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 هچکید

بر برداری از افراد جمعیت نیاز دارد که فرآیندی دشوار، هزینهخواران، به نمونهکار مانند گوشتهای کمیاب یا پنهانپایش جمعیت گونه 

امانده جهای زیستی بهرسان گردآوری اطلاعات، تحلیل ژنتیکی نمایههای پرکاربرد و غیرآسیبو با نگرانی از اثر منفی بر جانور است. یکی از روش

شده در منطقه حفاظت 6خواران ایران، طبیعی آنان است. برای ارزیابی کارایی این روش غیرتهاجمی در شناسایی گوشت از جانوران در زیستگاه

 اساسشناسایی میدانی سرگین هر گونه برچنین، درستی پیمایش شدند. هم DNAبرداری سرگین با هدف استخراج غرب ایران برای نمونهشمال

درصد  2/67کیلومتر،  290طلبانه حدود شده با پیمایش فرصتآوریسرگین گرد 174های ظاهری مورد ارزیابی قرار گرفت. از مجموع ویژگی

روش شده بههای شناسایی، تکثیر و تا سطح گونه شناسایی شدند. سرگینbنمونه( با موفقیت برای توالی مورد نظر سیتوکروم  117ها )نمونه

(، Canis lupus(، گرگ )Felis silvestris/lybica(، گربه وحشی )Ursus arctosای )خوار شامل خرس قهوهگونه گوشت 6مربوط به ژنتیکی 

ترین ( بودند. بدون درنظرگرفتن اثر تعداد نمونه، کمLutra lutra( و شنگ )Martes foina(، سمور سنگی )Vulpes vulpesروباه معمولی )

ترین نرخ ای بود. بیشترین مربوط به خرس قهوهرگین در طبیعت )نرخ مثبت صحیح( مربوط به گربه وحشی و شنگ و بیشنرخ شناسایی درست س

ترین نرخ رد اشتباه یک سرگین )نرخ منفی اشتباه در شناسایی سرگین در طبیعت )نرخ مثبت کاذب( به سمور سنگی تعلق داشت. در مقابل، بیش

تر با هدف گردآوری اطلاعات علمی مورد نیاز های بیشای را برای پژوهشروباه معمولی بود. این پژوهش، پایه کاذب( مربوط به گربه وحشی و

 سازد.های حفاظت از حیات وحش ایران به کمک ابزارهای مولکولی فراهم میبرنامه

  خوارانی گونه، گوشتسرگین، تکثیر موفق، شناسای DNAتهاجمی، نمایه زیستی، برداری غیرنمونه کلمات کلیدی:

 ehsan.moqanaki@gmail.com :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه

وحش در دو دهه گذشته شاهد معرفی های حیاتپایش جمعیت       

 ها بودهآوری و تحلیل دادههای نوین در گردای از روشطیف گسترده

جمعیت جانوری،  یک افراد از داده آوریگرد سنتی هایروش تربیش است.

برداری، ا در فرآیند نمونههستند. زیر (Invasive) تهاجمی یا رسانآسیب

طورکلی کار مستقیم با جانور هدف گیری، مقیدساختن یا بهبه زنده

دشواری اجرا، نیاز به مهارت بالا  (.2012و همکاران،  Kelly) نیاز است

از کار مستقیم با  های تهاجمی، در کنار نگرانیبر بودن روشو هزینه

خواران که ممکن نند گوشتهایی ماهای در خطر انقراض یا گونهگونه

دلیل اندازه یا رفتار خود برای پژوهشگر نیز دارای خطر باشند، است به

های جغرافیایی پهناور چندان است تا این رویکرد در گسترهسبب شده

؛ 2008همکاران،  و Fernandes ؛2000همکاران،  و Farrell) نباشد عملی

Harrington  ،شده و کاهش ای اشارههضعف مجموع (.2010و همکاران

 های حیات وحش، حفاظتروزافزون گستره پراکنش و اندازه جمعیت

وجوی فعالانه برای ابزارهای غیرتهاجمی، پیشرفته گرایان را به جست

 غیرتهاجمی بردارینمونه هایروش ترینرایج است.ساخته ناگزیر کارآمد و

شکار(، تحلیل  ها )رد پا، سرگین، مو و بقایایشامل پیمایش نمایه

برداری ای و نمونههای تلههای زیستی، استفاده از دوربینژنتیکی نمایه

(. مبنای کلی همه این 2012و همکاران،  Kelly) هورمونی هستند

آوری داده در آن محل ها آن است که جانور هدف، در زمان گردروش

لاعات آوری اطکه فرآیند گرد حضور ندارد و در نتیجه فرض بر آن است

و  Beja-Pereiraترین اثر منفی بر جانور است )بدون آسیب یا کم

 هایپژوهش در غیرتهاجمی هایداده از استفاده نیازپیش (.2009 ،همکاران

جامانده به آن ای است که آثار بهحیات وحش، شناسایی درست گونه

و همکاران،  Monterroso؛ 2012و همکاران،  Chavesتعلق دارد )

جامانده به آثار از استفاده با وحشحیات هایگونه حضور شناسایی (.2013

های ظاهری نمایه صورت سنتی براساس ویژگیاز آنان در طبیعت به

(Chame ،2003) نشده موجود در آن )در مورد سرگین( و مواد هضم

و  Anwarیک ثابت و قابل تکیه نیستند )گیرد که هیچصورت می

حتی پژوهشگران میدانی  (.2016و همکاران،  Morin؛ 2011 همکاران،

ها باتجربه نیز خطای درخور توجهی در شناسایی گونه مربوط به نمایه

(. 2010و همکاران،   Harrington؛2002و همکاران،  Davidson) دارند

بوم با این شناسایی زمانی دشوارتر خواهد شد که چندین گونه هم

ی مشابه در یک زیستگاه حضور هااندازه بدن، رژیم غذایی و نمایه

و همکاران،  Reedکار باشد )داشته و گونه هدف نیز کمیاب یا پنهان

(. 2012و همکاران،  Chaves ؛2011و همکاران،  Michalski ؛2004

هایی را ها ممکن است نتایج چنین پژوهششناسایی اشتباه این نمایه

  Martínez-Gutiérrez ؛2010 همکاران، و Harrington) کند انحراف دچار

 Non-invasive) غیرتهاجمی ژنتیکی بردارینمونه (.2015و همکاران، 

genetic sampling) غیرتهاجمی بردارینمونه یا DNA، هایی روش از یکی

های حیات ای از پژوهشاست که در دو دهه گذشته در طیف گسترده

یچیده های پوحش از شناسایی حضور یک گونه در زیستگاه تا تحلیل

 Bejaاست )کار رفتههای گسترده جغرافیایی بهفراجمعیتی در پهنه

Pereira  ،؛2009و همکاران Kelly  ،طورکلی، (. به2012و همکاران

های زیستی گونه هدف از نمایه DNA این روش بر پایه استخراج

مانده از جانور در طبیعت مانند سرگین )مدفوع(، مو، ادرار و بزاق باقی

و  Nowak؛ 2009و همکاران،  Beja-Pereiraگیرد )ت میآن صور

وحش حیات کارهای کمیاب یا پنهاندر پژوهش گونه (.2014 همکاران،

خوار، سرگین این جانوران بارزترین نمایه مانند پستانداران گوشت

 زیستی است که بدون آسیب به جانور یا زیستگاه آن و معمولاً

و همکاران،  Farrellبل گردآوری است )سادگی و در مقادیر زیاد قابه

(. در هر بار دفع یک جانور، 2008و همکاران،  Fernandes؛ 2000

صورت طبیعی همراه های بافت پوششی روده آن نیز بهبخشی از سلول

های موجود در از این سلول DNA شوند. با استخراجسرگین دفع می

توالی یا قطعه  های آزمایشگاهی، امکان تکثیرسرگین به کمک روش

 DNA میتوکندری یا هسته برای شناسایی گونه و DNA مشخصی از

ها به کمک نشانگرهای هسته برای شناسایی افراد و جنسیت آن

-Beja مراز وجود خواهد داشت )ای پلیتخصصی در واکنش زنجیره

Pereira  ،؛ 2009و همکارانChaves  ،2012و همکاران.) 

