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 چكيده

به صورت غيرمستقيم و به كمك  بيشترها  اين گونههاي رفتاري خاص  خواران به دليل جمعيت محدودشان و ويژگي مطالعه روي گوشت
هاي طبيعي در  در اكثر زيستگاه خواران گوشتكاهش شديد به با توجه . اشتباهاتي نيز همراه استگيرد كه همواره با  صورت مي ها نمايه

به دليل نرخ كندري استفاده از ژنوم ميتو. هاي حفاظتي ضروري است ها جهت اجراي برنامه سطح كشور، شناسايي دقيق اين گونه
 پنجسان،  گونه گربه هفت( خوار گوشتگونه  14در اين مطالعه  .باشد شناسايي پستانداران مي جهتيك روش استاندارد پذيري بالا،  جهش

هاي عمومي   و با استفاده از آغازگر ميتوكندري كنترل مورفيسم طول ناحيه اساس پلي بر )يك گونه كفتار و يك گونه خرس سان، گونه سگ
، سريع و پذير تكرارنسبت به روشي  ،كار گرفته شده در اين پژوهش  هروش ب .شناسايي شدگونه  13 ،مورد بررسي قرار گرفتند كه در نهايت

 نيزهاي نادر در زيستگاه و  خوار حضور و عدم حضور اين گونه گوشتهاي  ها و گونه گونه  شناسايي دقيق جهتتواند  كه مي استكم هزينه 
 .مورد استفاده قرار گيرد آيند، ميدست  هي كه از متخلفان و يا ساير موارد بمشكوكهاي  گونه
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 سرآغاز

شناسايي دقيق  ،حفاظتشناسي  اساسي در زيست مسايليكي از 
اغلب  ،در گذشته .(Frankham, 2005) باشد ميها  گونه
. شناسي بودند هاي ريخت هاي شناسايي مبتني بر روش روش

توان اطلاعات با  با بررسي تغييرات ژنتيكي به راحتي مي ،امروزه
 هاي با استفاده از نمونه ها ارزشي در خصوص شناسايي گونه

يا  و انهايي كه بدون نياز به كشتن جانور نمونه( تهاجميغير
استخوان و مو  :مانند )آيند به دست مي انآسيب رساندن به جانور

 (;Imaizumi et al., 2007; Bellis et al., 2003دست آورد به
Balitzki et al., 2005; Riddle et al., 2003; Kitano et 

(al., 2007. هاي  تعداد نسخه بودنارا ژنوم ميتوكندري به دليل د
نرخ بالاي  نيزو تري در هر سلول نسبت به ژنوم هسته  بيش

ها را بهتر  پذيري نسبت به ژنوم هسته، اختلاف بين گونه  جهش
 تري دارد ها كاربرد بيش كند و در شناسايي گونه نمايان مي

Rastogi et al., 2007; Nakamura et al., 2009; Bellis) 
et la., 2003; Williams et al., 2004; Bardeleben et 

(al., 2005; Savolainen et al., 2000. 
 ناحيه هاي داده ميتوكندري ژنوم مختلف هاي قسمت بين ،همچنين

ژن تر از  مناسب به هم هاي نزديك براي شناسايي گونه كنترل
 (Pun etو ساير نواحي كد كننده پروتئين است  b سيتوكروم

(al., 2009  اي  ان پذيري بالاي دي توجه به حساسيتبا و
هاي ناشناخته و  توان نمونه ميتوكندري با استفاده از اين ژنوم مي

دست  هيا مشكوك كه از شكارچيان متخلف يا ساير موارد ب
  .(Parson et al., 2000) آيند را به طور دقيق شناسايي كرد مي

توده كل  زي% 2هاي پستانداران و فقط  جنس% 10خواران  گوشت
از راسته  .(Eisenberg, 1981)دهند  پستانداران را تشكيل مي

در  گونه 264جنس و  114خانواده  12تاكنون  ،خواران گوشت
 ،در ايران .(Gittleman, 1989) معرفي شده است سطح دنيا

شناسايي شده كه دو خوار  گوشتگونه  31و  خانواده 8تاكنون 
مناطق  از بسياري درو  اند دهشمنقرض ) شير و ببر(ها  گونه از آن

رويه، تخريب زيستگاه و اشغال  به علت تعقيب و شكار بي كشور
به  ها ، جمعيت آنمانند سگ اهلي خوارن گوشت ها توسط آشيان

