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 چکیده

دلیل اما امروزه استفاده از نشانگرهای مولکولی به ،کردندبندی موجودات استفاده میدر گذشته از صفات مورفولوژیکی برای طبقه 

ها در بررسی روابط فیلوژنتیک است. در این که دارد مورد توجه قرار گرفته است. نشانگرهای میتوکندریایی یکی از بهترین گزینه هاییمزیت

آوری نمونه در استان سیستان و بلوچستان جمع 3نمونه و کنارک   3نمونه، گواتر  4پشت دریایی سبز از سه منطقه چابهار نمونه از لاک 10مطالعه 

 COIو   mtDNAها  از قطعه ژنی نمونه ،چنین روش استخراج استات آمونیومبا استفاده از کیت استخراج و هم DNAد. پس از استخراج ش

براساس آنالیز فیلوژنتیکی  بررسی شدند. نتایج نشان داد که Arlequinو  MEGA ،Bioeditافزارهای کمک نرمها بهیابی شدند. توالیتوالی

بود. نتایج  18/0برابر با  P-distanceها در سه جمعیت قرار گرفتند. میانگین کلی فاصله در میان جمعیت براساس مطالعه، نمونهجمعیت مورد 

چنین تعداد هم .ها مربوط به ابتدا و انتهای توالی است. میزان تنوع هاپلوئیدی صفر بودترین تفاوت میان توالیکلاستال دابلیو نشان داد که بیش

ها رخ نداده ای نبوده که اشتقاق گونه انجام شود. هیچ نوترکیبی در توالیدهد تفاوت به اندازهمورفیک برابر با صفر بود که نشان میهای پلیمحل

دریایی در های سبز پشتتوان در بررسی تنوع ژنتیکی لاکخوانی داشته باشد. نتایج حاصل از این مطالعه را میکه با ماهیت ناحیه مورد بررسی هم

چنین در مدیریت جمعیت این گونه، جلوگیری از انقراض آن و در تهیه یک بانک ژنی مناسب شرایط متفاوت جغرافیایی مورد استفاده قرار داد. هم

ک راهکار تواند یویژه در مواردی که فقط تخم یا بافت این گونه موجود است نیز میهای مولکولی بهبرای شناسایی این گونه به کمک تکنیک

 مناسب باشد.

پشت دریایی، دریای عمانلاکژنتیک جمعیت، فیلوژنی،  کلمات کلیدی:

 shahhosseiny@yahoo.com* پست الکترونیکی نویسنده مسئول: 
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 مقدمه

 5پشت دریایی كه در دنيا وجود دارند فقط گونه لاك 8از ميان        

(، Chelonia mydas) سبز (،Eretmochelys imbricata) عقابی منقار گونه

( از خانواده Lepidochelys olivacea) زیتونی و (Caretta caretta) سرخ

Cheloniidae( و پشت چرمی ،Dermochelys coriacea از خانواده )