هایی است که دارای محدودیت DNA هاجمیبرداری غیرتنمونه       

های خوبی شناخته و مدیریت نشوند، کاربرد آن را برای برنامهاگر به

سازند. محدودیت های حیات وحش محدود میبلندمدت پایش گونه

های زیستی، گونه هدف در نمایه DNA اصلی این روش در آن است که

 رد که در کنار حضورمیزان بسیار کم و با کیفیت پایین وجود دابه

DNA مرازای پلیکنندگان واکنش زنجیرهغیرهدف و مختل (PCR 

inhibitors)همگی به کاهش تکثیر موفق ، DNA  هدف و احتمال

و  Fernandesبالای خطا در شناسایی ژنوتیپ منجر خواهند شد )

( این عوامل با در 2009و همکاران،  Beja-Pereira؛ 2008همکاران، 

چنین تنوع زیستگاهی در های یک پژوهش و همیژگینظرگرفتن و

باشند توانند اثرگذاری متفاوتی بر نتایج داشتهمناطق مورد مطالعه می

(Michalski  ،؛2011و همکاران Monterroso  ،در 2013و همکاران .)

نتیجه، راهنمای واحدی برای اجرای بهینه این روش وجود ندارد تا 

یط گونه هدف یا منطقه مورد مطالعه، از بتوان بدون درنظرگرفتن شرا

ها و بودجه مورد نیاز ها برای برآورد تعداد نمونهآن در همه پژوهش

رو، اجرای یک پژوهش مقدماتی بر جمعیت حیات استفاده کرد. از این

نیاز طراحی و اجرای وحش هدف در شرایط طبیعی زیستگاه آن، پیش

 DNA ی غیرتهاجمیبردارهای پایش مبتنی بر نمونهبرنامه
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 (.2015و همکاران،  Lonsinger ؛2009 همکاران، و Beja-Pereira) است

های به پژوهش DNAبرداری غیرتهاجمی گیری از نمونهتاکنون بهره

یا بررسی ساختار و تنوع  (Phylogeography) تبارشناسی جغرافیایی

خواران محدود ویژه علفهای حیات وحش ایران بهژنتیکی جمعیت

مقدم و همکاران، ؛ نصیری2008و همکاران،  Naderiاست )مانند مانده

(. پژوهش 2017و همکاران،  Khosravi؛ 1394زاده، ؛ اشرف1393

 DNAبرداری غیرتهاجمی حاضر با هدف سنجش کارایی روش نمونه

خواران ایران های گوشتعنوان ابزاری برای پایش جمعیتسرگین، به

شده از آوریهای گردهای مربوط به سرگینهانجام گرفت. ابتدا گون

صورت ژنتیکی شناسایی شدند. سپس، درستی روش سنتی طبیعت به

خوار ارزیابی شد. در شناسایی میدانی سرگین برای هرگونه گوشت

های ایران مورد پایان، استفاده کارآمد از این روش در شرایط زیستگاه

 های آتی ارائه شد.شبحث قرار گرفت و پیشنهادهایی برای پژوه

 

 هامواد و روش

شده منطقه حفاظت 6در  روپیشپژوهش  مورد مطالعه: مناطق       

(. این مناطق از نظر اقلیم، 1غرب ایران انجام پذیرفت )شکل در شمال

شرایط زیستگاهی، تنوع زیستی، پیشینه حفاظت، جامعه مردم ساکن 

خشی از آنان دارای اولویت بوده و ب و فشار توسعه ناپایدار متفاوت

بوم قفقاز خواران در سراسر زیستپژوهشی و حفاظتی برای گوشت

 (.2013و همکاران،  Moqanakiروند )شمار میبه

 39° 8'تا  °38 41'غربی )شده مراکان، آذربایجان. منطقه حفاظت1

 1050طول شرقی(: با وسعت حدود  45° 5'-37'عرض شمالی و 

شهرستان خوی و امتداد مرز با نخجوان قرار دارد. کیلومتر مربع، در 

خشک معتدل با میانگین دما و بارش سالیانه به اقلیم مراکان، نیمه

(. 1385صفت، است )درویش مترمیلی 280 و سلسیوس درجه 12 ترتیب

 720ماهوری با دامنه ارتفاعی های عمده آن کوهستانی و تپهناهمواری

های ارس یافته از رودخانهگوناگون انشعابهای متر و آبراهه 2100تا 

 چای است.و آق

عرض شمالی و  °38 46'-53'شرقی ). پارک ملی کنتال، آذربایجان2

کیلومتر مربع از منطقه امن پناهگاه  70طول شرقی(:  °46 0'-13'

( 1385صفت، است )درویشحیات وحش کیامکی در شهرستان جلفا 

های بارز این تقا یافت. ناهمواریبه پارک ملی ار 1390که در سال 

های متعدد است های کوهستانی مرتفع با آبراههمنطقه شامل عرصه

که به یک دره اصلی در امتداد رود ارس در مرز با نخجوان و ارمنستان 

متر میلی 283ترتیب میانگین بارش و دمای سالیانه به شوند.می منتهی

 درجه سلسیوس است. 14و 

 8'تا  °38 42'شرقی )سپهر ارسباران، آذربایجانیستگاه ز. ذخیره3

 طول شرقی(: عرصه حفاظت 46° 42'-59'عرض شمالی و  °39

کیلومترمربع در حاشیه جنوبی رودخانه  800وسعت تقریبی  ای بهشده

متر،  2840تا  256ارس در شهرستان کلیبر است. با دامنه ارتفاعی 

 10میانگین دمای سالیانه  متر ومیلی 275میانگین بارش سالیانه 

 ای کوهستانی است که با اقلیم نیمهدرجه سلسیوس، ارسباران منطقه

 (.1385صفت، شود )درویشمیمرطوب معتدل شناخته 

عرض شمالی و  °37 4'-35'داغ، اردبیل )شده آق. منطقه حفاظت4

کیلومتر مربع وسعت در شهرستان  940با  طول شرقی(: °48 20'-35'

