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 چکیده

یگانه زیستگاه که معرض خطر است  هاي در( یکي از گونهParadactylodon gorganensis)سمندر غارزي گرگاني 

پس از  دو فنوتيپ مختلف سمندر غارزي گرگاني، ژنتيکي منظور بررسيبهشيرآباد استان گلستان است.  دردر غاري  این گونه

ميتوکندري استفاده گردید. پس از  D-loopسمندر، از ناحيه  01از بافت شکمي   DNAبرداري از دو فنوتيپ مختلف و استخراجنمونه

یابي شدند. نتایج این پژوهش حاکي از این بود که کليه الگوهاي ها توالي، کليه نمونهPCRوسيلۀ بازي بهجفت 415 تکثير جایگاه

توان دليل عدم مشاهده الگوهاي متفاوت ميدر بين دو فنوتيپ مورد مطالعه با یکدیگر مشابه بودند که به D-loopحيه یابي ناتوالي

تحت مطالعه داراي یک هاپلوتيپ بوده و ظاهر امر حکایت از عدم  مورد بررسي در دو فنوتيپ گونه گيري نمود که جایگاهچنين نتيجه

 ژنتيکي دو فنوتيپ مذکور به یکدیگر دارد.  مذکور و شباهت تفاوت در جمعيت

 

 D-loopناحیه ، نوکلئوتیدی، تنوع سمندر غارزی گرگانی کلمات کلیدی:
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 مهمقد

هاي ايران از نظر تنوع زيستي بسيار غني است و گونه       

جانوري و گياهي متنوعي دارد که شايد بتوان گفت بيش از 

اند. سمندر غارزي ها هنوز کشف و شناسايي نشدهنيمي از آن

متعلق  Paradactylodon gorganensisگرگاني با نام علمي 

است که در رده  Hynobiidaeبه خانواده سمندرهاي آسيايي يا 

( Caudataدار )( و راسته دوزيستان دمAmphibiaدوزيستان )

يگانه  .(6831؛ محمديان، 6831)تهراني،  شودبندي ميطبقه

نام شيرآباد در استان گلستان واقع زيستگاه اين گونه در غاري به

 ،Kami) هاي البرز شرقي استمالي رشته کوههاي شدر دامنه

توان در انتهاي غار روي . معمولاً سمندرهاي بالغ را مي(1002

هاي حاشيه نهري که درون غار جاري است در ها و سنگصخره

؛ 6838؛ بلوچ و کمي، 6833)کمي، حال استراحت مشاهده کرد 

شود ندرت در خارج از غار ديده مي. اين سمندر به(6830کمي، 

و اغلب سمندرهاي نابالغ به دليل طغيان آب رودخانه از غار 

 گردندتر مواقع به غار برميشوند که در بيشخارج مي

(Ahmadzadeh  ،1066و همکاران).  سمندر غارزي گرگاني

علت داشتن قلمرو کوچک و زيستگاه خاص که فقط شامل به

 شدت در معرض خطر است که عمده جمعيتيک غار است به

برداري و يا نابودي شديد زيستگاه يا ساير خاطر بهرهها بهآن

و در حال حاضر  کاهش يافته است محيطيهاي زيستتخريب

سمندر غارزي (. 6831)تهراني،  دارد يجمعيت بسيار اندک

المللي حفاظت از طبيعت گرگاني در فهرست قرمز اتحاديه بين

(IUCN) بحراني  قرار دارد و از نظر زيستي در وضعيت(CR) 

