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 چکیده

 .بلوچستان انجام گرفتو در استان سیستان  )  (Crocodylus palustrisاي بر روي جمعیت تمساح مردابی براي اولین بار مطالعه

 ،باشد باهوکلات می بخشی از منطقههمچنیناز مکران ایران در بلوچستان و ایران محدود به قسمتی که منطقه پراکنش آن در تمساح مردابی

 .آید شمار میب از جمعیت جهانی این گونه  جمعیت موجود در ایران تنها بخش کوچکی. است با جثه متوسط تا بزرگ با پوزه پهنتمساحی 

گیري بعمل  سنجی، نمونه هاي زیست گیري بعد از اندازه از شهرستان چابهار تمساح موجود در شرایط اسارت در منطقه درگس  دوازدهاز

 10 با توالی RAPDاز هفت آغازگر مخصوص . استخراج گردیدDNA ها از بافت فلس تهیه و سپس با استفاده از کیت، آمد، نمونه

ند شکلی بین افراد نمونه  ایجاد چباعث همگی 3از بین هفت آغازگر به جز آغازگر شماره  . استفاده شدRAPD-PCR  جهت نوکلئوتید 

PopGene نتایج با نرم افزار .شکلی بروز دادند  جایگاه در هر بار استفاده از این آغازگرها چند7شدند، بطور میانگین   آنالیز گردید  32

 .یکی وجود داردتنوع ژنت این جمعیت دروندهد که   میها بود که این امر نشان شکلی بین نمونه  درصد چند56 اٌیب تقر ةکه نشاندهند

 ، تنوع ژنتیکی، فلسCrocodylus palustris، RAPDتمساح مردابی، : کلیديلغات

yahoo.com@siamak_yousefi١ :پست الکترونیکی نویسندة مسئول* 
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مواد و روشها                                                                        مقدمه