شدت دچار كاهش شده و خطر انقراض نسل اين موجودات را 
خواران از  گوشت ).1388ضيائي،  ؛1378فيروز، ( كند تهديد مي

آيند و مطالعه و  ها به شمار مي كليدي اكوسيستمهاي  گونه
تواند رهگشاي  نياز مير هاي حساس و پ شناسايي اين گونه

ي ها بسياري از گونه .ها نيز باشد مطالعه و مديريت ساير گونه

داراي هاي جنگلي  زيستگاه در به خصوص خوار گوشت
 .استتار هستند و شبگرديمانند هاي رفتاري خاص  ويژگي

حفاظتي در  هاي اقدامترين  گيري در مورد اصولي تصميم ،ينابنابر
 .(Riddle et al., 2003)يا غيرممكن است و ها سخت  مورد آن
هاي مديريت مناطق حفاظت شده و  بسياري از طرح درچنانچه 

حضور و و همينطور  شناسايي فون پستانداران، هاي ملي پارك
از سوي  .مواجه استخوار با ابهام  هاي گوشت عدم حضور گونه

زيست  حفاظت محيطهاي  ديگر در مبحث تخلفات شكار، سازمان
شكارچيان  در اثبات جرم و تخلف صورت گرفته و برخورد با

روشي مبتني بر  ارايه بنابراين، .متخلف با مشكل مواجه هستند
 ارايههاي مولكولي براي شناسايي حيوانات شكار شده و  ويژگي

كه در اين  نمايد مدرك معتبري براي مراكز قضايي ضروري مي
 كنترل مورفيسم طول ناحيه پژوهش تلاش شد با استفاده از پلي

 قابل از لحاظ اقتصادي، سريع و ميتوكندري روشي مناسب
 .دشو ارايهخواران وحشي  جهت شناسايي گوشتاطمينان 

 
 ها مواد و روش

• 0Bبرداري نمونه 
خوار كمياب و حفاظت  هاي گوشت اكثر گونهكه  با توجه به اين

در نقاط ) گونه 14(خوار  حيوان گوشت فرد 25شده هستند، از 
اي  تهاجمي و تلفات جاده هاي غير مختلف كشور از طريق روش

يك نمونه ناشناخته  ،همچنين). 1( نمونه بافت تهيه شد جدول
از  از اطلاع پسشكارچيان ( دست آمد هنيز از شكارچيان متخلف ب

به همراه  زيست محل را ورين سازمان حفاطت محيطمآگاهي ما
هاي داخلي مانند  بافتتنها قسمتي از ترك نموده و  لاشه جانور

برداري  مانده بود كه نمونه جانور در محل شكار باقي معده و كبد 
 سيليكاژل در سپس و الكل در ابتدا ها نمونه .)گرفت صورت ها آن از

 .به آزمايشگاه منتقل شدند DNAو جهت استخراج  گرفتندقرار 
 
• 1Bها سازي نمونه آماده 

نگهداري  DNAهاي بافتي در سيليكاژل تا زمان استخراج  نمونه
صورت  (AccuPrep) با استفاده از كيت DNAاستخراج . شدند

درجه  -20در دماي  ،PCRاستخراجي تا زمان  DNAگرفت و 
استخراجي نيز با استفاده از  DNAكيفيت و كميت . نگهداري شد

ژل آگاروز يك درصد و دستگاه اسپكتروفتومتري تعيين شد 
 ).1 شكل(
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 .ها و نوع بافت مورد استفاده آوري نمونه محل جمع): 1(جدول 
 تعداد نمونه نوع بافت برداري محل نمونه نام علمي نام فارسي

 3 كبد، پوست، عضله گلستان Panthera pardus پلنگ
 2 كبد، عضله يزد، سمنان Acinonyx  jubatus venaticuc يوزپلنگ

 2 عضله گلستان، خراسان شمالي Felis silvestris گربه وحشي
 4 كبد، عضله گلستان، مازندران Felis chaus گربه جنگلي

 1 عضله اصفهان Felis margarita گربه شني
 1 كبد يزد Caracal caracal كاراكال

 1 پوست گلستان Felis catus گربه خانگي
 2 عضله گلستان، خراسان شمالي Ursus arctos اي خرس قهوه

