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 چكيده
در بيشتر مناطق ايران ، كه است) Ovis) و جنس قوچ (Bovidaeا (قوچ و ميش از خانواده گاوه

وجود داشته هاي زيادي در بين محققين گونه همواره چالشاين بندي به لحاظ تعيين طبقه كند.زيست مي
 DNAاز  bي ناحيه سيتوكروم مطالعه، بررسي ژنتيكي و فيلوژنتيكي توالي نوكلئوتيد هدف از اين .است

 است.بندي صحيح اين گونه عيين طبقهبه منظور توحش بوروئيه  هاي پناهگاه حياتميتوكندري قوچ و ميش
وحش بوروئيه شهرستان  هاي پناهگاه حياتنمونه سرگين و بافت از قوچ و ميش 17تعداد  پژوهش،در اين 

جفت بازي از ناحيه  765و  741، 1140 طعاتتكثير ق، DNAپس از استخراج  آوري شد.خاتم جمع
-Cytb Fو Cytb F-  (Cytb R(اي پليمراز و پرايمرهاي ميتوكندري با استفاده از واكنش زنجيره bسيتوكروم 

Cytbin R) ،Cytb R-Cytbin F( .يابي ناحيه تكثير شده با استفاده از دستگاه خودكار توالي انجام گرديد
ABI 3130 هاي حاصل از فاصله ژنتيكي با تواليتعيين سانگر صورت گرفت و به منظور  به روش اتوماتيك

هاي مورد مطالعه، تفاوت هاي نوكلئوتيدي نمونهنتايج نشان داد كه در بين توالي .ه شدمقايسمطالعات ديگر، 
قوچ و د، نشان دا  Neighbor-Joiningنتايج آزمون فيلوژنتيكي با استفاده از روشهاپلوتايپي وجود نداشت. 

د و از نگيرقرار مي )Ovis orientalisقوچ و ميش ارمني ( وحش بوروئيه در شاخه هاي پناهگاه حياتميش
نتايج حاصل از  .ي در ديگر مناطق ايران متفاوت هستندنهاي قوچ و ميش ارملحاظ هاپلوتايپي با جمعيت

تنوع ژنتيكي پاييني  در حال حاضريه وحش بوروئپناهگاه حيات هاي و ميشقوچ اين پژوهش نشان داد كه 
 .كه در كارهاي مديريتي دراز مدت در آينده بايد به طور جدي به آن توجه شود ،دارند
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    مقدمه
وحشي از  قوچ و ميش يا همان گوسفند

كره ي در نيمپراكنش وسيع) Ovisقوچ ( جنس
مريكا و آ از ها آنشمالي كره زمين دارند. پراكنش 

را  كانادا تا مناطق وسيعي از آسيا و بخشي از اروپا
روي قوچ و ميش  مطالعاتي كهدر . شودشامل مي

بين يك تا  را ها آن ،در جهان صورت گرفته است
 ).Nadler et al.,1973( اندگونه تقسيم نموده 7

شده مشخص شده است كه م در مطالعات انجا
يكي از  يبندهاي جهان از لحاظ ردهقوچ و ميش

در جهان هستند. اكثر مطالعات هاي پيچيده جنس
بر اساس  روي اين گونه در ايران بر انجام گرفته

تنها و  صوصيات مورفولوژي صورت گرفتهخ
مطالعات محدودي در زمينه سيتولوژي و ژنتيك 

-توالي مانند ليمولكو هايروش .انجام شده است

-روش ترينكاربردي از يكي ميتوكندري ژنوم يابي

 و هاجمعيت بين فيلوژنتيكي رابطه تعيين براي ها
 شودمحسوب مي هم به نزديك هايگونه

)Bruford et al., 2003.(  امروزه ژنوم ميتوكندري
به دليل اندازه كوچك و آسان بودن استخراج آن 

رسد، به طور  مي و اين كه از طريق مادر به ارث
مورد  يو تكامل يمتداول براي مطالعات فيلوژنتيك

 ).Lansman et al., 1983( گيرد استفاده قرار مي

DNA ميتوكندري )mtDNA( گونه تشخيص در-

 از مزايايي داراي فيلوژنتيكي رابطه ترسيم و ها
 اندازه ،سلول هر ازاي به نسخه زياد تعداد جمله

 پذيريوراثت ژنومي، DNAتر آن از كوچك

 در نوتركيبي وجود عدم بودن، هاپلوئيد مادري،
 باشدمي شدهحفاظت نواحي وجود ها وآن
)Bellagamba et al., 2001.(  همچنينDNA 

هاي خاصي نيز داراي محدوديت ميتوكندريايي
اندامك ). Funk & Omland, 2003(است 

ها يافت  يوكاريوت همه در تقريباً ميتوكندري
 نوع و ارگانيسم نوع به بسته عدادشانت د،شو مي

 يك ها تنها سلول از بسياري ت.اس متفاوت بافت

هاي ديگر  سلول كه حالي در دارند ميتوكندري
 باشند ميتوكندري هزار شامل چندين توانند مي

)Johanson et al., 2001.( ه شود ك تصور مي
DNA  مجزايي تكاملي منشأ هسته و ميتوكندري 

از ميتوكندري  DNAطوري كه  هب باشند، داشته
 است شده ها مشتق باكتري هاي حلقوي ژنوم

)Wiesner et al., 1992.( ميتوكندري ژنوم 

-17 به طول يا رشته دو حلقوي  DNAپستانداران
كيلوباز، با وزن مولكولي كم، ساختار ساده،  16

سرعت تكاملي بالا و وراثت مادري است. اين 
DNA خلاف  فاقد اينترون بوده و برDNA هسته 
ده است. نهاي غير كد كن توالي %7حدود فاقد 
DNA  ژن  13كند كه  ژن را كد مي 37ميتوكندري

