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 1397 مردادتاریخ پذیرش:            1397 اردیبهشت تاریخ دریافت:

 چکیده

مانده اساس حفظ نژادی شود و جهت شناسایی ساختار ژنتیکی جمعیت باقیحفظ نژادهای بومی از اهداف مهم اصلاح نزادی محسوب می 

 های استان اردبیل و مقایسه با دیگر نژادهای خارجی با استفاده از ناحیه کنترل اسب است. لذا این پژوهش با هدف بررسی ساختار ژنتیکی

(D- loop ژنوم میتوکندریایی انجام گرفت. جهت انجام آزمایش )DNA  جفت بازی از ناحیه کنترل  430ژنومی استخراج و مستقیماً پس از تکثیر

جایگاه چندشکلی 43ها منجر به شناسایی یابی گردید. آنالیز توالیه استان اردبیل توالیرأس اسب بومی مربوط ب 100با استفاده از روش سنگر از 

( Qو  A،B ،C ، G ،I ،L ،M ،Pهاپلوگروه ) ۹های شناسایی شده در هوهاپلوتیپ مختلف گردید که براساس هاپلوگر 40شد که منجر به ایجاد  

دست به -۵71/0و 877/0، 0۲41۲/0ترتیب های بومی استان اردبیل بهتاجیما در اسبD و  قرار گرفتند. مقدار تنوع نوکلئوتیدی، تنوع هاپلوتیپ

 های اردبیل از تنوع بالایی برخوردار است.داری را نشان نداد. نتایج این مطالعه نشان داد که خط مادری در اسبتاجیما انحراف معنیD. میزان آمد

  ژنوم میتوکندریایی، هاپلوتیپ، تنوع نوکلئوتیدی، تنوع ژنتیکی، اسب بومی کلیدی: کلمات

 Nhedayat@uma.ac.ir: * پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه
 منشأیشرفت جامعه بشری داشته است. در پاسب نقش اساسی         

