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  در برخی از نژادهای بز ایرانی COXIبررسی و تحلیل فیلوژنتیکی ناحیه 
 

 

 

 ایران، اردبیل، محقق اردبیلیدانشگاه  ،کشاورزیدانشکده ، علوم دامیگروه  :*رضا سیدشریفی 

 مرکز تحقیقات و آموزش کشاورزی و منابع طبیعی استان کرمانشاه، سازمان تحقیقات، آموزش و  :نجات بادبرین

 ترویج کشاورزی، کرمانشاه، ایران
 

 1397 خردادتاریخ پذیرش:            1396 اسفند تاریخ دریافت:

 چکیده

 DNA  علت ساختار ژنوم ساده آن است.ترین نشانگرهای مولکولی برای مطالعات فیلوژنتیک در حیوانات بهمیتوکندریایی یکی از گسترده 

برای شناسایی و   DNA Cytocrome oxidase I (COXI)های ژنتیکی بزهای بومی را با استفاده از تجزیه و تحلیل توالی این مطالعه ویژگی

با استفاده از روش بهینه شده نمکی انجام شد و ژن سیتوکروم  DNAکند. استخراج تمایز بین سه نژاد )نجدی، عدنی و مرخز( ایران بررسی می

 60از COXI توالی  دست آمد.بهMega 6 افزاربا یک جفت پرایمر، تکثیر گردید. درخت فیلوژنتیکی با استفاده از نرم PCR روشبه I اکسیداز

 نینشان داد ا Bio Editبرنامه  Composition هیکمک روبه هاتجزیه و تحلیل .بود 0005/0و تنوع نوکلئوتیدی  47/0 بز دارای تنوع هاپلوتیپی

 دینوکلئوت درصد 66/29و  G دینوکلئوت درصد C  ،86/15دینوکلئوتدرصد  A ،52/25 دینوکلئوت درصد 97/28شامل   COXIبرای ناحیه  یتوال

T که نسبت باشدیمC+G  ،42  درصد وA+T ، 58 درخت فیلوژنی  .شدداده  شینما کیلوژنتیدرخت ف لهیوسبه یتکامل ارتباط .درصد است

ها در ایران پیروی طور گسترده از توزیع جغرافیایی این نژادهبندی شده است. این نتیجه بایرانی در یک شاخه جداگانه خوشهنشان داد که بزهای 

 های حفاظت و مدیریت نژادهای بز ایرانی مورد استفاده قرار گیرد.کند و می تواند در طراحی برنامهمی
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 مقدمه