. درون اين )1(شكل  كد كننده پروتئين هستندآن 
وجود دارد. دو ژن آخر هم  tRNAژن  22ژن  37
يا  D-loopو بالاخره  باشند يم rRNA  هاي ژن

 ده استكنند ناحيه كنترل كه ناحيه غير ك

)Schlick et al., 2006 .( اين كه تمام  دليلبه
DNA يا خاص واحد يك صورت به ميتوكندريايي 
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بين هاي  رسد خويشاوندي ارث مي به هاپلوتايپ
DNA به تواند را مي متفاوت افراد ميتوكندري 

 اين داد. الگوهاي نشان ژني درخت يك صورت

 يتكامل تاريخچه به بردن پي براي هاي ژني درخت
 ;Cann et al., 1987( شود ها استفاده مي جمعيت

Torroni et al., 2006(. هاي ميتوكندري ژن 
هاي  زمينه در مختلف مطالعاتدر  مهم يابزار

فيلوژنتيك  و ييايفيلوجغراف جانوران، تكامل
تنوع ژنتيكي و  .)Rokas et al., 2003( باشند مي

مديريت منابع ژنتيكي به عنوان يكي از اجزاي 
يك  كه چراباشند. هاي اصلاحي ميهم پروژهم

گونه بدون تنوع ژنتيكي كافي قادر به سازگاري با 
ها ها و رقيبتغييرات محيطي و مبارزه با انگل

). حفاظت بايد بر Askari et al., 2011نيست (
اساس دانش عميقي از منابع ژنتيكي نژادهاي 
خاص باشد، لذا تلاش براي شناسايي و تعيين 

يات ژنتيكي نژادهاي بومي و محلي بسيار خصوص
 ).Shojaei et al., 2010اهميت دارد (

 
 

 .يميتوكندر DNAساختار حلقوي  -1شكل 
Figure 1- Structure of circular mitochondrial DNA. 

 
b1F سيتوكروم ژن

ژن ميتوكندري كدينه  ،1
تعيين  هاي گوناگون ي تاكسوناست كه تاكنون برا

و اطلاعات كاملي در مورد اين ژن  توالي شده است
). اين Aliabadian et al., 2009در دسترس است (

مناسب در سطح جنس و گونه است  ن نشانگريژ
دهد  اي را نشان ميو تغييرات درون و بين گونه

                                                           
1 cytochrome b 

)Wink et al., 2000 ( و فاقد تغييرات حذف، 
. اين ژن توانايي نشان دادن الحاق و واژگوني است

ميليون سال را ندارد  20از  تري قديميها واگرايي
)Konig et al., 2008.( هاي جديدي براي يدگاهد

تكامل گوسفند وحشي توسط تكامل نژادي 
جويي هاي صرفهمولكولي با استفاده از روش
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2Fحداكثر

3F، بيزين1

4F، تشابه حداكثر2

و اتصال  3
5Fهمسايگي

 ,.Rezaei et alمده است (به دست آ 4

-بندي، قوچ و ميشن ردهبر اساس آخري).  2010

ند كه دو اههاي جهان را شش گونه معرفي كرد
-ها در ايران يافت ميگونه از اين قوچ و ميش

كه  )Ovis vigneiقوچ و ميش اوريال ( .شود
 بيشتر در شمال شرقي، شرق و جنوب شرقي

محدوده  كه)، Ovis orientalisو ارمني ( ايران
و جنوب  شمال غربي، غرب پراكنش آن بيشتر در

در برخورد اين دو ). 2است (شكل ايران غرب 
ن و مناطق مجاور هم در گونه با هم در مركز ايرا

-احتمال حضور دو گونه افزايش مي يك منطقه،

قوچ  هشت جمعيت ).Rezaei et al., 2010( يابد
الگوي  اساس و ميش در سراسر ايران بر

نرخ  و هاي پوستكروموزوم، شكل شاخ، ويژگي
و بر اساس تعداد كروموزوم  دندآناليز شجنين 

قوچ  ).Valdez et al.,1978( نداهتقسيم بندي شد
به عنوان ران و ميش لارستان در جنوب اي

 O. Orientalisاي از موفلون آسيايي (زيرگونه

laristanica( كه  شده استو اشاره  مطرح
 آسيايي اجداد گوسفندان اهلي هستند هايموفلون

)Corbet and Hill, 1991(. هاي قوچ و ميش
هايي هستند كه با توجه به هيبريد ايران جزء گونه

نياز به مطالعات ژنتيكي و مولكولي  ها آنبين 
. قوچ )Hosseini et al., 2013( اي دارندگسترده

                                                           
1 Maximum parsimony         
2 Bayesian 
3 Maximum likelihood          
4 Neighbor-Joining   

استان يزد در منطقه آميزشي بين دو  هايو ميش
 .گونه قوچ و ميش اوريال و ارمني قرار دارند

ترين ه در جنوبيوحش بوروئي اتپناهگاه حي
-مياز جمله مناطقي است كه قسمت استان يزد 

 هاي متفاوتي از لحاظ ژنتيكي،ميشتواند قوچ و 
هاي با توجه به همسايگي اين شهرستان با استان

فارس و كرمان نسبت به ديگر مناطق اين استان 
جزيه و تحليل تهدف از اين پژوهش داشته باشد. 

در  ميتوكندريايي ژنوم از Cyt-b ناحيه ژنتيكي
و  هاي پناهگاه حيات وحش بوروئيهقوچ و ميش

-هاي پناهگاه حياتتعيين جايگاه قوچ و ميش

و  هاي ايرانه در بين قوچ و ميشوحش بوروئي
 استان يزد است.