 1 عضله گلستان Hyena hyena كفتار
 2 كبد، عضله خراسان شمالي، همدان Canis lupus گرگ
 1 عضله خراسان رضوي Canis lupus Familiaris سگ
 2 عضله، پوست گلستان، خراسان رضوي Canis aureus شغال

 1 عضله اصفهان Vulpes cana شاه روباه
 2 عضله، پوست كردستان، گلستان Vulpes vulpes روباه معمولي

 

• 2Bمراز و الكتروفورز اي پلي واكنش زنجيره 
 خواران گوشت در كنترل  ناحيه توالي مورفيسم پلي بررسي منظور به

 ،كه بسيار تغييرپذير mtDNAكنترل  بزرگ جثه قطعه چپ ناحيه
 و L15995) Taberlet et al., 1994 آغازگر پيشرواست توسط 
(H16498 آغازگر پسرو (Fumagalli et al., 1996) تكثير شد 

به ترتيب براي ژن محافظت شده  آغازگرهااين . )2 جدول(
tRNA-Proline  كنترل ناحيهو ناحيه مركزي و حفاظت شده 

 .اند طراحي شده
مراز در  اي پلي هاي ژني با استفاده از واكنش زنجيره تكثير جايگاه

يـك   DNAنـانوگرم   20ميكروليتر و شـرايطي شـامل   25حجم 
 PCR x1، 5/1مــراز، بــافر  پلــي taq DNAاللملــي  واحــد بــين

 25مولار كلريد منيزيم و آب مقطـر تـا رسـيدن بـه حجـم       ميلي

كنتـرل   ناحيـه  چرخه دمايي بـراي تكثيـر  . ميكروليتر انجام گرفت
گراد و  درجه سانتي 95دقيقه در  5: عبارت بود از ژنوم ميتوكندري

گـراد   درجه سانتي 95ثانيه در  30شامل ،چرخه 35 - 40در ادامه 
درجه و بسط نهـايي بـا    72دقيقه در  1درجه و  54 درثانيه  30و 

مـراز   اي پلي سپس محصول واكنش زنجيره. دقيقه 5درجه در  72
سـازي  درصـد جدا  8درصد و ژل اكريل آميـد   دوروي ژل آگاروز 

ها با اسـتفاده از دسـتگاه    تصاوير مربوط به ژل ،شدند و در نهايت
 Gelافـزار  از نرممستندساز ژل ثبت شد و اندازه باندها با استفاده 

pro Analyzer  قابل  .دشدر مقايسه با ماركر به طور دقيق ثبت
اي  واكـنش زنجيـره   ،از تشـكيل بانـد روي ژل   پس ذكر است كه

 .بار تكرار شد پنجمراز و تهيه ژل براي هر گونه  پلي

 

 ر به كار برده شده در اين مطالعهژني و آغازگ  جايگاه هاي ويژگي ):2( جدول
 دماي اتصال آغازگر جايگاه ژني
D-LOOP F-5´CTCCACTATCAGCACCCAAAG-3´ 

R-5´CCTGAAGTAAGAACCAGATG-3´ 
54 

 

• 3B تجزيه و تحليل 
ثبت شده خوار مورد مطالعه  هاي گوشت كنترل گونه  توالي ناحيه

كردن با آغازگرهاي مورد استفاده  بانك از طريق بلاست در ژن
سازي رديف  در اين پژوهش در ژن بانك جستجو شدند و مرتب

صورت گرفت و مگا افزار  در نرم آرايي همها با استفاده از  توالي
هاي  طول توالي ،در نهايت. گيري شد ها اندازه سپس طول توالي

ي ثبت شده در ژن بانك با طول ها دست آمده از گونهه ب
 .دست آمده در اين پژوهش مقايسه شدنده هاي ب توالي
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4Bها يافته 
• 5B بررسي كمي و كيفيDNA استخراجي 

هاي استخراج شده روي ژل آگارز DNAنتيجه حاصل از بررسي 
هاي استخراج شده داراي كميت و DNAنشان داد كه % 1

مراز  زنجيره پليكيفيت قابل قبولي براي استفاده در واكنش 
ميزان جذب در طول  ،اسپكتوفتومتر در روش .)1 شكل( هستند
با استفاده از دستگاه بيوفتومتر محاسبه  nm280و  nm260موج 

قرار  2تا   8/1ها در دامنه  هايي كه اين نسبت براي آن نمونه. شد
  .انجام شد مجددها استخراج  داشت قابل قبول و براي ساير نمونه

