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سواحل  (Rutilus rutilus caspicus) ساختار ژنتیکی و جمعیتی ماهی کلمه
   یابی توالی با استفاده از روش و دریاچه پشت سد ارس  جنوبی دریاي خزر

DNA (DNA sequencing)  
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  چکیده

دریاچه پشت سد ارس و دو منطقه آستارا در غرب و بندر ترکمن  )Rutilus rutilus caspicus(ساختار ژنتیکی و جمعیتی ماهی کلمه  
اج ، استخراز باله دمی بردارينمونهروش کار شامل . شد انجام DNA یابیو روش توالی bدر شرق سواحل جنوبی دریاي خزر با ژن سیتوکروم 

DNA ،PCR هاي تنوع مولکولی، شاخص توزیع شـکل گامـا، شـاخص    شاخصجهت تجزیه و تحلیل، . بودیابی و توالیFst   دهنـده  کـه نشـان
ها، گسـترش و  پـراکنش تـاریخ جمعیتـی بـا دو روش تسـت       ، آزمون دقیق فرضیه صفر مبنی بر مستقل بودن جمعیتباشدها میجدایی جمعیت
و نشـاندهنده نـرخ    19/0هاپلوتایپ به دست آمد، شـاخص توزیـع شـکل گامـا      18در مجموع . قرار گرفتبررسی  موردFu Fs تاجیما و تست 

جمعیت منطقه دریاچه پشت سد ارس با تنها  که بود 12/0بین سه جمعیت  05/0در سطح احتمال  Fstمقدار . متوسط موتاسیون در این گونه بود
تاریخچه جمعیتی ماهی کلمه . ها این مسئله را مورد تأیید قرار دادود و آزمون تفاوت در داخل جمعیتدار بدو منطقه آستارا و بندر ترکمن معنی

طرفـی تاجیمـا و   هاي بیآزمون. نمودآن را تأیید ) 061/0(غیر معین  و شبیه به مدل بسط ناگهانی بود و مقدار کم شاخص راجرز و هارپندینگ 
نتایج نشـان داد کـه جمعیـت مـاهی کلمـه      . دار بودندبود که هر دو شاخص منفی و معنی -046/4و  -36/2ترتیب  بین مناطق به Fu Fsشاخص 

ها در دو منطقه سواحل جنـوبی دریـاي خـزر، بایسـتی     باشد و با توجه به یکسان بودن جمعیتدریاچه پشت سد ارس یک خزانه ژنی مستقل می
  . هاي  ماهی کلمه این مناطق اعمال گرددجمعیتمدیریت شیلاتی در راستاي افزایش تنوع ژنتیکی و زیستی 

 
  .DNA یابی توالی، و جمعیتی ماهی کلمه، سواحل جنوبی دریاي خزر، دریاچه پشت سد ارس، ساختار ژنتیکی :کلیدي کلمات
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  مقدمه
از کیلـومتر مربـع    3733000دریاي خزر بـا وسـعت   

کـه یـک مخـزن آبـی      بـوده دریاچه جهـان   نیتر بزرگ
ــنج ک   ــا پ ــترك ب ــران،   مش ــلامی ای ــوري اس ــور، جمه ش

جمهـــوري آذربایجـــان، فـــدراتیو روســـیه، جمهـــوري  
 115داراي بــیش از و باشــد قزاقســتان و ترکمنســتان مــی

 نیتѧر مھمگونه و زیر گونه از انواع ماهیان است  کـه از  
ماهیان خاویاري، ماهی سفید، کفال، سیم، سـوف،   ھا آن

تـوان  مـی  کپور، ماهی آزاد، کیلکا و ماهی کلمه خزر را
در  سـد ارس دریاچـه پشـت    ).1374کردوانـی،  (نام برد 

ــوان و    12 ــرقی نخج ــوب ش ــومتري جن ــومتر  40کیل کیل
اي به نام قـزل قشـلاق   غرب جلفاي آذربایجان در منطقه

زیسـت  در ایـن منطقـه   و ماهیان مختلفی  واقع شده است
شـامل مـاهی کلمـه، مـاهی      ھѧا آن نیتѧر مھمکنند که می

ســرپناه، (باشــد مــی کپــورمــاهی مــاهی ســیم و ســوف، 
در  )Rutilus rutilus caspicus( مـاهی کلمـه   ).1380

بین ذخایر ماهیان استخوانی دریاي خزر و دریاچه پشت 
هــاي بـا ارزش و اقتصــادي محســوب  سـد ارس از گونــه 

ي گذشته تـا حـال بـه دلیـل لذیـذ      ها سالشوند که از می
سبد  بودن، ارزش غذایی بالا و کیفیت عالی گوشت در

هـاي سـاحلی و غیـر سـاحلی     غذایی ساکنین اکثر اسـتان 
هــاي  ي اخیــر آلــودگیهــا ســالدر .  قــرار گرفتــه اســت

