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 Najaترين گونه از زير جنس  عنوان شرقی، به(Naja oxiana)روابط خويشاوندی مار کبرای خزری 

تنوع، تغييرات و ساختار هدف از اين مطالعه بررسی روابط تکاملی، . دارای ابهامات زيادی است

اد بدين منظور تعد. های شمال و شمال شرقی ايران بوده است کبرای خزری در جمعيت ژنتيکی

استان خراسان رضوی و )ها در شمال شرقی های طبيعی آننمونه از اين گونه در زيستگاه 91

فلس زيرشکمی از اين افراد  91تا  پنجصيد و تعداد ( استان گلستان)و شمال ( خراسان شمالی

کافی استخراج و سپس  DNAها در آزمايشگاه به روش آمونيوم استات از اين فلس. برداشت شد

تحليل . باز از دو آغازگر پيشرو و پسرو استفاده شدجفت 281طول لوپ به کثير ژن دیبرای ت

نمايی انجام تبارشناسی با استفاده از بهترين مدل تکاملی و رسم درخت بيزين و حداکثر درست

درصد مورد  12ارتباط بين هاپلوتايپ با استفاده از منطق حداکثر پارسيمونی با سطح بهينه . گرفت

هاپلوتيپ منحصر به فرد و يک هاپلوتايپ مشترک در بين  هفتنتايج تعداد . ی قرار گرفتبررس

را تاييد ( استان خراسان رضوی و خراسان شمالی)و شمال شرق ( استان گلستان)های شمال  جميعت

ای و  صورت دو شاخهکبرای خزری به هایجمعيتنتايج تحليل تبارشناسی حاکی از جدايی . نمود

در . نه چندان مستحکمی از کبرای چينی است (39/25)و بوت استرپ ( 69/1)ل پسين با احتما

داری  ترتيب تغييرات ژنتيکی بسيار اندک و غيرمعنیبه( AMOVA)واريانس مولکولی  تجزيهنهايت 

های کبرای خزری در شمال و شمال شرقی کشور و تغييرات ژنتيکی بسيار زياد و  را در بين جمعيت

نتايج اين مطالعه . را در بين جمعيت کبرای خزری با کبرای چينی نشان داد( P <19/1)داری  معنی

که تبار کبرای خزری به نسبت تباری جوان است  براساس نشانگر مورد استفاده حاکی از آن است

های مختلف آن در شرق و شمال و گسترش جمعيت( Adaptive radiation)و از پرتوش سازشی 

دهد که برای حفاظت از کبرای  اين نتايج نشان می. گذرد نمی زيادیمان شرقی ايران مدت ز

ای  توان از طرح حفاظتی يکپارچه های شمال و شمال شرقی ايران می خزری در بين جمعيت

 .استفاده نمود
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در خانواده الاپیده  Naja (LAURETI 1768) مارهای کبرا جنس

های اخیر به گونه در سطح جهان هستند که در سال 22شامل 

 و Uraeus ،Boulengrina ،Afronajaزیرجنس مجزا شامل  چهار

Naja اند  تفکیک شده(Lin et al. 2012; Wallach et al. 2009) .

ترین گونه یکی از متنوع 11با   Najaر جنس کبراهای آسیایی زی

 Wallach)اند  این آرایه معرفی شده  زیر جنس شناخته شده چهار

et al. 2009) .مار کبرای خزری (N. oxiana) ترین   عنوان شرقیبه

های به در قسمتی از زیستگاه Najaحضور زیرجنس   گستره

ه از نسبت خشک و سنگی و مناطقی با پوشش گیاهی پراکند

شمال شرقی ایران تا جنوب ترکمنستان، جنوب ازبکستان، غرب 

 ;Wuester 1990)شمال پاکستان و هند پراکنش دارد  ،تاجیکستان

Wuster and Thorpe 1988) .های اخیر، جمعیت متاسفانه در سال

عنوان تنها نماینده این زیر جنس در این گونه ارزشمند به

رویه  واسطه صید بیبه( خراسان)های شمال شرقی ایران زیستگاه

-Darvish and Rastegar)و غیرقانونی کاهش شدید یافته است 

Pouyani 2012) رود که در صورت عدم مدیریت و  و بیم آن می

دچار  (Naja atra) حفاظت مناسب، به سرنوشت کبرای چینی

و با روند کنونی کاهش جمعیت، به زودی به  (Zhao 1998)شده 

 . شوددر معرض خطر انقراض معرفی  عنوان یک گونه

ری برای بررسی اثر فرآیندهای وژنتیک جمعیت امری ضر  مطالعه

انتخاب طبیعی، جریان ژنی، جهش، رانش ژنتیکی، ) تکاملی

های مختلف  بر جمعیت( گیریپویایی فراجمعیتی و سیستم جفت

که  چرا .(Mullin and Seigel 2009)مارهای سمی است 

یستی اغلب با اثر بر فرآیندهای تکاملی باعث تهدیدهای تنوع ز

ها خواهد شد  کاهش تغییرات ژنتیکی و در نتیجه انقراض گونه

(Frankham 2005) .ترین مشکلات  براین اساس یکی از مهم

ها بر اثر توان کاهش اندازه جمعیت آن مارهای سمی را می

یه رو برداری بیهای بشر اعم از تخریب زیستگاه و بهرهفعالیت

در ( ی روغن مار هر و تهیهزتولید پاد )جهت مصارف پزشکی 

تکه  با تکه (Wüster et al. 2007; Pook et al. 2009)نظر گرفت 

ها به دلیل تغییرات های موجود در آن ها، جمعیتشدن زیستگاه

تصادفی ژنتیکی و جمعیت شناختی تحت تاثیر فرسایش درون 

ترتیب برازش افراد و و بدین گیرند آمیزی و فرسایش آللی قرار می

 ;Young 2000)یابد  در نتیجه بقای جمعیت به شدت کاهش می

Meister et al. 2010 .)ترتیب با توجه عوامل ذکر شده بدین

بررسی ساختار و تغییرات ژنتیکی برای حفاظت از مارهای سمی 

های ارزشمند  امری ضروری جهت جلوگیری از ورود این گونه

 .  اض استبه گرداب انقر

های مولکولی و ژنتیکی با تعیین ژنوتیپ یا توالی  داده  توسعه

تحقیقات تکاملی و تنوع ژنتیکی ایجاد  برای ایزمینههاپلوتایپی 

 .Mousavizadeh et al. 2009; Mohammadi et al) کرده است

2009; Javanmard et al. 2008 .)DNA میتوکندریایی (mtDNA )

