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  ١٧٧١برونرسي تنوع ژنتيكي جمعيت ماهي ازون بر
stellatus Pallas, Acipenser رودخانه ولگا( بخش شمالي(  

  درياي خزر با استفاده از ژن) رودخانه گرگانرود(و جنوبي 
 ٦/۵ NDلكولي وروش م  بهPCR-RFLP  

  

  ٥سكاياتيويت و .و.، ل٤، ابوالقاسم كمالي٣، سهراب رضواني٢پوركاظمي ، محمد*١شعباني علي

  

 گرگان، ايراندانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، گروه شيلات، دانشكده شيلات و محيط زيست، استاديار،  ‐١
  ايران  رشت،دمان رشت،المللي ماهيان خاوياري دكتر داسسه تحقيقات بينؤمدانشيار،  ‐٢

 ، ايرانان، تهرانسسه تحقيقات شيلات ايرؤمدانشيار،  ‐٣
 وم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، گرگان، ايراندانشگاه عللات، دانشكده شيلات و محيط زيست، گروه شيدانشيار،  ‐٤
   روسيه، آستارخان،دانشگاه فني دولتي آستاراخان ،استاد ‐٥

  

  چكيده
 ND ٦/۵ دريـاي خـزر بـا اسـتفاده از ژن    ) Acipenser stellatus(تنوع ژنتيكي ماهي ازون برون حاضر، در بررسي 

ن  مولـدا   باله دمـي    نمونه از بافت   ٦٠ اين كار تعداد     براي.  بررسي شد  PCR-RFLP و روش مولكولي     يميتوكندرياي

ن اين ماهي از مركز تكثيـر و پـرورش ماهيـان             مولدا  باله دمي   نمونه از بافت   ١٤ماهي ازون برون رودخانه ولگا و       

  .شد  مطالعه) رودخانه گرگانرود از محدودهصيد شده(خاوياري شهيد مرجاني گرگان 

. نوكلئاز هضم گرديد آنزيم برشگر اندو٣١ تكثير و سپس با استفاده از PCR با استفاده از تكنيك  ٦/۵ND ژن

آنزيم برشهاي همسان    تعداد چهارده   نظر نداشتند،    ژن مورد    وازده آنزيم هيچ منطقه برشي بر     ها تعداد د  از بين آنزيم  

  . تنوع چند شكلي از خود نشان دادندHinfI،RsaI ،HaeIII ،HpaII،)Sau3AI (MboIپنج آنزيم برشگر و فقط 

هـاي  در رودخانه ولگـا هاپلوتيپ    . ت آمد دسه   تركيب هاپلوتيپي ب   ١٨ نمونه مورد مطالعه     ٧٤بين  از  در مجموع   

AAAAA ،BAAAA ،ABABAــا   ب ــب ب ــانرود   و د% ٦٦/١١  و%٦٦/١١، %٤٤/٢٨ترتي ــه گرگ ــدوده رودخان ر مح

 هاپلوتيــپ .ن فراوانــي را دارا بودنــدبيــشتري% ٢٨/١٤ و %٢٨/٦٤تيــب بــا تر بBAAAA و AAAAAهــاي هاپلوتيپ

AAAAA -      بـراي  عنـوان مـاركر مولكـولي        بهتوان   مي -در محدودة گرگانرود است   % ٦٠ كه داراي فراواني بالاي

بـه آبهـاي    پذيري نمونه فوق پس از تكثير       نسبت به برگشت  توان  مي در همين حد نيز      .شناسايي ماهي معرفي كرد   

اي خانه گرگانرود و محدوده آن نمونه و در رود هاپلوتيپ مختص رودخانه ولگا بود١٤. ايران اطمينان حاصل كرد 

  .از آنها مشاهده نشد

 و در   ٨٨/٠ ±٠٢٧/٠ و   ٠١٢٢/٠ترتيـب   اي ولگـا ب   ه ـت نمونـه  دي و هاپلوتيپي در جمعي ـ    تيوئميزان تنوع نوكل  

 بـين دو جمعيـت    ميزان تنوع نوكلئوتيدي همچنين. اسبه شد  مح ۵٩٣٤/٠ ± ١٤٤/٠ و   ٠٠٣٩٨/٠رودخانه گرگانرود   

  . محاسبه شد%٠٠٠۵٤٢/٠ اختلاف نوكلئوتيدي و ٠٠٨٦٤٤/٠فوق 

   آنـاليز آمـاري و   . بـود ٩٦/٩نـه گرگـانرود برابـر بـا     ها بين رودخانه ولگـا و رودخا فراواني هاپلوتيپχ ٢ ميزان

 اخـتلاف  نتيجـه حاصـل  . محاسبه شـد  ٢χ= ٩٢٦/٠ ± ٠٠٨٣/٠ برابر با     بار تكرار،  ١٠٠٠با   ١مونت كارلو سازي  شبيه

  .دو منطقه مورد بررسي نشان ندادهاي اپلوتيپ هداري را در فراوانيمعنا
  

  . ايران، گرگانرود۵ mtDNA ND،Acipenser stellatus/٦ ،PCR-RFLPماهي ازون برون، درياي خزر، : كليد واژگان

  
    

__________________________________________________________________________________________________________________  

 E-mail: Ali_Shabany@yahoo.com ، ٤٩١٣٨-١۵٧٣٩: ، صندوق پستي٠٩١١٣٧١۵٧٩٦: تلفن: نويسندة مسؤول مقاله * 
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                                             علي شعباني و همكاران                                               ..                       . ۱۷۷۱بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت ماهي ازون برون 
  

٦٠ 

  