شناسی شناسی و باستاندهه در زیست شدن اسب چندینو تاریخ اهلی

دانشمندان بر این عقیده هستند که . مورد مطالعه قرار گرفته است

 الی 4000طور گسترده از چندین جمعیت وحشی شدن اسب بهاهلی

بررسی  .(2012ران، و همکا Zhang) افتاده است پیش اتفاق سال 6000

گروه متفاوت، نشان هاپلو 17یایی اسب اهلی و تعیین  ژنوم میتوکندر

داد که اهلی کردن اسب وحشی، در طی فرآیندی که چندین هزار 

سال )در طی دوره نوسنگی( به طول انجامید، در مناطق مختلف جهان 

( صورت 2012و همکاران، Warmuth) و به مرکزیت اورآسیای غربی

نیز  (2009و همکاران،  Outramشناسی )است. شواهد باستان گرفته

ها است. هرچند شواهدی نیز دال بر اهلی ید این یافتهمؤتا حدودی 

 (.2012و همکاران،  Achilli) کردن اسب در غرب اروپا وجود دارد

. استنژادهای گوناگون اسب  مبدأسرزمین پهناور ایران مهد پرورش و 

عنوان موجودی کنون در نزد ایرانیان، اسب بهاز هزاران سال پیش تا

برای سوارکاری،  معمولاًمطرح بوده است. امروزه در ایران از اسب،  مفید

اسب  شود.یمدرمانی استفاده  و اسبسرگرمی، مسابقات شهرستانی 

درمانی دو شاخة اصلی دارد که یکی کمک به روان درمانی و دیگری 

 همکاران، و )صارمیانفر شخصی است های ارتباطیمهارت توسعة به کمک

 گیرد.یمو حمل و نقل در مناطق روستایی مورد استفاده قرار  (1394

اسب وجود  رأسهزار  140در ایران حدود  ،)2014) آمار فائو براساس

مناطق پراکنش یا  برحسبهای مختلف اسب ایرانی یتجمعدارد و 

های ترتیب که اسببدین .شوندیمگذاری ها نامدهنده آناقوام پرورش

های ترکمن در یجان، اسبآذربا یو جمهورایران  غربشمالدر  باغقره

های دره شوری یا اسب های کرد در غرب و مرکز،اسب ،شرقشمال

های عرب ایران در غرب و جنوب غرب، اسبقشقایی در مرکز و جنوب

های کاسپین شرق و اسبهای سیستانی در شرق و جنوبغرب، اسب

(. مناطق Fotovati ،2000) اندشدهو تالشی در شمال کشور پراکند 

بودن و وجود عشایر  دلیل تاریخی و کوهستانیمختلف استان اردبیل به

انه در متأسف های متنوع از لحاظ فنوتیپی  است.نشین دارای اسبکوچ

نیا کاهش د در دسب موجوی اهاادنژری از حاضر جمعیت بسیان قر

اری دلیل نگهدبهان یرا باغقرههای ین میان جمعیت اسبدر او ته یاف

شی ورمرکز پرد نبوو تولیدمثل  نحوهبه توجهی یب ،ستدرنا و صولیاغیر

ست. اگرفته ارقراض نقرض امعریداکرده و در پ، سیر نزولی مناسب

ایران تاکنون مطالعات  در بومی مختلف اسب هایوجود جمعیت رغمعلی

ها صورت گرفته است. ازجمله این ژنتیکی محدودی در این جمعیت

اشاره نمود  (2012)و همکاران  Moridiتوان به مطالعه مطالعات می

تنوع  D-loopکه محققان در آن با استفاده از نشانگر میتوکندریایی 

ژنتیکی پنج جمعیت اسب بومی ایران شامل اسب عرب، اسب کرد، 

سیستانی و اسب کاسپین را مورد بررسی قرار دادند.  ترکمن، اسب اسب

عدم  ناحیه کنترل ژنوم میتوکندریایی با توجه به نرخ جهش بالا،

مطالعات فیلوژنتیک  قدرتمند در نشانگر بری مادری یکو ارث نوترکیبی

 (.2016 و همکاران،Cardinali آید )حساب میو فیلوجئوگرافیک به

DNA است و از یک  جفت باز 16.660طولمیتوکندریایی اسب به

 1192حدود  D-Loopژن و غیرکدکننده منطقه  37منطقه کدکننده 

(. مطالعات بر روی ژنوم 2000و همکاران،  Bowlingاست ) جفت باز

ویژه همراه با اطلاعات دهد که این ژنوم بهاسب نشان می میتوکندریایی

 برای قدرتمند ابزار یک (،2010 ان،همکار و Głażewska) تاریخی

و  Hill) باشدنژادی میشناسایی روابط خویشاوندی بین نژادی و درون

و همکاران،  Kefena؛ 2013 و همکاران، Khanshour ؛2002همکاران، 

2014 .) Głażewska(2008)  تنوع ژنتیکی اسب عرب لهستانی را با

بررسی   D- loopاستفاده از اطلاعات شجره و نشانگر میتوکندریایی

جایگاه چندشکلی  D- loop ،32جفت باز از ناحیه 4۵8کردند.  با آنالیز 

هاپلوتیپ شد. مطالعات محدود  14 به ایجاد که منجر کردند را شناسایی

خصوص در مورد ایرانی بههای در زمینه بررسی خط مادری اسب

  تحقیق، با این این داشت تا در های استان اردبیل ما را برجمعیت اسب

های اسب جمعیت در ژنوم میتوکندریایی (D-loop)کنترل مقایسه ناحیه

های نوکلئوتیدی متغیر، تنوع و ساختار به بررسی جایگاه استان اردبیل،

های دیگر جهان از جمعیتها با برخی ژنتیکی و ارتباط ژنتیکی اسب

با انجام این تحقیق و با استفاده از مقادیر شاخص تثبیت  بپردازیم.