شود شناسايي و پرورش داده مي وده و نژاد بزت 21 ايران حدود در       

هستند. هاي توليدي و ظاهري با يكديگر متفاوت كه از نظر ويژگي

شوند داده ميمنظور توليد گوشت پرورش تر بهنژادهاي بز ايران بيش

ميت هولي كرك و مو نيز براي مصرف در صنايع دستي و صادرات ا

 ذخاير و ملي سرمايه عنوانبه كشور هر بومي يدارد. نژادهااي ويژه

 ارزش از هاآن تكثير و حفظ و شوندمي محسوب كشور آن استراتژيک

 توانمي خوبيبه گذشته به نگاهي با. است برخوردار بسياري اهميت و

 داده نشان و نموده ثابت خوبيبه را خود شايستگي بومي بز كه دريافت

 حيواني شير و پروتئين توليد در اساسي و مهم بسيار نقش كه است

بومي كشور،  بزهايجمله دلايل توجه به ازدارد.  هاروستا در ويژهبه

ها، تر در مقابل شرايط محيطي و بيماريمقاومت بيش و سازگاري قدرت

تكنولوژي پرورشي، ايجاد  داري، امكانات وتر به هزينه نگهنياز كم

مهاجرت از روستا به شهر، افزايش اشتغال و كمک به كاهش روند 

 باشددرآمد خانوار روستايي و تأمين پروتئين مورد نياز آنان و غيره مي

تر جانوران منشأ مادري ژنوم ميتوكندري در بيش (.1378، )توكليان

، البته در برخي جانوران باشدوالدي ميصورت تکبه توارث اكثراًدارد و 

و  Bruford) ي هم گزارش شده استپدر مانند درزوفيلا و موش منشأ

از طريق اووسيت  تخمک ميتوكندري تمام لقاح، نگامه .(2003 همكاران،

هاي درون اووسيت، ميتوكندري شود و پروتئينوارد سلول تخم مي

صورت مادري برند، در نتيجه توارث ميتوكندري بهاسپرم را از بين مي

جهش  داراي مادر اگربنابراين  (.Dimauro، 2005و  Davidzon) باشدمي

آن را به تمام فرزندانش )اعم از خود باشد  هايژنوم ميتوكندري در

را به فرزندانشان  دخترانش آن دهد، اما تنهادختر و پسر( انتقال مي

 Lداراي دو رشته  ميتوكندري ژنوم .(Graff، 1999) كنندمنتقل مي

غني از پيريميدين  L )زنجيره سنگين( است. رشته Hو  سبک( )زنجيره

(C+T و رشته )H ( غني از پورينA+G .است )ژن توسط رشته  9

 .(1384شوند )هوشمند، سنگين حمل مي ژن توسط رشته 28و  سبک

هاي ها و آنزيمپروتئين تمام سنتز براي ميتوكندري ژنوم ژنتيكي تاطلاعا

 ميتوكندريايي ژنوم جانوري هايگونه در نيست. كافي اندامک اين در موجود

 22ژن كدكننده زنجيره تنفسي،  13كند كه شامل ژن را كد مي 37

 tRNAباشد. كدكردن مي rRNAژن كدكننده  2 و tRNAكدكننده  ژن

(. 1384 ،ميتوكندري است )هوشمند بيانگر سنتز پروتئين در rRNAو 

يابي ژنوم ميتوكندري يكي از هاي ژنتيكي تواليدر بين نشانگر

ها براي تشخيص تنوع ژنتيكي و تعيين رابطه ترين روشكاربردي

باشد هم ميهاي نزديک بهها و گونهفيلوژنتيكي بين جمعيت

(Hiendleder  ،مقايسه توالي1998و همكاران .) هاي مناطق مختلف

در  ميتوكندري ليل سرعت بالاي تكامل ژنومدژنوم ميتوكندري به

مقايسه با ژنوم هسته شواهدي را در مورد تنوع ژنتيكي و منشا تكاملي 

يک  C سيتوكروم اكسيداز(. 1379كند )لولايي، ها فراهم ميگونه

آنزيم  .شودها نيز يافت ميپروتئين غشايي بزرگ است كه در باكتري

طور عموم در كليه موجودات به اكسيداز آنزيمي است كه c سيتوكروم

 COXII و  COXIژن  ناحيه در موجود اختلافات .زنده وجود دارد

 توانمي آن از كه است شكلي به جانوري هايبين گونه ميتوكندريايي

بيولوژيكي، تشخيص  هويت تشخيص براي ژنتيكي شناساگر يک عنوانبه

 هايگونه و هاجمعيت بين فيلوژنتيكي روابط تعيين و ژنتيكي تنوع

دلويي و (. عباسي2006و همكاران،  Zhang) نمود استفاده همبه نزديک

را در جمعيت شترهاي  COXIII(، چندشكلي ژن 1395همكاران )

تک و دوكوهانه ايراني با استفاده از روش تعيين توالي مورد بررسي 

ها در تحقيق خود مشاهده كردند هيچ تفاوت تک قرار دادند. آن

نوكلئوتيدي بين شترهاي تک و دو كوهانه براي اين ناحيه وجود ندارد. 

را در جمعيت مرغ  COXI(، چندشكلي ژن 1393) آلبوشكه و همكاران

بومي خراسان با استفاده از روش تعيين توالي مورد بررسي قرار دادند. 

ناحيه چندشكل را در جمعيت مورد مطالعه  6ها در تحقيق خود آن

 يدهاياس ديه جهش منجر به تولحال فقط سنيبا ا .گزارش كردند

(، براي تعيين منشأ 2006و همكاران ) Liu .ـديگرد رهمسانيغ نهيآم

بز از  183ميتوكندريايي  D-Loopژنتيكي بزهاي چيني، توالي و تنوع

نژاد را مورد مطالعه قرار دادند. نتايج اين تحقيق نشان داد كه  13

نوكلئوتيدي و تنوع 1تا  9333/0بين نژادها از هاپلوتيپي در دامنه تنوع

هاي مورد چنين جمعيتباشد. هممي 025191/0تا  006337/0بين 

ترين، بيش Aهاپلوگروه قرار گرفتند كه فراواني هاپلوگروه  4در  مطالعه

ترين گزارش گرديد. كم Dو  Cهاي متوسط و هاپلوگروه B هاپلوگروه

ار ژنتيكي و رابطه فيلوژنتيكي بزهاي هدف از اين پژوهش تعيين ساخت

 باشد.عدني( ايران در ژنوم ميتوكندريايي مي و زخمر، نجديبومي )

 

