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  چكيده
تاسماهي ايراني بعنوان گونه غالب در خزر جنوبي، بيشترين سهم توليد گوشت و خاويار ايران و درآمد ارزي  

كشور را بخود اختصاص ميدهد ولي از لحاظ سيستماتيك و تمايز اين گونه از تاسماهي روسي بحث بر انگيز 
ني يك گونه مستقل نبوده بلكه بعنوان زيرگونه بوده و تعدادي از محققين روسي بر اين باورند كه تاسماهي ايرا

  باشد.  تاسماهي روسي مي
اختصاصي جهت تمايز دو گونه تاسماهي  DNAاين تحقيق با هدف شناسايي و معرفي نشانگر مولكولي مبتني بر 

امل: روش مولكولي ش 8ايراني و تاسماهي روسي و اثبات مولكولي تمايز آنها انجام گرديد. براي اين منظور از 
، ژن رشد  ND5و  16sDNA، تعيين توالي ژنهاي  b، توالي يابي ژن سيتوكروم AFLP ،RAPDميكروستلايت،

)Growth Hormone Gene  و در نهايت روش نوين (SNP   .استفاده شد  
نمونه بافت باله دمي از هريك از گونه هاي مورد بررسي از نقاط مختلف درياي  16-5بر حسب روش كار بين 

با  ،و ارزيابي كميت و كفيت آن DNAرودخانه سفيد رود، اورال ، ولگا جمع آوري شد. پس از استخراج  خزر،
انجام گرديد.  PCR پرايمر) واكنش  110الي  5استفاده از پرايمر هاي متعدد   (بر حسب نوع ژن و روش كار بين 

ان نقره رنگ آميزي شد و يا بر روي بر روي ژل پلي آكريلاميد الكتروفورز گرديد و سپس با نيترPCR محصول
را بر روي ژل  DNAباندهاي متمايز   RAPD% و رنگ آميزي ايتيديوم برومايد مشاهده شد. در روش 1ژل آگارز 

انتقال و سپس توالي يابي  Top 10سويه  E.coliبرش داده و پس از خالص سازي در وكتور كلون و در باكتري 
 Geneو  MEGA 4يراني و تاسماهي روسي ابتدا با استفاده از نرم افزار هاي شد. بعلاوه ژنهاي رشد تاسماهي ا

Runner پرايمر هاي مورد نظر طراحي گرديد، پس از تكثير با ،PCR در وكتور PTZ57R/T  كلون و در باكتري
E.coli  سويهTop 10  انتقال  و سپس توالي يابي شد. كل محصولPCR  اي تمامي حاصله از تكثير ساير ژنها هم بر

در روش پليمورفيسم تك  نمونه ها توالي يابي شد و آناليز آماري، فيلوژني و درخت تكاملي آنها رسم گرديد.
ميليارد عدد نوكلئوتيد توالي يابي شد و با  4/14) پس از تشكيل بانك ژنومي ، در مجموع SNPنوكلئوتيدي (

  .انجام گرفت دو گونه مورد بررسي باهت و تمايز ژنتيكيآناليز ش ،استفاده از نرم افزار بيوانفورماتيك اختصاصي
تنوع ژنتيكي بين و درون گونه اي بسيار بالايي را  AFLPنتايج بررسي نشان داد كه روشهاي ميكروستلايت و 

عدد براي هريك از دو گونه تاسماهي ايراني و  4زمانيكه تعداد نمونه   bآشكار ساختند. توالي ژن سيتوكروم 
نمونه براي هر گونه، اين روش  15سه گرديد تمايز را نشان ميداد ولي با تكرار آزمايش بر روي روسي مقاي

ميتوكندرياي نشان داد كه دو  ND5و 16sDNAنتوانست دو گونه را از همديگر تفكيك نمايد. توالي كامل ژنهاي 
هايي با يكديگر دارند ولي گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي در بعضي از جايگاهها نوكلئوتيدي تفاوت

و همچنين طراحي پرايمر RAPDاختلاف معني داري نبود. نتايج توالي حاصل از قطعات كلون شده بروش 
گرديد كه ميتواند دو گونه را متمايز  DNA اختصاصي بر مبناي توالي هاي بدست آمد موفق به تمايز يك باند

نوكلئوتيد  645رشد دو گونه تاسماهي ايراني و روسي از نمايد. نتايج اين تحقيق همچنين نشان داد كه ژن 



٢  ������� / $#ارش ! ��� ��ح �

 

اسيد آمينه را ترجمه ميكند. نتايج آناليز توالي بيانگر آن است كه ژن كد گذاري  214تشكيل يافته و پروتئيني با 
  كننده هورمون رشد

با مار ماهي شكلان %) و سپس 71در تاسماهي ايراني و روسي بالاترين شباهت را ابتدا با ژن رشد پستانداران ( 
%) دارد. آناليز فيلوژني بيانگر آن است كه تاسماهي ايراني و 37%) و كمترين شباهت را با ماهيان استخواني (63(

روسي در مقايسه با ساير جانوران از گونه هاي بسيار قديمي بوده و اين ژن از يك ژن رشد اجدادي منشا گرفته 
  است.

والي بيش از تعيين تبدست آمد كه با ) SNPپلي مورفيسم تك نوكلئوتيدي ( روش ين نتايج ازبهتردر اين تحقيق  
اثبات نمود كه تاسماهي  از ژنوم دو گونه تاسماهي ايراني و روسي شمال و جنوب خزر، ميليارد نوكلئوتيد 4/14

علمي در  بعنوان بزرگترين دستاوردارزشمند ي يك گونه مستقل از تاسماهي روسي است. اين دستاورد ايران
       در دو دهه اخير محسوب ميشود. درياي خزرتاسماهيان مهم تجاري از دو گونه مايز ت

  
 درياي خزر،،  SNPتمايز گونه اي، ماركر مولكولي ، ، تاسماهي روسيكلمات كليدي: تاسماهي ايراني، 
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  كليات -1

  مقدمه-1-1
نه تنها سهم مهي  قديمي ترين ماهيان بشمار ميروند كهيكي از  ميليون سال، جزء 200تاسماهيان با قدمت بيش از 

) living fossilsبعنوان فسيل زنده (بلكه  ،كشور ها و درآمد هاي اقتصاديساحل نشينان  در تنوع زيستي، اشتغال
دليل تاس ماهيان ببعيارت ديگر شده و در نيمكره شمالي كره زمين پراكنش دارند.  بر روي زمين يافتهنوز 

از منظر همچنين اهميت اقتصادي آن  مايزات اكولوژيكي، تنوع زيستي، تكامل و قدمت بسيار طولاني آن ها وت
  هميشه مورد توجه محققين بوده است.از دير باز  "خاويار "توليد محصول شيلاتي گرانبهاء يا 

بزرگترين بعنوان ياي خزر گونه ارزشمند آن در در 6تعداد  (Acipenseriformes)گونه تاس ماهي شكلان  27از  
جز استرلياد بقيه گونه ب  .(Ruban, 2011)زيستگاه طبيعي ماهيان خاوياري جهان و حوضه آبريز آن زيست ميكنند

در تمامي نواحي  ، تقريباهاي خاوياري شامل فيل ماهي، تاس ماهي ايراني، تاس ماهي روسي، اوزون برون، شيپ
 100بيش از  اب كيلومتر مربع، 384 000با مساحتي معادل   ي خزر. دريا(Artyukhin, 1997)خزري پراكنش دارند
ماهيان خاوياري به دليل قدرت سازگاري اكولوژيك زياد، توانايي  .(Pikitch et al., 2005)رودخانه تغذيه ميشود

رشد  همچونهمزيستي با ماهيان استخواني و قابليت استفاده از بيوتوپ هاي گوناگون و برخورداري از مزايايي 
قرار هم  مورد توجه آبزي پروران  نياز اكسيژني پايين و قابليت پرورش در سيستم هاي پرورشي مختلف ،سريع

 .)Chebanov et al., 2001( ستگرفته ا

ذخاير تاس  ماهيان خزر به دليل  صيد غير مجاز، از دست رفتن زيست گاه هاي توليد مثل و انواع آلودگي ها به 
سال اخير مديريت صيد تاس ماهيان در حوضه درياي خزر چندين  60طي .  (Pourkazemi, 2006)تخطر افتاده اس

به اعتقاد لوكياننكو و همكاران درياي  .(Ruban, 2011)بار مطابق با فراواني ذخاير و ساختار جمعيتي تغيير يافت
نه محسوب گو 6جمعيت بزرگ از  10خزر و حوضه آبريز آن آخرين پناهگاه تاس ماهيان با 

    (Luk'yanenko et al., 1999).ميشود
و جمعيت هاي وابسته به آن شناسايي دقيق گونه ها اولين گام در اجراي هر برنامه مديريت وحفاظت ذخاير،  

به يك روش دقيق براي شناسايي اين گونه  و مديريت پايدار بنابراين به منظور اجراي مقررات ماهيگيري ،است
امروزه بدليل اهميت بالاي اقتصادي و وضعيت مخاطره انگيز ماهيان خاوياري  .(Birstein et al., 1998) ها نياز است

به ضمايم كنوانسون سايتس الحاق  تاسماهيانهمه گونه هاي  ، بطوريكهتوجه حفاظتي زيادي به آن ها مي شود
  .(Doukakis et al., 2005) المللي كنترل گردد شدند تا تجارت آنها در مرز هاي بين

اندازه گيري خصوصيات مورفولوژيك ثبت و با انواع آبزيان من جمله تاسماهيان براي چندين قرن سيستماتيك 
توسعه روشهاي مولكولي به تقويت مطالعات سيستماتيك ماهيان كمك ابداع و و مريستيك انجام مي شد. 

را براي آناليز روابط مابين گونه ها روشهاي جديد براي سيستماتيك ماهيان صفات مناسب جديدي  .فراواني كرد
بسياري از تقسيم بندي هاي مورفولوژيك را تاييد مي كند و در برخي موارد  ، پيشنهاد كرد. روشهاي مولكولي
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يي بالاهماهنگي آن را نيز آشكار مي كند. در كل بين روشهاي مولكولي و مورفولوژيك صحيح بندي ناطبقه 
وژيك در شناسايي جنس  عملكرد خوبي دارد ولي شناسايي در حد گونه و گرچه روشهاي مورفول وجود دارد.

  روابط مابين آنها با مشكل روبه رو است.
گونه از ماهي خاوياري درياي خزر، تاسماهي ايراني بيشترين سهم توليد گوشت و خاويار را بخود  5از بين  

يار اين گونه مي باشد.  طي يك دهه  حد خاو اختصاص داده و بالطبع بيشترين درآمد ارزي كشور از صادرات
كشور حاشيه درياي خزر سهميه صادرات خاويار تاسماهي ايراني فقط به  5بين  در 2010-2000فاصل سالهاي 

. كشورهاي روسيه، آذربايجان و همچنين قزاقستان ادعاي دارا بودن گونه مجهوري اسلامي ايران تعلق گرفت
سهميه هاي كميسيون منابع زنده درياي خزر،  در اجلاسخود هستند و هرسال  تاسماهي ايراني در محدوده آبهاي

نمايند ولي تاكنون موفق به دريافت سهميه صادرات خاويار اين  را ميتاسماهي ايراني صيد و صادرات خاويار 
زي ذخاير به سهميه صيد تحقيقاتي اين گونه را براي بازسا 2007در سال  اند. گرچه روسيه و قزاقستان گونه نشده

تن را دارند ولي تا كنون منجر به تصويب سهميه براي صيد تجاري و صادرات خاويار  1و  11ترتيب ميزان 
  نگرديد.

بين  و تفكيك اين گونه از تاسماهي روسي بحث و جدل علمي فراوانيسيستماتيك از طرف ديگر از لحاظ 
محققين روسي اعتقاد دارند كه تاسماهي ايراني  وجود دارد. تعدادي از محققين ارشد ماهيان خاوياري جهان

  باشد  بلكه بعنوان زيرگونه و يا شكل و فرمي ديگر از تاسماهي روسي مينبوده گونه مستقل 
هاي مختلف كه در ذيل به آن اشاره اين طرح در نظر دارد با استفاده از تجارب كسب شده قبلي با استفاده روش

  ناسايي نمايد.ماركر تفكيك دو گونه را شميشود 
   
  هاتمايز و تفكيك گونه  ي بررسيروش ها -2-1

روشهاي مولكولي متعددي براي ارزيابي ساختار جمعيت، تعيين منشاء جغرافيايي و يا رديابي محصولات شيلاتي 
). انتخاب نوع ماركر عمدتا به سطح تاكسونومي گونه مد نظر بستگي دارد. در گذشته Ogden 2008وجود دارد (

صفات مورفومتريك، مريستيك، بيوشيميايي (پروتئين هاي غيرآنزيمي روشهايي ازقبيل از شناسايي گونه ها  براي
بويژه توالي يابي ژن سيتوكروم ب  (ژنوم با ميتوكندري) DNAو آنزيمي يا آلوزايم)، مولكولي مبتني بر 

)cytochrome b)در ميتوكندري، يا ژن سيتوكروم اكسيداز يك (COIميشد و براي شناسايي جمعيت ها و  ) استفاده
ماركر چند شكلي تك  "ارتباط خويشاوندي والدين از روش ميكروستلايت استفاده ميگرديد. امروزه روش 

بعنوان يك نشانگر مطلوب و مناسب براي آناليز  (Single Nucleotide Polymorphism or SNP) يا "نوكلئوتيدي
نوكلئوتيد از  يكعدد ماهي را در حد  2ه حتي قادر است تفاوت كجمعيت ها مورد استفاده قرار ميگيرد 

مزيت اين روش، پراكنش آن در كل ژنوم، خنثي و آداپته پذيري آن، ژنوتايپينگ آسان و  همديگر متمايز نمايد.
  مي باشد. كه در ذيل به تشريح  هر يك از روشها اشاره ميگردد.ا  تبادل راحت بين آزمايشگاهها
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   )Genetic Marker( ي ژنتيكينشانگرها -3-1
هر فنو تيپ يا صفت (قابل توارث) موجود زنده كه با صفت معادل خود درموجود زنده ديگر تفاوت داشته باشد 
يك نشانگر محسوب مي شود . نشانگرهاي ژنتيكي جايگاههاي خاص روي يك كروموزم دارند كه به عنوان 

مي به خدمت گرفته ميشوند. در واقع تفاوت موجود بين رديف هاي اختصاصي براي تجزيه و تحليلهاي ژنو نشانه
DNA تواند به عنوان نشانه يا  كروموزوم در افراد يك جامعه ويا نژاد كه از افراد به نتاج آنها منتقل مي گردد مي

جد دو نشانگر ژنتيكي به كار گرفته شود . براي آنكه صفتي بعنوان نشانگر ژنتيكي استفاده شود بايستي حداقل وا
قابليت توارث داشته  باشد . ب)  متفاوت بودن دربين دو فرد (بروز چند شكلي )، همچنينالف) ويژگي 

نشانگرهاي ژنتيكي به عنوان ابزاري براي تهيه نقشه هاي پيوستگي مولكولي و ارزيابي جايگاههاي ژنتيكي چند 
  حيوان و گياه پيدا كرده اند.  نژاد شكلي در صفات كمي كاربردهاي بالقوه اي را در برنامه هاي اصلاح

سودمند است ، اما اخيرا   و گرچه نشانگرها و روشهاي متناظر تخمين تنوع ژنتيكي در جاي خود بسيارمفيد
، تفاوتهاي ژنتيكي را بيشتر مشهود ساخته كه اين تفاوتها تحت تاثير محيط  DNAاستفاده از نشانگرهاي ملكولي 

اپيستازي و دوره رشد حيواني نبوده و امكان آگاهي دقيق و كافي از تنوع ژنتيكي و اثراتي همچون پليوترپي و 
  ) 1375(قره ياضي،    را فراهم مي سازد DNAدر سطح 

تقسيم مي شوند و عبارتنداز:   DNAبطور كلي نشانگرهاي مولكولي به دو دسته  مبتني بر پروتئين و روش مبتني بر 
گرچه هدف از اين تحقيق  .قابل انتقال باشد جكه از والدين به نتا DNAدي هر گونه تفاوت در ترتيب نوكلئوتي

معرفي انواع روشها جهت تمايز گونه نيست ولي سعي گرديد تا روش هاي مولكولي كه جهت تمايز دو گونه 
  تاسماهي ايراني و روسي بكار رفته به اختصار بيان شود: 

ي ندارند ، نه صفت خاصي را كنترل مي كنند و نه در كه هيچ گونه تظاهر DNAتفاوتهاي موجود در سطح 
چند شكلي  DNAرديف اسيدهاي آمينه رشته هاي پلي پلوئيدي تاثير بر جا مي گذارند در واقع نشانگرهاي 

وتيپ موجودات را توصيف مي كنند و در نتيجه نتعيين مي كنند اين نشانگرها ژ DNAموجودات را در سطح 
كه فقط از طريق تجزيه و تحليل  كد كننده را در بر مي گيرد . بررسي اينگونه تفاوتها تواليهاي كد كننده و غير

، علي آباد گويند . (جوانروح DNA  امكان پذير است و به آنها نشانگرهاي مولكولي در سطح  DNAمستقيم 
1381(  

م مراحل زندگي حتي دوران فراواني بالا، هم بازر بودن اكثر اين نشانگرها ، امكان به كار گيري آنها در تما
جنيني ، عدم تاثير از شرايط محيطي امكان استفاده از نرم افزارهاي رايانه اي مختلف در آناليز داده ها، قدرت 

بالاي اين نشانگرها نمايان ساختن تفاوت بين ترتيبهاي غير كننده علاوه براختلاف موجود در ترتيبهاي كد  تمايز
تقسيم مي شوند .  PCRوغير مبتني بر PCRها ميباشد. اين نشانگرها به دو دسته مبتني بر كننده از مزاياي اين نشانگر

انواع مختلفي از اين نشانگرها ، با تفاوت هاي بسياري از لحاظ تكنيكي ، روش توليد ، نحوه كاربرد و امتياز 
طلاعات تنوع ژنتيكي ايجاد بندي و تجزيه و تحليل و تفسير نتايج به سرعت ابداع گرديدند و تحولي عظبم در ا
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) و به عنوان ابزارهاي ضروري در ايجاد اهدافي چون نگهداري بيولوژيك مطالعات 1375كرده اند (قره ياضي 
سال گذشته توجه به  30از  ) .1383تكاملي و نيز پروژه هاي نقشه برداري ژني در آمده اند (دانشور آملي،

ميتوكندريائي و سپس تكنيكهاي مولكولهاي پيشرفته كرده  DNAتدا افزايش پيدا كرده ، در اب DNAنشانگرها ي 
  (Ferguson,1995)هسته اي سوق پيدا كرده است  DNAبه سمت 

  
  (mt-DNA ) مواد ژنتيكي خارج كروموزومي -4-1

در  گونه هاي جانوري ژنوم جفت باز مي باشد،  15000-18000بين  mtDNA مولكول اندازهجانوران  در اكثر
 rRNAدو ژن رمز دهنده   rRNAژن  22ژن رمز دهنده پروتيين  13ژن ميباشد كه عبارتند از  37ري داراي ميتوكند

 ).Anderson et al., 1981(مي باشد  D-loop غاز همانندسازي يا آ ناحيه بعنوانغير كد گذار يك ناحيه و  
و بزرگترين آن يك  (Brown, 1985)جفت باز  14500كوچكترين ژنوم ميتوكندري متعلق به يك گونه نماتد با 

در مطالعات مختلف دو منشا  پدري و مادري مي باشد.  (Synder et al., 1987)جفت باز  41000گونه صدف با 
لي منشا پدري و چند كه ژنوم ميتوكندري جانوري اغلب منشا مادري دارد ، هر است. ثابت شده mtDNAبراي 

ميتوكندري منشا  در اكثر موجودات با توجه به اينكه شده است. ژنوم ميتوكندري در دروزفيلا وموش گزارش
مادري دارد ونوتركيبي در ان انجام نميگيرد لذا اين خاصيت باعث بروز اختلاف ژنتيكي بيشتر در ژنوم 

سرعت جايگزيني  نشانگر خوبي براي تشخيص گروههايي بوده اند. و ميتوكندري نسبت به ژنوم هسته شده است
درصد تغيير به ازاي  2برابر بيشتر از ژنوم هسته اي است كه  10تا  5مهره داران عالي تقريبا  mtDNAدرنوكلوتيدها 

  سرعت تغييرات نوكلوتيدي در نواحي مختلف ژنوم ميتوكندري متفاوت است.ژنهاي هر ميليون سال ميباشد.

rRNA , tRNA   نسبت به ساير قسمتها محفوظ تر وناحيهD-loop  ت كه بيشترين تغيير را دارا ميباشد. منطقه اي اس
. اندازه مولكول  Brown et al., 1992 اين ناحيه تنوع كافي با قابليت تمايز زياد را درسطح جمعيت نشان ميدهد.

mtDNA  در تاسماهي سفيد(A. transmontanus)  82هزار جفت باز بسته به تعداد توالي هاي  34/16-75/16را بين 
  ين زده است.جفت باز تكراري تخم

 17500هضم نشده با آنزيم هاي قطع كننده حدود  mtDNAمولكول  (A. fulvesecens) در تاسماهي درياچه اي
 ±3/1جمع كل مولكول ميتوكندري برش داده شده را  Guenette et al., 1993جفت باز برآورد شده در حاليكه 

 DNAمتوسط اندازه مولكول ميتوكندري  Fergusson et al., 1993جفت باز برآورد نموده است. از طرفي  16000
  جفت باز تخمين زده است. 16600تاسماهي درياچه اي را 

  
5-1-  RFLP ( Restriction Fragment Length Polymorphism)  

براي  RFLPيا  "تفاوت طول قطعات حاصل از هضم "نتيك مولكولي بنام جديدي در  روش، 1980در سال 
روش . اساس گرديدمعرفي و همكاران  Bostein توسط  به عنوان نشانگرهاي ژنتيكي جديد DNAمطالعه مستقيم 
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وجود يا عدم وجود نقاط قابل تشخيص انزيمهاي محدود كننده به علت وقوع جهشهاي نقطه  RFLPمولكولي 
كليه اين  اضافه يا معكوس شدن قطعه اي از كروموزوم ويا ساير تغييرات ژني ـ كروموزومي ميباشد. ،حذف ،اي

به دو شكل صورت مي گيرد  RFLPپلي مورفيسم ميگردد. به طور كلي چند شكلي شدن يا تغييرات باعث ايجاد 
:  

  هضم آنزيم و سپس الكتروفورز و استفاده از لكه گذاري سادرن  -
- PCR  آنقطعه مورد نظر و هضم آنزيمي  

تاثيرازشرايط محيطي ، قابليت شناسايي درتمام بافتهاي عدم اثرات پليوتروپي ، عدم  ،زرفراواني بالا ، توارث همبا
زنده ودرتمام مراحل رشدازمزاياي اين نشانگرميباشد.در طبقه بندي و تعيين ژنتيكي گونه هاي جانوري و گياهي 

  )1383و تعيين تنوع ژنوتيپي جمعيتها و تهيه نقشه هاي لينكاژژنومي مورد استفاده قرار مي گيرد .(دانشور آملي ، 
  
  كروموزوميدرون هسته اي يا  ژنتيكي  نشانگر هاي -6-1

Random Amplified Polymorphic DNA       :RAPD   
براي  DNA ياين تكنيك انگشت نگاري قابل تشخيص ژنوم بدون استفاده از سيستم هاي راديو اكتيو و توالي ياب

 Welsh &McClelland 1990 و گروه  Williams et al.1990دو گروه مستقل، ارائه ميدهد. سابقه ابداع آن بهژنوم را 
مورفيسم بر اساس واكنش زنجيره اي پليمراز  دي براي ارزيابي پلييجدرا بعنوان روشي روش بر ميگردد كه اين 

در انستيتوي تحقيقاتي بيولوژيك كاليفرنيا ارائه كردند. هر چنداساس اين دو تكنيك يكسان بوده است 
 نرا) آ1990و همكاران (  Williamsو AP-PCR (Arbitary Primed DNA)آنرا   )1990و همكاران ( Welshيول

(Random   Amplified  Polymorphic DNA)   RAPD  ناميدند. روشAP-PCR  مشابه باRAPD و در هر دو از  بود
لي مورفيسم برابر بيشتر است . پ 10يك پرايمر استفاده مي شود ولي غلظت پرايمر مورد استفاده در آن حدود 

مشاهده شده به دليل تفاوت توالي در يك يا هردو جايگاه اتصال پرايمر است كه در صورت حضور يا فقدان 
مختص به ژنوتيپ ، گونه و جنس خاص نيست و قابل استفاده در  RAPDيك باند متجلي مي شود . پرايمر هاي 

ژني در اين تكنيك وجود دارد . اين روش تمام موجودات مي باشد . امكان بررسي همزمان بيش از يك مكان 
گرچه آسان و كم هزينه است ولي معايب فراواني دارد كه از جمله آن مي توان به عدم  تكرار پذيري 

، حساسيت فوق العاده به آلودگي ، عدم تشخيص سيستم آللي (به دليل غالب و مغلوبي بودن  RAPDنشانگرهاي 
RAPD تي غير ممكن است) ، امتيازدهي باندها و نامعلوم بودن قرابت و تشخيص هموزيگويتي و هتروزايگو

 ,Phillips and Vasil)شباهت باندهائي كه برروي ژل الكترو فورزي داراي مهاجرت يكسان هستند ، اشاره نمود . 

2001)  
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AFLP )  :Amplified Fragment length Polymorphism(  
دو با مورد نظر  DNAدر مرحله اول بطوريكه پليمراز است  و واكنش زنجيره اي AFLPاين روش تركيبي از 

كه دو انتهاي برش يافته داراي فرم برشي متفاوت باشند . سپس دو نحوي آنزيم برش دهنده هضم مي شود به 
جفت باز كه يكي از آنها از انتهاي آن مكمل دو انتهاي برش يافته   18دو رشته اي به طول حدود DNAآداپتور (
و به كمك پرايمر هاي  PCRمرحله بعد با استفاده از روش ر دو انتهاي برش يافته اتصال مي يايد. د باشد) به

اين ماركر ژنتيكي  جفت باز) قطعات مورد نظر تكثير مي شوند. 20طراحي شده بر اساس توالي آداپتورها (حدود 
يراي تكثير قطعات مورد نظر و  DNAك در آن از تكنيو بنيان نهاده شده  DNAبر اساس آناليز قطعات برش يافته 

مي باشد ،  RFLPاين تكنيك متفاوت از روش  ، PCRبه علت استفاده از واكنش  .شناسائي آن استفاده مي شود
باز قابل تشخيص است . بر اين اساس  100تا  50داراي تكرار پذيري بالاي هستند و در يك واكنش مناسب بين 

اين روش  هت بررسي تنوع ژنتيكي يا تهيه نقشه ژنتيكي امكان پذير است.مقدار زيادي باند پلي مورفيك ج
غالب است و شناسائي وضعيت  AFLPماركر ابداع گرديد.  1993و همكاران در سال   Zebeauتوسط 

  . (Phillips and Vasil, 2001)هتروزيگوتي از هموزيگوتي مسير نيست 
  

  ها: مايكروستلايت
اي تشكيل  كل، باند ماهواره DNAر سانتريفوژ سزيم كلرايد، بخش كوچكي از دكه گرديد شخص از زمانيكه م

اين بخش كوچك داراي  .گرديدشناسايي  "اي ماهواره DNA "، گيرد از باند ژنومي اصلي جدا قرار مي داده و
كروستلايت شوند. ماي كه هزاران و يا حتي ميليونها بار تكرار ميميباشد جفت باز  500كمتر از   تواليهاي ساده

(microsatellite) ها  عبارتست از توالي كوتاهي از  يا ريز ماهوارهDNA عدد نوكلئوتيد كه  6، بطول كمتر از
گردد  هاي پشت سر هم بدون هيچگونه قطع يا انفصال در ژنوم اكثر موجودات مشاهده مي بصورت توالي

(Hancock 2000)  يي نوكلئوتيد (عمدتاً دو عدد باز تا 2. در گذشته واژه مايكروستلايت به تواليGTشد  ) بيان مي
 Hancock)اطلاق ميشد “ توالي تكراري، توالي ساده، توالي تكراري كوتاه”و بعضاً به نامهاي ديگري از قبيل 

مايكروستلايت يا ”گرديد. در حال حاضر واژه  كه اين امر خود سبب اشتباه در منابع مختلف مي  (2000
رود. با توجه به مطالعات  رايج و عمومي براي تمام منابع است كه بطور يكسان بكار مي عبارت“ ميكروستلايت

وسيع انجام شده مشخص گرديد كه مايكروستلايت در اكثر موجودات وجود دارد و در همه آنها تنوع ژنتيكي 
  بسيار بالايي از خود نشان داده است.

يابي ژن انسولين انساني و  ار كوتاهتر بعداً در طي تواليتكراري يا واحدهاي تكراري بسي DNAانواع ديگري از 
با واحدهاي تكراري  (minisatellaites)ها  مستقل از سانتريفوژ سزيم كلرايد كشف گرديد. اينها شامل ماهوارك

جفت بازي هستند. بايد توجه داشت كه  2-6با واحد تكراري   (microstellites)ها  جفت باز و ريزماهواره 64-10
ها از چند صد تا چند  جفت باز) در حاليكه بيشتر ماهوارك 10-200ها عمدتاً كوتاه بوده ( ول كل ريزماهوارهط
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شناخته  1970اي در ژنومهاي يوكاريوتي از سالهاي  هزار جفت باز متغير هستند. وجود جايگاههاي ريزماهواره
، 1982ن تواليها موجود بود تا اينكه در سال شده بود، اگر چه اطلاعات اندكي در مورد وجود پراكنش فراوان اي

Hamda هاي متعدد  و همكاران كپيPoly (dT-dG)n ها را  را از بسياري از موجودات كشف كردند. اين يافتهTautz 
با تكنيك هيبريداسيون در موجودات مختلف مورد ارزيابي قرار دادند و دريافتند كه  1984در سال  Renzو 

  واليها وجود دارد. چندين نوع از اين ت
ها وجود دارد. در اين بررسيها پرايمرها  در آناليز ريزماهواره PCRمعلوم شد كه امكان استفاده از  1989در سال 

هاي  بر روي ژل PCRبراساس تواليهاي تثبيت شده مجاور تواليهاي تكرار شوند طراحي شدند و محصولات 
ها با اختلاف يك جفت باز را فراهم  امكان جداكردن آلل آميد از همديگر جدا شدند. اين روش آكريل پلي

  نمود. 
 Simpleو يا   Short Tandem Repeats (STR)برند عبارتست از  ها بكار مي عناوين ديگري كه براي ريزماهواره

Sequence Repeats (SSR) سر هم تكراري  جفت بازي تشكيل شده و پشت 2-6ها از واحدهاي  كه اين ريزماهواره
  .n(AAT)يا  n(TG)شود مانند  يم
   

  ها نسبت به ساير نشانگرها  مزاياي ريزماهواره
هستند. در ژنوم  (Codominant)بوده و داراي وراثت هم بارز   Single-Locusاغلب چند شكلي بالايي دارند، 

 DNAمقدار اندك  ها پراكندگي وسيعي در ژنوم يوكاريوتها دارند. همچنين، شوند. ريزماهواره فراواني يافت مي
گيري از موجودات بدون از بين بردن آنها از مزاياي ديگر  مورد نياز در بكارگيري اين نشانگرها و در نتيجه نمونه

هاي  توان در گونه ها اين است كه پرايمرهاي ايجاد شده براي يك گونه را مي آنهاست. مزيت ديگر ريزماهواره
  گردد.  يي در زمان و هزينه ميجو نزديك آن بكار برد و اين باعث صرفه

كنند و در نتيجه از نظر انتخاب طبيعي خنثي هستند. ولي بايد متذكر  ها هيچ محصولي را كد نمي ظاهراً ريزماهواره
ها نقش عملي ندارند ولي اين لزوماً به اين معنا نيست كه از نظر تكاملي خنثي هستند چرا  شد اگر چه ريزماهواره

دهند. حتي گزارشهايي دال بر امكان وجود نقش عملي براي  ژنها، پيوستگي ژنتيكي نشان مي كه اين نشانگرها با
VNTRs  .وجود دارد  

بدليل اينكه تفاوت طول در اين نشانگرها معمولاً بواسطه تغييرات  Stepwise mutation modelبراساس مدلي به نام 
باشد.  تكرارها اطلاعات تكاملي نيز قابل دريافت ميگام به گام در تعداد واحدهاي تكراري است از روي تعداد 

هاي نزديك محدود   هايي با تغييرات سريع يا گونه ها در فيلوژني ممكن است به گونه اگرچه كاربرد ريزماهواره
دهي آسان و دقيق و قابليت  ها بر ساير نشانگرها شامل نمره شود. بالاخره مزاياي عمده تكنيكي ريزماهواره

  باشد.  ه آنها ميخودكار شد
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توان به صرف وقت و هزينه زياد در مرحله شناسايي و جداسازي پرايمر هاي  ها مي از معايب ريزماهواره
ها  اختصاصي گونه اي، دانش اندك در مورد نحوه جهشي آنها و لزوم ايجاد روشهاي جديد براي آناليز داده

هاي درون  بندي ها، كاربرد آنها فقط در رده ماهوارهمورفيسم زيادتر از حد ريز اشاره كرد. همچنين بعلت پلي
  گردد. اي پيشنهاد مي گونه

مديريت صحيح ذخاير شيلاتي بايد بر مبناي ارزيابي ساختار ژنتيكي  ذخاير و يا منابع بيولوژيكي باشد. اگرچه 
است. ولي در  تعيين حدود مرزهاي فرضي اين ذخاير در محيطهاي آبي و دريايي يك مسئوليت پيچيده و سختي

برداري پايدار از ذخاير به بهترين نحوه  بردند و در حفظ و بهره  بسياري از نقاط جهان از اين تكنولوژي بهره
هاي ماهيان خصوصاً  استفاده كردند. بطوريكه از ماركرهاي ژنتيكي براي توصيف ساختار ذخاير بسياري از گونه

باشد. سرعت عمل و  ها مربوط مي ي تنوع به ميكروستلايتسالمونيدها استفاده شده است. سطوح خيلي بالا
پتانسيل جدا نمودن تعداد زيادي لوساي كه قادر به كشف اختلافات در ميان جمعيتهاي خيلي نزديك به هم 

ها  گردد. بنابراين يكي از كاربردهاي مهم مايكروستلايت جداسازي جمعيت باشد، توسط اين ماركر فراهم مي مي
ف متعلق به يك گونه است. از ديگر كاربردهاي مايكروستلايت تعيين رابطه خويشاوندي و ذخاير مختل

  توان از اين ماركرها استفاده نمود.  الخصوص رابطه بين والدين و فرزندان است كه براحتي مي علي
اي شناسايي شد  تايي در تاسماهي درياچه 4و  3از ميكروستلايت  May, et al., (1997) ،motif 11براساس مطالعات 
 8آزمايش گرديد. در طي اين بررسي  Acipenseriformesگونه ديگر از  تاسماهي شكلان  8و سپس بر روي 

لوساي بررسي  8لوساي فقط در سه گونه ديده شد. از  3گونه مشاهده گرديد و  8لوساي بطور يكنواخت در 
گونه بصورت پلي مورفيك بودند. بررسي  8گونه يك لوساي بصور مونومورف و بقيه لوساي در هر  8شده در 

ها و ذخاير تاسماهيان آمريكاي شمالي اعلام  فوق ماركرهاي ابداع شده را روشي مناسب براي شناخت جمعيت
  نموده است. 

تاسماهيان درياي خزر با استفاده از روش  گونه از 5تيك جمعيت ژن بر روي ات معدوديتاكنون مطالع
، 1386نوروزي ، 1385خوش خلق  1387پوركاظمي  ، 1386ز جمله پوركاظمي امايكروستلايت گزارش شده 

    .2013، مقيم و همكاران 1388 باقري ،1385صفري 
مطالعات متعددي توسط محققين آمريكا ، آلمان ، ايتاليا، روسيه، ايران از طريق ژنتيك در سالهاي اخير، 

گونه  25انجام شد گرچه روش هاي فوق قادر بود  mtDNAو  DNAمولكولي و با استفاده از روش هاي متنبي بر 
ديگر از ماهيان خاوياري را جداسازي نمايد ولي تاكنون هيچيك موفق به تفكيك اين گونه و يا يافتن ماركر 
مولكولي براي تمايز آن نشدند. تنها روشي كه تاكنون توانسته ماركر مولكولي تفكيك دو گونه فوق را معرفي 

روش فوق عدم تكرار پذيري  ضعف) مطالعه شد ولي 1384بود كه توسط قرائي و همكاران ( RAPDنمايد روش 
مورد پذيرش جوامع بين  وباقيمانده تمام آن بوده و پروژه بخاطر عدم تعيين توالي ماركرهاي شناسايي شده نيمه 

  المللي قرار نگرفت.
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  )Single Nucleotide Polymorphism, SNP( پلي مورفيسم تك نوكلئوتيدي
بعنوان نشانگري مطلوب براي آناليز  (SNP)مورفيسم تك نوكلئوتيدي  در سالهاي اخير ماركر يا نشانگر پلي

ژنتيك جمعيت معرفي گرديد. علت اين محبوبيت بخاطر اين است كه اين ماركر در كل ژنوم موجودات توزيع 
ژنوتيپ آن آسان و روش كار آن در بين  شده و با تنوع نوع خنثي يا آداپتيو مشاركت داشته و همچنين تعيين

اي  از مطلوبيت و كاربرد ويژه SNPآزمايشگاههاي مختلف قابل انتقال است. مزاياي فوق سبب گرديد كه روش 
  . (Ogden 2010)در علوم شيلاتي داشته باشد 

هاي غير مدل  هيابي براي گون هاي توالي عمدتاً تحت تأثير دسترسي انواع روش SNPروشهاي شناسايي نشانگر 
را در داخل ژنوم موجودات  SNAباشد. در حال حاضر اين امكان وجود دارد كه تعداد بيشماري از ماركر  مي

توان براي هدف مد نظر و يا پاسخ به سئوال خاص از آنها  مي SNPشناسايي نمود كه در نتيجه با شناسايي هزاران 
في نشانگر مولكولي اين است كه بخش قابل توجهي از بهره جست. هدف مشترك تمامي روشهاي مرتبط با معر

 SNPبا همديگر مقايسه گردد و ماركر  DNAهاي متعدد مشابه از  ژنوم را به نحوي كاهش دهد تا بتوان نسخه
محلهاي قطع  DNAيا توالي  RAD (Restriction Site Associated)شناسايي گردد. يكي از اين روشها، روش 

بسيار مورد پذيرش محققين قرار گرفته و در اين تحقيق هم از روش  SNPاي شناسايي مشترك مي باشد كه بر
RAD  .استفاده گرديد  

بازي) ، مناطق و  8هاي قطع كننده محدود ( با آنزيم  (DNA) بدين صورت است كه ابتدا ژنوم كل RADروش 
گردد. در  يابي مي د شده تواليتولي DNAكند. سپس قطعات  را شناسايي و قطع مي DNAهاي حفاظت شده  توالي

اي از قطعات  شود و به قطعات انفرادي و يا مجموعه باركدهاي اختصاصي استفاده مي DNAاين مرحله از 
  ). 1ها مورد شناسايي قرار گيرند (شكل  دار شده تا بتوان در بين توالي علامت

هاي مختلف  ها و يا گونه اد، جمعيتانتخاب خواهند شد كه در بين افر SNPبدين طريق در نهايت ماركرهاي 
بخش معين از توالي  RADيابي  ريزي نمود كه برنامه توالي توان به نحوي برنامه مورفيسم نشان دهند. مي تنوع و پلي

بدست آيد. اما وجود خطا در  SNPرا براي هر نشانگر مورد هدف قرار دهد تا اطمينان و اعتبار كافي به نشانگر 
واقعي را با مشكل مواجه  SNPي كه بعضي از روشهاي توالي يابي دارند ممكن است پيدا كردن ها و معايب توالي

  سازد. 
در هنگام آناليز بيوانفورماتيك با استفاده از داده  SNPاين مشكل تا حدي با انتخاب فيلترهاي خاص شناسايي 

طراحي گرديد تا  RADليز دادهاي افزاري اختصاصي براي آنا مد نظر قرار خواهد گرفت. برنامه نرم RADهاي 
هاي چندپلوئيدي مثل  در گونه SNPاين مشكل را برطرف نمايد اما تاكنون تحقيقات اندكي براي تنظيم نشانگر 

  تاسماهيان انجام شده است. 
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  . RAD-Tag SNPمراحل شناسايي  - 1شكل

به محل قطع آنزيمي الحاق  P1رآداپتو -بازي.  ب 8قطع با آنزيم هاي قطع كننده  -الف

چند نمونه ادغام شده با آداپتور هاي مختلف در واكنش  DNAيك نمونه يا  DNA -ميگردد. ج

هاي مجزايي متصل ميشود. قطعات با آداپتور هاي متفاوت در يكجا ادغام شده، بصورت 

 .SNPجهت يافتن   PCRتوالي يابي محصول   -تكثير ميشوند. د PCRانتخاب توسط  

  
در ماهيان خاوياري كه تترا يا اكتاپلوئيدي هستند  SNPجهت شناسايي  RADيابي  بنابراين، استفاده از روش توالي

هاي مختلف را با مشكلات  و همچنين شناسايي و توسعه نشانگرهاي مولكولي متعدد براي كاربرد در بخش
  متعددي مواجه ساخته است. 

 SNPباشد، كشف و شناسايي ماركر  يت و حفاظت ماهيان خاوياري ميهدف از انجام اين تحقيق كه براي مدير
باشد. بعبارت  مي (A. nacaarii)در گونه تاسماهي روسي، تاسماهي ايراني، تاسماهي سيبري و تاسماهي آدرياتيك 

 اي در حد يك نوكلئوتيد را در افراد و كه تنوع درون و بين گونه SNPديگر دنبال شناسايي و معرفي ماركر 
قادر باشد تا خاويار در تجارت را  DNAهاي مختلف شناسايي نمايد به نحوي كه اين ماركر مبتني بر  جمعيت

براي تفكيك  SNPبرحسب گونه مورد شناسايي قرار دهد. از اهداف اختصاصي اين تحقيق، شناسايي نشانگر 
  تاسماهي ايراني از تاسماهي روسي در درياي خزر مي باشد. 
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  منابع و معرفي دو گونه مورد بررسي بر يمرور -2

  (Acipenser persicus Borodin, 1897) تاسماهي ايراني -1-2
  

  رده بندي و جايگاه تاكسونومي تاسماهي ايراني (قره برون)

  
Super Class Pisces  

Class:  Osteichthyes 
Sub Class:  Actinopterygii 
Infraclass: Chondrostei 

Order:  Acipenseriformes  
Family:  Acipenseridae 
Genus:  Acipenser 

Species:  Acipenser persicus Borodin  

  

  
  )Acipenser persicus Borodin, 1897(تاسماهي ايراني 

  
 Bergبه عنوان گونه اي ارزشمند از رودخانه اورال معرفي شد. اگرچه  Borodin (1897)تاسماهي ايراني نخستين بار توسط 

اعلام نمود و اعتقاد داشت اين گونه  persicus  A. guldenstadtiآن را بعنوان زيرگونه اي از تاسماهي روسي با نام  (1933)
 1934اما پس از مطالعات زياد در سال جديد همان تاسماهي روسي است كه تنها در رنگ بدن با يكديگر تفاوت دارند 

بندي تا سالها مورد تأييد بود. در  باشد و اين طبقه قل از تاسماهي روسي مياعلام كرد كه اين گونه، يك زيرگونه مست
ژن سرم تاسماهي روسي با تاسماهي ايراني بطور كامل  ، مطالعات ايمونوالكتروفورز نشان داد كه تركيب آنتي1977سال 

ژيك بين تاسماهي ايراني و هاي مورفولوژيك، اكولوژيك و ايمونولو در تعداد و نوع با يكديگر تفاوت دارند. تفاوت
هاي بينابيني بين تاسماهيان ولگا، سفيدرود و جدايي توليدمثلي حتي در  تاسماهي روسي و همچنين عدم وجود جمعيت

را مبني بر مجزا بودن اين دو تاسماهي از يكديگر ثابت  Borodinزمان تخمريزي در داخل يك رودخانه نظريه 
  .  (Artyukin, 1979, 1983; Luk`yaneko et al., 1974)كند مي

) مشخص گرديد كه تاسماهي ايراني نيز داراي دو نژاد بهاره و پائيزه 1374هاي انجام شده (پرواريوخا،  با بررسي
هاي  شود كه با نژاد پائيزه متفاوت است. شباهت آنتي ژن مشاهده مي 2باشد. بطوريكه در سرم خون نژاد بهاره،  مي

شوند. وجود اين  ري زياد است كه حتي صيادان با سابقه نيز در تشخيص آنها دچار اشتباه ميظاهري اين نژادها، به قد
. ذخاير اصلي (Rostami, 1961)دو نژاد نخستين بار توسط رستمي از مولدين مهاجر به سفيدرود گزارش گرديد 
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) بطوريكه قسمت 1983 يابد (آرتوخين، هاي شمالي آن كاهش مي تاسماهي ايراني از جنوب درياي خزر تا قسمت
  شود. اعظم ذخاير آن در بخش جنوبي و مقدار كمتري در بخش مياني خزر ديده مي

نشان دادند كه اين ماهي مشخصات جايگاه يك گونه  1986در سال    Artyukhin, Zarkuaعلاوه بر مطالعات قبلي 
ار از رودخانه هاي ولگا و اورال با مستقل را دارد. بهرحال مقايسه خصوصيات موفولوژيكي تاسماهيان اواخر به

نمونه هاي مشابه از جمعيت كورا نشان داد كه شباهت زيادي در بين آنها وجود داشت. بعلاوه تفاوت هاي 
 Mageramov, 1972; Artyukhinزيادي در بين گروه اواخر بهار و فرم زمستانه تاسماهي روسي مشاهده شده است 

and Zarkua, 1983)   به نقل از(Holcik 1989 .  
تحقيقات مورفولوژيكي جزئي تر در خصوص تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي از رودخانه ولگا توسط 

Putilina (1983)   خصوصيت مريستيك همانند رديفي از  35خصوصيت مرفومتريك و  5انجام شد. تفاوت ها در
  شاخص هاي زيستي تعيين شد.

  
  تاسماهي ايرانيمرفولوژي 
درصد طول  8/16اني داراي بدني كشيده و باريك و پوزه اي تيز است. ارتفاع بدن به طور متوسط تاسماهي اير

  كل بدن است و حداكثر ارتفاع بين اولين و سومين صفحات استخواني پشتي در عقب پر مي باشد. 
خانه كورا درصد طول كلي بدن مي باشد. طول سر  اين گونه در نمونه هايي بررسي شده رود 2/17ارتفاع سر 

درصد طول كل بدن است. باله هاي سينه اي آن نسبتاً كوچك بوده و  15تا  8درصد و طول پوزه  8/26تا  1/11
  هريك داراي يك شعاع استخواني ضعيف هستند و اغلب خميده يا داراي پيچ خوردگي مارپيچي مي باشند. 

لب بالا و لب پائين جدا شده و به شكل يك  تاسماهي ايراني كفزي بوده، دهان آن همراه با فرورفتگي در وسط
جفت سبيلك مي باشد كه موقعيت آنها به نوك پوزه ماهي نسبت به دهان  2شكاف عرضي است. داراي 

درصد طول سر بوده است. تنوع رنگ در سرتاسر  36تا  24نزديكترند.  در نمونه اي رودخانه كورا، پهناي دهان 
مي شود، اما عموماً پشت بدن ماهي خاكستري سفيد يا آبي متمايل به  دامنه جغرافيايي اين گونه مشاهده

خاكستري با يك درخشش آبي فولادي در پهلوهاست. بخش شكمي بدن به رنگ سفيد گاهي اندك متمايل به 
زرد مي باشد. رنگ صفحات استخواني پشتي و جانبي، روشن تر از بقيه بدن بوده و معمولاً در ماهيان بالغ به 

ات و در ماهيان جوان طلايي مي باشد. نمونه هاي اين گونه در درياي سياه داراي رنگ تيره تري مي رنگ م
  ).1371باشند (عقيلي نژاد، 

عدد،  35تا  16عدد، تعداد شعاعهاي غيرمنشعب باله مخرجي  51تا  27تعداد شعاعهاي غيرمنشعب باله پشتي 
عدد، تعداد  50تا  23صفحات استخواني پهلويي (جانبي) عدد، تعداد  19تا  7تعداد صفحات استخواني پشتي 

عدد مي باشد. معمولاً يك  31) 36تا ( 15عدد  تعداد خارهاي كمان آبششي  13تا  7صفحات استخواني شكمي 
در بين رديفهاي صفحات استخواني وجود دارد. پوشش پوستي  Scuttleپشتي و جانبي شكمي از  –رديف جانبي 




	� ��ا� .../   �	
� � ��١٥ر�� ا���ن ا����د� از ��ر
 

ه و ضمائم قلاب مانند دائمي بر روي صفحات استخواني وجود دارد.  صفحات پيش پشتي حداقل جذب را داشت
عدد بوده و در يك  3تا  1عدد مي باشد. صفحات پيش مخرجي،  3تا  2كوچك و به صورت جفت و معمولاً 

  رديف منفرد قرار دارد. 
سانتيمتر و وزن آن  228خزر به  –ي كورا حداكثر طول تاسماهي ايران  Berg (1948)براساس مطالعات انجام شده توسط 

 30تا  20سانتيمتر بوده و وزن متوسط ماهيان نر بالغ  170كيلوگرم مي رسد. در رودخانه ولگا حداكثر طول  70به 
  .(Putilina, 1983)كيلوگرم مي باشد  30 - 35كيلوگرم و در ماهيان ماده بالغ  

تعداد صفحات استخواني و خارهاي كمان آبششي كمي با  تاسماهي ايراني شبيه تاسماهي روسي است ولي در
هم اختلاف دارند. در مقام مقايسه، تاسماهي ايراني داراي سري با ارتفاع كمتر و درازتر و بدن كشيده تر و پوزه 

  درازتر و باريك و كمي متمايل به پائين است و رنگ بدن آن نيز نسبت به تاسماهي روسي روشن تر مي باشد. 
ده در اين گونه به طور قابل ملاحظه اي بزرگتر و سنگين تر از جنس نر هم سن خود مي باشد. تفات جنس ما

  ميان دو جنس به طور واضح در پارامترهاي هماتولوژي و مرفولوژي قابل مشاهده است.
  

