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 Introduction: The discussion over the conservation of the genetic resources of wild 

species is a hot topic in scientific circles around the world. The objective of the present 

study was the identification of genetic diversity of captive Buzzard one of the predatory 

birds in East Azerbaijan province using PCR-RAPD markers. 

Materials & Methods: For this purpose, In the first step, blood sampling was performed 

from the wing vein of 10 birds and DNA extraction and subsequently 15 arbitrary primers 

were applied for PCR-RAPD technique.  

Result: After electrophoresis, selected primers exhibited sufficient variability, which 

yielded overall 150 distinct bands, 29 polymorphic bands, for details, range of a number 

of bands per primer was 11 to 22, and product size varied between 234 to 1230 bp. Highest 

and lowest polymorphic primers were OPA-14, OPA-13, respectively as a general 

conclusion, analyses using more regions, more birds, and more DNA markers will be 

useful to confirm or to reject these findings. 

Conclusion: However, the management implications and decisions regarding the genetic 

conservation of this bird require further sampling from multiple populations. 
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اضر، ارزيابي هدف از پژوهش ح باشد.هاي وحشي بحث  داغ محافل علمي جهان ميمباحث  پيرامون، حفافظت  ذخاير ژنتيكي گونه :مقدمه 

جمعيت پرنده شكاري سارگپه معمولي که يكي  ،براي ارزيابي و تخمين ساختار ژنتيكي PCR-RAPDکاربري تجزيه وتحليل نشانگرهاي 

 باشد. شرقي مياست در استان آذربايجان جدي تهديد رويه در معرضدليل شكار بياز پرندگان شكاري که به

مورد پرنده  جايگاه در ده  150براي تكثير تعداد  ،تصادفي شرکت اپرون عدد از آغازگرهاي 15 ،موعهمج منظور، دردينب :هامواد و روش

از  DNAگرفت و استخراج  پرندگان محبوس در قفس صورت صورتها سارگپهخونگيري از وريد بالي در گام اول، استفاده قرار گرفت. 

 انجام پذيرفت. پروتكل موجودتوسط خون کامل 

 OPA-13 باند( و آغازگر22) بالاترين ميزان باند توليدي  ،OPA-14شده در روي ژل، آغازگر، آغازگر توليداز امتيازدهي باندهاي  پس :نتايج

تجزيه و تحليل آماري توسط با چنين، درصد و الكتروفورز افقي نشان دادند. هم 4گاروز آباند( را روي ژل متافاور  9ترين ميزان باندي )کم

چنين محاسبه فاصله ژنتيک و تجزيه ورد شد. همآبر 45/0±0008/0ها در حد ميزان هتروزيگوتي مشاهده شده داخل نمونه ،پاپ ژنافزار نرم

 ها برقرار است.  ژنتيكي بالايي بين آن مطالعه با يكديگر تفاوت ژنتيكي دارند. اما شباهت هاي موردکه از لحاظ ژنتيكي نمونه کلاستر، نشان داد

تر هاي بيشگيريهاي مديريتي در مورد حفاظت ژنتيكي اين پرنده نيازمند نمونهگيرياستتناجات و تصميم با اين وجود، :يري و بحثگنتيجه

  .باشدميمتعدد  جغرافيايياز مناطق 
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 مقدمه

عنوان یکی از سطوح اولیه تنوع زیستی و لازمه تنوع ژنتیکی، به       

شود ها شناخته میها و اکوسیستمجمعیت ها،گونه بقای طولانی مدت

(Primack ،2014.) چنین برای برازش و بقای تنوع، در سطح ژن هم

محیطی  سازگاری با تغییرات گونه برای ها و تواناییجمعیت پویایی افراد،

و همکاران،  Frankham ؛2012 و همکاران، Allendorf) باشدمی حیاتی

ظت از تنوع ژنتیکی به تنهایی اهمیت دارد. بنابراین، حفا. (2010

شناسی و تکامل و حفاظت ها شامل بوممحققان در بسیاری از رشته

تنوع ژنتیکی  گیری الگوهایدخیل در شکل که عوامل مند هستندعلاقه

مطالعه درک و شناخت تنوع ؤنتیکی از  در طبیعت را شناسایی کنند.

