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    (Ovis orientalis)وحشي فيلوژنتيك جمعيت گوسفند ةمطالع
   كرايي تنگ صياد ودر منطقة 
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  1389فروردين  :تاريخ پذيرش                    1388آذر :  تاريخ دريافت

 
 چكيده
 ) خوزستاناستان (وكرايي  ) استان چهارمحال و بختياري( فيلوژنتيك جمعيت گوسفند وحشي تنگ صياد ةحاضر مطالع تحقيقدر 

به مدت  1388در سال  )OARAE129،LSCV38،MCMA2،MCM63،BM6444( اي نشانگر ريزماهواره 5 با استفاده از
 در .هر نشانگر مورد بررسي قرار گرفت و انجامنشانگر مورد مطالعه بخوبي  5براي تمامي   PCRهاي واكنش .شد يكسال انجام

 را داري معني بسيار انحراف MCM63 ،LSCV38،  OARAE129نشانگرهاي  ،جمعيت گوسفند وحشي دو منطقه مورد مطالعه
 ،LSCV38، MCM63 نشانگر 3 شامل پلي مورف كه  ها  درصد جايگاه 60و  واينبرگ نشان دادند - رديها تعادل از

OARAE129 نشانگر 2باشد و مي BM6444 ، MCMA2پايين بودن ميانگين تعداد آلل به ازاي هر جايگاه .ندمونومورف بود  
براي محاسبه فاصله ژنتيكي بين دو  .مورد نظر مي باشدپايين بودن سطح تنوع ژنتيكي در گوسفندان وحشي  ةهنددنشان )آلل 6/1(

تنگ صياد و  جمعيت گوسفند وحشي منطقه اساس آن استفاده گرديد كه بر) 1972و  Nie )1987جمعيت گوسفند وحشي از شاخص 
وجود سطح ب. شتنددا) 0232/0( و )0392/0( پاييني  فاصله ژنتيكي  و) 9771/0( و )9615/0(  كرايي داراي تشابه ژنتيكي بالايي

  .كند خطري است كه آينده و بقاي اين حيوان وحشي را تهديد مي ةدهندن تروزايگوسيته مشاهده شده نيز نشامتوسط ه
  

  ژنتيكي  فاصله، گوسيتيهتروزاي ژنتيكي،  تنوع ريزماهواره،  نشانگرهاي وحشي، گوسفند :كليدي  كلمات

  
 مقدمه

كنولوژي در سالهاي اخير و تعلم بيوبا توجه به پيشرفت  چشمگير 
تنوع  ، DNAدقت بسيار بالاي تكنيكهاي مولكولي مبني بر تست

توان  هاي حيات وحش را بخوبي مي جمعيت زيستي و ژنتيكي در
خوبي از بدر حال حاضر محققين  .گيري كرد بررسي و نتيجه

 ,RAPD Microsatellite RFLP, نشانگرهاي مولكولي از قبيل
هاي اهلي و وحشي  گله رسي تنوع زيستي دردر زمينه بر.... و

 .اند و به نتايج قابل توجهي نيز دست يافته نمايد مياستفاده 

هاي مولكولي  گيري از ابزاري مانند تست بنابراين بدون بهره
امكان برآورد صحيح از  DNAو تست  PCR مبتني بر

در اين ميان براي . هاي ژنتيك جمعيت وجود ندارد شاخص
دارا بودن  بدليلماهواره تيك جمعيت نشانگرهاي ريزالعات ژنمط

 .هاي خاص نسبت به ساير نشانگرها مناسبتر هستند ويژگي
ختلاف ژنتيكي احتمالي بين آن است تا ا درصددتحقيق حاضر 

  siamak_yousefi1@yahoo.com: مسئول پست الكترونيكي نويسندة*
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ابط هاي وحشي مناطق تنگ صياد و كرايي و نيز رووسفندگ
  .ماهواره بررسي نمايدتكاملي را به كمك نشانگر ريز

بررسي فيلوژنتيك گوسفندهاي از اين تحقيق، ي هدف علم
آن  هدف كاربردي كرايي  و و وحشي در مناطق تنگ صياد