  پراكنش
در  بويژهجنوب  رخزدائمي اين گونه در  راكنشفراواني و پبدليل بر روي گونه تاسماهي ايراني  persicusنام 

سواحل ايراني درياي خزر انتخاب شده است. انتشار اصلي تاسماهي ايراني در حوضه درياي خزر است  نوار طول
اما عمدتاً تغذيه و زمستان گذراني آن در بخش هاي جنوبي  و مركزي اين دريا صورت مي گيرد و بيشتر 

رقي و در رودخانه هاي فرعي آن باقي مي مانند جمعيت اين ماهي در نزديكي آبهاي سواحل جنوبي و جنوب ش
(Kazancheev, 1981) .  

از آنجا كه اين ماهي نسبت به تاسماهي روسي، آب گرمتر را ترجيح مي دهد، در قسمتهاي شمالي درياي خزر 
  . متري مشاهده كرد 50از فراواني كمتري برخوردار است. پراكنش اين ماهي را به طور عمده مي توان در اعماق 

با پراكنش در درياي خزر،   A. persicus persicus Bordin, 1897در حال حاضر براي تاسماهي ايراني دو زير گونه 
رودخانه هاي سفيدرود، كورا، گرگانرود و تجن و تعداد محدودتري در رودخانه هاي ولگا و سولاك و سامور 

پراكنش در ناحيه شرقي درياي سياه، قفقاز، رودخانه  با A. persicus colchicus Marin, 1940و اورال و زير گونه 
  ). 1383ريوني و سواحل آناتولي شناسايي شده است (پوركاظمي و همكاران، 

  
  نژادها و جمعيت هاي تاسماهي ايراني و مهاجرت آنها:

شده  با توجه به پراكنش محدود تاسماهي ايراني، مطالعات اندكي در خصوص ژنتيك اين گونه با ارزش انجام
در گذشته بيشتر مطالعات به مقايسه مورفولوژيكي  DNAاست. با توجه به پيچيدگي و دشواري روشهاي مبتني بر 

  اين گونه  را مورد بررسي قرار داده است. 
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نزديكي خصوصيات تاسماهي سواحل درياي سياه را با تاسماهي ايران در سواحل  Marti, 1940براي نخستين بار 
مشخص نمودند  Artyukhin & Zarkura (1986)و رودخانه كورا اعلام كرد. در سالهاي اخير جنوبي درياي خزر 

اي از خصوصيات مورفولوژيك عمومي  بخش شرقي درياي سياه، مجموعه Colchicaواريته  A. guldenstaedtiكه 
بايد تحت عنوان زير را نيز دارد. اين محققين معتقد بودند كه جمعيت درياي سياه را  A.persicusو اكولوژيك 

  :(Holcik, 1989)نام برد. براين اساس طبقه بندي خاصي به شرح ذيل ارائه شد  A. persicus colchicusگونه 
% طول پشت چشمي اپركولوم سر، رنگ 37% طول كل بدن، پهناي پوزه در محل دهان 6/5ميانگين طول پوزه  -1

تر از قسمت  هاي جانبي بسيار روشن ن در زير رديف پلاكبدن در پشت خاكستري و آبي تيره، رنگ سر و طرفين بد
 ,A.persicus Borodin(تاسماهي ايراني درياي خزر)    .هاي پشتي عمدتاً در منطقه پشتي بدن پشت، رديف پلاك

1897 

% طول پشت چشمي اپركولوم سر، رنگ پشت 30% طول بدن، پهناي پوزه در محل دهان 9/6ميانگين طول پوزه  - 2
هاي جانبي با رنگ پشتي بدن محسوس  ي تيره تا سياه، تفاوت رنگ سر و طرفين بدن در زير رديف پلاكبدن از آب

شرق درياي  ايراني نيست. رديف پلاكهاي جانبي علاوه بر منطقه پشتي در زير محور مركزي نيز قرار دارند. (تاسماهي
 A. persicus colchinus Marti, 1940سياه) 

 A.persicusاند كه خصوصيات بينابيني  هايي ديده شده درياي خزر و رودخانه ولگا نمونههرچند كه در هر منطقه 
  .  (Holcik, 1989)رسد كه بايد هيبريداسيون بين اين دو گونه باشند  را داشته و بنظر مي A.guldenstaedtiو 

Berg  معتقد بود كه زيرگونه تعريف شده توسط  1911- 1932هاي  درسالBorodinتاسماهي روسي است كه  ، همان
اعلام كرد كه اين گونه، يك  1934تنها در رنگ بدن با يكديگر تفاوت دارند. اما پس از مطالعات زياد در سال 

، مطالعات 1977بندي تا سالها مورد تأييد بود. در سال  باشد و اين طبقه زيرگونه مستقل از تاسماهي روسي مي
ژن سرم تاسماهي روسي با تاسماهي ايراني به طول كامل در تعداد و نوع با  آنتيايمونوالكتروفورز نشان داد كه تركيب 

هاي مورفولوژيك يا اكولوژيك و ايمونولوژيك بين تاسماهي ايراني و تاسماهي  يكديگر تفاوت دارند. تفاوت
حتي در زمان هاي بينابيني بين تاسماهيان ولگا سفيدرود و جدايي توليدمثلي  روسي و همچنين عدم وجود جمعيت

را مبني بر مجزا بودن اين دو تاسماهي از يكديگر ثابت  Borodinتخمريزي در داخل يك رودخانه نظريه 
  .  (Artyukin, 1979, 1983; Luk`yaneko et al., 1974)كند مي

ت تاسماهي ايراني در درياي خزر شرايط درون گونه اي نسبتاً پيچيده اي دارد. اين گونه ممكن است به جمعي
نژاد فصلي است، تابستانه و زمستانه كه در زمان ورود به  2هاي متعددي تقسيم شود. تاسماهي ايراني داراي 

آنتي ژن خاص از نژاد پائيزه  2رودخانه ها و فصل تخمريزي با هم تفاوت دارند. نژاد بهاره براساس وجود 
مولدي كه به رودخانه ها سفيدرود  تشخيص داده مي شود. همچنين وجود دو نژاد از اين گونه در ماهيان

گروه شناسايي شده  2) گزارش شده است. در رودخانه سفيدرود 1961مهاجرت مي كنند نيز توسط رستمي (
  كه يكي از آنها از ماه آوريل تا ژوئن و ديگري در سپتامبر تخمريزي مي كند.
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هاي  هاي دانه با استخراج پروتئين 10تا  pH 5/3) با استفاده از روش الكتروفوكوسينگ و در 1987كيوانفر در سال (
خاويار موفق شد كه از لحاظ بيوشيميايي دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي را از همديگر تفكيك نمايد. 

پارامتر  22پارامتر مورفومتريك و مريستيك دو گونه تاسماهي ايراني و روسي در  26) با بررسي 1372نصري چاري (
  در مقايسه دو گونه فوق مشاهده نمود.  (P≤0.01)داري  اختلاف معني

ميتوكندري دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي  D-Loopناحيه  DNAبراساس مطالعات اوليه انجام شده در توالي 
 ,Pourkazemi, 1996) اند ميليون سال پيش از همديگر تفكيك شده 1روسي مشخص گرديد كه دو گونه فوق حدود 

Pourkazemi et al., 2000).  
Rezvani Gilkolaei  توالي  1997در سالDNA  در شرق و غرب سواحل جنوبي درياي خزر را “ تاسماهي ايراني”هسته

  داري در فراواني اللها مشاهده نكرد.  مورد بررسي قرار داد و اختلاف معني
آغازگر دو گونه تاسماهي  55و  RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)) با استفاده  از روش 1380قرائي (

ايراني و روسي را مورد مطالعه قرار داد. نوزده آغازگر بر روي ژنوم تاسماهي ايراني و روسي محلهاي پهلوگيري 
(annealing)  آغازگر نوار باند  36نداشتند و هيچگونه باندي ظاهر نگرديد وDNA آكريلاميد نشان  بر روي ژل پلي

نوار  341مورفيك بودند كه در مجموع  آغاز پلي 33و  (monomorphic)سه آغازگر يك شكل  دادند كه از بين آنها
DNA  تفاوت ژنتيكي دارند و از لحاظ 70ظاهر گرديد. محاسبات آماري نشان داد كه دو گونه بطور متوسط بميزان %

  مولكولي اثبات گرديد كه دو گونه فوق مستقل از يكديگر هستند. 
ين ماهي در رود كورا به چهارگروه زيستي تقسيم شده است. نژاد اوايل بهار، نژاد اواخر در گذشته جمعيت ا

بهار، نژادهاي زمستانه و نژاد پائيزه. همچنين در بخش جنوبي درياي خزر، دو نژاد تاسماهي ايراني از فراواني 
ي تخمريزي به رودخانه ها بالايي برخوردار بوده و اكثريت را دارند كه يكي بهاره و ديگري پائيزه كه برا

  مهاجرت مي كنند. 
در رودخانه ولگا دو گروه زيستي در جمعيت تاسماهي ايراني معرفي شده كه در اوايل و اواخر بهار مهاجرت مي 

 ,Holcik (به نقل از  Artyukin, 1983كنند و  يك گروه (اواخر بهار) بعنوان جمعيت رودخانه اورال طبق مطالعات 

  شده است. ) شناسايي1989
)، ساختار ژنتيك جمعيت تاسماهي ايرني جنوبي درياي خزر را با استفاده از روش 1385پوركاظمي (

نمونه تاسماهي ايراني از مناطق مختلف سواحل  69مايكروستلايت مورد مطالعه قرار داد. وي در مطالعات خود 
نمونه از ماهيان مولد  19شيلات و  1ه از ناحيه نمون 26نمونه در منطقه استان گلستان،  24ايراني درياي خزر شامل 

تاسماهي ايراني در رودخانه سفيدرود و صيدگاههاي اطراف كه جهت تكثير به مجتمع تكثير و پرورش ماهي 
 May)شهيد بهشتي منتقل گرديد جمع آوري نمود و با پرايمرهاي طراحي شده براي تاسماهي درياچه اي توسط 

et al., 1997) ي قرار داد. مورد بررس  
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الل در لوكوس دوم) مشاهده شد  20الل در لوكوس اول و  15لوساي ( 2الل در  35در تاسماهي ايراني مجموعاً 
 0075/0هر سه با فراواني مشابه به ميزان  Dو  A  ،Cبيشترين فراواني و اللهاي  1567/0با فراواني  Gو  Iو اللهاي 

كه بطور يكسان به ميزان  Iو  Hبيشترين فراواني مربوط به اللهاي  كمترين فراواني را داشتند. در لوكوس دوم
بوده است. فراواني  0224/0بطور يكسان به ميزان  Xو  Sو كمترين فراواني الل مربوط به اللهاي  1194/0

از هاي اختصاصي در هر يك  مورد بيشترين فراواني را داشتند و ژنوتيپ 5تا  8بين  JJو  GG ،HH ،IIهاي  ژنوتيپ
برداري ديده شد كه در ساير نقاط مشاهده نگرديد. ميزان مهاجرت ژني براي تمام لوساي محاسبه  مناطق نمونه

در لوكوس اول و  Fitو ميزان  0538/0و براي لوكوس دوم  4951/0در لوكوس اول  Fisگرديد بطوريكه ميزان 
برآورد  0260/0و  0445/0دوم به ترتيب  براي دو لوساي اول و Fstو ميزان  0785/0و  5176/0دوم به ترتيب 

مولد در طي دوران زندگي خود بين مناطق مورد  9/6گرديد. همچنين تخمين زده شد كه بطور متوسط تعداد 
وجود دارد. براساس محاسبات انجام شده به  (gene flow)كنند و در بين آنها مهاجرت ژني  بررسي مهاجرت مي

بخش جنوبي درياي خزر از سه گروه با منشاء ژنتيكي متفاوت تشكيل يافته و ، تاسماهي ايراني در UPGMAروش 
طبق درخت تكاملي رسم شده تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود يك جمعيت مستقل بوده ولي تاسماهي ايراني 

 اند. براساس تست ) و منطقه شرق (بندرتركمن) در گروه جداگانه و مستقلي تفكيك شده1منطقه غرب (ناحيه 
بار تكرار مشخص گرديد كه اختلاف  1000و با  Monte-Carloهتروژني و مقايسه فراواني الل و ژنوتيپ به روش 

  .(P≤0.05)هاي مورد بررسي وجود دارد  داري بين جمعيت معني
هاي مختلف  دهد كه ذخاير تاسماهي ايراني در بخش جنوبي درياي خزر از گروه و جمعيت نتايج اين بررسي نشان مي

شكيل يافته است. بطوريكه تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود يك جمعيت مستقل بوده و تاسماهي ايراني بخش ت
غربي و شرقي ناحيه جنوبي درياي خزر از شباهت ژنتيكي بالايي برخوردارند. در نتيجه مديريت شيلاتي براي حفظ 

ي ايراني جمعيت رودخانه سفيدرود داشته باشد. از ذخاير ارزشمند ماهيان خاوياري بايد برنامه مستقلي براي تاسماه
آنجائيكه در سالهاي اخير تكثير طبيعي اين گونه در رودخانه سفيدرود به حداقل مقدار ممكن و در حد صفر رسيده 
است لذا در تكثير مصنوعي تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود بايد تلاش و جديت خاصي برمبناي اصول ژنتيكي و 

  ي اين تحقيق صورت پذيرد. دستاوردها
با جمعبندي تمام مطالعات مي توان اعلام نمود كه وضعيت درون گونه اي اين گونه بسيار پيچيده است زيرا بنظر 

گروه زيستي و يا جمعيت  دارد و براي اثبات اين امر نياز به بررسي دقيق  18مي رسد كه تاسماهي ايراني حدود 
  . و انجام آزمايشات مولكولي دارد

  تاسماهي ايراني براي تخمريزي، مهاجرت هاي طولاني را به سمت بالادست جريان رودخانه ها انجام 
اورال و ولگاه شده و كمتر به رودهاي ديگر از جمله   مي دهد و در گذشته عمدتاً وارد رودخانه هاي كورا،

  .(Holcik, 1989)ترك، سولاك و سامور مهاجرت مي كنند 
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ني تاسماهيان در حد قابل قبولي بود تاسماهي ايراني براي تخمريزي در همه طول سال به در زماني كه فراوا
%) مهاجرت آن  در ارديبهشت و در تمام خرداد ماه صورت مي 60رودخانه كورا مهاجرت مي كرد اما بيشترين (

يان مسن تشكيل مي گرفت. بررسي هاي انجام شده نشان مي دهد گله هاي تاسماهي ايراني رودخانه ولگا را ماه
دهند و گروههاي كم سن در اين رود مشاهده نشده است. بخش عمده ماهيان جوان جهت تخمريزي رودخانه 

  .(Holcik, 1989)هاي سواحل جنوبي خزر را ترجيح مي دهند 
 اين ماهي در زمستان و پائيز به مناطق گرم خزر مياني و جنوبي مهاجرت مي كند. در اين فصول، درجه حرارت

  درجه سانتيگراد مي رسد.  10-20آب اين مناطق به 
اين ماهيان در هنگام مهاجرت در رودها، نزديك بستررود حركت مي كنند. در دوره هايي كه ميزان سطح آب 
بالاست، آنها نزديك ساحل رود حركت مي كنند و هنگاميكه سطح آب در حد طبيعي يا كم است، آنها به طور 

  د ديده مي شوند. غالب در مجراي اصلي رو
ماهيان مهاجر به صورت دوره اي استراحت مي كنند به اين ترتيب كه بدون حركت و پنهان در قسمتهاي دور 

 Artyukhin and)مي گيرند  افتاده و معمولاً عميق باقي مي مانند، سپس حركت خود را به سمت بالاي رود از سر

Zarkua, 1986).  
ر شرايط هيدرولوژيك رودخانه و به جريان، دماي آب و سرعت حركت مهاجرت تاسماهي ايراني تحت تأثي

درجه سانتيگراد) در تابستان،  26رسيدگي گنادهاي آنها بستگي دارد. با افزايش درجه حرارت (به بيش از 
  مهاجرت براي تخمريزي و توليدمثل پايان مي يابد. 

زيستي ماهي و ميزان بلوغ عدد جنسي تغيير مي  سرعت حركت اين ماهيان در رودخانه ها و دريا، براساس شرايط
كند. مهاجرت ماهيان خاوياري كاملاً بالغ به محل هاي تخمريزي نسبت به ماهيان نسبتاً نارس با ميزان رسيدگي 

  جنسي كمتر كه در محيط هاي آب با درجه حرارت يكسان به سر برده اند، با سرعت بيشتري صورت مي گيرد. 
ت ماهيان به دريا بطور طبيعي، سريعاً پس از تخمريزي صورت مي گيرد اما بعضي از ماهيان عليرغم اينكه بازگش

حتي به مدت يكسال يا بيشتر (بعد از تخمريزي) در رودخانه ها باقي مي مانند و به تدريج به سمت پائين رود 
يان، سخت پوستان و حركت كرده، زمستان را در حوضه ها يا قسمتهاي عميق رودخانه مي گذرانند و از ماه

  نرمتنان تغذيه مي كنند.
   

  بلوغ، توليد مثل و تخمريزي
سن بلوغ در گونه هاي مختلف تاسماهيان با در نظر گرفتن جنسيت و حوضه هاي مختلف زندگي، بسيار متفاوت 
است، به طوري كه در يك گونه با محل هاي زيست متفاوت نيز اختلاف كلي مشاهده مي شود. رسيدگي 

تاسماهيان در حوضه شمالي  و جنوبي درياي خزر تفاوت قابل ملاحظه اي با يكديگر دارند. تاسماهي جنسي 
  ايراني تا حدودي، زودتر از تاسماهي روسي به بلوغ مي رسد. 
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سالگي به بلوغ مي  8سالگي و نرها در سن  12جنس ماده تاسماهي ايراني در رودخانه كورا و سفيدرود در سن 
سالگي) مي باشد  15سالگي و نرها  18غ آنها در رودهاي ولگا و اورال، اندكي ديرتر (ماده، رسند، زمان بلو
(Holcik, 1989).  

غدد جنسي در مهاجرت هاي توليدمثلي نسبت به غدد تاسماهيان روسي مهاجر، رشد بيشتري دارد. فصل 
اي خزر در بين ماههاي تخمريزي در مناطق مختلف متفاوت است. تاسماهي ايراني در سواحل جنوبي دري

درجه سانتيگراد است  25تا  15فروردين تا تير و نيز از مرداد تا شهريور و زماني كه در درجه حرارت آب بين 
روز طول مي كشد و در  30الي  15جهت تخمريزي مهاجرت مي كند. مدت تخمريزي در فصل بهار حدود 

ماه ادامه دارد (نصري 2فروردين تا خرداد و حدود  رودخانه سفيدرود اين مدت طولاني تر بوده و از اواخر
  ).1372چاري، 

در بخش بالايي رودخانه ولگا و مخازن ولگارود، تخمريزي در بين ماههاي خرداد، تير و مرداد كه درجه 
  درجه سانتيگراد است، صورت مي گيرد .  22تا  16حرارت آب بين 

. قره برون معمولاً براي درجه سانتيگراد ذكر شده است 22تا  20بهترين حرارت براي توليدمثل تاسماهي ايراني، 
. بسترهاي  (Artyukhin and Zarkua, 1986)تخمريزي رودهاي كوهستاني كوتاه و با جريان تند را ترجيح مي دهد 

تخمريزي اين گونه، مانند ساير ماهيان خاوياري معمولاً سنگريزه اي و شني، پوسته نرمتنان، قطعات شكسته 
متر و سرعت جريان آب  22تا  20گهاي شني و رس نسبت هستند. عمق آب در محل هاي تخمريزي حدود سن

  سال مي باشد.  38تا  13متر برثانيه) مي باشد. سن متوسط مولدين  7/1تا  1در اين محل ها نسبتاً زياد (
ميلي گرم در  8/9تا  2/7مقدار اكسيژن محلول در آب هاي محل تخمريزي ماهيان خاوياري در رودخانه  كورا 

  ).1383ميلي گرم در ليتر تعيين شده است (آذري،  2/9ليتر و در رودخانه سفيدرود 
متغير بوده و  840000تا  85000وزن بستگي دارد، از  –هم آوري مطلق  تاسماهي ايراني كه به سن و رابطه طول 

ميلي ليتر و به  8/3الي  2/3هي ايراني بين عدد مي باشد. قطر تخم هاي رسيده تاسما 350000ميزان متوسط آن 
 002/0الي  001/0ميلي ليتر و طول سر آنها  5/0رنگ خاكستري متمايل به قهوه اي است. طول اسپرم ها حدود 

ميلي ليتر مي باشد. اسپرم ماهيان خاوياري مي تواند به مدت چند دقيقه تا چند ساعت در آب زنده باقي بماند 
(Dettlaf et al., 1993).  

معمولاً نرها زودتر از ماده ها در محل هاي تخمريزي حاضر مي شوند و ماده ها زماني به اين محل مي رسند كه 
تخمك هاي رسيده و اسپرم ها به مرحله شناوري رسيده اند. ماده ها با تحريك ماهي نر شروع به تخمريزي مي 

د. لازم به ذكر است كه تاسماهيان قادر نيستند كليه كنند و به دنبال آن ماهي نر اسپرم حدود در آب رها مي كن
  تخم هاي خود را يكباره خارج سازند بلكه اين عمل در طي دوره تخمريزي و به دفعات صورت مي گيرد. 

روز طول مي كشد ولي اكثر  8تا  5/2مرحله انكوباسيون يا نمو تخم هاي لقاح يافته بسته به درجه حرارت آب، 
  .(Dettlaf et al., 1993)روز به لارو تبديل مي شوند  4ا ت 3تخم ها در مدت 
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  عادت غذايي 
به طور كلي تاسماهي ايراني در ناحيه فلات قاره و از بي مهرگان كفزي و ساير ماهيان ريز تغذيه مي كند. طي 

  زماني كه در درياي زندگي مي كنند از ارگانيسم هاي متنوعي به عنوان غذا استفاده مي كنند. 
   غذايي تاسماهي ايراني با سن ماهي تغيير مي كند. ماهيان جوان در اولين سال بر روي بستر رودخانه ها رژيم

و پناهگاهها، از گامارديده، لارو شيرونوميده، كرم هاي كم تار، كورفيوم، مايسيس، اوليگوخت ها تغذيه مي 
سانتيمتر است، سوسكها، نرئيس و  40كنند. در شمال درياي خزر، ماهيان جوان كه طول كل آنها كمتر از 

گاوماهيان را به عنوان غذا مصرف مي كنند. در حاليكه تغذيه آنها در بخش هاي مركزي و جنوبي درياي خزر 
  از گاماريده، كرم هاي پرتار، خرچنگها، شگ ماهيان كوچك و گاوماهي مي باشد. 

تغييرات ممكن است براساس محيطهاي غذايي  طيف غذايي تاسماهي ايراني گوناگون و نسبتاً متغير است. اين 
  بستر دريا باشد اما تفاوت حتي در يك ناحيه انتخاب شده از بستر درياي نيز مشاهده مي شود. 

تاسماهي ايراني برخلاف تاسماهي روسي به طور غيرمعمول از كرم پرتار نرئيس و نرم تن آبرا كه در درياي خزر 
عمده مواد غذايي گروههاي سني جوان تر تاسماهي ايراني در دريا از ماهيان وجود دارند، تغذيه مي كند. قسمت 

  تشكيل شده است. در حاليكه ماهيان بالغ از نرمتنان، خرچگنها و ماهيان تغذيه مي كنند. 
اين گونه در فصل پائيز عمدتاً از صدف و خرچنگ به عنوان طعمه اصلي و از ماهي كيلكا و بالانوس به عنوان 

نويه و از شگ ماهيان به عنوان طعمه اتفاقي تغذيه مي كند. در فصل زمستان بيشتر از خرچنگ و طعمه ثا
گاوماهي و در فصل بهار از صدف و گاوماهي بعنوان طعمه اصلي و از كيلكا و بالانوس به عنوان طعمه اتفاقي 

  ).1372تغذيه مي كند (نصري چاري، 
ايراني از طيف وسيع غذايي در درياي خزر برخوردار  است. در بررسي هاي اخير مشخص گرديد كه تاسماهي 

ماهيان نارس (زير دوسال سن) از گاوماهيان، گل آذين ماهي شكلان و شك ماهيان تغذيه مي كنند. غذاي اصلي 
و غذاي فرعي آن سخت پوستان از خانواده   .Hypaniola spتاسماهي ايراني نارس، كرمهاي پرتار ساكن جنس 

  ).1382تشكيل مي دهد (حدادي مقدم  (.Paramysis sp)يزيده 
  

  صيد
طبقه بندي مي شد، به جز در  (Acetra)از آنجا كه تاسماهي ايراني هميشه تحت گونه تاسماهي روسي يا آسترا 

مناطق محدودي، آمار صيد تاريخي اين ماهي در دسترس نمي باشد. طبق آمار موجود ميزان صيد تاسماهي 
 1371گونه هاي خاوياري درياي خزر روند نزولي داشته است. ميزان صيد اين گونه در سال ايراني همانند ساير 

). در سال 2-1تن مي رسد (جدول  36/547به  1377تن، در سال  54/386به  1374تن و در سال  6/559به مقدار 
به پائين ترين  87-91در سالهاي اخير يعني سالهاي  تن مي رسد ولي 7/564با كمي افزايش اين ميزان به  1380
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تن رسيد  9/10به  1391تن و در سال  9/13به  90تن و سال  36به  1387حد خود مي رسد. بنحويكه در سال 
  ). 1(جدول 

  1371- 1391ميزان صيد تاسماهي ايراني طي سالهاي  - 1جدول 

  (تن)

  ميزان صيد  سال  ميزان صيد  سال
1371  66/559  1382  1/346  
1372  03/415  1383  77/197  
1373  96/408  1384  45/108  
1374  54/386  1385  73/83  
1375  3/488  1386  49/59  
1376  26/446  1387  2/36  
1377  36/547  1388  5/24  
1378  9/439  1389  7/17  
1379  5/448  1390  9/13  
1380  7/564  1391  9/10  
1381  2/448  

  
  تكثير مصنوعي

با تأسيس كارگاه تكثير مصنوعي تاسماهيان شهيد بهشتي  1351توليد بچه ماهيان خاوياري در ايران از سال 
كارگاه شهيد رجايي   ، كارگاه شادروان  دكتر يوسف پور (سياهكل)،1368سدسنگر آغاز شده و سپس از سال 

  (ساري)، كارگاه شهيد مرجاني (سد وشمگير (گرگان) نيز براي تكثير ماهيان خاوياري  اختصاص يافتند.
از زمان احداث اولين مركز تكثير ماهيان خاوياري در جوار سد سنگر رشت، تاسماهي ايراني  طبق آمار موجود،

بعنوان يكي از گونه هاي اصلي در تكثير مصنوعي تاسماهيان بوده و بيشترين آمار رهاكرد بچه ماهي را بخود 
  اختصاص داده و اين روند هم اكنون هم تداوم دارد. 

ميليون عدد بچه ماهي خاوياري رهاسازي شد كه  38/2ميليون و حداكثر  02/1حداقل  1360-1365در سالهاي 
بعلت اختصاص تعداد  1365-1377ميليون عدد آن متعلق به تاسماهي ايراني بود. در دوره  9/1و  82/0به ترتيب 

ي بخود گرفت و بيشتري از مراكز دولتي تكثير كپور ماهيان به توليد بچه ماهي خاوياري ميزان توليد، روند افزايش
رسيده كه بيشترين تعداد بچه ماهي خاوياري 1377ميليون در سال  55/24) به 1365ميليون عدد در سال ( 38/2از 

 58/22رهاسازي شده از بدو فعاليت بازسازي ذخاير تاسماهيان مي باشد. در اين دوره باز هم بيشترين تعداد  با 
  % كل بچه ماهيان خاوياري را شامل مي شد. 97/91اني بوده و ميليون عدد بچه ماهي متعلق به تاسماهي اير
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بنا به دلايل مختلف از جمله كمبود مولدين نوساناتي در توليد بچه ماهي خاوياري  1377-1386در سالهاي 
 55/12ميليون عدد و سپس با اندكي افزايش به  5/10به  1384مشاهده مي گردد كه كمترين مقدار در سال 

. % متعلق به تاسماهي ايراني بود97/85%، 68/94رسيد، كه در سالهاي فوق باز هم  1386ر سال ميليون عدد د
درصد و  7/95عدد بود كه  3841990و  4582135به ترتيب 91و  90ميزان رها كر تاسماهي ايراني در سالهاي 

  ).2(جدول  درصد از كل بچه ماهيان توليدي به تاسماهي ايراني تعلق داشت 9/86
  

  1360- 1391ايران طي سالهايآمار رهاسازي بچه ماهيان خاوياري  - 2ل جدو

  شيپ  فيلماهي  سال
تاسماهي 

  روسي
  كل  ازون برون  تاسماهي ايراني

1360         1644013  400000  2044013  
1361         816376  300000  1116376  
1362         828969  200000  1028969  
1363         884750  220000  1104750  
1364         960100  336000  129610  
1365         1927678  456000  2383678  
1366         2121000  919000  3040000  
1367         2530000  630000  3160000  
1368         3030000  620000  3650000  
1369   142365      4055382  356523  4554270  
1370   171800    40000  5919976  467000  6598776  
1371   454710      2933185  68800  3456695  
1372   301000      3569990  300108  4171098  
1373   491300    300000  4662419  5910374  11364093  
1374   286000    521630  8049781  268000  9125411  
1375   344800  102000  673981  11018938  316214  12455933  
1376   1436981  230770  919500  18751121  288281  21626653  
1377   687400  678600  418170  22586417  181461  24552048  
1378   406100  303778  960300  17299732  131861  19101771  
1379   1900919  1113826  1327480  13711199  226373  18279797  
1380   651069  503605  1783021  16278595  825736  20042026  
1381   2403794  1819684  1816585  12301214  1300982  19642259  
1382   25500  536937  -  13006893  121770  13691100  
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1383   1574700  257770  405109  12587521  176195  15001295  
1384   4595  337560  177660  9942061  40880  10502756  
1385   670000  803000  90000  12209000  123000  13895000  
1386   1159051  318160  165800  10794863  116698  12554972  
1387   696500 280070 67995 6140800 221975 7407340 

1388   273850 13200 52100 4502835 171250 5013235 

1389   0 181195 0 3542600 17650 3741445 

1390   0 86800 0 4582135 31550 4700485 

1391   82153 60250 0 3841990 444200 4428953 

  
  )Acipenser gueldenstaedtii Brandt, 1833(تاسماهي روسي   -2-2

  كليات

   رده بندي  و جايگاه تاكسونومي تاسماهي روسي (چالباش) 
 

Super class Pisces  
Class:  Osteichthyes 
Sub class Actionpterygii 
Infra class Chondrostei 
Order:  Acipenseriformes  
Family:  Acipenseridae  
Genus:  Acipenser  
Species:  Acipenser gueldenstaedti 

 

 

 

  
  )Acipenser gueldenstaedtii Brandt, 1833(تاسماهي روسي 

i 

  
  مورفولوژي : 

% تـا  17% طول كل و طـول سـر   14% تا 12خروطي شكل است، ارتفاع بدن تاسماهي روسي داراي بدني دراز و م
عـدد و در   4% طول كل مي باشد. پوزه كوتاه، كند و تا حدودي گرد است طول آن متغير مي باشـد. سـبيلكها   19

انتهاي پوزه، حساس و فاقد كرك بوده و در حالت خوابيده به دهان نمي رسد ولـي بـه ابتـداي نـوك پـوزه مـي       
دهان عرضي و قابل بيرون زدگي و در مقايسه با ماهيان ديگر كوچك تر است. لب پائيني در ناحيـه ميـاني   رسند. 
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داراي بريدگي است. كاسه سر به سمت پوزه داراي شيب مختصر است. رنگ مـاهي متغيـر اسـت. رنـگ آن در     
بـه خاكسـتري و سـطح     سطح پشتي متمايل به خاكستري، سبز تيره است. معمـولاً سـطح جـانبي قهـوه اي متمايـل     

شكمي، خاكستري يا به ندرت به رنگ زرد ليمويي ديده مي شود. سطح پشتي ماهيان جوان، آبي و سطح شكمي 
؛ Balon, 1968؛  Chugunov & Chugunova, 1964؛  Banarescu, 1964؛   Belyaev, 1932  ،Berg, 1948سـفيد اسـت (  

Mageramov, 1972  ؛Artyukhin, 1979تـا   18عدد، باله مخرجي،  51تا  27عهاي غيرمنشعب باله پشتي، ). تعداد شعا
عـدد، صـفحات اسـتخواني     50تـا   24عدد، صفحات استخواني جانبي  8-18عدد، صفحات استخواني پشتي،  33

  ).Peseridi, 1986؛  Artyukhin, 1979؛   Mageramov, 1972؛  Belyaev, 1932عدد مي باشد ( 13تا  6شكمي، 
 ,Kazancheev, 1981; Bergكيلوگرم ( 85-100سانتيمتر و وزن  235رياي خزر داراي حداكثر طول اين ماهي در د

 14تـا   12كيلـوگرم مـي رسـد ولـي ميـانگين وزن آن       115سانتيمتر و وزن  236) و در درياي سياه به طول   1948
  كيلوگرم مي باشد. 

  
  پراكنش  

، خزر و رودخانه هاي منتهي به آن مـي باشـند. تاسـماهي    محدوده انتشار تاسماهي روسي در درياي سياه، آزوف
روسي علاوه بر اشكال و فرم هاي مهاجر اصلي، يك شكل آب شيرين هم وجود دارد كـه بـه سـمت پـائين رود     
مهاجرت نمي كند، همچنين اشكالي از رودخانه هـاي مختلـف گـزارش شـده اسـت. تاسـماهي روسـي در تمـام         

؛ Manea, 1966اوانـي آن در خـزر شـمالي و غربـي بيشـتر از سـاير منـاطق  اسـت (        درياي خزر پراكنش دارد اما فر
Tsepkin & Sokolov, 1979      بچه ماهيان در بخش غربي دريا داراي ذخاير زيادي مـي باشـند ولـي بخـش شـمالي .(

  درياي خزر محل اصلي تغذيه ماهيان جوان حاصل از تكثير مصنوعي و طبيعي در تابستان است. 
  

  زيستگاه
اسماهي روسي در خلال دوره زندگي در دريا، در آبهاي كم عمق در ناحيـه لايـه قـاره اي زيسـت مـي كنـد و       ت

اساساً در آب شور جايي كه تراكم بي مهرگان (عمدتاً نرمتنان) يا ماهيان كفزي كوچك (عمدتاً گاوماهيان) زياد 
اق مختلف آب مشاهده مي شوند كه عمـدتاً  . اين ماهي بسته به فصل در اعم(Legeza, 1972)است، به سر مي برند 

با رژيم غذايي و توزيع موجودات زنده غذايي در ارتباط است. در خلال دوره تغذيـه تابسـتانه تاسـماهي روسـي     
متر نمي رود و در پائيز و زمستان در اعماق  70تا  60متري باقي مي ماند و به اعماق زير  25تا  10اغلب در اعماق 

  يشتر به سر مي برند. اين لايه هاي آبي غليظ تر و شورتر بوده و دماي آنها نسبتاً ثابت است. متري ب 100تا  80
  



٢٦  ������� / $#ارش ! ��� ��ح �

 

  مهاجرت
معمولاً مهاجرت تخمريزي اين ماهي به رودها در اوايل بهار شروع مي شود، در اواسط يا اواخر تابسـتان بـه اوج   

آب شيرين به دريا و با گرم شدن آب شيرين و خود مي رسد و در اواخر پائيز متوقف مي شود. با افزايش جريان 
  آب دريا، افزايش فزاينده اي در مهاجرت تخمريزي ايجاد مي شود. 

مهاجرت توده اي تاسماهي روسـي در ولگـا، در خـلال دوره پـائين آمـدن سـطح آب و در بـالاترين دمـاي آب         
ش مي يابد و در اواخـر پـائيز و   مشاهده مي شود و پس از آن با كاهش مجدد دماي آب مهاجرت به تدريج كاه

اوايل زمستان عملاً متوقف مي شود. ماهي چالباش در رودخانه ولگـا كـه مهمتـرين و ديرمحصـول تـرين منـاطق       
ــا ســرعت متوســط   ــا  1/18تخمريــزي آن در ايــن رود قــرار دارد ب ــد   6/22ت ــومتر در روز مهــاجرت مــي كن كيل

)Batychkov, 1963  ؛Pavlov and Elizarov, 1969(      اكثريت جمعيتي كه در حـال حاضـر بـراي تخمريـزي وارد رود
ولگا مي شوند، ماهيان چالباش زمستانه اي هستند كه از بلوغ كمتري برخوردارند.  معمولاً ايـن ماهيـان در همـان    
سالي كه وارد رود مي شوند تخمريزي نكرده و ترجيح مي دهند كه در خلال زمستان در قسمتهاي مختلـف رود  

  ند و در بهار سال بعد توليدمثل كنند. منتشر شو
ماهيان پس از تخمريزي، جهت تغذيه به دريا مهاجرت مي كنند. اين مهاجرت از مصب رودخانه ولگا، به سـمت  
حوضه شمالي درياي خزر كه غني از مواد غذايي و كفزيان است صورت مي گيرد. همچنين بـراي تغذيـه مسـير    

ي حوضه مياني و جنوب دريا امتـداد مـي دهنـد. امـا گـروه زيـادي از ايـن        مهاجرت خود را در امتداد ساحل غرب
ماهيان تحت تأثير جريانات حوضه جنوبي خزر، مسير مهاجرت خود را در امتداد سواحل غربـي حوضـه جنـوبي    

  ادامه داد و به سواحل ايران نزديك مي شوند و در اين بخش از غرب به شرق مهاجرت مي كنند. 
الباش كه به خوبي رشد كرده اند، در فصل پائيز به رودها يا آبهاي نزديك دهانه رود حركـت  بعضي از ماهيان چ

مي كنند و زمسـتان خـود را در آنجـا در آب عميـق مـي گذراننـد. بچـه ماهيـان و ماهيـاني كـه سـالهاي بـين دو             
بـه خصـوص    تخمريزي را سپري مي كنند در طي زمستان، در اثر سرماي آب حوضه شمالي در حوضـه ميـاني و  

حوضه جنوبي تجمع مي نمايند. آبهاي ايران به دليل داشتن شرايط حرارتي مناسب، مهمترين مراكز تجمع ماهيان 
خاوياري در فصل زمستان هستند. در اين فصل كليـه ماهيـان خاويـاري از ماهيـان زيـر سـن بلـوغ و ماهيـاني كـه          

كه در سواحل جنوب درياي خزر (آبهاي ايران) و سالهاي بين دو تخمريزي را سپري مي كنند مشاهده مي شوند 
متري زمستان را مي گذرانند و با گرم شدن هوا در فصل بهار مجـدداً مسـير مهـاجرت را در     200تا  50در اعماق 

  .(Pourkazemi et al., 1999)جمعيت جريان عمومي درياي خزر ادامه مي دهند تا به مرحله بلوغ برسند 
رسيدگي جنسي است با ماهيـان زيـر سـن بلـوغ و      4ياري مولد كه تخم آنها در مرحله مسير مهاجرت ماهيان خاو

ماهياني كه سالهاي بين دو تخمريزي را سپري مي نمايند، متفاوت است. به طوريكه پـس از زمسـتان گـذراني در    
ي كه تخمدان آبهاي عميق به هنگام بهار با گرم شدن آب در سطح درياي خزر و انجام چرخه هاي بهاري، ماهيان

  رسيدگي جنسي است، رفته رفته براي يافتن رودخانه مناسب به ساحل نزديك مي شوند.  4آنها در مرحله 
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  بلوغ، جفت گيري و توليدمثل
تاسماهي روسي از نظر زمان رسيدگي به بلوغ جنسي، در بين ماهيان خاوياري مقام سوم را دارد و پس از استرلياد 

. بلوغ در حوضه هاي رودخانه اي متفاوت و نيز در رودخانه مختلـف موجـود در هـر    و ازون برون قرار مي گيرد
سـالگي اسـت    16تـا   11حوضه، در سنين متفاوتي حاصل مي شـود. بـا ايـن وجـود بلـوغ اكثريـت نرهـا در سـن         

(Peresidi, 1986) اسـت.   12-14سـالگي و رودخانـه كـورا     10-13. بلوغ جنسي تاسماهي روسي در رودخانه ولگا
سالگي  14تا  10سالگي و جنس ماده در  9تا  8ذخاير درياي آزوف زودتر بالغ مي شوند به طوريكه جنس نر در 

  به بلوغ مي رسد. 
تاسماهي روسي همچون تاسماهي ايراني هرساله تخمريزي نمي كند، بعنوان مثـال تاسـماهي روسـي نـر در ولگـا      

 ,Krasikovسال زمـان نيـاز دارد (   5تا  4ل و ماهي ماده به سا 3تا  2براي رسيدن مجدد جنسي پس از تخمريزي به 

1981.(  
سال مجدداً آماده تخمريزي مي شود. تعداد تخمهاي ماهي چالباش متغير  6تا  5ماهي ماده جمعيت دانوب پس از 

 بوده و اساساً به اندازه ماهي بستگي دارد. رنگ عمومي تخم ها، خاكستري متمايـل بـه قهـوه اي اسـت. محـدوده     
دمايي تخمريزي ماهيان چالبـاش نسـبتاً وسـيع اسـت. تخمريـزي عمومـاً در سـاعات اوليـه صـبح اتفـاق مـي افتـد             

)Vlasenko, 1979.(  
بيشتر فعاليت توليدمثل بر روي بستر كانال اصلي رود اتفاق مي افتد در حاليكـه تعـداد كمـي از ماهيـان تخمهـاي      

ل از اينكه وسعت مكانهاي تخمريـزي بـه سـبب احـداث سـدها      خود را در نواحي سيلابي مسير رود مي ريزند. قب
مترمربع گسترش پيدا مي كرد امـا امـروزه    350كاهش يابد، تخمهاي ماهي خاوياري ماده در يك ناحيه به سمت 

  به صورت دستجات خوشه اي شكل متراكم ريخته مي شود. 
ه اي يا در امتداد رود با شـن زمخـت و در اعمـاق    ماهيان خاوياري ترجيح مي دهند كه بر روي بستري با رسوبات سنگريز

  .(Peresidi, 1988)متر برثانيه تخمريزي كنند  5/1تا  1متري و با سرعت جريان  7تا  4
در محل تخمريزي اين ماهيان يك گروه بيولوژيك تشخيص داده شـد كـه از لحـاظ     1951و  1950طي سالهاي 

گـروه بيولوژيـك    3و  4در رودخانه هاي كورا و اورال به ترتيب  بيولوژي تكثير با سايرين متفاوت داشت. بعدها
به عنوان گروه اوايل بهاره، اواخر بهاره، گروه پائيز كه در تابستان وارد رودخانه مي شـوند و گـروه پـائيز كـه در     
 پائيز وارد رودخانه مي شوند، از يكديگر تفكيك شدند و در اين مورد از نظر تفـاوت هـاي جنسـي و رسـيدگي    

نيـز نشـان داد كـه ايـن      (Luk'yanenko et al., 1972). مطالعـات  (Baranikova, 1991)گنادها به تأييد نيـز رسـيده اسـت    
مختلف (از جمله رودخانـه   تفاوت ها نه تنها در گروههاي مختلف خزر وجود دارد بلكه در جمعيت هاي رودخانه هاي

ديده مي شود. اين تفاوت ها از نظر مورفولوژيـك قابـل    هاي سيبري، درياي سياه و آرال) نيز چنين تفاوت هايي
)، محل تخمريزي در رودخانه و ميـزان  1376تشخيص نبوده بلكه فقط از نظر زمان تخمريزي (وثوقي و مستجير، 

  تجمع و مصرف مواد انرژي زا با يكديگر اختلاف دارند. 
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جمعيت اورال و جمعيـت ولگـا مشـتق     2ياي خزر از نشان مي دهد كه تاسماهي روسي در در Baranikova (1991)مطالعات 
مي شود كه هريك از آنها داراي دو نژاد بهاره و پائيزه هستند كه با شرايط متفاوت رسيدگي گنادها به رودخانه مهـاجرت  

  مي كنند.  
  

  تغذيه
ي در ماهي چالباش براساس عادات غذايي خود يك ماهي كفزي است كه از نرمتنان تغذيـه مـي كنـد. ايـن مـاه     

متري تغذيه مي كند و در محيط هاي غذايي خود در دريا در طول سـاعات بـدون وقفـه ي قابـل      7تا  5/2اعماق 
ملاحظه غذاي مي خورد، اما در تغذيه آنها در اوج مشاهده مي شود كه در خلال ساعات غروب آفتـاب و طـول   

را گاوماهي، خرچنـگ گـرد، صـدف دو    ) تركيب غذايي تاسماهي روسي  Holcik, 1989آن مي باشد (اقتباس از 
  كفه اي، كيلكا و كفال تشكيل مي دهد. 

براساس بررسي هاي انجام شده تنوع غذايي تاسماهي روسي در سواحل جنوبي درياي خزر بيشتراز سـاير منـاطق   
است. نتايج حاصل از بررسي رژيم غذايي تاسماهي روسي در سواحل جنوبي درياي خزر در فصل هاي مختلف 

مي دهد كه اين ماهي در بهار از خرچنگ و گاو ماهي بعنوان طعمه اصلي و صدف دو كفه اي و كيلكا بـه   نشان
در زمستان عمدتاً عنوان طعمه ثانويه و كفال، كپور، ميگو، بالانوس و نرئيس به عنوان طعمه اتفاقي تغذيه مي كند. 

دوكفه اي بعنوان طعمه ثانويه و از كفال و از خرچنگ، گاوماهي، صدف بعنوان غذاي اصلي، از شگ ماهي و صدف 
    ميگو و كپور به عنوان طعمه اتفاقي تغذيه مي كند.

  
  صيد و بازسازي ذخاير تاسماهي روسي

كشور ساحلي درياي خزر را با همديگر مقايسه نمائيم تاسـماهي روسـي از لحـاظ     5اگر مجموع صيد تاسماهيان 
درياي خزر را دارد و ميزان بسيار كمتري در حوضه هـاي آبـي دريـاي    ميزان صيد مقام اول را در بين تاسماهيان 

  سياه و آزوف صيد مي شود. 
( در محـدوده آبـي روسـيه و قزاقزسـتان)     شمالي اين دريا  خزر ً در "روسي عمدتاماهي تاسدر درياي خزر صيد 

ير تاسماهيان روسي در سال اخير ذخا 15تمركز داشته  و در حوضه جنوبي درياي خزر كمتر يافت مي شود. طي 
تقليـل   1391تـن در سـال    423/0بـه   1371تـن در سـال    363آبهاي ايران شديداً كاهش يافته و ميزان صيد آن از 

خواهـد  طـي  در سالهاي آتـي   روند نزولي خود را يافته و بعلت توجه اندك به بازسازي و احياء ذخاير اين گونه 
در بخـش  جنوبي درياي خزر بـه ذخـاير   خزر ن ذخاير تاسماهي روسي ). اين امر بيانگر وابسته بود3(جدول  كرد

  شمالي خزر مي باشد. 
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  ) در آبهاي ايران ارقام به تن 1377- 1391: ميزان صيد تاسماهي روسي (3جدول 

1377  1378  1379  1380  1381  1382  1383  1384  1385  1386  1387  1388  1389  1390  1391  
3/75  7/56  6/46  4/31  2/34  7/20  7/9  8/5  4/4  4.437 1.84 1.323 0.931 0.816 0.423 

  
در ايران وضعيت بسـيار نـامطلوبي دارد زيـرا از يـك طـرف      اين گونه از لحاظ بازسازي ذخاير و تكثير مصنوعي 

ميزان تكثير طبيعي آن در آبهاي ايران به صفر رسيده و از طرف ديگر بعلت عدم مديريت و برنامه ريـزي جـدي   
، 1370چه ماهي از طريـق تكثيـر مصـنوعي رونـد نـامطلوبي دارد. در بعضـي از سـالها (سـالهاي         ميزان رهاسازي ب

هزار عدد بچه ماهي متغير بوده است  1337تا  90) ميزان رهاكرد اين گونه صفر و در ساير سالها بين 1382، 1372
  ).4(جدول 

رت مي گرفت و امروزه گرچه تعداد در سالهاي گذشته عمده جمع آوري مولدين اين گونه در ماههاي پائيز صو
حدي كه بتوان ذخاير شديدا در حال انقراض را از نـابودي   در مولدين بالغ اين گونه كاهش يافته ولي تعداد آن 

همـين تعـداد انـدك تكثيـر     ولـي متأسـفانه    عـدد در سـال)   20الي  10(صيد مي گرددو انقراض كامل نجات داد 
    .نميشود

  )(ميليون عدد 1391لغايت  1376ه تاسماهي روسي طي سال آمار رهاسازي بچ - 4جدول 
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919/0  418/0  96/0  327/1  783/0  817/0  0  405/0  178/0  09/0  165/0  679/0  052/0  0  0  0  

  
تجـاري و اقتصـادي دريـاي خـزر بـه شـمار مـي رود ولـي          گرچه تاسماهي روسي بعنوان يكي از گونه هاي مهم

متأسفانه مطالعات بسيار اندكي در خصوص ساختار ژنتيكي اين گونه صـورت گرفتـه اسـت. در گذشـته سـاختار      
  جمعيت تاسماهي روسي با استفاده از پروتئين هاي آنزيمي و غيرآنزيمي مطالعه شده است. 