های صورت شباهت ژنتیکی و نحوه تلاقی میزانموجود، به هایجمعیت

توان با آگاهی از ساختار ژنتیکی این شود که میگرفته پی برده می

جهت حفظ  هاجمعیت نای را در مناسبی نژادی اصلاح هایبرنامه  حیوانات

 کار برد.خونی بههم افزایش از جلوگیری و جمعیت در مطلوب ژنتیکیتنوع

 

 هامواد و روش

برای اجرای این تحقیق نمونه : DNAگیری و استخراج نمونه       

 44نریان و  ۵6های مختلف استان )شامل رأس از اسب 100خون از

 دهستان غربی استان اردبیلهای مناطق مادیان( اردبیل شامل اسب

های مناطق نمونه( و اسب 34های  اسب سواری )نمونه(،  باشگاه ۵6)

خون  هاینمونه آوری شدند. کلیهنمونه( جمع 10سوار )شهرستان بیله

 -20 تا زمان استخراج در دمای اسب تهیه شده واز سیاهرگ گردنی 

ستفاده از روش با ا DNAداری شد. کل محتوای گراد نگهدرجه سانتی

استخراج شد. Exgene پستانداران شرکت  خون از  DNAکیت استخراج

درصد با 8/0روش ژل اگارز استخراج شده بهDNA کمیت و کیفیت 

چنین جهت (. هم1استفاده از دستگاه الکترو فوز سنجیده شد )شکل
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یابی توالی 80،های مورد مطالعهتعیین هاپلوگروه برای جمعیت اسب

 (A,B,C,D,E,F,G,H,I,J,K,L,M,N,O,P,Q,Rهاپلوگروه ) 18 به متعلق

های ( برای جمعیت اسب2012و همکاران ) Achili که در مطالعه

 N398377 الی JN398457 دسترسی کد با بود شده مشخص جهان مختلف

 از بانک ژن دریافت شد.
 

 
های اسبژنومی استخراجی در جمعیت  DNAکیفیت : 1شکل

 استان اردبیل
 

: وکندریایی( ژنوم میتD-loopتکثیر جایگاه ناحیه کنترل )       
 D-loopناحیه  جفت بازی 430تکثیر قطعه  منظورتحقیق حاضر و به در

 (2014)و همکاران Takasuشده در مطالعه کار برده هاز آغازگرهای ب

 :شرح زیر بوداستفاده گردید. توالی آغازگرها به
forward: 5′ CTAGCTCCACCATCAACACC-3′ 

reverse: 5′-ATGGCCCTGAAGAAAGAACC-3′ 

 ۵/12میکرولیتری حاوی  2۵در حجم  PCRی هاواکنش      

 ۵/1میکرولیتر پرایمر رفت،  master mix، ۵/1میکرولیتر مواد 

 ۵/2 میکرولیتر آب مقطر استریل شده و 7میکرولیتر پرایمر برگشت، 

از  با استفاده PCRهای انجام شدند. تمام واکنش DNAمیکرولیتر 

 9۵ سازی آغازین در دمایدقیقه واسرشت 10برنامه استاندارد شامل 

 94سازی در ثانیه واسرشت 30سیکل شامل  30گراد،درجه سانتی

 30 وگراد درجه سانتی 63ثانیه در دمای اتصال  ۵0گراد،درجه سانتی

یی به در نهایت تکثیر نها ط اولی وگراد بسدرجه سانتی 72ثانیه در 

گراد انجام گرفت. سپس درجه سانتی 72دقیقه در دمای 10مدت 

زیابی درصد ار۵/1دست آماده با استفاده از ژل اگارز به  PCRمحصولات

لص فناوری پیشگام خااز طریق شرکت زیست  PCRهایشد. کل نمونه

 .یابی گردیدتوالیسازی و با استفاده از روش سنگر 

ها با استفاده از کیفیت توالی :های میتوکندریاییآنالیز توالی       

و نواحی دارای کیفیت پایین  گرفت بررسی قرار مورد Chromasافزار نرم

دست آمده جهت اطمینان و بررسی های بهگردید. سپس توالی ویرایش

مورد تأیید قرار  NCBIسایت در وب Blastدقت ابتدا از طریق ابزار 

های موجود ها جهت شناسایی چندشکلیاز تأیید تمام توالی بعد گرفت.