 هامواد و روش
6Fقوچ و ميش

7Fاز خانواده گاوسانان 5

و از  6
8Fراسته زوج سمان

شتر در ها بي است. زيستگاه آن 7
هاي مرتفع در تپه و ماهورها و دامنه كوهستان

و به است بيشتر روزگرد  .مناطق استپي است
-از علوفه، بوته كنند.يصورت اجتماعي زندگي م

كنند. دشمن طبيعي ه ميها و برگ درختان تغذي
هاي اهلي گرگ، پلنگ، يوز و سگ اين گونه

 اشغال زيستگاه ه دليلهاي اخير بهستند. در سال
ها، نسل رويه و گرفتن برهو آبشخورها، شكار بي

ها به شدت رو به كاهش نهاده و در بعضي از آن
 ).(Ziaie, 2008اند مناطق به كلي نابود شده

                                                           
5 Wild Sheep 
6 Bovidae 
7 Artiodactyla 
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 ).Rezaei et al., 2010( وحشي هاي قوچتوزيع جغرافيايي گونه -2شكل 

Figure 2- Phylogeography of the wild Ovis species (Rezaei et al., 2010). 
 

وحش بوروئيه در جنوب ناهگاه حياتپ
استان يزد، در شهرستان خاتم واقع شده است. 

دقيقه  12درجه و  54در حد فاصل  اين محدوده
درجه  30و  يدقيقه طول شرق 59درجه و  54تا 
دقيقه عرض شمالي  11درجه و  30دقيقه تا  2و 

طقه با مساحت حدود اين من. قرار گرفته است
با  1381خرداد  21ر تاريخ هكتار د 78590
، به ستيز طيمحت شوراي عالي حفاظ مصوبه

پيوست. بخش  ستيز طيمح مناطق چهارگانه
 دهد. دامنها ارتفاعات تشكيل ميپناهگاه ر عمده

متر متغير  2800تا  1600بين ارتفاعي منطقه 
دام و چراي  ،ترين تعارضات پناهگاهعمده است.

بندي اقليمي معدودي مزرعه است. بر اساس طبقه
دومارتن، اقليم پناهگاه خشك و نيمه خشك 

 گراد يسانت 18تا  10دما بين  ميانگين سالانهاست. 
ليتر در ميلي 330تا  200و ميزان بارندگي بين 

 هاي مختلف منطقه در نوسان استخشب
)Entekhabi, 2009(. 

دو شيوه مختلف  بهبراي انجام اين مطالعه 
-ها شامل نمونهبرداري انجام شد. اين نمونهنمونه

هاي سرگين در هاي سرگين و بافت بود. نمونه
وحش پناهگاه حياتاز  1391سال  فصل پاييز

سرگين از اين  نمونه 15. شد يآورجمع بوروئيه
هاي آوري نمونهجمع. آوري شدمنطقه جمع

 .صورت تصادفي صورت گرفت سرگين به
هاي ر تيوبدرصد و د 96ها در الكل مونهن

نگهداري  يليترميلي 15 رنگ يببرداري نمونه
ها توسط . موقعيت جغرافيايي كليه نمونهشدند
GPS  ت برداري از باف. شيوه دوم نمونهشدثبت

كه در طبيعت  ييهانمونه بود كه در اين شيوه از
 ها آنيا به صورت قانوني براي  شده بودتلف 
هايي و همچنين نمونه بوده شد شكار صادر پروانه

در اداره كل آمده بود، كه از متخلفين بدست 
 تهيه شد. شتاستان يزد وجود دا يستز يطمح

در كل دو نمونه بافت از اين منطقه توانستيم 
ها نيز پس از ثبت اين نمونه آوري كنيم.جمع
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 96موقعيت جغرافيايي و تعيين جمعيت در الكل 
 شد. ي درصد نگهدار

با استفاده از كيت ا هاز نمونه DNAاستخراج  
 از سرگين و بافت DNAمخصوص استخراج 

كل انجام سط كيت شركت بيونير بر اساس پروتتو
جفت  سهز در اين تحقيق ا PCRبراي انجام  شد.

 ;Pedrosa et al., 2005( پرايمر استفاده شد

Rezaei et al., 2010(. ها توسط ابتدا نمونه
به عنوان نتيجه در  جفت باز 1140 ي كهرپرايم

هاي آن تكثير شد و دادهدهد، اختيار ما قرار مي
مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت و چون تعداد 

ها با اين جفت پرايمر جواب دادند كمي از نمونه
و بقيه باند واضح و خوبي نشان ندادند. از دو 

 765 و 741پرايمر ديگر با طول قطعه ت جف
 .)1 (جدول استفاده شد زيجفت با

اي پليمراز توسط دستگاه واكنش زنجيره
سيكل انجام شد. حجم  35ترموسايكلر در 

 11ميكروليتر و اجزاي آن شامل  25واكنش 
 2ميكروليتر آب،  Master KIT ،8ميكروليتر 

9Fميكروليتر پرايمر رفت

ميكرولتير پرايمر  2، 1
10Fبرگشت

برنامه  .بود DNAميكروليتر  2و  2
-) مي2به شرح جدول ( PCRرتي واكنش حرا

 ).Bunch et al., 2006( باشد
به منظور تأييد تكثير ناحيه مورد نظر، طي 

 PCRالكتروفورز محصولات  PCRهاي واكنش
از روي درصد صورت گرفت.  2روي ژل آگارز 

توان به كيفيت و تا شدت وضوح باندها مي
                                                           
1 Forward  Primer 
2 Reverse Primer 

 وميكر 20 مقدار. پي برد DNAحدودي كميت 
 به و شد سازيخالصPCR  محصولات از ليتر

 رفت يك آغازگرهاي هر از ليتروميكر 100 همراه

 تعيين منظور به پيكومول 10 غلظت با برگشت و

 ارسال جنوبي كره  Bioneerشركت به توالي

 ABIدستگاه  از استفاده با ها نمونه اين دند.ش

 گرديد. يابيسانگر توالي اتوماتيك روش به 3130
و  BLASTو تحليل نتايج از ابزار براي تجزيه 

11Fدر پايگاه  BLASTNرويه 

3NCBI  جهت تعيين
افزار ها استفاده گرديد. از نرمهمولوژي توالي

Seqscape ها به منظور اصلاح نوكلئوتيدي توالي
براي بررسي جايگاه قوچ و ميش در  استفاده شد.

