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  پيشگفتار

است كه  و موسسه تحقيقات زيست فناوري كشاورزي كشور اين پروژه مصوب موسسه تحقيقات شيلات ايران

محل تامين اعتبار آن رانيز ستاد توسعه زيست  كميته علمي و فني موسسهابلاغ گرديد و  23/3/90در مورخه  

نتيجه مشاركت و همكاري دانشگاه  در شود اينجا گزارش مي در هكپژوهشي نتيجه  .فناوري تعيين نمودند

عزيز و دانشجويان همكاري  صميمانه كشاورزي مازندران و دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم وتحقيقات و 

حاصل  گرگان -و مركز تحقيقات ذخاير آبزيان آبهاي داخلي  درياي خزر  همكارانم در پژوهشكده اكولوژي

و موسسه تحقيقات هيچگونه حمايت مالي صورت نگرفته است  ستاد زيست فناوري  از سوي و شده است

 مطابق سند پروژه گونه كفال.حمايت مالي نموده است ،اعتبار مصوب در صد 1.5 شيلات ايران نيز در حدود

پرورش با مشكلاتي مواجه تكثير و كه از خارج از كشور وارد شده بودند در جريان  Mugil cephalus خاكستري

در بين وتشكيل كتابخانه ژني  نسل گيري آن و اجراي كلونيگ ژنهاي پلي مورفيسم تكثير و  شدند كه امكان 

چون مولدين انتخاب شده براي تكثير بر اثر سرماي شديد تلف .  آن امكان پذير نبوده است F1مولدين و نسل 

اين گزارش مشتمل بر دو قسمت است قسمت اول جمعيت شناسي .تكثيري صورت نگرفت عملا شدند در نتيجه

كه بررسي  سيرو قسمت دوم برsrRNA16با استفاده از ژن  درياي خزر )Liza saliens(پوزه باريك كفال گونه 

خليج فارس و درياي  ازدرياي خزر و چهار گونه ديگر آن  ازگونه كفال ايران كه دو گونه آن  6رابطه فيلوژني 

فال ماهيان هم كه توالي ژن كبرخي گونه هاي .بودند نيز با استفاده از توالي ژن ياد شده انجام پذيرفتعمان 

  .يق براي تجزيه و تحليل مورد استفاده قرار گرفتنددر بانك ژن ثبت شده بودند نيز با دادهاي اين تحقĤنها مشابه
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  چكيده

بـه منظـورتعيين سـاختار    در اين بررسي دو هدف از سه هدف پروژه تحقق پيدا كرده اسـت كـه در هـدف اول آن   

 16Sژنتيك جمعيت ماهي كفال پوزه باريك در مناطق مخنلف حوضه جنوبي درياي خزر روش توالي يـابي ژن  

rRNA انزلـي (نمونه باله ماهي كفـال پـوزه باريـك از نـواحي غربـي       45تعداد . ميتوكندريايي به كار گرفته شد ( ،

تنهـا  توالي بدست آمـده  . حوضه جنوبي درياي خزر جمع آوري گرديد) تالاب گميشان(و شرقي ) ساري(مياني 

. مـد جايگـاه متغيـر بدسـت آ    29وت وهاپلوتايپ متفـا  6بود، در مجموع بين قابل خواندن  bp552از ژن مورد نظر 

بر اساس  Fstنتايج آناليز .بود. 004/0و 29/0هاي كل مناطق به ترتيب برابر در نمونه  تنوع هاپلوتايپي ونوكلئوتيدي

. و تنوع در درون نمونـه هـا مـي باشـد    ) P<0.05(روش دوپامتري نشان داد كه تنوع در بين نمونه ها معني دار نبوده

ميزان بالائي از جريان ژني را بين نمونه هاي منـاطق مختلـف نشـان داد وبـين منـاطق مختلـف       برآورد جريان ژني 

بين مناطق مختلف معنـي دار  ي پيشنهاد مي دهد كه تفاوت ژنتيكنتايج اين بررس. جدائي توليد مثلي وجود نداشت

  .ورد بررسي وجود داردنبوده ومي توان عنوان نمود كه جمعيت يكساني از ماهي كفال پوزه باريك در مناطق م

گونـه از خـانواده   6جهت تعيين تفاوتهاي ژنتيكـي و روابـط خويشـاوندي ميـان     براي دسيابي به هدف دوم پروژه.

از ),Mugil cephalus, Liza subviridis, Valamugil buchanani, Lizasaliens,Liza aurata, Mugil capito(كفالماهيـان  

كه از آبهاي درياي خـزر و خلـيج فـارس جمـع     (اين نمونه ها  DNA. استفاده شدPCR-sequencingروش مولكولي

 PCRطي فرآينـد ) ميتوكندريايي16s rRNA(قعطعات ژنوم . كلروفرم استخراج گرديد -به روش فنل) آوري شدند

 .Mبـين آناليز توالي ها نشان داد كه بيشـترين تفـاوت ژنتيكـي    . تكثير و سپس به روش اتوماتيك توالي يابي شدند

Cephalus درخت بدست آمده بروش .گونه ديگر مورد مطالعه مشاهده شد 5 وNeighbor-joining   نشان داد كـه دو

در شاخه اي جدا قرار گرفتند درصورتيكه درخت   L. subviridisدر يك شاخه  و گونه L. aurataوL. saliensگونه 

در يـك شـاخه قـرار مـي     L.aurataوL. Subviridisنشـان داد كـه گونـه هـاي      Maximumparsimonyرسم شده بروش

باتوجه به اين نتايج، اين سوال مطرح مي شود كه چرا گونه .در شاخه اي جدا قرار گرفتL. saliens گيرند و گونه

  هاي مختلف اين جنس در يك شاخه قرار نمي گيرند؟  

  

  

  ،خليج فارس و درياي عمان،درياي خزر ،ايران mtDNA ،PCRموژيليده،فيلوژني،جمعيت،: كليد واژه 
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  مقدمه -1

كه در اوايل قرن  گذشته شروع شده  زيان از شكل قديمي دورگه گيريبدر حال حاضر، حيطه كاري ژنتيك آ 

ي، تغيير و مي كروموزبود به مباحث ديگري گسترش يافته است كه از جمله مطالعات سيتوژنتيكي ودستكاري ها

آبزيان و توليد آبزيان تك جنسي، شناخت نژادها، گونه ها و تخمين ميزان خويشاوندي بين گونه كنترل جنسيت 

امروزه تكنيك هاي . را مي توان نام بردنشانگرهاي مختلف استفاده از ، بيولوژي و ژنتيك مولكولي با يا

از بروز علايم ظاهري آن،  لبمولكولي در مطالعات زيستي از قبيل اصلاح نژاد آبزيان، تشخيص بيماري ها حتي ق

  .كاربرد بسيار زيادي پيدا كرده است..شناخت جمعيت ها و نژادهاي مختلف ، تهيه بانك ژني، انتقال صفات و

ن يا بخشي از يك ژن در گونه هاي مختلف يا حتي در افراد ژبطور معمول در توالي نوكلئوتيدي مربوط به يك 

ورد كه هرچند اين تفاوت ها بسيار اندك مي باشند ولي مي مختلف يك گونه، تفاوت هايي به چشم مي خ

نه از يكسو و بازسازي و مدل سازي وتوانند به عنوان ملاكي جهت بررسي فاصله ژنتيكي و زمان اشتقاق دوگ

يلوژني احتمالي آنان مورد استفاده قرار افرزندي ودرنهايت ترسيم درخت ف -تاريخچه تكامل و رابطه اجدادي

بطور معمول . قابل تشخيص مي باشدرمستقيم غييا بطور مستقيم فاوت ها برمبناي مطالعات مولكولي اين ت. گيرد

جريان ژني زياد ميان جمعيت ها موجب محدود كردن مهلت براي ايجاد تفاوت هاي ژنتيكي شده واز ظهور 

افزايش اختلافات ژنتيكي از آنجايي كه پديد آمدن گونه هاي جديد منوط به . گونه هاي جديد ممانعت مي كند

اين بطور قطع مي توان ميان پارامترهايي نظير جريان رمي باشد، بنابيا نسبتا جدا از يكديگرا ميان جمعيت هاي جد

  ).Wright, 1978(نمود رفواصل جغرافيايي وگونه زايي ارتباط برقرا ،ژني

گاهي از ذخاير آيابي به آن نيازمند تكه دسبيشنيه برداشت پايدار ذخاير ماهيان از اهداف مديريت شيلاتي است، 

يكي از روش هاي مورد استفاده جهت ارزيابي ساختار ذخاير، تشخيص گونه ها، جمعيت ها .اين ماهيان مي باشد

و نژادها بكارگيري صفات مرفومتريك و مريستيك نظير طول بدن، تعداد فلس روي خط جانبي و تعداد شعاع 

ا توجه به حساسيت زياد صفات مرفومتريك و مريستيك به تغييرات محيطي ونيز اثر اما ب.هاي باله اي بوده است

نشانه ايمچنين محدود بودن تفسير داده همنفي دستكاري هنگام نشانه گذاري برسلامت و بقاي ماهيان، و ه

ره، علم استفاده از نشانگرهاي مولكولي مثل ريزماهواجمع آوري آنها، همگام با پيشرفت گذاري به زمان

كه متاثر از فاكتورهاي محيطي نمي باشد جهت شناسايي ساختار ژنتيكي mtDNAو RFLP,AFLP,RAPDآلوزايم،

  .)Avise, 1994(ذخاير بيش از پيش رايج است
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ك به هم در يك گونه كه در يك مكان خاص زيست كرده واز لحاظ يدت به مجموعه اي از افراد نزجمعي

هر فرد به عنوان يك .به همان گونه قابل تشخيص هستند اطلاق مي شودژنتيكي از ساير جمعيت هاي متعلق 

خزانه ژني محسوب مي شود پس جمعيت ها در حقيقت مجموعه متنوعي از ژن ها هستند كه عواملي همچون 

فاصله نسل ها در اين ماهيان، صيد بي رويه، شرايط نامناسب آب وهوايي واز بين رفتن زيستگاه منجر به كاهش 

و در نتيجه كاهش تنوع ژنتيكي ذخاير مي گرددكه اين ) افراد داراي قابليت زادآوري( جمعيت هاي موثر اندازه

حفاظت ونگهداري از ذخاير ژنتيكي ماهيان از طريق مديريت ذخاير بسيار . امر خطر انقراض را افزايش مي دهد

مايه ملي آن كشور محسوب مي رركشور به عنوان سنه هاي ارزشمند و منحصر به فرد همهم است زيرا كه گو

  .شوند

به طور كلي توصيف ژنتيكي ذخاير ماهيان، اطلاعاتي به ما مي دهد كه بازتاب ساختار ژنتيكي، بدون تاثير از 

يمديريت بهينه جمعيت ماهيان، اطلاعاتي راجع به ساختار ذخاير نياز است تا برا. ي باشدفاكتورهاي محيطي م

امروزه به كمك روش هاي متفاوتي به . بتوان تنوع ژنتيكي جمعيت را از طريق افزايش تنوع ژنتيكي حفظ كرد

گر هاي نشاناز بررسي تنوع ژنتيكي مي پردازند كه براساس پيشرفت هايي در بيولوژي مولكولي و با استفاده 

DNAوجود تنوع ژنتيكي در ذخيره ژني هر جمعيت ضامن آن جمعيت در روند انتخاب طبيعي . مي باشند

 شدرجمعيت هاي كوچك به دليل محدود بودن ذخيره ژني، امكان ران.)1380 و همكاران، يزدي صمدي(است

ميزان چند شكلي ژنتيكي در دانستن . وجود دارد كه شانس بقاي آن جمعيت را تحت تاثير قرار مي دهد1يژنتيك

  .حائز اهميت است كفالت ماهي ها، مثل جمعيت ماهي يجمع

خانواده كفال ماهيان در تمامي آبهاي ساحلي و آبهاي لب شور نواحي گرمسيري و نيمه گرمسيري جهان پراكنده 

استه سوف ماهي شكلان اين خانواده در ر)  1994( Nelsonبر اساس تحقيقات ).et al, 2007Papasotiropoulos(هستند

در جديدترين طبقه .در راسته جديدي به نام كفال ماهي شكلان قرار مي گيرند امروزه طبقه بندي شده بود اما

گونه مختلف مي باشند  72جنس و  17انجام گرفت خانواده كفال ماهيان داراي ) Nelson)2006بندي كه توسط 

 ; Nelson 1994(رغم اين طبقه بندي هاي مهم  به .بندي شده اندطبقه Mugil و Lizaكه بيشتر آنها در دو جنس 

Thompson 1997 ( وضعيت سيستماتيك بعضي از گونه ها و جنس هاي اين خانواده هنوز مبهم است)et 

al,1998Rossi;Semina et al,2007( .  



 5555.../  .../  .../  .../  بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني 

 

     
 

گونه هايي مانند  ،خليج فارسدر . دنجنوبي و آبهاي داخلي ايران وجود دار ،كفال ماهيان در هر سه حوزه شمالي

و ) M. cephalus(كفال خاكستري ،)مي باشد L. subviridisكه امروزه نام علمي آن(Liza dussumeri گاريز يا ميد

قليچي و همكاران (د كه وارد رودخانه هاي جنوبي ايران نيز شده اند نوجود دار) V.buchnani( بياح خال آبي 

درياي خزر گونه هاي مختلف  1934تا  1930سالهاي  انشمندان شوروي سابق درد). 1378به نقل از عبدلي  1382

از )L. auratus(و كفال طلايي )L.saliens(كفال پوزه دار ،)M. cephalus(كفال خاكستري  شاملكفال ماهيان را 

اقتصادي درياي سياه پيوند زدند كه پيوند دو گونه اخير موفقيت آميز بوده است و در حال حاضر از اهميت 

رااز سواحل اسكندريه مصر از  M.cephalusهمچنين امروزه گونه).1383فضلي و غني نژاد (بالايي برخوردارند

اقيانوس اطلس صيد و به ايران منتقل نمودند و هم اكنون در ايستگاه تحقيقاتي گميشان وابسته به مؤسسه 

 .تحقيقات شيلات ايران پرورش داده مي شود

 ;Schultz 1946)قه بندي خانواده كفال ماهيان توسط چندين محقق انجام شده استروشن سازي وضعيت طب

Trewaves and Ingham 1972; Thomson, 1981; Harrison and Howes, 1991)  
نتايج بدست آمده در چند مورد ندو اين مطالعات به طور سنتي بر اساس ويژگي هاي مورفولوژيك انجام شد

يقت بيشتر اعضاي اين خانواده بسيار به يكديگر شبيه هستند كه اين يك عامل محدود در حق. بحث برانگيز بودند

به خصوص در سطح درون گونه (والات در مورد روابط خويشاوندي كفال ماهيان ئكننده براي پاسخگويي به س

  ).Stiassny, 1993; Papasotiropoulos et al. 2007(مي باشد) اي

براي ) PCR(بر اساس ژنتيك مولكولي با استفاده از واكنش زنجيره اي پليمراز امروزه تكنيك هاي پيشرفته اي 

توسعه ) nDNA(و ژنوم هسته اي )mtDNA(ي يايشناسايي گونه هاي ماهي بر اساس استفاده از ژنوم ميتوكندر

ي جمعيت ها DNAدر دسترس بودن روش هاي ژنتيك مولكولي زمينه علمي جديدي را در مورد بررسي. نديافتها

محدوده وسيعي از روشهاي بررسي قابل دسترس  كه ).Avis, 1991; Semina et al. 2007(مختلف ايجاد كرده است 

  :عبارتند از عمل مي كنند PCRبر اساس روش 
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PCR-sequencing )توالي يابي(،multiplex-PCR)واكنش هاي زنجيره اي پليمراز چندگانه(،PCR-RFLP ) چند

... و) تكثير ميشوند) احتمالي(كه بصورت راندم   DNAقطعاتي از  ( RAPD، )شكلي هاي حاصل از برش آنزيمي

لي اروش توPCRبهترين وسيله براي بدست آوردن اطلاعات از محصولات .كه بسيار حساس و دقيق مي باشند

است ولي اطلاعات بسيار دقيق و زيادي را بر بسيار زمانتكنيكي  ،توالي يابياگرچه ).Asensio, 2007(يابي مي باشد

  ).Asensio, 2007(توليد خواهد كرد

كه داراي اهميت اقتصادي بالايي هستند با استفاده از  راگونه از كفال ماهيان  6در اين تحقيق روابط خويشاوندي 

مكن مربوط به درخت فيلوژني مو بهترين شدتعيين )16S rRNA(روش تعيين توالي بخشي از ژنوم ميتوكندري

  .كفال ماهيان آبهاي ايران ترسيم گرديد تا گامي در جهت روشن ساختن وضعيت رده بندي آنها برداشته شود

بررسي تنوع ژنتيكي كفال خاكستري وارداتي و بومي ، بررسي جمعيت  گونه  :بنابراين تحقيق حاضر با اهداف

صورت گرفته گونه كفال وارداتي و بومي  6كفال پوزه باريك درياي خزر و همچنين بررسي روابط فايلوژني 

  .است

 

  كليات-1-1

 كفال ماهيان -2-1

  كفال ماهيانكلي ات صمشخ -1-2-1

واز دو پهلو فشرده است سر اين ماهيان از جلو گرد واز بالا اندكي فشرده مي بدن اين ماهيان نسبتا طويل بوده 

س هايي لفاقد خط جانبي كامل بوده ولي انحناء جانبي يا خط جانبي ناقص دارند تمام بدن تا ناحيه سراز ف. باشد

پوشيده شده است كه دايره اي بوده و در برخي گونه هاي مناطق گرمسيري از نوع شانه اي 

  .)1371شريعتي،(است

سطح با پوزه اي گردو كوتاه دارند دهان دراين ماهيان كوچك بوده ماين ماهيان سري بزرگ، ملث مانند و 

وفاقد دندان يا واجد دندان هاي كوچك و ريزي مي باشند چشم هاي اين ماهي پلك چربي دارد وداراي 

طعه رابط هستند واز يكديگر جدا مي باشند باز بوده و غشاء هاي آبششي فاقد قوكاملا شكاف آبششي بزرگ 

  ).Soyinka, 2008;1387عبدلي، .(
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باله پشتي دارند، اولين  2. عدداست 6تا 5داراي خارهاي آبششي طويل و باريك بوده وتعداد شعاع هاي آبششي 

تا  7خار و 3تا 2(عددخار و دومين باله پشتي داراي تركيبي از خار و شعاع هاي نرم مي باشد  4باله پشتي حاوي 

  ).Kaya et al., 2000() عددشعاع نرم 12

داراي .شكمي بوسيله يك رباط به ترقوه متصل مي شوند و باله هاي سينه اي در بالا قرارداند استخوان هاي باله 

برابر طول بدن مي باشد، همچنين  6تا 4ده ويك كيسه شناي بزرگ بوده و روده طويلي دارند بطوريكه طول ر

ه هاي ماهيان اين خانواده تعداد مهر.عددنوار طولي وجوددارد 9تا6بر روي بدن در پهلو ها. معده عضلاني دارند

  ).Kaya et al.,2000;Soyinka, 2008;1377 ،يتقو(عدداست  30تا 24يا عدد 26تا 24

  

  كفال ماهيانارزش اقتصادي  -2-2-1

مي صيد شده  لكومااسر مرزهاي آبي در جنوب ايالات متحده يكي از بيشترين اقلام ماهيان تدرسر هاكفال

عددكفال در  200000تا100000كفال يك ماهي مهم اقتصادي است هر ساله تادر تايوان . )FAO, 2006(باشند

  ).Liao,2005(آبهاي ساحلي آن صيد مي شود

كفال ماهيان در سرتاسر مرزهاي آبي در جنوب ايالات متحده تايوان، هند،جنوب اروپا به ميزان زياد صيد مي 

براي ماهيان درنده از جمله كوسه مي باشد ودر  شوند در سواحل استراليا كفالهاي در حال مهاجرت، غذاي مهمي

 ,FAO( هاوائي بسياري از ماهي گيران از طعمه زنده بچه ماهي كفال براي صيد ماهي تون استفاده مي كنند

همچنين . نمونه هاي وارد شده به بازار به صورت تازه، خشك شده، شورشده ومنجمد شده عرضه ميشود).2006

ه ودودي شده وپس از فشار وفرايند خشك شدن بعنوان يك منبع اقتصادي مهم براي كفال ماهيان به صورت تاز

دارد  دركارب در داروهاي چيني همچنينها كفال ).Katseliset al, 2006( اف مديترانه معرفي مي شودكشورهاي اطر

 ,FAO, 2006;Heras(كشت متراكم وگسترده در استخرهاي جنوب شرقي آسيا پرورش داده ميشودوبصورت 

در ايران،كفال به صورت تازه .گوشت اين ماهي سفت ،چرب وخوش طعم است وكيفيت بالايي دارد).2009

  .منجمد عرضه مي شود

در فلوريداي آمريكا، كفال ها به صورت صنعتي صيد شده و كنسرومي گردند، علاوه بر اين آنها را پس از عمل  

شده كه ميزان  دههاي دريايي صيد شده در استراليا مشاه رت فيله ماهي در مي آورند، در كفالوآوري به ص

موجوددر كبد آنها بيشتر از Dپروتئين ماهيان ماده در حالت بلوغ كمتر از نرهاست ،اما ميزان ويتامين

  ).(FAO, 2006نرهاست
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در بيشتر نقاط دنيا  ،گوشت كفال سفت و خوشمزه و چرب بوده و كيفيت بالايي داشته و بعلاوه كم تيغ مي باشد

كفال در مقايسه با مختلف به مصرف مي رسانند علاوه بر مصرف گوشت تازه كفال اين ماهي را به صورتهاي

خانواده  مقايسه باآزاد ماهيان،اردك ماهي وماهي تون كه ماهياني چرب بوده به عنوان يك ماهي نيمه چرب ودر 

  )Desilva, 1980.(گاديده ماهياني چرب مي باشد

مي ) 4/1(%وتريتپوفان)7/6(%،ليزين)6/1(%هيستيدين)8/5(%ژنين رگوشت كفال داراي اسيدهاي آمينه ضروري آ 

ميلي گرم و در كفال هاي آب شيرين در هر  84گرم 100شور در هر  بمقدار سديم در كفال هاي آ.باشد 

 .)1989Amini,( ميلي گرم مي باشد 52گرم 100

  

  كفال ماهيان خليج فارس  -3-2-1

• Liza subviridis (Valenciennes ,1836)  

 Chelon subviridis(Valenciennes ,1836)و  L. dussumierri(Valenciennes ,1836)نامهاي علمي ديگر اين ماهي 

در بوشهر به آن بياح عربي، در بندرعباس به . در ايران اين ماهي در مناطق مختلف نامهاي گوناگوني دارد. ميباشد

آن گاريز و نمونه كوچك آن را ميد يا كفال پشت سبز مي نامند، همان طور كه در زبان انگليسي نيز به آن كفال 

  .مي گويند1پشت سبز

اين بافت در افراد جوان اين گونه ( و حدود نيمي از عنبيه را مي پوشاند  پلك چربي در اين ماهي توسعه يافته

هر دو لب در اين ماهي باريك ولي لب پائيني باريك تر است و داراي يك برآمدگي پيوسته ). موجود نمي باشد

لايي فك با. بالايي مي باشد كه انتهاي پشتي آرواره بالايي به خط عمودي قسمت قدامي حاشيه چشم مي رسد

  ).1380وفايي،. (داراي چند رديف دندان ميخي و مژه اي شكل و لب پاييني يك رديف دندان مژه اي دارد

خار  4نزديك تر است و داراي ) نسبت به نوك پوزه(دو باله پشتي مجزا دارد كه پايه اوليه باله پشتي به باله دمي 

از فلس ) D2(نرم است و قاعده دومين باله پشتي شعاع  8-9پايه دومين باله پشتي داراي يك خار و . مي باشد

زائده باله سينه اي در اين ماهي وجود ندارد و طول . شعاع نرم دارد 8-9خار و  3باله مخرجي . پوشيده مي باشد

                                                 
1
greenbackmullet 
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ناحيه پشتي در . عدد زائده باب المعده مي باشد

سانتيمتر و وزن  5/39طول اين ماهي به 

در آبهاي ساحلي و مناظق مصبي يافت مي شود تخم ريزي در دريا صورت مي گيرد و تغذيه آنها از دتريتها و 

اين ماهي در خليج فارس در نواحي غربي هندوستان چين 

اين گونه توسط . در ايران اين ماهي در رودخانه بهمن شير يافت مي شود

ماهيگيري سنتي در جنوب عراق و ايران صيد مي شود و غذاي تعداد كثيري از مردمان  جنوبي ايران و عراق را 

اين ماهي توسط ادوات صيد ساحلي، پره ها، قفس ها و تور هاي گوشگير صيد مي 

www.fishbase.org  

در زبان انگليسي .كفال خاكستري، كفال راه راه يا كفال مخطط

2
common grey mullet and stripped mullet 

بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني 

     

عدد زائده باب المعده مي باشد 4-5داراي . در صد طول سر مي باشد

طول اين ماهي به . سبز تيره يا روشن يا خاكستري مايل به سبز مي باشد

  ).1380صادقي، (گرم مي رسد

در آبهاي ساحلي و مناظق مصبي يافت مي شود تخم ريزي در دريا صورت مي گيرد و تغذيه آنها از دتريتها و 

اين ماهي در خليج فارس در نواحي غربي هندوستان چين . باشد موجودات كوچك بستر همراه با شن و گل مي

در ايران اين ماهي در رودخانه بهمن شير يافت مي شود. و شمال استراليا يافت مي شود

ماهيگيري سنتي در جنوب عراق و ايران صيد مي شود و غذاي تعداد كثيري از مردمان  جنوبي ايران و عراق را 

اين ماهي توسط ادوات صيد ساحلي، پره ها، قفس ها و تور هاي گوشگير صيد مي 

Liza subviridis(www.fishbase.org(تصويري از گاريز : 1- 1شكل 

 

Mugil cephalus (Linnaeus, 1758)  

كفال خاكستري، كفال راه راه يا كفال مخطط: مختلفي دارد ماننداين ماهي در ايران نام هاي 

  .دارد 2نيز نامهاي مختلفي مانند كفال خاكستري معمولي و كفال راه راه

                                         
 

 

 

در صد طول سر مي باشد 74-76باله سينه اي 

سبز تيره يا روشن يا خاكستري مايل به سبز مي باشد L. subviridisماهي

گرم مي رسد 270آن به 

در آبهاي ساحلي و مناظق مصبي يافت مي شود تخم ريزي در دريا صورت مي گيرد و تغذيه آنها از دتريتها و 

موجودات كوچك بستر همراه با شن و گل مي

و شمال استراليا يافت مي شود

ماهيگيري سنتي در جنوب عراق و ايران صيد مي شود و غذاي تعداد كثيري از مردمان  جنوبي ايران و عراق را 

اين ماهي توسط ادوات صيد ساحلي، پره ها، قفس ها و تور هاي گوشگير صيد مي . دهد تشكيل مي

  ).1380صادقي، (شود

 

  

  

  

  

شكل 

• (Linnaeus, 1758)

اين ماهي در ايران نام هاي 

نيز نامهاي مختلفي مانند كفال خاكستري معمولي و كفال راه راه
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M. cephalusماهيان استخواني گروه بندي مي 3متعلق به شاخه مهره داران و همراه با ساير ماهيان استخواني در رده

ماهي كفال راه راه در فوق . تقسيم بندي مي شود)  ray finned(يا شعاع بالگان 4همچنين در فوق راسته. گردد

مانند Mugilidaeكفال ماهيان زير خانواده. قرار دارد) را در بر مي گيردmugilidaeكه تنها خانواده (Mugiloideiراسته

M. cephalusو ستاري،  1380صادقي، (آبزي پروري مهم هستند  نماينده اكثر گونه هاي كفال مي باشد كه از نظر

1389.(  

. كفال راه راه يك دهان انتهايي به همراه دندانهايي روي لب و يك بدن كشيده دارد كه بتدريج فشرده مي شود

بافت چربي . برابر آن معادل طول چنگالي مي باشد 5/4يك سر پهن كه درست در قسمت بالايي پهن و حدود 

دو باله پشتي كه اولي . برابر طول آن معادل طول سر مي باشد 7/1را مي پوشاند و حدود  قسمت عمده چشم

خار  3شعاع نرم و  7-9شعاع نرم مي باشد و باله مخرجي كه داراي  8خار و دومي داراي  4كوتاه است و شامل 

وها نقره اي رنگ با پهل. در كفال زنده بخش پشتي بدن معمولاً قهوه اي متمايل به خاكستري است. مي باشد

 ,Zisman( مي باشد Mugilزائده پيلوريك مشخصه جنس 2وجود فقط . خطوط جانبي و شكم سفيد مي باشد

1981.(  

در ميان ماهيان استخواني، اين گونه داراي وسيع ترين پراكنش جغرافيايي در طول نواحي ساحلي بين عرض هاي 

و  5معمولاً مراحل بچه ماهي نورس ).Thomson, 1963(درجه جنوبي است  42درجه شمالي و  42جغرافيايي 

در قسمتهاي متعددي از دنيا گله هاي بزرگي از اين . جواني در آبهاي لب شور تالابها و مصب ها سپري مي شود

اما مثالهاي . ماهيان جوانتر كفال خاكستري اغلب به رودخانه ها و درياچه هاي آب شيرين مهاجرت مي كنند

نيز گزارش شده است ) در هزار 75(ديده شدن اين گونه در زيستگاه هايي با آب بسيار شور  زيادي مبني بر

)Thomson, 1981 .( دامنه وسيع پراكنش جغرافيايي كفال راه راه نشان دهنده وجود مرزهاي آشكاري جهت

                                                 
3 Osteichthyes  
4 Actinopterygii  
5 fry 



 11111111.../  .../  .../  .../  بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني 

راه را با ويژگي ها  فراواني ژني براي ايجاد نژادهاي مختلف مي باشد و اين موضوع وجود نژادهايي از كفال راه

اين كفال در دو .پيشنهاد مي نمايد) از جمله رشد، هم آوري و مقاومت در برابر بيماري ها 

حوزه جنوبي (دهه اخير حداقل دو بار از مصر به ايران منتقل شد  و به صورت كنترل شده در تالاب گميشان 

(www.fishbase.org 

L.ramada(Risso,1828)مي باشد.  

