
 

 پژوهشی(  –فصلنامه )علمی 

 زیست شناسی تکوینی

1-10 .ص 1399 بهار، 2 شماره ،دوازدهم سال

 

 پژوهشی مقاله
 

 
 

شرق استان در جنوبهای مردابی قورباغه فیلوژنیو بررسی  مولکولی شناسایی

 میتوکندریایی srRNA 12با استفاده از توالی ژن تهران

 
 4کلرودیسیاه، مهیار یوسفی3بابایی، مینا 2، فریده چناری*1کلرودیسیاهسیامک یوسفی

 
 پیشوا، دانشگاه آزاد اسلامی، پیشوا، ایران -گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، واحد ورامین 1
 گروه تحقیق و توسعه ماهیران، شرکت پروتئین گستر سینا، تهران، ایران 2
 پیشوا، دانشگاه آزاد اسلامی، پیشوا، ایران -گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، واحد ورامین 3
 دانشکده دامپزشکی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران 4

 
*
 Email: siamak.yousefi1@gmail.com 

 
 25/03/99 پذیرش: تاریخ                          15/01/99 دریافت: یختار

 
 چكیده

اند و تمامی جمعیت شناسی مورد شناسایی قرار گرفتههای ایران بر مبنای روش ریختهای مردابی آبتاکنون اغلب قورباغه
نسبت داده  Rana (Pelophylax) ridibunda نامها به یک گونه واحد به با وجود دامنه گسترده توزیع آن های مردابیقورباغه

شرق استان تهران براساس های جنوبهای مردابی شهرستانتر از قورباغهبنابراین در این تحقیق شناسایی دقیق. اندشده
ایستگاه اصلی )پاکدشت، ورامین،  4میتوکندریایی مورد بررسی ژنتیکی قرار گرفت. برای این منظور srRNA12توالی ژن 

عدد نمونه توسط توردستی صید، به ظروف دربدار  19شرق استان تهران انتخاب شد. سپس تعداد قرچک، پیشوا( در جنوب

های مولکولی به آزمایشگاه منتقل گردیدند. جهت شناسایی مولکولی، استخراج حاوی الکل منتقل و سپس جهت بررسی
DNA   ز عضله پا به روشCTAB ای پلیمراز جهت تکثیر از پرایمر اختصاصی واکنش زنجیره انجام شد. سپس با استفاده

هاي روش براساس هاداده ماتریس تحلیل و میتوکندریایی انجام شد. درخت فیلوژنی تجزیه srRNA12توالی ژن 

(joining-Neighbor( و ماکزیمم احتمال )Maximum Likelihoodبا استفاده از نرم ) افزارMega6  انجام گردید. نتایج
های وجود دارد، که یک زیرشاخه متعلق به نمونه 100های فیلوژنی نشان داد، دو کلاد اصلی با ضریب حمایت بررسی

رود جمعیت می باشد. در نتیجه احتمال می P. bedriagaeهای مطالعه حاضر و دیگر گروه مربوط به جمعیت قورباغه

های باشند که مستلزم بررسی .Pelophylax Spو یا زیر گونه   .bedriagae Pعلق به گونه  های مردابی شرق تهران متقورباغه
  .باشدتر با سایر نشانگرهای مولکولی میبیش

 

 .، شرق استان تهرانsrRNA 12شناسایی مولکولی، قورباغه های مردابی، ژن :ها کلیدواژه
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 مقدمه
های های انسانی برخی از گونهامروزه به سبب فعالیت

 دوزیستان در فهرست در معرض خطر یا تهدید قرار 
اند. دوزیستان کاربردهای فراوانی در حوزه تولید دارو، گرفته

های زیستی، تحقیقاتی و انجام آزمایشهای آزمایشگاه
 صنعت غذایی در بسیاری کشورها و در کنترل جمعیت 

چنین بسیاری از مهرگان دخالت دارند. همای از بیپاره
شوند داری میعنوان جانور زینتی و خانگی نگهدوزیستان به

دم شامل چهار خانواده (. در ایران، دوزیستان بی6)
Ranidae ،Hylidae ،Bufonida، Pelobatidae چهار و 

