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 چکیده
 کنترلی با استفاده از ناحيه ، (Astacus leptodactylus)شاه ميگوی آب شيرین جمعيت ساختار ژنتيک  حاضر در مطالعه

نمونه شاه ميگو از  132تعداد منظور همين به قرار گرفت. بررسی مورد  DNA یابیتوالی روش و (D-loop) ميتوکندریایی
به روش ها نمونهDNA  کميت سپس مع آوری گردید.ج1390ارس در سال  دریاچه سددریای خزر و  مناطق مختلف
-در نمونه در مجموع تعيين شد. یداتيدیوم بروما آميزی بارنگو  ژل آگارزی و کيفيت آن از طریق الكتروفورز اسپكتروفتومتر

 ± 0038/0و  811/0 ± 049/0به ترتيب برابر با  نوکلئوتيدیو  یهاپلوتيپتنوع  شناسایی وهاپلوتيپ  38 های مناطق مختلف،
χ=  25/78و ميانگين آزمون مربع کای  120/3در آزمون بی طرفی تاجيما  D قدارم .اندازه گيری شد 0127/0

 .دست آمدنيز ب  2
آزمون  منفی نتایج از طرف دیگر، ها ممكن است نشان دهنده متعادل بودن فشار انتخاب باشد.بدست آمده در بين نمونه Dمقدار 

با توجه بود.  هاجمعيت گسترشو همچنين شاخص هارپندینگ تایيد کننده ( Fs Fu's ) هاگسترش و پراکنش تاریخی جمعيت
دریای خزر، رودخانه سياه درویشان و در مناطق آستارا  و آناليز واریانس مولكولی ، آزمون دقيقFSTهای تمایز آزمون به نتایج
در مناطق نمونه مشخص گردید که همچنين  .(> P  001/0داری را با سایر مناطق نشان دادند ) اختلاف معنی جفرود

و ناحيه  جفرودی رودخانه سياه درویشان و هانمونه کهبطوری ،اردوجود د ی از شاه ميگوی آب شيرینتمایزم هایبرداری،گروه
تواند نقش موثری برای های این تحقيق مییافتهبطور کلی از این گونه را نشان می دهند. های متمایز ژنتيكی گروهآستارا 

 شناسایی ذخایر و بهبود ژنتيكی شاه ميگوی آب شيرین ایفاء نماید. 
  
 

 دریاچه سد ارس، ای خزریدر ،میتوکندریایی Astacus leptodactylus  ،DNA، شاه میگوی آب شیرین :کلیدی کلمات
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 مقدمه
سه خانواده شاه ميگوي آب بر اساس مطالعات انجام شده، 

خانواده در بين آنها شيرين در دنيا وجود دارد كه 
Astacidae نيز  در ايران بومي منطقه آسياي غربي است و

 Astacus leptodactylus آب شيرين شاه ميگويگونه 
 Stucki, 1999; Chiesa) مي باشدخانواده  متعلق به اين

et al., 2011) . غذايي  بالاي ارزشامروزه با توجه به
است كه  پيدا نمودهافزايش  مصرف آنها نيزجانوران آبزي 

و  دارد در اين ميان شاه ميگوي آب شيرين جايگاه ويژه اي
از جمله رژيم غذايي ارزان، ارزش داشتن خصوصياتي  اب

اقتصادي بالا و بازارپسندي مناسب در دنيا از اهميت 
 Karimpour et) اقتصادي و تجاري خاصي برخوردار است

al., 2011; Harlioğlu, 2008) . 
هاي وضعيت امروزه تنوع ژنتيکي بعنوان يکي از شاخص

اي رود. يکي از راهههاي آبي بکار مياكولوژيک اكوسيستم
ها بررسي ساختار ژنتيکي آبزيان مطالعات ژنتيک جمعيت

اي و ساختار جمعيت بوده و شناسايي تحولات درون گونه
هسته اي و  DNAبا استفاده از نشانگرهاي مولکولي ِ

هاي اساسي در اعمال مديريت صحيح ميتوكندري از نياز
. (Pourkazemi et al., 2012)باشد برداري ميبهره
 كاربردهاي( mtDNAميتوكندريايي ) DNA هايبررسي
تعيين  جمله از آبزيانرا در زيست شناسي  متعددي

تغييرات بين افراد، بررسي تغييرات درون و بين جمعيتي، 
اي و ديگر سطوح بررسي تاكسونوميکي تغييرات درون گونه

 Billington and) شتهداطبقه بندي مانند جنس ها 

Hebert, 1995; Liua and Cordes, 2004; Brown, 

سخت ژنتيک جمعيت در مطالعات بطوري كه  .(2008
 و ناحيه كنترل  16S rRNA نظير هايژن ،پوستان

DNA بسيار مورد استفاده قرار گرفته اند  ميتوكندريايي
((Tong et al., 2000; Schubart et al., 2000; Haye 

et al., 2002  . 
ا استفاده از ب تلاش نموده اند تا1980سال  ازمحققين 
سخت  هاي مختلفساختار ژنتيکي گونه هاي مختلفروش

. بررسي نمايندشاه ميگوي آب شيرين را  پوستان از جمله

مطالعات اوليه بر اساس الکتروفورز پروتئين به عنوان مثال، 
-كه تنها سطوح پاييني را در بين جمعيت صورت گرفت

-سالدر هاي شاه ميگوي آب شيرين اروپايي نشان دادند. 