-5تعداد شعاع سخت باله پشتي آن .

عدد مي  8-9و شعاع نرم باله مخرجي 

كاملا  اين ماهي دو باله پشتي.پوزه كوتاه و كلفت دارند

فلس هاي بزرگي دارند و ناحيه پهلويي و پشتي آن 

تخمريزي آنها در دريا نزديك .نريتيك زندگي مي كند

اين كفال ماهيان از .يان در ناحيه ليتورال و مصبها جمع مي شوند

6
Thinlip greymullet 

بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني 

     

فراواني ژني براي ايجاد نژادهاي مختلف مي باشد و اين موضوع وجود نژادهايي از كفال راه

از جمله رشد، هم آوري و مقاومت در برابر بيماري ها 

دهه اخير حداقل دو بار از مصر به ايران منتقل شد  و به صورت كنترل شده در تالاب گميشان 

  . نگهداري مي شود

Mugil cephalus(www.fishbase.org)(  تصويري از كفال خاكستري: 1- 2

 

Mugil capito (Cuvier , 1829)  

(Risso,1828)نام علمي ديگر اين ماهي .معروف است  6اين ماهي به نام دهان باريك

.سانتيمتر مي باشد 35سانتيمتر و متوسط طول آن  70ماكزيمم طول اين ماهي 

و شعاع نرم باله مخرجي  3همچنين تعداد شعاع سخت باله مخرجي ,عدد 7

پوزه كوتاه و كلفت دارند ,اين ماهيان دهان كوچك، سر بزرگ و مسطح

فلس هاي بزرگي دارند و ناحيه پهلويي و پشتي آن .خار دارد 5تا  4مجزا از هم دارد كه اولين باله پشتي آن 

  .خاكستري رنگ مي باشد

نريتيك زندگي مي كند-از ماهيان كاتادروموس است و در قسمتهاي پلاژيك

يان در ناحيه ليتورال و مصبها جمع مي شوندنوجوانان اين ماه. 

                                         

 

 

فراواني ژني براي ايجاد نژادهاي مختلف مي باشد و اين موضوع وجود نژادهايي از كفال راه

از جمله رشد، هم آوري و مقاومت در برابر بيماري ها ( و قابليت هاي متنوع 

دهه اخير حداقل دو بار از مصر به ايران منتقل شد  و به صورت كنترل شده در تالاب گميشان 

نگهداري مي شود) درياي خزر

 

  

  

  

2شكل 

• (Cuvier , 1829)

اين ماهي به نام دهان باريك

ماكزيمم طول اين ماهي 

7-10و شعاع نرم آن  4

اين ماهيان دهان كوچك، سر بزرگ و مسطح. باشد

مجزا از هم دارد كه اولين باله پشتي آن 

خاكستري رنگ مي باشد

از ماهيان كاتادروموس است و در قسمتهاي پلاژيك

. سواحل اتفاق مي افتد

                                                



اين ماهيان .جلبكهاي سطحي، دتريتوسهاو بنتيك هاي كوچك يا موجودات پلانكتوني تغذيه مي كنند

(www.fishbase.org  

(www.fishbase.org  

M.laxillary(Valenciennes,1803)  وM. 

كفال خال آبي و ,اين ماهي را در ايران به نامهاي كفال لكه آبي 

  . مي نامند

فاقد پلك چربي . كفال هاي خال آبي داراي فلس هاي مضرس حاشيه اي هستند كه درون غلافي قرار گرفته اند

باله پشتي اين ماهي . و باله پشتي مي باشند كه دومين باله پشتي اندكي بلندتر از اولين باله پشتي است

استخوان . شعاع نرم دارد 9شعاع سخت و 

  .ستندماكزيلار باريك است و زمانيكه دهان  ماهي بسته است به وضوح قابل تشخيص ني

7
Bluespot mullet 

 گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي 

جلبكهاي سطحي، دتريتوسهاو بنتيك هاي كوچك يا موجودات پلانكتوني تغذيه مي كنند

(www.fishbase.org.تخمگذارند و تخمهاي آنها پلاژيك و غيرچسبنده ميباشد

Mugil capito(www.fishbase.org)(  ز كفالاتصويري : 1- 3شكل 

 

Valamugil buchanani (Bleeker 1854)   

(Valenciennes,1803)وValamugil seheli (Forsskal,1775)نامهاي علمي ديگر اين ماهي

caeruleomaculatusاين ماهي را در ايران به نامهاي كفال لكه آبي . مي باشند

مي نامند 7يا كفال دم آبي مي شناسند و در زبان انگليسي آن را كفال خال آبي

كفال هاي خال آبي داراي فلس هاي مضرس حاشيه اي هستند كه درون غلافي قرار گرفته اند

و باله پشتي مي باشند كه دومين باله پشتي اندكي بلندتر از اولين باله پشتي است

شعاع سخت و  3باله مخرجي . شعاع نرم مي باشد 8شعاع سخت و 

ماكزيلار باريك است و زمانيكه دهان  ماهي بسته است به وضوح قابل تشخيص ني
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جلبكهاي سطحي، دتريتوسهاو بنتيك هاي كوچك يا موجودات پلانكتوني تغذيه مي كنند

تخمگذارند و تخمهاي آنها پلاژيك و غيرچسبنده ميباشد

  

  

  

  

  

شكل 

• (Bleeker 1854)

نامهاي علمي ديگر اين ماهي

caeruleomaculatus(Lacepede , 1803)

يا كفال دم آبي مي شناسند و در زبان انگليسي آن را كفال خال آبي

كفال هاي خال آبي داراي فلس هاي مضرس حاشيه اي هستند كه درون غلافي قرار گرفته اند

و باله پشتي مي باشند كه دومين باله پشتي اندكي بلندتر از اولين باله پشتي استو داراي د

شعاع سخت و  4-5داراي 

ماكزيلار باريك است و زمانيكه دهان  ماهي بسته است به وضوح قابل تشخيص ني

                                                



 13131313.../  .../  .../  .../  بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني 

 

     
 

همچنين . رنگ ناحيه پشتي ماهي كفال خال آبي متمايل به سبز  و ناحيه پهلويي و شكمي آنها نقره اي رنگ است

باله پشتي آن آبي . لكه هاي كوچك طلايي رنگ بر روي سرپوش آبششي فوقاني اين ماهي مشاهده مي شود

  .روشن و باله سينه اي آن زرد رنگ با لكه هاي آبي تيره مي باشد

بي ,فال خال آبي در آبهاي ساحلي كم عمق مانند مصب ها و رودخانه ها زندگي مي كند و از دتريتوس ها ك

اين ماهيان تخمگذارند و تخم هاي پلاژيك و غير چسبنده توليد . تغذيه مي كنند... جلبك ها و,مهرگان كفزي 

اي ماهيگيري ساحلي اكثراً در طول كفال خال آبي با روش هايي مانند استفاده از تور گوشگير توره.مي كنند

 50سانتيمتر و حداكثر طول آنها  20-30طول كفال خال آبي به طور ميانگين . دوره تخم ريزي صيد مي شوند

  )1380صادقي،.(سانتيمتر مي باشد

 

  

  

  

  

  

  Valamugil buchanani((www.fishbase.org)(تصويري از كفال خال آبي: 1- 4شكل 

 

  رزكفال ماهيان درياي خ -3-1

ووارد . كفال ماهيان در آبهاي ساحلي گرمسيري يا نيمه گرمسيري و حتي در مناطق معتدله نيز زندگي مي نمايند

گونه كفال ماهي تا كنون شناشايي شده كه از اين  80حدود. صب رودخانه ها و آب هاي شيرين مي شوندم

بهاي شمال ايران آآميزي به  يتبطور موفق كهب شور ايران مي باشند ليا  گونه بومي آبهاي شيرين 2مقدار فقط 

  .پيوند زده شده اند
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بومي كردن ماهي كفال با توجه به تغييرات هيدرولوژي درياي نامبرده كه متضمن كاهش ارتفاع سطح درياي 

بومي كردن .ميلادي انجام يافته است 1930-1935سنوات  ركوراي بوده ود -خزر و سد بندي رودخانه هاي ولگا

ماهي كفال در درياي خزر به منظور ايجاد گروه ماهياني بوده كه از لحاظ بيولوژيك نيازي به آبهاي شيرين 

  .نداشته باشند

 1930طي سالهاي . كفال ماهيان بومي درياي خزر نبوده و از درياي سياه به اين دريا منتقل ومعرفي شده اند

از سه  ،حدود سه ميليون عدد بچه ماهي كفال يكساله و كوچكتر) هجري شمسي 1313تا1309(ميلادي 1934تا

از درياي سياه به درياي Mugil cephalusوكفال مخطط Lizasaliensكفال پوزه باريكLiza aurataگونه كفال طلايي

باريك موفقيت آميز بوده ودرمدت كوتاهي خزر پيوند زده شدند كه پيوند دو گونه كفال طلايي وكفال پوزه 

شريعتي (كنش بسيار خوبي برخوردار گرديدندبخوبي با شرايط اكولوژيكي درياي خزر سازگار شدند واز پرا

علت . Kosarev and Yablonskaya, 1994)؛Konovalov, 1959Zablotski, 1966؛Avanesove, 1972؛Oren, 1981؛1371

به درياي خزر آورده شده مسلما به ميزان  M.cephalusبايد در آن دانست كه اگر راM.cephalusاصلي بومي نشدن 

جمعيت  1960درنيمه دوم سالهاي خيلي كمي بوده ونمي توانسته در درياي خزر بومي شده وتوليد نسل نمايد

خزر طبيعي كفال ماهيان به يكنعادل ديناميكي رسيد با يك زمينه تغذيه اي قوي واين دو جنس كم كم در درياي 

  )Ghaninejad, 2009(شد

ر گسترش يافتند و جمعيتهاي بسيار چشمگيري را زدو گونه مذكور در كمتر از ده سال در تمام سواحل درياي خ

از اين دو گونه، كفال پوزه باريك مناطق جنوبي و كفال طلايي مناطق . در سواحل خزر جنوبي تشكيل دادند

 1316(ميليادي 1973صيد كفال ماهيان در شوروي سابق از سال ) 1369رضوي صياد، (شمالي را برگزيدند

يد، همواره تن گزارش گرد1500كه حدود 1956آغاز گرديد و مقدار صيد سالانه آنها بجز سال ) هجري شمسي

  ).1372غني نژاد ومقيم، (تن بود 1000كمتر از 

ولي صيد تجاري آنها از ) 1073يوكف،شوكول(گزارش شدند 1312كفال ماهيان درايران براي اولين بار در سال 

صيد سالانه اين ماهيان داراي نوساناتي بود ولي ميانگين . آغاز گرديد) ميلادي1942(هجري شمسي  1321سال 

گرم  600تا500تن گزارش گرديد و ميانگين وزن اين ماهيان 2000بيش از  1358تا  1347صيد آنها طي سالهاي 

  ).1369رضوي صياد، (محاسبه شد

  : ياي خزر دوعامل زير موثر بوده استربومي شدن ماهي كفال در د در

  آب درياي خزر گرمتر از آب درياي سياه است)1
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مناطق كم عمقي كه ماهي كفال در آن زندگي مي كند به مراتب وسيع تر از درياي سياه است ضمنا فراواني ) 2 

 ).Amini, 1989(باشدمي ومي شدن اين ماهيبمنابع غذايي براي ماهيان كفال در درياي خزر يكي ديگر از علل 

 

  در درياي خزر ميزان صيد كفال ماهيان -1-3-1

تن بود ولي در ايران  250حدود 1990تا1979كفال ماهيان در شوروي سابق طي سالهاي  ميانگين صيد سالانه

ادان ايراني درصد ذخاير كفال ماهيان درياي خزر توسط صي 90مقدار صيد بسيار قابل ملاحظه بوده و بيش از 

يكي از دلايل بالا بودن ميزان صيد كفال ماهيان در ايران در مقايسه با ساير كشورهاي حاشيه درياي صيد گرديد

خزر، زمستان گذراني اين ماهيان در خزر جنوبي و مناطق ساحلي ايران است كه از دماي مناسبي برخوردار 

مياني وشمالي درياي خزر به  كفال ماهيان، ماهياني مهاجر بوده وبراي زمستان گذراني از قسمتهاي.باشندمي

  . قسمتهاي جنوبي مهاجرت مي كنند

گله هاي كفال در ايران، در سراسر ساحل درياي خزر و نواحي پايين دست رودخانه ها،مرداب انزلي و خروجي 

اين گونه در خليج گرگان و نواحي شرقي ،مركزي و غربي .هاي آن، بدليل افزايش ميزان شوري تجمع مي يابند

  ).1370لان پرويز، اص(خزر يافت مي شوددرياي 

باز سازي ذخاير كفال ماهيان كاملا وابسته به تكثير طبيعي بوده وهيچگونه اقدامي براي تكثير مصنوعي اين 

طي سالهاي بعداز انقلاب در ايران، بدليل صيد بيرويه و بخصوص صيد انبوه كفال ماهيان . ماهيان انجام نمي شود

گرم بود،آسيب شديدي  210كه متوسط وزن ماهيان صيد شده فقط )تن 6975( 1361-62در سال بهره برداري 

  .)1369رضوي صياد،(برذخاير اين ماهيان واردآمد

 1358تا1321اساس آمار صيد موجود از ماهيان استخواني،ميانگين صيد كفال ماهيان در توالي پنج ساله از سال بر

طي اين مدت .تن به حداكثر مقدار خود رسيد 5240با ميانگين  1385تا1381روند افزايشي داشته وطي سالهاي 

بتدريج  1356-60درياي خزر تا سالهاي  سهم صيد كفال ماهيان از صيد كل ماهيان استخواني در سواحل ايراني

در پنج سال گذشته كفال ماهيان ).1-5شكل (درصد رسيد وسپس از مقدار آن كاسته شد  7/78افزايش يافته وبه 

  .درصد از تركيب صيد ماهيان استخواني را داشتند 8/27بطور ميانگين 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  )برحسب تن(ساله در آبهاي ايراني درياي خزر 

سال اخير، روند افزايشي  16درياي خزر طي 

شترين مقدار صيد بي 1381-82در سال بهره برداري 

 4/42همچنين در سال بهره برداري مذكور كفال ماهيان با 

Fazli et al., .(  

هاي ماهيان استخواني در درياي  وضعيت ذخاير كفال ماهيان و بخصوص كفال طلايي در مقايسه با ساير گونه

كفال ماهيان بصورت برابر از مواد پوسيده ،پري فيتون و آبزيان 

توان سازش آنها با مصرف مواد غذايي نسبتا متنوع، پا برجايي و ثبات جمعيت 

اين ماهيان در درياي خزر در تمامي طول سال و 

بدون وابستگي به فصل وتنوع غذايي،تغذيه مي كنندولي كفال ماهيان درياي سياه در دوران زمستان گذراني و 

آنها با شرايط محيطي اين دريا تاكنون 

تنوع گروه هاي سني كفال ماهيان درياي 

مثلي  خزر نسبت به درياي سياه بيشتر مي باشد، ميانگين طولي آنها نيزافزايش يافته است، برتوان باروري و توليد

ذخاير چربي كمتر شدن نوسانات  آنها افزوده شده ودرتمام طول سال بشدت تغذيه مي كنند كه اين امر موجب
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ساله در آبهاي ايراني درياي خزر 5ميانگين صيد كفال ماهيان در توالي 

درياي خزر طي ضعيت صيد كفال ماهيان در سواحل ايراني 

در سال بهره برداري ).Fazli et al., 2008(ميزان صيد اين ماهيان مشاهده مي شود

همچنين در سال بهره برداري مذكور كفال ماهيان با ).1-6شكل (تن گزارش گرديد

et al., 2008)(1-6شكل(.سال اخير داشتند 16درصد بيشترين سهم صيد خود را در 

وضعيت ذخاير كفال ماهيان و بخصوص كفال طلايي در مقايسه با ساير گونه

كفال ماهيان بصورت برابر از مواد پوسيده ،پري فيتون و آبزيان . خزر، از ثبات بيشتري برخوردار مي باشد

توان سازش آنها با مصرف مواد غذايي نسبتا متنوع، پا برجايي و ثبات جمعيت . كوچك كفزي تغذيه مي كنند

اين ماهيان در درياي خزر در تمامي طول سال و .)Probatove and Tereshchenko, 1951(آنها را تضمين كرده است

بدون وابستگي به فصل وتنوع غذايي،تغذيه مي كنندولي كفال ماهيان درياي سياه در دوران زمستان گذراني و 

  .)Probatove and Tereshchenko, 1951(مهاجرت، تغذيه نمي كنند

آنها با شرايط محيطي اين دريا تاكنون  بخزر و سازگاري بسيار جالاز زمان معرفي كفال ماهيان به درياي 

تنوع گروه هاي سني كفال ماهيان درياي . تغييراتي در برخي از ويژگيهاي زيستي اينماهيان بوجود آمده است

خزر نسبت به درياي سياه بيشتر مي باشد، ميانگين طولي آنها نيزافزايش يافته است، برتوان باروري و توليد

آنها افزوده شده ودرتمام طول سال بشدت تغذيه مي كنند كه اين امر موجب
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ميانگين صيد كفال ماهيان در توالي  -1- 5شكل 

  

ضعيت صيد كفال ماهيان در سواحل ايراني ودر بررسي جزئي تر 

ميزان صيد اين ماهيان مشاهده مي شود

تن گزارش گرديد 6873اين ماهيان با 

درصد بيشترين سهم صيد خود را در 

وضعيت ذخاير كفال ماهيان و بخصوص كفال طلايي در مقايسه با ساير گونه

خزر، از ثبات بيشتري برخوردار مي باشد

كوچك كفزي تغذيه مي كنند

آنها را تضمين كرده است

بدون وابستگي به فصل وتنوع غذايي،تغذيه مي كنندولي كفال ماهيان درياي سياه در دوران زمستان گذراني و 

مهاجرت، تغذيه نمي كنند

از زمان معرفي كفال ماهيان به درياي 

تغييراتي در برخي از ويژگيهاي زيستي اينماهيان بوجود آمده است

خزر نسبت به درياي سياه بيشتر مي باشد، ميانگين طولي آنها نيزافزايش يافته است، برتوان باروري و توليد

آنها افزوده شده ودرتمام طول سال بشدت تغذيه مي كنند كه اين امر موجب

1371-75 1376-80 1381-85 1386-90

3542

4420

5240

4861



 17171717.../  .../  .../  .../  بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني 

 

     
 

كفال ماهيان در درياي خزر شده است، آهنگ مهاجرت در درياي خزر كندتر ولي مسير مهاجرت دو برابر 

  ).1370پرويز، ناصلا(گرديده ومحدوديت شفافيت آب منجر به افزايش اندازه چشم شده است

دو گونه كفال طلائي و كفال پوزه باريك كه در تركيب صيد ماهيان استخواني در ايران وجوددارند، در دهه  زا

بطوريكه در سال بهره ،)Fazli, 1998)(1-7شكل ( اخير از صيد كفال پوزه باريك بشدت كاسته شده است

درصد از صيد  16/0تن فقط  5/37ماهيان و با درصد از تركيب صيد كفال  8/0اين گونه فقط 1385-86برداري

  .كل ماهيان استخواني را دارا بود

  

  

 :1- 6شكل 

 :1- 7شكل 
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درصد از تركيب  30در حاليكه در سالهاي آغازين صيد كفال ماهيان در ايران، كفال پوزه باريك نزديك به 

-74مشاهده مي شود، در سال بهره برداري 1-6همانطور كه در شكل  و) 1370اصلان پرويز،(صيد را داشت

فال كدرصد از صيد  95در پنج سال اخير كفال طلايي با بيش از . مقدار صيد اين دو گونه تقريبا برابر بود 1373

حاكي به بعد  1370از سال يرات مقدار زيتوده كفال بررسي روند تغي. ماهيان، غالبيت قابل ملاحظه اي يافته است

مقدار زيتوده اين گونه در سال بهره . )1-7كلش(تدريجي ذخاير اين گونه در درياي خزر مي باشد از افزايش 

 ,.Fazli et al(سال اخير قرارگرفت 16تن در بيشترين مقدار خود در  19833با حدود  1385-86برداري 

ار مهاجم ه باريك را مي توان ورود شانه دزيكي از دلايل كاهش شديد صيد وذخاير كفال پو).2008

)Menemiopsis leidyi ( به درياي خزر دانست كه بدليل مناسب بودن شرايط محيطي، بخوبي در درياي خزر

شانه دار مهاجم بشدت از زئوپلانكتونها،تخم ولارو ماهيان تغذيه مي ) 1381،  فضليروحي و(گسترش يافته است

يار بالايي برخوردار مي شود ودرماههاي سرد در ماههاي گرم سال برگسترش آن افزوده شده واز تراكم بس. كند

با توجه به زمان تكثير و تخم ريزي كفال پوزه ).1381،فضليروحي و (سال از شدت تراكم آن كاسته مي گردد

باريك كه ماههاي گرم سال بوده ودرماههاي تير ومرداد به اوج خود مي رسد،تراكم زياد شانه دار مهاجم و 

فضلي و (ازسازي طبيعي ذخاير اين گونه اثر نامطلوبي داشته باشدبماهي مي تواند بر تغذيه از تخم و لارو اين 

  )1383،غني نژاد
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  Liza saliensويژگي هاي گونه  -4-1

  رده بندي-1 -1-4

  

  

  

  

  

  

  )Liza saliens( كفال پوزه باريك -1-8شكل  

 Thomson, 1981اقتباس از 

  گونه ريخت شناسي -2-4-1

در ،Gaty kelleياVitibutumودر تركمنستانSivriburun kefalبه اين ماهي كفال پوزه باريك، در آذربايجان درايران

  .گويندميleaping grey mulletدر زبان انگليسي به آن  وostronosروسيه به آن

Kingdom Animalia 

شاخه)  Phylum) (طنابداران Chordata) 

زير شاخه ) Subphylum) مهره داران( Vertebrata) 

)آرواره داران (Superclass) فوق رده Gnathostomata) 

 (Osteichthyes)ماهيان استخواني (Class)رده

 (Perciformes) سوف ماهي شكلان (Order)راسته

 (Mugilidae) كفال ماهيان  (Family)خانواده

 Liza (Genus)جنس

 Saliens (Species)گونه
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و تعدادي فلس بر روي آن دارد كه اين فلس ها از جلوي منفذبويايي  پوزه اين ماهي باريك و كشيده مي باشد

سوراخ هاي بيني فاقد فلس بوده و سخت شروع شده و تا قسمت انتهايي پوزه ادامه دارند ولي پوزه در بالا تا حد

  .مي باشد

 

 

 
  

  

  

  

  

  نماي پشت سر كفال پوزه باريك -1-9شكل 

لب ها در اين ماهي باريك بوده و چشمها فاقد پلك چربي مي باشند استخوان پيش حدقه اي در جلو داراي  

  ).1387عبدلي ، ( واستخوان فكي را كاملا مي پوشانديك شكاف مي باشد 

 7-9جمعا (عدد بلند است 3-4عددآنها كوتاه و 3-5معدي مي باشند كه لدسته زوائد باب ا 2داراي ان اين ماهي

ين مخارو دو 4باله پشتي كاملا مجزا دارند كه اولين باله پشتي داراي  Amini, 1989( 2()زائده باب المعدي دارند

باله مخرجي فلس هاي ناحيه پشتي وكناري با يكديگر موازي بوده  ،شعاع نرم دارند 6-9خار و  1-3تي باله پش

 ,Avanesov؛ Cardona, 1999(شكل مي باشد ن هلاليآشكاف دمي  و وباله هاي آن بريدگي هاي زيادي دارد

در اين ماهي كمانهاي آبششي باريك و زيادي وجوددارد )1387؛ عبدلي ، Amini,1989؛Tereshenko, 1950؛1972

برابر  4/1-2روده آن  لطو. عدداست 23-25تعداد مهره هاي اين ماهي .خار دارد 85تا65كه اولين كمان آبشش 

. ي به رنگ قهوه اي تاسياه دارندقبعد از معده عضلاني مي باشد وصفالوب حلقي  2طول بدن بوده وداراي 

رنگ بدن اين ماهي ). Harrison, 2002( گرم مي باشد 1150سانتي متر ووزن آن 50حداكثر طول اين ماهي 

فت نواري طولي در پهلوهاي بدن اين ه.قهوه اي مي باشد  درناحيه پيشي خاكستري تيره با خاكستري مايل به

  )Akyol, 2001&1999(.بر روي سرپوش آبششي اين ماهي استماهي وجودداردو لكه اي طلائي 
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  بيولوژي  -3-4-1

  دستگاه گوارش و تغذيه •

در زمان تغذيه سرماهي كفال به . معده و روده است -مري -حلق –دستگاه گوارش در كفال ماهيان شامل دهان 

حركت مي نمايد و سرش را شديدا به طرفين تكان مي دهد، اين  45°طرف پايين قرار گرفته و ماهي تحت زاويه 

انيسمهاي كوچك كفزي نيز مي باشند بلند شده و گعمل باعث مي شود كه لايه قوفاني دترتيها كه حاوي ار

ان بادكش مانند، مواد را مكيده و وارد محوطه دهاني مي كند وسپس اين مواد توسط خارهاي آبشش سپس با ده

مواد غذايي توسط دستگاه حلقي، از محوطه دهاني به طرف مري رانده مي  ).Soyinka, 2008(فيلتر مي گردد

به قسمت قدامي و قابل سپس غذا توسط مري . در همين زمان مابقي مواد زايد به بيرون رانده مي شود. شوند

در بخش سنگداني  د نجا به قسمت عضلاني معده كه حالت سنگنداني داردمي روآاع معده منتقل گشته واز تسا

پس از اين مرحله غذا به . معده، عمل خرد كردن دانه هاي غذايي صورت گرفته وطي آن مواد نرم مي شوند

المعدي وجود دارد،كه در ترشح آنزيم  بابه، زوائد بين معده و رود.سمت روده كه خيلي طويل است مي رود

  ).Katselis, 1996(.هاي موثر در جذب غذا در روده كمك شاياني مي كنند

كفال هاي جوان در . كفالهاي جوان از زئوپلاكتون ها تغذيه مي كنند و غذاي خودرا با مشاهده بدست مي آورند

تراكم تري وجود مكفال ها در طول تابستان در خورها بطور . روز و كفال هاي بالغ در طول شب تغذيه مي نمايند

سيم پايه آنها متابولين عادت باعث مي شود كه تا كفال ها براي يافتن غذا انرژي زيادي صرف مي كنند و ا. دارند

اين ماهيان در زمان بلوغ و مهاجرت به وفور تغذيه  .)Payne, 1976(نسبت به ساير ماهيان استخواني بالاتر باشد

  :بطوركلي در تغذيه كفال ماهيان سه مرحله مشاهده مي گردد. كرده و در هنگام توليد مثل گرسنه باقي مي مانند

 آب و قبل از رسيدن به كتون همزمان با گسترش ماهيان درنغذيه كوتاه مدت ، كه بچه ماهي از پلامرحله ت -1

  .منطقه ساحلي به اين طريق تغذيه مي نمايند

ص ماهيان يك ساله و نزديك به يك مختتغذيه از پلانكتون كه توأم با مصرف جانوران كفزي مي باشد كه  -2

