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1389، زمستان 4سال دوم، شماره محیط زیست جانوري                                       پژوهشی - علمی فصلنامه 

٤٣

Eretmochelys(لاك پشت منقار عقابی بررسی ژنتیکی imbricata ( جزایر
ریزماهوارههاينشانگرده از خلیج فارس با استفادر هنگام، هرمز و نخیلو 

14155-4933: ، تهران صندوق پستیحد علوم و تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامیاو:پرگل قوام مصطفوي
14155- 4933: ، تهران صندوق پستیت دانشگاه آزاد اسلامیحد علوم و تحقیقااو:*شیما شهنواز
46815- 646: ، صندوق پستیدانشگاه آزاد اسلامی واحد تنکابن:مهرنوش نوروزي
14155- 4933: ، تهران صندوق پستیحد علوم و تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامیاو:محمد رضا فاطمی
37515-374: د شهر قدس، صندوق پستیدانشگاه آزاد اسلامی واح:محمد حسن شاه حسینی
14155- 4933: صندوق پستیتهران ، دانشگاه آزاد اسلامیواحد علوم و تحقیقات :الهه قطب رزمجو
48185-679: سازمان حفاظت محیط زیست تهران، صندق پستی:آرش نکوییان

1389آبان: تاریخ پذیرش1389خرداد : تاریخ دریافت
چکیده

و در سواحل شنی جزایر قرار گرفته استIUCNدر لیست قرمز 1970پشت منقار عقابی از جمله آبزیانی است که از سال كلا
از (نمونه90تعدادهنگام، هرمز و نخیلو به منظور بررسی ساختار ژنتیکی این گونه، از مناطق .کندگذاري میشمالی خلیج فارس تخم

پارامترهاي آماري )مارکر میکروساتلایت(نشانگر ریزماهواره 8با استفاده از ، DNAگرفته شد و پس از استخراج )نمونه30هر منطقه 
همچنین حداکثر و حداقلداراي چند شکلی بوده هاکلیه جایگاهداد کهنتایج این بررسی نشان . مورد بررسی قرار گرفتمربوطه

- ها در تمامی مناطق خارج از تعادل هارديلوکوسومشاهده شد) 3/5(و نخیلو ) 3/7(ق هرمز میانگین تعداد آللی بترتیب در مناط
بین را دارياختلاف معنیFstمیزان همچنینو محاسبه شد69/0و 35/0رتیب تبHeوHoمیانگین ). >001/0P(واینبرگ بودند 

ایر در جزاز لحاظ ژنتیکیهاي مجزااما جمعیتتنوع ژنتیکی، با وجود پایین بودن کهنشان دادپشت منقار عقابی لاكهايجمعیت
.دمورد بررسی قابل تشخیص می باش

خلیج فارس،ریز ماهوارهلاك پشت منقار عقابی، :کلیديکلمات

Shima_shahnavaz2008@yahoo.com:ست الکترونیکی نویسندة مسئولپ*
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...پشت منقار عقابی جزایر هنگام، هرمز و نخیلو دررسی ژنتیک لاكبرقوام مصطفوي و همکاران                                    

٤٤

مقدمه
Eretmochelys(پشت منقار عقابی لاك imbricata(به

داراي پراکنش و د نشونامیده میHawksbillزبان انگلیسی
عی در اقیانوس اطلس، آرام، هند و دریاي عمان و خلیج وسی

آبسنگهاي مرجانی، علفهاي دریایی و جلبکها از .استفارس 
ها یکی از اسفنجشده وجمله زیستگاههاي این گونه محسوب 

این گونه در ). 3(د رونع غذایی این گونه بشمار میمهمترین مناب
.کندي میگذارسواحل شنی جزایر شمالی خلیج فارس تخم

اى به از مناطق تغذیههاى دریایى پشتمهاجرت در لاكتوانایى
رود هاي آنها بشمار مییکی از ویژگیيگذارهاى تخمسرزمین

