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در  (Montivipera albicornuta) افعي زنجانيمختلف  يها تيان جمعيدر مبررسي تنوع ژنتيكي 

 ميتوکندري DNA  ژن يابي يتوال حوزه پراکنش آن با استفاده از

 3حاجی قلی کمی، 2یاسکندر رستگار پویان  ،*1زینب فخارمنش

 تهران، ایران ،لامیدانشگاه آزاد اس، واحد علوم و تحقیقات تهرانگروه محیط زیست، ـ 1

 ، سبزوار، ایرانحکیم سبزواری دانشگاه ،دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسیـ 2

 ، گرگان، ایراندانشگاه گلستاندانشکده علوم، ، گروه زیست شناسیـ 3

 z_fakharmanesh@yahoo.comمسئول مکاتبات:
 33/8/33تاریخ پذیرش:                     1/8/33تاریخ دریافت: 

 چكيده
د و از ی ـگرد یيف و شناسـا یتوص ـ نیلسـون و آنـدرن   توسـ   5391ن بـار در سـال   ی( اولMontivipera albicornutaافعي زنجاني )

هـاي   در اسـتان آن متري از سطح دریا و پراكنـدگي   0122انتشار جغرافیائي آن محدود به ایران در ارتفاع  باشد. هاي اندمیك ایران مي گونه

این  هاي مختلف به منظور بررسي وجود یا عدم وجود اختلاف ژنتیكي در بین جمعیت باشد. بایجان شرقي و قزوین ميگیلان، زنجان، آذر

، DNAآوري گردید. پس از استخراج  استان گیلان، زنجان و آذربایجان شرقي جمع 9در بافت انتهاي دم افعي زنجاني نمونه از  91، گونه

روابـ    و ندآنـالیز شـد   PAUPو  Mega5افـزار   ها بـا نـرم   یابي، توالي تكثیر و پس از توالي PCRژنوم میتوكندریایي توس   CO1 ژن 

تـرین درخـت    محتمـ  ، (Neighbor-joining) پیونـد همجـواري  فیلوژنتیـك   هـاي  گونـه در درخـت  هاي خویشاوندي میان جمعیت

(Maximum Likelihood)  و( میانبرترین درختMaximum parsimonyترسیم گردید ) .دهد كـه   هاي این تحقیق نشان مي یافته

هـی  تفـاوژ ژنتیكـي بـا هـم نشـان        تقریبا نواخت هستند و كاملا همگن و یك CO1از نظر ژن در ایران هاي مختلف این گونه  جمعیت

اسـت كـه   از آن حـاكي  بـه احتمـال زیـاد     نتایج  این محاسبه گردید.  221/2ها ناچیز و  طوري كه میانگین تفاوژ در بین گروهدهند  نمي

 اند. براي واگرایي ژنتیكي نداشته كافياند و زمان  هاي مختلف آن در ایران به تازگي از هم جدا شده جمعیت

