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بر اساس توالی یابی مازندران و گیلان هايبررسی تنوع ژنتیکی اردك ماهیان تالاب
mtDNAنوکلوئتیدي 

4فرامرز لالوئی، 3مهدي یوسفیان، 2کیوان حضایی، 1اوشا جوادیان

:کیدهچ
از دو ایستگاه اردك ماهی30تعداد ،) (Esox luciusبه منظور مطالعه تنوع ژنتیکی اردك ماهیان 

اي جدا و در باله از انتهاي باله سینهگرم از بافت نرم3- 5سپس حدود .آوري گردیدمازندران و گیلان جمع
کلروفرم استخراج و - ها به روش فنلژنومی نمونهDNA.فیکس گردید) درصد96(الکل اتیلیک خالص 

1شده با استفاده از روش اسپکتروفتومتري و الکتروفورز ژل آگارز استخراجDNAسپس کمیت و کیفیت 
با استفاده از جفت توسط دستگاه ترموسایکلر)PCR(اي پلیمراز واکنش زنجیره.درصد تعیین شد

با mtDNAبخشی از منطقه کنترل . ی مورفی را نشان دادپلPIDLو sequencing،CDL-Dپرایمر
به کمک یک جفت آغازگر و روش چینش یابی نوکلئوتیدي مورد بررسی قرار bp500اندازه اي حدود 

.هاي مازندران مشاهده شدهاپلوتایپ در نمونه5اي گیلان و هتایپ در نمونههاپلو9ساس نتایج  بر ا. گرفت
بین ) =27/0Fst(بیشترین اختلاف ژنتیکی. حاسبه شدم004/0–027/0بیشترین و کمترین فاصله ژنتیکی 

هاي مختلف نمونه نتایج نشان داد، در ایستگاه. هاي ایستگاه مازندران و ایستگاه گیلان به دست آمدنمونه
- راي اختلاف معنیاین تمایز ژنتیکی دابرداري اردك ماهی از لحاظ ژنتیکی داراي گروه ژنتیکی متفاوت بود اما 

)p<05/0. (داري نبود

mtDNAهتروزیگوسیتی، چینش یابی نوکلئوتیدي ، تنوع ژنتیکی،اردك ماهی:کلید واژه
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شماره اولپیش/اولسال /پروريعلوم تکثیر و آبزيفصلنامه36

مقدمه- 1
هاي دائمی مواد ژنتیکی اعم از کروموزومی یا خارج کروموزومی در معرض تغییرات و جهش

ي سبب فیزیکی و شیمیایی از درون سلول یا برون از ارگانیسم، هنگام همانند سازقرار دارند و عوامل 
هاي جانوري یا گیاهی، به همین دلیل در گونه. شوندمیDNAهاي دجابجایی در ترتیب نوکلئوتی

گردند که شناسایی آنان از طریق صفات ظاهري مشکل و در ها و نژادهاي متفاوتی ایجاد میجمعیت
ویژه نشانگرهاي ه هاي ژنتیکی و باز اینرو، علم ژنتیک و نشانگر. تغیر ممکن اسبعضی مواقع 

DNA به ابزاري قابل اعتماد و مناسب در مطالعات ژنتیکی و ژنتیک جمعیت تبدیل گردیده
,lin et al(است 2002.(

آب شیرینمنبعبرخی ازساکنبومیکههاي خوراکیماهیترینبا ارزشیکی ازاردك ماهیان 
محدود و نیازمند گسترش نسبتاًدریاي خزر بررسی هاي ژنتیک .می باشددریاي خزراطرافدر

هاي چینش. باشنددر صورت وجود می، هستند زیرا دقیق ترین روش تشخیص تفاوت هاي جمعیتی
هاي ترین ابزارهاي ارزیابی روابط دودمانی میان جمعیتیکی از کاربرديmtDNAنوکلئوتیدهاي

هایی که با توجه به ویژگیD-Loopدر این میان منطقه کنترل یا . باشدگونه و حتی بین افراد مییک 
. اي استهاي ژنتیک مولکولی داراي اهمیت ویژهدارد در پژوهش

با توجه به مطالب بیان شده در این مطالعه به بررسی تنوع ژنتیکی اردك ماهی در حوزه جنوبی 
.پردازیمروش چینش یابی نوکلوئتیدي میدریاي خزر با استفاده از