هاي نر و ماده در بسیاري از پشترفتارهاي مهاجرتی لاك.)5(
نشانگرهايبا استفاده از هاي دریایی را پشتهاي لاكگونه

یکى از ).7(توان مورد مطالعه قرار داد میبه راحتی ریزماهواره
ها در سلسله جانوران دریایى فرضیه ترین عملکردمورد توجه

باشد که می)Natal Homing Hypothesis(بازگشت به زادگاه 
هاي ماده پس از رسیدن به سن بلوغ براي پشتلاكبر طبق آن

و به اند گردند که در آن زاده شدهمیگذاري به ساحلی برتخم
محیطی در زادگاهشان احتمال زیاد در صورتی که شرایط زیست

هاي بعدي نیز گذاريهمه تخم،همچنان مناسب باقیمانده باشد
هاماهوارهریزاستفاده از .گیرددر همان ساحل زادگاه صورت می

) SSRs)Simple Sequence Repeatsکه تحت عنوان 
ه ژنتیکی در درون لامکان تعیین تنوع و فاص،شوندشناخته می

در هر یک از مناطق عقابی هاي منقارپشتجمعیت لاك
).4(سازدمیمیسرها را و مقایسه آن با سایر جمعیتگذاري تخم

هاي بین جمعیتبا این فرض صورت گرفت کهاین تحقیق 
محدوده مورد خلیج فارس درپشت منقار عقابیمختلف لاك

در راستاي این فرضیه اهدافی ،داردبررسی ارتباط ژنتیکی وجود
و یافتن ارتباط و اختلافات میزان تنوع ژنتیکیتعییناز جمله 

مورد بررسی هاي منقار عقابی پشتهاي لاكژنتیکی بین جمعیت
.قرار گرفت

واد و روشهام
برداري از پوست شانه نمونهبه منظور انجام این تحقیق ابتدا 

ایستگاههاي مورد بررسی در هاي منقار عقابی مولدپشتباله لاك
نمونه 90در مجموع تعداد.گذاري صورت گرفتدر فصول تخم

نمونه از جزیره هرمز و 30جزیره هنگام، نمونه از30که شامل 

برداري با نمونه.آوري شدنمونه از جزیره نخیلو بود جمع30
پوست از شانه جدا و در،استفاده از تیغ جراحی یکبار مصرف

نمکی درصدDMSO20حاوي محلوللیترمیلی5/1هايویال
سپس محل مورد نظر با اسپري آنتی باکتریال ضد .نگهداري شد

ها به هاي مولکولی نمونهانجام آزمایشبراي.عفونی گردید
آزمایشگاه بیولوژي دریا واقع در مجتمع آزمایشگاهی دانشگاه 

درجه -20ر آزاد واحد علوم و تحقیقات تهران منتقل و در فریز
با هاژنومی هر یک از نمونهDNAسپس . ندنگهداري شد

ندشداستخراج)DNA)DN8115Cاستخراج استفاده از کیت 
از طریق دستگاه استخراج شده DNAتت و کیفیکمیو

.مورد سنجش قرار گرفتدرصد 1اسپکتروفتومتري و ژل آگارز 
ت جفت با استفاده از هش) PCR(اي پلیمراز واکنش زنجیره

Cc-2,Cc-13,:شاملریز ماهوارهمربوط به پرایمر  ,Cc-28

HKB-17 ,HKB-26 ,HKB-29 ,HKB-30 ,HKB-31

غلظت ي میکرولیتر25واکنش هر در .)12و 8(صورت گرفت
dNTP،رمیلی مولاX)1(،MgCl25/0شامل بافر نهایی مواد  

،مولارمیکرو4/0هر یک برگشتورفت پرایمر ،میلی مولار2/0
Taqآنزیم DNA PolymeraselµU/5/1نانوگرم20-30و

DNA شاملبرنامه حرارتی براي واکنش مورد نظر . بودالگو :
5به مدت سلسیوس درجه 94: سازي اولیهواسرشتهمرحله