Dermochelyidae اند. از در خليج فارس و دریای عمان مشاهده شده

ميان این پنج گونه تنها دو گونه منقار عقابی و سبز در سواحل ایران 

های عنوان گونهكنند. سه گونه دیگر بهگذاری میگزینی و تخملانه

كه با توجه به این .(Elmi ،2005 و Mobaraki) باشندای میتغذیه

های دریایی در راس هرم غذایی قرار دارند، نقش اكولوژیكی پشتلاك

كه با طوریكنند، بهبسيار حساسی را در شبكه غذایی دریاها ایفا می

تنان ها و نرمها، صدفتغذیه از بسترهای علفی، لارو آبزیان، خرچنگ

گردند. قات هرم میوكنترل جمعيت آنان، باعث حفظ تعادل دیگر طب

پشت به سواحل مختلف همه ساله در فصول توليدمثل، هزاران لاك

كنند، ولی برنامه ریزی میجهان و ایران مهاجرت نموده و اقدام به تخم

شود و در نتيجه تلاش حفاظتی جامعی در مورد این موجود انجام نمی

ن دليل طی هميبه .گرددتر میرنگاین آبزی برای بقا روز به روز كم

عنوان به IUCNاز طرف  پشت دریاییلاك هایكليه گونه های اخيرسال

علت (. به1393اند )صمدی، های در خطر انقراض معرفی گردیدهگونه

و  DNAیابی توالی های گذشته در زمينههای پرشتاب سالپيشرفت

 ترینبه مهم DNAهای ها، توالیهای محاسباتی برای آناليز دادهروش

ردپای  اند.های زنده تبدیل شدهدرك بهتر سيستم منبع اطلاعاتی برای

های گوناگون علوم زیستی، در شاخه توالی، های مبتنی بر مقایسهشيوه

شود. در این ميان، دو زمينه از شناسی دیده میگيریاز نمو تا همه

داران ميان جان روابط به بردنپی را برای و ابزارهایی هاروش شناسیزیست

اند: ژنتيک جمعيت و فيلوژنتيک كه پدید آورده DNAاز روی توالی 

كنند. ژنتيک جمعيت به یافتگی متفاوتی را دنبال میسطوح سازمان

مفهوم گروهی از افراد درون زادآور است كه زمان و فضایی مشترك 

تر ژرف هایریشگیكه فيلوژنتيک به بررسی همحال آن دارند، با یكدیگر

چنين هم دارد. گرایش جانداران فرگشت درخت در نزدیک دور و هایگروه

ها. گونه مرز ميان دارد: دو ميانه این در جایگاهی DNA گذاریشناسهخط

عبارت است از استفاده از یک توالی  DNAگذاری در واقع خط شناسه

كوتاه از یک منطقه استاندارد ژنوم جهت كمک به تشخيص، تمایز 

های شناخته شده یا جدید ها به گونهها و تخصيص دادن نمونهگونه

 (.1389)مصطفوی و همكاران، 

 با لينه زمان از ایگونه بين روابط تعيينفيلوژنتيکي:  آناليز       

 تاكسونومی اگرچه است. گرفتهمی صورت مورفولوژیک هایویژگی مقایسه

 رو اطلاعات اما است شده بنا مورفولوژیک هایویژگی پایه بر چنانهم

 روابط كردن آشكار به نوكلئوتيدی یابیتوالی مانند مولكولی گسترش به

 مولكولی هایداده از استفاده شناسانزیست بين در پردازد.می فيلوژنتيكی

 است كرده پيدا توجهی قابل اهميت فيلوژنتيكی هایدرخت ترسيم جهت

 تربيش جزئيات با را روابط این مورفولوژیكی هایچنان دادههم ليكن

 كه دارند وجود ژنی خاصی قطعات DNA مولكول در .كنندمی بررسی

 در خاص نشانگرهای این شوند. مقایسهمی شناخته مولكولی نشانگر به

 را هاآن فيلوژنتيكی )اجدادی( رابطه تواندمی گوناگون بين جانداران

 مشخص را ژنی قطعات این بين ارتباط فيلوژنتيكی آناليزهای كند. آشكار

 هایتوالی بایستی گيرد صورت آناليزها این كهاین از پيش كند. امامی

 یكدیگر با جانوری گروه هر در مطالعه مورد نشانگرهای از آمده دستبه

 یكدیگر كنار در هایشانشباهت و هاتفاوت همه با و شوند داده تطبيق

  . (2009و همكاران،  Lemey) گيرند قرار
 

 هامواد و روش

پشت سبز از لاك نمونه 10 پروژه، این در برداری:نمونه روش       

 ابزار از استفاده با و تصادفی صورتبه (Chelonia mydas) دریایی

 26 تاریخ در چنين صيد ضمنی صيادان،ترال و هم صيد مخصوص

از سواحل استان سيستان و بلوچستان  1396 اسفند 22 شهریور و

ها از سه منطقه شامل كنارك با موقعيت نمونه گردید. این گردآوری

و چابهار با موقعيت  نمونه 3به تعداد  N 25.09 و  E 61.11 جغرافيایی

نمونه و گواتر با  4اد به تعد N 25.17.46و E  60.37.17 جغرافيایی

نمونه بودند.  3به تعداد  N 25.19و E  60.30 موقعيت جغرافيایی

 1شدند. در شكل دارینگه مطلق اتانول در برداشت از پس هانمونه

 برداری مشخص گردیده است.مناطق نمونه

 آون، ماری، بن ليتری،ميلی 50 فالكون لوله آزمایش از این انجام برای       

 ميكروسانتریفيوژ، دستگاه ميكروليتری، 2و  5/1 اپندورف هایلوله

  

 
 برداری )کنارک، چابهار، گواتر(های نمونه: محدوده جغرافيايي مکان1شکل 
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 دستگاه الكتروفورز، مخزن برق، مولد دستگاه ترموسایكلر، دستگاه

 ،Gel Documantationورتكس،  دستگاه ترازوی دیجيتال، مایكروویو،

 از مواد چنينهم گردید. استفاده سمپلر و UV transiluminator دستگاه

 ،PCR 10X ، MgCl2 استریل، بافر و دیونيزه تقطير دوبار آب شيميایی

dNTP،Taq DNA Polymerase ، پودر و آغازگر عقبی، جلویی آغازگر 

 بافر قرمز، ژل رنگ ، TAE 1X ،ladderبافر و TBE X5/0 بافر آگارز،

ژل استفاده گردید. لازم به ذكر است این  از استخراج كيت وراهنما 

ای هسته DNAانجام شد به این ترتيب كه ابتدا  PCRروش مطالعه به

انجام و خالص  Kها با استفاده از هضم بافت توسط پروتئيناز نمونه

 DNA. در ادامه رسوب فتسازی و استخراج رسوب اتانولی صورت گر

كروليتر آب مقطر دو بار تقطير استریل حل مي 100دست آمده در به

. شدداری نگه PCRگراد تا زمان انجام درجه سانتی -20و در دمای 

ترتيب از روش استخراج شده به DNAجهت تعيين كميت و كيفيت 

. پس از انجام گردیدالكتروفورز با ژل آگارز و اسپكتروفتومتری استفاده 

ها تعيين ترادف نمونه %2ورز ژل مراز و الكتروفای پلیواكنش زنجيره

  Arlequinافزارژنتيک جمعيت با نرم منظور تعيينشد و سپس به ژنی

ها بررسی و سكانس Bioeditافزار و برای فيلوژنی با استفاده از نرم

افزار چنين مراحل آناليز فيلوژنی و ترسيم درخت با استفاده از نرمهم

 گردید.( انجام Megaمگا )