 .سال مي باشد

تريت د دريا كه در زماني است كه بچه ماهيان رشد كرده اند،ماهيان بالغ بطور كلي ازموادتغذيه از مواد بستر  -3

كفال پوزه ا ساير ماهيان تجاري ندارنديعني بقاياي حيواني و نباتي تغذيه مي كنند وهيچ گونه رقابت غذايي ب

  )Khoroshko, 1981(.وموجودات كفري تغذيه مي نمايند..يتونفاريك از دتريت ها،پري ب
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  توليد مثل  •

برخي . انجام ميگيردبهاي شور دريا آدرت و تخم ريزي ساو مصب ها شوروزيستگاه كفال ماهيان آبهاي شيرين 

ادعا كردند كه تخم ريزي ماهيان كفال در نزديكي سواحل نيز صورت مي گيرد به هرحال تخم ريزي در مرداب 

براي لقاح يافتن تخم هايشان نيازمند آبهايي با درجه شوري باور بر اينست كه ماهيان كفال . ها انجام نمي گيرد

 ).(Avanesov, 1972بالا مي باشند

ميلي متر است وهمراه با اين تخم ها يك گويچه چربي  7/0تخم ماهيان كفال كوچك بوده و قطر آنها حدود

گونه هايي كه در آبهاي  درتخم ها )1382يوسفيان وهمكاران،  (وجوددارد كه تامين كننده انرژي آنها مي باشد 

. دريا تخم ريزي مي نمايند شناور در گونه هايي كه  در آبهاي شيرين  تخم ريزي مي كنند رسوبي مي باشند

اره، معمولا در فصول سرد سال تخم ريزي مي نمايند و نحوه تخم ريزي آنها حماهيان كفال بويژه در مناطق 

احل دسته هايي را تشكيل مي دهند وبراي تخم ريزي به دور بدين صورت است كه كفال هاي بالغ در نزديك س

تخم ريزي در آبهايي كاملا در وسط دريا ومعمولا در كنار فلات قاره در بالاي آبهاي . ل شنا مي كنندساحاز 

 ).Fazli et al., 2008(عميق، صورت مي گيرد

اتفاق     مي  mayتا  Juneدر مديترانه در ماههاي   Tomazo, 1940تخم ريزي كفال ماهيان بر طبق يافته هاي 

درجنوب درياي خزر آغاز گشته وتا اواسط مهر ادامه  -تيراز اواسط  در درياي خزر تخم ريزي در اين گونه.افتد

بوده وبصورت  mm8/0قطر تخم ها حدود.مي باشد  درجه سانتيگراد 17-29در زمان تخم ريزي دما بين . مي يابد

زمان صيد اين ماهي در درياي خزر .ي مي باشددوي آب مي مانند اين ماهي داراي ارزش اقتصادي زياشناور بر ر

  Zablotski, 1996; (Probatove and Tereshchenko, 1951(از آذر تا بهمن مي باشد

 

  وابستگي به فاكتورهاي غير زنده محيطي •

  تحمل حرارتي  -

  :دودسته تقسيم مي شوندماهيان از نظر تحمل درجه حرارت محيط به 

  .ماهياني كه نوسانات درجه حرارات محيطي آنها به هم نزديك است و استنوترم ناميده مي شوند -1

 .وري ترم ناميده مي شونديماهياني كه نوسانات درجه حرارت آب را بيشتر تحمل مي نمايند كه  -2

 35درجه سانتي گراد تا  3-4هاي از ماود ري ترم بودهيوستي هستند اما به طور كلي آنها وكفالها ماهيان گرما د

 ,.Elzaeem,2011;Nikolskii, 1963;Dmitriev, 1964Papasotiropolous et al(    درجه سانتي گراد را تحمل مي نمايند
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 Mugil(كفال اقيانوس آرام).Berg, 1965(را نيز تحمل نمايند c38°در طبيعت كفالهاي جوان قادرند كه دماي )2007

so –iuy (به تحمل كاهش دماي آب تا حدود صفر درجه مي باشد اين دما براي كفالهاي درياي سياه كشنده  قادر

مي باشد وبطور كلي كفالها نسبت به كاهش درجه حرارت آب حساسيت فوق العاده اي داشته و به محض 

رارتي متاثر از البته حد نهايي سازگاري ح. درجه حرارت آب بسوي آبهاي گرمتر دريا حركت مي كنند كاهش

طي تحقيقاتي  .عوامل مختلف فيزيولوژيك و شرايط قبلي محيطي مي باشدو شرايط، گونه، اندازه 

 thermal(باعث افزايش تحمل حرارتي) Accimation temperature(نشان داده شد كه افزايش دماي سازگاري

tolerance (مي گردد.) Harrison and Howes , 1991;Kaya et al., 1998;(  

  .را تحمل كنند درجه سانتي گراد 27تا5قادرند دمايي بين  كفال پوزه باريك ماهيانبطور كلي 

  

  تحمل شوري -

  :ماهيان از نظر قدرت تحمل شوري به دو دسته تقسيم مي گردند

  .ين ناميده مي شوندلاوري هايماهياني كه داراي قدرت تحمل شوري هاي مختلف مي باشند و -1

 .ن ناميده مي شوند ياستنوهالاو ماهياني كه تغييرات شوري باعث مرگ آنها مي گردد  -2

زندگي مي  ppt38ين بوده ودر آبهاي شيرين تا آبهاي با درجه ي شوريوري هالايكفالها به شدت از ماهيان 

  Nelson, 2006;(King, 2007.(نمايند

شوند اما امكان دارد در آبهاي باشوري بالا بخوبيرشد تر يافت مي مكو ppt30گرچه كفالها اغلب در شوري هاي 

  .را تحمل كنندppt 28-11شوريماهيان كفال پوزه باريك قادرند  .نمايند

  

  تحمل مقادير اكسيژن -

 lit/mg2بيشتر كفالها نسبت به حضور مقادير مختلف اكسيژن در آب بي تفاوت هستنداما مقادير اكسيژن كمتر از 

  ).Kaya et al., 2000(را تحمل نمي نمايند
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  تنظيم اسمزي  -

در مراحل اوليه زندگي خود به آبهاي با درجات شوري پايين بوده و ) Catadromous(بيشتر كفالها كاتادروموس

مي روند اما در مورد مكانيسم تنظيم اسمزي آنهااطلاعات كمي وجود دارد بنظر مي رسد كه مكانيسم هاي 

  )El-Zaeem, 2011( .در كفال هاي جوان و كفالهاي بالغ يكسان باشند ول تنظيم اسمزيئولوژيك مسزييف

  

  الگوهاي مهاجرتي •

محيط آبي كه ماهيان در آن زندگي مي كنند داراي وضع ثابتي نمي باشند، بلكه همواره دچار تغييرات 

گيرد، از طرف بيولوژي به طور متناوب و مداوم مي شوند وماهي تحت نظام اين تغييرات قرار مي وهيدولوژي 

دار مي گردد كه در نتيجه ارتباط ماهي را با محيط خارج يو تغييراتي پدمديگر در خود ماهيان بر اثر رشد و ن

بنابراين نه تنها . تغيير مي دهد وماهي براي برقرار كردن موقعيت مناسب خود ناچار است به هر سو حركت كند

داخل بدن ماهي نيز كفال ماهيان را به مهاجرت مجبور مي  تغييرات محيط خارجي، بلكه علل و تغييرات محيطي

بدين صورت كه كفال ماهيان نسبت به تغيير درجه حرارت آب حساسيت فوق العاده اي از خود نشان مي . كند

همانند  ).Bentuvia, 1986( دهند به محض كاهش دما حرارت آب به سوي آبهاي گرم تري در دريا حركتمي كند

ديگركفال ماهيان اين گونه هم در دريا توليد مثل ميكند، پس از اينكه بچه ماهي درآمد يك مهاجرت غذايي 

  ).Dmitriev, 1964( براي توسعه وتكامل به تالاب هاي غني از غذا ،رودخانه ها وياحتي درياچه ها دارند

روها ويك دوره رشد كوتاه مدت،ماهيان جوان لاتخمها، دگرديسي تفريخ پس از كفال ماهيان بطور كلي اكثر

تمايل به مهاجرت به آبهاي نزديك به ساحل دارند ودر درجه اول به مرداب ها و خورها مي روند، مهاجرت بچه 

روهاي لاه هيچ شواهد دال بروجود كماهيان كفال به آبهاي ساحلي يك مهاجرت فعال مي باشد وجالب توجه اين

طيف مهاجرت بچه ماهيان كفال به طرف آبهاي ساحلي وخورها از نظر .وجود نداردكفال ماهيان در خورها 

  ).Tereshnko, 1950;Abdulsamadovet al., 2004(متفاوتميباشدر مكان و زمان بسيا

در پاييز،زماني كه دما افت ميكند به جنوب زندگي كرده و  متري700تا5اين ماهيان در آبهاي سطحي در عمق 

  .سالگي عمر مي كنند 10ودر درياي خزر تا .مهاجرت مي كننددرياي خزر 
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  توزيع جهاني -4-4-1

 Rossi et(كفال ماهيان يك توزيع جهاني درآبهاي جهان دارند ودر درياهاي گرمسيروحاره اي سازگار يافته اند

al., 1998.( همچنين .  اندزيده گآنها بامحيط هاي دريا،مصب وآب شيرين در تمامي عرض هاي جفرافيايي سكني

 .گسترش دارند ومديترانه ودرياي سياهGirondeمصبلس از طاقيانوس ا در 

، جنوبي انتشار و پراكندگي دارند يايقاين ماهيان دردرياي سياه ومديترانه در طول سواحل اقيانوس اطلس تا آفر

وآبهاي دريايي تا تالاب ها، يك گونه پلاژيك بوده كه در جايگاه هاي مختلف از آبهاي كم عمق ولب شور 

  ).Berg, 1948(مصب ها، رودخانه ها و درياچه هاي شيرين زيست ميكند

كفال پوزه باريك يك توزيع گسترده اي در اطراف مديترانه ، درياي سياه، سواحل اقيانوس اطلس از مراكش تا 

  .)Tomazo, 1940(دارد Biscayخليج 

 

  توزيع جنس در درياي خزر  -5-4-1

در شمال درياي نيز  گونه هااند و برخي از توزيع شده  خزر درياي وميانيدر سراسر قسمت جنوبي كفال ماهيان 

 ,Bentuvia(.بيشترين تمركز جمعيت هادر فصل زمستان در قسمت جنوبي درياي خزر است .مي شوندخزر يافت 

1986.( 
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  تنوع ژنتيكي -5-1

  مفهوم تنوع ژنتيكي -1-5-1

گران از تنوع ژنتيكي براي اصلاح نژاد. ژادي را شامل مي شودژنتيكي،هم تنوع درون نژادي وهم تنوع بين نتنوع 

رسيدن به حيوانات اهلي منطبق براحتياجات خود، بهره گيري مي نمايند، فقدان تنوع قدرت انتخاب موجود براي 

نژادي پيوسته با ورود تنوع جديد ناشي از  تنوع درون. رفع نيازهاي غير قابل پيش بيني آتي را محدود مي سازد

صل هر نژاد يا سويه حا. جهش مواجه است ولي تنوع ژنتيكيبين نژادي را نمي توان براحتي بازسازي نمود

  .،رانش ژنتيكي، تكامل و سازگاري مجزايي است كه طي قرون متمادي حاصل گرديده استفرآيندهاي جهش

ثير آب و هوا،انگل ها وبيماري هاي بومي، تغذيه ومعيارهاي وضع شده از فشار انتخابي در طي اين زمان تحت تا

بنابراين مي توان گفت هر نژاد مجموعه منحصر به فردي از ژن ها است كه مخزن . سوي انسان تغيير كرده است

  .)Ferguson et al., 1995;Blelet al., 2008(ژني آن نژاد رامي سازند

نظر از دست رفتن تنوع ژنتيكي بيشترين توجه به نژادهاي نادر معطوف بوده در كشورهاي پيشرفته،تاكنون از 

ولي در مديريت جهاني منابع ژنتيكي حيواني، نژادهاي در معرض خطر وساير نژادها تفاوتي اساسي ندارند . است

تمالي در آينده وتفاوت ميان نژادهاي كم كاربرديا بدون كاربرد ونژادهاي داراي كاربرد رايج يا داراي كاربرد اح

با حفظ نمونه هايي از تمامي نژادهاي يك گونه كه داراي بيشترين تفاوت ژنتيكي . اي نزديك، اندك مي باشد

  ).Feral, 2002(حفظ نمود مي باشند، مي توان حداكثر تنوع ژنتيكي را

  

  نشانگرهاي ژنتيكي -6-1

  انواع نشانگرها -1-6-1

  8نشانگرهاي مورفولوژيك •

رازيت ها وتركيب عنصري قسمت هاي ااتوليت ها،پئمي از قبيل فلس ها،مورفولوژيكي به علانشانگر هاي 

طول .پذير هستندتوارث مختلف بدن گفته مي شود كه به طور مستقيم در فنوتيپ جانور وگياه قابل تشخيص و 

بل اندازهگيري در لوژيك قاچند نمونه از صفات مرفو...چشم ،وكل ، طول چنگالي، طول پوزه، ارتفاع سر، قطر 

  ).Anene, 1999( ماهيان مي باشند

                                                 
٨ - Morphological Markers  
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اگرچه نشانگر هاي مورفولوژيكي به طور سنتي در علوم زيستي مورد استفاده قرار گرفته اندولي داراي 

محدوديت هاي اساسي همچون تعداد كم اين نشانگرها، دقت كم، تاثير پذيري شديد از محيط ، مرحله رشد و 

گرها نامشخص بوده و شناسايي نتفسير ژنتيكي بسياري از اين نشااساس و .سن ووجود غالبيت در بروز مي باشند

افراد ناخالص از خالص ممكن نيست، امابه دليل ساده وكم هزينه بودن وعدم نياز به امكانات پيچيده و گران 

  ).Avise, 1994( قيمت براي اندازه گيري ها محققين بسياري از اين نشانگرها استفاده مي نمايند

  

  نشانگرهاي سيتوژنتيك •

بنابراين، اين . شكل،اندازه وتعداد كرموزوم ها مي تواند بيانگر وجود اختلاف ژنتيكي باشدوجود اختلاف در 

وكروموزم ها،جابجايي والگوهاي زيك ها، ايتلوسانتر.ن كروموزم ها مي باشندنشانگرها نمايانگر تنوع در ساختما

موجود بينافراد يك گروه وآشكار ژنتيكي به منظور مقايسه اختلافات مطالعات سيتو.از اين گروه هستند بايندينگ

شدن مسير تكاملي تغييرات در كروموزم ها ي تشكيل دهنده ژنوم، تفكيك گونه ها و بعضا جمعيت هاي 

  ).Avise,1998(مي گيردف از نظر تعداد كروموزم ها انجاممختل

 

 

  9مولكولي هاينشانگر •

كه از والدين به نتاج قابل انتقال باشد به عنوان نشانگر مولكولي به DNAگونه تفاوت در ترتيب نوكلئوتيدي هر

  .تقسيم مي شوند DNAكارگرفته مي شود به دودسته نشانگرهاي مبتني بر پروتئين و نشانگرهاي مبتني بر 

  

  نشانگر هاي پروتئيني-

بين دو موجود ممكن است كه به صورت پروتئين هايي با اندازه  DNAبرخي از تفاوت ها در ترتيب نوكلئوتيدي 

اين نشانگر ها را نشانگر پروتئيني مي .هاي مختلف بروز كند كهاز طريق بيوشيميايي قابل آناليز و مطالعه است

با مطالعات ابتدائي براي شناسايي جمعيت هاي ماهي . گويند كه به دو نوع آنزيمي و غير آنزيمي تقسيم مي شوند

ين بود كه به سرعت به سمت پروتئين هاي آنزيمي آنزيمي مثل هموگلوبين و ترافسفر استفاده از نشانگرهاي غير

  .)Beaumont, 1994(ا كردتمايل پيد

                                                 
٩ -Molecular  Markers  
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هاي مولكولي متفاوت  فرم.بيش از يك فرم مولكولي باشندآنزيم هاي موجود در هر فرد ممكن است داراي 

ن ژجهت متفاوتند كه به وسيله ساختمان اوليه ايزوزايم ها از اين . مي نامند يك آنزيم در يك فرد را ايزوزايم

گذاري مي شوند ودر نتيجه چنين ساختمان مولكولي متفاوت يك آنزيم كه داراي فعاليت هاي متفاوت كد

 محصولات ايزوزايم دوآلل متفاوت. مشابه ومشخص هستند را اصطلاحا ايزوزايم گويند) كاتاليزوري(آنزيمي 

گروهي از ايزوزايم ها به عبارت بهتر آلوزايم ها به زير. وزايم شناخته مي شوندلدر يك جايگاه ژني به عنوان آ

مي شوند هنگامي كه دو آلل از يك دمختلف يك جايگاه ژني معين ايجا اطلاق مي شوند كه از آلل هاي

اي معيني را ايفا مي كنند و پروتيئن تيكي هنوز نقش هرجايگاه ژني بوجود مي آيند، شكل هاي مختلف الكتروفو

  ).Carvalho ,1998(هاي حاصل از اين آلل ها تحت عنوان آلوزايم شناخته مي شوند

، )كشتن موجود زنده(از عيوب نشانگرهاي پروتئيني مي توان به نياز به مقدار زيادي نمونه تازه يا تازه فريز شده 

ي و مشكل بودن آناليز داده ها بخصوص در پلي پلوئيدها پلي مورفيسم پايين، محدوديت روش هاي رنگ آميز

  .)Beaumont, 1994.(اشاره كرد

  

  DNAنشانگرهاي -

كنترل مي كنند ونه در  كه هيچ گونه تظاهري ندارند، نه صفت خاصي را DNAتفاوت هاي موجود در سطح 

چند شكلي DNAمينه رشته هاي پلي پلوئيدي تاثير برجا مي گذارند درواقع نشانگرهاي آهاي رديف اسيد

اين نشانگرها ژنوتيپ موجودات را توصيف مي كنند ودر نتيجه . تعيين مي كنند DNAموجودات را در سطح 

تجزيه وتحليل بررسي اينگونه تفاوت ها كه فقط از طريق . بر مي گيرداي كد كننده وغير كد كننده را درتوالي ه

  ).Liu, & Cordes., 2004(مي گويند DNAهاي مولكولي در سطح امكان پذير است را نشانگرDNA مستقيم توالي

فراواني بالا، هم بارز بودن اكثر اين نشانگرها،امكان به كارگيري آنها در تمام مراحل زندگي حتي دوران جنيني، 

رم افزارهاي رايانه اي مختلف در آناليز داده ها، قدرت تمايز بالا عدم تاثير از شرايط محيطي، امكان استفاده از ن

يب هاي ده علاوه بر اختلاف موجود در ترتاين نشانگر ها ونمايان ساختن تفاوت بين ترتيب هاي غير كد كنن

م مي يتقسPCRوغير مبتني بر  PCRاين نشانگرها به دو دسته مبتني بر. كننده از مزاياي اين نشانگرها مي باشدكد

انواع مختلفي از اين نشانگرها، با تفاوت هاي بسياري از لحاظ تكنيكي، روش توليد، نحوه كاربرد، امتياز . شوند

بندي ،تجزيه و تحليل وتفسير نتايج به سرعت ابداع گرديدند وتحولي عظيم در اطلاعات تنوع ژنتيكي ايجاد 
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ن نگهداري بيولوژيك مطالعات تكاملي ونيز پروژه كرده اند وبه عنوان ابزارهاي ضروري در ايجاد اهدافي چو

 .)Brown & Epifanio., 2003(هاي نقشه برداري ژني در آمده اند 

  

-RAPD
10  

روش جديدي را )Williams et al., 1990;Welsh and Meclelland,1990(يكسال دو گروه مستقلدرزماني كمتراز

از درانستيتوي تحقيقاتي بيولوژيك كاليفرنيا ارائه پليمرسم براساس واكنش زنجيره اي ي مورفيلبراي ارزيابي پ

اكتيو وتوالي ياب بدون استفاده از سيستم هاي راديواين تكنيك انگشت نگاري قابل تشخيص ژنوم . كردند

DNAنش زنجيره اي پليمراز فراهم كردژنوم را براي ارزيابي پلي مورفيسم براساس واك.  

11آن را 1990در سال  Meclelland و Welshوده است ولي هر چند اساس اين دو تكنيك يكسال ب
AP-PCRو 

Williams  آنرا  1990وهمكاران در سالRAPDروش .ناميدندRAPDامشابه بAP-PCR بوده ودر هر دو از يك

پلي مورفيسم . برابر بيشتر است 10آغازگر استفاده مي شود ولي غلظت آغازگر مورد استفاده در آن حدود 

مشاهده شده به دليل تفاوت توالي در يك يا هردو جايگاه ژني اتصال آغازگر است كه در صورت حضور يا 

ژنوتيپ،گونه وجنس خاص نيست و قابل استفاده مختص به RAPDگرهاي آغاز.فقدان يك باند متجلي مي شود

اين روش گرچه آسان وكم هزينه است ولي معايب فراواني دارد كه از جمله آن . در تمام موجودات مي باشد

به (، حساسيت فوق العاده به آلودگي،عدم تشخيص سيستم آلليRAPDمي توان به عدم تكرار پذيري نشانگرهاي 

دهي باندها و از، امتي)تشخيص هموزيگويتي و هتروزايگوتي غير ممكن استRAPDدليل غالب و مغلوبي بودن

نامعلوم بودن قرابت و شباهت باندهائي كه بر روي ژل الكتروفورزي داراي مهاجرت يكسان هستند، اشاره 

  ).Partis & Wells, 1996(نمود

-   AFLP
12  

 ZabeauوVos شكلي قطعات برش يافته انتخابي ابداع نمودند كه چندرا تحت عنوان  يروش جديد 1993در سال

ان نهاد شده است ينب DNAنگر ژنتيكي براساس آناليز قطعات برش يافته اشاين ن. استAFLPحاصل آن نشانگر 

براي تكثير قطعات مورد نظر وشناسايي آن استفاده مي شود به علت استفاده از  DNAكه در آن از تكنيك

درحقيقت اين روش تركيبي از  ).Agresti et al., 2000(مي باشدAFLPمتفاوت از روش، اين تكنيك  PCRواكنش

                                                 
١٠ -Random Amplification Polymorphic DNA 
١١ -Arbitrary Primed DNA 
١٢ -Amplified Fragment length Polymorphism 



 گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي / / / /     30303030

 

AFLPدر مرحله اول.و واكنش زنجيره اي پليمراز استDNA  مورد نظر توسط دو آنزيم برش دهنده

دو  DNA(سپس دو آداپتور. مي شود به طوري كه دو انتهاي برش يافته داراي فرم برشي متفاوت مي باشند هضم

به دو انتهاي ) جفت باز كه يكي از آنها از انتهاي آن مكمل دو انتهاي برش يافته باشد 18رشته اي به طول حدود

گرهاي طراحي شده براساس وبه كمك آغازPCRدر مرحله بعد با استفاده از روش. برش يافته اتصال مي يابد

شوند كه داراي تكرار پذيري بالايي هستند ودر قطعات مورد نظر تكثير مي ) جفت باز 18حدود (توالي آداپتورها

براين اساس مقدار زيادي باند پلي مورفيك جهت . باز قابل تشخيص است 100تا 50يكواكنش مناسب بين 

غالب است وشناسايي AFLPنشانگر). Liu et al., 2003( بررسي تنوع ژنتيكي يا تهيه نقشه ژنتيكي امكان پذير است

  ).1388نقوي وهمكاران، .(وزيگوتي ميسر نيستوضعيت هتروزيگوتي از هم

  

  13ماهوارهاريز -

DNA  ماهوارهاي زماني مطرح گرديد كه معلوم شد در سانتريفيوژ كلريد سزيم، بخش كوچكي ازDNA  كل باند

ماهواره اي تشكيل مي دهد كه از باند ژنومي اصلي جدا قرار مي گيرد كه اينبخش كوچك داراي توالي هاي 

جفت بازدارند كه هزاران يا ميليون ها بارتكرار مي شوند بعدها انواع ديگري از  500ساده اي هستند  كه كمتر از 

DNA  ساني كشف گرديدكه طول توالي يابي ژن انسولين انماهواره اي باواحدهاي تكراري بسيار كوتاهتر در

سومين گروه . جفت باز مي باشند 15-64شناخته مي شوند وشامل واحدهاي تكراي 14ستلايت هامينين تحت عنوا

هستند كه  DNAشناخته مي شوند توالي هاي تكراري SSR16ياSTR15ريز ماهواره ها مي باشند كه تحت عناوين

داراي نگاره مركزي يا موتيف تكرار شونده اي به طول يك تاشش جفت باز مي باشند دوگروه اخير 

  ).O’Reilly and Wright,1995(نيز شناخته مي شوندVNTR17بنام

  

  )SNP(م تك نوكلوئيدييسفورپلي م -

بوجود آمده را شرح مي م هايي را كه با جهش هاي نقطه اي سپلي مرفي) SNP(يم تك نوكلوئيدي سپلي مرف

اه نوكلوئيدي داخلي يك لوكوس دهند كه ناشي از بازهاي متناوبي كه شامل الل هاي مختلفي در يك جايگ

                                                 
١٣ -Satellites  
١٤ -miniSatellites  
١٥ -Short Tandem Repeat 
١٦ -Simple Sequence Repeat 
١٧ -Variable Number Tandem Repeat 



 31313131.../  .../  .../  .../  بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني 

 

     
 

بيشتر اختلاف توالي ها بعلت جانشيني و تعويض بازها در اولين شروع توالي . )Ahmadian et al., 2000(باشدمي

در تعداد زيادي از نمونه ها تازماني كه  SNP سريع ژنوتايپيبخوبي توصيف شد، اما توانايي  1977در DNAيابي

يك نقطه  SNPبه كار برده شد ممكن نبود از طرف ديگر ماركرهاي  1990در واخر gene chipكاربرد وتكنولوژي

يم در هر كه آنها بيشترين فراواني پلي مرفسمركزي مناسب در توسعه ماركرهاي مولكولي هستند از زماني 

هاي مخفي را كهقابل شناسايي با يسم اي را دارند،تطابق پذيري به صورت خودكار دارند وپلي مرف موجود زنده

الل  4در لوكوس مي تواند به اندازه  SNP هر از نظر تئوري. (نيستند آشكار مي كندديگر ماركرها وروش ها 

به طوري عملي اگر چه  . GوCوTوA:است SNPتوليد كند كه هركدام محتوي يكي از چهار باز در مكان هاي 

مي A/Gپورين ويا C/Tپيريميدنبيشترشامل (مي شوند  معمولا به يك يا دوالل محدود  SNPبيشتر ماركرهاي 

آنها بيشتر از ماركر ميكروستلايت چند PICبه طور آشكار،. وبه صورت دو اللي مورد توجه قرار مي گيرد) باشد

وراثتي مي باشند  SNPماركرهاي  .زياد آنها بالانس وجبران مي شوداللي نمي باشد،اما اين نقصان توسط فراواني 

به كار برده  SNP نزديك به روش روش هاي زيادي. ندشناخته مي شوCo-dominantاز اينرو بعنوان ماركرهاي 

 وتوالي يابي مستقيم)Sorrentino, 1992(،آناليز دوتايي مختلف SSCP(Hecker etal., 1999)شده است شامل آناليز

DNA. توالي يابيDNAقيقترين وبيشترين كاربرد استفاده براي كشفد SNP توالي يابي تصادفي . را داشته است

Shotgun توالي يابي،ampliconبا استفاده ازPCR وآناليز مقايسه ايEST معروف ترين روش هاي توالي يابي براي،

SNP هستند . 

 

- Expressed sequence tags)EST(  

EST كلون هايجود آمده از توالي هاي تصادفي از توالي هاي يك طرفه بوDNAهستند)Adams et al., 1991(. 