 هامواد و روش

رأس بزهاي نژاد مرخز، نجدي و عدني  60اين تحقيق از تعداد  در       

گيري صورت هاي كردستان، خوزستان و بوشهر نمونهاستان ترتيب ازبه

ليتر از سياهرگ وداج گردني، ميلي 5مقدار خون بههاي گرفت. نمونه

و بلافاصله به آزمايشگاه  اخذ EDTA هاي حاوي ماده ضدانعقاددر تيوب

 داري شدند. ازنگه -oc20در فريزر  DNAانتقال و تا زمان استخراج 

 متفاوت مختلف هاينمونه در شده استخراجDNA غلظت كه جاآن

 غلظت نظر از گروه 5 به را هاها آنمونهن تمامي بررسي از پس باشد،مي

 شد انجام نحويبهTE بافر  كمک به هاآن كردن رقيق و كرده تقسيم

 DNA نانوگرم 50 حدود ميكروليتر حاوي هر در شده رقيق DNA كه

در اين  .گرفت قرار مورد تأييد نانودراپ توسط آن غلظت كه باشد
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براساس توالي نوكلئوتيدي  شده پرايمرهاي اختصاصي طراحي از تحقيق

 Primer Premierافزارنرم از شد. استفاده بز ميتوكندري ژنوم COXI ناحيه

ژنوم ميتوكندريايي  COXIبراي طراحي پرايمرها جهت تكثير نواحي 

 :شرح زير بودجفت باز استفاده گرديد. توالي پرايمرها به 1286طول  به
 F 5′-GACATCGGCACCCTCTAC-3′  

 R 5′-TCAGAGTATCGTCGTGGT-3′ 
سازي شده به خالص PCRنانوگرم( از محصولات  400) ميكروليتر 20

هاي آغازگر رفت يک از رشته هر مول( ازپيكو 30) ميكروليتر 20همراه 

 5/1هاي ازاي هر نمونه در تيوببه PCRيا برگشت مورد استفاده در 

كره جنوبي  يابي بهتوالي نمونه جهت جداگانه براي هر طوربه ليتريميلي

يابي طور اتوماتيک تواليبه Value Readفرستاده شد و با سرويس 

توسط پرايمر مستقيم  3به َ 5يابي در دو رشته سمت َشد. جهت توالي

همين رو و توسط پرايمر معكوس از رشته پيرو است. بهاز رشته پيش

زي شوند تا هر ساهاي حاصل از پرايمر معكوس بايد مكملدليل توالي

دست آمده با هاي بهدو رشته به درستي زير هم چيده شوند. توالي

تجزيه و تحليل شد. جهت تعيين   Chromas Liteاستفاده از برنامه

استفاده  NCBIتحت پايگاه  Blastبالاترين همولوژي توالي بز از رويه 

ويه ها با استفاده از ررديف كردن آنها و همگرديد. مقايسه توالي

ClastalW صورت گرفت. تواليConsensus  براي بز با استفاده از برنامه

پايگاه  Sequinتعيين شد و اين توالي توسط برنامه  Bio editافزاري نرم

ثبت گرديد. جهت رسم نمودار فيلوژني از رويه  NCBIاطلاعاتي 

Neighbor- joining 6 افزارنرمMEGA  استفاده شد و براي مقايسات

، يک فيلوژني با توالي بزهاي مرخز، نجدي COXIني توالي ناحيه فيلوژ

 تعيين گروه هاپلوتيپي رسم گرديد.  جهان براي عدني با ساير نژادها در و

 

 نتایج
 يکژل آگارز  ياستخراج شده بر رو يهاالكتروفورز تمام نمونه       

و  يشفاف و روشن، فاقد شكستگ كاملاً يدهنده باندهادرصد نشان

شفاف  نيچنبودند. هم RNA ايبا نمک  يدر اثر آلودگ يدگيبدون كش

امر  نيا كه باشديم DNAي غلظت بالا انگريو متراكم بودن باندها ب

از خون كامل در  DNAروش در استخراج  نيا تيدهنده موفقنشان

 كاملاً  روشبه يابييتوال .(1 )شكل باشديم بررسي مورد هاينمونه

 يابييتوال تيفيك .ديگرد يابييتوال نمونه 60 كل در گرفت. انجام کياتومات

كه محل اتصال  يتوال يجز در ابتدامناسب و موارد خوانش نشده به

وجود  شوديخوانش نم مرياتصال پرا ليدلبه است و معمولاً مريپرا

خوانش شده  هاييتوال Chromas Liteافزار استفاده از نرم بانداشت. 