 استریل ابزارهای كمکبه ها،نمونه همه از مولکولي: شناسايي       

متر از ميلی 5-30 تقریبی اندازه به بافتی تكه شده )اسكالپل و پنس(،

رقيق  محلول با بافت شد. برداشته DNA استخراج برای هاناحيه باله آن

  DNAB و بافت مخلوط كند. سپس پيدا مایع حالت تا شد مخلوط كننده

 با نمونه حاوی هایشد. تيوپ ریخته ميكروليتری 5/1 هایتيوپ در

 گرادسانتی درجه 4 دمای در دقيقه10 مدتبه rpm 2000 دور

 برای بافتی رسوب و شد ریخته دور بالا فاز شدند. سپس سانتریفيوژ

 گردید، سپس با استفاده از كيت استخراج،  استفاده DNA استخراج

DNA به استخراجی هاینمونه تمامی مورد نياز اسنخراج گردید. از 

 رنگ با مخلوط راهنمای بافر ميكروليتر 1 اضافه به ميكروليتر 5ميزان

Gel red الكتروفورز مخزن در و شد % ریخته 1  آگارز ژل هایچاهک در 

 آمپرميلی 40 جریان شدت و ولت 100 با ولتاژ X5/0 TBEبافر  حاوی

 در UVنور با آگارز ژل گردید. سپس الكتروفورز ساعت نيم مدتبه

 جهت چنينگرفت. هم قرار بررسی مورد Gel Documantation دستگاه

 دستگاه از استفاده با هانمونه غلظت استخراجی، DNAكيفيت  بررسی

 .شد نانومتر سنجيده 280 و 260 ،230 هایموج طول در نانودراپ

 مرازپلی ایزنجيره واكنش  (PCR):مرازپلي ایزنجيره واکنش       

آغازگرهای  از استفاده با COI اكسيداز سيتوكروم ژنی قطعه تكثير جهت

D-loop شد: انجام 

F (5'-GGC ACC CAA AGC CAA AAT TC-3') آغازگر پيشين 

R (5' TAG ATC CAG ACC AGA TGC CGG-3') آغازگر پسين 

 ميكروليتری 2 هایاپندورف از نوع PCR واكنش جهت مصرفی هایلوله

 .شد اضافه DNA از غيربه موارد منفی همه كنترل هایلوله بودند. در

 در  COIژنی قطعه تكثير جهت مرازپلی زنجيره واكنش حرارتی برنامه

 PCRهای مشخصات چرخه 1جدول  بهينه گردید. ذیل هایزمان و دما

 دهد.را نمایش می
 

 PCR های : مشخصات چرخه1جدول 

 برای گرادسانتی درجه -20 فریزر در آمده دستبه PCR محصولات

 .گردیدند دارینگه بعدی آناليزهای

 الكتروفورز آگارز: ژل از استفاده با PCR محصولات الکتروفورز       

 PCR  محصولات بررسی روش ترینسریع و ترینمتداول آگارز، ژل روی

 تخليص و شناسایی كردن، جدا برای استاندارد روشی روش، این .باشدمی

 قطعات است قادر است كه سریعی و ساده تكنيک و DNA قطعات

DNAسانتریفيوژ چونهم دیگر هایروش توسط توانندنمی كه را ای 

 مكان این بر كند. علاوه تفكيک هم از شوند، جدا هم چگالی از شيب

DNA رنگ پایين هایغلظت با آميزیرنگ طریق از مستقيماً ژل، درون 

های غلظت با ژل این كمکبه شود.می تعيين بروماید اتيدیوم فلوئورسانت

 را كيلوباز 20 تقریباً تا باز جفت 200 از DNA قطعات توانمی مختلف

 قرار ثابت الكتریكی ميدان در افقی صورتبه آگارز ژل كرد. جدا هم از

 % مورد 5/1آگارز  ژل با الكتروفورز روشبه PCR محصول گيرد.می

 حاصله باند نظر كيفيت از شده تكثير قطعات و گرفت قرار ارزیابی

 .شد بررسی

 هایراه از یكی ز:آگار ژل از PCR  استخراج محصول نهايي

 نظر مورد باند استخراج توالی تعيين برای  PCRمحصول كردن تميز

 غير باندهای حذف بر علاوه روش این استفاده از با كه است ژل از

 ایجاد شده اسميرهای و دایمرها پرایمر توانمی نامطلوب و اختصاصی

 از آمده دستبه نتایج تا كرد جدا نظر مورد باند از را PCR واكنش در

 زمان نوع چرخه تعداد چرخه
درجه حرارت 

 گراد()سانتي

چرخه 1  
 واسرشت اوليه

(Initial 

denaturation) 

دقيقه 5  94 

 چرخه  30

 واسرشت
(Denaturation) 

دقيقه 5  94 

 اتصال
(Annealing) 

ثانيه 30  57 

 گسترش
(Elongation) 

 72 دقيقه 1

چرخه 1  
 گسترش نهایی

(Final 

elongation) 

دقيقه 7  72 
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 در منظور این باشند. برای مطلوبی برخوردار كيفيت از توالی تعيين