زش گوشت  منبع با ار  عنوان  تاسماهيان از زمانهاي گذشته به      

  تـرين  درياي خزر يكي از مهم    . و خاويار به شمار رفته است     

 جهان   توليد ماهيان خاوياري   %٩٠هاي آبي است كه     حوضه

بــا  همــراه  ايــن دريــا.]۱[دهــدرا بــه خــود اختــصاص مــي

هيـان  گونه از ما   منتهي به آن محل زيست شش      هايرودخانه

 آن ماهي ازون    هاي با ارزش  خاوياري است كه يكي از گونه     

سـفانه  أامـا مت  .]۳، ۲[باشـد   مـی Acipenser stellatusبرون 

مدتي است كه ذخاير با ارزش ماهيان خاوياري درياي خـزر         

ايـن  .  اسـت از جمله ماهي ازون برون رو به كاهش گـذاشته    

هيـان  هـاي ما  كليـه گونـه   كه ايبه گونه كاهش جهاني است    

 خاوياري حوضـة    هايونه گ خاوياري جهان و همچنين تمام    

ـــان  خــزر در فهرســت ــان در معـــرض خـطـــر سازم  ماهي

IUCNبه بعد نـام اين     ١٩٩٧ از سال    .]۴[  است يافته قـرار   ١ 

هـاي  تجارت گونه ماهـيان در فهرست كنوانسيون نظارت بر       

  .]۵[قرار گـرفته است  ٢ (CITES)در حـال انقراض

دو  از   دريـاي خـزر    در حال حاضر ذخاير اين ماهي    در  

بـر  . شـود  طبيعي و تكثير مصنوعي بازسازي می      يق تكثير طر

% ١/٣٠ حـدود  اساس تحقيقات انجام شده به طـور تخمينـي      

هـاي   در كارگاه  ، حاصـل تكثيـر مـصنوعي      ،صيد ازون برون  

 حاصل از   ماهيانبچه   تعداد   اگرچه. باشدير و پرورش مي   تكث

ورش رقـم بـسيار     اي تكثير و پـر    هتكثير مصنوعي در كارگاه   

ماهي هنوز نتوانسته بچه اما اين تعداد دهد ا نشان ميبالايي ر

ر طبيعي تاسماهيان را  تكثياست كاهش ذخاير حاصل از نبود

گرچه بـا   اكه  ن كتمان كرد    توانمي،   اين ؛ علاوه بر  جبران كند 

انه ميليونهــا بچــه مــاهي ياســتفاده از تكثيــر مــصنوعي ســال

د مسائل  ود، اما نباي  شري در درياي خزر رها سازي مي      خاويا

_______________________________________________________ 
1. International  Union  For Conservation of Nature and Natural   
    Resources.   
2. Convenion of International Trade Endangere Species Funa and   
     Flora. 
 

 را هـاي مختلـف  ذخاير ژنتيكـي و حفـظ بانـك ژنـي جمعيت        

  .]۱[ناديده گرفت 

 ـ          ه حفظ تنوع ژنتيكي در بازسازي ذخـاير تاسـماهيان ب

 مــديران و  اســت؛ بنـابراين  پذيرفتــه شـده يصـورت قـانون  

   در ،صـــاحبنظران در امـــر تكثيـــر مـــصنوعي تاســـماهيان

تنـوع    نـه تنهـا  ر بايـد ريزي و مديريت بازسازي ذخاي  رنامهب

 ف تاسـماهيان را   تل ـخهـاي م   حفظ فراوانـي جمعيت    ژنتيكي و 

 ـ  هاي اجراي مدنظر قرار دهند بلكه در برنامه      عنـوان  ه ي خود ب

 اولين گام در اين پس. ك دستورالمعل كاربردي به كار برندي

 كـه   ها، جمعيتها يـا نژادهاسـت     ، تشخيص صحيح گونه   زمينه

 برنامـه   بـراي اين امر هـم از نظـر مـديريت شـيلاتي و هـم               

  .]۶، ۱[ها حايز اهميت است حفاظت از گونه

داران، اي گذشته در مقايسه با ساير مهـره       هگرچه در دهه  ا

 و جمعيتهاي آبزيان    اهلكولي و ژنتيكي روي گونه    و م مطالعات

 ـ        ،]۷[ بوده اسـت     محدود ه كـارگيري   امـا در سـالهاي اخيـر ب

ن هاي فيلوژنيك و جمعيتـي آبزيـا      لكولي در بررسي  وروشهاي م 

عنوان يك روش دقيق و مطمئن افزايش يافته است، براي مثال ه ب

ــاهي   ــه م ــط Bluegill (Lepomis machruchirus)مطالع  توس

تعيـين تـوالي    . ]۸[ انجـام شـد      ١٩٨٤ سال  در همكاران و ٣آويس

بـه  ) Cyprinus carpio( در كپورمعمـولي  mtDNAهاي نوكلئوتيد

در ارتباط با    و   ]۹[١٩٩٤ و همكارانش در سال      ٤ چانگ وسيله

 بـا روش  ND ٦/۵  و٤/٣ NDهـاي همـين مـاهي بررسـي ژن   

PCR-RFLPدو منطقــه اروپــا و شــرق آســيا بــه وســيله  در 

مورد كاد  در  .  بررسي شد  ٢٠٠٢و همكاران در سال      ٥گروس

بـه وسـيله     mtDNAاقيانوس اطلس نيز توالي نوكلئوتيـدهاي       

ــسون ــال ٦جان ــارانش در س ــد١٩٩٤ و همك ــشر ش . ]۱۰[  منت

هايي از  لكولي  در بررسي جمعيت گونه     و م  روشهاي نهمچني

ــان ــكالوپ ،]۱۲، ۱۱[ آزادماهي ــاري ، ]۱۳[ اس ــان خاوي   ماهي

_______________________________________________________ 
3. Avis and et al 
4. Chang and et al 
5. Gross and et al 
6. Johansen and et al 