هاروش- 2
با استفاده از تور در مناطق بندر انزلی و تالاب مازندران در 1390اردك ماهی در خرداد ماه 30

اي و دمی جدا کرده میلی گرم از بافت باله سینه50س سپ. برداري شدحوزه جنوبی دریاي خزر نمونه
نگهداري و جهت انجام مطالعات به % 96حاوي اتانل میلی لیتري 5/1هاي اپندرفو در تیوب

پساستخراجیDNAدآزمایشگاه بیوتکنولوژي پژوهشکده دریاي خزر واقع در شهر ساري منتقل ش
نگهداري-20فریزردرمربوطههايآزمایشانجامزمانتااستریلمقطرآبمیکرولیتر100افزودناز

ودرصد1آگارز ژلباالکتروفورزروشازاستفادهبااستخراجی،DNAکمیت وکیفیت. شدند
,Sambrok et al(گردید تعییناسپکتروفتومتر 1989.(

در تحقیق پرایمري که جفتبا استفاده از توالیخزريدر اردك ماهیژنتیکیتنوعتعیینجهت
Brzuzan استفاده شدبر روي اردك ماهی شمالی اروپا به کار رفته بود، )1998(و همکاران.
:ازاستعبارتنظرموردپرایمرجفتتوالی

L: 5/ CCACTAGCTCCCAAAGCTA3/
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37...         بررسی تنوع ژنتیکی اردك ماهیان 

H: 5/ ACTTTCTAGGGTCCATC3/

5ازاستفادهباEppendorfشرکت ساختسایکلرترمودستگاهتوسطPCRواکنش 
(10X)بافر میکرولیتر PCR ،dNTPآنزیمواحد1میکرومول،200غلظتباTaq DNA

polymerase،MgCl2 نانوگرم 20میکرومول، 5/2غلظت باDNAاندازهبهمقطرآبوهدف
ترموسایکلر دستگاهبرنامه.شدانجامبرسد،میکرولیتر25بهشواکنمحلولنهاییحجمکهاي

(PCR)شدنواسرشتهاولمرحله: ترتیببه(Denaturation)9530مدتبهگرادسانتیدرجه
45مدتبهگرادسانتیدرجه64-52(Annealing)هدف بهپرایمرهااتصالدوممرحلهثانیه،

30برايدقیقه1مدتبهگرادسانتیدرجه72(Extension)پرایمر بسطسومثانیه و مرحله
پلیژلالکتروفورزازاستفادهباPCRمحصول . گردیدتنظیمپرایمرهاجفتيههمبرايچرخه
ژلرويئ150ولتاژباساعتسهمدتبه،bp DNA500همراه شناساگر بهدرصد8آمیداکریل

PCRشدرنگنقرهنیتراتازاستفادهبائازحاصلقطعاتوشدالکتروفورزوات.
Arlequinافزار دندروگرام فاصله ژنتیکی با استفاده  نرم درخت موضع .ترسیم گردید 3.11

افزاربا استفاده از نرم) NJ(روش پیوند همجواريه شناسی تکاملی بر اساس فاصله ژنتیکی ب
)version 4 MEGA(MEGA) software version Tamura)ترسیم گردید ) 4.0 et al.,

Nei)فاصله ژنتیکی بر اساس. (2007 1972, AMOVAاساس تست ، بر FSTمقادیر ) 1978
Arlequinدر نرم افزار  .محاسبه گردید3.11

هایافته- 3
.آورده شده است1هاي مورد بررسی در جدول فراوانی هاپلوتیپ در نمونهتعداد و
نمونه هاي مورد بررسی زهاي بدست آمده اتعداد و فراوانی هاپلوتیپ: 1جدول

گیلانمازندرانهاپلوتیپ
فراوانیتعدادفراوانیتعداد

Hap-151555/0
Hap-200444/0

به صورت توالی هر یک از هاپلوتیپ هاي مختلف در مناطق نمونه برداري شده از اردك ماهی
:زیر بود

