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 Introduction: The phylogenetic relationships of the Caspian cobra (Naja oxiana), the 

easternmost species of the subgenus Naja, have remained contentious for long. The present 

study aims at investigating the genetic diversity and structure, as well as phylogenetic 

relationships of the Caspian cobra populations from northeastern Iran, Afghanistan and 

Turkmenistan. 

Materials & Methods: We sequenced 1107 base pairs of the mitochondrial gene 

cytochrome b for 54 samples to assess the genetic diversity, genetic structure and 

phylogenetic relationships of the Caspian cobra. Phylogenetic analyses were conducted 

under Bayesian and Maximum likelihood inferences using the best-fitting evolutionary 

model. Haplotype relationships were inferred using maximum parsimony. 

Result: Reconstruction of the phylogenetic trees confirmed that the Caspian cobra is the 

sister taxon of Naja kaouthia. The estimated haplotype and nucleotide diversity were 0.42 

and 0.00058, respectively, indicating low genetic variation among Caspian cobra 

populations.  

Conclusion: Our findings suggest that populations of the species have experienced a 

recent radiation and sudden range expansion from the northeast toward Golestan province. 

The results, based on a single mitochondrial marker, revealed no significant genetic 

differentiation between the populations and recommend that all populations of the Caspian 

cobra be considered as a significant evolutionary unit in future conservation plans. 
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در ایران   ,1831Naja oxiana (Eichwald)ی بررسی ساختار و تنوع ژنتیکی کبرای خزر

  bبا استفاده از نشانگر میتوکندریایی سیتوکروم 
 
 

 

 2الله خراسانینعمت، *2، محمد کابلی1المیرا کاظمی
 

 

 ایرانتهران، ، دانشگاه آزاد اسلامی ،و تحقیقات گروه محیط زیست، دانشکده منابع طبیعی و محیط زیست، واحد علوم 1

 ایران محیط زیست، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه تهران، کرج،گروه  2

 چکیده  کلمات کلیدی

 کبرای خزری
Naja oxiana 
 سیتوکروم بی
 تنوع ژنتیکی

 درخت تبارشناسی
  شبکه هاپلوتیپی

 
 

 
 
 

دارای ابهامات زیادی است. هدف این  Najaترین گونه از زیرجنس شرقیعنوان بهی تبارشناسی و چگونگی تکامل کبرای خزر :مقدمه 

شرق ایران، افغانستان و های کبرای خزری در شمالجمعیتچنین ارتباطات تبارشناختی و همتنوع و ساختار ژنتیکی مطالعه، بررسی 

 ترکمنستان بوده است.

مورد بررسی کبرای خزری  ازنمونه  54 برای bسیتوکروم  یاییمیتوکندرژن  قطعهجفت باز از  1107مطالعه این در  :هامواد و روش

نمایی و ارتباط بین هاپلوتایپ با تحلیل تبارشناسی با استفاده از بهترین مدل تکاملی و رسم درخت بیزین و حداکثر درست. قرار گرفت

 قرار گرفت.  بررسی مورداستفاده از منطق پارسیمونی 

های کشورهای همراه نمونهشرقی ایران بهنواحی شمال های کبرای خزری دردرخت تبارشناسی نشان داد که همه جمعیت بازسازی :نتایج

عنوان آرایه خواهری کبرای خزری به Naja kaouthiaچنین، گونه افغانستان و ترکمنستان متعلق به یک تبار جغرافیائی هستند. هم

 00058/0و  42/0ترتیب برابر با های مورد بررسی بهدر نمونه bسیتوکروم  نوکلئوتیدی ژن شناسائی شد. تنوع هاپلوتیپی و تنوع

 دهنده تنوع ژنتیکی به نسبت پایین در جمعیت کبرای خزری است. محاسبه شد که نشان

به سوی استان گلستان شرقی کشور های این گونه از مرزهای شمالتایج حاکی از گسترش اخیر و ناگهانی جمعیتن :گیری و بحثنتیجه

های کبرای وقوع نپیوسته و همه جمعیتهای این گونه بهداری بین جمیعتیبوده است و حاکی از آن است که هنوز تمایز ژنتیکی معن

 .عنوان یک واحد تکاملی درنظر گرفته و مورد حفاظت قرار دادتوان بهخزری ایران را می
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 مقدمه