  CO1ژن افعي زنجاني، ژنتیكي،  تنوع :يکليدکلمات 

 مقدمه

تنوع ژنتیكي، قابلیت بقاي یك گونـه و یـا جمعیـت را از    

یطـي فـراهم   طریق ایجاد توانایي سازگاري با تغییـراژ مح 

كند. بنابراین تنوع ژنتیكي براي بقاي طولاني مدژ یك مي

بسـیاري از عوامـ  تكـاملي بـر      [.0]گونه ضروري اسـت  

هـا و در  میزان و پراكنش تنوع ژنتیكـي در میـان جمعیـت   

بـه دلیـ  در    [.4]هـا تاییرگاارنـد   نتیجه اختلاف جمعیـت 

دسترس نبودن اطلاعـاژ قابـ  اتكـایي در زمینـه زیسـت      

هـا در طبیعـت و چرخـه زنـدگي      اسي بسیاري از گونهشن

ها از نظر جمعیتي و پراكنشي،  ها و نیز شرای  كنوني آن آن

هـا دشـوار خواهـد بـود. امـروزه نقـش        حفاظت از گونـه 

هـاي در   رویكردهاي ژنتیك مولكولي در حفاظت از آرایـه 

معرض خطر به خوبي شناخته شده است. بـه دلیـ  آنكـه    

ژنتیك مولكولي باعث ارتقاي آگـاهي   هاي تجزیه و تحلی 

ما نسبت به وضعیت آرایه شناختي، تاریخ تكاملي گاشـته  

-هاي درمعرض تهدیـد مـي   و وضعیت سلامت فعلي آرایه

هاي حفاظتي، مـدیریتي و نیـز    گردد، همواره در اكثر طرح

اري پایـدار مـورد   ریزي جهت اسـتفاده و بهـره بـرد   برنامه

ــوده ــه بـ ــد.  توجـ ــي ز انـ ــه افعـ ــام گونـ ــا نـ ــاني بـ نجـ

ــي  Montivipera albicornuta (Goranعلمـ

Nilson, Clases Andren 1985)   خـانواده  متعلق به

هاي  از گونه باشد. افعي زنجانيمي( Viperidaeها ) افعي

جغرافیـائي آن   انتشـار  (5 شـك  ) باشـد مـي اندمیك ایران 



 ...در میان  بررسي تنوع ژنتیكي          

ا و ی ـاز سـطح در  يمتـر  0122ران در ارتفـاع  یمحدود به ا

هاي گیلان، زنجان، آذربایجان شرقي و  استان پراكندگي در

 يهـا  سـتگاه یوابسـته بـه ز   و عموماً (5 شك ) قزوین بوده

هـا   ها و سنگلاخ ، صخرهيسنگ يها وارهیشام  د يا صخره

ن گونه همانند سایر مارهاي سمي ایران در یا .[5] باشد يم

هاي اخیر به شدژ متأیر از برداشت از طبیعت به  طي سال

اده از سم آن جهت تولید پادزهر و نیـز برخـي   خاطر استف

سودجویان و همچنین تخریب زیستگاه به اشكال مختلـف  

 ـ  يبوده است به طور  52ت آن در ی ـ% جمع92ش از یكـه ب

افعـي زنجـاني   همچنـین   .[7] افته استیر كاهش یسال اخ

ــان  ــعیت جه ــا وض ــیب يب ــایر ) آس ( در Vulnerableپ

طبیعـت و منـابع   فهرست سرخ اتحادیه جهاني حفاظت از 

بـه   به عنـوان گونـه در معـرض تهدیـد     (IUCNطبیعي )

با توجه به غناي زیستگاه هاي كشـور از   [7] رود يشمار م

لحــات تنــوع جــانوري و در معــرض خطــر قــرار گــرفتن 

هاي جمعیتي و حفـ   هاي موجود، بررسيتعدادي از گونه

 این ذخایر ژنتیكي از اهمیت بسیار بالایي برخوردار اسـت. 

هـا در   اي روي افعي( در مطالعه0223و همكاران ) تامپ اس

هـاي  یـابي ژن خاورمیانه و خاور نزدیك با استفاده از توالي

Cytb ،CO1 و ND5    رواب  فیلـوژنتیكي و تاكسـونومي

بـه   افعـي هـاي   . بر این اساس جنس(6) را بررسي نمودند

 Vipera :شـام   Dobia انـد.  شـرح ذیـ  تقسـیم شـده    

palaestinae  وD. russelli 

Macrovipera  شامM. lebetina ،M. 

schweizeri و یك گونه ناشناخته 

Montivipera  شامVipera xanathina  وV. 

