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 : خلاصه 
 200 تعداد  Mnemiopsis leidyi جمعيت شانه دار درياي خزر يژنتيكساختار بمنظور بررسي  

 (سواحل مازندران  نمونه از 50، )منطقه آستارا(سواحل گيلان  نمونه از  50شامل نمونه از درياي خزر 
 رخز شمالي  درياي هيناحنمونه از  50و) گميشان منطقه (سواحل گلستان  نمونه از  50، )منطقه امير آباد

  . جمع آوري گرديد
بطوريكه  غلظت آن در كليه   كلروفرم انجام ،– با بهينه سازي روش فنل DNAاستخراج 

در .  استفاده شده استRAPD و RFLP در اين بررسي از دو روش . نانو گرم بود100 تا 50نمونه ها 
 18s rRNA ژن    با استفاده از يك جفت پرايمر از چينش نوكلئوتيدهايPCR واكنش  ،RFLPآناليز 
 12 از آنزيمدو .گرديدانجام آنزيم محدود كننده  12بانيز PCRو هضم آنزيمي محصولات  شد انجام

 داراي الگوي هضم آنزيمي متفاوتي بوده و هر يك از اين آنزيمها دو ژنوتيپ )Alu I و Dra I (زيم«آ
بقيه .  نمونه اختلاف نشان داد 6ر  دDra I نمونه و آنزيم 5 در Alu Iآنزيم . اند متفاوت را نشان داده

 داراي الگوي هضم آنزيمي يكساني داشته و باندهاي ايجاد شده در PCR بر روي محصول آنزيمها 
   .تمام نمونه ها مشابه بود

 50pb پرايمر استفاده شده و كليه نمونـه هـا همـراه بـا نـشانگر     19 از RAPDجهت انجام آناليز 

DNA      پرايمـر،   19پـس از الكتروفـورز نمونـه هـا از           . كتروفـورز گرديـد    درصـد ال   1 بر روي ژل آگارز 
براساس تجزيه تحليل داده ها ،ميانگين تنوع ژنتيكي        . پرايمر الگوهاي باندي چندشكلي را نشان دادند      10

.  بـوده كـه  بيـشترين تنـوع در ناحيـه شـمالي دريـاي خـزر مـشاهده شـد                      189/0در مناطق نمونه برداري     

   



  
  

   درياي خزر ،تنوع ژنتيكي، Mnemiopsis leidyi, RAPD, RFLP: كلمات كليدي  

  

   



  1...............................    .........................ولكولي به روش م(Mnemiopsisi leidyi)شانه دار درياي خزر جمعيت طرح بررسي مولكولي 

  :مقدمه

 محيط دريايي تمام شاخه اي از بي مهرگان مي باشند كه تقريباً در (cetenophora)ان شانه دار

.  اكثر گونه ها داراي شناي آزاد مي باشندده واز سطح تا عمق و از مناطق گرمسيري تا قطب يافت ش

ار دانشمندان معتقدند كه شانه داران اكثراً شبيه هم بوده و تعدادي نيز در مسير مراحل تكاملي دچ

 شانه داران به دليل شكننده بودن و مشكل  ازشناخت بطور كلي. (Mills,2001)تغييراتي گرديده اند

 .جمع آوري ، بسيار اندك است

امروزه پيشرفت علم ژنتيك و ماركرهاي مولكولي در حد بسيار زيادي در شناسايي گونه ها 

تلاش . را تحت تاثير قرار داده استموثر واقع شده ، بطوريكه بررسي سيستماتيك و اكولوژي آبزيان 

براي يافتن ماركرهاي مولكولي براي تشخيص گونه ها و جمعيتها مي تواند كمك موثري براي حفاظت 

گونه هاي در معرض خطر و يا شناسايي گونه هاي غير بومي در شرايط بحراني باشد كه در كوتاهترين 

 ,.RAPD  (Williams et alقبيل  ازPCR هايتكنيك .دقت انجام مي پذيرد حداكثر با و زمان ممكن

 براي شناسايي ژنوتيپ گونه ;Panaud et al., 1996)  (Cronin et al., 1994ميكروساتليت   ، (1990

 .هاي مختلف بكار مي روند  ها و جمعيت

 صورت نگرفته شانه دارتاكنون مطالعاتي در خصوص بررسي جمعيت هاي احتمالي 

آنان با . شانه داران انجام دادند مطالعاتي را در مورد فايلوژني شاخه) 2001( و همكاران  Podar.است

 و Bridge.   ، تاكساهاي مهم شانه داران را مورد مطالعه قرار دادند18s rRNA ژن توالياستفاده از 

 mtDNA را با استفاده از  Ctenophora و شاخه Cnidariaارتباط فايلوژني رده ) 1992(همكاران 

 در آنتروزوآ به شكل مولكولهاي حلقوي مي باشد mtDNAنتايج نشان داد كه . طالعه قرار دادندمورد م

كه شدعلاوه بر اين نشان داده . است خطي mtDNAسيفوزوآ ، كوبوزوآ و هيدروزوآ در، در حاليكه 

   



  2...............................    .........................ولكولي به روش م(Mnemiopsisi leidyi)شانه دار درياي خزر جمعيت طرح بررسي مولكولي 

 مي باشد هاي مولكولي درياي خزر به روششانه دارهدف از اين تحقيق بررسي مولكولي جمعيت 

هاي مولكولي مناسب را جهت شناسايي گونه و جمعيت هاي احتمالي نشانگرتا از اين طريق بتوان 

 .شناسايي و معرفي نمود

  

 Mnemiopsis leidyiشانه دار  -1

Mnemiopsis leidyi   يكي از گونه هاي شانه داران است كه بومي مناطق مصبي سواحل غربي

 به ميزان زياد از زئوپلانكتونها ، تخم و لارو ماهيان تغذيه اين گونه. شمال و جنوب آمريكا مي باشد

شانه داران توان رشد سريعي داشته و .  برسانندنموده و از اين طريق مي توانند به جمعيت ماهيان آسيب

 1980طي سالهاي ). 1386 ،  و همكارانروحي(مي توانند به ميزان زياد تغذيه ، رشد و توليد مثل نمايند 

 به عنوان يكي بطوريكه به درياي سياه به تدريج بر كل اكوسيستم اثر گذاشت M. leidyiتهاجم گونه 

ذخاير و صيد ماهيان پلاژيك در درياي سياه گزارش شده است از مهمترين دلايل كاهش شديد 

(Kideys, 2001). 