وتحليل بيان آنها بوسيله پروفايل يك روش كارآمد براي مشخص كردن وشناسايي ژن ها وتجزيه  ESTروش 

يك روش كارآمد براي مشخص  ESTروش ). 1996Azam et al;,1995.Francoet al,.(هاي بيان شدن آنها مي باشد

 ESTبراي نقشه هاي ژنومي، ماركرهاي .كردن ژن ها و بررسي بيان آنها بوسيله پروفايل هاي بيان ژن است

 يبريديهتصاوير ي حيوانات وخوك دارد،كهبيشترين استفاده در نقشه هاي ژنومي در ژنوم حيوانات نظير گله ها

براي نقشه هاي  ESTsماركرهاي ).Coxet al., 1990(است وجودم يكماركرهاي غيرپلي مرف پرتوي براي نقشه هاي

 همچنين،).Liu et al., 1999(شناسايي شده باشند ESTsژنومي در گونه هاي آبزي مفيد است اگر پلي مرفيك هاي 
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ESTs وستلايت بكار برده شوند، مي تواندبصورت خطوط ژنتيكي نقشه كشي رهاي ميكركاگر با كمك مار

 ).Serapion et al., 2004(شود

  

  ميتوكندري  DNAماركرهاي - 

ار نشان داد كه تنوع توالي يابي جمع شده در ميتوكندري بيشتر از ي مطالعات بر روي گونه هاي مهره دبطور كل

DNA  هسته اي مي باشد)Brown, 1985.( اين حالت مي تواند به دليل ميزان جهش سريع درmtDNA كه شايد باشد

وتاثير كوچكتر اندازه جمعيت بعلت ) Wilsonet al., 1985(مكانيسم باز سازي طي همانند سازي باشدنتيجه نبود 

به mtDNAتقريبا تمام مولكول .ميباشد )Birky et al., 1989(كندري ئيدي ميتوهاپلوبودن مادري در ژنوم  يوراثت

ناحيه كنترلي جايي است كه از آنجا  مي باشد رونويسي شده است، ) D-loop(كه ناحيه كنترلي 1kbغير از تقريبا

-D نظير)non-coding(ه به طور كلي ،نواحي غير كد كنند.همانند سازي ورونويسي مولكول شروع مي شود

loopسطوح بالايي از تنوع نسبي در توالي هاي كد شده نظير ژنCyctochromebنشان مي دهد )Brown, 1985 ( كه،

به طور mtDNAآناليز هاي ماركرهاي. وانتخاب فشار آزاد مي باشداحتمالا بعلت كاهش وظايف تحميل شده 

 eels)Avise et al., 1986(  ،bluefish )گسترده براي بررسي  ساختار ژنتيكي ذخاير به طور گوناگون در ماهيان شامل

Graves et al.,1992(،(Gold etal., 1993)red drum،snappers)chow etal., 1993(ماركرهاي . استفاده شده است

ده آنها در شناسايي در بخشي بعلت استفاوميتوكندري در ميان نسل شناسي و تبار شناسي آبزيان مشهور است 

سطوح بالاي پلي به علت در روزهاي اوليه آناليز هاي مولكولي وجود . )Beniz et al., 2002(مي باشدذخاير

 ,.Cronin et al( نتيك آبزيان براي شناسايي جمعيت بكار برده شدژنسبت به آلوزايم ها در mtDNAم درسمرفي

بايد به صورت لوكوس mtDNAمولكول. ندلي نمي باشدمبعلت اينكه وراثت پذيري اين مولكول از نوع . ) 1993

وراثت مادري mtDNAبعلاوه چونكه مولكول  ).Avise, 1994(بررسي هاي ژنتيكي مورد توجه قرار گيرد تكي در

نمي تواند بيان كننده آن ژنوم هسته اي mtDNAدارد،فايلوژني و ساختارهاي جمعيت استنتاج شده از داده هاي 

 ,Chow & Kishino(به داخل جمعيت يا وارد شدن )Birky et al., 1983(  به خارجكه بعلت نوع مهاجرت 

نظير  .قرار دادDNAبراي ديگر ماركرهايتحت مشكلات مشابه موجود mtDNAبعلاوه ماركرهاي . باشد)1995

موازي  ي،جانشين)مكان هايي كه آماده رفتن براي جانشيني هستند به مكان اصلي بر مي گردند(جهش برگشت 

تروزيگوتي يا نقاط تند ميزان ه و )مي افتدي مشابه در رديف هاي مستقل اتفاق جهش ها در مكان ها(
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واحي نر داختلافات شديد در ميزاني كه مكان هايي كه تحت جهش بودند در مقايسه با ديگر مكان ها (جهشي

  .Billington and Hebert, 1991)()مشابه

  

  در استفاده از ماركرها ها گرايش -2-6-1

بطوركلي استفاده از . گرايش استفاده در مطالعه ماركرهاي مولكولي در تعداد مقالات منتشره آنها بر مي گردد

هنوز در فاز رشد وپيك خود  SNP،ميكروستلايت وAFLPماركرهاي آلوزايمي كاهش يافته است،ماركرهاي 

سرعت كاربرد ماركرهابه طور .نداين ماركرها همچنين به طور مشابه تكامل ژنومي را منجرمي شو.قرار دارند

مقاله در هر سال به  300براي اينكه به تعداد RFLPسال براي ماركرهاي13بطور كلي بيش از .شديدي متنوع است

 SNPسال براي ماركر13،)1989ازسال(سال براي ماركرهاي ميكروستلايت9،)1980از سال(انتشاربرسد

به اين )1995ازسال(سال 7پس از AFLP د دست يافت و ماركربه اين تعداRAPDسال ماركر4،اماتنها)1996ازسال(

سادگي تكنيك وقابليت )1990ازسال(به طورحتم اين بازگوكننده ). Liu & Cordes, 2004(تعداد دست يافتند 

هاي در حاليكه ماركر، زمانبر هستند،ماكروستلايتSNPماكرهاي.اجراي سيستم هاي ماركرمربوطه مي باشد

RAPDو AFLPبويژه ماركرهاي .به زمان و تلاش كمتري دارند نيازRAPD قابليت اجراي سريع دارند زيرا آنها

در حالي كه تعدادآزمايشگاه هايي كه براي .نيازمند منابع زياد،تجهيزات و تكنيك دقيق وفنينمي باشند

سرمايه گذاري استفاده مي شود كم ميباشد زيرا آنها نيازمند بررسي ها وSNP،ميكروستلايت وAFLPماركرهاي

  ).Liu & Cordes, 2004(تكنيك هاي فني بيشتر مي باشند  بيشتر درتجهيزات يا

اين ماركرها شايد بيشترين اثر را در نقشه هاي ژنومي دارند حتي اگرتعدادكمي ازآزمايشگاه ها بتواند تعداد 

، اين ماركرها اثر زيادي بر روي ژنتيك آبزيان دارد، از زمانيكه نتيجهبعنوان .زيادي ازاين ماركرها را توسعه دهد

اگرچه .پروژه هاي ژنتيك آبزيان نيازمندنقشه هاي ژنومي مي باشند اين ماركرها در اين شاخه توسعه يافته است

تند كاربردهاي ژنتيك تا به امروز در آبزيان نظير اختصاصي كردن نسب وتعيين تغييرپذيري استفاده زيادي داش

 Congiu et al.,2001 ; Young(به طور سريع افزايش يابد  TypeIبه طور احتمالي تقاضا براي ماركرهاي ژنتيكي نوع .

et al., 2001.(  
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  )Liu & Cordes., 2004(،ويژگي آنها وكاربرد آنها  DNAانواع ماركرهاي   - 1-2جدول 

   

  كاربردهاي اصلي

  

تعدادالل 

  احتمالي

  

لوكوس 

هاي 

تحت 

  بررسي

اطلاعات   نوع وراثت

قبلي 

  مولكولي

نام 

  مستعار

  نوع ماركر

نقشه هاي 

پيوستگي،مطالعات 

  جمعيتي

مندلي،   تك  6-2
codominant 

  Allozyme  -  بله

  شناسايي سويه مادري

  مطالعات جمعيتي

هاپلوتايپ     

  متعدد
  mtDNA  خير  وراثت مادري  -
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DNA  

  تك  2  نقشه هاي پيوستگي
مندلي، 
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Restriction 
fragment 

length 
polymorphism 

مطالعات جمعيت، 
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  متعدد  2
مندلي،  
dominant خير  RAPD  

Random 
amplified 
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DNA 

نقشه پيوستگي، مطالعات 

  جمعيت
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length 
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نقشه پيوستگي، مطالعات 

جمعيت، آناليزصفات 

  اصالتي

  تك  متعدد
مندلي، 

codominant بله  SSR  
  

Microsatellites  
  

نقشه پيوستگي، نقشه هاي 

  پيوستگي

  تك  2
مندلي، 

codominant بله  EST 

 

  

Expressed 
sequence tags  

نقشه هاي 

پيوستگي،مطالعات 

  جمعيتي

  تك  4-2
مندلي، 

codominant بله  SNP  Single 
nucleotide 

Polymorphism  
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  درژنتيك آبزيانDNAماركرهاي  كاربرد-3-6-1

  نشانگرهاي ژنتيكي و كاربرد آن ها جهت بررسي جمعيتي و روابط خويشاوندي •

موجود زنده كه با صفت معادل خود در موجود زنده ديگر تفاوت داشته باشد ) قابل توراث(وتيپ يا صفتنهر ف

نشانگر هاي ژنتيكي جايگاههاي خاص روي يك كروموزم دارند كه به عنوان .يك نشانگر محسوب مي شود

فاوت موجود بين درواقع ت.نشانه هاي اختصاصي براي تجزيه و تحليل هاي ژنومي به خدمت گرفته مي شوند

كروموزم در افراد يك جامعه ويا نژاد كه از افراد به فرزندان آنها منتقل مي گردد مي تواند به عنوان DNAرديف 

ادها و يا ژنشانه يا نشانگر ژنتيكي به كار گرفته شود يا به عبارتي هر آنچه كه در ميان افراد،جمعيت ها، گونه ها، ن

تفاوت داشته وسبب تمايز آنها از يكديگر گرددبه عنوان نشانگر ژنتيكي  سويه هاي مختلف به لحاظ ژنتيكي

جايگاه  ارزيابينقشه هاي پيوستگي مولكولي و نتيكي به عنوان ابزاري براي تهيهنشانگرهاي ژ. شناخته مي شود

گياه هاي ژنتيكي چند شكلي در صفات اقتصادي كمي كاربردهاي بالقوه اي را در برنامه هاي اصلاحي حيوان و

 Yue et( چند شكلي بودن وتوارث پذيري از جمله شرايط لازم براي يك نشانگر ژنتيكي مي باشند، پيدا كرده اند

al.,2002( .از مهمترين ويژگي هاي يك نشانگر برتر مي توان به اين موارد اشاره نمود:  

  )افراد هتروزيگوت وافراد هموزيگوت(تشخيص آسان همه فنوتيپ هاي ممكن -1

  )نداشتن اپيستازي(نداشتن تاثير بر روي آلل هاي موجود در ساير جايگاه هاي ژني نشانگر -2

  تظاهر در مراحل اوليه نمو-3

  حداقل بودن يا عدم اثر متقابل با نشانگر هاي ديگر-4

  پيوستگي بسيار نزديك باژن هاي مورد نظر -5

  توارث پذيري كامل -6

  آسان بودن اندازه گيري -7

  ئيبالاشكلي چند  -8

  پراكندگي يكنواخت در سراسرژنوم -9

  داراي جايگاه معين و شناخته شده -10

)Yue et al., 2002;Liu& Cordes, 2004;Brown, 1985.(  

   



ميتو كندري ديده و يكساني درماتريكس

ودر )Rezvani, 1997(جفت باز مي باشد 

ويك ناحيه rRNAژن 22ژن رمز دهنده پروتئين،

mtDNA شناخته شده متعلق به اسكالوپ

ميتوكندريايي به صورت حلقه هاي دو 

ريشه اي تكي مي باشد اما گاهي اوقات به جاي يك حلقه دويا سه حلقه اي نيز ديده مي شوند اين حلقه ها 

طولي به هم متصل مي شوند و حلقه بزرگتري، به طول دوبرابر حلقه هاي اوليه بوجود 
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  )mtDNA(ميتوكندريايي

  يائي ومطالعات سيستماتيك مولكوليميتو كندر

و يكساني درماتريكسنسخه هاي متعددريايي به صورت دو زنجيره حلقوي ودر 

16500ميتو كندري در اكثر ماهيان حدود � جفت باز مي باشد 500

ژن رمز دهنده پروتئين، 13ژن كه شامل  37گونه هاي جانوري ژنوم ميتو كندري داراي 

mtDNAبزرگترين اندازه.)Moritzet al., 1987. (سازي مي باشد

ميتوكندريايي به صورت حلقه هاي دو  DNAدر اكثر مواقع .)Moritz et al, 1987(بوده است

ريشه اي تكي مي باشد اما گاهي اوقات به جاي يك حلقه دويا سه حلقه اي نيز ديده مي شوند اين حلقه ها 

طولي به هم متصل مي شوند و حلقه بزرگتري، به طول دوبرابر حلقه هاي اوليه بوجود  ت

  ميتوكندريايي -1DNA-10شكل 
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7-1- DNA ميتوكندريايي

1-7-1- DNA  ميتو كندر

DNA ريايي به صورت دو زنجيره حلقوي ودر ميتوكند

ميتو كندري در اكثر ماهيان حدودDNAاندازه  .مي شوند

گونه هاي جانوري ژنوم ميتو كندري داراي 

سازي مي باشدبعنوان آغاز هماند 

بوده است kb5/14بوده كه حدود

ريشه اي تكي مي باشد اما گاهي اوقات به جاي يك حلقه دويا سه حلقه اي نيز ديده مي شوند اين حلقه ها 

توره صبعضي اوقات ب

  .مي آيند
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مي در برخي از موجودات نظير مخمرها و كپك ها، ژنوم ميتوكندي ، به جاي حلقه، خطي وبه صورت ميله 

هسته اي در  DNAدر ميتوكندري ايفا مي نمايد همان نقشي است كه DNAنقشي كه . )1384هاشم زاده، (باشد

ين ترجمه كه نوع آخري به پروتئmtRNAوtRNAوrRNAيعني توليد وسنتز .سلول هاي يوكاريوت عمل مي كند

 DNAرا مي تواند دارا باشد وبدين ترتيب  DNAكندري معمولا بين دوتاشش نسخه از يك مولكول ميتو. مي شود

به طور كلي كبد، تخمدان و .يا بيشتر مي تواند وجود داشته باشد108يايي در يك سلول تا تعداد هاي ميتو كندر

در گونه هاي ) .Chang et al.,1987(فتهاي غني از ميتوكندري مي باشند،با سلول هاي تخمك وماهيچه

اين ژنها معمولا در (ژن رمز دهنده پروتئين  13ن مي باشد كه عبارتندازژ 37،ژنوم ميتوكندر ريايي داراي جانوري

دهنده ويا زرمويك ناحيه غير  rRNAژن tRNA ،2ژن  22. سيون نقش دارندسفوريلافايتو ه اكسيدبه وسيلATPتوليد

D-loopكه به عنوان ناحيه شروع همانند سازي مي باشد)Rezvani,1997(.  

ا هاز گاپلي مرDNAآنزيم mtDNAدر.هاي حلقوي تفاوت دارد DNAباهمانند سازي ساير mtDNAهمانند سازي

سرعت تغييرات نوكلئوتيدي در نواحي مختلف ژنوم  .)meyer, 1993(كار همانند سازي را به عهده دارد

درمطالعات مختلف . اير قسمتها محفوظ تر هستندسنسبت به rRNAوtRNAژنهاي .ميتوكندري متفاوت است 

  .ثابت شده استmtDNAدومنشا پدري ومادري براي

فيلا و موش گزارش روزودهرچند كه ژنوم ميتو كندري جانوري اغلب منشاء مادري دارد ولي منشاءپدري نيز در 

اي تفكيك بسيار متنوع بوده وبر mtDNAنشان داده كه  مطالعات انجام شده،).Avise,1989;Meyer, 1993(شده است

  .)Dodgsonetal.,1997(گيردقرارمي استفادهژنتيكي جمعيتها،تكامل ومطالعات سيستماتيك مورد

  

  mtDNAمزاياي استفاده از  -2-7-1

عوامل فيزيكي . اي يا غير هسته اي در معرض تغييرات وآسيب هاي دائمي قرارداردماده ژنتيكي اعم از هسته 

به هنگام همانند سازي  DNAوشيميايي از دورن يا بيرون از موجود زنده سبب جابجايي در تركيب نوكلئوتيدي

برخلاف ژنوم .باشدمي ر رد در مقايسه باژنوم هسته،ساده تژنوم ميتو كندري از نظر ساختاري و عملك.مي شوند

مشابه والد ماده  mtDNAته، عناصر ژنوم ميتو كندري درهنگام ميوز از دو سر نوتركيبي نمي يابد وهمه افرادسه

يك نوع منفرد از ملكول به ارث مي ،فقط جهش زائي  زماناين تركيبات به استثناي . خود را حمل مي كنند

اين مزيت به دليل .)Rodrigues  et al., 2008(.ها بكار رود رسد و مي تواند براي ارزيابي وابستگي بين جمعيت

در پستانداران  mtDNAتخمين زده مي شود كه نرخ تكامل . مي باشد mtDNAتوارث مادري و نرخ سريع تكامل 
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حاوي اطلاعاتي است كه در mtDNAاز سوي ديگر. بار سريعتر از بخش مشابه در ژنوم هسته اي باشد 10تا5

ژنوم ميتوكندري ممكن است  گمان مي رود كه) Burton, 1996(اي نمي توانند نگهداري شوند نشانگرهاي هسته

ژنوم ميتوكندري تداخل و برهم  .)Was  and Wenne, 2002(هاي همانند سازي با دقت كمتري داشته باشندراهكار

حقيقتا بازتابي از وجود  ر مي رسد تنوعات ژنتيكي بين افرادظكنش شناخته شده اي با محيط ندارد،بطوريكه به ن

ژنوم ميتوكندري مي تواند براي نشان دادن حركت يك طرفه ) .Marrtinsetal.,2003(جدايي توليد مثلي باشد

البته براي .جريان ژني در يك گونه كه مدارك غير ژنتيكي از اين نوع حركت در آن وجود ندارد مفيد باشد

mtDNA  محدوديت هايي هم متصور است.mtDNA  اساسا يك جايگاه)Locus (است كه شامل  دژنتيكي منفر

چندين هزار نوكلئوتيد مي باشد بطوريكه فقط مي تواند بخشي از تغييرات ژنتيكي را در يك گروه از جانوران 

هيچ اطلاعاتي در مورد نوع تغيير ژنتيكي كه جمعيتها را كنترل مي كند ايجاد  mtDNAتحليل هاي . دهد ننشا

 Marrtins et( ون با بين جمعيتها فراهم نمي كندمثل دري براي وجود جدايي توليدقاطعچنين دليل  نمي كند وهم

al., 2003(.  

  

  )(Polymerase Chain Reactionواكنش زنجيره اي پليمراز -8-1

  خوني  كم  ژنتكثير   و براي ابداعKari Mullisبوسيله  انساني  ژنتيك  در دپارتمان 1980دهه   در اواسط   PCRتكنيك 

يكي ازمهمترين پيشرفت ها در دو دههء اخير در زمينه .قرار گرفت  مورد استفاده  انساني  و بتاگلوبين  شكل  داسي

مي  Polymerase Chain Reaction (PCR) بيولوژي مولكولي بويژه در كاربردهايتشخيصي، واكنش زنجيرهء پليمراز

، در اكثر موارد موجب افزايش حساسيت  DNAوابسته بهباشد، كه علاوهبر افزايش سرعت آزمونهاي 

تا حد مشاهدهĤنها توسط  RNA يا DNA به يك روش ازدياد مقادير جزيي. PCR اينگونهĤزمايش ها گرديده است

  .روشهاي ساده و رايج آزمايشگاهي اطلاق مي گردد

  

 PCR مكانيسم -1-8-1

رشته اي پلي نوكلئوتيدي است كه اين دو رشته درجهت ، يك مولكول مارپيچي دو DNA همانطوريكهمي دانيم

مقابل هم قرار گرفته اند و بطور ويژه اي بوسيلهء پيوندهاي هيـدروژني ميـان بازهايـĤلي مكمـل بيكـديگر متصـل       

بوسيله دو پيوند هيدروژني بـه تيمـين اتصـال پيـدا      سيتوزين بوسيله سه پيوند هيدروژني به گوانين و آدنين(هستند 

تك رشته اي ايجاد كنـد   DNA دورشته اي مي تواندبوسيله حرارت از هم جدا شده و دو مولكولDNA. )مي كند
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 تـك رشـته اي از طريـق    DNA مولكولهـاي . شـناخته مـي شـود   ) تقليـب (تغيير ماهيت  نام مرحلهه ب كه اين مرحله

آغازمرحله اي بنام مرحله واكنشهاي متقابل ويژه بين بازهاي مكمل به همديگر متصل شده كه حاصل آن ايجاد و 

 PCR و همچنـين  Probe technology فوق الذكر بـراي  دو مرحله. مي باشد hybridization) و يا (annealing پيوندزني

بـوده و ايـن روش را از سـاير تكنيـك هـاي مولكـولي متمـايز         PCR بـراي  مرحله بعدي يا سوم كه. بكار مي رود

پليمـراز   DNA تـك رشـته اي بوسـيله    DNA باشـد كـه طـي آن يـك قطعـه     مـي   (extension) ميسازد مرحله توسعه

تك رشـته   DNA به يك مولكول (primer) تك رشته اي كوتاه DNA در اين مرحله يك قطعه. توسعهپيدا مي كند

مولكـول كوتـاهتر يـا پرايمـر      �3قادر مـي شـود بهانتهـاي   ) پليمراز (Taq پليمراز DNA اي طويل تر پيوند زده شده و

گرديده و با استفاده از داكُسي نوكلئوتيدتري فسفات ها آنرا امتداد داده و قطعه اي سنتز نمايد كه آن قطعه  متصل

  .دو رشته اي جديد ساخته مي شود  DNA تك رشتهاي طويل تر باشد و بدين ترتيب DNA مكمل

شيميايي به صورت سريع وارزان بوسيله تكنيك هاي ) اوليگونوكلئوتيدها(تك رشته اي كوتاه  DNA مولكولهاي

افـزوده مـي شـوند، بـه عنـوان      ) تقليبشده(تغيير ماهيت داده  DNA اوليگونوكلئوتيدها وقتي كه به. ساخته مي شوند

بنا بـه دليـل   . جديد در داخل آزمايشگاه سنتز شود DNA پليمراز عمل نموده و اجازه مي دهندتا DNA پرايمر براي

 دو نوع پرايمر مورد استفاده قرار مي گيرد كـه  PCR در. مي نامند (primer)رارا پرايمفوق الذكر اوليگونوكلئوتيده

پرايمرهاي . ) 2شكل ( هدف پيوند مي شوند DNA هر كدام از آنها به محل هاي ويژه در دو رشته مكمل مولكول

 DNA مولكـول  پليمراز يك پرايمررا توسعه مـي دهـد، يـك    DNA مذكور به صورتي ساخته شده اند كه زمانيكه

جديـد   DNA ايـن رشـته  . داراي يك محل اتصال جديدبراي پرايمر ديگر مي شـود  DNA بوجود مي آورد كه آن

الگوتوليد شده نيز همينطور قادر  ه عنوان  بودب ) خواهد  template) يمـر ديگـر    DNA براي سـنتز   ز پرا ا

  .، عمل نمايدPCR چرخه هاي بعدي در جريان

  :سه مرحله مي باشد شاملPCR بنابراين  هر چرخه

  (Denaturation Step):تقليب يا تغييرماهيت مرحله -1

ازهمـديگر جـدا   ) درجـه سـانتيگراد   94حدود (بوسيلهء حرارت بالا  DNA مرحله مولكولهاي دو رشته اي در اين

 .گرديده و به مولكولهاي تك رشته اي تبديل مي شوند

  :(Annealing or Hybridization Step)پيوند زني مرحله -2



رشـته اي   تك DNA مرحله كاهش دماي واكنش صورت مي گيرد تا اينكه پرايمرها بتوانند به مولكولهاي

درجـه   72درجـه سـانتيگراد تـا    30درجه حرارت مورد اسـتفاده بـراي ايـن مرحلـه مـي توانـد از       

پليمرازي است مقـاوم بـه    DNA كه(پليمراز 

 Thermus aquaticus بـا اسـتفاده از   ) استخراج مي شود

دو رشته اي جديـد   DNA تك رشته اي امتداد مي دهد تا

باشد كه ايـن درجـه حـرارت بـراي آنزيمهـاي      

 .مقاوم به حرارتي كه به طور عادي مورد استفاده قرار مي گيرند مناسب ميباشد

هدف همراه است كـه تكـرار چرخهبـدفعات زيـاد     

هـدف بـه ميـزان     DNA هدف و درنتيجه ازديـاد 

  مراحل سه گانة آن
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مرحله كاهش دماي واكنش صورت مي گيرد تا اينكه پرايمرها بتوانند به مولكولهاي

درجه حرارت مورد اسـتفاده بـراي ايـن مرحلـه مـي توانـد از       

 (Extension Step):  

پليمراز  Taqمي باشد، آنزيم PCR دراين مرحله كه آخرين مرحله يك چرخه

 Thermus aquaticusحرارت و از يك باكتري ترموفيل بنام ترموس آكواتيكوس

تك رشته اي امتداد مي دهد تا DNA رادر رويداكُسي نوكلئوتيد تري فسفاتها، پرايمر 

باشد كه ايـن درجـه حـرارت بـراي آنزيمهـاي       درجه سانتيگراد مي 72حرارت لازم براي اين مرحله

مقاوم به حرارتي كه به طور عادي مورد استفاده قرار مي گيرند مناسب ميباشد

هدف همراه است كـه تكـرار چرخهبـدفعات زيـاد      DNA برابر شدن تعداد ترادف هاينهايتاً با دو 

هدف و درنتيجه ازديـاد  DNA منجر به افزايش تواني در تعداد ترادف هاي

  ).Bartlett & Stirling., 2003.( يك ميليون برابر يا بيشتر خواهد شد

 

 

 

 

 

 

  

مراحل سه گانة آن PCR بوسيله DNA چرخه ازدياد - 1-11لشك
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مرحله كاهش دماي واكنش صورت مي گيرد تا اينكه پرايمرها بتوانند به مولكولهاي در اين

درجه حرارت مورد اسـتفاده بـراي ايـن مرحلـه مـي توانـد از       . پيوند زده شوند

  .سانتيگراد متغير باشد

:(Extension Step)ه توسعهمرحل -3

دراين مرحله كه آخرين مرحله يك چرخه

حرارت و از يك باكتري ترموفيل بنام ترموس آكواتيكوس

داكُسي نوكلئوتيد تري فسفاتها، پرايمر 

حرارت لازم براي اين مرحله درجه. بسازد

مقاوم به حرارتي كه به طور عادي مورد استفاده قرار مي گيرند مناسب ميباشد

نهايتاً با دو  PCR هر چرخه

منجر به افزايش تواني در تعداد ترادف هاي) بار 50تا  20(

يك ميليون برابر يا بيشتر خواهد شد

  

  

  

  

  

شك
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  شده مروري بر مطالعات انجام -9-1

  در مورد كفال ماهيانمطالعات انجام شده  -1-9-1

- Papasotirpoulos با استفاده از آناليز توالي يابي از ناحيه  2007وهمكاران در سالmtDNA  در كفال ماهيان، به

 Liza sallies;شامل Mugilidaeدر اين تحقيق پنج جنس از خانواده . روابط خويشاوندي اين خانواده پرداختند

ramanda, Liza aurata, Chelon labrosus , Mugil cephalusLiza نمونه از درياچه  5و از هرجنس به تعداد

Messolongi از  سه ناحيه. دريونان جمع آوري شدندmtDNA )16s rRNA,12s rRNA وCO I  ( تكثيروتوالي يابي

با ديگرجنس هاي مورد مطالعه  M.cephalusآناليز توالي يابي نشان داد كه بيشترين تفاوت ژنتيكي در بين .شدند

  .نزديكترين بهم بودندL.aurataو  C.labrosusبود در حاليكه 

- Erguden  16با استفاده از آناليز توالي يابي ژن  2010و همكاران در سالS rDNA  از ناحيه ژنوم

 ,Mugil cephaus: جنس از كفال ماهيان شامل 8به روابط تاكسونومي شناسايي ژنتيكي ) mtDNA(ميتوكندري

Chelon labrosus, Oedalachelis labeo, Liza abu, Liza aurata, Liza saliens, Liza ramada وازدرياي مديترانه Mugil 

soiuy 16اطلاعات موجود در ژن .پرداختاز درياي سياهS rDNA  مكان متغير واطلاعات مفيد بود 121حاوي .