 رابطه ترسیم و هاگونه تشخیص ولکولی درعنوان یک نشانگر مهب

هر  ازای به نسخه زیاد تعداد جمله از مزایایی دارای فیلوژنتیکی

 DNA از آن ترکوچک اندازه ،(تربیش و نسخه 1111 تقریباً) سلول

بودن، عدم وجود نوترکیبی  هاپلوئید ،مادری پذیریژنومی، وراثت

 mtDNAرو  این زا. باشددر آن و وجود نواحی حفاظت شده می

 111 برای که است هایی گروه تشخیص برای مناسبی بسیار نشانگر

چنین سرعت بالای تکامل هم .اندبوده جدا هم از سال 11111 تا

mtDNA  در مقایسه باDNA است که از آن ای، باعث شده هسته

 ;Hiendleder et al. 1998) دشوبرای مطالعات تکاملی استفاده 

Naderi et al. 2007) .های گروهی در توالی  ایجاد جهشDNA 

های حاوی اطلاعات پارسیمونی وجود آمدن جایگاههباعث ب

ثری را در واگرایی ژنتیکی ؤها، نقش مشود که این جایگاه می

بدین  (.Frankham 2005) کند های مورد بررسی ایفا میجمعیت

های یابی ژنوم میتوکندری و بررسی جایگاهترتیب توالی

ها برای تعیین رابطه ترین روشیکی از کاربردی پارسیمونی

های نزدیک به هم محسوب ها و گونهفیلوژنتیکی بین جمعیت

ای در  اگرچه مطالعات ژنتیکی گسترده(. Mills 2012) شودمی

شناختی کبرای آسیایی در جهان  روابط خویشاوندی و آرایه  زمینه

 .Lin et al. 2008; Li et al. 2008; Wüster et al)است انجام شده

2007; Wallach et al. 2009; Lin et al. 2012; L. Lin et al. 

ای در رابطه با وضعیت تبارشناسی،  ، ولی تاکنون مطالعه(2014

ترین  عنوان شرقیتمایز و ساختار ژنتیکی کفچه خزری در ایران به

لذا، هدف از . استپراکنش مار کبرای آسیایی انجام نشده  گستره

،  م این مطالعه بررسی روابط تکاملی، تاریخی جمعیتیانجا

                                                           
1
 Demographic history 
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ساختار و تمایز جمعیتی کبرای خزری در شمال و شمال شرقی 

با استفاده ( N. atra)های کبرای چینی  ایران در مقایسه با جمعیت

 . لوپ بود از توالی ژن دی

 

از  92/21152  شماره مجوز با فرد 19 تعداد از برداری نمونه

هایی از شمال و سازمان حفاظت محیط زیست ایران در زیستگاه

گلستان، خراسان رضوی،  هایشرقی کشور در استان شمال

برداری با  نمونه. شد خراسان شمالی و خراسان شمالی انجام

های زیر شکمی کبرای خزری  فلس از فلس 11تا  پنجبرداشت 

انجام  کمیتوسط قیچی استریل شده، بدون آسیب به پوست ش

 DNAدرصد تا زمان استخراج  96در الکل ها نمونهد و ش

العمل های بافت با استفاده از دستوراز نمونه DNA. داری شد نگه

چنین هم (.Kapli et al. 2013)د شروش آمونیوم استات استخراج 

استخراجی استفاده  DNAاز دستگاه نانودراپ برای بررسی غلظت 

 -ʹPL1: 5لوپ از آغازگر پیشرو دی سپس برای تکثیر ژن .دش

CCACAAAGCATTGTTCTTGTAAACC-3ʹ آغازگر پسرو و 

PH1: 5ʹ-GAAGCTTGCATGTATAAGTAGGG-3ʹ  استفاده

ای های ژنی و واکنش زنجیرهتکثیر جایگاه (.Li et al. 2008) شد

 21و در حجم  2X Taq PerMixبا استفاده کیت ( PCR)مراز پلی

شامل یک واحدآنزیم تک  PCRشرایط . میکرولیتر انجام گرفت

مخلوط  میکرولیتر یکژنومی، DNA نانوگرم  111مراز،  پلی

 یک، مولارمیلی dNTP 11 لیترمیکرو 5/1، پیکومولار 5آغازگر 

تا رسیدن به  آب دو بار تقطیرمولار و میلی MgCl2 51میکرولیتر 

 .میکرولیتر انجام گرفت 25حجم 

دقیقهه   1لوپ عبارت بود از  ژن دی چرخه دمایی برای تکثیر توالی

 11چرخهه، شهامل    15گهراد و در ادامهه   درجه سانتی 91در دمای 

درجه و یهک دقیقهه در    55ثانیه در دمای  11درجه و  91ثانیه در 

گهراد بهه   سهانتی  درجهه  22گراد و بسط نهایی بها  درجه سانتی 22

 .(Li et al. 2008)ده دقیقه  مدت

 

 
مساحت خطوط خط چین قرمز رنگ پراکنش کبرای خزری در ( های قرمز رنگدایره)و شمال ( های سبز رنگدایره)ی نمونه در شمال شرق آورمناطق جمع -1شکل 

 (.Wuster 1990)دهد  ایران را نشان می

 

 

  هامواد و روش
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 های کبرای خزریاستخراجی از بافت نمونه DNAغلظت  -2شکل 