ــرات     ــئولانه، تغیی ــاهیگیري غیرمس ــهري، م ــنعتی و ش ص
ي مهاجرت طبیعی و کاهش دبی ها محلمحیطی   زیست

ها در فصل مهاجرت تکثیر  سـبب کـاهش   آب رودخانه
بـه طوریکـه نـام آن     ذخایر ماهی کلمه دریاي خزر شده

 IUCNدر معــرض خطــر انقــراض  یھا گونѧѧھدر لیســت 
به همین دلیـل  .  (Kiabi et al., 1999)قرار گرفته است 

هـاي سـاحلی و   بیشترین بازار فروش این گونه در اسـتان 
غیر ساحلی مربوط به صـید از دریاچـه پشـت سـد ارس     

جهـت  ایـران  سازمان شیلات در همین راستا . بوده است
ازسازي ذخایر ماهی کلمه اقدام بـه احـداث   بو حفاطت 
تخصصی در منطقه شرق دریـاي خـزر واقـع در    کارگاه 

بندر ترکمن نموده است و هر ساله مولـدین ایـن منطقـه    
ي هـا  آببـه  ا صورت مصنوعی تکثیر و سپس لاروها رب

ــی  ــازي م ــی رهاس ــدطبیع ــن   نماین ــراي ای ــه اج درحالیک
ع از سـاختار  ذخـایر بـدون اطـلا     بازسـازي  هـاي  برنامـه 

ژنتیکی و جمعیتی در دراز مدت بدلیل افـزایش ضـریب   
درون  ژنتیکـی  تنـوع  کـاهش  به منجر تواند یمهمخونی 
 نهایـت  در و ماهی بـومی  ژنی ذخایر در تغییر جمعیتی،

ــراض جمعیــت ــومی آن اکوسیســتم هــايانق گــردد  ب
(Machado-schiaffino et al., 2007) .  اعمـــال

پـروري    و توسـعه آبـزي   مدیریت صحیح ذخایر آبزیـان 
زمانی با موفقیت  همراه خواهد بود کـه ذخـایر ژنتیکـی    

هـاي بـومی منطقـه بطـور دقیـق و بـر مبنـاي اصـول          گونه
و قبـل از   (Lin et al., 2002)ژنتیکـی شناسـایی گـردد    

اجراي هر برنامه مدیریتی یـا تولیـدي ضـرورت دارد تـا     
بـا  هـاي مربوطـه را شناسـایی و    ساختار ژنتیکی جمعیـت 

هــاي مولکــولی مــورد ارزیــابی قــرار داد و ســپس  روش
برنامــه مــدیریتی را بــراي حفــظ و بازســازي ذخــایر آن  

بنابراین ضروري ). 1380رضوانی،(تدوین و اعمال نمود 
است بمنظور افـزایش تنـوع زیسـتی ایـن گونـه و حفـظ       

هــاي محــل در هــر یــک از رودخانــه ھѧѧا آنذخــایر ژنــی 
ه برنامـه بازسـازي ذخـایر،    مهاجرت قبل از انجام هر گون

اقدام نمود تـا از    ھѧا آنبه بررسی تنوع زیستی و جمعیتی 
اطلاعــات لازم بدســت آمــده و  ھѧѧا آنســاختار ژنتیکــی 

سپس نسبت به تکثیر مصـنوعی در جهـت رهاسـازي بـه     
همــان منــابع آبــی در راســتاي حفــظ ذخــایر ژنــی اقــدام 

ور هاي اخیر محققین علوم شـیلاتی بمنظ ـ در دهه.  گردد
هاي مختلـف آبزیـان و تعیـین سـاختار     شناسایی جمعیت
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-PCRهــاي نــوین مولکــولی نظیــر  روش ھѧѧا آنژنتیکــی 

RFLP ،RAPD ،AFLP یـابی  توالی، مایکروستلایت و 
DNA هــاي قــدیمی مثــل را جــایگزین اســتفاده از روش
از بـین  . انѧد نمودههاي مورفومتریک و مریستیک بررسی

ــوالیهــاي مولکــولی، ایــن روش ــابی ت یکــی از  DNA ی
باشـد کـه در اکثـر    هاي نوین و دقیق مولکولی مـی روش
شــیلاتی و تحقیقــاتی جهــان بمنظــور     یھا شѧѧگاهیآزما

هـاي خویشـاوندي، جمعیتـی و سـاختار ژنتیکـی      بررسی
هاي ماهیان و سایر آبزیان مورد استفاده قـرار  انواع گونه

وراثتـی هـر    اطلاعـات  DNA یـابی  تـوالی در . گیـرد مـی 
که پلیمري تشکیل شـده   DNA  یھѧا مولکولر سلول د

مونومرهـا   ایـن . شـود از چهار مونومر است نگهداري می
 نامیده G و  A  ،T ،C که بازهاي آلی هستند به اختصار

  DNA ترتیـب بـراي نمـایش مولکـول     به این. شѧوند یم
 دانشمندان از یک رشـته طـولانی از ایـن چهـار حـرف     