های ( تکنیکHardy)  ،1908حدود صد سال پیش آغاز شده است

تر کارهای متعاقباً، بیش اند.آزمایشگاهی هنوز تا آن حد پیشرفت نکرده

از کشف  مفهومی بودند و بعد جمعیت تئوری و ژنتیک پیشین در زمینه

و جیمز  (Francis Crick)توسط کریک  1953در سال  DNAساختار 

و  (Maurice Wikinsو ماریس ویکینز ) (James Watson)واتسون 

تغییر یافت. 1983در سال  Kary Mulisتوسط  PCRچنین توسعه هم

راحتی برای مطالعه های ژنتیکی بهها دادهبا پیشرفت این فناوری

ها و متخصصان حفاظت در دسترس هستند. در دهه اکولوژیست

آمیز حفاظت فاکتورهای ژنتیکی برای اهداف موفقیت 1980 و 1970

جمله انتخاب طبیعی، رانش ای مهمی ازهدهی شدند. فاکتورسازمان

گذار، جمعیت موثر، گردنه بطری، اثر بنیان ژنتیکی، جهش، اندازه

گیری، ساختارجمعیت، پراکندگی، جریان ژن، اتصالات سیستم جفت

گذارند روی تنوع ژنتیکی اثر می رزیستگاه و اقدامات مدیریتی ب

(Dewoody ،2005 متخصصان ژنتیک جمعیت اغلب دو .)مهم  مولفه

پذیری ژنتیکی که شامل تنوع ژنتیکی و ساختار ژنتیکی است را تغییر

ژنتیکی شامل تنوع ژنتیکی درون افراد، جمعیت  کنند. تنوعارزیابی می

و منطقه است از طرف دیگر ساختار ژنتیکی شامل توزیع تنوع درون  

ساختار ژنتیکی درون یک گونه زمانی . افراد، جمعیت و منطقه است

شود و یک یابد که یک گونه از خویشاوندان خود جدا میتوسعه می

دهدکه در آن تبادل از طریق پراکندگی تشکیل می ازیرجمعیت جدا ر

 Colonna؛  2009 و همکاران، Zhangگیرد )گیری صورت نمیو جفت

شناسایی و ( 2009و همکاران،  Intarapanich؛ 2009و همکاران، 

برداری نقشه حفاظت، برای اهدافی ازجملهها زیرجمعیت کردن مشخص

ها و موانع موجود در آن ارتباطات، مطالعه سازگاری، توصیف زیستگاه

و  Intarapanich) باشدو تعیین و شناسایی مهاجرت مورد توجه می

و همکاران،  Hoban؛ 2010و همکاران،  Fogelqvist؛ 2009همکاران، 

روش مناسب  یک ی موجودکشف ساختار ژنتیک .(Jorde  ،2012؛2013

 باشد.تاکساها می جمعیت برای اکثر دست آوردن ساختارهو رایج برای ب

داغ محافل  های وحشی بحثپیرامون حفظ ذخایر ژنتیکی گونه مباحث

 1985( در سال FAOباشد. سازمان خواربار جهانی )علمی جهان می

جهانی حفظ ذخایر ژنتیکی راهکارهای اساسی و  مسئولیت کمیته تحت

منظور تلاش ملی در زمینه حفظ را جهت تشویق کشورهای عضو به

نژاد و  4500ریزی نمود. احتمالاً بیش از ذخایر ژنتیکی کشورها پایه

سویه حیوان در جهان وجود دارد که ذخایر ژنتیک جانوری جهانی را 

ها در معرض خطر انقراض بوده آن %30دهند که بیش از تشکیل می

ه ویژه در کشورهای درحال توسعه، بهتری نیز، بر بیشو تعداد بسیا

ه گردند. کاهش تنوع ژنتیکی ببرداری نامناسب تهدید میواسطة بهره

براساس آمارهای  گردد.ها بیان میصورت از دست رفتن نژادها و سویه

داران در خطر انقراض درصد از مهره 50موجود در سطح جهان بیش از 

های مورد انقراض گونه 800اند و حداقل شده ها و نژادها ثبتگونه

جانوری به ثبت رسیده است. تنوع ژنتیکی یک عامل اساسی و مورد 

تکامل و مقابله با تغییرات  جهت حرکت به سوی در اهنیاز برای جمعیت

جهت جلوگیری از انقراض موجودات زنده  ترین عامل درمحیطی و مهم

ود و کاهش آن اغلب سبب شو حفاظت از تنوع زیستی محسوب می

حفاظت . (1380نصیری، ) گرددمی و ماندگاری لقدرت تولیدمث کاهش

از تنوع زیستی ایران و به تبع آن انتخاب طبیعی در سالیان متمادی 

هایی شده است که از نظر ژنتیکی متنوع بوده و از سبب تولید گونه

(. 1381ی، قبایشوند )الیاسی زرینمهم و ملی محسوب می هایسرمایه

های جانوری در کشور منحصر به کشور بوده و اگر هم بسیاری از گونه

های نادری مانند در جای دیگر یافت شوند،  منشاء ایرانی دارند. گونه

اسب کاسپین، یوزپلنگ، گورخر آسیایی، گوزن زرد و انواع پرندگان 

نصیری، هایی از تنوع ژنتیکی جانوری ایران هستند )کمیاب نمونه

ریزی در زمینه شود که برنامههمین دلیل احساس میبه. (1380

اساس قواعد های حفاظت برتیکی و تدوین برنامهشناسایی تنوع ژن

علمی شناخته شده در ژنتیک یک نیاز جدی و اساسی کشور است. 

تری برای تواند مبنای دقیقشناسایی دقیق این ذخایر ژنتیکی می

های در خطر انقراض گونهحفاظت های آتی در جهت گذاریسیاست

جمله مواردی که هم اکنون بیش از سایر موضوعات مورد باشد. از

توجه قرار گرفته بحث پیرامون شناسایی ماکیان مفید و غیرمتداول 

 DNAنشانگرهای مولکولی  . امروزه برای تعیین تنوع ژنتیکی ازاست

ی از فاکتورهای بنابراین میزان چندشکلی نشانگرها یک کنندمی استفاده

ها های ژنتیکی میان افراد و یا جمعیتقابل ارزیابی برای تعیین تفاوت

زمان روشی را دو گروه تحقیقاتی، مستقل و هم 1990است. در سال 

 یک گروه در شرکت نمودند. ابداع DNA چندشکلی سنجش میزان برای

Dupont های ژنی را شرح داد و روشتهیه و کاربرد نقشه RAPD را 

شناسی کالیفرنیا، ابداع نمود. گروه دیگر در موسسه تحقیقات زیست

 در محور مطالعات خود قرار داده و روش خود را نگاری ژنوم راانگشت

PCR به کمک تک آغازگرهای اختیاری(PCR - AP)  نامید. از آن زمان
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ها از وجود آمده که در هر یک از آنهب  RAPDکاربردهای زیادی برای