كاهش سريع تراكم تخم و لارو ماهيان و مزوزئوپلانكتونها و تغيير تركيب گونه اي اكوسيستم 

به نظر مي  .(Konsulov & kamburska,1998)ها از هشدارهاي ورود اين جانور محسوب مي شود 

 درياي سياه و آزوف به درياي خزر به وسيله آب توازن كشتي ها از طريق رسد ورود شانه دار از

پس از تهاجم اين شانه داربه ) . Ivanov et al .,2000( دون صورت گرفته است –رودخانه ولگا 

 اخير ، فراواني و زيتوده آن به سرعت افزايش يافته و يدرياي خزر و سرعت تكثير زياد آن طي سالها

به دنبال تهاجم ) .1386و همكاران،روحي  ( اكوسيستم درياي خزر را فرا گرفته استتماميهم اكنون 
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  : مولكوليماركرهاي -2

 PCR و غير مبتني بر PCR  در دو گروه نشانگرهاي مبتني بر DNAهاي مولكولي در سطح نشانگر

 ,AFLP1, STS2, SSR3 , مي توان به   PCR مبتني بر DNAاز نشانگرهاي . تقسيم بندي شده اند

SCAR4 , RAPD5اين دسته از نشانگرها نياز به زمان و هزينه كمتري براي نقشه يابي .  اشاره نمود

  . اشاره نمودRFLP6  مي توان به PCRهمچنين از نشانگرهاي غير مبتني بر . ي دارندمولكول

 خود   بازهاي  در رديف  تفاوتهائي  داراي  طور طبيعي  به موجودات   ژنوم  كه  است  شده مشخص      

اگر . دارد  نام ژنتيكي  چند شكليكه شود   مي  جمعيت  در افراد يك  گوناگوني سبب و همين امرباشند مي

   باشند به  ايجادشده  محدودكننده آنزيم   شناسائي در جايگاه  DNA  بازهاي  در رديف  چند شكلي اين

 ناحيه   يك آنزيمي  بر اثر هضم  كه  است  غيريكسان الگوهاي وجود . RFLP  است  رديابي  قابل راحتي

   علت  به غيريكسان  الگوهاي  اين.شود  مي  مشخص  محدود كننده آنزيمهاي  بوسيلهِ DNA از خاص

   .آيد بوجود مي   محدود كننده  آنزيمهاي  حضور جايگاه  حضور يا عدم  به بسته  DNA تفاوت

                                                           
1- Amplified fragment length polymorphism 
2- Sequence tagged site 
3- Microsatellites  
4- Sequence characterized amplified region 
5- Random amplified polymorphic DNA 
6- Restriction fragment length polymorphism   
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   يك  روش در اين. نيز در مطالعات جمعيت كاربرد داردRAPD روش RFLPعلاوه بر روش 

 در   است  شده انتخاب بازهاي مختلف   از تواليهاي تصادفي  بطور  كه  كوتاه آغازگر چند نوكلئوتيدي

يا از   DNA هاي   چندشكلي  تكنيك در اين. گيرد قرار مي PCR تكثير در    براي مجاور ساير مواد لازم

  در اثر  كه دگرگونيهائي  آغازگر يا از طريق   اتصال  و درمكانهاي  DNAدر توالي  موجود اختلافات

  اگر مكانهاي      . گردد مي   مشاهده  است  داده  روي  تكثير شده در نواحي   و انورسيون  حذف،   شدن اضافه

   طي   پليمراز قادر به DNA باشند، قرار گرفته   الگو، در فاصلهِ مناسبي  دو رشته  آغازگر روي اتصال

تا  9 با طول  ازآغازگرهائي  بطور كلي  روش در اين.بود  خواهد  دو پرايمر اتصالي  فاصله كردن

 .شود  مي استفاده G +C  درصد 50   محتواي نوكلئوتيد با حداقل10
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   و روشها  مواد-3

   مورد نياز  مواد مصرفي-3-1

1 -STEشامل    NaCl) mM100( ،Tris) mM10( ،EDTA) mM1 ( 8 با =pH   

2 - SDS) Sodium Dodecyl Sulfate (2 درصد   

  mg/ml10   با غلظتk پروتئيناز - 3

  pH= 5/7 -8 با    فنل- 4

5 - hydroxy quinoline 8-   با نسبت g1/0 درصد )g1/0 ليتر فنل  ميلي100 در   (  

   مولار 3    و غلظتpH =2/5  با   سديم  استات- 6

   درصد 70 و   مطلق  اتانل  الكل- 7

  RNase   آنزيم- 8

   آگارز-9

10- TBE) x10 (شامل  :Tris) mM890(اسيدبوريك ، ) mM890 ( وEDTA) mM25 ( 8با= pH  

  ،)w/v50(% ،EDTA) mM10 ( گليسرول:   شاملLoading buffer   كننده  بافر سنگين-11

  )   درصد1( بلو  وبروموفنل

   mg/ml10   برومايد با غلظت  اتيديوم-12

13- DNAهدف     

  mM2   با غلظتdNTP  مخلوط-14

15- 2 MgClبا غلظت   mM 50   

  x10( PCR( بافر -16

  Taq DNA Polymerase   آنزيم-17
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 -18  نمونه هاي شانه دار

   پرايمر -19

  bp50 و bp100 ماركر   -20

  

  :   مورد استفاده  دستگاههاي-3-2

  : عبارتند از  بررسي   در اين  مورد استفاده دستگاههاي

    Corbet reserch  مدل Thermal cycler   دستگاه-

  HOEFER - UVIF 20      مدل  داكيومنتيشن  ژل-

  HOEFER - FE 6152     مدل  الكتروفورز عمودي-

     پويا پژوهش    مدل  الكتروفورز افقي-

  سيگما  سانتريفوژ   مدلميكرو  -

 Eppendorfبيوفتومتر مدل 

  بن-     ماري

   انكوباتور -

 -   همزن
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  روشها – 3-2 

 - 1-2-3   روش نمونه برداري

درياي خزر شامل حوضه جنوبي  نمونه از 200به تعداد  درياي خزر شانه دارنمونه برداري از   

 نمونه 50و ) منطقه امير آباد ( نمونه از سواحل مازندران 50، ) منطقه آستارا( نمونه از سواحل گيلان 50

 جمع آوري )آبهاي روسيه( شمالي خزر نمونه از 50همچنينو ) منطقه گميشان (از سواحل گلستان 

ميكرون و به صورت  100ليه نمونه ها با استفاده از تور زئوپلانكتون با چشمه  ك .)1شكل(گرديد

 به آزمايشگاه ژنتيك مولكولي پژوهشكده ،نمونه ها پس از فيكس در الكل مطلق.  صيد گرديدكششي

  . اكولوژي درياي خزر منتقل گرديد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 ●:     محل نمونه برداري  
 

 

 

 زردرياي خدر مناطق نمونه برداري از شانه دار  : 1شكل 
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   DNA   استخراج-3-2-2

   فنل روشبهينه سازي  از بررسي  در اين  وجود دارد كه  مختلفي  روشهايDNA   استخراج براي  