Keyvanfar  گونه از ماهيان خاوياري بالغ جنوب دريـاي خـزر    4از  2080هاي خون  با مطالعه نمونه 1988در سال
را جمع آوري و آنتي ژنهاي گلبولهاي سفيد خون را مورد مطالعه قرار داد. وي در مطالعات خود تفاوتي در آنتي 

ت سـاختار جمعي ـ  1983در سـال   Chikhachevگونه از تاسماهيان خزر جنوبي مشاهده نكرد.  4ژن گلبولهاي خون 
تاسماهي روسي ازون برون و فيلماهي درياي آزوف و خزر شمالي را با اسـتفاده از روش آلـوزايم مـورد مطالعـه     

لوسـاي   44را در  LDHa  ، LDhb ،Aat ،Est ،PGM ، MDH،TF ،Alb ،Myo ،Chry آنـزيم مختلـف   10قرار داد. وي 
% بـود. وي در  6/6سـط هتروزايگوسـيتي   % لوساي پلي مورفيـك بودنـد و ميـزان متو   25مورد بررسي قرار داد كه 

مطالعه خود دريافت كه فراواني الل بين ماهيان بالغ ماده و نر نژادهاي زمستانه و تابستانه تاسماهي روسي اختلاف 
  عدد بود كه بيشتر از فيلماهي و ازون برون بوده است.  3/3وجود دارد. متوسط تعداد الل در هر لوكوس 
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Ivanenkov & Kamshilin (1991)     با مطالعه بر روي آلبومين تاسماهي روسي و فيلماهي پيشنهاد نمودنـد كـه از ايـن
پروتئين بعنوان يك ماركر مولكولي در مطالعه ساختار جمعيت تاسماهيان مي توان استفاده نمود. گرچه مقـدار و  

د. از طرفي سـاير محققـين   جايگاه نسبي باندهاي آلبومين به كيفيت سرم پروتئين تهيه شده بر روي ژل بستگي دار
(Lukyanenko et al., 1975; Kamshikin, 1983)         بر اين باورند كه متغيـر بـودن ميـزان آلبـومين عمـدتاً بـه وضـعيت و

بر روي تاسـماهي   LDHبا مطالعات آنزيم  Slyn'ko (1976)حالت فيزيولوژيكي موجود (گونه ماهي) بستگي دارد.  
 15ژنوتيـپ (در بافـت ماهيچـه) و     5تترامـري در اينگونـه دارد و حـداقل     روسي دريافت كه اين آنـزيم سـاختار  

ژنوتيپ (در بافت قلب) گزارش نمود. بيشتر مطالعات انجام شده بر روي ساختار ژنتيك تاسماهي روسـي دريـاي   
اولين  Pourkazemi (1996)خزر، استفاده از روش هاي بيوشيميايي (پروتئين هاي آنزيمي و غيرآنزيمي) بوده است. 

كسي بود كه ساختار ژنتيك جمعيت تاسماهي روسي در حوضه جنوبي درياي خزر را با روش مولكولي مبتني بر 
ماهيان بـالغ تاسـماهي روسـي سـواحل       نمونه از 145مورد بررسي قرار داد. در بررسي فوق تعداد  DNAمولكول 

مـورد مطالعـه    PCR-RFLPفاده از روش  بـا اسـت   mtDNAمولكـول   D-Loopايراني درياي خزر جمع آوري و ناحيه 
شناسـايي   BBBBFو  AAAAA  ،AAAAB  ،AAAAF  ،AABAA  ،AAABB  ،ABBBFقرار گرفت. هفت هاپلوتيـپ  
بود ولي بين هاپلوتيـپ هـاي مختلـف اخـتلاف معنـي داري مشـاهده        0501 ± 0/0شد و ميزان تنوع نوكلئوتيدي 

تاسماهي روسي سواحل ايراني جنوب درياي خزر شناسايي شد در جمعيت  Bو  A. دو ژنوتيپ  (P≤0.05)نگرديد 
كه مي تواند بعنوان ماركر ژنتيكي براي گروههاي مختلف تاسماهي روسي درياي خزر معرفي گـردد كـه بعلـت    
عدم وجود موانع، طول عمر بالاي تاسماهي روسي و مهاجرت جمعيت ها به مناطق مختلف خـزر باعـث گرديـد    

  . (Pourkazemi et al., 1999)بل تفكيك نباشد كه تمايز جمعيت ها قا
مولكـول ميتوكنـدري سـاختار ژنتيـك      ND5/6، بـا اسـتفاده از ژن    (Rezvani Gilkolaei, 1997)در مطالعـه ديگـري   

جمعيت تاسماهي روسي سواحل ايراني جنوب درياي خزر را مورد بررسي قرار داد و در بين مناطق شرق و غرب 
اختلاف معني داري در فراواني هاپلوتيـپ هـاي ايـن گونـه گـزارش نمـود. متأسـفانه        سواحل جنوب درياي خزر 

تاكنون گزارشي از سوي محققين روسي در خصوص ساختار ژنتيك جمعيت اين گونه در درياي خـزر را ارائـه   
  نشده است. 

  
  بر منابع  يمرور

ي، مطالعات معدودي در اين رغم اهميت جايگاه تاكسونومي دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسبه 
  خصوص انجام گرفته و منابع اندكي يافت ميشود كه در ذيل به سابقه آن اشاره ميگردد:

  تفكيك دو گونه تاسماهي ايراني و روسي: جهت مطالعات انجام شده  -الف
اهي شاخص مورفومتريك بين تاس ماهي روسي و تاس م 26) با بررسي مقايسه اي درمورد 1372(نصري چاري، 

شاخص (تعداد شعاع باله مخرجي، تعداد  4ايراني سواحل جنوبي درياي خزر از عدم وجود اختلاف معني دار در 
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برجستگيهاي استخواني شكمي، ارتفاع سر در انتها، نسبت ارتفاع سر در مركز چشم به طول كلي) و وجود 
ول پوزه، تعداد شعاع باله پشتي، شاخص (سن، طول كل، طول فورك، طول سر، ط 22تفاوت معني دار در مورد 

تعداد برجستگيهاي استخواني پشتي، تعداد برجستگيهاي استخواني پهلويي، تعداد خارهاي آبششي، وزن شكم 
پر، عرض پوزه در محل سبيلك، عرض پوزه، ، ارتفاع سر در مركز چشم، فاصله نوك پوزه تا سبيلك، فاصله 

يلك به طول كلي، فاصله نوك پوزه تا سبيلك به طول سر ، سبيلك تا دهان، نسبت عرض پوزه در محل سب
فاصله نوك پوزه تا دهان به طول سر، نسبت طول سر به طول كلي، نسبت طول پوزه به طول كلي، نسبت ارتفاع 

  سر در انتها به طول كلي، نسبت عرض پوزه به طول كلي) مي باشد. 
هاي مورفومتريك و مريستيك تفاوت  ساس شاخصبا مطالعات خود گرچه توانست برا )1372(نصري چاري، 

داري در بعضي از صفات بين دو گونه مشاهده نمايد كه براي شناسايي ظاهري دو گونه از همديگر مفيد  معني
 گونه ويا تجارت بين المللي خاوياركاربردي نداشت.  2است ولي براي تفكيك خاويار 

انجام   Keyvanfar et. al., (1998)ويار دراي خزر  توسط اولين تحقيق در خصوص شناسايي و تفكيك انواع خا
هاي فيلماهي،  در گونه "الكتروفوكوسينگ"گرفت كه در بررسي خود موفق شد انواع خاويار را با روش 

برون و شيپ تفكيك نمايد. دو گونه تاسماهي ايراني و روسي تمايزي در حد يك باند نشان داد ولي  ازون
ازگري براي مطالعات تكميلي ابداع نمايد. در هر حال دستاورد فوق آغازي براي دستيابي نتوانست پرايمر يا آغ

   ).1(تصوير مولكولي دو گونه بود. به تفاوت هاي 

  
ايزوالكتروفوكوسينگ پروتئينهاي موجود در خاويار پنج گونه ماهي خاوياري (ازون  .2شكل 

)، :Hh، فيلماهي :An، تاسماهي شيپ  :Ap، تاسماهي ايراني :Agتاسماهي روسي  ، Asبرون : 

فلشها نشان دهنده رسوب دو باند پروتئيني از تاسماهي روسي و يك باند پروتئيني از 

  مي باشد. 6تا  7/5بين    pHتاسماهي ايراني در محدوده 
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 (Pourkazemi, 1996) با بررسي نواحيD-Loop  وND5 سي نشان از ميتوكندري در دو گونه تاس ماهي ايراني و رو
  باز آلي با يكديگر تفاوت دارند.  5داد كه اين دو گونه  فقط در 

(Pourkazemi et al., 2000)  با استفاده از توالي يابيmtDNA  نشان دادند كه تاس ماهي ايراني و  تاس ماهي روسي
دو گونه تقريبا  بيانگر آن است كه اين ND5% انشعاب توالي در ژن 2/2از نظر تكاملي به  هم نزديك هستند و 

  يك ميليون سال پيش از يكديگر تمايز يافته اند.
, 2002) (Rezvani Gilkolaei با روشSCAR  شيپ را از خاويار  برون و هاي فيل ماهي، ازون موفق شد خاويار گونه

در هاي تاسماهي ايراني(قره برون) و تاسماهي روسي(چالباش) از همديگر تفكيك نمايد ولي روش فوق قا گونه
نبود خاويار دو گونه تاسماهي ايراني و روسي از يكديگر تفكيك نمايد و ماركر مولكولي براي اين منظور 

  معرفي نگرديد.

) با مقايسه فاكتورهاي مورفومتريك و مريستيك در تاس ماهيان نورس ايراني و 1380(قرباني و همكاران،  
  و بيان داشتند با افزايش رشد اين اختلاف ها بيشتر مي شود. روسي، توانستند بين اين دو گونه اختلاف پيدا كنند 

هايي از لحاظ باند  پرايمر توانست تفاوت 53و بكارگيري  RAPD) با استفاده از روش 1384قرائي و همكاران (
DNA اولاً باندهاي اضافي متعددي در محصول  در گونه شناسايي نمايد وليPCR مشاهده گرديد و ثانياً) با تكرار 

مشابه قبلي بدست نيامد. ثالثاً)  PCRآزمايشات و با استفاده از پرايمرهاي شناسايي و معرفي شده محصول 
 ، كلون نگرديدند و پرايمرهاي اختصاصي طراحي نگرديد.  ماركرهاي معرفي شده

) با بررسي ساختار ژنتيك جمعيت تاس ماهي ايراني و روسي با استفاده از ماركر 1385(خوش خلق، 
كروستلايت در سواحل مختلف درياي خزر مشاهده شد كه تنوع ژنتيكي در تاس ماهي ايراني بيشتر از تاس مي

  ماهي روسي است و ماركر مولكولي جهت تمايز خاويار دو گونه فوق يافت نشد . 
  
  هاي تاسماهي ايراني و روسي مطالعات انجام شده براي شناسايي جمعيت -ب

  در خارج از كشور:
هاي تاسماهيان و معرفي ماركر مولكولي  تعددي توسط محققين و انديشمندان ژنتيك براي تمايز گونهمطالعات م

  خاويار در دنيا انجام شده است كه عبارتنداز:
با ارزيابي و بررسيهاي مورفومتريك و بيولوژيك تاس ماهيان رودخانه هاي  (Borodin, 1897)نخستين بار  •

ماهي ايراني را در رودخانه اورال شناسايي و به عنوان يك گونه مستقل با گونه تاس  توانست كورا و اورال،
 ) معرفي نمود.Acipenser persicus Borodin, 1897نام علمي(

با بررسيهاي مقايسه اي چندين شاخص مرفومتريك و مريستيك دو گونه تاس ماهي  (Berg, 1948)بعدها  •
  Acipenserاني زيرگونه اي از تاس ماهي روسي تحت عنوانايراني و تاسماهي روسي اعلام نمود تاسماهي اير
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gueldenstaedtii persicus Borodin, 1897   است و محل اصلي پراكنش آن رودخانه هاي كورا و سفيدرود مي
  ). ,Holcik (1989باشد 

• (Artyukhin, 1974)  ك پارامتر مورفولوژيك و تحقيقات هيستولوژي 8پارامتر مريستيك و  4با بررسي  
و    Acipenser gueldenstaedtii persicusاعلام نمود تاسماهياني كه در اواخر بهار به ولگا مهاجرت مي كنند 

 ,Artyukhin)مي باشند Acipenser gueldenstaedtiiمهاجرين تابستانه به رودخانه مذكور همان تاسماهي روسي 

  ت مي كند تاسماهي ايراني معرفي نمود. ،  تاسماهياني را كه در اواخر بهار به اورال مهاجر (1979
در رودخانه ولگا تاسماهي ايراني عمدتاَ در اواخر  (Artyukhin, 1979)و  (Lukyanenko,1973)طبق نظر  •

بهار و اوايل تابستان ولي تاسماهي روسي در اواخر زمستان و اوايل بهار تخمريزي مي كند و اين موضوع 
اعلام  (Mitrofanov et al.,1986)بعدها  نتيكي با هم فرق مي كنند گرچهنشان مي دهد اين دو ماهي از نظر ژ

  نمودند در رودخانه اورال اين دو ماهي در يك زمان و در يك مكان تخمريزي مي كنند. 
پژوهشهاي مقايسه اي انجام شده در مورد تاس ماهي روسي و تاس ماهي ايراني رودخانه ولگا نشان داد  •

پارامتر مورفومتريك و برخي از شاخصهاي بيولوژيك  35شاخص مريستيك و  5اين دو گونه از نظر 
  (Putilina, 1983).تفاوتهايي را نشان مي دهند 

• (Mitrofanov et al., 1986)   اظهار داشتند تفاوتهاي ژنتيكي و اكولوژيك كافي كه نشان دهد تاسماهي
موجود در زمان تخمريزي اين دو ماهي  ايراني بعنوان يك گونه مستقل است وجود ندارد. همچنين تفاوت

يك اختلاف ژنتيكي نيست و اختلافات مريستيك و مورفومتريك آنها نيز نشان دهنده اين است كه تاسماهي 
  ايراني زيرگونه اي از تاسماهي روسي است.

بررسي تركيبات آنتي ژني پروتئينهاي سرم خون تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي نيز تفاوت  •
را نشان داد. تاس ماهي ايراني داراي سه تركيب آنتي ژني اختصاصي در سرم خون خود مي باشد در  اساسي

 Lukyanenko et al 1974 Lukyanenko andحاليكه اين آنتي ژنها در تاس ماهي روسي وجود ندارد (

Sedov.,1967 ;   1989بر گرفته از Holcik,.(  
• (Birstein et al., 1998) ند منطقه ميتوكندري تاس ماهيان(با توالي يابي چCyt b, 12S, 16S  نشان دادند كه (

  دارد. Acipenser baeriiاز نظر فيلوژني تاس ماهي ايراني شباهت زيادي به تاسماهي سيبري 
•  (Birstein et al., 1999) سيتوكروم  با مقايسه توالي هايb  ،نتوانستند تفاوتي بين خاويار تاس ماهيان روسي

 تاليايي و سيبري پيدا كنند.ايراني، اي

• (Birstein et al., 2000)  با استفاده از روشSpecies-specific PCR  نيز در اثر همپوشاني پروفايل ميتوكندري
  گونه هاي نزديك به هم نتوانستند گونه هاي تاس ماهي ايراني و روسي را از هم تفكيك نمايند.

•  (Debus et al.,2002) روي اووسيت هاي تاس ماهيان (هم خاويار و هم  بررسي هاي مورفولوژيكي
اووسيت هاي فرآوري نشده) را ادامه دادند و توانستند با تصاوير ميكروسكوپ الكتروني دو جنس فيل ماهي 
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و تاس ماهي را به خوبي تشخيص دهند ولي در مورد گونه هاي تاسماهي ايراني و روسي بدليل فرآوري 
  امكان شناسايي ميسر نبود.

• (Ludwig et al., 2002b)  با استفاده از روش توالي يابي كلcytb  و روشRFLP  ميتوكندري توانستند
تمامي تاس ماهيان را تفكيك دهند ولي موفق به تفكيك دو گونه تاس ماهي ايراني و روسي  نشدند. هيچ 

ه به صورت واحد اندونوكلئازي كه بتواند براي افتراق تمام گونه هاي خاوياري علي الخصوص اين دو گون
  بكار رود وجود ندارد و هر كدام از گونه ها در چند اندونوكلئاز با يكديگر مشترك هستند. 

• et al., 2002) (Congiu با استفاده از ماركرAFLP  توانست بسياري از تاس ماهيان را شناسايي كند ولي در
  بالايي را نداشت.   گونه هاي نزديك به هم نظير تاس ماهي ايراني و روسي قابليت تفكيك

• (Ludwig et al., 2003)  با مقايسه تاس ماهي روسي و آدرياتيك اعلام گرديد كه توزيع ماركرهايDNA 
هسته ارتباط قوي با توزيع جغرافيايي دارد و ارتباط نزديك آنها يا در اثر مهاجرت در عصر يخبندان بوده و يا 

  در اثر يك پلي مورفيسم اجدادي است.
•   (Doukakis, 2005)) با بررسي سه توالي ميتوكندريCyt b, NADH5 , control  region از تاس ماهي (

و  Acipenser persicus روسي دو دودمان در ميتوكندري اين ماهي مشاهده كرد، يك شاخه مربوط به
Acipenser naccari مربوط به  و شاخه ديگرAcipenser baerii  اري بين اين بود. اما نتوانست اختلاف معني د

  دوگونه شناسايي كند.
• (Krieger et al., 2008)  در آزمايشي مشابه با بررسي چندتوالي ميتوكندري و تعميم آنها با نتايجBirstein 

  نيز همان نتايج را تكرار كردند.
• et al., 2008) (Ruban) با استفاده از داده هاي مورفولوژيك و مولكوليcyt bيان ) و مقايسه نتايج با هم ب

  كردند كه نمي توان تاسماهي ايراني را يك گونه مستقل محسوب كرد.
• (Rehbien et al., 2008)  با استفاده از روش SCCP  نتايجي شبيهPCR-RFLP  و توالي يابي سيتوكرومb 

بدست آوردند با اين تفاوت كه توانستند تفاوت جزعي را بين دوگونه تاس ماهي ايراني و روسي مشاهده 
  پيشنهاد كردند كه براي بدست آوردن جوابي دقيق تر جمع آوري نمونه ها با دقت بيشتري انجام شود.كنند و 

• (Zhang et al., 2008)   گونه از راسته تاس ماهي شكلان را بررسي نمودند و نشان داده شد  12روابط فيلوژنتيكي
مي باشد و همچنين با استفاده از توالي يابي ماركر مناسبي براي مطالعات فيلوژنتيكي تاس ماهيان  mtDNAكه مولكول 

     نسبت داده شود. Acipenserمي تواند به جنس  Husoاين مولكول عنوان نمودند كه جنس 

• (Rastorguev et al., 2008)  گونه از تاس ماهي مورد بررسي قرار  11تنوع كل ژنوم ميتوكندريايي را در
ز ژنوم ميتوكندريايي را بر اساس سودمند بودنشان براي مطالعات دادند، كه در اين مطالعه قسمتهاي مختلف ا

 Ponto-Caspianمختلف ژنتيكي تاس ماهيان اولويت بندي نمودند و با توالي يابي كل ميتوكندري تاس ماهيان 
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 %55نشان دادند كه تاس ماهي ايراني بيشترين شباهت را به تاس ماهي روسي دارد ولي شاخص اطمينان آن (
=bootstrapپايين بود (.   
• (Mugue et al.,2008)) با بررسي منطقه كنترلD-loop نمونه از تاس ماهيان بيان  1400) ميتوكندري بيش از

كردند كه براي تمايز دادن تاسماهي ايراني از تاسماهي روسي مي بايست از پلي مورفيسم ماركرهاي هسته 
  استفاده شود. 

•  (Vasileva, 2009)صهاي مورفولوژي و مريستيك جمجمه تاس ماهي ايراني و روسي  با استفاده از شاخ
مشاهده كرد كه داده هايي كه از بررسي شاخصهاي جمجمه شناسي اين دو گونه بدست آمده است، 

  همپوشاني ديده مي شود.
 Birstein)و   (Birstein et al., 2000)،  (Birstein and Desalle., 1998)تحقيقات مقايسه اي انجام شده توسط  •

and Doukakis., 2001)  در مورد ژنهايDNA )ميتوكندرياييmtDNA:(cytb  )650bp ،(12S)150bp ،(16S 
(350bp) ،ND5 )645bp و ( D-loop)846 bpهمچنين تحقيقات ،(et al.,2008) (Mugue  و(Ruban et al., 2011)  در

هي روسي اختلافي را بين اين دو گونه ) تاسماهي ايراني و تاسماmtDNA )D-loopمورد نواحي كنترل كننده 
نشان نداد لذا اين محققين عنوان داشتند تاسماهي ايراني را  نمي توان  گونه اي مستقل از تاسماهي روسي در 

  نظر گرفت. 
رغم وجود ديدگاههاي بسيار متفاوت در بين محققين مختلف در خصوص استقلال گونه تاسماهي به  •

و همچنين درگروه تخصصي   CITESحال حاضر اين گونه توسط كنوانسيون  ايراني از تاسماهي روسي، در
به عنوان يك گونه  (WSCS)و همچنين انجمن جهاني حفاظت از ماهيان خاوياري  IUCNماهيان خاوياري در 

  مستقل در نظر گرفته شده است.
  در داخل كشور:

 D-Loopبر روي ناحيه  RFLPجمعيت تاسماهي روسي با استفاده از روش ژنتيك اولين مطالعات  •
انجام شد و موفق شد دو ژنوتيپ متفاوت از اين گونه را در  Pourkazemi (1996, 1999)ميتوكندري توسط 

 آبهاي ايراني سواحل جنوبي درياي خزر گزارش نمايد.

•  Rezvani Gillkolaei (1997)  با استفاده از ژنND 5/6 ميتوكندري بررسي ساختار جمعيت تاسماهي روسي 
هاي  در نواحي شرقي و غربي جنوب درياي خزر انجام داد و موفق شد اختلاف معني داري از تمايز جمعيت

  جنوب شرقي و غربي درياي خزر (آبهاي ايراني) گزارش نمايد. 
هاي تاسماهي ايراني در رودخانه سفيدرود و  ) بر روي ساختار ژنتيكي جمعيت1382عطايي و همكاران ( •

ميتوكندري انجام داد و نتايج بررسي و  D-Loopزر  تحقيقي را با استفاده از ژن ناحيه جنوب شرقي درياي خ
  تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود از نواحي جنوب شرقي درياي خزر را نشان داد.   تمايز جمعيت
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از جفت پرايمر جدا سازي شده  4) با استفاده از روش مايكروستلايت و با استفاده از 1383پوركاظمي ( •
مورد تحقيق قرار داد و نتيجه گيري نمود كه روش مايكروستلايت  (A. transmontanus)گونه تاسماهي سفيد 

سه گروه از  UPGMAاز قابليت بالايي براي آشكار ساختن ميزان تنوع ژني دارد و براساس درخت فيلوژني 
جود دارد كه شامل تاسماهي ايراني تاسماهي ايراني در سواحل جنوبي درياي خزر با منشاء ژنتيكي متفاوتي و

  داري با ساير مناطق دارد.  رودخانه سفيدرود با منشاء ژنتيكي مستقل و از لحاظ تست هتروژني اختلاف معني
) با استفاده از پرايمر مايكروستلايت مطالعات جامع ساختار ژنتيكي تاسماهي ايراني 1386پوركاظمي ( •

ه تمايز جمعيت تاسماهي ايراني رودخانه سفيدرود از ساير مناطق در كل درياي خزر انجام داد و موفق ب
جنوبي درياي خزر گرديد. ولي شناسايي دو گونه خاويار تاسماهي ايراني و روسي به روش مايكروستلايت 

  ميسر نشده است. 
) مطالعات ساختار جمعيت تاسماهي روسي در شمال خزر (ولگا و اورال) و جنوب 1385خلق ( خوش •

همچنين ساختار جمعيت تاسماهي ايراني در سواحل جنوبي خزر را با استفاده از جفت پرايمر انجام خزر و 
هاي ولگا و اورال  داد و نتايج آن مبين است كه در مورد تاسماهي روسي اختلاف معني داري بين نمونه

هاي ولگا و اورال وجود  هاي خزر جنوبي با نمونه )، اما اختلاف معني داري بين نمونهP ≤ 01/0بدست نيامد (
) و از لحاظ درخت فيلوژني نمونه هاي ولگا در يك كلاستر و ساير نمونه ها در كلاستر مجزا P ≥ 01/0دارد (

قرار دارند. با توجه به نتايج حاصله، سه جمعيت مستقل تاسماهي روسي در درياي خزر شامل: جمعيت خزر 
  جمعيت خزر جنوبي شناسايي شد.   شمالي (رودخانه ولگا)، جمعيت رودخانه اورال،

براساس  معيارهاي ژنتيكي مشخص گرديد كه نمونه هاي  تاسماهي ايراني  جمع آوري شده از  •
سفيدرود در يك كلاستر و ساير نمونه ها در كلاستر مجزا قرار دارند و براساس ساير معيارها، نمونه هاي 

مجزا قرار گرفتند. با توجه به نتايج بدست آمده  تركمنستان در يك كلاستر و ساير نمونه ها در كلاستر
توان اعلام نمود كه در درياي خزر سه جمعيت مستقل تاسماهي ايراني شامل: جمعيت تاسماهي ايراني  مي

شيلاتي (كه  3رودخانه سفيدرود، جمعيت تاسماهي ايراني منطقه تركمنستان، جمعيت تاسماهي ايراني ناحيه 
  باشد) وجود دارد.  ورد منشاء ژنتيكي آن مينيازمند مطالعه آتي در م

علاوه بر دو گونه تاسماهي ايراني و روسي مطالعات ژنتيك مولكولي در خصوص شناسايي  •
) و روش مايكروستلايت 1384توسط قاسمي و همكاران ( PCR-RFLPهاي ماهي شيپ به روش  جمعيت

يسه نرماتيوهاي تكثير  و همچنين ژنهاي برون شمال و جنوب خزر با استفاده از مقا )، ازون1385(صفري 
ND5/6  وD-loop  برون درياي خزر با استفاده از  )، ساختار ژنتيكي ماهي ازون1384(شعباني و همكاران

) انجام شده و نتايج آن حاكي از جمعيت مختلف و متمايز 1386مايكروستلايت توسط (نوروزي 
  باشد. ، ولگا، اورال مي هاي سفيدرود رودخانه
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 RAPDپرايمر به روش  110فيلماهي با استفاده از   ها از جمله در گونه طالعاتي ديگر براي تمايز جنسيتم •
(Keyvanshokoh et al., 2007) با 1385ي براي تمايز جنسيت شناسايي نشد.  پورسيفي (رانجام گرفت كه مارك (

ف كه اختلاف بين جنس نر و ماده را باند پليمور 7موفق شد كه با سه تركيب پرايمري  AFLPاستفاده از روش
كه ميتواند بعنوان ماركر جنسيت  شناسايي نر و ماده در گونه ازون برون معرفي  گزارش نمايد نشان دهند

  گردد.
  

  اهداف
  اهداف اين تحقيق عبارتند از:

 دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي شناسايي اختصاصي جهت (DNA)مولكولي  نشانگر شناسايي -

 تاسماهي روسي بعنوان يك گونه مستقل از گونه تاسماهي ايراني  اثبات مولكولي تمايز -

  
 ضرورت و اهميت تحقيق 

موفق به شناسايي تاسماهي  1970طبق مستندات علمي موجود محققين روسي اولين كساني بودند كه در دهه 
تاسماهيان درياي خزر در سالهاي ايراني بعنوان يك گونه مستقل از تاسماهي روسي شدند. با كاهش ذخاير 

) و سهميه بندي توافقي كشور هاي بهره 1998و الحاق تمامي گونه ها به ضمايم كنوانسون سايتس( 1990-1995
) از يكطرف و برخورداري از  انحصار صيد، صادرات و 2000برداري كننده از ذخاير مشترك درياي خزر (

اسلامي ايران از طرف ديگر سبب شد تا موضوع علم  تجارت خاويار تاسماهي ايراني توسط جمهوري
سيستماتيك در خصوص اين دو گونه يك امر سياسي تلقي شود و محققين روسي با چاپ مقالات از طرق 
مختلف صراحتا زير گونه بودن تاسماهي ايراني را اعلام ميكنند. لذا ضرورت دارد بدور از فشار هاي سياسي 

ه اي تاسماهي ايراني با روش هاي علمي و قابل قبول مجامع بين المللي مورد بررسي استقلال يا عدم استقلال گون
) جهت تفكيك DNAعليرغم مطالعات متعدد انجام شده، متاسفانه تاكنون ماركر مولكولي (مبتني بر  قرار گيرد.

  شده است.دو گونه تاسماهي ايراني و روسي در عرصه ملي، منطقه اي و بين المللي شناسايي و معرفي ن
براساس تبليغات سوء انجام شده از سوي رئيس قبلي گروه تخصصي ماهيان خاوياري مبني براينكه تاكنون هيچ 

المللي  ماركر مولكولي براي تفكيك دو گونه مزبور يافت نشده و ضمن ارسال ديدگاههاي خود به مجامع بين
اشد بلكه زيرگونه تاسماهي روسي است. لذا ب اعلام نموده كه تاسماهي ايراني بعنوان يك گونه مستقل نمي

نبايد سهميه صيد و صادرات اختصاصي گونه تاسماهي ايراني را به ايران بدهد. با توجه به  CITESكنوانسيون 
رود صادرات خاويار تاسماهي ايراني  ، احتمال مي موارد فوق در صورت عدم  دستيابي به ماركر مولكولي فوق

 ه شود. در آينده با بحران مواج
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) است و حفظ استقلال Acipenser persicusگونه انواع تاسماهيان تنها يك گونه به نام ايران و پرشيا ( 27از بين 
دارد ميتواند نشان از اهميت ماهيان خاوياري در  هاين گونه كه نام كشور عزيزمان را در نام علمي خود بهمرا

استقلال ضرورت دارد با بهره گيري از روشهاي علمي نوين  تاريخ، فرهنگ و جغرافياي اين مرز و بوم باشد و
 اثبات گردد. گونهاين تاكسونومي 
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  مواد و روش كار  -3
و محصول  DNA، الكتروفورز و رنگ آميزي DNA، استخراج ها جمع آوري نمونه روش مربوط بهدر اين تحقيق 

PCR ارائه ميشود ولي ساير روشها  تكرار مطالب)(براي پرهيز از  در تمام آزمايشات يكسان بود فقط يكبار كه
  .توضيح داده خواهد شد بصورت اختصاصي

  
  روش نمونه برداري -1-3

تاسماهي  باله دمي از نمونه 20رودخانه سفيد رود) و منشاء از تاسماهي ايراني بالغ (باله دمي نمونه  20تعداد 
رد نياز در هر آزمايش از آنها استفاده گرديد. جمع آوري و بر حسب تعداد مو) منشاء از رودخانه ولگاروسي (

% فيكس 96جدا و در الكل  راگرم از بافت نرم باله از بخش انتهاي باله دمي  2حدود ، DNAجهت استخراج 
گرديد و جهت انجام آزمايشات بعدي به آزمايشگاه ژنتيك مولكولي انستيتو تحقيقات بين المللي ماهيان 

  گرديد.  خاوياري دكتر دادمان منتقل
  

  كل DNAاستخراج 
  استفاده گرديد:  DNAدر اين تحقيق از دو روش براي استخراج  

 Hillis)از روش فنل كلروفرم  DNAبراي استخراج نل و كلروفورم: بروش ف DNAالف: استخراج  

& Moritz , 1990)   كه توسط(Pourkazemi, 1996)  جهت ماهيان خاوياري تعديل گرديده استفاده

  ).1يمه شماره شد (ضم
  مراحل استخراج:

  ميلي ليتري استريل قرار داده شد. 5/1ميلي گرم بافت باله در يك ويال  500-100
) به نمونه بافت K )20 mg/mlميكروليتر پروتئيناز  SDS 20 ،%10-5ميكروليتر  STE ،30-20ميكروليتر بافر  600

  ورت قطعات كوچك خرد گرديد.داخل ويال اضافه گرديد و بافت با استفاده از قيچي به ص
درجه سانتيگراد مي باشد بدين منظور ويال ها را در  50-60قليايي و در دماي  Kفعاليت اپتيمم پروتئيناز 

دور قرار داده تا بافت به طور كامل ليز شده و به صورت  10درجه سانتيگراد و شيكر  55ترموميكسر با دماي 
 امولسيون غليظ درآيد.

به  rpm3000  كلروفرم به نمونه اضافه كرده و يك دقيقه شيكر كرده و سپس در دور  lµ300ل و فن lµ300ميزان 
 دقيقه سانتريفوژ گرديد. 10مدت 

به آرامي فاز بالايي را جدا كرده و در ويال جديدي ريخته محلول فنل، كلروفرم و ايزوآميل الكل به نسبت 
 يفوژ و جداسازي فاز بالايي طبق مراحل بالا انجام شد.اضافه گرديد دوباره مراحل شيكر، سانتر 25:24:1
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اضافه كرده، مراحل شيكر،  24:1كلروفرم و ايزواميل الكل به نسبت  lµ500محلول را جدا كرده و به ميزان 
  سانتريفوژ و جداسازي فاز بالايي تكرار گرديد.

برابر حجم داخل ويال الكل اتانول به اندازه دو  DNAمحلول روئي را جدا كرده و در اين مرحله براي رسوب 
و جداسازي  DNAظاهر شود. جهت رسوب دادن  DNAسرد اضافه شد و به آرامي ويال ها سرو ته شده تا كلاف 

 دقيقه استفاده شد. 7به مدت  8000آن از الكل از سانتريفوژ با دور 

 د و مطابق بالا سانتريفوژ شد.% شستشو داده ش70فاز بالايي به آرامي تخليه شده، مجددا رسوب با اتانول 

ويال ها به مدت يك ساعت وارونه به روي  DNAفاز بالايي را تخليه كرده و به منظور خشك شدن علامت 
 كاغذ صافي يا دستمال كاغذي قرار داده شد.

اضافه گرديد. جهت حل شدن به مدت  DNAآب مقطر دو بار تقطير به  lµ100 مقدار   DNAپس از خشك شدن 
درجه سانتيگراد  4ساعت به دماي  24درجه سانتيگراد قرار داده شد و سپس به مدت  37عت در دماي يك سا

  منتقل گرديد. -20منتقل شد تا به طور كامل حل شود پس از آن جهت نگهداري طولاني مدت نمونه ها به فريزر
  

  به روش استات آمونيوم DNAاستخراج ب: 
  ه طبق مراحل ذيل انجام گرديد:ك  salting out روش كار بر اساس متد

ميلي گرم از قسمت نرم باله دمي را برداشته و پس از تميز نمودن روي كاغذ صافي داخل  50 – 100مقدار – 1
  ميلي ليتري استريل قرار داده شد. 5/1ويال هاي 

  % اضافه گرديد.SDS 20ميكروليتر محلول  20 – 30بهمراه  STEميكروليتر بافر  600مقدار  – 2
) K)mg/ml 10ميكروليتر از محلول پروتئيناز  3 – 10پس از خرد كردن باله توسط قيچي نوك تيز مقدار  – 3

بر اساس بافت مورد نظر را مي توان افزايش يا كاهش داد. اين ماده باعث هضم  Kاضافه شد. مقدار پروتئيناز 
  پروتئين ها مي گردد.

ساعت يا يك شبانه  3 – 4درجه سانتيگراد به مدت  55حرارت  ويال ها  داخل دستگاه ترموميكسربا درجه – 4
  روز قرار داده شد تا بافت بطور كامل هضم گردد و بصورت امولوسيون غليظ درآيد.

  سانتريفوژ شد.  rpm 13000دقيقه با دور  10مولار اضافه شد و به مدت  5/7ميكروليتر استات آمونيوم  600– 5
  استريل ديگر گرديد. ml 5/1ده و وارد تيوپ فاز بالايي  به دقت جدا ش –6
به ميزان دو برابر حجم مايع داخل تيوپ، ايزوپروپانول سرد يا اتانول مطلق  DNAدر اين مرحله جهت رسوب  – 8

ظاهر گشت (در پاره اي اوقات  DNAسرد اضافه شد و به آرامي تيوپ ها چندين بار سر و ته گرديد تا كلاف 
  نمي باشد). DNAد كه اين امر مبني بر عدم وجود اين كلاف ديده نمي شو

  سانتيريفوژ شد. rpm 13000دقيقه با دور  5سپس –9
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% سرد اضافه گرديد. اين كار سبب 70ميكروليتر اتانول  600محلول رويي دور ريخته شد و مقدار  - 10
  شده و باعث مي گردد تا نمك هاي موجود در آن جذب آب گردند. DNAشستشوي پلت 

  سانتريفوژ شد. rpm 13000دقيقه با دور  3 – 5 –11
تيوپ ها بصورت وارونه روي كاغذ صافي  DNAمحلول رويي دور ريخته شد و جهت خشك كردن پلت  –12

  قرار داده شد.
اضافه  DNAميكروليتر آب مقطر دو بار تقطير استريل جهت حل شدن  50-100پس از خشك شدن، مقدار  – 20

درجه سانتيگراد قرار گرفت. سپس جهت نگهداري طولاني مدت تيوپ  37حرارت ساعت در  24شد و مدت 
  درجه سانتيگراد نگهداري گرديد. – 20در فريزر   DNAهاي حاوي 

  
  استخراج شده  DNAارزيابي كميت و كيفيت 

 DNA، شناخت كافي از كميت و كيفيت  PCRيكي از مراحل بسيار مهم و حساس قبل از انجام آزمايش 
استخراج شده از روش هاي اسپكتروفتومتري و  DNAاج شد مي باشد. براي اين منظور كميت و كيفيت استخر

الكترو فورز تعيين گرديد. در اين بررسي از روشهاي فوق استفاده گرديد كه جزئيات آن در ضمايم ارائه شده 
     است.

اسپكتروفتومتري مقادير بالايي از آن  به مقدار زيادي استخراج گردد و دستگاه DNAدر بسياري از حالت ممكن 
بنابه دلايل مختلف از جمله روش نمونه برداري، نحوه نگهداري، حمل و  DNAرا نشان دهد ولي ممكن است 

ذخيره سازي، تخريب و يا شكسته شده باشد. جهت آگاهي از كيفيت آن ضروري است از طريق الكتروفورز با 
  % دقيقاً بررسي شود. 1ژل آگارز 

  
  مواد مورد استفاده در ساخت ژل پلي آكريل آميد : -2-3

  : (Pourkazemi, 1996)مواد مورد استفاده در ساخت ژل پلي آكريل آميد به شرح ذيل مي باشد 
گرم بيس آكريل آميد با آب مقطر  5/0گرم آكريل آميد و  5/9% مقدار 40جهت ساخت ژل پلي آكريل آميد 

  .قرار داده شد Cº 4 ود و پس از ساخت در دماي ميلي ليتر رسانده مي ش 25به حجم 
مخلوط  TBE 5Xميلي ليتر  20% و 40ميلي ليتر اكريل آميد  25گرم اوره را با  44براي تهيه اوره اكريل آميد 

  ميلي ليتر رسانده شود. 100كرده و به حجم 
گرم از 0.05 گرم از بروموفنل بلو و 0.05 ميلي ليتر از فرماميد را با  Formamide dye ،(50براي تهيه رنگ فرماميد (

  درجه سانتيگراد نگهداري شد. 4مخلوط كرده و در دماي   pH=8نيم مولار  EDTAميلي ليتر از  1زايلن سيانل و 
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  نحوه تهيه بافرهاي رنگ آميزي
گرم نيترات  3دار ، مقB( بافر نيترات نقره ): براي ساخت بافر  B%)، بافر 10% و اتانول 5(بافر اسيد استيك  Aبافر 

ميلي ليتر  1000را در  NAOHگرم  15، ابتداCميلي ليتر آب مقطر حل گرديد. براي ساخت بافر  1000نقره در 
دقيقه  10ميلي ليتر فرمالدهيد به محلول اضافه شد . براي رنگ آميزي، به مدت  4آب مقطر حل كرده و سپس 

قرار داده و سپس ژل را دو بار در آب  Bدقيقه در بافر  5يه كرده و را تخل Aقرار داده سپس بافر  Aژلها را  در بافر 
دقيقه قرار داده شد تا باندها ظاهر شوند.با 10به مدت Cمقطر دو بار تقطير شستشو داده ، سرانجام ژل در بافر 

سازي  دستگاه اسكنر عكسبرداري از ژلها انجام شده و در كامپيوتر براي اسكرينهاي بعدي ذخيره استفاده از
  ميشود.

در اين تحقيق چندين روش مختلف براي تمايز دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي بكار گرفته شد كه 
  در ذيل جزئيات هر روش ارائه ميشود:

  
  ) mtDNA- Cyt. b(ژن ستوكروم ب ميتوكندري -1

سانتي متر از  2روسي مقدار بررسي تفكيك دو گونه تاسماهي ايراني و جهت در اين مطالعه : جمع آوري نمونه
عدد تاسماهي روسي صيد شده از  15نمونه تاسماهي ايراني صيد شده از رودخانه سفيدرود و  15باله دمي 

حقيقات بين المللي تاس ت % فيكس شده و به آزمايشگاه ژنتيك موسسه96رودخانه اورال برش كرده و در الكل 
  گرديد. به روش استات آمونيوم استخراج آن  DNAو ماهيان درياي خزر انتقال داده شد 

استخراج شده با استفاده  از روش هاي اسپكتروفتومتري و الكترو فورز  ژل آگارز اندازه  DNAكميت و كيفيت 
  گيري شد. 

 280و  260در طول موج هاي 1000NDنمونه ها از دستگاه اسپكتروفتومتر نانودراپ مدل DNAبراي تعيين كميت 
ميكروليتر از   5/1شد.پس از كاليبره كردن دستگاه با آب مقطر ، پس از هموژن كردن نمونه ها ،  نانومتر استفاده

DNA  ژنومي را روي سل پايين ريخته، سل بالا بروي سل پائين قرار داده شد و غلظت آن ثبت گرديد. سپس
بار تكرار گرديد. ميانگين  3خطا دوباره سل بالا و پايين را با آب مقطر پاك كرده و اين كار را براي اجتناب از 

  استخراج شده محاسبه گرديد. DNAاعداد بدست آمده را به عنوان غلظت 
% ( بر حسب 1استخراج شده روي ژل آگارز  DNA، با استفاده از الكتروفورز ژل آگارز DNAارزيابي كيفيت در 

يك جفت پرايمر اختصاصي ناحيه  bژن سيتوكروم   PCRبراي انجام واكنش  ) الكتروفورز گرديد. DNAاندازه 
tRNA  مجاور ژن سيتوكرومb  با استفاده از نرم افزارgenerunner  وOligo  طراحي و سنتز شد. توالي نوكلئوتيدي

  .بود ذيلپرايمرهاي مورد استفاده بشرح 
Forward:5'CTTAGACATCAAAGCACCGG3' 
Reverse:5'CTTAGACATCAAAGCACCGG3'  
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اي پلي مراز در شرايط استريل شده، بهمراه ساير مواد مصرفي واكنش زنجيره 2/0ويالهاي  از PCRبمنظور انجام  
   PCRغلظت و مقدار مواد مصرفي براي هر واكنشكاملاً استريل در زير هود لامينار و روي يخ آماده سازي شد. 

  شده است. آورده 5در جدول 
 

  PCRغلظت مواد مصرفي در مرحله. 5جدول

  ماده  غلظت مواد  ميكروليتري 25كنش مقدار براي وا

≤1 µg  100  نانوگرم  DNA  

  پليمرازDNA  آنزيم تك   U/µ5  ميكروليتر4/0

  dNTPs  ميلي مولار 10  ميكروليتر 1

  MgCl2  ميلي مولار 50  ميكروليتر2
  X10  PCR Buffer  ميكروليتر 5
  1پرايمر پيكومول20  ميكروليتر 2
  2پرايمر پيكومول20  ميكروليتر 2

  اب مقطر  ــــــــــــــــــ  ميكروليتر 50 تا

  
ويالها را بمدت چند ثانيه سانتريفوژ كرده تا كاملاً محتويات آن همگن گردد. سپس ويالها را در دستگاه مولد 

   .)6(جدول  انكوبه گرديدطبق برنامه داده شده به دستگاه  (Thermo cycler)چرخه حرارتي 
 

 
  PCRهچرخه هاي حرارتي مرحل. 6جدول 

  مراحل  درجه حرارت(سانتيگراد)  زمان(دقيقه)  تعداد چرخه(سيكل)
 واسرشته سازي اوليه 94 5 1

35  
5/0  
5/0  
5/1  

94  
65-58  

72  

  واسرشته سازي
  الحاق
 بسط

  بسط نهايي  72  10  1

  
و  هتكه باندهاي قوي داشپس از واكنش زنجيره اي پليمراز، نمونه ها بر روي ژل آگاروز برده شد. نمونه هايي 

توالي جهت تاسماهي ايراني و  تاسماهي روسي  هاي نمونه جهت توالي يابي انتخاب شد.فاقد آلودگي بودند 
بخشي از آن جهت انجام قطع آنزيمي  PCRپس از اطمينان از محصول  يابي به شركت فزاپژوه فرستاده شدند.

 ACC I  ،Aae با آنزيم هاي قطع كننده PCRميكروليتر از محصول  3استفاده شد. براي اين منظور  RFLPآزمايشات 
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II   كه داراي جايگاه برشي براي تفاوت گونه اي بوده و از توالي ژنهاي توالي يابي شده تعيين شده بود، استفاده
  گرديد.

 Align با برنامه  و توالي ها كردن داده هاClustalw  آناليز فيلوژني  داده ها با برنامه سپس انجام شد.  وMega  انجام
 Vilberlourmantساخت شركت (Gel documentation)از دستگاه مستند سازي ژل ژلها  ثبت تصاويرجهت  .پذيرفت

  تهيه گرديد.  Biocapeهمراه با برنامه نرم افزاري 
  
  روش ريزماهواره يا مايكروستلايت  -3-3

  نمونه آوري جمع
 دو مقدار انستيتو انتخاب و در موجود روسي تاسماهي و ايراني تاسماهي هر يك از گونه هاياز نمونه تعداد پنج 

 .شد انتقال داده انستيتو ژنتيك آزمايشگاه به و نموده فيكس % 96 الكل در و كرده قطع دمي باله از مربع سانتيمتر
DNA كلروفوم فنل روش كليه نمونه ها به  Hillis & Moritz, 1990 توسط كه Pourkazemi 1996ماهيان براي 

   .شد استفاده گرديده تعديل يخاويار
 الكترو ) و1000نانودراپ مدل  (اسپكتروفتومتري هاي روش از استفاده استخراج شده با DNAكيفيت و كميت  

  فورز تعيين گرديد.
  