 6.0MEGA   (Tamura افزارنرم از استفاده با Clustal W الگوریتم طریق از

ترین درخت فیلوژنتیکی با بیش گردید.تراز هم (2011 ،و همکاران

 با استفاده 1000دو پارامتری و بوت استراپ  کیمورا مدل و نماییدرست

ها و آماره شناسایی هاپلوتیپ برای ترسیم گردید. MEGA 6.0 افزارنرم از

چنین تعیین پارامترهای تمایز ژنتیکی و فاصله ژنتیکی و هم  D تاجیما

(. 2009و همکاران،  Rozasاستفاده شد )  6.0DNAsp افزاراز نرم

   Network زارفاآمده از نرمدستهای بهای هاپلوتیپشبکه آنالیز جهت

4.6.1.2 V استفاده شد (Bandelt  ،1999و همکاران). 

 

 نتایج
تفاده کنترل ژنوم میتوکندریایی با اس ناحیه بازی جفت 430 قطعه       

 سپس (.2)شکل از پرایمرهای اختصاصی با کیفیت عالی تکثیر گردید

ها یابیتند که همه توالییابی سنگر قرار گرفها مورد توالیتمامی نمونه

ا، هیابیکیفیت بالایی برخوردار بودند. پس از بررسی کیفیت توالی

ها الینوکلئوتیدهایی که دارای کیفیت پایینی بودند از دو انتهای تو

آدنین،  ٪6۵/29 ها شاملمیانگین فراوانی نوکلئوتیدی حذف شدند.

 دست آمد.سیتوزین به ٪7۵/14 گوانین و ٪68/28تیمین،  92/26٪

 .ندریایی بودژنوم میتوک D- loopدر ناحیه  G+Cاز  تربیش A+T میزان
 

 
 یلهای اردباسب مربوط به جمعیت D-loop تکثیر ناحیه :۲شکل

 

چندشکلی  جایگاه 43 شناسایی به منجر نوکلئوتیدی تغییرات نتایج      

های اردبیل شد جمعیت اسب هاپلوتیپ برای 40 شد که منجر به ایجاد

ترتیب به transversion و transitionاز نوع  هاجهش جایگزینی میزان که

ها گیریکه در نمونهدست آمد. با توجه به اینبه % ۵8/2و  % 42/97با 

عمل آید و ها بهگیریتلاش بر این بود که از افراد غیرخویشاوند نمونه

که ناحیه کنترل ژنوم میتوکندریایی از میزان جهش با توجه به این
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دست آوردن تنوع هاپلوتیپی بالا مورد بالایی برخوردار است لذا به