طريق  از همين مناطقبررسي جمعيت گوسفندهاي وحشي 
 .ژنتيك مولكولي است

Bancroft چند شكلي پروتئيني و ) 1995(همكاران  و
ه در ك Soayاي را در جمعيتي از گوسفند  هاي ريزماهواره جايگاه

 .يك جزيره جدا افتاده و مديريت نشده بود، بررسي نمودند
Arranz  كه  نژاد گوسفند بومي اسپانيا 5) 1998(و همكاران

بعنوان نژاد (مرينو نيز در بين آنها بود را به همراه گوسفند آواسي 
  . يابي نمودند ريزماهواره ژنوتيپ 16براي ) مرجع

Peter  نشانگر  31از با استفاده ) 2007(و همكاران
نژاد اروپايي و  57ريزماهواره، ساختار جمعيتي و تنوع ژنتيكي 

و  Farid. ندكشور را مورد بررسي قرار داد 15اي از  خاورميانه
 10گوسفند از  275پذيري ژنتيك در تغيير) 1998(همكاران 

 Red Masaiنژاد اروپايي شمالي، نژاد  3نژاد بريتانيايي،  5(نژاد 
اي ارزيابي  جايگاه ريزماهواره 10را با استفاده از  )Texelو نژاد 
توده ژنتيكي  10تنوع موجود در ) 1371(عصفوري . نمودند

جايگاه نشانگرهاي بيوشيميايي چند  10گوسفندان ايران را براي 
  . شكل  بررسي نمود

  
  مواد و روشها
  منطقه تنگ صياد

اين منطقه در بخش شرقي شهرستان شهركرد و بخش غربي 
. اسـت واقـع  رستان بروجن در استان چهارمحال و بختيـاري   شه

هـزار هكتـار    27اين منطقه داراي مسـاحتي بـه وسـعت حـدود     
هكتـار آن منطقـه حفاظـت شـده و      21600باشد كه حـدود   مي

تنگ صياد به واسطه دارا بودن . هكتار آن پارك ملي است 5400
چ و مـيش  زيستگاه مناسبي براي گونه قو ،تعداد زيادي تپه ماهور

هـاي   هـاي جنـوبي منطقـه داراي صـخره     كوهستان. وحشي است
العبور است كه زيستگاه پلنگ و كل و بز با جمعيتـي قابـل    صعب

بخشي از آن به پارك ملي تنگ صياد  1374در سال . توجه است
تبديل گرديد و تنگ صياد را به دو منطقه پـارك ملـي و منطقـه    

  .حفاظت شده تقسيم كرد
دقيقـه تـا    59درجه و  50وقعيت جغرافيايي تنگ صياد در م

 32دقيقـه تـا    3درجـه و   32دقيقه طول شرقي و  9درجه و  51

از نظـر آب و  . دقيقه عرض شمالي واقـع شـده اسـت    17درجه و 
سـرد و نيمـه   نيمـه خشـك و    ؛هوايي به سه اقليم خشك و سرد

  . شود مرطوب و سرد تقسيم مي
  منطقه كرايي

ر ارتفاعات كـوه سـياه واقـع در    منطقه حفاظت شده كرايي د
كيلومتري غرب شهرستان مسـجد   25خوزستان در استان شمال 

 بـا    كيلومتري جنـوب شـرقي شهرسـتان شوشـتر     35سليمان و 
دقيقه طول شـرقي   23درجه و  49درجه تا  49طول جغرافيايي 

 59درجـه و   31دقيقـه تـا    35درجـه و   31و عرض جغرافيـايي  
  .ددقيق عرض شمالي قرار دار

اي  هـزار هكتـار وسـعت دارد و منطقـه     40اين منطقه حدود 
كـه  هاي فراوان اسـت   العبور و داراي ناهمواري كوهستاني و صعب

. باشـد  ها دنباله غربـي سلسـله جبـال زاگـرس مـي      اين ناهمواري
منطقه شكار ممنوع كرايي با هدف احيا جمعيت حيات وحـش و  