raddei complexes 
ژنتیكي كم در   تنوع هاي صورژ گرفتهو بر اساس بررسي

 M. raddei complexesژنتیكي بالایي در  و تنوع M. 

xanathina complexes  گرفتند.نتیجه را 

Ferchaud ( مطالعه0255و همكاران )  اي بر روي

در فرانسه  Vipera ursinii ursiniiهاي گونه  جمعیت

جایگاه  6و  ایيمیتوكندریهاي ژنوم با استفاده از توالي

نتایج این مطالعه تمایز ژنتیكي بالایي كه ریزماهواره انجام 

ا ه بررسي. (1) هاي این گونه را نشان داد بین جمعیت

دهد تاكنون مطالعه ژنتیكي در خصوص این گونه نشان مي

تعیین . این پژوهش به منظور در ایران انجام نگرفته است

و  گونههاي مختلف این  میزان تنوع ژنتیكي میان جمعیت

كمك و تخمین زمان منشا و نحوه پراكندگي آن در ایران 

 انجام پایرفته است. به مدیریت و حفاظت از گونه

 کارروش مواد و 

نمونه از بافت انتهاي دم  02 به منظور مطالعه ژنتیكي تعداد

 و( 0)نقشه )شهرستان طارم(  زنجان ازافعي زنجاني 

در  منطقه بستان آباد يجان شرقیآذربانمونه از  51لان و یگ

ي در این پژوهش گونه گردید. يرآوجمع 5935بهار 

مونه به عنوان ن (Macrovipera lebetinaافعي گرزه )

برداري،  پس از نمونه خارجي مورد استفاده قرار گرفت.

درصد نگهداري شد. از تمام  36هاي بافت در الك   نمونه

  DNAها با استفاده از سیستم استخراج نمكي نمونه

استخراج گردید. سپس براي  تكثیر ژن مورد هدف در 

استفاده Rep Co1 F+R  ( از پرایمراي Co1مطالعه )

براي تكثیر ژن هدف در مطالعه از دستگاه . (5شد )جدول 

PCR  و محلولMaster mix  كه به روش زیر در

 .(0)جدول  آزمایشگاه درست گردیده بود استفاده گردید

مورد استفاده براي یك  Master Mixحجم ك  محلول 

میكرولیتر بوده كه آن را داخ  میكروتیوپ  01/02نمونه 

استخراج شده  DNAم ریخته و مقدار دو میكرولیتر ژنو

 01را به آن اضافه كردیم و حجم آن با آب مقطر به 

میكرولیتر رسانده شد. سپس براي آنكه با یكدیگر بخوبي 

مخلوط شوند براي مدژ بسیار كوتاهي در دستگاه 

سانتریفوژ قرار داده شد. سپس میكروتیوپ را به داخ  

منتق  و دستگاه با برنامه چرخه زماني  PCRدستگاه 

چرخه یك ساعت و این تنظیم گردید.  9طابق جدول م

از  PCRبراي بررسي محصولاژ  دقیقه بطول انجامید. 11

% استفاده گردید. سپس 5الكتروفورز ژل استاندارد آگارز 

هاي با كیفیت مناسب جدا و براي تعیین توالي به نمونه

هاي به دست آمده، توس  كره جنوبي ارسال گردید. توالي
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( گردیدند، سپس براي Alignمرتب )  BioEditافزارنرم

اي و بین جمعیتي، فواص   گونه بررسي تغییراژ درون

افزار  هاي مولكولي به دست آمده توس  نرمژنتیكي داده

Mega5 افزارهاي  محاسبه شد و توس  نرمPAUP  و

Mega5 هاي پیوند همجواري  درخت(Neighbor-

joining) ترین درخت ، محتم (Maximum 

Likelihood( و میانبرترین درخت )Maximum 

Parsimony.ترسیم گردید ) 

 

 
 در ایران  آنپراكنش  نقشه و (Montivipera albicornutaافعي زنجاني ) ـ5شك 

 

 
 زنجان افعي زنجاني در منطقه حفاظت شده سرخ آبادنقاط نمونه برداري شده  ـ5نقشه 

 



 ...در میان  بررسي تنوع ژنتیكي          

 Rep Co1 F+R  پرایمر ـ5جدول 

RepCOI-F: TNT TMT CAA CNA ACC ACA AAG A 
RepCOI-R: ACT TCT GGR TGK CCA AAR AAT CA 

 