 .شداستفاده  آگارز ژل از PCR محصول استخراج روش از تحقيق این

 سپس شد سنجيده نانودراپ از دستگاه استفاده با هانمونه غلظت ابتدا

 .گردید الكتروفورز  TAEبافر و آگارز از شده ساخته ژلی روی هانمونه

 UV transiluminator دستگاه زیر در اصلی باند قطعه الكتروفورز پایان از پس

 تيوپ یک در شده بریده شد. قطعه داده اسكالپل برش توسط و آشكار

 توزین با سپس .شد داده قرار بود مشخص آن اوليه وزن كه ليتریميلی 2

  محلول آن به ژل وزن برابر 3 و گردید محاسبه ژل وزن ژل حاوی تيوپ

Binding Buffer 55ماری  بن در دقيقه 15 مدتبه تيوپ شد. اضافه 

 Silica Powderدقيقه،15گذشت  از پس شد. داده قرار گرادسانتی درجه

Suspension به تركيب این شدند. سپس ورتكس و ها اضافهنمونه به 

 این گرفت )در گراد قرارسانتی درجه 55 ماری بن در دقيقه 5 مدت

 باریک دقيقه چند هر چنينهم و دش متصل Silica به  DNAمرحله

 با دور سانتریفيوژ ژل، در موجود DNA رسوب ورتكس شدند( جهت

RPM 8000 مایع و انجام دقيقه1 مدتگراد بهسانتی درجه 4 دمای و 

ميكروليتر  500 حاصل  DNAشستشوی شد. برای ریخته دور رویی

 سانتریفيوژ كردن،پيپت و ورتكس بار چندین از بعد شد. اضافه %70اتانول

 انجام دقيقه 1 مدتبه گراددرجه سانتی 4 دمای و RPM8000 دور  با

سپس  شد(. تكرار مرتبه 3 الی 2 شستشو، شد )مرحله خالی اتانول و

 كهزمانی تا شد گذاشته آزاد هوای در باز و خوابيده حالت به هاتيوپ

 ميكروليتر 100 تا 50 آخر خشک شدند. در كاملاً تيوپ داخل هایپليت

 از چند بعد و شده موجود( افزوده رسوب ميزان دیونيزه )براساس آب

 گرادسانتی درجه 55 ماری بن در دقيقه 10 الی 5 مدتبه ورتكس، ثانيه

 با سانتریفيوژ شدند(. بعداز دوبار ورتكس فاصله این گرفتند )در قرار

مایع  دقيقه، 1مدت به گرادسانتی درجه 4دمای و RPM8000 دور 

شد. شكل  ریخته دور ماندهباقی رسوب و منتقل جدید تيوپ به رویی

     دهد. باند حاصل را روی ژل آگارز نمایش می 2

 PCR محصولات  PCR: محصولات(Sequencing)  يابي توالي

 غير باند پرایمر، دایمر اسمير، فاقد ضخيم و پررنگ مناسب )باندهای

 Dideoxy Chain زنجيره ختم روشبه توالی تعيين اختصاصی( جهت

Termination شركت به ( بيونيرBioneer) گردیدند. ارسال جنوبی كره 

 .آمد دستبه  D-loopژنی قطعه از توالی

 افزارهای بيوانفورماتيکينرم       

های شده، جایگاه مشاهده جهش تعداد افزارنرم این: Arlequin افزارنرم

مورفيک، سطح تنوع نوكلئوتيدی و ساختار و تنوع هاپلوتایپی را پلی

 نماید.در جمعيت مشخص می

بسيار خوب كه كاربردهای افزار بيوانفورماتيک نرم :BioEditافزار نرم

  DNA هایورزی و آناليز توالیردیفی، دستزیادی برای ویرایش، هم

ها استفاده افزار برای بررسی كيفيت توالیو پروتئين دارد. از این نرم

 نشان داده شده است. 3یابی در شكل شد. كروماتوگرام نتایج توالی

 MEGA افزارنرم برای ترسيم درخت فيلوژنتيكی، :MEGAافزار نرم

جهت آناليز  العاده و پركاربرد بيوانفورماتيک كهافزارهای فوقیكی از نرم

های فيلوژنتيكی درخت ترسيم و پروتئينی و DNA هایتوالی فيلوژنتيكی

افزار آناليز فيلوژنتيكی با استفاده از نرم. گيردمورد استفاده قرار می

MEGA ه است.نشان داده شد 6و  5، 4های در شكل 

   

   

 

 

 
 BioEditافزار يابي در نرم: کروماتوگرام نتايج توالي3شکل   %5/1 آگارز ژل روی PCR حاصل از باند نمايش :2شکل
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 نتایج

 MEGA 10/6 برنامه از استفاده با فيلوژنتيكی درخت تحقيق در این       

تكرار  1000 پایه بر Bootstrap (.www.megasoftware.net) شد ترسيم

انتخاب گردید. درخت فيلوژنتيكی برای  MEGAجهت انجام برنامه 

 UPGMAو با روش آماری   P-distanceكمکشده به های انتخابنمونه

كمک افزار بهصورت جفتی در این نرمها بهیرسم شد. فاصله ميان توال

 Maximum compositeدیگری و p-distance یكی شد. گيریاندازه مدل دو

likelihood روش كمکها بهتوالی ایمقایسه ردیفیهم ClustalW  انجام

  5/3افزار كمک نرمشد. بررسی تنوع ژنتيكی در سطح نوكلوئيدی به

Arlequin انجام شد (www.arlequin3.5/software.net .)افزار از نرم

BioEdit ها تر توالیها استفاده شد. در بيشبرای بررسی كيفيت توالی

های ابتدایی و انتهایی توالی كيفيت خوانش خوبی نداشتند كه قسمت

كيفيت پایين كه معمولاً در های با حذف شدند. بعد از حذف توالی

رشته مكمل  BioEditافزار ابتدا و انتهای سكانس بودند. به كمک نرم

تهيه شد و بعد قسمتی از توالی كه در هر دو رشته  Reverseتوالی 

عنوان توالی اصلی برای انجام مراحل ( بهConsensusیكسان بودند )