 Rana ،Hyla ،Euphlyctis  ، Pelophylaxجنس
های های مردابی آبباشند و تمام جمعیت قورباغهمی

ها، به یک گونه واحد ایرانی، با وجود دامنه گسترده توزیع آن
 . [21]اند نسبت داده شده Rana ridibundaبه نام 

این گونه، در اصل از منطقه قزاقستان، منشا گرفته و به 
ل دریای بالتیک و  پای مرکزی از سمت شما طور سریع از ارو
به سمت جنوب مناطق مدیترانه و از آنجا به سمت شرق 

 [15]منطقه آسیایی روسیه و جنوب تا منطقه خاورمیانه 
ل ) Frostگسترش یافته است.  ( بر 2006و همکاران در سا

نتایج مطالعات مولکولی پیشنهاد دادند نام عمومی  اساس
تغییر یابد.  Pelophylaxبه  Ranaقورباغه مردابی از 

گونه و چندین هیبرید  25های مردابی اوراسیا از قورباغه
 (. 2009های دوزیست جهان، اند )گونهتشکیل شده

پاییهای قورباغهگونه آسیایی جنس  -های مردابی ارو
Pelophylax یزان پراکنش جغرافیایی آنها بطور قابل و م

توجهی در چهار دهه گذشته تحت تغییرات زیادی درآمده 
(. اگرچه بازنگری Pesarakloo et al., 2016است )

Berger (1966 )های مردابی توسط تاکسونومی قورباغه
( نقش 1999) Sinsch and Schneiderآغاز شد، اما 

شتند. تحقیقات زیادی ای در درک و شناخت آنها دابرجسته
های مردابی همچنین در ارتباط با روابط تاکسونومی قورباغه

پا، خاورمیانه و شرق دریای  Pelophylaxجنس  در ارو
( صورت گرفته است. هر چند 22 ;14 ;13مدیترانه )

مطالعه دوزیستان ایران، سابقه نسبتاً طولانی دارد. 
العاتی انجام پژوهشگران زیادی بر روی دوزیستان ایران مط

 Blanfordتوان به مطالعات اند که از میان آنها میداده
(1874 ،)Nikolsky (1895،)Shmith  
(1952،)Mertens  (1956 ،)Anderson (1957 ،)

Tuck (1977 ،)Leviton ( کمی و 1992و همکاران ،)
کلرودی و سیاه( یوسفی1378(، فیروز )1373بلوچ )

( بر 1395بابایی و همکاران )( اشاره کرد. 1392همکاران )
شرق تهران مطالعاتی را انجام دم در جنوبروی دوزیستان بی

 شناسی نشان داد که دودادند، نتایج این بررسی ریخت
P. ridibunda  وPseudepidalea viridis  در این مناطق

توسط  کنند. در آخرین مطالعاتی که زیست می
Pesarakloo ( بر روی شناسایی 2016و همکاران )

های مردابی غرب ایران با تاکید بر مطالعات جمعیت قورباغه
انجام شد بیان کردند تمامی  bioacousticsمورفومتریک و 

 های مردابی ایران متعلق به گونهجمعیت قورباغه
P. bedriagae باشند. اخیراً میPesarakloo  و همکاران

اوت از قورباغه مردابی را در های متف( جمعیت2017)
های ژن های مختلف ایران براساس تفاوتبخش

ها پیشنهاد کردند میتوکندریایی مورد بررسی قرار دادند. آن
 های مردابی ایران باید به دو کلاد مجزا که قورباغه

که در مرکز، غرب و  P. bedriagae بندی شوند.تقسیم
ل ل ایران  که .Pelophylax spغرب ایران و شما در شما

ل تاکنون در ارتباط با جمعیت است. با این پراکنش یافته حا
های مردابی ایران با وجود میزان پراکنش وسیع آنها قورباغه

ل های اخیر، مطالعه چندانی موجود نمی باشد. در سا
 های جنسهای مولکولی برای تعیین و شناسایی گونهتکنیک