 Master Mixمقدار مواد لازم براي ساختن  ـ0جدول 

 مقدار لازم براي يك نمونه نوع ماده

DW )میكرولیتر 1/54 )آب دي یونیزه شده براي متعادل كردن كاتیون آنیون 

 یكرولیترم 1/0 (10X PCR Bufferمحلول بافر )

MgCl2 میكرولیتر 71/2 كلرید منیزیم 

 میكرولیتر 5 پرایمر رفت

 میكرولیتر  5 پرایمر برگشت یك

dNTP )میكرولیتر 1/2 )كاتالیزور 

 ميكروليتر 25/22 جمع

 

 PCRچرخه )رژیم( حرارتي دستگاه  ـ9جدول

 مرحله چهارم مرحله سوم مرحله دوم مرحله اول 

 5 5 97 5 چرخه )دفعه(

 592 622 92 42 42 042 زمان )یانیه(

 4 70 70 43 34 34 (سانتیگراد دما )درجه

 

 

 جينتا

میـانگین  ها نشان داد كه مقایسه اطلاعاژ حاص  از نمونه 

و  زنجـان  -هـاي منطقـه منجیـ     فاصله ژنتیكي بین گـروه 

دهـد كـه تنـوع     . نتایج نشان ميباشدمي 221/2بستان آباد 

. (4)جـدول   و جمعیت وجود داردژنتیكي كمي بین این د

ــه روش    ــوژني ب ــت فیل ــیم درخ ــواري ترس ــد همج  پیون

(Neighbor-Joining )  ن ی ـكه ادهد نشان مي (0)شك

اساسـا ژن  . ندارنـد  داري معنـي  ت با هم تفـاوژ یدو جمع

CO1 به دلی  وجود سیگنالمطالعه استفاده در این  مورد-

 كـه   يم درخت ـیترس ـ يبـرا ي فیلوژنتیكي ضعیف در آن ها

 يكـاف ایـن گونـه باشـد      ها تین جمعیدهنده رواب  ب نشان

 براي بررسي بیشتر نتـایج،  و اطلاعاژ لازم را ندارد.نبوده 

ــ  ــت )  محتم ــرین درخ ( Maximum Likelihoodت

 Maximumمیـــانبرترین درخـــت ) ( و 9)شـــك  

parsimony  ــك ــد   4( )ش ــت پیون ــا درخ ــیم و ب ( ترس

گردید. نتایج  ( مقایسهNeighbor-Joiningهمجواري )

بــا درخــت پیونــد  MPو  MLبدســت آمــده از درخــت 

همخواني دارد و بیانگر توپولـوژي تقریبـا    NJهمجواري 

یكسان براي رواب  فیلوژنتیك جمعیت افعي زنجاني است 

هـاي   ن جمعیـت و نشانگر وجود شباهت ژنتیكي بالایي میا

 باشد.منزوي و دور از هم افعي زنجاني مي
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  CO1( در ژن میتوكندري Kimura-2-parameterها ) یانگین فاصله ژنتیكي بین گروهم ـ4جدول 

3 2 1  

   1. Outgroup 

  0.094 2. Bostanabad 
 0.005 0.096 3. Manjil-Zanjan 

 

 

 
ه با آزمون همرا CO1میتوكندریایي هاي ژن  ( بر اساس دادهNeighbor-Joiningدرخت حاص  از آنالیز پیوند همجواري ) ـ0شك 

 مرتبه تكرار( 4222بوژ استرپ )
 
 

 

 

 



 ...در میان  بررسي تنوع ژنتیكي          

 
همراه با  CO1ي هاي ژن میتوكندریای بر اساس داده (Maximum Likelihoodترین درخت ) درخت حاص  از آنالیز محتم  ـ9شك  

 مرتبه تكرار( 5222آزمون بوژ استرپ )
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همراه با  CO1 هاي ژن میتوكندریایي بر اساس داده (Maximum parsimonyدرخت حاص  از آنالیز میانبرترین درخت )  ـ4شك  