وجود هب RAPD از روش DNA که براساس توالی هاییندشکلیچ قابلیت

که اطلاعات کمی از یررسی جاییگردد. از آنبرداری میآیند بهرهمی

 PCRهای مبتنی بر تنوع ژنتیکی این گونه وجود دارد یکی از روش

ها استفاده که امروزه برای بررسی تنوع و روابط ژنتیکی بین جمعیت

. این روش دارای چندین مزیت است از استRAPD  شود روشمی

که در این روش از نشانگرهای کوتاه دارای توالی تصادفی جمله این

شود. های مجزای ژنوم یک موجود استفاده میبرای تکثیر قسمت

تری تر و با سرعت بیشها با استفاده از این روش آسانانجام آزمایش

ژنتیکی گونه احتیاج گیردو به اطلاعاتی در مورد پیشینه صورت می

، اختلاف وجود بین DNAندارد و قادر است با استفاده از مقدارکم 

چندشکلی  . (Hadrys  ،1992) مشخص کند DNAها را در سطح گونه

برای تعیین اختلاف ژنتیکی جمعیت،  RAPDایجاد شده در روش 

ها و تعیین نژادهای هر نگاری، تعیین گونههای ژنتیکی، انگشتنقشه

آغازگر چند نوکلئوتیدی  یک RAPD در روش ه بسیار مناسب است.گون

مراز پلی DNAژنومی با آنزیم  DNA طور تصادفی در مجاورتکوتاه به

مورفیسم موجود پذیرد و پلیانجام می PCRمخلوط شده و واکنش 

و همکاران،  Williamsیابد )صورت حضور و غیاب یک باند تجلی میهب

با حداقل محتوای  ینوکلئوتید RAPD 8-10 یطول آغازگرها (.1990

بوده و فاقد تکرارهای معکوس داخلی هستند و  Cو  G درصد 50

و  Kantanen) دنمحصول تکثیر شده را تولید نمای 2ـ10 توانندمی

،  DNA(. عدم نیاز به اطلاعات اولیه در مورد توالی1995همکاران، 

زمان ا، امکان بررسی همههزینه کم، کاربرد و سرعت تولید و اجرای آن

ها، عدم نیاز به کاوشگر و مواد رادیواکتیو چندین لوکوس در ژنوم نمونه

العاده به است. تکرارپذیری پایین، حساسیت فوق  RAPD از مزایای

عدم تشخیص سیستم  دشواری امتیازدهی، غالبیت این نشانگر، آلودگی،

های ژنتیکی نقشه ویر بر RAPD جایگاه نشانگرهای اللی، نامعلوم بودن

(. که این معایب 1996و همکاران،  Appa Raoباشد )از معایب آن می

در بررسی تنوع ژنتیکی و زیستی قابل اغماض است. از این روش برای 

ای، ماهی آلای قهوهبررسی روابط و تنوع ژنتیکی گونه ماهیان قزل

بزرگ ( ماهی باس دهان 1990و همکاران،  Eloآزاد اقیانوس اطلس )

(willoms  ،ماهی1998و همکاران ) ( کپورمعمولیBartfai  ،و همکاران

شده است.   ( استفاده2003و همکاران،  Barman) هندی ( و کپور2003

ماهی گلخورک  ژنتیکی تنوع ( به بررسی1391) بچاری و همکارانیعش

 همکاران و چنین محرابیپرداختند هم RAPDبا استفاده از نشانگر 

 استفاده با بنه هایجمعیت ژنتیکی تنوع ساختار بررسی هب (1395)

تصمیمات مدیریتی عاقلانه تصمیماتی  .پرداختند RAPD نشانگر از

هستند که بر مبنای درک صحیحی از ساختار ذخایر زیستی مورد 

ویژه در هنظر، اتخاذ گردند. ولی قلمروهای فرضی این ذخایر زیستی ب

پیچیده و دشوار است. نشانگرهای  کاری هاچون اقیانوسهم هاییمحیط

کار برد. برآورد هتوان برای تعریف ساختار این ذخایر بژنتیکی را می

فواصل ژنتیکی جمعیتی میان تمامی نژادهای یک گونه و فیلوژنی 

گیری منطقی در مورد انتخاب حاصل از این فواصل، ما را در تصمیم

ای مطالعات تکاملی جهت منظور حفظ یا استفاده و نیز برنژادها به

ای از نظر صفات تولیدی کمک خواهند تعیین ارزش ژنتیکی مقایسه

سانان ها از راسته شاهینهای شکاری تحت نام سارگپهپرنده .نمود

(Falconiformes) قوشیان تیره و (Accipiteridae) پرندگان  این باشد.می

اً کوتاهی درمقایسه پهن، گردن کوتاه، سر نسبتاً گرد و دم نسبت هایبال

(. سارگپه قلمروطلب و اغلب تک 1387ها دارند )منصوری، با عقاب

ماند. این ویژگی همسر است و معمولاً تا پایان عمر همسرش با او می

 در تولیدمثل . فصلشودتر دیده میهای شکاری ایران کمدر پرنده

در . شودمی آغاز جغرافیایی عرض و طول براساس مختلف هایزمان

 آوریل تا ژانویه اوایل در است ممکن تولیدمثل  سارگپه معمولی فصول

تولیدمثلی در مناطق پالئارتیک  فصل معمول طوربه اما باشد پاییز

 در یا لانه در معمولاً گیریجفت .است ژوئیه تا مارس ماه تر دربیش

 طورهب کشدمی طول ثانیه 15 حدود و افتدمی اتفاق لانه نزدیکی

 2 فواصل در معمولاً هاافتد. تخممی اتفاق روز در بار چندین معمول

 باشد، 6 تا 2 از توانددسته تخم می اندازه. شوندمی گذاشته روز 3 تا

ها است. هر دو جنس نر و Accipitrid بزرگ در نسبتاً دسته تخم یک

کشد روز طول می 50الی  30نشینند و های خود میماده روی تخم

حرام   یهاگوشتتخم خارج شوند. گوشت سارگپه جزو  ها ازکه جوجه

علت پرواز کند و عدم علاقه به تعقیب شکار و چنین بهباشد و هممی

همین دلیل از نظر خواری، مورد علاقه قوش بازان نیستند و بهلاشه

شرقی شکاربانان در استان آذربایجان اخیراً ندارند. چندانی مشکل فراوانی

ت به تعدد با افرادی که بدون انگیزه این پرنده را سازمان محیط زیس

تحلیل  هدف از تحقیق حاضر تجزیه و شکار می کنند روبرو می شوند.

