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بررسی تنوع ژنتیکی گوسفند کردی خراسان با استفاده از نشانگرهای ریز ماهواره

اشکان سالاری1، سیروس امیری نیا2، علی اکبر قره داغی2، سید اکبر شیری3، صابر خدرزاده4

تاریخ دریافت: 1389/8/18             
تاریخ پذیرش :1389/10/30          

چکیده

 باتوجه به اهمیت حفظ تنوع در نژادهای بومی و شناسایی ذخایر ژنتیکی کشور، جمعیت گوسفند کُردی خراسان با 

استفاده از پنج نشانگر ریز ماهواره به نام های OarFCB304 ،OarFCB11 ،OarFCB20 ،OarCP49 و OarAE129 از 

نظر تنوع درون جمعیتی مورد بررسی قرار گرفت. ابتدا از تعداد 120 بره از گله های مختلف در سطح استان خراسان 

رضوی خونگیری شده و پس از انتقال نمونه ها به آزمایشگاه ،DNA نمونه ها استخراج شد. پس از بهینه سازی شرایط 

و انجام واکنش های PCR ، تمامی جایگاهها بخوبی تکثیر شدند و چند شکلی خوبی نشان دادند. آزمون های مربع کاي 

( برای تعادل هاردی- واینبرگ برای تمام جایگاهها در سطح جمعیت انجام شد و  ( و نسبت درست نمایي ) (

نتایج حاصل در تمامی جایگاهها انحراف معني داري را از تعادل، نشان دادند. دامنه هتروزایگوسیتی مورد انتظار 0/8616 

– 0/6288  بود که کمترین و بیشترین مقدار بترتیب مربوط به جایگاههای OarAE129 و OarCP49 می شد. بیشترین 

مقدار شاخص شانون در جایگاه OarCP49 و کمترین مقدار شاخص، در جایگاه OarAE129 بدست آمد. همچنین 

بیشترین و کمترین تعداد آلل مؤثر بترتیب از آن جایگاه OarCP49 )7/0260( و جایگاه OarAE129 )2/6729( بود. 

 )0/8416( OarCP49 به ترتیب به جایگاه PIC بیشترین و کمترین مقدار )PIC( از نظر محتوای اطلاعات چندشکلی

و OarAE129 )0/5530( مربوط می شود. در کل می توان به این نتیجه رسید که جایگاه های ریزماهواره ای مورد 

استفاده در این جمعیت چند شکلی بالایی داشته و می توانند در دیگر مطالعات ژنتیکی مورد استفاده قرار گیرند. این 

چند شکلی حاکی از وجود تنوع ژنتیکی زیاد در این نژاد است. 

کلمات کلیدی: گوسفند کردی خراسان، تنوع ژنتیکی، نشانگر ریزماهواره 

1- دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات، گروه علوم دامی، دانشجوی دکترای رشته ژنتیک و اصلاح نژاد دام، تهران، ایران  
2- استادیار پژوهشی مؤسسه تحقیقات علوم دامی کشور

3- عضو هیئت علمی مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی خراسان رضوی
4- کارشناس ارشد ژنتیک و اصلاح نژاد دام، دانشگاه کشاورزی و منابع طبیعی رامین  
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مقدمه

تنوع ژنتیکي موجودات زنده سرمایه گرانبهایي است که طي سال های متمادی پدید آمده و حاصل برآیندی 

طولاني از اثر متقابل ژنوتیپ و محیط مي باشد که از زمانهاي گذشته به نسل کنوني به ارث رسیده است. وجود 

نژادهاي مختلف دام در کشور و بروز اختلاط ژنتیکي بین آنها، نیاز به جمع آوري و ثبت مشخصات هریک را 

اجتناب ناپذیر مي نماید تا در صورت لزوم، امکان شناسایي و تفکیک آنها از یکدیگر وجود داشته باشد)2(. پس 