  ).  Fevolden & Pogson,1997(شده است  استفاده  كلروفرم-

 STE ،30 ميكروليتر500 و مقدار  انداخته   ميكروتيوپ  يك  را درونيك عدد شانه دارابتدا   

 50   ماري  دربن  ساعت3-4  ها بمدت نمونه.  شد  اضافه  آن  بهK ميكروليتر پروتئيناز 4 و SDSروليتر ميك

   آن  به  ميكروليتر فنل500 گرديد، مقدار   حل  بخوبي  بافت  از اينكه پس.  شد  سانتيگراد قرار داده درجه

   مدت  از اين پس.  گرفت  قرار مي همزن   بر روي  اتاق  در دماي  دقيقه20-30   بمدت    و سپس اضافه

وژ، لايه رويي را جدا و به يپس از سانتريف. وژ گرديدي سانتريف  دقيقه5   بمدتrpm13000ها در  نمونه

 دقيقه 20 ميكروليتر كلروفرم به آن اضافه و مدت 500يك ميكروتيوپ ديگر منتقل كرده و مقدار 

  مجدداً لايه. شود وژ ميي دقيقه سانتريف5 به مدت rpm 13000بعد از اين مدت در . ورتكس شده است

   و دو برابر حجم  سديم  ميكروليتر استات40 و مقدار   ديگر ريخته  ميكروتيوپ  را در يك رويي

   ابر مانند بشكل اي  هاله  مرحله در اين.  شد  اضافه  آن  به  مطلق الكل)  ميكروليتر800حدود  ( شده برداشت

، DNA    دادن  رسوب براي.   استDNA   همان گردد كه  مي  تشكيل  سفيد رنگ  هاي از نخ كلافي

  رسوب و  ه دور ريختداخل لوله را  الكل  سپس. وژ گرديدي سانتريف  دقيقه15   بمدتrpm13000 با محلول

ل موجود  الكپس از اين مرحله،.  شد داده  درصد شستشو70 ميكروليتر الكل50   با  لوله  رنگ ته شيري

   دقيقه30-45   و بمدت اضافه   آن  مقطر به  ميكروليتر آب50مقدار در ديواره لوله را بطور كامل خارج و

   مقطر حل  در آب  شده استخراجDNA       مرحله در اين.  شد  گراد قرار داده  سانتي  درجه37   ماري دربن

  .گردد مي
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 1 و الكتروفـورز ژل آگـارز        دسـتگاه فتوبيـومتر    اسـتخراج شـده از       DNA جهت بررسي كمـي و كيفـي        

هـا در طـول     نمونـه نـوري روش مقـدار جـذب    اين  در  . درصد با رنگ آميزي اتيديوم برمايد استفاده شد       

  . نانومتر اندازه گيري شده است280 و 260موج 

  

  -PCR   3-2-3  واكنش

  ژن  يدهايتوالي نوكلئوت از PCR و واكنش RFLPدر اين بررسي جهت انجام آناليز   

 18s ribosomal RNA مربوط به M. leidyi آمد بدستژن بانك طريق  ازكهPodar et al., 2001 )  (

 انجام PCR عمل ( Mircea, 2001) با استفاده از يك جفت پرايمر اختصاصيگرديده واستفاده 

  . دگردي

Primer 1:    5′ -TGT ACA CAC CGC CCG TC -3′  
Primer 2:     5′ - CTT AAG TTC AGC GGG TAG TCT CG -3′ 

 واحد آنزيم µM200 ،1 با غلظت PCR) X10( ،dNTP بافر µl 5 با استفاده از PCRواكنش  

Taq DNA polymerase ،MgCl2 با غلظت  mM5/2 ،50 نانوگرم  100  تاDNA هدف و آب مقطر 

  .  برسد، انجام شدµl50اي كه حجم نهايي محلول واكنش به  به اندازه

 درجه سانتيگراد Denaturation ،94) ( واسرشته سازي ه دستگاه ترمال سايكلر بترتيببرنام

  براي بسط واكنش ثانيه و30 درجه سانتيگراد بمدت  54،  (Annealing)اتصال پرايمر ،  دقيقه1بمدت 

       (Extension )72  چرخه بوده است30 دقيقه براي 1 درجه سانتيگراد بمدت    .  

 6 و الكتروفورز ژل پلي اكريل آميد pb DNA 50 با استفاده از ماركر PCRت محصول كميت و كيفي

  .درصد و رنگ آميزي نيترات نقره مشاهده و مورد بررسي قرار گرفت
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  ) RFLP آناليز ( PCR   محصولات  آنزيمي  هضم-3-2-3 

 را PCR  حصول از م  مشخصي حجم ،DNA باند   با شدت ها متناسب نمونهآنزيمي    هضم جهت  

   آن  به  ميكروليتر آنزيم1 و  ميكروليتر بافر آنزيم2 و مقدار   ريخته ميكروليتري5/0   ميكروتيوپ در يك

   كردن  از مخلوط  پس  فوق محلول. شد  ميكروليتر رسانده20   به  آن  حجمdH2O با   و سپس  كرده اضافه

   و كيفيت  كميت  بررسي  جهت  و سپس  قرار گرفتهسانتيگراد  درجه37   ماري  در بن  ساعت2-3  بمدت

و با رنگ آميزي نيترات  درصد الكتروفورز 6آميد   اكريل  پلي  ژل  بر رويها  نمونه،  آنزيمي  هضم عمل

 ,Alu I, Dra I, Alw26, Bcl I آنزيمهايبررسيدر اين  .نقره باندهاي ايجاد شده قابل مشاهده گرديد

Eco 47I, Msp I, Hae III, Rsa I   ,   HaeII, HapII, MaeII, MaeI استفاده شد.  

 

  (RAPD) با پرايمرهاي تصادفي PCRواكنش  -3-2-4

  
توالي پرايمرهاي .  نوكلئوتيدي استفاده گرديد10تصادفي پرايمر 19ش از كنبراي انجام اين وا

 با غلظت PCR) X10( ،dNTP بافر µl 5 با استفاده از PCRواكنش .  آمده است1مزبور در جدول 

µM200 ،1 واحد آنزيم Taq DNA polymerase ،MgCl2 با غلظت  mM5/2 ،50  نانوگرم 100 تا 

DNAاي كه حجم نهايي محلول واكنش به   هدف و آب مقطر به اندازهµl50برسد، انجام شد  .  