. وینـد گولانی، توالی مـی به این رشته ط. کنند یم استفاده
یـین  یـابی بـه معنـی تع    ، تـوالی بیوشیمیو  ژنتیکدر علم 

سـازنده   نوکلئوتیـدهاي و ترتیـب    DNAساختار داخلی 
تعیـین   تحقیق، این از در همین راستا هدف. باشدآن می

ــا روش  کلمــه مــاهی جمعیتــی ســاختار ژنتیکــی و ب
مناطق دریاچه  در مولکولی سطح درو  DNAیابی  والیت

بوده است  پشت سد ارس و سواحل جنوبی دریاي خزر
 در تواندمی تحقیق از این حاصل اطلاعات از استفادهو 

 درعلمی شـیلاتی  مدیریتی  هايسیاست اجراي و بهبود

  .واقع گردد سودمند کلمه ماهی ذخائر بازسازي بخش
  

  ها روش مواد و
  نمونهري آو جمع
 منطقـه  سـه از  1391 ماهی کلمه طی سـال  27تعداد 

 7نمونه، آستارا  10دریاچه پشت سد ارس ( مورد مطالعه

توسـط صـیادان محلـی    ) نمونـه  10نمونه و بندر تـرکمن  
توسـط قیچـی    هـا  آنو کمی از باله دمی ) 1شکل (صید 

درجه قـرار گرفـت و سـپس بـه      96بریده و داخل الکل 
ي هـا  آبپـروري  ژوهشـکده آبـزي  آزمایشگاه ژنتیـک پ 

  . داخلی بندر انزلی انتقال یافت

  
  نمونه برداري يها مکانشکل شماتیک : 1شکل 

  
  یابی توالیو  DNA،  PCRاستخراج 

DNA  ــه ــه دمــی نمون ــا روش  هــاژنــومی بافــت بال ب
استخراج و تمپلـت  ) 1384چکمه دوز، (استات آمونیوم 

DNA  و در  میکرولیتـر آب مقطــر اســتریل حــل  100در
قبـل از انجـام   . قـرار داده شـد   گـراد  سانتیدرجه  4 دماي
PCR کیفیت ،DNA     هاي استخراج شـده بـا اسـتفاده از

از بانــک  .درصــد تعیــین شــد 1الکتروفــورز ژل آگــارز 
ــده    NCBIژن ــت شـ ــوالی ثبـ  Cytochrom bژن تـ

ماهی کلمه انتخاب و یک جفت آغازگر میتوکندریایی 
ــوالی  ــه ت  CCT CCC AAC ACC ATC TAAب
(forward)  وCTG AAT AGT AGT GCG AGG 

AC  (reverse)     توسـط نـرم افـزارGene Runner   سـنتز
. جفت باز نماید 850شد که تولید باندهایی در محدوده 

 1شـامل   (PCR)اي پلیمـراز  هر ویال از واکنش زنجیـره 
ــر  ــانوگرم،  DNA 100میکرولیت ــر  5ن  PCRمیکرولیت

Buffer (10 X) ،5/1 ر میکرولیتMgCl2 50 مولار،  میلی
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میکرولیتـر از هـر    1، مولار میلی dNTPs 10میکرولیتر  1
 Taqمیکرولیتر از آنزیم  4/0و ) ماکرومول 10(آغازگر 

DNA  پلیمراز با غلظتu/μl5 ) بـود کـه   ) سیناژن، ایـران
میکرولیتر رسانده  50با آب مقطر استریل به حجم نهایی 

ســایکلر  داخــل دســتگاه ترمــال    PCRواکــنش . شــد
BIOER  مـدل XP cycler )XP cycler gradient, 96 

plus, Bioer, China(  حرارتـی   يهـا  چرخهانجام شد و
ــامل ــته  5: شـ ــه واسرشـ ــه دقیقـ ــازي اولیـ  initial( سـ

denaturation(  ــاي ــه  94در دم ــانتیدرج ــراد س  30، گ
درجـه   94سازي در دماي ثانیه واسرشته 60سیکل شامل 

بـراي   گـراد  سـانتی درجه  57اي سانیه دم 60، گراد سانتی
ــال ــط   annealing(  ،60( اتصـــ ــه بســـ ــه مرحلـــ ثانیـــ

(elongation)   ــاي و در  گــراد ســانتیدرجــه  72در دم
بـراي بسـط    گـراد  سانتیدرجه  72دقیقه دماي  10نهایت 

بــراي اطمینــان از عــدم وجــود آلــودگی در . نهــایی بــود
هـا از یـک ویـال جداگانـه کنتـرل      نمونـه  PCRواکنش 
اسـتفاده   DNAاوي تمـامی مـواد بجـزء تمپلـت     منفی ح ـ

بـه  هـا  تمـامی نمونـه   PCRمحصـول  میکرولیتر از  5. شد
 ,Fermentas GmbH( بـاز  100همراه مارکر مولکـولی  

Germany(  بقیـه  و درصـد الکتروفـورز    1در ژل آگارز
ــا آن ــه بخــش مولکــولی شــرکت     پــس از  ه ارســال ب

پلـت  بـه عنـوان تم  و  (Purify)خالص سازي  ماکروژن، 
DNA يهــا واکــنش. یــابی اســتفاده شــدندبــراي تــوالی 
 reverse و forward به همراه آغـازگر  DNAیابی توالی

 ,BigDye )BigDye kit v3.1بسـته   بـا  bسیتوکروم  ژن

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA(  و
ــتگاه   ــط دسـ ــدل DNA analyzerتوسـ  3730XL مـ

(Applied Biosystems, USA)  شدانجام .  
  