 ستلايت ميكرو پرايمرهاي تهيه

 باند لگويا مشاهده و ميكروستلايت روش با تاسماهيان هاي گونه روي بر شده انجام مطالعات بررسي از پس

 گرديد. سفارش خريد به اقدام ستلايت انتخاب و  ميكرو جفت پرايمر 30مختلف تعداد  درمطالعات  آنها دهي
  ارائه شده است. 7توالي و شماره دستيابي آنها در جدول 
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در  يتوال اندازه و استفاده مورد آغازگرهاي توالي تكراري، موتيف ژن، بانك در دستيابي شماره لوكوس، -7جدول

 Spl (McQuown et al., 2000) , Afug ( Welsh et el., 2003) ز . اقتباس ا   PCRآزمايش

  
Sequenced 
clone size 
(bp)  

Primer sequence(5`-3`)  Repeat motif Gene bank 

accession 

number 

Locus 

  
No 

  
152  F: CATAATGTAAAGCAAAAGT  

R: ACCTGAAATGTATGTTATG  
(GATA)14(GA)2G

ATA(GA)2(GATA)

6  

AF529447  AfuG-9  1  

266  F: 

ACTAAACCCAGCACAGAAAATCA

G  
R: GAAGCCCATCCCACAGGTT  

(AAAC)9  AF529472  AfuG-56  2  

139 F: 

ACTAAACCCAGCACAGAAAATCA

G 
R: 

CTTTTAAATGGGGGACAGACTAT  

(AAAC)8  AF529475  AfuG-63  3  

306 F: GGCAGCAACTTTACCAA  
R: GAGATATCTGCGTTCGTT  

(AAAC)7  AF529478  AfuG-66  4  
288  F: 

CAAAGCTAGAACAAGTAAAGAGA

A  
R: 

GGGGTGTCCTATAATAAAAGTGC  

(AAAC)7  AF529479 AfuG-67 5  

210  F: 

AATGGCTTATCTTTTATCTTGACT 
R: AGCTTTTCTGGACTGTGTATGTT  

(AAAC)6  AF529480  AfuG-68  6  

226  F: CTACAAAGACGGGTTACG  
R: AGCGACTGTCTGGTTTTC  

(AAAC)6  AF529483  AfuG-74  7  
229  F: CAGCAGAGTCTCCAGCCTTCAC 

R: 

CACAACCGTAACCTAGCAACACTG  

(CATC)6  AF529491  AfuG-95  8  

319  F: ACCCGATGCTAACTTTGTAAT 
R: CACTTTTTGGCTGTAGACTTTT  

(GATA)21  AF529498  AfuG-

110  
9  

260  F: TATTGTTCCTTTATGGTTATG 
R: TATTTCACTGTCTGTTGTATGTA  

(GATA)12GACA(

GATA)6 
AF529499  AfuG-

112  
10  

160  F-TTATTGCATGGTGTAGCTAAAC 
R-AGCCCAACACAGACAATATC  

(AGAT)14  AF529501  AfuG-

119  
11  

175  F: AACACGACAACAAACTTATTCA 
R: 

TGTGTTTCTATGTCTGTCTGTCTA  

(GATA)13  AF529503  AfuG-

122  
12  

183  F: GCCAATTCCTGAAATATACCAG 
R: CGAAACCGCTTCAGACCTT 

(GATA)7  AF529514  AfuG-

135  
13  

135  F: CCGCAGCATTAGGTCAAA 
R: CCCCAGTGGAAATAATAATGTA  

(AAAC)8  AF529526  AfuG-

160  
14  

199  F: 

CCATAATTCAAAAGAACAGATTAA 
R: TGGGCCAATACTTTTGTCA  

(AAAC)5  AF529536  AfuG-

175  
15  

165  F: ATTCCTCCAGCCGTATTATTA 
R: 

AAGCAGTTAGTTTATGTGGTTGTG  

(AAAC)7  AF529548  AfuG-

195  
16  

141  F: TGACCAGGCACCGTAACTTTG 
R: TAATGTCGCCGGCTCTGGTCTA  

(AAAC)5  AF529551  AfuG-

204  
17  

320  F: AGAGAATGCGGAGAATGAGGAC 
R: 

(CA)14  AF529559  AfuG-

229  
18  
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GCACAGATACACGCAGACAAACA  

243  F: CAGAACATGCCGGGTGAGTA 
R: 

ATCCAGGGCTTGTCTTGTATTTTA  

(CA)13 AF529566  AfuG-

241 
19  

130–138  F: AATAACAATAACGGCAGAACCT 
R: TGTGTTGCTCAAGACAGTATGA  

(ATTT)5(ATTC)(A

TTT)3  
Ao529483  Aox-27  20  

140-170  F-TTATTGCATGGTGTAGCTAAAC 
R-AGCCCAACACAGACAATATC  

(GATA)13  U72739  Ls-68  21  
80-100  F-ATCTGAATTGANTTCGTG 

R-TTCGATACTGTGTCCAAC  
(GACA)7  U72738  Ls-62  22  

270  F-TTATATGGGTGGGGTGGATG 
R-TCCTCTTTGGCATTTGTTCC 

(TCTR)12  AF276173  Spl-104  23  
136  F-GCGATTTGATTGGCTCTTGT 

R-GGCACTGAATAAATGGACCG 
(TAGA)12  AF276174  Spl-105  24  

284  F-TCCCACATGGCTTGTATTGA 
R-ACCACACCATGCGTCATAAG  

(AGAT)14  AF276182  Spl-113  25  
285  F-ATTCCATGAGCAACACCACA 

R-TGATGGTCTGATGAGATCGG  
(TATC)15  AF276189  Spl-120  26  

208  F-TGCTTGTAAACTGCCCCACT 
R-CCACATGCAGTTTGAGCTGC  

(GATA)17  AF276205  Spl-163  27  
149  F-CACTGATTCGCTACAACCGT 

R-AGAAGGACTTGCAGTCCGAA  
(TATC)18  AF276210  Spl-168  28  

188  F-GGACGCACTAGACAGGCTTT 
R-CACCAAACACAGCAGATTTCA  

(GAT)5 

(ATAG)11  
AF276213  Spl-170  29  

219  F-GGCTTTTGTCTGAAACGTCC 
R-TGGTGTGTCATTTTGAAGGC  

(TCTA)10  AF276216  Spl-173  30  

  
تاسماهي روسي انجام شد.  و ايراني تاسماهي گونه دو روي بر پرايمر جفت30با استفاده از تمامي  PCRتست  

 باند حداقل بنحويكه سايكلر دمايي ترمال برنامه و مواد غلظت نظر از شرايط ، بهترينPCRشرايط  تغيير از پس

PCR با غلظت ذيل و طبق روش بيان شده در بالا  واكنش زنجيره اي پليمراز باشد تعيين گرديد. دارا را اضافي
  انجام شد:

  
 20 واكنش براي مقدار

  ميكروليتري
 ماده   مواد غلظت

50 µ g 50 ng DNA 

ميكروليتر15/0  u / µ5 آنزيم تگ پليمراز 
ميكروليتر 4/0 ميلي مولار 10   DNTPs 

ميكروليتر 7/0 ميلي مولار 50   MgCl2 

ميكرو ليتر 2  10X   PCR buffer 

پيكو مول متغير 10 ميكروليتر 1 1پرايمر   
پيكو مول متغير 10 ميكروليتر 1 2پرايمر   

 آب مقطر --------  ميكروليتر 20 تا
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محصولات  به توجه با سپس و داده انجام را است زير مراحل شامل كه استاندارد PCRابتدا  PCRكردن  بهينه براي
PCR آغازگرها از كدام هر اتصال دماي بهترين ، حرارتي دامنه دادن با ولا مرحله در .گرديد شرايط تغيير اقدام به 

 سازي بهينه Mgcl2غلظت   اسمير حذف و باندها خوب تظاهر جهت بعد مرحله و در آمد دست به الگو رشته به

 بهتر وضوح براي گردد و اسمير بدون شده ايجاد باندهاي تا شد ميلي ليتر تغييرداده 5/2تا  1مقادير  گرديد. از

  .گرديد منتقل يخچال به ها نمونه كار اتمام از پس .)8( جدولشد داده تغيير پرايمر مقدار باندها
  

  در اين تحقيق PCRبرنامه اجرا شده  - 8جدول

  مراحل  )سانتيگراد( حرارت درجه  زمان (دقيقه)  چرخه (سيكل) تعداد
  اوليه سازي واسرشته  94  3  1
35-20  5/0  

5/0  
5/0  

94  
64-57  

72  

  سازي اسرشتهو
  الحاق
  بسط

  نهايي بسط  72  5  1

 

شده قبلي اجرا اشاره بافر هاي مربوطه، نحوه رنگ آميزيĤن طبق روش هاي  ساخت و اكريلاميد پلي ژل تهيه
  گرديد.

  
  bتهيه پرايمر سيتو كروم 

 

 از استفاده با )NCBIدر بانك ژن  AJ563385بشماره  (شده ثبت روسي تاسماهي  bسيتوكروم  توالي از استفاده با

 دو هر رو بر پرايمر، اين خريد و سفارش ،باشد سنتز و طراحي، پرايمر ها  oligoافزار  نرم و GeneRunerافزار  نرم

  .شد انجام PCRروسي   تاسماهي و تاسماهي ايراني گونه
  

Oligo Number  ژن  توالي  
71205G1G01  5`-

AAACATCCGCAAAACACACCCACTA-3`  
Cyt b Forward  

71205E4C08  5`-CAGAGGGAGGGCGATTAGG-3`  Cyt b Reverse  
  

 شد انتخاب يابي توالي جهت هايي نمونه .شد برده آگاروز ژل روي بر ها نمونه پليمراز، اي زنجيره واكنش از پس

 نظر مورد هاي توالي صحت از تا كردهBlast ,ncbi رادر ها داده .بودند آلودگي فاقد و داشتند قوي  باندهاي كه

 با ها داده كردن. Alignهستند خام بصورت آمده بدست هاي داده يابي، توالي باانجام .شود حاصل ميناناط

  .شد انجام Megaبرنامه با ها داده فيلوژني آناليزپايان در شد و انجامClustalwبرنامه
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- راه با برنامه نرمهم  Vilber lourmantساخت شركت (Gel documentation)با استفاده از دستگاه مستند سازي ژل 

الگوي  Biogenتصوير ژل هاي تهيه گرديد. پس از اندازه گيري باندها با استفاده از نرم افزار  Biocapeافزاري 
باندي هر نمونه، در مقايسه با ماركر بر روي كاغذ شطرنجي رسم و اندازه باندها به طور دقيق ثبت  گرديد. سپس 

ازه كوچك به بزرگ شماره دهي شد. بدين ترتيب آلل هاي حاصل باندهاي حاصل در كل نمونه ها از اند
در  (Effective allele)موثر ي، تعداداللها و تعداداللها(Allele frequency)فراواني اللي كدگذاري گرديدند.

 براساس (Genetic identity)و فاصله ژنتيكي (Genetic identity)جايگاههاي ميكروساتلايتي، ماتريس شباهت

Nei,1972 بر اساس تست  تنوع ژنتيكي وAMOVA
محاسبه  GeneAlexبا استفاده از نرم افزار01/0سطح احتمال در 1

آناليز فيلوژني  شامل اختلاف تكاملي، درجه خويشاوندي و روابط فيلوژني ، درخت فيلوژني با استفاده  گرديد.
 از ها داده آناليز در ترسيم شد. Megaزار با نرم اف Neighbor-Joiningو  UPGMA, ،Maximum parsimonyاز روشهاي

  .شد انجام تكرار بار 1000 با ها آناليز تمامي .گرديد انتخاب outgroup عنوان به (Huso huso)فيلماهي 
  
 AFLP  روش -4-3

  جمع آوري نمونه
 5از باله دمي  مربعسانتي متر 2در اين مطالعه براي بررسي تفكيك دو گونه تاسماهي ايراني و روسي مقدار       

 به آزمايشگاه ژنتيك موسسهو سپس % فيكس 96و در الكل  جمع آورينمونه از هر كدام از دو گونه مذبور 
و كميت و  بروش استات آمونيوم استخراج DNA  نحقيقات بين المللي تاس ماهيان درياي خزرانتقال داده شد.

   گرفت.كفيت آن طبق روشهاي ذكر شده در بالا مورد ارزيابي قرار 
  

 آغازگرها

مورد استفاده قرار گرفت كه متناسب با آنزيم هاي برشي  PstI/TaqIو  MseI/EcoRIدر اين مطالعه دو جفت آنزيم برشي 
  مورد نياز تهيه گرديد.  AFLPآداپتورها و پرايمرهاي 

 PstIتوالي آداپتور

Forward: 5' AGACGTGACGGCCGTCATGCA 3' 

Reverse: 3'GCACTGCCGGCAGT5' 

 TaqIالي آداپتور اتو

Forward:  5' GACGATGAGTCCTGAG3'   
Reverse: 3' TACTCAGGACTCCG5'  

  PstI/TaqIپرايمرهاي 
PstI0: 5' GACGGCCGTCATGCAG 3' 

TaqI0: 5' GATGAGTCCTGAGCGA 3' 

 
PstI +2 (AC, TC, TA, CT, GA)  

                                                 
1- Analysis of Molecular Variance 
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PstI +3 (ACG)  

TaqI +2 (AC, TA, TG, CT, CG, AG)  
TaqI+3 (ACA , GTC) 

  MseIالي آداپتور اتو
 Forward: 5'GACGATGAGTCCTGAG 3' 

Reverse:        5' TACTCAGGACTCAT 3' 

 

   EcoRI توالي آداپتور
Forward: 5' CTCGTAGACTGCGTACC 3' 

Reverse: 5' AATTGGTACGCAGTCTAC 3' 

 

 EcoRI/MseIالي پرايمرهاي اتو

EcoRI +1: 5' GACTGCGTACCAATTCA 3' 

MseI +1: 5' GATGAGTCCTGAGTAAC 3' 

 

EcoRI +3: (ACA, ATT, ACC, AAC, ACG, ATC, AAG) 

MseI +4: (CACA, CGAT, CCTT, CATA, CATT, CGTC, CTGC, CCGT) 

  
  در اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفت. TaqI/PstIجفت پرايمر  56و  EcoRI/MseIجفت پرايمر  48تعداد 

  در اين تحقيق فادهمورد است TaqI/PstIجفت پرايمرهاي 

1  GACGGCCGTCATGCAAC  GATGAGTCCTGAGCGAAC 

2  GACGGCCGTCATGCATC  GATGAGTCCTGAGCGAAC  

3  GACGGCCGTCATGCATA  GATGAGTCCTGAGCGAAC  

4  GACGGCCGTCATGCACT  GATGAGTCCTGAGCGAAC  

5  GACGGCCGTCATGCAGA  GATGAGTCCTGAGCGAAC  

6  GACGGCCGTCATGCAACG  GATGAGTCCTGAGCGAAC  

7  GACGGCCGTCATGCAAC  GATGAGTCCTGAGCGATA 

8  GACGGCCGTCATGCATC  GATGAGTCCTGAGCGATA 

9  GACGGCCGTCATGCATA  GATGAGTCCTGAGCGATA 

10  GACGGCCGTCATGCACT  GATGAGTCCTGAGCGATA 

11  GACGGCCGTCATGCAGA  GATGAGTCCTGAGCGATA 

12  GACGGCCGTCATGCAACG  GATGAGTCCTGAGCGATA 

13  GACGGCCGTCATGCAAC  GATGAGTCCTGAGCGATG 

14  GACGGCCGTCATGCATC  GATGAGTCCTGAGCGATG 

15  GACGGCCGTCATGCATA  GATGAGTCCTGAGCGATG 

16  GACGGCCGTCATGCACT  GATGAGTCCTGAGCGATG 

17  GACGGCCGTCATGCAGA  GATGAGTCCTGAGCGATG 

18  GACGGCCGTCATGCAACG  GATGAGTCCTGAGCGATG 
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19  GACGGCCGTCATGCAAC  GATGAGTCCTGAGCGACT 

20  GACGGCCGTCATGCATC  GATGAGTCCTGAGCGACT 

21  GACGGCCGTCATGCATA  GATGAGTCCTGAGCGACT 

22  GACGGCCGTCATGCACT  GATGAGTCCTGAGCGACT 

23  GACGGCCGTCATGCAGA  GATGAGTCCTGAGCGACT 

24  GACGGCCGTCATGCAACG  GATGAGTCCTGAGCGACT 

25  GACGGCCGTCATGCAAC  GATGAGTCCTGAGCGACG 

26  GACGGCCGTCATGCATC  GATGAGTCCTGAGCGACG 

27  GACGGCCGTCATGCATA  GATGAGTCCTGAGCGACG 

28  GACGGCCGTCATGCACT  GATGAGTCCTGAGCGACG 

29  GACGGCCGTCATGCAGA  GATGAGTCCTGAGCGACG 

30  GACGGCCGTCATGCAACG  GATGAGTCCTGAGCGACG 

31  GACGGCCGTCATGCAAC  GATGAGTCCTGAGCGAAG 

32  GACGGCCGTCATGCATC  GATGAGTCCTGAGCGAAG 

33  GACGGCCGTCATGCATA  GATGAGTCCTGAGCGAAG 

34  GACGGCCGTCATGCACT  GATGAGTCCTGAGCGAAG 

35  GACGGCCGTCATGCAGA  GATGAGTCCTGAGCGAAG 

36  GACGGCCGTCATGCAACG  GATGAGTCCTGAGCGAAG 

37  GACGGCCGTCATGCAAC  GATGAGTCCTGAGCGAACA 

38  GACGGCCGTCATGCATC  GATGAGTCCTGAGCGAACA 

39  GACGGCCGTCATGCATA  GATGAGTCCTGAGCGAACA 

40  GACGGCCGTCATGCACT  GATGAGTCCTGAGCGAACA 

41  GACGGCCGTCATGCAGA  GATGAGTCCTGAGCGAACA 

42  GACGGCCGTCATGCAACG  GATGAGTCCTGAGCGAACA 

43  GACGGCCGTCATGCAAC  GATGAGTCCTGAGCGAGTC 

44  GACGGCCGTCATGCATC  GATGAGTCCTGAGCGAGTC 

45  GACGGCCGTCATGCATA  GATGAGTCCTGAGCGAGTC 

46  GACGGCCGTCATGCACT  GATGAGTCCTGAGCGAGTC 

47  GACGGCCGTCATGCAGA  GATGAGTCCTGAGCGAGTC 

48  GACGGCCGTCATGCAACG  GATGAGTCCTGAGCGAGTC 
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  مورد استفاده EcoRI/MseIجفت پرايمر 

1  GATGAGTCCTGAGTAACACA  GACTGCGTACCAATTCACA  

2  GATGAGTCCTGAGTAACGAT GACTGCGTACCAATTCACA  

3  GATGAGTCCTGAGTAACCTT GACTGCGTACCAATTCACA 

4  GATGAGTCCTGAGTAACATA GACTGCGTACCAATTCACA 

5  GATGAGTCCTGAGTAACATT GACTGCGTACCAATTCACA 

6  GATGAGTCCTGAGTAACGTC GACTGCGTACCAATTCACA 

7  GATGAGTCCTGAGTAACTGC GACTGCGTACCAATTCACA 

8  GATGAGTCCTGAGTAACCGT GACTGCGTACCAATTCACA 

9  GATGAGTCCTGAGTAACACA  GACTGCGTACCAATTCATT  

10  GATGAGTCCTGAGTAACGAT GACTGCGTACCAATTCATT 

11  GATGAGTCCTGAGTAACCTT GACTGCGTACCAATTCATT 

12  GATGAGTCCTGAGTAACATA GACTGCGTACCAATTCATT 

13  GATGAGTCCTGAGTAACATT GACTGCGTACCAATTCATT 

14  GATGAGTCCTGAGTAACGTC GACTGCGTACCAATTCATT 

15  GATGAGTCCTGAGTAACTGC GACTGCGTACCAATTCATT 

16  GATGAGTCCTGAGTAACCGT GACTGCGTACCAATTCATT 

17  GATGAGTCCTGAGTAACACA  GACTGCGTACCAATTCACC 

18  GATGAGTCCTGAGTAACGAT GACTGCGTACCAATTCACC 

19  GATGAGTCCTGAGTAACCTT GACTGCGTACCAATTCACC 

20  GATGAGTCCTGAGTAACATA GACTGCGTACCAATTCACC 

21  GATGAGTCCTGAGTAACATT GACTGCGTACCAATTCACC 

22  GATGAGTCCTGAGTAACGTC GACTGCGTACCAATTCACC 

23  GATGAGTCCTGAGTAACTGC GACTGCGTACCAATTCACC 

24  GATGAGTCCTGAGTAACCGT GACTGCGTACCAATTCACC 

25  GATGAGTCCTGAGTAACACA  GACTGCGTACCAATTCAAC 

26  GATGAGTCCTGAGTAACGAT GACTGCGTACCAATTCAAC 

27  GATGAGTCCTGAGTAACCTT GACTGCGTACCAATTCAAC 

28  GATGAGTCCTGAGTAACATA GACTGCGTACCAATTCAAC 

29  GATGAGTCCTGAGTAACATT GACTGCGTACCAATTCAAC 

30  GATGAGTCCTGAGTAACGTC GACTGCGTACCAATTCAAC 

31  GATGAGTCCTGAGTAACTGC GACTGCGTACCAATTCAAC 

32  GATGAGTCCTGAGTAACCGT GACTGCGTACCAATTCAAC 
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33  GATGAGTCCTGAGTAACACA  GACTGCGTACCAATTCACG 

34  GATGAGTCCTGAGTAACGAT GACTGCGTACCAATTCACG 

35  GATGAGTCCTGAGTAACCTT GACTGCGTACCAATTCACG 

36  GATGAGTCCTGAGTAACATA GACTGCGTACCAATTCACG 

37  GATGAGTCCTGAGTAACATT GACTGCGTACCAATTCACG 

38  GATGAGTCCTGAGTAACGTC GACTGCGTACCAATTCACG 

39  GATGAGTCCTGAGTAACTGC GACTGCGTACCAATTCACG 

40  GATGAGTCCTGAGTAACCGT GACTGCGTACCAATTCACG 

41  GATGAGTCCTGAGTAACACA  GACTGCGTACCAATTCATC 

42  GATGAGTCCTGAGTAACGAT GACTGCGTACCAATTCATC 

43  GATGAGTCCTGAGTAACCTT GACTGCGTACCAATTCATC 

44  GATGAGTCCTGAGTAACATA GACTGCGTACCAATTCATC 

45  GATGAGTCCTGAGTAACATT GACTGCGTACCAATTCATC 

46  GATGAGTCCTGAGTAACGTC GACTGCGTACCAATTCATC 

47  GATGAGTCCTGAGTAACTGC GACTGCGTACCAATTCATC 

48  GATGAGTCCTGAGTAACCGT GACTGCGTACCAATTCATC 

49  GATGAGTCCTGAGTAACTGCCTGC  GACTGCGTACCAATTCAAG 

50  GATGAGTCCTGAGTAACCGTCCGT  GACTGCGTACCAATTCAAG 

 

  آماده سازي آداپتورها
براي آماده سازي   EcoRI adapor: 5mM  Mse adaptor 50 mM     TaqI adaptor 5mM PstI adaptor (50mM)    بمقدار

  آداپتورها، نمونه ها طبق برنامه زير انكوبه گرديدند:
65ºC    5min 

    37ºC   10min        
25ºC     10min 

  منتقل گرديد.  - 20سپس به فريزر 
  

  با آنزيم هاي برشي  DNAهضم 
  انجام شد. ذيلطبق پرو تكل  PstI/TaqIو   EcoRI/MseIكل با دو جفت آنزيم برشي   DNAهضم 

5 µl  DNA (100ng)  
0.25 µl ) 10آنزيم برشي U/µl(  

2 µl Tango buffer (10X) 

Up to 20 µl آب  
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  منتقل شد.  - 20دقيقه انكوبه گرديد و  به فريزر  90به مدت  Cº37مخلوط حاصل در دماي 
  

  هضم شده DNAاتصال آداپتورها به 
EcoRI/MseI  
EcoRI adaptor (5mM)/ Pst adaptor (5mM)                    0.5 µl 
MseI adaptor (50mM)/  TaqI adaptor (50mM)               0.5µl 
ATP (100mM)   1µl 
Buffer T4 ligase   0.5 µl 
T4 ligase               1µl 
H2O                  Up to 5µl 

 - 20انكوبه گرديد و سپس به فريزر  37ºCساعت در  3هضم شده اضافه  كرده و  DNAبه  از مخلوط اتصال 5µlسپس 
  منتقل گرديد.

  
  )Pre-amplification( واكنش پيش تكثير

  طبق برنامه زير گذاشته شد:  EcoRI+1/MseI+1و  Taq0/PstI0واكنش پيش تكثير با پرايمرهاي 
 15مقدار براي واكنش 

 ميكروليتري
 ماده غلظت مواد

ميكرو ليتر 5  
نانو گرم(غلظت  500

 اوليه)
اتصال-محصول هضم  

ميكروليتر 2/0  
 

DNATaqآنزيم  5 پلمير از   

ميكروليتر 5/1  2/5 ميلي مولار   dNTPs 

ميكروليتر 1 ميلي مولار 50   2Mgcl 

ميكروليتر 5/1  X   10  PCR Buffer 

ميكروليتر 5/0 پيكول 10   پرايمر 

Up to 15µl - آب مقطر 

  
سانتريفيوژ شده تا )rpm 4000ثانيه با دور پايين(  4خوب هم زده شد ويالها به مدت  Vortex.محتويات ويال با دستگاه 

 PCRمواد داخل آن ته نشين گردد. نمونه ها در دستگاه ترموسايكلر قرارداده شد. در اين بررسي برنامه حرارتي دستگاه 
  يم و استفاده گرديد.تنظ صفحه بعدطبق جدول 
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تعداد چرخه 

 (سيكل)
 زمان (دقيقه)

درجه حرارت (سانتي 
 گراد)

 مراحل

 واسرشته سازي اوليه 94 3 1

35 
5/0  
5/0  
5/0  

94 
60 
72 

 واسرشته سازي
 پهلوگيري پرايمرها

2بسط  

 بسط نهايي 72 5 1

  
  PCR واكنش تخصصي

  
PCRه عنوان الگو مورد استفاده قرار گرفت محصول اختصاصي با استفاده از محصول مرحله پيش تكثير بPCR  مرحله قبل

  رقيق سازي شد و به عنوان الگو  طبق برنامه زير مورد استفاده قرار گرفت. 10به  1به نسبت 
  

 15مقدار براي واكنش 
 ميكروليتري

 ماده غلظت مواد

ميكرو ليتر 2   Pre-amplification 1/10 

dilution 

ميكروليتر 2/0   

DNATaqآنزيم  5 پلمير از   

ميكروليتر 5/1  2 ميلي مولار   dNTPs 

ميكروليتر 1 ميلي مولار 50   Mgcl2 

ميكروليتر 5/1  X   10  PCR Buffer 

ميكروليتر 5/0 پيكول 10   پرايمر 

Up to 15µl - آب مقطر 
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تعداد چرخه 

 (سيكل)
 زمان (دقيقه)

درجه حرارت (سانتي 
 گراد)

حلمرا  

 واسرشته سازي اوليه 94 3 1

13 
5/0  

7/0)-(  
5/0  

94 

Towchdown )65(  
72 

 واسرشته سازي
 پهلوگيري پرايمرها

 بسط
 

 
 

30 

5/0  
5/0  
 
 

1 

 
94 
56 
 
 

72 

 
 واسرشته سازي

 پهلوگيري پرايمرها
 بسط

 

 بسط نهايي 72 5 

 
 نقره رنگ آميزي شد. با ژل پلي آكريلاميد الكتروفورز شد و سپس با روش نيترات PCRمحصول  

 
 

 ND5 روش -1

توالي يابي شد و طبـق     Rastorguev et al., 2008ز آنجائيكه كل ژنوم ميتوكندري تاسماهي ايراني و روسي توسطا
و حتي بر خـلاف سـاير گونـه هـا      بوده در تاسماهيان بيشترين تنوع ژنتيكي را دارا ND5ژن  ،بررسيهاي انجام شده

بررسي تنوع ژنتيكي و  جهتمناسب ژن بعنوان بيشتر است. بعبارت ديگر  D-loopمنطقه ميزان تنوع ژنتيكي آن از 
تصميم گرفته شد تا اين ژن در دو گونه تاسـماهي ايرانـي و    لذا توسط نگارندگان معرفي گرديد، دو گونه  تمايز

  و توالي يابي مورد مقايسه قرار گيرد.  RFLPروسي از طريق آزمايشات 
و طبـق شـرايط زيربـا     تهيـه گرديـد  بشرح ذيـل  بصورت اختصاصي  ND5، ابتدا توالي ژن RFLPجهت آزمايشات 

  تكثير شد.  PCRاستفاده از دستگاه 
Forward: 5'- GCTCAACCCTCCTAATCATTT-3' 
Reverse: 5'-AGTGTGATGGGAGGATTGA-3'  

  
- DNA  رميكروليت 1ميكروليتر، هريك از پرايمرها  1نانوگرم به ميزان  100با غلظت  
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- dNTP  با غلظتmM 10  ميكروليتر ،  5/0به ميزانMgCl2  با غلظت)mM 50 به ميزان يك ميكروليتر، بافر (PCR  
)X 10 ميكروليتر ، آنزيم  5/2) به ميزانTaq  25ميكروليتر  و در نهايت با آب مقطر استريل به حجـم   2/0به ميزان 

  ميكروليتر رسانده شد. 
  . اجرا گرديدبه شرح ذيل  ND5براي تكثير ژن  PCRبرنامه 

  
min 5    oC 94  

   cycle35  ×  
sec 30    oC 94  
sec 30    oC 51  

min 5/1    oC 72  
min 10    oC 72  

  
% الكتروفورز شد و پس از رنگ 1بر روي ژل آگارز  PCRطبق روشهاي متداول و ذكر شده در بالا، محصول  

 3يت باندها مورد ارزيابي قرار گرفت. جهت هضم آنزيمي آميزي با اتيديوم برومايد، كيفيت محصول و وضع
برش داده شد و سپس بر روي ژل پلي آكريلاميد  Vsp Iو  Sfe Iبا آنزيم هاي برشي  PCRميكروليتر از محصول 

نمونه تاسماهي  5متعلق به  PCR% الكتروفورز و با نيترات نقره رنگ آميزي گرديد. جهت توالي يابي محصول 6
به خارج از كشور ارسال گرديد. جهت آناليز فيلوژني با استفاده از توالي هاي نمونه تاسماهي روسي  5ايراني و 
با  Maximmum Parsimonyدندروگرام دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي از آناليز و  از  PCRمحصول 

  تكرار استفاده شد. 1000
  
 16sDNA روش -2

نمونه برداري  تاسماهي روسي عدد 5تاسماهي ايراني و  عدد 5مجدداً از ،   DNAكيفيتبمنظور اطمينان كامل از 
استخراج شده با استفاده از  DNAكيفيت و كميت استخراج گرديد.  كلروفرم -به روش فنلآنها  DNA گرديد و

هايي كه تعيين شد. نمونه nm260در  DNAميزان جذب % و دستگاه نانودراپ اندازه گيري شد. 1ژل آگارز 
به  جهت واكنش زنجيرهاي پليمراز . توالي پرايمرها يونيورسالانتخاب شدند PCRناسب بودند براي واكنش م

  شرح زير انجام شد.
   

Forward 1: 5'-AGC GGA GGA AAA GAA ACT A 3' 

Forward 2: 5' ACA AGT ACC DTR AGG GAA AGT TG 3' 

_____________________________________________ 

Reveres 1: 5' TAC TAG AAG GTT CGA TTA GTC 3' 

Reveres 2: 5' ACG ATC GAT TTG CAC GTC AG 3' 

Reveres 3: 5' GTT AGA CTY CTT GGT CCG TG 3' 
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   ذيل انجام شد.دمايي شرايط غلظت مواد و همچنين  با PCRواكنش  
  

2.5 µl PCR buffer (10 x) 2 µl DNA (100 ng) 
1 unit  Taq 1 µl Forward (10 pmol) 
Up to 25 µl  H2O 1 µl Reveres (10 pmol) 

  1 µl MgCl2 (50 mM) 

  0.5 µl dNTP (10 mM) 

  
94 

oC
 4 min  

94 
oC

 30 s 
   33 cycle×  64 

oC
 30 s 

72 
oC

 45 s 

72 
oC

 10 min  

  
  از روي ژل DNAجداسازي باند 

الكتروفورز شد و سپس باند مورد نياز با تيغك از % 6 ميد، محصول آن برروي ژل پلي آكريلا PCRپس از انجام  
 DNAبا استفاده  PCRقوي تر مجدداً  DNAآن جداسازي گرديد. سپس براي گرفتن باند  DNAروي ژل بريده و 

روي ژل آگارز  PCRمحصول . مجدداً الكتروفورز شد PCRجداسازي شده از روي ژل صورت گرفت. محصول 
  الص و بدون آلودگي براي توالي يابي به خارج از كشور ارسال  شد. هاي خبرده شد و نمونه

 Clustalw2و  Mega 4هاي با برنامه در توالي بدست آمده ، نحوه چيدمان باز هاي آليهانمونهبعد از توالي يابي 
 و HpaII,SduI,NcoI, SalI,HinfI, BclI, HhaI.RsaIآنزيم برشي 9هضم آنزيمي با  سپسمورد بررسي قرار گرفت 

Cfr13I.صورت گرفت و باندهاي حاصله در دو گونه مورد مقايسه قرار گرفتند  
  
 RAPD روش -3

  جمع آوري نمونه
نمونه از  50رودخانه سفيد رود و 88و 87)، 2(ناحيه  84نمونه از تاسماهي ايراني از ماهيان صيد شده سال 50 

بين المللي  شت ارزيابي ذخاير انستيتو تحقيقاتگتاسماهي روسي به ترتيب شامل نمونه هاي روسي منطقه ولگا و
و كشتي گيلان)  2(شناور سي سرا  ماهيان خاوياري دكتر دادمان و با همكاري كشتي هاي تحقيقاتي ايراني

كه در انستيتو تحقيقات بين المللي ماهيان خاوياري دكتر دادمان موجود  84و 81درمنطقه تركمنستان در سالهاي 
% فيكس شده و به آزمايشگاه 96سانتي متر مربع از باله دمي قطع كرده و در الكل 2.  مقداربود استفاده گرديد
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با   DNA). كميت و كيفيت Pourkazemi, 1996ژنتيك انستيتو انتقال و   بروش فنل كلروفورم استخراج گرديد (
  استفاده از روش هاي اسپكتروفتومتري و الكترو فورز  ژل آگارز اندازه گيري شد. 

   
  آغازگرها

هستند. با استفاده از نرم  PCRبي ترديد آغازگرها يكي از اساسي ترين عامل در موفقيت يا شكست يك واكنش 
پرايمر رپيد انتخاب و اقدام به  101طراحي آغازگرها انجام پذيرفت. تعداد  Oligoو  Gnerunerافزار كامپيوتري

پرايمر بر روي دو گونه  101هر  PCR  ). برنامه9شد (جدولباسفارش آنها گرديد كه توالي آنها به شرح زير مي 
بهترين شرايط بدست آمده از نظر   PCRپس از تغيير شرايط تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي انجام شد.

  غلظت مواد و شرايط برنامه ترمال سايكلر بدست آمد. 
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  نهاهريك از آ (C+G)پرايمرمورد استفاده و درصد  101توالي  - 9جدول 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

C+G(%) 
  توالي پرايمر

(5’-3’) 

 شماره
 پرايمرها

 رديف

60%  5’-AGC CGA AAG G-3’ 1 1 
80% 5’-CCC GGG TAC C-3’ 2 2 
60% 5’-CGC GCG ATA T-3’ 3 3  
50% 5’-TCG ATC GAT C-3’ 4 4 
60% 5’-AAA GGG TCC C-3’  5 5 
40% 5’-TTT AAA GGC C-3’ 6 6 
50% 5’-CCA AGC TAC T-3’ 7 7 
50% 5’-CTG ACT GCT A-3’ 8 8 
40% 5’-CGT TGC TTA A-3’ 9 9 
60% 5’-AGG TCA GGT C-3’ 10 10 
60% 5’-CGA CTC GAT C-3’ 11 11 
30% 5’-CAA AGT TTC A-3’ 12 12 
40% 5’-CTT TCA TCT C-3’ 13 13 
60% 5’-TGC AAC GTG G-3’ 14 14 
60% 5’-GCC TTA AGG C-3’ 15 15 
60% 5’-AGA GAG CAG C-3’ 16 16 

100% 5’-CGC GCG CGC G-3’ 17 17 
60% 5’-CGA AGC AGC T-3’ 18 18 
50% 5’-GGC TGA AGA A-3’ 19 19 
60% 5’-ACC TGA ACG G-3’ 20 20 
20% 5’-ACT AAG TTT T-3’ 21 21 
50% 5’-GTA CGC ATG T-3’ 22 22 
40% 5’-ATT CCG GAA T-3’ 23 23 
60% 5’-CTA GGT CGG A-3’ 24 24 
70% 5’-GCC CCT ATG C-3’ 25 25 
50% 5’-AAC TGG ACT G-3’ 26 26 
60% 5’-CAA TGC CGG A-3’ 27 27 
60% 5’-CTC TGG AGA C-3’ 28 28 
60% 5’-GGG ATA TCG G-3’ 29 29 
60% 5’-GGA GTA CTG G-3’ 30 30 
70% 5’-TGC GGC TGA G-3’ 31 31 
60% 5’-TTA TGC CCG C-3’ 32 32 
60% 5’-ACC TGA ACG G-3’ 33 33 
60% 5’-TCT GGT GAG G-3’ 34 34 
60% 5’-ACC TGA ACG G-3’ 35 35 
60% 5’-GGT CTA CAC C-3’ 36 36 
60% 5’-TTA TGG CCC C-3’ 37 37 
60% 5’-TGC GGC TGA G-3’ 38 38 
60% 5’-ACG CAC AAC C-3’ 39 39 
40% 5’-GTC TAT GTC T-3’ 40 40 
50% 5’-TAG GCA GGT T-3’ 41 41 
60% 5’-ACG ACA CGA C-3’ 42 42 
50% 5’-GGT CAA TCG A-3’ 44 43 
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C+G(%) 
  توالي پرايمر

(5’-3’) 

 شماره
 پرايمرها

 رديف

60% 5’-ACG ACC GAC A-3’ 45 44 
40% 5’-ATG AAC CAT G-3’ 46 45 
70% 5’-GAG GGG GAC T-3’ 48 46 
50% 5’-TAC CAT TCG G-3’ 49 47 
50% 5’-ATG TGT ACC C-3’ 50 48 
50% 5’-TGG TGA AGC T-3’ 52 49 
50% 5’-GTA CCT ACC T-3’ 55 50 
70% 5’-CAT CCC CCT G-3’ B-03 51 
70% 5’-TGC TCT GCC C-3’ B-06 52 
70% 5’-GGT GAC GCA G-3’ B-07 53 
60% 5’-GTG ATC GCA G-3’ A-10 54 
70% 5’-GGA AGT CGC C-3’ H-04 55 
70% 5’-AGT CGT CCC C-3’ H-05 56 
60% 5’-CTG CAT CGT G-3’ H-07 57 
70% 5’-CCC AAG GTC C-3’ E-01 58 
60% 5’-AGA TGC AGC C-3’ E-07 59 
60% 5’-GAA CCC AAC C-3’ D-02 60 
70% 5’-GTC GCC GTC A-3’ D-03 61 
70% 5’-TTG GCA CGG G-3’ D-07 62 
70% 5’-GGG GGA TGA G-3’ M-03 63 
60% 5’-GTC CAC TGT G-3’ M-11 64 
70% 5’-GGG ACG TTG G-3’ M-12 65 
60% 5’-CTC ACG TTG G-3’ N-01 66 
60% 5’-ACA ACT GGG G-3’ N-10 67 
60% 5’-CAT TGG GGA G-3’ N-17 68 
60% 5’-GTC CGT ACT G-3’ N-19 69 
60% 5’-AGC GAG CAA G-3’ K-07 70 

60% 5’-GAA ACG GGT G-3’ 
KEYVA

N-30 
71  

60% 5’-GTG ATC GCA G-3’ 
KEYVA

N-31 
72 

70% 5’-TCC GCT CTG G-3’ 
KEYVA

N-33 
73 

70% 5’-CCC GAT TCG G-3’ 
KEYVA

N-36 
74  

60% 5’-CTG ACG TCA C-3’ 
KEYVA

N-37 
75 

60% 5’-CTC TCC GCC A-3’ 
KEYVA

N-38 
76 

70% 5’-GTC ACC AGC C-3’ 
KEYVA

N-39 
77 

70% 5’-CGC GCG ATA C-3’ 
CINAGE

N-1 
78 

50% 5’-CTG ACT GCT A-3 ’ 
CINAGE

N-2 
79 

60% 5’-AGG TCA GGT C-3’ 
CINAGE

N-3 
80 

60% 5’-CGA CTC GAT C-3’ 
CINAGE

N-4 
81 

30% 5’-CAA AGT TTC A-3’ 
CINAGE

N-5 
82 

40% 5’-GTT TCA TCT C-3’ 
CINAGE

N-6 
83 
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  ):PCR( واكنش زنجيره اي پليمر از
در  PCR Buffer(سيناژن)،  mM 50 2Mgclپليمراز (سيناژن)،  Taq DNAبه منظور تكثير دي ان اي از آنزيم      

استخراج شده و  DNA)، آب مقطر دوبار تقطير، dNTP Mix mM 10 )Fermentase(سيناژن)،  x10غلظت 
  . )10جدول( RAPDپرايمرهاي 

  
               

C+G(%) 
  توالي پرايمر

(5’-3’) 

 شماره
 پرايمرها

 رديف

60% 5’-GCC TTA AGG C-3’ 
CINAGE

N-7 
84 

60% 5’-AGA GAG CAG C-3’ 
CINAGE

N-8 
85 

60% 5’-GGA GTA CTG G-3’ 
CINAGE

N-9 
86 

60% 5’-TTA TGC CCG C-3’ 
CINAGE

N-10 
87 

50% 5’-TGG TGA AGC T-3’ 
CINAGE

N-11 
88 

100% 5’-GCC CGC CCG G-3’ 
CINAGE

N-12 
89 

54% 5’-GGA GTA CTG GA-3’ 11bp-7 90 
54% 5’-GGA GTA CTG GT-3’ 11bp-8 91 
63% 5’-GGA GTA CTG GC-3’ 11bp-9 92 
63% 5’-GGA GTA CTG GG-3’ 11bp-10 93 
54% 5’-AGC CGA AAG GA-3’ 11bp-12 94 
54% 5’-AGC CGA AAG GT-3’ 11bp-13 95 
63% 5’-AGC CGA AAG GC-3’ 11bp-14 96 
63% 5’-AGC CGA AAG GG-3’ 11bp-15 97 
54% 5’-GCC TTA AGG CA-3’ 11bp-17 98 
54% 5’-GCC TTA AGG CT-3’ 11bp-18 99 
63% 5’-GCC TTA AGG CC-3’ 11bp-19 100 
63% 5’-GCC TTA AGG CG-3’ 11bp-20 101 
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  .را نشان مي دهد RAPDمواد و غلظت مورد استفاده در واكنش زنجيره اي پليمراز -10جدول

 25مقدار براي واكنش 
  ميكروليتري

  مواد  غلظت مواد

  ژنومي DNA  نانو گرم 50  ميكرو ليتر 3

   ميكروليتر 2/0

 پلمير از DNA Taqآنزيم   5      

 DNTP  ميلي مولار 10  ميكروليتر 7/0

  2Mgcl  ميلي مولار 50  ميكروليتر 1

 X   10  PCR Buffer  ميكروليتر 5/2

  پرايمر  پيكول 20  ميكروليتر 5/1

  آب مقطر  -  ميكروليتر1/16

  جمع  ميكروليتر 25

 

ير از از يك كنترل منفي استفاده گرديد. كنترل منفي نمونه اي بود كه در آن همه مواد به غ PCRدر هر واكنش  
DNA .محتويات ويال با دستگاه  ژنومي افزوده شدVortex  ثانيه با دور پايين(  4خوب هم زده شد ويالها به مدت

rpm 4000 سانتريفيوژ شده تا مواد داخل آن ته نشين گردد. نمونه ها در دستگاه ترموسايكلر قرارداده شد. در (
  تنظيم و استفاده گرديد.  )11طبق جدول ( PCRاين بررسي برنامه حرارتي دستگاه 

  
 RAPDهسته اي با استفاده از واكنش  DNAجهت تكثير  PCRچرخه هاي حرارتي - 11جدول                   

  زمان (دقيقه)  تعداد چرخه (سيكل)
درجه حرارت 
  (سانتي گراد)

  مراحل

  واسرشته سازي اوليه  94  5  1

40  
5/0  
5/0  
5/0  

94  
31  
72  

  واسرشته سازي
  ايمرهاپهلوگيري پر
  بسط

  بسط نهايي  72  10  1
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  مورد نظر از روي ژل پلي اكريل آميد: DNAجداسازي باند 
هدف با استفاده از اسكالپر و پنس و در شرايط كاملاً استريل از روي ژل پلي اكريل آميد بريده شد  DNAباند      

ميكروليتر آب مقطر  50ميزان  ميلي ليتري استريل قرار گرفت و 5/1و جداسازي گرديد. سپس درون تيوپ 
  ساعت قرار داده شد. 15به مدت  C 4ْاستريل به درون تيوب اضافه شد و داخل يخچال 

  
 موردنظر جداسازي شده از روي ژل پلي اكريل آميد: DNAتكثير مجدد باند  

 نتريفوژ گرديد.ثانيه) سا 4به صورت كوتاه مدت ( rpm 4000مورد نظر در  DNAابتدا ميكروتيوب حاوي باند    

فوق را داخل تيوب به عنوان الگو  DNAموردنظر چهار ميكروليتر از محلول حاوي باند  DNAبراي تكثير باند 
)DNA template و (ميكروليتر مخلوط  21PCR  ميكروليتر بافر 5/2اوليه كه شاملBuffer PCR )10 x2) و 

ميكروليتر Primer RAPD 10 pmol (1مشاهده گرديد(فوق در آن  DNAميكروليتر پرايمر رپيد فوق را كه باند 

  M dNTPميكروليتري دي اكسي نوكلئوتيد تري فسفات با غلظت  Mgcl2 mM2 ،5/0كلريد منيزيم با غلظت  
واحد آنزيمي بر ميكروليتر و در نهايت به وسيله آب  1پلي مراز با غلظت  DNAميكروليتر آنزيم تگ  2/0،  200

ميكروليتر رسانده و مخلوط شدند. تكثير با استفاده از برنامه زير در  25تقطير به حجم نهايي  مقطر استريل دو بار
 دستگاه ترموسايكلر انجام شد.

 
  PCRبرنامه تكثير قطعات جداسازي شده محصول  - 12جدول

  مراحل  حرارت(درجه سانتيگراد)  زمان (ثانيه) تعداد چرخه(سيكل)

  واسرشته سازي اوليه  94  300 1

  
40  
  

30  
30  
45  

94  
30  
72  

  واسرشته سازي
  پهلو گيري پرايمرها

  بسط

1  )min25(1500  72  بسط نهائي  

 

دقيقه در نظر گرفته شد كه با توجه به خاصيت آنزيم تگ  25) به اين علت Final Extentionدماي بسط نهايي (
DNA    پلي مراز كه مي تواند در اين زمان به صورت اشتباه در دو سمت محصولPCR ) نوكلئوتيد آدنينA (

 ,.Sambrook et al)به پلاسميد صورت گيرد DNAاضافه كند تا ايجاد حالت انتهاي چسبنده براي فرايند الحاق 

1989) .  
مخلوط شد و  X 6با غلظت  Loading Dyeميكروليتر محلول بارگذاري  1پنج ميكروليتر از محصول تكثير شده با 

جداسازي شده  DNAحاصله مي بايستي با اندازه باند  DNAشد. اندازه باند  درصد الكتروفورز 2در ژل آگارز 
  يكسان باشد. 
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) ، استخراج از روي ژل آگارز صورت گرفت و  Kit )Kit Rocheبوسيله  DNAدر صورت يكسان بودن اندازه باند 
شده اندازه گيري  ذكر Kitاستخراج شده بوسيله  DNAدر انتها بوسيله دستگاه نانودراپ ضريب جذب و غلظت 

  شد.
  

