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  چكيده

و رودخانه سفيدرود طي گشت  4، 3، 2نواحي  (Acipensers persicus) تاسماهي ايرانيساختار ژنتيكي و جمعيتي 

 DNA  (DNAاستفاده از روش تعيين توالي  باسواحل جنوبي درياي خزر  1388 – 1391ارزيابي ذخاير سال هاي 

sequencing) .3و  4ناحيه نمونه  5، 3نمونه ناحيه  5، 2ناحيه نه از نمو 5( نمونه 18تعداد  مورد بررسي قرار گرفت 

گرديد، كميت و كيفيت آنها با  DNA) با استفاده از روش استات آمونيوم استخراج رودخانه سفيدرودنمونه 

جفت آغازگر يا پرايمر  دو درصد تعيين شد. 1) و ژل آگارز ND1000استفاده از دستگاه نانودراپ (مدل 

)Forward  وReverse (D-loop  سيتوكروم وb  استفاده از نرم افزار  ابميتوكندرياييGeneRuner  طراحي و پس از

بررسي روابط ژنتيكي و ترسيم درخت هاپلوتايپي  شد. PCR فوق هايبا آغازگر DNAنمونه هاي  سنتز،

Neighbor-Joining  بر اساس مدلKimura 2-parameter  با استفاده از نرم افزارMega 4هاي تنوع مولكولي  ، شاخص

 شامل تعداد هاپلوتايپ ها، مكان هاي چندشكلي، تنوع هاپلوتايپي و نوكلئوتيدي به همراه واريانس آنها، شاخص

 مكانهاي بين ناهمگوني ضريب يا نرخ برآورد به منظور) gamma distribution shape parameter( گاما شكل توزيع

) كه نشانه جدايي Fstتي داخل و بين مناطق نمونه برداري (فاكتور واگرايي ژنتيكي به صورت جف بررسي، مورد

تكرار فراواني هاپلوتايپي به منظور معني دار يا عدم معني دار بودن با استفاده از نرم  10000جمعيت ها مي باشد با 

فاده از آزمون محاسبه گرديد. فرضيه صفر مبني بر مستقل بودن جمعيت ها با است  Dna SPو  Arlequin 3.1افزار 

بر اساس اختلاف هاپلوتايپي بين جمعيت ها محاسبه شد. گسترش و پراكنش تاريخ جمعيتي  (exact test)دقيق

)Historical demographic and spatial expansions (با دو روش تست تاجيما )D-test of Tajima(  و تستFu Fs 

  بررسي شد. 

درصد به همراه ماركر  1پس از الكتروفورز ژل آگارز  D-loopژن  PCRبر اساس نتايج به دست آمده محصول 

bp100  در زير اشعهUV جفت باز  500، توليد باندهايي در محدوده(bp)  و ژن سيتوكرومb 700  جفت باز(bp) 

و  13 به ترتيببين مناطق مورد مطالعه  bو سيتوكروم  D-loopبراي ژن هاي  كردن (Aligne)رديف  پس از نمودند.

شاخص توزيع شكل  ،002/0 و 038/0نوكلئوتيدي ، تنوع  419/0 و 961/0 ميانگين تنوع هاپلوتايپي، هاپلوتايپ 4

در اينگونه براي هر دو ژن نشاندهنده نرخ متوسط موتاسيون كه  20/0و  19/0گاما بين مكانهاي مورد بررسي 

شيلاتي  4ي رودخانه سفيدرود و ناحيه ها بين جمعيت D-loopبراي ژن محاسبه شده  Fstمقدار كمترين  .بود

 37/5با جريان ژني و غير معني دار  04/0 بين تمامي جمعيت ها bبراي ژن سيتوكروم  و ) ديده شد-002/0(

احتمال در داخل جمعيت ها در سطح  (non-differentiation exact p values)آزمون تفاوت جمعيت ها  .محاسبه شد

اختلاف  bو براي ژن سيتوكروم معني دار بود و ساير مناطق  ين رودخانه سفيدرودب D-loopبراي ژن درصد  05/0

با  تاسماهي ايراني) demographic historyتاريخچه جمعيتي( معني داري بين مناطق مورد بررسي بدست نيامد.

رش ناگهاني ) و بر اساس بسط و گستmismatch distributionاستفاده از آزمون گسترش و توزيع تاريخ جمعيتي(

)sudden expansion ( مورد بررسي قرار گرفت كه غير معين براي هر دو ژن(unimodal)  بوده و شبيه مدل بسط
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و توالي بين مناطق  17و  18براي  Fu Fsتاجيما و شاخص  (neutrality tests)آزمون هاي بي طرفي  ناگهاني بود.

محاسبه شد كه هر دو شاخص منفي و از لحاظ  -079/0و  -220/0و  -99/0و  -84/0به ترتيب  براي هر دو ژن 

محاسبه شده توسط نرم تاسماهي ايراني تي يمقدار زمان بسط و گسترش جمع ).p≤01/0بودند (نمعني دار  آماري

و براي ژن سال  1501و از قبل از زمان حاضر و احتمالا حدود  D-loop  65/13  =tبراي ژن  Arlequinافزار 

  . سال محاسبه شد 84/7و از قبل از زمان حاضر  b 98/0  =tسيتوكروم 

يك خزانه رودخانه سفيدرود تاسماهي ايراني جمعيت  اين بررسي نشان داد كه  D-loopبدست آمده از ژن نتايج 

حفظ خزانه ژني و  بمنظورطق ديگر مي باشد بنابراين اعمال مديريت شيلاتي امن سايرژني مستقل و جداگانه از 

  قويا توصيه مي گردد. اين ماهيان با ارزش قبل از انقراض كامل آنها ير افزايش ذخا
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  كليات– 1

  مقدمه - 1 – 1

كيلومتر مربع بزرگترين درياچه جهان است كه يك مخزن آبي مشترك با پنج  3733000درياي خزر با وسعت 

  ان و تركمنستان كشور، جمهوري اسلامي ايران، جمهوري آذربايجان، فدراتيو روسيه، جمهوري قزاقست

 438مساحت اين درياچه  مي ريزد.درياچه ي اين شمالبه بخش كه است رودي  مي باشد. ولگا مهمترين

 متر 1060آن  حداكثر و متر 197ميانگين عمق آن  .كيلومترمربع است 1200طول آن  وحداكثر هزاركيلومترمربع

آستارا تا  كيلومترآن از 992يلومتراست كه ك 6379داراي ساحلي به طول  .(درنزديكي بندرانزلي) مي باشد

 مي دهددرصد مساحت آن را قسمت شمالي تشكيل  25. به شمار مي آيدجزء سواحل ايران  كه رودخانه اترك

عرض  در خزر درياي .)1374، كردواني، 1374مي باشد  (اسوبودوا، متر 5حدود و در  كمآن كه عمق 

از عرض (شرقي ترين نقطه)  54°و 50/(شمالي ترين نقطه) تا  47°و 7/(جنوبي ترين نقطه) تا  36°و 33/شمالي

گونه و زير گونه از انواع ماهيان است  كه از مهمترين آنها مي  115گرفته است و داراي بيش از قرارجغرافيايي 

  ، تاسماهي ايراني (Huso huso)توان به پنج گونه از ماهيان خاوياري شامل:  فيل ماهي 

(Acipenser persicus) تاسماهي روسي ،(Acipenser guldenstaedti) ماهي شيب ،(Acipenser nudiventris) ماهي ،

و از ماهيان استخواني: ماهي سفيد، كفال، سيم، سوف، كپور، ماهي آزاد، سس  (Acipenser stellatus)ازون برون 

 ).1369، زهزاد،1374ام برد (كردواني، را مي توان ن (Rutilus rutilus caspicus)ماهي، كيلكا و ماهي كلمه خزري 

ميليون سـاله از زمـان    200گروه ماهيان مي باشند كه با توجه به قدمت يكي از قديميترين   (sturgeons)تاسماهيان 

تاثير . در حال حاضر بدليل (Bemis et al., 1997) نام مي برندفسيل هاي زنده  از آنها بعنوانژوراسيك تا زمان حال 

اني از قبيل بهره برداري بيش از حد از ذخاير، تخريب زيستگاهها و افزايش عوامل آلـودگي، تخريـب   عوامل انس

در سراسر جهان منجملـه ذخـاير آنهـا    مناطق تخمريزي و وجود موانع در مهاجرت آنها، جمعيت هاي اين ماهيان 

در ايـن منبـع آبـي    اهيان سبب كاهش چشمگير ذخاير تاسم ودرياي خزر در معرض خطر انقراض قرار گرفته در 

در ليسـت ماهيـان درمعـرض خطـر اتحاديـه بـين المللـي        تاسـماهيان   اكثـر لذا . (Pourkazemi, 2006) گرديده است

گونـه ماهيـان خاويـاري     27. از (Dugo et al., 2004; Pourkazemi, 2006)انـد   قرار گرفتـه  IUCNحفاظت از طبيعت 

در درياي خزر و  Husoو  Acipenserاز تاسماهيان متعلق به دو جنس  گونه 6 (Raymarkers, 2002)موجود در جهان 

رودخانه هاي منتهي به آن وجود دارند كه امروزه قسمت اعظم خاويار توليدي جهان را بـه خـود اختصـاص مـي     

، تاســماهي ايرانــي در ســالهاي اخيــر بــدليل كــاهش ذخــاير تاســماهيان دريــاي خــزر (Pourkazemi, 2006).دهنـد  

(Acipenser persicus)  گونه هاي تكثيري در مراكـز تكثيـر و بازسـازي ذخـاير در ايـران      و اصلي ترين از مهمترين

تكثيـر و بچـه ماهيـان حاصـله جهـت      بصورت مصـنوعي  همه ساله تعداد زيادي از مولدين اين گونه  و بوده است

سـهميه صـادرات خاويـار    رهاسازي مي شـوند.  در حـال حاضـر     محل مهاجرتبازسازي ذخاير به رودخانه هاي 

در نظر گرفته مي شود كه بر اسـاس آن ايـن    CITESكشورهاي حاشيه درياي خزر بر اساس مصوبات كنوانسيون 
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كشورها موظف به انجام گشت هاي ارزيابي ذخاير و برآورد ميزان تاسماهيان صيد شده در هر منطقه مـي باشـد.   

شناخت جمعيـت هـاي   درخصوص را اطلاعات ارزشمندي  دمي توانساختار ژنتيكي ات مولكولي در زمينه مطالع

مراجـع  بقاء گونه هـاي در معـرض خطـر را در اختيـار      ومديريت شيلاتي  احتمالي و بمنظور كمك به تصميمات

ذخـاير  حفاظت و بهره برداري پايـدار از   هدف مديريت شيلاتي . (Rosenthal et al., 2006) قرار مي دهدذيصلاح 

هريـك از  است. ذخاير اين ماهيان كيفيت و پراكنش دستيابي به اين هدف نيازمند آگاهي از كه  ماهيان مي باشد

دهند. بنابراين قبل از اجراي هـر   العمل مستقلي از خود نشان مي ذخاير آبزيان برحسب ميزان صيد يا تكثير، عكس

ناسايي و با روشـهاي مولكـولي   برنامه مديريتي يا توليدي ضرورت دارد تا ساختار ژنتيكي جمعيتهاي مربوطه را ش

ــال         ــدوين و اعم ــاير آن ت ــازي ذخ ــظ و بازس ــراي حف ــديريتي را ب ــه م ــپس برنام ــرار داد و س ــابي ق ــورد ارزي م

ساختار ژنتيكي جمعيت تاسماهي ايراني صيد شده از گشت هاي ارزيـابي ذخـاير حوضـه    ).  1380نمود(رضواني،

با استفاده از جمعيت ها ارزيابي ساختار ذخاير  . در ابتداتنگرفته اس مورد بررسي قرارتاكنون جنوبي درياي خزر 

صفات به تغييـرات محيطـي   اين توجه به حساسيت بالاي  باانجام مي گرفت ولي مريستيك  صفات مرفومتريك و

 ، Microsatelliteنظيـر پيشـرفت علـم اسـتفاده از ماركرهـاي مولكـولي      و داده هـا  ايـن گونـه   محدود بودن تفسير  و

1RAPD 2AFLP ،  3RFLP ،Allozyme  ،DNA sequencing        كه متـاثر از فاكتورهـاي محيطـي نمـي باشـد را جهـت

  .(Adams and Hutchings, 2003) شناسايي ساختار ژنتيكي ذخاير امكان پذير كرده است

مله از كارگاههاي بازسازي ذخاير ازجرغم تكثير سالانه و رهاسازي بيش از دهها ميليون بچه ماهي خاوياري به 

، متاسفانه اطلاعات كاملي از ساختار ژنتيكي اين تاسماهي ايراني كه بومي سواحل جنوبي درياي خزر مي باشد

وجود نداشته و اين ماهيان بدون آگاهي از ساختار ژنتيكي آنها مورد تكثير قرار گرفته و چه بسا جمعيت  گونه

بر د.  نقرار گيرحاصله و رهاسازي بچه ماهيان  يك منطقه در كارگاه بازسازي ذخاير منطقه ديگر مورد تكثير

ذينفع و بهره بردار از منابع تاسماهيان اساس مصوبات كميسيون منابع زنده درياي خزر مقرر گرديد كشورهاي 

بايستي در گشت ارزيابي ذخاير ماهيان خاوياري شركت نمايند كه هدف اصلي آن ارزيابي  و  برآورد فراواني و 

هاي بررسي پروژه فوق بمنظور همين راستا در  .مي باشددر سواحل آن كشور اهيان خاوياري وزن توده زنده م

مناطق شيلاتي در گشت ارزيابي ذخاير و با استفاده از روش مايكروستلايت تصويب شد ولي عدم صيد جمعيتي 

ير كه توسط گونه هاي مختلف تاسماهيان در مناطق مورد مطالعه طي روند اجرايي گشت هاي ارزيابي ذخا

 4018/024/247متر)، طي نامه شماره  10(اعماق زير  2متر) و لنج سي سراي  10كشتي گيلان (اعماق بالاي 

و براي سه مدير بخش زيست فناوري و فرآوري آبزيان، روش تعيين توالي با نمونه هاي كمتر  26/3/1389مورخ 

ونه هاي كافي ساير ماهيان خاوياري (ازون برون، جايگزين روش قبلي شد. متاسفانه بدليل عدم وجود نممنطقه 

                                                           

١. Random Amplification Polymorphic DNA  

٢. Aplifided  Fragment Length Polymorphism 

٣. Reatriction Fragment length Polymorphism 
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تنها نمونه هاي در اندازه مناسب (جهت آناليز مولكولي) شيپ، فيلماهي، تاسماهي روسي) در مناطق مورد مطالعه 

  تاسماهي ايراني مورد ارزيابي مولكولي قرار گرفت. 

در راسـتاي  شـيلاتي،  صـادراتي و  نيز ارزش و  ايراني تاسماهيو ارزش اقتصادي با توجه به اهميت بر اين اساس  

بمنظور ارائه به كارگاههاي بازسازي ذخـاير آبزيـان    و اين گونه در مناطق مختلف شيلاتيشناسايي جمعيت هاي 

  :مورد بررسي قرار گرفتذيل اهداف واقع در استان هاي ساحلي كشور جهت ازدياد ذخاير، 

  

  تحقيقو فرضيه هاي اهداف  - 1 – 2

 مناطق مختلف شيلاتي  ايراني ختار ژنتيكي تاسماهيتعيين  سا -

 طق نمونه برداري داراي تنوع ژنتيكي مي باشد.ادر من تاسماهي ايراني -

 تاسماهي ايراني مناطق مورد مطالعه هر يك جمعيت مستقلي هستند.  -

    

   (Acipenser persicus Borodin, 1897)تاسماهي ايراني  – 1 – 3

  

  
  

بعنوان گونه  Borodinبراي اولين بار توسط محققي به نام  1897زبان محلي قره برون) در سال  تاسماهي ايراني (در

معتقد بود كه اين گونه زيرگونه اي از تاسماهي روسي  Bergدانشمندي به نام اي از رودخانه اورال شناسايي شد. 

خود تاسماهي ايراني را گونه اي با مطالعات متعدد  1948بوده كه فقط در رنگ بدن تفاوت دارند ولي در سال 

با مطالعات خود در زمينه  1983در سال  Artyukinو  1974و همكاران در سال  Lukyanenkoمستقل دانست. 

و ايمونوالكتروفورتيك بين دو گونه تاسماهي ايراني و  ي، بيولوژيكي، اكولوژيكيمورفولوژيكتفاوتهاي 

پرواريوخا در ني را بعنوان يك گونه مستقل مورد تاييد قرار دادند. تاسماهي روسي نظريه جدا بودن تاسماهي ايرا

با مطالعات خود در زمينه آنتي ژن هاي سرم خون دو نژاد بهاره و پاييزه از تاسماهي ايراني را شناسايي  1374سال 

. (Rostami, 1961)نمود و سپس نژاد رودخانه سفيدرود در زمان مهاجرت مولدين به اين رودخانه گزارش گرديد 
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ذخاير تاسماهي ايراني در قسمتهاي جنوبي درياي خزر بيشتر از  1983بر اساس مطالعات آرتيوخين در سال 

با توجه به برنامه هاي بازسازي ذخاير اين گونه تخمين زمان كاهش جمعيت هاي قسمتهاي شمالي مي باشد. 

يد بيرويه مي تواند كاهش ذخاير اين مي باشد ولي آن چيزي كه مشهود است صطبيعي در درياي خزر مشكل 

صيد بيرويه مي باشد و بر  از مهمترين عوامل كاهش ذخاير تاسماهيان در درياي خزر گونه را بدنبال داشته باشد. 

  برابر بيشتر از صيد قانوني صورت گرفته است.  6 – 10اين صيد بيرويه  2000در سال  CITESاساس برآورد 

  

  مشخصات ظاهريرده بندي و  – 1 – 3 – 1

 تاسماهياز لحاظ رده بندي متعلق به سلسله جانوران، شاخه طنابداران، رده شعاع بالگان، راسته  تاسماهي ايراني

  . مي باشد Acipenser persicus و با نام علمي تاسماهي ايراني، گونه تاسماهيهيان، جنس تاسماشكلان، خانواده 

  
Animalia Kingdom 
Chordata Phylum 
Osteichthyes Class 
Acipenseriformes Order 
Acipenseridae Family 
Acipenser Genus 
Acipenser persicus Borodin  Species 

  

درصد طول كل بدن بوده، ارتفاع سر  8/16ارتفاع بدن  بدن كشيده و باريك و داراي پوزه اي نسبتا تيز مي باشد. 

هاي سينه اي نسبتا كوچك و واجد يك شعاع استخواني ضعيف كه  بالهدرصد طول كل بدن مي باشد.  2/17

دهان تحتاني و داراي يك شكاف اغلب خميده و مارپيچ بوده و از آن جهت تعيين سن آنها استفاده مي شود. 