 دقيقه براي 5به مدت درجه سانتيگراد  94 برنامه حرارتي دستگاه ترمال سايكلر به صورت

تا  36به مدت يك دقيقه ، درجه سانتيگراد  94  چرخه حرارتي به صورت 30 اوليه  و سپس تسرشوا

 دقيقه به منظور بسط واكنش  2به مدت درجه سانتيگراد  72به مدت يك دقيقه ، درجه سانتيگراد  41

فورز ژل  از الكتروPCRبه منظور مشاهده باندهاي حاصل از واكنش . تنظيم و مورد استفاده قرار گرفت

  .  درصد و رنگ آميزي نيترات نقره استفاده شد1آگارز 
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  RAPDمورد استفاده در واكنش تصادفي توالي پرايمرهاي  : 1 جدول

لي  توا شماره توالي شماره

1 ACT  TGT  GCG  G 11 CAA  GGG AGG T 

2 TGG  GCT  CGC  T 12 GAG CTC GCG A 

3 CCC  ACT  GAC  G 13 CAA GGG AGG T 

4 GCT  GCT  GGA  G 14 GAG  CTC GCG  A 

5 GGT  GGC  GGG A 15 GGG CAC GCG A 

6 GCT  GCT GGA  G 16 GAG GGC AAG A 

7 GAG GTC CAG  A 17 TTC CCC GCG C 

8 ATC  GGG TCG G 18 GAG CAC CAG G 

9 GCT GCT GGA G 19 CCT GGG CTT C 

10 CTT TCG  TGC  T   

  
  
  
  حليل آماري  تجزيه و ت-3-2-5

  
 ، در هر ژل در DNAپس از مشخص نمودن اندازه دقيق باندهاي حاصله توسط شاخص وزني 

براي اين منظور ابتدا . صورت حضور باند امتياز يك و در صورت عدم حضور باند امتياز صفر داده شد

ن جايگاههاي  جدولي تهيه شده كه در ستون آن افراد مختلف هر گروه و در رديفهاي آمنطقهبراي هر 

  .مختلف هرآغازگر به ترتيب از قطعات سنگين تر به سبكتر درج گرديد

 اين جدول براي همه افراد در گروههاي مختلف طبقه بندي شد و براي تمام آغازگرهاي بكار 

و ) سه بار تكرار ( براي امتياز دهي از باندهايي كه از حالت تكرار پذيري بالا .رفته تكميل گرديد
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به منظور تعيين تفاوتهاي ژنتيكي بين افراد داخل جمعيت ها و نيز ساختار ژنتيكي افراد از تست 

ANOVA استفاده گرديد (Excoffier et al ., 1992; Sivasundar &  Biemann, 2005).  

 آنزيم هاي پلي مورفيك به تعداد كافي يافت نشد، RFLPباينكه در روش قابل ذكر است با توجه 

  .تجزيه تحليل آماري انجام نشد
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  : نتايج -4

 نمونه شانه دار درياي خزر كه در الكل معمولي نگهداري شده بود، براي استخراج 200تعداد   

DNAخراج تاس.  مورد استفاده قرار گرفتDNAخزر با روش بهينه شده فنل از شانه دار درياي - 

با توجه به نتايج الكتروفورز  ه ونانوگرم بود 50 حدودكليه نمونه هادر DNAغلظت . كلروفرم انجام شد

  .)2شكل( بودند ژل آگارز از كيفيت مناسبي برخوردار 

 RFLP آناليز -4-1

 طراحيرايمرهاي   با استفاده از پ18S rRNA  استخراج شده، ژنDNAپس از كنترل كميت و كيفيت 

  ها با استفاده از نشانگر طول قطعه تكثير شده در كليه نمونه.  تكثير يافتPCRشده، با واكنش 

50pb DNA18  ژن برايS rRNA جهت هضم آنزيمي  .)3لشك( جفت باز بدست آمد825 حدود

، PCR براي هضم آنزيمي محصول  . آنزيم محدودگر استفاده شده است12 جمعا از PCRمحصولات 

  ,Alu I, Dra I, Alw26, Bcl I, Eco 47I, Msp I, Hae III, Rsa I, HaeII, HapIIآنزيمهاي

MaeII,  و MaeI  مورد استفاده قرار گرفتند و الگوهاي الكتروفورزي با ژل پلي اكريل آميد بدست 

ه كه با  تعداد و اندازه هر يك از قطعات ايجاد شده بر اثر عمل آنزيمهاي محدود كنند2جدول . آمد

ها با توجه به  اين اندازه. دهد  محاسبه گرديده را نشان ميPCRتوجه به توالي نوكلئوتيدهاي محصول 

  .  محاسبه شدPCRو تعداد بازهاي محصول ) شماره باز(تعداد و موقعيت قطع هر آنزيم 
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دار  شانه  18s rRNA مربوط به ژن PCR تعداد و طول قطعات ايجاد شده بر اثر هضم آنزيمي محصول : 2جدول 

  درياي خزر

تعداد قطعات   (bp)طول قطعات رديف آنزيم ژنوتيپ

1 A 4 

 
Alu I 

B 3 

192-207-256-170 

405-250-170 

2 A 2 

 
Dra I 

B 2 

435-390  

725- 100 

3 Alw26 I A 2 755- 70 

4 Bcl I A 2 720- 105 

5 Eco 47I A 2 205-620 

6 Msp I A 3 540- 230-55 

7 Hae III A 5 300- 220-125-100-80 

8 Rsa I A 2 278-550 

9 HaeII A 3 410- 220- 195 

10 HapII A 4 340- 200- 155- 130 

11 MaeII A 2 560- 265 

12 MaeI A 3 540-160-125  

  

كدام يك  هر Mae IIو  ,Dr aI, Alw26 I, Bcl I, Eco47 I, Rsa Iهاي  براساس جدول فوق آنزيم

 Msp   آنزيمهاي. حاصل شده استDNA قطعه 2 داشته كه در نتيجه PCRمحل قطع بر روي محصول 

I, Hae IIوMae I قطعه 3 محل قطع داشته كه در نتيجه هضم آنزيمي، تعداد 2 هر كدام DNA بدست 

 Hae II  4 وآنزيم DNA قطعه 4 محل قطع داشته كه تعداد 3  نيزHap II  آنزيم همچنين .آمده است

  .  بدست آمده استPCR از نتيجه هضم آنزيمي محصول محل قطع داشت كه 
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 جايگاه قطع بر 3 داراي 18s rRNA با توجه به ترتيب اسيدهاي نوكلئوتيد ژن Alu I آنزيم 

 256 و 207، 192، 170 قطعه به اندازه 4كه در نتيجه عمل هضم آنزيمي   بودهPCRروي محصول 

   . قابل مشاهده است 2 باندهاي ايجاد شده در جدول  تعداد و اندازه. نمايد جفت باز را ايجاد مي

 نمونه از 2 شمالي و ناحيه نمونه از 2(دار درياي خزر   نمونه از شانه5قابل ذكر است كه در   

ها متفاوت   تعداد و اندازه باندهاي ايجاد شده با ساير نمونه ) نمونه از سواحل گيلان1سواحل گلستان و 