  مورد نظر جداسازي شده:  DNAهمسانه سازي باند 
استفاده گرديد. وكتور مورد استفاده در اين آزمايش پلاسميد  GM107سويه  E.coliبراي همسانه سازي از باكتري 

PTZ57R  بود. اندازه طول توالي آنbp 2886 نوكلئوتيد است كه شامل جايگاه شروع همانند سازي، ژن  
گالاكتوزيداز و  ) درون ژن MCSگالاكتوزيداز، يك پروموتور براي بيان ژن مذكور ، جايگاه برش چندگانه (

يك ژن مقاومت به آمپي سيلين مي باشد. اين پلاسميد از ناحيه توالي جايگاه برشي چندگانه به صورت باز و 
  خريداري شد.  Fermentaseخطي از شركت 

  

 
 E.coliسازي در باكتري  ام همسانهشماي كلي انج- 2تصوير 

  
خارجي وارد اين ناحيه پلاسميد شود و همچنين پلاسميد به داخل باكتري وارد شود باكتري  DNAهنگاميكه 

خارجي درون  DNA) را دارد. در صورتيكه قطعه +Ampتوانايي رشد درون محيط كشت حاوي آمپي سيلين (
شود باكتري توانايي رشد درون محيط كشت حاوي آمپي سيلين را ناحيه جايگاه برشي چندگانه پلاسميد وارد ن

ندارد بدليل اينكه در اين حالت ژن بتاگالاكتوز بر ژن آمپي سيلين غالب خواهد بود و باعث از بين رفتن باكتري 
ميكروگرم   50-100سيلين با غلظت  -مي شود. ژن مقاومت به آمپي سيلين سبب مي شود كه باكتري بتواند آمپي

فاقد پلاسميد به هيچ عنوان قادر به رشد در   E. coliدر ميلي ليتر را تحمل كند در صورتيكه باكتري معمولي 
  چنين محيط كشتي نخواهد بود.
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  PTZ 57 Rخارجي به حامل  DNAنقشه توالي و محل الحاق  - 3تصوير

  
  .pTZ57Rاجزا و بخش هاي ژنتيكي در ناقل  - 13جدول 

  جفت باز  عملكرد  قسمت

rep (pMB1)  1122-1736  منشأ همانند سازي پلاسميد  

bla (ApR) 1896-2756  سيلينژن بتالاكتاماز ، ايجاد مقاومت به آمپي  

f1 (IG) هاي مورد نياز براي شروع و خاتمه همانند سازي  تواليDNA 2-457  فاژ  

LacZ اي از اپرون  ناحيهlac  باكتريE. coli 73-449  

MCS  615-695  گري و برش قطعهنقشه يابي، غربال  

T7 Promotor  نسخه برداريin vitro  از قطعه بوسيلهRNA  پليمرازT7 716-697  

  
  :به پلاسميد  DNAالحاق 

) overnightبه صورت شبانه روز ( C 4ْمواد مختلف طبق جدول زير در تيوب با يكديگر مخلوط شدند و در دماي 
هدف به داخل پلاسميد  DNAنشان دهنده ورود  4ديد. تصوير درجه سانتيگراد) گر 37انكوباسيون (دماي 

  ) است.MCS،جايگاه برش چندگانه (
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  TA Cloningشماي ليگاسيون در - 4تصوير 

  
  به پلاسميد DNAمواد مخلوط شده براي الحاق  -6-2جدول

  حجم ماده شيميايي
 Aمورد نظر با دم پلي  DNAباند  PCRمحصول 

  PTZ 57 Rپلاسميد 
 X10 (ligation bufferلحاق (بافر ا

  ليگاز DNA 4 –آنزيم تي 
 Nuclease(H2Oآب عاري از نوكلئاز (

  ميكروليتر 3
  ميكروليتر 3
  ميكروليتر 1
  ميكروليتر 1

  ميكروليتر 10تا به حجم 

  
  تهيه سلول صلاحيت دار (پذيرنده) براي انتقال پلاسميد:

استفاده شد.  GM107سويه  E. coliراي اين منظور از باكتري در اين مرحله باكتري پذيراي پلاسميد خواهد بود. ب 
كه يك محيط كشت غني از مواد مي باشد كشت  LBپس از خريداري باكتري مورد نظر بر روي محيط كشت 

داده شد و باكتري بايستي حتما به صورت جوان و در قسمت مياني از نمودار رشدي خود باشد براي اين منظور 
رقيق كرده و در  10به  1مايع كشت شبانه داده و روز بعد محيط كشت شبانه را  LBط باكتري را در محي

برسد.انكوباتور شيكردار به اين علت مورد  6/0- 5/0به اندازه  ODقرار داده تا  C ْ37انكوباتور شيكردار در دماي  
ه دائماً در حالت حركت دادن باشد براي رشد نياز به اكسيژن دارد و اينك E.coliاستفاده قرار مي گيرد كه باكتري 

  تا ته نشيني صورت نگيرد. حال باكتري كاملاً در فاز لگاريتمي قرار دارد.
محتوي داخل ارلن كه شامل محيط كشت مايع و باكتري مورد نظر مي باشد را به داخل فالكن منتقل و سپس 

دقيقه سانتريفوژ شد كه  5به مدت  rpm 5000) با سرعت C 4ْفالكن داخل دستگاه سانتريفوژ يخچال دار (دماي 
و لايه رويي فالكن خارج گرديد.  Pelleteدر انتهاي فالكن رسوب شيري رنگ باكتري تشكيل گرديد به صورت 

 CaCl2در چنين شرايطي سلول صلاحيت دار آماده انجام آزمايشات بعدي مي باشد كه در اين تحقيق از روش 
  .(Sambrook et al., 1989)استفاده گرديد 
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  براي صلاحيت دار كردن سلول: CaCl2روش 
فالكن را داخل حمام يخ كه حاوي يخ پودر شده مي باشد (انكوباسيون يخ) به مدت  به منظور شوك سرمايي 

دقيقه قرار داده تا دماي فالكن از دماي محيط به دماي صفر درجه برسد و ديواره باكتري آماده متخلخل شدن  15
 ccحجم اوليه آن يعني  5/0اخل آن باكتري به صورت رسوب شيري رنگ مي باشد به ميزان گردد. فالكن كه د

5 )M1 (Cacl2 ) سرد واستريل به داخل فالكن اضافه كرده و جهت همگن و مخلوط كردن ورتكسvortex نموده (
ن با سرعت دقيقه مجدداً داخل انكوباسيون يخ كه به صورت پودر مي باشد قرار داده پس از آ 30به مدت 

rpm3000  دقيقه سانتريفوژ در دماي  10به مدتC 4ْ  انجام گرديد. پس از آن فاز بالايي فالكن را دور ريخته و به
) در دماي صفر overnightاضافه كرده و به صورت شبانه روز cc 5/2 )M 1 (Cacl2 )حجم اوليه يعني  25/0ميزان 

  .(Sambrook et al., 1989)درجه قرار داده شد 
  

                :فرايند انتقال پلاسميد به  درون سلول هاي باكتري

ميكروليتر سلولهاي آماده  200) را به ligationالحاق شده به پلاسميد ( DNAميكروليتر از محلول  5 مقدار
دقيقه روي يخ به صورت  30مدت  .) داخل تيوب به صورت كامل مخلوط گرديدcomptent cellپذيرش(

درجه سانتيگراد به منظور ايجاد شوك  42دقيقه در دماي  1ن قرار گرفت. سپس اين مخلوط به مدت انكوباسيو
 ml 1دقيقه بر روي يخ قرار داده و مقدار  1-2حرارتي در داخل دستگاه بِن ماري قرار داده شد و مجددا به مدت 

 rpmبا سرعت  C ْ37كردار در دماي مايع بدون آمپي سيلين به آن اضافه كرده و در انكوباتور شي LBمحيط كشت 
پس از آن محلول مورد نظر را روي پليت هاي حاوي محيط كشت  دقيقه قرار داده شد. 45به مدت  200-150

  .(Sambrook et al., 1989)مي باشد پخش شد IPTGو  xgalجامد كه حاوي آمپي سيلين، 
پذيرد كه فقط يك لايه  نحوي انجامل بدر زمان پخش كردن محلو لازم بعمل آيد تادقت ضرورت دارد تا 

تا پس از رشد باكتري ها روي محيط كشت به صورت تك كلون مشاهده  شودباكتري روي محيط كشت پخش 
جداسازي تك كلون ها از روي محيط كشت به منظور ( به راحتي انجام پذيرد screenو مرحله غربالگري يا  نمود

(Clony - PcR.  
  

 Blue-White غربالگري

 براي اطمينان از حصول فرآيند ترانسفورماسيون و ورود ژن مورد نظر به داخل پلاسميد از تست غربالگري   

Blue-White.بدين منظور از دو ماده استفاده شد(20mg/ml) X-gal و(0.2 Mm)  IPTG بروي محيط كشتLB جامد
حال اگر باكتري پلاسميد را كه حاوي امپي سيلين نيز بود با غلظت هاي مشخص اين دو ماده پخش شدند.

دريافت كرده باشد محيط كشت آمپي سيلين بر روي آن تاثيري ندارد و باكتري رشد مي كند و همچنين اگر اين 
بصورت  IPTGو  X-galپلاسميد درون باكتري ژن مورد نظر را نيز دريافت كرده باشد در حضور دو ماده ي 
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يد وارد شده به باكتري ژن مورد نظر داخل آن نباشد بصورت كلني هاي سفيد رنگ رشد مي كند و اگر پلاسم
  .(Sambrook et al., 1989)كلني هاي آبي رنگ مشخص مي شود

  

  
  (كلوني هاي سفيد و آبي رنگ) IPTGو  X-galرشد باكتري در حضور مواد - 5تصوير

  

  :كلوني پي سي آر (تكثير كلوني ها)
با  M13ميكروليتر آغازگر پيشرو  5/0اضافه و با يكديگر مخلوط شدند.  به ازاء هر نمونه مواد زير در تيوب ها     

پيكو مول بر  10با غلظت  M13ميكروليتر آغازگر پس رو  PM/ 10، (5/0پيكومول بر ميكروليتر ( 10غلظت 
نهايي چهار ميلي  ظتميكروليتر كلريد منيزيم با غل PCR )PCR Buffer 10x،( 5/0ميكروليتر بافر  25/1ميكروليتر، 

پلي  DNAميكروليتر آنزيم تگ  1/0ميكروليتر دي اكسي نوكلئوتيد تري فسفات،  Mgcl2 2 mM ،(4/0مولار (
 5/12واحد آنزيمي بر ميكروليتر و در نهايت بوسيله آب مقطر دوبار تقطير به حجم نهايي  1مراز با غلظت 

هر تيوب كلني هاي محيط كشت بوسيله ميله دهان گرد ميكروليتر رسانده شد و مخلوط شدند و در انتها در 
تلقيح داده شد.  PCR) به صورت تك كلون برداشت شد و در داخل تيوب حاوي مخلوط LOOPاستريل (
  ) انجام شد.7-2با استفاده از برنامه جدول ( PCRواكنش 
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  PCR توالي آغازگرهاي كلوني
  آغازگر 2در اين بررسي  M13ل مي باشد:مورد استفاده قرار گرفت كه توالي آن به شرح ذي

  
)1( َ -GTA /AAA/CGA/CGG/CCA/GT- 3َM13 Forward sequencing Primer:      F:5-1  
)2( -CAG/GAA/ACA/GCT/ATG/AA- 3’َ-M13 Reverse sequencing Primer:       R:52  

  
  براي تكثيركلوني ها PCRبرنامه - 14جدول 

  مراحل  رجه سانتيگراد)حرارت(د  زمان (ثانيه)  تعداد چرخه(سيكل)
1  )S(300  94  واسرشته سازي اوليه  

  
35  

30  
30  
30  

94  
51  
72  

  واسرشته سازي
  پهلو گيري پرايمرها

  بسط
1  )S(300  72  بسط نهائي  

  
ميكروليتر محلول بارگذاري رنگ برموفنل بلو بروي  1همراه با  PCRميكروليتر از محصول  PCR  ،5پس از اتمام 

  مورد بازبيني قرار گرفت. PCRروفورز شد و پس از اتمام آن ،آرايش باندها و محصول % الكت 5/1ژل آگارز 
  استخراج پلاسميد:

به منظور توالي يابي قطعه همسانه سازي شده لازم است كه پلاسميد به صورت خالص و از بقاياي باكتري 
والي يابي از راندمان بالاتري استخراج شود هرچه تخليص و تعيين كميت پلاسميد دقيق تر صورت گيرد نتايج ت

-cat # GF-PL) با شماره سريال GF1( 1 –اف –برخوردار خواهد بود. استخراج پلاسميد با استفاده از كيت{ جي

  ) }انجام شد. vivantisاز شركت وي وانتيس ( 050
دند انتخاب شد و با با اندازه مورد نظر بو DNAنمونه  هايي كه داراي قطعه  PCRابتدا با توجه به نتايج كلوني 

 5) از پتري هاي حاوي همسانه مورد نظر، برداشت و به فالكني كه حاوي Loopاستفاده از ميله دهان گرد استريل (
ميكروگرم در ميكروليتر آمپي سيلين انتقال داده شد. فالكن بروي  100داراي  LBميلي ليتر محيط كشت مايع 
ساعت به صورت شبانه روز  16-12درجه سانتيگراد به مدت  37اي و دم rpm 250انكوباتور شيكردار با سرعت 

ميلي ليتري منتقل شد.  5/1ميلي ليتر از محيط كشت حاوي باكتري رشد يافته به تيوب هاي  1قرار داه شد. سپس 
سانتريفوژ گرديد. پس از تشكيل رسوب باكتري، محيط كشت  rpm 4000دقيقه با سرعت  1تيوب ها به مدت 

  شد و ساير مراحل استخراج پلاسميد مطابق با پروتكل كيت مربوطه انجام شد. رويي حذف
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  DNA توالي يابي قطعات
درصد و  1بوسيله ژل آگارز  E.coliهدف استخراج شده از پلاسميد باكتري  DNAبر اساس كيفيت و كميت 

محلول حاوي استخراج پلاسميد ميكروليتر از  15اسپكتروفتومتري مورد بازبيني قرار گرفت، در نهايت به ميزان 
  براي توالي يابي ارسال شد. (M13)به همراه آغازگرهاي پلاسميد 

  
BLAST  قطعات DNA 

پس از دريافت توالي نمونه هاي ارسالي ضرورت داشت كه تمام توالي ها با همديگر مقايسه شود. براي اين 
  استفاده شد. BLASTمنظور از برنامه 

 هاي بدست آمده: طراحي پرايمر براي توالي

براي طراحي قطعه پرايمر مورد نظر از توالي هاي بدست آمده استفاده گرديد ،در   Mega 4 .0 .2از نرم افزار      
مي توان توالي هايي هايي  NCBIاين برنامه با وارد كردن گونه هاي مورد نظر از طريق اتصال به اينترنت و سايت 

   .ي و از آن براي طراحي پرايمر استفاده نمودكه با هم همخواني دارند را شناساي
 

PCR :اختصاصي و بهينه كردن آن به منظور تفكيك تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي  
براي اطمينان از تخصصي بودن پرايمر طراحي شده براي تفكيك تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي ضرورت 

 50انجام شود. براي اينكار بر روي  PCRه در اين تحقيق واكنش داشت تا مجددا با استفاده از پرايمر بدست آمد
  به شرح ذيل بود. PCRنمونه تاس ماهي روسي تست شد كه شرايط  50نمونه تاس ماهي ايراني و 

ميلي  dNTP Mix 10(سيناژن)،  PCR Buffer x10(سيناژن)،  Fermentase ،(mM 50 2Mgclپليمراز ( Taq DNAآنزيم 
پرايمرهاي مورد  .استخراج شده و پرايمرهاي اختصاصي DNA)، آب مقطردوبار تقطير، Fermentaseمولار (

 10PMبه غلظت كاري  100PMاستفاده چون به صورت ليو فيليزه مي باشند، بايد رقيق شوند و از غلظت استوك 
هر واكنش مورد رقيق شد ودر 10به  1رقيق شود، لذا از آب مقطر براي اين منظور استفاده گرديد و به نسبت 

  استفاده قرارگرفت .
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  مورد استفاده در واكنش زنجيره اي پليمرازو مواد غلظت  -15جدول 

 25مقدار براي واكنش 
  ميكروليتري

  ماده  غلظت مواد

  ژنومي DNA  نانو گرم 100  ميكرو ليتر 4

   ميكروليتر 2/0

 پلمير از DNA Taqآنزيم   5      

 DNTP  ميلي مولار 10  ميكروليتر 6/0

  2Mgcl  ميلي مولار 50  ميكروليتر 1

 X   10  PCR Buffer  ميكروليتر 5/2

 Forward , Reverseپرايمر   پيكول 10  ميكروليتر 2+2

  آب مقطر  -  ميكروليتر7/12

  جمع  ميكروليتر 25

  
ي بود كه در آن همه مواد به غير از از يك كنترل منفي استفاده گرديد. كنترل منفي نمونه ا PCRدر هر واكنش 

DNA  ژنومي افزوده شد. محتويات ويال با دستگاهVortex  ثانيه  4خوب هم زده شد ويالها به مدت
شده تا مواد داخل آن ته نشين گردد. نمونه ها در دستگاه ترموسايكلر  rpm4000سانتريفوژكوتاه مدت با سرعت 

) تنظيم و استفاده گرديد. لازم به ذكر 16طبق جدول ( PCRيي دستگاه قرارداده شد. در اين بررسي برنامه دما
 3/0مي باشد كه در هر سيكل Touch down سيكل ابتدائي به صورت برنامه PCR ،10است كه در برنامه دمايي 

 درجه كاهش يافت) 57درجه به دماي  60درجه بودكاسته شد( از دماي  60كه   Annelingدرجه از دماي ابتدائي

(Don et al., 1991) .  
  RAPDهسته اي استفاده از واكنش  DNAجهت تكثير  PCRچرخه هاي حرارتي - 16جدول

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

  واسر شته سازي اوليه  94  3  1

10  

5/0  
5/0  

  
5/0  

94  
درجه در هر 3/0( 57-60

  سيكل كاسته شد).
72  

  واسر شته سازي
  لوگيري پرايمرهاپه

  بسط

20  
5/0  
5/0  
5/0  

94  
57  
72  

  واسر شته سازي
  پهلوگيري پرايمرها

  بسط

  بسط نهايي  72  5  1
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نمونه از يك  50%  اگر در 6بر روي ژل پلي اكريل آميد  PCRو الكتروفورز محصول  PCRپس از انجام واكنش 
نمونه از گونه ديگر باندي  50باندي در  گونه بوسيله پرايمر طراحي شده باندي توليد شد كه در اين محدوده

  تمايز دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي محسوب مي گردد.نشانگر  به عنوان  گرديدتوليد ن
  

 )Growth Hormone Gene(هورمون رشد  -7

نمونه  4) و رودخانه سفيد رود 84نمونه باله دمي تاسماهي ايراني (از ماهيان صيد شده سال 4در اين بررسي تعداد 
بين  گروه تحقيقاتي گشت ارزيابي ذخاير انستيتو تحقيقاتباله دمي تاسماهي روسي (جمع آوري شده توسط 

) موجود در انستيتو استفاده 84و 81درمنطقه تركمنستان در طي سالهاي المللي ماهيان خاوياري دكتر دادمان 
  گرديد.

تعديل شده براي ماهيان خاوياري توسط   (Hillis et al., 1990) كليه نمونه ها بر اساس روش DNAاستخراج 
(Pourkazemi, 1996) .انجام گرفت  

هاي استخراج شده از روش هاي اسپكتروفتومتري و الكترو  DNAبه منظور سنجش ميزان كميت و كيفيت      
 % استفاده گرديد.1فورز  ژل آگارز 

  
 آغازگرها 

 DNAباز) هستند كه از آن ها براي تكثير قطعه ژن يا  10-25هي (آغاز گر ها قطعات اوليگونوكلئوتيدي كوتا
 MEGA 4.0.2طراحي پرايمر براي ژن هورمون رشد، ابتدا با استفاده از نرم افزار دلخواه استفاده مي كنند. به منظور 

) با www.ncbi.nlm.nih.gov) ثبت شده در بانك جهاني ژن(17گونه از مهره داران( جدول 30توالي ژن هاي رشد 
يكديگر بلاست شده و نواحي كه بيشترين همولوژي را نشان دادند به عنوان نواحي مناسب براي طراحي پرايمر 

  ). 6استفاده گرديدند(تصوير 
  
  
  
  
  
  
  
  
  




	� ��ا� .../   �	
� � ��٧٣ر�� ا���ن ا����د� از ��ر
 

  و اسم علمي گونه ها كه توالي  ژن رشد آنها شناسايي و ثبت شده است. NCBIمنبع ، شماره دسترسي در  - 17جدول 

  
صورت گرفت و اين  طراحي پرايمر از روي نواحي شناسايي شده Gene Runnerسپس با استفاده از نرم افزار 

  نواحي از نظر دايمر پرايمر و طول قطعه مورد ارزيابي قرار گرفت.
  

ترسيشماره دس گونه   منبع 
1 Onchorinchus masou X59762 Shoji  et al,1991 

2 Danio rerio AY286447 Falcon et al, 2003 

3 Cyprinus carpio M27000 Koren et al, 1989 

4 Spaurus aurata U01301 Martinez Barbera, 1993 

5 Tricogaster trichopterus AF157633 Doron et al, 1999 

6 Anguilla japonica M24066 Saito et al, 1988 

7 Anguilla anguilla AY148493 Goldberg et al, 2003 

8 Hypophthalmichthys molitrix X60475 Chang et al, 1991 

9 Carassius aurata DQ350437 Chen et al, 2006 

10 Calta calta AY053361 Ravinder and Majumdar, 2001 

11 Clarias gariepinus AF416488 Nasaruddin and Majumdar, 2001 

13 Salmo salar M21573 Johansen et al, 1989 

14 Onchorinchus mykiss M24683 Rentier-Delrue et al, 1989 

15 Carassius cuvieri AF389237 Hao et al, 2001 

16 Heteropneustes fossilis AF147792 Anathy et al,2001 

17 Paramisgurus dabryanus DQ350432 Chen et al, 2006 

18 Rattus norvegicus V01237 Seeburg et al, 1977 

19 Ovis aries S50877 Guron et al,1992 

20 Sus scorfa NM213869 Nieves-Martinez et al, 2009 

21 Homo sapiens V00520 Adelman et al, 1981 

22 Silurus meridionalis AF530481 Ping et al, 2002 

23 Silurus asotus AY157496 Song,P, 2002 

24 Rhamdia quelen EF101341 Vaz et al, 2010 

25 Pimephales promelas AY643399 Filby and Tyler, 2007 

26 Cirrhinus mrigala AF140281 Thayanithy et al,2001 

27 Gymnocypris przewalskii AY707317 Cao et al, 2009 

28 Ictiobus bubalus AY375301 Clements et al,2003 

29 Labeo rohita AF416490 Rajesh and Majumdar, 2001 

30 Morulius calbasu AY691181 Rajesh and Majumdar, 2004 
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 MEGAمقايسه توالي ها به منظور طراحي آغاز گر با استفاده از نرم افزار  - 6تصوير 

  
  :مي باشد ذيلتوالي پرايمر هاي طراحي شده به شرح 

  
  PCRتوالي آغاز گر هاي مورد استفاده در  - 18جدول 

اره شم
 پرايمر

 توالي پرايمر  اسامي پرايمر ها

1 F1 5'-ATGGCATCAGGTCTGCTTCT-3' 

2 F645 5'-TGCTACTCTGAGACCATCC-3' 

3 R647 5'-AGTGGGAGCAGGGATGG-3' 

4 R1620 5'-TCAGGGACTGCAGGGGAA-3' 

5 R2393 5'-CTACAGAGTACAGTTGCTC-3' 

6 F1710 5'-TGAAGGTAAAATGGGTAA-3' 

7 F1641 5'-CTGGTGTTCAGCACCTCC-3' 

8 F UTR 5'-ACACCTTGAAAGCTCTG-3' 

9 R UTR 5'-AACCGTATGACTATGAA-3' 

10 R g 5'-GCATGACTACTACAACTTCC-3' 

11 R h 5'-TGCTCCAAACCACCCC-3' 

12 REV 5'-ACATGACATACTTTATTG-3' 

13 REV cloning 5'-

AAAGAATTCCTACAGAGTACAGTT

GCTCTC-3' 

14 UTR F2 5'-CAAAAACTGAGAAGATGGC-3' 

15 D UTR F1 5'-ACMCYTTBAAASCTCHGG-3' 

16 DUTR F3 5'-BCCAACCGGAATCDATGGC-3' 
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17 D FLANK F3-

1 

5'-TCAVANTRTCCCACCGGTT-3' 

18 FLANK R2 5'-CAGAAGAGGAGTCAACAC-3' 

19 FLANK R1-1 5'-GTGTTTTGGTGGGTA-3' 

20 D FLANK F2-

1 

5'-GVGAMAGGCACAAACCT-3' 

21 D FLANK F2-

2 

5'-GVGACATTTTTGGHCAG-3' 

22 D UTR R2 5'-ATGSTTCCAACAGATCRGG-3' 

23 FLANK R1-2 5'-BAACCCTATAGACC-3' 

24 F81 5'-CGGTACCACAATTAAATCATG-3' 

25 D FLANK F1 5'-AGGYTNRAGCCCCRBCTAG-3' 

26 D UTR R1 5'-YCTKCTTTGCADCTTCG-3' 

27 D FLANK F3-

2 

5'-TAAVTNTGTCGGTGGGAT-3' 

28 FLANK R2-2 5'-CAGGTATGAVTTCACGAT-3' 

 
  كد هاي مربوط به باز هاي مخلوط در آغاز گر هاي دجنره به صورت زير ترجمه مي شوند : * 

)R(a, g); Y(c, t); M(a, c); K(g, t); S(g, c); W(a, t); V(a, c, g); H(a, t, c); B(g, t, c); D(g, a, t); N(a, c, g, t  
  

ز آن جاييكه پرايمر ها به صورت (كره جنوبي) صورت گرفت و ا Bioneerسنتز آغاز گر ها توسط شركت 
رقيق  10به  1ميكرو ليتر آنها را رقيق كرده و سپس به نسبت  100شده بودند ابتدا با آب مقطر به ميزان  ليوفيليز

  پيكو مول يرسد. 10پيكو مول استوك  به  100شدند تا غلظت پرايمر ها براي استفاده از 
  
  واكنش زنجيره اي پليمراز -2-5

آلمان  Eppendorfساخت شركت  PCRبه منظور تكثير ژن سنتز كننده هورمون رشد از دستگاه ق در اين تحقي
  ).6-2استفاده گرديد(تصوير
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  دستگاه ترموسايكر - 7تصوير

  
  به منظور تكثير ژن هورمون رشد به شرح زير مي باشد: PCRمواد مورد استفاده در هر واكنش 

DNA يم استخراج شده ، يك جفت آغاز گر، آنزTaq DNA  ،(سيناژن) پليمرازmM 50 2Mgcl  ،(سيناژن)PCR 

Buffer  در غلظتx10  ،(سيناژن)dNTP Mix mM 10 )Fermentase.آب مقطردوبار تقطير ،(  
يك كنترل مثبت و يك كنترل منفي در نظر گرفته شد. كنترل مثبت به منظور صحت عمل  PCRبراي هر واكنش 

هاي مورد آزمايش مربوط  DNAاي غير از  DNAبه كار گرفته شد و شامل  PCR آغاز گر و مواد مورد استفاده در
بود  DNAبه جز  PCRبه تاس ماهي ايراني و روسي مي باشد. كنترل منفي هم شامل تمامي مواد مورد استفاده در 

ن حاصل در حين كار اطمينا DNAو معادل مقدار آن آب دو بار تقطير شده استفاده گرديد تا از عدم آلودگي 
  ). 19گردد(جدول 
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  PCRمقدار و غلظت مواد به كار رفته در - 19جدول 

مقدار مورد نياز براي يك 
 50واكنش به حجم 

  ميكروليتر
  ماده  غلظت

  DNA  نانو گرم 50  ميكرو ليتر 6
 آغاز گر  پيكو مول 20  ميكروليتر 3

 DNTP  ميلي مولار 10  ميكروليتر 4/1

 Mgcl2  ميلي مولار 50  ميكروليتر 2

 10X PCR Buffer  ميكروليتر 5

  U/µl DNA Polymerase 5  ميكروليتر 4/0
  آب مقطر  -  ميكروليتر 2/32

  جمع  -  ميكروليتر 50

  
ثانيه ورتكس و سپس به همين مدت  2-3پس از اضافه نمودن تمامي مواد در ميكروتيوب ها، آن ها را به مدت 

به منظور تكثير ژن هورمون  PCRقرار داده شد. برنامه دستگاه  PCRسانتريفوژ كوتاهي نموده و در درون دستگاه 
  نشان داده شده است.20رشد در جدول

  براي تكثير ژن هورمون رشد PCRبرنامه دستگاه  - 20جدول 

  مراحل  درجه حرارت (سانتي گراد)  زمان (دقيقه)  تعداد سيكل
  واسرشته سازي اوليه  94  5  1

35  5/0  
5/0  
5/0  

94  
58  
72  

  سازيواسرشته 
  پهلوگيري پرايمرها

  نهاييبسط   72  10  1

  
  با استفاده از ژل آگارز PCRالكتروفورز محصول 

به دست آمده را  PCRبيان شد، محصول  2-3-2درصد مشابه مراحلي كه در قسمت 1پس از ساخت ژل آگارز  
 3ميكروليتر با  5كه همان ژن هورمون رشد مربوط به تاس ماهي ايراني و روسي مي باشد ابتدا به ميزان 

ميكروليتر بافر سنگين كننده مخلوط نموده و سپس به درون چاهك هاي ژل آگارز ريخته شد و ولتاژ بر روي 
دقيقه زمانيكه بافر سنگين كننده به انتهاي ژل  40-45ميلي آمپر تنظيم گرديد. بعد از گذشت   55ولت و  90

  رسيد دستگاه مولد برق خاموش شد.
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همراه با برنامه نرم )   Vilber lourmantشركتدستگاه مستند ساز ژل (ساخت  شده با استفاده از باند هاي تكثير
مورد ارزيابي قرار گرفت. پس از قرار دادن ژل آگارز در درون دستگاه و روشن كردن آن،  Biocapeافزاري 

آگارز گرديد. رويت باند هاي بر روي ژل تابانيده و موجب نمايان شدن باند هاي تكثير يافته روي ژل  UVاشعه 
DNA  به دليل اتيديوم برومايدي است كه به رشتهDNA  متصل شده و باعث مي شود باند ها روي ژل آگارز به

  صورت يك نوار نوراني ديده شوند.
  

  تكثير ژن هورمون رشد از طريق كلونينگ يا همسانه سازي
 5-6روسي از طريق همسانه سازي در باكتري، ابتدا  ژن هورمون رشد تاس ماهي ايراني و تاس ماهي براي تكثير

) ريخته شد و DNA templateميكروليتر از محلول حاوي ژن رشد تكثير يافته را داخل ميكروتيوب به عنوان الگو (
ميكروليتر  Buffer PCR )10 x ،(2ميكروليتر بافر 5/2به نسبت  PCRميكروليتر مخلوط مواد مورد نياز در  21

 µM  200  ،2/0با غلظت dNTPميكروليتر  Mgcl2 mM2 ،5/0يكروليتر كلريد منيزيم با غلظت  م1آغازگر، 
ميكروليتر  25و در نهايت به وسيله آب مقطر استريل به حجم نهايي  (U/µl 1)پلي مراز  DNAميكروليتر آنزيم تگ 

  رسانده شد. 
 Errorپلي مراز داراي خاصيت  DNAرا آنزيم دقيقه در نظر گرفته مي شود، زي 30در اين مرحله دماي بسط نهايي 

Prone  مي باشد و مي تواند در دو انتهاي ژن تكثير شده نوكلئتيد هاي تك رشته اي آدنين ايجاد كند. با استفاده
پلي مراز مي توان انتهاهاي چسبنده اي ايجاد نمود كه از آن براي الحاق ژن رشد به پلاسميد   DNAاز اين عمل 

  ).21ود(جدول استفاده مي ش
  

  به منظور ايجاد انتهاهاي چسبنده در ژن رشد PCR - 21جدول

  

  مراحل  حرارت(درجه سانتيگراد)  زمان (ثانيه) تعداد سيكل
  واسرشته سازي اوليه  94   300 ثانيه  1

  
40  
  

  30ثانيه
  30ثانيه
   45ثانيه 

94  
58  
72  

  واسرشته سازي
  پهلو گيري پرايمرها

  بسط

1  1800 ( دقيقه 30   سط نهائيب  72 (
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  همسانه سازي ژن هورمون رشد
انجام شد. از  Invitrogeneساخت شركت  Top10 سويه E.coliهمسانه سازي با استفاده از باكتري 

استفاده گرديد. اين وكتور خطي بوده و داراي جايگاه  bp 2886طول به عنوان وكتور با   PTZ57R/Tپلاسميد
) MCS، يك پروموتور براي بيان ژن مذكور ، جايگاه برش چندگانه ( گالاكتوزيداز βشروع همانند سازي، ژن  

 گالاكتوزيداز و يك ژن مقاومت به آمپي سيلين مي باشد. βدرون ژن 

از آن جايي كه اگر محيط كشت حاوي آمپي سيلين باشد باكتري در حالت عادي قادر به رشد نيست. به همين 
يلين استفاده مي شود در نتيجه تنها باكتري هايي قادر به رشد در منظور از پلاسميد حاوي ژن مقاوم به آمپي س

محيط كشت حاوي آمپي سيلين مي باشند كه پلاسميد را دريافت كرده باشند. باكتري در اين شرايط قادر است 
ميكروگرم در ميلي ليتر آمپي سيلين را در محيط كشت تحمل كند. نواحي اتصال در ميان ژن  100-50

بداز قرار دارد بنابراين اگر پلاسميد بدون اتصال به ژن رشد وارد باكتري شود اين ژن بيان شده و بتاگالاكتوز
  ).8كلوني هاي آبي رنگ را ايجاد مي كند كه نشان دهنده عدم الحاق ژن رشد به پلاسميد مي باشد(تصوير

 

 
  

  فرايند الحاق ژن رشد به پلاسميد و انتقال آن به درون باكتري - 8تصوير 
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  به پلاسميد ژن رشد الحاق
به پلاسميد صورت گرفت. اين آنزيم موجب تسريع در  DNA T4 ligaseالحاق ژن رشد با استفاده از آنزيم    

اتصال پيوند هاي هيدروژني بين بازهاي آدنين در دو انتهاي ژن رشد با باز هاي تيمين در دو انتهاي پلاسميد 
  خطي مي شود.

 2با غلظت  DNA T4 Ligaseميكروليتر، آنزيم  5ژن رشد با غلظت  PCR Productمل مواد مختلف در الحاق شا 
با يكديگر مخلوط ميكروليتر  1ميكروليتر و بافر الحاق با غلظت   3با غلظت  PTZ57R/Tميكروليتر، پلاسميد 

  ) انكوباسيون گرديد. overnightبه مدت يك شبانه روز ( C 4ْشدند و در دماي 
 

  ول صلاحيت دارآماده سازي سل
براي تكثير توالي كامل ژن هورمون رشد استفاده گرديد. محيط  Top10سويه  E.coliدر اين مرحله از باكتري 

مايع يك محيط كشت باكتريايي بوده كه غني از مواد مغذي براي رشد باكتري مي باشد. به منظور  LBكشت 
درجه سانتي  37مايع در انكوباتور با دماي  LBكشت  ساعت در محيط 18-20استفاده از باكتري ها ابتدا به مدت 

گراد كشت داده شد. اين عمل باعث مي شود تا غلظت بالايي از باكتري هايي جوان و پذيراي وكتور به دست 
درجه سانتي گراد  37آن ها را رقيق كرده و در درون انكوباتور شيكر دار با دماي  10به  1آيد. سپس به نسبت 

برسد. اين مرحله زماني است كه باكتري به فاز مياني رشد خود رسيده و  5/0-7/0آن به  ODتا  قرار مي دهيم
   بهترين زمان براي انتقال پلاسميد به درون باكتري مي باشد.

  
  CaCl2 روش سلول به صلاحيت دار كردن

ده از سانتريفوژ ميلي ليترسوسپانسيون حاوي باكتري و محيط كشت را داخل يك فالكن ريخته و با استفا 20
سانتريفوژ شد. سپس محلول  rpm 5000دقيقه با دور  5-7درجه سانتي گراد به مدت  4يخچال دار در دماي 

مولار اضافه گرديد. دوباره فالكن به مدت  CaCl2 1/0ميلي ليتر  4رويي را دور ريخته و به پلت باكتريايي به ميزان 
مولار به فالكن  µl 400 CaCl2 1/0ل رويي جدا گرديد. اينبار به ميزان سانتريفوژ و محلو rpm 5000دقيقه با دور  8

اضافه شد و با پيپت كردن به آرامي محلولي يكدست از باكتري به دست آمد. در اين زمان سلول هاي باكتريايي 
  منفذ دار شده و آماده پذيرش پلاسميد مي باشند.
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                :اي باكتريفرايند انتقال پلاسميد به  درون سلول ه -2-9-3

ميكروليتر سلول صلاحيت دار شده به درون يك ميكروتيوب  150-200ميكروليتر از محلول الحاق و  5به ميزان 
منتقل شد و كاملا با يكديگر مخلوط گرديد. در ادامه ابتدا به مدت نيم ساعت بر روي يخ قرار داده شد سپس به 

تي گراد قرار داده شد تا سلول هاي باكتريايي شوك گرمايي ببينند. اين درجه سان 42ثانيه در دماي  90مدت 
دقيقه روي يخ قرار  2-3عمل موجب ميشود تا ميزان ورود پلاسميد به درون باكتري افزايش يابد و در نهايت 

مايع به آن اضافه گرديد. بعد از گذشت يك ساعت  LBميلي ليتر محيط كشت  1داده شد و بعد از اين مدت 
با استفاده از يك پيپت  IPTGو  xgalجامد حاوي آمپي سيلين،  LBمحلول باكتري حاوي پلاسميد به محيط كشت 

  .(Sambrook et al., 1989)پاستور وارد شده و كشت سفره اي داده شد
 

 Blue-White  جداسازي تك كلون ها از محيط كشت به روش

نيز براي اطمينان از صحت انتقال ژن  Blue-Whiteربالگري در اين آزمايش علاوه بر روش آمپي سيلين از روش غ
در   IPTGو  X-gal بااستفاده از دو ماده Blue-White. غربالگري هورمون رشد به درون باكتري استفاده گرديد

جامد انجام مي گيرد. در صورتي كه ژن رشد به پلاسميد الحاق نشود ژن بتاگالاكتوزيداز در  LBمحيط كشت 
موجب تشكيل كلوني هايي به رنگ آبي مي گردد درحالي كه كلون  X-galري بيان شده و در حضور درون باكت

به عنوان القاگر بيان ژن بتا  IPTGهاي حاوي پلاسميدي كه ژن رشد را دارند به رنگ سفيد مي باشند. 
  ).9-2گالاكتوزيداز به محيط كشت اضافه مي شود (تصوير

  

  
  حاوي آمپي سيلين جامد +LBدر محيط كشت  Blue-Whiteكلون هاي نمونه اي از تشكيل  -9تصوير 
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  Hot Start PCR تكثير كلوني ها به روش
پيكومول بر  10با غلظت  M13ميكروليتر آغازگر پيشرو  5/0چند نمونه از تك كلون هاي سفيد به همراه 

ميكروليتر آنزيم تگ  1/0، وليترپيكو مول بر ميكر 10با غلظت  M13ميكروليتر آغازگر پس رو  5/0ميكروليتر، 
DNA  1(پلي مراز U/µl ( ،25/1  ميكروليتر بافرPCR )PCR Buffer 10x ،(5/0  ميكروليترMgcl2 2 mM با غلظت 

و آب مقطر دوبار تقطير در درون ميكروتيوب به حجم نهايي  dNTPsميكروليتر  4/0چهار ميلي مولار ،  نهايي
مي باشد بدين صورت كه به منظور پاره شدن  Hot startبراي كلون ها به روش  PCR ميكروليتر رسانده شد. 5/12

دقيقه در نظر گرفته شد(جدول  10آن زمان واسرشت سازي اوليه  DNAديواره باكتري و آزاد شدن محتويات 
21.(  
 

  PCR توالي آغازگرهاي كلوني
)1( َ -GTAAAACGACGGCCAGT- 3َM13 Forward sequencing Primer:      F:5  
)2( -CAGGAAACAGCTATGAA- 3َM13 Reverse sequencing Primer:       R:5َ  

  ولت براي مشاهده باندها استفاده گرديد. 90دقيقه با ولتاژ  40درصد به مدت  1در انتها از الكتروفورز ژل آگارز 
 

  براي تكثيركلوني ها PCRبرنامه - 22جدول 

  مراحل  حرارت(درجه سانتيگراد)  زمان (ثانيه)  تعداد
  واسرشته سازي اوليه  94  600  1

  
35  

30  
30  
30  

94  
58  
72  

  واسرشته سازي
  پهلو گيري پرايمرها

  بسط
  بسط نهائي  72  300  1

 

 

  استخراج پلاسميد
به منظور توالي يابي قطعه همسانه سازي شده لازم است كه پلاسميد به صورت خالص و از بقاياي باكتري      

ن كميت پلاسميد دقيق تر صورت گيرد نتايج توالي يابي از راندمان بالاتري هرچه تخليص و تعيي .استخراج شود
  برخوردار خواهد بود. 

به منظور ارسال نمونه ها براي توالي يابي ابتدا بايد پلاسميد ها خالص سازي گردند. مراحل استخراج به شرح زير 
  مي باشد:
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 50حـاوي   +LBميلـي ليتـر محـيط كشـت      5شده ودر  كلون هاي سفيد رنگ با استفاده از ميله لوپ برداشته   -1
به  rpm 200درجه سانتي گراد و سرعت  37ميكروگرم در ميلي ليتر آمپي سيلين در انكوباسيون شيكر دار با دماي 

 ساعت كشت شدند. 12-16مدت 

فت و در ميلي ليتري انتقال يا 2ساعت به ميكروتيوب هاي  18ميلي ليتر از محيط كشت پس از  5/1مقدار  -2
 ثانيه با بالاترين سرعت رسوب داده شد. 30درجه سانتي گراد به مدت  4دماي 

كاملا سرد به ميكروتيوب اضافه و ورتكس  A.L 1محلول  lµمحيط كشت رويي را به آرامي جدا و به ميزان  -3
 مي كنيم.

رده و بدون ورتكس با دست كه تازه آماده شده را به ميكروتيوب اضافه ك A.L 2ميكروليتر  µl 200مقدار  -4
 چند بار به سرعت ميكروتيوب تكان داده شد.

دقيقه  3-5سرد را به ميكروتيوب اضافه و با دست چند بار آن را تكان داده و به مدت  µl 150 A.L 3مقدار  -5
 روي يخ گذاشته شد.

تريفوژ شد و مايع رويي به دقيقه سان 5درجه سانتي گراد به مدت  4ميكروتيوب با بالاترين سرعت در دماي -6 
 يك ميكروتيوب جديد منتقل شد.

حجم برابري از فنل:كلروفورم را اضافه و فاز ارگانيك وآبي با ورتكس ميكس شد و سپس امولسيون را با -7 
درجه سانتي گراد) سانتريفوژ گرديد و فاز بالايي آبي به يك  4بالاترين سرعت به مدت دو دقيقه (دماي 

 د منتقل شد.ميكروتيوب جدي

 دقيقه در دماي اتاق نگه داشته شد. 2-3معادل دو حجم اتانول در دماي اتاق اضاف و ورتكس كرده و سپس  -8

 درجه سانتي گراد) در حداكثر سرعت سانتريفوژ شد. 4دقيقه(دماي  5به مدت 

 شوند.مايع رويي جدا و ميكروتيوب ها به صورت برعكس روي كاغذ گذاشته شدند تا كاملا خشك -9

درصد را به پلت اضافه و چند بار با دست اينورت شد سپس با بالاترين سرعت (دماي  70اتانول  ml 1معادل -10
 دقيقه سانتريفوژ شد. 2درجه سانتي گراد) به مدت  4

دقيقه در  5-10تمام اتانول هاي موجود روي ديواره ميكروتيوب را جدا و تيوب را به صورت در باز به مدت -11
 اتاق نگه داشته شد تا از هر گونه قطره هاي اتانول پاك شود. دماي

حل گرديد  µg/ml 20 DNAase-RNAase Free) حاوي TE )pH:8بافر  µl 50پلاسميد هاي استخراج شده در -12
درجه سانتي گراد  -20سپس ورتكس كوتاهي نموده نمونه هاي به دست آمده را مي توان تا مدت ها در دماي 

   .نگهداري كرد
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  توالي يابي ژن هورمون رشد
) انجام شد.اين روش نخستين بار Chain Terminationتوالي يابي ژن سنتز كننده هورمون رشد به روش پايان دهي زنجيره (

  DNAميكروليتر از محلول حاوي 30از دانشگاه كمبريج مطرح گرديد. بدين منظور به ميزان ا توسط سانگر و كالسون
فرستاده  كره جنوبي Bioneerبراي توالي يابي به شركت  (M13)لاسميد به همراه آغازگرهاي پلاسميد استخراج شده از پ

  شد.
 

 تجزيه و تحليل توالي ها 

وجود دارد كه برخي با اتصال رايانه به اينترنت و سايت  DNAنرم افزار هاي متنوعي براي بررسي توالي هاي 
ديگر بدون دسترسي به اينترنت ميتوانند به آناليز توالي ها بپردازند. اين  مورد نظر قابليت استفاده را دارند و برخي

مي توانند با دقت و حساسيت بسيار بالايي   DNA يا هم رديف كردن قطعات مختلف BLASTنرم افراز ها با 
  تشابهات و تفاوت هاي توالي ها را حتي در سطح يك  نوكلئتيد نشان دهند.

نام برد كه با هم رديف  MEGA 4.0روفي كه در اين زمينه كاربرد زيادي دارد مي توان از جمله نرم افزار هاي مع
كردن توالي هاي مختلف و نشان دار كردن نوكلئتيد ها، نتايج را مورد آناليز قرار مي دهد. براي شناسايي 

ايي جايگاه برش آنيزم هاي براي شناس NEBcutter V2.0و از نرم افزار  SignalP 4.0 افزار موقعيت سيگنال پپتيد نرم
به كار برده شد. در اين آزمايش  NetNGlyc 1.0 افزار نرم محدود كننده و به منظور تعيين جايگاه گليكوليزاسيون

براي بررسي روابط فيلوژنتيك و آناليز توالي تاس ماهي ايراني و روسي با ساير گونه ها از اين نرم افزار استفاده 
 UPGMA ،Neighbor Joiningبراساس روش  MEGA 4.0دروگرام با استفاده از نرم افزار براي رسم دن شد. همچنين
  استفاده شد.

  

  (Single Nucleotide Polymorphism or SNP)پلي مورفيسم تك نوكلئوتيدي  -8
  ها جمع آوري نمونه

  آوري گرديد.  جمع23در اين تحقيق نمونه باله تاسماهي ايراني و روسي از خزر شمالي و خزر جنوبي طبق جدول 
  

  و تعداد نمونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي جمع آوري شده  : منشاء23جدول 

  تعداد  ناحيه  منشاء  گونه  رديف

  تاسماهي روسي  1
  30  خزر شمالي  درياي خزر
  10  خزرجنوبي  درياي خزر

  30  -  درياي آزوف

  تاسماهي ايراني  2
  30  خزر شمالي  درياي خزر
  20  خزر جنوبي  ردرياي خز
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و در % 96باله دمي از هريك از ماهيان تهيه و در الكل اتانل گرم از شعاعهاي نرم  3در اين تحقيق،  مقدار 
انجمن جانور شناسي سلطنتي /   به آزمايشگاه CITESاپندروف نگهداري گرديد. سپس با اخذ مجوز و گواهي 

  ارسال شد.  انگلستان) -نبورا (اسكاتلندانستيتو ايمني و حفاظت شهر وندان واقع در شهر ادي
هرگونه با هم ادغام شد.  DNAانجام شد. نمونه  SNPتمامي مراحل پروتكول تهيه نشانگر  DNAپس از استخراج 

تاسماهي ايراني شمال، جنوب خزر و تاسماهي روسي شمال و جنوب خزر بعنوان دو گروه تاسماهي ايراني و 
 2يا  1را براساس توالي  SNPنوم مستقل چندگانه در اختيار باشد و بتوان ماركر تاسماهي روسي تقسيم شدند تا ژ

  انجام پذيرفت.  EADنمونه بطور عمقي مورد ارزيابي قرار داد و توالي ژنوم براساس روش 
ماركر در گزارش نهايي پروژه مشترك با عنوان ذيل به  SNPجزئيات تمامي روش كار از توالي يابي تا تهيه 

  آمده است.  R.Ogden 2011 نگارش
"SturSNIP: Discovery and Characterization of Single Nucleotide Polymorphism (SNP) markers for sturgeon 

product traceability"  

  

  :   SNPهاي آناليز ژنتيكي داده
رد ارزشيبابي قرار هاي كانديد بصورت آزمايشي مو SNPتعداد از  SNPبمنظور ارزيابي پروسه خصوصيات 

هاي شاهد مبني صورت گرفت و با آناليز نمونه SNPگرفتند. براي اين منظور از روش ژنوتايپينگ براي هر ماركر 
بر تعيين تفرق قابل انتظار استفاده گرديد. ارزشيابي آزمايشي با اين روش به نوبه خود مبنايي براي توسعه ابزار 

 100شامل توالي  RADهاي مربطو ط به شناسايي تاسماهيان بود. آناليز دادهكاربردي جهت پاسخ به سئوالات مربو
تواند با همديگر يكي شده يا يك جفت باز در قرائت اول و ادغام آن با قرائت دوم توسط دستگاه باشد كه مي

ائت اول كانديد براي پاسخ به سئوال خاص در قر SNPجفت باز برسد. ماركرهاي  500تر حتي تا توالي طولاني
ها بندرت طويل هستند تا بتوان از آنها براي ارزيابي ژنوتيپي استفاده نمود. شناسايي شدند ولي اين خواندن توالي

بجاي آن ارزيابي به نحوي طراحي شده تا در بخش انتهايي توالي بصورت جفت (زوج) با توالي بعدي قابل 
  قرائت باشد. 