و بررسي  ايرانهاي بين ساير قوچ و ميش
 bاز توالي ناحيه سيتوكروم  هاارتباطات بين آن

) NCBIثبت شده ساير قوچ و ميش در ژن بانك (
ها در نرم افزار بدست آمدند و رديف آرايي توالي

MEGA.5 .در نهايت درخت  صورت گرفت
فيلوژني بر اساس روش اتصال مجاور با استفاده 

   ترسيم گرديد  MEGA.5از نرم افزار 

.(Fadakar, 2012) 

                                                           
3 National Center for Biotechnology 

Information 
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 .يابيو توالي PCRبراي  استفاده شدهيمرهاي پرا -1 جدول
Table 1- Primers used for PCR and sequencing. 

 لوكوس
Locus 

 نام پرايمر
Primer name 

 توالي پرايمر
Primer sequence (5 ︠-3︠) 

 طول قطعه

Fragment L 
درجه 

 حرارت

Tm (̊C) 
cytochrome b 

(part 1) 
CYTB_F 
CYTB_R 

CCCCACAAAACCTATCA
CAAA 
AGGGAGGTTGGTTGTTC
TCC 

1140 55̊ C 

cytochrome b 
(part 2) 

CYTB_F 
CYTB_IN_R 

CCCCACAAAACCTATCA
CAAA 
CCTGTTTCGTGGAGGAA
GAG 

741 55̊ C 

cytochrome b 
(part 3) 

CYTB_IN_F 
CYTB_R 

ACCTCCTTTCAGCAATTC
CA 
AGGGAGGTTGGTTGTTC
TCC 

765 60̊ C 

 

 .PCR چرخه برنامه حرارتي براي -2 جدول
Table 2- Thermal program for cycle PCR. 

همرحل  

Stage 
(ثانيه) زمان  

Time (Second) 

 درجه حرارت
Tm (̊0C) 

 PCRمراحل 
PCR Stage 

 Predenature اوليه سازيواسرشته 95 600 1
 Denature سازيشتهرواس 95 30 2

3 bp  1140 ،741 45 55 اتصال آغازگرها Annealing 
765  bp 45 60 اتصال آغازگرها Annealing 

4 60 72 Extension  تكثير  

 Final extension نهايي تكثير 72 540 5
 Retention نگهداري 4 ∞ 6

 گردد.بار تكرار مي 35مراحل دو تا چهار *
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 نتايج 
 DNA سنجي نشان داد كهنتايج طيف

 5از دو نمونه بافت موجود و  استخراج شده
 PCRمناسبي براي  از كيفيت نمونه سرگين
. بودند DNAها فاقد و بقيه نمونه برخوردار است

سرگين)  نمونه 5 بافت ونمونه  2( هااين نمونه
 Cytb F, Cytbبا استفاده از يك جفت پرايمر (

Rدر  گراد يسانتدرجه  55اتصال  ) در دماي
تكثير شد. الكتروفورز محصولات  PCRگاه دست

PCR  كه قطعه % نشان داد 2 آگارزروي ژل
 1140به طول   bاختصاصي براي سيتوكروم 

هاي بافت تكثير جفت باز به خوبي براي نمونه
شده  PCRهاي سرگين ، نمونهاماشده است. 

يابي داري كيفيت خوبي براي فرستادن به توالي
 هاي سرگين نمونه  DNAبراي تكثير بهتر . نبودند

 Cytb F-Cytbin R) ،(Cytb از دو جفت پرايمر

R-Cytbin F  الكتروفورز محصولات شد.  استفاده
PCR  شده نشان داد كه پنج نمونه سرگين كه با

اين دو جفت پرايمر آزمايش شدند داري باند 
يابي اي فرستادن به تواليخوب و واضحي بر

 .)4(شكل  بودند

 
 .%2رز آگا ژل روي باز جفت 741طول  به پليمراز اي زنجيره واكنش محصولات الكتروفورز -4 شكل

Figure 4 -  Electrophoresis of 741bp PCR products on 2% agarose gel. 

 
-يابي براي همه نمونهنتايج حاصل از توالي

مورد آناليز قرار  ها آنها با توجه به كيفيت خوب 
تعيين  BLASTبا استفاده از ابزار  گرفت.

وحش  هاي پناهگاه حياتنمونه همولوژي توالي
كه  GenBankهاي گرفته شده از با توالي بوروئيه

  بود ارمني هاي اوريال وشامل قوچ و ميش

  توالي از اين دو گونه  21صورت پذيرفت. حدود 
مورد استفاده نمونه از منطقه مورد مطالعه  7و 

در ترسيم درخت فيلوژني از توالي قرار گرفت. 
شده در ژن  بت) ثaegagrus Capra(ز كل و ب

(جدول  .استفاده شد وان گروه خارجيبانك به عن
3 .( 
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 .مورد استفاده براي رسم درخت فيلوژنتيك هايتواليتعداد  -3جدول 
Table 3- The number of sequence used to draw phylogenetic tree.  

