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  ايران) Crocodylus palustris(بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت تمساح مردابي 

 Tau-Crystallin  ژنبا استفاده از  

  پيشوا- دانشكده علوم زيستي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد ورامين :سياهكلرودي سيامك يوسفي •

  1390ن بهم :تاريخ پذيرش                             1390شهريور  :تاريخ دريافت

        چكيدهچكيدهچكيدهچكيده
ايستگاه در استان سيستان و ايستگاه در استان سيستان و ايستگاه در استان سيستان و ايستگاه در استان سيستان و     5    انتخابانتخابانتخابانتخابپس از پس از پس از پس از ، ، ، ، ايرانايرانايرانايران    ))))Crocodylus palustris((((تمساح مردابي تمساح مردابي تمساح مردابي تمساح مردابي ژنتيكي ژنتيكي ژنتيكي ژنتيكي     تنوعتنوعتنوعتنوع    بررسيبررسيبررسيبررسيمنظور منظور منظور منظور         بهبهبهبه

-Tau-Crystallin        ))))tissue-type eye lens tauژن ژن ژن ژن از از از از ، ، ، ، تمساحتمساحتمساحتمساح    دهدهدهدهفلس فلس فلس فلس از از از از      DNAبرداري و استخراجبرداري و استخراجبرداري و استخراجبرداري و استخراج    نمونهنمونهنمونهنمونهبراي براي براي براي ، ، ، ، بلوچستانبلوچستانبلوچستانبلوچستان

crystallin ( ( ( (بوسيلة بوسيلة بوسيلة بوسيلة بازي بازي بازي بازي     جفتجفتجفتجفت    648648648648        جايگاهجايگاهجايگاهجايگاهپس از تكثير پس از تكثير پس از تكثير پس از تكثير . . . . دددداستفاده گردياستفاده گردياستفاده گردياستفاده گرديPCR از تكنيك ، از تكنيك ، از تكنيك ، از تكنيك ،SSCP    براي مشاهده چند براي مشاهده چند براي مشاهده چند براي مشاهده چند     ....استفاده شداستفاده شداستفاده شداستفاده شد

در در در در . . . . و رنگ آميزي نيترات نقره استفاده گرديدو رنگ آميزي نيترات نقره استفاده گرديدو رنگ آميزي نيترات نقره استفاده گرديدو رنگ آميزي نيترات نقره استفاده گرديد    درصددرصددرصددرصد    8888    ميدميدميدميدآآآآ        آكريلآكريلآكريلآكريل    پليپليپليپلياز ژل از ژل از ژل از ژل     PCRمحصولات محصولات محصولات محصولات ) ) ) ) SSCP((((اي اي اي اي     شكلي فضايي تك رشتهشكلي فضايي تك رشتهشكلي فضايي تك رشتهشكلي فضايي تك رشته

-Tauتنوع ژنتيكي در ژن تنوع ژنتيكي در ژن تنوع ژنتيكي در ژن تنوع ژنتيكي در ژن وجود وجود وجود وجود     عدم عدم عدم عدم بيانگر بيانگر بيانگر بيانگر كه كه كه كه     ديده شدديده شدديده شدديده شد    آللآللآللآلل    1111    مطالعهمطالعهمطالعهمطالعهدر جايگاه مورد در جايگاه مورد در جايگاه مورد در جايگاه مورد     ايرانايرانايرانايرانتمساح مردابي تمساح مردابي تمساح مردابي تمساح مردابي جمعيت جمعيت جمعيت جمعيت در در در در ، ، ، ، تحقيقتحقيقتحقيقتحقيقاين اين اين اين 

Crystallin        باشدباشدباشدباشد    ميميميمي....        