تر از ميزانی بود اههمين دليل طول توالی كوتبعدی كار انتخاب شد. به

یابی برای آن انجام شده بود. برای هر ده توالی كار به این كه توالی

بلاست شدند و همه  NCBI در هاتک توالی صورت تكرار شد. سپس تک

ها كه پس از جز یكی از توالیهبودند ب Chelonia mydasمربوط به 

زیتونی  پشتبلاست مشخص شد كه مربوط به گونه دیگری به نام لاك

Lepidochelys olivace گيری به بود كه به احتمال زیاد هنگام نمونه

 به اجبار دليل همينبه گرفته شده است، درنظر Chelonia mydas اشتباه

 NCBIشد. پس از انجام بلاست در حذف این توالی در ادامه آناليزها 

كه به ها رسم شد درخت فيلوژنتيكی برای بررسی ارتباط با دیگر گونه

ای كه با رنگ زرد مشخص شده است مربوط به صورت زیر بود. نمونه

باشد. نتایج نشان داد كه همه نمونه مورد بررسی در این مطالعه می

بود كه در  Chelonia mydasهای حاصل از بلاست مربوط به نمونه

 ثبت شده بود. NCBIیابی شده بودند و در سایر مناطق جهان توالی

 دهد. های مورد مطالعه را نشان میگونه فيلوژنتيكیدرخت  7شكل 

  نتايج مگا:       

صورت جفتی ها بهفاصله ميان توالی ها:توالي بين فاصله گيریاندازه

و  p-distanceگيری شد. یكی كمک دو مدل اندازهافزار بهدر این نرم

كه نتایج حاصل از آن در  Maximum composite likelihoodدیگری 

 گزارش شده است. 3و  2جداول 

 00168/0 محدوده در P-distance روش كمکبه هاتوالی بين فاصله       

-Pكمک بود و ميانگين كلی فاصله در ميان جمعيت به 43714/0الی 

distance نمونه انتخاب 9درخت فيلوژنتيكی در ميان  بود. 18/0با  برابر 

كمک رسم شد. به UPGMA ماریآروش  و با  P-distanceكمکشده به

افزار مگا اطلاعات مربوط به هر توالی مثل تعداد نوكلئوتيد و درصد نرم

 .شودمشاهده می 4جدول  هر كدام از نوكلئوتيدها تهيه شد كه در

مشخص  5ها در جدول چنين ميزان ناجور بودن و تفاوت توالیهم

 شده است.

        

 
 MEGAافزار : آناليز فيلوژنتيکي با استفاده از نرم4شکل 

 

 
 اافزار مگهای مورد بررسي با استفاده از نرم: درخت فيلوژنتيکي نمونه5شکل

 

 
 NCBIهای مشابه استخراج شده از : توالي6شکل 
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 Maximum composite likelihoodکمک روش ها به: فاصله بين توالي2جدول 

 

 P-distanceکمک روش ها به: فاصله بين توالي3جدول 

 

توالی در كلاستال دابليو  9 نتايج حاصل از کلاستال دابليو:       

هایی كه در هایی كه مشابه هستند و قسمتكه قسمت ردیف شدندهم

تفاوت مشاهده  تربيش كرد. مشاهده توانرا می یافته است تغيير آن توالی

دليل متفاوت بودن ابتدا و انتهای توالی است كه بهشده مربوط به 

ها در نتيجه حذف توالی با كيفيت خوانش پایين در نتایج طول توالی

 Arlequinكه بتوانند در ها برای اینیابی است. دادهحاصل از توالی

 DNAافزار تبدیل شوند كه از نرم arp.*خوانده شوند باید به فرمت 

Sequence Polymorphism (DNASPبدین ).منظور استفاده شد 

هيچ ناحيه كد  (:Polymorphic sitesمورفيک )های پليمحل       

ها شناسایی نشد كه مطابق با ژنی كننده پروتئينی در توالی

 
 های مورد مطالعه: درخت فيلوژنتيکي گونه7شکل 

 

 33 3 222 22 2 111 11 1 شماره

1        

11 71878/0       

111 70648/0 00913/0      

2 02985/0 95534/0 92037/0     

22 96071/0 01258/0 00333/0 41747/1    

222 96072/0 01152/0 00168/0 47869/1 00315/0   

3 95961/0 00575/0 00546/0 50666/1 00850/0 00794/0  

33 96071/0 01671/0 00334/0 26661/1 00313/0 00628/0 01187/0  

333 13109/1 03862/0 03117/0 33761/1 03268/0 03096/0 03284/0 03641/0 

 33 3 222 22 2 111 11 1 شماره

1         

11 43165/0        

111 43043/0 00905/0       

2 02888/0 43590/0 42797/0      

22 43117/0 01242/0 00332/0 43444/0     

222 42713/0 01139/0 00168/0 43629/0 00314/0    

3 42915/0 00571/0 00543/0 43714/0 00843/0 00787/0   

33 43117/0 01639/0 00333/0 43605/0 00312/0 00623/0 01171/0  

333 42366/0 03711/0 03018/0 42767/0 03160/0 02998/0 03175/0 03499/0 
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هست كه تكثير شد چرا كه این ژن كد كننده هيچ پروتئينی نيست 