هاي روشبا پيشرفت فن آوري و توسعه  هاي گذشته
ميتوكندري  DNAهاي مختلفي نظير روش، کوليمول
(Grandjean et al., 2000 ،)RAPD (Schulz , 1999, 

2004;Gouin et al., 2001 ،)AFLP (Fetzner and 

Crandall, 1999) ريزماهواره و (Gouin et al., 2002; 

Gross et al., 2013) هاي شاه ر مطالعات جمعيتد
 نيز در ايران. اندبه كار گرفته شده ميگوي آب شيرين
 تاكنون انسخت پوستي هاگونهبرخي از مطالعات ژنتيکي 

و  گيل كلايي رضواني ؛ 1381،بابايي) صورت پذيرفته است
 ؛ 1384 ،نهاوندي و همکاران  ؛ 1380،همکاران 
 (.1390،همکاران شکوهمند و 
هاي ناسب ساختار جمعيت بايستي از روشبراي توصيف م
بر  هاي مختلف بهره گرفته شود.ها و ژننشانگرمتعدد و 

شناسايي و تمايز هدف از انجام اين تحقيق  همين اساس،
با  مناطق مورد مطالعه هاي احتماليجمعيتژنتيکي 

تعيين و ميتوكندريايي  DNAيابي استفاده از روش رديف
في نشانگر مولکولي جهت تمايز ميزان تنوع ژنتيکي و معر

 باشد.يم آنها
 

 هامواد و روش
 هاجمع آوری نمونه

شاه ميگوي آب  صيد مولدينبه منظور تهيه نمونه ها 
 4تالاب انزلي و  شامل در نقاط مختلف جغرافيايي ،شيرين

رودخانه منتهي به درياي خزر و غرب و بخش مركزي 
در سال  درياچه سد ارسجنوب درياي خزر و همچنين 

 .(1، شکل 1جدول ) گرفتبا استفاده از تله انجام  1390
، مقدار كمي بافت از هانمونه براي جلوگيري از آسيب به

 وناحيه پاي اول بند اول شاه ميگو توسط انبرک جدا شد 
 هانمونه درصد نگهداري گرديد. 96در الکل اتانول  سپس

تيک براي انجام آزمايشات مولکولي به آزمايشگاه ژن
 د.شدنمنتقل دانشگاه گيلان 
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 : مناطق نمونه برداری و تعداد نمونه ها در روش توالی یابی  1جدول 

شماره ایستگاه در 

 نقشه

 تعداد طول و عرض جغرافیایی نام ایستگاه

 8درجـــه و  38شرقي و  طول دقيقه 55درجه و49 آستارا -درياي خزر  1

 شمالي عرض دقيقه
20 

 33درجـــه و  73شرقي و  طول دقيقه 42درجه و49 كياشهر -درياي خزر  2

 شمالي عرض دقيقه

20 

 26درجـــه و  73شرقي و  طول دقيقه 20 درجه و49 تالاب انزلي  3

 شمالي عرض دقيقه
20 

 92درجـــه و  73شرقي و  طول دقيقه12 درجه و49 رودخانه جفرود   4

 شمالي عرض دقيقه

20 

 10درجـــه و  73شرقي و  طول دقيقه 18 درجه و49 رودخانه  ماسوله رودخان  5

 شمالي عرض دقيقه

14 

درجـــه و  73شرقي و  طول دقيقه 17 درجه و49 رودخانه سياه درويشان   6

 شمالي عرض دقيقه17

18 

 38درجـــه و  38شرقي و  طول دقيقه 2 درجه و45 درياچه سد ارس  7

 شمالي عرض دقيقه

20 

 132  مجموع

 

 
برداری شاه میگوی آب شیرین در دریای خزر، تالاب : مناطق نمونه1شکل 

 .آورده شده است(  1)جزئیات در جدول دریاچه سد ارس انزلی و 
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 آزمایشات مولکولی
روش از  ژنومي DNAبراي استخراج كل  بررسيدر اين 
 Hillis andاستفاده گرديد ) ايزوآميل الکل-كلروفرم–فنل 

Moritz,1990.)  يفيت جهت بررسي كدر ادامهDNA 
 Pourkazemi et) افقي استخراج شده از روش الکتروفورز

al, 2012)  و ميزان ( درصد 8/0)بر روي ژل آگارز
جذب شده بوسيله  1فلورسانس تركيب اتيديوم بروميد

DNA تعيين كميت همچنين. استفاده شد  DNA نمونه
 (1000)نانودراپ  يدستگاه اسپکتروفتومتر به كمکها 

  .ثبت گرديداندازه گيري و 
ميکروليتر  20اي پليمراز در حجم واكنش زنجيره

 ميکروليتر يک ،ميلي مولار؛ پرايمر dNTPs  ،10شامل:
 5/2  ،بافر PCR، نانوگرم؛  DNA ،100؛  پيکومول( 10)

 و ميلي مولار 50؛ كلريد منيزيم x  10با غلظتميکروليتر 
آب مقطر انجام گرفت. شرايط چرخه دمايي و مشخصات 

 ,Eppendorf) ده شده به دستگاه ترموسايکلردا

Germany) مراز به ترتيباي پليبراي واكنش زنجيره: 
، دقيقه 5درجه سانتيگراد به مدت  94سازي مرحله جدا

درجه سانتيگراد به  51مرحله اتصال پرايمرها به هدف از 
درجه سانتيگراد،  72 ثانيه، مرحله بسط پرايمر 30مدت 
 (.2چرخه بهينه سازي گرديد )جدول  25 برايدقيقه  10

 DNAپرايمرهاي اختصاصي از ناحيه كنترل 
Dحلقه  قطعهميتوكندريايي از توالي 

شاه ميگوي آب  2
و سپس به كمک  هبدست آمد NCBIدر بانک ژن  شيرين

طراحي گرديد. توالي  Gunrunner 5.0.47نرم افزار 
 :1پرايمر  شامل Dحلقه  طراحي شده قطعه پرايمرهاي

5
’
-AAGAACCAG CTAGAATAAAATCTT-3

’ 
5  :2پرايمر و 

'
-GATCCA 

AGAACATCCTTTACGACA-3
 بودند. '

در ژل  بدسـت آمـده   تمحصولا، PCRبعد از انجام مراحل 
سـازي و بـه   درصد با نقطه جوش پـايين خـالص   8/0آگارز 
براي تعيـين تـوالي ارسـال     در آلمان ABIاينده شركت نم