ماهوری با  های عمده کوهستانی و تپهداغ دارای ناهمواری، آقخلخال

ای معتدل منطقه متر است. اقلیم مدیترانه 1680تا  500 ارتفاعی دامنه

 13متر و میلی 500ترتیب در نتیجه میانگین بارش و دمای سالیانه به

 (.1385صفت، درجه سلسیوس است )درویش

عرض  38° 2'تا  °37 52'شده لیسار، گیلان ). منطقه حفاظت5

ای کیلومتر مربع از پهنه 310طول شرقی(:  48° 32'-56'شمالی و 

ای در شهرستان تالش است. دامنه ارتفاعی از جنگلی مرتفع تا جلگه

متر در دریاچه  2600متر در تالاب جوگندان در شرق تا حدود  -30

نه آن نیز نئور در غرب متغیر است. اقلیم، میانگین بارش و دمای سالیا

متر میلی 1100تا  600ای تا خیلی مرطوب معتدل، ترتیب مدیترانهبه

 (.1385صفت، درجه سلسیوس متغیر است )درویش16تا  3و 

عرض شمالی  °36 30'-36'. پناهگاه حیات وحش انگوران، زنجان )6

کیلومتر مربعی در  298طول شرقی(: این منطقه  47° 34'-50'و 

های نشان قرار دارد و ناهمواریدر شهرستان ماه زاگرس کوهرشته شمال

ماهوری با دامنه غالب آن در برگیرنده ارتفاعات کوهستانی و تپه

خشک متر است. انگوران دارای اقلیم نیمه 2200تا  1280ارتفاعی 

 400ترتیب معتدل همراه با میانگین بارندگی و دمای سالیانه به

 (.1385صفت، رویشدرجه سلسیوس است )د 10متر و میلی

خواران در برداری سرگین گوشتنمونه برداری سرگین:نمونه       

انجام  1391مهر  10خرداد تا  30مناطق مورد مطالعه در فاصله 

های حیات ترین زیستگاهمیدانی، مهم پذیرفت. پیش از شروع پیمایش

های مشاهده ترین گزارشوحش در هر منطقه و مناطقی که بیش

بانان وگو با محیطها وجود داشت در گفتخواران بزرگ از آنگوشت

خواران، شناسایی شدند. برای افزایش احتمال یافتن سرگین گوشت

های های میدانی بر مسیرهای طبیعی حیات وحش یا جادهپیمایش

خواران تردد موجود در هر منطقه متمرکز بود که گوشتخاکی کم

تر ر زیستگاه از این مسیرها بیشآمد دوبزرگ و متوسط برای رفت

(. در طول این 2013و همکاران،  Monterrosoکنند )استفاده می

و همکاران،  Reed) شد انجام طلبانهفرصت صورتبه بردارینمونه مسیرها،

2004.) 
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 غرب ایران:منطقه مورد مطالعه در شمال 6: موقعیت 1شکل 

( 3لی کنتال، )( پارک م2شده مراکان، )( منطقه حفاظت1)

داغ، شده آق( منطقه حفاظت4سپهر ارسباران، )گاه زیستذخیره

وحش انگوران. ( پناهگاه حیات6شده لیسار و )( منطقه حفاظت5)

روش ژنتیکی تا سطح گونه شناسایی شدند با هایی که بهسرگین

های ناموفق به رنگ سفید نمایش نشان مثبت سیاه و سایر نمونه

 اند.داده شده
 

نیروهای میدانی شامل نویسنده، یک همکار میدانی و حداقل        

وجوی دقیق این مسیرها صورت پیاده به جستبان، بهیک محیط

ها و برداریپرداختند و برای کاهش احتمال خطا، همه یادداشت

های شد. در برخورد با سرگینها توسط نویسنده انجام بردارینمونه

( ابتدا موقعیت هر سرگین Chame ،2003اران )خومشکوک به گوشت

شد و یک شماره انحصاری به دستی ثبت  GPS به کمک یک دستگاه

گرفت. نیروهای میدانی درباره گونه احتمالی مربوط آن سرگین تعلق 

(، محل Chame ،2003های ظاهری آن )به هر سرگین براساس ویژگی

و همکاران،  Reedنند رد پا )آن ما پیرامون های موجوددفع و سایر نمایه

( توافق کردند. در صورت عدم توافق، گونه نامعلوم درنظر گرفته 2004

شد. سپس، هر سرگین با دقت به کمک دو تکه چوب تازه یا دستکش 

های کاغذی جداگانه دارای شماره انحصاری بارمصرف درون پاکتیک

شد. نهایت اده آوری آن سرگین قرار دو سن تقریبی، تاریخ و مکان گرد

کار رفت. ها به یکدیگر بهشدن سرگیندقت در جلوگیری از آلوده

آوری نشدند. در پایان شده یا در حال تجزیه گردهای تخریبسرگین

آوری نخستین نمونه ساعت از گرد 12تر از برداری )کمهر روز نمونه

ک شده با الکل و شعله حدود یآن روز(، به کمک تیغ جراحی استریل

صورت جداگانه گرم از سطح بیرونی ماده سرگین هر نمونه با دقت و به

لیتری دارای میلی 10داری آزمایشگاهی تراشیده شد و به ظرف نگه

شدند ( با شماره انحصاری منتقل 4به  1)حداقل نسبت  %95اتانول 

(Beja-Pereira  ،نمونه2009و همکاران .)مدت های درون اتانول به

آوری نخستین نمونه، در دمای اتاق و ماه از زمان گرد رچهاحداکثر 

داری شدند و سپس به فریزر آزمایشگاهی شرایط خشک و تاریک نگه

 .درجه سلسیوس منتقل شدند -80با دمای 

در اتاقی مجزا از  DNA فرآیند استخراج :DNAاستخراج        

بود انجام  های کیفیت پایین تعبیه شدهآزمایشگاه اصلی که برای نمونه

 QIAamp™ DNA Stool پذیرفت. استخراج به کمک کیت تجاری

Mini Kit  شرکت سازنده(Qiagen Inc.  و براساس راهنمای سازنده )

 Moqanaki با تغییرات جزئی در برخی مراحل انجام شد )جزئیات در

)نمونه منفی( در هر نوبت  DNA (. یک نمونه بدون2013و همکاران، 

ای نمونه( لحاظ شد تا در واکنش زنجیره 15تا  11استخراج )بین 

غیرهدف در  DNA ها به یکدیگر یاشدن نمونهمراز، احتمال آلودهپلی

 (.2009و همکاران، Beja-Pereira مرحله استخراج رصد شود )

 bچند توالی کامل سیتوکروم :bطراحی آغازگرهای سیتوکروم       

صفت براساس درویش خواران مورد انتظاربرای هریک از گوشت

( از بانک ژن استخراج شد و برای شناسایی یک قطعه کوتاه 1385)