رنگ پشت بدن ماهي خاكستري جفت سبيلك بوده كه به پوزه ماهي نزديكترند.  2عرضي مي باشد، داراي 

رنگ قسمت شكمي يل به خاكستري و با يك درخشش آبي فولادي در قسمت پهلوهاي  است. سفيد يا آبي متما

  تعداد شعاع هاي غيرمنشعب باله پشتي. )1371(عقيلي نژاد،  بدن سفيد و گاهي متمايل به زرد است

  عدد، تعداد صفحات استخواني پشتي 16 – 35عدد، تعداد شعاع هاي غيرمنشعب باله مخرجي  27 – 51

 7 – 13عدد، تعداد صفحات استخواني شكمي  23 – 50عدد، تعداد صفحات استخواني پهلويي يا جانبي  7 – 19

سانتيمتر و حداكثر  228عدد مي باشد. حداكثر طول  30 – 40عدد و تعداد خارهاي كمان آبششي معمولا بين 

كيلوگرم  30 – 35يان ماده بالغ كيلوگرم و ماه 20 – 30كيلوگرم مي رسد، وزن متوسط ماهيان نر بالغ  70وزن به 

  . (Putilina, 1983)است 

  

  پراكنش – 1 – 3 -2

ولي تغذيه و زمستان گذراني عمدتا در ) 1(تصوير تاسماهي ايراني در تمامي نقاط درياي خزر زيست مي كند 

بي و بخش هاي جنوبي و مركزي صورت مي گيرد. بيشتر ذخاير تاسماهي ايراني در نزديكي آبهاي سواحل جنو
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با توجه به دماي بالاتر آب در . (Kazancheev, 1981)جنوب شرقي و رودخانه هاي منتهي به آنها باقي مي مانند 

قسمتهاي جنوبي نسبت به قسمتهاي شمالي، اين ماهي در قسمتهاي جنوبي درياي خزر از پراكنش بيشتري 

  ):1383است (پوركاظمي و همكاران،  تاسماهي ايراني از لحاظ پراكنش داراي دو زيرگونهبرخوردار است. 

1 – A.persicus Borodin, 1897  ،كه محل پراكنش درياي خزر، رودخانه هاي سفيدرود، كوراو گرگانرود

  تجن و ...مي باشد.

2 – A.persicus colchicus Marin, 1940  كه محل پراكنش ناحيه شرقي درياي سياه، قفقاز، رودخانه ريوني و

  باشد. سواحل آناتولي مي 

  

  
  تاسماهي ايرانيدرياي خزر و پراكنش  -1تصوير 

  تغذيه – 1 – 3 – 3

تاسماهي ايراني همه چيزخوار و كفزي خوار بوده و در درياي خزر از نرمتنان كفزي، سخت پوستان و ماهيان 

در اولين  رژيم غذايي تاسماهي ايراني با سن ماهي متغيير بوده بطوريكه ماهيان جوان كوچك تغذيه مي نمايد.

سال زندگي از گاماريده، لارو شيرونوميده، كرم هاي كم تار، كوروفيوم، مايسيس و كرم هاي حلقوي تغذيه مي 

كنند. تاسماهي ايراني برخلاف تاسماهي روسي معمولا از كرم پرتار نرئيس و نرم تن آبرااواتا تغذيه مي نمايد. 

بعمل مي آورند درحاليكه ماهيان بالغ تر از نرمتنان، خرچنگ ها ماهيان جوان تر بطور معمول از ماهيان ريز تغذيه 

در فصل پاييز صدف ها و خرچنگ بعنوان غذاي اصلي و ساير ماهيان نظير و ماهيان بزرگتر تغذيه مي كنند. 

ماهي كيلكا بعنوان غذاي فرعي مورد تغذيه قرار مي گيرند. در فصل زمستان غذاي اصلي تاسماهي ايراني شامل 
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صدف، گاوماهي و تاحدودي ماهي كيلكا و ساير نرمتنان مي باشد (نصري  اهي و خرچنگ، در فصل بهارگاوم

در بررسي هاي دقيقتر مشخص گرديد كه تاسماهي ايراني تا سن زير دو سال از گاوماهيان، گل ). 1372چاري، 

  ).1382ي مقدم، آذين ماهيان، شك ماهيان، كرم پرتا نرئيس و سخت پوستان تغذيه مي نمايد (حداد

  

  و تخمريزي مهاجرت – 1 – 3 – 4

از زندگي خود قبل از ورود به رودخانه در آب شور اي تاسماهي ايراني جزو ماهيان مهاجر بوده و در مرحله 

سالگي  8 – 15اولين مرحله توليد مثلي در نرها در . ه و سپس بمنظور تخمريزي وارد رودخانه مي شوندباقي ماند

 18درصد بين  85سالگي كه  6 – 40سن رسيدگي جنسي در ماده ها سالگي روي مي دهد.  12 – 18و ماده ها 

سال مي باشد.  14ميانگين سن توليد مثلي درصد) اتفاق مي افتد.  80سالگي ( 12 – 16سالگي و در نرها  14 –

اواخر ارديبهشت زمانيكه  تاسماهي ايراني بطور ساليانه تخمريزي نمي كند و تخمريزي در ماههاي اواخر اسفند تا

، مرحله انكوباسيون تخمها بسته به درجه حرارت آب درجه مي رسد، صورت مي گيرد 16دماي آب به بالاتر از 

 . هم آوري مطلق تاسماهي ايرانيروز تبديل به لارو مي شوند 3 – 4روز بطول كشيده و تخمها طي مدت  2 – 8

 000/350متغيير مي باشد ولي ميزان متوسط آن  000/840الي  000/85بستگي به رابطه طول و وزن داشته و از 

ميلي متر و به رنگ خاكستري متمايل به قهوه اي مي باشد  2/3 – 8/3عدد مي باشد. قطر تخمهاي رسيده بين 

ميليمتر بوده و مي تواند تا چند ساعت در آب به تحرك خود  5/0همچنين طول اسپرم تاسماهي ايراني حدود 

در سواحل جنوبي درياي خزر مولدين تاسماهي ايراني بطور متناوب وارد . (Dettlaf et al., 1993) هدادامه د

بطوريكه اين گونه بين ماههاي فروردين الي تير، مرداد الي شهريور و  رودخانه هاي محل تخمريزي مي شوند

مدت . ارد رودخانه مي شونددرجه سانتيگراد است بمنظور تخمريزي و 15 – 25زمانيكه درجه حرارت آب بين 

روز بوده از ماههاي اواخر فروردين الي خرداد و بيش از دو ماه طول مي كشد  15 – 30تخمريزي در فصل بهار 

نوزادان پس از گذشت تابستان به دريا مهاجرت كرده و تا رسيدن به بلوغ جنسي در آنجا ). 1372(نصري چاري، 

ه تاسماهي روسي داراي نيازمندي هاي اكولوژيكي و بيولوژيكي تاسماهي ايراني نسبت بزيست مي كنند. 

متفاوت تري بوده بطوريكه دماي آب گرمتري را بمنظور تخمريزي ترجيح داده و زمان مهاجرت تخمريزي نيز 

  كوتاه تر مي باشد. 

  

  ميزان صيد و بهره برداري – 1 – 3 – 5

در درياي خزر مي  تاسماهي ايراني بهره بردار تجاري و قانوني تنها اين گونه، ايران بدليل تكثير و رهاكرد ساليانه 

درصد صيد اين گونه در درياي خزر  80در ايران آغاز شده كه  1969برنامه هاي بازسازي ذخاير از سال . باشد

 روند نزولي داشته است 1390الي  1380متاسفانه آمار صيد تاسماهيان از سال درنتيجه اين برنامه بوده است. 
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بيشترين سال ها اين بين نشان مي دهد كه  درياي خزردر تاسماهيان ارائه شده آمار صيد  .)1و نمودار  1جدول (

  .)1389صيد تاسماهيان در سواحل جنوبي درياي خزر متعلق به تاسماهي ايراني بوده است (توكلي، 

 

 1390الي  1380 ايهسال طي(تن) سواحل جنوبي درياي خزر ميزان صيد ماهيان خاوياري  - 1جدول 

)1389(توكلي،   

  گونه

  سال
  ازون برون  شيپ  تاسماهي ايراني  تاسماهي روسي  فيلماهي

1380  115/89  407/31  651/564  382/25  158/169  

1381  71  230/34  16/448  090/23  108  

1382  217/57  731/20  104/349  647/14  075/69  

1383  797/41  750/9  77/197  285/6  715/29  

1384  615/30  899/5  446/108  836/4  308/19  

1385  626/31  455/4  724/83  160/4  565/13  

1386  842/22  437/4  490/58  846/3  546/6  

1387  035/20  840/1  200/36  152/3  177/5  

1388  711/14  323/1  493/24  157/2  075/2  

1389  690/15  931/0  714/17  241/1  622/1  

1390  915/13  816/0  924/13  996/0  583/1  

  824/425  792/89  676/1902  819/115  563/408  جمع

  

  
  1380 – 1390درياي خزر طي سالهاي سواحل جنوبي  ماهيان خاوياريصيد  -1نمودار 
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  ). 2و نمودار  2متعاقب همين روند نزولي صيد، ميزان استحصال خاويار نيز صيد نزولي داشته است (جدول 

  

(توكلي،  1390الي  1380 هايسال حل جنوبي درياي خزر طي(تن) سواميزان استحصال خاويار  - 2جدول 

1389(  

  گونه

  سال
  فيلماهي

تاسماهي 

  روسي

تاسماهي 

  ايراني
  ازون برون  شيپ

1380  280/3  470/3  879/58  235/2  282/21  

1381  510/3  440/3  270/46  040/2  410/12  

1382  957/2  965/1  253/37  213/1  077/7  

1383  792/1  016/1  325/20  554/0  938/2  

1384  668/1  556/0  562/13  659/0  958/1  

1385  541/2  475/0  762/10  573/0  119/1  

1386  561/1  442/0  275/7  478/0  681/0  

1387  600/1  203/0  357/4  430/0  495/0  

1388  272/1  120/0  851/2  266/0  201/0  

1389  471/1  151/0  121/2  137/0  153/0  

1390  345/1  088/0  597/1  100/0  159/0  

  473/48  685/8  252/205  926/11  997/22  جمع
 

 
  1380 – 1390ميزان استحصال خاويار سواحل جنوبي درياي خزر طي سالهاي  -2نمودار 

 

  بازسازي ذخاير:تكثير مصنوعي و  – 1 – 3 – 6

ادي اقتصداراي ارزش كه  درياي خزرانواع ماهيان شيلات ايران براي بازسازي ذخاير در دهه هاي اخير سازمان 

بسياري از گونه ها نظير ماهيان خاوياري، ماهي است بطوريكه تلاشهاي قابل توجهي را انجام داده  مي باشند

سفيد، سيم و ... از طريق كارگاههاي بازسازي ذخاير تكثير و بچه ماهيان حاصله جهت ازدياد ذخاير به رودخانه 
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بمنظور بازسازي ذخاير ).  1384ني، هاي محل مهاجرت رهاسازي مي شوند (پرافكنده حقيقي و رضوا

كارگاه شادروان دكتر يوسف  1368كارگاه بازسازي ذخاير شهيد بهشتي و در سال  1351تاسماهيان، در سال 

پور (سياهكل) در استان گيلان، كارگاه بازسازي ذخاير ماهيان شهيد رجايي در استان ساري و كارگاه بازسازي 

سالنامه آماري استان گلستان احداث گرديدند. بر اساس آمارهاي ارائه شده ( ذخاير تاسماهيان شهيد مرجاني در

) روند بازسازي ذخاير و رهاكرد تاسماهيان بگونه اي بوده است كه بيشترين روند 1390سازمان شيلات ايران، 

از مجموع  1375بطوريكه در سال رهاكرد بچه ماهيان خاوياري متعلق به تاسماهي ايراني بوده است 

و به تاسماهي ايراني  متعلققطعه  938/018/11به ميزان رهاسازي شده  بچه ماهيان خاوياريقطعه  933/455/12

متعلق قطعه  135/582/4به ميزان رهاسازي شده  بچه ماهيان خاوياريقطعه  485/700/4از مجموع  1390در سال 

و اين روند كماكان ن رهاسازي شده است به رودخانه هاي محل مهاجرت اين ماهيابه تاسماهي ايراني بوده كه 

 ). 3و نمودار  3ادامه دارد (جدول 

1390الي  1375آمار رهاكرد بچه ماهيان خاوياري (قطعه) ايران از سال  - 3جدول   

  ) 1390(سالنامه آماري سازمان شيلات ايران، 

  گونه

  سال
  ازون برون  شيپ  تاسماهي ايراني  تاسماهي روسي  فيلماهي

1375  800/344  981/673  938/018/11  000/102  214/316  

1376  981/436/1  500/919  121/751/18  770/230  281/288  

1377  400/687  170/418  417/586/22  600/678  461/181  

1378  100/406  300/722  732/299/17  778/303  861/131  

1379  919/900/1  480/327/1  199/711/13  826/113  373/226  

1380  963/640  855/478/4  595/278/16  914/782/1  136/820  

1381  794/403/2  585/816/1  214/301/12  684/819/1  982/300/1  

1382  500/25  0  433/014/12  537/588  370/122  

1383  700/574/1  109/051/4  768/179/13  770/260  195/183  

1384  595/4  500/92  663/567/9  235/237  880/40  

1385  724/464  000/90  821/369/12  200/751  050/123  

1386  051/159/1  800/165  863/794/10  160/388  698/116  

1387  500/696  995/67  800/140/6  070/280  975/221  

1388  850/273  100/52  835/502/4  200/13  250/171  

1389  0  0  600/542/3  195/181  650/17  

1390  0  0  135/582/4  800/86  550/31  

  926/293/4  739/818/7  134/642/188  375/876/14  877/019/12  جمع
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  1375 - 1390بچه تاسماهيان در سواحل جنوبي درياي خزر طي سالهاي  سازيرهاميزان  -3نمودار 

  

  مروري بر منابع -4-1

با  .شده استتاكنون استفاده   1980به عنوان يك ابزار در تعيين جمعيت ها از دهه  mtDNAمطالعه برروي 

شناسايي تاسماهيان  جمعيت هاي مختلفي را در ماهيان استخواني و محققين توانسته انداين روش استفاده از 

 DNAروش هاي مولكولي مبتني بر روشهاي متعددي بر پايه ژنوم هسته اي ارائه شده اما هنوز  ند.نماي

اگر چه نسبت به  بهترين روش براي تعيين روابط فيلوژنتيكي مي باشد و در مطالعات جمعيتي ميتوكندريايي

در برآورد جريان ژني و تنوع ژنتيكي ضعيف است ولي در تعيين اختلاف   RAPDو  Microsatelliteنشانگرهاي 

در مهره داران عالي  mtDNAسرعت جايگزيني نوكلئوتيدهاي  د.نمايمي  نقش مهمي را ايفاءبين جمعيت ها هنوز 

است كه موجب افزايش قدرت تفكيك در سطح مطالعات  ايبرابر سرعت تعويض در ژنوم هسته  5 – 10تقريبا 

جمعيتي مي شود. حساسيت آن نسبت به كاهش تنوع ژنتيكي در تنگناهاي ژنتيكي بيشتر است. سطوحي كه در 

mtDNA   بررسي مي شوند عبارتند از توالي هايي با تكامل سريع مثل ژنهايND1/2 ،ND3/4 ،ND5/6  وD-loop 

سازي است). براي بررسي روابط درون گونه اي و روابط بين گونه هايي كه داراي (كه منطقه آغاز همانند 

براي شناسايي ارتباط فيلوژني  Cytochrom bروابط خويشاوندي نزديك هستند، توالي هاي با تكامل متوسط مانند 

نند ژن هاي بين گونه هايي كه از نظر مورفولوژي خيلي به يكديگر نزديك مي باشند و سرعت تكاملي كند ما

RNA 16S, 12S  ريبوزومي و سيتوكروم اكسيدازI ،1384استفاده مي شود (هالرمن.(  
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  تاسماهيانبا استفاده از روش هاي مولكولي در مطالعات جمعيتي    -1-4-1

Smith ) مايكرو ساتلايتي و روش  جايگاه 4) با استفاده از 2002و همكارانPCR-RFLP   به مطالعه ساختار ژنتيكـي

، پرداختنـد .   Nechkoرودخانـه   وو يكي از انشـعابات فرعـي آن    Fraserماهي سفيد در شاخه اصلي رودخانه  تاس

 Hellناحيـه پـاييني و پـايين    ( بـود  Fraserحاكي از وجود چهار منطقه جغرافيائي زيستي در رودخانه  نتايج
,
s Gate  ،

 Hellناحيه مياني بين 
,
s Gate  رودخانه  553و كيلومترFraser ،   بالاتر از تلاقيNechko   و ناحيه رودخانـهNechako  

نـد بـا   دادروش بكار رفته نتايج يكساني را نشان دو  همچنين دادتركيب هاپلوتيپي را نشان  9مطالعه ميتوكندري ).

  د.دانشان در نمونه هاي مناطق مورد مطالعه اين تفاوت كه ماركر مايكروساتلايت تنوع بالاتري را 

Wirginبه بررسي جمعيتهاي زيرگونه تاس ماهي اطلس با استفاده از روشهاي مايكروساتلايتي 2002كاران (و هم (

سطح بالائي از تنوع ژنتيكي را در ماهيـان  بكار گرفته شده و روش دپرداختند. هر  mtDNA ژن هاي و تعين توالي

موتاسيون و تغييرات وجود . آنها امدبدست نيدر نمونه هاي كانادائي تنوع ژنتيكي  ليو ندسواحل اطلس نشان داد

هـر دو روش بطـور   و بيان داشـتند كـه    دانستند mtDNA ژن هاي بيشتر ازرا  Microsatelliteتكاملي در جايگاههاي 

تفـاوت جغرافيـائي بـين جمعيتهـاي      Microsatellite داده هـاي حاصـل از   ما آناليزا نمودواضح جمعيتها را تفكيك 

  . دادخوبي نشان سواحل جنوبي آمريكا را ب

Zhao ) تـــــاس مـــــاهي چينـــــي   مولـــــدينجمعيتـــــي و ذخـــــاير  ) بـــــه مطالعـــــه  2005و همكـــــاران  

)Acipenser sinensis Gray تمـايز  و  مـايكرو سـاتلايتي پرداختنـد    جايگـاه  4 و با استفاده از) در رودخانه يانگ تسه

سني مختلف كه بين گروههاي ي ژنتيكفقدان تنوع د كه نردكنتيجه گيري  و بدست نياوردندا رژنتيكي مشخصي 

موجـوداتي كـه داراي   ثابت ماندن تنوع و پايداري ژنتيكـي در   ميتواند حاكي ازدر اين رودخانه زيست مي كنند 

  باشد. هستند، طول عمر طولاني 

Zhu ) ــاران ــي(     2002و همك ــي تــاس مــاهي چين  آغــازگر 25از  )Acipenser sinensis) در مطالعــه تنــوع ژنتيك

چندشكلي (پلي مورفيسم) به خوبي تنوع  آغازگرياچه اي را استفاده كردند كه ده ت تاس ماهي درمايكروساتلاي

بدسـت آمـده در ايـن    . تنوع بـالاي  زياد بوددر نمونه هاي بالغ و جوان بدست آمده تنوع ژنتيكي  كه را نشان داد

  .بيشتر و بهتر بودنگ تسه در جمعيت رودخانه يا RAPD روش آلوزايم ها ومطالعه از طريق نسبت به بررسي 

Brown  بررسي هتروپلاسمي طولي در ناحيه  به 1993و  1992و همكاران در سالهايD-loop  و ميتوكندريايي

عنوان نمودند كه پرداختند و  Fraserرودخانه كلمبيا و جمعيت هاي تاسماهي سفيد در  DNAبررسي تنوع توالي 

متفاوت مي باشد. مورد بررسي در دو رودخانه  گونه فوقت هاي فراواني و درصد وقوع هتروپلاسمي بين جمعي

كه  دادنشان  D-loopناحيه در  هاپلوتيپ هامقايسه بين هاپلوتيپ بدست آمد و  19در بررسي هاي توالي يابي 