( تعداد Gapگپ ) جز نواحی دارایخوانی دارد. بهكه با نتایج آناليز هم

 مورفيک صفر بود. های پلیمحل

تعداد  DNA (DNA polymorphism:) توالي در مورفيسمپلي       

همين دليل تنوع هاپلوتيپی مساوی ( بود و بهh=1ها یک )هاپلوتيپ

( هایی كه InDelكل حذف و اضافه ) چنين تعداد( بود. همHd=0) صفر

های مورد بررسی در توالی نوتركيبی هيچ بود. 40 مساوی بود اتفاق افتاده

 وجود آمده در نتيجه نوتركيبی نبوده است.رخ نداده است و تغييرات به

های محل تعداد توالی 3نمونه اول با  در ها:بين نمونه DNAتنوع        

 Kو متوسط تعداد اختلاف نوكلئوتيدی كه با  3مورفيک برابر با پلی

چنين در این نمونه ميزان تنوع بود. هم 5/1با شود برابر نشان داده می

بود. در نمونه  00284/0شود برابر با داده می نشان Piكه با  نوكلئوتيدی

و متوسط  20مورفيک برابر با های پلیدوم با سه توالی تعداد محل

 33/13شود برابر با نشان داده می Kتعداد اختلاف نوكلئوتيدی كه با 

نشان  Piنمونه ميزان تنوع نوكلئوتيدی كه با  چنين در اینبود. هم

 بود. 02520/0شود برابر با داده می
 

 های مورد بررسي: ترکيب نوکلئوتيدی توالي4جدول 

 %T% C% A% G توالي

1 3/35 9/13 7/29 1/21 

11 4/29 5/21 8/35 2/13 

111 7/31 3/20 1/33 8/14 

2 6/35 5/13 6/30 4/20 

22 3/31 0/21 4/33 3/14 

222 8/30 3/21 5/33 4/14 

3 5/31 5/20 7/33 3/14 

33 4/31 7/20 4/33 4/14 

333 6/30 5/20 0/35 8/13 

 6/15 2/33 3/19 9/31 ميانگين

 صورت جفتيهای مورد بررسي به: ميزان ناجور بودن توالي5جدول 

توالی باهم مقایسه شوند تعداد  7اگر این دو نمونه و در واقع        

تعداد اختلاف نوكلئوتيدی  متوسط و است عدد 24 مورفيکپلی هایمحل

توالی  7چنين در اینبود. هم 524/7شود برابر با داده می نشان Kكه با 

 01422/0شود برابر با نشان داده می Piميزان تنوع نوكلئوتيدی كه با 

توالی وجود نداشت و تعداد متوسط  7موتاسيون مشتركی بين این  بود.

و تعداد متوسط جانشينی نوكلئوتيدی  08/9 با برابر نوكلئوتيدی اختلاف

در نمونه سوم با دو توالی تعداد  بود. 017/0دو نمونه برابر با بين 

و متوسط تعداد اختلاف نوكلئوتيدی  17مورفيک برابر با های پلیمحل

چنين در این نمونه بود. هم 17شود برابر با نشان داده می Kكه با 

 03202/0شود برابر با نشان داده می Piميزان تنوع نوكلئوتيدی كه با 

توالی با هم مقایسه  6مقایسه نمونه سوم با نمونه اول كه در واقع  در بود.

عدد است و متوسط تعداد  234مورفيک های پلیشدند، تعداد محل

 933/122شود برابر با نشان داده می Kاختلاف نوكلئوتيدی كه با 

توالی ميزان تنوع نوكلئوتيدی  6 این در چنينهم بود.

بود.  موتاسيون مشتركی  23151/0د برابر با شونشان داده می Piكه با 

توالی وجود نداشت و تعداد متوسط اختلاف نوكلئوتيدی  6بين این 

بود. در مقایسه نمونه سوم و دوم كه در واقع  42797/0خالص برابر با 

عدد  135مورفيک های پلیتوالی با هم مقایسه شدند، تعداد محل 5

شود نشان داده می Kاست و متوسط تعداد اختلاف نوكلئوتيدی كه با 

توالی ميزان تنوع نوكلئوتيدی  5چنين در این بود. هم 50/78برابر با 

بود. موتاسيون مشتركی  24921/0شود برابر با نشان داده می Piكه با 

لئوتيدی توالی وجود نداشت و تعداد متوسط اختلاف نوك 5بين این 

و تعداد متوسط جانشينی نوكلئوتيدی بين دو نمونه برابر  123برابر با 

مورفيک توالی با هم تعداد نواحی پلی 9بود. در مقایسه  39206/0با 

نشان  C( كه با Sequence conservation) و حفاظت توالی 307برابر با 

ه ميان توالی حفاظت شد 6بود. در جدول  635/0شود برابر با داده می

آورده  Conservation، Homozigosity ،P-value مقادیر با همراه توالی 9

 شده است.

 333 33 3 222 22 2 111 11 1 شماره

1          

11 6139/2         

111 4326/2 0000/0        

2 000/0 8111/2 5656/2       

22 5404/2 0000/0 000/0 0430/3      

222 3380/2 000/0 000/0 928/2 0000/0     

3 0546/2 0038/0 0036/0 4893/2 0134/0 0000/0    

33 3623/2 000/0 0000/0 6937/2 0031/0 0015/0 0000/0   

333 7010/2 000/0 0000/0 7106/2 0000/0 0000/0 0000/0 0000/0  
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 (Conserved Regions: توالي مناطق حفاظت شده )6 جدول

Dynamic Defined Parameters given the observed S: 

Minimum window length, MWL: 74 
Conservation threshold, CT: 0/73 

}Region: Start-End    Conservation    Homozigosity    P-value{ 

 