  

  ها داده تجزیه و تحلیل آماري
 Chromas 2.23هاي بدست آمده با نرم افزار توالی

ــزار   ــرم افــــ ــا نــــ ــازنگري و بــــ   Clustal W بــــ
)Thompson et al., 1997(  ــف . شــد )Aligne(ردی

هـا،  هاي تنوع مولکولی از قبیل تعداد هاپلوتایپشاخص
ــان ــکلی  مکــ ــاي چندشــ ، (polymorphic sites)هــ
هـاي متقـاطع   ، جایگاه(transitions)انتقالی هاي  جایگاه

(tranvertions) و نوکلئوتیــدي بــه   ، تنــوع هاپلوتــایپی
چندشکلی   ،  Nei, 1987همراه واریانس بر اساس مدل 

ــذف  ــافه و حــــــ  Insertion-Deletion( اضــــــ

polymorphism( ،توزیع شکل گاما شاخص )gamma 

distribution shape parameter (بــه منظــور بــرآورد 
هـاي مـورد بررسـی،    نرخ یا ضریب ناهمگونی بین مکان

واگرایی ژنتیکـی بصـورت جفتـی داخـل و بـین منـاطق       
کـه نشـانه    )Fst  )Slatkin, 1991فاکتور یا  بردارينمونه

تکـرار فراوانـی    10000باشـد بـا   مـی  هـا  یـت جمعجدایی 
 ،دار بــودندار یــا عــدم معنــیهاپلوتــایپی بمنظــور معنــی

با استفاده از  ها یتجمعمستقل بودن فرضیه صفر مبنی بر 
بر اساس اختلاف هاپلوتـایپی  ) exact test( آزمون دقیق

گســترش و پــراکنش تــاریخ جمعیتــی  ،هــابــین جمعیــت
)Historical demographic and spatial 

expansions (  اتســــــت تاجیمـــــ ـ  -1بــــــا دو روش  
(D-test of Tajima, 1989)   و تسـتFu Fs  )Fu, 

پـراکنش تـاریخ جمعیتـی بـه همـراه      ، گسترش و )1997
ــراکنش حاصــل از اخــتلاف جفتــی بــین تــوالی      هــا پ

)mismatch distribution (   0بر اساس سـه فـاکتورθ،1θ 
)θ    قبل و بعـد از رشـد جمعیتـی ( وt )    زمـان واحـد نـرخ

ــش ــزار    )جهـ ــرم افـ ــتفاده از نـ ــا اسـ  Arlequin 3.1بـ
(Excoffier et al., 1992)  ــزار ــرم اف    Dna SPو ن

 (Rozas et al., 2003)محاسبه گردید.   
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  نتایج 
مـاهی کلمـه بـه      bنمونـه ژن سـیتوکروم    27تـوالی  

از هــر منطقــه  و (Aligne)ردیــف  (bp)بــاز  717انــدازه 
ــوالی ژن  ــه در بانــک ژن  ت ثبــت شــد  NCBIیــک نمون

)KF056853  ،ارسKF056854 ترکمن وKF056855 
 هاپلوتایـپ  15هاپلوتایپ بدسـت آمـد کـه     18). آستارا

هیچ هاپلوتایـپ مشـترکی   . بود (unique)منحصر به فرد 
 9سه منطقه وجود نداشت و فقط هاپلوتایپ شـماره   ینب

بین آستارا و بندر ترکمن مشترك بود و دریاچـه پشـت   
ــا دو منطقــه   ســد ارس هیچگونــه هاپلوتایــپ مشــترکی ب

و شـاخص توزیـع شـکل گامـا      )1جدول ( دیگر نداشت
محاســبه شــد کــه  19/0هــاي مــورد بررســی بــین مکــان

. دهنده نـرخ متوسـط موتاسـیون در ایـن گونـه بـود       نشان
جایگـاه تـک شـکلی     637نتایج تنـوع مولکـولی شـامل    

، )پلی مورف(جایگاه ژنی چندشکلی  80، )مونومورف(
جایگــاه متقــاطع  17، (transitions)جایگــاه انتقــالی  17

(tranvertions) عـــدم مشـــاهده چندشـــکلی اضـــافه و ،
 83و (Insertion-Deletion polymorphism) حــذف 