                                                           
1 Ethidium bromide
2
 Displacement-loop 

به طور مستقيم  DNA ابتدا كه در به اين ترتيب .گرديدند
 Kretz and)هاي ذوب شده طبق روش استاندارد در تکه

o’Brein, 1993)  با 
35

S بـا   يـابي تـوالي  انجام شد سـپس
 1پرايمـر   به همراه  cyclist Taq DNA استفاده از كيت

 ABI  دسـتگاه   بـا  گـراد درجه سانتي 51ر دماي الحاق د

Prism Model 377 (Applied Biosystems, USA) 
در ژل   DNAهــايتــواليدر ادامــه كــار . پــذيرفت انجــام

حـل   مولار 7 درصد و اوره 6اكريل آميد واسرشت شده پلي
ها و خشـک  ژل تثبيتپس از  هانمونه نيز در نهايت د.شدن

بـه   Xدر معرض فيلم اشعه  ،ايشدن بر روي سيني شيشه
 مدت چند روز قرار گرفتند.

 
 آماری تجزیه و تحلیل

ن بررسي از نرم افزارهاي متعددي براي آناليز داده ها در اي
هاي مربـوط بـه   هاپلوتيپاستفاده گرديد. به اين ترتيب كه 

 ميتوكنـدريايي بـا اسـتفاده از نـرم     D DNAحلقـه   قطعه
و  يهــاپلوتيپافزارهــاي آمــاري مشــخص گرديدنــد. تنــوع 

هـا بـا اسـتفاده از شـاخص     مخصوص جمعيت نوكلئوتيدي
Nei  وTajima (1981انــدازه ) د. فواصــل شــدنگيــري

ــر اســاس روش دوپــارمتريهاپلوتيــپژنتيکــي بــين   هــا ب
Kimura (PHYLIP 3.695; Felsenstein, 2013) 

 ,Fu’s FS  (Fuهـاي  آزمـون  براي انجـام  محاسبه گرديد.

از بسته نـرم افـزار    (Tajima, 1989)تاجيما  Dو  (1997
ــاري  ــا  DnaSP v5آم ــرار 10000ب ــي   تک ــت بررس جه

 اســتفاده شــد هــاســترش و پــراكنش تــاريخي جمعيــتگ
(Librado and Rozas, 2009)     شـاخص هارپـدين .

(Harpending, 1994  ــايز ــت تم ــق جه ــون دقي (  و آزم
ــت ــا جمعي ــز (Raymond and Rousset 1995)ه  ني

 بدسـت آمـد   Arlequin 3.0بسته نرم افزار آماري  وسيلهب
(Excoffier et al., 2005). 
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د حداکثر احتمال ترکیب الگوی جانشینی : برآور2جدول 

 شاه میگوی آب شیرین mtDNA نوکلئوتیدی منطقه کنترل

 A T C G نوکلئوتید

A - 12/6 98/2 15/16 

T 32/4 - 56/14 65/3 

C 17/6 01/12 - 86/2 

G 09/18 2/6 98/2 - 

با خانه هاي رنگي مشخص شده است و  1ميزان احتمال جانشيني انتقالي

: تغيير  Transversion .(Transitionاحتمال جانشيني اد شامل  بقيه اعد

يک باز پورين به جاي يک باز پورين ديگر و يا يک باز پيريميدين به جاي 

به جاي  2: جانشيني يک باز پورينTransversion و يک باز پيريميدين ديگر

3يک باز پيريميدين
 .(مي باشد 

 
ــين  ــل همچن ــرک ك ــا transition/transversion (Rن ( ب

( با اسـتفاده  2013و همکاران ) Tamuraاستفاده از روش 
 بدست آمد: MEGA 6افزار م نره كمک از فرمول زير و ب

R = [A*G*k1 + T*C*k2]/[(A+G)*(T+C)] 
:  k2باز پورين و ميزان احتمال جانشيني :  k1در فرمول 

برنامه   باز پيريميدين مي باشد.ميزان احتمال جانشيني 
، براي ايجاد ماتريس فاصله انشعاب MEGA 6  آماري 

ها به كار گرفته شد. الگوي ساختار هاپلوتيپتوالي بين 
 (AMOVA)جغرافيايي با استفاده از واريانس مولکولي 

 بوسيله نيز فرضيه اصلي ساختار جمعيت. برآورد گرديد
مورد آناليز قرار بار تکرار  1000با  و  4مربع كاي آزمون
 گرفت. 

 
 نتایج

 قطعه منطقه كنترلهاي توالي ،هاي آماريجهت بررسي
mtDNA  نرم افزارشاه ميگوي آب شيرين با استفاده از 

Clustal W 2 جايگاه  68 مجموعدر  و شدند 5همتراز
ها مشاهده گرديد. همه جانشيني بازها تغير در همه تواليم

                                                           
1
 Transitional substitutions

2
 Purine 

3
 Pyrimidine   

4 Chi-square analyses
5
 Align

مشاهده  6نوع انتقالي بودند و هيچ گونه حذف يا الحاق از
هاي شاه ميگوي آب شيرين مناطق در بين نمونهنشد. 
 تركيب هاپلوتيپ 38در مجموع  بردارينمونه مختلف 

 هاي مختلفهاپلوتيپدر  .(4)جدول  مشاهده گرديد
چندين جايگاه نوكلئوتيدي مشخص گرديد و بيشتر 

 (C↔T) 7هاي انتقاليتغييرات مشاهده شده شامل جهش
تيدي در طول همچنين ميانگين نسبت نوكلئو. بودند
بود و نشان  (G+C) : (A+T) ≈%  58: 42ها تقريبا توالي
 (T( و تيمين )Aنسبت بازهاي آدنين ) غالب بودندهنده 

مي باشد كه به صورت نوكلئوتيدهاي تکراري در طول 
حداكثر احتمال تركيبي الگوي  .مشخص شدند هايتوالي

در  شاه ميگوي آب شيرين نوكلئوتيدي منطقه كنترل
آورده شده است و  2اطق نمونه برداري در جدول من