و مدیریت  حفاظت در مهمی نقش هاجمعیت ژنتیکی عتنو آگاهی از       

عنوان ابزاری سودمند در بررسی پیامدهای تواند بهها دارد و میگونه

 محسنیها مورد استفاده قرار گیرد )ناشی از تخریب زیستگاه بر گونه

داری و (. حفاظت، نگه1397؛ کرمی و شایسته، 1399و کرمی،  نژاد

ا عاملی مهم در مدیریت و تضمین بقای هتقویت تنوع ژنتیکی گونه

(. استفاده از 1999همکاران،  و Hallها معرفی شده است )جمعیت

های اخیر جهت تعیین تنوع ژنتیکی بین نشانگرهای مولکولی در سال

ای یافته است شده، کاربرد گسترده ها و حیوانات حفاظتجمعیت

آمده از این تدس(. میزان چندشکلی به1396)محمودی و همکاران، 

نشانگرهای ژنتیکی، یکی از پارامترهای قابل ارزیابی برای مطالعه 

هاست های ژنتیکی بین جمعیتهای مختلف و درک تفاوتجمعیت

(Mohammadabadi ،2017).  تهدیدهای تنوع زیستی اغلب با اثر بر

فرآیندهای تکاملی باعث کاهش تنوع ژنتیکی و در نتیجه انقراض 

ترین (. بر این اساس، یکی از مهمFrankham ،2005ود )شها میگونه

ها بر اثر توان کاهش اندازه جمعیت آنمشکلات مارهای سمی را می

رویه برای برداری بیهای بشر اعم از تخریب زیستگاه و بهرهفعالیت

برخی داروهای خاص( درنظر  ونوم و تهیهمصارف پزشکی )تولید آنتی

تکه با تکه (.2007 ،همکاران و Wüster ؛2009 ،همکاران و Pook) گرفت

دلیل تغییرات تصادفی ها بهآن موجود در هایها، جمعیتزیستگاه شدن

درون از شناختی تحت تاثیر فرسایش ژنتیکی ناشی ژنتیکی و جمعیت

ترتیب بقای جمعیت گیرند و به این یش اللی قرار میآمیزی و فرسا

 (.2010 ،نو همکارا Meister؛ Young، 2000یابد )می شدت کاهشبه

با توجه عوامل ذکر شده، بررسی ساختار و تغییرات ژنتیکی برای 

حفاظت از مارهای سمی امری ضروری در راستای جلوگیری از ورود 

کبراهای جهان، جنس های ارزشمند به گرداب انقراض است. این گونه

Naja Laurenti, 1768 آسیائی و  متعلق به چهار زیرجنس از کبراهای

 ,Naja Laurenti, 1768، Uraeus Waglerشامل  که هستند آفریقائی

1830، Boulengerina Dollo, 1886 و Afronaja subgen.nov  

 11کبراهای آسیائی شامل  (.2009 ،و همکاران Wallachشوند )می

شرقی هستند که در نواحی از جنوب و جنوب Najaگونه از زیرجنس 

های اطراف هندوستان تا دشت چنین از شرقین و همفیلیپ آسیا، جزایر

 و Wüster؛ Wüster ،2000و  Slowinskiدریای خزر پراکنش دارند )

Broadley ،2003.)  زیرجنس آسیائی را نتیجه یک جریان ژن از آفریقا

و همکاران،  Wüster؛ Wüster ،2000و  Slowinskiدانند )به آسیا می

 کبراهای پرتاب دو گروه که شامل (2009و همکاران،  Wallach؛ 2007

؛ Thorpe ،1988و  Wüsterکننده سم هستند )کننده و عدم پرتاب

Gold  ،؛ 2002و همکاران Wüsterو Broadley ،2003؛ O’Shea ،

گونه کبرای خزری (. در این میان، 2014و همکاران،  Lin؛ 2008

(Naja oxiana( و کبرای هندی )Naja najaبه )ابلیت دلیل عدم ق

پرتاب سم به خارج از دهان، متفاوت از سایر کبراهای آسیائی هستند 

های رسد که مسیر تکاملی متفاوتی را نسبت به سایر گونهنظر میو به

؛ 2002و همکاران،  Goldاند )این زیرجنس در آسیا پشت سر گذاشته

Wüster ؛2007، و همکاران O’Shea ،2008 .) زیرجنسازNaja  ،

( در ایران پراکنش دارد Naja oxianaکبرای خزری ) گونهفقط 

مشخص است،  گردن از حدی تا در این گونه سر (.1397زاده، )رجبی

چنین این است. هم ایگونه فلس فاقد و آهیانه کشیده فلس دارای

 از ترکه بزرگ پیشانی جلو فلس دو پهن و ایپوزه گونه دارای فلس

ای قهوه تیره، زرد بدن رنگ (.Latifi ،1991) هستند بینی بین هایفلس

 رنگتیره حلقه چند یا یک سیاه است و دارای به مایل یا خاکستری و

 در تیره هایحلقه نوزادان در است. سطح شکمی قدامی قسمت در

در قسمتی  خزری کبرای .(Latifi ،1991) شودمی مشاهده بدن سرتاسر

ی با پوشش گیاهی نسبت خشک و سنگی و مناطقهای بهاز زیستگاه

شرقی ایران تا جنوب ترکمنستان، جنوب ازبکستان، پراکنده از شمال

غرب تاجیکستان، افغانستان، شمال پاکستان و هند پراکنش دارد 

(Klemmer ،1968 ؛Valenta ،2009در سال .) های گذشته جمعیت

های تنها نماینده این زیر جنس در زیستگاه عنوانبهارزشمند  گونه این

، Rastegar-Pouyani و Darvishیافته است ) کاهش شرقی ایرانشمال

وجود آورده است که در صورت عدم ( و این نگرانی عمده را به2012

خزری نیز به سرنوشت کبرای چینی  کبرای مدیریت و حفاظت مناسب،

(Naja atra) ( دچار شودZhao  ،در حال حاضر 1998و همکاران .)

( Data Deficientک گونه با اطلاعات ناکافی )عنوان یکبرای خزری به

از طبیعت،  حفاظت المللیبین قرمز اتحادیه در فهرست بندیطبقه جهت

های در خطر انقراض کنوانسیون منع تجارت گونه IIضمیمه در 

(CITESو هم )حمایت و حفاظت های چنین به تازگی در طبقه گونه

سازمان گرفته است )سازمان حفاظت محیط زیست ایران قرار  شده

اگرچه مطالعات ژنتیکی  (.IUCN ،2019 ؛1398زیست،  محیط حفاظت

شناختی کبراهای روابط خویشاوندی و آرایه ای در زمینهگسترده

؛ 2007و همکاران،  Wüsterآفریقائی و آسیایی به انجام رسیده است )

Lin  ،؛2008و همکاران Wallach ،؛ 2009 و همکارانLin ،و همکاران 

(، لیکن اطلاعات اندکی از وضعیت 2014و همکاران،  Lin؛ 2012

شناسی و ساختار و تنوع ژنتیکی شناسی، زیستپراکنش، جمعیت

که تاکنون فقط یک نحویکبرای خزری در ایران در دست است، به

مطالعه در رابطه با وضعیت تبارشناسی این گونه در ایران با استفاده 

. نتایج این ( انجام شده استD-Loopلوپ )جفت باز از ژن دی 589از 

های مطالعه نشان داد که تغییرات ژنتیکی اندکی در بین جمعیت

لذا هدف از انجام این مطالعه، . مشاهده شده است در ایران خزری کبرای

شرقی بررسی ساختار و تنوع ژنتیکی کبرای خزری در شمال و شمال
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چنین تعیین بوده است. هم b سیتوکرومتوالی ژن ایران با استفاده از 

ایران هدف دیگر  در گونه های مختلف اینوضعیت تبارشناختی جمعیت

دار را این مطالعه بوده است تا از این راه بتوان واحدهای تکاملی معنی

 برای حفاظت از این گونه در سطح ملی تعیین نمود.  