        

 SSCP، تكنيك Tau-Crystallinژن ، تنوع ژنتيكي، تمساح مردابي :كليديكليديكليديكليدي    كلماتكلماتكلماتكلمات

 

   مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه
يــا گانــدو كــه ) Crocodylus palustris(تمســاح مردابــي 

نـد، منـاطق   منطقه پراكنش آن در جهان به نپـال، بـنگلادش، ه  

ــران در   بلوچســتان و پنجــاب پاكســتان و قســمتي از مكــران اي

بـاهوكلات   بلوچستان كه آن هـم محـدود بـه بخشـي از منطقـه     

باشد، موجودي است با جثه متوسط تا بزرگ با پوزه پهن كـه   مي

. )2( رود بـارزترين فعاليـت روزانـه آن بشـمار مـي      گـرفتن  آفتاب

از جمعيـت جهـاني     كيجمعيت موجود در ايران تنها بخش كوچ

بنـدي    طبقـه  ايـن گونـه در آخـرين    و آيد اين گونه به حساب مي

بندي  پذير طبقه حفاظت از طبيعت در گروه آسيب  اتحاديه جهاني

كننـده آن تخريـب زيسـتگاه      ترين عامـل تهديـد   عمده گرديده و

مـؤثر در    باشد، كه بطور محتمل در صورت ادامه يافتن عوامل  مي

گيـرد و   در معرض خطـر انقـراض قـرار مـي     در آينده نابودي آنها

 بــدليلآنهــا  شـود كــه عمـده جمعيــت   هـايي مــي  شـامل گــروه 

هـاي زيسـت    ساير تخريب وبرداري يا نابودي شديد زيستگاه  بهره

ــي ــت  محيط ــه اس ــاهش يافت ــاي   . )4و  1( ك ــه غن ــه ب ــا توج ب

هاي كشور از لحـاظ تنـوع جـانوري و در معـرض خطـر       زيستگاه

هـاي   هـاي موجـود، بررسـي    گرفتن تعدادي از گونـه  انقراض قرار

جمعيتي و حفظ ايـن ذخـاير ژنتيكـي از اهميـت بسـيار بـالايي       

متأسـفانه در ايـران بررسـي سـاختار ژنتيكـي و      . برخوردار اسـت 

هاي مختلف جانوران در ساليان اخير آغاز  جمعيت نزديكيتعيين 

شده و حتـي تـاكنون هـيچ مطالعـه مـدوني در راسـتاي تعيـين        

در حـال   بـويژه اهميت،  دارايهاي جانوري  ساختار برخي از گونه

بــا ) 1389(فــروتن و همكــاران . انقـراض انجــام نپذيرفتــه اســت 

 RAPDتحقيقي روي تمساح مردابي ايران با استفاده از تكنيـك  

داري در جمعيـت تمسـاح    ژنتيكي معنـي تنوع نتيجه گرفتند كه 

در  )2006(و همكاران  Yan. مردابي موجود در ايران وجود ندارد
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ها بـا    و مقايسه آن با ساير تمساح آب شور اي روي تمساح مطالعه

ايـن  روابط فيلـوژنتيكي   ،ييژنوم ميتوكندريايابي  استفاده از توالي

و به اين نتيجه رسـيدند   ندنمودها بررسي  تمساحبا ساير  گونه را

ي يقـا هاي آفري  تمساحها قرابت ژنتيكي بيشتري با  كه اين تمساح

روي شش با تحقيقي  )2008(همكاران و   Meganathan. دندار

گونه تمساح كروكوديلوس پالوستريس، كروكوديلوس سيامينس، 

ــو ــوس نيلوتيك ــايمن  س، كروكوديل ــانگتيكوس و ك ــاليس گ گاوي

 b يــابي ژن ســيتوكروم  تــواليبــا اســتفاده از  كروكوديلــوس 

. سي نمودنـد روابط فيلوژنتيكي اين شش گونه را برر ميتوكندري،

Weaver  ــاران ــا ) 2008(و همك ــيب ــي روي ويژگ ــاي  تحقيق ه

حاصل از تلاقي آنهـا بـا   دورگه نتاج  هاي كوبايي و  تمساحژنتيكي 

، Cyt-bيـابي نـواحي    بـا اسـتفاده از تـوالي    ييهاي آمريكا  تمساح

tRNA(Pro)-tRNA(Phe)  وD-loop ،ط فيلــــوژنتيكي بــــروا

از معيارهاي مـاگزيمم پارسـيموني،    هاي مذكور را با استفاده كروكوديل

 تحقيـق در ايـن   بنـابراين . حداكثر درست نمايي و بيزين بررسي نمودند

و سـاختار   نيز با توجه به عدم وجود اطلاعات از ميـزان تنـوع ژنتيكـي    

، )Crocodylus palustris(ايـران   تمساح مردابيجمعيت ژنتيكي 

ــزان  ــن مي ــا اســتفاده از  اي ــوع موجــود ب ــاه ژتن ــيجايگ -Tau ن

Crystallin  گرديدبررسي.  