مطابق با جدول ميزان احتمال جانشيني نوكلئوتيدي هر 
محاسبه ( 2013و همکاران ) Tamuraباز بر اساس روش 

همچنين ميانگين فراواني در اين بررسي . گرديد
،  305/0به ترتيب  Gو  A ،T  ،Cهاي نوكلئوتيدي باز

 آمد. بدست 198/0و  206/0، 291/0
  منطقه كنترلبراي توالي  Tajimaبي طرفي  آزمون

mtDNA طبق روش  شاه ميگوي آب شيرينTajima 

(  P < 05/0را نشان داد )  365/2را  Dميزان  (1989)
 (.3)جدول 

هاي شاه ميگوي آب نمونه با مقايسه هاپلوتيپ هاي
در بين  (A ) هاپلوتيپ هاپلوتيپيک  ، مشخص شدشيرين
هاپلوتيپ  اينبيشترين تعداد بود.  شترکمبصورت  آنها
آستارا و -هاي منطقه درياي خزرعدد( در نمونه 10)

رودخانه سياه درويشان مشاهده گرديد كه به ترتيب داراي 
و ماسوله به  جفرودرودخانه  .هاپلوتيپ نادر بودند 4و  5

 4هاپلوتيپ كه از اين تعداد به ترتيب  8و  7ترتيب داراي 
و  Jهاپلوتيپ مشترک  2 تعداد نادر بودند.هاپلوتيپ  3و 
J1 در بين نمونه هاي مناطق جنوبي درياي خزرنيز ، 

 مشخص گرديد. 

                                                           
6
 Insertion/Deletion

7
 Transitions 
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 mtDNA  منطقه کنترلبرای توالی  Tajima: آزمون بی طرفی 3جدول 
M S ps Θ π D 

68 214 675/0 286/0 215/0 120/3 

M: ها؛تعداد جايگاه S ؛ 1هاي متفرق: تعداد جايگاهps  :S/m ،Θ: ps/a1؛ π: تنوع نوكلئوتيدي 
 در مناطق مختلف شاه میگوی آب شیرین mtDNA  های منطقه کنترل: توزیع هاپلوتیپ4جدول 
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 مناطق

 

 شماره هاپلوتیپ 

3 10 8 2 3 2 5 A 1 
1 3 4 0 0 0 1 A1 2 
  1    2 A2 3 
 2 1     A3 4 
      1 A4 5 
1 1     1 A5 6 
 1 2  1 9 1 B 7 
  1  1 1  B1 8 
     1  B2 9 
     1  B3 10 

  1  4 1  C 11 

    1   C1 12 
  1  1   C2 13 
  1 11  1  D 14 
 1  2    D1 15 
   1    D2 16 
    1   D3 17 
    1   D4 18 
   1    E 19 
1       F 20 
       G 21 
       G1 22 

       G2 23 

       G3 24 

       H 25 

      1 H1 26 

      1 H2 27 

      7 I 28 

9 1      J 29 

1 1      J1 30 

1       K 31 

1       K1 32 

1       K2 33 
     1  L 34 
     1  L1 35 
1       M 36 
   2    P 37 
   1    P1 38 

                                                           
1
 Segregating sites 
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 درياچه سدتالاب انزلي و هاپلوتيپ در نمونه هاي  9تعداد 
هاي بين نمونهدر  Bند. هاپلوتيپ مشاهده شد ارس

هاي بين نمونهدر  Dهاپلوتيپ رودخانه سياه درويشان، 
منطقه  هايبين نمونهدر   Jهاپلوتيپ رودخانه جفرود و

 A3هاپلوتيپ همچنين . را داشتندرين تعداد بيشت، آستارا
مشترک  كياشهر-تالاب انزلي و منطقه خزر هايبين نمونه

بصورت هاي مناطق نمونه هايهاپلوتيپ 5در جدول . بود
 (π)و تنوع نوكلئوتيدي   (h)تنوع هاپلوتيپيكامل، نتايج 
ميگوي آب شيرين شاه ميتوكندري DNAمنطقه كنترل 

با  آورده شده است. Fsو  Dهاي موننتايج آز به همراه
ميانگين تنوع مشخص گردد كه  5توجه به جدول 

در كل نمونه ها به ترتيب برابر با  نوكلئوتيديو  هاپلوتيپي
همچنين  بود. 0127/0 ± 0038/0و 811/0 ± 049/0

 و مقدار آستارامنطقه بيشترين تنوع هاپلوتيپي مربوط به 
ن تنوع نوكلئوتيدي . بيشتريدست آمدب 896/0 ± 036/0

 ± 0021/0 مقدار احيه بود كهنيز مربوط به همين ن
در كل مناطق بين  تنوع هاپلوتيپيدامنه  .داشت 0198/0
در  896/0 ± 036/0در تالاب انزلي تا  738/0 ± 01/0

بجز  Fs آزمون نتايج (.6متغير بود )جدول آستارا منطقه 
دار معني Dي هاآزمونولي  دار بودندمعنيرودخانه ماسوله 

هاي نادر با پراكنش بين هاپلوتيپهمچنين  .نبودند
 . دشمشاهده نارتباطي ها تاريخي جمعيت

داري مقدار سطح معنيدر بررسي حاضر آناليز داده ها 
هاي ناحيه كنترل هاپلوتيپمربع كاي و اختلاف فراواني 

mtDNA ميگوي آب شاههاي مختلفي از وجود گروه
علاوه بر ق نمونه برداري تاييد مي كند. را در مناط شيرين
ي نمونه هاي هاپلوتيپنتايج نشان دادند كه فراواني اين، 

منطقه آستارا، رودخانه سياه  شاه ميگوي آب شيرين
از مناطق  شاه ميگوهاي ، با ساير نمونهجفروددرويشان، 

تالاب انزلي و رودخانه ماسوله رودخان از  كياشهر، ارس،
( و  p < 0001/0داري دارد )ف معنينظر آماري اختلا

ضمن تائيد اين  Mont-Carloآناليز مربع كاي با روش 
د كه جمعيت اين مناطق اختلاف فراواني دامسئله نشان 