در . دهد اكريل آميد نشان مي  را بر روي نمونه ژل پليAlu I دو نوع الگوي هضم آنزيمي 4 شكل .دبو

 400 و 250، 170هاي   با اندازهDNA محل قطع داشته كه در نتيجه قطعات 2ها آنزيم فوق  اين نمونه

  . جفت باز ايجاد شده است

 جفت 400 به دو قطعه PCR  داراي يك محل قطع بوده كه در نتيجه محصول Dra Iآنزيم 

باشند،  بر روي ژل  اين قطعات چون در تعداد بازها برابر مي). 5شكل (بازي تقسيم شده است 

 نيز، دو نوع PCRاثر اين آنزيم بر روي محصول .شوند آميد بصورت يك باند ظاهر مي اكريل پلي

 3 نمونه از ناحيه شمالي و 3( خزردار درياي   نمونه از شانه6در . الگوي هضم آنزيمي را نشان داده است

 با DNA قطعات ،، آنزيم فوق داراي يك جايگاه قطع بوده كه در نتيجه)نمونه از سواحل گلستان

 .مشاهده گرديده است جفت باز را 100 و 700هاي  اندازه

 ها الگوي باندي تك ريختي را نشان  آنزيم بر روي كليه نمونه12  آنزيم از 10با توجه به اينكه 

. نمونه هاكم بود، تجزيه تحليل آماري انجام نگرفته استتعداد دادند و تعداد آنزيمهاي پلي مورفيك و 

دليل بر نمي تواندهاي مورد بررسي  قابل ذكر است عدم مشاهده الگوهاي باندي چند ريختي در نمونه

اي ديگري استفاده در صورتيكه از ژنه.مورفيسم در شانه دار  درياي خزر باشد عدم وجود پديده پلي

 ديگري مورد استفاده قرار گيرد، احتمالا پديده پلي مورفيسم مشاهده  مولكوليگردد و يا  روشهاي

  .خواهدشد
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  درصد1 بر روي ژل آگارز  استخراج شده DNA الكتروفورز  :2شكل 

  
  
  
  
  
  
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 6-8 ستون ،هاي سواحل مازندران  نمونه1-5ستون . ر روي ژل پلي اكريل آميد بBcl Iبا آنزيم  PCR الگوي هضم انزيمي محصول    : 3شكل
   ماركر   M ستون  و ناحيه شمالي13-15ستون ،  سواحل گلستان9-12 ستون ،نمونه هاي سواحل گيلان
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 ستون ،ندرانسواحل مازهاي  نمونه1-5ستون .  بر روي ژل پلي اكريل آميدAlu Iبا آنزيم PCR الگوي هضم انزيمي محصول:  4شكل
     ماركر M  ستون وناحيه شمالي 13-15ستون ،  سواحل گلستان9-12 ستون ،سواحل گيلان نمونه هاي 8-6

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  

    
 ستون ،سواحل مازندرانهاي  نمونه1-5ستون .  بر روي ژل پلي اكريل آميدDra Iبا آنزيم PCR الگوي هضم انزيمي محصول

  ماركر   M ستون  وناحيه شمالي 13-15ستون ،  سواحل گلستان9-12 ستون ،سواحل گيلان نمونه هاي 8-6

:  5شكل
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4-2- RAPD  

از اختلاف نمونه هاي مورد بررسي ضم آنزيمي  مشاهده شده از هبا توجه به اينكه پلي مرفيسم

 ، RAPDو روش   تصادفي، تصميم گرفته شد كه با استفاده از پرايمرهايمعني داري برخوردار نبود

براي ) 3جدول  ( نوكلئوتيدي10تصادفي  پرايمر19 از اينرو تعداد .نمونه ها مورد بررسي قرار گيرد

 را چند شكلي پرايمر الگوهاي باندي 10، پرايمر  اين تعداداز. انجام واكنش مورد استفاده قرار گرفت

 تعداد باندهاي ايجاد شده توسط 3جدول . )15 تا 6 هايشك (در بين نمونه هاي مورد بررسي نشان دادند

 117 كه از اين تعداد هرديدمشاهده گ باند 144طي اين بررسي در مجموع . هر پرايمر را نشان مي دهد

 پرايمر 3 با توجه به جدول.شدندهاي ناهمسان در بين نمونه هاي مورد استفاده ظاهرباند به عنوان باند

)  باند6(يز كمترين باند را  ن18 و 16 ، 11 ، 9 ، 6و پرايمرهاي شماره )  باند12( بيشترين باند 15شماره 

 داراي درصد 31/49با ناحيه شمالي درياي خزر نمونه هاي  4جدول با توجه به  . ند نمودايجادرا 

درصد داراي كمترين باند هاي  22/47 مازندران با سواحل نمونه هايبيشترين باند هاي چند شكلي و

  .چند شكلي بودند

تعداد ميانگين .  خلاصه شده است5و تعداد آللهاي موثر در جدول تعدا آللهاي مشاهده شده 

در  وكمترين آن ) 304/1و 492/1(آللهاي مشاهده شده وآللهاي موثر در ناحيه شمالي بيشترين مقدار

 آللهاي مشاهده شده و تعداد آللهاي موثر در كل دگين تعدانضمن اينكه ميا. سواحل مازندران بود

  . بود336/1 و 493/1مناطق نمونه برداري شده، بترتيب 
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   RAPDي مورد استفاده در واكنش تعداد باندهاي ايجاد شده توسط هر يك از پرايمرها : 3جدول 

باند تعداد پرايمرمارهش   نوكلئوتيدهاي پرايمر توالي 
    1 ACT  TGT  GCG G 7 

2 TGG GCT CGC T 7 
3 CCC ACT GAC G 7 
4 GAG GCT GGA G 7 
5 GGT GGC GGG A  7 
6 GCT GCT GGA G  6 
7 GAG GTC CAG A  8 
8 ATG GGG TCG G  9 
9 GCT GCT GGA G  6 

10 CTT TCG TGC T  7 
11 CAA GGG AGG T  6 
12 GAG CTC GCG A  8 
13 CAA GGG AGG T  10 
14 GAG CTC GCG A  10 
15 GGG CTC GCG A  12 
16 GAG GGC AAG A  6 
17 TTC CCC CGG C  8 
18 GAG CAC CAG G  6 
19 CCT GGG CTT C  7 
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  در نمونه هاي شانه دار درياي خزرتعداد و درصد باندهاي چند شكلي مشاهده شده : 4جدول

 مناطق مازندران  گلستان  گيلان ناحيه شمالي ميانگين

 تعداد 68  70  69 71 72

 درصد 22/47  61/48  92/47 31/49 50

  

 05/0 ميزان تنوع در نمونه هاي سواحل گلستان از  Nei   (Nei, 1973)براساس شاخص تنوع ژنتيكي   