   مقدمه‐١
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  ۱۳۸۲، پاييز ۴، شمارة ۲                                                                                                     دورة علوم دريايي ايران                                                مجله 
 

٦١ 

 صورت پذيرفت كه در آن اختلاف ژنتيكي در بين          ]۲۳- ۱۴[

در ايران   .ها يا جمعيتهاي مختلف يك گونه بررسي شد       گونه

  RAPD قرائي توانست بـا اسـتفاده از روش          ١٣٨٠سال نيزدر

 يكديگرس ماهي روسي را از      تا  تاس ماهي ايراني و    ةدوگون

 RAPDروش   از ١٣٨٠كيـوان شـكوه در سـال        . تفكيك كند 

 كـه پرايمـر    براي تعيين جنـسيت فيـل مـاهي اسـتفاده كـرد           

مطالعـه تنـوع ژنتيكـي     .اختصاصي جنسيت مشخص نگرديد  

 جنـوب شـرقي و   تاس ماهي ايراني در رودخانـه سـفيدرود،   

  و PCR-RFLPاسـتفاده از روش    اب جنوب غربي درياي خزر   

شد ي انجام ي عطابه وسيله ١٣٨١ درسال D-LOOP در ناحيه

]۲۴[. 

 يكي ازون برون    ؛ماهي ازون برون داراي دو شكل است      

و ديگـري ازون  ) Acipenser stellatus pallas(خزر شمالي 

 Acipenser stellatus nation(برون خزر جنوبي يا كورافرم 

Cyrensis, Berg ( فولوژيـك،  ت مور اختلافاه علت نبودبكه

  .]۲۵[ پذير نيستاز نظر ظاهري امكان تفكيك اين دو شكل

ي تكثيـر   ن مورد نياز كارگاهها   در ايران مولدا  كه  از آنجا   

 شـناخت   وند بنابراين ش از دريا تأمين مي    مصنوعي اين ماهي  

هاي اين ماهي در مناطق دريايي و منـاطق صـيد           دقيق جمعيت 

سخ بـه    پا ايت براي  در نه  .رسدنظر مي  ري به آنها بسيار ضرو  

هاي اين ماهي در رودخانه ولگـا       اين سوال كه آيا بين جمعيت     

در بخش جنوبي و (و رودخانه تجن ) در بخش شمالي خزر(

لكولي و، بررسي م  اختلافي وجود دارد يا خير    ) ل ايران سواح

 جمعيت ماهي ازون برون ايـن دو ناحيـه بـا اسـتفاده از ژن              

٦/۵ND  - بـا روش    - اسـت ه يكي از ژنهـاي ميتوكنـدري        ك 

با توجه بـه اينكـه تـاكنون    .  انجام شدPCR-RFLPلكولي  وم

 مـاهي در    هـاي شـمال و جنـوب ايـن        هايي بين جمعيت  بررسي

 ـ حاضـر  بررسـي درياي خزر انجام  نشده است، بنـابراين          ه  ب

  . اولين تحقيق در اين خصوص استعنوان

  

  

انتقال داده  (ه ولگا   ودخان نمونه از ماهيان  ر     ٦٠در اين تحقيق  

 تكثيــر مــصنوعي بــه كارگــاه كيزانــسكي شــهر شــده بــراي

زر در   نمونه از سـواحل جنـوب خ ـ       ١٤ و   )آستاراخان روسيه 

 شـهيد    در كارگـاه   ر شـده  ي ـتكث(محدوده رودخانه گرگانرود    

دو  درحـدود از هر ماهي     .برداري شد  نمونه )مرجاني گرگان 

 %٩٦در الكل اتيليك و هاي نرم باله دمي برداشته  از بخشگرم

 روش بـا اسـتفاده از       DNA استخراج   .]۱۴،  ۳[ نگهداري شد 

  .]۱۴[فنل ـ كلروفرم انجام شد 

 اسـتخراج شـده از      DNAبراي بررسي كميت و كيفيت      

آميزي  افقي با ژل آگارز يك درصد و رنگ        زرروش الكتروفو 

نيـز   غلظـت آن  . استفاده شدUVاتيديوم برومايد و نيز اشعه      

 و بـا سـنجش ميـزان جـذب          اده از اسـپكتروفتومتري   با استف 

 و  nm٢٨٠ و   nm٢٦٠ در طول مـوج      DNAهاي  نوري نمونه 

 ـ. ]٢٤[ محاسبه گرديـد   ٢٨٠/٢٦٠Aنسبت   راي جداسـازي و  ب

 اختـصاصي ) پرايمرهاي( ١تكثير ژن مورد نظر از آغازگرهاي     

٦/۵ ND  ،mtDNA    ساخت شركت MBI   استفاده  ]۱۴[ آلمان 

  : آن به شرح زير استجفت بازهايي ل كه تواشد

  

ND  ۵ :  ۵ ′ AATAGTTTATCCAGTTGGTCTTAG ٣′ 

 
ND٦: ۵′ TAACAACGATGGTTTTTCATAGTCA ٣′ 

 