های برای بررسی تنوع ژنتیکی و شناسایی تفاوت PCR-RAPDنشانگر 

های پرنده شکاری سارگپه است که به ژنتیکی احتمالی بین نمونه

ن برای قوش بازان، یر بودن آآموزش ناپذعلت حرام گوشت بودن و 

دلایل ناشناخته و به رسد اما اخیراًنظر میانحطاط جمعیت آن بعید به

های فرهنگی شکارچیان، در معرض تهدید جدی در استان پیچیدگی

هدف این مطالعه تعیین چندشکلی  بنابراین، .دنباشمی شرقیآذربایجان

ها از لحاظ ژنتیکی ونههای سارگپه و چگونگی تنوع در این نمدر نمونه

 بوده است. 
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 های مرفولوژیکی موجود بین سه گونه سارگپه در ایران: نقشه مناطق حضور پرنده شکاری سارگپه در ایران و تفاوت1شکل 

 هامواد و روش

از اقصی  1398نمونه در سال  10تعداد جامعه آماری مطالعه:       

شده سهند، منطقه  حفاظت منطقه شرقی ازجملهنقاط استان آذربایجان

چنین سایر مناطق آزاد با همکاری اداره حفاظت شده ارسباران و هم

شرقی تهیه گردید. این کل حفاظت از محیط زیست استان آذربایجان

آوری شده های شکار شده توسط شکارچیان جمعها از سارگپهنمونه

طالعه است و توسط سازمان حفاظت محیط زیست در اختیار این م

گیری شد و از ورید بالی پرندگان خون .(1قرار گرفته است )شکل 

با یخ دمای منفی  EDTAهای حاوی خلا و های خون در ویالنمونه

درجه سلسیوس به آزمایشگاه ژنتیک مولکولی )بانک ژن شمال  4

درجه  20غرب کشور( منتقل شدند و تا زمان استخراج در دمای منفی 

 (2ند )شکل داری شدسلسیوس نگه

  

  
 نحوه خونگیری از ورید بالی و مهار موقت پرنده )عکس از جواد قهاری( :2شکل 

 یینو تعمطابق با انجام شد  DNAاستخراج : DNAاستخراج        

 یصورت گرفت. برا یروش اسپکتوفتومتر یلهوسهب یفیتو ک یتکم

درصد قرار  95 بلافاصله در اتانلخون  یهاابتدا نمونه یات،شرح جزئ

 ژنومی DNA .درجه سلیسیوس انتقال یافت 20یزرمنفی گرفت و به فر

 در مدت در طولانیاما شود. می دارینگهگراد درجه سانتی 4منفی در

درجه  20منفی در DNA شود.می دارینگهسلیسیوس  درجه 70منفی 

 از حالت شدن شکسته آزاد، امکان هایوجود رادیکال علتسلیسیوس به

 درجه سلیسیوس  70منفی  درازمدت، ذخیره برای لذا را دارد. ایدو رشته
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پرایمر 15در این مطالعه از  است. مناسبسلیسیوس  درجه 20منفی از 

 تصادفی برای بررسی ساختار ژنتیکی سارگپه استفاده شد. 