افزار ها، به کمک نرمشده متفاوت بین گونهچندشکلی محافظت

BioEdit (Hall ،1999ردیف )( یابی و با یکدیگر مقایسه شدندFarrell 

 (. بر این اساس، یک2008و همکاران،  Fernandes؛ 2000همکاران،  و

 ’CTTTYTCATCAGTCACCCACATYTGC-3-’5پیشرو آغازگر

برای  ’TCAGAAGGACATTTGTCCTCABGGT-3-’5و پسرو 

طراحی شدند.  b باز در ژن سیتوکرومجفت 189تکثیر یک جایگاه 

سرگین،  DNA هایکارایی این آغازگرها پیش از استفاده برای نمونه

(، Ursus arctos) ایبافت خرس قهوه DNA های معیار شاملبا نمونه

 /Felis silvestris) (، و گربه وحشیVulpes vulpesروباه معمولی )

lybica)  .آزمایش شدند و مورد تایید قرار گرفت 

جزئیات  گونه: شناسایی و یابیتوالی میتوکندری، DNA تکثیر       

فرآیند آزمایشگاهی تکثیر جایگاه ژنی مورد نظر با استفاده از واکنش 

است. ( ارائه شده2013و همکاران ) Moqanaki مراز درلیای پزنجیره

 DNAمیکرولیتر از  2تا  1میکرولیتر شامل  25مخلوط در حجم نهایی 

میکرولیتر از هر  10x PCR II ،5/2میکرولیتر بافر  5/2شده، استخراج

dNTP 10 مولار، میلی 25میکرولیتر کلرید منیزیم  5/2مولار، میلی

ین سرم گاوی، یک میکرولیتر از هر آغازگر پسین یک میکروگرم آلبوم

)شرکت  AmpliTaqمراز پلی DNAمیکرومولار، نیم واحد 10و پیشین 

میکرولیتر آب دوبار  4/14تا  4/13( و Applied Biosystemsسازنده 

 مراز با واسرشتای پلیتقطیر آماده شد. چرخه دمایی واکنش زنجیره

 دقیقه، واسرشت 2مدت سیوس بهدرجه سل 94سازی اولیه در دمای 

چرخه،  35ثانیه در  30مدت درجه سلسیوس به 94سازی در دمای 

ثانیه، مرحله  30مدت درجه سلسیوس به 58اتصال آغازگرها در دمای 

ثانیه و مرحله بسط  45مدت درجه سلسیوس به 72بسط در دمای 
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دقیقه انجام شد.  10مدت درجه سلسیوس به 72نهایی در دمای 

روباه )کنترل مثبت(  DNAبر یک نمونه منفی، یک نمونه معیار افزون

 شد تا شرایط واکنش و احتمال آلودهنیز در هر واکنش قرار داده می

 (. محصول2009و همکاران،  Beja-Pereira رصد شود ) هاشدن نمونه

 )شرکت سازنده  ™GelRedکمکبه %2این واکنش روی ژل آگاروز 

Biotium Inc.  )ها با الکتروفورز جداسازی شدند و تصاویر مربوط به ژل

هایی که محصولی با به کمک دستگاه مستندساز ژل ثبت شد. نمونه

یابی آماده شدند اندازه مورد نظر تولید کرده بودند برای مرحله توالی

(Moqanaki  ،محصول2013و همکاران .) های منفی، براساس روش

یافته تغلیظ Chelex ( با2011کاران )و هم Hebert شده توسطتوصیه

صورت به DNA های مختلفجوشانده شدند و دوباره در غلظت 20%

هایی مراز تکثیر شدند. نمونهای پلیدر واکنش زنجیره نوبت 5 تا جداگانه

چنان محصول موردنظر را تولید نکرده بودند، که پس از این مرحله هم

 از مراحل بعدی حذف شدند.

 های موفق در تکثیر پس از یک مرحله رسوبصول نمونهمح       

مراز ای پلیرو وارد یک واکنش زنجیرهدادن، با استفاده از آغازگر پیش

(. 2013و همکاران، Moqanaki یابی آماده شوند )شدند تا برای توالی

کردن حداقل دادن دوباره و سپریاین واکنش پس از رسوب محصول

 کمک یک دستگاه شدن، بهایشگاه برای خشکساعت در دمای آزم 12

ABI Prism® 3100  ساخت شرکت(Applied Biosystemsتوالی ) یابی

، BioEdit (Hallافزار در نرم Clustal W کمکها بهآرایی توالیشد. هم

صورت دستی ویرایش شدند. ( انجام گرفت و در صورت نیاز، به1999

در بانک  BLASTn جویواز جستها در نهایت با استفاده این توالی

میتوکندری  DNAهای انتشاریافته از محدوده موردنظرسایر توالی با ژن

با یک گونه، به  %95جانوران مقایسه شدند و در صورت تطبیق بالای 

 DNA قطعی پذیرفته شدند. نرخ موفقیت تکثیر عنوان شناسایی

د نظر را در هایی بود که محصول مورمیتوکندری برابر نسبت نمونه

مراز تولید کردند و به شناسایی قطعی گونه ای پلیواکنش زنجیره

 .منتهی شدند

های میدانی مقایسه شناسایی سرگین گونه به کمک روش       

 bکمک توالی سیتوکرومها بهآن به مربوط گونه که هایینمونه و ژنتیکی:

)شناسایی میدانی  شناسایی شدند، برای ارزیابی درستی روش سنتی

احتمالی( در مقایسه با روش ژنتیکی )شناسایی قطعی( استفاده شدند. 

و  Morinایجاد شد )« جدول ارزیابی اشتباه»برای این منظور یک 

(. این جدول بر مبنای بروز چهار حالت ممکن در 2016همکاران، 

. مثبت صحیح: 1های هر گونه تنظیم شد: شناسایی میدانی سرگین

شده در روش میدانی با روش ایی که گونه شناساییهتعداد نمونه

هایی که گونه . مثبت کاذب: تعداد نمونه2است؛ ژنتیکی تایید شده

. منفی 3است؛ شده در روش میدانی با روش ژنتیکی رد شدهشناسایی

هایی که گونه ردشده در روش میدانی با روش کاذب: تعداد نمونه

هایی که گونه حیح: تعداد نمونه. منفی ص4است و ژنتیکی تایید شده

است. برهمین ردشده در روش میدانی با روش ژنتیکی نیز رد شده

اساس، نرخ بروز چهار حالت ممکن در شناسایی میدانی سرگین یک 

. نرخ 1(: 2016و همکاران،  Morinتوان محاسبه کرد )گونه را می

 درستی در طبیعتبه xمثبت صحیح: به چه میزان سرگین گونه 

است؟ )مثبت صحیح تقسیم بر مجموع مثبت صحیح و شناسایی شده

. نرخ مثبت کاذب: به چه میزان سرگین یک گونه 2منفی کاذب(؛ 

است؟ )مثبت اشتباه گرفته شده xدیگر در طبیعت با سرگین گونه 

. نرخ منفی 3کاذب تقسیم بر مجموع منفی صحیح و مثبت کاذب(؛ 

در طبیعت برخورد شده ولی به  xه کاذب: به چه میزان با سرگین گون

است؟ )منفی کاذب تقسیم بر مجموع مثبت صحیح و اشتباه رد شده

هایی که . نرخ منفی صحیح: به چه میزان سرگین4منفی کاذب(؛ 

اند؟ )منفی درستی در طبیعت رد شدهنبودند به xمتعلق به گونه 

صحیح تقسیم بر مجموع منفی صحیح و مثبت کاذب(. درستی 

های مثبت براساس مجموع تعداد نمونه سایی میدانی برای هر گونهشنا

های سرگین در هر چهار صحیح و منفی صحیح، تقسیم بر تعداد نمونه

 (.2016و همکاران،  Morinحالت ممکن محاسبه شد )

 

 نتایج
روز تلاش  34کیلومتر پیمایش پیاده در طول  290در مجموع،        

منطقه مورد مطالعه انجام شد، که  6ه در طلبانبرداری فرصتنمونه

(. هیچ 1درصد طول پیمایش( در ارسباران بود )جدول  71) تر آنبیش

خوار نمونه سرگین گوشت 174ای در مراکان و لیسار یافت نشد. نمونه

های میدانی از چهار منطقه دیگر گردآوری شدند در طول پیمایش

)ارسباران(،  69/0)کنتال(،  24/0صورت میانگین برابر ( که به2)شکل 

ازای هر کیلومتر پیمایش )انگوران( سرگین به 5/0داغ( و )آق 93/0

درصد(،  5/3نمونه ) 6جز طلبانه در هر منطقه بودند. بهمیدانی فرصت

ها در مرحله میدانی گونه احتمالی مربوط به سرگین برای سایر نمونه

سرگین( با  117ه )شدهای گردآوریدرصد نمونه 2/67تعریف شد. 