 بطوریکه  توجه هستند،قابلها از نظر اقتصادي  کروکودیل

اخن آنها  از شهرت و جاذبه بسیاري پوست، گوشت، خون و ن

برخوردار است و کشورهایی مانند هند، تایلند و چین از 

باشند و نیاز عمده بازار  دهندگان عمده این حیوان می پرورش

 تمساح مردابی با نام انگلیسی ).9( کنند جهانی را تامین می

Muggerآسام هند و به سمت جنوب  از ایران به سمت شرق تا

 ترین نقطه پراکنش و ایران غربی) 8( نکا پراکنش داردتا سریلا

 که منطقه  تمساح مردابی.آید جهانی این گونه بحساب می

ایران محدود به قسمتی از مکران ایران در پراکنش آن در

، )4( باشد باهوکلات میبلوچستان و محدود به بخشی از منطقه

 آفتاب تمساحی است با جثه متوسط تا بزرگ با پوزه پهن که

جمعیت موجود . رود بارزترین فعالیت روزانه آن بشمار میگرفتن

را  از جمعیت جهانی این گونه  در ایران تنها بخش کوچکی

تنها یک نوع اکوتیپ از تمساح مردابی  ایران  در.دهد تشکیل می

 2002  در سالو همکاران Cheng-Yuan  .)2( وجود دارد

 انجام دادند که در آن هاي بومی چین اي روي تمساح مطالعه

هاي گوناگونی از تمساح چینی را در مناطق مختلف  جمعیت

 قرار دادند و با روش نشانگرهاي تصادفی مولکولی بررسیمورد 

)RAPD (هاي چینی را بررسی  پراکندگی ژنتیکی بین تمساح

ها مشاهده  هاي این تمساح کردند، هیچ تنوع ژنتیکی بین جمعیت

اي بر روي گونه   مطالعه2007 در سال ارانو همک Patricia .نشد

 RAPD، 114کیمن لاتیروستیرس انجام دادند و با روش 

 در آرژانتین بررسی کردند که در آن راگونه این جمعیت از 

هاي هر لوکوس و درصد  میانگین هتروزایگوسیتی، میانگین آلل

، در بین جمعیتهاي نمودندهاي چند شکل را مشخص  لوکوس

قرابت ژنتیکی بسیاري مشاهده و فواصل ژنتیکی تحت بررسی 

گیري شده بیانگر وجود آللهاي مشترك بسیاري بین این  اندازه

 تحقیقی 2009  در سالو همکارانChangjiang.جمعیتها بود

روي دو گونه تمساح کروکودیلوس پالوستریس و تمساح اورینوکو 

موجود در  ژن بتا کرآتین DNAدر این تحقیق آنها . انجام دادند

ی کردند و سپس نتایج را با یاب فلس این دو تمساح را توالی

هاي   از بررسی.ندنمودهاي این ژن در پر پرندگان مقایسه  توالی

از نظر فیلوژنتیکی فیلوژنتیکی خود به این نتیجه رسیدند که 

تري با  نزدیک رابطهمقایسه با سایر خزندگان ها در  تمساح

 .پرندگان دارند

 به منظور بررسی ژنتیک جمعیت تمساح مردابی حقیق،تدر این 

 دوازده تمساح مردابی بدون  فلس پشتیازسیستان و بلوچستان 

ها همگی در   تمساح، بعمل آمدگیري  نمونهمحدودیت در جنسیت

بانی درگس از شهرستان  شرایط اسارت بودند و در پاسگاه محیط

پس از . ندشدچابهار در استان سیستان و بلوچستان نگهداري 

برداري اقدام شد،  سنجی، نسبت به نمونه انجام عملیات زیست

بطوریکه بعد از قطع کردن قسمتی از فلس پشتی که بافت 

هاي حاوي الکل  ها را  بلافاصله در لوله کراتینی پشت بوده، نمونه

 درصد قرار داده شدند تا هنگام انجام عملیات 70اتانول 

عاري از آلودگی  ، سالم وDNA آزمایشگاهی مربوط به استخراج

ها توسط نیتروژن  ، نمونهDNA سپس به منظور استخراج .باشند

 به DNAکیت استخراج مایع تا حد ممکن خرد و با استفاده از 

مخصوص استخراج که نام دي این ایزي محصول شرکت کیا ژن 

DNAمو، ناخن و پر بخصوص، خون )نرم، سخت(   از انواع بافت 

 سپس به .دصورت بهینه انجام گردیب استخراج .پرندگان بود

از هفت منظور مطالعه ساختار ژنتیکی جمعیت مورد بررسی، 

 RAPD مشابه بعضی از آغازگرهاي هاآنتوالی  که  RAPDآغازگر 

و بدلیل قرابت ژنتیکی  )1جدول ( استفاده گردیدپرندگان بود 

.Cبینی شد که در   ها پیش پرندگان و تمساح palustris  نیز

جوابگو باشد، که توالی این هفت آغازگر سفارش به شرکت سینا 

 : واکنش بشرح زیر بودOD 15-20ژن با 

 حاوي مواد زیر با حجم PCRمواد بکار رفته جهت تهیه بافر 

 dNTP ،5 ماکرولیتر 2:  ماکرولیتر بدین شرح بود50کلی 

لیتر  ماکروMgcl2 ،5 کلرور منیزیوم  ماکرولیتر10X ،4ماکرولیتر 

DNA ،28 1ماکرولیتر و  5 ماکرولیتر آب دیونیزه، آغازگر 

پس از تهیه مخلوط اصلی به . Taq polymeraseماکرولیتر آنزیم 

، مقدار مورد نظر از مخلوط اصلی اضافه شده تا PCRهر تیوپ 

 مرحله 3 مستلزم DNAبعنوان الگویی براي تکثیریک رشته 

Denaturation،ExtentionوAnnealing   ماکرولیتر 10.است 

الکتروفورز گردید ) PCR  تیوپمحتویات داخل (PCRاز محصول 

در اینجا . گرفت  مورد مطالعه قرار میUVPو با استفاده از دستگاه 

 درصد استفاده شد و با توجه به اینکه وزن قطعات 1از ژل آگارز 

DNA بسیار کمتر از DNAتر   ژنومی است از مارکرهاي سبک

 . استفاده شد
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  توالی آغازگرها:1جدول 

 توالی آغاز گر شماره آغازگر

1 5/-caggcccttc-3/ 

2 5/-tgccgcgctg-3/

3 5/-agtgagccac-3/ 

4 5/-gaaacgggtg-3/ 

5 5/-gtgacgtagg-3/ 

6 5/-gtgacgtagg-3/ 

7 5/-gtgatcgcag-3/ 

 

 