نطقـه حفاظـت شـده    هاي آن بـه م  ها و ارزش با توجه به پتانسيل
  .كرايي ارتقا يافت

گيري يا اخذ بافت از گوسفند  ا توجه به اينكه امكان خونب
با هماهنگي بعمل آمده  هاي مدفوع وحشي وجود نداشت، نمونه

هاي  زير نظر گرفتن گله و از طريق سازمان حفاظت محيط زيست
به كمك كارشناسان و مناطق مورد نظر گوسفند وحشي 

نمونه مدفوع  11آوري گرديد كه تعداد  جمع ه وتهي بانان محيط
 منطقه تنگ صياد نظر مربوط بودن به اين گونه در مورد قبول از

 DNAجهت استخراج  قه كراييمدفوع در منط نمونه 4و 
هاي مخصوص بوسيله الكل خالص  تيوپ بلافاصله در و آوري جمع

جهت  و درجه سلسيوس نگهداري - 20و در دماي  فيكس
اجراي دستورالعمل  .به آزمايشگاه ارسال شد DNAاستخراج 

هاي موجود واجد  از سلول DNAمناسب جهت استخراج 
در اين پژوهش توسط كه  اي است حائز اهميت ويژه سرگين،

پروتكل مشخصي ابداع گرديد كه ) 1389(خدرزاده و همكاران 
اين پروتكل يك روش مناسب، كم هزينه و بدون نياز به فنل 

از سرگين نشخواركنندگان اهلي  DNAت استخراج بوده كه جه
سپس با توجه به تحقيقات . و وحشي داراي كارآمدي بالايي است

نشانگر از نشانگرهاي ريز  5بعمل آمده و مطالعات مختلف، 
اي موجود كه داراي بالاترين ميزان چند شكلي بودند  ماهواره

ون كشور آغازگرهاي اين نشانگرها از شركت متابي. ندانتخاب شد
مشخصات آغازگرهاي  كه آلمان تهيه و مورد استفاده قرار گرفت

  .آماده است 1تكثير نشانگرها در جدول مورد استفاده در 
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  تكثير نشانگرهامشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در  :1جدول 
  

  دماي اتصال  )5΄→3΄(آغازگرها                              نشانگر نام
 )درجه سانتيگراد(

  1كد دسترسي

BM6444 F...5´CTCTGGGTACAACACTGAGTCC   
R...5´TAGAGAGTTTCCCTGTCCATCC 55  G18444 

MCM63 F...5´CCCAATTTGGCAACAGCTACG   
R...5´ATTGGCCTCTCTCTGATGCAC 55 L37889 

MCMA2 F...5´TCACCCAACAATCATGAAAC   
R...5´TTAAATCGAGTGTGAATGGG 52 AF098773 

LSCV38 F...5´GTTGCAAAGAGCTGGACGTG   
R...5´CTGGATGGCAAAGTGATTCAG 54 G40990 

OARAE129 F...5´AATCCAGTGTGTGAAAGACTAATCCAG   
R...5´GTAGATCAAGATATAGAATATTTTTCAACACC 52  L11051 

   1‐http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

 مشاهده منظور به مطالعه، مورد نشانگرهاي تكثير از پس
 استفاده درصد 8 آميد اكريل پلي ژلهاي از شده تكثير هاي آلل
 سريع روش از باندها سازي نمايان براي الكتروفورز از پس. شد
-Gelدستگاه توسط  ژل تصوير و گرديد نقره استفاده آميزي رنگ

Doc XR،  فزارا سپس با نرم و) 1شكل (تهيه POPGENE 
  .آناليزهاي مربوطه صورت گرفت 32/1نسخه 
  
  نتايج

نانوگرم در  120تا  70حدود  شده استخراجDNA غلظت 
  RNAعاري از آلودگي به  DNAهمچنين. شد محاسبه ميكروليتر

استخراج شده از خلوص بالايي برخوردار   DNAدهد بود كه نشان مي
ستخراج شده كه در هاي ا در نمونه 280/260است، البته نسبت 