 

 
 .ک درصدبر روی ژل اگاروز ی PCRارزیابی محصول  -1شکل 

 

 PCRمنظور تایید تکثیر ناحیه مورد نظر، الکتروفورز محصولات به

 مایدواتیدیوم برآمیزی درصد با رنگ یکبر روی ژل آگاروز 

به  یابیجهت توالی PCR محصولاتدر نهایت . صورت گرفت

 3730جنوبی انتقال یافت و با استفاده از دستگاه   کشور کره

Applied Biosystems 3730/ Bioneer  و به روش اتوماتیک

 .دندشیابی سانگر توالی

 6/2ی  نسخه  SeqScapeافزارماتوگرام توالی هر نمونه با نرموکر

ده ش تصحیحهای  توالی. دش تصحیحبررسی و خطاهای موجود 

لوپ از چهار  توالی ژن دی 21ای با  های مقایسهتجزیهبرای 

ه اختصاری در شمار)جمعیت کبرای چینی در تایوان ترکیب شده 

-و سپس با استفاده از نرم( DQ224315-337بانک ژن 

هم ردیف  Clustalwو الگوریتم  5/2/2ی  نسخه  BioEditافزار

های تجزیهقبل از آغاز (. Thompson et al. 1994)شدند 

. بررسی قرار گرفت مورد 1جایگزینیی اشباع  تبارشناسی، فرضیه

های یین میزان جانشینیسپس برای فراوانی بازهای مختلف و تع

تکرار  1111با  1/5نسخه  MEGAافزار نوع اول و دوم توسط نرم

ها، تعیین تعداد هاپلوتایپ. (Tamura et al. 2011)انجام شد 

 1/5  نسخه DNAspافزار های چند شکلی با استفاده از نرمجایگاه

چنین، هم. (Librado and Rozas 2009)برآورد شد 

برای تعیین شاخص تنوع ژنتیکی  5/1ی   نسخه  Arlequinافزار نرم

های ها و آزموندر جمعیت( تنوع هاپلوتایپی و نوکلئوتیدی)

                                                           
1
 Substitution Saturation 
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تحلیل واریانس مولکولی . استفاده گرفت مورد 1سازیخنثی

(AMOVA )افزار صورت گرفت با استفاده از این نرم(Excoffier 

et al. 1992) .ی و های کبرای چیندر روش اول همه جمعیت

-کبرای خزری در یک گروه قرار گرفتند و در روش دوم جمعیت

دو گروه مستقل در  صورتکبرای خزری به های کبرای چینی و

FCTهای  سپس آماره. نظر گرفته شدند
تغییرات ژنتیکی در میان ) 2

1، (هاگروه
FST (هاتغییرات ژنتیکی در میان جمعیت ) وFSC 

. تعیین شدند( ی یک گروههاتغییرات ژنتیکی در میان جمعیت)

با  Nf. µ =θ 1از فرمول θ برای تعیین رشد نمایی جمعیت و نرخ

 11در  1/2  نسخه Lamarcافزار استفاده از منطق بیزین و نرم

 تکرار 21111تکرار و دو زنجیره پایانی با  1111زنجیره ابتدایی با 

ن از مدل چنیهم. دش استفادهدرصد  95و در حدود اطمینان 

با فراوانی نوکلئوتیدی تخمین زده برای انجام این   GTRتکاملی 

  .(Kuhner 2006; X Xia and Lemey 2009) دشتحلیل استفاده 

-برای تعیین بهترین مدل جانشینی نوکلئوتیدی از نرم

 .Darriba et al)استفاده شد  5/1/2  نسخه  JModelTestافزار

افزار تکاملی انتخاب شده از نرمسپس با استفاده از مدل . (2012

RAxML 5نمایی برای ترسیم درخت حداکثر درست 2/2   نسخه 

(Stamatakis et al. 2005) افزارو از نرمMrBayes   2/2/1نسخه 

 Ronquist and)شد برای ترسیم درخت بیزین استفاده 

Huelsenbeck 2003) .زنجیره  های بیزین بر اساس چرخهتحلیل

د و ش انجام 111 2 میلیون تکرار و فراوانی نمونه 11با  6مارکوو

اولیه های درصد درخت 25چنین برای بالا بردن دقت، مقدار هم

در نهایت ایستایی و انحراف معیار درخت  .شد هگرفت 2نادیده

                                                           
1
 Neutrality tests  

2
 covariance among groups (c), compare to the total 

population (T) 
3 relative to the subpopulation (S)  

 
 Nf نرخ جهش ژن دیلوپ موثر جمعیت ماده و  اندازه 

5
 Maximum Likelihood 

6
 Markov chain Monte Carlo 

7
 Sample frequency 

8
 Burn-in 

مورد بررسی قرار  1/1  نسخه Tracerافزار بیزین رسم شده در نرم

 های بیزین ورختد(. Rambaut and Drummond 2007)گرفت 

 .N. sumatrana ،N  سه گونه  وسیلههنمایی بحداکثر درست

siamensis  وN. kaoutha ( نام اختصاری ثبت شده در بانک ژن

 .دشدار  ریشه (JN123456, JN614165, JN123457 ترتیببه

. شدند 11یکپارچه 9اکثریتهای ترسیم شده به وسیله قانون درخت

 ها و ترسیم شبکههاپلوتایپبرای بررسی ارتباط بین . شدند

 2/1نسخه  PopArtافزار هاپلوتایپی از منطق پارسیمونی و نرم

در نهایت برای بررسی . (Leigh and Bryant 2015)استفاده شد 

های کبرای چینی و کبرای خزری از منطق  جدایی هاپلوگروپ

 Clement et)د شاستفاده  1/2نسخه  TCSافزار پارسیمونی و نرم

al. 2000). 