 

 هامواد و روش

سازمان  43027/94 شماره جوزم تحت بردارینمونه :بردارینمونه      

 Naja oxianaیخزر یکبراهایی زیست از جمعیتحفاظت محیط

(Eichwald, 1831) های خراسان رضوی، خراسان شمالی، در استان

خراسان جنوبی، گلستان و سمنان انجام شد. از هر فرد صید شده لبه 

در الکل  DNAخارجی پنج فلس شکمی برداشت و تا زمان استخراج 

های پس از ثبت داده شده صید هاینمونه داری شد.درصد نگه 96ول اتان

شناختی، بلافاصله در همان نقطه صید رهاسازی شدند. در ریخت

از ایران  1395 تا 1393 هایفلس بین سال نمونه 49 تعدادمجموع 

های موجود در بافت از نمونه 11چنین تعداد آوری شد. همجمع

 آلمان از کشورهای افغانستان و ترکمنستان برلین موزه علمی کلکسیون

ها، موفقیتی نمونه برخی کیفیت بودن نامناسب دلیلشد. به آوریجمع

 نمونه برای 54 تعداد یتنها حاصل نشد و در DNAدر استخراج 

 1. شکل شدند گرفته کاربه میتوکندری ژنوم با مرتبط هایبررسی

ایران، ترکمنستان و در را  کبرای خزریبرداری از نقاط نمونهموقعیت 

 دهد. افغانستان نشان می
 

 
 Caspian cobra; Najaکبرای خزری )برداری از نقاط نمونه :1 شکل

oxiana)  های گلستان، سمنان، خراسان شرقی ایران )استانشمالدر

جنوبی(، ترکمنستان و افغانستان.  رضوی و خراسان شمالی، خراسان

آوری های جمعوقعیت جغرافیائی نمونهدهنده مدوایر رنگی نشان

شده هستند )سبز: خراسان رضوی، آبی: خراسان شمالی، زرد: 

خراسان جنوبی، بنفش: گلستان، نارنجی: سمنان و قرمز: افغانستان 

 و ترکمنستان(.  

های نمونه DNA: یابیو توالی PCR ، چرخهDNAاستخراج        

و همکاران،  Sambrookم )کلروفر-اساس روش فنلمورد مطالعه بر

 DNAجهت اطمینان از کمیت و کیفیت  .گردید استخراج( 1989

استخراج شده از دستگاه نانودراپ و با رؤیت آن بر روی ژل آگارز یک 

آغازگر  از دو جفت bبرای تکثیر ژن سیتوکروم  استفاده شد. درصد

 انو همکار Queiroz ( و2000) و همکاران Burbrinkرو رو و پسپیش

جاکه تکثیر ژن هدف با پرایمرهای مورد ( استفاده شد. از آن2002)

رو و پیشآغازگر  آمیز نبوده است، دو جفتاستفاده چندان موفقیت

( 2000و همکاران ) Burbrinkرو با ایجاد تغییراتی در آغازگرهای پس

طراحی شد  Geniousافزار توسط نرم( 2002و همکاران ) Queirozو 

 (. 1)جدول 
 

رو طراحی شده در این رو و پس: آغازگرهای پیش1جدول 

 در کبرای خزری bسیتوکروم مطالعه برای تکثیر ژن 

 (Caspian cobra; Naja oxiana) 

 

 نظر، یک مورد توالی تکثیر در بهینه دمای به یابیدست منظوربه       

 60 تا 54 از ایگستره در مختلف دمای )سه دما تدریجی تغییر برنامه

 تولید محصول کیفیت مشاهده از پس .شد استفاده (گرادسانتی درجه

. شد انتخاب درجه 58 دما رینتدرصد، مناسب 5/1 آگارز ژل در شده

در حجم  (PCR)مراز ای پلیهای ژنی و واکنش زنجیرهتکثیر جایگاه

میکرولیتر  5/12، شامل PCRمیکرولیتر انجام گرفت. شرایط  25

 ,Tris-HCl, Dntp, TopDNA polymerase, KCl) مسترمیکس

MgCl2) ،5/9 رو، آب مقطر، یک میکرولیتر آغازگر پیش میکرولیتر

 انجام گرفت. در DNAرو و یک میکرولیتر میکرولیتر آغازگر پسیک 

یک میکروتیوب به  PCRها برای واکنش سازی نمونههنگام آماده

دمایی برای تکثیر توالی  چرخه عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شد.