 Species گونه  No. sequence تعداد توالي
 وحش بوروئيهپناهگاه حيات 7
 Ovis vignei قوچ اوريال 4
 Ovis orientalis قوچ ارمني 5
 Ovis orientalis* vignei البرز مركزي منطقه قوچ 3
 Isphahanica Ovis orientalis اصفهان منطقه قوچ 3
 Ovis orientalis laristanica لارستان منطقه قوچ 3
 Ovis orientalis laristanica* cycleceros كرمان منطقه قوچ 3

 
هاي قوچ و ميش توالي بين هفت مقايسه

 ابزار از استفاده با پناهگاه حيات وحش بوروئيه

Disparity Index Analysis ،  افزار نرمدر
MEGA، آنها بين اختلاف وجود عدم دهنده نشان 

 مطالعه مورد جمعيت گفت توانمي نتيجه در. بود

 .بود هاپلوتيپي تنوع فاقد
نتايج حاصل از آزمون فيلوژنتيكي بر 

به صورت درخت  Neighbor-Joiningاساس 
ترسيم درخت فيلوژنتيك  .)4(شكل  رسم شد

هاي پناهگاه حيات وحش براي قوچ و ميش
هاي سيتوكرومي ثبت بوروئيه با استفاده از توالي

هاي اين ميشتشابه قوچ و  Gen Bankشده در 
نمايد. با تأييد مي منطقه را با قوچ و ميش ارمني

هاي د مطالعه با تواليهاي مورتواليمقايسه 
د كه قوچ و مشخص ش GenBankبرگرفته از 

فاصله  وحش بوروئيههاي پناهگاه حيات ميش
اصفهان  منطقههاي ژنتيكي چنداني با قوچ و ميش

ك از نوكلئوتيدها فراواني هر ي .و لارستان ندارند
 Tamura etمحاسبه شد ( MEGA.5افزار در نرم

al., 2007ين فراواني و باز ). باز آدنين بيشتر
 ).4ين فراواني را داشت (جدول تر كمگوانين 

ميزان جانشيني نوع اول (جانشيني بازهاي 
با يكديگر و جانشيني بازهاي  A-Gپورين 

با يكديگر) و جانشيني نوع دوم  C-Tپيريميدين 
(جانشيني بازهاي پورين و پريميدين با يكديگر) 

يه وحش بوروئهاي پناهگاه حيات در نمونه
). در اين جدول 5محاسبه شده است (جدول 

اند اعدادي كه به صورت پررنگ نشان داده شده
كنند و ساير نرخ جانشيني نوع اول را بيان مي

دهنده نرخ جانشيني نوع دوم هستند. اعداد نشان
-ها بر اساس مدل تاموراالگوهاي جانشيني و نرخ

 Tamuraافزار مگا برآورد شده است (نئي در نرم

and Nei, 1993(.  
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 .bهاي سيتوكروم بر اساس توالي و ميش قوچ  وژنتيكدرخت فيل  -4شكل 

  Figure 4- Phylogram of the Ovis based on cytochrome b sequences. 
 

 .وحش بوورئيه قوچ و ميش پناهگاه حيات هايني نوكلئوتيدها حاصل از تواليفراوا -4جدول 
Table 4- Nucleotide abundance of wild sheep of Buruieh Wildlife Refuge sequences. 

G C T/U A   نوكلئوتيدnucleotide 
 abundance     فراواني 31.40 26.93 28.68 12.98

 
 .نوكلئوتيدي تخمين الگوهاي جانشيني -5جدول 

Tabale 5- Estimate of substitution pattern nucleotide. 
 nucleotide A T/U C G  نوكلئوتيد

A - 8.98 9.56 4.32 
T/U 10.47 - 9.56 4.33 
C 10.47 8.97 - 4.33 
G 10.46 8.98 9.56 - 

 



 1394، و همكاران حسيني

99 

 

 
ها بر ماتريس فواصل ژنتيكي بين گونه

ها هاي هر گروه با بقيه گروهياساس مقايسه توال
به صورت دو به دو و با استفاده از مدل حداكثر 

) به Tamura et al., 2004نمايي تركيبي (درست
-دست آمده است. از آنجا كه اعداد حاصله نمايان

هاي گر ميزان جانشيني نوكلئوتيدها بين توالي
باشند، فاصله ژنتيكي هاي مورد بررسي ميگونه

وژنتيكي بين ونه مرتبط با همبستگي فيلبين دو گ
ها خواهد بود. در نتيجه از اين شاخص گونه آن
كردن دوري يا نزديكي  توان براي مشخصمي

سبه ماتريس ها از هم استفاده نمود. محاگونه

هاي پناهگاه حيات توالي بين فواصل ژنتيكي
وحش بوروئيه (هفت نمونه يك هاپلوتيپ 

شده كوه منطقه حفاظت مشترك)، يك توالي از
) و Rezaei et al )2010.بافق حاصل از مطالعه 

 ارمني هاي اوريال ودو توالي از قوچ و ميش
دهنده تعلق گونه مورد مطالعه، به گونه قوچ نشان

كه  طور همانباشد. مي Ovis orientalisارمني 
ين فاصله ژنتيكي گونه مورد تر كمشود مشاهده مي

باشد كه معادل مطالعه با گونه قوچ ارمني مي
است. ترسيم درخت فيلوژنتيك نيز  0009/0

 ).6ل كند (جدوها را تأييد ميحت اين گفتهص
 

 .هافواصل ژنتيكي بين توالي -6جدول 
Table 6- Genetic distances between sequences.  