در نمونه هاي ناحيه و  18/0 تا 06/0لان ي ، در سواحل گ02/0 تا 01/0 در سواحل مازندران ، 11/0تا 

بر اين اساس بيشترين تنوع در ناحيه شمالي درياي .  براورد گرديد28/0 تا 12/0شمالي درياي خزر از 

  . خزر مشاهده مي گردد

 ميانگين تنوع ژنتيكي در نمونه هاي سواحل مازندران، گيلان، گلستان وناحيه شمال درياي

 بوده و ميانگين تنوع ژنتيكي در كل مناطق نمونه برداري 172/0و 133/0، 146/0، 139/0خزر به ترتيب 

همانگونه كه جدول  نشان ميدهد بيشترين ميانگين تنوع ژنتيكي مربوط به ) . 5جدول(  بود  189/0شده 

  .ناحيه شمالي درياي خزر بوده است

ن ميزان شاخص شانن در نمونه هاي ناحيه شمالي بيشترين ميانگي،  5جدول داده هاي براساس 

ضمن اينكه ميانگين اين ). 206/0(و كمترين آن مربوط به سواحل گلستان بود ) 256/0(درياي خزر

  . محاسبه گرديد256/0شاخص در كل نمونه هاي مورد بررسي 

  Neiفواصل ژنتيكي بين نمونه هاي شانه دار به صورت ماتريسي براساس فاصله ژنتيكي  

 فواصل ژنتيكي نمونه هاي مورد بررسي را بين مناطق نمونه برداري نشان مي 6جدول  .برآورد شدند

بيشترين فاصله ژنتيكي بين نمونه هاي شانه دارسواحل استان گلستان با ناحيه شمالي درياي خزر .دهد
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 و شاخص شانن در مناطق مختلف نمونه ، تنوع ژنتيكيللهاي موثرآ متوسط تعدادآللهاي مشاهده شده ،  :5 جدول

   از شانه دار درياي خزربرداري

I7
    Na8 Ne9 h10  مناطق

 مازندران  139/0  238/1  472/1 213/0

 گيلان  146/0  250/1  479/1 223/0

 گلستان  133/0  224/1  486/1 206/0

 ناحيه شمالي  172/0  304/1  493/1 256/0

 ميانگين  189/0  336/1  493/1 276/0

  

   منطقه نمونه برداري شده از شانه دا درياي خزرچهارفواصل ژنتيكي بين   : 6جدول

 مناطق مازندران گلستان گيلان ناحيه شمالي

 مازندران 000/0 996/0 998/0 926/0

 گيلان 001/0 996/0 000/0 931/0

 گلستان 004/0 000/0 004/0 915/0

 ناحيه شمالي 076/0 089/0 072/0 000/0

  

                                                           
7 - Shannon's information index 
8 -Observed number of alleles 
9 - Effective number of alleles  
10 - gene diversity  
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.   ميزان جريان ژني را بين نمونه هاي شانه دار درياي خزر در مناطق نختلف نشان مي دهد7جدول 

  . بود124/2 سواحل گلستان و ناحيه شمالي و بين 450/4ميزان جريان ژني بين سواحل مازندران وگيلان 

  

   جهت محاسبه ميانگين درجه تمابز ژني و جريان ژني در نمونه هاي شانه دار درياي خزرNeiآناليز  : 7جدول

Nm11
 Gst Hs  Ht مناطق 

 مازندران و گيلان 143/0  143/0 004/0 450/4

 گلستان و ناحيه شمالي 189/0  153/0 191/0 124/2

 بين تمام مناطق 173/0  166/0 039/0 047/2

  

 منطقه مورد بررسي بر اساس فاصله 4ترسيم نمودارهاي شجره اي نمونه هاي شانه دار در 

نمونه هاي سواحل  ) 16شكل (براساس نتايج حاصله .  انجام گرفت UPGMA و به روش  Neiژنتيكي 

درياي خزر در يك شاخه گيلان و گلستان در يك شاخه و نمونه هاي ناحيه شمالي مازندران ، 

ضمن اينكه در شاخه اول نيز نمونه هاي سواحل استان مازندران و گيلان مجدداً . جداگانه قرار گرفت

   بدين ترتيب خوشه . در يك شاخه و نمونه هاي سواحل استان گلستان در شاخه ديگر قرار گرفته است

 شامل نمونه هاي سواحل استان گلستان 2  سواحل مازندران و گيلان ، خوشهشانه دارشامل نمونه هاي 1

 طول هر يك از شاخه.  مي باشد2 شامل نمونه هاي ناحيه شمالي با خوشه 3 و خوشه 1، همراه با خوشه 

با توجه به داده هاي جدول ، بيشترين فاصله بين . آمده است 8 و نمونه هاي مورد بررسي در جدول ها

و كمترين طول بين نمونه هاي سواحل مازندران ) 944/3( بوده3نمونه هاي ناحيه شمالي با خوشه 

  . بود1 خوشه گيلان باو

                                                           
11 - Gene flow 
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       مازندران+                                                                              
                                                                        +--1   

+    2---------------------------------------------+         گيلان
  !                                                                     !   

-+                                                                   3--       گلستان
  !   
      ناحيه شمالي-----------------------------------------------+  

 
  نمودار شجره اي نمونه هاي شانه دار درياي خزر : 6شكل

  

  

  طول هر يك از شاخه ها و مناطق نمونه برداري  : 8جدول 

 طول و جمعيتخوشه خوشه   
3  2 751/3 
2  1 128/0 
 065/0 مازندران  1
 065/0 گيلان  1
 193/0 گلستان  2
 944/0 ناحيه شمالي  3
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 سواحل گلستان، 8-10ستون ، سواحل گيلان 5- 7  سواحل سواحل مازندران ، ستون1-4ستون  ، 1الگوي الكتروفورز پرايمر شماره  : 6شكل 
 ناحيه شمالي 11-13ستون 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
   
  
  

 سواحل گلستان، 8-10ستون ، سواحل گيلان 5- 7  سواحل سواحل مازندران ، ستون1-4ستون  ،2الگوي الكتروفورز پرايمر شماره  : 7شكل 
 ناحيه شمالي 11-13ستون 
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 سواحل 10-14ستون ، سواحل گيلان 6- 10  سواحل سواحل مازندران ، ستون1-5ستون  ، 3الگوي الكتروفورز پرايمر شماره  : 8شكل 

 ناحيه شمالي 14- 17 گلستان، ستون
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   
 سواحل گلستان، 6-8ستون ، سواحل گيلان 4- 5  سواحل سواحل مازندران ، ستون1-3ستون  ، 4وفورز پرايمر شمارهالگوي الكتر : 9شكل 