  .كند قرار داشت اين امر را تصديق مي  2تا  8/1محدودة 
نشانگر مورد مطالعه بخوبي  5براي تمامي  PCRواكنشهاي 

گرفت و دامنه اندازه  هر نشانگر مورد بررسي قرار و انجام شد
 NCBIآللهاي تكثير شده در آنها با گزارش ثبت شده در سايت 

  .مطابقت داشت
، دو منطقه تنگ صياد و كراييگوسفند وحشي  كل جمعيت در

 بسيار انحراف  MCM63 ،LSCV38، OARAE129نشانگرهاي 
و دو نشانگر  واينبرگ نشان دادند - هاردي تعادل از را اريد معني

BM6444  و MCMA2مورد مطالعه مونومورف بودند.  
بزرگ بودن اندازه جمعيت يك شرط ضروري براي در تعادل 

لذا با توجه به اينكه اندازه دو جمعيت  .اشدب قرار داشتن مي
هاي اخذ شده  گوسفند وحشي مورد مطالعه كوچك و تعداد نمونه

 افزايش ها  به هموزيگوتنسبت ها  تعداد هتروزيگوت، اندك بود

واينبرگ تائيد كننده آن  - خروج از تعادل هارديپيدا نمود و 
  .است

ياد و دو منطقه تنگ صگوسفند وحشي جمعيت  مجموعدر 
 نشانگر 3مورف بود كه شامل  ها پلي درصد جايگاه 60كرايي

LSCV38 ،MCM63،  OARAE129 نشانگر 2 و BM6444، 
MCMA2  مونومورف بود.  

بيشترين  .آلل بود 6/1تعداد متوسط آلل به ازاي هر نشانگر 
 و LSCV38، MCM63 تعداد آلل مشاهده شده در نشانگرهاي

OARAE129 كمترين تعداد مربوط به و )آلل 2( باشد مي  
در بين  .است) آلل MCMA2 )1و  BM6444نشانگرهاي 

بيشترين و كمترين تعداد آلل موثر بترتيب در كل دو  نشانگرها،
 وBM6444 (  و) آلل MCM63)2  جمعيت مربوط به

MCMA2 ندبود )آلل 1( داراي.  
سطح تنوع نشان داده شده توسط تعداد آللهاي موجود براي 

توان بعنوان معياري از تنوع  در اين مطالعه را مي هر جايگاه
ژنتيكي در نظر گرفت كه اثر مستقيمي بر تمايز در داخل يك 

پايين بودن ميانگين تعداد آلل به ازاي هر جايگاه  ).6( گونه دارد
پايين بودن سطح تنوع ژنتيكي در  ةدهندنشان )آلل 6/1(

  .باشد گوسفندان وحشي مورد مطالعه مي
در بين نشانگرهاي  )شاخص اطلاعات شانن(   Iبيشترين مقدار
باشد  مي) MCM63  )6931/0 مربوط به نشانگر مورد مطالعه در كل،

منطقي به نظر  ،)آلل 2(كه با توجه به تعداد آلل بيشتر در اين مورد 
 BM6444، MCMA2كمترين مقدار نيز از آن نشانگرهاي  .رسد مي

 1(كم بودن تعداد آللها در اين دو نشانگر  است كه با توجه به) 00/0(
  .)2جدول ( قابل توجيه است ،)آلل
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آللهاي مربوط به جمعيت كرايي  B)و آللهاي مربوط به جمعيت تنگ صياد A :MCM63) الگوي باند براي نشانگر :1شكل 
 و باشد براي تمام نشانگرها نيز پايين مي I متوسط

  Iهنگامي كه  .نگرهاستحاكي از چند شكلي اندك اين نشا
گردد معيار مناسبي را نيز  در سطح نشانگرها ارزيابي مي
هاي  پذيري جايگاهزان تغييربراي ارزيابي چند شكلي و مي

  .نمايد مورد مطالعه فراهم مي

هاي  تنوع ژني مورد انتظار و مشاهده شده براي جايگاه
همراه  نشانگر  5 براي مختلف همراه با انحراف معيارهاي مربوطه