هرچند که اين گونه نادر تحت حفاظت  بندي شده است.فهرست

هاي است ولي با اين حال نياز به حمايتزيست سازمان محيط 

و هر گونه ايجاد شته المللي داجدي در سطح ملي و بين

توجهي در حفاظت آن تغييرات ناچيز در زيستگاه، صيد يا بي

طور محتمل در شود که بهمنجر به نابودي کامل اين گونه مي

در  ها در آيندهمؤثر در نابودي آن صورت ادامه يافتن عوامل

، Kamiو  Ahmadzadeh)گيرد معرض خطر انقراض قرار مي

 (. Kami ،1002؛ 1002

       Pyron و Wiens (1066،)  در يک مقياس وسيع به بررسي

پرداختند. گونه از دوزيستان امروزي  1300فيلوژني بيش از 

هاي متعدد به دست آمده از محققين قبلي ها با ترکيب دادهآن

گونه از  1336ها اقدام به تخمين فيلوژني و تجزيه و تحليل آن

ها هچنين نتيجه گرفتند که اين دوزيستان امروزي کردند. آن

 هاي ديگر نيز انجام داد.  کار را مي توان در مورد گونه

Zhang ( 1001و همکاران) ژاپن، کرره  اي از در تحقيق گسترده

شمال چرين، مغولسرتان، افغانسرتان و ايرران      ،شمالي و جنوبي

نسررربت بررره تعيرررين تررروالي ژنررروم ميتوکنررردريايي خرررانواده 

Hynobiidae   هرراي اقرردام و برره مطالعرره فيلرروژنتيکي نمونرره 

آوري شده برراي تبيرين منشرا ايرن خرانواده کره يکري از        جمع

آينرد،  شرمار مري  درهاي امرروزي بره  ترين خرانواده سرمن  قديمي

ها نشان داد که شرايط جغرافيرايي  پرداختند. نتايج تحقيقات آن

هراي  حاکم در مناطق مختلف آب و هروايي باعرا ايجراد گونره    

 شرده اسرت،    فشرارهاي انتخرابي زيسرت محيطري    متنوع تحت 

دست آمده از شرمال چرين   انگشته به 2-5هاي که گونهطوريبه

 تعلق دارند درصرورتي  Batrachuperusتا مغولستان به جنس 

 افغانستان و ايران به متعلق به جنس هاي يافت شده درکه گونه

Paradactylodon باشند.  مي 

       Steinfartz ( بررا مطالعرره فيلرروژني   1001و همکرراران )

نشان دادند که اين جنس،  Neurergusمولکولي سمندر جنس 

ميليررون سررال پرريش از يررک نيرراي مشررتر  کرره شررامل    63

Euproctus asper    و يررک سررمندر بررزرا ججرره از جررنس

Triturus  ميليون سال پيش،  66بود انشعاب يافته است. حدود

از دو گروه عمده سمندرهاي ذکر شده نيرز   Neurergusجنس 

جنروبي   Neurergusتفکيک شد. انشرقا  بعردي، درون گرروه    

( در N. kaiseriو N. crocatus ، N. microspilotus)شرامل   

هاي شرمالي نيرز   Neurergusميليون سال پيش اتفا  افتاد.  5

 Neurergusميليرون سرال پريش بره دو زيرر گونره        1حردود  

strauchii strauchii و N. s. barani .تفکيک شدند  
      Titus و Larson (6221 با مطالعه فيلوژنتيکي سمندرهاي )

  ،مجرردد تکامررل برره ارزيررابي  ، Desmognthineزيرخررانواده 

 هرا پرداختنرد.  شناسري آن ريختو  يزندگتاريخچه  شناسي،بوم

 Desmognathine زيرخرانواده  د که تکامرل انشان دها آن جينتا

 يتررر، دوره لارودر جهررت انرردازه برردن بررزرا يشررامل تحررولات

 .باشدي ميآبز يهاستگاهياز ز ترشيو استفاده ب يطولان

هاي کشور از لحاظ تنوع جانوري با توجه به غناي زيستگاه       

هرراي و در معررض خطررر انقرراض قرارگرررفتن تعردادي از گونرره   

هراي جمعيتري و حفری ايرن ذخراير ژنتيکري از       موجود، بررسي

ميزان تنوع در اين پژوهش . اهميت بسيار بالايي برخوردار است

شرده   در بين دو فنوتيپ مختلرف مشراهده  موجود  نوکلئوتيدي

برا   (Paradactylodon gorganensis)سمندر غارزي گرگاني 

 . ديگردبررسي  ميتوکندري D-loopيابي ناحيه توالياستفاده از 
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 هاشمواد و رو
نمونه سمندر غارزي گرگاني با دو  60 در اين پژوهش،       