 ناحيه شمالي 9-10 ستون
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 سواحل گلستان، 8-10ستون ، سواحل گيلان 5- 7  سواحل سواحل مازندران ، ستون1-4ستون ،   5الگوي الكتروفورز پرايمر شماره
 ناحيه شمالي 11-13 تونس

 : 10شكل 
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 سواحل گلستان، 7-9ستون ، سواحل گيلان 4- 6  سواحل سواحل مازندران ، ستون1-3ستون  ، 6 الگوي الكتروفورز پرايمر شماره
  ناحيه شمالي 10-11 ستون

 : 11شكل 

  
  
  
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 سواحل گلستان، 8-10ستون ، سواحل گيلان 5-7حل سواحل مازندران ، ستون  سوا1-4ستون  ، 7الگوي الكتروفورز پرايمر شماره  : 12شكل 
  ناحيه شمالي11-14ستون 
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 سواحل گلستان، 8-9 سواحل گيلان، ستون 4-7 سواحل سواحل مازندران ، ستون 1-3 ستون  ،8الگوي الكتروفورز پرايمر شماره  : 13شكل
  ناحيه شمالي9-11ستون 

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   
  
  

 سواحل گلستان، 8-10 سواحل گيلان، ستون 5-7 سواحل سواحل مازندران ، ستون 1-4ستون  ، 9الگوي الكتروفورز پرايمر شماره
  ناحيه شمالي11-14ستون 

 : 14شكل 
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 سواحل 10-15 سواحل گيلان، ستون 6-9 سواحل سواحل مازندران ، ستون 1-5 ستون  ،10الگوي الكتروفورز پرايمر شماره  : 15شكل 
  ناحيه شمالي16-18گلستان، ستون 

  
  
  
  
  
  
  
  

  :  بحث و نتيجه گيري -5

  DNAدر سالهاي اخير ، پيشرفت هاي وسيعي در خصوص استفاده از تكنيك هاي مولكـولي  

 (Isabel et al., 1999).به منظور شناسايي تغييرات ژنتيكـي ، در اكثـر گونـه هـا صـورت گرفتـه اسـت        

 روش سـاده و سـريع در جهـت شناسـايي            ، در بين انواع متعدد شاخص هاي مولكـولي          RAPDتكنيك  

ــر اســاس تكثيــر نقــاط  ــا اســتفاده از پرايمرهــاي تــصادفي مــي باشــد  تفــاوت هــاي ژنتيكــي ب    ژنــومي ب

. (Williams et al., 1990)   
هـا و يـا    بـين گونـه    مـي توانـد تفاوتهـاي ژنتيكـي     mtDNA طبق مطالعات انجـام آنـاليز  همچنين 

هـاي رده     اي جهـت حـل تنـاقض        جمعيتهاي درون گونه را آشكار ساخته و بنابراين از توان قابل ملاحظه           

  .( Nguyer & Nge, 2001; Rezvani gilkolaei et al.,2007) بندي آبزيان برخوردار باشد

غييـرات شـرايط    بررسي تنوع ژنتيكي در بين جمعيت ها و نيز بين افراد داخل جمعيت به دليـل ت                

   (Sole- cava, 2001)محيطي لازوم و ضروري است 

از آنجاييكه تفكيك جمعيت ها و شناسايي ذخاير ژنتيكي براساس داده هاي ريخت شناسـي از                

ضريب اطمينان كمتـري نـسبت بـه داده هـاي مولكـولي برخـوردار مـي باشـد و از طرفـي تفـاوت هـاي                       

ناشـي مـي شـود، لـذا در مطالعـه حاضـر تنـوع ژنتيكـي و                  مورفولوژيك از ذخاير ژنـومي هـر ارگانيـسم          
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و تجزيـه و تحليـل آمـاري ، بيـشترين و             RAPDاز روش   براساس داده هاي جمـع آوري شـده         

كمترين درصد چند شكلي باندهاي مشاهده شده به ترتيب مربوط به ناحيه شـمالي و سـواحل مازنـدران                   

ر مـي باشـد ،      با توجه به اينكه بيشترين درصد چند شكلي باندها مربوط به ناحيه شمالي دريـاي خـز                . بود

  . چنين استنباط مي گردد كه نمونه هاي اين منطقه دستخوش بيشترين تغييرات محيطي واقع شده است

تعـداد آللهـاي   .   خلاصـه شـده اسـت     5 تعداد آللهاي مشاهده شده و تعداد آلل موثر در جدول         

جاييكـه ايـن    از آن . واقعي همان تعداد آللهاي مشاهده شده براي يك جايگاه در يك جمعيت مـي باشـد               

  نمونـه  كـه تعـداد   معيار اغلب به شدت تحت تاثير اندازه نمونه قرار مي گيرد، مقايسه بين جمعيت هـايي                 

  .  بايد با احتياط صورت گيرد مي باشد، متفاوتهاي آنها

 نـسبت هموزيگـوت هـا بـوده و بـه عبـارتي نـسبت                F مي باشد كه     موثر برابر   هاي  تعداد آلل 

چـون  . موزيگوت ها معادل عكس تعداد آللهاي موثر براي يك لوكوس در يك جمعيت خواهد بـود               ه

  . آللها فراواني يكساني ندارند، تعداد آلل موثر از تعداد آلل واقعي كمتر است

1
F

شاخص شانن نيز به عنوان يكي از معيارهاي تنوع ژني براي جمعيت ها مورد استفاده قـرار مـي                   

 هتروزيگوستي به عنوان معيـار تنـوع درون جمعيتـي بـراي نـشانگرهاي بـسيار چنـد              مقايسه مقادير . گيرد

  شكل همچون ريز ماهواره ها صحيح نبوده و تفاوتها در اين سطح ، اطلاعات درستي را در دسترس قرار        

با توجه به اينكه شاخص شانن در نمونه هاي مربوط به ناحيـه شـمالي دريـاي خـزر بيـشترين                     .  نمي دهند 

با در نظر .  ، مي توان نتيجه گرفت كه اين ناحيه داراي بيشترين چند شكلي است          )256/0( مي باشد  مقدار
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. مشكلات در آناليز ساختار جمعيتي مربوط بـه محاسـبه مقـدار جريـان ژنـي مـي باشـد                    از   ييك

ايمـاني  (جريان ژني يكي از مهمترين معيار در تكوين ساختار جمعيتي گونه هاي مورد مطالعه مـي باشـد                 

 يـك منطقـه مـي       محلـي بطوريكـه ميـزان آن بيـانگر واحـد تكـاملي مـستقل جمعيـت هـاي                  . )1386فر ، 

در صورتيكه جريان ژني مابين جمعيت ها زياد باشد، بيانگر تكامل گروهي آنها ). Slatkin, 1993(باشد