گوسفند با ميانگين و انحراف معيارهاي مربوطه در كل جمعيت 
  .آمده است 3دو منطقه تنگ صياد و كرايي در جدول وحشي 

  نشانگرهمراه با ميانگين و انحراف 5براي )I(شاخص اطلاعات شانن  و) ne(،تعداد آلل موثر)na(تعداد آلل مشاهده شده  :2جدول 
  دو منطقه تنگ صياد و كراييگوسفند وحشي ت معيارهاي مربوطه در كل جمعي 

  
  نشانگر naتعداد آلل مشاهده شده  ne تعداد آلل موثر I شاخص اطلاعات شانن

0  1  1  BM6444  
6909/0  9912/1  2  LSCV38  
6931/0  2  2  MCM63  
0  1  10  MCMA2  

6700/0  9122/1  2  OARAE129  
  ميانگين  6/1  5807/1  4108/0
  نحراف معيارا  5477/0  5312/0  3751/0

  همراه با  نشانگر 5 براي هاي مختلف همراه با انحراف معيارهاي مربوطه تنوع ژني مورد انتظار و مشاهده شده براي جايگاه :3جدول 
  دو منطقه تنگ صياد و كراييگوسفند وحشي ميانگين و انحراف معيارهاي مربوطه در كل جمعيت 

  
   تظاران هتروزيگوسيتي مورد  متوسط هتروزيگوسيتي

   (N-He)نااريب ني 
  مورد انتظار هتروزيگوسيتي

(He) 
  هتروزيگوسيتي مشاهده شده

(Ho) نشانگر  
0  0  0  0  BM6444  

4979/0  4978/0  5149/0  9333/0  LSCV38  
5000/0  5000/0  5172/0  1  MCM63  
0  0  0  0  MCMA2  

3594/0  4770/0  4947/0  7857/0  OARAE129  
  انگينمي  5438/0  3054/0  2950/0  2715/0
  انحراف معيار  5024/0  2789/0  2694/0  2543/0

براي محاسبه فاصله ژنتيكي بين دو جمعيت گوسفند وحشي 
جمعيت دو . استفاده گرديد) 1978 و Nie )1972از شاخص 

اساس اين سنجش منطقه تنگ صياد و كرايي برگوسفند وحشي 
فاصله  و) 9771/0( و )9615/0( داراي تشابه ژنتيكي بالايي

كم بودن فاصله  بودند،) 0232/0( و )0392/0(نتيكي پاييني ژ
تواند ناشي از نزديك بودن مناطق پراكنش اين دو  ژنتيكي مي

  .جمعيت باشد
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  بحث
ها براي مطالعات  ارزيابي كارآمدي ريزماهواره تحقيقدر اين 

ژنتيك جمعيتي روي جمعيت گوسفند وحشي مناطق تنگ صياد 
نسبت  تحقيقاز طرف ديگر در اين  .صورت گرفته استو كرايي 

از مدفوع اقدام گرديد كه جز محدود  DNAبه استخراج 
هايي بود كه به اين طريق از گوسفند وحشي استخراج  پروژه

DNA  صورت گرفت و موفقيت آميز بود.  
 Bancroft  چند شكلي پروتئيني و ) 1995(و همكاران

كه در  Soayفند اي را در جمعيتي از گوس هاي ريزماهواره جايگاه
اين . يك جزيره جدا افتاده و مديريت نشده بود، بررسي نمودند

مطالعه ميزان هتروزايگوسيتي پروتئيني اين گوسفند را در قياس 
هاي پستاندار و ساير نژادهاي گوسفند و با توجه به  با ساير گونه

و  Arranz .سابقه ژنتيكي اين گوسفند مورد بحث قرار داده است
كه مرينو نيز در نژاد گوسفند بومي اسپانيا  5) 1998(همكاران 

) عنوان نژاد مرجعب(بين آنها بود، را به همراه گوسفند آواسي 
بيشترين تنوع ژنتيكي . يابي نمودند ريزماهواره ژنوتيپ 16براي 

و  Peter .در گوسفند مرينو و كمترين در گوسفند آواسي بود
نگر ريزماهواره، ساختار نشا 31با استفاده از ) 2007(همكاران 