 وجود ها دارد كه بيانگري زيادي با ديگر نمونههاپلوتيپ

باشد. بيشترين اختلاف فراواني هاي متمايز ميجمعيت
قه آستارا در ناحيه جنوبي درياي هاي منطي نمونههاپلوتيپ
(  و  p  ،43/156  =2χ < 0001/0ارس )  درياچهخزر  با 

-رودخانه سياه درويشان با نمونههاي بعد از آن در نمونه

داري ارس بود كه از نظر آماري اختلاف معني درياچههاي 
(. كمترين اختلاف  p ،52/154  =2χ < 0001/0داشت )
هاي مناطق تالاب انزلي و بين نمونه نيز يهاپلوتيپفراواني 
بين  بعد از آن( و  p ،1/13  =2χ <1859/0ارس ) درياچه
، p < 1766/0كياشهر )  ،هاي مناطق تالاب انزلينمونه
86/19  =2χ (.6)جدول  ( مشاهده گرديد 

كه  مي دهدنشان  ،7در جدول  AMOVAنتايج آزمون 
شاه  هاينمونهدر  (p < 001/0) يداراختلاف معني

وجود  بردارينمونهمناطق در بيشتر  ميگوي آب شيرين
نشان داد كه در برخي از  ان بررسي همچنين نتايج دارد.

به اين اي وجود دارد و مناطق تنوع ژنتيکي قابل ملاحظه
چند جمعيت  از وجود شاه ميگوي آب شيرينترتيب 

واريانس %  25/71 مقدار كهطوريمختلف برخوردار است ب
واريانس بين % 07/9 ،(p < 001/0مناطق )ي هانهبين نمو
% نيز  68/19( و p=  0285/0) هاجمعيتدرون ها و نمونه

خود كه  (P < 001/0) بدست آمدها در بين جمعيت
-نشان دهنده اين مسئله است كه بيشتر تنوع ژنتيکي شاه

 .(7)جدول  بين مناطق است در ميگوي آب شيرين
بر اساس روش ( FST) تمايزنتايج بررسي شاخص 

كه  نشان داد Kimura (Felsenstein, 2013) دوپارمتري
منطقه مختلف  7از  شاه ميگوي آب شيرينهاي بين نمونه

-در بين نمونه چنانچهدارد وجود تنوع ژنتيکي قابل قبولي 

داري از نظر آماري اختلاف معني ،هاي برخي از مناطق
( و در P  ،2416/0  =FST < 001/0مشاهده گرديد  )

 داري مشاهده نگرديدبعضي از  موارد نيز  اختلاف معني
  .(8)جدول 
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 و شاخص هارپدینگ Fu’s FSتاجیما  و  Dهای ، آزمون π )± (S.D و تنوع نوکلئوتیدی  h )± (S.D تنوع هاپلوتیپی :5جدول 

 مناطق
تعداد 

 هاپلوتیپ
π h 

Fu’s FS آزمونD 

 تاجیما

شاخص 

هارپدینگ 

(r) 

 04281/0 -7211/0 -579/4* 896/0 ± 036/0 0198/0 ± 0021/0 10 آستارا -درياي خزر
 01464/0 -5408/0 -680/1* 749/0 ± 052/0 0092/0 ± 0034/0 8 كياشهر -درياي خزر
 01037/0 -8634/0 -743/0 738/0 ± 01/0 0099/0 ± 0089/0 9 تالاب انزلي

 0088/0 -6211/0 -637/5* 836/0 ± 092/0 0154/0 ± 005/0 7 رودخانه جفرود 
 0198/0 1468/0 -405/3* 822/0 ± 06/0 0127/0 ± 002/0 8 ماسوله رودخان رودخانه

 00732/0* -9877/0 -989/3* 865/0 ± 068/0 0122/0 ± 0078/0 9 رودخانه سياه درويشان 
 01977/0 -5303/0 -501/0* 773/0 ± 08/0 0102/0 ± 001/0 9 ارس درياچه سد

    811/0 ± 049/0 0127/0 ± 0038/0 38 جمع

 و شاخص هارپدين  معني دار بودن با علامت ستاره نشان داده شده است. Fu’s FSتاجيما  و  Dهاي در آزمون *         

 
 برداریهای مختلف نمونهمکان میگوی آب شیرینشاه : مقایسه آماری مربع کای در بین6جدول 
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 2/149 كياشهر -درياي خزر

(0000/0) 
-     

 7/113 تالاب انزلي

(0000/0) 

86/19 

(1766/0) 
-    

 47/98 رودخانه جفرود 

(0000/0) 

6/43 

(0576/0) 

64/25 

(0542/0) 
-   

 34/86 رودخانرودخانه  ماسوله 

(0000/0) 

22/38 

(0084/0) 

08/21 

(0450/0) 

52/131 

(0000/0) 
-  

 2/138 رودخانه سياه درويشان 

(0000/0) 

69/87 

(0000/0) 

62/89 

(0000/0) 

27/96 

(0000/0) 

2/94 

(0000/0) 
- 

 43/156 ارس درياچه

(0000/0) 

33/15 

(0549/0) 

1/13 

(1859/0) 

47/87 

(0000/0) 

53/29 

(0026/0) 

52/154 

(0000/0) 

 ري نشان داده شده است.دادرون پرانتز سطح معني *

 

 میگوی آب شیرینهای شاهبین نمونه AMOVA نتایج آزمون:  7جدول 

 FST P درصد تغییرات درجه آزادی منبع تغییرات
 <001/0 1784/0 68/19 6 هابين جمعيت

 0285/0 07563/0 07/9 6 هاها، درون جمعيتبين نمونه

 <001 2416/0 25/71 131 هادر  نمونه
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 در مناطق مختلف شاه میگوی آب شیرینهای نمونه در بین *آزمون دقیقو  FST: مقدار مقایسه شاخص 8 جدول
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 - + - + - . 194/0 كياشهر -درياي خزر