Pelophylax 14,19 ;11,13دانمفید ارزیابی شده, ] 
. بر این اساس محققان بیان کردند با وجود ,22,25,26]

های مردابی منطقه شرق مدیترانه شباهت زیاد در قورباغه
شود و در نتیجه های ژنتیکی زیادی در آنها دیده میواگرایی

اند این سطح تمایزات چندین گونه متنوع را ایجاد کرده
ل، قورباغه[22] های ترکیه که های مردابی آب. به عنوان مثا

،  R. rindibundaقبلًا تحت عنوان یک تک گونه به نام
شناسایی شده بودند اخیرا براساس مطالعات مولکولی به 

 [13 ,11]حداقل سه گونه و ده گونه هیدروژنیک هیبرید 
اند. بنابراین در مطالعه حاضر جهت بندی گردیدهتقسیم
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-های مردابی جنوبغهشناسایی وضعیت تاکسونومی قوربا

 srRNA12شرق استان تهران تغییرات توالی ژن 
 مورد ارزیابی قرار گرفت.   میتوکندریایی

 
 روش کار

ل  از اوایل فروردین تا اواخر  1394طی بهار و تابستان سا
ایستگاه  4های دوزیستان در آوری نمونهشهریورکار جمع

ای شرقی استان تهران آغاز شد. براصلی مناطق جنوب

دستیابی به این هدف با توجه به موقعیت منطقه و شرایط آبی 
ل (. که عبارت 1حوزه مذکور، تعیین ایستگاه انجام شد )جدو
های حمامک، بودند از: شهرستان پاکدشت )شامل ایستگاه

های فیلستان، جیتو(، شهرستان ورامین )شامل ایستگاه
ل چرمشهر(، شهرستان قرچک  قوئینک، خالدآباد، کانا

های تالاب عشق آباد، بهرام، داودآباد(، )شامل ایستگاه
های رودخانه پیشوا، سنادرک شهرستان پیشوا )شامل ایستگاه

 گیری از آنها انجام گردید. و پارک جنگلی( که نمونه
 

 های مورد مطالعه : مشخصات ایستگاه1دول ج
 ارتفاع از سطح دریا (Eعرض جغرافیایی ) (Nطول جغرافیایی ) ایستگاهنام  منطقه ردیف

 پاکدشت 1
 متر 10/1170 51 47 21/09 35 30 72/53 حمامک
ن  متر45/1005 51 40 99/04 35 25 84/49 فیلستا

 متر 1017 51 40 18/54 35 27 71/44 جیتو

 ورامین 2
 متر 981 51 40 28/11 35 23 52/45 قوئینك

د  متر 935 51 36 09/36 35 16 84/49 خالدآبا
ده چرمشهر( ل )جا  متر 909 51 38 34/15 35 18 19/33 کانا

 قرچك 3
د تالاب عشق  متر 915 51 30 69/18 35 24 17/20 آبا

 متر 962 51 31 06/25 35 27 83/54 ایستگاه بهرام
د  متر 912 51 31 38/05 35 23 78/20 داودآبا

 پیشوا 4
 متر 944 51 43 35/54 35 20 34/08 رودخانه پیشوا

 متر 908 51 43 22/27 35 17 29/52 سناردک
 متر 973 51 43 05/55 35 18 21/36 پارک جنگلی
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آوری مطالعه به صورت میدانی انجام گرفت. سپس جمع
دار انجام عدد نمونه به صورت دستی و توسط تور دسته19

های دربدار حاوی ها به صورت زنده توسط ظرفشد. نمونه
ل  درصد به آزمایشگاه زیست شناسی جهت انجام  96اتانو

ل داده شدند. مطالعات مولکولی ا  نتقا
 

 مطالعات مولكولی
گرم  میلی DNA ،100برای ارزیابی مولکولی و استخراج

 600از بافت عضله پا جدا شد و پس از هموژن کردن، 
 2CTAB  (CTAB ،4/1%میکرولیتر بافر لیز کننده 

NaCl ،مولار  TrisHCL100  ،میلی مولارEDTA 20 
 DNA استخراجنسبت به به آن اضافه گردید و مولار( میلی