؛ثانیه30به مدت سلسیوسدرجه 94: سازيواسرشتهدقیقه و
مرحله؛ثانیه30به مدتسلسیوسدرجه 61-65: الحاقمرحله
بسط ثانیه و نهایتأ مرحله30به مدت سلسیوسدرجه 72: بسط
ها دقیقه و تعداد چرخه7به مدت سلسیوسدرجه 72: نهایی

به ) PCR(محصول تکثیر شده. چرخه در نظر گرفته شد30
درصد 6از طریق ژل پلی آکریل آمید bp100مارکرسایزهمراه

پس از اسکن .آمیزي شدنقره رنگو توسط نیترات الکتروفورز
سایز بانديUVDocافزاراستفاده از نرمبا ،ثبت تصاویرها وژل
آنالیزهاي ،هادهی به آللپس از رتبه. نمونه تعیین گردیدهر

شامل فراوانی آللی، هتروزایگوسیتی مشاهده شده آماري مربوطه 
، جریان Rstو Fstمیزان ، و قابل انتظار، شباهت و فاصله ژنتیکی

GenAlexواینبرگ با استفاده از نرم افزار - ژنی و تعادل هاردي

.)6(صورت گرفت
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1389، زمستان 4سال دوم، شماره محیط زیست جانوري                                       پژوهشی - علمی فصلنامه 

٤٥

بحثنتایج 
DNAاسب و منکیفیت و کمیت استخراج شده داراي ي ها

،DNAغلظت .بودندRNAو فاقد هر گونه آلودگی پروتئینی
قرار 2تا 8/1آنها بین OD260/280و گرم نانو100تا 70بین 

هاي ن موجود دیپلویید است تعداد بانداز آنجایی که ای.داشت
ها در تمامی نمونهدر هنگام شمارش الگوي باندي مشاهده شده 

.یک یا حداکثر دو باند بود که بیانگر هتروزایگوت بودن آن است
در لوکوس آلل اختصاصی2هاي شناسایی شده در بین آلل

HKB-26در منطقه هرمز مورد ) 083/0(و )05/0(با فراوانی
مناطق مورد بررسی هاي سایر شناسایی قرار گرفت که در نمونه

آلل تخمین 4/6ها آللهمچنین میانگین تعداد. مشاهده نشد
آن و حداقل) 3/7(در منطقه هرمز میانگینزده شد که حداکثر 

در بررسی حاضر . )1جدول (دیده شد) 3/5(در منطقه نخیلو 
مناطق بین(Ho)هتروزایگوسیتی مشاهده شدهدامنه 

) 35/0(و میانگین آنبود0- 1ها برداري در تمامی لوکوسنمونه
مربوط به بترتیب کمترین مقدار بیشترین و محاسبه شد که 

هتروزایگوسیتی نه دام.بود)23/0(و نخیلو)45/0(مناطق هنگام
بود که 69/0و متوسط آن 84/0-47/0بین (He)قابل انتظار

و بیشترین مقدار مربوط )65/0(نخیلوکمترین مقدار مربوط به 
به منظور تعیین تعادل .)1جدول (باشدمی)77/0(هرمزبه 

واینبرگ در تمامی مناطق مورد بررسی از آزمون مربع -هاردي
ها در تمامی مناطق راین اساس همه لوکوسب. کاي استفاده شد

هاي بین نمونهFstحداکثر ).>001/0P(خارج از تعادل بودند
که داراي کمترین جریان ژنی )190/0(مناطق هنگام و نخیلو

هاي دیده شد و حداقل آن بین نمونه) Nm= 06/1(، بودند
ه داراي بیشترین جریان ژنی ک)097/0(و هرمزهنگاممناطق 

بیشترین فاصله در نتیجه .مشاهده شد) Nm=32/2(، ودندب
بود ) 912/0(هاي مناطق نخیلو و هنگام ژنتیکی، مربوط به نمونه

) 47/0(و هنگام مناطق هرمزبین و کمترین فاصله ژنتیکی در 
هاي مناطق هنگام و نخیلو بین نمونهRstحداکثر . مشاهده شد