گراد درجه سانتی 95دقیقه در دمای  5عبارت بود از  bسیتوکروم ژن 

ثانیه در  30درجه و  95ثانیه در   30ه، شامل چرخ 35و در ادامه 

نهایی  گراد و گسترشدرجه سانتی 72دقیقه در  1درجه و  58دمای 

منظور (. به2008و همکاران،  Liدرجه در پنج دقیقه ) 72با  زنجیره

بر روی ژل  PCR تایید تکثیر ناحیه مورد نظر، الکتروفورز محصولات

محصولات صورت گرفت.  مایدوبر یوماتیدآمیزی درصد با رنگ 2آگاروز 

PCR شرکت طرفه توسط صورت خوانش دوبهBioneer کره جنوبی 

 شدند.تعیین توالی  (XL ABI 3730)با دستگاه 

های استخراج شده، پس از بررسی توالی: هاوتحلیل داده تجزیه       

ها در تحلیل bسیتوکروم جفت باز از ژن میتوکندریایی  1107تعداد 

 توالی         آغازگر
cyt b-F1 ATCCTGCGGTCTGAACAACCACCGTCGT 
cyt b-R1 ATTTGGTGTACAAGAGGAATGCTCAG 
cyt b-F2 CACAGCCTTCGTCGCATAGT 
cyt b-R2 GATCGTGTGAGGGATGGC 
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بررسی و  SeqScape 2.7افزار نرمبا  هاتوالیاستفاده قرار گرفت. مورد 

یابی اصلاح گردید. ردیفدر خوانش نوکلئوتیدها خطاهای موجود 

در ( 1994و همکاران،  Thompson) ClustalWها با استفاده از توالی

انجام شد. برای ( 2011و همکاران،  Tamura) Mega 5.1افزار نرم

 (Stop codon) هایتوقف-ها و پیدا کردن کدوننبررسی موقعیت کدو

 هایتحلیلقبل از آغاز  .استفاده شد Mega 5.1افزار نرماز احتمالی 

 افزاربا استفاده از نرمها در توالی جایگزینیاشباع ، تبارشناختی

DAMBE 6.0 (Xia ،2013) چنین بهترین . همگرفت قرار بررسی مورد

 رای قطعه ژن مورد مطالعه با استفاده ازمدل جایگزینی نوکلئوتیدی ب

2.1.4JModelTest  6و براساس معیار اطلاعاتی بایزین (BIC ) تعیین

فراوانی بازهای مختلف و میزان  (.2012و همکاران،  Darriba) شد

 10000و با  Mega 5.1افزار های نوع اول و دوم توسط نرمجانشینی

تعیین تعداد  .(2011و همکاران،  Tamuraتکرار انجام گردید )

 Tajima Dهای چنین آمارهشکلی، همهای چندها و جایگاههاپلوتایپ

و  Libradoبرآورد شد ) DnaSP 5.10افزار با استفاده از نرم Fu Fs و

Rozas ،2009ها و (. همچنین برای بررسی ارتباط بین هاپلوتایپ

در نرم با منطق پارسیمونی  TCSهاپلوتایپی از روش  ترسیم شبکه

(. براساس Bryant ،2015و  Leighاستفاده شد ) PopArt v.1.7افزار 

، بازسازی درخت JModelTest 2.1.4مدل تکاملی تعیین شده توسط 

( Maximum Likelihood)نمایی تبارشناسی با منطق بیشینه درست

( 2005و همکاران،  Stamatakis) RAxML v.7.2افزار و به کمک نرم

و  MrBayes v.3.2.2 (Rehnquist افزارین در نرمو با منطق بایز

Huelsenbeck ،2003 های تبارشناسی شد. در بازسازی درخت( انجام

سکانس متعلق به کبراهای آسیائی  18نمایی از بایزین و بیشینه درست

های چنین درختهم ( استفاده شد.1 پیوست )جدول ژن بانک موجود در

 Aspidelapsو  nigricollis N. ،N. nivea سه گونه وسیلهبه تبارشناسی

scatatus زنجیره  براساس چرخه بایزین هایتحلیل شدند. دارریشه

میلیون تکرار و فراوانی  20با  (Markov chain Monte Carlo) مارکوو

 چنین، برای افزایشانجام شد. هم 100 (Sample frequencyنمونه )

های ترسیم درخت درصد 25 تعدادتبارشناسی،  درخت در بازسازی دقت

در نهایت،  .(Burn-in)شده اولیه از ادامه آنالیزها کنار گذاشته شد 

مورد  Tracer v.1.4افزار ایستایی درخت تبارشناسی رسم شده در نرم

های (. درختDrummond ،2018و  Rambautبررسی قرار گرفت )

 پارچهیک (Majority- rule) وسیله قانون اکثریتترسیم شده به

(Consensus) .های تبارشناسی به آن که توپولوژی درخت توجه با شدند

نمایی )شامل مکان نودها و روابط تکاملی بایزین و بیشینه درست

های انتهایی( یکسان بود، لذا از درخت بایزین ترسیم شده در شاخه

برای تعیین روابط تکاملی در بخش نتایج استفاده شد و مقادیر حمایت 

استرپ از نودها شامل احتمالات پسین )حاصل از تحلیل بایزین( و بوت

نمایی( در روی نودها ارائه شدند. )حاصل از تحلیل بیشینه درست

 Tajima’s Dهای شناختی توسط آزمونآنالیز تاریخچه جمعیت

(Tajima ،1998) و Fu’s Fs (Fu ،1997 با )تکرار تحت  10،000

و همکاران،  Excoffier) آرلکوئین افزارنرم در هاتفاوت زوجی مقایسه مدل

 Mismatch) چنین آنالیز توزیع ناهمخوان( انجام شد. هم2005

distribution) منظور این که آیا با بررسی تفاوت جفتی بین افراد به

این جمعیت گسترش اخیر را تجربه کرده است یا خیر، مورد استفاده 

توزیع مورد انتظار از گسترش قرار گرفت. سپس توزیع مربوطه با 

  ( مقایسه شد.  Rogers ،1995مدل راجرز ) تحت جمعیت و اخیر ناگهانی

 