  
        مواد و روشهامواد و روشهامواد و روشهامواد و روشها

منطقه  5از گذاري  تله راهاز نمونه تمساح  10 ،تحقيقدر اين 

بركه پيرسهراب، كهير برز، بركه شكر زيارت جنگل،  :شامل

برداري از فلس  سپس نمونه .گرديد جنگل و سد پيشين صيد

. هاي صيد شده رهاسازي شدند تمساح انجام پذيرفت و تمساح

دانشگاه آزاد واحد هاي بدست آمده به آزمايشگاه  نمونه فلس

QIAampكيت ها با استفاده از  نمونه DNAمنتقل و ورامين 
®
 

DNA Investigator استخراج آلمان  -شركت كياژن ساخت

   .گرديد

منظور بررسي تنوع ژنتيكي تمساح مردابي   ، بهتحقيقدر اين 

 Tau-Crystallin )tissue-typeآغازگرهاي جايگاه ژني ، ايران

eye lens tau-crystallin ( بكار برده شدند) و پس از ) 1جدول

، تكنيك )3و  2جداول (جايگاه مذكور  PCRسازي شرايط  بهينه

SSCP براي انجام . بكار گرفته شدSSCP  ميكروليتر  10مقدار

ميكروليتر بافر بارگذاري مخلوط و  6شده به  از محصولات تكثير

 95دقيقه درون حمام آب گرم با دماي  5ها به مدت  ميكروتيوب

 نمودن،  ادامه، پس از خارج در . قرار داده شدند درجه سلسيوس 

 10بعد از گذشت . ها در درون محيط يخي قرار داده شدند ميكروتيوب

 200ساز با ولتاژ  آميد غيرواسرشته آكريل ها در ژل پلي دقيقه، نمونه

درجه سلسيوس الكتروفورز  5اي ساعت در دم 4ولت، به مدت 

ها اسكن و ژنوتيپ افراد  آميزي با نيترات نقره، ژل پس از رنگ. گرديدند

  . تعيين گرديد
  

  Tau-Crystallin آغازگرهاي جايگاه ژني: 1جدول 

  
 PCR غلظت اجزاي واكنش: 2جدول 

  اجزاي واكنش  غلظت نهايي

X   بافرPCR 

  MgCl2  )ميلي مول( 5/1

  آغازگرها  )ميكرومتر( 5/0

 dNTPs  )ميكرومتر( 200

  پلي مراز Taqآنزيم   )واحد( 5/0

  الگو DNA  )نانوگرم( 100

  
  PCR هاي حرارتي دما و زمان چرخه: 3جدول 

        
        

F GTGGTGCCTCAACTGGAATC 

R GGTAAAACTCAGAGGCAGCC 

  PCRمراحل   رديف
  دما

  )درجه سانتيگراد(

  زمان

  

 94  سازي اوليه واسرشته  1
5 

  دقيقه

  94  سازي واسرشته  2
30 

  ثانيه

  62  اتصال آغازگر  3
35 

  ثانيه

  72  بسط آغازگر  4
60 

  ثانيه

5  
 4 تا 2تكرار مرحلة 

  )مرتبه 35(
-  -  

  72  بسط نهايي آغازگر  6
5 

  دقيقه
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        نتايج نتايج نتايج نتايج 
شده از كيفيت   استخراج DNAنتايج نانودراپ نشان داد كه 