، تکثیر و تا سطح گونه bموفقیت برای توالی مورد نظر سیتوکروم 

های خوار در نمونهگونه گوشت 6مجموع،  در (.1 )جدول شناسایی شدند

ترین تعداد (. بیش2، شکل 1شده شناسایی شدند )جدول گردآوری

ترین ای و کمشده مربوط به خرس قهوهگردآوری و شناسایی نمونه

(. نشانگر 1( بودند )جدول Lutra lutraمتعلق به گربه وحشی و شنگ )

های گرگ شده قادر به تفکیک قطعی نمونهمیتوکندری استفاده

(Canis lupus( از سگ )C. l. familiaris و گربه وحشی از گربه اهلی )



 ....خوارانبرداری غیر تهاجمی سرگین برای شناسایی ژنتیکی گوشتکاربرد نمونه                                                مقانکیمحمدی

6 
 

(F. catusیا دورگه ) های احتمالی آنان نبود. با توجه به پرهیز از

 ها و مسیرهای رفتدر نزدیکی مناطق روستایی، چراگاه بردارینمونه

، های پیرامون هر سرگینآمد دام اهلی و دقت در سایر نمایه و

محتمل در نظر خواران اهلی، غیرسرگین این گوشتبرداری از نمونه

های ترتیب تنها از نمونهجز شنگ و گربه وحشی که بهشد. بهگرفته

 خواران شناساییی ژنتیکی شدند، باقی گوشتشناسای ارسباران و داغآق

 (.1شده از این دو منطقه مورد مطالعه با یکدیگر مشترک بودند )جدول

سرگینی که توافق درباره گونه مربوط به آنان در روش  6از        

سرگین  2میدانی حاصل نشد، سه سرگین مربوط به سمور سنگی، 

کثیر در شناسایی ژنتیکی روباه معمولی و یک سرگین بدون موفقیت ت

خوارانی که با روش ژنتیکی شناسایی شدند، بودند. در میان گوشت

ترین نرخ شناسایی درست سرگین در طبیعت )نرخ مثبت صحیح( کم

ترین مربوط به خرس ( و بیش0مربوط به گربه وحشی و شنگ )

ترین نرخ اشتباه در شناسایی (. بیش2( بود )جدول 94/0ای )قهوه

( تعلق 07/0در طبیعت )نرخ مثبت کاذب( به سمور سنگی ) سرگین

ترین نرخ رد اشتباه یک سرگین )نرخ منفی داشت. در مقابل، بیش

( بود 92/0( و روباه معمولی )0/1کاذب( مربوط به گربه وحشی )

(. در مجموع، توانایی میدانی در رد صحیح گونه غیرمرتبط 2)جدول 

ها بالا بود )جدول ای همه گونهبا یک سرگین )نرخ منفی صحیح( بر

ها بالا محاسبه شد (. در نتیجه، درستی شناسایی برای همه گونه2

ها در (. مقایسه نرخ مثبت کاذب براساس نقش گونه2)جدول 

( نشان 3تشخیص اشتباه سرگین یک گونه برای یک گونه دیگر )شکل 

ها ترین اشتباه در تفکیک سرگین خرس از سایر گونهداد که بیش

 ( اتفاق افتاده05/0( و روباه از سمور سنگی )11/0؛ Sus scrofa)گراز 

( Panthera pardus) پلنگ احتمالی هایسرگین ژنتیکی شناسایی است.

رد  DNAنمونه از کنتال( یا پس از تکثیر  4موفقیتی در پی نداشت )

گوش (. یک سرگین مشکوک به لینکس یا سیاه3، شکل 2شد )جدول 

(Lynx lynx نیز در شناسایی ژنتیکی به گربه 2( در ارسباران )شکل )

(.3وحشی تعلق یافت )سایر در شکل 

 

 (1391ها در مناطق مورد مطالعه )خرداد تا مهر خواران و شناسایی ژنتیکی آنبرداری سرگین گوشت: نتایج نمونه1جدول 

 انگوران داغآق لیسار ارسباران کنتال مراکان 

 4 27 21 206 17 15 به کیلومتر شدهمسیر پیمایش

 (5) 1 (21) 4 (18) 3 (145) 22 (13) 2 (6) 2 برداریروز )ساعت( تلاش نمونه

 2 25 0 143 4 0 شدهگردآوری های سرگیننمونه

 (100) 2 (96) 24 (0) 0 (6/63) 91 (0) 0 (0) 0 ) درصد( *شده با روش ژنتیکیهای شناساییسرگین

 0 0 69 0 13 0 (Ursus arctosای )خرس قهوه

 0 0 2 0 0 0 (Felis silvestris/lybicaگربه وحشی )

 0 0 6 0 2 1 (Canis lupusگرگ )

 0 0 10 0 1 1 (Vulpes vulpesروباه معمولی )

 0 0 4 0 6 0 (Martes foinaسمور سنگی )

 0 0 0 0 2 0 (Lutra lutraشنگ )
 انجام شد. GenBankدر  BLASTnوجو با میتوکندری و به کمک جست DNAدر  bباز از سیتوکروم جفت 189س تکثیر یک توالی شناسایی گونه برای هر نمونه سرگین براسا *

  

 

 

   
 Canis. گرگ )3(، Ursus arctosای ). خرس قهوه2و  1خواران از مناطق مورد مطالعه که به روش ژنتیکی شناسایی شدند: گوشت : نمونه سرگین2شکل 

lupus،) 
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 Felis). گربه وحشی 5(، Vulpes vulpes. روباه معمولی )4خواران از مناطق مورد مطالعه که به روش ژنتیکی شناسایی شدند: گوشت : نمونه سرگین2شکل 

silvestris/lybica)  6و( سمور سنگی .Martes foina) 
 

های خواران از مناطق مورد مطالعه؛ مقایسه روش میدانی مبتنی بر ویژگیشده گوشتهای گردآوری: سنجش درستی شناسایی سرگین2جدول 

 )شناسایی قطعی( DNAبرداری غیر تهاجمی ظاهری )شناسایی احتمالی( با روش نمونه

 سنجش درستی شده با هر روش شناساییفراوانی سرگین گردآوری گونه )نام علمی(

 ایخرس قهوه
(Ursus arctos) 

 94/0 نرخ مثبت صحیح )قطعی(شناسایی ژنتیکی   
 06/0 نرخ مثبت کاذب مجموع منفی مثبت  

شناسایی 
میدانی 
 )احتمالی(

 06/0 نرخ منفی کاذب 79 2 77 مثبت
 94/0 نرخ منفی صحیح 38 33 5 منفی

 94/0 درستی شناسایی 117 35 82 مجموع

 پلنگ
(Panthera pardus) 