  . موتاسیون بود

  
  در سه جمعیت ماهی کلمه bتعداد و پراکنش هاپلوتایپی ژن سیتوکروم  :1جدول 

  هاپلوتایپ  سد ارس  بندر ترکمن   آستارا  جمع
1  -  -  1  H1 
1  -  -  1  H2 
3  -  -  3  H3 
1  -  -  1  H4 
1  -  -  1  H5 
2  -  -  2  H6 
1  -  -  1  H7 
1  -  1  -  H8 
4  -  4  -  H9 
4  3  1  -  H10 
1  -  1  -  H11 
1  -  1  -  H12 
1  -  1  -  H13 
1  -  1  -  H14 
1  1  -  -  H15 
1  1  -  -  H16 
1  1  -  -  H17 
1  1  -  -  H18 

 جمع  10  10  7  27
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 و تنـوع نوکلئوتیـدي    (Hd)میزان تنوع هاپلوتـایپی  

(Pi)  و  929/0 ± 015/0ترتیـب  هـا بـه  تـوالی براي تمـامی
ــی  . حاســبه شــدم ±012/0 030/0 ــوع ژنتیک ــین تن همچن

هاي به دست آمده در داخل هـر جمعیـت  بـا    هاپلوتایپ
محاسبه شد که تنـوع   Arlequin 3.1افزار استفاده از نرم

 – 911/0(براي تمامی منـاطق بـالا بـود     (Hd)هاپلوتایپی 
در بین مناطق  (Pi)ولی مقدار تنوع نوکلئوتیدي ) 857/0

متعلق به دریاچه سد ارس مختلف بود که کمترین میزان 

و بیشترین مقدار متعلـق بـه منطقـه آسـتارا بـود      ) 004/0(
ــی  ). 025/0( ــاه پل ــترین جایگ ــرین و بیش ــا  کمت ــورف ی م

ترتیب متعلق به دریاچه چندشکلی در داخل هر منطقه به
کمترین و بیشترین  ،)62(و  منطقه آستارا ) 10(سد ارس 

ق بـه دریاچـه   ترتیـب متعل ـ تفاوت جفتی در بین مناطق به
  بــــــود) 18(و منطقــــــه آســــــتارا  ) 3(ســــــد ارس 

  ).2جدول (

  
  ماهی کلمه bژن سیتوکروم  مولکولیاطلاعات  تنوع  :2جدول 

  ناحیه
 پارامتر

 آستارا بندر ترکمن دریاچه سد ارس

 7 10 10  مورد بررسی يها نمونهتعداد 

 717 717 717  مورد بررسی يها گاهیجا

  62  18  10  یچند شکل يها گاهیجاتعداد 
  000/0  000/0  000/0 (InDels)چند شکلی اضافه و حذف
  5  7  7  تعداد هاپلوتایپ

  003/0 ±004/0  004/0 ±006/0  015/0 ± 025/0  (Pi)تنوع نوکلئوتیدي 
  077/0 ±911/0  107/0 ±867/0  137/0 ±857/0 (Hd)تنوع هاپلوتایپی 

  8/0± 6/0  1± 8/0  1± 8/0  فراوانی هاپلوتایپ
  286/18±260/9  444/4±393/2  000/3±708/1  تفاوت جفتیمیانگین 

  
بـا   12/0سـه جمعیـت    محاسـبه شـده بـین    Fst مقدار

بیشـترین فاصـله جمعیتـی بـین     کـه   بود 75/1جریان ژنی 
و کمتــرین فاصــله  114/0 بــا ســد ارسمنــاطق آســتارا و 

ــاطق  ــین من  – 040/0آســتارا و بنــدر تــرکمن جمعیتــی ب

جمعیــت منطقــه  05/0احتمــال در ســطح . بدســت آمــد
ــدر    ــه آســتارا و بن ــا دو منطق دریاچــه پشــت ســد ارس ب

و دو منطقـــه دیگـــر بـــا ) P≥ 05/0(دار تـــرکمن معنـــی
  ).3جدول ) (P≤ 05/0(دار نبود یکدیگر معنی

   
  ماهی کلمه bژن سیتوکروم ) مثلث بالا(  p-valueو میزان ) مثلث پایین(بر اساس فراوانی هاپلوتایپی   Fstمیزان  :3جدول

 نواحی نمونه برداري دریاچه سد ارس بندر ترکمن آستارا

01/0 01/0  دریاچه سد ارس 

99/0  011/0  بندر ترکمن 
 040/0-  114/0  آستارا 
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 non-differentiation(هـا  آزمون تفـاوت جمعیـت  

exact p values (ها در سطح احتمـال  در داخل جمعیت
میـزان آن بـین تمـامی     دار بـود و درصد نیـز معنـی   05/0

و آزمون  Fstبود و این میزان فاکتور  p=  004/0ها نمونه

ــت  ــین جمعی ــاوت ب ــی  تف ــر دو معن ــه ه ــا ک ــد ه دار بودن
)05/0≤P (   ــول ــفر و قب ــودن فرضــیه ص ــردود ب باعــث م