هاي بدست آمده استفاده گرديد. براي ارزيابي ژنوتيپ Kaspar (K-Bioscience) "كاسپار"در اين تحقيق از روش 
هدف  SNPهاي مختلف تعيين كننده هر الل (تنوع) كه در ماركر هاي فلورسنت با رنگدر اين روش از رنگ

هدف استوار است كه با مشاركت  SNPيك قطعه   PCRوجود دارد استفاده گرديد. آناليز كاسپار برمبناي تكثير 
رنگ فلورسنت آشكار شده و ژنوتيپ نمونه مورد بررسي  PCRشود. در پايان انجام مي PCRنگ در محصول ر

  تعيين خواهد شد. 
  نشان داد كه تفرق و تمايز بين تاسماهي روسي SNPارزيابي آزمايشي از طريق ژنوتايپينگ با استفاده از 

 (A. gulsenstaditi)  و تاسماهي ايراني(A. persicus) ماركر  15ود دارد. با توجه به دستيابي به چنين نتايجي وج
كانديد كه تفرق و يا تمايز بين تاسماهي روسي و ايراني در شمال و جنوب خزر از خود نشان مي دادند انتخاب 
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لوساي انتخاب شده ، پنج لوساي براي اين امر  15گرديد تا براي ارزيابي ژنوتيپي مورد استفاده قرار گيرد. از 
ها متعاقباً طراحي شدند ). اين ارزيابي24سب بود تا براساس آن ارزيابي ژنوتيپي كاسپار صورت پذيرد (جدول منا

  سفارش داده شد و سپس تست گرديد.   K-Bioscienceو به شركت 
  

  كه تفرق بين تاسماهي روسي و ايراني را نشان دادند. SNPجزئيات توالي پنج لوساي  - 24جدول

  
 

  
  
  
  
  
  
  

Paired-end sequence containing target SNP Candidate 

RAD Tag 
GAGACAGGCGTTTTTACTGCTGAAATAACCTGGGGCAAGT 

GATTGATGTCACTTGGAGCTTCAGAGAGAGAGAGAGAGA 

GA[S]ACTTTGACTTTTATTCTCATATTAAAATCCATCAGAA 

AATCAACAATAAGGTAAAACCACAAAGAAAGACT 

53644 

TGTCCACTCTGCGCTTACTGGGCGCCTGGCCAGCAGGGTTCGCTGTAGAGCGA

TGGGAAGAGACAGTCTCTCACAGTTTTACCTCCC[Y]AACCCACAGGAGTGGC

AGAGCCAATGCAACGCTCCCTTCGGAGTCCCCAGCAAAGACCGGCCTACTTC

GCA 

 

53647 

TCTGAAATCAGGTAATGGTTGTTAATTGGGAATAGTCACACACAATAAAAAG

GAGCTTGAAGCTCCATTAGAGAGAG[R]ACCACCAGGGAcggtttAGCCGTCCCA

ACCGTTTAGTTAGTAAAAGCACAAGTTTAGTTAGTACTCCGAGGGGAGTTAA

G 

 

53671 

GTATTTACATGGTACACATTTTTTTCATGGTACGGTCACATAATATTTTTGGTA

AGGGAAATCATTAATTACACgttgccTACCCTATGTCCTAAGTGTGTCTCCGCTTA

ATTTCCA[R]CTGTAGCCTCATCCTGGTTTCTGTGCCGTGTTTAAAGTACTGCAT

T 

 

53718 

GTTTTTGGGTCTATTAAGCATTCTGTTCTGATGTAAGAGGTCTTTGTACTG[R]G

AAAACGCCATGTGCTATGATTATGTAAGGCAGGCATAcagagcTGGCAATGGAA

CGTGAAACAAGTAATATGATTGGTCGAGGAAGGTTCCAGCTGTGGAAACAGA

CAGTTGGAGCCTTGTCACATTCTAAATCACTGCGCTGCCCAACAG 

 

53778 
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  نتايج-4

  سيتوكروم ب نتايج -1-4

 :DNAنتايج حاصل از استخراج 

به دو روش مورد ارزيابي قرار گرفت  استخراج شده تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي DNAكميت و كيفيت 
هاي استخراج شده  DNA) نشان داد كه %1بر روي ژل آگارز ( DNAشدت وضوح باندهاي ك از لحاظ كيفي، 

از لحاظ ارزيابي . هستندبرخوردار  PCRيت و كميت قابل قبولي براي استفاده در آزمايش هاي كيف ،از باله ماهي
بوسيله دستگاه اسپكتروفتومتر(نانودراپ مدل  nm280و طول موج  nm260در طول موج  DNAميزان جذب كمي 

ND1000 ناسب بود انتخاب و نمونه هاي نام 2تا  8/1) محاسبه گرديد. نمونه هايي كه اين نسبتDNA  براي آنها
  استخراج مجدد صورت گرفت.

  

  PCRنتايج حاصل از 

استخراج شده تاسماهي ايراني  و تاسماهي روسي كه  با آغازگر  DNAنمونه هاي   PCRنتيجه حاصل از       
 1400ميتوكندريايي انجام گرديد، پس از الكتروفورز ژل آگارز همگي توليد باندهايي در محدوده  bسيتوكروم 

  . )10(تصوير  جفت باز نمودند
  

 
  bp 100بر روي ژل آگارز با ماركر  cyt bمحصول واكنش زنجيره اي پليمراز  - 10تصوير 

  تاسماهي روسي) 19- 11تاسماهي ايراني،  10- 1(

  
 ACC I نتايج بررسي نشان داد كه بين دو گونه تاسماهي ايراني و روسي اختلاف در محل قطع و برشي آنزيمي  

هضم گذاشته شد كه نتايج  Pst Iو  EcoR I  ،Taq I). ولي به منظور غربالگري بيشتر با 6نداشت (تصوير وجود 
  مشابه بود و تفاوت در محل برش آنزيم ها نداشتند. 
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  RcoR Iو  ACC Iبا استفاده از آنزيم  bبرش ژن سيتوكروم   - 11تصوير 

  مربوط Agايراني و ستونهاي مربوط به گونه تاسماهي  Apستونهاي 

  به گونه تاسماهي روسي 

 

  دو گونه تاسماهي ايراني و روسي bمقايسه توالي سيتوكوم 
  :  Maximum Parsimony (Nei & Kumar, 2000)با استفاده از روش  دو گونه تاسماهي ايراني  مقايسه فيلوژني

حالت خصوصيات به حداقل برسد. هر  در اين روش دندروگرام به نحوي ترسيم مي شود كه تعداد تغيير
اي كه به حداقل تغيير در حالت خصوصيات طي سلسله مراتب درختي نياز داشته باشد معتبرتر است. به  فرضيه

 15با  bنتايج بررسيهاي فيلوژنيك ژن سيتوكروم  گفته مي شود. Parsimonyاصول حاكم بر اين موضوع قانون 
ن داد كه اين نمونه ها هيچكدام كلاستر جدا تشكيل نمي دهند اما از نظر حفظ نمونه روسي نشا 15نمونه ايراني و 

كه در اين مطالعه مورد استفاده قرار  Acipenser baeriiشدگي اين ژن بسيار حفظ شده مي باشد بطوريكه نمونه 
  گرفته بود بسيار مشابه نمونه هاي ايراني و روسي بود و كلاستر جدا تشكيل نداد.

Ap1 Ap2 Ap3 Ap4 Ap5 Ag1 Ag2 Ag3 Ag4 Ag5 M   Ap1 Ap2 Ap3 Ag1 Ag2 Ag3  

  EcoR Iٍآنزيم  ACC Iآنزيم 
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 Ag11

 Ag12

 Ag10

 Ap4

 Ag15

 Ap6

 Ap3

 Ap1

 Ap2

 Ag9

 Ag14

 Ag5

 Ag6

 Ag1

 Ag8

 Ag2

 Ag13

 Ap8

 Ap12

 Ap5

 Ap14

 Ap9

 Ap7

 Ap10

 Ag3

 Ag7

 Ag4

 A baerii

 Ap13

 Ap15

 A medirostris

 A nudiventris

 A stellatus

 A transmutanus

64

99

56

86

99

65

42

98

26

20

45

22

34

61

96

82

99

74

99

0.0000.0050.0100.0150.0200.0250.030  
  بار تكرار  1000و روسي  با  بين تاسماهي ايراني  Maximmum Parsimonyدندروگرام  - 1نمودار 

 Cyt bبا استفاده از ژن 

  



٩٠  ������� / $#ارش ! ��� ��ح �

 

 Ap13

 Ap15

 Ag2

 Ag1

 Ag5

 Ag6

 Ag13

 Ag8

 Ap10

 Ap7

 Ap9

 Ap1

 Ap2

 Ap3

 Ap5

 Ap12

 Ap8

 Ap14

 Ag11

 Ag10

 Ag15

 Ap6

 Ag12

 Ap4

 Ag9

 Ag14

 A baerii

 Ag4

 Ag3

 Ag7

 A medirostris

 A nudiventris

 A stellatus

 A transmutanus

98

99

100

85

64

62

67

92

98

59

99

  
  بين تاسماهي ايراني و روسي  با استفاده از ژن سيتوكروم  UPGMAدندروگرام  - 2نمودار 
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  نتايج مايكروستلايت -2-4

  :ميكروستلايت نتايج
روش  دو به روسي تاسماهي و ايراني تاسماهي شده استخراج DNAوكيفيت  يتبر اساس ارزيابي انجام شده،كم

 از مطلوبيتاستخراج شده  DNA مشخص گرديد كه  )نانودراپاسپكتوفتومتري (% و 1الكتروفورز ژل آگارز 
   است. برخوردار براي آزمايشات بعديكافي 
  بشرح ذيل ميباشد: ميكروستلايت آغازگرهاي  از حاصل نتايج

  
 – AfuG9مرپراي

 بوده باز جفت210حداكثر و باز جفت165آللي اندازه حداقل كه گرفته قرار شناسايي مورد الل 6بررسي اين در

 و روسي تاسماهي آللي اندازه حداقل .داشتند قرار لوكوس يك در آللها همگي شده بررسي نمونه 10از  .است
 ايراني تاسماهي در و بود باز جفت 200روسي اسماهيت آاللي اندازه حداكثر بود،  باز جفت 165برابربا ايراني

 و اندازه نظر از روسي و ايراني تاسماهي دادكه نشان اين پرايمر از حاصل ). نتايج12بود(تصوير باز جفت 200نيز
 بازي جفت210باند يك روسي از تاسماهي نمونه يك كه تفاوت اين با دارند مشابه بانددهي الگوي اللها تعداد

 نشان را ديسوميك باند هاحالت الگوي .نشد مشاهده ايراني تاسماهي هاي نمونه در ) كه9(نمونه شمارهنشان داد

  دادند. مي

  
  )،6- 10) و در تاسماهي روسي (ستونهاي 1- 5ايراني در ستونهاي ( تاسماهي درAfuG9پرايمر الگوي - 12تصوير 

  نقره نيترات با آميزي رنگ و ميداكريلا پلي ژل روي بر الكتروفوز از پسbp 100ماركر مولكولي 

 

  AfuG56پرايمر

 10از  .است بوده باز جفت260حداكثر و باز جفت200آللي  اندازه حداقل شناسايي كه مورد الل 4بررسي  اين در
 و روسي تاسماهي آللي اندازه ). حداقل13داشتند (تصوير  قرار لوكوس يك در آللها همگي شده بررسي نمونه
 .بود باز جفت 260ا ب برابر نيز ايراني و روسي تاسماهي آاللي اندازه حداكثر بود، باز جفت 200  با برابر ايراني

 روسي و ايراني تاسماهي گروه هردو در اللي اندازه و تنوع دادند. مي را نشان ديسوميك حالت باندها الگوي

  بود. هم مشابه
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  ) و در تاسماهي روسي 1- 5در ستونهاي (ايراني  تاسماهي در AfuG 56پرايمر   الگوي  - 13تصوير 

  نقره نيترات با آميزي رنگ و اكريلاميد پلي ژل روي بر الكتروفوز از پسbp 100)، ماركر مولكولي 6- 10(ستونهاي 

 

AfuG63 پرايمر 
 باز جفت 164حداكثر و باز جفت140آللي اندازه حداقل كه گرفته قرار شناسايي مورد آلل6بررسي  اين در 

 و روسي تاسماهي آللي اندازه حداقل .داشتند لوكوس قرار يك در آللها همگي شده بررسي نمونه 10بود.از
 در بود باز جفت164روسي  تاسماهي آاللي اندازه حداكثر بود،144 روسي و تاسماهي جفت باز140با  برابر ايراني

در  .ميدادند نشان را ديسوميك حالت باندها ).الگوي14باز بود (تصوير  جفت158ايراني  تاسماهي در كه حالي
 وجود ايراني تاسماهي هاي نمونه در كه شد مشاهده جفت بازي 164نمونه هاي تاسماهي روسي يك باند 

 ديده روسي هاي نمونه در كه شد مشاهده بازي جفت140باندي ايراني تاسماهي هاي نمونه در طرفي از .نداشت

  .نشد
  
  

  
  )،6- 10) و در تاسماهي روسي (ستونهاي 1- 5ايراني در ستونهاي ( تاسماهي رد  AfuG 63پرايمر الگوي  - 14تصوير

  نقره نيترات با آميزي رنگ و اكريلاميد پلي ژل روي بر الكتروفوز از پسbp 100ماركر مولكولي 

 

 AfuG66 پرايمر

 بوده باز جفت340حداكثر و باز جفت320آللي اندازه حداقل كه گرفته قرار شناسايي مورد آلل 3 بررسي اين در 

 هردو در اللها ). تعداد وتنوع15داشتند (تصوير  قرار لوكوس يك در آللها همگي شده بررسي نمونه 10از است.

 بود، باز جفت320با  برابر ايراني و روسي تاسماهي آللي اندازه حداقل بود و مشابه روسي ايراني تاسماهي گروه
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 باندها الگوي بود. جفت باز 340نيز ايراني تاسماهي در ز وجفت با 340روسي تاسماهي آاللي اندازه حداكثر

  .دادند مي نشان را تتراسوميك حالت
  

  
  )،6- 10) و در تاسماهي روسي (ستونهاي 1- 5ايراني در ستونهاي ( تاسماهي در  AfuG 66پرايمر الگوي  - 15تصوير 

  نقره نيترات با آميزي گرن و اكريلاميد پلي ژل روي بر الكتروفوز از پسbp 100ماركر مولكولي 

  

  AfuG 67 پرايمر
جفـت   230جفت بـاز و حـداكثر    200آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي 4در اين بررسي       

نمونه بررسي شده همگي آللها در يك لوكوس قرار داشتند. حداقل اندازه آللي  12). از 16باز بوده است(تصوير
جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللي تاسماهي روسـي و   210ت باز بود و تاسماهي ايراني جف 200تاسماهي روسي 
جفت باز بود. الگوي باندها در هر دو گونه تاسماهي ايراني و روسي از نظر تعـداد و انـدازه    230تاسماهي ايراني 

  ).25باندها مشابه بود وحالت تتراسوميك را نشان مي دادند(جدول 
  

  
  )12- 7) و تاسماهي روسي (ستونهاي 6- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   AfuG 67لگوي پرايمر ا  - 16تصوير

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد bp 100ماركر مولكولي  Mو 
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  گونه هاي تاسماهي ايراني و روسي PCR، اندازه آللي (جفت باز) محصول 25جدول

  گونه   
  پرايمر 

  توع پرايمر  تاسماهي روسي  تاسماهي ايراني
1  2  3  4  5  1  2  3  4  5  

1  
AfuG 9 

200  
165  

200  
165  

200  
200  

195  
195  

195  
195  

190  
190  

210  
186  

165  
165  

210  
210  

200  
165  

  ديسوميك

2  AfuG 56 230  
200  

260  
200  

230  
200  

260  
230  

230  
200  

230  
200  

230  
200  

200  
200  

200  
200  

260  
230  

  ديسوميك

3  AfuG 63 154  
150  

150  
150  

158  
150  

150  
140  

154  
150  

144  
144  

150  
150  

150  
144  

164  
150  

150  
150  

  ديسوميك

4  AfuG 66 320  
320  

328  
320  

328  
320  

340  
320  

320  
320  

320  
320  

320  
320  

340  
340  

340  
320  

320  
320  

  تتراسوميك

5  AfuG 67 220  
210  

210  
200  

232  
210  

232  
210  

232  
232  

220  
220  

220  
200  

220  
200  

232  
232  

232  
232  

  تتراسوميك

  
   AfuG 68 پرايمر

جفت باز 164جفت باز و حداكثر 120آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي 7در اين بررسي        
. حـداقل انـدازه آللـي    )17نمونه بررسي شده تمامي آللها در يك لوكوس قـرار داشتند(تصـوير   10بوده است. از 

جفت باز بود، حـداكثر انـدازه اللـي تاسـماهي روسـي و      144جفت باز بود و تاسماهي ايراني 120تاسماهي روسي
جفت باز بود.تعداد و اندازه اللها در هر دوگروه تقريبا مشابه بود با اين تفاوت كـه تاسـماهي   164تاسماهي ايراني 

بـود كـه در بـاقي تاسـماهيان ديـده نشـد. الگـوي بانـدها حالـت          جفـت بـازي   120داراي بانـدي   6روسي شماره 
  ).26تتراسوميك را نشان مي دادند.(جدول 

  

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي(ستونهاي5- 1در تاسماهي ايراني(ستونهاي   68AfuGالگوي پرايمر  - 17تصوير 

  گ آميزي با نيترات نقره%  و رن6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد bp 100ماركر مولكولي  Mو 
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   AfuG 74پرايمر
آلـل شناسـايي شـد كـه حـداقل انـدازه آللـي         5مشاهده مي شود، در اين بررسي  15همان طور كه در تصوير     

نمونه بررسي شده همگـي آللهـا در يـك لوكـوس قـرار       10جفت باز بوده است. از 130جفت باز و حداكثر 116
جفـت بـاز بـود، حـداكثر انـدازه آاللـي       116و تاسـماهي ايرانـي   120هي روسـي داشتند. حداقل اندازه آللي تاسما

جفت باز بود. الگوي باندها حالت ديسوميك را نشان مي دادنـد، از   124و تاسماهي ايراني  130تاسماهي روسي 
جفت 130).با اين تفاوت كه در تاسماهي روسي الل 26د(جدول الل بو 4طرفي تعداد اللهادر هر دو گروه برابر با 

  بازي مشاهده شد كه در نمونه هاي ايراني ديده نشد.
  

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   74AfuGالگوي باند پرايمر  - 18تصوير

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد bp 100ماركر مولكولي  Mو 

  
  AfuG 95 پرايمر

جفت باز بوده اسـت.   224جفت باز و حداكثر  208آلل مشاهده شد كه حداقل اندازه آللي  4در اين بررسي       
). حـداقل انـدازه آللـي تاسـماهي     19(تصوير  نمونه بررسي شده همگي آللها در يك لوكوس  قرار داشتند 10از 

 224و تاسـماهي ايرانـي    228آاللي تاسماهي روسـي   جفت باز بود، حداكثر اندازه 208روسي و تاسماهي ايراني 
  ).26جفت باز بود. الگوي باندها حالت تترا سوميك را نشان مي دادند(جدول 

  

 
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   95AfuGالگوي پرايمر  - 19تصوير 

  % و رنگ آميزي با نيترات نقره6ي ژل پلي اكريلاميد پس از الكتروفوز بر رو bp 100ماركر مولكولي  Mو 
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   AfuG 112پرايمر
آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حـداقل انـدازه   5مشاهده مي شود در اين بررسي 17 تصويرهمانطور كه در      

كـوس  نمونه بررسي شده تمـامي آللهـا در يـك لو    10جفت باز بوده است. از 300جفت باز و حداكثر  244آللي 
جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللـي   260و تاسماهي ايراني  244قرار داشتند. حداقل اندازه آللي تاسماهي روسي 

الـل در   4دادنـد.  جفت باز بود. الگوي باندها حالت ديسوميك را نشان مـي  300تاسماهي روسي تاسماهي ايراني 
  .)26ول(جدالل در تاسماهي روسي مشاهده شد  5تاسماهي ايراني و 

  

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   112AfuGالگوي پرايمر   - 20تصوير 

 %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد bp 100ماركر مولكولي  Mو 

  
   AfuG 119 پرايمر

جفت باز بـوده اسـت. از   192جفت باز و حداكثر 140داقل اندازه آلليالل مشاهده شد كه ح 6در اين بررسي      
). حـداقل انـدازه آللـي تاسـماهي     21نمونه بررسي شده همگـي آللهـا در يـك لوكـوس قـرار داشتند(تصـوير       10

و تاسـماهي ايرانـي   176جفت باز بود، حـداكثر انـدازه آاللـي تاسـماهي روسـي     154و تاسماهي ايراني 140روسي
  .)26. الگوي باندها حالت ديسوميك را نشان مي دادند (جدول جفت باز بود192

  

 
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي  119AfuGالگوي پرايمر  - 21تصوير 

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد bp 100ماركر مولكولي  Mو 
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 گونه هاي تاسماهي ايراني و روسي PCRاندازه آللي (جفت باز) محصول  ،26جدول 

  گونه   
  پرايمر 

 

 توع پرايمر تاسماهي روسي تاسماهي ايراني

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

1 AfuG 68 164  
164 

150  
134 

164  
164 

160  
144 

132  
132 

164  
120 

160  
160 

134  
134 

164  
164 

164  
160 

 تتراسوميك

2 AfuG 74 124  
120 

124  
124 

116  
116 

120  
120 

124  
124 

130  
120 

120  
116 

130  
120 

116  
116 

130  
116 

 ديسوميك

3 AfuG 95 208  
208 

224  
208 

224  
208 

208  
208 

220  
208 

228  
208 

208  
208 

208  
208 

224  
208 

224  
208 

 تترا سوميك

4 AfuG 112 268  
268 

300  
268 

260  
260 

300  
274 

300  
268 

260  
260 

274  
254 

300  
254 

260  
244 

260  
260 

 ديسوميك

5 AfuG 119 192  
168 

164  
154 

164  
164 

192  
168 

192  
154 

164  
154 

154  
154 

154  
144 

168  
144 

140
140 

 ديسوميك

  
   AfuG 122پرايمر

جفت باز و  140آلل شناسايي شد كه حداقل اندازه آللي  4مشاهده مي شود 22همانطور كه در تصوير شماره      
نمونه بررسي شد. تمامي آللها در يـك لوكـوس  قـرار داشـتند. حـداقل       10جفت باز بوده است. از  166حداكثر 

 166جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللي تاسماهي روسي  140و تاسماهي ايراني  134اندازه آللي تاسماهي روسي 
  .)27ن مي دادند (جدول جفت باز بود. الگوي باندها حالت تتراسوميك را نشا166و تاسماهي ايراني  

 

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي5- 1در تاسماهي ايراني(ستونهاي  122AfuGالگوي پرايمر  - 22تصوير

  % و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد  bp 100ماركر مولكولي  Mو 

  
   AfuG 160 پرايمر

جفـت بـاز    182جفت بـاز و حـداكثر    160يي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي آلل مورد شناسا 5در اين بررسي
قرار داشـتند. حـداقل انـدازه آللـي      نمونه بررسي شده همگي آللها در يك لوكوس 10). از 23بوده است(تصوير
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اهي و تاسـم 168جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللي تاسماهي روسي 160و تاسماهي ايراني  160تاسماهي روسي 
  ).27جفت باز بود. الگوي باندها حالت ديسوميك را نشان مي دادند(جدول 182ايراني 

  

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   160AfuGالگوي باند پرايمر  - 23تصوير

  يزي با نيترات نقره%  و رنگ آم6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد bp 100ماركر مولكولي  Mو 

  
   AfuG 195پرايمر

جفـت بـاز    180جفت باز و حـداكثر   164آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي  4در اين بررسي 
نمونه تاسماهي ايراني و روسي بررسـي شـده همگـي آللهـا در يـك لوكـوس  قـرار        10). از 24بوده است(تصوير

جفـت بـاز بـود، حـداكثر انـدازه آاللـي        164و تاسماهي ايرانـي   164ي روسي داشتند. حداقل اندازه آللي تاسماه
جفت باز بود. الگوي باندها حالت تترا سوميك را نشـان مـي دادنـد.    180و تاسماهي ايراني  170تاسماهي روسي 

الل  4جفت بازي بودند، درحالي كه در نمونه هاي تاسماهي ايراني  164و 170الل 2تاسماهيان روسي فقط داراي 
  .)28جدول مشاهده شد(

  

 
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   195AfuGالگوي پرايمر  - 24تصوير

  % و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد  bp 100ماركر مولكولي  Mو 

  
   AfuG 204پرايمر

جفت بـاز و حـداكثر   142آلل مشخص شد كه حداقل اندازه آللي  2شاهده مي شود م 25همانطور كه در تصوير 
نمونه بررسي شده همگي آللها در يك لوكوس  قرار داشتند. حداقل اندازه آللي  12جفت باز بوده است. از 164

ايرانـي  جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللـي تاسـماهي روسـي و تاسـماهي     142تاسماهي روسي و تاسماهي ايراني 
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جفت باز بود. الگوي باندها حالت ديسوميك را نشان مي دادند. اندازه اللها در هر دوگروه تاسماهي ايراني و 164
  ).27روسي مشابه هم بودند(جدول 

  

  
  )12- 7) و تاسماهي روسي (ستونهاي 6- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   204AfuGالگوي پرايمر  - 25تصوير 

  پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد و رنگ آميزي با نيترات نقره bp 100ماركر مولكولي  Mو 

  
   AfuG 229پرايمر

جفـت بـاز بـوده     346جفـت بـاز و حـداكثر    300آلـل شناسـايي شـد كـه حـداقل انـدازه آللـي         5در اين بررسـي  
ازه آللـي تاسـماهي   نمونه بررسي شده، آللها در يك لوكوس قـرار داشـتند. حـداقل انـد     12). از 26 است(تصوير

جفـت   346جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللي تاسماهي روسي و تاسماهي ايراني  300روسي و تاسماهي ايراني 
  ).27باز بود. الگوي باندها حالت تتراسوميك را نشان مي دادند. (جدول 

 

  
  )12- 7روسي (ستونهاي  ) و تاسماهي6- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   AfuG 229الگوي پرايمر  - 26تصوير

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد bp 100ماركر مولكولي  Mو 
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  گونه هاي تاسماهي ايراني و روسي PCR، اندازه آللي (جفت باز) محصول 27جدول  

  گونه   
 پرايمر 

 توع پرايمر تاسماهي روسي تاسماهي ايراني

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

1 AfuG 122 152  
140 

166  
140 

152  
140 

152  
140 

166  
166 

166  
140 

152  
140 

152  
140 

152  
134 

152  
140 

 تتراسوميك

2 AfuG 160 170 

160 

182  
174 

174  
170 

174  
160 

174  
160 

170  
160 

174  
164 

174  
164 

164  
164 

174  
160 

 ديسوميك

3 AfuG 195 172  
164 

180  
180 

172  
164 

180  
164 

168  
164 

172  
172 

172  
164 

172  
172 

172  
164 

172  
164 

 ديسوميك

4 AfuG 204 164  
142 

164  
164 

164  
164 

164  
142 

164  
142 

164  
142 

164  
142 

164  
142 

164  
142 

164  
142 

 ديسوميك

5 AfuG 229 300  
300 

324  
300 

346  
300 

324  
300 

346  
300 

346  
324 

346  
324 

346  
300 

346  
324 

324  
310 

 وميكتتراس

  
   AfuG 241پرايمر

جفـت بـاز    238جفت بـاز و حـداكثر   210آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي  5در اين بررسي 
). حـداقل انـدازه آللـي    27نمونه بررسي شده همگي آللها در يك لوكوس قرار داشتند(تصـوير  10بوده است. از 

بود، حداكثر اندازه آاللي تاسـماهي روسـي و تاسـماهي ايرانـي     جفت باز  210تاسماهي روسي و تاسماهي ايراني 
  ).28جفت باز بود. الگوي باندها حالت ديسوميك را نشان مي دادند(جدول  238

 

  
  )10- 6) و روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   241AfuGالگوي پرايمر  - 27تصوير    

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6وفوز بر روي ژل پلي اكريلاميدپس از الكتر bp 50ماركر مولكولي  Mو     

  

   AoX 27پرايمر
جفـت بـاز    154جفت بـاز و حـداكثر   130آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي  4در اين بررسي 

د. حـداقل  نمونه بررسي شده نشان داد كه همگي آللها در يك لوكوس  قـرار داشـتن   10بوده است. آرايش آللي 
 148جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللي تاسماهي روسي 130و تاسماهي ايراني  138اندازه آللي تاسماهي روسي 
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جفت باز بود. الگوي باندها حالت تتراسوميك را نشان مي دادند. ميزان فراوانـي آللـي در    154 و تاسماهي ايراني
  ).28بود(جدول  4و در تاسماهي روسي 3تاسماهي ايراني 

 

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي  AoX 27الگوي پرايمر  - 28تصوير 

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد bp 100ماركر مولكولي  Mو 

  
  LS 62 پرايمر

جفت باز بوده  64جفت باز و حداكثر  48اقل اندازه آللي آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حد 4در اين بررسي 
 48نمونه بررسي شده تمامي آللها در يك لوكوس  قرار داشتند. حداقل اندازه آللي تاسماهي روسي  10است. از 

جفت باز بـود.   64و تاسماهي ايراني  62جفت باز بود، حداكثر اندازه اللي تاسماهي روسي  52و تاسماهي ايراني 
و در تاسـماهي   3ي باندها حالت تتراسوميك را نشان مي دادنـد. ميـزان فراوانـي آللـي در تاسـماهي ايرانـي       الگو

 ).28بود(جدول  4روسي 

 

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   LS 62الگوي پرايمر  - 29تصوير 

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6ژل پلي اكريلاميد پس از الكتروفوز بر روي bp 50ماركر مولكولي  Mو 

 

  LS 68 پرايمر
نمونـه بررسـي    10مورد شناسـايي قـرار گرفتـه كـه از      2آلل در لوكوس  5و  1آلل در لوكوس  6در اين بررسي 

جفت بـاز بـوده اسـت. حـداقل انـدازه آللـي       242جفت باز و حداكثر 194حداقل اندازه آللي 1شده، در لوكوس 
جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللـي تاسـماهي روسـي و تاسـماهي ايرانـي      194روسي  و تاسماهي ايرانيتاسماهي 

و  6جفت باز بود. الگوي باندها حالت تتراسوميك را نشان مي دادند. ميزان فراواني آللي در تاسماهي ايراني 242
جفت باز بوده است. از  16حداكثر  جفت باز و114حداقل اندازه آللي  2بود. در لوكوس  5در تاسماهي  روسي 



١٠٢  ������� / $#ارش ! ��� ��ح �

 

جفت باز بود، حـداكثر انـدازه    114نمونه بررسي شده، حداقل اندازه آللي تاسماهي روسي و تاسماهي ايراني  10
جفت باز بود. الگوي باندها حالت تتراسوميك را نشان مـي دادنـد.    168آاللي تاسماهي روسي و تاسماهي ايراني 

 ).28بود(جدول 3و در تاسماهي روسي  4اهي ايرانيميزان فراواني آللي در تاسم

 

 

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي  LS 68الگوي پرايمر   - 30تصوير 

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميد bp 100ماركر مولكولي  Mو 

  
  گونه هاي تاسماهي ايراني و روسي PCRي (جفت باز) محصول ، اندازه آلل28جدول 

  گونه   
 پرايمر 

 توع پرايمر تاسماهي روسي تاسماهي ايراني

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

1 AfuG241 238  
210 

210  
210 

238  
210 

238  
210 

210  
210 

210  
210 

238  
210 

238  
210 

238  
210 

210  
210 

 ديسوميك

2 AoX 27 154  
130 

154  
142 

142  
142 

154  
142 

154  
130 

142  
142 

142  
138 

142  
142 

142  
130 

142  
130 

 تترا سوميك

3 LS 62 56  
56 

64  
52 

64  
56 

56  
56 

56  
52 

56  
48 

56  
48 

56  
56 

64  
64 

56  
48 

 تترا سوميك

4 68(1)  LS 238  
200  

242  
194 

224  
200  

224  
200 

242  
200 

242  
194 

224  
200 

238  
238 

242  
242 

224  
194 

 يكتترا سوم

5 68(2) LS 168  
160 

160  
160 

168  
114 

160  
160 

168  
160 

168  
148 

148  
148 

114  
114 

168  
148 

148  
148 

 تترا سوميك

  
  Spl 104 پرايمر

جفـت بـاز    270جفت باز و حـداكثر   194آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي  6در اين بررسي 
آللها در يك لوكـوس قـرار داشـتند. حـداقل انـدازه آللـي تاسـماهي         نمونه بررسي شده همگي 10بوده است. از 
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 270نيـز     جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللي تاسماهي روسي  و تاسماهي ايرانـي  194روسي  و تاسماهي ايراني 
و در  5جفت باز بود. الگوي باندها حالت تترا سوميك را نشان مي دادند. ميزان فراواني آللي در تاسماهي ايراني 

  ).29بود(جدول  6تاسماهي  روسي 
 

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي(ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني(ستونهاي   Spl 104الگوي پرايمر  - 31تصوير

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميدbp  100ماركر مولكولي  Mو 

  
  Spl 105 پرايمر

جفـت بـاز    152جفت بـاز و حـداكثر    130آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي 4در اين بررسي 
نمونه بررسي شده نشان داد كه همگي آللها در يك لوكوس  قرار داشـتند. حـداقل    10بوده است.  آرايش آللي 

تاسـماهي روسـي و   جفـت بـاز بـود، حـداكثر انـدازه آاللـي       130اندازه آللي تاسماهي روسي و تاسـماهي ايرانـي   
جفت باز بود. الگوي باندها حالت تتراسوميك را نشان مي دادند. ميزان فراواني آللي در  152تاسماهي ايراني نيز  

  ).29بود(جدول  4و در تاسماهي روسي 4تاسماهي ايراني 
 

  
  )10- 6 ) و تاسماهي روسي(ستونهاي5- 1در تاسماهي ايراني(ستونهاي   Spl 105الگوي پرايمر - 32تصوير

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميدbp  100ماركر مولكولي  Mو 

  
  Spl  113 پرايمر

جفـت بـاز    314جفت بـاز و حـداكثر    284آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي 5در اين بررسي 
ي به شرح ذيل بوده است، كه همگي آللها در يك لوكوس  قرار نمونه بررسي شده آرايش آلل 10بوده است. از 

جفـت بـاز بـود، حـداكثر انـدازه آاللـي       284و تاسـماهي ايرانـي    284داشتند. حداقل اندازه آللي تاسماهي روسي
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جفت باز بود. الگوي باندها حالت تتراسـوميك را نشـان مـي دادنـد.      310و تاسماهي ايراني 314تاسماهي روسي 
  ).29بود(جدول  5و در تاسماهي  روسي  4اني آللي در تاسماهي ايرانيميزان فراو

 

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   Spl 113الگوي پرايمر - 33تصوير 

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميدbp  100ماركر مولكولي  Mو 

  
  Spl 120   رايمرپ

جفـت بـاز    310جفت باز و حـداكثر   286آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي  4در اين بررسي 
نمونه بررسي شده آرايش آللي به شرح ذيل بوده است، كه همگي آللها در يك لوكوس  قرار  10بوده است. از 

جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللي تاسـماهي   286ي ايراني داشتند. حداقل اندازه آللي تاسماهي روسي و تاسماه
جفت باز بود. الگوي بانـدها حالـت تتراسـوميك را نشـان مـي دادنـد. ميـزان         310و تاسماهي ايراني  300روسي 

  ).29بود(جدول  3و در تاسماهي روسي  4فراواني آللي در تاسماهي ايراني
 

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1تاسماهي ايراني (ستونهاي در   Spl 120الگوي باند پرايمر - 34تصوير

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميدbp  100ماركر مولكولي  Mو 

  
  Spl 163 پرايمر

جفـت بـاز    314جفت بـاز و حـداكثر    290آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي 4در اين بررسي 
نمونه بررسي شده آرايش آللي به شرح ذيل بوده است، كه همگي آللها در يك لوكوس  قرار  10بوده است. از 

جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللـي تاسـماهي    290داشتند. حداقل اندازه آللي تاسماهي روسي و تاسماهي ايراني
انـدها حالـت تتراسـوميك را نشـان مـي دادنـد. ميـزان        جفت باز بود. الگوي ب 310و تاسماهي ايراني  314روسي 

 ).29بود(جدول  4و در تاسماهي  روسي 3فراواني آللي در تاسماهي ايراني 
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  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   Spl 163الگوي پرايمر - 35تصوير

  %  و رنگ آميزي با نيترات نقره6پلي اكريلاميد پس از الكتروفوز بر روي ژلbp  100ماركر مولكولي  Mو 

  
  گونه هاي تاسماهي ايراني و روسي PCR، اندازه آللي (جفت باز) محصول 29جدول 

  گونه   
  پرايمر 

 

 توع پرايمر تاسماهي روسي تاسماهي ايراني

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

1 Spl 104 252  
200 

224  
210 

270  
200 

252  
194 

224  
224 

252  
224 

270  
194 

224  
194 

224  
210 

224  
210 

 تترا سوميك

2 Spl 105 154  
128 

148  
148 

148  
128 

134  
128 

134  
128 

154  
128 

154  
134 

154  
134 

154  
134 

148  
148 

 تترا سوميك

3 Spl 113 300  
284 

300  
284 

300  
284 

284  
284 

310  
284 

314  
284 

300  
284 

306  
284 

310  
300 

300  
284 

 تترا سوميك

4 Spl 120 300  
286 

310  
286 

304  
286 

310  
286 

300  
286 

300  
286 

300  
300 

310  
286 

314  
286 

310  
310 

 تترا سوميك

5 Spl 163 314  
314 

314  
290 

308  
308 

314  
300 

310  
300 

318  
290 

310  
290 

310  
292 

314  
290 

310  
290 

 تترا سوميك

 

  Spl 168 پرايمر
جفـت بـاز    200جفت باز و حـداكثر   148ه حداقل اندازه آللي آلل مورد شناسايي قرار گرفته ك 6در اين بررسي 
نمونه بررسي شده آرايش آللي به شرح ذيل بوده است، كه همگي آللها در يك لوكوس  قرار  10بوده است. از 

جفـت بـاز بـود، حـداكثر انـدازه آاللـي       148و تاسـماهي ايرانـي    154داشتند. حداقل اندازه آللي تاسماهي روسي 
جفت باز بود. الگوي باندها حالت تتراسـوميك را نشـان مـي دادنـد.       196و تاسماهي روسي 200انيتاسماهي اير

 ).30بود(جدول  4و در تاسماهي  روسي 4ميزان فراواني آللي در تاسماهي ايراني 
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  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   Spl 168الگوي پرايمر - 36تصوير

 % و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميدbp  100ماركر مولكولي  Mو 

  
   Spl 170 پرايمر

جفـت بـاز    212جفت بـاز و حـداكثر    200آلل مورد شناسايي قرار گرفته كه حداقل اندازه آللي 2در اين بررسي 
وس  قرار داشـتند. حـداقل انـدازه آللـي تاسـماهي      نمونه بررسي شده  همگي آللها در يك لوك 10بوده است. از 

جفـت  212جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللي تاسماهي ايراني و تاسماهي روسـي   200روسي و تاسماهي ايراني 
باز بود. الگوي باندها حالت ديسوميك را نشان مي دادند. ميزان فراواني آللي در تاسماهي ايراني و در تاسـماهي  

  ).30ل بود(جدو 2روسي 
 

  
  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي 5- 1در تاسماهي ايراني (ستونهاي   Spl 170الگوي پرايمر - 37تصوير

  % و رنگ آميزي با نيترات نقره6پس از الكتروفوز بر روي ژل پلي اكريلاميدbp  100ماركر مولكولي  Mو 

  

   Spl 173پرايمر
جفـت بـاز    282جفـت بـاز و حـداكثر    216ه حداقل اندازه آلليآلل مورد شناسايي قرار گرفته ك 7در اين بررسي 
نمونه بررسي شده تمامي آللها در يك لوكـوس  قـرار داشـتند. حـداقل انـدازه آللـي تاسـماهي         10بوده است. از 

 و تاسـماهي روسـي   282 جفت باز بود، حداكثر اندازه آاللي تاسماهي ايراني 220و تاسماهي ايراني  216روسي 

 5بود. الگوي باندها حالت تترا سوميك را نشان مي دادند. ميزان فراواني آللي در تاسماهي ايرانـي  جفت باز  282
 ).30بود (جدول  6و در تاسماهي  روسي 
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  )10- 6) و تاسماهي روسي (ستونهاي5- 1در تاسماهي ايراني(ستونهاي Spl 173الگوي پرايمر   - 38تصوير 

  % و رنگ آميزي با نيترات نقره6وفوز بر روي ژل پلي اكريلاميدپس از الكترbp  100ماركر مولكولي  Mو 
    

  گونه هاي تاسماهي ايراني و روسي PCR، اندازه آللي (جفت باز) محصول 30جدول 

  گونه   
  پرايمر

 

 توع پرايمر تاسماهي روسي تاسماهي ايراني

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

1  Spl 168 196  
182 

196  
196 

160  
148 

160  
150 

200  
148 

160  
150 

196  
196 

160  
150 

160  
160 

158  
148 

 تترا سوميك

2  Spl 170 212  
200 

200  
200 

212  
200 

212  
200 

212  
200 

212  
212 

212  
212 

212  
200 

212  
200 

212  
212 

 ديسوميك

3  Spl 173 276  
220 

282  
232 

238  
232 

232  
220 

238  
232 

238  
232 

238  
220 

232  
220 

282  
220 

232  
216 

 تترا سوميك

  
مي باشد. الل هاي  (Ne)و الل موثر  (Na)تعيين ميزان چند شكلي (پلي مورفيسم) با استفاده از تعداد الل واقعي 

هاي مشاهده شده در هر جايگاه ژني مي باشد. اين معيار تحت تاثير اندازه نمونه بوده يعني تعداد الل (Na)واقعي 
هاي واقعي مختلفي براي تعداد نمونه هاي مختلف، تعداد الل و اين امكان وجود دارد كه در آزمايشات مختلف با

بيانگر تعداد الل هايي است كه هتروزيگوسيتي  (Ne)يك جايگاه (لوكوس) بدست آيد. درحاليكه الل هاي موثر 
بوده و AfuG 68 الل) مربوط به جايگاه 7كنند. در اين بررسي بيشترين تعداد الل مشاهده شده (يكسان ايجاد مي

 11با دو الل مشاهده شد. تعداد  AfuG 241و  Spl 170 ،AfuG 204ترين تعداد الل مشاهده شده مربوط به جايگاهكم
، AfuG-110). لوكوس هاي 31سوميك بودند(جدول لوكوس تترا 16لوكوس حالت ديسوميك را نشان دادند و 

AfuG-135  175و AfuG .باندهاي واضح و قابل شمارشي را توليد نكردند   
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  جايگاه پلي مورفيك بررسي شده 27تاسماهي ايراني و روسي در  (Ne)و موثر  (Na)تعداد الل واقعي  - 31جدول 

 

 گونه تاسماهي روسي تاسماهي ايراني  توع لوكوس

 جايگاه

  رديف

Na Ne Na Ne 

 ديسوميك
3.000 2.778 4.000 3.333 AfuG 9 

1 

 ديسوميك
3.000 2.632 3.000 2.174 AfuG 56 

2 

 ديسوميك
4.000 2.941 3.000 2.174 AfuG 63 

3 

 ديسوميك
3.000 2.632 3.000 2.941 AfuG 74 

4 

 ديسوميك
4.000 3.333 5.000 3.125 AfuG 112 

5 

 ديسوميك
4.000 3.846 5.000 3.846 AfuG 119 

6 

 ديسوميك
4.000 2.941 4.000 2.941 AfuG 160 

7 

 ديسوميك
4.000 3.333 2.000 1.724 AfuG 195 

8 

 ديسوميك
2.000 1.724 2.000 2.000 AfuG 204 

9 

 ديسوميك
2.000 1.724 2.000 1.724 AfuG 241 

10 

 ديسوميك
2.000 1.923 2.000 1.471 Spl 170 

11 

 تتراسوميك
3.000 1.852 2.000 1.923 AfuG 66 

12 

 تتراسوميك
4.000 2.941 3.000 2.632 AfuG 67 

13 

 تتراسوميك
5.000 3.846 4.000 3.333 AfuG 68 

14  
 تتراسوميك

3.000 1.852 2.000 1.724 AfuG 95 
15 

  تتراسوميك
3.000 2.941 4.000 2.941 AfuG 122 

16  
  تتراسوميك

4.000 2.941 4.000 2.941 AfuG 229 
17  

 تتراسوميك
3.000 2.632 3.000 2.632 LS 62 

18 

 تتراسوميك
5.000 3.846 5.000 4.545 LS 68(1) 

19 

 تراسوميكت
3.000 2.174 3.000 2.273 Ls 68 (2) 

20 

 تتراسوميك
6.000 5.000 5.000 3.846 Spl 104 

21 

 تتراسوميك
4.000 3.333 4.000 3.846 Spl 105 

22 

 تتراسوميك
3.000 2.174 5.000 3.846 Spl 113 

23 

 تتراسوميك
4.000 2.941 4.000 3.571 Spl 120 

24 

 تتراسوميك
5.000 3.846 4.000 3.333 Spl 163 

25 

 تتراسوميك
6.000 5.000 4.000 2.941 Spl 168 

26  
 تتراسوميك

5.000 3.846 5.000 4.167 Spl173 
27  

 
  ميانگين  2.869  3.571  2.991  3.714
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كه براي تعيين ميزان چند شكلي(پلي مورفيسم) جايگاهها استفاده مي شود تعداد الل واقعي و موثر  هايمعياراز  
باشد درحاليكه الل مي 714/3بيشترين تعداد الل مشاهده شده متعلق به تاسماهي ايراني با ميانگين   است .

الل)  Spl 104 )5 الل بود. در تاسماهي ايراني بيشترين تعداد الل موثر در جايگاه 571/3 تاسماهي روسي با ميانگين
شد، در تاسماهي روسي بيشترين تعداد الل  ) مشاهدهAfuG 241 )724/1و  AfuG 204و كمترين ميزان در جايگاه 

مشاهده شد. همچنين تعداد الل موثر  )471/1(Spl 170 ) كمترين ميزان در جايگاهLS 68 )545/4موثر در جايگاه  
 بود. 869/2در تاسماهي ايراني مشاهده گرديد كه در نمونه تاسماهي روسي  991/2با ميانگين 

  ميكروستلايت       فاصله ژنتيكي با استفاده از ماركر
  

  شباهت و فاصله ژنتيكي :
محاسـبه   TFPGAبوسيله نرم افـزار   (Nei,1972)ماتريس فواصل و شباهت ژنتيكي با استفاده از معيار فاصله ژنتيكي 

 724/0و شـباهت ژنتيكـي    322/0گرديد. در اين ماتريس فاصله ژنتيكي بين دو گونه تاسـماهي ايرانـي و روسـي    
در اين آناليز ميزان اختلافهـاي بانـدي در    GenAlexحاسبه فاصله ژنتيكي با استفادهاز نرم افزار براي م بدست آمد.