 

های استخراج شده از غلظهت مناسهب بهرای شهروع     DNAتمامی 

ارزیهابی کیفیهت    1شکل (. 2شکل )برخوردار بودند  PCRفرآیند 

براین اساس . دهدگاروز نمایش میآرا بر روی ژل  PCRمحصول 

شده باندهایی با کیفیت مناسب نسبت به نشهانگر   PCRهای  نمونه

11سایز 
DNA نشان دادند. 

لهوپ   تهوالی دی  12جفهت بهاز و    529ها با استفاده از  ل دادهتحلی

 522نشهان داد کهه   ( N. atraتهوالی   21و  N. oxianaتهوالی   19)

 2بوده کهه شهامل    12جایگاه چندشکلی 12حفاظت شده و جایگاه 

 11جایگهاه تهک متغیهر    9و  11جایگاه حاوی اطلاعات پارسهیمونی 

Iss مقهدار . بوده است
Iss.c نسهبت بهه  ( 116/1) 15

در ( 211/1) 16

-ههم . دار به دسهت آمهد   تر و معنیاشباع جایگزینی کوچک تجزیه

چنین نمودار نهرخ جانشهینی نهوع اول و دوم در مقابهل واگرایهی      

                                                           
9
 Majority- rule 

10
 Consensus 

11
 ladder 

12
 Polymorphic site 

13
 Parsimony informative site 

14
 Singleton variable site 

15
 Index of Substitution Saturation  

16
 Critical index of  Substitution Saturation 

  نتایج
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های مهورد   ژنتیکی حاکی از اشباع جایگزینی بسیار اندک در توالی

فراوانهی ههر کهدام از نوکلئوتیهدها مطهابق      (. 1شکل ) بودبررسی 

( درصد 6/11)و گوانین ( درصد 2/11)تیمین . دشبرآورد  5شکل 

ترین فراوانی نوکلئوتیدها را تشکیل دادند ترین و کمترتیب بیشبه

ههای   ههای ژنتیکهی جمعیهت    ویژگهی   مقایسه 1جدول  (.5شکل )

کبرای خزری در شمال و شمال شرقی با چهار جمعیت از کبهرای  

شهمالی  ههای   تهوالی از جمعیهت   5در بهین  . دهد چینی را نشان می

 11کهه از  هاپلوتایپ به دست آمد در حهالی  1کبرای خزری تعداد 

. دشه هاپلوتایهپ مشهاهده    6شرق کشور  های شمال توالی جمعیت

تهرین تنهوع هاپلوتهایپی در    ترین و بهیش ترتیب کمبراین اساس، به

 دوچنین هم. دشبرآورد  91/1تا  51/1های کبرای خزری  جمعیت

ترین و کم. دشن دو جمعیت مشاهده هاپلوتایپ مشترک در بین ای

ترتیههب در تههرین تنههوع نوکلئوتیههدی در کبههرای خههزری بههه بههیش

محاسهبه  ( 1152/1)و شهمال  ( 1111/1)های شمال شرقی  جمعیت

شرقی کشور  های شمال  برای جمعیت Fu’s Fsی  مقدار آماره. شد

دار ولی بهرای جمعیهت شهمال کشهور منفهی و غیهر        منفی و معنی

 .ار بوددیمعن

توالی مورد بررسی کبرای  19هاپلوتایپ از  2در این مطالعه تعداد 

های  خزری حاصل شد که یک هاپلوتایپ مشترک در بین جمعیت

هاپلوتایپ منحصر به فرد در بین  2شمال و شمال شرقی کشور و 

 .(2جدول ) دو جمعیت مورد بررسی تخمین زده شد

ای تاریخی جمعیتی هیلتحلدلیل تعداد کم نمونه در هر جمعیت به

شمال و شمال شرق )های کبرای خزری بر اساس تمامی جمعیت

های کشور  تمامی جمعیت)های کبرای چینی  و جمعیت( کشور

در . صورت گرفت( .Lin et al( 2014) ی تایوان براساس مطالعه

را در مقایسه  θهای کبرای خزری بیشترین نرخ جمعیت ،این میان

چنین رشد نمایی هم. ی نشان دادندهای کبرای چین با جمعیت

ترین ترین و کمترتیب بیشجمعیت در هر دو جمعیت مثبت و به

 .(1جدول ) این نرخ در کبرای خزری و کبرای چینی محاسبه شد

 
 

های تحلیل و آزمون( تعداد هاپلوتایپ Hd ،h، تنوع هاپلوتایپی Piتنوع نوکلئوتیدی. )ت ژنتیکی کبرای خزری و کبرای چینی در توالی ژن دی لوپخصوصیا -1جدول 

 (. Fuʹ Fs)های گونه گسترش جمعیت

 

 

 

 

 

 
ns ،* استیک درصد  دار در سطحدرصد و معنی دار در سطح پنجدار، معنیترتیب غیر معنیبه **و. 

 
 .های شمال و شمال شرقی کشور ها در جمعیت های کبرای خزری و فراوانی نسبی توالی تعداد هاپلوتایپ -2جدول 

 فراوانی جمعیت شمال شرقی شمال  جعمیت های تغییرپذیر سایت هاپلوتایپ

1هاپلوتایپ   TGTCGAGAAA 1 - 1526/1  

2هاپلوتایپ   . A . . A G . G .G 1 - 1526/1  

1هاپلوتایپ   . .  A A . . . G G G 1 - 1526/1  

1هاپلوتایپ   .  .  .  .  .  .  . G G G 2 11 612/1  

5هاپلوتایپ   .  . A . . .  . G G G - 1 1526/1  

6هاپلوتایپ   .  .  .  .  .  .  .  G  . G - 1 1526/1  

2هاپلوتایپ   .  .  .  .  .  .   A . G G - 1 1526/1  

2هاپلوتایپ   C .  .  .  . . . G . G - 1 1526/1  

 منبع n h hd Pi Fu’s Fs گونه نمونه برداری

 (گلستان)شمال ایران 

N. oxiana 

5 1 91/1 1152/1 n.s12/1- 
 حاضر  مطالعه

 -19/2* 1111/1 51/1 5 11 (رضوی و شمالی خراسان)شمال شرقی 

 شرق تایوان

N. atra 

22 5 65/1 1112/1 n.s16/1- 

Lin et al. 2014 
 -26/2* 1116/1 55/1 6 26 شمال تایوان

 -n.s12/2 1111/1 21/1 2 11 غرب تایوان

 -61/5** 1122/1 92/1 12 22 جنوب تایوان
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ای تاریخی جمعیتی کبرای چینی و کبرای خزری  مقایسه تحلیل -1جدول 