 15اي از  نژاد اروپايي و خاورميانه 57جمعيتي و تنوع ژنتيكي 
ميانگين هتروزيگوسيتي نااريب . كشور را مورد بررسي قرار دادند

 British Exmoor Homدر نژاد  63/0مورد انتظار در محدوده 
هاي نژاد. قرار داشت Albanian Rudaدر نژاد  77/0تا 

غرب اروپا و خاورميانه نسبت به نژادهاي شمال  گوسفندان شمال
و همكاران  Farid شرقي و غرب اروپا تنوع كمتري دارند،

نژاد  5(نژاد  10د از گوسفن 275پذيري ژنتيك در تغيير) 1998(
و نژاد  Red Masai، نژاد نژاد اروپايي شمالي 3بريتانيايي، 

Texel ( ارزيابي نمودنداي  جايگاه ريزماهواره 10را با استفاده از .
نتايج نشان داد در نژادهايي كه تحت انتخاب شديد قرار 

. اند، كاهش موثري در تغييرپذيري ژنتيكي وجود ندارد داشته
بخاطر آن  احتمالاٌ Romanovپذيري ژنتيكي كم در نژاد تغيير

است كه تعداد كمي از اين دام به آمريكاي شمالي وارد گرديده 
توده ژنتيكي  10ع موجود در تنو) 1371(عصفوري  .است

جايگاه نشانگرهاي بيوشيميايي چند  10گوسفندان ايران را براي 
، تفاوت ها به هنگام بررسي همزمان تمام جايگاه. شكل بررسي نمود

داري بين نژادها بدست آمد كه حاكي از جدايي ژنتيكي آنها  معني
بين نژادها هاي ژني، فواصل ژنتيكي  با استفاده از فراواني. باشد مي
  . ورد و مورد بررسي قرار گرفتآبر

مورفيسم در جمعيت گوسفند وحشي مناطق  تعيين سطح پلي
به . مورد مطالعه به كمك نشانگرهاي ريز ماهواره بخوبي انجام گرفت

 مورفيسم موجود، سطح هموزيگوسيتي، كمك سطح پلي
ند كه نتايج نشان داد. ها برآورد گرديدند هتروزيگوسيتي و تعداد آلل

هتروزيگوسيتي مشاهده شده كه شاخص خوبي براي وجود تنوع 
باشد، در گله گوسفند وحشي مناطق تنگ صياد و كرايي از  ژنتيكي مي

البته سطح  ).= Ho 5438/0( سطح نسبتاً مناسبي برخوردار است
. بدست آمد ) = 3054/0He(هتروزيگوسيتي مورد انتظار به ميزان 

دهنده خطري  سيته مشاهده شده نشانوجود سطح متوسط هتروزيگو
اين  .كند است كه آينده و بقاي اين حيوان وحشي را تهديد مي

دهند كه تنوع ژنتيكي در اين جمعيت در  ها بخوبي نشان مي شاخص
  . حال كاهش است
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Abstract  
The phylogenetic study of Tangsayad and Kerayi wild sheep populations was conducted by 

using 5 microsatellite markers (BM6444, MCM63, MCMA2, LSCV38, and OARAE129). 

The PCR responses for all 5 markers were done truly and each marker was checked. The 

OARAE129, LSCV38, MCM63 markers showed a meaningful deviation from Hardy-

Weinberg equilibrium in wild sheep populations, and 60% of  Poly Morf locus which contains 

3 LSCV38, MCM63, OARAE129 markers, and the two MCMA2 and BM6444 markers were 

Mono Morf. Low average of Allel for any locus (1.6 Allel) showed the low genetic diversity 

of wild sheep. Nie (1972, 1978) indicators were used to obtain the genetic distance between 

two wild sheep populations, which showed the high genetic similarity (0.9615) and (0.9771) 

and low genetic distance (0.0392) and (0.0232) in Tangsayad and Karayi wild sheep 

populations. Observing the average heterozygosity showed that life and the future of these 

animals are in danger. 
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