. بنـابر ايـن   آمده اسـت  32كه به شكل ماتريسي در جدول هر نمونه به صورت فاصله ژنتيكي تخمين زده مي شود
  فاصله ژنتيكي مشخص مي شود.  اي به صورتگونهاي و بينبسته به ميزان تفاوت باندها، اختلافهاي درون گونه

  
فاصله ژنتيكي درون گونه اي و بين گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي با استفاده از ماركر  - 32جدول 

 ميكروستلايت

 A.p1 A.p2 A.p3 A.p4 A.p5 A.g1 A.g2 A.g3 A.g4 A.g5 

A.p1 0          

A.p2 6.403 0         

A.p3 5.916 6.480 0        

A.p4 5.291 6.164 6.244 0       

A.p5 6.082 6.164 6.630 5.830 0      

A.g1 6.324 6.855 6.244 6.557 6.480 0     

A.g2  6.000  
6.855 6.630  6.000 6.708 6.082 0    

A.g 3 6.244 7.071 6.708 5.910 7.211 6.082 6.403 0   

A.g4 6.928 6.782 6.480 6.780 6.855 6.244 6.557 6.403 0  

A.g5 6.928 6.403 6.082 6.324 6.557 6.000 6.000 6.928 6.557 0 
 

%بين تاسماهي ايراني  480/6: بيشترين فاصله ژنتيكي مشاهده شده در تاسماهيان ايراني الف) تاسماهي ايراني
مشاهده شد. ميانگين فاصله  4و 1%بين تاسماهي ايراني شماره  291/5و كمترين فاصله ژنتيكي  3و 2شماره  

  %محاسبه شد. 120/6ژنتيكي بين تاسماهيان ايراني 
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%بين تاسماهي روسي  928/6: بيشترين فاصله ژنتيكي مشاهده شده در تاسماهيان روسي ب) تاسماهي روسي
مشاهده شد.  2و1با تاسماهي روسي  5%بين تاسماهي روسي شماره  000/6و كمترين فاصله ژنتيكي  5و 3شماره  

  %محاسبه شد. 325/6ميانگين فاصله ژنتيكي بين تاسماهيان ايراني 
و تاسماهي روسي  2: بيشترين فاصله ژنتيكي بين گونه اي بين تاسماهي ايراني شماره ايتنوع ژنتيكي  بين گونه 

 3و ناسماهي روسي شماره  4%) و كمترين فاصله ژنتيكي بين تاسماهي ايراني شماره 071/7مشاهده شد( 3شماره 
  %محاسبه شد. 556/6%).  ميانگين فاصله ژنتيكي بين تاسماهيان ايراني 910/5مشاهده شد(

      
    UPGMAرابطه خويشاوندي با استفاده از روش 

ترسيم شد. در  TFPGA بر اساس فواصل ژنتيكي كه بين دو گونه با استفاده از نرم افزار  UPGMAدندروگرام      
اين دندروگرام تاسماهي ايراني در فاصله نسبتا بيشتري از تاسماهي روسي قرار گرفت ولي به خاطر تنوع بالاي 

) درون كلاسترهاي تاسماهيان روسي قرار 3لايتها مشاهده شده كه يك نمونه از تاسماهي ايراني(شمارهميكروست
  ).3نمودار(اي برخوردار نبودگرفت و ديگر اينكه كلاسترهاي ايجاد شده از تناسب درختي و هماهنگي شاخه

  

  
  يبين تاسماهي ايران  )(Nei's1978بر اساس روش   UPGMAدندروگرام -3نمودار

  ) با استفاده از ماركر ميكروستلايت9- 5) و تاسماهي روسي(شماره4- 1(شماره

  
       :AMOVAتست 

تعيين گرديـد كـه ايـن    0454/0بين تاسماهي ايراني و روسي %95در سطح احتمال  (Fst)ميانگين اختلاف ژنتيكي  
روسـي  معنـي دار نمـي باشـد      نشان دهنده آن است كه تمايز و تفكيك ژنتيكي بين  دو گونه  تاسماهي ايرانـي و 

بين صفر تا يك محاسبه مي شود، بدين ترتيب كه هرچه مقدار بدست آمده نزديك به صفر باشد نشان  Fstميزان 
دهنده شباهت دو گونه است و هرچه به يك نزديكتر باشد نشان دهنـده دو گونـه متفـاوت اسـت. بـراي جـدايي       
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كه كمتر Fst= 0454/0، 05/0. در اين بررسي در سطح احتمال )باشد  5/0مي بايست  بيشتر از  Fstكامل دو گونه، 
  كه جدايي بسيار ضعيفي بين اين دو گونه است.  بيانگراست. از اين رو اين شاخص  5/0از 
  
  AFLP نتايج روش -3-4

باندهاي كاملا واضح و حاكي از وجود درصد  1روش الكتروفورز ژل آگارز  با استفاده از DNAكيفيت 
و پروتئين بودند. بدين منظور از نمونه هايي كه بالاترين  RNAفاقد هر گونه آلودگي  كه تمامي آنها بوديكدست 

 DNAمقادير كمي كيفيت و كمترين آلودگي را بر روي ژل آگارز نشان دادند براي انجام هضم استفاده گرديد.
دراپ بر اساس جذب نوري مولكول هاي استخراج شده به روش اسپكتروفوتومتري با استفاده از دستگاه نانو

DNA  شد. نسبت  ندازه گيري نانومتر ا  260در محدودهDNA  8/1-2هاي استخراج شده به پروتئين در محدوده 
  و هضم برخوردار مي باشند به  PCRميكروليتر از كيفيت مناسبي براي  

  رديد. همين دليل از نمونه هايي كه داراي اين كيفيت بودند براي هضم استفاده گ
  

  كل با آنزيم برشي DNA هضم
DNA كل با استفاده از دو جفت آنزيم برشي EcoRI/MseI وPstI/TaqI    1روي ژل آگارز و سپس بر هضم %

به صورت اسمير روي ژل  DNAنتيجه هضم  .با اتيديوم برومايد رنگ آميزي شد و سپس گرديدالكتروفورز 
  مشاهده گرديد.

  

  
  % و رنگ آميزي اتيديو برومايد1آنزيم هاي برشي پس از الكتروفورز ژل آگارزكل با  DNAهضم  - 39تصوير
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  )Pre-amplification( الكتروفورز واكنش پيش تكثير
درصد و رنگ آميزي با اتيديوم برومايد انجام شد و  1بر روي ژل آگارز  Pre-amplificationالكتروفورز محصول 

ندها مشاهده گرديدند. باند هاي به دست آمده بصورت اسمير روي ژل بر روي ژل آگارز باUVدر اثر تابش اشعه 
  آگارز مشاهده گرديد.

  

  
  % و رنگ آميزي اتيديو برومايد1تكثير اوليه نمونه ها پس از الكتروفورز ژل آگارز - 40تصوير

  
  الكتروفورز واكنش تكثير انتخابي

 denatureنجام شد و روي ژل اكريل آميد جفت پرايمرهاي مربوطه ا 98در اين مرحله تكتير انتخابي با 
توليد جفت باز  50-1000تكثير شدند و محدوده باندي بين  PCRواكنش  گرديد. همه پرايمرها در  الكتروفورز

شاخص و هيچ كدام از پرايمرها باند با ارزيابي مقايسه اي باندهاي حاصله از واكنش زنجيره اي پليمراز كردند . 
. گر چه ذكر اين نكته مشابه بودمورد بررسي  گونهها در دونكردو همه باند توليدگونه دو به يكي از  اختصاصي 

را نشان ميداد تفاوتهاي فردي گونه اي متمايز كه عمدتا يكسري باندهاي  ضزوري است كه در بعضي نمونه ها
از باندها  كيد كه هيچگردي توليدباند  1200تعدادجفت پرايمر مورد استفاده   98از مجموع از  توليد گرديد.

در ذيل محصول  پس از  تفاوتهاي فردي بود.نتيك و در سطح  تنوع نبود و فقط در حد گونه خاص مربوط به 
  الكتروفورز روي ژل آكريل اميد و رنگ آميزي با نيترات نقره  بعنوان الگو  ارائه ميشود.
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AFLPالگوي  پرايمر   E-ATA,M-CATT 

تاسماهي روسي) 4،5،6ايراني، تاسماهي  3، 2، 1(  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1     2       3       4      5        6          
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1   2    3    4   5  6          

T(ACA)-P(AC) 

 4،5،6تاسماهي ايراني،  1،2،3

  تاسماهي روسي
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E-ACA, M-CGAT 

  تاسماهی ایرانی . ۳و۲و۱نمونه هاي 

  سیتاسماهی رو ۴،۵،۶

1 2  3   4  5   6  M 
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P(TC)-T(TG) 

تاسماهی ایرانی   ۱،۲،۳نمونه هاي

  تاسماهی روسی ۴،۵،۶

 

1     2    3    4   5   M    6 
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E(ATT)-M(CGTC) 

 4،5،6تاسماهي ايراني،  1،2،3ستونهاي 
  روسي تاسماهي

1     2    3     4    5    6    M 
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P(ACG)-T(GTC) 

تاسماهي ايراني و   1،2،3ستونهاي

  روسي تاسماهي 4،5،6،

1    2    3   4    5    6   M 
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  ND5 روشنتايج  -4-4
نتـايج حاصـل از    % الكتروفورز و سپس با اتيديوم برومايد رنـگ آميـزي شـد.   1بر روي ژل آگارز  PCRمحصول 

PCR  نمونه هاي ND5 از كرده بودندجفت ب 166كه باندهايي در محدوده  
  
  
  
  
  

  مربوط به گونه تاسماهي ايراني  Ap، ستونهاي ND5تكثير ژن  PCRمحصول  - 41تصوير 

  مربوط  به گونه تاسماهي روسي Agو ستونهاي 

  
بـرش داده شـد و سـپس بـر      Vsp Iو  Sfe Iبا آنزيم هاي برشـي   PCRميكروليتر از محصول  3جهت هضم آنزيمي 

  لكتروفورز و با نيترات نقره رنگ آميزي گرديد.% ا6روي ژل پلي آكريلاميد 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

     Sfe I و Vsp Iبا استفاده از آنزيم هاي  ND5ژن  PCRقطع آنزيمي محصول  - 42تصوير 

  مربوط  به گونه تاسماهي روسي Agمربوط به گونه تاسماهي ايراني و ستونهاي  Apستونهاي  

  
بين دو گونه تاسماهي ايراني و روسي  ND5هضم شده ژن  DNAاوتي در الگوي باند نتايج بررسي نشان داد كه تف

  مشاهده نگرديد. 

 

   Ap1 Ap2 Ap3 Ap4 Ap5     Ag1 Ag2  Ag3  Ag4 Ag5 

  Ag1       Ag3       Ag5       Ap2      Ap4  

  Ag2       Ag4       Ap1       Ap3     Ap5  

  Ag1       Ag3       Ag5       Ap2      Ap4  

  Ag2       Ag4       Ap1       Ap3     Ap5  

 

 Sfeآنزيم  Vspآنزيم 

  Ap1       Ap3       Ap5       Ag2      Ag4  

  Ap2       Ap4       Ag1       Ag3     Ag5  

  Ap1       Ap3       Ap5       Ag2      Ag4       

    Ap2       Ap4       Ag1       Ag3     Ag5  
 

M 
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نيز نتايج مشابه نشان داد بطوريكه نميتوان از اين  ND5نمونه ايراني و روسي كه با ژن  5بررسيهاي فيلوژنيك روي 
  دوژن براي تفكيك اين دو گونه استفاده كرد. 

ND5  f  CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 

 

 

ag1-fa---ANNNNNATATTTGCTCACCCTCCTAATCATTTGCTCAATCCTCCTAATCATTTGCTC 57 

ag3-fa  ANNGNNNNNNNATCTGCTCACCCTCCTAATCATTTGCTCAAGCCTCCTAATCATATGNGC 60 

ag2-fa  AGCTTNNATATNTGCTCACCTTCCTAATCATTTGCTCTAGCCTCCTAATCATTAGCTC 58 

ap4-fa  GNNCNANATTTACTCACCCTCCTAATCATTTGCTC-ATCCTCCTAATCATTTGCTC 55 

ap3-fa  NNNTNNATCATTTACTCACCCTCCTAATCATTTGCTC-ATCCTCCTCATCATTTGCTC 57 

ag4-fa  NNNNNNNCATNTGGTCACCCTCCTAATCATTTGCTCTATCCTCCTAATCATTTGCGC 58 

ap1-fa  NNNNCNANCANNNGGTCACCCTCCTAATCATTTGCTCTAGCCTCCTAATCATTTGCGC 59 

ag5-fa  NNNTNNNNCATTTAGTCACCCTCCTAATCATTTGCTCAATCCTCCTAATCATTTTAGN 58 

         

           * ***** **************** * ****** *****       

 

ag1-fa AAGCCTCCTAATCATTTGCTCATGCCCCCTCATCATAATCGCTTGCTCCCCCCTCCTATT 117 

ag3-fa ATGCCTAATAATCATATGCTTTAGCCCCATCCTCATATTCGTTTGCTCAACCCTCCTAAT 120 

ag2-fa ATGCCCCCCA-TCATAAGCTTTTGCCCCCTCCTCATAATCATATGCTCAACCCTCCTAAT 117 

ap4-fa AACCCTCCTAATCATTTGCTCAAGCCTCCTCATCATTTTCGCTTGCTCCCCCATCCTTTG 115 

ap3-fa ATGCCTCCTAATCATTTGCACTTGCCCCCTCCTCCTTTGCGCTTGCCCCCCCCTCCTTTT 117 

ag4-fa AAGCCCCCCA-TCATTTGCTCTTGCCTCCTCATCATATTCGCATGCTCAACCATCCTAAT 117 

ap1-fa AAGCCTCCCA-TCATTTGCTCTTGCCCCCTCATCCTAATCTCATGCTCC-CCCTCATAAT 117 

ag5-fa TTGCCCCCTCATCATAATCTCTTGCCCCCTCATCATAAGCGCTTGCTCAACCCTCATAAG 118 

             **      ****   *    *** * ** ** *   *   *** *  ** ** *    

 

ag1-fa CTTTTGCTCCACCCTCCTAATCATATGCCTACCCCTCGTAATCATATGCTTATTCCCCCT 177 

ag3-fa CTTTTGCTCAACCCCCCTAAGCTTTTTCCCAAGCTCCCTAATCATTTGCTTATGCCTCCT 180 

ag2-fa CATTTGCCCAACCCCCCTCATCCTATGCCTACGCCCCCTCATCCTATGCCTATGCCCCCC 177 

ap4-fa CTTTTGCTCCAGCCTCCTAATCTTTTGCCCACTCATCCTAATCATTTGCTCATTCCTCCT 175 

ap3-fa CTTTTGCCCCACCCTCCTTATCATTTGCCCCCCCCTCCTATTCATTTGCCCAACCCTCCT 177 

ag4-fa CATTTGCCCAACCCCCCTATTCATTTGCCCACCCCCCCTAATCATATGCCCAACCCCCCT 177 

ap1-fa CATTTGCCCAACCCCCCTAATCCTTTGCCCACCCCTCCTAATCCTTTGCCCAACCCTCCT 177 

ag5-fa CATTTGCCCAACCCTCCTAATCATTTGCCCAACCCTCCTAATCATTTGCCCAACCCCCCT 178 

        * ***** * * ** ***   * * * **    *  * *  ** * ***  *  ** **  

 

ag1-fa ATTCATATTCACATCCCCCTCAATCTTGAGCATTACCCCATTATTCTTATGCCTGTGCCC 237 

ag3-fa ATTCATATTCACATCCCCCTCAATCTTTAGCATTACCCCATTATTCTTATTCCTTTGCCC 240 

ag2-fa CTTCATATGCATATGCCCCTCCATCTTAAGCAAAAGCCCATCCTCCATAATCCTGTGCCC 237 

ap4-fa TTTCATATGCTCATCCCTCTTAATCTTTAGCTCTACCCTCTTATTCTTATGCCCATCCCC 235 

ap3-fa TTTCCTTTGCCCATCCCCCCTATTCTTTTGCCCTACCCTCCTCATCTTATGCCCATCCCC 237 

ag4-fa ATTCATATGCCCATCCCCCCTAATCTTAAGCTCAACCCCCATATTCATATGCCCATGCCC 237 

ap1-fa ATTCATATGCCCAACCCTCCTAATCATAAGCCCAACCCTCCTAATCATATGCCCAAGCCC 237 

ag5-fa AATCATTTGCTCAAGCCTCCTAATCATATGCTTTACCCTCCTAATCATTTGCCTATGCCC 238 

       ** * * *  *  ** *    ** *  **   * **       * *   **    *** 

 

ag1-fa CTCCACCTTATTCGTTTGCTTTTACATCTTGCCCCGTGGCACATACACTCTAACCCCAAC 297 

ag3-fa CTCCTCCTTATTCGTTTGCTTATCCATCTTGCCCCTTGGCCCATCCCCCCAAACCCTAAC 300 

ag2-fa ATCCCCCTTAATCGTTTGCTTTTCCCCCTTGCCCCTTGGCCCATCCCCCCCCCCCCTAAC 297 

ap4-fa CTTAATCTTATTCGCAACCTTCTAAATCTTGTCCCCAGGCCCATACACCCTAACCCCAAC 295 

ap3-fa CTCCACCATTTTCGTTTCCCTTTACATCTTATCCCTAGCCCCCTCCCCCCTTACCCCAAC 297 

ag4-fa CTCCTTCTTATTCGTTTCCTTATCCTTCTTGTGCCTTGGCCCATCCTCCTTAAGCCTAAC 297 

ap1-fa ATCCTCCATAGGCGTTTCCTTTTCCTTCTTGTCCCTTGCCCCATCCTCCTTGACCCTAAC 297 

ag5-fa CACCTTCATATGCTTTTGCCTCACCCTCATAAGCCTTGGCCCATCCCTCCTAAGCCTAAG 298 

           * *   *     * *      * *   **  * * * * *        ** **  

 

ag1-fa CTAAACCGACTCTTCCAATATCTGCTCCTATTCTTGATTGCCCTAATTACCCTAGTCACA 357 
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ag3-fa CTAAACCCACTCTTCCAATACCTGATCCTATTCTTGATTGCCCTAATTCCCCTAGTCACA 360 

ag2-fa CTAAACCCCTTCCTCCAAAATCTTTTCCTATTCCTTATTGCCCTAATTCCCCTCCTCACA 357 

ap4-fa CTAAACCGTCTTTTCCAATATCTGCTCCTTCTTTTGCTTGCCCTAATTACCCTAGTCCCA 355 

ap3-fa CCCAACCCTCTTTTCCATTATCTTCTCCTTTTCTTGCTTGCGCTTATTCCCCTTGTCCCT 357 

ag4-fa CTCAACCTTCTCTTCCATTAGCTCCTCCTTCTCTTGCTTGGCCTCATCCCCCTAGTCCCT 357 

ap1-fa CCCAACCTTCTTTTCCATTGCCTCCTCCTCCTCTTGCTTGCCCTTATCCCCCTAGTCCCA 357 

ag5-fa CCCAACCCTCCTATTCATTAGCCCATCCTCCATATTCTTATGCCCATGCCCCCTATTCCT 358 

        *  ****      * **    *   ****     *  **   *  **  ***   *  *  

 

ag1-fa GCCCACAACCTATTTCAGCTGTTCATCGGCCGAGAAGGAGTGGGCATTATATCTTTCCTA 417 

ag3-fa GCCCACAACCTATTTCAGCTGTTCATCGGCCGAGAAGGAGTGGGCATTATATCTTTCCTA 420 

ag2-fa GCCCACAACCTATTTCCGCTGTTCCTCGGCCGAAAACCCGTGGGCCTTATACCTTTCCTA 417 

ap4-fa GCCCACAACATATTTCAGCTGTTCCTCGGCCGACAAGGACTGGGCCTTATACCTCTTCTA 415 

ap3-fa GCCCCCAACCTTCTTCAGCTGTTCCTCGGCCGCCAAGGTCTGGGCCTTATCCCTCTCCTA 417 

ag4-fa AGCCCCAACCTATTTCAGCTGTTCCTCGGCCGACAAGGTCTGAGCCTTATCCCTCTCCTA 417 

ap1-fa TGCCACAACCTATTTAGGCTGTGCCTCGGCCGTCAAGGGCTTGGGCTTATCCCTTTCCTA 417 

ag5-fa AAGCCCAACCCCCATAATCCTAAGCCCAGCCCCCACCTTCCTAGGCTTAAGCCCCTCCTT 418 

           * ****     *   *       * ***   *        *  ***   *  * **  

 

ag1-fa TTAATCGGGTGATGATACGGACGCGCGGACGCCAACACCGCCGCCTTACAAGCAGTTATT 

477 

ag3-fa TTAATCGGGTGATGATACGGACGCGCAGACGCCAACACCGCCGCCTTACAAGCAGTTATT 

480 

ag2-fa TTAATCGGGTGGCGAAACCCACGCCCGGATGCCAACATCGCCGTCTTACAAGTGGTTATT 

477 

ap4-fa TTTATCCGGTGACGACACGGACGCGCGCACGCCAACACCGCCCCCTTACAAGCAGTTATT 

475 

ap3-fa TTAATCCGTTGGCGATACGGACGTGTGCACGCCCACACTGCCCCTTTGCAAGCCGTTATT 477 

ag4-fa CTAATCCCCAGCCGAAACCTACGTACGCACGCCCACACCGCCCCCTTACAAGCCGTTATT 477 

ap1-fa CTAATCCTTAGACCAAACGGACTTGCGCTTGGCCACACCGCCGTTATCCAAGGGCTTATT 477 

ag5-fa CCTATCCCTAGGCCCAACCTTCGTATGCCTAAGCCTACCCCTCCTATGCCTAGGCTTATT 478 

       ***    *     **   *              *   *     * *      ***** 

 

ag1-fa TACAACCGGGTAGGAGATATTGGACTGATTTTAAGCATAGCATGATTTGCAATAAACATA 

537 

ag3-fa TACAACCGGGTGGGAGATATTGGACTGATTTTGAGCATAGCATGATTTGCAATAAACATA 

540 

ag2-fa TACAACCGGGTAGGAGATATTGGACTGATTTTAAGCATAGCATGATTTGCAATAAACATA 

537 

ap4-fa TACAACCGGCTAGGAGATATTGGACTGATTCTAAGCATAGCATGATTTGCAATAAACATA 

535 

ap3-fa TACCATCGGCTAGGACATATTGGACTGATTTTAAGCCTAACACGATTTGCAATAAACATA 537 

ag4-fa TACAACCGGCTAGGACATATTGGACTGATTTTAAGCCTAGCATGATTTGCAATAAACATA 

537 

ap1-fa TACCGTCGGCTTGGACATATTGGACTGATCTTAAGCATAGGATGATTTGGAATAAACCTT 537 

ag5-fa CACAATAGGCTTAGACATATTGTTCTTATTCTTAGCCTAACGCGCCTTGTCCTTAACCTT 538 

       **    ** *  ** ******  ** **  * *** **    *  ***   * *** *  

 

ag1-fa AACACTTGGGAAATTCAACAAATATTCGCCTCCCCCC-AAGACAACCAAGCAACCCTACC 596 

ag3-fa AACACTTGGGAAATTCAACAAATATTCGCCTCCCCCC-AAGACAACCAAGCAACCCTACC 599 

ag2-fa AACACTTGGGAAATTCAACAAATATTCGCCTCCCCCC-AAGACAACCAAGCAACCCTACC 596 

ap4-fa AACACTTGGGAAATTCAACAAATATTCGCCTCCCCCC-AAGACAACCAAGCAACCCTACC 594 

ap3-fa AACACTTGGGAA-TTCAACAAATATTCGCCTCCCCCCCAAGACAACCAAGCAACCCTACC 596 

ag4-fa AACACTTGGGAAATTCAGCAAATATTCGCCTCCCCCC-AAGACAACCAAGCAACCCTACC 596 

ap1-fa AGCGCTTGGGAGATTGGGCAAAGATNCGCCTGCNNA--AAGATGGC-AAGCAGGGCTAGA 594 

ag5-fa AACCCCCGGGAGCTTANGCCTATGCTCGCCTCCCCT--AAGCCAACCCAGCAACCCCATA 596 

        * * *  ****  **   *  *    ***** *     ***    *  ****   * *   

 

ag1-fa ACTCATGGGCTTAATCCTAGCTGCCACAGGAAAATCAGCCCAATTCGGTCTCCACCCCTG 656 
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ag3-fa ACTCATGGGCTTAATCCTAGCTGCCACAGGAAAATCAGCCCAATTCGGTCTCCACCCCTG 659 

ag2-fa ACTCATGGGCTTAATCCTAGCTGCCACAGGAAAATCAGCCCAATTCGGTCTCCAACCCTG 656 

ap4-fa ACTCATGGGCTTAATCCTAGCTGCCACAGGAAAATCAGCCCAATTCGGTCTCCACCCCTG 654 

ap3-fa ACTCAAGGGCTTAATCCTAGCTGCCACAGGAAAATCAGCCCAATTCGGTCTCCACCCCTG 

656 

ag4-fa ACTCAGGGGCTTAATCCTAGCTGCCACAGGAAAATCAGCCCAATTCGGTCTCCACCCCTG 

656 

ap1-fa ACTTA-GGTCTTGATCTCTGGTGCCAGAGGTAAATCAGCCGAATTCGAGCTCCAGCCCTG 653 

ag5-fa AGCCAAGGCCTTAATCCCAGACGCCAAAGG-AAATCAGCCTAATTCGG-CTCCAACCCTG 654 

       *   * ** *** ***   *  **** *** ********* ******  ***** ***** 

 

ag1-fa  ACTCCCTTCAGCAATAGAA-GGTCCAACACCGG-TCTCTGCCCTACTACACT-CCAGCAC 713 

ag3-fa  ACTCCCCTCAGCAATAGAA-GGTCCAACACCGG-TCTCTGCCCTACTACACT-CCAGCAC 716 

ag2-fa  ACTCCCTTCAGCAAAAGAA-GGTCCAACACCGGGTCTCTGCCCTACTACACT-CCAGCAC 714 

ap4-fa  ACTCCCTTCAGCAATAGAA-GGTCCAACACCGG-TCTCTGCCCTACTACACT-CCAGCAC 711 

ap3-fa ACTCCCTTCAGCAATAGAAAGGTCCAACACCGGGTCTCTGCCCTACTACACTTCCAGCAC 716 

ag4-fa ACTCCCTTCAGCAATAGAA-GGTCCAACACCGGGTCTCTGCCCTACTACACT-CCAGCAC 714 

ap1-fa ACTCCCTACAGCTATAGAA-GGTCCAACACCGG-TCTCTGNC-TACGACTCT-CTAGCAC 709 

ag5-fa ACTCCCCTAAGCAATAGAA--GGCCAACACCGG-TCTCTGCCCTACTACACT-CTAGCAC 710 

       ******   *** * ****  * ********** ****** * *** ** ** * ***** 

 

ag1-fa CATGGTCGTAGCCGGCATCTTCCTACTCATCCGGCTCCACCCCCTAATGGAACATAACCA 773 

ag3-fa CATGGTCGTAGCCGGCATCTTCCTACTCATCCGGCTCCACCCCCTAATGGAACATAACCA 776 

ag2-fa CATGGTCGTAGCCGGCATCTTCCTACTCATCCGGCTCCACCCCCTAATGGAACATAACCA 774 

ap4-fa CATGGTCGTAGCCGGCATCTTCCTACTCATCCGGCTCCACCCCCTAATGGAACATAACCA 771 

ap3-fa CATGGTCGTAGCCGGCATCTTCCTACTCATCCGGCTCCACCCCCTAATGGAACATAACCA 776 

ag4-fa CATGGTCGTAGCCGGCATCTTCCTACTCATCCGGCTCCACCCCCTAATGGAACATAACCA 774 

ap1-fa TATGGTTGTAGC-GGCATCTACCTACTCAAC-GGCTACACCCNTTATGGAGATAGAG--- 764 

ag5-fa CATGGTCGTGGCCGGGATCTTCGTACTCATACGACTAGACCCCCTAATGGAACATAACC- 769 

       ***** ** ** ** **** * ******   * **  ****  **  *  * * *     

 

ag1-fa AATCG-CCCTAACAACCTGCCTCTGCCTTGGA-GCTACAACTACCTTATTTA-CCGCTGC 830 

ag3-fa AATCG-CCCTAACAACCTGCCTCTGCCTTGGA-GCCACAACTACCTTATTNA-CCGCTGC 833 

ag2-fa AATCG-CCCTAACAACCTGCCTCTGCCTTGGA-GCTACAACTACNTTATTTA-CCGCTGC 831 

ap4-fa AATCG-CCCTAACAACCTGCCTCTGCCTTGGA-GCTACA-CTACCTTATTTA-CCGCTGC 827 

ap3-fa AATCGGCCCTAACAACCTGCCTCTGGCTTGGAAGCTACAACTACCTTATTTATCCGCTGC 836 

ag4-fa AATCG-CCCTAACAACCTGCCTCTGCCTTGGA-GCTACAACTACCTTATTTA-CCGCTGC 831 

ap1-fa AATCG--CCTAGCAGCCAGCA-CTG-CGTGGA-GNTACA-CTACCT-AGATA-CCGCTGC 816 

ag5-fa AATCG-CCCTAACAACCTGCCTCTG-CGTGGA-GCTACA-NCANNTTATTCA--CGCTGC 823 

       *****  **** ** ** **  *** * **** *  ***   *  * *   *  ****** 

 

ag1-fa CTGTGCCCTAACACAAAATGACATCAAAAAAATCGTAGCCTT-TTCCACGTC-CAGCCAA 888 

ag3-fa CTGTGCCCTAACACAAAATGACATCAAAAAAANCGTAGCCTN-NTCCACGTC-CAGCCNN 891 

ag2-fa CTGAGCCN-AACNCAAAA-GACATCAAAAAA-TCGTAGCCTT-TTTCACG-C-NAGCCA- 884 

ap4-fa CTGTGCCCTAACACAAAATGACATCAAAAAA-TCGTAGCCTTCTTCCACGTC-CAGCCAA 885 

ap3-fa CTGTGCCCTAACACAAAAAGACATCAAAAAATTCGTAGCCTT-CTCCACGTCTCAGCCAA 895 

ag4-fa CTGTGCCCTAACACAAAATGACATCAAAAAA-TCGTAGCCCT-TNCCACGNC-CAGCCAA 888 

ap1-fa TGGCGCT---ACACAAA-TNNGATCAAAAAG--CGTAGCTGTTCNNATCAGN-NAGTAGG 869 

ag5-fa CTGTAGCCTAACACNNAATGATATCAAAAAAATCGTAGCTTT---TCANATC--AGCCAG 878 

             *       ** *  *     ********   ******               **     

 

ag1-fa CTAGGCCTA-ATGATAGTCACCAT------CGGCTTAAACCAACCCC-AACTAGCCTTC- 939 

ag3-fa CTAGGCCTA-ATGATGGTCACCAT------CGGCTTAAACCANCCCT-A-CTAGCCTNC- 941 

ag2-fa CTAGGCT---NTGGNNGTCAC-AT------CGGNTTAAAC-AACCCC-AACTAGTCGTA- 931 

ap4-fa CTAGGCCTA-ATGATAGTCACCAT------CGGCTTAAACCAACCCC-A-NTAG-CNTC- 934 

ap3-fa TAGGGCCTA-AAGATAGCCCCATC------GGGCTTAAACCAACCCCCAACTAGTCATA- 947 

ag4-fa CTAGGCCTA-ATGATAGTCAC-AT------CGGCTTAN-CCAACCCN---CTAGCCTTC- 935 

ap1-fa CTNGGATNGCACNATCGCNNNACTAACCCACAGACTCNACANACATACNANCAGTCNTGA 

929 
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ag5-fa CTAGGCTTA---TGNTGTCACNTC--------GGCTAAACCAACNCA--ACTAGNCTTNN 925 

              **           *               *  *   *   *        ** *     

 

ag1-fa -CTACACATCTG------------- 950 

ag3-fa -N-ACANATCT-------------- 950 

ag2-fa -CCTACCATCTGANCCACGN----- 950 

ap4-fa -CTACACATCTGTACCC-------- 950 

ap3-fa -TCA--------------------- 950 

ag4-fa -CTACACATCTGTACC--------- 950 

ap1-fa GNNTGCTGTCTATGTNNGATC---- 950 

ag5-fa ACCNTCTGTACCAGCNTTCTTTAAG 950 

                                          

 

 

ND5 r multiple sequence alignment 

 

ap3-ra  --CTGCCTTGGAGCTACAACTACCTTATTTACCGCTGCCTGTGCCCTAACAC-AAAATG  56 

ap4-ra  ------CCTTGGAGCTACA-CTACCTTATTTACCGCTGCCTGTGCCCTA-CAC-AAAATG 51 

ag1-ra  -----TGCCTGGAGCTACA-CTACCTTATT-ACNGCTGCCTGTGCCTAACACA-AAAATG 52 

ag2-ra  TGCTCTNCTTGGAGCTACTACTACCTTATTTAC-GCTGCCTGTGCCCTAACAC-AAAATG 58 

ag4-ra --------GCNNGAGCTACAACTACCTTATTTACCGCTGCCTGTGCC-TAACAC-AAAATG 51 

ap1-ra -------CTTGGAGCTACAACTACNTTATTTAACGCTGCCTGTGCCCTAACAC-AAAATG  52 

ag3-ra --------NGGAGCCCACAACTACNTTATTTACCGCTGCCTGTGCCCTAACACCAAAATG  52 

ag5-ra --------TTGGAGCTANAGCA--CTTATTCACCGCTGCCTGTGCCCTAACAC-AAAATG  49 

               * *   *    ***** *  ************  *     ****** 

 

ap3-ra ACATCAAAAA-AATCGTAGCCTTT--CACGTCCAGCCAACTAGGCCTAATGATAGTCACC 113 

ap4-ra ACATCAAAAA-AATCGTAGCCTTTTCCACGTCCAGCCAACTAGGCCTAATGATAGTCACC 110 

ag1-ra ACATCAAAAA-AATCGTAGCCTTCN-CACGTCCAGCCAACTAGGCCTAATGATAGTCACC 110 

ag2-ra ACATCTAAAATAATCGTAGCCTTT--CACGTCCAGCCAACTAGGCCTAATGATAGTCACC 116 

ag4-ra ACATCAAAAA-AATCGTAGCCTTTTCCACGTCCAGCCAACTAGGCCTAATGATAGTCACC 110 

ap1-ra ACATCAAAAA-AATCGTAGCCTTTTCCACATCCAGCCAACTAGGCCTAATGATAGTCACC 111 

ag3-ra ACATCAAAAA-A-TCGTAGCCTTTNCCACGTCCAGCCAACTAGGCCTAATGATGGTCACC 110 

ag5-ra ATATCAAAAA-AATCGTAGCCTTTTCCACATCCAGCCAGCTAGGCCTAATGATGGTCACC 108 

       * *** **** * **********   *** ******** ************** ****** 

 

ap3-ra ATCGGCTTAAACCAACCCCAACTAGCCTTCCTACACATCTGTACCCACGCATTCTTTAAA 173 

ap4-ra ATCGGCTTAAACCAACCCCAACTAGCCTTCCTACACATCTGTACCCACGCATTCTTTAAA 170 

ag1-ra ATCGGCTTAAACCAACCCCAACTAGCCTTCCTACACATCTGTACC-ACGCATTCTTTAAA 169 

ag2-ra ATCGGCTTAAACCAACCCCAACTAGCCTTCCTACACATCTGTACCCACGCATTCTTTAAA 176 

ag4-ra ATCGGCTTAAACCAACCCCAACTAGCCTTCCTACACATCTGTACCCACGCATTCTTTAAA 170 

ap1-ra ATCGGCTTAAACCAACCCCAACTAGCCTTCCTACACATCTGTACCCACGCATTCTTTAAA 171 

ag3-ra ATCGGCTTAAACCAACCCCAACTAGCCTTCCTACACATCTGCACCCACGCATTCTTTAAA 170 

ag5-ra ATCGGCTTAAACCAACCCCAACTAGCCTTCCTACACATCTGTACCCACGCATTCTTTAAA 168 

       ***************************************** *** ************** 

 

ap3-ra GCAATACTGTTCTTATGCTCCGGATCCATTATCCACAGCCTT-AATGATGAACAAGACAT 232 

ap4-ra GCAATACTATTCTTATGCTCCGGATCCATTATCCACAGCCTT-AATGATGAACAAGACAT 229 

ag1-ra GCAATACTATTCTTATGCTCCGGATCCATTATCCACAGCCTTTAATGATGAACAAGACAT 229 

ag2-ra GCAATACTATTCTTATGCTCCGGATCCATTATCCACAGCCTT-AATGATGAACAAGACAT 235 

ag4-ra GCAATACTATTCTTATGCTCCGGATCCATTATCCACAGCCTT-AATGATGAACAAGACAT 229 

ap1-ra GCAATACTATTCTTATGCTCCGGATCCATTATCCACAGCCTT-AATGATGAACAAGACAT 230 

ag3-ra GCAATACTATTCCTATGCTCCGGATCCATTATCCACAGCCTT-AACGATGAACAAGACAT 229 

ag5-ra GCAATACTGTTCCTATGCTCCGGGTCCATCATCCACAGCCTT-AATGATGAACAAGACAT 227 

       ******** *** ********** ***** ************ ** ************** 

 

ap3-ra CCGAAAAATAGGAGGCCTCC-ACACCATGCTTCCGCTCACCTCCACCTGCCTCACCATTG 291 

ap4-ra CCGAAAAATAGGAGGCCTCCCACACCATGCTTCCGCTCACCTCCACCTGCCTCACCATTG 289 

ag1-ra CCGAAAAATAGGAGGCCTCC-ACACCATGCTTCCGCTCACCTCCACCTGCCTCACCATTG 288 
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ag2-ra CCGAAAAATAGGAGGCCTCC-ACACCATGCTTCCGCTCACCTCCACCTGCCTCACCATTG 294 

ag4-ra CCGAAAAATAGGAGGCCTCC-ACACCATGCTTCCGCTCACCTCCACCTGCCTCACCATTG 288 

ap1-ra CCGAAAAATAGGAGGCCTCC-ACACCATGCTTCCGCTCACCTCCACCTGCCTCACCATTG 289 

ag3-ra CCGAAAAATAGGAGGCCTCC-ACACCATGCTTCCGCTCACCTCCACCTGCCTCACCATTG 288 

ag5-ra CCGAAAAATAGGGGGCCTCC-ACACCATGCTTCCACTCACCTCCACCTGCCTCACCATTG 286 

       ************ ******* ************* ************************* 

 

ap3-ra GCAGTCTAGCCCTAACCGGGATACCATTTCTCTCCGGGTTTTTCTCAAAAGACGCCATCA 351 

ap4-ra GCAGTCTAGCCCTAACCGGGATACCATTTCTCTCCGGGTTTTTCTCAAAAGACGCCATCA 349 

ag1-ra GCAGTCTAGCCCTAACCGGGATACCATTTCTCTCCGGGTTTTTCTCAAAAGACGCCATCA 348 

ag2-ra GCAGTCTAGCCCTAACCGGGATACCATTTCTCTCCGGGTTTTTCTCAAAAGACGCCATCA 354 

ag4-ra GCAGTCTAGCCCTAACCGGGATACCATTTCTCTCCGGGTTTTTCTCAAAAGACGCCATCA 348 

ap1-ra GCAGTCTAGCCCTAACCGGGATACCATTTCTCTCCGGGTTTTTCTCAAAAGACGCCATCA 349 

ag3-ra GCAGTCTAGCCCTAACCGGGATACCATTTCTCTCCGGGTTTTTCTCAAAAGACGCCATCA 348 

ag5-ra GCAGTCTAGCCCTAACCGGAATACCATTTCTCTCCGGGTTTTTCTCAAAAGACGCCATCA 346 

       ******************* **************************************** 

 

ap3-ra TTGAAGCCCTGAACACATCACACCTGAACGCCTGAGCCCTAACCCTAACTCTCATTGCCA 411 

ap4-ra TTGAAGCCCTGAACACATCACACCTGAACGCCTGAGCCCTAACCCTAACTCTCATTGCCA 409 

ag1-ra TTGAAGCCCTGAACACATCACACCTGAACGCCTGAGCCCTAACCCTAACTCTCATTGCCA 408 

ag2-ra TTGAAGCCCTGAACACATCACACCTGAACGCCTGAGCCCTAACCCTAACTCTCATTGCCA 414 

ag4-ra TTGAAGCCCTGAACACATCACACCTGAACGCCTGAGCCCTAACCCTAACTCTCATTGCCA 408 

ap1-ra TTGAAGCCCTGAACACATCACACCTGAACGCCTGAGCCCTAACCCTAACTCTCATTGCCA 409 

ag3-ra TTGAAGCCCTGAACACATCACACCTGAACGCCTGAGCCCTAACCCTAACTCTCATTGCCA 408 

ag5-ra TTGAAGCCCTGAACACATCACACCTGAACGCCTGAGCCCTAACCCTAACTCTCATTGCCA 406 

       ************************************************************ 

 

ap3-ra CCTCCTTCACAGCCGTATATAGCTTCCGAGTTATTTTCTTCGCCTCTATGGGCTCCCCCC 471 

ap4-ra CCTCCTTCACAGCCGTATATAGCTTCCGAGTTATTTTCTTCGCCTCTATGGGCTCCCCCC 469 

ag1-ra CCTCCTTCACAGCCGTATATAGCTTCCGAGTTATTTTCTTCGCCTCTATGGGCTCCCCCC 468 

ag2-ra CCTCCTTCACAGCCGTATATAGCTTCCGAGTTATTTTCTTCGCCTCTATGGGCTCCCCCC 474 

ag4-ra CCTCCTTCACAGCCGTATATAGCTTCCGAGTTATTTTCTTCGCCTCTATGGGCTCCCCCC 468 

ap1-ra CCTCCTTCACAGCCGTATACAGCTTCCGAGTTATTTTCTTCGCCTCTATGGGCTCCCCCC 469 

ag3-ra CCTCCTTCACAGCCGTATACAGCTTCCGGGTTATCTTCTTCGCCTCTATGGGCTCCCCCC 468 

ag5-ra CCTCCTTCACAGCCGTATACAGCTTCCGAGTTATCTTCTTCGCCTCTATGGGCTCCCCCC 466 

       ******************* ******** ***** ************************* 

 

ap3-ra GATTCCTCCCCCTATCACCCCTCAATGAAAACAACCCAACAGTAATCAACCCAATCAAAC 

531 

ap4-ra GATTCCTCCCCCTATCACCCCTCAATGAAAACAACCCAACAGTAATCAACCCAATCAAAC 

529 

ag1-ra GATTCCTCCCCCTATCACCCCTCAATGAAAACAACCCAACAGTAATCAACCCAATCAAAC 

528 

ag2-ra GATTCCTCCCCCTATCACCCCTCAATGAAAACAACCCAACAGTAATCAACCCAATCAAAC 

534 

ag4-ra GATTCCTCCCCCTATCACCCCTCAATGAAAACAACCCAACAGTAATCAACCCAATCAAAC 

528 

ap1-ra GATTCCTCCCCCTATCACCCCTCAATGAGAACAACCCAACAGTAATCAACCCAATCAAAC 

529 

ag3-ra GATTCCTCCCCCTATCACCCCTCAATGAAAACAACCCAACAGTAATCAACCCAATCAAAC 

528 

ag5-ra GATTCCTCCCCCTATCACCCCTCAACGAAAACAACCCAACAGTAATTAACCCAATCAAAC 

526 

       ************************* ** ***************** ************* 

 

ap3-ra GACTTGCCTGAGGAAGCATCCTGGCCGGACTATTTATTACCTCTAACTTTTTACCAGCAA 591 

ap4-ra GACTTGCCTGAGGAAGCATCCTGGCCGGACTATTTATTACCTCTAACTTTTTACCAGCAA 589 

ag1-ra GACTTGCCTGAGGAAGCATCCTGGCCGGACTATTTATTACCTCTAACTTTTTACCAGCAA 588 

ag2-ra GACTTGCCTGAGGAAGCATCCTGGCCGGACTATTTATTACCTCTAACTTTTTACCAGCAA 594 
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ag4-ra GACTTGCCTGAGGAAGCATCCTGGCCGGACTATTTATTACCTCTAACTTTTTACCAGCAA 588 

ap1-ra GACTTGCCTGAGGAAGCATCCTAGCCGGACTATTTATTACCTCTAACTTTTTACCAGCAA 589 

ag3-ra GACTTGCCTGAGGAAGCATCCTGGCCGGACTATTCATTACCTCTAACTTTTTACCAGCAA 588 

ag5-ra GACTTGCCTGAGGAAGCATCCTGGCCGGACTATTTATCACCTCCAACTTTTTACCAGCAA 586 

       ********************** *********** ** ***** **************** 

 

ap3-ra AAACACCAATTATAACCATACCCATAACCCTTAAGTTATCCGCACTACTAGTAACGGCCC 651 

ap4-ra AAACACCAATTATAACCATACCCATAACCCTTAAGTTATCCGCACTACTAGTAACGGCCC 649 

ag1-ra AAACACCAATTATAACCATACCCATAACCCTTAAGTTATCCGCACTACTAGTAACGGCCC 648 

ag2-ra AAACACCAATTATAACCATACCCATAACCCTTAAGTTATCCGCACTACTAGTAACGGCCC 654 

ag4-ra AAACACCAATTATAACCATACCCATAACCCTTAAGTTATCCGCACTACTAGTAACGGCCC 648 

ap1-ra AAACACCAATTATAACCATACCCATAACCCTTAAGTTATCCGCACTACTAGTAACGGCCC 649 

ag3-ra AAACACCAATTATAACCATACCCATAACCCTTAAGTTATCCGCACTACTAGTAACAGCCC 648 

ag5-ra AAACACCAATTATAACCATACCCGTAACCCTTAAACTATCCGCACTACTAGTAACGGCCC 

646 

       *********************** **********  ******************* **** 

 

ap3-ra TAGGATTACTCATAGCCCTAGAACTAACAAGCCTAACAAACAAACAACTAAAAATTACCC 

711 

ap4-ra TAGGATTACTCATAGCCCTAGAACTAACAAGCCTAACAAACAAACAACTAAAAATTACCC 

709 

ag1-ra TAGGATTACTCATAGCCCTAGAACTAACAAGCCTAACAAACAAACAACTAAAAATTACCC 

708 

ag2-ra TAGGATTACTCATAGCCCTAGAACTAACAAGCCTACAAAAAAACCAACTCAAAATTTCCC 

714 

ag4-ra TAGGATTACTCATAGCCCTAGAACTAACAAGCCTAACAAACAAACAACTAAAAATTACCC 

708 

ap1-ra TAGGATTACTCATAGCCCTAGAACTAACAAGCCTAACAAACAAACAACTAAAAATTTCCC 

709 

ag3-ra TAGGATTACTCATAGCCCTAGAATTAACAAGCCTAACAAACAAACAACTAAAAATTACCC 

708 

ag5-ra TAGGATTACTCATAGCCCTGGAACTAACAAGCCTAACAAACAAACAACTAAAAATTACCC 

706 

       ******************* *** ***********  *** ** ***** ****** *** 

 

ap3-ra CCACAATTCCACTACACAACTTCTCCAACATGCTGGGATACTTTCCATCAATTATTCATC 771 

ap4-ra CCACAATTCCACTACACAACTTCTCCAACATGCTGGGATACTTCCCATCAATTATTCATC 769 

ag1-ra CCACAATTCCACTACACAACTTCTCCAACATGCTGGGATACTTCCCATCAATTATTCATC 768 

ag2-ra CCACAATTTCACTACACAACTTCTCCAACATGCTGGGATACTTCTCATCAATTATTCATC 774 

ag4-ra CCACAATTCCACTACACAACTTCTCCAACATGCTGGGATACTTCCCATCATTTATTGATC 768 

ap1-ra CCACAATTTCACTACACAACTTCTCCAACACGCTGGGATATTTCTCATCATCTATTGATC 769 

ag3-ra CCACAATTTCACTACACAACTTCTCCAACATGCTGGGATACTTCTCATCAATTATTGCTC 768 

ag5-ra CCACAATTCCACTACACAACTTCTCCAACATGCTAGGATACTTCTCATCAATTATTCATC 766 

       ******** ********************* *** ***** **  *****  ****  ** 

 

ap3-ra GCCTAGCCCCAAAAATTAAACTGAGCCTAGGACAAACTATAGCAAC-TCACCTAATTGAT 830 

ap4-ra GCCTAGCCCCAAAAATTAAACTGAGCCTAGGACAAACTATAGCAAC-TCACCTAATTGAC 828 

ag1-ra GCCTAGCCCCAAAAATTAAACTGAGCTCAGGACAATTTGCTCAAGCCTCCTCTTCTTTAG 828 

ag2-ra GCCAATCCCCAAAATTTCC-TTAACCTCTCAATCTCAAGCTCCCCCCTCCCCTTCCCAAG 833 

ag4-ra GCCCATCCCCAAAAATTGCTCAAACCTCCTAATCCTATTCTCAAGCCTCCCCCTCCTAAT 828 

ap1-ra CCCCATCCCCAAAAAAAGCCCAAACCTCATAATCATATTCTCAAGCCTCCCCATCCTAAG 829 

ag3-ra GCCTATCCCCAAAAAA-GCCCAAACCTCATAATTCCATGCTCAAACCTCCCCTTCCTAAG 827 

ag5-ra GCCTATCCCCAAAAATAAAACAAACCTCATAATAATATGCTCAAGCCTCCTAATCATATG 

826 

            ** * ********         * *     *             * **            

 

ap3-ra CAAACACGCCTTGATCAAGTAGGATTGCACAAACCTCCTAATCATCAGCTCACTCCTCCT 890 

ap4-ra CAAACACGTCTAGATAAAGTTGGTTTGCACAGAACTCCTAATCATCTGCTCACTCCTCCT 888 

ag1-ra CACACACCTCCTCCTCAAGT-GGGTCACACGGAACTCCTAATATCCAGCTCCCTCCTCCT 887 
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ag2-ra CCCACACCTCCCAATCCCGT-GGTTCACCTCCAAATCAAAAGCTCAAACCCCCTCCTCCT 892 

ag4-ra CTCAAGCCTCCTCCTCCTATTCTCTTGCCCAACCCTCCTAATCATTAGCCCAATCCTCCT 888 

ap1-ra CCCAAGCCTCCTCCTCCTATTCTCATGCCCCCCCCTCCTAATCTCAAGCCCCCTCCTCCT 889 

ag3-ra CCCAAACCTCCTACTCAAGTGGGCAAGCATCCAAATCCTATTCTCCAGCCCCCTCCTCCT 887 

ag5-ra CTCACTCCTCCTCATCATGTGCTCATGCCTCCTAATCCTAATCTCAAGCCCACTCCTCCT 886 

        *  *  *  *    *    *       *       **  *        * *  ******* 

 

ap3-ra AATCATTTGCTCAACCCTCCTAATC-ATT-GCTCATCCTC-CTAATCAT-GCTCANCNCN 946 

ap4-ra AATCATTTGCTCAACCCTCCTAATC-ATT-GCTCATCCTC-CTAATCATTGCTCANNTNN 945 

ag1-ra AATCACATGCTCAACCCTCCTAATC-ATT-GCTCATCCTCTCTAATCATTGCTCANCTNN 945 

ag2-ra AATCAACCCCCC--CCCTCCTAACC--TT-GCTCATCCTC-CTAATCATTGCTCANCTGN 946 

ag4-ra AATCATTTGCTCAACCCTCCTAATC-ATTTGCTCATCCTC-CTAATCAGTGCTCACTCNA 946 

ap1-ra AATCATTTGCTCAACCCTCCTAATC-AAT-GCTCATCCTC-CTAATCNNN-CTCACTCNN 945 

ag3-ra AATCATTTGCCCAACCCTCCTAATC-AAT-GCTCATCCTC-CTAATCAGTGCTCAGCCTN 944 

ag5-ra ATTCATTTGCTCAACCCTCCTAATCTATTTGCTCATCCTC-CTAATCANTGCTCANNTNN 945 

               * ***    * *  ********* *   * ********** ******    ****      

 

ap3-ra          NNNC-- 950 

ap4-ra          NNNNC- 950 

ag1-ra          NNNNN- 950 

ag2-ra          NGNN-- 950 

ag4-ra          NNNN-- 950 

ap1-ra          NTNNN- 950 

ag3-ra          NNNNNT 950 

ag5-ra          NTNNN- 950 

  
  