  نتایج

بود و هیچ  استفاده شده 3هایی که از آغازگر شماره   بجز نمونه

 تولید نکرد، هر یک از آغازگرها الگوي باندي مشابه PCRمحصول 

 داراي 7 و 4باندهاي حاصل از آغازگر آغازگرهاي . تولید نمودند

در بین  میزان چند شکلی.بیشترین میزان وضوح  بودند

درصد  76/41 بالا بود میزان  نسبتا4ٌهاي تحت تاثیر آغازگر  نمونه

 الگوي تشکیل باند، در 9 نمونه با 12نه از  نمو5شکلی بین  چند

این وضعیت در . استفاده از این آغازگر، نتیجه مساعدي است

 76/41 نیز قابل مشاهده است این آغازگر نیز با 7آغازگر شماره 

 الگوي تشکیل 9 نمونه با 12 نمونه از 5درصد چندشکلی بین 

 باندهاي باند، بدلیل بیشترین وضوح در کل آغازگرها در تشکیل

 به RAPD-PCRقوي با الگوي باندي تکراري در هر بار تکرار 

 آغازگر بکار رفته 7 در بین RAPDنظر بهترین آغازگر تصادفی 

 .هاي تمساح مردابی بود جهت نمونه

 شکلی و میزان افراد چندشکل تمساح مردابی چند درصد  میانگین : 2جدول 

 

 میانگین 7آغازگر 6آغازگر 5آغازگر  4آغازگر 2 آغازگر  1آغازگر نام آغازگر

 6/55 67/41 67/41 33/58 67/41 75 75 درصد چندشکلی

هاي  تعداد نمونه

 ندشکلچ

 7تقریبا  5 5 7 5 9 9
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                               1         2         3       4       5       6        7        8        9      10      11      12       

  

  بر روي افراد نمونه که نمایانگر هیچ باند واضحی نبود3 تصویر آغازگر :1شکل 

1500 bp 

1000 bp 

500 bp 

 1 تصویر آغازگر : 2  شکل 2آغازگر  تصویر :3 شکل

 4 تصویر آغازگر :4 شکل  5 تصویر آغازگر :5شکل 
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 بحث