در مقايسه درون گونه اي . به طور حتم از ديگرجنس ها جدا مي باشدM.cephalusآناليز توالي يابي نشان داد كه 

مورد توجه قرار گيرند  Lizaبايد تحت جنس L.abuو  M.soiuyعلاوه بر اين . مشاهده نشد Lizaاختلافي در جنس 

  .يا اينكه جنس با اسم جديدبراي اين دو گونه در نظر گرفت

- Imsiridou  گونه از بچه ماهي هاي  6، به تمايز2007وهمكاران در سال)fry (كفال ماهيان شامل  

Liza aurata, Liza saliens, Liza ramada, Chelon labrosus,Mugil cephalus  5توالي يابي ژن از آناليز ساستفادهباS 

rDNA محصول . پرداختاز ژن هستهPCR از دو گونه الگوهاي مختلفي بر روي ژل آگارزEt Br-stained  نشان

گونه هاي .يك الگوي تك باندي دادL.saliensيك الگوي سه باندي داد در حاليكه M.cephalusگونه . دادند

L.aurata, L.ramada, C.labrosus آناليز توالي يابي هاپلوتايپ هاي منحصربفردي را  .يك الگوي دو باندي دادند

مي توان به شناسايي بچه  5S rDNAبواسطه اين تكنيك ژنتيكي توالي يابي ژن . نشان دادبراي سه گونه باقيمانده 

  .هچري ها پرداخت در) fry(ماهي هاي كفال

- Semina  ي گونه هاگونه از كفال ماهيان  6بررسي سيستماتيكي وتكامل روابطي به  2007و همكاران در سال 

Liza saliens,Chelon LabrosusLiza ramada, Mugil cephalus,Liza aurata, از آبهاي مديترانه وگونهLiza 

haematocheilus با استفاده از آناليز از آبهاي ژاپنPCR-RFLP سه قطعه از ناحيه .پرداختندmtDNA شامل :ND3,16S 
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rRNA, 12S rRNA آناليز اين سه قطعه از ناحيه . تكثير يافتmtDNA در مجموعbp7220  نشان داد را شامل شد كه

آبهاي مديترانه در يك گروه مشترك ازChelon labrosusو  Liza aurata, Liza saliens, Liza ramadaكه گونه هاي 

از L.haematocheilusنسبت نزديكتري با هم دارند درحاليكه گونه L.aurata,C.labrosusمي باشند ، گونه هاي 

مشخص شد كه جنس . آبهاي ژاپن يك گروه خواهري با گروه كفال هاي مديترانه را تشكيل مي دهند

Liza,Chelonگرفتن آنها در دوگروه غيرطبيعي مي باشدو بايد در يك گروه قرار  پارافيليتيك هستند از اينرو جاي

بيشترين فاصله ژنتيكي را با Mugil cephalusگونه .نسبت داده شود Chelonبايدبه  Lizaبر طبق اولويت جنس.گيرند

اي از دريMugil cephalusسطح تنوع ژنتيكي بين نمونه هاي غيرهم بومي . ديگر گونه هاي مورد مطالعه داشت

  .نوكلئوتيدي شديدي را نشان دادژاپن ومديترانه جانشيني 

  

  بر ساير ماهيان و خارج از كشور  مطالعات انجام شده در ايران -2-9-1

 Neogbius( جمعيت گاوماهي خزري ژنتيكي ساختار بررسي1387رزمجو وهمكاران در سال 

caspius( درحوضه جنوبي درياي خزر به روشPCR-RFLP ماهي گاو نمونه 135 تعدادطي اين بررسي .پرداختند 

تركمن  بندر و انزلي،چالوس سواحل شامل كه خزر درياي جنوبي حوضه ساحل طول در منطقه  3 از خزري

ژن ،bژنسيتوكروم مجموعه نوكلئوتيدهاي توالي به مربوط پرايمركه جفت ازيك جمع آوري شد،بااستفاده

مورد   PCRجهت و بود،انتخاب آمده بدست ماهي چندگونه از كه ميتوكندري ژنومD-LOOPو ناحيه 2tRNAهاي

نمونه ها بدست آمدكه  از bp  700حدودPCRصول كه محنتايج بدست آمده نشان داد . استفاده قرار گرفت

 آنزيمي هضم الگوهايمورد هضم توسط آنزيم قرار گرفت  مورد بررسي قرار گرفت و RFLPجهت انجام آناليز 

 اين بود، بر مشابه نمونه ها تمام براي الگوها اين .گرديد مشاهده نقره نيترات رنگ آميزي و آميد پلي اكريل باژل

 قابل جمعيتي و نبوده مشاهده قابل خزري ماهي گاو در فوق آنزيمهاي از استفاده با پلي مورفيسم پديده اساس

  .نشد داده تشخيص جداسازي

در حوضه جنوبي  Cyprinus carpioمعموليبه بررسي تنوع ژنتيكي ماهي كپور  1387لالوئي وهمكاران در سال 

-NDو   ND-3/4تجزيه تحليل داده هاي حاصل از ارزيابي دو ژن .پرداختند mtDNAدرياي خزر بااستفاده از 

نشان داد كه نمونه هاي سواحل استان گيلان با تالاب انزلي، سواحل استان گيلان با سواحل استان گلستان 5/6

باتوجه ).  P≥ 05/0(ورودخانه تجن با گرگانرود از لحاظ فراواني هاپلوتيپ داراي اختلاف معني داري بوده است
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، ميتوان عنوان نمود كه جمعيت يكساني از به نتايج بدست آمده و وجود تفاوت ژنتيكي معني دار بين نمونه ها

  .كپورمعمولي در مناطق مورد بررسي وجود نداشته وبطوركلي سه گروه ژنتيكي از اين گونه شناسائي شدند

در  )Acipencer persicus( ايراني تاسماهي جمعيت ژنتيكي نوع بررسيت2011خوش خلق وهمكاران در سال 

در . ميتوكندريايي پرداختند DNA (D-loop)كنترل منطقه يابي توالي روش از استفاده با خزر درياي جنوبيحوضه 

آستارا، رودخانه سفيد رود، نوشهر (منطقه  4اله تاس ماهي ايراني از بنمونه  46طي ابن بررسي تعداد 

 6 بين مجموع در و پذيرفت انجام استاندارد روش از استفاده با يابي توالي. جمع آوري گرديد) وبندرتركمن

 واريانس آناليز و دوپارامتري روش براساسFst نتايج آناليز  .آمد بدست متغير جايگاه 44 متفاوتو هاپلوتيپ

 آستارا، مناطق هاي بين  نمونه اختلاف ها ميباشدو نمونه درون در تنوع دادبيشترين نشا(AMOVA)مولكولي 

 ديگر و سفيدرود رودخانه هاي نمونه بين كه داد نشان ژني  برآوردجريان .نبود دار معني بندرتركمن نوشهرو

  .باشد جغرافيايي جدايي نتيجه در است ممكن كه دارد وجود مثلي توليد جدايي مناطق

در خليج فارس Rachycentron canadumبه بررسي ساختار ژنتيكي ماهي سوكلا  1388رضواني وهمكاران در سال 

منطقه  5از نمونه از ماهي سوكلا  184در طي اين بررسي . ودرياي عمان با استفاده از روش ريزماهواره پرداخت

بين نمونه هاي بندردير با نمونه هاي  AMOVAبر اساس آزمون ) Fst)063/0حداكثر مقدار . حمع آوري گرديد

بين مناطق  AMOVAبر اساس آزمون  Rstميزان .هده گرديدبود،مشا) 7/3(پزم كه داراي كمترين ميزان جريان ژني

). P>0.01(واقع در يك ناحيه نمونه برداري غيرمعني دار ولي بين مناطق واقع در نواحي مختلف معني دار بود

جمعيت مجزا است كه شامل جمعيت هاي 3درنتيجه ماهي سوكلا در خليج فارس ودرياي عمان احتمالا داراي 

  .وچابهار مي باشدبوشهر،هرمزگان 

گونه هاي خاوياري درياي خزر پرداخت وتفاوت به مطالعه  RAPDبا استفاده از روش  1997رضواني در سال 

گونه هاي فيل ماهي متعلق به مناطق غربي وشرقي جنوب درياي خزر مشاهده  RAPDمعني داري در جايگاه ژني 

ر يك كلاستر وماهي شيپ وازون برون در كلاستر نتايج نشان داد كه تاس ماهي ايراني وفيل ماهي د. نمود

. جداگانه ديگر قرار گرفتند وتاس ماهي روسي خويشاوندي نزديكي با فيل ماهي وتاس ماهي ايراني داشت

نمونه هاي مناطق اورال جمعيت مستقل  نمونه هاي سفيدرود هم يك جمعيت مستقل  Rstهمچنين بر اساس تست 

  .نمي باشندRstبه طور واضح تائيد كننده مي باشد ولي نتايج فابلوژني 

Lehoczky  هاي  ، تنوع ژنتيكي كپور معمولي را با استفاده از ژن2005و همكاران در سالND-3/4  وND-5/6 

در اين بررسي براي ژن . اي مطالعه نمودند لوكوس ريز ماهواره 4و همچنين  PCR-RFLPميتوكندري و آناليز 
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ND-5/6 ،4  آنزيم محدودكننده و براي ژنND-5/6 ،2 مرفيسم را نشان  آنزيم محدودكننده به كار بردند كه پلي

  .ندادند

Liu  به تنوع  2002در سالDNA از ناحيه  ميتوكندريD-LOOP وتمامي   ناحيهcytochrome b    وسيستماتيك

 cytochrome bباز از ناحيه  1140رلي و باز از ناحيه كنت 925-929 .پرداخت) Distochodon )Cyprinidaeجنس 

 Distochodonتنوع توالي يابي در ديگرنمونه ها نشان داد كه . بدست آمد و براي نتايج سيستماتيكي بررسي شد

compressus يك گونه گونه وحشي بوده ودر تايوان گسترش دارد ودرحاليكهD. tumirostris multispinnisظر بن

 .باشد نمي رسد كه يك گونه وحشي
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  مواد و روش كار -2

  براي مطالعه جمعيت كفال پوزه باريك نمونه برداري   -1-2

عدد ماهي كفال پوزه   45گرم از بافت باله دمي از  3-5در اين بررسي پس از مطالعه اوليه وتعيين ايستگاه ها 

و پائيز  89عدد از صيدگاه هاي شيلات مناطق انزلي ، ساري وتالاب گميشان در زمستان  15باريك، از هر منطقه 

لوژي پژوهشكده اكولوژي درياي خزر جدا ودر اتانول خالص فيكس گرديد وبه آزمايشگاه بيوتكنو 90

تعداد وپراكنش  2-1جدول .  كليه نمونه برداري ها با استفاده از تور پره انجام شد.شهرستان ساري منتقل گرديد

وموقعيت جغرافيايي نمونه هاي جمع آوري شده از ماهي كفال پوزه باريك را در ايستگاه هاي مختلف نشان  مي 

 .دهد

  برداري شده جغرافيايي ايستگاههاي نمونه موقعيت) . 2-1(جدول 

  موقعيت

  

ايستگاه نمونه   عرض جغرافيايي  طول جغرافيايي

  برداري

  تعداد نمونه

  

  گيلان

  

131249 ′′′°  

  

009237 ′′′°  

 تعاوني پره شهيدنوبخت

  انزلي

  

15  

  

  مازندران

  

124345 ′′′°  

  

436240 ′′′°  

تعاوني پره آزادي 

  ساري لاريم

  

15  

  

 

  گلستان
 

'35 º53  
 

37º 07' 

 

  تالاب گميشان
 

15 

  



 محل نمونه برداري از درياي خزر

 گونه كفال آبهاي ايران

 Liza saliens(  از سواحل اميرآباد ساريو

نمونه از هركدام از كفال ماهيان آب هاي 

بندرعباس با استفاده از سواحل درياي عمان، 

نمونه از كفال خاكستري وارداتي از 

مصر كه در استخرهاي ايستگاه تحقيقات شيلات گميشان تابع مركز تحقيقات ذخاير آبزيان آبهاي داخلي 

 ،)Coad, 1995; FAO, 1983(ي بوسيله كليدهاي موجود 

به DNAقطعه اي از بافت باله دمي هر ماهي توسط اسكالپل جدا و در اتانول مطلق تثبيت و جهت استخراج

محل هاي نمونه برداري .(آزمايشگاه ژنتيك مولكولي پژوهشكده اكولوژي درياي خزر واقع در ساري منتقل شد
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محل نمونه برداري از درياي خزر: 2- 1شكل 

گونه كفال آبهاي ايران 6ايلوژمي فرابطه نمونه برداري براي بررسي 

Liza saliensو, L.aurata(ماهيان آبهاي درياي خزر نمونه از هر كدام از كفال 

نمونه از هركدام از كفال ماهيان آب هاي  10، و )2-1(تالاب گميشان  گرگانبا استفاده از صيد پره جدول 

Lizasubviridis,Mugil cephalus , Valamugil buchanani( ،از سواحل درياي عمان

نمونه از كفال خاكستري وارداتي از  10همچنين . ، تهيه گرديدند)2-2(از تور گوشگير از صيادان محلي جدول 

مصر كه در استخرهاي ايستگاه تحقيقات شيلات گميشان تابع مركز تحقيقات ذخاير آبزيان آبهاي داخلي 

ي بوسيله كليدهاي موجود پس از شناساي. گرگان نگهداري مي شوند، فراهم شدند

قطعه اي از بافت باله دمي هر ماهي توسط اسكالپل جدا و در اتانول مطلق تثبيت و جهت استخراج

آزمايشگاه ژنتيك مولكولي پژوهشكده اكولوژي درياي خزر واقع در ساري منتقل شد

  ).است آمده
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نمونه برداري براي بررسي  -2-2

نمونه از هر كدام از كفال  10ابتدا 

تالاب گميشان  گرگانبا استفاده از صيد پره جدول 

Lizasubviridis,Mugil cephalus , Valamugil buchanani(جنوب ايران 

از تور گوشگير از صيادان محلي جدول 

مصر كه در استخرهاي ايستگاه تحقيقات شيلات گميشان تابع مركز تحقيقات ذخاير آبزيان آبهاي داخلي 

گرگان نگهداري مي شوند، فراهم شدند

قطعه اي از بافت باله دمي هر ماهي توسط اسكالپل جدا و در اتانول مطلق تثبيت و جهت استخراج

آزمايشگاه ژنتيك مولكولي پژوهشكده اكولوژي درياي خزر واقع در ساري منتقل شد

آمده 2-2و 2-1در اشكال
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  مشخصات جغرافيايي محل هاي نمونه برداري

  مختصات جغرافيايي

51 "40           N "16 '51 °46  

96 '04 °54N "78 '20 °37  

07 °27           N "00 '15 °56 

07 °27           N "57 '28 °56  

07 °27           N "03 '46 °56  

 محل نمونه برداري از خليج فارس و درياي عمان

   

بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني 

     

مشخصات جغرافيايي محل هاي نمونه برداري: 2-2جدول 

  محل نمونه برداري

E "40 '51  اميرآباد ساري

E "96  تالاب گميشان

E "12 '07  )بندرعباس(ساحل محله سورو 

E "58 '07  هرمز و خور يكشبه)شمال

E "27 '07  )خليج فارس(بندر كلاهي 

  

محل نمونه برداري از خليج فارس و درياي عمان: 2- 2شكل 

 

 

 

محل نمونه برداري

ساحل محله سورو 

شمال(بين 

بندر كلاهي 
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 DNAاستخراج  -1-2-2

  استات آمونيوم به روش ژنومي DNAاستخراج  •

-بيشترروش  .است مولكولي شناسي زيست اساسي نيازهاي از مطلوب كيفيت و كميت با ژنوميDNAاستخراج 

اولين ومهم ترين نياز در اجراي تحليل هاي ژنتيكي ،  DNAاستخراج . زمان بر هستند DNAتجاري استخراج  هاي

موفقيت ناشي از استخراج . مانند پي بردن به جهش پي بردن به توالي وعملكردبخش ويژه اي از ژنوم است

 ياز طرفي در سالهاي اخير ژنتيك. استخراج شده وابسته است DNAبه خلوص عالي وغلظت بالاي  DNAمناسب 

معمولا . مولكولي يك ابزار قدرتمند در برنامه هاي مختلف اصلاح نژاد، بررسي ژنتيك جمعيت وغيره بوده است

، پروتئين ،ليپيد، وساير ساختارهايي كه براي آنزيم  RNAباعواملي مانند عدم آلودگي ناشي از  DNAكيفيت 

Taqپلي مراز در واكنش زنجيره اي پلي مراز)PCR (وآنزيم هاي برشي مزاحم سنجيده مي شوند.  

جمعيت قبل از بيان بطوركلي استفاده از ماركرهاي مولكولي آناليزهاي دقيقتري از توان ژنتيكي ماهي، جامعه يا 

اين فرصت هاي فراهم شده براي تخمين تنوع ژنتيكي .(Liu and Cordes, 2004)فنوتيپ هاي آن را فراهم ميكند

  .(Lopera-Barrero et al., 2006)نيازمند مطالعه مديريت ذخاير ماهي وحفاظت عملي آنها نياز است

با يك  DNAمار در ايزوله كردن وبدست آوردن هرچندكه شدني بودن اين مطالعات گاها بوسيله مشكلات بيش

 (Aranishi, 2006; Wasko et al., 2003)كيفيت خوب در يك مقدار كافي محدود ميشود

 DNAاستفاده از روش هاي نمونه برداري مناسب، نوع بافت واستفاده از پروتوكل هاي مناسب براي استخراج 

 Nam et؛  Lopera-Barrero et al.,2006(ادر ماهي استفاده از باله ه. مي باشد PCRبرجنبه هاي حياتي مطالعات مبتني 

al., 2003 ؛Wasko et al., 2003 (و اسپرم ، خون )1994 Cummings and Thorgaard, (فلس ،)   Adcock et al., 2000  ; 

Sire et al., 2000Wasko et  al., 2003;Yue and Orban, 2001 (  ، سلول هاي دهاني)Livia et al., 2006( تخمك ها ،

)Aranishi, 2006(  وماهيچه)Chakraborty et al., 2006; Weber et al., 2003 (  نيازمند چندين پروتوكل بودند كه

Chelex 100 )Sigma, USA(پروتوكل نمك  كلروفورم،استات آمونيوم و  -و، نيتروژن مايع، فنل، سيليكا، مايكرووي

ساده، آسان وبدون   DNAپروتوكل استفاده از استات آمونيوم جهت استخراج . گسترده اي استفاده شد به طور

  .با كيفيت خوب درمقادير كافي از نمونه هاي بافتي ماهي است DNAآلودگي خارجي براي بدست آوردن 

با هم متشابه مي  ماهيان هوموپلاسميك است، به اين مفهوم كه تمامي مولكول هاي يك موجود mtDNAعموما 

هر سلول در چند نسخه وجود دارد،  mtDNA. به كار برد DNAاز اينرو مي توان هر بافتي را به عنوان منبع . باشند

  ).Brown, 1985( بنابراين جداسازي وتخليص آن نسبتا آسان است
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 استخراج كلي اصول

  .استفاده از شوك هاي اسمزي صورت مي گيردشكستن سلول  براي از بين بردن ديواره هسته كه معمولا با  -

كه سبب تخريب غشاء ) SDS(هضم پروتئين ها با استفاده از دترجنت هاي يوني مانند سديوم دودسيل فسفات -

 .نقش پروتئين زدايي دارد) Kپروتئيناز (تيمار آنزيمي . مي شود، انجام مي شود DNAسلولي وپروتئين متصل به 

  .درجه سانتي گراد است 65تا  55، در دماي  SDSدر حضور  فعاليت بهينه اين آنزيم

جهت رسوب پروتئين ها از استات . حاصل از هضم ناخالصي هايي وجود دارد  DNAدر . رسوب پروتئين ها -

  .آمونيوم استفاده مي شود

  .كه معمولا با استفاده از الكل يا اتانول صورت مي گيرد DNAرسوب دادن  -

  

  به روش استات آمونيوم DNAمحلول هاي لازم جهت استخراج   •

  درصد  SDS (10(سديم دودسيل سولفات -

- STE.  

  Kپروتئيناز  -

  استات آمونيوم -

  ايزوپروپونال -

  ٪70اتانول  -

  ٪100اتانول  -

ودن پروتئين ها وهيدرات هاي كربن از اسيدهاي نوكلئيك ودر تمامي نمونه ها بوسيله شكستن سلول ها، جدا نم

  .از بافت ها استخراج گرديد DNAنهايت رسوب دادن 

  :ازماهيان به روش استات آمونيوم با مراحل زير يه ترتيب انجام گرديدDNA به منظور استخراج 

  .يلي ليتري منتقل وله شدم 5/1ميلي گرم از نمونه باله ماهي كاملا خشك گرديد وبه تيوپ  50حدود  -1

ميكروليتر  STE ،50ميكروليتراز بافر  500سپس براي هضم بافت مورد نظر بويژه پروتئين ها بر روي آن  -2

SDS)ميكروليتر پروتئيناز 3درصد و  10) سديم دو دسيل سولفاتK اضافه گرديد.  
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ساعت در شيكر قرار داده و پس از  1دقيقه تا  45حاوي نمونه به مدت تيوب جهت فعال نمودن كامل آنزيم  -3

درجه سانتي گراد قرار داده شد، در طي اين مدت نمونه به طور  55تا  50آن به مدت يك شب در بن ماري 

  .كامل هضم شده وبصورت امولسيوني غليظ در آمد

ر استات ميكروليت 160پس از يك شب قرار گرفتن نمونه ها در بن ماري نمونه ها خارج شده وبه هر تيوپ  -4

دور در دقيقه  13000آمونيوم اضافه شد وبراي مدت حداقل يك ساعت با استفاده از شيكر بهم زده وبلافاصله در 

  .دقيقه سانتريفيوژ گرديد 5به مدت 

ميكروليتر از فاز بالايي را توسط يك نمونه بردار جدا كرده ودر داخل تيوپ جديدي ريخته  500به آرامي  -5

لوله ها بوسيله دست به  ،ميكروليترايزوپروپانول اضافه نموده 500استات آمونيوم بر روي آن وبراي حذف بقاياي 

دقيقه سانتريفيوژ گرديدند وفاز بالايي محلول  15به مدت  13000آرامي چندين مرتبه سر وته شدند ودر  دور

  .دور ريخته شد

  

  

 
  

  استاتكردن  مرحله سانتريفوژ، بعد از اضافه -2-4شكل                استات با استفاده از سمپلر جداسازي محلول بالاي.  2-3 شكل  

  

به  13000به لوله ها اضافه شد و در دور ٪70ميكروليتر الكل  100جهت خارج نمودن كامل ايزوپروپانول،  -6

  .دقيقه سانتريفيوژ گرديد 2مدت 
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شد وتيوپ ها در دماي اتاق قرار داده شد تا تمام الكل آن خشك و پس از عمل سانتريفيوژ فاز الكل جدا  -7

  .تبخير شود

ميكروليتر آب مقطراستريل اضافه شد ودر بن ماري در دماي  DNA 100پس از خشك شدن برروي رسوب  -8

پس از آن .بطور كامل در آب حل هضم گردد DNAدقيقه قرار داده شد تا  30سانتي گراد به مدت درجه  40

  . درجه سانتي گراد نگهداري شدند -20در فريزر ها  نمون

  

  روش فنل كلروفرم •

در اين روش مقدار ).Fevolden & Pogson, 1997(كلروفرم انجام گرديد  -با بهينه سازي روش فنل  DNAاستخراج

 500ميليگرم از بافت باله دمي درون يك ميكروتيوپ قرار داده شد و پس از خردكردن، مقدار  100-50

 SDS 10ميكروليتر PH= 8 ( ،50–مولار  Nacl 1/0–مولار  EDTA 01/0–مولار STE)Tris 05/0ميكروليتر بافر 

درجه  50ساعت در حمام آب گرم  3-4نمونه ها به مدت . به آن اضافه شد  Kميكروليتر پروتئيناز 3درصد و 

دقيقه  20-30پس از اين مدت، لوله ها . ميكروليتر فنل به آن اضافه شد 500سانتيگراد قرار گرفتند و سپس مقدار 

پس از . دنددقيقه سانتريفيوژ گردي 5به مدت  13000rpmدر دماي اتاق بر روي شيكر قرار داده شدند و سپس در 

ميكروليتر كلروفرم  500سپس مقدار . سانتريفيوژ، لايه رويي بدقت جدا و به يك ميكروتيوپ ديگر منتقل گرديد

پس از سانتريفيوژ، مجددا لايه رويي جدا و مقدار . سانتريفيوژ شد 13000دقيقه با دور  5به آن اضافه و به مدت 

اتانول مطلق به ) ميكروليتر 800حدود (ابر حجم برداشت شده بر 2و حدود مولار  2ميكروليتر استات سديم  40

در ادامه، رسوب شيري رنگ . سانتريفيوژ شدند 13000دقيقه در دور  15سپس نمونه ها به مدت . آن اضافه شد

ميكروليتر آب مقطر استريل به آن  50درجه شسته شد و پس از خشك شدن، مقدار  70تشكيل شده با اتانول 

. حل گردد DNAدرجه سانتيگراد قرار گرفت تا 37دقيقه در حمام آب گرم  30-40و به مدت اضافه گرديد 

  .درجه سانتيگراد تا زمان استفاده نگه داري شدند -20نمونه ها در فريزر در دماي 

  

  

  استخراج شده با استفاده از روش الكتروفورز ژل آگارز DNAارزيابي كيفيت  -3-2

. باشد ژل الكتروفورز ميالكتريكي بوده وتنها مسير عبور جريان ) TBE  1X(محلول بافر الكتروددستگاه الكترفورز حاوي 

به دليل دارا  DNA. اساس كار الكتروفورز برپايه قرارگرفتن ذرات باردار در مسير جريان الكتريكي  مي باشد
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رود كه پس از قرار گرفتن نمونه بودن گروه هاي فسفات در ساختمان خود داراي بار منفي ميباشد، پس انتظار مي

به سمت قطب مثبت حركت كرده وبسته به بار  DNAها درداخل ژل وبرقراري جريان الكتريكي نمونه هاي 

  .الكتريكي و وزن مولكولي در قسمتهاي متفاوتي از ژل نسبت به مبدا حركت قرار ميگيرند

انجام ميگيرد كه در پايان با استفاده از دستگاه ژل كه داراي بار منفي است   DNAكه هم زمان با جريان، جابجايي 

  .مورد ارزيابي قرار ميگيرد  DNAوخاصيت فلوئورسانس ايجاد شده،باندهاي  UVداكيومنشن واشعه 

  

  محلول هاي لازم جهت الكترفورز روي ژل آگارز -1-3-2

  TBEبافر  -

  لودينگ بافر -

  محلول اتيديوم برومايد  -

  ژل آگارز -

اســتخراج شــده بــا توجــه بــه حجــم پليتــي كــه   DNAجهــت ارزيــابي كيفــي  1%رز كــردن ژل آگــا بــراي آمــاده

 :ژل در آن ريخته ميشود طي مراحل زير انجام شد

سيني مخصوص ژل را درمحلي مسطح قرار داده وشانه روي ژل قرار داده شده بطوري كه تا يك ميلي متر با  -1

  .با استفاده از چسب نواري بسته مي شودكف سيني ژل فاصله داشته باشد ودوطرف سيني 

گرم آگارز به آن اضافه  2/0را در ارلن ريخته و ) TBE)10 xميلي ليتر بافر  20براي تهيه ژل آگارز يك درصد -2

  .گرديد

سوسپانسون حاصله را روي شعله حرارت داده تا آگارز آن حل وشفاف شود وسپس ارلن در دماي محيط  -3

  .د تا سردشودآزمايشگاه قرار ميگير

  .محلول حاصله را پس از سرد شدن درسيني ژل ريخته واجازه داده شد تا منعقد گردد -4

پس از بسته شدن حامل هاي دوطرف سيني را باز وژل به آرامي داخل تانك الكتروفورز قرار داده شدوپس  -5

  .از مدتي شانه ژل به آرامي از ژل خارج گرديد

ميكروليتر بافر سنگين كننده كاملا مخلوط وبا دقت به هريك از  3همراه با ژنومي  DNAميكروليتر از 6 -6

 .ريخته شد )well(چاهك هاي مستطيلي شكل ژل
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  داخل چاهك ها DNAريختن مخلوط بافر سنگين كننده به همراه  -2- 5شكل 

  

  .دقيقه وصل گرديد 45الي  30ميلي آمپر به مدت  120ولت و 90تانك الكتروفورز به دستگاه مولد برق با -7

  

  

 
  

  

  

  

  تانك الكتروفورز افقي  -2- 6شكل 

  

ابتدا ژل به مدت كوتاه داخل رنگ اتيديوم برومايد پس از رسيدن بافر سنگين كننده به انتهاي ژل مورد نظر،  -8

به دستگاه ژل داكيومنشن پس از آن .باشند UVگذاشته شد تاحدي كه فقط باندهاي مورد نظرقابل ديدن با اشعه 

  .مورد ارزيابي قرار گرفت DNAاز لحاظ خلوص ،آلودگي وشكستگي  DNAمنتقل گرديد وكيفيت 

  

  آماده سازي آغازگر  -4-2

برگرفته شده از مقاله  Mugil cephalusماهي   16S rRNAژنومي از ناحيه  DNAآغازگر بر اساس ترادف انتخاب 

Palumbi et al.,1991 بعد از مطالعه توالي ژنومي . صورت گرفتDNA  اين گونه توسط جستجوي اينترنتي  در

  .انتخاب گرديدباز  20يك جفت آغازگر بطول )  NCBI(بانك ژني 
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ميكروليتر از هر  30پيكومول نياز بود از اينرو  30بود وبراي واكنش غلظت ميكرومول  100آغازگر داراي غلظت 

ميكروليتر آب مقطر اضافه شد  70ميلي ليتري به صورت جداگانه ريخته وبه هر كدام 5/0آغازگر در تيوپ هاي 

  .درجه سانتي گراد قرار داده شد -20ودر 

مربوط به يك منطقه خاص از ژنوم يك گونه اين اجازه را ميدهدتا همين منطقه  DNAاز آنجايي كه داشتن توالي 

خاص از ژنوم مربوط به گونه هاي بسيار نزديك يا جمعيت هاي مشابه از يك گونه را با همان آغازگر تكثير 

 Liza saliensبراي  گونه  Mugil cephalusگونه     16S rRNAكرد لذا ميتوان از پرايمر طراحي شده بر اساس ژن 

  . استفاده كرد

  

  رقيق كردن پرايمر -1-4-2

غلظت پرايمرها بر اساس . رقيق كردن پرايمر بر اساس اطلاعات داده شده در كاتالوگ پرايمرها صورت گرفت

ميكروليتر آب رقيق شد، براي كار روزانه محلولي  100پيكومول داده شده بود، ابتدا پودر پرايمر با استفاده از 

)Working ( پيكومول با استفاده از رابطه  50از پرايمرها با غلظتN1×  V1  =  N2× V2ساخته شد.  