 

 
هاي DNAتصوير مربوط به بررسي كيفيت  ):1( شكل

 %1استخراج شده بر روي ژل آگارز 

• 6Bهاي مورد بررسي شناسايي گونه 
كه  مورد بررسي قرار گرفتند گوشتخوار گونه 14 ،در اين پژوهش

هاي تشكيل شده روي ژل  باندبراساس نتايج حاصل از 
و  ترين اندازه باند متعلق به دو گونه روباه كوچكآميد  كريلآ

شكل ( دست آمده ب وحشيترين اندازه باند متعلق به گربه  بزرگ
هاي مورد بررسي يك اندازه ويژه  براي هر يك از گونه ).2

روباه اندازه باند  ، تنها براي دو گونه روباه معمولي و شاهحاصل شد
الگوي سه باندي تشكيل شد يكسان بود و براي گونه كاراكال 

كنترل ژنوم  پذيري ناحيه با توجه به نرخ بالاي جهش .)3 شكل(
دست آمده از اين پژوهش با  ههاي ب ميتوكندري، بين طول توالي

بانك تفاوت چنداني وجود   دست آمده از ژنه هاي ب طول توالي
) جفت باز( bp405اندازه باند نمونه مشكوك  ).3 جدول(ندارد 

 به عنوانپژوهش اين  از كه براساس نتايج حاصل آمد  دست هب
 .)4 شكل( گرگ شناسايي شد گونه

 
 يوزپلنگ، -Bپلنگ،  -A: خوار بر روي ژل اكريل آميد هاي گوشت تصوير باندهاي ايجاد شده براي گونه ):2(شكل 

C- يِ وحشي،  گربهD- ي جنگلي، گربه  E- ي شني،  گربهF- ي خانگي،  گربهG- اي،  هخرس قهوH- ،كفتار 

 I-  ،سگ اهليJ-  ،شغالK- روباه،  شاهL- معمولي،   روباهM- گرگ 
 

 گيري بحث و نتيجه
و آناليز  mtDNAكنترل  مورفيسم طول در دامنه چپ ناحيه پلي

جثه به خوار بزرگ  گونه گوشت 14اندازه قطعات تكثير شده در 
تفاوت در اندازه . ها انجام گرفت منظور شناسايي اين گونه

وجود آورد كه تفكيك و شناسايي براي  اين امكان را به ،قطعات
 .(Kitano et al., 2007)هاي مورد مطالعه عملي شود  اكثر گونه

البته گونه كاراكال به دليل الگوي خاص باندي كه به صورت سه 
ها در  به صورت مجزا از ساير گونه ،باندي بر روي ژل ظاهر شد

توان به  حضور بيش از يك باند در كاراكال را مي. نظر گرفته شد
 باز جفت 800دليل هتروپلاسمي دانست چرا كه حضور سه كپي 

 در كنترل ژنوم ميتوكندري ناحيهاي از  تكراري و يك نسخه هسته

 .(Scott Mills et al., 2000)  است رايج سانان گربه
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 هاي مورد مطالعه براي گونه دست آمدهه ب طول توالي ناحيه كنترل ميتوكندري ):3(جدول 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 :الگوي سه باندي كاراكال ):3( شكل

A-  ،كاراكالB-ماركر 

 
 :نمونه بافت مشكوك شناسايي شده ):4(شكل 

A- ،ماركرB-گرگ 

روباه به دليل يكسان بودن اندازه  هاي روباه و شاه گونه ،همچنين
توسط آغازگر مورد استفاده در اين مطالعه ) باز  جفت 389(باند 

نتايج جستجوي توالي مورد . قابل تفكيك از يكديگر نبودند
خوار مذكور كه توسط بلاست  هاي گوشت مطالعه براي گونه

 ،ها شد، نشان داد كه براي اكثر اين گونهكردن آغازگر انجام 
 ،گونه مورد مطالعه 14از بين . توالي مورد نظر ما ثبت نشده است

ي بين طول يگونه ثبت شده بود كه اختلاف جز ششفقط توالي 
 تواند به دليل تغييرپذيري بسيار بانك با نتايج ما مي هاي ژن توالي

هاي ثبت شده  توالي كه باشد، با توجه به اين كنترل زياد ناحيه
هاي ثبت شده  اندازه. هاي ايران نيست يك متعلق به جمعيت هيچ