ــیه  ــت     1فرض ــین جمعی ــاوت ب ــود تف ــر وج ــی ب ــا مبن ه
  ).4جدول (بودند

  
  ماهی کلمه بین مناطق مورد بررسی هاي یتجمع bوکروم آزمون تفاوت ژن سیت p-valueمیزان : 4جدول 

 نواحی نمونه برداري دریاچه سد ارس بندر ترکمن آستارا
   دریاچه سد ارس 
  002/0 ±009/0  بندر ترکمن 
 000/0 ±1  002/0 ±026/0  آستارا 

  
مـاهی  ) demographic history(تاریخچـه جمعیتـی  

ــا اســتفاده از آزمــون گســترش و   ــاریخ کلمــه ب ــع ت توزی
که تفـاوت ژنتیکـی   ) mismatch distribution(جمعیتی

باشـند و بـر اسـاس بسـط و     هـا مـی  جفتی بین هاپلوتایـپ 
ــانی   ــترش ناگه ــدود  ) sudden expansion(گس ــا ح ت

و شبیه مدل بسط ناگهانی  (unimodal)زیادي غیر معین 
  ).2 شکل(بود 

  
  

و توزیع عدم ) ستون(فتی مشاهده شده ج يها تفاوت: 2شکل 
ماهی  bبر اساس مدل بسط ناگهانی ژن سیتوکروم  )خطی(تطابق 

  کلمه

ــرز و    ــده شـــاخص راجـ ــبه شـ ــم محاسـ مقـــدار کـ
، غیر معین بودن تاریخچه جمعیتـی  )061/0(هارپندینگ 

قرار داد  ییدو شبیه بودن به مدل بسط ناگهانی را مورد تأ
  ).5جدول (

گسترش جمعیتی محاسـبه شـده   مقدار زمان بسط و 
بود بنابراین زمـان   Arlequin 05/25  =tتوسط نرم افزار 

ها از قبل از زمان حاضر حـدود  بسط و گسترش جمعیت
سال و بر اساس نرخ جهش یا موتاسـیون محاسـبه    4233

هـاي  آزمـون . باشداین بررسی می  bشده ژن سیتوکروم 
 Fuد شاخص تاجیما همانن (neutrality tests) طرفی بی

Fs  046/4و  -36/2ترتیب  توالی بین مناطق به 27براي- 
محاسبه شد که هر دو شاخص منفی و از لحـاظ آمـاري   

  ).P≥ 01/0(دار بودند معنی
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  ماهی کلمه bتست توزیع و پراکندگی عدم تطابق  ژن سیتوکروم  :5جدول 

 Tajima’s D  Fu’s FS  Mismatch distribution Goodness-of-fit tests  منطقه
P D P FS t 1 θ 0 θ P  Ragg P SSD 

  025/0  40/0  061/0  57/0  00/0  89/12  08/4  -050/2  075/0  -67/0  28/0  دریاچه پشت سد ارس
  019/0  86/0  031/0  98/0  00/0  45/5  40/13  -023/1  246/0  -40/1  09/0  بندر ترکمن

  061/0  75/0  083/0  80/0  00/0  54/4  66/57  981/2  890/0  -61/1  01/0  آستارا
  P < 0.01  36/2-  012/0  046/4-  05/25  63/7  00/0  80/0  061/0  68/0  035/0  جمع

  شاخص راجرز هارپندینگ، مجموع مربع انحرافات=SSD  
  

  بحث
بدلیل پراکنش زیـاد در زمـان    عموماًماهیان دریایی 

در مسـیر  فیزیکی لاروي یا بزرگسالی، عدم وجود موانع 
جدایی مکـان جغرافیـایی داراي سـطح    مهاجرت و عدم 

 ,Hewitte(باشـند  اندکی از تمایز و اختلاف ژنتیکی مـی 

هـاي اصـلی زیسـت کلمـه     دریاي خزر از مکـان . )2000
هـاي اخیـر بسـیاري از    خزري است که متاسفانه در دهـه 

هـاي محـل مهـاجرت مـاهی کلمـه در سـواحل       رودخانه
گونه جنوبی دریاي خزر تخریب شده و بزرگسالان این 

ناگزیر از مهاجرت در تمامی نوار سـاحلی دریـاي خـزر    
ــه . باشــندمــی ــا توجــه بــه تخریــب رودخان هــاي محــل ب

مهــاجرت و تخمریــزي در نــواحی غربــی و شــرقی و     
کاهش ذخـایر مـاهی کلمـه در سـواحل جنـوبی دریـاي       
ــدین بــدون اطــلاع از ســاختار   خــزر احتمــال تکثیــر مول

تواند سـبب  ه میوجود داشته ک ها آنژنتیکی و جمعیتی 
این . هاي آن گرددافزایش ضریب همخونی در جمعیت