 غار شيرآباد استان گلستان ازگذاري تله راهاز فنوتيپ مختلف 

  .(6)شکل  گرديد صيد

برداري از بافت شکمي سمندر انجام پذيرفت. سپس نمونه       

آمده به آزمايشگاه ژنتيک منتقل و دستهاي بهنمونه بافت

DNA ها با استفاده از کيت نمونهQIAamp® DNA 

Investigator  ساخت شرکت کياژن استخراج گرديد. در اين

منظور بررسي تنوع نوکلئوتيدي سمندر غارزي پژوهش، به

کار ميتوکندري به D-loopگرگاني ايران، آغازگرهاي ناحيه 

 PCR 15در اين پژوهش، حجم واکنش  .(6برده شد )جدول 

 PCR  X6 ،5/0، بافرDNAنانوگرم  600ميکروليتر شامل 

 dNTP، 5/6ميکرومولار  100مولار از هر پرايمر، ميکرو

 Taq DNApolymeraseآنزيم   واحد 2MgCl ،5/0 مولارميلي

سازي پس از بهينه و آب مقطر استريل تا رسيدن به حجم بود.

هاي حرارتي از لحاظ چرخه جايگاهحاکم بر هر  PCRشرايط 

درصد  1/6بر روي ژل آگارز  PCR، محصولات (1 )جدول

و حصول  GelRedپس از رنگ آميزي با  .الکتروفورز گرديدند

بايونير ها توسط شرکت اطمينان از خلوص باندي، نمونه

 ها با استفاده از يابي گرديدند و کليه تواليتواليجنوبي کره

 شدند. بررسي MEGA 5.0افزار نرم

 

 D-loopآغازگرهای ناحیه : 1جدول

F TAACTTGAACCGACATCTGG 

R TGTAGGTCATGTCAGTATGTCG 

  

 
 آوری شده از غار شیرآبادهای سمندر جمع: تصاويری از نمونه1شكل 

 
 PCRهای حرارتی : دما و زمان چرخه2جدول 

 زمان گراد(درجه حرارت )درجه سانتی PCRمراحل  رديف

 دقيقه 5 22 سازي اوليهواسرشته 1

 ثانيه 80 22 سازيواسرشته 2

 ثانيه 85 12 اتصال آغازگر 3

 ثانيه 25 31 بسط آغازگر 4

 - - مرتبه( 85) 2الي  1تکرار مرحلۀ  5

 دقيقه 5 31 آغازگربسط نهايي  6

    

 نتایج       
حاصله با استفاده از  DNAهاي کمي و کيفي ارزيابي             

در هر بين  DNAهاي نمونه ODدستگاه نانودراپ نشان داد که 

نانوگرم  10-150طور ميانگين در حدود و غلظت آن به 1-3/6

حکايت از  DNAهاي کيفي بر ميکروليتر بود. همچنين ارزيابي



 ....فنوتیپ مختلف سمندر غارزی گرگانیدو  ژنتیکی بررسی                                             کلرودی و همکارانسیاهیوسفی

 

561 
 

چنين جايگاه مورد . همها داردعدم آلودگي پروتئيني نمونه

خوبي تکجير گرديد که الگوي باندي مربوط به تکجير مطالعه به

مويد اختصاصي بودن  D-loopجفت بازي ناحيه  502قطعه 

( و کليه 1اشد )شکل بشده براي آن ميآغازگرهاي طراحي

  (.8يابي گرديدند )شکل ها با قدرت خوانش بالا توالينمونه

يابي نتايج اين پژوهش حاکي از اين بود که کليه الگوهاي توالي

در بين دو فنوتيپ مورد مطالعه با يکديگر  D-loopناحيه 

 (. 2مشابه بودند )شکل 

 