 - + - + - + . 045/0 127/0 تالاب انزلي

 + + + . 212/0 184/0 235/0 رودخانه جفرود 

 + - - + . 201/0 015/0 082/0 228/0 رودخانه  ماسوله رودخان

 - + . 216/0 199/0 193/0 230/0 189/0 رودخانه سياه درويشان 

 . 190/0 083/0 244/0 048/0 061/0 267/0 ارس درياچه

 دار بودن آزمون دقيق.،و معني FSTدار نبودن معني= +  -و آزمون دقيق .  FSTون معني دار نبودن در دو آزم = -هاي علامت *

 دهد.و آزمون دقيق را نشان مي FSTدار بودن در دو آزمون معني =  +  دار نبودن آزمون دقيق وو معني FSTدار بودن معني =  -+ 

 

نشان آزمون دقيق و  FSTشاخص تمايز نتايج همچنين 
 ،ر منطقه آستارا از سواحل جنوبي درياي خزرد كه دنددا

-شاههاي با ديگر نمونه جفرودرودخانه سياه درويشان و 

تالاب انزلي و  از مناطق كياشهر، ارس، ميگوي آب شيرين
داري رودخانه ماسوله رودخان از نظر آماري اختلاف معني

نيز نشان داد  AMOVA زمونآ نتايج .(p < 001/0)دارد 
رودخانه سياه درويشان و  هاي منطقه آستارا،كه بين نمونه

. بعد (p < 001/0)داري وجود دارد اختلاف معني جفرود
نيز  Bonferroni  (002/0 = p)از انجام ضريب تصحيح 

دار نبودند ولي بعضي از اختلافات موجود بين مناطق معني
رودخانه سياه  هاي مناطق آستارا،اختلاف بين نمونه

. بين p < 05/0)دار باقي ماند معني جفروددرويشان و 
گونه هيچ Bonferroni آزمونساير مناطق قبل و بعد از 
 (.9 )جدول اختلافي مشاهده نگرديد

هاي نمونه FSTدامنه با توجه به جدول مشخص مي شود 
بين تالاب انزلي و  015/0از  ،شاه ميگوي آب شيرين

منطقه  هايبين نمونه 267/0رودخانه ماسوله رودخان تا 
. بيشترين اختلاف استمتغير  ارس درياچهآستارا و -خزر
FST هاي منطقه آستارا در تمام مناطق مختلف بين نمونه
در  (.9 بدست آمد )جدول 267/0 با مقدار ارس درياچهو 

 DNAناحيه كنترل يابي يافته هاي بررسي توالي مجموع،

 آزمون نتايج بر اساس ميگوي آب شيرينشاهميتوكندري 
AMOVA شاخص تمايز و همچنين FST  و آزمون دقيق

توان سه جمعيت مختلف را در نظر گرفت نشان داد كه مي
و  جفرودرودخانه هاي منطقه آستارا، كه شامل جمعيت

 د.نباشمي رودخانه سياه درويشان
 

 و نتیجه گیری بحث
تا  موجب شدهكاهش ذخاير آبزيان در اكثر نقاط جهان 

ساختار ذخاير به مطالعه و تعيين  محققين جهت مديريت
بخوبي اثبات شده روي آورند و  هاي با ارزشژنتيکي گونه

بسيار   ژنتيک جمعيت آبزيان و مديريت شيلات رابطه كه
ترين  يکي از عمدهاز طرفي نزديکي با يکديگر دارند. 

ها بين مسائل در ژنتيک جمعيت، شناخت تفاوت
يي پراكنش آنها جمعيتهاي مناطق در محدوده جغرافيا

هاي مديريت شيلاتي از  گيري تواند در تصميم است كه مي
برداري پايدار و حفاظت از تنوع ژنتيکي مورد  جمله بهره

اين  موضوعبا توجه به اهميت  . لذااستفاده قرار گيرند
مطالعه به بررسي تنوع ژنتيکي گونه مهم شاه ميگوي آب 

 شيرين در مناطق مختلف كشور پرداخت. 
 DNAنشان داد كه منطقه كنترل اين تحقيق ايج نت

و وجود سه  بودهميتوكندري از تنوع بالايي برخوردار 
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، رودخانه سياه درويشان و آستاراجمعيت شامل منطقه 
در تاييد اين مطلب مي توان به . اثبات مي نمايدجفرود 

با در مطالعات مختلف تاكيد كرد.   Dحلقهنقش موثر 
به عنوان قسمتي از   Dحلقهحققين، هاي متوجه به يافته

شود كه از منطقه آغاز همانند ناحيه كنترل معرفي مي
شروع و تا توالي پيوسته  (OH)سازي رشته سنگين 

TAS)انتهايي 
1
ها ادامه دارد. علاوه بر وظيفه اين قسمت (

هاي جانشيني هاي طولي ونواحي چپ و راست بوسيله جهش
. اما به (Clayton, 1991) يابندمي غييربازي به سرعت ت

ها در منطقه كنترل دليل حذف و الحاق بالا توزيع جهش
ها تغيير يابد. امروزه مطالعات تواند در بين گونهمي

منتشر  انآبزيدر  يابي منطقه كنترلاي از تواليگسترده
 ;Baric et al., 2005; Nazari et al., 2013) شده است

Khoshkholgh et al., 2011; Wang et al., 2014  .)
يابي مطالعاتي كه بر اساس توالي، محققينبنابر نظريات 
هاي گونه فيلوژنتيکي ساختار ،پذيردصورت ميمنطقه كنترل 

هاي نزديک بهم و همچنين ساختار ژنتيکي جمعيت
و در  (Avise, 1994)سازد مختلف آبزيان را معلوم مي

تنوع قابل ري ميتوكند DNAاين ناحيه از اين مطالعه نيز 
در برخي از در تحقيقات مختلف  اي را نشان داد.ملاحظه
ژنتيکي  وجود ساختارهاي سخت پوستان نظير ميگو گونه