نشانگر اينست كه هر يك از جمعيت ها تقريبا بطـور مـستقل از يكـديگر    بوده و در صورتيكه كم باشد،    

ريان بنابراين تفاوت هاي بالاي ژنتيكي مابين جمعيت ها زماني رخ مي دهد كه ميزان ج  . تكامل مي يابند  

 كـه جريـان  ژنـي        ستميزان جريان ژني بزرگتـر از يـك باشـد، بيـانگر اين ـ            اگرني كمتر از يك باشدو      ژ

ــود          ــي ش ــي م ــاب طبيع ــي از انتخ ــاي ناش ــاوت ه ــوگيري از تف ــب جل ــه موج ــت ك ــاد اس ــدي زي   بح

)Tremblay &  ،Ackerman, 2001.(  

بيـانگر  ) 047/2( نمونـه بـرداري   براي تمـام منـاطق  در اين بررسي بنابراين ميزان جريان ژني بدست آمده     

  . ژني بحدي است كه باعث عدم بروز تفاوت ژنتيكي بالا مي گرددن اينست كه جريا

 نمونه هاي شانه دار ناحيه شمالي درياي خزر داراي بيشترين ميـزان تنـوع        همانگونه كه ذكر گرديد،   

روز تفاوت هاي ژنتيكـي بعلـت       ب اين امر مي تواند حاكي از        كه)256/0(ژنتيكي نسبت به ساير مناطق بود     

 .متفاوت بودن خصوصيات اكولوژيكي منطقه نسبت به ساير مناطق باشد

ت درجه حرارت ، شوري ، دسترسي به شكار و اتجزيه تحليلهاي انجام شده نشان مي دهد كه اثر

 Maro et al., 2006; Shiganova et(شكارچي از مهمترين عوامل موثر در جمعيت شانه دار مي باشد

al., 2001 .(  با توجه باينكه ناحيه شمالي درياي خزراز نظر عمق، شوري، و دما با نواحي مياني و جنوبي

متفاوت مي باشد، افراد اين ناحيه داراي ساختار ژنتيكي متفاوت با ساير مناطق درياي خزر بوده كه 
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Mnemiopsis leidyi قادر به زندگي است و در درجات دردامنه وسيعي از زيستگاههاي دريائي 

 مي تواند دامنه وسيعي از گرچه كه اين موجود. متفاوت شوري، دما و كيفيت آب يافت مي شود

تغييرات دما و شوري را تحمل نمايد، اما خصوصيات بوم شناختي آن در اكوسيستم هاي مختلف 

  .سراسر جهان  ممكن است كاملا با ويژگي هاي اين جاندار در درياي خزر متفاوت باشد

ط مـي شـود،     رخي خويشاوندي نمونه هاي شانه دار اسـتنبا       بآنچه كه از ميزان فواصل ژنتيكي و        

كي نسبتا بالائي برخـوردار بـوده و نمونـه    ياينست كه نمونه هاي سواحل مازندران و گيلان از شباهت ژنت      

نمونـه  . برخوردار است هاي سواحل گلستان نيز از شباهت ژنتيكي نسبتا كمتري نسبت به دو استان ديگر               

ئـي قـرار گرفتـه ، از تنـوع ژنتيكـي            هاي شانه دار ناحيه شمالي درياي خزر با توجه باينكه در شاخه مجزا            

  .نسبتا متفاوتي نسبت به ساير نمونه ها برخوردار مي باشد

اين موضوع بيانگر اين است كه شانه دار درياي خزر ممكن است از منابع واحـد و يـا جمعيـت                 

واحد به طريقي وارد درياي خزر شده و بعدها با توجه به  شـرايط مناسـب دريـاي خـزر دچـار تغييـرات        

نتيكي شده و يا اينكه اين گونه از ابتدا از منابع متفاوتي وارد درياي خزر گرديده ومتناسـب بـا شـرايط                      ژ

  . زيستي خود، در سرتاسر درياي خزر پراكنده شده است

با توجه به موارد فوق و وجود تفاوت ژنتيكي معني دار بين نمونه ها، مي توان عنوان نمـود كـه                     

حداقل دو جمعيت از ايـن گونـه در دريـاي           و   درياي خزر وجود نداشته      جمعيت واحدي از شانه دار در     

   RAPDنتـايج بدسـت آمـده پرايمرهـاي         فرضـيه تحقيـق و      بطور كلي با توجـه بـه        . زيست مي كند  خزر  

مي توانند تنوع ژنتيكي را در بين نمونه هاي مختلف شـانه دار در ناحيـه شـمالي و جنـوبي دريـاي خـزر                         

  . آشكار سازند
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 رابطه پيشنهاد مي گردد،  اين تحقيق بصورت گسترده تر با جمع آوري نمونـه هـائي از         در اين   

نواحي شمالي و مياني درياي خزر و همچنين از درياي سياه انجام تا بتوان براسـاس نتـايج بدسـت آمـده                      

  . جمعيت هاي بيشتري شناسايي نمود
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Abstract :   
  

An Ecological investigating on controling Mnemiopsis leidyi 

population Activity 6: Molecular Test in identification of Menmiopsis 

leidyi 
In this study population genetic structure  of Mnemiopsis leidyi were examined by 200 samples from 

the Caspian Sea . Samples were collected ftom Guilan province (Astara region), Mazandaran province 

(Amir abad region) , Golestan province (Gomishan region) and north part of the Caspian Sea. 50 

samples were colected from each region. 

DNA was extracted by phenol - chlorophorm method and its concentration was 50 to 100 nanogram . 

PCR was performed using   18s rRNA gene.  

The PCR products of samples were digested by 12 restriction endonuclease enzymes. The digested 

products accompanied with standard marker (50 bp lader ).  in order to measure fragment size samples 

were run on a 6% vertical polyacrylamide gel. The fragments were visualized by silver staining of the 

polyacrylamide gel. 

  In this study, Dra I and Alu I enzymes showed different digestion pataren, as each of these enzymes 

had two genotypes. Other enzymes had similar digestion patern. 

RAPD method used by 19 random primers. Ten of ninteen primers showed polymorphisme patterns. 

Statistical analysis of data was performed by Popgene software.  In this study, The maximum of 

genetic variation was in north of the Caspian Sea. Also, The maximume of genetic distance was 

between north area and Golestan coasts(0.089) and The minimum of genetic distance was between 

Mazandaran and Guilan coasts(0.001). The UOGMA dendogram  showed two clusters. The samples of 

Mazandaran , Guilan and Golestan coasts  placed in one cluster and samples of north area in other 

cluster The genetic diversity was significantly different between samples of north area and Golestan 

coasts (p≤0.05). As result, there is a significant genetic divergence  between some of samples. 

Therefore , two genetic group of Mnemiopsis leidyi were identified in the Caspian Sea. 
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