از تعیین میزان تنوع موجود، می توان برای اصلاح نژاد جمعیت ها برنامه ریزی کرده و در طی برنامه های بلندمدت 

در   .)1( نمود  را حذف  این جمعیت ها  نامطلوب  و صفات  انتخاب  را  نظر  مورد  اقتصادی  و هدف دار، صفات 

سال هاي اخیر، تکنیک هاي پیشرفتۀ ژنتیک مولکولي به ابزار قابل اعتمادی برای شناسایی تفاوت بین افراد در سطح 

مولکول DNA تبدیل گردیده  است. از ابزارهاي ژنتیکي کارآمد که برای تعیین هویت حیوانات اهلی و غیر اهلی ، 

به کارگیري  تمایز جمعیت ها  و  بررسی ساختار  افراد جمعیت،  بین  روابط شجره ای  آنها،  والدین  مشخص نمودن 

شده، مي توان به نشانگرهاي ریزماهواره اشاره نمود که پژوهشگران از چندشکلی زیاد آنها به منظور تجزیه وتحلیل 

ژنتیکي و بررسی تفاوت های بین گونه ها، تعیین منشأ اجدادي و پیگیري روابط مورفولوژیک و رفتاري در سطوح 

مختلف جوامع، مطالعات شجره اي براي شناسایي پیوستگي ژنتیکي با ژن  هاي عامل بیماري هاي خطرساز وراثتي 

افراد  بین  اختلافات  شناسایي  اند،  مرتبط  گیاهي  گونه هاي  و  اهلي  حیوانات  مطلوب  صفات  با  آنهایي که  یا  و 

مختلف یک جمعیت و شناخت اصول تکامل و انشعاب جوامع و غیره در حیوانات و گیاهان بهره می گیرند )5 

و6(. هدف مطالعه حاضر تعیین ویژگي ها و خصوصیات ژنتیکي برخي ریزماهواره هاي پراکنده در ژنوم گوسفند 

کُردی خراسان می باشد تا چندشکل ترین جایگاه  را شناسایي کرده و با شناسایي پارامترهاي ژنتیکي این جایگاه ها، 

مطالعه اي بنیادي را در این زمینه پایه ریزي  کرد.

مواد و روش ها

تعداد 120 نمونه از بره های موجود در گله های سراسر استان خراسان رضوی بصورت تصادفی جمع آوری 

گردید. نمونه هاي خون کامل از سیاهرگ وداج گردن و با استفاده از لولۀ خلأ دار 5 میلي لیتر حاوي ماده ضد 

از کیت استخراج صورت گرفت.  با استفاده  از نمونه های خون کامل   DNA EDTA تهیه شد. استخراج  انعقاد 

غلظت DNA استخراج شده و کیفیت آن با روش های استفاده از ژل آگارز 1% و نیز سنجش بوسیله دستگاه 

اسپکتروفتومتر مورد ارزیابی قرار گرفت و مشاهده شد که DNA استخراجی دارای کیفیت مطلوب و غلظت آن 

بطور متوسط 50 نانو گرم بر میکرولیتر می باشد. بهینه سازی آغازگرهای مورد استفاده برای این تحقیق در جدول 

1 آورده شده است.
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جدول 1 – مشخصات پرایمرهای استفاده شده

شماره 
کروموزوم

نام جایگاهشماره دسترسیتوالي )5-3( آغازگر

یف
 رد

اره
شم

19
F: CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG
R: CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG

L01535OarFCB 3041

2
F: GCAAGCAGGTTCTTTACCACTAGCACC
R: GGCCTGAACTCACAAGTTGATATATCTATCAC

L01531OarFCB 112

2
F: AAATGTGTTTAAGATTCCATACAGTG
R: GGAAAACCCCCATATATACCTATAC

L20004OarFCB 203

5
F: AATCCAGTGTGTGAAAGACTAATCCAG
R: GTAGATCAAGATATAGAATATTTTTCAACACC

L11051OarAE 1294

17
F: CAGACACGGCTTAGCAACTAAACGC
R: GTGGGGATGAATATTCCTTCATAAGG

U15702OarCP 495

*اطلاعات جدول از سایت NCBI گرفته شده است.

