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 چکیده

مورد استفاده قرار  یاگستردهبه طور  واناتیمختلف ح یهاگروه نیب یلوژنتیکیروابط ف لیو تحل هیتجز یبرا DNAیابی امروزه توالی

تنوع  یدارا یاهسته DNAبا  سهیدر مقا نیو بنابرا یابدمی( تکامل nc) یاهسته DNAاز  عتریسر اریبس میتوکندری DNA. گیردمی

والد به فقط از یک  mtDNA ،نیعلاوه بر ا باشد.میکاراتر  کینزدی گونه هابندی دستهو  ییشناساو به این دلیل برای  استی شتریب

، لری بودهک ژنتیکی بین گوسفندان  شباهتف از این تحقیق بررسی هد .شودیم ستیگویمنجر به عدم هتروز یکلبه طور رسد و میارث 

تعیین و  درخت فیلوژنتیکیبا استفاده از رسم که  بود میتوکندری (Control regionبختیاری و مهربانی با استفاده از توالی ناحیه کنترل )

گوسفند نژاد  هراز  برای این تحقیق گرفت. قرار مقایسهمورد  گوسفند مرجع هایهاپلوتایپبرخی از  ژنتیکی بین گوسفندان ایرانی و فاصله

به منظور تکثیر قطعه  Primer Premier 5با استفاده از نرم افزار  پرایمرها استخراج شد و DNAآوری شد. جمعنمونه خون  5ایرانی 

های -توالیبرای  تعیین توالی شدند. دو طرفهبه صورت  هانمونهسازی و سپس خالص  PCRمحصولات ،PCR پس از انجام طراحی شد.

ت مورد مطالعه و ناحیه کنترلی از ژنوم میتوکندری گوسفندان سایر نژادها از مناطق مختلف جهان، درخت فیلوژنتیکی رسم شد. این درخ

  .ندگرفتقرار  Bهاپلوتایپ  نیز درو نژاد لری بختیاری   Aهاپلوتایپ  کبوده جزءنشان داد که نژادهای مهربانی و 

 میتوکندری DNA، ناحیه کنترلی ، مهربانی  ،لری بختیاری، بودهکدرخت فیلوژنتیکی،  ژه های کلیدی:وا
 

 مهمقد

اهلی کردن . (Guo et al. 2005) نقاط جهان است ریدر سا نیو همچن رانیدر ا یاقتصادهای اهلی حیوان تریناز مهم یکیگوسفند 

و  هیدر ترک یتا جنوب شرق آناتول رانیزاگرس ا یهاکوهاز شمال  ی گستردهامنطقهدر  شیسال پ 11000تا  10000گوسفند حدود 

اهلی شدن منعکس از زمان  زیژن، مخلوط کردن و تما انیجر یمنطقه سطح بالا نیا یهاگونهدر ل،یدل نی. به همه استرخ دادایران 

 .Meadows et al. 2011) (استشده

ژنتیکی دام ایران  ی از ذخایرگبه لحاظ زیاد بودن جمعیت آن وتنوع نژاد وغیره بخش بزر گردد ومیایران محسوب  درگوسفند دامی مهم 

نها آتعین روابط تکاملی میان  ایران و های گوسفند بومیجمعیتشود بنابراین ضرورت شناسایی تنوع ژنتیکی موجود بین میرا شامل 

گروه هاپلوتیب  5در گوسفندان اهلی  .(Gaouar et al. 2016)  باشدمیاصلاح دام کشور  ای است که بر عهده متخصصین ژنتیک ووظیفه

( 2011) همکاران میدواس وهمچنین  توان موقعیت این نژاد در بین نژادهای دیگر تعیین کرد.میوجود دارد. با تعیین گروه هاپلوتیبی 

تنوع را  زانیم نیشتریب بین قسمت های مختلف ژنوم میتوکندریایی  کهاست  mtDNAبه عنوان جزء  یکنترل اشاره کردند که ناحیه

  .استهدادکامل را به خود اختصاص  ای هه داداز  ای  مجموعهدارد  که 
و طرح حفاظت به منظور  اصلاح کردن یبرا هیاطلاعات پا یآورجمع یمختلف قدم اول برا انگوسفند نژاد یکیژنت اتیخصوصشناسایی 

دادهنشان  تیو تکامل جمع کیمطالعه ژنت یبرا یخوب لیپتانس ییایتوکندریم DNA صنعت است. نیدر ا دیتول یوربهرهحفظ و بهبود 

 .(Rafia et al. 2016) است
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 روش ها مواد و

ازخون کامل،  DNAاستخراج  آوری شد.جمعنمونه  5ده، لری بختیاری  و مهربانی( و از هر نژاد کبوگوسفند ایرانی )نژاد  3نمونه خون از 