  

  PCRواكنش  -5-2

  PCRمواد مورد استفاده جهت انجام واكنش   -1-5-2

- DNA الگو 

  PCRبافر  -

  ):Mgcl2(كلريد منيزيوم-

 )dNTP(دي اكسي نوكلئوتيدتري فسفات  -

  پلي مراز Taqآنزيم  -

  پرايمر  -

  آب مقطر                                           -
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  PCR در لولة پلي پروپيلن آماده براي انجام

جهت تكثير  كهPalumbiet al.,1991از مقاله

به كار برده بود،از طريق شبكه اينترنتي بدست 

ــول         ــدازه محصــ ــر، انــ ــورد نظــ ــه مــ ــايج مقالــ ــه نتــ ــه بــ ــا توجــ ــت بــ ــه PCRرفــ   ناحيــ

، Taq DNA polymeraseواحـد آنـزيم   

اي كه حجم نهـايي محلـول واكـنش بـه     

بهتراست  آب مقطر ابتدا در يك تيوپ ريخته شده وسپس بقيه مواد بـه آب مقطـر اضـافه    

حتما داخل خود محلول خالي شود وپس از اضـافه شـدن آن سـريع پـس ازتكـان      

بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني بررسي تنوع ژنتيكي و تشكيل كتابخانه ژني 

     

در لولة پلي پروپيلن آماده براي انجام PCR اجزاي -2-7شكل

از مقاله شده استفاده از يك جفت پرايمر برگرفتهبااي پليمراز 

16S rRNAي، ژنوم ميتوكندرMugil cephalus به كار برده بود،از طريق شبكه اينترنتي بدست

  :ترادف ژني پرايمر مورد نظر عبارتست از 

- CGCCTGTTTATCAAAAACAT  

-CCGGTCTGAACTCAGATCACG 

ــول         ــدازه محصــ ــر، انــ ــورد نظــ ــه مــ ــايج مقالــ ــه نتــ ــه بــ ــا توجــ ــت بــ رفــ

  .بود جفت باز مي 552بايد حدود  مي

واحـد آنـزيم    µM200 ،1با غلظت  PCR )X10( ،dNTPبافر  µl5با استفاده از 

اي كه حجم نهـايي محلـول واكـنش بـه      هدف و آب مقطر به اندازه ng100 DNAتا  50، 2

بهتراست  آب مقطر ابتدا در يك تيوپ ريخته شده وسپس بقيه مواد بـه آب مقطـر اضـافه    

حتما داخل خود محلول خالي شود وپس از اضـافه شـدن آن سـريع پـس ازتكـان       Taqبايد توجه داشت كه 

  .داده شدن تيوپ ها به دستگاه منتقل شود

5′

5′

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

شكل

  

اي پليمراز  واكنش زنجيره

rRNAيتوالي نوكلئوتيدها

  .آمد

ترادف ژني پرايمر مورد نظر عبارتست از 

 -CGCCTGTTTATCAAAAACAT:جلوبرپرايمر

-CCGGTCTGAACTCAGATCACG:پرايمر معكوس

ــي  ــار مــ ــول         انتظــ ــدازه محصــ ــر، انــ ــورد نظــ ــه مــ ــايج مقالــ ــه نتــ ــه بــ ــا توجــ ــت بــ رفــ

16S rRNA مي ماهي كفال

با استفاده از  PCRواكنش 

MgCl2  با غلظتmM5/2

µl50 بهتراست  آب مقطر ابتدا در يك تيوپ ريخته شده وسپس بقيه مواد بـه آب مقطـر اضـافه    . برسد، انجام شد

بايد توجه داشت كه . شود

داده شدن تيوپ ها به دستگاه منتقل شود

3′

3′
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  PCRآماده نمودن نمونه براي   -2- 8شكل 

  

  وپروفيل هاي حرارتي آن PCRبهينه كردن  -2-5-2

از اينرو دستگاه در مد بر روي نمونه ها بدست آ درمرحله اول با دادن دامنه حرارتي ، بهترين دماي اتصال آغازگر

دامنه دماي مورد استفاده براي انجام واكنش كه در .گراد قرار داده شدسانتيدرجه  55-65 دامنه حرارتييك 

  .بود c° 57-56دماي حرارتي بهترين نتيجه را داد، 

براي آزمايش هاي بعدي كه شامل  تاداديم درجه سانتي گراد انتقال  4را به يخچال  PCRدر پايان، محصولات 

پس از آزمايش فوق ، . در دسترس باشد  PCRبراي سنجش كيفيت محصول  ٪5/1انتقال بر روي ژل آگارز 

 .درجه سانتي گراد انتقال داده شد -20به فريزر  PCRمحصولات 

  

  PCRبرنامه هاي داده شده به دستگاه  - 2-3جدول 

درجه   مراحل

  )سانتيگراد(حرارت

  )سيكل(تعداد چرخه  )دقيقه(زمان

Denaturation  1  3  95  واسرشته سازي اوليه  

Denaturation 
 

Anneling 

  

Extention  

  32  75/0  95  واسرشته سازي

  32  75/0  56 -57  الحاق

  32  75/0  72  بسط

Elongation 1  5  72  بسط نهايي  
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  با استفاده از ژل آگارز PCRالكتروفورز محصول  -6-2

مورد ارزيابي قرار گرفت وقطعات تكثير شده از نظر  ٪5/1به روش الكتروفورز با ژل آگارز  PCRمحصول 

  . كيفيت وشارپ بودن باند حاصله بررسي شد

  :طي مراحل زير الكترفورز گرديد ٪5/1بدست آمده روي ژل آگارز  PCRمحصول 

  

  مواد مورد نياز  -1-6-2

  پودر آگارز  -

  TBE(1x)محلول  -

  ارلن مقاوم در برابر حرارت  -

  محلول رنگي اتيديوم برمايد  -

  ) Loading Buffer(بافرسنگين كننده -

  سيني يا پليت مخصوص ريختن ژل در آن -

  شانه مخصوص ايجاد چاهك -

براي آمـاده كـردن ژل آگـارز بـا توجـه بـه حجـم پليتـي كـه ژل در آن ريختـه ميشـود طـي مراحـل زيـر انجـام                

  :شد

ص ژل را درمحلي مسطح قرار داده وشانه روي ژل قرار داده شده بطوري كه تا يك ميلي متر با سيني مخصو -1

  .دشكف سيني ژل فاصله داشته باشد ودوطرف سيني با استفاده از چسب نواري بسته 

گرم آگارز به آن اضافه  3/0را در ارلن ريخته و) TBE)10 xميلي ليتر بافر   20  ٪5/1براي تهيه ژل آگارز  -2

  .گرديد

سوسپانسون حاصله را روي شعله حرارت داده تا آگارز آن حل وشفاف شود وسپس ارلن در دماي محيط  -3

  .آزمايشگاه قرار ميگيرد تا سردشود

  .حاصله را پس از سرد شدن درسيني ژل ريخته واجازه داده شد تا منعقد گرددژل  -4

پس از بسته شدن حامل هاي دوطرف سيني را باز وژل به آرامي داخل تانك الكتروفورز قرار داده شدوپس  -5

  .از مدتي شانه ژل به آرامي از ژل خارج گرديد
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ميكروليتر بافر سنگين كننده كاملا مخلوط وبا دقت به هريك از  3همراه با  PCRميكروليتر از محصول 6 -6

  .ريخته شد  )well(لچاهك هاي مستطيلي شكل ژ

  .دقيقه وصل گرديد 45الي  30ميلي آمپر به مدت  120ولت و 90تانك الكتروفورز به دستگاه مولد برق با -7

پس از رسيدن بافر سنگين كننده به انتهاي ژل مورد نظرابتدا ژل به محلول رنگي اتيديوم برومايد براي رويت  -8

از لحاظ شارپ  PCRمحصول به دستگاه ژل داكيومنشن منتقل گرديد وكيفيت  قرار داده شد، سپس UVدر اشعه 

  .بودن ،پرنور بودن و نداشتن اسمير مورد ارزيابي قرار گرفت

  

  PCR مستقيم محصولات) Sequencing(تعيين توالي   -7-2

ميلادي ابداع  1977سال ، در Sangerكه بوسيله ) ddNTP(دي داكسي زنجيره با خاتمهبا روش عمل تعيين توالي 

  .انجام شد) (Pherson et al., 2000شد

فرستاده  براي تعيين توالي به شركت بيونر كره جنوبي PCRدر اين راستا محصولات بدست آمده از واكنش 

ميتوكندريايي با استفاده از نرم  16S rRNAژن  bp552در نهايت داده هاي بدست آمده از تعيين توالي قطعه .شد

  .مورد بررسي قرار گرفت كه نتايج در فصل بعد آمده است   MEGA4و Bio Edit,  DnaSPافزارهاي 

 

  از نمونه هاي جمعيت شناسي توالي هاي بدست آمده براي آناليز  نرم افزارهاي مورد استفاده  -8-2

1-8-2- BioEdit  

قابل نصب واجرا  Windows 95/98/NT/2000/XPجهت تصحيح توالي هاي زيستي بكار مي رود كه در محيط 

، دستكاري وآناليز داده ها را براي توالي alignmentاين نرم افزار مي تواند عمليات پايه اي مانند تصحيح، . است

ذخيره ميكنيم تا مرحله بعدي با  FASTAسپس خروجي داده ها به صورت .هاي نوكلئوتيدي وپروتئيني انجام دهد

  .انجام شود DnaSPنرم افزار 

  

2-8-2- DnaSP ( DNA Sequnce Polymorphism)  

قابل اجرا  Windowsاين نرم افزار در محيط . اين نرم افزار بيشتر در ژنتيك جمعيت ها مورد استفاده قرار ميگيرد

از كارايي هاي اين نرم افزار ميتوان به . بوده ومي تواند تعداد بسيار بالايي از توالي ها را مورد آناليز قرار دهد

  :موارد زير اشاره نمود

  از توالي نوكلئوتيدي DNAآناليز پلي مورفيسم  -
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  بررسي ژنتيك مولكولي جمعيت  -

  درون وبين جمعيت در مكان هاي غيركدشده ياغير مشابه DNAاندازه گيري و محاسبه تنوع نوكلئوتيدي  -

  اندازه گيري جريان ژني -

  بررسي پارامترهاي حفاظت ژني -

  .استفاده شده است MEGAبراي تبديل داده ها به فرم  DnaSPدر اين تحقيق  از نرم افزار 

  

3-8-2- MEGA 4( Molecular Evolutionary Genetic Analysis, Version 5.0) 

داده هاي مورد استفاده در اين نرم افزار مي تواند از هر دونوع پروتئيني واسيدنوكلئيكي باشد كه اين داده ها در 

قابل  FASTAو  MEGA, NEXUSتوالي هاي داده شده به صورت فرمت هاي . اين نرم افزار قابل تصحيح مي باشند

ري براي محاسبات فيلوژني و رسم درخت فيلوژني ازروش هاي بسيار متنوع ومهم آما. خواندن وذخيره مي باشند

  .مي توان در اين نرم افزار استفاده كرد
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 نتايج -3

  بررسي جمعيت كفال پوزه باريك -1-3

. استخراج ژنوم ميتوكندري به روش استات آمونيوم در مورد تمامي نمونه هاي ماهي كفال پوزه باريك انجام شد

  .استخراج شده مورد ارزيابي قرار گرفت كه از كيفيت مطلوبي برخوردار بود DNAكيفيت 

 .نشان داده شده است 1-3جفت باز بود كه در شكل  552بدست آمده براي تمام نمونه ها حدود  PCRمحصول 

نهايتا نتايج . ميتوكندريايي موردنظر شد 16S rRNAفاده شده براي تمام نمونه ها باعث تكثير قطعه ژن تپرايمر اس

  .بدست آمده از تعيين توالي محصولات بدست آمده مورد بررسي قرار گرفت كه در ادامه ذكر خواهد شد

  

 

  
552bp 

  

  

  

 

 

  

  ٪5/1روي ژل آگارز  PCRنمايش باند حاصل از   -3- 1شكل 

  

  ميتوكندريايي 16S rRNA بررسي توالي ژن  -1-1-3

بدست آمده در نمونه هاي مختلف با  bp552با دستگاه تعيين توالي، قطعه  16S rRNAدر نتيجه تعيين توالي ژن 

. استفاده از نرم افزارهاي مختلف مورد بررسي قرار گرفت وتفاوت هاي نوكلئوتيدي در نمونه ها مشخص گرديد

نمونه با توجه به غلظت  2اده شدند اما تعداد فرست بيونر كره جنوبيهمانطور كه گفته شد نمونه ها ازطريق شركت 

  .آنها جواب قابل قبولي نداشتند از رو مورد بررسي قرار نگرفتندDNAكم 

  GenBankدر  از گونه مورد نظر) FJ874767, EF437095 , AY169702 , GQ258709-10( ثبتشماره  هاباتمامي توالي 

  .موجود بودند
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  L.saliens نمونهبدست آمده از  توالي  -2-1-3
GGGCTGACTCAGACGGGAGGTGCTGCCTGTCCTGTGACCCCTGGTTCAACGGCCGCGGTATTTTGA

CCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTCTTAAATGAGGACCTGTATGAATGGCACAACGAGGGC

TTAACTGTCTCCTTTCCCCGGTCAGTGAAATTGATCTTCCCGTGCAGAAGCGGGAATCCTAACATAA

GACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAGACTCCAGAACAGATCATGTAAGCTACCCCCATAAAACAG

GTAATAACTATTGAATTTCTGTTCCCCTGTCTTTGGTTGGGGCGACCACGGGGAAGAAAAAAACCC

CCATGTGGACCAGGAGCACATTACTCCTACAACCATGAGCCACAGCTCTAATGCACAAAACCTTTG

ACCATTAGATCCGGCAAAGCCGATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTT

TAAGAGTCCATATCGACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAG

CCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTA AAGTCTTACGTGATCTGAGTTCAGAACCAGAGA 

  

  مقايسه توالي هاي گونه مورد مطالعه -3-1-3

درجهت مقايسه توالي هاي گونه مورد مطالعه ومشخص نمودن نوكلئوتيدهاي حفاظت شده وجهش يافته با 

نوكلئوتيدها در اين گونه باهم مقايسه گرديد كه نتايج حاصل در ادامه ، تك تك MEGA 4استفاده از نرم افزار 

ناحيه حفاظت شده  485ناحيه مورد مطالعه تعداد 552تعداد از اين بررسي ها نشان داد كه. نشان داده شده است

  .ناحيه متغير وجهش يافته در توالي ژن نمونه هاي مورد مطالعه وجود دارد 67و

  

  هاآناليز داده  -4-1-3

 .رديف شدندBioEdit 7.1.3.0در نرم افزار  Clustal X (Thompson et al., 1997)برنامهتمامي توالي ها بوسيله 

براي هر جمعيت با استفاده )h()Nei, 1987(وتنوع هاپلوتايپي) π(ميتوكندري با سنجش تنوعنوكلئوتيديDNAتنوع 

 .شد محاسبه)DnaSP 5.10.01 )Rozas et al., 2003از نرم افزار 

  .رسم شدMega Version 5.05با استفاده از نرمافزار براي نمونهها ) Neighbor Joining(درخت نزديك همسايه 

 Maximum Compositeبر اساس مدل  بين نمونه هاي مناطق)Kumar et al., 2004(فاصله ژنتيكي 

Likelihoodميانگيناختلاف جفت نوكلئوتيدي،)Tamura et al., 2007(با ي مناطقها ها وبين نمونه داخل نمونه

  .بدست آمد Mega Version 5.05استفادهاز نرمافزار

درتمام مناطق وبين مناطق  با استفاده ژنتيكي بدست آوردن تمايز براي ) Fst(،)Hudson et al., 1992(شاخص ثابت 

 Weir and(   Nm = [(1/Fst)-1]/2با استفاده از معادله  )Nm(جريان ژني. محاسبه شدDnaSp 5.10.01از نرم افزار

Cockerham,1984.(  
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  نتايج حاصل از آناليز داده ها -5-1-3

  وتوزيع هاپلوتايپ هاتنوع توالي ها •

از . بود) bp(جفت باز  552شاملپس از رديف و ويرايش شدن ،  16S rRNAناحيه  mtDNAتوالي رديف شده 

نمونه  هاپلوتايپ در 6. جايگاه متغير بدست آمد 29وتعداد هاپلوتايپ  مشاهده شد 6ميان توالي ها در مجموع 

هاپلوتايپ 2 و)Ha1(مازندران منطقه هاي درنمونه هاپلوتايپ 1، ) Ha6,Ha5,Ha4, Ha3,Ha2,Ha1(گيلان منطقه هاي 

 Lizaهايتمامي نمونه  از بين هاپلوتيپ هاي بدست آمده،.مشاهده شد)Ha2,Ha1(گلستان منطقه هاي نمونهدر 

saliensهاپلوتايپ  مشتركي در در حوضه جنوبي درياي خزر سهمHa1 هاپلوتايپ .داشتندHa2  گيلانبين مناطق 

- 3جدول (بود گيلان منحصربفرد در نمونه هاي منطقهHa3,Ha4,Ha5,Ha6و چهار هاپلوتيپ وگلستان مشترك بود

 23.70% (T), 24.83% (C), 21.81% ,(A) %29.65:برابر16s rRNAميانگين تركيب اصلي نوكلئوتيدها در ناحيه  ).1

(G)بود. 

  آناليز شده در اين مطالعهL.saliensنمونه هاي توزيع هاپلوتايپ ميتوكندريايي در -1-3جدول 

Σ                                       مكان                              گيلان                       مازندران                 گلستان  

Hyplotype     
 

Ha1                                9                        15                       1235 
Ha221                           3 
Ha3                                1                                                                                       1 
Ha4                                1                                                            1 
Ha5                                1                                                                                       1 
Ha6                                1                                                                                       1 

  43      151513Σ    
  

بدست آمده از نمونه ها به دو شاخه اصلي تقسيم شده است، در شاخه اول شامل تمامهاپلوتايپ هاي  Njدرخت 

 ,Ha1,Ha2,Ha3(در سه ناحيه گيلان ومازندران وگلستان گسترده شده بودندLiza saliensبدست آمده از نمونه هاي 

Ha4,Ha5(تمامي نمونه هاي منطقه مازندران داراي يك هاپلوتايپ مشترك ،)Ha1 ( بودند ودر يك شاخه قرار

رانشان دادند در حاليكه در شاخه دوم تنها يك )0.000(گرفتند كه مقدار بسيارپائيني از تنوع نوكلئوتيدي

 .از نمونه كفال منطقه گيلان بود)Ha6(هاپلوتايپ باقيمانده
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  ماهي كفال پوزه باريكبدست آمده از نمونه هاي Njدرخت  -3-2شكل

  

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Golestan)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Mazandaran)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Golestan

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

 L.saliens(Gilan)

0.005
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  هاي ساختارژنتيكي آناليز •

 15/0و  00/0، 64/0مناطق گيلان، مازندران و گلستان به ترتيب نمونه هاي در  16s rRNAژن ) h(تنوع هاپلوتايپي

  ).2-3جدول ( بود 001/0و  124/0،0.000به ترتيب ) π(بود در حاليكه تنوع نوكلئوتيدي 

:  πتنوع هاپلوتايپي ، :  hتعداد نمونه ، : n(در سه منطقه L.saliensهاي نمونه بينتنوع ژنتيكي  .2-3جدول 

  )تنوع نوكلئوتيدي

  تعداد هاپلوتايپ                                                شاخص تنوع مولكولي                         nمنطقه                   

hπ     

  60.01240.64                        15        گيلان         

  0.00                                                                              0.000                     1 15            مازندران

  0.15                                                                            20.001                        13              گلستان

  0.29                                                                     0.004        8                        43   تمام نمونه ها  

  

نشان داد و بين نمونه ها  را)Nei and Kumar, 2000(تنوع نوكلئوتيدينتايج بدست آمده از داده ها ميزان پائيني از 

 ).p<0.05(اختلاف ژنتيكي بين نمونه ها معني دار نبود 

بين طقه بود و را در بين سه من) Nm(جريان ژني يان ژني در نمونه هاي سه منطقه حاكي از وجودمحاسبه ميزان جر

  .اين سه منطقه جدايي توليد مثلي وجود ندارد

استفاده مي شود كه به طور مستقيم ويا از ميان ارتباط با تعداد  Fstاز فاكتور براي اندازه گيري تمايز ژنتيكي 

( نشان داد  در تمام نمونه هاي سه منطقهرا  Fstاز ارزش ميزان پائيني . مهاجرت موثر برآورد كننده تمايز مي باشد

  ).3-3جدول 

  

  ).P<0.05سطح شاخص (مورد بررسي در مطالعه حاضر L.saliensبين نمونه هاي  Fstارزش جفت .3-3جدول 

  منطقه                   گيلان                                    مازندران                                           گلستان

         -              گيلان        

  -    0.11ازندران        م

  -   0.090.00      گلستان    
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بدست  )Maximum Composite Likelihood )Tamura et al., 2004ميانگين فاصله ژنتيكي با استفاده از مدل 

  بود ومقدار بالاي شباهت ژنتيكي بودو بين نمونه هاي مناطق بسيار پائين كه فواصل ژنتيكي) 3-4جدول (آمد

  مورد بررسي در مطالعه حاضر L.saliensبين نمونه هاي  )d(مقادير جفت فاصله ژنتيكي.-3-4جدول 

  گلستان                              مازندران                                             گيلان                                 منطقه                

  -                  گيلان

  -   0.007            مازندران

   -                           0.000                   0.007  گلستان

  

فاصله ومقدار كل . مناطق گلستان ومازندران فاصله ژنتيكي وجود نداردبين داده هاي بدست آمده نشان داد كه 

  .ژنتيكي بدست آمده در تمام مناطق بود

  

  نتايج بررسي رابطه فايلوژني -2-3

جفت باز بود و همچنين اندازه باندها در  600تا  550بدست آمده براي تمامي نمونه ها حدود PCRمحصول 

  .تمامي گونه ها يكسان بودند و هيچ گونه هتروپلاسمي مشاهده نشد

 3-15جفت باز بوده همانطوريكه شكل 600و اندازه باندهاي اين نشانگر حدود 50bpاسم نشانگر استفاده شده

جفت پرايمر استفاده شده براي تمامي ). 3-3شكل (جفت باز است 600تا  550نشان مي دهد اندازه باند محصول

درجه  60ميتوكندريايي موردنظر شد، بهترين برنامه حرارتي ترموسايكلر 16srRNAگونه ها باعث تكثير قطعه ژن

  .سانتيگراد مي باشد كه خوشبختانه در همان اولين بار بدست آمد

نهايتاً نتايج بدست آمده از توالي محصولات بدست . شد وسپس تعيين توالي شد PCRنمونه 5از هر گونه ماهي  

  آمده 

  .مورد بررسي قرار گرفت كه در ادامه ذكر خواهد شد

   



  درصد 5/1بر روي ژل آگاروز 

شروع مي شود و مانند CCTGCCاين توالي با 

CGATTAAAGTCTTA ختم مي شوند كه در

CCTGCCCNGTGACCCCTGTTCNNGGCCGCGGTATTTTAACCGCGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGT

CCCTTAAATGAGAACCAGTATGAATGGCTAGACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTTCCCGACCAATG

AAATTGATCTTCCCGTGCAGAAGCGGGAATACTAACATAAGACGAGAAGACC

GACGCCAGAATAGATCACGTCAAATATCTCTCTCAAACAGATAACAACAAATGAACCCTATTCCAC

GTCTTAGGTTGGGGCGACCACGGTGAACAGAAAAACCCCCGCGTGGACTAAGAGCATATATTCAC

ATTTATCAATACTGCTTCTCACAACCATGAGCTACAGCTCTAAATAACAGAACTTCTGACCAAAAA

AATGATCCGGCAATGCCGATTAACGGACCAAGTTACCCCAGGGATA

GTCCATATCGACAAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAACCGCT

ATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCTTA(610bp)

   

 گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي 

بر روي ژل آگاروز   PCRنمايش باند حاصل از:3- 3شكل 

  

   PCRتعيين چينش نوكلئوتيدي محصولات

Mugil cephalus  

اين توالي با . جفت بازطول خوانده شد 610توالي بدست آمده براي اين گونه تا 

CGATTAAAGTCTTAتمامي توالي هاي بدست آمده از تمامي گونه هاي مورد مطالعه به 

  .زير توالي كامل بدست آمده ارائه شده است

CCTGCCCNGTGACCCCTGTTCNNGGCCGCGGTATTTTAACCGCGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGT

CCCTTAAATGAGAACCAGTATGAATGGCTAGACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTTCCCGACCAATG

AAATTGATCTTCCCGTGCAGAAGCGGGAATACTAACATAAGACGAGAAGACCCTGCGGAGCTTTA

GACGCCAGAATAGATCACGTCAAATATCTCTCTCAAACAGATAACAACAAATGAACCCTATTCCAC

GTCTTAGGTTGGGGCGACCACGGTGAACAGAAAAACCCCCGCGTGGACTAAGAGCATATATTCAC

ATTTATCAATACTGCTTCTCACAACCATGAGCTACAGCTCTAAATAACAGAACTTCTGACCAAAAA

AATGATCCGGCAATGCCGATTAACGGACCAAGTTACCCCAGGGATAACAGCGCAATCCTCTTTAGA

GTCCATATCGACAAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAACCGCT

ATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCTTA(610bp) 
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شكل 

تعيين چينش نوكلئوتيدي محصولات  -1-2-3

• Mugil cephalus

توالي بدست آمده براي اين گونه تا 

تمامي توالي هاي بدست آمده از تمامي گونه هاي مورد مطالعه به 

زير توالي كامل بدست آمده ارائه شده است

CCTGCCCNGTGACCCCTGTTCNNGGCCGCGGTATTTTAACCGCGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGT

CCCTTAAATGAGAACCAGTATGAATGGCTAGACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTTCCCGACCAATG

CTGCGGAGCTTTA

GACGCCAGAATAGATCACGTCAAATATCTCTCTCAAACAGATAACAACAAATGAACCCTATTCCAC

GTCTTAGGTTGGGGCGACCACGGTGAACAGAAAAACCCCCGCGTGGACTAAGAGCATATATTCAC

ATTTATCAATACTGCTTCTCACAACCATGAGCTACAGCTCTAAATAACAGAACTTCTGACCAAAAA

ACAGCGCAATCCTCTTTAGA

GTCCATATCGACAAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAACCGCT
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• Mugil capito  

شروع مي شود و مانند تمامي TCCTGCCاين توالي با.جفت باز طول دارد590توالي انتخاب شده براي اين گونه 

ختم مي شوند كه در زير CGATTAAAGTCTTAآمده از تمامي گونه هاي مورد مطالعه بهتوالي هاي بدست 

  .توالي كامل بدست آمده ارائه شده است

  

TCCTGCCTGCCCAGTGACCCCTGTTCAACGGCCGCGGTATTTTAACCGCGCAAAGGTAGCGCAATC

ACTTGTTCCTTAAATGAGAACCAGTATGAATGGCTAGACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTTCCCAAC

CAATGAAATTGATCTTCCCGTGCAGAAGCGGGAATACTAACATAAGACGAGAAGACCCTGCGGAG

CTTTAGACGCCAGAACAGATCACGTCAAATACCTCTCTCAAACAGGTAACAACAAATGAACCCTGT

TCCACGTCTTAGGTTGGGGCGACCACGGTGAACAGAAAAACCCCCGCGTGGACTGAGAGCATATAT

TCACACTTATTAATAC 

TGCTTCTCACAACCATGAGCTACAGCTCTAAATAACAGAACTTCTGACCAAAAAAATGATCCGGCA

ACGCCGATTAACGGACCAAGTTACCCCAGGGATAACAGCGCAATCCTCTTTAAGAGTCCATATCGA

CAAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAACCGCTATTAAGGGTTC

GTTTGTTCAACGATTAAAGTCTTA (590bp) 