دست آمد به -۵7118/0ها تاجیما برای کل نمونه Dانتظار بود. میزان 

تاجیما براساس D (. آزمونp>1/0) دار نبوداز لحاظ آماری معنی ولی

تاجیما  Dکه باشد. در زمانیمورد نظر می هایتوالی در خنثی هایجهش

دهنده اندازه ثابت جمعیت داری( نشانبر با صفر باشد )عدم معنیبرا

جایگاه جهش شناسایی  43 رود.می شماربه جایگاه برای و یا نبود انتخاب

 تنوع با مختلف هاپلوتیپ 40 ایجاد به منجر پژوهش این در شده

گردید که  877/0و  0241/0ترتیب نوکلئوتیدی و تنوع هاپلوتیپی به

 باشد.یمهای استان اردبیل اسب جمعیت در بالا مادری تنوع دهندهنشان

های استان ترسیم درخت فیلوژنتیکی برای جمعیت اسب       

های های فیلوژنتیکی براساس توالیاهداف ایجاد درخت از یکی :اردبیل

طبق های موردنظر است. مولکولی، بازسازی تاریخچه تکاملی گونه

های موردمطالعه اسب برای جمعیت شده دندوگرام فاصله ژنتیکی رسم

های دیگری تقسیم سه کلاستر تقسیم شد که هرکدام به زیر گروه

تنوع ها بیانگر ها و زیرگروهتر گروهبیش وجود تعدادشدند و با توجه به 

گروه چنین هممطالعه است و هم مورد هایاسب بالا در جمعیت ژنتیکی

بیانگر منشأ های مورد بررسی با یکدیگر در هر کلاستر شدن جمعیت

(.3ها است )شکلمشترك و یا وجود جریان ژنی میان آن

جهت نشان دادن ارتباط میان : هاای هاپلوتیپترسیم شبکه       

دست آمده از بانک اطلاعات های بهشده و توالی های مشخصهاپلوتیپ

آمده دستهاپلوتیپ به 40هاپلوتیپ از  24 (.4)شکل ژنوم ترسیم شد

آمده در  دستبه( Qو  A،B ،C ، G ،I ،L ،M ،،P) هاپلوگروه 9در 

ترین تعداد ( قرار گرفتند. بیش2012و همکاران ) Achiliمطالعه 

 ,H17هایها( شامل هاپلوتیپدرصد از کل هاپلوتیپ10ها )هاپلوتیپ

H9, H3  و H27های اسب بودند که با نژادAkhal teke ،Unspecified 

Iran وGiara Horse  هاپلوگروه درG هایهاپلوتیپ شدند. کلاسترهم 

H29, H28, H16 و H30 (10 با نژادهای درصد از کل هاپلوتیپ )ها

Amercan point ,Arabian ,Akhal teke  وUnspecified Iran  در

 H31و  H21, H14, H1هایکلاستر شدند. هاپلوتیپهم Lهاپلوگروه 

 Akhal teke  Caspian,درصد از کل هاپلوتیپ( با نژادهای  10)

pony   ,Fricsiah  وClydesdale  در هاپلوگروهM کلاستر شدند. هم

H40, H39, H13 (۵/7 با نژاد درصد از کل هاپلوتیپ )هاMaremmeno 

درصد از کل  H11 ,H10 ,H7 (۵/7کلاستر شدند. هم  Qدر هاپلوگروه

در هاپلوگروه  Caspian pony و Maremmanoها( با نژادهای لوتیپهاپ

A هایکلاستر شدند. هاپلوتیپهمH24   وH6 (۵ % از کل هاپلوتیپ )ها

کلاستر هم Iدر هاپلوگروه Caspian ponyو  Unspecified Iranبا نژاد 

 ItalyUnspecifiedها( با نژاد از کل هاپلوتیپ % ۵) H36, H15شدند.

ها شامل  ترین تعداد هاپلوتیپکلاستر شدند. کمهم Bدر هاپلوگروه 

H5  (۵/2 با نژادهای درصد از کل هاپلوتیپ )هاUnspecified Iran    و

Akhal teke در هاپلوگروهC  کلاستر شدند. هاپلوتیپ همH2 (۵/2 

کلاستر هم Pدر هاپلوگروه  Arabianها( با نژاد درصد از کل هاپلوتیپ

 شدند.
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 بحث

های استان اردبیل با در پژوهش حاضر ساختار ژنتیکی اسب       

دست استفاده از اطلاعات ژنوم میتوکندریایی مشخص شده و نتایج به

های خارجی مورد مقایسه آمده با اطلاعات ژنوم میتوکندریایی اسب

دست های بهها و توالیقرار گرفت. درخت فیلوژنی برای این هاپلوتیپ

 40از هاپلوتیپ  24آمده از بانک اطلاعات ژنوم مشخص نمود که 

 9های استان اردبیل در دست آمده برای جمعیت اسبهاپلوتیپ به

 دستبه( قرار گرفتند. نتایج Qو  A،B ،C ، G ،I ،L ،M ،،P) هاپلوگروه

آمده برای پنج نژاد اسب بومی  دستبهین پژوهش با نتایج در اآمده 

کاسپین ترکمن، نژاد سیستانی و نژاد  نژاد کرد، نژاد عرب، نژاد شامل ایران

و همکاران،  Moridiکه تنوع ژنتیکی بالایی داشتند مطابقت دارد )