 1لوپ و با استفاده از تخمین حداکثر احتمال پسین باز دیجفت 529براساس 

(MPE.) 
ی نمونه  منطقه جمعیت

 بردای

 رشد جمعیت θنرخ 

شمال و شمال  N. oxianaکبرای خزری 

 شرقی ایران

116/1 51/912 

 11/225 1111/1 تایوان N. atraکبرای چینی 

 

و اطلاعات آکایکه  2(BIC) آزمون معیارهای اطلاعات بیزین

(AIC)1 نشان داد که مدل (222/1 G=) HKY+ G عنوان به

. های مورد نظر استبهترین مدل تکاملی نوکلئوتیدی، برای توالی

طلاعات های تبارشناسی بیزین بر اساس اتوپولوژی درخت

های ترسیم شده حاصل این مدل رسم شد و انحراف معیار درخت

برای  GTR+G چنین از مدل تکاملیهم. دست آمدهب 11/1کمتر 

درخت  6شکل . دشنمایی استفاده ترسیم درخت حداکثر درست

باز جفت 529تبارشناسی پنج گونه کبرای آسیایی را براساس 

-ناسی حداکثر درستهای تبارشدرخت)دهد  لوپ نشان می دی

نتایج نشان داد (. توپولوژی یکسانی را نشان دادندنمایی و بیزین 

 5با احتمال پسین( OTU)1که واحدهای عمکلرد تاکسونومیک

-حاصل از درخت حداکثر درست 6بالاتری نسبت به بوت استرپ

 .N بر این اساس در ابتدا. اند نمایی از یکدیگر جدا شدهدرست

siamensis  وN. sumatrana  با احتمال پسین و بوت استرپ

( N. oxiana)بالایی از یکدیگر جدا شدند و سپس کبرای خزری 

درصد از  11/51و  61/1ترتیب با احتمال پسین و بوت استرپ به

جدا  2ای شاخهبه حالت دو ( N. atra)های کبرای چینی  هاپلوتایپ

هاپلوتایپی براساس منطق   نتایج حاصل از شبکه. استشدهجدا 

های کبرای خزری با دو جهش  سیمونی نشان داد که هاپلوتایپپار

چنین هیچ هم. استهای کبرای چینی جدا شده از هاپلوتایپ

های این دو گونه مشاهده  هاپلوتایپ مشترکی در بین جمعیت

                                                           
1
 Most Probable Estimates (MPE) 

2
 Bayesian information criterion 

3
 Akaike information criterion 

4
 Operation Taxanomic Unit 

5
 Posterior probability (PP) 

6
 Bootstrap (Bp) 

7
 Bifurcate 

های مربوط به  این در حالی است که بعضی از هاپلوتایپ. دشن

هش از های کبرای خزری در شمال کشور با سه ج جمعیت

های شمال شرقی جدا شدند و در بین این دو جمعیت از  جمعیت

(. 2شکل )دست آمد کبرای خزری در ایران هاپلوتایپ مشترک به

ها با استفاده از منطق پارسیمونی نیز  هتحلیل جدایی هاپلوگرو

درصد در بین  95گونه جدایی در سطح اتصال بهینه هیچ

 1جدول . چینی نشان ندادهای کبرای خزری و کبرای  هاپلوگروپ

این . دهدنتایج حاصل از تجزیه واریانس مولکولی را نشان می

ها یک گروه در نظر نتایج حاکی از آن است که اگر همه جمعیت

درصد از کل تغییرات ژنتیکی در بین  11/62گرفته شود، 

ها بروز نموده  درصد آن در داخل جمعیت 26/12ها و  جمعیت

بندی براساس نتایج حاصل از درخت  روهچنین اگر گهم. است

تبارشناسی انجام گیرد و کبرای خزری و کبرای چینی در دو گروه 

درصد از واریانس کل تغییرات  12/25مجزا تفکیک شوند، 

های مختلف اختصاص خواهد بین گروهژنتیکی به واریانس 

 . یافت

 

 
و خط ( S)ول خط آبی رنگ جانشینی نوع ا. اشباع جایگزینی تجزیه -1شکل 

دهد و محور افقی نشان دهنده  را نشان می( V)سبز رنگ جانشینی نوع دوم 

 .باشدمیفاصله ژنتیکی 

 

 
 .لوپ در کبرای خزری فراوانی نوکلئوتیدهای ژن دی -5شکل 
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گونه کبرای آسیای با استفاده از دو روش  پنجدرخت تبارشناسی  -6شکل 

اعداد بالای شاخه نمایانگر (. ی یکسانتوپولوژ)نمایی بیزین و حداکثر درست

احتمال پسین حاصل از درخت بیزین و اعداد پایین شاخه مربوط به شاخص 

 نماییبوت استرپ حاصل از روش حداکثر درست

 