 0 یحنرخ مثبت صح شناسایی ژنتیکی )قطعی(  
 02/0 نرخ مثبت کاذب مجموع منفی مثبت  

شناسایی 
میدانی 
 )احتمالی(

 0 نرخ منفی کاذب 2 2 0 مثبت
 98/0 نرخ منفی صحیح 115 115 0 منفی

 98/0 درستی شناسایی 117 117 0 مجموع

 گربه وحشی
(Felis silvestris/lybica) 

 0 نرخ مثبت صحیح شناسایی ژنتیکی )قطعی(  
 01/0 نرخ مثبت کاذب مجموع منفی مثبت  

شناسایی 
میدانی 
 )احتمالی(

 0/1 نرخ منفی کاذب 1 1 0 مثبت
 99/0 نرخ منفی صحیح 116 114 2 منفی

 97/0 درستی شناسایی 117 115 2 مجموع

 گرگ
(Canis lupus) 

 89/0 نرخ مثبت صحیح شناسایی ژنتیکی )قطعی(  
 01/0 کاذب نرخ مثبت مجموع منفی مثبت  

شناسایی 
میدانی 
 )احتمالی(

 11/0 نرخ منفی کاذب 9 1 8 مثبت
 99/0 نرخ منفی صحیح 108 107 1 منفی

 98/0 درستی شناسایی 117 108 9 مجموع

 روباه معمولی
(Vulpes vulpes) 

 08/0 نرخ مثبت صحیح شناسایی ژنتیکی )قطعی(  
 01/0 نرخ مثبت کاذب مجموع منفی مثبت  

شناسایی 
میدانی 
 )احتمالی(

 92/0 نرخ منفی کاذب 2 1 1 مثبت
 99/0 نرخ منفی صحیح 115 104 11 منفی

 90/0 درستی شناسایی 117 105 12 مجموع

 سمور سنگی
(Martes foina) 

 70/0 نرخ مثبت صحیح شناسایی ژنتیکی )قطعی(  
 07/0 نرخ مثبت کاذب مجموع منفی مثبت  

شناسایی 
ی میدان

 )احتمالی(

 30/0 نرخ منفی کاذب 14 7 7 مثبت
 93/0 نرخ منفی صحیح 103 100 3 منفی

 91/0 درستی شناسایی 117 107 10 مجموع

 شنگ
(Lutra lutra) 

 0 نرخ مثبت صحیح شناسایی ژنتیکی )قطعی(  
 0 نرخ مثبت کاذب مجموع منفی مثبت  

شناسایی 
میدانی 
 )احتمالی(

 0/1 منفی کاذبنرخ  0 0 0 مثبت
 0/1 نرخ منفی صحیح 117 115 2 منفی

 98/0 درستی شناسایی 117 115 2 مجموع
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خوار که شناسایی میدانی سرگین )محور افقی( به روش ژنتیکی : نرخ تشخیص میدانی اشتباه )نرخ مثبت کاذب( برای هر گونه گوشت3شکل 

 شد.نستهرد شد و به گونه دیگری )محور عمودی( مربوط دا
 بوم آن )محور افقی( است.خوار )محور عمودی( از یک گونه همتر خطا در شناسایی میدانی سرگین یک گوشتدهنده احتمال بیشتر نشاناعداد بزرگ 

  بحث

شده که اکنون به  سببتهاجمی های غیرمزایای فراوان روش       

ویژه ری بههای جانویکی از ابزارهای اصلی پیمایش و پایش جمعیت

و  Kelly؛ 2011و همکاران،  Michalskiخواران تبدیل شوند )گوشت

تمرکز پژوهش بر (. 2015و همکاران،  Lonsinger؛ 2012همکاران، 

خوار از این روست که بسیاری از اعضای این راسته پستانداران گوشت

خواران با جذابیت ذاتی و جانوران در خطر انقراض قرار دارند، گوشت

کنند و ها را به خود معطوف میبل تاریخی با منافع انسان توجهتقا

خود با  (Ecosystem) سامانهدهی به بومخواران در شکلنقش گوشت

توده، غیرقابل انکار است وجود در اقلیت قرارداشتن از نظر ذی

(Ripple  ،2014و همکاران .)های در یک دهه گذشته پژوهش

است که از میان ن ایران انجام شدهخواراروزافزونی درباره گوشت

ترین کاربرد را تاکنون ای بیشهای تلهابزارهای غیرتهاجمی، دوربین

؛ 2011و همکاران،  Fahimi؛ 2010 و همکاران، Ghoddousi) اندداشته

Farhadinia  ،پژوهش پیش رو یکی از نخستین 2013و همکاران .)

پایش  در DNAهاجمی برداری غیرتها برای استفاده از نمونهتلاش

های میدانی است. نتایج این حیات وحش در ایران و افزایش دقت داده

 عنوان ابزار اصلی پژوهشی یاپژوهش مقدماتی، کاربرد این روش را به

های غیرتهاجمی با توجه به اهداف یک پژوهش ترکیب با سایر روش در

در  نتایج این پژوهش بر وجود خطای درخور توجه کند.ثابت می

کند های حیات وحش در طبیعت تاکید میشناسایی میدانی نمایه

(Monterroso  ،؛ 2013و همکارانMorin  ،که 2016و همکاران )

بایست در تحلیل نتایج درنظر گرفته شود. کارکرد روش ردزنی در می

کننده در پیمایش میدانی طبیعت بسته به دانش و تجربه افراد شرکت

د. برآیند تجربه نیروهای میدانی این پژوهش تواند متفاوت باشمی

توان نماینده مناسبی برای سنجش درستی )حداقل پنج سال( را می

های ژنتیکی درنظر های سنتی تشخیص نمایه در مقایسه با روشروش

(. 2010و همکاران،  Harrington ؛2002 و همکاران، Davidson) گرفت

از مردم بومی یک منطقه اند که گروهی ها نشان دادهبرخی پژوهش

که پیشینه بلندمدت در ردزنی حیات وحش دارند، توانایی چشمگیری 

 دارندجامانده از جانوران در طبیعت های بهدر تشخیص درست نمایه

(Prugh  وRitland ،2005 ؛Elbroch  ،استفاده از 2011و همکاران .)

تر ، ارزانغیرتهاجمی های پیشرفتهاین دانش بومی در مقایسه با روش

است و ظرفیت درگیرساختن مردم محلی در فرآیند مدیریت منابع 

های در خطر را نیز دارد. حتی در صورت طبیعی و حفاظت از گونه

وجود این دانش بومی نادر در مناطقی از ایران، چالش جدی در 

گیری از آن وجود دارد که شامل دشواری شناسایی افراد بهره

قت آنان و چگونگی استفاده کارآمد از نتایج و کارآزموده، ارزیابی د

و  Elbrochتحلیل صحیح آن با استفاده از این دانش بومی است )

هایی مانع از جایگزینی گسترده (. چنین دشواری2011همکاران، 

با دانش  DNAبرداری غیرتهاجمی مانند نمونه اتکاهای قابل روش

 بومی خواهد شد.