شرایط PCR با در نظر گرفتن دو عامل مقدار MgCl2 و دمای اتصال آغازگرها، بعنوان عوامل متغیرانجام شد. 

مواد بکار برده شده برای PCR همگی از شرکت GenetBio خریداری شده بودند. غلظت مواد بکار برده شده در 

PCR به قرار جدول 2 بود.

چرخه های حرارتی PCR نیز به قرار زیر صورت پذیرفت؛ 1- واسرشته سازی اولیه به مدت پنج دقیقه در 

دمای 95 درجه سلسیوس، 2- واسرشته سازی به مدت 30 ثانیه در دمای 95 درجه سانتیگراد، 3- اتصال آغازگر 

طبق دمای جدول 3 به مدت 30 ثانیه، 4- مرحله بسط به مدت 45 ثانیه در دمای 72 درجه سانتیگراد، 5- تکرار 

مراحل 4-2 به تعداد 35 دور، 6- مرحله بسط نهایی به مدت 5 دقیقه در دمای 72 درجه سانتیگراد، 7- نگهداری 

در دمای 4 درجه سانتیگراد.

PCR جدول 2- بهینه سازی شرایط
اجزاء واکنشغلظت نهایي

1XPCR بافر
Mgcl2متغیر

0/25 µMهر یک از آغازگرها
200 µMdNTPs

1 unit/reactionآنزیم تک پلیمراز
150 ng/reactionالگو DNA

dd H2Oمتغیر

      15 µlحجم نهایي واکنش
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جدول 3- مقادیر مربوط به دمای اتصال و MgCl2 نشانگرها

 Annealing

)Temperature)˚C
MgCl2 )mM)یفنشانگر میکروساتلایت

رد
633OarFCB3041
634/5OarFCB112
552OarFCB203
634/5OarCP494
522OarAE1295

پس از انجام  مراحل PCR قطعات DNA تکثیر شده در طی انجام الکتروفورز با ژل اکریل آمید 8 درصد از 

 Geldoc یکدیگر تفکیک شده وسپس بوسیله رنگ آمیزی به روش نیترات نقره نمایان شدند. سپس بوسیله دستگاه

از ژلها تصویر برداری شد و بوسیله نرم افزار Gelpro Analyzer باندهای بدست آمده مورد سنجش قرار گرفتند. 

در نهایت داده ها بوسیله نرم افزار PopGene مورد آنالیز قرار گرفتند.

نتایج

نتایج حاصل از چرخه های حرارتیPCR  نشان داد که تمامی جایگاهها به خوبی تکثیر یافته اند. دامنه آللی 

بدست آمده در بین تمامی پرایمرها  bp 216-92 بدست آمد که نتایج آن به تفکیک هر یک از جایگاهها در جدول4 

آمده است.

جدول 4- دامنه آللی و تعداد آللهای گزارش شده برای هر مارکر از مطالعات پیشین و دامنه های بدست آمده و تعداد آللهای 
مشاهده شده در این تحقیق در مقایسه با یکدیگر

تعداد آللها 
)مشاهده شده(

تعداد آللها 
)گزارش شده(

دامنه باندی 
)bp( مشاهده شده

دامنه باندی 
)bp( گزارش شده

نام نشانگر

79156-216150-188OarFCB304

79120-154121-143OarFCB11

81292-11092-112OarFCB20

57136-17285-107OarAE129

9792-112133-159OarCP49

همانطور که درجدول 4 ملاحظه می شود بیشترین و کمترین تعداد آلل مشاهده شده به ترتیب به جایگاههای 

OarCP49 و OarAE129 مربوط می شوند. از آنجا که بین تعداد آلل مشاهده شده و میزان هتروزایگوسیتی و شاخص 

اطلاعات شانون و محتوای اطلاعات چند شکلی ارتباط مستقیمی وجود دارد، لذا همانطور که در جدول 6 خواهیم 

دید بیشترین و کمترین مقادیر شاخص های نامبرده نیز به دو جایگاه فوق الذکر اختصاص یافته است. 