 
ی هاپلوتایپی کبرای خزری و کبرای چینی با استفاده از منطق  شبکه -2شکل 

نمایگر تعداد جهش رخ  ها خطوط عمودی بر اتصال هاپلوتایپ. اتصال میانه

 .ها بوده است داده در بین هاپلوتایپ

لوپ میتوکندریایی و  باز ژن دیجفت 529یابی این مطالعه با توالی

های کبرای  جمعیت جایگاه تغییر پذیر نشان داد که 12بر اساس 

تنوع هاپلوتایپی و )خزری در شمال کشور تنوع ژنتیکی بالاتری 

-هم. های شمال شرقی کشور دارد ه جمعیتنسبت ب( نوکلئوتیدی

چنین میزان تنوع هاپلوتایپی کبرای خزری در مقایسه با کبرای 

مشابه و یکسانی از یکدیگر قرار دارند،  تقریباً  چینی در محدوده

های مورد بررسی  تنوع نوکلئوتیدی در جمعیت  که دامنهدر حالی

 .(1جدول ) تر از کبرای چینی استکبرای خزری به مراتب بیش

همراه تنوع نوکلئوتیدی پایین وجود تنوع هاپلوتایپی بالا به

. (Avise 2000)ها باشد  تواند دلیلی بر گسترش سریع جمعیت می

سازی یک روش های آزمون خنثیچنین، استفاده از شاخصهم

گیری در مورد بروز یا عدم بروز گسترش مطمئن برای تصمیم

 Milá et al. 2007; Wang et)است ها معرفی شدهناگهانی جمعیت

al. 2009) .های  به این ترتیب که اگر مقادیر شاخصFu’s Fs 

به وقوع یک گسترش ناگهانی در  دتواندار شوند، میمنفی و معنی

نتایج این مطالعه نشان داد . (Fu and Li 1993)جمعیت تعبیر شود 

ی های شمال شرقی کبرای خزربرای جمعیت  Fu’s Fsکه شاخص

لذا با توجه به دلایل مذکور (. > 15/1P) دار است منفی و معنی

توان وقوع یک گسترش ناگهانی را در جمعیت شمال شرقی  می

 . کشور محتمل دانست

 95های کبرای خزری با حدود اطمینان  برای جمعیت θنرخ 

های کبرای چینی  تر از جمعیتبه مراتب بیش (116/1)درصد 

-گیری از حاصللذا با بهره(. 1جدول )محاسبه شد ( 1111/1)

سایت به ازای هر میلیون سال  65/1 (μ) ضرب نرخ جهش

لوپ و طول  ژن دی (Huang et al. 2007)( میلیون سال/سایت)

 Huang and)( نسل/ سال)سال به ازای هر نسل  چهارنسل 

Huang 2002; Lin et al. 2014)  ،توان  میبرای کبرای خزری

جانشینی به ازای هر سایت به ازای هر  6/2×11 -2را، μمقدار 

از حال با استفاده . دست آوردبه( نسل/سایت/جانشینی)نسل 

کبرای خزری بر    موثر جمعیت ماده  اندازه Nf. µ=θی  معادله

باز ژن دی لوپ مورد استفاده در این محاسبات، جفت 529اساس 

چنین با استفاده هم. شود فرد ماده به ازای هر نسل تعیین می 615

توان اندازه موثر جمعیت ماده برای کبرای  از محاسبات بالا می

در پژوهش . فرد ماده به ازای هر نسل تخمین زد 119چینی را 

-بههای کبرای خزری و کبرای چینی  نمایی جمعیت رشدحاضر 

د حاکی از آن است اعدااین . ین شدیتع 11/225و  51/912 ترتیب

 Kuhner)اند  ای نرخ رشد نمایی مثبت بودهکه هر دو جمعیت دار

2006) . 

روابط تبارشناسی  در بررسی .Wallach et al (2009) ی در مطالعه

 .Nهای  گونه کبرای آسیایی نشان داده شد که گونهشش

siamensis،N. sputatrix   وN. mandalayensis عنوان یک به

 N. Kaouthia و N. atraاز ( 95/1)گروه با احتمال پسین بالایی 

  بحث
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با احتمال پسین ( N. naja) چنین کبرای هندیهم. اند تفکیک شده

نتایج تبارشناسی . استهای مذکور واگرا شده بالایی از سایر گونه

گونه لوپ، هیچ جفت باز دی 529حاضر، با استفاده از   مطالعه

های شمال و شمال شرقی کبرای خزری  جدایی در بین جمعیت

(N. oxiana )هاپلوتایپی وجود   که شبکهدهد در حالی ن نمینشا

دو هاپلوتایپ مشترک در بین این دو جمعیت را آشکار نموده 

و بوت ( 61/1)با احتمال پسین  N. oxianaاز سوی دیگر . است

-تفکیک شده N. atra نه چندان مستحکمی از ( 11/51)استرپ 

مال ترتیب با احتبه N. kaouthiaاین در حالی است که . است

کبرای خزری و کبرای   پسین و بوت استرپ بالایی از دو گونه

  چنین نتایج حاصل از شبکههم. پیدا کرده است تفکیکچینی 

گونه هاپلوتایپ مشترکی، وجود فقط دو  هاپلوتایپی بدون هیچ 

جهش در بین کبرای خزری و کبرای چینی را نشان داد و منطق 

درصد  95  ینهپارسیمونی نتوانست با سطح اتصال به

 . های این دو گونه را از یکدیگر جدا کند هاپلوگروپ

( AMOVA)واریانس مولکولی  تجزیهبر اساس تحلیل نتایج 

 صفربین  تجزیهاین  حاصل از 1تثبیتهای  چنانچه مقادیر شاخص

های باشد، بیانگر تفاوت ژنتیکی اندک بین جمعیت 15/1تا 

دهنده  نشان 25/1تا  15/1چنین مقادیر بین هم. مختلف است

نشانگر تفاوت ژنتیکی زیاد بین  25/1تفاوت متوسط و بیش از 

  نتایج این آزمون در مطالعه .(Excoffier 2001)ها است  جمعیت

درصد از کل تغییرات ژنتیکی در بین  11/62حاضر نشان داد که 

 .های مختلف کبرای خزری و کبرای چینی وجود داردجمعیت

                                                           
1
 Fixation indices 

 