همچنين . و هريك جمعيت مستقلي مي باشنداخيرا از يكديگر جدا شده  Fraserرودخانه هاي كلمبيا و  نمونه هاي

شبيه خيلي بدست آوردند كه  mtDNA 3/4را نسبت به  D-loopنگين سرعت جايگزيني نوكلئوتيدي در منطقه ميا
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عنوان نمودند  D-loopسرعت بالاي جايگزيني نوكلئوتيدي منطقه با توجه به انسان مي باشد. آنها  D-loopبه منطقه 

  يت ها را دارد.قابليت يك ماركر ژنتيكي براي مطالعات مولكولي جمعكه اين ناحيه 

Miracle  با تعيين توالي ناحيه  1995و همكاران در سالD-loop  ميتوكندريايي در تاسماهي خليج مكزيك

(A.oxyrinchus)  براي توالي هاي تكراري ناحيه هتروپلاسمي  نمونه هابه اين نتيجه رسيدند كه در تماميD-loop 

در منطقه كه زيرگونه ها،  كردتوالي ها ثابت ار بازها در تكرو  DNAدر توالي هاي و فقدان تنوع  داشتهوجود 

  تنگناي ژنتيكي را ايجاد كرده اند.  بايك جمعيت مورد مطالعه 

Ong-Tun-liang  تعيين توالي با استفاده از  1996و همكاران در سالmtDNA  ناحيهD-loop  توانستد دو زيرگونه از

  . شناسايي نمايندرا تيك و خليج مكزيك سواحل آتلان در (A.oxyrinchus)جمعيت گونه  

Wirgin  بر اساس توالي يابي ناحيه كنترلي را ساختار جمعيتي تاسماهي اطلس  2002در سالmtDNA  بررسي مورد

  د.هذخيره ژنتيكي را در بين زيرگونه ها تشخيص د 7حداقل  توانستو قرار داده 

 A.oxyrinchusدر مناطق مختلف آلمان و نمونه هاي ا ر A.sturioو همكاران نمونه هاي  Ludwig 2000در سال 

طول مورد مقايسه قرار داده و  D-loopبا استفاده از توالي يابي ناحيه را سواحل نيوجرسي در اقيانوس اطلس 

جفت باز بدست آوردند و در سه  A.oxyrinchus 79جفت باز و براي  A.sturio 80واحدهاي تكراري را براي 

در فاصله و شباهت ژنتيكي زيادي بر اساس نتيج بدست آمده . را مشاهده نكردندهتروپلاسمي هاپلوتيپ مختلف 

  .دآمبدست  A.oxyrinchusبين جمعيت هاي 

Wirgin  تعيين توالي  روشبا استفاده از دو  2002و همكاران در سالmtDNA يكروستلايت به بررسي جمعيت او م

بدست ي از تنوع ژنتيكي را در ماهيان سواحل اطلس يسطح بالاهاي زيرگونه هاي تاسماهي اطلس پرداخته و 

موتاسيون و تغييرات  وجود. آنها مي باشندتنوع ژنتيكي فاقد نمونه هاي كانادايي عنوان نمودند كه  ليو آوردند

. هر دو روش اين نتايج دانستند دليلرا  مي باشد mtDNAيشتر از بكه را تكاملي در جايگاههاي مايكروستلايت 

  آما آناليز مايكروستلايت تفاوت جغرافيايي بين  كردبطور واضح جمعيت ها را جدا 

  د.دانشان  بهترجمعيت هاي سواحل جنوبي آمريكا را 

 DNAدر ناحيه كنترلي  mtDNAو تعيين توالي  RFLPو همكاران با استفاده از روش  Stabile 1996در سال 

بيان   پرداختند و (A.o.desotoi)هاي تاسماهي خليج مكزيك  ساختار ژنتيكي جمعيتبه بررسي ميتوكندريايي 

 فقط درجمعيت از اين گونه در سواحل خليج مكزيك وجود دارد كه بعضي از اين جمعيت ها  5يا  4كه  نمودند

  .زيست مي كننديك رودخانه 

Birstein  ايي (روابط تكاملي ماهيان خاوياري را با سه ژن ميتوكندري 1999و همكاران در سالCyt b ،S12 ،S16 (

گونه  – 1مورد بررسي قرار دادند. نتايج حاصل از ترسيم درخت فايلوژني حاكي از سه فرضيه بود: 

Scaphirhynchus albus  .دو جنس فيلماهي در داخل  – 2با جنس هاي تاسماهي و فيلماهي قرابت خواهري دارد

سه كلاستر اصلي در داخل جنس  – 3نمي باشد. جنس تاسماهي مخلوط شده و بعنوان يك واحد تاكسونوميك 
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تمامي گونه و ج:  A. schrenckii-A. transmontanusب:  A. sturio-A. oxyrinchusالف:  تاسماهي وجود دارد شامل

  A. brevirostrumو  A. dabryanusهاي تاسماهيان درياي خزر شامل 

Walsh  سماهي پوزه كوتاه در بررسي ساختار جمعيتي تا 2001و همكاران در سال(A.brevirostrum)  از صفات

را هاپلوتيپ  15وجود سه رودخانه، هاي بين نمونه . نتايج استفاده نمودند mtDNAمورفولوژيكي و تعيين توالي 

  .نمود دتائئي

Fain  از روش تعيين توالي ناحيه گونه هاي مختلف تاسماهيان براي تشخيص خاويار  2000و همكاران در سال

Cytochrom b  انتاسماهيمختلف تنوع كم در بين گونه هاي نتايج بدست آمده حاكي از وجود و كردند استفاده 

 همچنينبيشترين اختلاف نوكلئوتيدي بين تاسماهي روسي و ازون برون وجود دارد عنوان كردند كه  بود. آنها

، A.mikadoi ،A.fluvescenus ،A.brevirostrumهيچ تنوع درون گونه اي در نمونه هاي توالي يابي شده از گونه هاي 

Huso huso ،A.persicus  وA.nudiventris نددوربدست نيا.  

Ludwig  هتروپلاسمي ناحيه كنترلي وجود وجود و يا عدم بررسي  به 2001و همكاران در سالmtDNA  تاسماهيان

عنوان نمودند كه واحدهاي و  پرداختندتعيين توالي با روش  Acipenserو  Huso ،Scaphirhynchusدر سه جنس 

واحدهاي تكراري  Polyodon spathula و در گونه شتهجفت باز طول دا 74 – 83تكراري ماهيان خاوياري بين 

  وجود ندارد. 

Congiu  با استفاده  از روش  2002و همكاران در سالAFLP  شناسايي انواع خاويار، گوشت و هيبريدهاي درون

نتايج حاصل از باندهاي پلي مورفيك پس از ي را مورد بررسي قرار دادند. گونه اي در ماهيان خاويار

الكتروفورز توانست جنس ها و هيبريدهاي مختلف را براحتي تفكيك نمايد. ايشان عنوان نمودند كه تكنيك 

AFLP .يك روش فوق العاده قوي براي شناسايي جنس و محصولات آنها كه به بازار عرضه مي شود، مي باشد  

Robles   ــال ــاران در س ــتفاده از روش      2004و همك ــا اس ــماهيان ب ــانواده تاس ــايلوژني خ ــي و ف ــي جمعيت ــه بررس ب

، فيلماهي  (Acipenser)جنس تاسماهي  مورد مطالعه ازگونه  13مايكروستلايت پرداخته و به اين نتيجه رسيدند كه 

(Huso)  و پاروپوزه(Scaphirhynchus) ي باشند. متعلق به خانواده تاسماهيان م  

Krieger  ژن ميتوكندريايي 5با استفاده از  2008و همكاران در سال)Cytochrom b ،12S rRNA ،

tRNAAsp،cytochrome c oxidase subunit II و ،tRNAPhe ( جنس تاسماهيان  25به بررسي روابط تكاملي در

هود و ... نتايج مختلفي  يكليو بر اساس ترسيم درخت فايلوژني ماكزيمم پارسيموني، ماكزيمم لا پرداختند

كسب نمودند و عنوان نمودند كه جهت تفكيك كامل آنها نياز به بررسي هاي بيشتر با استفاده از ژنوم هسته اي 

  مي باشد. 

 Mugue  با استفاده توالي ژن  2008و همكاران در سالD-loop  ميتوكندريايي به بررسي روابط درون گونه اي و

ند. اگرچه نتايج حاصله تمايز ژنتيكي بين تاسماهي روسي و ايراني را از تاسماهيان پرداختجنس  9بين گونه اي 

  نشان داد ولي آنها بيان داشتند كه مطالعات بيشتر با استفاده از ژنوم هسته اي بايستي انجام گيرد.
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Pourkazemi  با استفاده از تعيين توالي ناحيه  1996در سالD-loop  تكاملي رسي و مطالعه روابط به برميتوكندريايي

نمونه هاي مورد عنوان نمود كه اين ناحيه در پرداخت و پنج گونه از تاسماهيان سواحل جنوبي درياي خزر بين 

بوسيله مشاهده شده هتروپلاسمي فوق پنج گونه نمونه هاي در بطوريكه  مي باشدهتروپلاسمي داراي  بررسي

وجود بيان نمود كه  همچنين. شده استتكرار مي گردد، ايجاد كه در اين ناحيه  يجفت باز 82يك توالي 

باشد و براي مطالعات  mtDNAشايد بدليل حفاظت شدگي شديد مولكول ناحيه كنترلي اختلاف كم در توالي 

 ND5تعيين توالي قسمتي از ژن حاصل از  نتايجميزان بالايي از تنوع توالي را پس از  وي. ندانستفيلوژني مناسب 

مي كه اين قسمت  كردو بيان سواحل جنوبي درياي خزر محاسبه نمود در بين پنج گونه تاسماهي  درياييميتوكن

  باشد. بهتربراي مطالعات جمعيتي و فيلوژني تواند 

Rezvani Gilkolaiee (1997)  با استفاده از روشRADP          و بـه مطالعـه گونـه هـاي خاويـاري دريـاي خـزر پرداخـت

گروههاي فيل مـاهي متعلـق بـه منـاطق غربـي و شـرقي        RADPدرجايگاههاي ژني را تفاوت معني داري توانست 

تاس ماهي ايراني و فيـل مـاهي دريـك كلاسـتر      پس از رسم درخت فايلوژني د.نمايجنوبي درياي خزر مشاهده 

 تاسـماهي در بررسـي فـايلوژني   و ديگر قـرار گرفتنـد   ماهي شيپ و اوزون برون دركلاستر جداگانه  ،قرارگرفتند

  خويشاوندي نزديكي با فيل ماهي و تاس ماهي ايراني داشت.  يروس

Rezvani   2000) (از و بـا اسـتفاده   دريـاي خـزر    يجنوبسواحل جمعيت هاي تاسماهي روسي در وجود مطالعه  به

 يشرققسمت هاي در پراكنش هاپلوپيتها در را اختلاف معني داري توانست  و پرداخت ND5/6و ژن  RFLPروش 

  و دليل آن را پراكنش ژنتيكي عنوان كرد.  بدست آورددرياي خزر  يسواحل جنوب يو غرب

 و پرداخـت  PCR-RAPDامكان تشخيص جنسيت فيـل مـاهي بـا اسـتفاده از روش     به مطالعه ) 1381كيوان شكوه (

فيل  كه احتمالا كروموزوم هاي جنسي در عنوان نمودبا استفاده از اين روش جنسيت را تشخيص دهد و  نتوانست

 وجودكمي بر روي كروموزوم هاي مذكور  درصورت موجود بودن نقاط متمايز بسياريا وجود نداشته و يا ماهي 

  دارد. 

) در سواحل جنوبي درياي خزر Acipenser  nudiventrisمقايسه تنوع ژنتيكي ماهي شيپ(بررسي ) به 1382قاسمي (

نشان داد كه جمعيت ماهي شيپ رودخانـه  وي ايج بررسي پرداخت. نت RFLPو رودخانه اورال با استفاده از روش 

مولكـولي جهـت    به عنوان يك مـاركر را  Cfr13Iبوده و آنزيم  جداسواحل جنوبي درياي خزر جمعيت  اورال از

  د.كرت معرفي معيتمايز اين دو ج

ولگـا و حـوزه   ه رودخان ـتوانست ازون بـرون   اييميتوكندري   ND5/6وD-Loop ) با بررسي دو ناحيه 1384شعباني (

را به عنوان ماركر مولكولي جهت  Cبا ژنوتيپ HinfI   يو آنزيم برش  تفكيك نمودهخزر را از هم درياي جنوبي 

را  Bبـا ژنوتيـپ    HaeIIIو آنـزيم    Cيـا  Bبـا ژنوتيـپ    MboI يرودخانه سفيدرود و آنزيم برش ـ ازون برونشناسائي 

  . معرفي نمود بعنوان ماركر مولكولي ازون برون رودخانه ولگا
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با استفاده از چهار جايگاه مايكروستلايتي به بررسي ساختار ژنتيـك جمعيـت مـاهي شـيپ      1385صفري در سال 

ــه اخــتلاف       ــود ك ــان نم ــين بي ــود. همچن ــزارش نم ــه گ ــن گون ــالايي را در اي ــوع ب ــزر پرداخــت و تن ــاي خ   دري

  ) وجود دارد.P≥01/0معني داري بين نمونه هاي روخانه اورال و سواحل جنوبي درياي خزر ( 

با استفاده از پنج جفت آغازگر مايكروستلايتي بـه بررسـي سـاختار ژنتيكـي تاسـماهي       1385خوش خلق در سال 

 نشـان داد كـه   نتـايج حاصـل از ايـن بررسـي    پرداخـت.   (A.guldenstaedtii)و تاسماهي روسـي   (A.persicus)ايراني 

و تاسـماهي روسـي داراي   ، ناحيه سه شيلاتي و تركمنسـتان  تاسماهي ايراني داراي سه جمعيت رودخانه سفيدرود

مـي باشـد. همچنـين جمعيـت     سه جمعيت مستقل رودخانه ولگا، رودخانه اورال و سـواحل جنـوبي دريـاي خـزر     

  تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود را به عنوان يك جمعيت مستقل اعلام نمود. 

زگر مايكروستلايت به بررسي جمعيت هاي فيلماهي دريـاي  جفت آغا 15با استفاده از  1385پوركاظمي در سال 

خزر پرداخت. نتايج حاصله وجود جمعيت هاي متفاوتي از اين گونه را در رودخانه هاي اورال، ولگـا و سـواحل   

  جنوبي درياي خزر نشان داد. 

ستفاده از روش هاي گونه از تاسماهيان درياي خزر را با ا 5ساختار ژنتيكي  1387پوركاظمي و همكاران در سال 

) ND5/6و  D-Loop(ژن هاي  PCR-RFLPو براي گونه هاي فيلماهي، ازون برون و تاسماهي ايراني مايكروستلايت 

ايشان با توجه به نتايج حاصل از اين تحقيق مورد ارزيابي قرار داد. براي گونه هاي شيپ و تاسماهي روسي 

يان خاوياري بايستي بر مبناي اصول ژنتيكي صورت پذيرد و گونه پيشنهاد داد تا فعاليت هاي بازسازي ذخاير ماه

هاي بومي بويژه رودخانه سفيدرود با استفاده از ماركرهاي ژنتيكي شناسايي و از انقراض نسل آنها جلوگيري 

  شود.

Norouzi  ساختار ژنتيكي ماهي ازون برون سواحل جنوبي درياي خزر را مـورد بررسـي    2008و همكاران در سال

جمعيت ناحيه دو   و بودندهنده وجود سه جمعيت در سواحل جنوبي درياي خزر اقرار دادند. نتايج اين بررسي نش

توجه مديريتي . وي عنوان نمود كه بايستي اعلام نموديك جمعيت مستقل را شيلاتي (حوالي رودخانه سفيدرود) 

بازسـازي ذخـاير تاسـماهيان بايسـتي اعمـال      بازسازي ذخاير ژني اين جمعيت مستقل از طريـق مراكـز   ويژه اي به 

  گردد.

  

  تاسماهي ايرانيبا استفاده از روش هاي مولكولي در جمعيتي مطالعات   -2-4-1

تاسماهي ايراني در اقتصاد سازمان شيلات ايران و نيز ميزان ذخاير آن در درياي خزر نسبت بـه  با توجه به اهميت 

در سـواحل جنـوبي دريـاي    آن نتيك مولكولي و تعيين ساختار ژنتيـك  در زمينه ژمطالعات اندكي ، ساير گونه ها

  انجام شده  است.خزر 

Rostami  توانست نژادهاي مختلفي از تاسماهي ايراني را در  رودخانه سفيدرود شناسايي نمايد ولي  1961در سال

  نتوانست جمعيت ها را در سواحل جنوبي مشخص نمايد.
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Rezvani Gilkolaei  با استفاده از روش توالي يابي  1997در سالDNA  ساختار ژنتيكي تاسماهي ايراني را در مناطق

وجـود اخـتلاف    مغربي و شرقي سواحل جنوبي درياي خزر مورد بررسي قرار داد. نتـايج حاصـله حـاكي از عـد    

  معني دار در فراواني الل ها بود.

نـوار سـاحلي جنـوب دريـاي خـزر را بـا       ساختار ژنتيكي جمعيت تاسـماهي ايرانـي در    1385پوركاظمي در سال 

وي توانسـت جمعيـت تاسـماهي رودخانـه     مايكروسـتلايت مـورد بررسـي قـرار داد.     جفت آغـازگر   3استفاده از 

  سفيدرورد را تفكيك نموده و نيز اختلاف معني داري را بين نمونه هاي غرب و شرق درياي خزر بدست آورد.

جفـت   9ساختار ژنتيكي تاسماهي ايراني درياي خزر با استفاده از ه به مطالع 1387پوركاظمي و همكاران در سال 

پرداخت. نتايج بدست آمده حاكي از وجود سه جمعيت مستقل در درياي خزر شامل دو مايكروستلايت آغازگر 

وي با توجـه بـه اينكـه تاسـماهي      جمعيت در سواحل جنوبي درياي خزر و يك جعيت در ناحيه خزر شمالي بود.

نه غالب و اصلي را در صيد تاسماهيان نوار ساحلي ايران دارد، پيشنهاد نمود كه ساير جمعيت هاي ايـن  ايراني گو

  گونه با استفاده از ساير روش هاي مولكولي مورد بررسي و ارزيابي قرار گيرد.

تاس ماهي ) و A.persicusبه تشخيص مولكولي دو گونه تاسماهي ايراني ( RADP) با استفاده از روش 1380قرائي (

عنوان يك گونه مسـتقل  برا با استفاده از اين روش تاسماهي ايراني  و توانست ) پرداختA.guldenstaedtiiروسي (

  .نمايداز تاس ماهيان روسي تفكيك 

) تنوع ژنتيكي تاسماهي ايراني در رودخانه سـفيد رود، جنـوب شـرقي و غربـي دريـاي خـزر را بـا        1381عطائي (

مورد بررسي قرار داد. نتايج مطالعات فوق مشخص كرد كه جمعيتهاي مورد مطالعه همگن  PCR-RFLPاستفاده از 

  .مي باشند

Yarmohammadi   بـه مطالعـه بررسـي تعيـين جنسـيت تاسـماهي ايرانـي بـا روش          2011و همكاران در سـالAFLP 

 سيتي نبـود نركر جباند قابل شمارش بدست آمد ولي هيچكدام معرف ما 3771. در اين بررسي درحدود پرداختند

و اعلام نمود كه جهت تشخيص جنسيت در تاسماهيان اين روش كافي نبوده و نياز به بررسي هاي بيشتر و با ساير 

  .روش هاي مولكولي مورد نياز مي باشد

Khoshkholgh  به بررسي تنوع ژني جمعيت تاسماهي ايراني سواحل جنوبي درياي خزر  2011و همكاران در سال

ميتوكنـدريايي   D-Loopو ژن  DNAبا اسـتفاده از تـوالي يـابي    وشهر، بندر تركمن و رودخانه سفيدرود) (آستارا، ن

جايگاه متغيير بدست آمد، تنوع هاپلوتيپي ونوكلئوتيـدي   44هاپلوتيپ و  6بر اساس نتايج بدست آمده پرداختند. 