گزارش و دلايل متعددي از جمله فاكتورهاي جمعيت 
هاي رفتاري براي توجيه اين ساختار محيطي، مکانيسم

 ;Aubert and Lightner 2000)است  گرديدهعنوان 

Garcia Machado et al., 2001). 
مشاهده شدند هايي كه در اين بررسي تعداد هاپلوتيپ

نشان از سطوح بالاي چندشکلي در اين قسمت از مولکول 
mtDNA  .در اين بررسي با روش توالي همچنين دارد

هاپلوتيپ  38ميتوكندري تعداد  DNAيابي منطقه كنترل 
 Chuير مشخص گرديد كه در مقايسه با ديگر محققان نظ

كه با  2موزي ( در بررسي ميگوي2003و همکاران )
هاپلوتيپ بدست آوردند  15آنزيم برشگر  4استفاده از 

                                                           
1
 Termination association sequence  

2
 Fenneropenaeus merguiensis 

و  Valles-Jimenezبيشتر بوده و نسبت به مطالعه 
هاي ميگوي ( كه با بررسي جمعيت2006همکاران )

 ،هاپلوتيپ بدست آوردند 48آنزيم  4با استفاده از  3سفيد
العه حاضر ميانگين تنوع هاپلوتيپي در در مط كمتر بود.

 4شاه ميگوي آب شيرين بالا بوده و نسبت به ميگوي ببري
آنزيم برشگر عدد  5استفاده از  و PCR-RFLPروش  كه با
(، Klinbunga et al., 1998بدست آمده بود ) 537/0

هاي ديگر بر روي گونه بيشتر بود. همچنين در بررسي
 COI–COIIآنزيم و ژنهاي  11ميگوي ببري با استفاده از 

و  864/0، تنوع هاپلوتيپي مشابهي mtDNAمولکول 
855/0 (Klinbunga et al., 1999بدست آمد ). 

هايي كه در نشان داد كه نمونه همچنيننتايج اين بررسي 
هاي دريايي صيد شده بودند، در مقايسه با نمونه هارودخانه

ي برخوردارند. ااين گونه از تنوع ژنتيکي قابل ملاحظه
مطالعات اوليه با استفاده از الکتروفورز پروتئين نشان داد 
كه گونه خرچن  دراز آب شيرين در مقايسه با ديگر 

تري برخوردار از هتروزيگوسيتي پايين شاه ميگو هايگونه
هاي داده تنوع با وجود اين مطلب، (.Crandall, 1997است )

وسط محققين ت 5ميگوي آب شيرينشاه آلوزايمي در
 Fevolden and Hessenمختلفي گزارش شده است 

,1989; Agerberg ,1990; Fevolden  et al., 1994) 

( در چهار 1990در سال )  Agerberg به عنوان مثال، (.
در سوئد و  ميگوي آب شيرينشاه جمعيت مورد بررسي از

لهستان تنوعي ژنتيکي قابل مشخصي را مشاهده نکرد اين 
( 1989در سال ) Hessenو  Fevoldenاست كه در حالي 

داري را از ( اختلاف معني1994و همکاران ) Fevoldenو 
 وگزارش در اين گونه هاي نروژ نظر ژنتيکي در جمعيت

هاي نروژي از سوئد كه احتمالا جمعيت نداذعان داشت
 اختلاف ژنتيکي مورد بحث را اثر علت اند وآورده شده
 د.دننتيکي عنوان نموو رانش ژ 6بنيانگذار

                                                           
3 Litopenaeus vannamei 
4 P. monodon  
5
 A. astacus 

6
 Founder 
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فاصله ژنتيکي بدست آمده در اين بررسي با استفاده از 
هاي مورد داري را بين جمعيتختلاف معنيايابي توالي

هاي با يافته هاي اين بررسيداده همچنيننشان داد. بررسي 
Schulz ( همخواني داشت و مشخص 2000در سال )
يکديگر هايي كه از نظر جغرافيايي به جمعيت ديگرد

با اين شباهت ژنتيکي زيادتري دارند.  ،نزديکتر هستند
اي يا جدايي اجداد ممکن است سازگاري منطقهتوضيح كه 

 در همين رابطه،  در اين رابطه نقش موثري داشته باشد.
Agerberg (1990 با استفاده از روش اللوزايم تنوع )

شاه ميگوي آب شيرين، شاه ميگوي بازو  ژنتيکي سه گونه
 21از  و را مورد بررسي قرار داد 2و ميگوي راهنما 1باريک

براي مطالعه تنوع  را آنزيم 15تعداد  ،آنزيم مورد استفاده
 .ددانستنژنتيکي وفيلوژنتيکي بين سه گونه مناسب 

و همکاران  Alarantaاي ديگر همچنين در مطالعه
را در سه  شاه ميگوي آب شيرين( تنوع ژنتيکي 2006)

يابي ناحيه با استفاده از توالي فنلاند و استوني كشور سوئد،
ITS1  هاي منطقهجمعيت و نشان دادندمورد بررسي 

ا مختلف بسازي مناطق فنلاند بدليل تبادل و ذخيره
جمعيت  5دو جمعيت از  ليو تنداختلافي نداش يکديگر

به عنوان  ITS1 و در نهايت ناحيه داشتندسوئد اختلاف 
هاي مشابه اين گونه و گونه عاتمطاليک نشانگر براي 
اندازه جمعيت،  از جملهبيشتري  تحقيقات معرفي گرديد.