از روش  امروزه استخراج شده: DNAبررسی کمیت و کیفیت        

گردد آن استفاده می خلوصو  DNAمیزان  گیریبرای اندازه ترییقدق

اسپکتروفتومتر که متکی بر جذب نوری  روش ازدر این مطاله و 

. ، استفاده شدباشدمی خاصیهای مورد آزمایش در موج هاینمونه

بنفش  ماوراء نور عمدتاٌ نوکلئوتید 4با ترکیبی از  نوکلئیکاسیدهای 

ترین لکه متداو هاپروتئین. کنندمیجذب  را نومترنا 260با طول موج 

ماوراء بنفش  نور ،باشندمی  RNAو DNA هاینمونه در هاکنندهآلوده

 نانومتر 320کنند از طول موج جذب می نانومتر 280را در طول موج 

شود لذا، با و الکلی استفاده می فنلی هایکنندهآلوده تعییننیز برای 

 280، 260 هایموجدر طول  نمونه اسیدنوکلئیک محاسبه جذب نوری

 توانمی 320/260و  280/260های و محاسبه نسبت نانومتر 320 و

مشخص کرد که این نسبت در محدوده  راخلوص اسیدهای نوکلئیک 

 میزان  .باشدمی آلایده RNA برای 2در محدوده  و DNA برای 8/1

اگر  گرددمی ستفادها DNA تعیین غلظت برای نانومتر 260در  جذب

1OD= دو  هایمولکول ازنانوگرم/میکرولیتر  50 در این صورت باشد

 ایرشتههای تک مولکول از نانوگرم/میکرولیتر 40 و DNA ایرشته

DNA وRNA  باشد. منفرد می نوکلئوتیدهای ازنانوگرم/میکرولیتر  20 و

 رقیق TE بافر میکرولیتر 1990در   DNAاز هر نمونه میکرولیتر 10

 280و  نانومتر 260های آن در طول موج نوری ذبگردید و میزان ج

 280OD/260ODاستفاده از  با DNA خلوصشد.  گیریاندازه نانومتر

 استفاده از فرمول زیر محاسبه شد با DNA و مقدار گردید گیریاندازه

  :باشدمی 200رقت در این آزمایش  فاکتور که

 )نانوگرم/میکرولیتر( نمونه در DNA رمقدا OD=260×50×رقت فاکتور

 20مراز در حجم ای پلیهواکنش زنجیر PCR:ی واکنش راجا       

 DNAمیکرولیتر،  2میکرولیتر، پرایمر  dNTPs 5/0میکرولیتر شامل 

 6/0کلریدمنیزیوم  ،10Xمیکرولیتر با غلظت  PCR 2نانوگرم، بافر  25

 (2گرفت )جدول  میکرولیتر انجام 12میکرولیتر و آب مقطر 

 :ترتیب زیر انجام شدبه PCR واکنش ییدما یهارخهچ       

دقیقه،  4مدت گراد بهدرجه سانتی 95مرحله واسرشت اولیه در دمای 

دقیقه، مرحله  1مدت گراد بهدرجه سانتی 95واسرشت ثانویه در دمای 

، دقیقه 2مدت گراد بهدرجه سانتی 37اتصال پرایمر به هدف در دمای 

دقیقه  3مدت گراد بهسانتی درجه 72مرحله گسترش زنجیره در دمای 

دقیقه  10مدت گراد بهدرجه سانتی 72و مرحله بسط نهایی در دمای 

ه بعد از انجام مراحل فوق محصولات ب (.1)جدول  سازی گردیدبهینه

 درصد اجرا شد.  4دست آمده در ژل متافور 

 4 متافورگرم از پودر 4 قدارم:  PCRمحصولات الکتروفورز       

و درون ارلن حاوی  کرده اضافه TAE بافر لیترمیلی 200را به درصد 

از رسیدن  پس. ریزیممی ،که روی هیتر قرار داده شده آهنربا عددیک 

کامل پودر، ارلن در دمای  شدن محلول ودرجه  100دما به حدود 

اخل ژل مولد د به ،حلولدرجه م 50اتاق خنک شده و در دمای حدود 

ساعت ژل از نیم پس. شدگذاشته شده بود( ریخته  آن)که شانه درون 

 حدودپس سشود. قرار داده می الکتروفورزهمراه با شانه درون تانک 

شانه به آرامی و  شده ریخته TAE متر بیش از سطح ژل بافرمیلی 2

یتر لمیلی 15 مقدارها تشکیل شوند. گردد تا چاهکجدا می ژلاز روی 

و در  شده مخلوط X 6بافر از لیترمیلی 3 با نمونه PCRمحصول هر از

به منبع تامین برق متصل  الکتروفورز تانکشود. ها ریخته میچاهک

ساعت الکتروفورز  6مدت به ولت 70 و mA 50شده و با شدت جریان

برماید اتیدیومآمیزی رنگ محلول در دقیقه 30مدت بهمتافور  ژل گردید.

و در داخل اتاقک  شدهو سپس با آب مقطر شستشو داده  شدداده  قرار

 کار Gel document از سیستم استفاده باشد.  داده قرار UVاشعه 

جهت  که پذیرفتقطعات تکثیر شده انجام  طولبرداری و تعیین عکس

 .(3داده شد )شکل افزارحافظه نرم به نشانگر DNA کار طول قطعاتاین

 

رارتی مورد استفاده در تکثیر ژنوم پرنده پروفیل ح :1جدول 

 شکاری سارگپه

 

 هاو غلظت هر کدام از آن PCRمواد مورد استفاده در  :2جدول 

 

بعد از مشخص شدن اندازه  : RAPDنحوه امتیازدهی باندهای        

یاز یک و در صورت دقیق باندها، در هر ژل در صورت حضور باند امت

عدم حضور باند امتیاز صفر داده شد. برای این منظور ابتدا برای هر 

در ستون آن افراد مختلف  که شد تهیه جدولی شده بردارینمونه جمعیت

تر از قطعات سنگین ترتیببه آغازگر هر مختلف هایجایگاه در ردیف آن و

 1 واسرشت اولیه  دمای درجه سانتیگراد  95 دقیقه 4مدت  به

 2 واسرشت  دمای درجه سانتیگراد  95 دقیقه  1مدت  به

 3 اتصال پرایمرها  دمای درجه سانتیگراد  37 دقیقه 2مدت  به

 4 پلیمریزاسیون  دمای درجه سانتیگراد  72 دقیقه 3مدت  به

 5 پلیمریزاسیون نهایی دمای درجه سانتیگراد  72 دقیقه 10مدت  به

 20مصرف شده برای  مقدار

 واکنش میکرولیتر

 غلظت

 محصول
 واکنش ترکیبات

 mM DNTP 10 میکرولیتر 4/0

 mM MgCl2 50 میکرولیتر 6/0

 u/μl Taq DNA Polymerize 1 میکرولیتر 1

 10X PCR Buffer میکرولیتر 2

 μmol Primer 10 میکرولیتر 2

 ng DNA 25 میکرولیتر 2

 آب دوبار تقطیرشده  - میکرولیتر 12
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و تمام آغازگرهای  هاتر درج گردید. این جدول برای همه تودهبه سبک

کار رفته تکمیل شد. بر اساس حضور یا عدم حضور باند امتیاز دهی هب

 صورت گرفت. 
 

کدهای پرایمرهای تصادفی، توالی، میانگین تعداد باند،  :3جدول 

 دامنه اندازه باندی تولید شده

 

رای محاسبه فراوانی سهم باندی بین افراد مختلف از فرمول زیر ب

  شود:استفاده می

 
: تعداد B ،NAو  A: تعداد باندهای مشترک بین دو فرد NAB که

 B: تعداد باندهای حاصله از فرد A ،NBباندهای حاصله از فرد 

ه صورت متوسط فراوانی سهم باندی بتشابه داخل جمعیتی به ضریب

 ه از تمام مقایسات بین افراد داخل یک توده محاسبه دست آمد

( براساس Uچنین ایندکس یکنواختی داخل جمعیتی )هم گردد.می

 صورت زیر محاسبه گردید: فراوانی باندها به

 
تعداد باندهای امتیاز  N:و  امین باند iفراوانی  Vi: ،که در این فرمول

 داده شده

 شودتی از فرمول زیر استفاده میتشابه بین جمعی برای محاسبه ضریب

Lynch) ،1990):  

 
: متوسط فراوانی سهم باندی برای تمام مقایسات در این فرمول که

: ضریب تشابه داخل جمعیتی در جمعیت J ،SIو  Iهای افراد جمعیت

I J ،SJضریب تشابه داخل جمعیتی در جمعیت : 