 

 

• Liza saliens   

شروع مي شود و مانند تمامي  GTCCTGCبااين توالي . جفت باز طول دارد 580توالي انتخاب شده براي اين گونه 

ختم مي شوند كه در زير CGATTAAAGTCTTAتوالي هاي بدست آمده از تمامي گونه هاي مورد مطالعه به

  .توالي كامل بدست آمده ارائه شده است
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GTCCTGCCTGCCCTGTGACCCCTGGTTCAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAA

TCACTTGTCTCTTAAATGAGGACCTGTATGAATGGCACAACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTCCCCG

GTCAGTGAAATTGATCTTCCCGTGCAGAAGCGGGAATCCTAACATAAGACGAGAAGACCCTATGG

AGCTTTAGACTCCAGAACAGATCATGTAAGCTACCCCCATAAAACAGGTAATAACTATTGAATTTC

TGTTCCCCTGTCTTTGGTTGGGGCGACCACGGGGAAGAAAAAAACCCCCATGTGGACCAGGAGCAC

ATTACTCCTACAACCATGAGCCACAGCTCTAATGCACAAAACCTTTGACCATTAGATCCGGCAAAG

CCGATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTTAAGAGTCCATATCGACAA

GGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTT

TGTTCAACGATTAAAGTCTTA (580bp) 

  

 

• Valamugil buchanani   

شروع مي شود و مانند  CCTGCCCاين توالي با. جفت باز طول دارد  590اين گونه توالي انتخاب شده براي 

ختم مي شوند كه در CGATTAAAGTCTTAتمامي توالي هاي بدست آمده از تمامي گونه هاي مورد مطالعه به

  .توالي كامل بدست آمده ارائه شده است ذيل

CCTGCCCTGTGACCCCCAGTTTAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTT

GTCCCTTAAATGAGGACCTGTATGAATGGCACAACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTCCCCGGTCAAT

GAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATCCTAACATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTA

GACTCCAGAACAGACCATGTCAGCTACTCCCCTTAAACATAGTAGTAACTATTGAGCCTCTGTTCTC

TGTCTTTGGTTGGGGCGACCACGGGGAAGAAAAAATCCCCCATGTGGACCGGGAGCACCAATCTCA

CTCCCACAACCACGAGCCACAGCTCTAATGCGCAGAACTTCTGACCATATAGATCCGGCAACTAGC

CGATCAACGGACCGAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTTAAGAGTCCCTATCGACAAG

GGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTT

GTTCAACGATTAAAGTCTTA (590bp) 
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• Liza subviridis  

شروع مي شود و مانند تمامي GTCCTGCاين توالي با. جفت باز طول دارد 570توالي انتخاب شده براي اين گونه 

ختم مي شوند كه در زير CGATTAAAGTCTTAتوالي هاي بدست آمده از تمامي گونه هاي مورد مطالعه به

  .توالي كامل بدست آمده ارائه شده است

GTCCTGCCTGCCCTGTGACCCCTGGTTCAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAA

TCACTTGTCTCTTAAATGAGGACCTGTATGAATGGCAAAACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTCCCCG

GTCAGTGAAATTGATCTTCCCGTGCAGAAGCGGGAATCCTAACATAAGACGAGAAGACCCTATGG

AGCTTTAGACGCTAGAGCAGATCATGTAAGCTACCTCCATGAAATAGGTAATAACTATTGAATTTC

TGTTCCCCTGTCTTCGGTTGGGGCGACCACGGGGAATAAAAAAACCCCCATGTGGACCAGGAGCAC

ATTACTCCTACAACCATGAGCCACAGCTCTAATGCACAAAACATTTGACCATTAGATCCGGCAAAG

CCGATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTTAAGAGTCCATATCGACAA

GGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTT

TGTTCAACGATTAAAGTCTTA (570bp) 

 

 
• Liza aurata  

شروع مي شود و مانند تمامي TCCTGCCاين توالي با .جفت باز طول دارد 590توالي انتخاب شده براي اين گونه 

ختم مي شوند كه در زير CGATTAAAGTCTTAتوالي هاي بدست آمده از تمامي گونه هاي مورد مطالعه به

  .است توالي كامل بدست آمده ارائه شده

TCCTGCCTGCCCTGTGACCCCTGGTTCAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATC

ACTTGTCTCTTAAATGAGGACCTGTATGAATGGCACAACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTCCCCGGT

CAGTGAAATTGATCTTCCCGTGCAGAAGCGGGAATCCTAACATAAGACGAGAAGACCCTATGGAG

CTTTAGACTCCAGAACAGATCATGTAAGCTACCCCCATAAAACAGGTAATAACTATTGAATTTCTG

TTCCCCTGTCTTTGGTTGGGGCGACCACGGGGAAGAAAAAAACCCCCATGTGGACCAGGAGCACAT

TACTCCTACAACCATGAGCCACAGCTCTAATGCACAAAACCTTTGACCATTAGATCCGGCAAAGCC

GATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTTAAGAGTCCATATCGACAAGG

GGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGT

TCAACGATTAAAGTCTTA (590bp) 
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آمده مشخص است انتهاي همه توالي ها يكسان است اما بعلت اين كه بطور طبيعي در ابتدا و از نتايج به دست 

  .قابل رديابي نيستند فوقانتهاي تمام توالي ها مقداري بهم ريختگي ايجاد مي شود توالي پرايمرها در جدول 

  

  مونه هاي مورد آزمايش با يكديگر مقايسه چينش ن  -2-2-3

 با يافته وجهش شده حفاظت نوكلئوتيدهاي نمودن مشخص و مطالعه مورد هاي گونه توالي مقايسه جهت در

 حاصل نتايج گرديد كه مقايسه هم با گونه اين هفت در نوكلئوتيدها تك تك محل MEGA 4نرمافزار  از استفاده

 در19متغير ناحيه114و18 شده حفاظت ناحيه488   تعداد كه داد نشان بررسيها اين .است شده داده نشان درادامه

  .وجوددارد ها گونه اين ژن توالي

  

  با روش هاي آماري مختلف  رسم درخت فيلوژنتيك براي نمونه هاي مورد آزمايش  -3-2-3

 Generunnerنرمافزارهاي  با نوكلئوتيدها درستي تأييد از بعد مطالعه مورد هفت گونه از آمده بدست هاي توالي

در Clustal X(Thompson et al., 1997)برنامه  از استفاده با ، نوكلئوتيدها تك تك چشمي بررسيهاي و  Sequencerو

 از استفاده با فيلوژنتيكي هاي فرضيه همچنين .شدند تا درخت آنها ترسيم شود 20، مرتبBio Editنرم افزار 

 براي انداز راه آناليز و شدند تست هاي ماكزيمم پارسيموني و نزديكترين همسايه بررسي و 4MEGAنرمافزار 

 در را متفاوت آماري باروشهاي آمده بدست فيلوژنتيك درختهاي  ميتوان. انجام شد آمده بدست هاي شاخه

  .كرد مشاهده مربوطه شكلهاي

   

                                                 
18

conservation site 
19variable site 
20align 
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    21شرح درخت فايلوژني رسم شده بروش ماكزيمم پارسيموني •

وارداتي از مصر كه در ايستگاه تحقيقات شيلاتي گميشان گرگان نگهداري مي  M.cephalusبررسي نشان داد كه

قرار ) B(و ساير گونه ها در شاخه اي ديگر ) A(موجود در درياي عمان در يك شاخه  M. Cephalusوشود 

 و) در يك زير شاخه(گروه ژنتيكي وارداتي از مصر در يك  M. Cephalusدو زير شاخه دارد كه Aگرفتندشاخه

M. cephalus  قرار دارند و اين نشان دهنده اين است كه ) زير شاخه اي ديگر(درياي عمان در گروه ژنتيكي ديگر

  )درصد 100 22با عدد خود راه انداز.(اين دو گونه داراي تفاوت هاي ژنتيكي با هم هستند

) V.buchanani(فقط گونه كفال خال آبي  Cدر زير شاخه. دتقسيم مي شو  Cو Dنيز خود به دو زيرشاخه Bشاخه

  ).درصد 100با عدد خود راه انداز .( قرار دارد

) درصد 61با عدد خود راه انداز (  Fدر زير شاخه. تقسيم مي شودFو Eخود به دو زير شاخه ديگر  Dزير شاخه

 . دو گونه موجود در درياي خزر مي باشددرياي خزر وجود دارد كه نشان دهنده فاصله ژنتيكي  L. saliens گونه

رودخانه (خليج فارس و درياي عمان  L. subviridisتقسيم مي شود كه گونه h وgخود به دو زير شاخه Eزير شاخه

با ( hدر زير شاخه    M.capitoو  L.aurataو گونه هاي ) درصد  99با عدد خود راه انداز (gدر زير شاخه) بهمن شير

نشان دهنده اين است ) E(قرار گرفتن اين سه گونه در يك شاخه . قرار مي گيرند) درصد 80عدد خود راه انداز 

  ).3-4شكل .(كه اين گونه ها از نظر توالي نوكلئوتيدي بسيار به هم نزديك هستند

  

  سم شده به روش نزديكترين همسايه شرح درخت فايلوژني ر •

نشان داد كه درخت رسم شده به اين روش تقريباً شبيه به ) N-J(روشنزديكترين همسايه رسم درخت فايلوژني به 

 Dتفاوت اين دو درخت در زير شاخه. مي باشد) MP(درخت فايلوژني رسم شده به روش ماكزيمم پارسيموني 

                                                 
21Maximum parsimony 
22bootstrap 
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 .L وL. aurataو گونه هاي  Fزير شاخه درL. saliensگونه MPهمانطور كه گفته شد در روش. مي باشد

subviridis,M.capito در زير شاخهE ولي در روش . قرار گرفتندN-Jگونه ،L. subviridisدر زير شاخهF ) با عدد خود

 L. aurata,M.capitoگونهكه خود به دو زير شاخه تقسيم شد سه  Eزير شاخه. قرار گرفت) درصد 100راه انداز 

  ).3-5شكل) (درصد 73با عدد خود راه انداز .(درياي خزر در اين دو زير شاخه قرار گرفتندL. saliensو

فارس  خليجL. subviridisگونهدر كل با مقايسه اين دو درخت مي توان نتيجه گيري كرد كه توالي نوكلئوتيدي (

  ) درياي خزر بسيار به هم نزديك مي باشند L. saliens وL. aurata با گونه هاي

كد اين گونه (به عنوان برون گونه انتخاب شد Xiphias gladius، گونه MPوN-Jدر درخت هاي رسم شده بروش 

كه بدرستي در آخرين شاخه قرار گرفت و مجزا بودن آن از ساير گونه ها ) مي باشدgenbank  ,HM211195.1در

 .قابل مشاهده است

  

آناليز شرح درخت فايلوژنتيك به دو روش ماكزيمم پارسيموني و نزديكترين همسايه با استفاده از  •

  :خود راه انداز 

 ميزان عدد اين تعلق مي گيرد كه 0-100ميشود عددي از  ايجاد جديد شاخه كه  در آناليز خود راه انداز جايي

 به اطمينان كمتر باشد،اين 100عدد داده شده از  هرچهار. اطمينان و صحت شاخه ايجاد شده را نشان مي دهد

 ماكزيمم روش دو به درخت هاي ترسيم شده) 3-5(و ) 3-4(در شكل هاي . مييابد كاهش ميزان همان

در درخت ماكزيمم .است آناليز خود راه انداز نشان داده شده از استفاده با همسايه نزديكترين و پارسيموني

جدا از ساير گونه ها قرار Aموجود در درياي عمان و وارداتي از مصر در شاخه M. cephalusپارسيموني گونه هاي

درصد از ساير  100درصد نشان دهنده اين است كه توالي نوكلئوتيدي اين گونه با احتمال  100عدد گرفتند و 

و زير شاخه هاي آن مشاهده مي شود نشان دهنده تفاوت  Bگونه ها متفاوت است عددهاي متفاوتي كه در شاخه
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كه گونه  Eبوط به شاخهدر درخت ماكزيمم پارسيموني عدد مر.هاي نوكلئوتيدي اين گونه ها با همديگر است

درصد است در صورتيكه  71در زير شاخه هاي اين شاخه قرار مي گيرند L. aurataو L.Subviridis,M.capitoهاي

  . نشان داده شده است) 3-5(در درخت نزديكترين همسايه، عددها كمي متفاوت مي باشند كه در شكل 
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  پارسموني با آناليز خودراه اندازدرخت رسم شده به روش ماكزيمم : 3- 4شكل 
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  درخت رسم شده به روش نزديكترين همسايه با آناليز خود راه انداز: 3- 5شكل 
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  23در بانك ژن موجود واطلاعات آمده بدست هاي داده از استفاده با فيلوژنتيكي درخت رسم •

 هاي كفال ماهيان كه سايرگونه با مطالعه اين در شده بررسي هاي گونه فيلوژنتيكي جايگاه مقايسه براي

 مطالعه دراين آمده هاي بدست گونه كنار در گونه 4 هاي ،داده اند گرفته قرار بررسي مورد ديگري درمطالعات

درشكلهاي  مقايسه ز اينل احاص درختهاي ).3-5جدول(گرفت قرار استفاده مورد فيلوژنتيكي درخت رسم براي

 .آمده است) 3-7(و ) 6-3(

 

 مشخصات گونه هاي بدست آمده از بانك ژن: 3-5جدول 

 

  كد گونه در بانك ژن  نام گونه

Mugil cephalus (Pasific) EF397140.1 

Mugil liza (Ceara) EF397124.1 

Mugil platanus (Santa Caterina) EF397137.1 

Mugil liza (Riode Janeiro) EF397123.1 

  

  

  

                                                 
٢٣Genbank  
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  همسايه رسم شده با استفاده از گونه موجود در بانك ژن با آناليز خود راه اندازدرخت نزديكترين : 3- 6شكل 
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  درخت ماكزيمم پارسيموني رسم شده با استفاده از گونه موجود -3-7شكل

  در بانك ژن با آناليز خود راه انداز
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  ها  گونه اشتقاق زمان محاسبه •

 3-6جداول (فاصله ژنتيكي و نرخ زمان اشتقاق گونه ها محاسبه گرديد  Bioeditدر اينتحقيق با استفاده از نرم افزار

  ).3-7و 

  فاصله ژنتيكي بين گونه هاي مورد مطالعه: 3-6جدول 

6  5  4  3  2  1   
 

1.mugil cephalus  
-  -  -  -  -  -  

-  -  -  -    0.015  2.mugil capito  

-  -  -  -  0.128  0.130  3.Liza Saliens  

-  -  -  0.057  0.142  0.149  4.valamugil 

buchanani  

-  -  0.074  0.019  0.128  0.130  5.Liza Subviridis  

-  0.027 0.067  0.015  0.139  0.142  6.Liza aurata 

  

و كمترين )M.cephalus)149/0با  V.buchananiهمانطوريكه از اين جدول بر مي آيد بيشترين فاصله ژنتيكي بين

  .مي باشد) 015/0با مقادير مساوي (L.saliensابL.aurataوM.cephalusباM.capitoفاصله ژنتيكي بين 
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  نرخ زمان اشتقاق بين گونه ها:  3-7جدول

  

مي باشد و از آنجاييكه نرخ زمان اشتقاق به L.saliensباL.subviridisگونههمچنين كمترين نرخ زمان اشتقاق بين 

بنابراين نرخ زمان اشتقاق گونه هاي ).Palumbi&Maclean,1991(درصد يك ميليون سال مي باشد  5/2تا1ازاي هر 

 106مي باشد كه حدودا  M.cephalus باL.aurataاشتقاق بيننام برده هفت ميليون سال مي باشدو بيشترين نرخ زمان 

  .ميليون سال است

  

  

 

  

 

   

5  4  3  2  1   

---------  ----------  -----------  ----------  ----------  1.M.cephalus  

---------  ----------  -----------  ----------  0.47  2.M.capito                   

---------  ----------  ----------  0.50  1.19  3.L.saliens                   

---------  ----------  0.33  0.31  0.58  4.V.buchanani            

---------  0.50  0.14  0.33  1.10  5.L.subviridis               

0.33  1.20  1.29  0.20  2.12  6.L.aurata                    
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  بحث  -4

  بررسي جمعيت كفال پوزه باريك -1-4

ساليان طي ). Miller, 1997(تنوع ژنتيكي به عنوان يكي از سه عامل ضروري حفاظت از گونه ها بيان شده است

وقابل اعتمادي براي تعيين ساختارژنتيكي جمعيت ها، ميزان گذشته با پيشرفت علم ژنتيك تكنيك هاي سريع 

مديريت بهينه ذخاير آبزيان به اطلاعاتي درمورد  .خويشاوندي بين گونه اي ودرون گونه اي بوجود آمده است

در گذشته بدليل نبود ابزار . ساختار جمعيتي گونه ها نياز دارد كه اين علم آنرا در اختيار محققين گذاشته است

زم براي مشخص كردن تنوع ژنتيكي ، اكتفا كردن به صفات مورفولوژي آبزيان وعدم وجود اهداف مشخص لا

هسته وميتوكندري  DNAچندين نواحي . وروشن در برنامه هاي مديريتي ، به اين گونه مباحث كمتر توجه مي شد

 ,Ballard  and Whitlock(است براي شناسايي گونه هاي ماهيان وبررسي ساختار ژنتيكي آنها بكار گرفته شده 

 Dudud et(ميتوكندري يك ماركر مناسب براي مطالعات ژنتيكي ماهيان مي باشد DNAاز  16s rRNAاحيه ن). 2004

al., 2011;Hillis and Dixon, 1991.(  

يكي از راه هاي بررسي . دانستن ساختار ژنتيكي آبزيان كمك مهمي در بررسي تنوع ژنتيكي آنها مي نمايد

شناسايي تحولات درون گونه اي و ساختار . ساختار ژنتيكي آبزيان استفاده از ژنتيك جمعيت ها مي باشد

امروزه هدف اصلي آزمايشات . جمعيت يكي از نيازهاي اساسي در اعمال مديريت صحيح بهره برداري مي باشد

ك وطبقه بندي گونه اي، سيستماتي ژنتيك مولكولي در آبزيان، آناليز ساختار جمعيتي ، تنوع ژنتيكي، ارتباطات

  ).Rezvani, 1997(باشدآنهامي

بررسي ساختار ژنتيكي ماهي كفال پوزه باريك به عنوان يك گونه مهم اقتصادي وباارزش كه جمعيت آنها بطور 

ن تبطور كلي يكي ازمهمترين نيازها در مديريت شيلاتي شناخ.قابل توجهي كاهش يافته است ، ضروري مي باشد

) بيشتر يا كمتر(نداشتن آگاهي كافي از ساختار ذخيره نيز مي تواند به برداشت نادرست. گونه هامي باشد ذخاير

مديريت ذخاير در صورتيكه برپايه اطلاعات دقيق از قبيل ). Papasotiropouloset al., 2002(از آن منجر گردد

ميزان برداشت وبهره برداري را به حد معقول  مطالعات مولكولي باشد، بهتر مي تواند علاوه بر حفظ تنوع زيستي ،

  ).Murgiaet al., 2002(وحداكثربرساند

تواند در شناسايي ذخاير ماهيان و تعيين سهم ذخاير مذكور در صيد ذخاير تركيبي مفيد واقع  مي mt DNAمطالعات 

از آن . )Murgia et al., 2002(هندشده و اطلاعات مفيدي را براي مطالعه وجود اختلاف ژنتيكي ماهيان در اختيار قرار د

جايي كه تاكنون تحقيقاتي بر روي تنوع ژنتيكي ماهي كفال پوزه باريك در سواحل جنوبي خزر انجام نشده است و 
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با توجه به اهميت اقتصادي اين گونه در صنعت صيادي و ماهيگيري جهت مديريت ذخاير بهتر در اين تحقيق سعي 

  .تا حدودي به رفع اين مشكل كمك كنيم mt DNAر نموديم با استفاده از نشانگ

بررسي ساختار ژنتيكي و مطالعات جمعيتي ماهي كفال پوزه باريك از پيشينه مطالعاتي برخوردار نمي باشد به طوري 

 1388نادري وهمكاران در سال كه تنها پژوهش انجام انجام شده در ايران بر روي ماهي كفال پوزه باريك توسط 

لذا ميتوان . جمعيت هاي ماهي كفال پوزه باريك در استان گلستان پرداخت بررسي بوده كه با روش ريز ماهواره به

گفت كه اين پژوهش براي اولين بار به برسي تنوع ژنتيكي و ساختار ژنتيكي در ماهي كفال پوزه باريك در حوضه 

يك روش دقيق براي انجام مطالعات مولكولي مي باشد  كهجنوبي درياي خزر به روش توالي يابي ناحيه ميتوكندري، 

  .پرداخته است

  

  Liza saliensداخل وبين جمعيت هاي  mtDNAتنوع  •

تكثير  PCRماهي كفال پوزه باريك كه روي ژنوم ميتوكندري قرار دارد با تكنيك  16s rRNAدر اين تحقيق ژن 

سطوح هاپلوتايپي وبالائي از تنوع  سطوح  نسبتا مناطق مختلف  L.saliensنمونه هاي  تمام .وسپس توالي يابي شد

تنوع نوكلئوتيدي را براي اين ماركر مولكولي نشان دادند، كه تنوع هاپلوتايپي و تنوع نوكلئوتيدي كل پائيني از 

ر بدست مكان متغي 29عدد بود وتعداد  6تعداد كل هاپلوتايپ بدست آمده .بود 004/0و 29/0بدست آمده به ترتيب  

مقادير بالاي تنوع . ا تنوع محدودي بين جمعيت ها بودداخل جمعيت امنسبتا بالا جمعيتي آمد كه بيانگر تنوع 

 Torكه به مطالعه تنوع ژنتيكي در گونه   2009وهمكاران در سال  Nguyenهاپلوتايپي در گزارش 

tambroidesوT.douronensis  16با استفاده از ژنs rRNA همچنين اين مقدار با .در آبهاي مالزي پرداخت مشاهده شد

 ,.Caldaraet al., 1996 ،Papasotirpouloset alدر جنس هاي كفال ماهيان درياي مديترانه وErguden et al.,2010گزارشات 

2007, Rossi et al., 1998 , 2004در جنس هاي مشابه مطابقت داشت.  

به مطالعه ساختار ژنتيكي كفال پوزه باريك درياي خزر در منطقه گلستان  1388همچنين نادري وهمكاران در سال 

  .به روش ريزماهواره پرداختند كه ميزان بالائي از تنوع هاپلوتايپي مشاهده نمودند

بطور كلي ماهيان دريايي تنوع ژنتيكي بيشتر واختلاف ژنتيكي كمتري نسبت به ماهيان آب شيرين نشان مي دهند كه 

ه اندازه بزرگ جمعيت موثر وجريان ژني بالا در محيط هاي دريايي وبه عكس جريان ژني محدود در دليل آن ب

  ).Rossi et al., 2004( ماهيان آب شيرين نسبت داده مي شود
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بين جمعيت در سطوح مختلف ساختار ژنتيكي مي باشد با توجه به گزارش  زنشان دهنده وجود تماي Fstفاكتور 

Wright  هرگاه ميزان  1978در سالFst  باشد نشان دهنده وجود تمايز كمي در بين جمعيت  05/0بدست آمده كمتر از

نتيكي مهمي در بين جمعيت ها نيز مي تواند بازگوكننده اختلاف ژFstها مي باشد اگرچه حتي مقدار كم 

 15/0باشد نشان دهنده تمايز متوسط ومقدار بالاي  15/0تا  05/0هرگاه مقدار آن بين ). Menezeset al., 1992(باشد

بين دو منطقه  Fstبود كه بيشترين مقدار ) 09/0(كل بدست آمده  Fstدر اين بررسي مقدار .نشان دهنده تمايز بالاست

در اين . محاسبه گرديد) 0.00(وكمترين مقدار آن بين دو منطقه مازندران وگلستان ) 11/0(بود مازندرانگيلان و

با توجه به اينكه از .در محدوده تمايز ژنتيكي متوسط قرار دارد گلستاندومنطقه گيلان ودر ژنتيكي مطالعه ميزان تمايز 

مي باشد، اين نشان  زياد تا منطقه تالاب گميشان) مازندران(لاريمو) گيلان(لحاظ جغرافيايي فاصله بين دومنطقه انزلي

  .داراي ذخاير پايدارتري مي باشند مازندراندهنده آن است كه نمونه هاي منطقه گيلان و

 PCR-RFLPساختار جمعيت گاوماهي در حوزه جنوبي درياي خزر به روش  1387قطب رزمجو وهمكاران در سال 

ت واحد بيان نمودند كه آنها دليل مورد بررسي قرار دادند كه جمعيت قابل جداسازي تشخيص ندادند ويك جمعي

براي مطالعه جمعيت گاوماهي دانستند كه توالي مورد استفاده دچار  D-LOOPو  COIاين امر را در مناسب ندانستن ژن 

. اوتي نشان دهندفهيچگونه جهش در طي دوران تكاملي خود نگرديده است وچه بسا انتخاب ژن هاي ديگر نتايج مت

اكولوژيك دشواري كه در درياي خزر در دو دهه اخير روي داده ونيز اعمال فشار صيد  همچنين ممكن است شريط

بر ذخاير موجب حذف افراد جمعيت با ژنوتيپ هاي متفاوت گرديده وژنوتيپ موجود به دليل شرايط و ويژگي 

  .خاص خود، قادر به بقا وادامه حيات در درياي خزرباقي مانده اند

باشد جريان ژني اصلي ترين Nm>1، هرگاه  Li, 2007براساس گزارش بود،  5.05ميانگين جريان ژني بين جمعيت ها 

ميزان بر . ايجاد تمايز ژنتيكي مي شودرانش ژني عامل اصلي  باشد Nm<1عامل در ايجاد تمايز ژنتيكي است وهرگاه 

ست آمده در بين مناطقمي توان اذعان كرد كه جمعيت جداي بارزي در اين مناطق وجود ندارد كه مي جريان ژني بد

  .مي باشد هاي آزادانه مولدين به ساير مناطق ودر نتيجه اختطلاط ماهيان كفال سه منطقهمهاجرتتواند به دليل 

ميان جمعيتهاي جدا يا نسبتا جدا از  از آنجايي كه پديد آمدن گونه هاي جديد منوط به افزايش اختلافات ژنتيكي

جريان ژني، فواصل جغرافيايي وگونه زايي نظير يكديگر مي باشد، بنابراين بطور قطع مي توان ميان پارامترهايي 

هرچه ميزان جريان ژني بين مناطق بيشتر باشد، اختلاف ژنتيكي ). Beacham & Macconachi, 2004(ارتباط برقرار نمود

  ).Nei, 1972(كمتر است
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واصولا مي شودجدايي توليد مثلي نيز ايجاد  واسطهمرحله اول گونه زايي نيز ايجاد جمعيت هاي جدا از هم بوده كه ب

اختلاف ژنتيكي بين جمعيت ها در نتيجه مجتمع شدن افراد در يك منطقه خاص بوجود مي آيد وجمعيت هاي يك 

صر به همان جمعيت را ايجاد مي كنند و خصوصيات منحگونه بواسطه آميزش دروني با يكديگر يك مخزن ژني 

  ).Turan et al., 2005(آن جمعيت مي باشدتوليد مثلي يك گونه عامل اصلي در تمايز 

تخم ريزي به داخل رودخانه ندارد ماهي كفال پوزه باريك يك ماهي رودكوچ نبوده ومهاجرت كه از آنجايي 

براي مهاجرت اين ماهيان وجود ندارد  موانع فيزيكي وزيستي كه در دريا بين مناطق مختلفبا توجه به اين و

مهاجرت توليد  .وبا هم آميزش كنند آزادانه به تمامي مناطق مهاجرت توليد مثلي داشته قادرند ازاينرو اين ماهيان

شرايط شوري ودمايي قسمت هاي مختلف درياي از طرف ديگر . مثلي اين ماهيان در همان دريا انجام ميگيرد

اطق من كفال  خزر در حدي نمي باشد كه به عنوان مانعي در برابر مهاجرت اين ماهيان باشد ازاينرو نمونه هاي

 آميزش داشته باشند وجريان ژني گيلان،مازندران وگلستان مي توانند آزادانه مهاجرت كرده با همديگر مختلف