يشترين تنوع در درون نمونه ها بدسـت  ب Fstبر اساس فاكتور بود.  0442/0 ± 011/0و  640/0 ± 028/0به ترتيب 

بر اساس جريان ژني بـين نمونـه   آمد و اختلاف معني داري بين مناطق نوشهر، آستارا و بندر تركمن بدست نيامد. 

هاي رودخانه سفيدرود و ساير مناطق جدايي توليد مثلي وجود داشته كه مي تواند بدليل جدايي جغرافيايي باشد. 

  ا جمعيت رودخانه سفيدرود مورد توجه ويژه مديريتي قرار گيرد.ايشان پيشنهاد دادند ت
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Chakmehdouz  به بررسي ساختار جمعيتي غازگر مايكروستلايتي آجفت  4با استفاده از  2011و همكاران در سال

در اين بررسي تاسماهي ايراني سواحل جنوبي درياي خزر طي گشت هاي ارزيابي ذخاير تاسماهيان پرداختند. 

الل مشاهده شد كه بيشترين الل مشاهده  109آغازگرها توليد باندهاي پلي مورف (چند شكلي) نمودند.  تمامي

حوضه آبريز رودخانه سفيدرود بود. بر اساس ميانگين الل هاي مشاهده  Spl168) متعلق به جايگاه ژني 17شده (

يز رودخانه سفيدرود و گرگانرود) شده و هتروزايگوسيتي مشاهده شده بين دو منطقه مورد مطالعه (حوزه آبر

) كه نشانه جدايي 17/0و  Rst )07/0و  Fstاختلاف آماري معني دار مشاهده نشد ولي بر اساس فاكتورهاي 

) بر اساس 4/0همچنين تفاوت ژنتيكي قابل توجه و معني داري (جمعيت ها است، اختلاف آماري معني دار بود. 

بر اساس نتايج داده هاي بدست آمده جمعيت ورد مطالعه بدست آمد. فاكتور فاصله ژنتيكي بين دو منطقه م

تاسماهي ايراني در دو منطقه فوق هر يك جمعيت مستقلي را نشان دادند و ايشان پيشنهاد دادند تا بمنظور حفظ 

  خزانه ژني و ازدياد ذخاير هر يك از اين جمعيت ها بايستي مديريت شيلاتي اعمال گردد.

Moghim شناسايي و جداسازي جايگاه هاي مايكروستلايتي در تاسماهي ايراني و  2012در سال  و همكاران

 1800در بررسي فوق گونه ديگر از ماهيان خاوياري را مورد بررسي قرار دادند.  4امكان تكثير آنها در ژنوم 

نوكلئوتيدها با استفاده ني سفيد از كتابخانه ژنومي تاسماهي ايراني جداسازي شد و براي كنترل تكرار متوالي وكل

نتايج حاصل از توالي يابي كلوني شناسايي و توالي يابي گرديدند.  350از اين روش غربال سازي شدند و سپس 

نشان داد كه تعدادي از اين آغازگرهاي شناسايي شده براي شناسايي جمعيت هاي شيپ، ازون برون و فيلماهي 

  مناسب مي باشند. 
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  روش كار -2

  نمونه برداري  - 2 – 1

در  1390لغايت زمستان  1388گشت هاي ارزيابي ذخاير و طي سال هاي پاييز در زمان عمليات نمونه برداري 

و  )2(تصوير  2متر توسط لنج سي سراي  10متر توسط كشتي تحقيقاتي گيلان و اعماق كمتر از  10اعماق بالاي 

نمونه باله دمي  جمع آوري  123تعداد  طي اين مدتدر ). 3انجام گرديد (تصوير  با استفاده از تور ترال كفي

نمونه متعلق به تاسماهي  7نمونه متعلق به ماهي ازون برون،  20نمونه متعلق به تاسماهي ايراني،  94كه  گرديد

. قسمت نرم باله دمي با قيچي بريده شده و داخل تيوپ هاي )4نمونه متعلق به ماهي شيپ بود (جدول  2روسي، 

  . تري حاوي الكل خالص قرار داده شدي ليميل 5/1

  

 

  
   2كشتي تحقيقاتي گيلان و لنج سي سراي  – 2تصوير 

 

 

  1390و  1388تعداد نمونه هاي جمع آوري شده طي گشت ارزيابي ذخاير سالهاي  - 4جدول 

  ناحيه           

  گونه
  جمع  5ناحيه   4ناحيه   3ناحيه   2ناحيه   1ناحيه 

  94  23  22  24  12  13 تاسماهي ايراني

  20  6  2  6  4  2  ازون برون

  7  1  3  1  -   2  تاسماهي روسي

  2  -   -   -   -   2  شيپ

  -   -   -   -   -   -   فيلماهي

  123            جمع كل
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  تور ترال كفي و نمونه هاي صيد شده – 3تصوير 

  

  DNAاستخراج   – 2 – 2

مراحل كار به شرح ذيل انجام  د.ش) استفاده 1384از روش استات آمونيوم (چكمه دوز،  DNAبراي استخراج 

  گرديد:

 5/1داخل ويال هاي استريل  ميلي گرم از بافت نرم باله دمي 50 – 100به همراه  STEميكروليتر بافر  600 مقدار

  % و مقدارSDS 20ميكروليتر  50،  پس از خرد كردن بافت با قيچيميلي ليتري ريخته و 

در و هضم پروتئين ها اضافه شد. ويال ها داخل دستگاه ترموميكسر ) جهت K mg/ml) 10ميكروليتر از پروتئيناز 5

درجه سانتيگراد بمدت يك شبانه روز قرار داده شد تا محلول بصورت امولوسيون غليظ درآيد.  55حرارت 

دور در دقيقه سانتريفوژ  13000دقيقه با  10مولار اضافه و بمدت  5/7ميكروليتر استات آمونيوم  600سپس مقدار 

شد و جهت ميلي ليتري استريل جديد ريخته  5/1و داخل ويال يكروليتر از محلول رويي جدا م 400ديد. گر

 ه وميكروليتر اتانول مطلق سرد اضافه شد. ويال ها به آرامي چندين بار  سر و ته شد  800مقدار  DNAرسوب 

بمنظور خارج كردن نمك شد و  دور در دقيقه  سانتريفوژ شد. محلول رويي دور ريخته 13000دقيقه و 7مدت 

دور در دقيقه  سانتريفوژ  13000دقيقه  3% سرد اضافه گرديد.  مدت 70ميكروليتر اتانول  800مقدار هاي اضافي 

ميكروليتر آب  100مقدار  هاي اضافي داخل ويال  لالكشد. محلول رويي جدا  شده و پس از خشك شدن 

  ديد.اضافه گر DNAجهت حل شدن پلت مقطر استريل 

  

  ، نحوه تهيه بافرها DNAمواد مورد نياز جهت استخراج  – 2 – 2 – 1 

شركت  ساخت) K )mg/ml 10 نازيپروتئمولار،  5/7استات آمونيوم ، STE : بافرعبارتند ازمواد مورد نياز 

Fermentas محلول انگلستان ، SDS20 ،(سديم دود سيل سولفات ) ر آب مقطدرصد،  70اتانول مطلق  و درصد

   .و ميكروسمپلرها تزريقي
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  : STEطرز تهيه بافر 
Nacl 1/0 مولار  
Tris-Hcl 05/0 مولار  
EDTA 01/0 مولار  

 

  رسانده و حجم نهايي به يك ليتر افزايش داده شد. 8را به  pHپس از حل نمودن مواد در آب مقطر دو بار تقطير 

  

  % :SDS 20طرز تهيه محلول 

آب مقطر ميلي ليتر  100  مقدارسپس و ) را وزن كرده SDS )Sodium Dodecyl Sulphate پودرگرم از  20مقدار 

  دارد.نياز درجه سانتيگراد  60 – 70حل شدن به دماي  براي . اين مادهبه آن اضافه ميكنيم

  

  هاي استخراج شده DNAارزيابي كمي و كيفي  – 2 – 3

سيار مهم مي باشد زيرا عدم استفاده از ب PCRجهت انجام  استخراج شدههاي  DNAكميت و كيفيت دانستن 

مناسب مي تواند توليد باندهاي غيراختصاصي نموده، زمان انجام آزمايش افزايش يافته و هزينه و خلوص غلظت 

در طول موج اسپكتروفتومتري  تكنيك از جهت شناخت غلظت در اين بررسي مواد و آنزيم ها بيشتر گردد.  

  .شد استفاده% 1ژل آگارز الكتروفورز شناخت كيفيت از  جهتو نانومتر  280و  260هاي  

  

  )DNA(تعيين غلظت  ارزيابي كمي – 2 – 3 – 1

كه خاصيت   ND1000توسط دستگاه اسپكتروفتومتر نانودراپ مدل   هاي استخراج شده DNAغلظت و خلوص 

كاليبره با آب مقطر ومتر را دستگاه اسپكتروفت، ابتدا كاربراي انجام اين . دش را دارد، تعيين DNAجذب نوري 

، شد دستگاه منتقلداخل محفظه مخصوص شده به  استخراجخالص  DNAميكروليتر از  2–1مقدار  سپس ه وكرد

بصورت اتوماتيك ) DNA(خلوص نانومتر  280/260و نسبت جذب ) DNA(غلظت نانومتر  260ميزان جذب در 

  . گرديد محاسبهتوسط دستگاه 

  

  كيفيارزيابي  – 2 – 3 – 2

بر روي ژل   (Sambrook et al., 1989) هاي استخراج شده بر اساس روش الكتروفورزي DNA ظاهري كيفيت

دستگاه  توسط DNAجذب شده بوسيله  (Ethidium bromide)% و ميزان فلورسانس تركيب اتيديوم بروميد 1آگارز 

و  (Intercalate) پيوند ايجاد كرده DNA بازهاي با اتيديوم بروميدگرديد.  مشخص (Gel document)ژل داكيومنت 

از خود منتشر مي كند. با استفاده از اين روش شكل  (UV)فلورسانس نارنجي رنگي پس از تابش نور فرابنفش 
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مواد  كميت آنها مشخص مي گردد.  ميزان تقريبيو  DNAظاهري، شدت وضوح، داشتن يا نداشتن زمينه، كيفيت 

ميلي ليتر،  71/5گرم، اسيد استيك گلاسيال  4/24(تريس  X10ا غلظت ب  TAEافر : بعبارتند از مورد استفاده 

EDTA 5/0  8مولار  =pH 10 آگارز، بافرسنگين كننده پودر )،ميلي ليتر(Loading buffer)  1اتيديوم برومايد ، %

  آب مقطر تزريقي 

  مراحل كار بشرح ذيل انجام گرفت: 

سپس (جهت عدم نشت ژل) و  داخل قاب مخصوص قرار دادهدن كرپس از تميز و خشك  را سيني ژل - 1

   .گرفتو زير هود آزمايشگاهي قرار تانك الكتروفورز  در داخل

(اين  .ريخته شد) ml 100شيشه ارلن خلاء كوچك ( به داخل (Merck)گرم از پودر آگارز  4/0مقدار  - 2

  مقدار بر اساس اندازه سيني ژل قابل تغيير مي باشد).

داخل ارلن خلاء  رسانده و ميلي ليتر 40را با آب مقطر به حجم  TAE  ×10ميلي ليتر از بافر  4دار مق - 3

  .حاوي پودر آگارز اضافه شد

صورت و به آگارز حل پودر تا  داده شددرجه سانتيگراد قرار  300ارلن خلاء روي هات پلت با دماي  - 4

  سوسپانسيون شفافي درآيد.

 3درجه سانتيگراد) مقدار  35 – 45(رسيدن به دماي در زير هود انسيون ژل سوسپشدن  خنكپس از  - 5

  .ريخته شدو پس از همزدن روي سيني ژل به آن اضافه درصد  1ميكروليتر اتيديوم برميد 

بافر  حاويمراه ژل داخل تانك الكتروفورز ه پس سيني بهسو گرديد خارج از ژل ، شانه پس از انعقاد - 6

TAE× 1  تگرفقرار.  

ميكروليتر بافر سنگين كننده  3ميكروليتر آب مقطر و  5همراه ه بخالص  DNAميكروليتر از  5مقدار  - 7

(Loading buffer)  ريخته شدداخل چاهك هاي ژل به ميلي ليتري مخلوط و  5/0داخل تيوپ.  

  .شد متصلولت  100با جريان برق ايجاد تانك الكتروفورز به مولد  - 8

بافر سنگين كننده به نصف يا كمي مانده به انتهاي ژل، دستگاه مولد برق خاموش و  رسيدنپس از  - 9

به داخل دستگاه ثبت تصاوير  هاي استخراجي، ژل آگارز DNAبررسي كيفيت، وجود و يا عدم وجود  براي

  .يافتانتقال 

  

  ميتوكندريايي D-loopژن  (Primer)آغازگر   – 2 – 4

 درياچه ايميتوكندريايي تاسماهي  D-loop، از ژن PCRمايشات مولكولي و در اين بررسي بمنظور انجام آز

  توالي زير طراحي و توسط شركت تكاپوزيست سنتز شد: GENERUNRاستفاده و با استفاده از نرم افزار 
Forward 5/ TGG CAT CTG GTT CCT ATT TC 3/ 

Reverce 5/ GCA TGT GGG GGT AAT TGG AG 3/ 
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  ييايميتوكندر Cytochrom bژن  (Primer)آغازگر  – 2 – 5

ثبت شده به شماره   (Acipenser guldenstaedtii) روسي ماهيتاسميتوكندريايي  Cytochrom bژن توالي از  

AF238704  در بانك ژنNCBI    بمنظور انجام آزمايشات تكميلي مولكولي وPCR ،  با استفاده از نرم افزار

GENERUNR ط شركت ژن فن آوران سنتز شد توالي زير طراحي و توس:  
          

F 5
/  

GTT GCC CAC ATC TGC CGA G 3
/ 

R 5
/
 GAG AAT GGC GTA GGC GAA GA 3

/ 
  ، مكمل بازها ساخته مي شود.  Reverseجهت ساخت رشته  نكته :

  

  (PCR)واكنش هاي زنجيره اي پليمراز  – 2 – 6

ساخت شركت    XP cyclerمدل ترمال سايكلدستگاه از  Cytochrom bژن و  D-loopهاي ژن توالي تكثير  براي

BIOER دبكار گرفته شو مواد ذيل استفاده  چين:  

 X10در غلظت  PCR Buffer، )سيناژنشركت (mM50  MgCl2،  )سيناژنشركت (پليمراز Taq DNAنزيم آ

با غلظت  هراج شداستخ  DNA ب مقطر تزريقي،آسيناژن)، شركت ميلي مولار ( dNTP Mix 10 ،)سيناژنشركت (

  پيكومول 30با غلظت Cytochrom b  و ژن D-loopهاي ژن ، آغازگرنانوگرم 100

  Cytochrom b و D-loopهاي  ژن  چرخه هاي حرارتيو مواد غلظت   – 2 – 6 – 1

تاسـماهي ايرانـي (نمونـه هـايي كـه داراي       DNA نمونـه  18، نظـر مورد هاي توالي ژن و تكثير  PCRبمنظور انجام 

هـر   4و  3، 2مناسب تشـخيص داده شـدند (نـواحي     رين طول و وزن بودند بمنظور نتايج آناليز جمعيتي بهتر) بيشت

شـماره   ميلـي ليتـري اسـتريل انتخـاب و     2/0راي هر نمونه يك ويال . بنمونه) 3نمونه و رودخانه سفيدرود  5يك 

 شـد نانوگرم اضافه  DNA 100كروليتر مي 1داخل هر يك از ويالها مقدار سپس روي يخ  د.شن ثبت آنمونه روي 

  .)5د (جدول شتهيه  PCRميلي ليتري استريل مخلوط زير جهت انجام  5/1و پس از آن داخل تيوپ 
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  Cytochrom b و D-loopهاي  ژن PCRمقدار مواد استفاده شده در  نوع و - 5 جدول

  ماده  غلظت مواد  ميكروليتري 50مقدار براي واكنش 

  پليمراز Taq DNAنزيم آ  u/µl5  ميكروليتر 4/0

  dNTPs  ميلي مولار 10  ميكروليتر 1

  MgCl2  ميلي مولار 50  ميكروليتر 5/1

  X10  PCR Buffer  ميكروليتر 5

  1آغازگر پيكومول 30   ميكروليتر 1

  2آغازگر پيكومول 30  ميكروليتر 1

 DNA  نانوگرم 100  ميكروليتر 1

  ب مقطرآ  -   ميكروليتر 50تا 

  

هر يك از ميكروليتر داخل  49مقدار و سپس مخلوط كرده  Vortexبا دستگاه را ميلي ليتري  5/1ل محتويات ويا

مواد داخل آن تا  گرديدثانيه سانتريفيوژ  10به مدت . ويالها دشاضافه  DNAميلي ليتري حاوي  2/0 يويالها

و دستگاه ترمال سايكلر داخل  ويال هاپس از آن و  ويال جاي گيرندته بصورت يكنواخت و بدون حباب در 

  . گرفتقرار ) 6چرخه هاي حرارتي مورد نياز (جدول 

  

   Cytochrom b و D-loopهاي  ژنتوالي جهت تكثير  PCRچرخه هاي حرارتي  - 6جدول 

  مراحل  (سانتي گراد) درجه حرارت  )ثانيه(زمان  تعداد چرخه(سيكل)

 واسرشته سازي اوليه 94 دقيقه) 5( 300 1

35  

30  

30  

45  

94  

51  

72  

  واسرشته سازي

  الحاق

 بسط

  بسط نهايي  72  دقيقه) 10( 600  1

 واسرشته سازي اوليه  94 دقيقه) 4( 240 1

30  

60  

60  

60  

94  

51  

72  

  واسرشته سازي

  الحاق

  بسط

  بسط نهايي  72  دقيقه) 10( 600  1
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  الكتروفورز ژل آگارز – 2 – 7

% 1از الكتروفورز ژل آگارز  Cytochrom b و D-loopهاي  ژن PCRاز محصول  حاصلمشاهده تك باند  براي

ژل و قرار دادن آن داخل تانك الكتروفورز، براي هر  آماده كردن. براي اينكار پس از )4(تصوير  شداستفاده 

 ي ژلميكروليتر بافر لودينگ داخل هر يك از چاهك ها 3ميكروليتر به همراه  5مقدار  PCRمحصول نمونه  يك

 bp 100از ماركر مولكولي بدست آمده عيين اندازه باندي ت جهتز چاهك هاي ديگر و در يكي ا ريخته شد

  . گرديداستفاده 

  

  
  درصد 1ژل آگارز در  PCRمحصول الكتروفورز  -  4تصوير 

  

  توالي يابي – 2 – 8

همـراه   بـه نمونه)  3نمونه و رودخانه سفيدرود  5شيلاتي  4و  3، 2ژن (مناطق هر  PCRنمونه از محصول  18تعداد 