ي مربوط به الگوي باند. برخوردار بود PCRمناسبي براي انجام 

مويد  Tau-Crystallinجفت بازي ژن  648تكثير قطعه 

 شكل(باشد  شده براي آن مي  اختصاصي بودن آغازگرهاي طراحي

1.(  
بود كه تمام الگوهاي باندي  آنحاكي از  تحقيقنتايج اين 

  

آكريل  روي ژل پلي PCRاي كردن محصولات  رشتهحاصل از تك

كه بدليل عدم مشاهده ) 2 شكل(آميد با يكديگر مشابه بودند 

توان چنين  آكريل آميد مي الگوهاي باندي متفاوت روي ژل پلي

تحت مطالعه   مورد بررسي در گونه  گيري نمود كه جايگاه نتيجه

مذكور   مونومورف بوده و ظاهر امر حكايت از عدم تفاوت جمعيت

  .ا به يكديگر داردهو شباهت ژنتيكي بالاي آن

  

  Tau-Crystallin  الگوي باندي ژن :1 شكل

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 Tau-Crystallin ژناي نمودن  رشته تكالگوي باندي  :2 شكل
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  بحثبحثبحثبحث
، تمايز ژنتيكي بين از ديدگاه متخصصين ژنتيك جمعيت

توازن بين رانش و جريان ژني  ها همزمان بايك تعادل و جمعيت

شروع شده و هر جمعيت متحمل نرخ جهش و رانش ژنتيكي 

ها از يكديگر كردن جمعيت خواهد شد كه تمايل به متمايز خود

تر  ها را به يكديگر شبيهداشته و بالعكس جريان ژني جمعيت

مورد بررسي در   اشاره گرديد جايگاه همان طوري كه. نمايد مي

تحت مطالعه داراي يك الگو بوده و ظاهر امر حكايت از عدم   گونه

تفاوت افراد جمعيت تمساح مردابي و شباهت ژنتيكي بالاي آنها 

به يكديگر داشته كه با توجه به نتايج حاصله از تعداد نمونه 

هر  گيري تصادفي از افراد مختلف موجود و فرض بر نمونه

جمعيت و با توجه به اينكه كريدورهايي در بين اين افراد  تحت 

كه اين نتيجه با است مطالعه وجود دارد، اين امر قابل توجيه 

روي تمساح ) 1389(نتايج حاصله از تحقيق فروتن و همكاران 

 مبني بر عدم وجود، RAPDمردابي ايران با استفاده از تكنيك 

با . ، كاملاً مطابقت دارداين جمعيتدر بين افراد  دار تنوع معني

استناد به نتايج حاصله مبني بر وجود شباهت ژنتيكي در بين 

خوني و اثرات  افراد و خلوص بالاي ژنتيكي، امكان وجود هم

، كاهش قدرت )Fitness(نامطلوب آن از جمله كاهش شايستگي 

هاي  ، كاهش توليد مثل، بروز ناهنجاري)Viability(ماني  زنده

يكي و غيره امري محتمل به نظر رسيده و بروز اين عوامل ژنت

 پذير و حمايت هاي آسيب مخرب در اين گونه كه يكي از گونه

را به مخاطره   شوند، تداوم و بقاء اين گونه شده محسوب مي 

ا در خطر انقراض قرار خواهد داد ر هاشدت آن  انداخته و به

خوني و  م كاهش هم، لزومذكور  بنابراين براي حفاظت از گونه

  .رسد به نظر ميتبعات آن امري ضروري 
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Investigation of genetic diversity of Mugger (Crocodylus palustris) 
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Abstract Abstract Abstract Abstract     

In order to study genetic diversity of Iranian Mugger (Crocodylus palustris), after chosen 5 

regions in Sistan and Balochestan province, sampling and DNA extraction from 10 Mugger 

scab, Tau-Crystallin gene (tissue-type eye lens tau-crystallin) was used. The SSCP technique 

was used after amplifying of 648 bp in PCR .For observing of SSCP band from PCR product, 

%8 Polyacrylamide and silver staining were used. In this study, there was 1 allele which 

showed no fenetic diversity in Tau-Crystallin gene of Iranian Mugger. 
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