دیده )Nm= 30/0(بودند که داراي کمترین جریان ژنی )45/0(
)119/0(و هرمز هنگامي مناطق هاقل آن بین نمونهشد و حدا

مشاهده )Nm=85/1(که داراي بیشترین جریان ژنی بودند 
).>001/0P(گردید

امروزه با مروري بر مطالعات  انجام شده و ارزیابی ذخایر و 
پشت منقار عقابی مشخص شده گذاري گونه لاكهاي تخممکان

گذاري روند که تعداد افراد این گونه در سواحل لانه گزینی و تخم
قرار IUCNدر لیست قرمز 1970بطوریکه از سال دارندنزولی 

ها در مهم در جدایی جمعیتیکی از عوامل . گرفته است
باشد ها میهاي منقار عقابی بازگشت به زادگاه در مادهپشتلاك

ر منطقه کاهش یابد  به و چنانچه تعداد افراد یک جمعیت د
). 8(احتمال زیاد توسط ذخایر سایر مناطق بازسازي نخواهد شد 

آلل 2هاي شناسایی شده در مطالعه حاضر، در بین آلل
مناطقی . اختصاصی در منطقه هرمز مورد شناسایی قرار گرفت

باشند بستر مناسبی را براي هاي اختصاصی میکه داراي آلل
میانگین آللی ). 13و 11(کنند توسعه ژنتیکی جمعیت فراهم می

بدست آمده در این بررسی تفاوت چندانی با میانگین آللی بدست 
با این وجود به نداشت) 2008(و همکاران Linآمده توسط 

آللی تنوع ژنتیکی پایینی ) فراوانی(دلیل پایین بودن فرکانس 
و یکی از دلایل آن به تاریخچه خلیج فارس باز شد مشاهده 

هاي بزرگی از این گونه در گذشته در این که جمعیتگرددمی
اما امروزه این وضعیت تغییر کرده است و ندکردآبها زندگی می

حضور فزاینده ساخت و سازهاي ساحلی، از بین رفتن زیستگاههاي 
نزولی در تعداد مولدین اي باعث افزایش روندطبیعی و مناطق تغذیه

در بررسی حاضر میانگین هتروزایگوسیتی ). 9(شده است
هتروزایگوسیتی گزارش شده کمتر از میانگین مشاهده شده 

معمولأ کاهش تنوع . بود) 2008(و همکاران Monzonتوسط 
توان ناشی از جمعیت موسس ها را میژنتیکی در تمامی نمونه

هاي ممنوعه از تخمها در کوچک، رانش ژنتیکی و استفاده
- در بررسی تعادل هاردي).15و 2(سالهاي گذشته دانست 

ها خارج از تعادل بودند واینبرگ، همه مناطق در تمامی لوکوس
)001/0P< .( با در نظر داشتن اینکه عدم مهاجرت در یک

جمعیت، تصادفی بودن جفتگیري در جوامع، پایین بودن نرخ 
هاي مورد ه و بالا بودن تعداد نمونهجهش در ژنهاي مورد مطالع

- مطالعه از شرایط قرار گرفتن یک جمعیت در تعادل هاردي
). 6(باشد واینبرگ می
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تعادل هاردي ،)He(، هتروزایگوسیتی قابل انتظار )Ho(هتروزایگوسیتی مشاهده شده ،  )Ne(هاي مؤثر آلل، )Na(مقادیر تعداد آللی :1جدول 
;P< 0.05; **P<0.01*(واینبرگ    *** P<0.001 (آغازگر ریزماهوارهجفت 8با استفاده از در سه منطقه هنگام، هرمز و نخیلو