  جهت تعيين توالي به شركت ژن فن آوران ارسال گرديد.  (Forward) 1آغازگر  هاي رشته

  

  تجزيه و تحليل آماري داده ها - 2 – 8 – 1

 Thompson et)بر اساس  Clustal Wنمونه هاي توالي يابي شده با نرم افزار  بمنظور شناسايي اختلاف ميان توالي ها،

al., 1997) لي هاي مشابه با نرم افزار و بازنگري تواChromas 2.23 (Technelysium, Tewantin, Australia)  رديف

(Aligne) .بررسي روابط ژنتيكي و ترسيم درخت هاپلوتايپي  شدNeighbor-Joining  بر اساس مدلKimura 2-

parameter (Kimura, 1980)  ز نرم افزار با استفاده اتكرار  1000، ترسيم درخت ماكزيمم پارسيموني باMega 4 ،

شاخص هاي تنوع مولكولي نظير تعداد هاپلوتايپ ها، مكان هاي چندشكلي، تنوع هاپلوتايپي و نوكلئوتيدي به 

بمنظور  )gamma distribution shapeparameter( ، شاخص توزيع شكل گاماNei, 1987همراه واريانس بر اساس مدل 
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ي مورد بررسي، واگرايي ژنتيكي بصورت جفتي داخل و بين برآورد نرخ يا ضريب ناهمگوني بين مكان ها

فراواني  ،تكرار 10000كه نشانه جدايي جمعيت ها مي باشد با  Fst،(Slatkin, 1991مناطق نمونه برداري (فاكتور 

، و Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 1992)هاپلوتايپي بمنظور معني دار يا عدم معني دار بودن با استفاده از نرم افزار 

محاسبه گرديد. فرضيه صفر مبني بر مستقل بودن جمعيت ها با استفاده از  Dna SP (Rozas et al., 2003)نرم افزار 

بر اساس اختلاف هاپلوتايپي بين جمعيت ها محاسبه شد. گسترش و پراكنش تاريخ  (exact test)آزمون دقيق 

 D-test ofتست تاجيما ( -1) با دو روش Historical demographic and spatial expansions(جمعيتي 

Tajima((Tajima, 1989a) 2-  تست Fu Fs(Fu, 1997) .بررسي شد  
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  نتايج – 3

   DNA نتايج حاصل از استخراج - 3 – 1

) در طـول مـوج   ND1000هاي استخراج شده با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتري نانودراپ مـدل (  DNAكميت 

كه نتـايج    % مورد بررسي قرار گرفت1نانومتر و كيفيت آنها با استفاده از الكتروفورز ژل آگارز  280و  260هاي 

  بشرح ذيل مي باشد:

  

  هاي استخراج شده DNAكميت  – 3 – 1 – 1

ــذب   ــبت ج ــاندهنده   A260/A280نس ــوص نش ــد  DNAخل ــي باش ــين     م ــبت ب ــن نس ــراي اي ــت ب ــرين حال   و بهت

 DNA) قرار داشت. غلظت 8/1 – 2هاي استخراجي در اين ميانه ( DNA وصمي باشد. در اين بررسي خل 8/1 – 2

كـه بـراي   نانوگرم در ميكروليتر بـود   100بالاتر از كه  نانومتر تعيين گرديد 260هاي استخراج شده در طول موج 

  .گرديدرقيق نانوگرم  100تا رسيدن به غلظت با آب مقطر  PCRواكنش 

   

  تخراج شدههاي اس DNAكيفيت  – 3 – 1 – 2

(به غير از نمونه هاي سفيدرود كه به دليل نگهداري طولاني مدت از هاي استخراج شده  DNAوضوح باند 

 PCRدرصد نشان از كيفيت قابل قبول آنها براي واكنش  1بر روي ژل آگارز كيفيت كمتري برخوردار بودند) 

  ).5بود (تصوير

  

  
  درصد 1تاسماهي ايراني بر روي ژل آگارز هاي استخراج شده از باله دمي  DNA – 5تصوير 

  

  تاسماهي ايراني D-loopژن  PCRنتيجه حاصل از  – 3 – 2

نمونه) و رودخانه  5شيلاتي ( 4نمونه)، ناحيه  5شيلاتي ( 3نمونه)، ناحيه  5شيلاتي ( 2ناحيه  DNAنمونه هاي 

 1پس از الكتروفورز ژل آگارز  PCRشد. محصول  PCRميتوكندريايي  D-loopنمونه) با آغازگر ژن  3سفيدرود (

). 6 جفت باز نمودند (تصوير 500 ، توليد باندهايي در محدودهUVدر زير اشعه  bp 100به همراه ماركر درصد 

جهت تعيين توالي ژن مورد استفاده  Forwardبا آغازگر ها نمونه هر يك از  PCRمحصول ماكروليتر از  45مقدار 

  گرديد.به شركت ژن فن آوران ارسال 
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  تاسماهي ايراني D-loopژن  PCRالكتروفور محصول  -  6تصوير 

  

رديـف   Clustal Wپس از دريافت اطلاعات بصورت فايل كرومـاس، تـوالي هـاي فـوق بـا اسـتفاده از نـرم افـزار         

(Aligne)  شد و تمامي نمونه ها در بانك ژنNCBI  به شمارهJN646019  اليJN646030  .ثبت گرديد  

  

  و ترسيم درخت هاپلوتايپي هاپلوتايپ – 3 – 2 – 1

بر اساس نتايج بدست بدست آمد.  Dna SPهاپلوتايپ پس از آناليز توالي هاي بدست آمده در نرم افزار  13تعداد 

و  8 يهاپلوتايپ هاشيلاتي،  4و  2بين نواحي  6شيلاتي، هاپلوتايپ  2بين سفيدرود و ناحيه  2هاپلوتايپ آمده 

  . )7(جدول شيلاتي مشترك مي باشند.  4و  3بين نواحي  10و  8هاپلوتايپ هاي شيلاتي و  4 و 3بين نواحي  10

  

   تاسماهي ايراني D-loopهاپلوتايپي ژن  پراكنش - 7جدول 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9  10  11  12  13  جمع
  هاپلوتايپ

 ناحيه

5       1 1 1 1  1  2 

5   1 2 1 1        3 

5 1 1  1  1  1      4 

 سفيدرود 1 1 1           3

  جمع 1 2 1 1 1 2 1 2 1 3 1 1 1 18

 

). 8محاسبه گرديد (جدول  Mega4توسط نرم افزار  096/0الي  003/0فاصله ژنتيكي بين هاپلوتايپ ها بين 

 و 2) و هاپلوتايپ هاي 3(ناحيه  10رودخانه سفيدرود) و ( 1بين هاپلوتايپ هاي ) 003/0(كمترين فاصله ژنتيكي 

  ) بدست آمد. 2(ناحيه  6و  5) بين هاپلوتايپ هاي 096/0((رودخانه سفيدرود) و بيشترين فاصله ژنتيكي  3
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   تاسماهي ايراني D-loopفاصله ژنتيكي بين هاپلوتايپ هاي ژن  – 8جدول 

  13  12  11  10  9  8  7  6  5  4  3  2  1  هاپلوتايپ

1  �                          

2  026/0  �                        

3  029/0  003/0  �                      

4  075/0  053/0  057/0  �                    

5  085/0  063/0  067/0  040/0  �                  

6  044/0  036/0  040/0  085/0  096/0  �                

7  036/0  016/0  019/0  057/0  070/0  046/0  �              

8  027/0  020/0  023/0  067/0  077/0  023/0  029/0  �            

9  048/0  026/0  030/0  081/0  092/0  051/0  036/0  026/0  �          

10  003/0  023/0  026/0  078/0  088/0  047/0  033/0  030/0  044/0  �        

11  060/0  040/0  036/0  057/0  070/0  071/0  046/0  053/0  067/0  063/0  �      

12  036/0  016/0  020/0  070/0  081/0  026/0  033/0  016/0  037/0  033/0  056/0  �    

13  020/0  019/0  023/0  074/0  084/0  043/0  029/0  026/0  040/0  016/0  060/0  029/0  �  

  

را مشخص وجود دو كلاستر  Kimura 2-parameterبه روش فاصله  Neighbor-Joiningترسيم درخت هاپلوتايپي 

نشان داد كه كلاستر اولي داراي بيشترين تنوع هاپلوتايپي بوده كه حتي نمونه هاي رودخانه سفيدرود نيز در اين 

  ).7شيلاني مي باشد (تصوير  3و  2ناحيه نمونه هاي ر قرار دارند و كلاستر دومي  شامل هاپلوتايپ كلاست
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   Neighbor-Joiningبه روش  تاسماهي ايراني D-loopهاپلوتايپ ژن  13درخت فايلوژني  -  7تصوير 

  

  ترسيم درخت تكاملي  – 3 – 2 – 2

براي تفسير نتايج حاصل از داده هاي ژنتيكي شاخص  بطور كلي ترسيم دندروگراف يا رسم درخت تكاملي

مناسبي نبوده ولي مي تواند تصوير مناسبي از نتايج حاصله را نشان دهد. در اين بررسي درخت تكاملي توالي 

در  كهبار تكرار رسم گرديد  1000و ماكزيمم پارسيموني و  Neighbor-joiningهاي بدست آمده به روش هاي  

بطوريكه در كلاستر اول نمونه هاي رودخانه به دو كلاستر اصلي تقسيم شده است  Neighbor-joining روش 

قرار  2به همراه نمونه هاي ناحيه  4، 3شيلاتي قرار داشته و در كلاستر دوم نمونه هاي نواحي  2سفيدرود و ناحيه 

در كلاستر اول نمونه هاي  دارند. هريك از اين دو كلاستر به شاخه هاي فرعي تقسيم شده اند و همانطور كه

با نمونه هاي سفيدرود قرابت ژنتيكي داشته و ساير نواحي نيز بدليل نزديكي فواصل با يكديگر ادغام شده  2ناحيه 

اند. بنابراين نتايج حاصل از ترسيم اين درخت تكاملي بيانگر تمايز نمونه هاي رودخانه سفيدرود و تا حدودي 

  ).8ساير نواحي شيلاتي مي باشد (تصوير  شيلاتي با 2نمونه هاي ناحيه 
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  تاسماهي ايراني D-loop ژن Neighbor-joining رسم درخت فايلوژني - 8تصوير  

  

درصد تاييد از  64شيلاتي و سفيدرود با  2بار تكرار نمونه هاي ناحيه  1000در روش ماكزيمم پارسيموني و 

شيلاتي بعنوان گروه اصلي ديده مي شود كه تمامي نمونه  4رودخانه سفيدرود مشتق شده اند هر چند كه ناحيه 

شيلاتي بعنوان جمعيت هاي مستقل  2هاي از آن جدا شده اند ولي هنوز هم نمونه هاي رودخانه سفيدرود و ناحيه 

  .)9(تصوير  از ساير نواحي شيلاتي مورد مطالعه ديده مي شوند
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  تكرار 1000با تاسماهي ايراني  D-loopژن  نيرسم درخت فايلوژني ماكزيمم پارسيمو - 9تصوير 

  

  جمعيتي و تفاوت  تنوع ژنتيكي – 3 – 2 – 3

نشان داد  Dna SPبا استفاده از نرم افزار  تاسماهي ايراني D-loopنمونه ژن  18توالي از  315تجزيه و آناليز نتايج 

 21، (transitions)جايگاه انتقالي  69 ،(Segregating sites) جايگاه ژني پلي مورف 52جايگاه مونومورف،  263كه 

  55(Insertion-Deletion polymorphism)  ، عدم مشاهده چند شكلي اضافه و حذف(tranvertions)جايگاه متقاطع 

محاسبه شد كه نشاندهنده  19/0موتاسيون وجود دارد. شاخص توزيع شكل گاما بين مكان هاي مورد بررسي 

توسط نرم  (Pi)و تنوع نوكلئوتيدي  (Hd) يا ژني تنوع هاپلوتايپيگونه مي باشد.  نرخ متوسط موتاسيون در اين

در بر اساس نتايج كمترين و بيشترين جايگاه پلي مورف يا چند شكلي  .)9محاسبه شد (جدول  DnaSPافزار 

اپلوتايپ بدست ه 13از بين ) مي باشد.  34شيلاتي ( 2) و  ناحيه 9( متعلق به رودخانه سفيدرودداخل هر منطقه 

تنوع ژني بين نواحي بدست آمد. همچنين  038/0و تنوع نوكلئوتيدي  961/0آمده تنوع هاپلوتايپي (تنوع ژني) 

 ± 033/0الي  019/0 ± 015/0و تنوع نوكلئوتيدي در دامنه  1 ± 074/0 الي 9/0 ± 101/0مورد مطالعه در دامنه 

  نشاندهنده وجود تنوع در اين گونه باشد.   بسيار بالا بودند كهقرار داشته و هر دو  053/0
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  تاسماهي ايراني D-loopژنتيكي ژن  تنوعاطلاعات  – 9جدول 

  ناحيه

 پارامتر
 سفيدرود 4 3 2

 3 5 5 5  تعداد نمونه هاي مورد بررسي

 315 315 315 315  جايگاه هاي مورد بررسي

  9  18  27  34  تعداد جايگاه هاي چند شكلي

  000/0  000/0  000/0  000/0  (InDels)حذفچند شكلي اضافه و 

  3  5  4  5  تعداد هاپلوتايپ

  033/0 ± 053/0  025/0 ± 040/0  018/0 ± 027/0  015/0 ± 019/0   (Pi) تنوع نوكلئوتيدي

  036/0 ± 1  101/0 ± 9/0  025/0 ± 1  074/0 ± 1 (Hd)تنوع هاپلوتايپي 

  000/6±928/3  800/8±898/4  600/12±870/6  800/16±048/9  ميانگين تفاوت جفتي

  

  ) را كه سبب ايجاد جهش در آنها مي شود را مورد مقايسه قرار θتست تاجيما دو پارامتر برآورد گر (

) و حد معني دار بودن Πθ) و برآوردگر تاجيما (Watterson’s estimator θSمي دهد: برآوردگر واترسون (

(Significant) گي جمعيت ها، تنگناهاي ژنتيكي (مي تواند در نتيجه عواملي مانند گستردbottlenecks و يكسري (

تعداد هاپلوتايپ هاي مشاهده شده را با تعداد هاپلوتايپ هاي مورد انتظار در  Fu Fsدستكاري ها  باشد. تست 

يك نمونه تصادفي و فرض بر اين كه مكان هاي نامحدود بدون هيچگونه نوتركيبي را مورد مقايسه قرار مي 

نسبت به بسط و گستره جمعيتي حساس بوده و منجر به ايجاد يك عدد منفي  Fsنظر مي گيرد كه در  Fuدهد. 

در صورت منفي و معني دار بودن نشاندهنده بسط و گسترش  Fsو  Dمي گردد. اعداد  Fsبسيار بزرگ در مقدار  

اشند). همچنين جمعيت هاي است (اين دو آزمون فرض را بر اين مي گذارد كه جمعيت ها در تعادل مي ب

) بر اساس سه mismatch distributionگسترش و پراكنش تاريخ جمعيتي توزيع تفاوت جفتي بين توالي ها را (

(زمان واحد نرخ جهش).   tقبل و بعد از رشد جمعيتي) و  0θ،1θ )θفاكتور مورد بررسي و مقايسه قرار مي دهد: 

 Rogers andت بسط ناگهاني مدل راجرز و هارپندينگ (تطابق نتايج مشاهده شده با توزيع مورد انتظار تح

Harpending,1992 مورد آزمون قرار گرفت. مقادير (t  بر اساس فرمولt=2×ut  و زمان واقعي مشاهدات محاسبه مي

از زمان توسعه و گسترش جمعيت  tنرخ يا ميزان موتاسيون براي تمامي توالي ها مورد مطالعه و  uشود بطوريكه 

  شد. ها مي با

با استفاده مناطق مورد بررسي  تاسماهي ايراني D-loopژن ) demographic historyدر اين بررسي تاريخچه جمعيتي(

كه تفاوت ژنتيكي جفتي بين هاپلوتايپ ها مي  )mismatch distributionاز آزمون گسترش و توزيع تاريخ جمعيتي(

) مورد بررسي قرار گرفت كه به نظر مي رسد غير sudden expansionباشند و بر اساس بسط و گسترش ناگهاني (

  ).  10 - 13وير ا(تص دنشبيه مدل بسط ناگهاني مي باشتا حدودي بوده و  (unimodal)معين 
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  تفاوت هاي جفتي مشاهده شده (ستون) و توزيع عدم تطابق (خطي) -10تصوير 

  سفيدرود رودخانه تاسماهي ايراني D-loopبر اساس مدل بسط ناگهاني ژن 

  

  

  

  
  تفاوت هاي جفتي مشاهده شده (ستون) و توزيع عدم تطابق (خطي) -11تصوير 

  شيلاتي 2تاسماهي ايراني ناحيه  D-loopبر اساس مدل بسط ناگهاني ژن 
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  تفاوت هاي جفتي مشاهده شده (ستون) و توزيع عدم تطابق (خطي) -12تصوير 

  شيلاتي 3ايراني ناحيه  تاسماهي D-loopبر اساس مدل بسط ناگهاني ژن 

  

  
  تفاوت هاي جفتي مشاهده شده (ستون) و توزيع عدم تطابق (خطي) -13تصوير 

  شيلاتي 4تاسماهي ايراني ناحيه  D-loopبر اساس مدل بسط ناگهاني ژن 

  

)، غير معين بودن تاريخچه جمعيتي و شبيه بودن به 061/0مقدار كم محاسبه شده شاخص راجرز و هارپندينگ (

  ). 10مورد تاييد قرار داد (جدول  ل بسط ناگهاني رامد
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توالي  18براي  Dna SPبا استفاده از نرم افزار Fu Fs تاجيما همانند شاخص  (neutrality tests)آزمون هاي بي طرفي 

بودند نمحاسبه شد كه هر دو شاخص منفي و از لحاظ آماري معني دار  -99/0و  -84/0بين مناطق به ترتيب  

)01/0 ≥p .(  

بود بنابراين زمان  Arlequin 65/13  =tمقدار زمان بسط و گسترش جمعتي محاسبه شده توسط نرم افزار ميانگين 

سال و بر اساس نرخ جهش يا موتاسيون محاسبه  1501بسط و گسترش جمعيت ها از قبل از زمان حاضر حدود 

  اين بررسي مي باشد.   D-loopشده ژن 

  

  

  

  تاسماهي ايراني D-loopو پراكندگي عدم تطابق  ژن  تست توزيع - 10جدول 

  منطقه

Tajima’s D  Fu’s FS  Mismatch distribution Goodness-of-fit tests 

P D P FS t 1 θ 0 θ P  

Ragg

� 

 

P SSD 

  215/0  18/0  444/0  87/0  002/0  31/175  61/9  587/0  42/0  000/0  730/0  سفيدرود

  060/0  81/0  160/0  62/0  000/0  30/53  30/17  314/0  35/0  220/0  603/0  2ناحيه 

  110/0  17/0  230/0  52/0  003/0  35/37  16/19  985/1  74/0  -207/0  494/0  3ناحيه 

  136/0  561/0  4ناحيه 
22/0  510/0-  

51/8  
0/

99999  
000/0  

56/0  140/0  56/0  059/0  

  037/0  597/0  بين مناطق
42/0  594/0  

65/13  
2/

25066  
001/0  

80/0  061/0  43/0  111/0  

  SSDشاخص راجرز هارپندينگ، مجموع مربع انحرافات =�

  