های حیات طا در شناسایی میدانی نمایهدو حالت کلی بروز خ       

متفاوتی بر نتایج یک پژوهش  اثروحش )مثبت کاذب و منفی کاذب( 

بایست بر کاهش نرخ مثبت گذارند. حداکثر تلاش پژوهشگر میمی

های سایر رساندن احتمال گردآوری اشتباه نمونهکاذب با به حداقل

برای درک  یهایوهشها با فرض تعلق به یک گونه دیگر باشد. پژگونه

. نداساختن نتایج و تفسیرها انتشار یافتهبهتر اثر این خطا بر منحرف
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Harrington ( نشان دادند که با وجود استفاده از 2010و همکاران )

شده با فرض تعلق آوریهای گردنیروهای میدانی باتجربه، همه سرگین

 سایر گوشت( به Neovison visonبه گونه مهاجم مینک آمریکایی )

( و روباه تعلق M. martesچون سمور جنگلی )بوم همخواران هم

درصد  34بردار، تا داشتند. درصورت تکیه بر دانش میدانی نمونه

اشتباه شده برای ارزیابی حضور مینک آمریکایی بهمناطق پیمایش

ریزی گسترده برای مقابله شدند که در نتیجه به برنامهمثبت تلقی می

خوار غیر بومی و مهاجم در محدوده مورد مطالعه منجر گوشت با این

. در نمونه بودبر ولی بدون فایده میو زمانشد که بسیار پرهزینه می

( Panthera oncaسان بزرگ جگوار )دیگر، شناسایی سرگین دو گربه

بوم با یکدیگر در بسیاری از ( که همPuma concolorو پوما )

رکزی و جنوبی هستند، با روش میدانی ممکن های آمریکای مزیستگاه

اشتباهی  درصد دارای خطا باشد که به تفسیرهای کاملاً 83است تا 

 خواری هر یک از این گوشتزمانی طعمه -از رفتار و الگوی مکانی

 (. 2015و همکاران،  Martínez-Gutiérrezخواران منتهی خواهد شد )

)منفی کاذب(، بخشی از  برداریدر حالت دوم بروز خطا در نمونه

دلیل عدم هایی که امکان استفاده در تحلیل نتایج را دارند بهنمونه

شوند. برداری حذف میتشخیص قطعی گونه مربوط به آن، از نمونه

گرفتن حضور گونه هدف، افزایش نرخ منفی بر احتمال نادیدهافرون

لیل کاذب به کاهش اندازه نمونه و در نتیجه کاهش قدرت در تح

بخشی از نتایج منتهی خواهد شد. در این پژوهش بدون استفاده از 

بردار قادر به شناسایی قطعی حضور گربه وحشی روش ژنتیکی، نمونه

برداری تا حدودی اثر ها نبود. افزایش تلاش نمونهو شنگ در نمونه

دلیل نرخ منفی کاذب کاهش خواهد داد. از سوی ها را بهکمبود نمونه

تفاده از رویکردهای تحلیلی که امکان در نظرگرفتن ناتوانی دیگر، اس

بردار در تشخیص صد در صد حضور یک گونه را در یک منطقه نمونه

(، Swihart ،2014و  Kellner) (Imperfect detection) کنندفراهم می

 دهی مناسب به آن است.یکی از راهکارهای شناسایی این خطا و پاسخ

خواران از یکدیگر به گونه یا سرگین گوشتخطای بالا در تفکیک 

و  Anwar؛ 2004و همکاران،  Reedزیستگاه خاصی محدود نیست )

خواران کوچکی مانند روباه معمولی سرگین گوشت(. 2011همکاران، 

مختلفی از مواد غذایی جانوری و گیاهی را  و سمور سنگی که طیف

دفع بسیار متغیری های ظاهری و شرایط دارای ویژگی کنند،می مصرف

کند ها را از یکدیگر دشوار می( که تشخیص آن2است )شکل 

(Monterroso  ،ولی تشخیص سرگین خرس2013و همکاران .)  به

بودن مواد گیاهی با دلیل اندازه اغلب بسیار بزرگ سرگین و نمایان

و همکاران،  Morinگیرد )آسانی صورت میهضم ضعیف در آن، به

دانستن سرگین خرس و حضور فرض حجیموجود، پیش(. با این2016

بردار را گمراه کند میوه در آن نیز ممکن است نمونه

ای که تاکنون به های انتشاریافتههیچ یک از پژوهش(. 2)شکل 

اند از روش مطمئنی خواران ایران پرداختهارزیابی رژیم غذایی گوشت

زوارئی )مانند حسینیاند برای تایید سرگین گونه هدف استفاده نکرده

و  Ghoddousi؛ 1394خوزانی و همکاران، ؛ رضایی1394و همکاران، 

تشخیص دقیق گونه  (.1396لطیف، ؛ زارعی و پیروی2016همکاران، 

ها برای تفسیر صحیح نتایج و برآورد هدف در هر مرحله از تحلیل داده

 (.2016و همکاران،  Morinدرست اثر عوامل گوناگون ضروری است )

های ژنی خواران با استفاده از توالیشناسایی ژنتیکی گوشت       

 میتوکندریایی مانند ناحیه کنترل، زیرواحد یک سیتوکروم اکسیداز

(COI) سیتوکروم ،b ،12S rRNA  16وS rRNA  یا نشانگرهایDNA 

آزمایشگاهی در واکنش  ها، به چندین روشهسته مانند ریزماهواره

 DNAدهنده یابی نشانگرهای آگاهیراز مانند توالیمای پلیزنجیره

(Diagnostic DNA markers)، چندشکلی طولی قطعات محدودشده 

(PCR-RFLP) تکثیر با آغازگرهای اختصاصی هر گونه و واکنش ،

شوند انجام می (real-time PCR) واقعیکمیّ یا زمان مرازپلی ایزنجیره

(Fernandes  ،؛ 2008و همکارانChaves  ،؛ 2012و همکارانNowak 

ها (. هر یک از این روش1393؛ زمانی و همکاران، 2014و همکاران، 

هایی هستند که براساس اهداف یک پژوهش، نوع دارای مزایا و ضعف

و کیفیت نمونه زیستی مورد استفاده، امکانات در دسترس و زمان و 

دریافتند  (2014و همکاران ) Nowakشوند. بودجه موجود انتخاب می

و  b ،12S rRNAباز( سیتوکروم جفت 250تر از که توالی کوتاه )کم

16S rRNA غیرتهاجمی سرگین  هاینمونه شناسایی در را کارایی بهترین

بر خواران اروپا شامل پنج گونه این مطالعه دارند. افزونو موی گوشت

تا  دلیل وجود صدهابه bموفقیت بالای تکثیر توالی ژنی سیتوکروم 

میتوکندری در هر سلول، این  DNAهزاران نسخه از مولکول 

ها هستند های کوتاه چندشکلی دارای واگرایی بالایی بین گونهتوالی

ای ها به موفقیت تکثیر بالاتر در واکنش زنجیرهو طول کوتاه آن

شود سرگین منجر می DNAرفته مانند های تحلیلمراز برای نمونهپلی

(Farrell ؛2000 اران،و همک Michalski  ،هم2011و همکاران .) ،چنین

شده، حداقل یک توالی زی شناختهخواران خشکیبرای همه گوشت

در بانک ژن وجود دارد که امکان مقایسه  bدهنده سیتوکروم آگاهی

و  Chavesسازد )پذیر میبرای شناسایی گونه نامعلوم را امکان

جفت آغازگر کوتاه  اده از تنها یکوجود، استف(. با این2012همکاران، 

نسبت بالا در هایی مانند ناتوانی یا خطای بهدارای ضعف bسیتوکروم 

هم یا دارای همبستگی عمیق های نزدیک بهتشخیص برخی گونه

های بایست در پژوهشهای آنان است که میها و زادهژنومی، دورگه

و  Nowak؛ 2012و همکاران،  Chavesآتی مورد توجه قرار گیرد )