بین  Genetic Identity Index) )(I) چنین ایندکس تشابه ژنتیکیهم

 گردد: صورت زیر محاسبه میدو جمعیت براساس فراوانی باندها به

   
: فراوانی Vi(1)، : تعداد باندهای مختلف در دو جمعیتN در این فرمول

i  1امین باند در جمعیت ،Vi(2) فراوانی :i  2امین باند در جمعیت 

 ستفاده برای محاسبه فاصله ژنتیکی بین دو جمعیت از فرمول زیر ا

 (.Nei ،1978) گرددمی

 
صورت زیر محاسبه چنین براساس فراوانی باندها فاصله ژنتیکی بههم 

  D= -Ln (I)یاD=1-I                                              شود:می

های ژل ،تجزیه و تحلیل آماری جهت: آماری و تحلیل تجزیه       

، RAPDدستورالعمل تکنیک شده چاپ شد و براساس  عکسبرداری

صورت که برای صورت گرفت. بدین ،آمدهدست بهامتیاز دهی باندهای 

باندهای غایب  برایو  1باندهای موجود در مقایسه با همدیگر امتیاز 

داده شد. سپس یک فایل متنی از نتایج امتیازدهی ایجاد  صفرامتیاز 

د. تعیین فواصل خواندن بو قابل PopGeneافزار که توسط نرم گردید

و ترسیم دندروگرام با استفاده  آزمایش ژنتیکی افراد مورد هایو شباهت

پکیج تعیین فواصل  اینافزار صورت گرفت. این نرم 31/1از نسخه 

 جداولدهد و انجام می Neiژنتیکی بین افراد را با استفاده از فرمول 

 .دهدتیار استفاده کننده قرار میو نمودارهایی در اخ
 

های مولکولی پرایمرهای مورد استفاده در : خروجی4جدول 

 پرنده شکاری سارگپه جمعیت
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 نام آغازگر (’3-’5تولی آغازگر )

5/87 GCGCACGG OPA 001 

80 GCCGTCCGAG OPA 002 

80 CAGCCTCGGC OPA 003 

70 GGGACGTCTC OPA 004 

90 CCGCGCCGGT OPA 006 

80 GTCCGAGGCC OPA 007 

80 CGAGGCCGTC OPA 008 

80 TCGGCGAGCC OPA 009 

80 GCCATCGGGC OPA 010 

70 AAACGGGCG OPA 011 

80 AGGGCTCGGC OPA 012 

80 GTCCACGCCG OPA 013 

80 GACCTCGCCG OPA 014 

80 GTGCCTGCCG OPA 015 

Primer Range Bands Number scored bands 

OPA 013 1100-400  90/6  

OPA 008 780-206  70/7  

OPA 003 1230-410  60/9  

OPA 012 700-300  70/9  

OPA 002 980-370  70/10  

OPA 015 800-290  00/11  

OPA 004 1200-280  20/11  

OPA 010 980-160  30/11  

OPA 007 850-270  40/11  

OPA 009 500-350  20/12  

OPA 014 1150-240  60/12  

OPA 011 1000-220  10/14  

OPA 001 980-234  80/15  

OPA 006 130-350  20/18  
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 تعادل تواندمی سارگپه همانند دیپلوئید جانداراندر موارد کار با  

 میزان مؤثر، هایللا تعداد ها،الل تعداد ژنی، فراوانی اینبرگ،و-هاردی

البی غرا برای مارکر انتظار، شده و قابل  مشاهده هموزیگوتی ،چندشکلی

 آورده شده است: زیر در فوق به تفصیل که مراحل دهد انجام RAPDمثل 

افراد یک جامعه  ری است کههای آماای یکی از روشتجزیه خوشه    

در این  کند.بندی میهای همگن تقسیماس تشابه به زیرجامعهسابر را 

 UPGMA(Unweighed Pair Group Method using تحقیق از روش 

an ariphetic average )ای و ترسیم درخت فیلوژنی برای تجزیه خوشه

ها از اساس این روش میانگین فاصله افراد یا گروه .ه استاستفاده شد

رار قدست آمده را در ماتریس فاصله ها مقادیر بباشد. لذهمدیگر می

دغام و در اترین فاصله را از همدیگر دارند، با هم داده و افرادی که کم

های یتبه این ترتیب درخت فیلوژنی جمع که دهیمقرار می یک گروه

 انجام این قسمت از. (5)جدول مختلف مورد مطالعه ایجاد گردید 

 PopGeneافزار نرم 31/1استفاده از نسخه ها با تجزیه و تحلیل داده

(Yeh  ،1999و همکاران )انجام گردید. 

 نتایج 
های و مشاهده درخت فیلوژنی، نمونه UPGMAبراساس روش        

گروه قرار گرفتند. خوشه آبی رنگ روابط دورتری  5مورد مطالعه  در 

ارند و احتمال د فاصله تفاوت از هم ای، با اندکیسبز و قهوه خوشه و دارند

تر است و ممکن است تشابه شرایط محیطی سبب مهاجرت افراد بیش

که دلیل این(. به4)شکل  ترین تشابه را داشته باشندشده که افراد بیش

تعیین توالی ژنوم صورت  گونه شناسایی ازجملهروی سارگپه ایران هیچ

شناسایی  که در آن به RAPDنگرفته است، بنابراین استفاده از نشانگر 

تواند مناسب قبلی ژنوم موجود نیاز نیست، برای مطالعات ژنتیکی می

و مفید باشد. ماتریس شباهت بین افراد براساس فاصله ژنتیکی بین 

پوشانی و میزان آمیختگی هم که نی نشان داد افراد با استفاده از شاخص

ر گرفت. ها را جدا از هم در نظتوان آنبین افراد زیاد است. چندان نمی

 Buzzard2و  Buzzard3  ، Buzzard4های و فاصله ژنتیکی بین نمونه

  است. مشهود
 

 