 نتایج 
کبرای خزری  bسیتوکروم توالی از ژن  54ها برای تحلیل داده       

(Naja oxiana )تصویر حاصل که  گرفت جفت باز صورت 1107طول  به

است.  2روز مطابق شکل بر روی ژل آگاهای تکثیر شده از نمونه

 (Conserved region) حفاظت جایگاه یک دست آمدههبراساس نتایج ب

 جایگاهشامل هفت  (Polymorphic site) شکلی جایگاه هشت و شده

 متغیرهتک  جایگاه یکو  (Parsimony informative site) پارسیمونی

(Singleton variable site) ن، ادنین، فراوانی بازهای سیتوزی .بوده است

درصد و تنوع  9/10و  27، 4/30، 6/31ترتیب تیمین و گوانین به

چنین نتایج محاسبه شد. هم 00058/0( برابر با Piنوکلئوتیدی )

ها نشان داد که ها در سکانسشدگی جایگزینیبررسی احتمال اشباع

 Index of Substitution Saturationشاخص اشباع جایگزینی ) مقدار

(Iss)) بحرانی اشباع  تر از حدداری کوچکیطور معنو به 001/0بر با برا

 Critical Index of Substitution Saturation=824/0جایگزینی )

(Iss.c)) دار شدن اختلاف بین این دو شاخص نشان یبوده است. معن

های موجود در بازسازی و تجزیه و دهنده قابلیت استفاده از داده

 است.  های تبارشناختیتحلیل

های کبرای ( در نمونهHdتنوع هاپلوتیپی ): شبکه هاپلوتیپی       

یپ هاپلوتا 10محاسبه شد. تعداد  423/0خزری مورد مطالعه برابر با 

ها شد که جدول هاپلوتایپسکانس کبرای خزری مشاهده  54در بین 

  

  
از (، تصویر حاصل راستبر روی ژل آگاروز ) DNA: تصویر حاصل 2 شکل

 (چپبر روی ژل آگاروز ) bتکثیر شده ژن سیتوکروم  PCRمحصول 
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ترکمنستان  و افغانستان و ایران بین یک شماره هاپلوتایپ که دهدمی نشان

چنین هاپلوتایپ شماره سه بین خراسان رضوی و هم مشترک است و

هاپلوتایپی ترسیم  چنین شبکه(. هم2گلستان مشترک است )جدول 

مورد مطالعه از این سه کشور براساس  خزری کبرای هایونهنم برای شده

دار و یهای معندهنده عدم تشکیل هاپلوگروهمنطق پارسیمونی نشان

نحوی که همه برداری شده است بههای نمونهساختاربندی جمعیت

به یکدیگر متصل  دو جهشهای شناسائی شده با یک تا هاپلوتایپ

 (.2اند )شکل شده
 

 
 Caspianهای مورد مطالعه از کبرای خزری )هاپلوتایپی نمونه شبکه :2شکل 

cobra; Naja oxiana سه کشور ایران، افغانستان و ترکمنستان با استفاده از )

ها نمایگر تعداد منطق پارسیمونی. خطوط عمودی بر اتصال هاپلوتایپ

 ها استهای رخ داده در بین هاپلوتایپجهش
 

نتیجه انتخاب مدل تکاملی، مدل : تبارشناسی ختدر بازسازی       

81+IF عنوان بهترین مدل تکاملی نوکلئوتیدی نشان داد. درخت را به

ای درخت عنوان تاکسون ریشهرا به N. naja( 3تبارشناسی )شکل 

 ( و مقدار بوت00/1فیلوژنی کبراهای آسیائی با احتمال پسین بالا )

دهد می نشان درخت علاوه، اینبه کند.می ( معرفی100) استرپ متوسط

 .N. siamensis، Nشرقی آسیا شامل که کبراهای مناطق جنوب

sumatrana و N. sputarix  از کبراهای نواحی مرکز و غرب آسیا شامل

N. atra،  N. kaouthia وN. oxiana ( و 00/1با احتمال پسین بالا )

با  N. kaouthiaچنین اند. هم( انشقاق یافته90استرپ بالا )مقدار بوت

گونه خواهری  عنوانبه (65) استرپبوت مقدار و (84/0) بالا پسین احتمال

برای کبرای خزری نشان داده شده است. با این وجود، ساختار ژنتیکی 

( ایران و کشورهای N. oxianaخزری ) کبرای هایجمعیت بین متمایزی

های این همه نمونهکه نحویافغانستان و ترکمنستان مشاهده نشد به

 اند. جای گرفته (Lineage) سه کشور در یک تبار

شناختی کبرای تاریخچه جمعیتشناختی: تاریخچه جمعیت       

( مشاهده Mismatch distributionخزری براساس توزیع ناهمخوان )

  بررسی شد.   Fu’s Fsو Tajima’s Dهای شده و شاخص

های کبرای خزری مورد مطالعه نمودار توزیع ناهمخوان نمونه       

تواند به گسترش ( که می4)شکل  ( داشتهUnimodalحالت تک مدی )

؛ Hudson ،1991و  Slatkinسریع و ناگهانی جمعیت تفسیر گردد )

 
درصد کبراهای  50چه شده با قانون اکثریت پار: درخت تبارشناسی یک3شکل 

)با توپولوژی یکسان با درخت بیشینه درست  bسیتوکروم آسیایی براساس ژن 

گروه عبارتند از ها و موقعیت نودها(. سه گونه بروننمائی در الگوی شاخه

Aspidelaps scutatus ،Naja nigricollis  وNaja nivea اعداد درج شده قبل و بعد .