 PCRبا كمك دستگاه    ) PCR(مراز  اي پلي واكنش زنجيره 

بـراي  .  انجام شد۴۱TC3 ،Bioamersham pharmaciaمدل 

 گذاري  انتخاب و پس از شماره   ٢/٠ mL هر نمونه يك تيوپ   

؛ سـپس دسـتگاه     به آن اضـافه شـد     مواد   ،١ول  دبر اساس ج  

PCR    برنامه ريـزي و تيوپهـا در آن قـرار    ۲ بر اساس جدول 

  .داده شد

_______________________________________________________ 
1. Primer 

  كارروش مواد و‐٢

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

                                             علي شعباني و همكاران                                               ..                       . ۱۷۷۱بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت ماهي ازون برون 
  

٦٢ 

  

  )PCR(مراز اي پليتفاده شده در واكنش زنجيرهمواد اس   ١جدول
  

  غلظت مواد µ L۵٠مقدار براي واكنش 

µ L ۱ ng١٠٠ DNA 

٢/٠-µ L ۵/٠ u/µl۵ DNA Taq Polymerase 

µ L ١ mM١٠ dNTPs 

µ L ٣ mM۵٠ MgcL2 

µ L ۵ X ١٠ PCR Buffer 

µ L ١ Pmol١پرايمر  ٢٠ (ND5) 

µ L ١ Pmol٢پرايمر  ٢٠ND6)( 

µ L آب مقطر -- ٦/٣٧ 

  

  

  ND ٦/۵ تكثير ژن براي PCRبرنامه داده شده به دستگاه    ٢جدول
  

oدرجه حرارت  )دقيقه(زمان  تعداد چرخه حرارتي
C مراحل 

 سازي اوليه تهواسرش ٩۵ ۵ ١

 واسرشته سازي ٩٤ ١

 ٣٠ الحاق ۵٣ ١/۵

 بسط ٧٢ ١

 بسط نهايي ٧٢ ١٠ ١

  

افقـي بـا ژل       با استفاده از روش الكتروفورز     PCRمحصول  

 λDNA Hind IIIآگـارز يـك درصـد و همـراه بـا مـاركر       

 بـا اسـتفاده    ٦/۵NDو پس از اطمينان از تكثير ژن سنجش 

 براي اجـراي . مي شدند  آنزي  هضم ،هاي برش دهنده  از آنزيم 

 Acc I ،Ava I ،Bgl :هاي برش دهنـده  از آنزيمRFLPآناليز 

I ،Dra I ،EcoR V ،Hha I ،Hinc II ،Nco I ،Dde I ،Xho 

I ،Ava II ،Pvu II ،EcoR I ،Alu I ،Hind III ،Kpn I ،Nde 

I ،Pst I ،Sal I ،Sma I ،Bgl II ،Xba I ،Bcl I ،Apa I ،

BamH I ،Taq I ،Hae III ،Rsa I ،Hinf I ،Mbo I ،Hpa 

II،)    بـراي ايـن منظـور      . استفاده شـد  )  آنزيم ٣١در مجموع

فر آنـزيم    با ٢ µL آنزيم و    ١ PCR  ،µL محصول   µL۵مقدار  

 رسانده و به مدت     µL٢٠در يك تيوپ با آب مقطر به حجم       

 ساعت در داخل انكوباتور در دماي بهينه هر آنزيم          ٢٤ تا   ٤

 هـضم شـده بـا اسـتفاده از          PCR محـصولات . قرارداده شد 

ميـزي  آ و رنگ  %٦كريل آميد   آعمودي با ژل پلي   الكتروفورز  

  . مورد بررسي شدند١٠٠ bpنيترات نقره همراه با ماركر

 ١ريـپ  ایافـزار رايانـه    نرم هاي آماري با  تجزيه و تحليل  

هـا بـا    هاپلوتيپن برنامه ميـزان ارتبـاط        در اي  .انجام شد  ]۲۶[

هـا بـا     هاپلوتيپ اكنشپـر  و مقايـسه     DSE استفاده از آزمـون   

_______________________________________________________ 
1. Reep 
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٦٣ 

 با هـزار بـار تكـرار صـورت          مونت كارلو  استفاده از آزمون  

  .پذيرفت

  

  نتايج ‐ ٣
ـ كلروفرم و بر اساس روش ذكـر  با استفاده از محلول فنل  

 از باله ماهيان اسـتخراج  DNAشده در بخش مواد و روشها    

 و   اسـتخراج شـده سـنجش      DNAگرديد، كميت و كيفيـت      

 نسبت به تكثيـر ژن      ،DNAينان از مطلوب بودن     پس از اطم  

٦/۵ND  به كمك دستگاه PCR  طـول تقريبـي   .  اقـدام شـد

 جفـت بـاز   ٢۵٠٠، در حدود )ND ٦/۵ژن(قطعه تكثير شده  

ــارز،    ــك ژل آگ ــه كم ــه ب ــود ك ــاركر ب    ،λDNAHindIII م

، از تكثير ژن مـورد      UVآميزي اتيديوم برومايد و اشعه      رنگ

  ).١لشك (نظر اطمينان حاصل شد

 بـا   PCRها، محـصول     در بين نمونه   چندشكليبراي يافتن    

 آنزيم با نامهـاي     ١٢دهنده، هضم شد، تعداد      آنزيم برش  ٣١

HindIII  ،KpnI  ،NdeI  ،PstI  ،SalI  ،SmaI  ،BglII  ،XbaI ،

BclI ،ApaI ،BamHI و TaqI  ــر  ژن ــيچ محــل برشــي ب  ه

٦/۵ND آنـزيم برشـهايي را روي قطعـه         ١٤تعداد  .  نداشتند  

تكثير شده ايجاد كردند اما در بين افراد مختلف ايـن گونـه             

تعداد و طول قطعات ايجـاد      . هيچگونه تنوعي مشاهده نشد   

  . است٣شده به شرح جدول 

، حالــت چنــد PCR آنــزيم پــس از هــضم محــصول ۵

شكلي نشان دادند؛ تعداد و طـول قطعـات ايجـاد شـده بـه               

  .باشد مي٤شرح جدول

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   مربوط به M و ستون ٦/۵ND نه مربوط به ژن هاي يك تاستون(برون درياي خزر   ماهي ازونهاي نمونهPCRصول مح  ١شكل