 ماتریس شباهت و فاصله بر اساس نشانگر تصادفی ایجاد شده در جمعیت مورد مطالعه سارگپه :5جدول 

Bird ID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1  61/0  71/0  57/0  82/0  82/0  82/0  82/0  82/0  82/0  

2 50/0   64/0  61/0  64/0  57/0  57/0  57/0  57/0  57/0  

3 34/0  77/0   50/0  61/0  75/0  75/0  75/0  75/0  75/0  

4 56/0  50/0  69/0   68/0  68/0  68/0  68/0  68/0  68/0  

5 20/0  44/0  50/0  39/0   68/0  68/0  68/0  68/0  68/0  

6 20/0  56/0  29/0  39/0  15/0   00/1  00/1  00/1  00/1  

7 20/0  56/0  29/0  39/0  15/0  00/0   00/1  00/1  00/1  

8 20/0  56/0  29/0  39/0  15/0  00/0  00/0   00/1  00/1  

9 20/0  56/0  29/0  39/0  15/0  00/0  00/0  00/0   00/1  

10 20/0  56/0  29/0  39/0  15/0  00/0  00/0  00/0  00/0   

 

  حثب

 ،Buzzard7، Buzzard8، Buzzard9 هاینمونه که داد نشان نتایج       

Buzzard10 ،Buzzard6  در یک خوشه قرار گرفتند و شباهت ژنتیک

ها وجود دارد که این موضوع را و آلل مشترک بین آن تری دارندبیش

میزان جریان ژن بین ها نسبت دادو توان به ارتباط قوی بین آنمی

تر است در نتیجه افزایش ارتباط ژنتیکی بین افراد، پتانسیل بیش هاآن

دهد و درنتیجه از بروز مشکلات مربوط به آمیزی را کاهش میدرون

باعث افزایش میزان  چنینهم و کندمی جلوگیری آمیزیپیامدهای درون

کند. جریان می جلوگیری هاجمعیت از انقراض و شودمی هتروزیگوسیتی

بخشد و این ارتباط یزان سلامت ژنتیکی جمعیت را بهبود میژن بالا م

توان به قابلیت پرواز گونه و توانایی آن برای عبور قوی ژنتیکی را می

وضعیت جوی  ازجمله متعدد دلایلبه پرندگان داد. ژنتیکی نسبت از موانع

 های نامساعد، کمبود منابع غذایی، خشکسالی تغییرات فصول یا باران

 
ست پرایمری تصادفی  6الگوی باندی تکثیر شده متعلق به  :3شکل 

 شرکت اپرون
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های فاصله ژنتیکی در داخل جمعیت پرنده شکاری ها بر اساس ماتریسهای فیلوژنتیکی بین نمونه: نمودار شبکه4ل شک

 سارگپه

طول روز و شب، درجه حرارت  مانند عواملی کند.می مهاجرت نابهنگام

گذارد. و رطوبت هوا اثرات غیرمستقیمی روی مهاجرت پرندگان می

درنتیجه به حفظ جمعیت فعلی و افزایش  و برقرای جریان ژن مهاجرت

   و  Buzzard3  ،Buzzard4های نمونهکند. ها کمک میارتباط بین آن

Buzzard2 ها نمونه تری با سایرکم و شباهت دارند کلاد مجزا قرار در یک

ها از سایر نمونه Buzzard2دارند. درخت فیلوژنی نشان داد که نمونه 

ها عنوان تبار مجزایی از سایر نمونهآن را به توانجدا است در نتیجه می

توان زیاد باشد می ها نمونهبین  له ژنتیکیمقدار فاص درنظر گرفت. اگر

 درحالی این لحاظ کرد مجزا جمعیتعنوان یک هها را بهر کدام از آن

ل نزو ەدهندنشان هانمونهدر بین  کم فاصله ژنتیکی وجود که است

( 1995) و همکاران Ponsuksili .بوده است نهمگ جمعیت ها به یکآن

و ریزماهواره استفاده کردند و به این نتیجه رسیدن  RAPDاز تکنیک 

نشانگرهای  است. تربیش RAPD روش توسط شده تولید باندهای تعداد که

RAPD  در شناسایی ارتباط ژنتیکی، تنوع ژنتیکی و تشابه ژنتیکی

نشانگر و به تبع آن با این تعداد  دکند. البته با این تعداخوب عمل می

دلیل اینکه کارایی این روش گیری کرد بهتوان قطعی تصممباند نمی

چنین تعداد باندهای تشکیل به تعداد نشانگرهای مورد استفاده و هم

تر شده بستگی دارد هرچه تعداد نشانگر و باندهای تشکیل شده بیش

Ahmoorespour (2010 ) و Abbasiاست.  بهتر باشد عملکرد این روش

برای بررسی پارامترهای ژنتیکی جمعیت در خطر  RAPDاز روش 

ها بررسی شباهت کردند هدف آن چوکار در ایران استفاده انقراض کبک

فرد پرنده نمونه خون  75های این گونه بود. از ژنتیکی بین جمعیت

ایج باند چندشکل اجرا شد. نت 28مکان ژنی با  67با  RAPDتهیه شد. 

 و Chan. ها برقرار استها نشان داد که جریان ژن بین جمعیتآن

برای ارزیابی تنوع ژنتیکی  RAPDبا استفاده از روش  (2008) همکاران

Pezoporus wallicus استفاده کردند و میزان چندشکلی  پرایمر هفت از

ها نشان داد کل نتایج آن درصد بود. در 2/9 طورمیانگینههر پرایمر ب

 (2010و همکاران ) Khaliqها وجود دارد. تشابه ژنتیکی بین نمونه که

 کبک جمعیت ژنتیکی ساختار بررسی برای RAPD روش از

Ammoperdix griseouglavis  در محدوده سلیمان پرداختند. این

گونه در معرض تهدید است و در آسیا و خاورمیانه پراکنده شده است. 