4 3 2 1  

    1. IR281.Bafgh PA 

   0.0240 2.OV9.Buruieh WR 

  0.0009 0.0250 3.OOS1.O Orientalis 

 0.0260 0.0250 0.0045 4.OVNo4.O Vignei 

 

 گيريبحث و نتيجه
سرگين با توجه به اينكه داراي  هاينمونه

DNA  كمي در خود هستند و يا اينكهDNA 
تواند در منطقه در مجاورت عوامل مي ها آن

-محيطي تخريب يا از بين برود داري باند ضعيف

تر يا فاقد باند به نسبت بافت هستند، بنابراين 
هاي سرگين از همان نمونه DNAبراي تكثير بهتر 

-Cytb Fد از دو جفت پرايمر شوابتدا پيشنهاد مي

Cytbin R) ،(Cytb R-Cytbin F  شود و  استفاده
كافي را دارا هستند  DNAهاي بافت كه نمونه

 Cytb ها از يك جفت پرايمرآن DNAبراي تكثير 

F) ،(Cytb R هاي شمال. قوچ و ميشاستفاده كرد 
جنوب شرق ايران قوچ و ميش اوريال  و شرق

غرب ايران، شمالهاي قوچ و ميش هستند.
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 اصفهان، لارستان قوچ و ميش ارمني هستند
)Valdez et al., 1978 Nadler et al., 1971.( 

حتي مناطقي مانند پارك ملي خبر، بمو، خجير و 
شهر بابك داراي دو گونه قوچ و ميش اوريال و 

-كه نشان، )rezaei et al., 2010ارمني هستند (

ين قوچ و دهنده پيچيدگي ژنتيكي و هيبريد ب
قوچ و  .تايران اس مختلفهاي مناطق ميش
هاي منطقه بوروئيه از لحاظ ژنتيكي قرابت ميش

توان زيادي با گونه قوچ و ميش ارمني دارند و مي
هاي آن را قوچ و ميش ارمني ناميد. قوچ و ميش

هاي ارمني، منطقه مورد مطالعه با قوچ و ميش
خه از درخت اصفهان و لارستان در يك شا

هاي اوريال د. قوچ و ميشفيلوژنتيك قرار گرفتن
 منطقه كرمان در شاخه ديگر قرار گرفتند. 

ق ايران كه به طور كلي به جز در مناطق شر
هاي و غرب ايران كه قوچهاي اوريال خالص قوچ

كنند، در بسياري از ديگر ارمني خالص زندگي مي
ها از نظر فرم شاخ، مناطق كشور، قوچ و ميش

ها با جثه، رنگ و حتي تعداد كروموزوم اندازه
از لحاظ  ).Ziaie, 2008(فاوت هستند يكديگر مت

مشكل اساسي در مناطق مركزي ايران بندي طبقه
ها از لحاظ وجود دارد كه هر يك از جمعيت

خصوصيات ظاهري و ژنتيكي با جمعيت ديگر 
به ميزان آميزش وابسته باشند كه متفاوت مي كاملاً
در  .قي و غربي در آن زيستگاه استونه شردو گ

لاقي دو گونه قوچ تمناطق مركزي ايران و محل 
اوريال و قوچ ارمني امكان توليد مثل بين اين دو 

د تواننها ميگونه وجود دارد و افراد اين جمعيت
 Valdez et( كروموزم باشند 58الي  54داراي 

al.,1978(.  نتايج با اين پژوهشنتايجZiaie  
هاي ايران را يك گونه با اسم كه قوچ )2008(

-ناميد و قوچ و ميشمي Ovis orientalis علمي

اي هاي مناطق مختلف ايران را به عنوان زيرگونه
در  برد كاملاً متفاوت بود.از اين گونه نام مي

آخرين پژوهشي كه بر اساس مطالعات مولكولي 
 ايران هاي يشو م قوچ در سطح جهان انجام شد،

 و همه شوندونه اوريال و ارمني تقسيم ميبه دو گ
ر تحقيقات قبلي به عنوان كه د يهايقوچ و ميش

 قوچ واندر ايران مطرح بودند، به عن زيرگونه
 Rezaei et( اندشده يگذار ناميا ارمني اوريال 

al., 2010(،  در اين مطالعه كه بيشتر مناطق ايران
هاي منطقه را پوشش داده بود، قوچ و ميش

شده كوه بافق استان يزد نيز در اين اظتحف
پژوهش مورد بررسي قرار گرفته بودند و نتايج به 

هاي كه قوچ و ميش ه بوددست آمده نشان داد
هاي ايران جز بندي قوچ و ميشكوه بافق، در رده
اي متفاوت از و گونه ريال استقوچ و ميش او

 وحش بوروئيه در استان يزد است پناهگاه حيات
درخت فيلوژنتيكي . حقيقات ما نشان دادكه ت

هاي پناهگاه قوچ و ميش حاصل از رسم توالي
هاي منطقه حيات وحش بوروئيه با توالي

ها را از شده كوه بافق، جدايي اين قوچحفاظت
.)5(شكل  دهدنظر گونه نشان مي
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 .bهاي سيتوكروم بر اساس توالي قوچ درخت فيلوژنتيك -5شكل 

  Figure 5- Phylogram of the Ovis based on cytochrome b sequences. 
 