  ). استHindIII هضم شده با آنزيم λژنوم 

  

  

۱ ۲ ۳ ۴ ۵ ۶ ۷ ۸ ۹ 

۲۰۲۷ 
۲۳۲۲ 

۴۳۶۱ 
۶۵۵۷ 
۹۴۱۶ 
۲۳۱۳۰ 
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٦٤ 

  

  PCRنام آنزيم، تعداد و طول قطعات ايجاد شده بر اثر هضم آنزيمي محصول    ٣جدول
  

  نام آنزيم  تعداد قطعات  )(bpطول قطعات

٢  ١٣٢١ ، ١١٧٤  AccI 

٢  ٢١٠٠ ، ٤٠٠  AvaI 

٦٠ ، ٤٣٣۵ ، ١٤۵٣  ٨  BglI 

٢  ١٤٠٠ ، ١١٠٠  DraI 

١٠۵١٤ ، ٠۵٢  ٠  EcoRV 

۵٢  ١٩٣١ ، ٧٧  HhaI 

۵٢٠ ، ٠٠۵٢  ٠  HincII 

١ ، ٩٠٠۵٢  ٩٠  NcoI 

١٢ ،١٠٤۵ ،١۵۵ ، ٢ ، ٢٢١ ، ١٦٤۵٢ ، ٧۵٣٨٩ ، ٣٠٦ ، ٧ ، ۵١٠  ٠٠  DdeI 

٢٨۵ ، ١٠۵١١ ، ٠۵٣  ٠  XhoI 

٤  ٨١١ ، ٧١٨ ، ٦٦٢،  ٣٠٦  AvaII 

٢١۵ ، ٤٤۵ ، ۵١٣ ، ٠٠۵٤  ٠  PvuII 

٤١٠ ، ٣٧٠ ، ٩٠ ، ۵۵١١٠٠ ، ٠  ۵  EcoRI 

٤ ، ٤٣٧ ، ٤١٨ ، ٢٣٠ ، ١٨١ ، ١١٨۵٧  ٦٦٣ ، ٤  AluI 

  

  

   ميتوكندريايي ٦/۵NDروي ژن الگو و اندازه قطعات هضم شده به وسيله پنج آنزيم برشگر    ٤جدول
  

RsaI HaeIII HinfI HpaII MboI(sau3AI) 
C B A C B A C B A D C B A D C B A 
١٣٩ ٩٦٠

۵ 

١۵٠

٠ 

٨٤۵ ٨٤۵ ٨٤۵ ١٠٦ ٦٦٧

٦ 

١١٤

٤ 

١٠٨

١ 

١٢٦ ٧٢٠

٠ 

١٠٢ 

۵ 

٢۵٠

٠ 

١ ٧٧٢۵٢

٠ 

١٧٨

٠ 

٨٨٠ ۵۵٤ ۵۵٣٢٠ ٤٢٠ ٧٧٠ ٤ ۵٢٦ ۵٢٦ ۵٢٦ ٧٣٢ - ٦٢٩ ٦٢٩ ٦٢٩ ٤٤٠ ٢٦۵ ٢٦۵ 

٢ ٤٤١ ٤٤١ ٤٤١ ٣٠٠ ٣٠٠ ٣٠٠ ٤٣٦ ٤٣٦ ٤٦٣۵٣٠ ١۵ ٢ ٤٠٠ - ٢٦٧ ٢٦٧۵٢٢٨ ٤ 

١٨۵ ١٠۵ - ٢۵٢ ٠۵٢ ٠۵٢١ ٢٦٧ ١٩٨ ٣٨٠ ٣٨٠ ٣٨٠ ٠۵ ٢٣۵ - ٢١ ٢٢٨ ٢٢٨۵ 

- - - ١٧۵ ٢٣ ١٨٤ ٨٨ ٨٨ ٢٧٠ ١٩٠ ١٩٠۵ ٢١ ١٢١۵ - ٢١ ١٩٢۵ - 

- - - ١۵۵ ١٧۵ ١٧۵ ٧ ٢٤٠۵ - ١۵٢١ ٠۵ - ١٧٦ - ١٢١ - - 

- - - - ١٦۵ ١٦۵ - - - ١٢١ ١٢١ - - - - - - 

- - - - ١۵۵ ١۵۵ - - - ٨٠ - - - - - - - 

- - - - - ١٠٠ - - - - - - - - - - - 
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٦٥ 