 DNA کمیت صورت گرفت. جهت بررسی کیفیت و (DNA Mini Kit BLOOD tmNEXprep)با استفاده از روش گوانیدین تیوسیانات 

طیف سنجی با استفاده از  ( وژل رددرصد رنگ آمیزی شده با  1)ژل اگاروز  اگاروزبه ترتیب از روش الکتروفورز ژل  استخراج شده،

 استفاده شد. تروفتومتردستگاه اسپک

دسترس)شماره و با توجه به توالی مرجع انجام شد   Primer Premier 5افزاربا استفاده از نرمناحیه کنترلی جهت تکثیر طراحی پرایمر 

های موجود در این پایگاه توالیپرایمرهای طراحی شده با   NCBIدر پایگاه BLASTسپس با استفاده از  (.1)جدول( NC_001941.1های 

 بررسی شد.

 توالی پرایمرهای اختصاصی منطقه کنترلی مورد استفاده -1جدول     

 PCR طول محصول      توالی ها پرایمر                              منطقه مورد نظر  

               (bp) 
 دمای اتصال       

     'AACTTGCTAAAACTCCCAAACATAC 3 '5 ناحیه کنترلی   

5' GTTGGAGTATGAATTTGAGTATTGAG 3' 
1075               58 

 

برنامه . چرخه حرارتی انجام پذیرفت 38در  (TPersonalمدل )  Biometraلرکتوسط دستگاه ترموسای (PCR )راز لیمواکنش زنجیره پ

ثانیه،   45 درجه سانتیگراد به مدت 94 دقیقه، دمای واسرشت10درجه سانتیگراد به مدت 95 حرارتی شامل دمای واسرشت شدن اولیه

درجه سانتیگراد  72ثانیه و دمای تکثیر نهایی  90درجه سانتیگراد به مدت 72ثانیه، دمای تکثیر 30درجه سانتیگراد مدت 58 دمای اتصال

 ،PCR محصول  جهت حذف مواد اضافی موجود درو ز بر روی ژل آگار PCRپس از الکترفورز محصولات دقیقه انجام شد.  10به مدت

خالص PCRمیکرولیتر از محصولات  20سازی شدند و خالص (دنا زیستشرکت  از ژل DNAاستخراج کیت ) از ژل اگاروز محصولات 

 مدهآبه دست  ی هاتوالیکیفیت  BioEdit 7.2.5افزار نرم زا استفاده با ارسال شدند. سپس دو طرفه جهت تعیین توالی ،سازی شده

 انجام شد. CLC Sequence Viewer 7.6افزار نرمفواصل ژنتیکی با استفاده از برآورد  سپس رسم درخت فیلوژنتیکی و و بررسی شده

 

 بحث نتایج و

غلظت کیفیت و نشان داد که  اسپکتوفوتومتر الکتروفورز و نتایج و از تمام نژادهای مورد مطالعه با موفقیت انجام شد DNAاستخراج 

DNA  استخراج شده برای انجامPCR .محصولات الکتروفورز  مناسب بودPCR  نیز نشان داد که قطعات مورد نظر به خوبی تکثیر شده

 .(1)شکل  است

 
 

 واکنش زنجیره ای پلیمراز از میتوکندری گوسفند حاصل از جفت باز منطقه کنترلی  1075قطعه   آگارزالکتروفورز  -1شکل 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001941.1
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 سازیخالص از ناشی که بود مناسب یابیتوالی کیفیت نشان داد که  Chromas 2.33افزار نرمیابی با استفاده از توالیبررسی صحت 

 . (2)شکل باشدمیتکثیری  قطعات
 

 
 

 Chromas . بررسی کیفیت وصحت تعیین توالی توسط نرم افزار2شکل 

های هاپلوتایپسپس درخت فیلوژزنتیک با استفاده از . ندثبت شد ID 2128526بانک جهانی ژن با شماره  ها درالیوپس از ویرایش، ت

 (.3سایر نژادهای گوسفند جهت مقایسه رسم شد )شکل  (E و A، B،C ، D) ثبت شده
 

 
 

 درخت فیلوژنتیکی ناحیه کنترلی بین نژادهای مورد مطالعه و هاپلوتیب های مختلف گوسفندان -3شکل 
 

 E: KF677248 و   A: AY829400،B: HM236176،C: DQ903302 ،D: HM236180های مرجع هاپلوتیبشماره دسترسی توالی  

بوده نژادهای کرا تایید کرد. درخت فیلوژنتیکی نشان داد که  هها بر اساس همردیف شدنمونهبندی هاپلوتیبی دستهباشد این نمودار می

مهربانی نزدیک به هم  . نژاد کبوده وگرفتقرار  Bواقع شدند. ولی نژاد لری بختیاری در گروه هاپلوتیب  Aمهربان در گروه  هاپلوتیب  و

مهربانی جزء گروه هاپلوتیب  با توجه به نتایج فوق گوسفندان نژاد کبوده و .(2شکل )فاصله ژنتیکی بین این دو نژاد کمتر بود  بودند، و

A  ایرانی در هاپلوتیب اهلی گوسفندان رانی گزارش دادند که نژادهایشود. بیشتر محققین ایمیطبقه بندی A  در نژادهای  دارندقرار .