 بحث 

 سایت در كردن بلاست و نظر مورد ژن توالی تعيين از پس هاگونه       

 .داشتند پوشانیهم Chelonia mydas از شده ثبت هایتوالی با ژن بانک

های مورد مطالعه در این تحقيق شباهت زیادی با هر چند كه توالی

كه ثبت شده بودند نشان دادند  NCBIهای موجود در بانک ژن توالی

بررسی  و مولكولی عنوان یک نشانگرتوان بهمی جدید هایتوالی اما از این

ترین تغييرات گونه در مناطق مختلف جغرافيایی استفاده كرد. نزدیک

 Chelonia mydas isolate CmP 1/75گونه براساس نتایج بلاست، 

 شرقی استراليا مورد مطالعه قرار گرفته بودبود كه در سواحل شمال

(Ardura  ،بعد از این گونه بيش2010و همكاران .) ترین شباهت با

 Blaxterبود كه توسط  Chelonia mydas isolate CmP 1/219گونه 

مورد مطالعه قرار گرفته بود. این مطالعه در ناحيه ( 2004)و همكاران 

مطالعات گذشته  در .بود شده كنگ و تایوان انجام هنگ مثل چين جنوبی

های سبز در كشور قطر كه نزدیک به دریای پشتتوالی این ژن در لاك

شده است. نتایج این مطالعه نيز نشان داد كه در عمان است، بررسی 

ترین همولوژی پشت بيشميتوكندریایی این نوع لاك DNA قطر توالی

شباهت  %93 /79چنين و هم داشت Chelonia  mydas( را با 99% /84)

كه بومی استراليا است، مشاهده شد. پس  Natator depressaبا گونه 

این  بود.  Eretmochelys imbricataباترین ميزان همولوژی از آن بيش

دهند كه انجام می های طولانیدليل مهاجرتپشت دریایی بهگونه لاك

بندی آن دارای اهميت است و استفاده از شناسایی مولكولی و رده

و  Bowenباشد. ميتوكندریایی یک راهكار مناسب می DNAنشانگر 

ها پشتبندی لاكاز این نشانگر مولكولی برای رده (1992)همكاران 

 استفاده كردند.

توالی مورد بررسی  9دهد كه در چنين نتایج مگا نشان میهم       

( بود. 9/ 34%) GCتر از ( بيش1/ 65%) ATطور متوسط درصد به

دست آمد و معيار فاصله درخت فيلوژنتيكی بر اساس فاصله ژنتيكی به

ها های نوكلئوتيدی در هر جایگاه بين توالیجایگزینی ژنتيكی تعداد

باشد. نتایج آناليز فيلوژنتيكی جمعيت مورد مطالعه نشان داد كه می

های ها در سه جمعيت قرار گرفتند. كلاد اول شامل نمونههمه نمونه

ها مشخص شدند مربوط به منطقه چابهار بود كه با عدد یک این توالی

ه قرار گرفت كه علاوه بر سه نمونه چابهار یک نمون 4در این كلاد 

دهد تفاوت نمونه از گواتر هم در این دسته قرار گرفت كه نشان می

ها در این ناحيه بسيار كم است و تنوع ژنتيكی زیادی در بين توالی

های منطقه كنارك شود. كلاد دوم شامل نمونهاین دو ناحيه دیده نمی

 ه گواتر بود. و كلاد سوم هم مربوط به منطق

ها ترین تفاوت ميان توالیكلاستال دابليو نشان داد كه بيش نتایج       

ميان جمعيت  در فاصله كلی توالی است. ميانگين مربوط به ابتدا و انتهای

ترین فاصله بين دو نمونه بود. بيش 18/0برابر با  P-distanceكمک به

است و ميزان  437/0برابر با از دو منطقه چابهار و گواتر بود كه   3و  2

( است. علت این 4893/2ناجور بودن هم در بين این دو عدد بالایی )

دليل تواند به فاصله مكانی این دو ناحيه برگردد هرچند كه بهمی تفاوت

تواند پشت دارد فاصله مكانی نمیتوانایی مهاجرتی كه این نوع لاك

محيطی و عواملی مثل صيد  و شاید به شرایط متفاوت عامل اصلی باشد

 111ترین فاصله مربوط به دو نمونه ست كه كما برگردد. این درحالی

مكانی زیادی  فاصله كه دو منطقه چابهار و كنارك است مربوط به 222و 

 با هم ندارند ميزان ناجور بودن ميان این دو نمونه برابر با صفر بود.

مورفيک پلی هایمحل تعداد چنينهم بود صفر هاپلوئيدی تنوع ميزان       

ای نبوده كه اشتقاق دهد تفاوت به اندازهبرابر با صفر بود كه نشان می

نداده كه با ماهيت ناحيه  ها رخدر توالی گونه انجام شود. هيچ نوتركيبی

 خوانی دارد.مورد بررسی هم

به تواند ترین تنوع ژنتيكی مربوط به ناحيه چابهار بود كه میكم       

لودگی و مسائل زیست محيطی مثل ميزان بالای فلزات آدليل صيد، 

های انسانی باشد. با وجود تنوع ژنتيكی كه ذكر شد سمی و فعاليت

دهد با وجود گيرند كه نشان میها در یک گونه قرار میاما همه نمونه

ای منجر به تغيير جایگاه آن در ساختار فيلوژنتيكی تنوع درون گونه

 شود.ها نمیپشتلاك

افزار آرلكوین نشان داد كه نتایج آناليز واریانس مولكولی در نرم       

هاست ها بيش از تفاوت در درون جمعيتتفاوت در بين این جمعيت

دليل عدم وجود ارتباط با طوركلی تنوع ژنتيكی در نواحی دورتر بهبه

تنوع ژنتيكی  ميزانترین تر از نواحی دیگر بود. بيشها كمسایر جمعيت

ترین ميزان تنوع در جمعيت چابهار مشاهده شد. مربوط به گواتر و كم

شود باتوجه به برنامه حفاظتی كه برای این مناطق درنظر گرفته می

 این مسئله باید متفاوت باشد.