    

 
 D-loop: الگوی باندی ناحیه 2شكل 

 

 
 D-loopناحیه يابی الگوی توالی: 3شكل 

 

 
 هانمونهترازی الگوی هم :4شكل 
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 بحث
هاي مختلف جانوري در حاضر بسياري از گونه درحال       

هاي تکه شدن زيستگاهداشته، تخريب و تکهمعرض تهديد قرار 

هاي ها و خشکساليرويه آناصلي اين جانوران، شکار و صيد بي

آيد. شمار ميها بهمتوالي کشور، از جمله عوامل اصلي تهديد آن

هاي در معرض خطر تحت حمايت اگرچه بسياري از گونه

ها آن هستند اما متأسفانه ابزار و امکانات کافي براي حفاظت از

از ديدگاه متخصصين ژنتيک جمعيت، تمايز  وجود ندارد.

زمان با يک تعادل و توازن بين رانش ها همژنتيکي بين جمعيت

و جريان ژني شروع شده و هر جمعيت متحمل نرخ جهش و 

رانش ژنتيکي خود خواهد شد که تمايل به متمايزکردن 

ها را جمعيتها از يکديگر داشته و بالعکس جريان ژني جمعيت

 که اشاره گرديد جايگاهطورينمايد. همانتر ميبه يکديگر شبيه

تحت مطالعه داراي يک الگو بوده و ظاهر  مورد بررسي در گونه

امر حکايت از عدم تفاوت افراد جمعيت سمندر غارزي گرگاني و 

ها به يکديگر داشته که با توجه به شباهت ژنتيکي بالاي آن

گيري تعداد نمونه موجود و فرض بر نمونهنتايج حاصله از 

که تصادفي از افراد مختلف هر دو فنوتيپ و با توجه به اين

کريدورهايي در بين اين افراد تحت مطالعه وجود دارد، اين امر 

هاي کي از گونهي سمندر غارزي گرگانيقابل توجيه است. 

ارزشمند کشور است که نتايج اين تحقيق حکايت از عدم وجود 

تنوع ژنتيکي )وجود يک هاپلوتيپ( در اين گونه داشته اما 

را از فرسايش تواند آنحفاظت و مديريت جمعيت موجود، مي

 هاي موجود حفی نمايد.تر و نابودي در زيستگاهژنتيکي بيش

هرراي اخيررر در کررشورهاي آسررياي مرکررزي، يافترره       

 Paradactylodon جنس هکر دندهرمري نشان افغانستان و ايررران

تررين پراکنش را در کل سمندرهاي آسيايي دارند و غربري

 خررانواده ميرران از .اندتر در شر  آسيا متمرکز شدهبقيره بيرش

Hynobiidae فقط جنس Paradactylodon  از ايرران گرزارش

از اين جنس، دو گونه . (1001و همکاران،  Zhang) شرده است
 gorganensis Paradactylodon وParadactylodon persicus 
اين باره وجود دارد کره آيرا  البته اين سوال در. اندمعرفي شده

يک گونه مجزاست يرا جمعيتري محلري  يگرگان غارزيسرمندر 

)رضاپور و همکاران،  شوداز سمندر کوهستاني ايران محسوب مي

6833).  