در نژادهای مغانی، لری  ،(2015،پیرخضرانیان و همکاران)در نژاد افشاری  ، (Mohamadhashemi et. al., 2011) سنگسری و شال
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، وهمکارانپیرخضرانیان )در نژاد زندی  ، (2017 ،همکاران جوادمنش و)کردی  بختیاری، سنگسری، بلوچی، کرمانی، شال، قرهگل و

 این موضوع را گزارش دادند. (Shafaq et al., 2008) یو در نژاد بلوچ (2017

Tapio et al. (2006 ) ،سیا در هاپلوتیب آگزارش دادند که بیشتر گوسفندان  سیاآ و قفقازدر بررسی تنوع ژنوم میتوکندری نژاد اروپایی

A (22  و )درصدB (71  .قرار گرفته است )درصدChen et al. (2006 )گزارش دادند که هاپلوتیب غالب در اروپا هاپلوتایپB   ،است

بیشتر  .باشدمیبصورت مشترک مربوط به خاورمیانه، آسیا و بخشی از اروپا   Aهاپلوتایپ آسیا است و مربوط به خاورمیانه و Cهاپلوتایپ 

د که نژاد ( نشان دادن2017همکاران ) قرار نگرفت،  جوادمنش و B در هاپلوتیپهیچ نژادی  واقع شدند و Aنژادهای ایرانی در هاپلوتیب 

بررسی کردند را از ناحیه کنترلی  کییک قسمت کوچها این علت باشد که آنقرار دارد ولی احتمال دارد به  Aیپ لری بختیاری در هاپلوت

 است. شدهبررسی  یابی وتوالیطالعه ما تمام ناحیه کنترلی در م و
  Oner and Calvo(2013) بررسی چند شکلی در ناحیه باmtDNA   گوسفندان ترکیه هاپلوتایپA  را به عنوان هاپلوتایپ غالب در میان

  B ،C ،D)های دیگرهاپلوتایپنشان دادند که بعض نژادهای ترکیه در Meadows et al.  (2011 )گوسفندان این کشور نشان دادند. ولی 

گزارش Chen et al.  (2006 )گرفتند. که احتمال دارد برای تعیین هاپلوتایپ اصلی باید کل ژنوم میتوکندری بررسی شود.  قرار  (Eو

سیا واقع آسیا غالب است، با این حال در کشورهای سوریه، فلسطین و عراق که این کشورها در آ در خاورمیانه و  Aدادند که هاپلوتایپ

با بررسی کامل ژنوم Meadows et al.  (2011 ) در گوسفندان  این کشورها غالب است، ولی   Aکه هاپلوتایپ  شودمیمشخص ، شدند

  قرار دارد. Eواسی در هاپلوتایپ آنتیجه گرفتند که نژاد   دکنمیواسی که در این کشورها زیست آمیتوکندری نژاد 
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Abstract 

Using DNA sequencing have been used widely for analysis of phylogenetic relationships between different 

groups of animals. The mitochondrial DNA has evolved much faster than the nuclear DNA (nc) and therefore 

is more diverse compared to the nucleus DNA. Therefore, it is more efficient to identify and categorize near 

species. In addition, maternal inheritance of mtDNA generally results in no heterozygosity. The aim of this 

study was to investigate the genetic similarity between Kaboudeh, Lori-Bakhtiari and Mehrabani sheep breeds 

by using mitochondrial control region. it was measured by using the phylogenetic tree plot, and were examined 

genetic diversity among Iranian sheep and some haplotypes of foreign sheep. For this study, blood samples 

were collected from each breed of Iranian sheep. DNA was extracted by Guanidinium-Thiocyanate method. 

Primers were designed using the Primer Premier 5 software. Standard PCR was performed and PCR products 

were purified using ethanol precipitation and then the samples were sent for two-way sequencing. The 

phylogenetic tree was drawn by UMPGA method using Sequence Viewer version 7.6. Our sequences and 

control region sequences from other sheep breeds from different regions of the world were used. This tree 

showed that Kaboudeh and Mehrabani breeds were located in haplotype A and Lori-Bakhtiari breed in 

haplotype B. 

Keywords: Control region, Kabodeh, Lori-Bakhtiari, Mehrabani, Mitochondrial DNA, Phylogenetic tree 
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