امروزه استفاده از ماركرهاي مولكولي جهت دستيابي به ساختار ژنتيكي جمعيت ها و شناسايي آنها متداول شده 

توسط نرم بصورت جفتي بين مناطق  Fstميزان مي باشد. در اين بررسي  Fstاست و يكي از اين شاخص ها فاكتور 

كه  ) 11 – 12 لا(جدومحاسبه شد  05/0در سطح احتمال  (Excoffier et al., 2005) 1/3ورژن  Arlequinفزار ا

بيشترين فاصله جمعيتي ) و -002/0شيلاتي ( 4كمترين فاصله جمعيتي بين نمونه هاي رودخانه سفيدرود و ناحيه 

بسيار اندك محاسبه گرديد  Fstرچند كه ميزان بر اين اساس ه ). 126/0شيلاتي ديده شد ( 4و ناحيه  2بين ناحيه 

فقط نمونه هاي سفيدرود با ساير نواحي تكرار فراواني هاپلوتايپي  10000پس از  05/0ولي در سطح احتمال 

) و ساير نواحي بصورت مقايسه جفتي اختلاف معني دار نبود و اين p ≥ 05/0شيلاتي اختلاف معني دار داشت (
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در فصول تكثير يا بچه ماهيان ژني ماهيان بين اين مناطق و يا احتمال تبادل مولدين مي تواند بدليل جريان 

بين كارگاههاي بازسازي ذخاير تاسماهيان در سواحل جنوبي درياي خزر بمنظور رهاسازي تاسماهي ايراني 

  . باشد

   

   D-loopژن (مثلث بالا)   p-value(مثلث پايين) و ميزان  فراواني هاپلوتايپيبر اساس   Fstميزان  – 11جدول 

   مناطق مورد بررسي بين تاسماهي ايراني

 نواحي نمونه برداري سفيدرود 2 3 4

 سفيدرود � 05/0 03/0 03/0

123/0 253/0 � 012/0  2 

692/0 � 070/0  166/0-  3 

� 049/0-  126/0  002/0-  4 

  

   D-loopن ژ  p-valueو ميزان   Fstماتريكس معني دار بودن ميزان  - 12جدول 

  تاسماهي ايراني بين مناطق مورد بررسي

 نواحي نمونه برداري سفيدرود 2 3  4

 سفيدرود  + +  +

-  -   +  2 

-   -  +  3 

 -  -  +  4  

  

 05/0در سطح احتمال بين مناطق نمونه برداري  (non-differentiation exact p values)آزمون تفاوت جمعيت ها 

) و در بين p ≥ 05/0بود (معني دار ين رودخانه سفيدرود و ساير نواحي شيلاتي محاسبه شد كه اين مقدار بدرصد 

تمامي نمونه ها  براي). همچنين اين آزمون 14و  13(جداول  )p≤ 05/0ساير نواحي شيلاتي معني دار نبود (

770/0  =p  فاكتور  نبود. بر اساسمعني دار  محاسبه شد كهFst  محاسبه شده ژن و آزمون تفاوتD-loop  بين

ي تاسماهي ايراني مناطق مورد مطالعه مي توان بيان نمود كه تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود هنوز جمعيت ها

بايستي مديريت شيلاتي مبني بر بازسازي ذخاير آن بطور جدي كه  بعنوان يك جمعيت مستقل مطرح بوده 

  .اعمال گردد

  

  




�ه��ن در .../  ���  ��٣٩ر� �����ر ژ����

 

  جمعيت هاي D-loopآزمون تفاوت ژن  p-valueميزان  - 13جدول 

  ماهي ايراني بين مناطق مورد بررسيتاس

نواحي نمونه  سفيدرود 2 3 4

 برداري

 سفيدرود �   

  � 014/0  2 

 � 441/0  020/0  3 

� 000/1  000/1  033/0  4 

  

  

  جمعيت هاي D-loopآزمون تفاوت ژن p-value ماتريكس معني دار بودن ميزان  - 14جدول 

  درصد)  05/0ق مورد بررسي (سطح احتمال ماهي ايراني بين مناطتاس

نواحي نمونه  سفيدرود 2 3  4

 برداري

 سفيدرود  + +  +

-  -   +  2 

-   -  +  3 

 -  -  +  4  

  

  

  تاسماهي ايراني Cytochrom bژن  PCRنتيجه حاصل از  – 3 – 3

نمونه) و رودخانه  5(شيلاتي  4نمونه)، ناحيه  5شيلاتي ( 3نمونه)، ناحيه  5شيلاتي ( 2ناحيه  DNAنمونه هاي 

پس از الكتروفورز ژل  PCRشد. محصول  PCRميتوكندريايي  bسيتوكروم نمونه) با آغازگر ژن  5سفيدرود (

جفت باز نمودند  700، توليد باندهايي در محدوده UVدر زير اشعه  bp 100درصد به همراه ماركر  1آگارز 

ژن مورد استفاده جهت  Forwardاز نمونه ها با آغازگر  هر يك PCRماكروليتر از محصول  45). مقدار 14(تصوير

 17كه پس از دريافت جواب بصورت فايل كروماس تعداد تعيين توالي به شركت ژن فن آوران ارسال گرديد 

  .  شد (Aligne)رديف  Clustal Wو با استفاده از نرم افزار نمونه براي تجزيه و تحليل با نرم افزارهاي فوق مناسب 
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  تاسماهي ايراني bژن سيتوكروم  PCRالكتروفور محصول  -  14ر تصوي

  

پلوتايپ و ترسيم درخت هاپلوتايپيها – 3  – 3 – 1  

بدست آمد. بر اساس نتايج بدست  Dna SPهاپلوتايپ پس از آناليز توالي هاي بدست آمده در نرم افزار  4تعداد 

  ). 15(جدول ترك مشسفيدرود تمامي نواحي شيلاتي و بين  1آمده هاپلوتايپ 

  

   تاسماهي ايراني bسيتوكروم هاپلوتايپي ژن  پراكنش - 15جدول 

 1 2 3 4  جمع
  هاپلوتايپ

 ناحيه

5    5 2 

5  1 1 3 3 

4 1 1  2 4 

 سفيدرود 3    3

  جمع 13 1 2 1 17

  

). 16(جدول محاسبه گرديد  Mega4توسط نرم افزار  008/0الي  000/0فاصله ژنتيكي بين هاپلوتايپ ها بين 

) 008/0) و بيشترين فاصله ژنتيكي (4(ناحيه  4) و 2ناحيه ( 1) بين هاپلوتايپ هاي 000/0كمترين فاصله ژنتيكي (

  ) بدست آمد. 4و  3نواحي ( 3و ) 3(ناحيه  2بين هاپلوتايپ هاي 

   bفاصله ژنتيكي بين هاپلوتايپ هاي ژن سيتوكروم  – 16جدول 

   تاسماهي ايراني    
  4  3  2  1  هاپلوتايپ

1  �        

2  003/0  �      

3  005/0  008/0  �    

4  000/0  003/0  005/0  �  
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وجود دو كلاستر را  Kimura 2-parameterبه روش فاصله  Neighbor-Joiningترسيم درخت هاپلوتايپي به روش 

ي رودخانه نمونه ها شامل نواحي شيلاتي ونشان داد كه كلاستر اولي داراي بيشترين تنوع هاپلوتايپي بوده 

  ).15(تصوير  بودشيلاني  4و  3شامل هاپلوتايپ نمونه هاي ناحيه ) hap 4و  hap 3و كلاستر دومي ( بودسفيدرود 

  

  
   Neighbor-Joining تاسماهي ايراني به روش bهاپلوتايپ ژن سيتوكروم  4درخت فايلوژني  -  15تصوير 

  

يم درخت تكامليترس – 3 – 3 – 2  

رسم گرديد كه دو كلاستر اصلي  Neighbor-joiningاي بدست آمده به روش هاي  درخت تكاملي توالي ه

 2داراي بيشترين نمونه از نواحي شيلاتي بخصوص تمامي نمونه هاي ناحيه شد بطوريكه كلاستر اول  مشاهده

كلاستر دوم  قرار داشته و درشيلاتي  4و  3و تعدادي از نمونه هاي ناحيه نمونه هاي رودخانه سفيدرود شيلاتي و 

و  2همانگونه كه در ترسيم درخت تكاملي ديده مي شود نمونه هاي ناحيه قرار دارند.  4، 3نمونه هاي نواحي تنها 

رودخانه سفيدرود در يك كلاستر مجزا قرار داشته كه تا حدودي بيانگر جدا بودن هر منطقه مي تواند باشد 

  ).16(تصوير 
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  تاسماهي ايراني bسيتوكروم ژن  Neighbor-joiningرسم درخت فايلوژني  -  16تصوير 

  

تنوع ژنتيكي و تفاوت جمعيتي  – 3 – 3 – 3  

نشان  Dna SPتاسماهي ايراني با استفاده از نرم افزار  bسيتوكروم نمونه ژن  17توالي از  370تجزيه و آناليز نتايج 

جايگاه متقاطع  بدون، (transitions)تقالي جايگاه ان 6، (Segregating sites)جايگاه ژني پلي مورف  4داد كه 

(tranvertions)عدم مشاهده چند شكلي اضافه و حذف ،  (Insertion-Deletion polymorphism)4   موتاسيون وجود

نشاندهنده  D-loopهمانند ژن محاسبه شد كه  20/0دارد. شاخص توزيع شكل گاما بين مكان هاي مورد بررسي 

  اين گونه مي باشد. نرخ متوسط موتاسيون در 

). بر اساس 17محاسبه شد (جدول  DnaSPتوسط نرم افزار  (Pi)و تنوع نوكلئوتيدي  (Hd)تنوع هاپلوتايپي يا ژني 

) و  9نتايج كمترين و بيشترين جايگاه پلي مورف يا چند شكلي در داخل هر منطقه متعلق به رودخانه سفيدرود (

و تنوع  1 ± 074/0 الي 9/0 ± 101/0ني بين نواحي مورد مطالعه در دامنه ) مي باشد.  تنوع ژ34شيلاتي ( 2ناحيه 

قرار داشته و هر دو بسيار بالا بودند كه نشاندهنده  053/0 ± 033/0الي  019/0 ± 015/0نوكلئوتيدي در دامنه 

  وجود تنوع در اين گونه باشد.  
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  يتاسماهي ايران bاطلاعات تنوع ژنتيكي ژن سيتوكروم  – 17جدول 

  ناحيه

 پارامتر
 سفيدرود 4 3 2

 3 5 5 5  تعداد نمونه هاي مورد بررسي

 315 315 315 315  جايگاه هاي مورد بررسي

  9  18  27  34  تعداد جايگاه هاي چند شكلي

  000/0  000/0  000/0  000/0  (InDels)چند شكلي اضافه و حذف

  3  5  4  5  تعداد هاپلوتايپ

  033/0 ± 053/0  025/0 ± 040/0  018/0 ± 027/0  015/0 ± 019/0   (Pi)تنوع نوكلئوتيدي 

  036/0 ± 1  101/0 ± 9/0  025/0 ± 1  074/0 ± 1 (Hd)تنوع هاپلوتايپي 

  000/0±000/0  666/1±216/1  200/1±908/0  000/0±000/0  ميانگين تفاوت جفتي

  

ي مناطق مورد بررسي با تاسماهي ايران bسيتوكروم ) ژن demographic historyدر اين بررسي تاريخچه جمعيتي(

) كه تفاوت ژنتيكي جفتي بين mismatch distributionاستفاده از آزمون گسترش و توزيع تاريخ جمعيتي(

كه  ) مورد بررسي قرار گرفتsudden expansionهاپلوتايپ ها مي باشند و بر اساس بسط و گسترش ناگهاني (

يلاتي بدليل كوچك بودن اندازه آنها رسم نشد ولي براي ش 2هيستوگرام نمونه هاي رودخانه سفيدرود و ناحيه 

بوده و شبيه مدل بسط  (unimodal)غير معين كه نظر مي رسد ب D-loopشيلاتي همانند ژن  4و  3نمونه هاي نواحي 

  ).  17 - 18(تصاوير  ناگهاني مي باشند

  

  
  ي)تفاوت هاي جفتي مشاهده شده (ستون) و توزيع عدم تطابق (خط -17تصوير 

  شيلاتي 3تاسماهي ايراني ناحيه  bبر اساس مدل بسط ناگهاني ژن سيتوكروم 
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  تفاوت هاي جفتي مشاهده شده (ستون) و توزيع عدم تطابق (خطي) -18تصوير 

  شيلاتي 4تاسماهي ايراني ناحيه  bبر اساس مدل بسط ناگهاني ژن سيتوكروم 

  

غير معين بودن و عدم ترسيم هيستوگرام ) 366/0(محاسبه شده راجرز و هارپندينگ متوسط شاخص مقدار 

  ). 18(جدول  دهدتاييد قرار نتوانست مورد تاريخچه جمعيتي و شبيه بودن به مدل بسط ناگهاني را 

توالي  17براي  Dna SPبا استفاده از نرم افزار Fu Fs تاجيما همانند شاخص  (neutrality tests)آزمون هاي بي طرفي 

محاسبه شد كه هر دو شاخص منفي و از لحاظ آماري معني دار نبودند  -079/0و  -220/0يب  بين مناطق به ترت

)01/0 ≥p .(  

بود  Arlequin 98/0  =tتوسط نرم افزار بين مناطق ميانگين مقدار زمان بسط و گسترش جمعتي محاسبه شده 

و بر اساس نرخ جهش يا  سال 84/7بنابراين زمان بسط و گسترش جمعيت ها از قبل از زمان حاضر حدود 

  اين بررسي مي باشد.  bژن سيتوكروم موتاسيون محاسبه شده 
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  تاسماهي ايراني bسيتوكروم تست توزيع و پراكندگي عدم تطابق  ژن  - 18جدول 

  منطقه
Tajima’s D  Fu’s FS  Mismatch distribution Goodness-of-fit tests 

P D P FS t 1 θ 0 θ P  

Ragg
���� 

 

P SSD 

  N.A. 000/0  000/0  000/0  000/0  000/0  000/0  000/0  000/0  000/0  000/1  سفيدرود

  N.A. 000/0  000/0  000/0  000/0  000/0  000/0  000/0  000/0  000/0  000/1  2ناحيه 

  006/0  90/0  050/0  00/1  017/0  96/5  58/1  - 185/0  28/0  - 048/1  152/0  3ناحيه 

  380/0  03/0  420/1  14/0  000/0  0/99999  34/2  - 133/0  29/0  167/0  751/0  4ناحيه 

  N.A. 079/0 -  98/0  2/25001  004/0  28/0  366/0  23/0  096/0  - 220/0  726/0  بين مناطق

  SSDشاخص راجرز هارپندينگ، مجموع مربع انحرافات =�

  

ورژن  Arlequinبصورت جفتي بين مناطق كه نشانه تمايز و جدايي جمعيت ها مي باشد توسط نرم افزار  Fstميزان 

1/3 (Excoffier et al., 2005)  كه كمترين فاصله جمعيتي 19 – 20محاسبه شد (جدوال  05/0در سطح احتمال  (

 4و ناحيه  2) و بيشترين فاصله جمعيتي بين ناحيه -132/0شيلاتي ( 3و ناحيه  رودخانه سفيدرودبين نمونه هاي 

در سطح احتمال  واندك محاسبه گرديد راي تمامي مناطق ب Fst).  بر اين اساس ميزان 231/0شيلاتي ديده شد (

 05/0( نبودنداختلاف معني دار تمامي مناطق با يكديگر داراي تكرار فراواني هاپلوتايپي  10000پس از  05/0

≥p  .(  

  

  (مثلث بالا) ژن   p-valueبر اساس فراواني هاپلوتايپي (مثلث پايين) و ميزان   Fstميزان  – 19جدول 

  تاسماهي ايراني بين مناطق مورد بررسي  bروم سيتوك

 نواحي نمونه برداري سفيدرود 2 3 4

 سفيدرود � 991/0 991/0 450/0

180/0 991/0 � 000/0  2 

793/0 � 000/0  132/0-  3 

� 094/0-  231/0  076/0  4 
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   bسيتوكروم ژن   p-valueو ميزان   Fstماتريكس معني دار بودن ميزان  - 20 جدول

  سماهي ايراني بين مناطق مورد بررسيتا

 نواحي نمونه برداري سفيدرود 2 3  4

 سفيدرود  - -  -

-  -   -  2 

-   -  -  3 

 -  -  -  4  

  

بين مناطق نمونه برداري در سطح احتمال  (non-differentiation exact p values)آزمون تفاوت جمعيت ها همجنين 

) (جداول p≤ 05/0معني دار نبود ( تمامي مناطقكه اين مقدار بين محاسبه شد  bبراي ژن سيتوكروم درصد  05/0

بين جمعيت هاي تاسماهي ايراني  bسيتوكروم و آزمون تفاوت محاسبه شده ژن  Fst). بر اساس فاكتور 22و  21

هيچگونه اختلاف جمعيتي مشاهده نشد كه مي تواند بدليل نامناسب بودن و عدم دقيق بودن مناطق مورد مطالعه 

  .احيه مورد بررسي اين ژن بوده باشدن

  

  جمعيت هاي bسيتوكروم آزمون تفاوت ژن  p-valueميزان  - 21جدول 

  ماهي ايراني بين مناطق مورد بررسيتاس

 نواحي نمونه برداري سفيدرود 2 3 4

 سفيدرود �   

  � 000/1-  2 

 � 443/0  000/1  3 

� 000/1  164/0  000/1  4 

  

  جمعيت هاي bسيتوكروم آزمون تفاوت ژن p-value ي دار بودن ميزان ماتريكس معن - 22جدول 

  درصد)  05/0ماهي ايراني بين مناطق مورد بررسي (سطح احتمال تاس

 نواحي نمونه برداري سفيدرود 2 3  4

 سفيدرود  - -  -

-  -   -  2 

-   -  -  3 

 -  -  -  4  
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  نتيجه گيري نهايي - 3 – 4

هي ايراني سواحل جنوبي درياي خزر و رودخانه سفيدرود در گشت ارزيابي ساختار ژنتيكي و جمعيتي تاسما

  ميتوكندريايي مطالعه و نتايج زير بدست آمد: bو سيتوكروم  D-loopبا دو ژن   1388 – 1391ذخاير سال هاي 

هاپلوتايپي  هاپلوتايپ، ميانگين تنوع 4و  13بين مناطق مورد مطالعه به ترتيب  bو سيتوكروم  D-loopبراي ژن هاي 

 19/0، شاخص توزيع شكل گاما بين مكانهاي مورد بررسي 002/0و  038/0، تنوع نوكلئوتيدي  419/0و  961/0

محاسبه شده براي  Fstكمترين مقدار . بوددر اندازه متوسط موتاسيون براي هر دو ژن در اينگونه  و ميزان 20/0و 

بين تمامي  b) و براي ژن سيتوكروم -002/0شيلاتي ( 4ه بين جمعيت هاي رودخانه سفيدرود و ناحي D-loopژن 

 (non-differentiation exact p values)محاسبه شد. آزمون تفاوت جمعيت ها  37/5با جريان ژني  04/0جمعيت ها 

معني و ساير مناطق  بين رودخانه سفيدرود D-loopبراي ژن درصد  05/0احتمال در داخل جمعيت ها در سطح 

اختلاف معني داري بين مناطق مورد بررسي بدست نيامد. تاريخچه  bژن سيتوكروم  و برايدار 