 اول شرط. در ایران بسیار اندك است C. palustrisجمعیت 

هاي ژنتیکی پیروي کردن جمعیت از توزیع  در بررسی جمعیت

نرمال است و در حالیکه در برآوردهاي ژنتیکی جمعیت اولیه را 

شرط فاقد کنند اما این جمعیت  داراي تعداد بیشمار فرض می

ایران این زیر جمعیت در منطقه محدودي از افراد . استاول 

 و بدلیل شرایط نامساعد منطقه امکان مهاجرت  نمایند زیست می

 C. palustrisهاي  از سایر جمعیت) فرد(یا ورود ژن ها  تمساح

درصد چند شکلی که بطور میانگین از  6/55 میزان.وجود ندارد

 تفاوت در بین ةنتایج تمامی آغازگرها حاصل گردید نشاندهند

 که این نمودتوان این طور استنباط  می. افراد این مطالعه است

افراد در بعضی از صفات و در مواردي ساختار ژنتیکی با هم 

البته میزان چند شکلی حاصل آنقدر نیست که . متفاوت هستند

دار بودن یا نبودن در سطح آماري   معنیبتوان از آن بعنوان

 یک ادله قوي جهت اثبات تفاوت و  و بعنوانخاصی بیان نمود

 لازم بذکر .استفاده کرد در جمعیت تمساح مردابی ایران انشقاق

.Cاست که این اولین مطالعه روي ژنتیک جمعیت  palustris

در ایران است، اما این جمعیت تنها به ایران و استان سیستان و 

بومی کشورها و  C. palustris   بلکه،شود بلوچستان محدود نمی

هاي  افی بر روي جمعیتمطالعه ک. باشد مناطق دیگري نیز می

ها در هند و سریلانکا صورت گرفته و نتایج  این گونه از تمساح

 کوچک ها در حالیکه عمدتاٌ حاصله موید این نکته است که جمعیت

شایان ). 4 ( گسترده و پراکنده هستندباشند، کاملاٌ و جدا افتاده می

در بخش پنجاب پاکستان  C. palustrisذکر است که جمعیت 

هاي کوچکی در بخش سند وجود  ین رفته ولی هنوز جمعیتاز ب

جمعیت این گونه در بنگلادش و میانمار از بین رفته و ). 1( دارند

هاي  دهند که هنوز جمعیت هاي اولیه در نپال نشان می بررسی

اي از این گونه در آن کشور  بسیار کوچک، محدود و جدا افتاده

سته پراکنش وسیع خود را تمساح مردابی هنوز نتوان. وجود دارد

تفاوتهاي فردي ). 3( حفظ کنددر منطقه بلوچستان پاکستان

  و عدم نشست آن باعث تمایز بین DNAبین نشست باندهاي 

شود به بیان بهتر بدلیل تفاوتهاي فردي میزان  افراد جامعه می

از .  درصد چند شکلی بین این افراد مشاهده شده است56 تقریباٌ

 ،باشد ن جمعیت داراي تعداد محدودي عضو میآن جایی که ای

لازم به ذکر . رسد تر به نظر می اطلاق واژه زیر جمعیت  مناسب

. است که در این زیر جمعیت گزینش و مهاجرت وجود ندارد

 درصد چند شکلی بدست آمد اما تحقیقات 56طبق نتایج حاصله 

ري و گی بیشتري باید انجام گیرد زیرا بدلیل محدودیت در نمونه

شکلی را به میزان درون زادآوري  توان این چند تعداد افراد نمی

شرایط محیطی در تعیین جنسیت . این جمعیت نسبت داد

ها  گیري و یافتن تمساح در این مطالعه نمونه. تمساح موثر است

اساس ها صورت پذیرفت و بربدون در نظر گرفتن جنسیت آن

ها روي  نسیت نمونهتوان تصور کرد که ج نتایج حاصل چنین می

 . نتایج تاثیري نداشته است

 

 7 تصویر آغازگر :7شکل

 6 تصویر آغازگر :6 شکل 
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 اولین پیشنهاد درباره تمساح ،با توجه به شرایط موجود

مردابی امر محافظت و پرورش این تمساح جهت جلوگیري از 

از آنجایی که بین این جمعیت . باشد انقراض نسل آن در ایران می

تبادلی و زیرجمعیت فاصله زمانی و مکانی بسیار بدون انتقال و 

شود این زیر جمعیت نسبت  بینی می ژنی ایجاد شده است، پیش

اي شده باشد، زیرا  به جمعیت کل دچار افتراق ژنتیکی عمده

 این زیر جمعیت بسیار کم است و ةتعداد افراد تشکیل دهند

 ها در بین افراد موجود در همان محدوده بالطبع اغلب آمیزش

نوع ژنتیکی در زیر همین امر سبب کاهش ت. گیرد صورت می

بیشتر اتفاق بیافتد احتمال  جمعیت خواهد شد و هرچه این امر

توان  می. رود بالا می تمایز ژنتیکی بین زیر جمعیت و جمعیت کل

 در C. palustrisهاي  با تحقیقاتی مشابه، بر روي سایر جمعیت

هاي بزرگتر آن میزان این انشقاق را بررسی کرد و حتی  جمعیت

ایران با سایر  C. palustrisتراق ژنتیکی احتمالی بین در مورد اف

پیشنهاد  .هاي مشابه آن در دنیا مقایسه بعمل آورد جمعیت

اي با مبناي تفاوت جنسیت  گردد که آزمایشات مشابه می

هاي مردابی در کشور انجام گیرد تا میزان احتمالی  تمساح

توان  میعلاوه بر آن . جنسیت بر روي نتایج حاصله بررسی گردد

یابی شده را  هاي توالی هاي آن بررسی انجام داد و ژن بر روي ژن

.Cهند چندین ژن از . به بانکهاي ژنی ارائه کرد palustris را 

هاي  ها را در تمساح توان همین ژن  می.)5( یابی کرده است توالی

با یافتن .نمودیابی کرد و نتایج را مقایسه  موجود در ایران توالی

، یایران C. palustrisاي مربوط به یک ژن خاص در ه توالی

هاي آن در دنیا مقایسه و  توان همان توالی را در سایر گونه می

ها یا   را با سایر کروکودیلیروابط فیلوژنتیک تمساح مردابی ایران

 ).11( ها و سوسمارها بررسی کرد پشت سایر خزندگان مثل لاك

هاي بومی ایران مبادرت  هاي تمساح توان براي حفاظت از ژن می

اي  به تهیه کتابخانه ژنومی نمود تا سایر محققین مجموعه

هاي نوکلئوتیدي این جانور با  ارزشمند و قابل دستیابی از توالی

بعنوان یک ذخیره  داشته و نیز  ارزش در کشور را در اختیار

 . ژنتیکی حفظ گردد
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Abstract:
For the first time, study on Crocodylus palustris population was conducted in Sistan &

Baluchistan province of Iran for the first time. They distribution is being limited to part of 

Makran in Baluchistan and also part of Yahoukalat region. The Crocodylus palustris has a 

medium or big body with wide snout. In Iran, the population of this animal belongs to small 

number of them in whole world. Sample was made from ١٢ crocodiles captive in Dargas 

region of Chabahar province and after biometric measurement, the samples was provided 

from scale tissue and then DNA was extracted by kit. RAPD seven primers with ١٠

Nucleotides sequence was used for RAPD-PCR. All seven primers except primers number ٣

caused polymorphism among samples. Averagely, in per use of these primers, seven locus are

present polymorphism. The result was analyzed by PopGene٣٢ software which showed

approximately ٥٦٪ of polymorphism was among samples and genetic species in this 

population.
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