مبين وجود اختلافاتي شناسي و زيستي هاي ريختبررسي       

هاي انجام بررسي براساسطور مجال، باشد. بهدر اين دو گونه مي

گونه (، 1002و همکاران ) Ebrahimi گرفتره توسرط

Paradactylodon persicus در  ،در طرول روز فعرال نيستند

شوند هرا در آب يافت ميصرخره ها غالباً زيرروشنايي آن اتساع

کره گونه  درحالي .فعرال باشرندو شايد فقط در شرب 

gorganensis Paradactylodon  در تمام اوقات سال در غرار

 Paradactylodon persicus، 66-62شيرآباد فعالند. تنه در 

 هاياندام شرود،مري ديرده اغلب ايمهره شيارهاي ،دارد ايدنده شيار

 هاينو  انگرشتان بالشتک ،تر از اندام عقبي استجلويي طويل

 .اسررت 8<1<2<6 اغلب هاآن انگشتان ترتيب و داشته سياه شاخي

شيار  60 منحصراً gorganensis Paradactylodon در کررهدرحالي

ماننرد سراير  ،ناخن يرا انتهراي کراتيني انگرشت ،اي داشتهدنده

 8<1<2<6ها آن انگشتان سرمندرهاي آسريايي ندارنرد و ترتيب

گونه  نشان داد که انجام گرفته از سوي ديگر تحقيقات  .است

Paradactylodon persicus، ًگيري بهار جفت فصل در احتمالا

اي قرار دارند در هاي خود را که در دو استوانه ژلهنموده و تخم

کررره درحالي (.1002و همکاران،  Ebrahimi) گرذاردآب مري

 Paradactylodonروي شرررده انجرررام برررافتي هرررايبررسررري

gorganensis هاي بافتي تهيه شده از نشان داد که در برش

خررداد و تير اسررپرمي ديررده نررشد ، هرا در ارديبهرشتبيضه

اما  ها پر شده بودهررا توسررط اسپرماتوگونيو فقررط لوبررول

ها ديده در شهريور گنادها فعال بوده و دستجات اسپرمي درآن

 (.6833ضاپور و همکاران، )ر شد

هاي مولکولي نشان از نزديکي اين درحالي است که بررسي       

و  Pyron کهطوريهم دارد. بهبسيار زياد اين دو گونه به

Wiens (1066،)  دو گونهدر مطالعات خود نشان دادند که 

gorganensis Paradactylodon و Paradactylodon persicus 

درصد( داراي نياي مشترکي هستند.  600زياد ) احتمال بسيار به

( نيز در تحقيقي که انجام 1001و همکاران ) Zhangچنين هم

دادند نتيجه گرفتند که دو گونه فو  الذکر ممکن است مترادف 

 هم باشند. 

 Paradactylodonدر تحقيق اخير دو فنوتيپ از سمندر        
gorganensis  ،اين دو فنوتيپ بهمورد بررسي قرار گرفتند 

هاي سمندر غارزي گرگاني و سمندر کوهستاني ايران نام

شوند و هرچند که از نظر ظاهري بسيار )جويباري( معرفي مي

( 6ها )شکل اند اما اختلافات رنگي بين آنبه هم شبيه

نويسندگان اين مقاله را بر آن داشت تا نشان دهند از نظر 

ود ندارد. البته ضرورت انجام ژنتيکي تفاوتي بين دو فنوتيپ وج

تر )درصورت امکان( و هاي بيشتر با تعداد نمونهتحقيق وسيع

تر که تمام محدوده پراکنش جنس منطقه عملياتي وسيع

Paradactylodon نظر در کشور را شامل شود ضروري به 
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رسد. از طرف ديگر با استناد به نتايج حاصله مبني بر وجود مي

ژنتيکي، امکان  بين افراد و خلوص بالايشباهت ژنتيکي در 

وجود همخوني و اثرات نامطلوب آن از جمله کاهش شايستگي 

(Fitness،) مانيزنده قدرت کاهش (Viability،) توليدمجل،  کاهش

نظر رسيده و هاي ژنتيکي و غيره امري محتمل بهبروز ناهنجاري

 هايبروز اين عوامل مخرب در اين گونه که يکي از گونه

شوند، تداوم و بقاء اين شده محسوب ميپذير و حمايتآسيب

ها را در خطر انقراض شدت آنرا به مخاطره انداخته و به گونه

مذکور، لزوم  قرار خواهد داد بنابراين براي حفاظت از گونه

 رسد.نظر ميکاهش همخوني و تبعات آن امري ضروري به
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