کیفیت و کمیت با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز اقدام شد. 
 -'5% تعیین گردید. سپس با استفاده از آغازگر مربوطه )1

AAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-3' )
L2519 5) و'-

GCTAGACCATKATGCAAAAGGTA-3') 
H3296 ل ای پلیمراز جهت تکثیر واکنش زنجیره (2جدو

میتوکندری انجام شد. هر واکنش در  12srRNAقطعه ژنی 
میلی مولار 1(، X1میکرولیتری شامل بافر ) 25حجم 

Mgcl2 ،2/0  میلی مولارdNTP ،5  ل از هر آغازگر پیکومو
و  Tag DNA Polymeraseآنزیم  U5/1رفت و برگشت، 

الگو بود. برنامه حرارتی برای واکنش  DNAنانوگرم  30-20
درجه  95سازی اولیه: موردنظر شامل: مرحله واسرشته

 95سازی: دقیقه و مرحله واسرشته 2گراد به مدت سانتی
درجه  45دقیقه، مرحله الحاق:  1گراد به مدت درجه سانتی

-درجه سانتی 72ثانیه، مرحله بسط:  30گراد به مدت سانتی

درجه  72دقیقه و نهایتاً مرحله بسط نهائی:  90گراد به مدت 
چرخه در نظر گرفته  35دقیقه و تعداد  7گراد به مدت سانتی

ل  (. محصولات تکثیر شده به همراه نشانگر 3شد )جدو
درصد الکتروفورز و  5/1بر روی ژل آگارز  bp100مولکولی
 PCRآمیزی شدند. محصولات رنگ safe stainتوسط 

ی کره Bioneerوالی به شرکت مناسب، جهت تعیین ت
ل گردیدند. سپس توالی های به دست آمده با  جنوبی ارسا

با یکدیگر همردیف شدند.  Clustal Wافزار استفاده از نرم
ها با استفاده از نرم افزار آنلاین جهت شناسائی نمونه

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool )
های مطالعه تفاده از توالیمورد بررسی قرار گرفته سپس با اس

در بانک  Ranidaeهای ثبت شده از خانواده حاضر و توالی
ژن جهانی به عنوان توالی مرجع، درخت فیلوژنی ترسیم 

 بر هاداده ماتریس تحلیل و شد. درخت فیلوژنی تجزیه
 هاي مبتنی بر فاصله یا پیوند همجواريروش اساس

(Joining Neighbourو ماکزیمم احتما )( لMaximum 
Likelihood با استفاده از نرم افزار )Mega6 ( Tamura و

تکرار ترسیم گردید. درخت  1000( با 2013همکاران، 
های به دست آمده و چندین توالی فیلوژنی با استفاده از توالی

بر پایه برون گروه  Pelophylax های دیگر از جنساز گونه
Rana nigromaculata (205548AF)  .ترسیم شد 

 

 12srRNA. آغازگر 2 جدول
لی نام پرایمر  رفرنس توا
L2519 AAACTGGGATTAGATACCCCACTAT Kocher et al. (1989) 
H3296 GCTAGACCATKATGCAAAAGGTA Kocher et al. (1989) 

 
 PCRبرنامه داده شده به دستگاه . 3 جدول

 مراحل گراد( درجه حرارت ) سانتی زمان )دقیقه( )سیكل( تعداد چرخه
واسرشته سازی  95 5 1

 اولیه
 واسرشته سازی 95 4 

 الحاق 42 1 35
 بسط 72 1:30 
 بسط نهایی 72 10 1
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 نتایج 
نمونه نشان داد  19هاي به دست آمده از مقایسه توالي

درصد در یک شاخه قرار  99توالی ها با ضریب تشابه اکثرا 
ل توالي ها دست آمده در بعضي نمونههاي بهگرفتند با اینحا

و   S9هايبه طور کامل بر هم منطبق نیستند و توالي نمونه
S16 هاي هاي دیگر داراي جایگاهدر مقایسه با توالي نمونه

ها در ليباشند. این تواهاي نوکلئوتیدي ميحذف و تفاوت
با دریافت شماره پذیرش به  NCBIهاي جهاني بانک داده
، MK130844 ،MK130845، MK130846ترتیب با 

MK130847، MK130848، MK130849 ،
MK130850، MK130851 
MK130852،MK130853 ، 
MK130854،MK130855  ،
MK130856،MK130857  ،
MK130858،MK130859  ،MK130860 

MK130861، MK130862 ،MK130863،  ثبت
 گردیدند. 