های (. وجود هاپلوتیپ2018و همکاران،  Hedayat evrigh؛ 2012

های استان موجود در آسیای مرکزی، امریکای شمالی و ایتالیا در اسب

های استان اردبیل اسب آمدنوجود ید این مطلب است که بهمؤاردبیل 

باشد. یمهای متعددی دخیل بودند که بیانگر تنوع ژنتیکی بالا مادیان

های های استان اردبیل در هاپلوگروهتر هاپلوتیب جمعیت اسببیش

قرابت  باغقرهکلاستر شدند. اسب که اسب ترکمن وجود دارد هم

 ،Alakbarlدارد ) ایران ترکمن اسب و ترکمنستان تکه آخال اسب به زیادی

که  یهایجور استنباط کرد جمعیت اسبیناتوان یمدر واقع  (2016

 باغقرهترشان اسب بیش احتمالاًد نشویمداری در استان اردبیل نگه

های بومی عنوان اسبهستند ولی از لحاظ ژنتیکی مشخص نشده و به

یک مطالعه بر روی  (2014)و همکاران  Takasuشوند. یمداری نگه

 D-Loopبا استفاده از ژنوم میتوکندریایی  ژاپن Kiso نژاد بومی هایاسب

 و B ،C ،Eهایهاپلوتیپ شناسایی شده در هاپلوگروه 7انجام دادند. 

F هاپلوتیپ   40 هاپلوتیپ از 24که در این پژوهش درحالی گرفتند. قرار

هاپلوگروه  9های استان اردبیل در شناسایی شده برای جمعیت اسب

(A،B ،C ، G ،I ،L ،M ،،P   وQ) بندی شدند. دستهXiao  و همکاران

 jianchangبرای مشخص کردن تنوع و ارتباط ژنتیکی نژاد  (2016)

بررسی  برخی نژادهای دیگر ناحیه کنترل ژنوم میتوکندریایی را مورد با

و با ترسیم درخت فیلوژنی با توالی نژادهای متعدد، مشخص قرار دادند 

 Yunnanو نژاد  Debaoتوجهی با نژاد طور قابلبه Jianchangشد نژاد 

شناسی گواه آن است های باستانکه یافتهبا توجه به اینخوشه شد. هم

سال قبل از  2۵00های عرب امروزی در که نژادهای خاصی از اسب

( و هم 1387میلاد مسیح وجود داشته است )شرقی و همکاران، 

دهد که اسب های استان اردبیل  نشان میکلاستر شدن جمعیت اسب
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های استان اردبیل سهم داشته نژاد عرب در خط مادری جمعیت اسب

 D- loopنتایج بررسی حاضر نشان داد که ژنوم میتوکندریایی  است.

های استان از توان بالایی در تعیین روابط فیلوژنتیک جمعیت اسب

های  اسب دن جمعیتکلاستر شچنین هماردبیل برخوردار است. هم

ید این مطلب است که مؤهای دیگر نقاط جهان بررسی با اسب مورد

 های استان اردبیل مادران متعددی دخیل بودند.وجود آمدن اسببه

های استان اردبیل اسب D-loopآنالیز توالی ناحیه ژنوم میتوکندریایی 

دهنده نشان دست آمده از بانک اطلاعات ژنومهای بهو مقایسه با توالی

 باشد.ارتباط ژنتیکی و پیوستگی ناحیه کنترل با نژادهای متعدد می

صادی دارد ه اقتتوجی آنو فعالیت  رودمیشمار سب یک ثروت ملی بها

ناپذیر های ژنتیکی پایاندلیل داشتن پتانسیلصادی بهت اقتو در رقاب

تواند از راحتی میحضور پایدار و مستمر دارد. ذخیره ژنتیکی اسب به

ها به دست برود و بایستی با شناخت تنوع ژنتیکی و ساختار جمعیت

 تری کرد.حفظ آن توجه بیش
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