Hap_1 ---CTGATTT-AATACATGCCACTTTTCAA-
Hap_2 ---CTGATT--AATACATGCCACTTTTCAAACAAACCAGC-

داري را با هم نشان دادند اختلاف معنی،هاي مناطق نمونه بردارينمونهFstبر اساس تست 
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شماره اولپیش/اولسال /پروريعلوم تکثیر و آبزيفصلنامه38

)05/0P≤ (هاي متفاوت این گونه در مناطق نمونه برداري شده استکه حاکی از وجود جمعیت .
.به دست آمد) =27/0Fst(بیشترین اختلاف ژنتیکی 

بوسیله نرم Nei)(1972ماتریس فواصل و شباهت ژنتیکی با استفاده از معیار فاصله ژنتیکی 
وکمترین ) 027/0(ها بیشترین فاصله ژنتیکی میان نمونهدر این بررسی .محاسبه شدMega4افزار 

. بوده است)004/0(ها فاصله ژنتیکی میان نمونه
Neiفاصله ژنتیکی حاصل از معیار 1کلش (1972, (MP)روش که با استفاده از (1978

Maximum parsimony با کمک نرم افزارMega4 بار تکرار ترسیم گردیده است را 1000که با
.دهدنشان می

گیريو نتیجهبحث- 4
مشخص نمودن نوکلئوتیدهاي حفاظت شده وهاي گونه مورد مطالعه وجهت مقایسه توالی

از میان ها باهم مقایسه گردید، نوکلئوتیدهاي تمامی نمونهBioEditیافته با استفاده از نرم افزار جهش
ایپ هاپلوت9. هاي بدست آمداز بین هاپلوتیپ. هاپلوتایپ متغیر بدست آمد14ها در مجموع توالی

.باشدهاي مازندران میهاپلوتایپ مربوط به نمونه5هاي گیلان و  مربوط به نمونه
ها بسته به رانش اي بین گونهها ممکن است به طور قابل ملاحظهجمعیتساختار ژنتیکی 

(drift)جریان ژنی ،)gene flow (مدت همچون گرد هم هاجرت همسو با حوادث تاریخی بلندو م
ع در میان ماهیان، ماهیان دریایی تنو. تغییر کند) Selection(آمدن بعد از عصر یخبندان  و انتخاب 

Brigtte et)دهندنسبت به ماهیان آب شیرین نشان میتري را ژنتیکی بالاتر و تمایز ژنتیکی پایین
al., تقسیم گردیده که Aو Bشاخه اصلی به دو شاخه )1شکل (MPبر طبق دندروگرام .(2005

تقسیم گردیده Dو Cنیز به دو زیر شاخه Aفقط نمونه گیلان وجود دارد و شاخه Bدر شاخه 
قرار Aها در شاخه باشد که اکثر نمونهنمونه گیلان و مازندران موجود میکه در هر دو شاخه .  است
.دارند

و بر اساس فاصله ژنتیکی ترسیم شده استMPهاي اردك ماهی که با روش درخت فایلوژنی نمونه: 1شکل
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قرار Aها در شاخه باشد که اکثر نمونهنمونه گیلان و مازندران موجود میکه در هر دو شاخه .  است
.دارند

و بر اساس فاصله ژنتیکی ترسیم شده استMPهاي اردك ماهی که با روش درخت فایلوژنی نمونه: 1شکل

www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

39...         بررسی تنوع ژنتیکی اردك ماهیان 

هاي اردك ماهی در دو ایستگاه مورد بررسی قرار گرفت با توجه به در تحقیق حاضر جمعیت
نتیجه گرفته شد که گروههاي ژنتیکی متفاوتی AMOVAو تست Fstارزیابی مقادیر بدست آمده از 

گیري شده وجود داشته اما این تفاوت در سطح پایینی قرار هاي نمونهز اردك ماهی در ایستگاها
.  داشت

هاي آزاد دریاي خزر و عدم ارتباط آن با آبپیوسته به هاي اردك ماهی درتالاببا توجه به حضور 
هاي حاصل از این بررسی، به نظرمی رسد، این گونه در معرض تنگناي ژنتیکی قرار و با توجه به داده

.دارد
هاي هاي حضور در آبآمیزي اجباري این گونه در طی سالرسد درونوجود این به نظر میبا

.ها شده استدریاي خزر موجب کاهش شدیدي تنوع ژنتیکی در بین جمعیتبسته 
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