را ( P<11/1)دار  یک تفاوت معنی FCTو  FSTی  بدین ترتیب آماره

های کبرای چینی را  های کبرای خزری با جمعیت در بین جمعیت

تفاوت ژنتیکی  FSCآماره این در حالی است که . کنند ثابت می

های کبرای  داری را در داخل جمعیت بسیار اندک و غیر معنی

علت وجود بدین ترتیب به. خزری و کبرای چینی نشان داد

توان از طرح حفاظتی مشترکی در بین  یکپارچگی ژنتیکی می

 .شرقی ایران استفاده نمود های شمال و شمال جمعیت

، وضیعت و جایگاه تبارشناسی رغم مطالعات گسترده ژنتیکیعلی

چنان دارای ابهامات بسیاری هم( Naja)زیرجنس کبرای آسیایی 

این در حالی است که آشکارسازی روابط خویشاوندی و . است

برداری  عنوان یک اصل ضروری برای هر گونه بهرههتکاملی ب

 Pook et al. 2009; Wüster et)پزشکی از مار سمی بوده است 

al. 2007) .لوپ برای  باز دیجفت 529حاضر با   گرچه مطالعها

اولین بار، تا حد زیادی ارتباط خویشاوندی بسیار نزدیکی بین 

های کبرای خزری ایران و کبرای چینی را ارزیابی نمود جمعیت

سازی مستحکم جایگاه کبرای  لیکن برای بازسازی و آشکاری

تفاده از مطالعات تکمیلی با اس Najaخزری ایران در زیرجنس 

پیشنهاد ( ای و میتوکندریایی هسته)های کدکننده پروتئین ژن

توان نتیجه  حاضر می  مطالعه  و در صورت اثبات نتیجه شود می

ی کبرای  گونه 11گرفت که ترکیبات سم کبرای خزری در بین 

لذا شاید . آسیایی تا حد زیادی به کبرای چینی مشابه بوده است

ده برای کبرای چینی جهت درمان نیش ساخته ش بتوان از پادزهر

 . های کبرای خزری استفاده نمود زدگی

( 2ها،  ی جمعیت همه( 1. باز توالی ژن دی لوپجفت 529های کبرای خزری و کبرای چینی براساس در بین جمعیت( AMOVA)تجزیه واریانس مولکولی  -1جدول 

 .تفکیک جمعیتی براساس درخت تبارشناسی
 Fی آماره درصد واریانس مجموع مربعات df منابع تغییر

29/12 5 ی مختلفها تیجمعبین  (1  11/62  FST= 62/1  

12/21 16 ها تیجمعدرون   26/12  

11/61 11 کل    

 

96/19 1 ی مختلفها گروهبین  (2  12/25  FCT= 25/1  

22/2 1 ها گروهی داخل یک ها تیجمعبین   22/1  FSC= 11/1  

12/21 16 بین افراد درون یک جمعیت  21/21  FST= 26/1  

11/61 11 کل    

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
96

.1
2.

2.
10

.2
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

26
-0

5-
26

 ]
 

                             9 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.2.10.2
http://mg.genetics.ir/article-1-1487-en.html


 محمد کابلی و همکاران  ...ارزيابی روابط خويشاوندی، ساختار و تمايز ژنتيکی

 

 262  9316 تابستان/ 2شماره / دوازدهمدوره / ژنتیک نوین

 

 

Avise JC (2000) Phylogeography: the history and 

formation of species. Harvard university press, p. 285. 

Clement M, Snell Q, Walker P, Posada D, Crandall K 

(2002) TCS: estimating gene genealogies, in: Ipdps. 

IEEE, p. 184 

Darriba D, Taboada GL, Doallo R, Posada D (2012) 

jModelTest 2: more models, new heuristics and parallel 

computing. Nature Methods 9: 772. 

Darvish J, Rastegar-Pouyani E (2012) Biodiversity 

conservation of reptiles and mammals in the Khorasan 

Provinces, northeast of Iran. Progress in Biological 

Sciences. 2: 95-109. 

Excoffier L, 2001. Analysis of population subdivision. 

Handbook of Statistical Genetics. 713. 

Excoffier L, Smouse PE, Quattro JM (1992) Analysis of 

molecular variance inferred from metric distances among 

DNA haplotypes: application to human mitochondrial 

DNA restriction data. Genetics 131: 479-491. 

Frankham R (2005) Genetics and extinction. Biological 

Conservation 126: 131-140. 

Fu Y-X, Li WH (1993) Statistical tests of neutrality of 

mutations. Genetics 133: 693-709. 

Huang S, He S, Peng Z, Zhao K, Zhao E (2007) 

Molecular phylogeography of endangered sharp-snouted 

pitviper. Deinagkistrodon acutus. 44: 942-952. 

Huang S, Huang J (2002) Artificial propagation of the 

five paced pit viper (Deinagkistrodon acutus) Dong wu 

xue bao. Acta Zoologica Sinica. 49: 854-857. 

Javanmard A, Mohammadabadi MR, Zarrigabayi GE, 

Gharahedaghi AA, Nassiry MR, Javadmansh A, 

Asadzadeh N. 2008. Polymorphism within the intron 

region of the bovine leptin gene in Iranian Sarabi cattle 

(Iranian Bos taurus) Russian Journal of Genetics 44: 495-

497 

Kapli P, Botoni D, Ilgaz Ç, Kumlutaş Y, Avcı A, 

Rastegar-Pouyani N, Fathinia B, Lymberakis P, 

Ahmadzadeh F, Poulakakis N (2013) Molecular 

phylogeny and historical biogeography of the Anatolian 

lizard Apathya (Squamata, Lacertidae) Molecular 

Phylogenetics and Evolution. 66: 992-1001. 

Kuhner MK (2006) LAMARC 2.0: maximum likelihood 

and Bayesian estimation of population parameters. 

Bioinformatics 22: 768-770. 

Leigh JW, Bryant D (2015) popart: full-feature software 

for haplotype network construction. Methods in Ecology 

and Evolution. 6: 1110-1116. 