( (ML, NJنتیجه محاسبات فیلوژني و روابط تکاملي 
پولوژي یکساني را براي درختان تکاملي نشان داد.  الگوي تو
پولوژي درختان تکاملي  نتایج اختلافات ژنتیکي در تو

هاي مطالعه (. تمامي نمونه3، 2 هايمنعکس شد )شکل
دادند و این کلاد حاضر کلاد مونوفیلتیک مشترک را تشکیل 

( NJ= 100 ،ML= 100قطعی ) هاي بوت استراپبا ارزش
ل نمونه از دیگر  (S9) و (S16) حمایت شد با این حا

پولوژي درختان  هاي خواهري خود جدا شدند.مورفوتایپ تو
های مطالعه حاضر با تکامل نشان داد کلاد مربوط به نمونه

خواهري  از غرب کشور و ترکیه رابطه  P. bedriagaeگونه 
قطعی دارد و این روابط مونوفیلتیک با ارزش بوت استراپ 

(ML= 100 ،NJ= 100حمایت شد )اند. ه 

 

تكرار روي گره ها نشان داده  1000. درصدهاي بوت استراپ  براي MEGA6افزار ، حاصل از نرم Maximum likelihood. نتایج ترسیم درخت 2شكل
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 بحث 
های مردابی با گروهی از قورباغه Ranidaeخانواده 

های باشند. افراد این خانواده قورباغهپراکنش جهانی می
که یک گروه بزرگ را تشکیل داده و همه جا  حقیقی هستند

ل تنها جنس به جز قطب جنوب یافت می شوند. با اینحا
Rana جنس  36. ]6،17[باشد دارای پراکندگی جهانی می

امروزی از این خانواده تشخیص داده شده است. این جنس 
 های فراوان خود در برگیرنده چندین زیرجنس با گونه

دهد در ایران شناسی نشان میریختهای باشد. بررسیمی
 Ranaو  Euphlyctis cyanophlyctisاز این جنس دو گونه 

macrocnemis  و دو زیر گونهP. ridibunda وRana 
camerani pseudodealmatina  گزارش شده است

هایی که (. شناسایی1388)محمدی آلوچه و همکاران، 
ران انجام شده های مردابی ایتاکنون در ارتباط با قورباغه

های ریخت شناسی استوار بوده و در ارتباط با بیشتر بر روش
شناسایی با نشانگرهای مولکولی مطالعات اندکی صورت 

شناسی انجام شده های ریخت. بررسی]14[گرفته است 
نشان داده است قورباغه شناسایی  ]1[توسط سایر محققان 

زیرگونه شرقی استان تهران متعلق به شده مناطق جنوب
ridibunda Pelophylax ridibunda باشد این گونه، قبلًا می

( از تالاب انزلی، هزاوه و 1385توسط میرزاجانی )
( از استان مرکزی، محمدی آلوچه و 1386همکاران)

( از رودخانه بالخلو استان اردبیل، حجتی 1388همکاران )
 ( در پارک ملی شهید زارع ساری، پسرکلو1388و همکاران )

نسب و همکاران ( از گلستان، ذاکری1390و همکاران )
کلرودی و سیاه( از منطقه لواسانات و یوسفی1397)

های شرق استان تهران گزارش ( در رودخانه1397همکاران )
 srRNA12های مولکولی بر پایه ژن شده بود. نتایج بررسی

های مورد میتوکندریایی مطالعه حاضر نشان داد نمونه
شرق استان های مورد نظر مناطق جنوباز ایستگاهمطالعه 

باشند و با ضریب تهران همگی متعلق به یک گونه می
های مردابی با قورباغه (NJ= 100 ،ML= 100)حمایت قطعی 