بوده و شبيه  (unimodal)غير معين  از نوع) تاسماهي ايراني براي هر دو ژن مورد demographic historyجمعيتي(

غير   D-loop) براي ژن 061/0مدل بسط ناگهاني بود و مقدار كم محاسبه شده شاخص راجرز و هارپندينگ (

معين بودن تاريخچه جمعيتي و شبيه بودن به مدل بسط ناگهاني را مورد تأييد قرار داد ولي مقدار متوسط اين 

) نتوانست غير معين بودن تاريخچه جمعيتي و شبيه بودن به مدل بسط b )366/0شاخص براي ژن سيتوكروم 

و براي بين مناطق  Fu Fsتاجيما و شاخص  (neutrality tests)ناگهاني را مورد تأييد قرار دهد. آزمون هاي بي طرفي 

 محاسبه شد كه هر دو شاخص منفي و از لحاظ آماري -079/0و  -220/0و  -99/0و  -84/0به ترتيب  هر دو ژن 

هنوز تاسماهي ايراني در مناطق مورد ). نتايج بدست آمده از اين بررسي نشان داد p≤01/0معني دار نبودند (

براي شناسايي  bدر مقايسه با ژن سيتوكروم   D-loop ژن تنوع ژنتيكي هر چند كم برخوردار مي باشد ومطالعه از 

همچنين مناسب تر است  DNAبا استفاده از روش توالي يابي  اين گونهتفكيك جمعيتي و ساختار ژنتيكي  و

  ير مناطق ديگر مي باشد. جمعيت تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود يك خزانه ژني مستقل و جداگانه از سا
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  بحث و نتيجه گيري - 4

كاهش ذخاير آبزيان در بسياري از نقاط جهان باعث شده تا محققين علوم شيلاتي جهت مديريت ذخاير آبزيان 

قبل از هر اقدام عملي به مطالعه و تعيين ساختار ژنتيكي گونه هاي با ارزش آن منطقه از طريق روشهاي مولكولي 

بهره برداري از ذخاير آبزيان دريايي، صنعت آبزي پروري و برنامه هاي اصلاح  در برنامه هاي روي آورند كه

. در اكثر موجودات براي تعيين روابط تكاملي از داده هاي (Lin et al, 2002)مي باشد  نژادي داراي اهميت زيادي

تحت تاثير شاخص انتخاب  استفاده مي شود و از آنجاييكه چنين داده هايي كمتر DNAمربوط به توالي 

(Selection)  .قرارمي گيرند، بهتر مي توانند روابط فيلوژني و ساختار ژنتيكي واقعي را نمايان سازند  

ــي گــردد     ــدريايي اســتفاده م ــوم ميتوكن ــه نشــانگرهاي ژنتيكــي از ژن ــراي دســتيابي ب ــه هــاي جــانوري ب   در گون

 (Ovenden & Wite, 1990) جفت بـاز)، تـوارث    16500 ± 500به كوچك بودن آن (كه از ويژگيهاي آن مي توان

% 2از طريق مادري، سرعت موتاسيون كه پنج الي ده برابر ژنوم هسته اي است بطوريكه كـه در هـر ميليـون سـال     

. همچنـين برخـي از سـاير ژن هـاي موجـود در مولكـول       (Berrebi, 1996)تغييرات را متحمل مي شود اشاره نمـود  

و ... بـه منظـور بررسـيهاي درون     D-loop ،ND5/6، سيتوكروم اكسـيداز، نـواحي   cو  bكروم ميتوكندري نظير سيتو

بيشترين پـراكنش تاسـماهي    .(Beckenbach, 1991)گونه اي و ساختار جمعيتي آبزيان مورد استفاده قرار مي گيرند 

بـوده و در  ين نـواحي دارا  بطوريكه گونه غالب را در بين ساير تاسماهيان در ا استايراني در قسمت خزر جنوبي 

سال هاي اخير بيشترين ميزان صيد و استحصال خاويار از دريا و نيز مديريت شيلاتي مراكز بازسازي ذخاير مبنـي  

بـا توجـه بـه     .(Pourkazemi, 2006)بر تكثير و رهاسازي بچه ماهيان خاوياري مختص تاسماهي ايرانـي بـوده اسـت    

عدم تكثير طبيعي در رودخانه ها، آلودگي هـاي نفتـي، رونـد     ،مريزيتخريب رودخانه هاي محل مهاجرت و تخ

در سواحل جنوبي درياي خـزر احتمـال تكثيـر مولـدين بـدون اطـلاع از سـاختار        افزايشي صيد بي رويه و قاچاق 

كه مي تواند سبب افزايش ضريب همخـوني در جمعيـت هـاي    همواره وجود دارد ژنتيكي و جمعيتي آنها وجود 

مدت تأثيرات سويي به دنبال داشته و به صورت تدريجي مـي توانـد سـبب تخريـب      ن روند در درازآن گردد. اي

ذخاير ژنتيكي و نابودي تدريجي خزانه ژني گونه ها و جمعيت ها گردد كـه در نتيجـه ايـن عمـل در دراز مـدت      

ص الخلقه در احتمال كاهش سرعت رشد، كاهش ميانگين طول، كاهش درصد هم آوري و افزايش لاروهاي ناق

زمانيكه يك گونـه خـاص از ماهيـان قـرار اسـت بـه       ). 1379ساله وجود دارد (پوركاظمي،  40الي  25يك دوره 

عنوان يك منبع حياتي مديريت شود توانايي ارزيابي ژنتيكي و دسترسي به ساختار ژنتيكي جمعيت آنها مي تواند 

. بنـابراين اطـلاع و   )Seeb et al.,1990(بكار گرفتـه شـود   بعنوان يك ابزار قدرتمند در حفظ توليدات شيلاتي آنها 

آگاهي از ساختار ژنتيكي و جمعيتي تاسماهي ايراني در سواحل جنوبي درياي خزر قبل از هر گونه اقدام عملـي  

بر اساس مصوبات كميسيون منابع زنده دريـاي خـزر مقـرر    در راستاي ازدياد ذخاير آن ضروري به نظر مي رسد. 

مامي كشورهاي حاشيه درياي خـزر بمنظـور ارزيـابي  و  بـرآورد فراوانـي و وزن تـوده زنـده ماهيـان         گرديد تا ت

گشت هاي ارزيابي ذخاير را در سواحل خود انجـام دهنـد و همـراه آن نيـز تعيـين سـاختار ژنتيكـي و         ،خاوياري
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گيـرد كـه در پـروژه بررسـي      جمعيتي تاسماهيان صيد شده و مقايسه آنها با ماهيان مهاجر بـه رودخانـه نيـز انجـام    

سـاختار ژنتيكـي و جمعيتـي تاسـماهي      ،كه توسط توكلي و همكاران انجام شد 85الي  83ارزيابي ذخاير سالهاي 

بررسـي هـاي   حاضـر  مطالعـه  و هدف از و گزارش آن ارائه شد  بررسيايراني با استفاده از روش مايكروستلايت 

تيكي و جمعيتي تاسماهي ايراني طي گشت هاي ارزيابي ذخاير سـال  ساختار ژنبيشتر، جامع تر و تكميل كننده تر 

كـه داراي بيشـترين منطقـه متغييـر در       D-loopو دو ژن   DNAبا استفاده از روش توالي يـابي   1388 – 1391هاي 

  .  بودميتوكندريايي  bو سيتوكروم  (Meyer, 1993)ژنوم ميتوكندري ماهيان است 

از بافت هاي ماهيان  DNAمي باشد. جهت استخراج DNAنياز به يك منبع اوليه از در بررسي و مطالعات ژنتيكي 

  ، روش اتانول (Hillis & Moritz, 1990)روشهاي مختلفي وجود دارد مثل روش فنل كلروفرم 

(Shaw et al., 1999) كيت ،(McQuown et al., 2000) ،CTAB (May et al., 1997)  و ساير روشهاي ديگر. هر يك از

و همكاران در سال  Shaw). 1384دارند (چكمه دوز، مخصوص بخود را عنوان شده  مزايا و معايب  وشهاير

 ،Clupea harengusاز روش اتانول و بافت ماهيچه براي بررسي جمعيت هاي گونه  DNAجهت استخراج  1999

McQuown  جهت بررسي ساختار ژنتيكي 2000و همكاران در سال Acipenser scaphirhynchus  و بافت از كيت

تاسماهيان و  mtDNAبه منظور بررسي هتروپلاسمي در نواحي كنترل  2000و همكاران در سال   Ludwig ،آبشش

جهت بررسي مضاعف شدن ژنوم و كاهش عملكرد سطوح پلوئيدي در تاسماهيان از  2001همچنين در سال 

بررسي ساختار ژنتيكي و جمعيتي ماهي سفيد  به منظور 2008و همكاران در سال  QIAGEN، Kotlik كيت شركت

جهت  2002و همكاران در سال  QIAGEN،  Salgueiroدر مناطق مختلف درياي سياه و درياي خزر از كيت  

 Alam ،و روش مايكروستلايت از روش فنل كلروفرم Anaecypris hispanica بررسي ساختار ژنتيكي جمعيت گونه

چكمه دوز  ،از روش فنل كلروفرم Catla catlaرسي جمعيت هاي مختلف گونه براي بر 2005و همكاران در سال 

نظور بررسي هاي جمعيتي و ساختار ژنتيكي ماهي سفيد نژاد بهاره و پاييزه در سواحل جنوبي مبه  1387در سال 

وز، از روش استات آمونيوم (چكمه دحاضر نيز ررسي ب. در استفاده نموددرياي خزر از روش استات آمونيوم 

برخوردار PCR هاي استخراج شده از كميت و كيفيت قابل قبولي جهت  DNA ) استفاده گرديد و نتايج1384

  بودند.

در دهه هاي اخير روش هاي مولكولي متنوعي جهت شناسايي گونه ها و جمعيت هايي از ماهيان كه داراي 

. در حال شيلاتي بكار گرفته شده است ارزش اقتصادي فراواني مي باشند مثل تاسماهيان از سوي محققين علوم

حاضر شناسايي جمعيت هاي تاسماهيان و محصول توليدي آنها نظير خاويار بمنظور واردات و صادرات و ارائه 

  مي باشد  CITESS از اهداف مهم مدارك قابل قبول از طريق اعمال روشهاي ژنتيك مولكولي 

(Bartlett et al., 1992) . سطح شناسايي مولكولي درDNA  بطور معمول به دو بخش هسته اي و ميتوكندريايي

. هر يك از اين دو روش داراي كمي و كاستي هايي مي باشند بطور مثال در روش مولكولي تقسيم مي شود

DNA  هسته اي شناسايي گونه هاي خالص و هيبريدهاي آنها براحتي صورت مي گيرد ولي براي شناسايي و



٥٠   ��ح ه�� ���������� / ! ارش �

 

تعداد  به دليل داشتنميتوكندريايي  DNAمختلف تاسماهيان مناسب نمي باشد ولي تفكيك خاويار  گونه هاي 

ساختار گرد ، مقاومت نسبت به تخريب و حفاظت شدگي كپي هاي بزرگتر و بيشتر مخصوصا در تخمك ها ، 

 اردددر شناسايي گونه ها و ساختار ژنتيكي جمعيت ها هسته اي  DNAبهتر داراي مزاياي بهتري در مقايسه با 

(Mugue et al., 2008; Brown, 2008)  .  ناحيه كنترليD-loop   با بيشترين منطقه متغيير در ژنوم ميتوكندري ماهيان

كه اكثر محققين جهت بررسي روند تكاملي و ساختار ژنتيكي و جمعيتي تاسماهيان استفاده از آنها را پيشنهاد 

و توسط بسياري از محققين بكار گرفته شده است   (Onge et al., 1996; Wirgin et al., 2000) كرده اند

(Pourkazemi et al., 1999; Pourkazemi et al., 2000; Waldman et al., 2002) همچنين از توالي ژن سيتوكروم .b  در

استفاده شده است  PCRشناسايي گونه هاي نزديك به يكديگر تاسماهيان و نيز خاويار آنها با استفاده از روش 

(DeSalle and Birstein., 1996; Birstein et al., 2000; Ludwig et al., 2002a) . در اين بررسي نيز از دو ژن

استفاده و ساختار ژنتيكي و جمعيتي تاسماهي ايراني نواحي مختلف شيلاتي  bو سيتوكروم   D-loopميتوكندريايي 

  . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتنه سفيدرود صيد شده در گشت هاي ارزيابي ذخاير و مقايسه آنها با رودخا

  استفاده با يكديگر(aligne) جهت مقايسه  (homologouse)زمانيكه از دو نمونه توالي نوكلئوتيدي مشابه 

بدين معني است كه  در توالي ها ديده نشود (Insertion)يا اضافه شدن  (Deletion)مي شود، اگر حذف شدن 

شده است ولي در واقع دو توالي مشابه كه با يكديگر مقايسه يا  دي به درستي انجاممقايسه دو توالي نوكلئوتي

رديف مي شوند در تعداد نوكلئوتيدها با يكديگر اختلاف دارند و بايستي به مكانهايي از توالي ها كه حذف 

تيدي با يكديگر در آن ناحيه اتفاق مي افتد اشاره نمود و سپس دو توالي نوكلئو (gaps)شدگي يا اضافه شدن 

وجود دارد كه بسياري از آنها بر  (Aligne)گردد. روشهاي متفاوتي جهت رديف كردن توالي ها  (Aligne)رديف 

مبناي رديف كردن توالي هاي نوكلئوتيدي يا اسيدهاي آمينه مي باشد ولي يكي از مرسوم ترين روشهاي رديف 

و نشانه گذاري  (Needleman & Wunsch, 1970)وكلئوتيدي كردن توالي ها، اندازه گيري شباهت بين دو توالي ن

آنها مي باشد. راه ديگر رديف كردن دو توالي نوكلئوتيدي، اندازه گيري فاصله نوكلئوتيدي بين دو توالي ها و 

جهت مقايسه و بررسي روابط تكاملي كپور معمولي در  2006و همكاران در سال  Thai نشانه گذاري آنها است.

جفت باز را توسط برنامه نرم افزاري  820جفت باز و  745به ترتيب  ATPase6/8ترلي ميتوكندريايي و ژن ناحيه كن

Clustal X  .رديف نمودندDurand  به منظور بررسي روابط تكاملي كپورماهيان آسياي  2002و همكاران در سال

جفت باز با استفاده از  1140را به اندازه نمونه  39توالي هاي بدست آمده از  bشرقي با استفاده از ژن سيتوكروم 

مطابقت  Johns & Avise, 1998)رديف نمودند و عنوان نمودند كه نتايج بدست آمده با نتايج (  SEAVIEWبرنامه 

جهت بررسي ساختار جمعيتي و ژنتيكي تاسماهي ايراني رودخانه  2011و همكاران در سال  Khoshkholgh دارد.

 390و به اندازه  Clustal Xنمونه از ماهيان فوق را با برنامه  46ي درياي خزر، توالي هاي سفيدرود و سواحل جنوب
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باز رديف كردند و پس از تجزيه و تحليل توالي هاي فوق با بسته هاي نرم افزاري آماري عنوان نمودند كه 

د مطالعات ساير محققين بررسي نيز همانناين تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود جمعيت مستقلي مي باشد. در 

استفاده  NCBIو تحت شبكه بانك ژن  Mega4موجود در برنامه  Clastal Wجهت رديف كردن توالي ها از منوي 

ژن باز براي  315بوده و پس از رديف شدن  (InDels)نمونه هاي فوق فاقد هيچگونه موارد حذف يا اضافه  كهشد 

D-loop   باز براي ژن سيتوكروم  370وb ف شدندردي.   

  در بررسي هاي تكاملي با استفاده از روش هاي نوين مولكولي، شناسايي ميزان جابجايي و جانشيني 

توالي هاي نوكلئوتيدي حائز اهميت مي باشد. در مطالعات مربوط به تنوع، روابط فيلوژني و اختلافات مولكولي 

  رات ناشي از عوامل طبيعي را پاسخ پرسش هاي مربوط به روابط خويشاوندي در گونه هاي مختلف و تغيي

  موجودات، رابطه خويشاوندي بين آنها افزايش  DNAمي دهد بطوريكه با افزايش شباهت بين توالي هاي 

. (Glenn et al., 1999)كاهش شديد جمعيت ها مي تواند در نتيجه كاهش تنوع ژنتيكي در آنها باشد   يافته و

 روش ،بر اساس هاپلوتايپ هاي بدست آمده بين توالي نمونه ها بررسي روابط تكامليمتداول ترين روش 

Neighbour-joining  مدلKimura 2-parameter (Kimura, 1980)  .مي باشد  

Freyhof  از روش  2006و همكاران در سالNeighbour-joining ماهيان جنس  بمنظور بررسي روابط تكاملي

Phoxinellus و نتيجه گرفت كه جنس هاي اين خانواده از لحاظ شباهت  ندنمود از خانواده كپورماهيان استفاده

گروه  7گروه يا كلاستر بزرگ و  6موقعيت مكاني به يكديگر نزديك مي باشند. در درخت فيلوژني رسم شده 

روابط فيلوژني و  bبا استفاده از ژن سيتوكروم  2002و همكاران در سال  Durand مونومورفيك به دست آمد.

در ترسيم درخت تكاملي از روش  افي خانواده كپورماهيان در آسياي شرقي را مورد بررسي قرار دادند.بيوژئوگر

NJ (Saitou and Nei,1987)  كلاستر بزرگ را نشان داد كه با در  5بار تكرار استفاده نمود و نتايج آنها وجود  500و

  اشتند.نظر نگرفتن ماهي كپور معمولي، سه دسته در آسياي ميانه قرار د

Orrell & Carpenter  روابط فيلوژني خانواده  2004در سالSparidae  را با استفاده از ژن سيتوكرومb  16و ژنs 

نتايج هر دو دندروگرام رسم شده با درنظر گرفتن  استفاده نمودند. MLو  MPريبوزومي وترسيم درخت تكاملي 

روابط فيلوژني دو گونه  2006در سال  Near & Hardman مشابه يكديگر بود. Outgroupماهي كپور معمولي بعنوان 

N. stanauli  وN. crypticus  از خانواده گربه ماهيان جنوب شرقي آمريكا با استفاده از ژن سيتوكرومb  مورد بررسي

رسم كردند و عنوان نمودند كه اين دو گونه با يكديگر از لحاظ  MPقرار داده ودرخت فيلوژني را با روش 

 در درخت فيلوژني مورد تاييد قرار نگرفت. (Bootstrap)ي قرابت نزديكي دارند ولي از لحاظ تكرار ژنتيك

Ketmaier  رابطه فيلوژني دو شجره جداگانه 2004و همكاران در سال (Scardinius & Telestes)  را با استفاده از ژن

آناليز  NJو  MP  ،MLبا روش  (Aligne)ه بررسي نمودند. توالي هاي رديف شد PAUP4در نرم افزار  bسيتوكروم 

گرديد و نتايج تجزيه و تحليل فيلوژنتيكي، فرضيات قبلي تاكسونوميك بر اساس مورفولوژي را تاييد نداد 
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 در كلاستر ديگري قرار گرفتند. S. scardafaدر يك كلاستر و جمعيت هاي گونه  S. erytheوجمعيت هاي گونه 

Near  تكامل تدريجي ژن سيتوكروم  2000و همكاران در سالb  و سيستماتيك مولكولي در جنسAmmocrypta 

استفاده نمودند. بر  MLو  MPاز خانواده سوف ماهيان را انجام دادند و جهت ترسيم درخت فيلوژني از روش 

 A. bifasciaو  A. beani اساس نتايج و مقايسه آنها با خصوصيات مورفولوژيكي مشخص شد كه بين گونه هاي

در  Nibeaalbiflora ساختار ژنتيكي سه جمعيت گونه 2008و همكاران در سال  Zhi رابطه خواهري وجود دارد.