  ٦/۵ND محــصول تكثيــر شــده RFLPبــا اســتفاده از آنــاليز 

 مـاهي   نمونه٦٠ بين  هاپلوتيپ از١٨كندريايي در مجموع   ميتو

 ١٤ هاپلوتيـپ مختلـف از بـين         ۵دخانه ولگا و    ازون برون رو  

يـپ   هاپلوت ١٨ رودخانه گرگـانرود و در مجمـوع         ناحيهنمونه  

  . نمونه از دو منطقه مشخص گرديد٧٤مختلف بين 

 ،AAAAA ،BAAAAهــــاي پدر رودخانــــه ولگــــا هاپلوتي

ABABA و ABAAA ــا ــب بــ  و %٦٦/١١و % ٣٣/٢٨ بترتيــ

حدوده رودخانه گرگـانرود    فراواني و در م   %  ٣٣/٨ و   %٦٦/١١

ــاي هاپلوتيپ ــا   بتBAAAA و AAAAAه ــب ب و %  ٢٨/٦٤رتي

  .هاي مناطق فوق بودندلوتيپهاپرين فراواني رايجت% ٢٨/١٤

 و  بـود ) رودخانه ولگـا  (ص ناحيه شمال    سيزده هاپلوتيپ مخت  

 ،اي از آنها ديده نشديچ نمونهدر محدودة رودخانه گرگانرود ه

رك صـورت مـشت    لوتيپ ناحيه رودخانه گرگانرود به     هاپ ۵ اما

  .در رودخانه ولگا نيز وجود داشت

ولگـا و گـرگانــرود      محاسبه شـده بيـن رودخــانه       ٢χميـزان  

 ± ٠٠٨٣/٠ بــار تكـرار ميــزان  ١٠٠٠ و پـس از  ٦٦/٩برابـر بــا  

٢= ٩٢٦/٠χ  داري  اخـتلاف معنـا    شايان ذكر اينكه  .  محاسبه شد

  .هاي دو منطقه مشاهده نشدبين فراواني هاپلوتيپ

  :هاي نامترتيب از چپ به راست بادهنده بپنج آنزيم برش
  

RsaI, HaeIII, HinfI, HpaII, MboI  
  

  :به شرح زير ايجاد كردند  هاپلوتيپ١٨ عدادت

1.AAAAA                 7.AAACA               13.ABABB 
2.BAAAA                 8.ABABA                14.ABADB  
3.ABAAA                 9.ABAAB                15.CCCCC  
4.AABAA                10.BAACA               16.ABADA  
5.ABBAA                11.AAADA               17.BBBAB 
6.AAABA                12.ABBBA                18.BAAAB  

  

بـين  محاسبات مربوط به ميزان ارتبـاط   براي  DSEآزمون

  . محاسبه گرديد۵  بر اساس جدول هاپلوتيپ١٨

نشان دادند بـه    نوع  رسي تعداد پنج آنزيمي كه ت     ر اين بر  د

 تعداد  . قطعه ايجاد كردند   ۵٦/٢٧وسط در هر هاپلوتيپ     طور مت 

  . باز بود٢٢/١١٠اي بررسي شده متوسط بازه

هاي رودخانه ولگـا     درون جمعيت نمونه   ميزان تنوع هاپلوتيپي  

ــه٨٨/٠±٠٢٧/٠ ــانرود    و در نمون ــه گرگ ــه رودخان ــاي منطق ه

ــه ١٤٤/٠±۵٩٣٤/٠ ــانگين دو منطقــ  ٧٣٩١/٠±٠٢١٢/٠ و ميــ

 جمعيـت  همچنين ميزان تنوع نوكلئوتيـدي در     . محاسبه گرديد 

هـاي منطقـه     و در نمونـه    ٠١٢٢/٠ رودخانـه ولگـا      هـاي نمونه

 و ميــــانگين دو منطقــــه ٠٠٣٩٨/٠رودخانــــه گرگــــانرود 

  . محاسبه گرديد٠٠٨١/٠±٠٠٠٠٢/٠

 ٠٠٨٦٤٤/٠ميزان تنوع نوكلئوتيدي بين دو جمعيت فـوق         

  .  محاسبه شد٠٠٠۵٤٢/٠نوكلئوتيدي و اختلاف 

  

  بحث ‐٤
 از ميتوكندري ماهي ازون برون بـا اسـتفاده         ND ٦/۵ تكثير ژن 

 و برنامـه داده شـده بـه دسـتگاه           ٦ND  و ۵ND  از پرايمرهاي 

PCR       تقريبـی  بـه طـول    باعث توليد قطعه واحـدي  bp ٢۵٠٠ 

 ميتوكندري ايـن مـاهي شـده        ٦/۵NDبراي دوژن   ) جفت باز (

بـا  ) ١٩٩٦ (١پورکـاظمی  نتيجه حاصـل بـا نتـايجي كـه        . است

 ـ فاده از همين پرايمرها در اين ماهي      تاس ه دسـت آورده بـود،       ب

 ٢٠٠٢و همكاران در سـال       ٢گراوس همچنين   .باشديكسان مي 

 مطالعه Cyprinus carpio را در ماهي كپور معمولي ٦/۵ND ژن

 bp٢۵٠٠ طول قطعه تكثير شده در اين بررسي نيـز           ؛]۲۷[کردند  

پرايمرهـايي كـه     ژن مورد نظر را با     )١٣٨٢(  قاسمي . شد گزارش

عه ـول قط ـ ـ ط ـ  نيـز  و ا .کـرد ، تكثيـر    شـد در اين تحقيق استفاده     

ــ ــ٢۵٠٠ bpرا اصل ـح ــت آورده  ب ــابع . دس ــي من  ،در بررس

 ـ ـ ماه ـ ديگر در اندازه قطعه تكثير شده در        اختلافاتي ده ـيان دي

 ٦/۵NDطول قطعه ) ١٩٩٧ (٣رضوانیراي مثال ـب ؛ده استـش

 Acipenser gueldenstaedti ي روســيـماهــسراي تــاـ را بــ

bpــراي مــاهي )١٣٧٩( زاده امــين.]۱۵[کــردگــزارش  ٢٤٠٠    ب

و  ]Oncorhynchus mykiss ]۲۸كمـــان آلاي رنگـــينقـــزل

 در دو گونه از گربه ماهيان       )١٩٩٩( همكاران   و ٤ترينتافيليدس

 نيـز طـول ايـن    Silurus aristotelis و Silurus glanisاروپـا  

ــه از ژ ــدريايي ران قطع ــزارش bp٢٤٠٠ ميتوكن ــد  گ . ]۲۹[کردن

 ND ٦/۵ها در طول تكثير شـده ژن        تفاوتي كه در بعضي از گونه     

_______________________________________________________ 
1. Pourkazami,  
2. Gross and et al 
3. Rezvani 
4. Triantafyllidis and et al 
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٦٦ 