-از قوچ و ميشدرخت فيلوژنتيكي حاصل 

 و نقاط ديگر هاي پناهگاه حيات وحش بوروئيه
هاي منطقه بوروئيه دهد كه قوچ و ميشنشان مي

هاي از لحاظ ژنتيكي تفاوت كمي با قوچ و ميش
 ياتهاي پناهگاه حقوچ و ميش .ارمني دارند

اي از توان به عنوان زيرگونهوحش بوروئيه را نمي
قوچ ارمني معرفي كرد، بلكه بايد آن را به عنوان 

 نتايج ما با نتايج كرد. يگذار نامقوچ ارمني 
.Nadler et al  (1971)اي كه و در آخرين مطالعه
.Rezaei et al )2010( هاي جهان كه قوچ و ميش

دهد دارد و نشان مي بندي كردند همخوانيرا طبقه
هاي ايران را اوريال و ارمني كه قوچ و ميش

دهند و هيبريدهايي از اين دو گونه در تشكيل مي
مناطق مختلف كشور وجود دارد. تحقيقات 

Rezaei et al. )2010 نشان داد كه در يك منطقه (
حفاظتي از هر دو گونه قوچ و ميش اوريال و 

شد كه در د حضور داشته بانتوانارمني مي
مطالعات قبلي به اشتباه زيرگونه در نظر گرفته 

مناطقي مانند پارك ملي خبر، بمو، ، شدندمي
خجير و شهر بابك داراي دو گونه قوچ و ميش 

  اوريال و ارمني بودند.

 گيري كلينتيجه
منطقه بوروئيه كه در هاي قوچ و ميش

 جزءد نترين قسمت استان يزد قرار دارجنوبي
 ) هستندOvis orientalisهاي ارمني (قوچ و ميش

-و از لحاظ ژنتيكي تفاوت كمي با قوچ و ميش

 هاي اوريالهاي ارمني دارند و با قوچ و ميش
داراي يك  هااين قوچ و ميش .اندمتفاوت كاملا

اين مسئله تنوع ، هاپلوتايپ مشترك هستند
كه  دهد،ژنتيكي پاييني را در اين منطقه نشان مي

ديريتي دراز مدت در آينده بايد به در كارهاي م
تعداد نمونه پايين و  .طور جدي به آن توجه شود

تواند همچنين عدم استفاده از چند جايگاه مي
ها در هايي باشد كه با مرتفع نمودن آنمحدوديت

توان با يقين بيشتري در اين مطالعات بعدي مي
هاي ارمني انتقال قوچ و ميش مورد سخن گفت.

نقاط كشور به اين منطقه يكي از از ديگر 
راهكارهايي است كه براي افزايش تنوع ژنتيكي 

ال نياز به شود كه اين انتقاين منطقه پيشنهاد مي
 دارد. مطالعات فراوان
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 تقدير و تشكر
اداره كل  هايوسيله از مساعدت بدين

جناب آقاي  زيست استان يزد به خصوصمحيط
يعي اداره كل حسن اكبري معاون محيط طب دكتر

حيدري  مهندس محيط زيست استان يزد و آقاي
-سپاسرئيس اداره محيط زيست شهرستان خاتم 

 مندو علاقه گرتلاش بانمحيط شود. ازاري ميگز
آقاي مهندس جناب  وحش بوروئيه پناهگاه حيات

-كه در مطالعات ميداني و جمعحجت تيموري 

ر تقدير و تشك ندهمكاري نمود هاآوري نمونه
   شود.مي

 
 منابع

Aliabadian M, Kaboli, M, Nijman V, Vences M (2009). Molecular Identification of Birds: 
Performance of Distance-Based DNA Barcoding in Three Genes to Delimit Parapatric 
Species. Plos One 4:4119. 

Askari N, Abadi MM, Baghizadeh A (2011). ISSR markers for assessing DNA polymorphism 
and genetic characterization of cattle, goat and sheep populations. Iranian Journal of 
Biotechnology 9: 222-9. 

Bellagamba F, Moretti VM, Comincini S, Valfare F (2001). Identification of species in 
animal feedstuffs by polymerase chain reaction restriction fragment length 
polymorphism analysis of mitochondrial DNA. Journal of Agricultural and Food 
Chemistry 49:75-81. 

Bruford M, Bradley D, Luikart G (2003). DNA markers reveal the complexity of livestock 
domestication. Nature Reviews Genetics 3:900-910. 

Bunch TD, Wu C, Zhang YP, Wang S (2006). Phylogenetic analysis of snow sheep (Ovis 
nivicola) and closely related taxa. Journal of Heredity 97:21–30. 

Cann RL, Stoneking M, Wilson AC (1987). Mitochondrial DNA and human evolution. 
Nature 325:31–36. 

Corbet GB, and Hill JE (1991). A world list of mammalian species. 3rd ed. Brithish museum 
(Natural History); London. 243 pp. 

Entekhabi H (2009). Yazd Province Atlas of Natural Features. edn 1. NAQSH-E MANA 
Press Pp:181. 

Fadakar D (2013) Genetic diversity of gazzela in central part of Iran using cytochrome b 
equencing. M.Sc. thesis. Environmental Sciences, College of Fisheries and 
Environmental Sciences, Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural 
Resources. Gorgan. Iran. 

Funk DJ, Omland KE (2003). Species-level Paraphyly and Polyphyly: Frequency,Causes, 
and Consequences, with Insights from Animal Mitochondrial DNA. Annual Review of 
Ecology, Evolution, and Systematics 34:397-423. 

Hosseini SM, Rezaei HR, Varasteh H, Naderi S (2013). The importance of Molecular studies 
in Taxonomy and Phylogeny of Wild Sheep in the world and Iran. First National 
Conference on Environmental Protection and Planning. 

Johanson KP, De Kort S, Dinwoodey K, Mateman AC, Ten Cate C,  Lessells CM, Clayton 
DH (2001). A molecular phylogeny of the Dove genera Streptopelia and Columba. The 
Auk 118:874-887. 

König C, Weick F, Becking JH (2008). Owls of the World, 2nd edition. Christopher Helm.  