 مرتبه تكرار( 0222آزمون بوژ استرپ )
                                                     

 

 بحث

 يبـرا  CO1 یيایتوكنـدر یهاي ژن م ن مطالعه از دادهیدر ا

هـاي گونـه افعـي     جمعیـت  موقعیت تاكسونومیكي يبررس

( اسـتفاده شـد.   Montivipera albicornutaزنجاني )

ــا اســتفاده از تغ يهــاي مولكــول يبررســ ــب  692در  راژیی

از گونه افعي زنجـاني   نمونه 91 يبراCO1 د ژن ینوكلئوت

(Montivipera albicornutaانجــــام گرد  )د.یــــ 

هـاي مختلـف ایـن    محاسبه فواص  ژنتیكي میان جمعیـت 

ن درخـت  یرترانبی ـم يزهـا یآنال جانور در ایران و همینطور

(MP محتم ،) یتر ( ن درخـتML و )  درخـت مولكـولي 

هاي ژنتیكـي  تفاوژ دهدشان مين (N-j) پیوند همجواري

هاي منزوي و دور از هم افعي زنجاني  ن جمعیتاندكي میا

هاي افعي زنجـاني در   رسد جمعیت به نظر مي وجود دارد.



 ...در میان  بررسي تنوع ژنتیكي          

ایران تاریخ تكاملي طولاني ندارنـد و یـا حـداق  الگـوي     

هـاي بـه ظـاهر     هـا و تشـكی  جمعیـت    ي پراكندگي آنفعل

ایزوله شده فعلي حاص  حوادث بسیار اخیر در پراكنـدگي  

این گونه در ایران است. این واقعیت كه بـا وجـود فاصـله    

ها تفاوژ ژنتیكي آنها  جغرافیایي قاب  ملاحظه بین جمعیت

قدر اندک است و بـه عبـارژ دیگـر داراي یكنـواختي      این

هـا اسـت یـا     د گویاي یا جدایي بسیار اخیر آنبالایي هستن

هـا و یـا وجـود     وجود جریان قوي ژن میان ایـن جمعیـت  

هـاي   فشارهاي اكولوژیكي تقریبا یكسان در تمام زیسـتگاه 

هاي اكولـوژیكي   موجود این گونه و به عبارژ دیگر پردازه

یكسان ولو بـا فواصـ  جغرافیـایي زیـاد و زمـان جـدایي       

 ها را تضمین كند.  ني ژنتیكي جمعیتطولاني توانسته یكسا

 گيرينتيجه

تـر وضـعیت ایـن گونـه      بررسـي دقیـق   رسد كهبه نظر مي

سازي نی   بوسیله انجام مطالعاژ اكولوژي و تحلی  و مدل

و همینطور نمونـه   و مقایسه آن با نتایج مطالعاژ مولكولي

 Montivipera جـنس  هاي برداري تكمیلي از سایر گونه

تـري از كشـور بـراي تكمیـ  مطالعـاژ      در گستره وسـیع 

هـاي مشـابه    مولكولي و شناسایي گستره پراكنش جمعیـت 

 تواند نتایج این مطالعه را كام  نماید.ميهر گونه 

 تشكر و قدرداني

از جناب آقاي مهندس اصغر مباركي رئیس محتـرم گـروه   

خزندگان و دوزیسـتان سـازمان حفاظـت محـی  زیسـت      

همچنین جناب آقاي دكتـر  جهت همكاري خالصانه شان، 

سازي رازي، جناب آقاي اكبري معاون محترم موسسه سرم

ــورزاده      ــدس تیم ــانم مهن ــركار خ ــي و س ــدس ربیع مهن

سازي كارشناسان محترم بخش جانوران سمي موسسه سرم

هـاي مـورد مطالعـه    رازي جهت در اختیار گااشتن نمونـه 

 شود.قدرداني مي
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