 استرپ حاصل از آنالیزترتیب احتمال پسین و بوتشار در روی نودها بهاز اع

-IQافزار کمک نرمنمائی )به( و بیشینه درستMrBayesافزار بایزین )توسط نرم

TREEهای تبارشناسی است    ( در رسم درخت 
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Rogers  وHarpending ،1992 ؛Excoffier ،2004علاوه، مقدار (. به

( 988/7و  -70/1 ترتیب)به منفی Fu Fsو  Tajima D هایشاخص آماره

یت این گونه در منطقه اشاره محاسبه شد که به گسترش اخیر جمع

(، اگرچه مقادیر منفی این دو Harpending ،1992و  Rogersدارد )

)کاهش تنوع  Selective sweepهای توان به بروز پدیدهشاخص را می

ناشی از  DNAهای جهش یافته در مولکول بازهای نزدیک به سایت

رشد سریع  ها در اثر انتخاب طبیعی مثبت( یاتثبیت اخیر برخی الل

، Tajima؛ Haigh ،1974و  Smithجمعیت نیز منتسب دانست )

 (.Bolfíková ،2017؛ Fu ،1997؛ 1989

 

 برداریبرداری شده به تفکیک مناطق نمونهنمونه( Caspian cobra; Naja oxiana)نمونه کبرای خزری  54های شناسائی شده در : هاپلوتایپ2جدول 

 

 
 Caspian) خزری کبرای هاینمونه ناهمخوان توزیع مدیتک نمودار :4 شکل

cobra; Naja oxiana سیتوکروم جفت باز توالی ژن  1107( براساسb  خط 

تجربه کرده است.  چین نشان دهنده جمعیتی است که گسترش ناگهانی رانقطه

 دهنده توزیع مورد انتظار برای یک جمعیت باثبات استخط ممتد نیز نشان

 

 بحث
جفت باز از ژن میتوکندریایی 1107یابی این مطالعه با توالی       

 نشان دادکه تنوع نوکلئوتیدی و تنوع هاپلوتیپی این ژن bسیتوکروم 

شرقی ایران، شده از شمالبرداری خزری نمونه فرد از کبراهای 54برای 

افغانستان و ترکمنستان به نسبت پایین بوده است. شاید بتوان دلیل 

های کبرای خزری در این امر را به گسترش اخیر و سریع جمعیت

تازگی از یک  که همگی بهنحویشرقی و شرق ایران نسبت داد بهشمال

یکدیگر  جمعیت اجدادی جدا شده و هنوز ساختار ژنتیکی متفاوتی از

 Fu’sو  Tajima’s Dهای منفی بودن آماره .(Avise ،2000اند )نیافته

FS  تائید کننده گسترش اخیر و ناگهانی کبرای خزری در این منطقه

 توزیعدهنده چنین، نمودار توزیع ناهمخوان نشانهم .از ایران است

وه، علاخوانی دارد. بههای مذکور همتک نمایی است که با نتایج آزمون

های هاپلوتایپی ترسیم شده برای این ژن حاکی از آن است که شبکه

تواند که می )یک تا دو جهش( بروز نموده است های اندکیتعداد جهش

ها دار بین آنها از یکدیگر و عدم تفاوت معنیبه جدایی اخیر جمعیت

های تولید رویه این گونه توسط موسسهاز سوی دیگر، صید بی است.

تواند به یک عامل فرعی در کاهش های اخیر میو دارو در سال واکسن

های خراسان شمالی، رضوی ویژه در استاناندازه جمعیت این گونه به

که مطالعات  گردد ها فرضتنوع ژنتیکی آن و گلستان و درنتیجه کاهش

بازسازی درخت تبارشناسی با  این خصوص نیاز است. تکمیلی در

 های بایزین و بیشینهبراساس الگوریتم bوم سیتوکر استفاده از ژن

ها و نودهای نمائی منجر به حصول توپولوژی یکسان در شاخهدرست

درخت تبارشناسی شد. هر دو تبارنما تایید نمود که با مقادیر بالا از 

های مورد استرپ، کبرای خزری ایران و نمونهاحتمال پسین و بوت

ی افغانستان و ترکمنستان همگی استفاده در این مطالعه از کشورها

های در بین جمعیت هیچ انشقاقی بوده و هنوز تبار تکاملی متعلق به یک

ع وشرقی ایران و کشورهای مذکور به وقاین گونه در شمال و شمال

چنین نتایج این مطالعه نشان داد که کبرای خزری نپیوسته است. هم

تایج حاصل از مطالعه است که با ن N. kaouthiaآرایه خواهری  ایران

به طول  D-Loop( با استفاده از قطعه ژن 1393شورابی و همکاران )

هاپلوتایپی  شبکه (.1393شورابی، جفت باز متفاوت بوده است ) 589

هاپلوتیپ را در بین  10تعداد  bسیتوکروم ترسیم شده براساس ژن 

ن تفکیک نمود که در های مورد مطالعه از کبرای خزری در ایرانمونه

 ترکمنستان افغانستان سمنان گلستان خراسان جنوبی خراسان شمالی خراسان رضوی یپیهاپلوتا جایگاه هاهاپلوتایپ
Hap_1 CGCCTTCC 16 6 4 7 1 3 4 
Hap_2 .....G.. 1       
Hap_3 .....A.. 2   1    
Hap_4 .......A 1       
Hap_5 .CT..... 1       
Hap_6 AC...... 1       
Hap_7 ......G.       2 
Hap_8 A.T.A... 1       
Hap_9 ...TA... 1       

Hap_10   ...T.... 1       
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عنوان هاپلوتیپ مرکزی بین تمام به Hap_1این میان هاپلوتیپ 