Archive of SID

www.SID.ir


www.SID.ir

مجله دانش و پژوهش علوم دامی /  جلد 7 - پاییز 1389

15

 جدول 5- مقادیر هتروزایگوسیتی مشاهده شده و قابل انتظار و میانگین هتروزایگوسیتی

جایگاه اندازه نمونهHeHoمیانگین هتروزایگوسیتی

0/70740/71060/9732224OarFCB304

0/82780/83150/9550222OarFCB11

0/83750/84170/9604202OarFCB20

0/62590/62880/9083218OarAE129

0/85770/86161/0000218OarCP49

0/77130/77480/9594217Mean

0/10030/10080/0334St.Dev. 

 جدول 6- مقایسه شاخص اطلاعات شانون، محتوای اطلاعات چند شکلی، تعداد آللها و هتروزایگوسیتی بر اساس ترکیبات 

مختلف جایگاه – جمعیت
zI**  PIC  جایگاهاندازه نمونهتعداد آللهاهتروزایگوسیتی∗ارزش

1/15040/55300/62596218OarAE129

2/04740/84160/85779218OarCP49

1/89750/81660/83758202OarFCB20

1/85780/80470/82788222OarFCB11

1/46250/66050/70757224OarFCB304

1/68317/6217Mean

0/36801/1402St.Dev. 

* Max. likelihood estimation )biased)         

 ]Lewontin )1972)[ شاخص اطلاعات شانون :I **        

با توجه به اطلاعات و داده های جداول فوق و با در نظر گرفتن نتایج دو آزمون کای اسکوور و آزمون نسبت 

نتیجه می رسیم که جمعیت گوسفند کردی خراسان در جایگاههای مورد بررسی در این  درست نمایی به این 

تحقیق از تعادل هاردی- واینبرگ انحراف داشته)P>0/005( و از نظر این جایگاهها بسیار چند شکل می باشد این 

نتایج  در تایید نتایج تحقیقات پیشین بر روی این نژاد می باشد)3 و 4(.
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نمودار 1- مقایسه مقادیر PIC با پارامترهای تنوع ژنتیکی

)هتروزایگوسیتی و شاخص اطلاعات شانون(

بحث

به دلیل وجود عوامل بر هم زننده تعادل هاردی- واینبرگ در این جمعیت انحراف از تعادل در کلیه جایگاهها 

مشاهده شد. علت انحراف می تواند کوچک بودن اندازه نمونه ها باشد. از طرفی تنوع ژنتیکی بالای برآورد شده 

می تواند به دلیل نحوه نمونه گیری باشد بدین ترتیب که نمونه گیری از حیوانات غیرخویشاوند می تواند حداکثر  

هتروزایگوسیتی  بین  مقایسه  با  نماید.  ایجاد  ها  شاخص  این  اساس  بر  را  جمعیت  این  در  موجود  تنوع  مقدار 

از  بسیاري  در  که  دریافت  مي توان  مطالعه  مورد  تمامي جایگاههاي  در   )He( انتظار  قابل  و   )Ho( شده  مشاهده 

جایگاهها تفاوت قابل ملاحظه ای بین این دو مقدار مشاهده مي شود و یا به عبارتی در تمامی این جایگاهها فزونی 

هتروزایگوسیتی وجود دارد. با توجه به وجود فزونی هتروزایگوسیتی در این جمعیت می توان نتیجه گرفت که این 

گوسفند را خطری از بابت افت هتروزایگوسیتی تهدید نمی کند و آن را می توان بعنوان یک ذخیره ژنتیکی مناسب 

برای اهداف مختلف پرورشی و اصلاح نژادی در کشور به حساب آورد. 
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