جایگاههنگامهرمزنخیلومیانگین
33/6
56/3
32/0
52/0

7
63/3
3/0 **

72/0

6
81/4
***23/0

79/0

6
25/2

43/0 ***

05/0

Na
Ne
Ho
He

Cc-2

33/6
19/4
51/0
75/0

5
55/3

3/0 ***

71/0

7
98/3
***5/0
74/0

7
05/5
73/0 *

8/0

Na
Ne
Ho
He

Cc-13

8
5/5
32/0
8/0

6
81/3

35/0 ***

73/0

9
52/6
***36/0

84/0

9
18/6

26/0 ***

83/0

Na
Ne
Ho
He

Cc-28

66/3
5/2
05/0
58/0

4
93/2

05/0 ***

65/0

5
66/2
***00/0

62/0

2
92/1

00/0 ***

48/0

Na
Ne
Ho
He

HKB-17

33/7
74/4
71/0
77/0

6
16/3

15/0 ***

68/0

9
32/5

***1
81/0

7
75/5

1***

82/0

Na
Ne
Ho
He

HKB-26

66/5
47/3
23/0
69/0

4
44/2

25/0 ***

59/0

7
62/4

06/0 ***

78/0

6
35/3

4/0 ***

7/0

Na
Ne
Ho
He

HKB-29

33/6
22/4
4/0
69/0

4
91/1

15/0 **

47/0

8
55/5

56/0 ***

82/0

7
2/5

5/0 ***

8/0

Na
Ne
Ho
He

HKB-30

8
32/4
32/0
75/0

7
23/3

3/0 ***

69/0

8
23/4

4/0 ***

76/0

9
52/5

26/0 ***

81/0

Na
Ne
Ho
He

HKB-31

آللیمیانگین45/6±3/53/76/6

مؤثرهايآللمیانگین06/4±08/371/44/4

هتروزایگوسیتیمیانگین35/0±23/039/045/0
شدهمشاهده

هتروزایگوسیتیمیانگین69/0±65/077/066/0
انتظارمورد
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1389، زمستان 4سال دوم، شماره محیط زیست جانوري                                       پژوهشی - علمی فصلنامه 

٤٧

توان هاي مورد مطالعه را میخارج از تعادل بودن لوکوس
پشت منقار عقابی علاوه بر اینکه گونه لاكچنین تفسیر کرد که 

داراي مهاجرتهاي طولانی است، داراي مهاجرت در مسافتهاي 
.)10(باشد هاي یک گونه نیز میتکوتاه و در بین جمعی

همچنین بالا بودن احتمال آمیزش خویشاوندي ناشی از جمعیت 
موسس کوچک منجر به کاهش تنوع ژنتیکی در جمعیت 

هاي منقار عقابی در محدوده مورد بررسی شده است پشتلاك
ها در که مجموعه این عوامل در خارج از تعادل بودن لوکوس

Fstدو فاکتور . اندگ نقش به سزایی داشتهواینبر-تعادل هاردي

هاي بطور معمول در تشریح تمایز ژنتیکی در بین جمعیتRstو 
Fstدر مطالعه حاضر میزان ). 1(رود مختلف یک گونه بکار می

داري داراي تفاوت معنیبرداري پایین اما در تمام مناطق نمونه
پراکنش و قابلیت Fstدر کل بین مقدار  .)>01/0P(بود 

به این ترتیب که هر چه ). 14(همبستگی منفی وجود دارد 
طبق . باشدکمتر میFstمهاجرت در منطقه بیشتر باشد میزان 

این فرضیه احتمال بالا بودن تمایز ژنتیکی در مناطق نخیلو و 
در کل .باشدهنگام به مراتب بیشتر از مناطق هرمز و هنگام می

با وجود پایین بودن تنوع ژنتیکی، این تحقیق بیانگر این است که 
هاي منقار پشتلاكهاي مجزا از لحاظ ژنتیکی در اما جمعیت

باشد که این نتایج در عقابی جزایر مورد بررسی قابل تشخیص می
هاي در هموار کردن راه به منظور مدیریت و حفاظت از جمعیت

.حیاتی دارندتمعرض خطر انقراض این گونه اهمی

دانیتشکر و قدر 
زیست دریایی سازمان دفتر محیطبدینوسیله از مسئولین 

تشکر و زیست براي تأمین بودجه این تحقیقحفاظت محیط
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