بود. شاخص فاصله ژنتیکی بین  درصد 5/94 درصد چندشکلی باندها

هم جدا شدند اما  ها نشان داد که هر دو جمعیت تا حدودی ازآن

و   Tubalyteها از لحاظ ژنتیکی وجود ندارد.داری بین آنیتفاوت معن

در   Aythya fuligulaاردکبه بررسی تنوع ژنتیکی  (2011) همکاران

 5چنین از پرداختند هم RAPDاروپای شرقی با استفاده از روش 

ها بالا بود و میزان پرایمر استفاده کردند. تمایز ژنتیکی بین نمونه

( به بررسی تنوع 2014و همکاران ) Oghah درصد بود. 80چندشکلی 

از مناطق  .پرداختند RAPD با استفاده از روش Muscovy اردک ژنتیکی

ت فرد از دو جمعی 50آوری شدند و از ها جمعانسانی و طبیعی نمونه

کار گرفته شد. مطابق با مطالعه هنمونه خون تهیه شد و هفت پرایمر ب

ها محاسبه حاضر باندها کدگذاری شدند. فاصله ژنتیکی بین جمعیت

ها مشاهده شد و میزان فاصله گردید و تشابه ژنتیکی بین جمعیت

و  Barzinjiدهد اجداد مشترک دارند. ژنتیکی پایین بود که نشان می

ژنتیکی میان سه رده بوقلمون در اربیل عراق  ( ارتباط2015همکاران )

نمونه خونگیری  50بررسی کردند از  RAPDرا با استفاده از نشانگر 
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 (1397) همکاران و نظریپرایمر استفاده کردند.  20شد و از بیش از 

 جنگلی کمرکولی نهساختار ژنتیکی و روابط تکاملی زیرگوبه بررسی 

قفقازی  و آسیایی اروپایی، کلادهای با یسهمقا در زاگرس کوه رشته

ز سیاهرگ ا کردند استفاده DNA استخراج برای خون نمونه و از پرداختند

کردند. به آزمایشگاه منتقل   EDTAو در بافر کردندزیر بال خونگیری 

 هفاصل نتعییاز کیت کیاژن استفاده کردند و  DNAبرای استخراج 

. صورت گرفت MEGA 3/5 فزارانرم توسط هاجمعیت بین ژنتیکی

بومی ( به بررسی تنوع ژنتیکی مرغان 1383) زاده و همکاراندهقان

 10نشانگر تصادفی  10پرداختند از  RAPD ایران با استفاده از نشانگر

صورت گرفت. درخت فیلوژنی براساس روش  DNAنوکلوئیدی تکثیر 

UPGMA  .تهیه شدPonsuksili کی ( تنوع ژنتی1999همکاران ) و

و تنوع ژنتیکی مبتنی بر ریزماهواره  DNAنگاری مبتنی بر انگشت

 با رابطه در بود. هتروزیگوسیتی گیریاندازه به مربوط هاینمونه

که ها، معلوم گردید برآوردهای مربوط به فاصله ژنتیکی بین جمعیت

( و =r 8/0) گوسیتی از هر دو روش بسیار مشابه بودندیهتروز براورد

بر  DNAنگاری انگشت عنوان ابزاری برایهاین نشانگرها بی توان وحا

های مربوط به افراد هر لاین یا جمعیت مناسب، DNAمخلوطی از  روی

ه کهایی ویژه در گونههرو این روش، باست. از این سریع و اقتصادی

 هااطلاعات برای طراحی آغازگرهای لازم جهت تشخیص ریزماهواره

و  Xi-Quanباشد. ها میاربرد ریزماهوارهکبا محدود است، قابل رقابت 

 ( تغییرپذیری و رابطه میان سه نژاد مرغ بومی چین1998)همکاران 

ها روابط بین آن RAPDریزماهوارها و را بررسی کردند و براساس 

چندشکلی میزان واسطة به این امر هو بیان کردند کبسیار نزدیک بود 

ه کنیز نشان داد  RAPDایج . نتصورت گرفته استو توارث  بالا

نژاد هم براساس  4نژاد پایین است. رابطة بین  4تغییرپذیری در میان 

مدت بیش ه بهکچندشکلی برداری شده بودند و نیز سویه ساختگی 

نشان  رخون شده است، پایین است ولی در نژاد دیگسال هم 10از 

وسیتی تغییرپذیری درون نژادی از طریق متوسط هتروزیگ د کهدادن

 است.  ترمبتنی بر چندشکلی مناسب

شود شایان ذکر است نشانگر مورد استفاده به کل ژنوم متصل می       

شود باز ژنوم متصل می 400الی  200اما نشانگر ریزماهواره حداکثر به 

اطلاعات اولیه خوبی درمورد این گونه  توانددر نتیجه مطالعه حاضر می

گیری از این گونه مستلزم شود که نمونهمی چنین یادآورایجاد کند هم

هوش کردن گونه است که گیری و درنهایت بیشکار مستیم و یا زنده

های نمونه و کندمی و سلامت آن را تهدید شودمی وارد به حیوان استرس

گذار غیرمجاز صیادان تله زیست ازواقع با همکاری محیط در مطالعه این

گسترده وجود ندارد.  گیرینمونه امکان جباراًآوری شد و درنتیجه اجمع

های تعداد نمونه شود در مطالعه بعدی روی گونه سارگپه ازمی پیشنهاد

چنین از نشانگرهای با توالی مختلف که تری استفاده شود. همبیش

دلیل معایب شود. به کند، استفادهمی تری ایجادچندشکل بیش باندهای

العاده به آلودگی، ذیری پایین، حساسیت فوقاین نشانگر ازجمله تکرارپ

غالبیت این نشانگر، دشواری امتیازدهی، عدم تشخیص سیستم اللی، 

های ژنتیکی بر روی نقشه RAPD نامعلوم بودن جایگاه نشانگرهای

 شود از نشانگرهای دیگری نیز استفاده شود.  توصیه می
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