تجزیه توانند نمیآید،میدقیقی که بدست 
اند را تأیید و هاي پیشرفتۀ آماري تعیین شدهرکوردها که با روش

از ابزارهاي ژنتیکی کارآمد، که براي تعیین . )3(تکمیل نمایند
نمودن والدین آنها، ، مشخصاهلیهویت حیوانات اهلی و غیر

اي بین افراد جمعیت، بررسی ساختار و تمایز روابط شجره
توان به نشانگرهاي ریزماهواره و ها بکارگیري شده، میتجمعی

اشاره ) mtDNA(میتوکندري DNAهاي موجود در جایگاه
ها در راستاي تعیین این جایگاهنمود که امروزه بطور گسترده از 

استفادهمختلفموجودات فیلوژنتیکی روابط و تنوع ژنتیکی 
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هاي کشور از زیستگاهبا توجه به غناي.)8و 7، 6(شودمی
لحاظ تنوع جانوري و در معرض خطر انقراض قرارگرفتن تعدادي 

هاي جمعیتی و حفظ این ذخایر هاي موجود، بررسیاز گونه
متأسفانه در . )5(ژنتیکی از اهمیت بسیار بالایی برخوردار است

هاي مختلف ایران بررسی ساختار ژنتیکی و تعیین قرابت جمعیت
اخیر آغاز شده و حتی تاکنون هیچ مطالعه لهايساجانوران در 

هاي جانوري حائز مدونی در راستاي تعیین ساختار برخی از گونه
بعنوان . خصوص در حال انقراض انجام نپذیرفته استباهمیت، 

، گوسفندان وحشی، آهو و جبیر بدلیل Bovidaeمثال از خانواده 
تهدید بشمار هاي جانوري در معرض خطر رویه از گونهشکار بی
مطالعات اندکی روي تنوع ژنتیکی و تعیین قرابت لیآمده و

بیشتر ،در کشور. اي این جانوران انجام نپذیرفته استدرون گونه
استانجام شدهمطالعات روي بعضی از نژادهاي گوسفند اهلی 

ي آسیایی، آفریقایی، اروپایی در بعضی از کشورهادر حالیکه ،)2(
روي تعیین ساختار ژنتیکی اي ت گستردهتحقیقاو آمریکایی 
و حتی در هر کشور صورت گرفته و وحشیبومی گوسفندان 

کشورهاي پیشرفته، بیشترین توجه به نژادهاي نادر معطوف بوده 
در مدیریت جهانی، منابع ژنتیکی حیوانی، نژادهاي در . است

نمودن معرض خطر و سایر نژادها تفاوتی اساسی نداشته و منظور
حداکثر تنوع ژنتیکی در مخزن ژنی هر گونه از اهمیت حفظ
با ) 1998(و همکاران Arrana.)5(اي برخوردار استویژه

نژاد گوسفند بومی اسپانیا و گوسفند آواسی با 5تحقیقی روي 
نشانگر ریزماهواره، نتیجه گرفتند که بیشترین 16استفاده از 

گوسفند آواسی و کمترین در ستنوع ژنتیکی در گوسفند مرینو
نیز تحقیقی را در رابطه با تعیین قرابت ) Tapio)2006. باشدمی

و فیلوژنی گوسفندان اروپایی، قفقازي و آسیاي مرکزي با استفاده 
که در این بین دادهانجام mtDNAنگاري از انگشت
. هاي متعددي تعیین گردیدهاپلوگروه

مواد و روشها
رأس 41از سرگین اکنش، اساس میزان پربردر این تحقیق 

شده تنگ صیاد استان ه حفاظتدو منطق، درقوچ و میش
بطور تصادفی بختیاري و کرایی خوزستان، و چهارمحال 

هاي نظر گرفتن گلهگیري با درنمونه(بعمل آمد گیري نمونه
هاي سرگین به افراد مختلف و موجود و اطمینان از تعلق پلیت

نمونه سرگین متعلق به یک فرد حصول اطمینان از اینکه هر 
مذکورمناطقمحیط زیستکارشناسان اداراتباشد، توسط 

. ف حاوي اتانول مطلق قرار داده شدو در درون ظرو) انجام گردید
ژنتیک سازمان ها در مجاورت یخ به آزمایشگاه نمونهسپس 