و بـه   داردروند در درازمدت تـأثیرات سـویی بـه دنبـال     
تواند سبب تخریب ذخـایر ژنتیکـی   صورت تدریجی می

ها گردد ها و جمعیتو نابودي تدریجی خزانه ژنی گونه
ــد از عــوارض آن مــیکــه  کــاهش ســرعت رشــد،  توان

ــو   ــانگین ط ــاهش می ــم  ک ــد ه ــاهش درص آوري و ل، ک
 40الـی   25الخلقه در یـک دوره  افزایش لاروهاي ناقص

ــه ). 1379پورکــاظمی، ( باشــدســاله  زمانیکــه یــک گون
خاص از ماهیان قرار است بـه عنـوان یـک منبـع حیـاتی      
مدیریت شـود توانـایی ارزیـابی ژنتیکـی و دسترسـی بـه       

عنـوان یـک   ه توانـد ب ـ می ها آنساختار ژنتیکی جمعیت 
بکـار   هـا  آنزار قدرتمنـد در حفـظ تولیـدات شـیلاتی     اب ـ

ــه شــود ــایی  .)Seeb et al.,1990( گرفت جــدایی جغرافی
دریاچه پشت سد ارس از دریاي خـزر  و وجـود ذخـایر    
زیاد ماهی کلمـه در ایـن منطقـه، کـاهش ذخـایر مـاهی       

سـبب  غرب دریاي خزر  دریاي خزر بخصوص درکلمه 
 ژنتیکـی و جمعیتـی  سـاختار  و مطالعه  شده تا به بررسی 

 bژن ســــیتوکروم بــــا مـــاهی کلمــــه دریــــاي خــــزر  
  . پرداخته شود DNAیابی روش توالیمیتوکندریایی و 

هـاي  هـاي بدسـت آمـده از نمونـه    تعداد هاپلوتایـپ 
بــا دو  هــا آنارس و عــدم اشــتراك ســد دریاچــه پشــت 

 ییمنطقه دیگـر بـدلیل ایزولـه بـودن ایـن منطقـه و جـدا       
 موانـع هرچند کـه  . باشدمیخزر با دریاي آن  جغرافیایی

براي جدایی مناطق غرب و شـرق دریـاي خـزر    فیزیکی 
جریان ژنی بـین مـاهی کلمـه     ووجود ندارد و مهاجرت 

هـاي دو  تواند صورت گیرد ولی نمونـه می در این مناطق
داراي تعـداد هاپلوتایـپ   ) آستارا و بندر تـرکمن (منطقه 

بـه   AMOVAتسـت  بـر اسـاس    Fstشـاخص   .زیاد بودند
دریاچـه پشـت   روشنی نشان داد که جمعیت ماهی کلمه 
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باشـد  از جمعیـت دو منطقـه دیگـر مـی    مسـتقل  ارس سد 
هـاي  داري بـین نمونـه  درحالیکه اخـتلاف آمـاري معنـی   

ســواحل جنــوبی دریــاي خــزر بــر اســاس ایــن شــاخص  
 exact( و این مسئله نیز توسط آزمون دقیق بدست نیامد

test(  مقدار معنـی دار  . گرفتجمعیتی مورد تائید قرارp 
هـاي دریاچـه پشـت سـد     حاصل از تست دقیق بین نمونه

هاي سواحل جنوبی دریاي خـزر نشـان داد   ارس و نمونه
که جمعیت ماهی کلمه دریاچـه پشـت سـد ارس داراي    

هاي منحصر بفردي در توالی ژنوم خـود  یکسري توانایی
نتایج این دو آزمون نشان داد کـه مـاهی کلمـه    . باشد یم

واحــدي منــاطق غربــی و شــرقی دریــاي خــزر جمعیــت  
متاسفانه مطالعـات ژنتیـک مولکـولی بـر روي      .باشند می

ــا روش      ــزر ب ــاي خ ــوبی دری ــواحل جن ــه س ــاهی کلم م
را بـا   هـا  آنموجود نیست تا بتوان نتایج  DNAیابی  توالی

ــود   ــه نمــ ــی مقایســ ــن بررســ ــل از ایــ ــایج حاصــ . نتــ
Keyvanshokooh  ات خـود  با مطالع ـ) 2007(و همکاران

نشان دادند که اختلاف آمـاري  ) روش مایکروستلایت(
اي بــر اســاس میـانگین تعــداد الــل در هــر  قابـل ملاحظــه 

بـین   (Ho)جایگاه ژنی و هتروزیگوسـیتی مشـاهده شـده    
ماهی کلمه تالاب انزلی و خلـیج گرگـان وجـود نـدارد     

دار و فاصـله ژنتیکـی معنـی    Fstولـی بـر اسـاس شـاخص     
یت ماهی کلمه دو منطقه هر یک عنوان نمودند که جمع

ــاران      ــوانی و همک ــی رض ــتند ول ــتقلی هس ــت مس جمعی
ساختار ژنتیکی اندك و یکسان بـودن جمعیـت   ) 1389(