دليـل تفاوتهـاي نوكلئوتيـدي در         بـه  ، احتمالاً شودمشاهده مي 

 .]۳۰[باشد ميوطرب در دو انتهاي ژن م وپرايمر

 تكثيـر   ٦/۵ND  حاضـر روي ژن    RFLPتجزيه و تحليـل     

 نوكلئوتيـدي و   ميـانگين تنـوع   PCRاز تكنيك   شده با استفاده    

ــه را ب  ــاپلوتيپي درون جمعيـــت دو منطقـ ــوع هـ ترتيـــب تنـ

  ميـــــزان تنـــــوع ،٧٣٩١/٠±٠٢١٢/٠ و ٠٠٨١/٠±٠٠٠٠٢/٠

 گرگـانرود را  نوكلئوتيدي بين دو جمعيـت رودخانـه ولگـا و           

 و اختلاف نوكلئوتيدي بـين دو جمعيـت فـوق را            ٠٠٨٦٤٤/٠

 ايـن مـاهي     نوكلئوتيدينوع  ميزان ت . دهد نشان مي  ٠٠٠۵٤٢/٠

 كه  ه دست آمد   ب ٠٠٨٦٤٤/٠بين دو جمعيت ولگا و گرگانرود       

ه دســت آمــده در  بــنوكلئوتيــديدر مقايــسه بــا ميــزان تنــوع 

) ٠٠٧۵٤/٠(روي مــاهي شــيپ  ) ١٣٨٢(مطالعــات قاســمی 

  .]۳۱[دهد چنداني را نشان نمياختلاف

ــايي در ــال عط ــوع ١٣٨١س ــزان تن ــدي مي    را در نوكلئوتي

ــاس ــات ــي م ــاظمی ]۲۴[ ٠٤٤/٠هي روس در ) ١٩٩٦( و پورک

مطالعات ساختار ژنتيكي جمعيت ازون بـرون ناحيـه جنـوبي           

ــاي خــزر ــوع ,دري ــزان تن  گــزارش ٠٠٩/٠ را نوكلئوتيــدي مي

ده  تقريباً برابر با محاسبات بدسـت آم ـ       ؛ اين مقادير  ]۱۴[کردند

  .است

علــت ه يــان بــهژنتيكــي در ما علــت پــايين بــودن تنــوع

دليــل   در موجــودات خونــسرد بــه.ســتآنهاخونــسرد بــودن 

 mtDNAين، سرعت تكاملي و تغيير نوكلئوتيدي       يمتابوليسم پا 

جهـش   بر اساس    فقط mtDNA تنوع   ضمن آنکه  ؛اشدبكم مي 

  .]۳۰[و نوتركيبي در آن دخالتي ندارد است ) نموتاسيو(

 بـراي   RFLPآنزيم برش دهنـده در روش        ۵با استفاده از    

 جفـت  ٢٢/١١٠طور متوسـط     مجموع به   در ،تعيين ميزان تنوع  

با توجه به تعداد بازهاي بررسـي شـده تنـوع            .شدباز بررسي   

 به حـساسيت كـم ايـن روش       توانحاصل در اين گونه را نمي     

  .نسبت داد

. دست آمـد  ه  مختلف ب   هاپلوتيپ ١٨در اين تحقيق تعداد     

طور مشترك بيشترين فراوانـي را       ه ب AAAAA پهاپلوتي فقط

 بـا    و گرگـانرود   در رودخانـه ولگـا    ترتيـب   طقـه ب  در هر دو من   

 هاپلوتيپ مختص رودخانه    ١٣. دارا بودند % ٢٨/٦٤ و   %٣٣/٢٨

اي از آنهـا    نمونـه  و در محدودة رودخانـه گرگـانرود         ولگا بود 

تـوان هاپلوتيـپ   ا بررسي هاپلوتيپهاي فوق مـي ب. مشاهده نشد 

AAAAA      بـه , در محدودة گرگـانرود   % ٦٠ را با فراواني بالاي 

اسـايي مـاهي معرفـي کـرد؛         شن عنوان ماركر مولكـولي بـرای     

ذيري نمونه  پتوان در همين حد نسبت به برگشت      همچنين مي 

  . آبهاي ايران اطمينان حاصل کردفوق پس از تكثير به

 ـ ستفاده از آنزيمهـاي بـرش    ا عنـوان ماركرهـاي   ه دهنـده ب

هـا در ماهيـان   هـا و زيرگونـه    شناسـايي گونـه    بـرای لكولي  وم

ه  را ب  ١٣١Cfrدهنده   آنزيم برش  )١٣٨٢(  قاسمي .استل  متداو

 شناسـايي مـاهي شـيپ رودخانـه اورال در           برایعنوان ماركر   

) ١٩٩٩( ١ولـف همچنين  . ]۳۱[حوضه درياي خزر معرفي كرد    

ــTru9I و RsaI, NLaIII, SspI آنــزيم برشــگر ٤تعــداد  ه  را ب

 ٤٦٢ bp PCRلكـولي پـس از قطـع محـصول     وعنوان ماركر م

 شناسـايي   بـرای  ژنوم ميتوكندريايي    bه ژن سيتوكروم    مربوط ب 

ــه ــي  ده گون ــاري معرف ــان خاوي ــرد از ماهي ــين  .]۲۳[ک همچن

بـرش  از كه حاصـل    ( BBBBCهاپلوتيپ  نيز   )١٣٨٠(رضواني

 بر ژن   RsaI و   HpaII, HincII, HinfI, AluIپنج آنزيم برشگر    

 ميگوي ببري سـبز  ۵۵٠-bp۵٣٠ به طول  Iاز سيتوكروم اكسيد

)Penaeus semisulcatus ( استدرياي عمان و خليج فارس( 

بري سبز در    شناسايي ميگوي ب   برایعنوان ماركر ژنتيكي    ه  را ب 