افزار آرلكوین نشان داد كه در هر سه ناحيه مورد نتایج نرم       

ختلاف نوكلئوتيدی وجود ندارد و جمعيت نمونه هيچ ا 9بررسی بين 

در این بخش از ژنوم ميتوكندری فاقد تنوع ژنتيكی است كه این نشان 

شدید خانوادگی در جمعيت مورد  خونی و روابطدهنده شدت بالای هم

دهنده وضعيت بحرانی تنوع شكاری نشانآطور باشد و بهمطالعه می

بقای یک گونه در محيط زیستی این جمعيت است. تنوع زیستی لازمه 

باشد و سطح پایين تنوع، كل جمعيت را در خطر انقراض در مواجه می

Region_1: 72-243    0/732    0/897    0/0020 
Region_2: 171-246    0/750    0/905    0/0179 

Region_3: 259-450    0/799    0/930    0/0000 
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های خاص با شرایط خاص مانند تغييرات اقليمی و یا پيدایش بيماری

دهد. تنوع ژنتيكی درون جمعتی از دو لحاظ برای بقای بلند قرار می

ابسته به كه تنوع فنوتيپی وباشد. اول اینها مهم میمدت جمعيت

باشد محصول سازگاری یک جمعيت می كننده ميزانژنوتيپ كه تعيين

تنوع ژنتيكی خنثی در یک جمعيت طبيعی  تنوع ژنتيكی است. دوماً

خونی و رانش ژنتيكی است كه هر دو مورد از عوامل دهنده همانعكاس

توان ها هستند. با این وجود نمیمشخص كاهش توان بقای جمعيت

كه تنوع ژنتيكی خنثی مستقيماً مترادف با تنوع در هر  انتظار داشت

ویژگی فنوتيپيک خاصی باشد اما به خاطر ارتباط ان با اندازه جمعيت 

ها در بلندمدت دهنده پتانسيل سازگاری جمعيتانعكاس تواندموثر می

باشد.  در نتيجه كاهش تنوع ژنتيكی درون جمعيتی )چه تنوع ژنتيكی 

فشار انتخاب باشد و چه تنوع ژنتيكی خنثی و  انطباقی و در نتيجه

طبيعی مرتبط  هایخطر انقراض جمعيت باشد( با افزایش نهفته در ژنوم

گيرد ميتوكندریایی چون تحت تاثير نوتركيبی قرار نمی DNAاست. 

علت انتخاب طبيعی )چون هاپلوئيد است( در نتيجه تنوع آن تنها به

چنين اندازه جمعيت نيست. همن وابسته به آاست و تنوع ژنتيكی 

های مضر ميتوكندری در لایه زاینده انتخاب شدیدی بر ضد جهش

تر سطح گيرد كه منجر به همگن شدن بيشجنس ماده صورت می

 ای(. گردد )انتخاب پس زمينهتنوع آن می

توان در بررسی تنوع ژنتيكی نتایج حاصل از این مطالعه را می       

ریایی در شرایط متفاوت جغرافيایی مورد استفاده های سبز دپشتلاك

چنين در مدیریت جمعيت این گونه و جلوگيری از انقراض قرار داد. هم

تواند كمک كند. در تهيه یک بانک ژنی مناسب برای شناسایی این می

ویژه در مواردی كه فقط تخم های مولكولی بهگونه به كمک تكنيک

 تواند یک راهكار مناسب باشد.يز مییا گوشت این گونه موجود است ن

با توجه به اهميت بررسی فيلوژنی و جمعيتی در نشان  چنينهم       

 شود:دادن تنوع زیستی پيشنهاد می

های مختلف با همين نشانگر ها و جنستری از گونهالف( تعداد بيش

 .و سایر نشانگرها مورد بررسی مشابه قرار گيرند

بررسی در نقاط مختلف جغرافيایی با استفاده از های مورد گونه ب(

ای از نظر جمعيتی مورد های مناسب از ژنوم ميتوكندریایی و هستهژن

 بررسی قرار گيرند.
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Abstract 
 In the past, morphological traits were used to classify organisms, but because of the 

problems encountered in classification using this method, the use of molecular markers was due 

to its advantages. Mitochondrial markers are one of the best options for the study of phylogenetic 

relationships. In this study, 10 specimens of green sea turtle were collected from three areas of 

Chabahar, Govater and Konarak in Sistan and Baluchestan province. After DNA extraction, the 

samples were sequenced. Sequences were studied using MEGA, BioEdit and Arlequin software. 

The results showed that based on the phylogenetic analysis of the studied population, all of the 

samples were placed in three populations. The average distance of the population with the help 

of P-distance was 0.18. The results of the Clustal W show that the greatest difference between 

the sequences is at the beginning and the end of the sequence. The amount of haploid variety was 

zero, and the number of polymorphic sites was zero, which indicates that the difference was not 

such as to make the species derivative. No recombination has taken place in sequences that are 

consistent with the nature of the area under study. The results of this study, can be used to study 

the genetic diversity of marine turtles in different geographical conditions. It can also help to 

manage this population and prevent extinction. It can also be a good solution to provide a 

suitable Gene bank for the identification of this species through molecular techniques, especially 

in cases where only the eggs or meat of this animal is present.  
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