   .ميزان اختلافات ژني كاهش يابدافزايش يافته و وتنوع ژنيدر نتيجه اين آميزش ها افزايش يابد 

رودخانه هاي در Chalcalburnus chalcoidesكولي شاه ماهي جمعيتهاي ژنتيكي تنوع1388رحماني وهمكاران در سال

تنوع در اين بررسي . موردبررسي قرار دادند PCR-RFLPبه روش  18S rRNAهراز،شيرود و گزافزود با استفاده از ژن 

آنزيم  از 5. مورد بررسي قرار گرفت 18S rRNAوبررسي ژن  RFLPژنتيكي وتفاوت هاي احتمالي با استفاده از آناليز 

ميانگين تنوع .هاپلوتيپ مختلف مشخص شد 10پلي مرفيسم را نشان داد و PCRآنزيم برش دهنده محصول  8

تست ناهمگني با استفاده از شبيه سازي مونت . ودب 04598/0 ± 0000338/0نوكلئوتيدي در سه جمعيت مورد مطالعه 

بار تكرار نشان دادكه اختلاف معني داري بين هاپلوتيپ هاي سه جمعيت وجود ندارد وجمعيت ها از  1000كارلو با 

  ). P≤ 05/0.( يك جامعه همگني بودند

) Clupeonella cultriventris(به بررسي مولكولي جمعيت ماهي كيلكاي معمولي 1385لالوئي وهمكاران در سال 

طي آن با استفاده از يك جفت پرايمر از توالي . پرداخت PCR-RFLPدر حوضه جنوب درياي خزر به روش 

جفت باز  1015حدود  PCRعدد نمونه  محصول  100در كل  mtDNAمولكول   D-LOOPنوكلئوتيدهاي ناحيه 

را نشان دادند  آنزيم الگوهاي پلي مرفيك5.شدفاده آنزيم اندونوكلئاز است 13بدست آمد وجهت هضم آنها از 

براساس نتايج حاصله وآناليز آماري داده ها، تفاوت بين هاپوتيپ . هاپلوتيپ مختلف بدست آمد9كه درنتيجه آن 

وبنابر اين مي توان گفت ساختار ژنتيكي متفاوتي بين دو منطقه نمونه برداري مشاهده ) P≤01/0(ها معني دار نبود

  .و ماهيان كيلكاي معمولي از يك جمعيت واحد درحوزه جنوبي درياي خزر مي باشند. نگرديد
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Lehoczky  هاي  ، تنوع ژنتيكي كپور معمولي را با استفاده از ژن2005و همكاران در سالND-3/4  وND-5/6 

-NDين بررسي براي ژن در ا. اي مطالعه نمودند لوكوس ريز ماهواره 4و همچنين  PCR-RFLPميتوكندري و آناليز 

مرفيسم را نشان ندادند  يكه پل. آنزيم محدودكننده به كار بردند ND-5/6 ،2آنزيم محدودكننده و براي ژن  4، 5/6

  .عيت كپورمعمولي از يك جمعيت واحد برخوردار بودندو جم

نمي باشد ولي هرچند شناختن فاكتورهاي قابل قبول براي يافتن علت سطوح پائين اختلافات ژنتيكي آسان 

صيد بي رويه مي  ، اين فعاليت هاي انسانيفعاليت هاي بيش ازحدانساني مي تواند يكي از اين دلايل باشد از اهم 

طي ).Chenget al., 2008(صلي انقراض گونه هاي دريايي استايكي از عوامل  بهره برداري بيش ازحد.باشد

استخواني وبويژه كفال ماهيان لطمه شديدي بر ذخاير اين گروه از سالهاي بعد از انقلاب صيد بي رويه ماهيان 

ميزان صيدسالانه كفال ماهيان در ايران بدليل مهاجرت پائيزه اين ماهيان براي زمستان گذراني . ماهيان وارد نمود

در  ومي توان گفت به سواحل ايران بيش از ده برابر صيد سالانه ساير كشورهاي حاشيه درياي خزر مي باشد

كه از ميزان اندازه جمعيت اين  .درصد ذخاير كفال ماهيان درياي خزر بهره برداري مي شود 90ايران بيش از 

از ديگر فعاليت هاي انساني مي توانند برمحيط تاثير گذار باشند آلودگي هاي . استذخاير به شدت كاسته شده 

از اينرو در منطقه جنوبي دريايي خزر . اشته باشدمحيطي مي باشد كه ميتواند برروي تنوع ژنتيكي تاثير منفي د

  .به منظور كاهش تاثير فعاليت هاي انساني استفاده وبكارگرفته شود صيدوآلودگي هااي رب برخي مقياس ها

كمي مبني بر وابستگي صيد بي رويه و كاهش سطوح تنوع ژنتيكي انجام شده است كه به طور قطع مطالعات 

 Pagrus auratus)Snape) )Hauser et al.,2002 (،North sea codاين مطالعات شامل . ن كننده اين موضوع باشدابي

Gadus morhua)Hutchinson et al., 2003 ( وDark blotched rockfish sebastes crameri )Gomez-Uchida & Banks, 

 tambaqui (Colossomaنظير ييذخايروتعدادگونه هااهش  چشمگيري در در حاليكه ك. مي باشد) 2006

macropomum Northern red snapper (Lutjanus campechanus)  وred drum (Sciaenops ocellatus) كه  گزارش شده

در واقع افزايش فعاليت هاي انساني باعث افزايش تنوع ژنتيكي در منطقه . نبود mtDNAهمراه با كاهش تنوع در 

  ).Cheng et al., 2008(نمودن فشار زيادي بر ذخاير منطقه مي گرددو وارد 

كفال ماهيان ورود شانه دار به درياي خزر است كه طي سالهاي يكي ديگر از دلايل كاهش اندازه جمعيت 

گذشته وارد درياي خزر شده وبدليل مناسب بودن شرايط محيطي بخوبي در درياي خزر گسترش يافته 

كند كه ميتواند نوعي رقابت غذايي ميها تغديه  شانه دار مهاجم بشدت از زئوپلانكتون. )Ivanov et al., 2000(است

را بين شانه دار ولارو ماهي كفال پوزه باريك بوجود آورد وفقر غذايي موجب كاهش ضريب بقا كفال پوزه 
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 ,Kides & Romanova(ه مي كندباريك شود از طرف ديگر هم شانه دار مهاجم بشدت از تخم ولارو ماهيان تغذي

، با توجه به اينكه زمان نكثير )1381روحي وفضلي، ( ودرماه هاي گرم سال از تراكم آن كاسته مي گردد) 2001

وتخم ريزي كفال پوزه باريك ماه هاي گرم سال بوده، تراكم زيادشانه دار مهاجم وتغذيه از تخم ولارو اين 

فضلي (ن گونه تاثير نامطلوبي داشته باشد واز جمعيت اين ذخاير كاسته شودماهي مي تواند بر بازسازي ذخاير اي

 .)1383وغني نژاد، 

، ژن مناسبي براي بررسي جمعيت ماهيان  16s rRNAموضوع ديگري كه وجود دارد اين است كه احتمالا ژن 

از آنجايي كه اين ژن در كفال پوزه باريك نبوده ونمي تواند به خوبي اختلاف بين جمعيت ها را نشان دهد، 

درون گونه ها موتاسيون آنها پائين است ونقاط حفاظتي دارد نمي تواند بيان كننده جمعيت ها باشد وبيشتر براي 

از اينرو توصيه مي شود از ناحيه ديگري از ژنوم ميتوكندريايي مثل ناحيه . تفكيك گونه ها از هم مناسبتر است

D-LOOP مورد مطالعه قرار گيرد.  
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  نتيجه گيري نهايي -5

ه در بخش جنوبي درياي خزر، مدرك كمي وجود دارد كه كد ت آمده از مطالعه حاضر نشان داداده هاي بدس

ودر تمام مناطق مورد بررسي يك جمعيت واحد  مجزا تقسيم شود سه جمعيتبه Lizasaliensنمونه هاي  بيان كند

وجود اين ساختار ژنتيكي همسان مي تواند بدليل عادت هاي اكولوژيكي ، مهاجرت آزادانه  .زندگي ميكنند

، فعاليت هاي شديد انساني همچون صيد ماهيان به ساير مناطق ، نبود تقابل بين گونه هاي كفال پوزه باريك 

  باشدوصيادي وآلودگي محيط دريايي 

 

 

 بررسي رابطه فايلوژني-1-5

 

فاصله ) 1992(و همكاران Menzes:ژنتيكي محدودي بر روي كفال ماهيان انجام شده استتاكنون مطالعات 

و همكاران  Caldara.را بسيار نزديك به يكديگر دانستندM. cephalusوL. subviridisژنتيكي دو جنس مختلف

طبق . هم گزارش كردند را نزديك بهC. labrosusوL. saliensنيز با استفاده از توالي يابي فاصله ژنتيكي بين) 1996(

دريك شاخه قرار گرفتند و فاصله ژنتيكي L. aurataو  L. abuانجام دادند) 2005(و همكاران  Turanمطالعاتي كه

گونه كفال ماهيان آب هاي  5روابط فيلوژنتيك بين ) 2007(و همكاران   Papasotiropoulos.كمي بايكديگر دارند

را با استفاده از توالي يابي بررسي  (M. cephalus, Chelonlabrusus, L. aurata, L. ramada and L. saliens)يونان

از ساير  M.cephalusبسيار به يكديگر نزديك مي باشند وC. LabrosusوL. aurataهكردند و به اين نتيجه رسيدند ك

كفال ماهيان سواحل گونه از  9رابطه فايلوژني ) 2010(و همكاران Liu.گونه ها فاصله ژنتيكي بسيار زيادي دارد

بررسي كردند و مشخص شد ) mtDNA  )16s ,12s rRNAچين را به روش توالي يابي با استفاده از نشانگر مولكولي

همگي داراي جد Lizaگونه جنس 4.ژنتيكي را در بين گونه هاي كفال ماهيان دارد بيشترين اشتقاقM. cephalusكه

  Vallamugilرابطه خويشاوندي نزديكتري با جنس Ellochelonنسبت به جنس Osteomugilجنس.مشترك مي باشند

 .Mugil cephalus,L(گونه كفال ماهيان ازدرياي مديترانه 8رابطه فايلوژنتيك ) 2010(و همكاران Erguden.دارد
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ramada,L.aurata, L. abu, Chelon labrasis, Oedalachelis labeo (و گونهM. Soiuy ابي درياي سياه بروش توالي ياز

بطور واضح از M. Cephalusگونهتعيين كردند و مشخص شد كه)mtDNA)16s rDNAبا استفاده از نشانگر مولكولي

بهتر است با هم در جنس قرار L. abuوM.soiuyآنها پيشنهاد كردند كه گونه هاي. ساير گونه ها جدا افتاده است

 .Cهمچنين هيچ تفاوت ژنتيكي بين.گيرند و يا اينكه براي اين دو گونه جنس جديدي نامگذاري شود

labrasusوL. ramadaوجود ندارد و گونه هايC. labrasusوO. labeoبهتر است كه در جنسLiza قرار گيرند.  

 .L. aurata, L. saliens, M.cephalus, L)گونه از كفال ماهيان آبهاي ايران 6در اين تحقيق روابط خويشاوندي 

sabviridis, Valamugilbuchanani, M.capito) را كه داراي اهميت اقتصادي بالايي هستند با استفاده از روش توالي

نمونه از هر كدام از گونه هاي كفال   10بدين منظور، . تعيين گرديد) 16s rRNA(يابي بخشي از ژنوم ميتوكندري 

 FAOكليدمذكور را از سواحل درياي خزر خليج فارس، درياي عمان و رودخانه هورالعظيم صيد و توسط 

  . مربوط به آنها با استفاده از روش فنل كلروفورم استخراج گرديد DNAشناسايي شدند سپس(1983)

از آنجا كه روش توالي يابي دقيق ترين روش مي باشداز اين روش استفاده شد تا به نتايج مطمئن تري دست يافته 

. طراحي شده بود استفاده گرديد) 1991(و همكاران  Palumbiپس از انجام مطالعات از پرايمري كه توسط.شود

فقط يك باند بر روي ژل آگاروز ايجاد مي نمايد  PCRبا اين پرايمر نشان داد كه محصولات  PCRنتايج حاصل از

مورد نظر و  16s rRNAو هيچ گونه هتروپلاسمي مشاهده نشد كه اين نشان از صحت پرايمر براي تكثير قطعه ژنوم

  . كول ميتوكندريايي در اين گونه هاي مورد بررسي از سوي ديگر مي باشدنبود بيش از يك نوع مول

در مقايسه با ساير گونه ها دارد كه اين نتيجه M. cephalusتخمين زده شده را گونه24بيشترين ميزان اشتقاق ژنتيكي

و تعيين توالي PCR-RFLP, allozymeكه با استفاده از Papasotiropoulos et al. (2001, 2002, 2007)مطابق با مطالعات

همچنين مطابق با . انجام دادند مطابقت دارد) COI,12s rRNA,16s rRNA(سه قطعه ژن ميتوكندريايي 

 ;Caldara et al.(1996); Murgia et al.(2002); Rossi et al. (2004); Turan et al. (2005) and Liu et al. (2010)تحقيقات
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genetic divergence 
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Fraga et al. (2007) اين نظريه توسط مطالعات كروموزومي نيز تاييد شده  .نيز مي باشد)Rossi et al.,(1997); 

Gornung et al. (2001);Cataudella et al. (1974)همچنين نتايج تحقيقاتLiu  نشان مي دهد كه ) 2010(و همكاران

رد كه با رشد موجود در بخش شمالي و جنوبي درياي چين وجود داM. cephalusاشتقاق ژنتيكي زيادي بين اجداد

سفالوس هاي سواحل شمالي و (و تكامل اندامها شايد اين اشتقاق ژنتيكي بواسطه متحدالشكل بودن اين ماهيان 

  .از نظر مورفولوژي مشخص نمي باشد) جنوبي درياي چين

با ساير گونه ها مشاهده مي شود بعضي از دانشمندان M. cephalusهبه علت اين اشتقاق ژنتيكي بزرگي كه بين گون

)(e.g., Caldara et al., (1996);Rossi et al. (2004); Turan et al., (2005); Smithet al., (2003) معتقدند كه بايد در طبقه

با رسم درخت هاي HillisوBull (1993).بندي سيستماتيك گونه هاي كفال ماهيان تجديد نظر صورت گيرد

در يك شاخه ي كاملا جدا قرار گرفته است كه اين  M. cephalusنشان دادند كه گونه bayesianوN-Jايلوژنتيكيف

 Murgiaو Caldara et al., (1996)محققاني مانند. نيز بدست آورد Papasotiropoulos et al., (2001,2002,2007)نتيجه را

et al., (2002)نيز چنين نتايجي را بدست آوردند.  

اين مطالعه نيز با توجه به مقادير بالاي خودراه انداز در درخت فايلوژني رسم شده با استفاده از روش در 

در شاخه اي كاملاً جدا قرار گرفته است مي تواند تاييدي بر نظريه تجديدنظر M. cephalusكه گونهN-JوMPهاي

 .طبقه بندي گونه هاي كفال ماهيان باشد

در يك شاخه و L.aurataوL.saliensنشان داد كه دو گونه neighbor-joiningدرخت بدست آمده بروش 

نشان  maximumparsimonyشاخه اي جدا قرار گرفت درصورتيكه درخت رسم شده بروش درL.subviridisگونه

در شاخه اي جدا قرار L.saliensگونهدر يك شاخه قرار مي گيرند و L.aurataوL.subviridisداد كه گونه هاي

  .گرفت
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 L. saliensدر شاخه اي جدا از دو گونه L. subviridisگونه، N-Jولي در درخت رسم شده به روش  

اين . در يك شاخه قرار نگرفتند Lizaگونه از يك جنس 3با توجه به اين دو درخت، اين . قرارگرفتL.aurataو

مي Papasotiropoulos et al. (2002) و متفاوت با نتايجPapasotiropoulos et al. (2007)نتيجه مطابق با  يافته هاي

) همگي در يك شاخه قرار مي گيرند  Lizaبيان كردند كه سه گونه از جنسPapasotiropoulos et al(2002).باشد

اين  تناقض مشاهده شده شايد به علت اختلاف در روش هاي كار باشد كه نتيجه آن بدست آمدن نتيجه اي بهتر 

. (Papasotiropoulos, et al. 2007)مي باشد PCR-RFLPي نوكلئوتيدها در مقايسه با روش در اثر استفاده از توالي ياب

انجام دادند و به نتايجي 16s rDNAمطالعاتي را با استفاده از قطعه ژنوم Rossi et al. (2004)لازم به ذكر است كه

در ارتباط با روابط فايلوژنتيكي كفال Papasotiropoulos et al. (2007)شبيه به نتايج تحقيق جاري و نيز مشابه با نتايج 

خانواده كفال ماهيان بسيار به يكديگر شبيه  Lizaگونه جنس 3بيان كرد كه Rossi et la (2004).ماهيان رسيدند

 . هستند كه اين، يك عامل محدودكننده براي پاسخگويي به سوالات روابط خويشاوندي اين خانواده مي باشد

Howes (1991)وHarrison با بررسي اندامpharyngobranchial  در گونه هاي كفال ماهيان بيان كردند كه گونه هاي

شايد به  Lizaتفاوت در روابط فايلوژنتيكي بين گونه هاي جنس. باهم در يك شاخه قرار نمي گيرندLizaجنس

استفاده از قطعات ،)mtDNA vs. allozyme(استفاده شده )genetic systems(علت تفاوت در سيستم هاي ژنتيكي 

 Papasotiropoulos et(و يا نمونه برداري گونه هاي مورد مطالعه از مناطق جغرافيايي مختلف باشد  mtDNAمتفاوت 

al. 2007.(  

البته گاهي اوقات در روابط فايلوژنتيكي بدست آمده از طريق مطالعات مولكولي و مورفولوژيكي تفاوتي 

غير عادي نيست، چرا كه در علم طبقه بندي اثبات تفاوت هاي مورفولوژيكي  مشاهده مي شود كه اين اصلا

مشكل مي باشد و همچنين تصميم اينكه كدام ويژگي مورفولوژي براي طبقه بندي صحيح تر است  اصلاً آسان 

 نشان داد اهميت پلك چشم به عنوان يك ويژگي قابلTortonese (1975)همانطور كه).Liu et al. 2010(نيست 
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بستگي به  L. haematocheilaهكشف كرد كه نمو پلك چربي گون Song (1982)شناسايي ابهام آميزي مي باشد و 

بنابراين، لازم است در ارتباط با تعيين رده بندي كفال ماهيان . رشد فردي هر كدام از نمونه هاي اين گونه دارد

مثلا (بررسي شوند بلكه بخش هاي متفاوتي از ژنوم مطالعات بيشتري انجام شود، البته نه فقط گونه هاي بيشتري 

  ).Papasotiropoulos et al. 2007(مورد مطالعه قرار گيرند ) ژنوم هسته اي در مقابل ژنوم ميتوكندريايي
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  يشنهادهاپ

 .شود تحقيقگونه هاي كفال ماهيان نيز  ميتوكندريايي ساير قطعات ژنومبا استفاده ازپيشنهاد مي شود كه  -

 .دگردروابط فايلوژنتيكي ساير گونه هاي كفال ماهيان ايران را نيز بررسي  -

  شودتنوع ژنتيكي جمعيت هاي مختلف كفال ماهيان آب هاي ايران را  نيز تعيين  -
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 دستگاه هاي مورد استفاده در آزمايشگاه

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 Sartorius GM 312ترازوي ديجيتال مدل 
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  DNAطرز تهيه  محلول هاي لازم جهت استخراج  -

  درصد  SDS (10(سديم دودسيل سولفات -

درجه سانتي گراد حل گرديد  68ميلي ليتر آب مقطر در دماي  450در  SDSگرم كريستال يا پودر 50مقدار 

اين محصول در . ميلي ليتر رسانده شد 500رسانده وحجم اين محلول به  2/7را به  HCl ،pHوسپس با اضافه كردن 

  .دماي آزمايشگاه نگهداري گرديد

- STE 

 )مولار 0/(Nacl 1گرم  8/5و  )مولار 01/0(EDTAگرم  6/3و )مولار 05/0(گرم تريس STE ،6براي تهيه يك ليتر 

رسانده وحجم نهايي به يك ليتر افزايش داده  8را به   pHميلي ليتر آب مقطر دوبار تقطير حل نموده و  700را در

  .ميشود

  محلول هاي لازم جهت الكترفورز روي ژل آگارز

  TBEبافر  -

  .ام ميگيردبرابر ان رقرق سازي انج 10استفاده ميشود بطوريكه هنگام استفاد از غلظت  X1اين بافر در غلظت هاي 

  لودينگ بافر -

 DNAاول اينكه به دليل داشتن گليسرول ، چگالي نمونه را افزايش داده تا : اين بافر به دو منظور استفاده مي شود

آن داراي دو رنگ بروموفنل بلو و زايلن سيانول بهينه دوم به دليل آنكه محلول . سريع تر به ته چاهك برود

اين بافر معمولا به صورت محلولي باغلظت . سمت آند را قابل پيش بيني مي كنداست، ميزان حركت نمونه ها به 

زايلن  ٪03/0بروموفنل بلو، pH( ،03/0٪=6/7(ميلي مولار Tris-HCl 10ساخته مي شود وداراي ) 6X(برابر 6

موجود در محلول به     يون هاي فلزي دو  EDTA. ميلي مولار مي باشد EDTA60گليسرول و  ٪60سيانول، 

  .متصل ونوكلئازهاي وابسته به فلزات را مهار ميكند) Divalent(ظرفيتي 

  محلول اتيديوم برومايد  -

در ژل آگارز، رنگ آميزي آن با رنگ فلوئورسانت اتيديوم برومايد  DNAمناسب ترين روش براي مشاهده 

قرار گرفته وباعث ميشود تا  DNAاست كه بين جفت بازهاي ) Planar(اين رنگ حاوي گروه هاي سطحي . است

  .فلئورسانت تشديد شده اي را نسبت به رنگ آزاد در محلول، در زير نور ماوراء بنفش نشان دهد

  PCRمواد مورد استفاده جهت انجام واكنش 

- DNA الگو 
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DNA  استخراج شده به عنوان الگو جهت واكنشPCR  از نانوگرم   1-2به طور معمول . استفاده مي گرددDNA 

  .  استخراج شده استفاده مي شود

  PCRبافر  -

 pHپلـي مـراز در مقـادير     Taq DNAدر واقع . آن با دما تغيير ميكند pHيك بافر يوني دو قطبي است كه  PCRبافر 

نيزمـي توانـد بـه     KCl. ايجاد مي شود PCRدر دماي بالاي  pHپائين تر صحت عمل بيشتري خواهد داشت كه اين 

اگرچه در غلظت هاي بالا اين عمل ممكن است بيش ازحد مطلوب شده وباعث . الگو كمك كند /اتصال پرايمر

  ).Pherson et al., 2000(پايداري به الگو وايجاد محصولات ناخواسته گردد

  ):MgCl2(كلريد منيزيوم-

فعاليـت  .است، زيرا غلظت آن ميتواند بردقت وبازده واكنش تاثير بگذارد PCRمنيزيوم يكي از اساسي ترين اجزا 

Taq DNA        2/1 - 3/1پليمراز به وجود يون منيزيوم وابسته اسـت و بيشـترين فعاليـت خـود را در محـدوده غلظـت 

مـي   پليمرازهـا اثـر   DNA) ميـزان اشـتباه   ( غلظت منيزيوم همچنين برصحت. منيزيوم آزاد نشان مي دهدميلي مول 

پليمـراز افـزايش مـي يابـد وباعـث       Taq DNAدر غلظت بالاي منيزيوم نسبت به غلظت پـائين آن، خطـاي   . گذارد

  .افزايش غيراختصاصي مي شود، درصورتي كه در غلظت هاي بسيار پائين ، بازده واكنش كم خواهد شد

 )dNTP(ها دي اكسي نوكلئوتيدتري فسفات -

برابـر باشـد، در غيـر اينصـورت     ) dNTP )dGTP , dTTP , dATP ,  dCTPبايد غلظت هر چهـار    PCRبراي موفقيت 

اگرغلظـت بـالاتر   . باشد 50-200ها بايد در حدود  dNTPدر اكثر موارد، غلظت . كاهش خواهد يافت PCRدقت 

تر از حد معمـول وارد  پليمراز در اين حالت بازهاي اشتباه را به ميزان بيشTaqرود، دقت واكنش كم مي شود زيرا 

 ,.Pherson et al(تاثير داشته باشـد   PCRدر حاليكه اگر غلظت پائين تر باشد ممكن است بر بازده . زنجيره مي كند

2000.(  

  پلي مراز Taqآنزيم  -

واز  Brock and freeze(1969)مقاوم به حرارت است كه اولين بار توسط DNAپلي مراز وابسته به  DNAنوعي 

كيلودالتونياسـت كـه    94ايـن آنـزيم يـك پلـي پپتيـد      . به دست آمد Thermophilus aquaticusمادوست باكتري گر

سـرعت سـاخت   .پلي مرازي است وبـراي فعاليـت خـود نيـاز بـه يـون منيزيـوم دارد        15DNA 13داراي فعاليت 

DNA 3نوكلئوتيد در ثانيه است كه اين سرعت معادل سرعت  50-60توسط آنKb/min  درجه سـانتي   72در دماي

چرخـه   50درجه سانتي گراد دارد كـه معـادل    95دقيقه در دماي  40اين آنزيم نيمه عمري حدود . گراد مي باشد
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با استفاده از ايـن  . مي باشد C° 75-72دماي بهينه فعاليت اين آنزيم در حدود . مي باشد PCRتحت شرايط عادي 

در مرحله اتصال پرايمرها استفاده كرد، كه اين مزيت باعث دقـت بيشـتر    C° 70آنزيم ميتوان از دماهاي بالا حتي 

 Pherson et(در شناسايي توالي هدف توسط پرايمرها مي گردد وتوالي هدف به طور اختصاصي تكثيـر مـي شـود   

al., 2000 .(  

  پرايمر  -

. از ژنـوم طراحيميشـوند   تعداد نسـخه هـاي ناحيـه خاصـي    افزايش به منظور  PCRآغازگرها براي پيش برد فرايند 

از سوي ديگر درپيشـرفت مراحـل بعـدي     PCRطراحي مناسب آغازگر از يك سو درعملكرد موفق وبهينه فرايند 

  ).Surzycki, 2003(بررسي هاي ژنتيك نظير توالي يابي نقش به سزايي دارد
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Abstract:   
 
Two of the three objectives of project was carried out success that one of them is following: The genetic 
diversity of Liza salien(Risso,1810) in the south part of Caspian sea using the Mitochondrial DNA sequencing 
(mtDNA) was carried out as first objective of project that based on the mitochondrial DNA sequencing (mtDNA) 
of 16S rRNA was used in order to clarify genetic structure and genetic diversity of lizasaliens  in three western 
(Anzali) , middle(sari) , and eastern(Gomishan lagoon) of south part of Caspian sea. As a result we obtained 
552base pairs of 16SrRNA sequence. A total of 6 different  haplotypes and 29 variable sites were identified .The 
average nucleotide diversity(π) and haplotype diversity(h) in samples of all regions were 0.29 , and 0.004 
respectively . The results obtained from genetic distance showed low rate in that of 3 regions. Estimates of gene 
flow indicated there is no reproductive isolation between three regions and also there was not significant genetic 
differentiation between differentregions (p>0.05). the findings from the present study suggest that there is equal 
population of Liza saliens in the studied regions .: Genetic differences and phylogenic relationships among six 
Mugilidae species (Mugilcephalus, M. capito, Liza subviridis, L. saliens, L. aurata, Valamugilbuchanani) were 
determined using PCR-sequencing as second objective of project. M. cephalus, L. subviridis, and V. buchanani 
from the Persian Gulf and Oman Sea, and L. aurata and L. saliens from the Caspian Sea were collected. Samples 
of an imported, Egyptian species M. capito (this species was mixed with the main imported species as M. 

cephalusfingerling) were obtained from the Gomishan Research Center in Gorgan. Total DNA from the samples 
were extracted according to phenol-chloroform method Mithochondrial DNA ,16s RNA was amplified using 
thermo cyclermachine with universal primers and thensequenced by sending to Takapoozist Company and 
thereafter to France. Analysis of the sequences showed great differences between Mugil species and the other 
studied species. The phylogenetic tree obtained through Neighbor-Joining method revealed that L. saliensandL. 

aurata were in the same branch while L. subviridis was in a separate branch. In contrast, Maximum Parsimony 
tree located L. subviridis and L. aurata in a single branch and assigned L. saliens to a distinct branch. This result 
brings in the question of monophyletic origin of the genus Liza.Also. 
 
 
Keywords:Mugillidae,Phylogeny,Population,mtDNA,PCR,PersianGulf and Oman Sea,CaspianSea,Iran. 
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