 1394، و همكاران حسيني

103 

 

Lonsman RA, Avise JC, Aquadro CF, Shapira JF (1983). Extensive genetic variation in 
mitochondrial DNAs among geographic populations of the deer mouse (Perromyscus 
maniculatus). Evolution 37:1-16. 

Nadler CF, Hoffmann RS, Woolf A (1973). G-band patterns as chromosomal markers, and 
the interpretation of chromosomal evolution in wild sheep (Ovis). Experientia 29:117–
119. 

Nadler CF, Lay DM, Hassinger JD (1971). Cytogenetic analyses of wild sheep populations in 
northern Iran. Cytogenetics 10, 137–152. 

Pedrosa S, Uzun M, Arranz JJ, Gutierrez-Gil B, San Primitivo F, Bayon Y (2005). Evidence 
of three maternal lineages in Near Eastern sheep supporting multiple domestication 
events. Proceeding of the Royal Society of London Serie BBiological Sciences 
272:2211–2217. 

Rezaei HR, Naderi S, Chintauan-Marquier IC, Taberlet P, Virk AT, Naghash HR,  Rioux D, 
Kaboli M, Pompanon F (2010). Evolution and taxonomy of the wild species of the 
genus Ovis (Mammalia, Artiodactyla, Bovidae). Molecular Phylogenetics and 
Evolution 54:315–326.                                           

Rokas A, Ladoukakis E, Zouros E (2003). Animal mitochondrial DNA recombination 
revisited. Trends in Ecology and Evolution 18:411- 417. 

Schlick N, Jensen-Seaman M, Orlebeke K, Kwitek A, Jacob H, Lazar J (2006). Sequence 
analysis of the complete mitochondrial DNA in 10 commonly used inbred rat strains. 
American Journal of Physiology-Cell Physiology 291:1183-1192. 

Shojaei M, Mohammad Abadi M, Asadi Fozi M, Dayani O, Khezri A, Akhondi M (2010). 
Association of growth trait and Leptin gene polymorphism in Kermani sheep. Journal of 
Cell and Molecular Research 2: 67-73. 

Tamura K, Dudley J, Nei M, Kumar S (2007). MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA) software version 4.0. Molecular Biology and Evolution 24:1596-
1599.  

Tamura K, Nei M (1993). Estimation of the number of nucleotide substitutions in the control 
region of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Molecular Biology and 
Evolution 10:512-526. 

Tamura K, Nei M, Kumar S (2004). Prospects for inferring very large phylogenies by using 
the neighbor-joining method. Proceedings of the National Academy of Sciences (USA) 
101:11030-11035. 

Torroni A, Achilli A, Macaulay V, Richards M, Bandelt HJ (2006). Harvesting the fruit of 
the human mtDNA tree. Trends Gene 22:339–345. 

Valdez R, Nadler CF, Bunch TD (1978). Evolution of wild sheep in Iran. Evolution 32:56–
72.                                                                                                                                            

Wiesner RJ, Ruegg JC, Morano I (1992). Counting target molecules by exponential 
polymerase chain reaction, copy number of mitochondrial DNA in rat tissues. 
Biochemical and Biophysical Resaerch Communication 183:553–559. 

Wink M, Heidrich P (2000). Molecular systematic of owls based on DNA sequences of 
mitochondrial cytochrome b gene. Proceedings of the World Conference on Birds of 
Prey and Owls 819-828. 

Ziaie H (2008). A field guide to the mammals of Iran, 2 edn. Iran wildlife center. 
 



 )1394پاييز ، 3، شماره 7مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

104 

 

Genetic and Phylogenetic Analysis of Cytochrome b region in Wild Sheep of Buruieh 
Wildlife Refuge 

 
 

Hosseini S.M.12F

∗ 1, Rezaei H.R.2, Varasteh H.3, Naderi S.4, Nikooy F.1 

 
1MSc, Environmental Sciences Department, Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural 
Resources, I.R. Iran. 
2Assist Prof., College of Fisheries and Environmental Sciences, Gorgan University of Agricultural 
Sciences and Natural Resources, I.R. Iran. 
3Assist Prof., College of Fisheries and Environmental Sciences, Gorgan University of Agricultural 
Sciences and Natural Resources, I.R. Iran. 
4Assist Prof., College of Environmental Sciences, Guilan University, I.R. Iran. 

 
 
Abstract       

Wild sheep is belonging to Bovidae family and genus ovis which living in the most 
regions of Iran. There are many challenges between researchers about Wild Sheep species 
taxonomy. This study aims to investigate genetic and phylogenetic analysis of cytochrome b 
region of ovis orientalis's mtDNA in the Buruieh wildlife refuge in order to determine the 
correct taxonomy. With this regard, 17 samples of ovis orientalis stool and tissue were 
collected from Buruieh Wildlife Refuge in Khatam Township. After DNA extraction 1140, 

741, 765 bp fragment of the mitochondrial cytochrome b was amplified with primers Cytb F-
Cytb R, Cytb F- Cytbin R and Cytb R-Cytbin F under polymerase chain reaction .Amplified 
fragments were sequenced by ABI 3130 automated device with Sanger method. The results 
were compared with sequences from other studies to determine the genetic distances. 
Hoplotype variations were not observed in the nucleotide sequences obtained in this study. 
Using the Neighbor-Joining phylogenetic test results showed that the Buruieh Wildlife 
Refuge wild sheep is placed in the group of ovis orientalis and is different from other ovis 
orientalis populations all around Iran in the terms of Hoplotype. Our results demonstrated that 
the Buruieh Refuge Wildlife Sheeps have low genetic diversity which should be considered at 
the long-time managment activities in the future. 
 
Keywords: Wild Sheep, Buruieh Wildlife Refuge, Phylogeny, Cytochrome b. 
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