درجۀ سلسیوس تا 4منتقل و در دماي حفاظت محیط زیست
. شدندگهداري نDNAزمان استخراج 

) 1389(خدرزاده و همکارانها به روش نمونهDNAسپس، 
استفاده ازهاي کمی و کیفی، با استخراج و پس از ارزیابی

بمنظور بررسی تنوع نوکلئوتیدي . ارزیابی گردید1000نانودراپ 
Cyt-bو ژنD-loopبراي ناحیه ها،موجود در جمعیت

پرایمر Oligo5افزار از نرممیتوکندري قوچ و میش با استفاده 
.)1جدول (طراحی گردید

حاکم بر هر نشانگر از لحاظ PCRسازي شرایط پس از بهینه
هاي و چرخه) 2جدول (کننده در واکنش غلظت مواد شرکت

هر کدام بطور مجزا روي ژل PCR، محصولات )3جدول(حرارتی 
اتیدیوم آمیزي باپس از رنگ.درصد الکتروفورز گردیدند2آگارز 

ها توسط بروماید و حصول اطمینان از خلوص باندي، نمونه
ها با یابی گردیدند و کلیه توالیشرکت میلاژن فرانسه توالی

MEGAافزار استفاده از نرم .آنالیز شدند4.0

www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

1389، زمستان 4سال دوم، شماره محیط زیست جانوري                                        پژوهشی –علمی فصلنامه 

٢٧

توالی نوکلئوتیدي آغازگرهاي قوچ و میش:1جدول 

جایگاهآغازگرهاتوالی نوکلئوتیدي
F:    5'– ACAACACGGACTTCCCACTC –3'

R:    5'– CATGGTGAACAAGCTCGTGA –3'
D-loop

F:    5'– AACGCATTCATTGATCTCCC –3'

R:    5'– GAATTCCTGTGGGGTTGTTG –3'
Cyt b

PCRغلظت اجزاي واکنش :2جدول 

اجزاي واکنشغلظت مورد نیازغلظت مورد نیاز

Cyt-bD-loop

X10X10 بافرPCR

mM25mM25MgCl2

pmol5pmol100 پرایمرF

pmol5pmol100پرایمرR

mM10mM10dNTPs

unit/μl5unit/μl5Taq

--ddH2O

ng/μl50ng/μl50DNA

PCRهاي حرارتیدما و زمان چرخه:3جدول 

حرارتPCRشرایط  
)درجه سانتیگراد(

زمان

D-loopCyt-bD-loopCyt-b

دقیقه9دقیقه94949سازي اولیهواسرشته1
ثانیه30ثانیه949430سازيواسرشته2
ثانیه30ثانیه5530-5558-58اتصال آغازگر3
ثانیه30ثانیه727230بسط آغازگر4
- ---- ------ ---- -)مرتبه35(4تا2تکرار مرحلۀ 5
دقیقه5دقیقه72725بسط نهایی آغازگر6
- ------ ----PCR44نگهداري محصول در دستگاه 7
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نتایج
حاصله با استفاده از DNAهاي کمی و کیفی ارزیابی

دو در هر DNAهاي نمونهODدستگاه نانودراپ نشان داد که 
بختیاري و وشده تنگ صیاد استان چهارمحاله حفاظتمنطق

و غلظت آن بطور میانگین در حدود 8/1-2بین کرایی خوزستان
هاي با غلظتDNAحصول (بود نانوگرم بر میکرولیتر120-70

پذیر بود و ارتباط مستقیمی با رعایت بالاتر از سرگین امکان
هاي کیفی همچنین ارزیابی). برداري داردصحیح شرایط نمونه

DNA1نمودار (ها دارد حکایت از عدم آلودگی پروتئینی نمونه .(

نیز، نتایج حاصله از فقدان درصد2مشاهدات روي ژل آگارز 
ها که توسط دستگاه نانودراپ ارزیابی آلودگی پروتئینی نمونه
آل، بیانگر ایدهمناسب و DNAحصول . شده بود را تأیید نمود

در این پژوهش است که شدهابداعکارآمدي افزون دستورالعمل 
خون قابل رقابت شده ازتخراجاسDNAهاينمونهدر مقایسه با 

در دو جمعیت قوچ و D-loopدر این مطالعه، جایگاه .است
.بودbp552هاپلوتیپ با تعداد نوکلئوتید حدود 1میش داراي 