ماهی کلمه منطقه انزلی و خلیج گرگان در شرق دریاي 
را مطــرح  خــزر بــا اســتفاده از روش مایکروســتلایت     

در حال حاضر تنها کارگاه تخصصی بازسازي   . نمودند
ر ماهی کلمه در شرق دریاي خزر و در منطقه بندر ذخای

کارگـاه بازسـازي ذخـایر مـاهی     (باشـد  ترکمن واقع می
و با توجه به کاهش ذخایر این گونـه در  ) کلمه سیچوال

دریاي خزر احتمال انتقال مولدین از شرق دریـاي   غرب
به منظور تکثیر و ترمیم ذخایر در آن  یخزر به ناحیه غرب

نتـایج   ،رانش ژنتیکـی  درنتیجهو داشته وجود این منطقه 
در  ي مـاهی کلمـه  هـا جمعیتیکی بودن به دست آمده 

را غربی و شرقی سواحل جنوبی دریـاي خـزر    دو منطقه
   .قرار داد ییدتأ مورد

و ) Fu Fsتاجیمـا و   (طرفـی  هر دو آزمـون بـی  نتایج 
 mismatch( توزیـع تـاریخ جمعیتـی    آزمون گسـترش و 

distribution ( بسط و گسترش بـین مـاهی کلمـه     زانشان
ــوع   ،بــوددر ســه منطقــه مــورد مطالعــه   ــالاي تن مقــدار ب

ــایپی  ــوع   ) 929/0 ± 015/0(هاپلوت ــط تن ــدار متوس و مق
ناشـی  توانـد  مـی  احتمالاً) 012/0 ± 030/0(نوکلئوتیدي 

پـس از یـک دوره   (همین بسـط و گسـترش جمعیتـی     از
کـه   دباش ـ) جمعیتی کم بوده است مؤثرزمانی که اندازه 

زمـان  . هـا مطابقـت دارد  این مسئله بـا نتـایج ایـن آزمـون    
ماهی کلمه قبل از  یبسط و گسترش جمعیتمحاسبه شده 

دوره پلیوستوسن  مطابق باسال  4233زمان حاضر حدود 
در واقع در دوره یخبنـدان پلیوستوسـن یـک     .بوده است

افتاده است بـه طوریکـه    اي اتفاقچرخه تکاملی گسترده
هــاي اصــلی خــود جــدا و هــا از مکــانگونــهبســیاري از 

ــده  ــده ش ــدپراکن  Hewitt, 1996; Carstens and( ان

Knowles, 2007 .(  در مجموع کم بودن ساختار ژنتیکـی
توانـد بـه سـبب    بین این گونه در مناطق مورد مطالعه مـی 

هاي انسانی در یـک دوره  ها در اثر فعالیتبسط جمعیت
در  مخصوصـاً شـته  ي گذها سالزمانی کوتاه مدت و در 

اتفـاق افتـاده و زمـان بـراي     سواحل جنوبی دریاي خـزر  
  .ها به تعادل ژنتیکی کافی نبوده باشدرسیدن جمعیت

 DNAیابی این بررسی براي اولین بار با روش توالی
ســواحل مــاهی کلمــه بــراي مقایســه تنــوع ژنتیکــی بــین 

انجــام جنــوبی دریــاي خــزر و دریاچــه پشــت ســد ارس 
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انه مطالعه دیگري بـا ایـن روش در سـایر    و متاسف گردید
وجـود  هاي مشـابه ماهیـان اسـتخوانی دریـاي خـزر      گونه
تا بتوان نتـایج حاصـل از ایـن بررسـی را بـا نتـایج        ندارد

ــا آن ــرار داد  ه ــورد مقایســه ق ــن  . م ــایج ای در مجمــوع نت
کلمه دریاچـه پشـت    ماهی که جمعیت داد بررسی نشان

باشـد  ه دیگر میاز دو منطق مجزا جمعیتارس یک  سد
ــودن      ــتقل ب ــدا و مس ــر ج ــی ب ــاهدي مبن ــه ش و هیچگون

ماهی کلمه مناطق غربـی و شـرقی سـواحل     هاي یتجمع
گیـري نهـایی   نتیجه ولی بدست نیامدجنوبی دریاي خزر 

هـــاي بکـــارگیري ســـایر ژن منـــوط بـــهدر ایـــن بـــاره 
نظیـر   مولکـولی هـاي  روشسـایر   در کنارمیتوکندریایی 

از آنجاییکــه . دباشــمــی RFLP ،AFLPمایکروســتلایت، 
درنتیجـه فقـدان تنـوع ژنتیکـی      هاکاهش شدید جمعیت

باشد، ارزیابی نتایج ایـن بررسـی و بکـارگیري نتـایج     می
توانــد راهگشــاي مــدیریت شــیلاتی در آن درآینـده مــی 

و ذخـایر   ، افزایش تنوع ژنیهابازسازي صحیح جمعیت
  . اینگونه با ارزش گردد
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