قابل مشاهده درآمدند.  يرنگ يهاو قله يصوت منحنبه ABIبا فرمت 

 دهايصحت خوانش نوكلئوت يرنگ يهاقله يدگيكش زانيم رييتغ با سپس

قسمت  داد نشان هايبررس شد. يبررس هايتوال تمام در

 مرينگرفته بود كه محل اتصال پرا قرار وانشخ مورد يخوببه يتوال يابتدا

اند كه كلون نشده PCRمحصولات  يابييدر توال امر معمولاً نياست. ا

صورت  يمناسب اريبس تيفينقاط با ك ريدر سا يابيي. توالشوديم دهيد

 از خالص يمناسب بود كه ناش يابييتوال تيفيك يطوركلگرفته بود. به

 .(2)شكل  باشديها مارسال نمونه زقبل ا يريقطعات تكث يساز

ها ها لازم است، نمونهنمونه يبر رو گريد هايزياز انجام آنال قبل       

 ClustalW هيتوسط رو هانمونه همه يتوال منظور نيهمبه شوند. فيردهم

شدن قطعات  فيردنشان داد هم جينتا شدند. فيردهم Bio Edit رافزانرم

درصد  100ها در سطح خوبي صورت گرفته است و نمونهبه زيمورد آنال

رديف شده هاي همبه اين منظور نمونهپوشاني داشتند. هم با يكديگر

و با  Bio Editافزار با استفاده از نرم Consensusجهت تعيين توالي 

 (.3)شكل  دست آمدبه COXIجفت باز براي ژن  1286طول تقريباً 

 

 

 

 استخراج شده روي ژل آگارز DNA: 1شکل
 

 

 هایابی نمونه: بررسی صحت توالی2شکل

 

   

 
 COXIشده براي ناحيه  Consensus: توالی 3شکل 
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 هيكمک روبه زهايآنال: Consensus یتوال يدينوکلئوت بيترک       

Composition  برنامهBio Edit براي ناحيه  يتوال نينشان داد اCOXI 

 C  ،86/15دينوكلئوتدرصد  A ،52/25 دينوكلئوت درصد 97/28شامل 

( كه 4)شكل باشديم T دينوكلئوت درصد 66/29و  G دينوكلئوت درصد

 . درصد است A+T  ،58درصد و  C+G  ،42نسبت

 

 بحث
 97/28شامل  COXIبراي ناحيه  يتوال نينشان داد ا زهايآنال       

 دينوكلئوت درصد C  ،86/15دينوكلئوت درصد A، 52/25 دينوكلئوت درصد

G  دينوكلئوت درصد 66/29و T ( كه نسبت4)شكل باشديمC+G  ،42 

. اين يافته با اكثر نتايج تحقيقاتي كه درصد است A+T  ،58درصد و 

گزارش  تر، بيشCOXIناحيه در  G+Cرا نسبت به درصد  A+Tدرصد 

 Hiendleder(. 1998و همكاران،  Hiendlederاند، مطابقت دارد )كرده

( در بررسي كامل ناحيه ژنوم ميتوكندري گوسفندان 2002) همكاران و

وحشي و بومي، مشابه با تحقيق حاضر هيچ حذف و اضافه نوكلئوتيدي 

 ها از نوع جايگزيني بودند.مشاهده نكردند و همه آن COXIدر ناحيه 

و تنوع  (Hd) تنوع هاپلوتيپي ريمقاد: COXIژنتيکی تنوع

( = 47/0Hd = ،0005/0π) يرانيا هايبز تي( در جمعπ) يدينوكلئوت

 mtDNAدر منطقه پيپلوتاو تنوع ه دهاي. تنوع نوكلئوتگزارش شد

COXI يكيژنت زيو تما تيجمع چندشكلي يابيارز يبرا مهم يهاشاخص 

بود كه  D-loopتر از منطقه بسيار پايين مقادير برآورد شده هستند.

 Javanrouh .نسبتا محافظت شده است COXIدهد كه ژن نشان مي

 نشانگر از استفاده با ياهسته يهاDNA يبررس با (2009) همكاران و

RAPD ،  محتواي اطلاعات كه  ندبز نشان داد يبوم تيشش جمعبراي

دلويي و همكاران چنين عباسيهم .باشدمي پاييننژاد  6 چندشكلي

(، چندشكلي ژن سيتوكروم 1393) آلبوشكه و همكاران( و 1395)