شناسایی   P. bedriagaeغرب کشور و ترکیه که تحت عنوان 
ل را که این  شده بودند در یک کلاد قرار گرفتند و این احتما

 Pelophylax یا زیر گونه  .bedriagae  Pگونهگونه متعلق به 

Sp. کند. این نتایج با مطالعاتی که را تقویت می باشند
Pesarakloo ( در ارتباط با قورباغه های 2017و همکاران )

انجام دادند هم خوانی b مردابی ایران بر اساس ژن سیتوکروم
داشت که نشان دادند قورباغه های مردابی ایران که سابقاً در 

معرفی شده  .ridibunda Pهای مورفولوژی به عنوان بررسی
 بودند شامل دو گروه اصلی می باشند که شامل گونه

P. bedriagae ل -متعلق به مناطق غرب، جنوب غرب و شما

متعلق به مناطق  .Pelophylax Spنام غربی ایران و گونه بی
ل ل و شما  ای به نامباشند و گونهشرقی ایران میشما
P. ridibundus که بر اساس ریخت شناسی به عنوان گونه-

های مردابی ایران شناسایی شده بود باید از های قورباغه
های مردابی ایران برداشته های قورباغهلیست گونهچک 

 srRNA12شود. نتایج تحقیقات حاضر که براساس 
  bدست آمد با نتایج نشانگر سیتوکروم میتوکندریایی به

 Pelophylax [16]خوانی داشت. قورباغه مردابی جنس هم
های آب شیرین در منطقه شامل چندین گونه در زیستگاه

باشند که در میان این جنس چندین میغربی پالاآرکتیک 
طور طبیعی به صورت هیبرید در طبیعت گونه جدید که به

ل، در مرکز و شرق ]11[دهند وجود دارند رخ می . برای مثا
پا گونه   Pelophylax lessonae (Camerano, 1882)ارو

ل با قورباغه های مردابی براساس نوعی از تولیدمثل غیرمعمو
گیری تواند جفتمی  P. ridibundus (Pallas,1771)گونه

 (Linnaeus, 1758)کرده و یک هیبرید به نام 
Pelophylax esculentus  شکل گیرد که حاصل

 Pesaraklooای که باشد. همچنین در مطالعههیبریدوژنز می
( با بررسی مورفومتریک و 2015و همکاران )

bioacoustics های قورباغهبر روی جمعیت 
P. bedriagae  از مناطق غربی ایران انجام دادند به این نتیجه

های مردابی حاصل از مناطق رسیدند تمامی قورباغه
 .Pهای غربی ایران صرفا به عنوان گونه مختلف قسمت

bedriagae باشند. مطالعه حاضر نشان داد زمانی که می
ها بر مبناي مورفولوژي براي شناختن ناکافي شناسایی گونه
های اشتباهاتی مواجه است، تکیه بر روشاست و با 

 باشد. ها بسیار مفید میتر گونهمولکولی برای شناسایی دقیق
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Abstract 
Up to now most species of Iranian frogs has been identified morphologically and all populations 
(albeit their vast distribution) are assigned to Rana (Pelophylax) ridibunda. The main objective of this 
research was to study frog populations of the South eastern Tehran using mitochondrial 12srRNA 
sequencing. For this purpose, n=19 water frogs were sampled in four stations (i.e. Pakdasht, Varamin, 
Gharchak, Pishva). The samples specimens were preserved at 96% ethanol solution and transferred to 
the laboratory for further analysis. DNA was extracted from leg tissue using CTAB method and the 
12srRNA gene was ampilified and sequenced using primers developed by Kocher et al. (1989). The 
phylogenic tree was drawn using Joining Neighbor and Maximum Likelihood methods in Mega6 
software the results indicate that indicated two clads with 100% affinity. The first clade assigned to P. 
bedriagae populations and the next clade included our samples. In conclusion, the frog populations of 
Tehran province may be assigned to P. bedriagae or a subspecies. Further research is needed to reveal 
this. 

 
Keywords: molecular identification, water frogs, 12srRNA, the eastern of Tehran province. 