Li HLÆS, Fong ÆJ, Lin S (2008). Ventral coloration 

differentiation and mitochondrial sequences of the 

Chinese Cobra (Naja atra) in Taiwan. 9: 1089-1097.  

Librado P, Rozas J (2009) DnaSP v5: a software for 

comprehensive analysis of DNA polymorphism data. 

Bioinformatics. 25: 1451-1452. 

Lin AL, Zhao Q, Ji X, Lin L, Zhao Q, Ji X (2008) 

Conservation Genetics of the Chinese Cobra (Naja atra) 

Investigated with Mitochondrial DNA Sequences 

Conservation Genetics of the Chinese Cobra (Naja atra) 

Investigated with Mitochondrial DNA Sequences 25: 

888-893.  

Lin L, Hua L, Qu Y, Gao J, Ji X (2014) The 

Phylogeographical Pattern and Conservation of the 

Chinese Cobra (Naja atra) across Its Range Based on 

Mitochondrial Control Region Sequences. PLoS One. 9. 

e106944.  

Lin L, Qu Y, Li H, Zhou K, Ji X (2012) Genetic Structure 

and Demographic History Should Inform Conservation : 

Chinese Cobras Currently Treated as Homogenous Show 

Population Divergence. PLoS One. 7: e36334. 
Lin L-H, Hua L, Qu Y-F, Gao J-F, Ji X (2014) The 

Phylogeographical Pattern and Conservation of the 

Chinese Cobra (Naja atra) across Its Range Based on 

Mitochondrial Control Region Sequences. PLoS One 9: 

e106944.  
Meister B, Hofer U, Ursenbacher S, Baur B (2010) 

Spatial genetic analysis of the grass snake, Natrix natrix 
(Squamata: Colubridae), in an intensively used 

agricultural landscape. Biological Journal of the Linnean 

Society 101: 51-58. 

Milá B, McCormack JE, Castañeda G, Wayne RK, Smith 

TB (2007) Recent postglacial range expansion drives the 

rapid diversification of a songbird lineage in the genus 

Junco. Proc. R. Soc. London B Biological Sciences, 274: 

2653-2660. 

Mills LS (2012). Conservation of wildlife populations: 

demography, genetics, and management. John Wiley and 

Sons. 

Mohammadi A, Nassiry MR, Mosafer J, 

Mohammadabadi MR, Sulimova GE. 2009. Distribution 

of BoLA-DRB3 allelic frequencies and identification of a 

new allele in the Iranian cattle breed Sistani (Bos 

indicus). Russian journal of genetics 45: 198-202. 

 Mousavizadeh A, Mohammad Abadi MR, Torabi A, 

Nassiry MR, Ghiasi, Esmailizadeh AK 2009. Genetic 

polymorphism at the growth hormone locus in Iranian 

Talli goats by polymerase chain reaction-single strand 

conformation polymorphism (PCR-SSCP). Iranian 

Journal of Biotechnology 7: 51-53 

Mullin SJ, Seigel RA (2009) Snakes: ecology and 

conservation. Cornell University Press. 

Pook CE, Joger U, Stümpel N, Wüster W (2009) When 

continents collide: phylogeny, historical biogeography 

and systematics of the medically important viper genus 

Echis (Squamata: Serpentes: Viperidae) Molecular 

Phylogenetics and Evolution53: 792-807. 

Ronquist F, Huelsenbeck JP (2003) MrBayes 3: Bayesian 

phylogenetic inference under mixed models. 

Bioinformatics 19: 1572-1574. 

Stamatakis A, Ludwig T, Meier H (2005) RAxML-III: a 

fast program for maximum likelihood-based inference of 

large phylogenetic trees. Bioinformatics 21: 456-463. 

Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, 

Kumar S (2011) MEGA5: molecular evolutionary 

genetics analysis using maximum likelihood, 

evolutionary distance, and maximum parsimony methods. 

Molecular Biology and Evolution. 28: 2731-2739. 

Wallach V, Wuester W, Broadley DG (2009) In praise of 

subgenera: taxonomic status of cobras of the genus Naja 

Laurenti (Serpentes: Elapidae) Zootaxa 2236: 26-36. 

  منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
96

.1
2.

2.
10

.2
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

26
-0

5-
26

 ]
 

                            10 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.2.10.2
http://mg.genetics.ir/article-1-1487-en.html


 محمد کابلی و همکاران  ...ارزيابی روابط خويشاوندی، ساختار و تمايز ژنتيکی

 

 9316 تابستان/ 2شماره / دوازدهمدوره / ژنتیک نوین 263

 

Wang L, Ikeda H, Liu T, Wang Y, Liu J (2009) Repeated 

range expansion and glacial endurance of Potentilla 

glabra (Rosaceae) in the Qinghai‐Tibetan Plateau. J. 

Integr. Plant Biology. 51: 698-706. 

Wuester W (1990) Population evolution of the Asiatic 

cobra (Naja naja) species complex. Univ. Aberdeen 500. 

Wüster W, Crookes S, Ineich I, Mané Y, Pook CE, Trape 

JF, Broadley DG (2007) The phylogeny of cobras 

inferred from mitochondrial DNA sequences: Evolution 

of venom spitting and the phylogeography of the African 

spitting cobras (Serpentes: Elapidae: Naja nigricollis 

complex) Molecular Biology and Evolution. 45: 437-453. 

Wuster W, Thorpe RS (1988) Population affinities of the 

asiatic cobra (Naja naja) species complex in south-east 

Asia : reliability and random resampling. Biology Journal 

of the Linnean Society 36: 391-409 

Xia X, Lemey P (2009) The phylogenetic handbook: a 

practical approach to DNA and protein phylogeny. 

Young, AG (2000) Genetics, demography and viability of 

fragmented populations. Cambridge University Press. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
96

.1
2.

2.
10

.2
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

26
-0

5-
26

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.2.10.2
http://mg.genetics.ir/article-1-1487-en.html
http://www.tcpdf.org