 ،)3 جدول( كنترل ميتوكندري در مطالعه حاضر طول توالي ناحيه
هاي مورد مطالعه در  حكم كليد شناسايي ژنتيكي را براي گونه

 با توجه به اين .گيري در آن انجام شده را دارد مناطقي كه نمونه
خوار طول مخصوص به  هاي گوشت توالي مذكور در اكثر گونهكه 

هاي اين تحقيق شناسايي  با استفاده از يافته ،خود را داشت
شناخته زيستي بر اساس  هاي نا خواران بزرگ جثه از نمونه گوشت

كنترل ميتوكندري با دقت و صحت  مورفيسم طول ژن ناحيه پلي
شده  ارايهبا روش  .(Mitani et al., 2009)پذير است  بالا امكان

هاي  براي اولين بار در ايران شناسايي گونه ،در مطالعه حاضر
هاي مكشوفه و بدون داشتن اطلاعات قبلي  خوار از نمونه گوشت
كه از متخلفان كشف شده  بافت مشكوك، يك نمونه شدميسر 

 دست آمده هاندازه باند ب نام فارسي گونه
(bp) 

 اندازه ثبت شده در ژن بانك
(bp) 

Panthera pardus 556 556 پلنگ 
Acinonyx jubatus venaticus 552 پلنگ  يوز - 
Felis silvestris 950 گربه وحشي - 
Felis chaus 800 گربه جنگلي - 
Felis margarita 370 گربه شني - 
Felis catus 690 650 گربه خانگي 
Ursus arctos 415 409 اي خرس قهوه 
Hyena hyena 930 كفتار - 
Canis lupus 397 405 گرگ 
Canis lupus familiaris 389 402 سگ 
Canis aureus 935 شغال - 
Vulpes cana 389 شاه روباه - 
Vulpes vulpes 373 389 روباه معمولي  
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بود با موفقيت در اين پژوهش شناسايي و نتايج حاصله به اداره 
نتايج حاصله  .به دادگاه ارسال شد ارايهزيست جهت  كل محيط

وحش و برخورد با  شناسي حيات كمك شاياني در زمينه جرم
مشخص  توان جهت مي ،همچنين .ن شكار خواهد داشتامتخلف

خوار در مناطق  هاي گوشت يا عدم حضور گونهو كردن حضور 
كه هميشه با ابهام زيست  تحت حفاظت سازمان حفاظت محيط

فت، مو، مدفوع، با(هاي زيستي  با استفاده از نمونه ،بوده مواجه
هاي كمياب را با قطعيت  اين گونه ،حضوريافته شده ) خون

در خصوص يوزپلنگ كه در بحران  ،ويژه به. مشخص كرد
هاي آن امري حياتي  انقراض قرار دارد و مشخص كردن زيستگاه

در . استريزي براي حفاظت آن  در مديريت اين گونه و برنامه
هاي شاه روباه و روباه معمولي كه قابل تفكيك نبودند  مورد گونه

هاي برشي يا طراحي آغازگر جديد  توان با استفاده از آنزيم مي
باندي ايجاد شده توسط  سهالگوي . ها را شناسايي كرد آن

در  زيرا، .تواند كليد شناسايي براي اين گونه باشد كاراكال نيز مي
عدم . هاي مورد مطالعه منحصر به فرد بود ميان تمامي گونه

هاي خرس سياه، سياه گوش، روباه تركمني و ساير  حضور گونه
هاي نادر به دليل عدم دسترسي به نمونه بافت قابل اغماض  گونه
ها   برداري به صورت منسجم از زيستگاه ادامه نمونه بنابراين،. بود

ها  تري از گونه شهاي كشور علاوه بر شناسايي تعداد بي و جمعيت
شده در تحقيق حاضر را به  ارايهتواند كليد شناسايي ژنتيكي  مي

را جهت ارايه به ن تمام كشور بسط دهد و صحت و اعتبار آ
 مورفيسم پلي از استفاده ،است ذكر شايان .كند يديات قضايي مراجع

خواران براي سرعت بخشيدن به  طول براي شناسايي گوشت
 .به صرفه بودن كاربرد اين روش بودمراحل كار و مقرون 

هاي مبتني بر  هاي به روزتر و روش يآور فناستفاده از  بنابراين،
 .يابي براي ادامه تحقيق حاضر پيشنهاد مي شود توالي
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