شرقی ایران، افغانستان و های مورد مطالعه از مناطق شمالنمونه

چنین یک هاپلوتیپ (. هم2ترکمنستان مشترک بوده است )جدول 

و گلستان مشترک  خراسان هایشده از استان بردارینمونه جمعیت بین

تواند دلیلی بر برقراری ارتباط ( که می2، جدول Hap_3ده است )بو

های این دو منطقه از کشور باشد. این نتایج نشان ژنتیکی بین جمعیت

دهنده آن است که به احتمال زیاد کبرای خزری از شرق آسیا و از 

مسیر کشورهای افغانستان یا ترکمنستان به ناحیه خراسان در شمال 

های مطلوب زیستگاه گستره سرعت درشده و سپس به شرقی ایران وارد

تا به استان گلستان )براساس مشاهدات میدانی تا شهر گرگان( 

هاپلوتایپی شورابی و  گسترش یافته است. نتایج حاصل از شبکه

نیز وجود  D-Loopجفت باز از ژن  589( براساس 1393همکاران )

ای خراسان و گلستان ههای استانهاپلوتیپ مشترک را بین جمعیت

رسد این گونه در غیاب نظر میبه (.1393شورابی، نشان داده بود )

 های دشتی و تپهخوبی زیستگاهزی توانسته است بهرقبای دشت

شرقی و ماهوری گرم و خشک را از افغانستان و ترکمنستان تا شمال

که رقبای قوی ازجمله افعی شرق ایران با سرعت اشغال کند، جایی

های گرم و خشکی ( از چنین زیستگاهMacrovipera lebetina) رزهگ

کنند. از سوی دیگر موانع جغرافیائی می ماهورها پرهیزها و تپهدشت در

های وسیع و غیرقابل کوهغیرقابل عبوری برای این گونه ازجمله رشته

های آبی بزرگ و یا مناطق انسان ساخت نیز در این مناطق نفوذ، پیکره

ندارد تا مانع از جریان ژن برای این گونه شود. مشاهدات  وجود

های گرگان دهد که این گونه تا دشتنشان می 1372شخصی در سال 

شود بینی می( و پیش1373)کابلی،  و حتی شهر گرگان گسترش یافته

های مطلوب به سوی این گونه گسترش خود را به سرعت در زیستگاه

 ان افزایش بخشد.نواحی غربی و شمالی شهر گرگ

عنوان ابزاری سودمند مطالعات تبارشناختی به :حفاظتی الزامات       

های مدیریتی و حفاظتی شناخته جهت تدوین اقدامات و استراتژی

شده است و این امکان را برای متخصصان حفاظت از تنوع زیستی 

 های حفاظتی خود را بر هر تبار متمرکز کنندآورد تا تلاشفراهم می

 Nazarizadehعنوان واحد حفاظتی تمرکز شود )به گونه بر کهآن جایبه

واحدهای حفاظتی  عنوانبه هاییتاکسون چنین این (.2016و همکاران، 

تاریخچه  حسب بر (Evolutionary Significant Units (ESUs)) داریمعن

؛ Ryder ،1986تکاملی خود نیازمند توجهات ویژه حفاظتی هستند )

Moritz ،1994 براساس تعریف .)Fraser  وBernatchez ،ESUs  شامل

ای بوده و لذا از نظر تبارهایی با جریان ژنی بسیار محدود درون گونه

(. با توجه به Bernatchez ،2001و  Fraserدار هستند )یحفاظتی معن

های کبرای خزری ایران، افغانستان و نتایج این مطالعه، همه نمونه

عنوان یک واحد تواند بهلق به یک تبار بوده و میترکمنستان متع

صید کبرای  دار تحت مدیریت و حفاظت قرار گیرد.یحفاظتی معن

های گلستان، ویژه در استانشرقی کشور، بهخزری از مناطق شمال

ونوم زهر و تولید آنتی جهت استحصال رضوی شمالی و خراسان خراسان

زی رازی در طول سالیان استوسط موسسه تحقیقات واکسن و سرم

رفت که در شمار میجمله عوامل تهدیدکننده این گونه بهگذشته از

برای  Latifi (2005)های حفاظتی مورد توجه قرار نگرفته بود. برنامه

عدد مار از ایران را  128،000نگارش کتاب مارهای ایران در حدود 

بوط به مارهای مورد بررسی قرار داد که از این تعداد، درصد زیادی مر

سمی است که توسط مارگیران این سازمان هر ساله به موسسه مذکور 

های اخیر و با درک اهمیت شدند. خوشبختانه در طی سالفروخته می

های مربوطه، اهمیت غیرقابل سازگانبوم حضور این مارها در چرخه

های جایگزین ژنتیکی و عواقب انقراض هر گونه در تعادل چرخه

رویه سبب شد تا سازمان حفاظت محیط زیست صید بی زیستی،

مارهای سمی ایران را تحت کنترل درآورد. چندسالی است که موسسه 

سازی رازی تعداد مارهای سمی مورد نیاز تحقیقات واکسن و سرم

سالانه خود، جهت استحصال زهر را در تعامل و همکاری تنگاتنگ با 

مان حفاظت محیط تهیه معاونت محیط طبیعی و تنوع زیستی ساز

ارزشمند جلوگیری  هایگونه انقراض این تواند ازکه این امر می نمایدمی

نمود. اقدامات فوری برای حفاظت موثرتر از این گونه و تدوین قوانین 

در استان خراسان  ویژهگونه، به جدی از این حفاظت تر برایگیرانهسخت

   مرکزی الزامی است. عنوان جمعیترضوی به

 

 منابع
 495. شناسیمارهای ایران. انتشارات ایران .13۹7 ،زاده، م.رجبی .1

 .صفحه

های کفچه بررسی تنوع ژنتیکی میان جمعیت .13۹3 ،.شورابی، م .2

، پایان mtDNA( در ایران با استفاده از نشانگر Naja oxianaمار )

 100 .محیط زیست، دانشگاه تهرانو  نامه، دانشکده منابع طبیعی

 .فحهص

 .مشاهدات شخصی .1373 ،کابلی، م. .3

 شناختی بوم آشیان بررسی . 13۹7 ،.ک شایسته،و . پ کرمی، .4

 چال-الوند گلپرآباد،-لشگردر شده حفاظت مناطق در میش قوچ و

 ،10 سال. جانوری زیست محیط فصلنامه. پلنگاب و خاتون راسوند

 .74 تا 65 ، صفحات4 شماره

 روند و توزیع سازیکمی .13۹۹نژاد، م. و کرمی، پ.؛ محسنی .5

 زیست محیط ای. فصلنامهقهوه خرس اکولوژیک آشیان تغییرات

 .8تا  1، صفحات 1 شماره ،12 سال جانوری.