  .]۳۲[کردمناطق فوق معرفي 

براي محاسـبه    ٢ کارلو -مونت  ازي  سنتايج حاصل از شبيه   
٢χ ــا  ــ١٠٠٠ ب ــتلاف معن ــرار اخ ــار تك ــي ا ب داري را در فراوان

ــا و ر هاپلوتيپ ــه ولگ ــاي رودخان ــه ه ــانرودودخان ــشان گرگ  ن

هـا   اين امر بيانگر آن است كـه نمونـه         ).٢χ=٩٢٦/٠±٠٠/٠(نداد

 گرگـانرود متعلق به دو جمعيت متفاوت از رودخانـه ولگـا و            

  .باشدینم

متفاوت  پنج جمعيت    ١٩٩٦همكاران در سال    و   ٣استابايل

در منطقـه آمريكـاي   را  A.oxyrinchus desoteiمـاهي  از تاس

_______________________________________________________ 
1. Wolf 
2. Monte- Carlo 
3. Stabile and et al 
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 عامــل ايجــاد آن را       كــزيك گــزارش و     تا خليج م   شمـالي

 بنـابراين   .]۲۲[رافيايي اين مناطق عنوان کردند    فاصله زيـاد جغ  

گيري ساختــار   شكلفاصله جغرافيايي مهمتـريـن عـامـل در      

 بـا وجـود فاصـله جغرافيـايي          اما .]۳[هـاستژنتيكـي جمعـيت 

) Km١٠٠٠بيـشتر از    (قـه وجـود دارد      بالايي كـه بـين دو منط      

 عـدم مـشاهدة   .بين دو جمعيت فـوق مـشاهده نـشد   في  اختلا

دو  ق در اين بررسي دليل بر نبـود       اختلاف بين دو جمعيت فو    

رودخانـه ولگـا و گرگـانرود       جمعيت مستقل از اين ماهي در       

انـه گرگـانرود از     هـاي رودخ  مونـه در اين تحقيق ن   نيست زيرا   

چنانچه با از بين بـردن موانـع        ؛   نه از رودخانه   دريا صيد شدند  

کـرد و ايـن     وان ماهيان مهاجر به رودخانه گرگانرود را صيد         بت

دسـت  ه روي آنها انجام داد، احتمالاً نتايج متفاوتي ب بررسي را   

 كـار رفتـه و تعـداد      ه  هاي ب دليل ديگر تعداد آنزيم   . واهد آمد خ

 ٢۵٠٠ كـه از حـدود       ایبازهاي مورد بررسي اسـت بـه گونـه        

 ١١٠ط حـدود     ميتوكندري اين ماهي فق    ٦/۵NDجفت باز ژن    

 ١١٠ربـوط بـه ايـن       نتايج حاصـل م   . جفت باز آن بررسي شد    

 جفت بـاز بررسـي      ٢٤٠٠حدود  حالی که    در   جفت باز است؛  

ابي ژن فـوق    ي ـ چه بسا با بررسي بيشتر و تـوالي        نشده است و  

  .دست آيده  ب,دست آمدهه  متفاوت از آنچه بینتايج

ر  را د%٦٤ فراواني بـالاي   AAAAAه هاپلوتيپ   از آنجا ک  

توان هاپلوتيپ فـوق     مي ،دة رودخانه گرگانرود داراست   محدو

 ,RsaIرا كه با استفاده از هضم آنزيمي پنج آنزيم برش دهندة 

HaeIII, HinfI, HpaII, MboI عنـوان   به, ده استمدست آه ب

دودة رودخانـة   ماركر مولكولي جمعيت ماهي ازون برون مح ـ      

اهيـان خاويـاري    م چنانچه مراكز تكثيـر   .گرگانرود معرفي کرد  

توان با  بخواهند از مولدان دريايي برای تكثير استفاده کنند، مي        

هـاي فـوق در   ي ذكر شده و بـا اسـتفاده از آنزيم         روش مولكول 

 و در صـورت     هـا تاه نسبت به تشخيص نمونه    فاصلة زماني كو  

  .هاپلوتيپ فوق نسبت به تكثير مولدان اقدام کننديكي بودن با 
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 Acipenser(مقايسه تنوع ژنتيكي ماهي شـيب  "؛ .قاسمي س ]٣٢[

nudiventris (           در سواحل جنـوبي دريـاي خـزر و رودخانـه

نامه كارشناسي  پايان؛  .PCR-RFLPاورال با استفاده از روش      
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بررسي ملكـولي جـمعــيت ميــگوي سـبز         "؛  .پوركاظمي م 

(Penaeus semisulcatus)   ــيج ــان و خل ــاي عم  از دري

 بـه   I (COI)ژن سـيتوكروم اكـسيد از       فارس بـا اسـتفاده از       

؛ ١٣٨٠؛ تابـستان    مجله علمـي شـيلات ايـران      ؛  .RFLPروش  

 .٣٠-١۵ .صص
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