 (.2014همکاران، 
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های زیستی در آن است که تنها یکی از مشکلات کار با نمایه       

شوند. شده در نهایت با موفقیت تکثیر میهای گردآوریبخشی از نمونه

DNA های زیستی به محض دفع در معرض گونه هدف در نمایه

حیط تخریب تدریجی قرار دارد. دما، نور فرابنفش خورشید و رطوبت م

برداری و در کنار مواد غذایی دفعی )در مورد سرگین( و روش نمونه

و همکاران،  Michalski)گذارند اثرداری بر کاهش موفقیت تکثیر نگه

(. 2015 همکاران، و Lonsinger ؛2013 همکاران، و Monterroso ؛2011

برداری پس از پایان نمونه مراحل آزمایشگاهی یک پژوهش معمولاً

شود و به دشواری امکان بازگشت به منطقه و گردآوری از میمیدانی آغ

خواهد داشت.  برداری ناکافی وجودتر برای جبران نمونههای بیشنمونه

یکی از راهکارهای پیشگیری از این مشکل، افزایش احتمال موفقیت 

های تازه است برداری بر نمونههدف با تمرکز نمونه DNAتکثیر 

(Beja-Pereira ؛ 2009ان، و همکارMichalski  ،2011و همکاران.)  با

ها به شرط عدم تخریب و توجه به اهداف این پژوهش، همه سرگین

ها گردآوری شدند. عدم فعالیت مشهود قارچی یا لارو حشرات در آن

کند که بالاترین نرخ موفقیت می اولیه پیشنهاد هایبررسی وجود،با این

ه با لایه درونی و بیرونی نرم با بوی های بسیار تازدر تکثیر به سرگین

چنین شدید بدون نیاز به شکستن سرگین مربوط بودند. هم

هایی که در بستر خشک و در روزهای بدون سابقه بارندگی نمونه

داغ( بالاترین موفقیت برداری در آقگردآوری شدند )شرایط نمونه

ش موفقیت زمان عوامل کاهتکثیر را داشتند. با توجه به اثردهی هم

و همکاران،  Monterrosoگونه هدف ) DNAتکثیر بر کیفیت و کمیت 

 نظرشود با در، پیشنهاد می(2015و همکاران،  Lonsinger ؛2013

برداری ، نمونهمطالعهگرفتن اهداف یک پژوهش و شرایط منطقه مورد 

( 2009و همکاران،  Beja-Pereira) دارینگه روش کارگیری بهترینبا به

های تازه در بازه زمانی با حداقل میزان رطوبت محیط )تابستان نهنمو بر

 یا زمستان خشک( متمرکز شود.

های اصلی یکی از دشواری DNAبرداری تهاجمی هزینه نمونه       

و همکاران،  Beja-Pereira) است وحشحیات پایش در آن از گیریبهره در

دماتی (. در یک پژوهش مق2010و همکاران،  Harrington؛ 2009

های توان به برآوردی از تعداد نمونه مورد نیاز برای پاسخ به پرسشمی

و  Lonsingerهای گردآوری داده و تحلیل آنان رسید )اصلی و هزینه

رسیدن به بیشینه موفقیت در آزمایشگاه  نهایی هدف (.2015همکاران، 

با کمینه هزینه اجرا است. پیشرفت مداوم این روش پژوهشی به 

است. در این پژوهش، های آن در طول زمان منجر شدههزینهکاهش 

میانگین هزینه تحلیل ژنتیکی هر سرگین در آزمایشگاه )تکثیر موفق 

تومان، بدون دستمزدی برای نیروی  25،000یا ناموفق( در حدود 

روز مورد نیاز ممکن آزمایشگاهی بود. دسترسی به برخی تجهیزات به

ها در ایران باشد. برای دهنده هزینهفزایشاست عامل محدودکننده یا ا

که در این پژوهش استفاده شد،  DNAنمونه، کیت تجاری استخراج 

هدف  DNAهای زیستی با کیفیت و کمیت پایین برای کار با نمونه

    (. 2008و همکاران،  Fernandes) مانند سرگین بهترین عملکرد را دارد

فیت در ایران، ممکن های باکیهزینه بالا و دشواری تهیه کیت       

های استخراج موجود در است پژوهشگران را ناگزیر به استفاده از کیت

های تر هستند ولی کارایی محدودتری در پژوهشبازار کند که ارزان

تهاجمی دارند. برخی مراحل آزمایشگاهی برداری غیرمبتنی بر نمونه

ی خارج از هانیز در حال حاضر نیازمند ارسال محصول به آزمایشگاه

نظرگرفتن اهداف هر ایران برای تحلیل بخشی از نتایج هستند. با در

ها وجود دارد، پژوهشگران پاسخ به پرسش که برای هاییروش و پژوهش

اساس آن اقدام نظر گرفته و برفایده هر روش را درو  توانند هزینهمی

کمک به  آتیهای ای را برای پژوهشکنند. نتایج این پژوهش، پایه

 سازد.فراهم می تهاجمیهای ژنتیکی غیرروش

 

 تشکر و قدردانی
ارشد نویسنده است که نامه کارشناسیاین پژوهش حاصل پایان       

سانان گروه متخصصان گربه لوند، توسط دانشگاه های آنهزینه بخشی از

های در اتحادیه جهانی حفاظت از طبیعت و خیریه مردم برای گونه

برداری در انگوران در ادامه یک است. نمونهشده( تقبل PTESخطر )

پژوهش جداگانه و با همکاری اداره حفاظت محیط زیست شهرستان 

 14216/91نشان و در سایر مناطق مورد مطالعه با مجوز شماره ماه

است انجام شده 19/04/1391سازمان حفاظت محیط زیست در تاریخ 

حفاظت و مدیریت شکار که از دو دفتر تنوع زیستی و حیات وحش و 

کل  شود. ادارهو صید برای همکاری در این راستا سپاسگزاری می

ها در های موضوع مطالعه و نمایندگی آنحفاظت محیط زیست استان

های خوی، جلفا، کلیبر، خلخال و تالش در تسهیل انجام شهرستان

این پژوهش نقش داشتند. آقایان بهنام قربانی، آرش محرمی، فرشید 

نیا، جعفرزاده، جواد وظیفه، باقر نظامی بلوچی، محمدصادق فرهادی

بانان مناطق مورد مطالعه در خانم سمانه فائزی و تعدادی از محیط

برخی از سفرهای میدانی این پژوهش همکاری کردند که از همگی 

دلیل ارائه مشاوره و شود. از دکتر بهرام کیابی بهآنان سپاسگزاری می

نویسی از این مقاله و ارائه یه طورانی برای خواندن پیشاز خانم مهد

شود. این پژوهش به قربانیان و بازماندگان نظرات خود سپاسگزاری می

شود که در های اهر، ورزقان و هریس تقدیم میشهرستان لرزهزمین

در بخشی از مناطق مورد بررسی روی  برداری این پژوهشنمونهزمان 

 داد.
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