 ،.ا، دیمهرجرللهیایتآ و ، م.دیباآمحمد .؛، ممحمودی .6

 با کرمانی گوسفند ئینزکاپاکاژن  رمچها ونگزا سیربر .13۹6
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سکانس مربوط به  54مورد استفاده در این مطالعه برگرفته از مطالعه حاضر و  بانک ژن ) bژن سیتوکروم  های مورد: سکانس1پیوست جدول 

 عنوان برون گروه(سکانس کبرای آسیایی و سه سکانس به 18علاوه به مطالعه حاضر
 منبع Accession number مکان Voucher number نام علمی

Naja oxiana Nezmut-889 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-890 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-891 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-892 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-893 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-894 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-895 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-896 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-897 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-898 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-899 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-900 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-901 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-904 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-905 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-906 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-907 مطالعه حاضر - خراسان جنوبی 

Naja oxiana Nezmut-908 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-909 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-910 مطالعه حاضر - خراسان شمالی 

Naja oxiana Nezmut-911 سان شمالیخرا  مطالعه حاضر - 

Naja oxiana Nezmut-912 مطالعه حاضر - خراسان شمالی 

Naja oxiana Nezmut-913 مطالعه حاضر - گلستان 
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سکانس مربوط به  54مورد استفاده در این مطالعه برگرفته از مطالعه حاضر و  بانک ژن ) bژن سیتوکروم  های مورد: سکانس1پیوست جدول ادامه 
 عنوان برون گروه(سکانس کبرای آسیایی و سه سکانس به 18علاوه به ه حاضرمطالع

 

 منبع Accession number مکان Voucher number نام علمی

Naja oxiana Nezmut-915 مطالعه حاضر - ترکمنستان 

Naja oxiana Nezmut-916 مطالعه حاضر - ترکمنستان 

Naja oxiana Nezmut-917 عه حاضرمطال - ترکمنستان  

Naja oxiana Nezmut-918 مطالعه حاضر - ترکمنستان 

Naja oxiana Nezmut-919 مطالعه حاضر - ترکمنستان 

Naja oxiana Nezmut-920 مطالعه حاضر - ترکمنستان 

Naja oxiana Nezmut-923 مطالعه حاضر - افغانستان 

Naja oxiana Nezmut-924 مطالعه حاضر - افغانستان 

Naja oxiana Nezmut-925 مطالعه حاضر - افغانستان 

Naja oxiana Nezmut-938 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-940 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-941 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-942 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-943 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-944 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-1035 مطالعه حاضر - خراسان جنوبی 

Naja oxiana Nezmut-1047 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-1049 مطالعه حاضر - خراسان شمالی 

Naja oxiana Nezmut-1051 مطالعه حاضر - گلستان 

Naja oxiana Nezmut-1052 مطالعه حاضر - گلستان 

Naja oxiana Nezmut-1055 مطالعه حاضر - خراسان شمالی 

Naja oxiana Nezmut-1056 مطالعه حاضر - گلستان 

Naja oxiana Nezmut-1058 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-1132 مطالعه حاضر - سمنان 

Naja oxiana Nezmut-1199 مطالعه حاضر - گلستان 

Naja oxiana Nezmut-1200 مطالعه حاضر - گلستان 

Naja oxiana Nezmut-1201 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja oxiana Nezmut-1202 مطالعه حاضر - گلستان 

Naja oxiana Nezmut-1204 مطالعه حاضر - گلستان 

Naja oxiana Nezmut-1205 مطالعه حاضر - خراسان رضوی 

Naja atra - چین JN160643 Lin 2012 ،و همکاران 

Naja atra - چین JN160644 Lin 2012 ،و همکاران 

Naja atra - چین JN160645 Lin 2012 ،و همکاران 

Naja atra - چین JN160646 Lin 2012 ،و همکاران 

Naja atra - چین JN160647 Lin 2012 ،و همکاران 

Naja atra - چین JN160648 Lin 2012 ،و همکاران 

Naja atra - چین JN160649 Lin 2012 ،و همکاران 

Naja naja - نپال GQ359506 Pook 2009 ،و همکاران 

Naja naja - نپال EU624299 Wüster 2008 ،و همکاران 

Naja naja - نپال FR71895 Wüster 2008 ،و همکاران 

Naja sumatrana - تایلند AB920240 Supikamolseni  ،2014 

Naja sputarix - اندونزی DQ897734 Wüster 2006 ،و همکاران 

Naja kaouthia - تایلند FR693733 Melaun 2011 ،و همکاران 

Naja kaouthia - تایلند FR693733 M Melaun 2011 ،و همکاران 

Naja kaouthia - تایلند FR693733 Melaun 2011 ،و همکاران 

Naja kaouthia - تایلند GQ359507 Pook 2009 ،و همکاران 

Naja siamensis - تایلند AF155214 Slowinski 2000 ،و همکاران 

Naja siamensis - تایلند AB920242 Supikamolseni 2014 ،کارانمو ه 

Naja_nigricollis - آفریقای جنوبی EUG24300 Wüster  2007 ،همکارانو 

Naja nivea - آفریقا AF217827 Slowinski 2000 ،و همکاران 

Aspidelaps scutatus - آفریقا AF217828 Slowinski 2000 ،و همکاران 
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