هاپلوتیپ با تعداد 1ها داراي در کلیۀ جمعیتbژن سیتوکروم 
.بودbp589نوکلئوتید حدود

شده توسط نانودراپاستخراجDNAنمودار کمیت و کیفیت :1نمودار 

D-loopاُلگوي آللی ناحیه :1شکل 

5′ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAACCCACATAACAACCCATACAGAAGCACAACCATCCACC
CACGGACACGAGCGTTCACAAACCCAACATATCTTATGTCCGTCTTGAACATGCTAAACGAGTACA
TAGTATTAATGTAATATAGACATTATATGTATAAAGTACATTAAATGATTTACCCCATGCATATAAG
CACGTATATTAGTATTAATGTAATATAGACATTATATGTATAAAGTACATTAAATGATTTACCCCAT
GCATATAAGCACGTATATTAGTATTAATGTAATATAGACATTATATGTATAGAGTACATTAAGTGA
TTTACCCCATGCATATAAGCACGTATATTAGTATTAATGTAATATAGACATTATATGTATAAAGTAC
ATTAAATGATTTACCCCATGCGTATAAGCATGTATATTTGTTTCACTGAGGCATATAGGACATTAAA
CTGCTTGACCGTACATAGCACATAAAGTCAAATCTGTTCTAGCCAACATGCGTATCCCGTCCACTA
GATCACGAGCTTGTTCACCATG3′
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bاُلگوي آللی ژن سیتوکروم :2شکل 

5′AACGCATTCATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATTTCATCACATGATGACTTTGGCTCTCTCCTA
GGCATTTGCTTAATTTTACAGATTCTAACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTATACACCTGACACAA
CAACAGCATTCTCCTCTGTAACCCACATCTGCCGAGACGTAAACTATGGCTGAATTATCCGATATAT
ACACGCAAACGGGGCATCAATATTTTTTATCTGCCTATTTATGCATGTAGGACGAGGCCTATATTAT
GGATCATATACCTTCCTAGAAACATGAAACATCGGAGTAATCCTCCTATTTGCGACAATAGCCACA
GCATTCATAGGCTATGTTTTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGAGCAACAGTTATTACCAAC
CTCCTTTCAGCAATTCCATATATTGGCACAAGCCTAGTCGAATGAATCTGAGGAGGATTCTCAGTA
GACAAAGCTACCCTCACCCGATTTTTCGCCTTTCACTTTATTTTCCCATTCATCATCGCAGCCCTCGC
CATAGTTCACCTACTCTTCCTCCACGAAACAGGATCCAACAACCCCACAGGAATTC3′

دو منطقه هاي قوچ و میش معیتبا توجه به اینکه در ج
، تنها یک ی خوزستانببختیاري و کراو تنگ صیاد چهارمحال 

هاپلوتیپ مشاهده گردید، لذا میزان خلوص ژنتیکی در 
و دو جمعیت از نظر ژنتیکی باشدمیبالا ،ذکر شدههاي جمعیت

. به یکدیگر شباهت دارندداري بطور معنی

بحث
عیت، تمایز ژنتیکی بین از دیدگاه متخصصین ژنتیک جم

توازن بین رانش و جریان ژنی یک تعادل وها همزمان باجمعیت
جمعیت متحمل نرخ جهش و رانش ژنتیکی شروع شده و هر

ها از یکدیگر کردن جمعیتخواهد شد که تمایل به متمایزخود
تر ها را به یکدیگر شبیهداشته و بالعکس جریان ژنی جمعیت

هاي مورد طوري که اشاره گردید جایگاههمان. )8(نمایدمی
تحت مطالعه مونومورف بوده و با توجه به میزان بررسی در گونه

Fst که گویاي تشابه و تفاوت جمعیتی است، ظاهر امر حکایت از
هاي مذکور و شباهت ژنتیکی بالاي آنها به عدم تفاوت جمعیت

تایج حاصله و یکدیگر داشته و این مهم در هر گونه، با استناد به ن
گیري تصادفی از افراد مختلف هر جمعیت قابل فرض بر نمونه

. بحث است
با توجه به همجواري زیستگاه دو جمعیت قوچ و میش تنگ 

ی خوزستان، این امکان وجود ببختیاري و کراو صیاد چهارمحال 
سالهايکه جریان ژنی در این دو جمعیت بطور متعادل در دارد

زیستگاهه یا اینکه دو جمعیت مذکور داراي متوالی برقرار بود

، شباهت ژنتیکی این دو جمعیت قابل بنابراینباشدمیمشترك 
. توجیه است
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