اكسيداز را در جمعيت شترهاي ايراني و جمعيت مرغ بومي خراسان 

مورد بررسي قرار دادند كه مطابق با تحقيق حاضر، تنوع نوكلئوتيدي 

باشد. مي مذكور شدگي ناحيه كه بيانگر محفاظت كردند را گزارش پائيني

 توانيم يتوكندريكدشونده م هيناح يشدگ حفاظت وعموض اب دأييت در

 يدر توال يكيژنتتنوع نيترشيشده ب در مطالعات انجام كه نمود مشاهده

ه به طول ا توجكدشونده ب هيگزارش شده و در ناح ركدشوندهيغ هيناح

تنوع  ركدشونده،يغ هيناح اب سهيدر مقا هيناح نيا يجفت بازها ترشيب

 . شوديمشاهده م يتركم اريبس ينسب يكيژنت

Seyedabadi ( 2016و همكاران) غيركدشونده  هيناح يبا بررس

 نيا جيتاناحيه چندشكل را مشاهده كردند. ن 20در جمعيت بز مرخز، 

 ي،درتوكنياز ژنوم م هيناح نيرا در ا ديوجود اختلاف شد هاهسيمقا

 دهد.ميها نشان آن نيماب

: NCBI موجود در يهایآمده با توال دستبه یتوال سهیمقا

 داده شينما کيلوژنتيدرخت ف لهيوسموجودات به نيب يتكامل ارتباط

طور كه به يطولان يزمان يهادوره تكامل در طول جاكهآن از .شوديم

 هايلوژنيبايد ف شناسانستيز افتد،يم اتفاق ستين مشاهده قابل ميمستق

 كنند يبازساز يجانداران امروز انيم يرا با استنباط روابط تكامل

(Bradley 1996 همكاران، و). نيشامل پروتئ ،يمولكول يهاداده مروزه،ا 

 يهاو ساخت درخت ييروابط تبارزا صيتشخ ي، براDNAي هاو رشته

 . شوندياستفاده م کيلوژنتيف

بزهاي  ييايتوكندريژنوم م COXI ينواح يتوال مطالعه از نيا در

ه استفاده شد. ب يكيلوژنتيروابط ف يبررس يبرا نجدي، عدني و مرخز

 يهايمورد توافق اين نواحي با توال يمرحله اول، توال در كه صورت ناي

 قرار گرفت. سهيمورد مقا BLASTنديفرآ تحت NCBI گاهيپا در موجود

از  بز ييايتوكندريژنوم م  COXI ينواح يتعدادي توال نديفرآ نيا يط

 نياز ا ،داشتند يپوشانمورد مطالعه هم يمختلف كه با نواح يكشورها

 دستبه يهايتوال باMEGA 6 برنامه Clustal هيروو تحت افتيدر گاهيپا

 فيلوژنتيک توالي بز بومي درخت شد. سازيفيردمطالعه هم نيا در آمده

 از شده گزارش بز هايتوالي با Neighbor-joiningبا استفاده از رويه ايران

 (KP677511, KY523508 ,چين ،(KJ192235, KR349363) ايتاليا

KY523509, KM233163) سعودي عربستان(KT750041)   ايرلند   و 

(KY564254,KY564266, KY564248 KY564252) شكل شد ايجاد( 

5.)  

كه بزهاي ايراني  داد نشان  COXIفيلوژني نوكلئوتيد ژن رختد

فاصله احتمالا  اين دليل .شده است بندييک شاخه جداگانه خوشه در

با بزهاي مورد مطالعه  محل پراكنش زياد بين جغرافيايي فاصلة ناشي از

و كوهستان  و وجود موانع جغرافيايي عمده مانندساير نژادهاي بز 

  و هاجمعيت با ساير هاجمعيت طبيعي اين ژنتيكي تبادل محدوديت

 .باشدمي نژادها ساير با آن آشكار فنوتيپي هايتفاوت چنينهم
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دست آمده براي ناحيه بهConsensus توالی  : مقایسه5شکل

COXI هاي موجود در با توالیNCBI 
 

 COXI کيلوژنتيف ليو تحل هياز تجز مورد نيمطالعه اول نيا

 ،بز يتكامل نژادها يدر ط COXI. ساختار باشدمي يرانيا ينژاد بزها

براساس  NJدرخت نتايج حاصل از رسم مانده است.  يباقشده حفاظت

ک رده يدر  يرانيا هايكه بزنشان داد  COXI ي ژندينوكلئوت يتوال

 عياز توز ياطور گستردهبهاين نتيجه . شوندمي يبندجداگانه خوشه

هاي برنامه طراحي در توانديم و كننديم يرويپ رانيا ها درآن ييايجغراف

توجه با  ايراني مورد استفاده قرار گيرد.حفاظت و مديريت نژادهاي بز 

جمعيت  سهبين  هاي شناسايي شده در اين ناحيه دركه جهشبه اين

 امكان محاسبه فاصله نسلي و تشخيص ،مورد مطالعه مشابه بودند

 .شتنژادهاي در معرض خطر انقراض وجود ندا
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