هاي كيفيت محيط زيست و تنوع ژنتيکي در سطح ژن
هاي محيط زيستي تواند به ارزيابي محدوديتمختلف مي

هاي يا رانش ژنتيکي در كنار تفکيک ژنتيکي جمعيت
اي هجمعيت ييبراي مشخص نمودن ساختار جغرافيا ،مختلف

 كمک نمايد.خرچن  دراز آب شيرين 
 آزمونهمچنين  ، آزمون دقيق وFST تمايز شاخص

اوتي در ان داد كه اختلاف فراواني ژني متفهتروژني نش
هاي مورد بررسي وجود دارد. در اين بررسي جمعيت

ها در داري در بين همه نمونهساختار جمعيتي معني
هاي گرديد. نتايج دادهو درياي خزر مشخص  هارودخانه

                                                           
1
 A. leptodactylus 

2
 Pacifastacus leniusculus  

ميتوكندري وجود حداقل  DNAيابي منطقه كنترل توالي
سه گروه ژنتيکي را مشخص نمود كه سه جمعيت رودخانه 

و ناحيه آستارا اختلاف زيادي از  جفرودسياه درويشان و 
 نزديک جغرافياييفاصله رغم نظر ژنتيکي نشان دادند. علي

 جفروددرويشان و  هاي مختلف نظير رودخانه سياهجمعيت
اين در حالي داري را از خود نشان دادند. اختلاف معني
هاي ديگر نمونه ازهاي ارس با فاصله زياد است كه نمونه

اختلاف  و از نظر آماري شتشباهت ژنتيکي دا ،مناطق
نيازمند مشخص  اين مسئله و مشخص نگرديدداري معني

باشد. مي يندهژنتيکي اين منطقه در مطالعات آنمودن منشاء 
ها از نظر بيشتر جمعيت FST تمايز شاخصبا توجه به 
تواند در مي داري را نشان دادند. اين نتايجمعنيآماري اختلاف 

ريزي مديريت استراتژيک بازسازي ذخاير مورد برنامه
تعداد دو جمعيت رودخانه علاوه بر اين، استفاده قرار گيرد. 

ر درياي خزر اختلاف ماسوله رودخان و ناحيه كياشهر د
ها از خود نشان ژنتيکي كمي در مقايسه با ديگر جمعيت

هاي آستارا با ديگر از جمله دلايل اختلاف بين نمونه. دادند
شرايط توان به اين مسئله اشاره نمود كه مناطق مي

محيطي درياي خزر و همچنين ترجيح دادن مناطق كم 
تواند ني ميها در دوره لاروي و جواعمق دريا و مصب

مدت با بلندساختار ژنتيکي شاه ميگوي آب شيرين را در 
تغيير در فراواني ژني در كنار نوسانات اندازه جمعيت تحت 

 .(Cristescu et al., 2005) تاثير قرار دهد
 mtDNAنشان داد كه نشانگرهاي  تحقيقاين يافته هاي 

 هاي گونهابزار مناسبي براي مطالعه تنوع ژنتيکي جمعيت
ها د. اگرچه برخي جمعيتنشاه ميگوي آب شيرين مي باش
دادند و نشان از اختلاط  بروزشباهت ژنتيکي از خود 

درياي  منطقه آستارا در هاي. جمعيتشتها داجمعيت
. بودها از جدا بودن اين گروه از ديگر جمعيت حاكيخزر 

هاي طبيعي بيشتر در شمال كشور بدليل اينکه جمعيت
عنوان نمود اختلاف  تواننمي طور قطعي وجود دارد به

ژنتيکي موجود مربوط به چندشکلي اجدادي اين گونه 
بوده  ارس يا تحت تاثير معرفي اين گونه به درياچه بوده
در مزارع مقايسه تنوع ژنتيکي در مطالعات آينده است. 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 ...(Astacus leptodactylus)بررسی ساختار ژنتیکی جمعیت شاه میگوی آب شیرین                         خوش خلق و نظری 

130 

 

و يا گونه اين  ذخيره سازي شده ازهاي پرورشي، درياچه
بيعي كشورهاي همسايه نظير با مقايسه با ذخاير ط
تواند به مطالعه جامع ژنتيکي آذربايجان و تركيه مي

هاي گونه شاه ميگو كمک نمايد. همچنين استفاده جمعيت
هاي هاي قديمي و همچنين بکارگيري ديگر روشاز نمونه

2و  1هاريزماهوارهمطالعات تنوع ژنتيکي نظير 
SNP  و

نوع ژنتيکي و تکاملي هاي تمقايسه با مطالعه حاضر بررسي
 سازد.  اختلاف ژنتيکي را تسهيل مي

 
 تشکر و قدردانی

توسط  89004480حمايت مالي اين تحقيق با كد مصوب 
صورت پذيرفت و  صندوق حمايت از پژوهشگران كشور

هاي دانند به جهت حمايتنويسندگان بر خود لازم مي
اجرايي و مالي اين تحقيق تشکر و قدرداني نمايند. 

 در طول انجام اين تحقيق كليه كساني كهمچنين از ه
قدرداني  ها كمک نمودند، آوري نمونهبخصوص در جمع

 شود.مي
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Abstract 
In this study population genetic structure of freshwater crayfish (Astacus leptodactylus) in Iran was 

investigated using direct sequencing of mtDNA control region. A total of 132 samples were collected 

from the different locations. The quality and quantity of total DNA were determined by agarose gel 

electrophoresis ethidium bromide staining and spectrophotometery, respectively. The results showed 

that 38 haplotypes were observed between samples in sequencing analyses. The haplotype diversity 

(h) and nucleotide diversity (π) were 0.811±0.049 and 0.0127±0.0038 sequencing techniques, 

respectively. Tajima’s D and chi-square (χ
2) 

values were 3.120 and 78.25, respectively. The significant 

positive D value for the samples might suggest balancing selection. Significantly negative 

Fu's Fs values and significantly positive Harpending test values were taken as evidence of a 

population expansion.The results of FST ,Exact test and analysis of molecular variance (AMOVA) 

demonstrated that samples between Siahdarvishan River , Jafrood River and Astara region in the 

southwest Caspian sea statistically are significant in sequencing techniques (P<0.0001).Therefore 

three distinct groups were identified.  These results showed that haplotype distributions in different 

locations were significant and populations of Siahdarvishan River and Astara region statistically were 

significant (P < 0.0001). These results suggests that the unique genetic structure of Siahdarvishan 

River, Jafrood River and Astara region represent a highly valuable genetic resource and provide useful 

information for identifying populations and genetic improvemnet.  
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