در مجموع  مطالعه نمودند. D-loopنمونه و ژن  64توالي رديف شده حاصل از  479و شرق چين را با  درياي زرد

 010/0هاپلوتايپي بين سه جمعيت بالا بود ( هاپلوتايپ منحصر به فرد به دست آمد و تنوع 25هاپلوتايپ شامل  37

) به دست آوردند. ترسيم درخت هاپلوتايپي به روش 008/0 ± 005/0( ولي تنوع نوكلئوتيدي كمي را )968/0 ±

NJ  تفاوت معني داري را بين كلاسترها نشان نداد و دليل آن را بسط و گسترش جمعيت ها بين نواحي مورد

تنوع  2009و همكاران در سال  Yongshuang) عنوان نمودند. bottlenecksنتيكي (مطالعه بعد از يك تنگناي ژ

منطقه از درياي زرد و شمال شرقي درياي چين را  8را در  Larimichthys polyactisژنتيكي و ساختار جمعيتي گونه 

  با ژن

D-loop بالايي را بين مناطق مورد مطالعه  ميتوكندريايي مورد بررسي بررسي قرار دادند. نتايج آنها تنوع هاپلوتايپي

درصد) بود. در ترسيم درخت فيلوژني به  015/0± 79/0درصد) و تنوع نوكلئوتيدي ( 98/0 ± 87/0نشان داد (

هيچ شاخه بلندي وجود نداشت و ارتباطي بين مناطق نمونه برداري مشاهده  Tamura-Neiبر اساس مدل  NJروش 

كه  دها در درخت ترسيم شده پراكنده بودند و بر اساس آن اعلام نمودن نشد و بطور معمول تمامي هاپلوتايپ

و  Bo-Nianهيچگونه ساختار شجره نامه اي معني داري در گونه فوق و در مناطق نمونه برداري شده وجود ندارد. 

رق در ش niphoniusScomberomorusتن ماهيان گونه  D-loopتنوع ميتوكندريايي ژن   2009همكاران در سال 

مكان  119نمونه،  134هاپلوتايپ از  112درياي چين و درياي زرد را مورد مطالعه قرار دادند. نتايج آنها شامل 

) بين هشت جمعيت بود. ترسيم 024/0 ± 012/0) و هاپلوتايپي (996/0± 002/0چند شكلي، تنوع هاپلوتايپي(

هم بدون هيچگونه ساختار جغرافيايي بود و وجود دو كلاستر عميق و نزديك به  NJدرخت هاپلوتايپي به روش 

  بر اساس آن شاخه هاي شجره اي معني داري در بين مناطق نمونه برداري شده بدست نيامد.  

در بين  bبراي ژن سيتوكروم رديف شده باز  370و   D-loopبراي ژن رديف شده باز  315 ازحاضر در بررسي 

موتاسيون محاسبه و شاخص توزيع شكل گاما بين مكان هاي  4و  55 مورد مطالعه به ترتيب طقاجمعيت هاي من

در اين گونه مي اين دو ژن كه نشاندهنده نرخ متوسط موتاسيون محاسبه شد  20/0و  19/0به ترتيب  مورد بررسي

 به (Hd) ميزان تنوع هاپلوتايپي ژنتيكي بر اساس  تنوعهاپلوتايپ،   4و  13بر اساس  اختلاف نوكلئوتيدي  باشد.

) معتقدند 2002و همكاران ( Grunwald. بدست آمد 002/0و  038/0، تنوع نوكلئوتيدي  419/0و  961/0ترتيب 

از مقدار متوسط تا بالا و اين مقدار براي مخصوصا تاسماهيان را در ماهيان دريايي  D-loopكه تنوع هاپلوتايپي ژن 

 را براي تاسماهي پوزه كوتاه D-loop نوع هاپلوتايپي ژنتنوع نوكلئوتيدي از كم تا متوسط مي باشد. ايشان ميزان ت
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Acipenser brevirostrum 641/0  هر چند  را بدست آوردند 0057/0الي  0022/0و تنوع نوكلئوتيدي  817/0الي

 ,.Wirgin et al)بسيار كمتر محاسبه شده بود  A.oxyrinchus oxyrinchusكه اين مقدار براي تاسماهي آتلانتيك 

2000).  Khoshkholgh  در بررسي ساختار جمعيتي و ژنتيكي تاسماهي ايراني رودخانه  2011و همكاران در سال

هاپلوتايپ، تنوع هاپلوتايپي و  6تعداد  D-loopسفيدرود و سواحل جنوبي درياي خزر با استفاده از ژن 

ه نمودند و در درخت ) محاسب044/0 ± 011/0) و  (640/0± 028/0( نوكلئوتيدي بين مناطق را به ترتيب

دو كلاستر مشخص ترسيم شد به طوريكه نمونه هاي رودخانه سفيدرود در يك شاخه  NJهاپلوتايپي به روش 

 D-loop بر اساس نتايج بدست آمده از اين بررسي ميزان تنوع هاپلوتايپي و نوكلئوتيدي ژنمجزا قرار داشتند. 

 bولي اين ميزان براي ژن سيتوكروم عنوان شده مي باشد حققين براي تاسماهي ايراني كمي بيشتر از نتايج ساير م

و متوسط بودن آن براي  D-loopژن بالا بودن ميزان تنوع هاپلوتايپي  ديگران منطبق مي باشدتا حدودي با نتايج 

ه مي تواند به دليل انداز و حد متوسط بودن نرخ موتاسيون نمونه هاي مناطق مورد مطالعهبين  bژن سيتوكروم 

تاسماهي ايراني اين  D-loopنتايج تنوع ژنتيكي بدست آمده از ژن  همچنين باشد  مورد بررسيمختلف توالي 

. (Zhang et al., 2003; Wirgin et al., 2000; Quattro et al., 2002)بررسي مشابه ساير گونه هاي تاسماهيان مي باشد 

متعلق به  مناطق مورد بررسيدر بين  D-loopجفتي ژن و تفاوت بيشترين نرخ جهش  ،بيشترين تنوع نوكلئوتيدي

و  NJبه روش در درخت تكاملي رسم شده كه به همراه نمونه هاي رودخانه سفيدرود بود شيلاتي  2ناحيه 

همانند ژن  bبراي ژن سيتوكروم  .در يك شاخه مجزا قرار داشتنددرصد)  64(با درصد بالا ماكزيمم پارسيموني 

D-loop وع نوكلئوتيدي، بيشترين نرخ جهش و تفاوت جفتي در بين مناطق مورد بررسي متعلق به ناحيه بيشترين تن

به همراه نمونه هاي رودخانه سفيدرود و تعدادي از  NJشيلاتي بود كه در درخت تكاملي رسم شده به روش  2

ي شاخص مناسبي براي نمونه هاي ساير نواحي در يك كلاستر مجزا قرار گرفت.  هر چند ترسيم نمودار فيلوژن

شيلاتي و رودخانه سفيدرود در  2تمايز جمعيت ها نيست ولي دندوگرام هاي فوق نشان داد كه نمونه هاي ناحيه 

تاسماهي ايراني اين دو منطقه بنابراين پيشنهاد مي شود كه برنامه هاي بازسازي ذخاير يك شاخه قرار گرفته اند 

  درنظر گرفته شود.جدا از ساير مناطق 

 مثلي از گروه واز نظر توليدشته دايا تلاقي ميزش آدرون خود در  كهمي باشند از افراد  دسته اي ،يك جمعيت

وجودتبادل ژني بين  به دليلي كامل بين جمعيتها ياما به علت فقدان جدا مي باشندهاي ديگر همان گونه جدا 

ي جمعيت ها مداوما در حال تغيير و تحول ساختار ژنتيك  .)1385(صفري،  نميگردندمحسوب بعنوان گونه آنها 

مي باشد كه اين تغيير بستگي به ميزان توليد مثل بين جمعيت ها دارد. جمعيت كارگاههاي تكثير بزرگترين عامل 

تغيير ساختار ژنتيكي نسبت به جمعيت رودخانه ها بوده و معمولا از لحاظ اندازه كوچكتر از جمعيت رودخانه مي 

ف ژنتيكي از طريق آميزش خويشاوندي و رانش ژنتيكي در بين جمعيت هاي كارگاه هاي باشند. كاهش اختلا

امري متداول مي باشد. به نظر مي رسد فقدان تنوع ژنتيكي عامل كاهش پتانسيل ژنتيكي در  بازسازي ذخاير

العه هرگونه و مط (Monitoring)اصلاح ذخاير و سازگاري جمعيت ها به تغييرات محيطي باشد. بنابراين پايش 
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تغيير در ساختار ژنتيكي جمعيت كارگاه هاي تكثير و بازسازي ذخاير و نيز جمعيت رودخانه هاي محل مهاجرت 

  .(Alam & Islam, 2005)و تخمريزي ضروري به نظر مي رسد 

با احتمال كه براي تمايز جمعيت ها بكار برده مي شود  Fstميزان  AMOVAدر بررسي حاضر بر اساس آزمون 

محاسبه  04/0و  -002/0به ترتيب  bو سيتوكروم  D-loopنمونه هاي مناطق مورد مطالعه و براي دو ژن % بين 95

كمترين فاصله  و  شيلاتي 4ناحيه و  2ناحيه بيشترين فاصله جمعيتي بين  D-loopبراي ژن بر پايه اين شاخص . شد

 رودخانه سفيدرودجمعيت  05/0 ر سطح احتمالديده شد كه دشيلاتي  4ناحيه و  رودخانه سفيدرودجمعيتي بين 

منطقه ديگر با يكديگر معني  تفاوت جمعيتي سهو بود ) p≥ 05/0(معني دار شيلاتي داراي اختلافطق امن سايربا 

در درياي  Nibea albifloraدر بين سه جمعيت گونه  Fstميزان  2008 و همكاران در سال p( .Zhi≤ 05/0( دار نبود

 (exact test)را اندك و عدم معني دار محاسبه نمودند ولي بر اساس آزمون دقيق بين جمعيت ها زرد و شرق چين 

تفاوت معني داري را بين نمونه هاي مناطق زوشان و كينداهو و نيز بين هر سه جمعيت بدست آوردند و بر    

يتي تاسماهي ايراني بر در بررسي جمع همين اساس فرضيه صفر را مبني بر يكسان بودن جمعيت ها رد كردند.

انجام شد عنوان شد كه تاسماهي ايراني  2011و همكاران در سال  Khoshkholghكه توسط  D-loopاساس  ژن 

رودخانه سفيدرود با سه ناحيه آستارا، نوشهر و بندر تركمن داراي اختلاف معني دار بوده و يك جمعيت مجزا 

تلاف جمعيتي نمي باشند كه نتايج حاضر با نتايج ايشان منطبق بود.  مي باشد و سه ناحيه ديگر با يكديگر داراي اخ

شيلاتي  3كمترين فاصله جمعيتي بين نمونه هاي رودخانه سفيدرود و ناحيه  bسيتوكروم  همچنين براي ژن

ن )  كه با توجه به اندك بود231/0شيلاتي ديده شد ( 4و ناحيه  2) و بيشترين فاصله جمعيتي بين ناحيه -132/0(

 )p≤ 05/0مناطق اختلاف معني دار نبود ( بينتكرار فراواني هاپلوتايپي  10000پس از  05/0آن در سطح احتمال 

و اين مسئله كه بعضي از ژن هاي  باشدعدم دقت اين ژن در بررسي هاي جمعيتي مي تواند بدليل  و اين

 .(Rezvani Gilkolaei, 1997)ه است ميتوكندريايي براي بررسي هاي جمعيتي تاسماهيان مفيد نيست عنوان شد

 05/0 داخل هر جمعيت و در سطح احتمالبين و در ) non-differentiation exact p values( آزمون تفاوت جمعيتها

در  و معني دار نبود ولي  p=  770/0 بين تمامي نمونه ها D-loopبراي ژن محاسبه شد كه براي هر دو ژن درصد 

اين دو معني دار بود و زمون بين رودخانه سفيدرود و سه منطقه ديگر داراي اختلاف اين آ Fst تاييد فاكتور

نشان دادند كه جمعيت تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود هنوز به عنوان يك جمعيت مستقل و بومي آزمون 

زش اعمال و سواحل جنوبي درياي خزر بوده و بايستي مديريت شيلاتي مبني بر بازسازي ذخاير اين جمعيت با ار

  . در برنامه هاي تاسماهي پروري در اولويت قرار گيرد
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Zhi گونه جمعيت سهدر بررسي بين  2008 سال در همكاران و Nibea albiflora چين  شرق و زرد درياي در

  را ها توالي بين جفتي تفاوت توزيع جمعيتي تاريخ پراكنش و آزمون گسترش

)mismatch distribution( غيرمعين )unimodal (راجرز  ناگهاني بسط مدل عنوان نمودند كه شبيه و بدست آورده

سال پيش تخمين زدند. همچنين هر دو آزمون  85000 – 170000هارپندينگ بوده و زمان اين گسترش را 

 منفي و معني دار بودند، بنابر اين ايشان عدم وجود مانع يا سد بين دو منطقه، رانش ژنتيكي بين  Fu Fsتاجيما و 

و همكاران در سال Yongshuangمولدين را دليل كاهش تنوع ژنتيكي و بسط جمعيت ها دانستند. در بررسي ديگر 

مطالعه و در بررسي بين سه منطق شمال و جنوب درياي زرد و شمال را  Larimichthys polyactisجمعيت  2009

دار محاسبه و فرضيه واحد بودن جمعيت  يمعن و منفي  Fu Fsو هر دو آزمون تاجيماها آزمون تعادل بين جمعيت 

 mismatch( را ها توالي بين جفتي تفاوت توزيع جمعيتي تاريخ وپراكنش گسترش ها رد نمودند. همچنين آزمون

distribution (غيرمعين )unimodal () 005/0 ± 066/0و مقدار شاخص راجرزهارپندينگ را كم Hriمدل ) همانند 

 تخمين پيش سال  49300 - 197000 را گسترش اين زمان بدست آوردند و نگراجرزهارپندي ناگهاني بسط

   .زدند

به غير از ژن و  براي هر دو ژن منفي و عدم معني دار بدست آمد  Fu Fsتاجيما و  آزمون هاي بي طرفي

مايد، نتايج كه نتوانست غير معين بودن و شبيه بودن به مدل بسط ناگهاني راجرزهارپندينگ را تاييد ن bسيتوكروم 

نشان داد كه يك بسط و گسترشي  D-loopژن  )mismatch distribution( جمعيتي تاريخ توزيع و گسترش آزمون

كم بودن مي توان اذعان داشت كه در مجموع  طق مورد مطالعه رخ داده است.او در من تاسماهي ايرانيدر 

به سبب بسط جمعيت ها در اثر فعاليت هاي انساني  ساختار ژنتيكي بين اين گونه در مناطق مورد مطالعه مي تواند

در يك دوره زماني كوتاه مدت و درسال هاي گذشته اتفاق افتاده و زمان براي رسيدن جمعيت ها به تعادل 

  . استژنتيكي كافي نبوده 

ل تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود هنوز يك جمعيت مستق جمعيت كه داد نشان بررسي اين نتايج در مجموع

بر اساس روش منطقه ديگر هاي سه اهد مبني بر جدا و مستقل بودن جمعيت وشعليرغم عدم وجود و مي باشد 

آماري آزمون هاي مختلف بين تاسماهي داده هاي ، هنوز بر اساس  bو سيتوكروم  D-loopدو ژن توالي يابي 

بكارگيري ساير ژن هاي  بانهايي نتيجه گيري  و ايراني نواحي مختلف تفاوت ژنتيكي هرچند اندك وجود دارد

 ها جمعيت شديد ضروري بنظر مي رسد. از آنجاييكه كاهش مولكوليروش هاي ديگر  در كنارميتوكندريايي 

   و بكارگيري نتايج آن درآينده بررسي اين نتايج ارزيابي ميباشد، ژنتيكي تنوع فقدان نتيجه در

ي تاسماهي ايراني كه گونه غالب صيد جمعيت ها صحيح بازسازي در شيلاتي مديريت راهگشاي تواند مي

 با گونه اين و ذخايربخصوص جمعيت رودخانه سفيدرود تاسماهيان در سواحل جنوبي درياي خزر مي باشد 

  .  گردد ارزش
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Abstract 
The population genetic structure of the Persian sturgeon (Acipenser persicus) in the 2, 3, 4 fisheries regions and 

Sefidrud River was investigated based on the DNA sequencing method during 2010 – 2013 sturgeon stock 

assessment in the south Caspian Sea . DNA samples were extracted using ammonium acetate, the quantity of 

DNA was measured at 260 and 280 nm using  spectrophotometry by Nanodrop (ND 1000 model), and the 

quality was checked by 1% agarose gel electrophoresis. Two sets of mitochondrial gene (D-loop and cytochrom 

b) after synthesis were used for polymerase chain reaction (PCR). A Neighbor-Joining (NJ) tree was constructed 

for all haplotypes according to Kimura 2-parameter model  using Mega Version 4.0.1, number of haplotypes,  

haplotype diversity (Hd) and  nucleotide diversity and their corresponding variances, genetic divergence overall 

and between paired populations (Fst) by 10,000 permutations and exact test,  the gamma distribution shape 

parameter for the rate heterogeneity among sites and nucleotide sequence, the historical demographic pattern of 

A.persicus using neutrality tests and mismatch distribution analysis (D test of Tajima and Fs test of Fu), also the 

concordance of the observed with the expected distribution under the sudden population model using the 

Harpending
,
s  raggedness index (Hri) were analysed. All calculations were conducted using ARLEQUIN version 

3.11 and DnaSP 4.0. 

The aligned mtDNA sequences of D-loop and cytochrom b genes were consisted of 500 and 700 base pairs (bp) 

respectively. 13 and 4 haplotypes were defined, the average haplotype diversity were  0.961 and 0.419, average 

nucleotide diversity were 0.038 and 0.002, The gamma distribution shape parameter were 0.19 and 0.20 

indicating moderate mutation rate heterogeneity among sites in A.persicus. The lowest value of Fst for D-loop 

gene was calculated between Sefidrud and four fisheries region (-0.002) and  the Fst values observed for 

cytochrom b gene was 0.04 with Nm=5.37 and  not statistically significant. The exact test of population 

differentiation (non-differentiation exact P values) showed significant differences between Sefidrud and other 

areas (P ≤0.05) for D-loop gene and for  cytochrom b gene was nonsignificant (P ≥0.05). The mismatch analysis 

produced a unimodal distribution of pairwise differences  for both genes which was consistent with the sudden 

population expansion model. Tajima’s D and Fu’s Fs statistics were significantly negative (D= -0.84 and -

0.99, P>0.01; Fs= -0.220 and -0.079, >0.01). ARLEQUIN calculated the value of t as 13.65 and the time since 

population expansion was estimated to be approximately 1501 years before present based on the mutation rates 

for the control region and this value for cytochrom b gene t= 0.98 which population expansion time was 7.84 

years before present. 

The results of this study based on D-loop gene showed that population of A.persicus in the Sefidrud River is 

differ from other studied areas.  Therefore fisheries managements of this unique and valuable stock for 

restocking and conservation of gene pools is strongly recommended. 
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