 Acipenser gueldenstaedtii

 Acipenser persicus

 Acipenser stellatus

 Acipenser baerii

 Acipenser baerii like

 Acipenser gueldenstaedtii2

 Acipenser persicus2

100

89

97

95

  
  

 ND5بار تكرار با استفاده از ژن  1000بين تاسماهي ايراني و روسي  با   Maximmum Parsimonyدندروگرام 

  
  
   16srDNA نتايج -5-4

و بانـدهاي جداسـازي شـده حاصـل از تكثيـر پرايمـر از مرغوبيـت خـوبي          ي داشـت كيفيت مناسب PCRمحصول  
  برخوردار بود.
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  بوده است.  3و  2شماره  Reverseبا  2شماره  Forwardز تكثير پرايمر باندهاي جداسازي شده حاصل ا
  
  
  

  
  
  

  2با استفاده از پرايمر شماره  PCRمحصول 

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  2و برگشتي  2توليد شده از پرايمر فوروارد  PCRمحصول 
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  1و  2با استفاده از پرايمر رفت و برگشت  PCRمحصول 

  
  
  
  
  
  
  

  
  2و برگشتي  2شده از پرايمر فوروارد توليد  PCRحصول م

  
  
  
  
  
  
  

  1و  2با استفاده از پرايمر رفت و برگشت  PCRمحصول 

  
  نمونه تاسماهي ايراني بشرح ذيل بدست آمد: 3نمونه تاسماهي روسي و  4تعيين توالي براي 
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كه در بانك  GU003885ميتوكندري تاسماهي روسي به شماره لوكوس  RNAريبوزومال  16sتوالي بخشي از ژن 
  ثبت گرديد به شرح ذيل مي باشد.  NCBIژن 

 

        1 agagaacttt attctgaccc cccgaaacta gacgagctac tccgagacag cctaataggg 

       61 caaacccgtc tctgtggcaa aagagtggga agatctccga gtagaggcga caaacctaac 

      121 gagcctagta atagctggtt gctcaggaaa ggggacactt cagcctcaag gcttctactg 

      181 tcactcaggt cactaccaac aaagacatca agaaaccctt aagagttatt caacackcct 

      241 ccccctctct tccccytttt ttcaakawwa acaggcggat aaagatcaca ttaaatcaaa 

      301 gggactttgt ttcagtgggc ctaaaagcag ccacctgcac agaaagcgtt aaagctcaga 

      361 caaaacctca ccctattatc ccgataaaac aatcacaatc ccctaaacct acagagccac 

      421 tctatacaac tatagaagca ataatgctaa aattagtaac aagaaggcac gaccttctcc 

      481 aagcacacgt gtaagtcaga tcggacccac cactgacaaa taacggacgc gagaagaggg 

      541 aagtacagaa tagtaataga aatcaagaaa accctgtaaa atactaccgt taacccaaca 

      601 caggagtgca ccatcaagga aagactaaaa gaaaaagaag gaactcggca aacacgagcc 

      661 tcgcctgttt accaaaaaca tcgcctcttg caaaccaatg tattagaggt cccgcctgcc 

      721 ctgtgaccaa aagtttaacg gccgcg 

 

كه  GU003886ميتوكندري تاسماهي روسي به شماره لوكوس  RNAريبوزومال  16sتوالي بخشي از ژن  -1
  ثبت گرديد به شرح ذيل مي باشد.  NCBIدر بانك ژن 

        1 agagaacttt attctgaccc cccgaaacta gacgagctac tccgagacag cctaataggg 

       61 caaacccgtc tctgtggcaa aagagtggga agatctccga gtagaggcga caaacctaac 

      121 gagcctagta atagctggtt gctcaggaaa ggggacactt cagcctcaag gcttctactg 

      181 tcactcaggt cactaccaac aaagacatca agaaaccctt aagagttatt caacackcct 

      241 ccccctctct tggccytttt aacaakawwa acaggcggat aaagatcaca ttaaatcaaa 

      301 gggactttgt ttcagtgggc ctaaaagcag ccacctgcac agaaagcgtt aaagctcaga 

      361 cttaacctca ccctattatc ccgataaaac aatcacaatc ccctaaacct acagagccac 

      421 tctatacaac tatagaagca ataatgctaa aattagtaac aagaaggcac gaccttctcc 

      481 aagcacacgt gtaagtcaga tcggacccac cactgacaaa taacggacgc gagaagaggg 

      541 aagtacagaa tagtaataga aatcaagaaa accctgtaaa atactaccgt taacccaaca 

      601 caggagtgca ccatcaagga aagactaaaa gaaaaagaag gaactcggca aacacgagcc 

      661 tcgcctgttt accaaaaaca tcgcctcttg caaaccaatg tattagaggt cccgcctgcc 

      721 cttcgaccaa aagttt 

 

 

كه  GU003887ميتوكندري تاسماهي روسي به شماره لوكوس  RNAريبوزومال  16sتوالي بخشي از ژن  -2
  ثبت گرديد به شرح ذيل مي باشد.  NCBIدر بانك ژن 

 
        1 cctaataggg caaacccgtc tctgtggcaa aagagtggga agatctccga gtagaggcga 

       61 caaacctaac gagcctagta atagctggtt gctcaggaaa ggggacactt cagcctcaag 

      121 gcttctactg tcactcaggt cactaccaac aaagacatca agaaaccctt aagagttatt 

      181 caacackcct ccccctctct tggccytttt aacaakawwa acaggcggat aaagatcaca 

      241 ttaaatcaaa gggactttgt ttcagtgggc ctaaaagcag ccacctgcac agaaagcgtt 

      301 aaagctcaga cttaacctca ccctattatc ccgataaaac aatcacaatc ccctaaacct 

      361 acagagccac tctatacaac tatagaagca ataatgctaa aattagtaac aagaaggcac 

      421 gaccttctcc aagcacacgt gtaagtcaga tcggacccac cactgacaaa taacggacgc 

      481 gagaagaggg aagtacagaa tagtaataga aatcaagaaa accctgtaaa atactaccgt 

      541 taacccaaca caggagtgca ccatcaagga aagactaaaa gaaaaagaag gaactcggca 

      601 aacacgagcc tcgcctgttt accaaaaaca tcgcctcttg caaaccaatg tattagaggt 

      661 cccgcctgcc cttcgaccaa aagttt 
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كه  GU003888ميتوكندري تاسماهي روسي به شماره لوكوس  RNAريبوزومال  16sز ژن توالي بخشي ا -3
  ثبت گرديد به شرح ذيل مي باشد.  NCBIدر بانك ژن 

        1 agagaacttt attctgaccc cccgaaacta gacgagctac tccgagacag cctaataggg 

       61 caaacccgtc tctgtggcaa aagagtggga agatctccga gtagaggcga caaacctaac 

      121 gagcctagta atagctggtt gctcaggaaa gggcacactt cagcctcaag gcttctactg 

      181 tcactcaggt cactaccaac aaagacatca agaaaccctt aagagttatt caacackcct 

      241 ccccctctct tccccytttt ttcaakawwa acaggcggat aaagatcaca ttaaatcaaa 

      301 gggactttgt ttcagtgggc ctaaaagcag ccacctgcac agaaagcgtt aaagctcaga 

      361 caaaacctca ccctattatc ccgataaaac aatcacaatc ccctaaacct acagagccac 

      421 tctatacaac tatagaagca ataatgctaa aattagtaac aagaaggcac gaccttctcc 

      481 aagcacacgt gtaagtcaga tcggacccac cactgacaaa taacggacca gccggaagag 

      541 ggaagtacag aatagtaata gaaatcaaga aaaccctgta aaatactacc gttaacccaa 

      601 cacaggagtg caccatcaag gaaagactaa aagaaaaaga aggaactcgg caaacacgag 

      661 cctcgcctgt ttaccaaaaa catcgcctct tgcaaaccaa tgtattagag gtcccgcctg 

      721 ccctgtgacc aaaagtttaa cggccgcg 

ميتوكندري صورت گرفت كه مشخصـات   16sr RNAنمونه تاسماهي ايراني براي ژن  3همينطور توالي يابي براي 
  توالي به شرح ذيل مي باشد. 

كـه   GU003889ميتوكندري تاسماهي ايراني به شماره لوكـوس   RNAريبوزومال  16sتوالي بخشي از ژن  -1
  ه به شرح ذيل مي باشد. به ثبت رسيد 3889با شماره دسترسي  NCBIدر بانك ژن 

        1 agagaacttt atttgtaccc cccgaaacta gacgagctac tccgagacag cctaataggg 

       61 caaacccgtc tctgtggcaa aagagtggga agatctccga gtagaggcga caaacctaac 

      121 gagcctagta atagctggtt gctcaggaaa gggcacactt cagcctcaag gcttctactg 

      181 tcactcaggt cactaccaac aaagacatca agaaaccctt aagagttatt caacackcct 

      241 ccccctctct tccccytttt ttcaakawwa acaggcggat aaagatcaca ttaaatcaaa 

      301 gggactttga atggtgggcc taaaagcagc cacctgcaca gaaagcgtta aagctcagac 

      361 aaaacctcac cctattatcc cgataaaaca atcacaatcc cctaaaccta cagagccact 

      421 ctatacaact atagaagcaa taatgctaaa attagtaaca agaaggcacg accttctcca 

      481 agcacacgtg taagtcagat cggacccacc actgacaaat aacggaccag ccggaagagg 

      541 gaagtacaga atagtaatag aaatcaagaa aaccctgtaa aatactaccg ttaacccaac 

      601 acaggagtgc accatcaagg aaagactaaa agaaaaagaa ggaactcggc aaacacgagc 

      661 ctcgcctgtt taccaaaaac atcgcctctt gcaaaccaat gtattagagg tcccgcctgc 

      721 cctgtgacca aaagtttaac ttccgcg 

 

كـه   GU003890ماهي ايراني به شماره لوكـوس  ميتوكندري تاس RNAريبوزومال  16sتوالي بخشي از ژن  -2
 به ثبت رسيده به شرح ذيل مي باشد.  3890با شماره دسترسي  NCBIدر بانك ژن 

  
        1 gacgagctac tccgagacag cctaataggg caaacccgtc tctgtggcaa aagagtggga 

       61 agatctccga gtagaggcga caaacctaac gagcctagta atagctggtt gctcaggaaa 

      121 gggcacactt cagcctcaag gcttctactg tcactcaggt cactaccaac aaagacatca 

      181 agaaaccctt aagagttatt caacackcct ccccctctct tccccytttt ttcaakawwa 

      241 acaggcggat aaagatcaca ttaaatcaaa gggactttga atggtgggcc taaaagcagc 

      301 cacctgcaca gaaagcgtta aagctcagac aaaacctcac cctattatcc cgataaaaca 

      361 atcacaatcc cctaaaccta cagagccact ctatacaact atagaagcaa taatgctaaa 

      421 attagtaaca agaaggcacg accttctcca agcacacgtg taagtcagat cggacccacc 

      481 actgacaaat aacggaccag ccggaagagg gaagtacaga atagtaatag aaatcaagaa 

      541 aaccctgtaa aatactaccg ttaacccaac acaggagtgc accatcaagg aaagactaaa 

      601 agaaaaagaa ggaactcggc aaacacgagc ttcagtaacc ctgtttacca aaaacatcgc 

      661 ctcttgcaaa ccaatgtatt agaggtcccg cctgccctgt gaccaaaagt ttaacttccg 

      721 cg 
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كـه   GU003891ميتوكندري تاسماهي ايراني به شماره لوكـوس   RNAريبوزومال  16sتوالي بخشي از ژن  -3
 به ثبت رسيده به شرح ذيل مي باشد.  3891با شماره دسترسي  NCBIدر بانك ژن 

  
        1 agatctccga gtagaggcga caaacctaac gagcctagta atagctggtt gctcaggaaa 

       61 gggcacactt cagcctcaag gcttctactg tcactcaggt cactaccaac aaagacatca 

      121 agaaaccctt aagagttatt caacackcct ccccctctct tccccytttt ttcaakawwa 

      181 acaggcggat aaagatcaca ttaaatcaaa gggactttga atggtgggcc taaaagcagc 

      241 cacctgcaca gaaagcgtta aagctcagac aaaacctcac cctattatcc cgataaaaca 

      301 atcacaatcc cctaaaccta cagagccact ctatacaact atagaagcaa taatgctaaa 

      361 attagtaaca agaaggcacg accttctcca agcacacgtg taagtcagat cggacccacc 

      421 actgacaaat aacggaccag ccggaagagg gaagtacaga atagtaatag aaatcaagaa 

      481 aaccctgtaa aatactaccg ttaacccaac acaggagtgc accatcaagg aaagactaaa 

      541 agaaaaagaa ggaactcggc aaacacgagc ttcagtaacc ctgtttacca aa 

  
جايگاه تفاوت برش  4مورد بررسي قرار گرفت و در  Clustalw2و  Megaهاي ها بعد از توالي يابي با برنامهنمونه 

 و HpaII,SduI,NcoI, SalI,HinfI, BclI, HhaI.RsaIشي آنزيمبر 9ا نشان دادند. آنگاه هضم آنزيمي با آنزيمي ر
Cfr13Iها الگوي باندي مشابهي مشاهده شد.گذاشته شد كه در همه نمونه  

  
  
  
  
  
  
 

  
  )RAPDنتايج آزمايشات رپيد(

  استخراج شده DNA نتايج بررسي كميت و كيفيت
  

و تاس ماهي تاس ماهي ايراني  DNAاسپكتوفتومتري به منظور ارزيابي كميت وكيفيت دو روش الكتروفورز و 
  مورد استفاده قرار گرفت كه نتايج آن در ذيل آورده شده است:روسي 

  
  الف) روش الكتروفورز:

استخراج شده از  DNAدرصد) نشان داد كه  8/0بر روي ژل آگارز ( DNAنتايج بررسي شدت وضوح باندهاي 
 PCRاز كيفيت قابل قبولي براي استفاده در آزمايش  و تاس ماهيان روسي له دمي تاس ماهيان ايرانيبافت با

  



١٣٢  ������� / $#ارش ! ��� ��ح �

 

استخراج شده فاقد  DNAكه  استقوي و شفاف بودند و نشان دهنده اين  DNAبرخوردار هستند. باندهاي 
  .)43(تصوير  مي باشند RNAآلودگي پروتئيني و 

 

 
  )7- 13)و باله تاس ماهي روسي (1- 6ه تاس ماهي ايراني(ستوناستخراج شده از بال DNA- 43تصوير

 %8/0كلروفرم بر روي ژل آگاروز - به روش فنل

 

  
  ب) روش اسپكتوفتومتري:

 nmدر طول موج و تاس ماهي روسي  هاي تاس ماهي ايراني DNAنوري  ميزان جذب، DNAبعد از استخراج      
د و نسبت جذب طول موج ش اندازه گيري Nanodrop پكتوفتومتراس ا استفاده از دستگاهب nm280و طول موج  260
مورد بررسي قرار  شده هاي استخراج DNAبراي ارزيابي باشد به عنوان شاخص كميت ميكه نانومتر  280 به 260

و پس از يكسان سازي غلظت دي ان اي استخراج  داشت قرار 8/1 – 2 دامنهدر آنها خلوص  به طوريكه گرفت
 DNAغلظت و مقادير نسبي ميزان  استفاده شد. PCRنوگرم در ميكروليتر) از آنها براي انجام واكنش نا 50شده (

   ارائه گرديده است. 33نانومتر در جدول  290و  260در دو طول موج 
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  به روش اسپكترو فتو متري DNAنمودار بررسي كميت  - 44تصوير 

 
تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي و نسبت آن در دو ي هانمونهدر  DNAغلظت و مقادير كمي - - 33جدول 

  نانومتر 280و  260طول موج 

Sample ng/ul 260/280 غلظت Sample ng/ul 260/280 غلظت Sample ng/ul 260/280 غلظت 

1 311.39 1.820 41 239.65 1.983 81 898.58 1.879 

2 286.07 1.890 42 297.59 1.986 82 478.66 1.878 

3 305.82 1.950 43 492.82 1.989 83 1066.88 1.877 

4 412.32 1.810 44 506.64 1.992 84 625.29 1.876 

5 1201.14 1.875 45 520.46 1.995 85 289.02 1.875 

6 288.76 1.878 46 534.28 1.998 86 439.09 1.874 

7 526.72 1.881 47 548.11 2.001 87 155.37 1.873 

8 269.03 1.884 48 561.93 2.004 88 964.47 1.972 

9 1190.92 1.887 49 575.75 2.007 89 459.07 1.871 

10 336.6 1.890 50 589.57 2.010 90 1307.44 1.871 

11 429.44 1.893 51 431.39 1.881 91 239.65 1.970 

12 382.58 1.896 52 286.07 1.933 92 397.59 1.869 

13 1097.82 1.899 53 305.82 1.921 93 492.82 1.868 

14 254.47 1.902 54 412.32 1.882 94 506.64 1.867 

15 818.11 1.905 55 1201.14 1.902 95 520.46 1.866 

16 950.84 1.908 56 288.76 1.901 96 534.28 1.865 

17 950.26 1.911 57 526.72 1.900 97 548.11 1.864 

18 256.72 1.914 58 269.03 1.899 98 561.93 1.863 

19 917.11 1.917 59 1190.92 1.898 99 575.75 1.962 

20 1869.49 1.920 60 336.6 1.898 100 589.57 1.862 

21 1722.51 1.923 61 229.44 1.897 

22 584.95 1.926 62 382.58 1.896 
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23 427.27 1.929 63 1097.82 1.895 

24 1249.94 1.932 64 254.47 1.894 

25 895.46 1.935 65 818.11 1.893 

26 803.35 1.938 66 950.84 1.892 

27 835.21 1.941 67 950.26 1.891 

28 1150.52 1.944 68 156.72 1.890 

29 483.95 1.947 69 917.11 1.889 

30 407.93 1.950 70 1869.49 1.889 

31 898.58 1.953 71 1722.51 1.888 

32 178.66 1.956 72 584.95 1.887 

33 1066.88 1.959 73 427.27 1.886 

34 625.29 1.962 74 1249.94 1.985 

35 289.02 1.965 75 895.46 1.884 

36 539.09 1.968 76 803.35 1.883 

37 455.37 1.971 77 835.21 1.982 

38 964.47 1.974 78 1150.52 1.881 

39 559.07 1.977 79 383.95 1.880 

40 1307.44 1.980 80 407.93 1.880 

  
  و الكتروفورز محصولات آن  PCRازنتايج حاصل  -6-4

 53عدد از آغازگرها توليدالگوي باند داشتند و  48پرايمر مورد استفاده  101نتايج اين تحقيق مشخص كرد از 
دالگوي با استفاده از پرايمرهاي بدون تولي PCRعدد از آنها هيچ گونه الگوي باندي توليد نكردند. در آزمايشهاي 

درجه سانتيگراد تكرار گرديد ولي نتايج تغيير   35و  33و  31) يعنيAnnealingباند در سه دماي متفاوت اتصال (
 48نكرد و در هيچ كدام از شرايط دمايي مورد آزمايش، عمل اتصال پرايمرها و توليد باند انجام نشد. از 

يكسان و هم شكل (مونومورف) در دو گونه تاس  آغازگر باندهاي 39داشتند  PCRآغازگري كه توليد محصول 
ماهي ايراني و تاس ماهي روسي توليد نمودند كه در ادامه به بررسي و توضيح تعدادي از اين آغازگرها پرداخته 

 (Loci)آغازگر داراي باندهاي متمايز بين دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي و جايگاه  9خواهد شد. 
كه در  PCRنتايج قبلي تكرار نشد و محصول  PCRكردند ولي با تكرار آزمايش و انجام واكنش متفاوت توليد 

  ).34آزمايش نخست توليد گرديده بود بدست نيامد (جدول 
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و توالي پرايمرهايي  C+Gپرايمر مورد استفاده، تعداد دفعات تكرار، درصد  101با استفاده از  PCRنتايج  - 34جدول 

  مشخص شده است. –يد نمودند با علامت + و فاقد محصول با علامت تول PCRكه محصول 

تعداد دفعات 
 تكرار پرايمر 

نتايج تكثير 
  پرايمر 

C+G(%) (5 - ’3’)رديف نامگذاري پرايمر توالي پرايمر  

- +  60% 5’-AGC CGA AAG G-3’ 1  1 

10 + 80% 5’-CCC GGG TAC C-3’ 2 2 

- - 60% 5’-CGC GCG ATA T-3’ 3 3 

- - 50% 5’-TCG ATC GAT C-3’ 4 4 

3 + 60% 5’-AAA GGG TCC C-3’ 5 5 

- - 40% 5’-TTT AAA GGC C-3’ 6 6 

- + 50% 5’-CCA AGC TAC T-3’ 7 7 

- + 50% 5’-CTG ACT GCT A-3’ 8 8 

- - 40% 5’-CGT TGC TTA A-3’ 9 9 

5 + 60% 5’-AGG TCA GGT C-3’ 10 10 

- + 60% 5’-CGA CTC GAT C-3’ 11 11 

- + 30% 5’-CAA AGT TTC A-3’ 12 12 

- + 40% 5’-CTT TCA TCT C-3’ 13 13 

- + 60% 5’-TGC AAC GTG G-3’ 14 14 

- - 60% 5’-GCC TTA AGG C-3’ 15 15 

- - 60% 5’-AGA GAG CAG C-3’ 16 16 

- - 100% 5’-CGC GCG CGC G-3’ 17 17 

- + 60% 5’-CGA AGC AGC T-3’ 18 18 

- + 50% 5’-GGC TGA AGA A-3’ 19 19 

- - 60% 5’-ACC TGA ACG G-3’ 20 20 

- - 20% 5’-ACT AAG TTT T-3’ 21 21 

- - 50% 5’-GTA CGC ATG T-3’ 22 22 

- - 40% 5’-ATT CCG GAA T-3’ 23 23 

- - 60% 5’-CTA GGT CGG A-3’ 24 24 

- - 70% 5’-GCC CCT ATG C-3’ 25 25 

- + 50% 5’-AAC TGG ACT G-3’ 26 26 

15 + 60% 5’-CAA TGC CGG A-3’ 27 27 

- + 60% 5’-CTC TGG AGA C-3’ 28 28 
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- + 60% 5’-GGG ATA TCG G-3’ 29 29 

3 + 60% 5’-GGA GTA CTG G-3’ 30 30 

- - 70% 5’-TGC GGC TGA G-3’ 31 31 

- - 60% 5’-TTA TGC CCG C-3’ 32 32 

- + 60% 5’-ACC TGA ACG G-3’ 33 33 

- - 60% 5’-TCT GGT GAG G-3’ 34 34 

- + 60% 5’-ACC TGA ACG G-3’ 35 35 

- - 60% 5’-GGT CTA CAC C-3’ 36 36 

- + 60% 5’-TTA TGG CCC C-3’ 37 37 

- - 60% 5’-TGC GGC TGA G-3’ 38 38 

- - 60% 5’-ACG CAC AAC C-3’ 39 39 

- - 40% 5’-GTC TAT GTC T-3’ 40 40 

- - 50% 5’-TAG GCA GGT T-3’ 41 41 

- - 60% 5’-ACG ACA CGA C-3’ 42 42 

- - 50% 5’-GGT CAA TCG A-3’ 44 43 

- - 60% 5’-ACG ACC GAC A-3’ 45 44 

- - 40% 5’-ATG AAC CAT G-3’ 46 45 

- - 70% 5’-GAG GGG GAC T-3’ 48 46 

- - 50% 5’-TAC CAT TCG G-3’ 49 47 

- - 50% 5’-ATG TGT ACC C-3’ 50 48 

- + 50% 5’-TGG TGA AGC T-3’ 52 49 

- - 50% 5’-GTA CCT ACC T-3’ 55 50 

- - 70% 5’-CAT CCC CCT G-3’ B-03 51 

2 + 70% 5’-TGC TCT GCC C-3’ B-06 52 

- + 70% 5’-GGT GAC GCA G-3’ B-07 53 

- - 60% 5’-GTG ATC GCA G-3’ A-10 54 

- + 70% 5’-GGA AGT CGC C-3’ H-04 55 

4 + 70% 5’-AGT CGT CCC C-3’ H-05 56 

- - 60% 5’-CTG CAT CGT G-3’ H-07 57 

- + 70% 5’-CCC AAG GTC C-3’ E-01 58 

- + 60% 5’-AGA TGC AGC C-3’ E-07 59 

- - 60% 5’-GAA CCC AAC C-3’ D-02 60 
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- - 70% 5’-GTC GCC GTC A-3’ D-03 61 

- + 70% 5’-TTG GCA CGG G-3’ D-07 62 

- - 70% 5’-GGG GGA TGA G-3’ M-03 63 

- - 60% 5’-GTC CAC TGT G-3’ M-11 64 

- + 70% 5’-GGG ACG TTG G-3’ M-12 65 

- + 60% 5’-CTC ACG TTG G-3’ N-01 66 

2 + 60% 5’-ACA ACT GGG G-3’ N-10 67 

6 + 60% 5’-CAT TGG GGA G-3’ N-17 68 

- + 60% 5’-GTC CGT ACT G-3’ N-19 69 

- + 60% 5’-AGC GAG CAA G-3’ K-07 70 

- + 60% 5’-GAA ACG GGT G-3’ KEYVAN-30 71 

- + 60% 5’-GTG ATC GCA G-3’ KEYVAN-31 72 

- + 70% 5’-TCC GCT CTG G-3’ KEYVAN-33 73 

- - 70% 5’-CCC GAT TCG G-3’ KEYVAN-36 74 

- - 60% 5’-CTG ACG TCA C-3’ KEYVAN-37 75 

- - 60% 5’-CTC TCC GCC A-3’ KEYVAN-38 76 

- - 70% 5’-GTC ACC AGC C-3’ KEYVAN-39 77 

- + 70% 5’-CGC GCG ATA C-3’ CINAGEN-1 78 

- + 50% 5’-CTG ACT GCT A-3 ’ CINAGEN-2 79 

- + 60% 5’-AGG TCA GGT C-3’ CINAGEN-3 80 

- + 60% 5’-CGA CTC GAT C-3’ CINAGEN-4 81 

- - 30% 5’-CAA AGT TTC A-3’ CINAGEN-5 82 

- - 40% 5’-GTT TCA TCT C-3’ CINAGEN-6 83 

- - 60% 5’-GCC TTA AGG C-3’ CINAGEN-7 84 

- + 60% 5’-AGA GAG CAG C-3’ CINAGEN-8 85 

- + 60% 5’-GGA GTA CTG G-3’ CINAGEN-9 86 

- + 60% 5’-TTA TGC CCG C-3’ CINAGEN-10 87 

- - 50% 5’-TGG TGA AGC T-3’ CINAGEN-11 88 

- + 100% 5’-GCC CGC CCG G-3’ CINAGEN-12 89 

- - 54% 5’-GGA GTA CTG GA-3’ 11bp-7 90 

- + 54% 5’-GGA GTA CTG GT-3’ 11bp-8 91 

- + 63% 5’-GGA GTA CTG GC-3’ 11bp-9 92 
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- + 63% 5’-GGA GTA CTG GG-3’ 11bp-10 93 

- - 54% 5’-AGC CGA AAG GA-3’ 11bp-12 94 

- - 54% 5’-AGC CGA AAG GT-3’ 11bp-13 95 

- - 63% 5’-AGC CGA AAG GC-3’ 11bp-14 96 

- - 63% 5’-AGC CGA AAG GG-3’ 11bp-15 97 

- - 54% 5’-GCC TTA AGG CA-3’ 11bp-17 98 

- - 54% 5’-GCC TTA AGG CT-3’ 11bp-18 99 

- - 63% 5’-GCC TTA AGG CC-3’ 11bp-19 100 

- - 63% 5’-GCC TTA AGG CG-3’ 11bp-20 101 

 
درجه  40الي  30استفاده گرديد كه دماي اتصال آنها  PCRدماي متفاوت براي انجام  10در اين تحقيق از    

درجه سانتيگراد بود  31ر دماي د PCRسانتيگراد بود.   نتايج حاصله نشان داد كه بيشترين تكثير و توليد محصول 
مد نظر قرارگرفت. نمونه اي از ژل پلي اكريل آميد از  PCRدر برنامه واكنش (Anneling) و به عنوان دماي اتصا ل

  ارائه گرديده است. 45درجه سانتيگراد در تصوير  40الي  30در دماي  PCRمحصول 

 
دامنه  10% و رنگ آميزي با نيترات نقره در 6آميد  پس از الكترو فورز ژل پلي اكريل PCRمحصول  - 45تصوير

  .درجه سانتيگراد . هريك از ستونها يك درجه بالاتر را نشان مي دهد 40الي  30حرارتي متفاوت بين 
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تكثير  DNAآغازگر هيچ گونه الگوي باند  53آغازگر مورد استفاده  101نتايج اين تحقيق مشخص كرد كه از 
درجه سانتيگراد انجام   35و  Annealing (33دماي اتصال متفاوت ( 2آغازگر در  53مجددا نكردند. براي اطمينان 

  ).35در مورد آغازگرهاي مذكور انجام نشد (جدول  DNAشد ولي هيچ گونه تكثير الگوي باند 
 

ول پرايمرمورد استفاده كه هيچگونه محص 53و توالي  PCR،تعداد دفعات تكرار آزمايش  C+Gدرصد  - 35جدول 

PCR توليد نكرد  

تعداد دفعات 
 تكرار پرايمر 

C+G(%) (5 - ’3’)رديف نامگذاري پرايمر توالي پرايمر  

3 60% 5’-CGC GCG ATA T-3’ 3 3 
3 50% 5’-TCG ATC GAT C-3’ 4 4 
3 40% 5’-TTT AAA GGC C-3’ 6 6 
3 40% 5’-CGT TGC TTA A-3’ 9 9 
3 60% 5’-GCC TTA AGG C-3’ 15 15 
3 60% 5’-AGA GAG CAG C-3’ 16 16 
3 100% 5’-CGC GCG CGC G-3’ 17 17 
3 60% 5’-ACC TGA ACG G-3’ 20 20 
3 20% 5’-ACT AAG TTT T-3’ 21 21 
3 50% 5’-GTA CGC ATG T-3’ 22 22 
3 40% 5’-ATT CCG GAA T-3’ 23 23 
3 60% 5’-CTA GGT CGG A-3’ 24 24 
3 70% 5’-GCC CCT ATG C-3’ 25 25 
3 70% 5’-TGC GGC TGA G-3’ 31 31 
3 60% 5’-TTA TGC CCG C-3’ 32 32 
3 60% 5’-TCT GGT GAG G-3’ 34 34 
3 60% 5’-GGT CTA CAC C-3’ 36 36 
3 60% 5’-TGC GGC TGA G-3’ 38 38 
3 60% 5’-ACG CAC AAC C-3’ 39 39 
3 40% 5’-GTC TAT GTC T-3’ 40 40 
3 50% 5’-TAG GCA GGT T-3’ 41 41 
3 60% 5’-ACG ACA CGA C-3’ 42 42 
3 50% 5’-GGT CAA TCG A-3’ 44 43 
3 60% 5’-ACG ACC GAC A-3’ 45 44 
3 40% 5’-ATG AAC CAT G-3’ 46 45 
3 70% 5’-GAG GGG GAC T-3’ 48 46 
3 50% 5’-TAC CAT TCG G-3’ 49 47 
3 50% 5’-ATG TGT ACC C-3’ 50 48 
3 50% 5’-GTA CCT ACC T-3’ 55 50 
3 70% 5’-CAT CCC CCT G-3’ B-03 51 
3 60% 5’-GTG ATC GCA G-3’ A-10 54 
3 60% 5’-CTG CAT CGT G-3’ H-07 57 
3  60% 5’-GAA CCC AAC C-3’ D-02 60 
3 70% 5’-GTC GCC GTC A-3’ D-03 61 
3 70% 5’-GGG GGA TGA G-3’ M-03 63 
3 60% 5’-GTC CAC TGT G-3’ M-11 64 
3 70% 5’-CCC GAT TCG G-3’ KEYVAN-36 74 
3 60% 5’-CTG ACG TCA C-3’ KEYVAN-37 75 
3 60% 5’-CTC TCC GCC A-3’ KEYVAN-38 76 
3 70% 5’-GTC ACC AGC C-3’ KEYVAN-39 77 
3 30% 5’-CAA AGT TTC A-3’ CINAGEN-5 82 
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3 40% 5’-GTT TCA TCT C-3’ CINAGEN-6 83 
3 60% 5’-GCC TTA AGG C-3’ CINAGEN-7 84 
3 50% 5’-TGG TGA AGC T-3’ CINAGEN-11 88 
3 54% 5’-GGA GTA CTG GA-3’ 11bp-7 90 
3 54% 5’-AGC CGA AAG GA-3’ 11bp-12 94 

3 54% 5’-AGC CGA AAG GT-3’ 11bp-13 95 

3 63% 5’-AGC CGA AAG GC-3’ 11bp-14 96 

3 63% 5’-AGC CGA AAG GG-3’ 11bp-15 97 

3 54% 5’-GCC TTA AGG CA-3’ 11bp-17 98 

3 54% 5’-GCC TTA AGG CT-3’ 11bp-18 99 

3 63% 5’-GCC TTA AGG CC-3’ 11bp-19 100 

3 63% 5’-GCC TTA AGG CG-3’ 11bp-20 101 

 
 الگوي باند  نشان داد كه هيچ گونه  4و3با استفاده از پرايمرهاي شماره  PCRنتايج حاصل از واكنش       

DNA پرايمر ديگر هيچگونه الگوي باند  51تكثير و مشاهده نشد. علاوه بر پرايمرهاي فوق درDNA  ،تكثير نشدند
   مي باشد. DNAپرايمر بدون الگوي توليد باند  53نمونه اي از اين  4-3كه تصوير شماره 

 

 
  نمونه كنترل منفي.  NC.4و3از پرايمرهاي تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفادهPCR محصول- 46تصوير

  جفت باز). 80ماركر ملكولي( Mنمونه تاس ماهي روسي.G1-G5 نمونه تاس ماهي ايراني وستونهاي P1-P5 ستونهاي 
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هستند. با توجه به اينكه از هر گونه  PCRآغازگر، داراي الگوي توليد و تكثير محصول  39نتايج نشان داد كه  
گونه  2نمونه از هر  5نمونه استفاده گرديد باندهاي كاملا مشابهي در  5و تاس ماهي روسي تاس ماهي ايراني 

نمونه از يك گونه توليد و تكثير شده باشد و به عنوان  5توليد و تكثير گرديدند، و هيچ گونه باندي كه فقط در 
). نتايج كنترل 36د (جدول تمايز بين دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي محسوب شود رويت نگردي

  آغازگر بود. 39هم هيچگونه باندي توليد نكرد كه بيانگر عدم وجود آلودگي در تمام  NC )  (منفي
 

 

 پرايمرمورد استفاده ونتايج تكثير و تعداد دفعات تكرار هر پرايمر رپيد 39توالي  - 36جدول 

 

نتايج تكثير 
  پرايمر 

C+G(%) (5- ’3’)رديف ري پرايمرنامگذا توالي پرايمر  

+  60% 5’-AGC CGA AAG G-3’ 1  1 

+ 50% 5’-CCA AGC TAC T-3’ 7 7 

+ 50% 5’-CTG ACT GCT A-3’ 8 8 

+ 60% 5’-CGA CTC GAT C-3’ 11 11 

+ 30% 5’-CAA AGT TTC A-3’ 12 12 

+ 40% 5’-CTT TCA TCT C-3’ 13 13 

+ 60% 5’-TGC AAC GTG G-3’ 14 14 

+ 60% 5’-CGA AGC AGC T-3’ 18 18 

+ 50% 5’-GGC TGA AGA A-3’ 19 19 

+ 50% 5’-AAC TGG ACT G-3’ 26 26 

+  60% 5’-CTC TGG AGA C-3’ 28 28 

+ 60% 5’-GGG ATA TCG G-3’ 29 29 

+ 60% 5’-ACC TGA ACG G-3’ 33 33 

+ 60% 5’-ACC TGA ACG G-3’ 35 35 

+ 60% 5’-TTA TGG CCC C-3’ 37 37 

+ 50% 5’-TGG TGA AGC T-3’ 52 49 

+ 70% 5’-GGT GAC GCA G-3’ B-07 53 

+ 70% 5’-GGA AGT CGC C-3’ H-04 55 

+ 70% 5’-CCC AAG GTC C-3’ E-01 58 

+ 60% 5’-AGA TGC AGC C-3’ E-07 59 

+ 70% 5’-TTG GCA CGG G-3’ D-07 62 

+ 70% 5’-GGG ACG TTG G-3’ M-12 65 
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+ 60% 5’-CTC ACG TTG G-3’ N-01 66 

+ 60% 5’-GTC CGT ACT G-3’ N-19 69 

+ 60% 5’-AGC GAG CAA G-3’ K-07 70 

+ 60% 5’-GAA ACG GGT G-3’ KEYVAN-30 71 

+ 60% 5’-GTG ATC GCA G-3’ KEYVAN-31 72 

+ 70% 5’-TCC GCT CTG G-3’ KEYVAN-33 73 

+ 70% 5’-CGC GCG ATA C-3’ CINAGEN-1 78 

+ 50% 5’-CTG ACT GCT A-3 ’ CINAGEN-2 79 

+ 60% 5’-AGG TCA GGT C-3’ CINAGEN-3 80 

+ 60% 5’-CGA CTC GAT C-3’ CINAGEN-4 81 

+ 60% 5’-AGA GAG CAG C-3’ CINAGEN-8 85 

+ 60% 5’-GGA GTA CTG G-3’ CINAGEN-9 86 

+ 60% 5’-TTA TGC CCG C-3’ CINAGEN-10 87 

+ 100% 5’-GCC CGC CCG G-3’ CINAGEN-12 89 

+ 54% 5’-GGA GTA CTG GT-3’ 11bp-8 91 

+ 63% 5’-GGA GTA CTG GC-3’ 11bp-9 92 

+  63% 5’-GGA GTA CTG GG-3’ 11bp-10 93 

 
در هر دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي تكثير شد  DNAنشان دادند كه باند  K-07و  H-05 پرايمرهاي

تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي مشاهده  DNAتمايز در الگوي باندي  ولي هيچ تفاوتي به عنوان
جفت باز مشاهده شد و همچنين با توجه به ماركر ملكولي  200نشد.كوچكترين اندازه باند توليدي در محدوده 

جفت باز توليد  1000جفت باز مي باشد باندهاي بيش از  1000شاخص بكار رفته كه بزرگترين شاخص آن 
  .  )46آغازگر قابل شمارش نبودند (تصوير شماره 2د كه در اين گردي




	� ��ا� .../   �	
� � ��١٤٣ر�� ا���ن ا����د� از ��ر
 

    
  .K-07 و  H-05 تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمرهاي PCRمحصول  - 46تصوير

 Mنمونه تاس ماهي روسي.G1-G5 نمونه تاس ماهي ايراني وستونهاي P1-P5 ستونهاي 

  ونه كنترل منفي.نم NC جفت باز). 80ماركر ملكولي ( 

  
در هر دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي توليد و   DNAنشان دادند كه باند  E-01و  E-07 پرايمرهاي

به طور مشخص مي باشد و   جفت باز 1000باند توليد نمود كه بيش از  4تعداد  E-01تكثير دارند، آغازگر 
كوچكترين باند توليد شده در هر  E-07از است و در آغازگر جفت ب 350كوچكترين باند توليد شده در هر گونه 

جفت باز مشاهده شد و نيز هيچ تفاوتي به عنوان تمايز در  180دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي 
  ).  47تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي مشاهده نشد (تصوير شماره  DNAالگوي باندي 
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  E-01 .و  E-07 ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمرهاي تاس PCR محصول - 47تصوير 

 Mنمونه تاس ماهي روسي.G1-G5  ستونهاي نمونه تاس ماهي ايراني وP1-P5 ستونهاي 

  نمونه كنترل منفي. NC جفت باز) . 80ماركر ملكولي( 

  
تاس ماهي روسي تكثير نمود و نيز در هر دو گونه تاس ماهي ايراني و   DNAنشان داد كه باند  M11پرايمر 

جفت باز به عنوان كوچكترين باند توليد  400باند نمود كه اندازه آنها  17آغازگر ذكر شده توليد  PCRمحصول 
 DNAجفت باز شمارش گرديد و هيچ تفاوتي به عنوان تمايز در الگوي باندي 1000باند بيش از  7شده وتعداد 

  ).  48سي مشاهده نشد(تصوير شماره تاس ماهي ايراني و تاس ماهي رو
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  .M11 تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر PCR محصول- 48تصوير

  نمونه تاس ماهي روسي G1-G5 ستونهاي  نمونه تاس ماهي ايراني وP1-P5 ستونهاي 

.M)جفت باز). 80ماركر ملكولي NC .نمونه كنترل منفي  

 
در هر دو گونه تاس ماهي DNA شماره نشان دادكه باند 24با استفاده از پرايمر PCRاكنش نتيجه حاصله از و     

باند به طور واضح نمود و  18اين آغازگر توليد  PCRايراني و تاس ماهي روسي توليد نمود و محصول 
تاس  DNAندي جفت باز بود و هيچ تفاوتي به عنوان تمايز در الگوي با 280كوچكترين باند توليد وتكثير شده 

  .)49ماهي ايراني و تاس ماهي روسي مشاهده نشد(تصوير شماره 
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  .24 تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر PCR محصول - 49تصوير 

 M نمونه تاس ماهي روسي.G1-G5 نمونه تاس ماهي ايراني وستونهاي P1-P5 ستونهاي 

  كنترل منفي. نمونه NC جفت باز). 80ماركر ملكولي(

  
  

در هر دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي توليد نمود و   DNA نشان داد كه باند 40پرايمر شماره 
جفت باز و با توجه به ماركر ملكولي شاخص بكار رفته  400تكثير شده ، كوچكترين باند تكثيري  PCR محصول

جفت باز شمارش گرديد. (تصوير  1000باند بيش از  8جفت باز مي باشد تعداد  1000كه بزرگترين شاخص آن 
  ).  50شماره 
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  .40 تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر PCR محصول   - 50تصوير 

 نمونه تاس ماهي روسي.G1-G5 نمونه تاس ماهي ايراني وستونهايP1-P5 ستونهاي 

  M)جفت باز). 80ماركر ملكولي NC  منفي.نمونه كنترل  

 

  
بر روي رشته  5-3آغازگر جدول  9آغازگر مورد استفاده نشان داد كه  PCR ،101نتايج بدست آمده از محصول 

DNA  نمونه هاي تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي پهلوگيري دارد و داراي الگوي توليد و تكثير محصول
PCR  نمونه از يك  5گرديد بدين صورت كه در هستند و همچنين در اين آغازگرها باند هاي متمايز مشاهده

 9نمونه گونه ديگر وجود نداشت. اين باندهاي متمايز در اين  5گونه ، باندي توليد گرديد كه در هيچ يك از 
آغازگر محدوده هاي باندي متفاوتي در هر آغازگر توليد نمودند كه در ادامه با توجه به تصوير هريك از 

ائه خواهد شد. همچنين نتايج تكرار اين آغازگرها كه هر يك از آنها به دفعات آغازگرها، توضيحات بيشتر ار
در مورد آنها صورت پذيرفت در هيچكدام از آغازگرهاي مذكور نتايج اوليه تكرار  PCRمتفاوت، واكنش 

  ).37نگرديد (جدول 
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  ك از پرايمرهاپرايمرمورد استفاده، نتايج تكثير و تعداد دفعات تكرار هر ي 9توالي  - 37جدول 

تعداد دفعات 
 تكرار پرايمر

نتايج تكثير 
  پرايمر

C+G(%) (5- ’3’)رديف نامگذاري پرايمر توالي پرايمر  

10 + 80% 5’-CCC GGG TAC C-3’ 2 2 

3 + 60% 5’-AAA GGG TCC C-3’ 5 5 

5 + 60% 5’-AGG TCA GGT C-3’ 10 10 

15 + 60% 5’-CAA TGC CGG A-3’ 27 27 

3 + 60% 5’-GGA GTA CTG G-3’ 30 30 

2 + 70% 5’-TGC TCT GCC C-3’ B-06 52 

4 + 70% 5’-AGT CGT CCC C-3’ H-05 56 

2 + 60% 5’-ACA ACT GGG G-3’ N-10 67 

6 + 60% 5’-CAT TGG GGA G-3’ N-17 68 

 

ه تاس ماهي ايراني و تاس در هر دو گون DNAنشان داد كه باند  30با استفاده از آغازگر شماره  PCRنتيجه محصول    
توليدي در تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي از يكديگر متمايزند  DNAماهي روسي توليد و همچنين الگوي باندي 

براي اطمينان بيشتر و همچنين جداسازي  30جفت باز بدست آمد. (در آغازگر شماره  290و اندازه آن در محدوده 
صورت گرفت و نيز درصد ژل پلي  Load , PCRسري محصول  2ل بعدي تحقيق باندهاي متمايز براي انجام مراح

مرتبه بود كه البته نتيجه مطلوب اوليه  3% استفاده شد). تعداد دفعات تكرار در اين آغازگر 8اكريل آميد به صورت 
  ).  49حاصل نگرديد (تصوير شماره 

  
نمونه كنترل  NC .30 ي با استفاده از پرايمر تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسPCR محصول    -51تصوير 

 M نمونه تاس ماهي روسي.G1-G5 نمونه تاس ماهي ايراني وستونهايP1-P5 منفي.ستونهاي 

  جفت باز). 80ماركر ملكولي(
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در هر دو گونه تاس ماهي ايراني و  DNAنشان داد كه باند  5با استفاده از آغازگر شماره  PCRنتيجه محصول 
تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي توليد شده  DNAوسي توليد مي گردد، همچنين الگوي باندي تاس ماهي ر

هيچگونه الگوي توليد باند  6جفت باز بود. در پرايمر شماره  500از يكديگر متمايز بوده و اندازه آن در محدوده 
در اين بخش  6كه آغازگر شماره در تمامي نمونه هاي دو گونه مشاهده نگرديد و لازم به توضيح است علت اين

  ).  52هر دو پرايمر در يك ژل است (تصوير شماره  PCRتوضيح داده شد به جهت قرار گرفتن محصول 
 

 
  .5و 6تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر PCR محصول  - 52تصوير 

 M تاس ماهي روسي.نمونه G1-G5 نمونه تاس ماهي ايراني وستونهاي P1-P5 ستونهاي 

  نمونه كنترل منفي. NC جفت باز). 80ماركر ملكولي(

  
در هر دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي توليد   DNAنشان دادند كه باند   B-06و  H-05 آغازگرهاي

زگر تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي باند متمايز در اين دو آغا DNAشده است وهمچنين در الگوي باندي 
جفت باز و باند متمايز تكثير شده در  170در محدوده  H-05مشاهده شد. باند متمايز مشاهده شده براي آغازگر 

براي   H-05جفت باز رويت گرديد. براي اطمينان كار مجددا آغازگر  260در محدوده باندي  B-06آغازگر 
،  B-06جه اوليه حاصل نشد و همچنين آغازگر انجام شد تا نتيجه اوليه اثبات گردد ولي نتي PCRمرتبه واكنش 4

  ).53در مورد اين اغازگر انجام شد و نتيجه ابتدايي بدست نيامد (تصوير شماره  PCRمرتبه ديگر واكنش  2نيز 
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  .B-06و  H-05 تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر PCRمحصول - 53تصوير

 M نمونه تاس ماهي روسي.G1-G5 ايراني وستونهاي  نمونه تاس ماهيP1-P5 ستونهاي 

  نمونه كنترل منفي. NC جفت باز). 80ماركر ملكولي(
 

در هر دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس  DNAبدين صورت بود كه باند  27نتيجه بدست آمده از آغازگر شماره 
روسي باند متمايز از يكديگر بودند. تاس ماهي ايراني و تاس ماهي  DNAماهي روسي تكثير شده و الگوي باندي 

، انجام گرديد كه PCRبار ديگر واكنش  15جفت باز بود و براي اطمينان  500اندازه باند متمايز در محدوده 
نمود ولي الگوي باند توليدي در   DNAتوليد الگوي باند 19پرايمر شماره  نتيجه بسيار مطلوب اوليه بدست نيامد .

  ).54تمايز نبودند (تصوير شماره دو گونه مورد بررسي م
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  .27و  19تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمرهاي PCRمحصول - 54تصوير

 Mنمونه تاس ماهي روسي. G1-G5نمونه تاس ماهي ايراني وستونهايP1-P5ستونهاي 

  نمونه كنترل منفي. NC جفت باز). 80ماركر ملكولي(

 
در هر دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس  DNAبدين صورت است كه باند   2زگر شماره نتيجه بدست آمده از آغا

تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي باند متمايز  DNAماهي روسي تكثير گرديد وهمچنين در الگوي باندي 
جام شد و مرتبه ان 10جفت باز است و همچنين تعداد دفعات تكرار اين آغازگر  500مشاهده شد كه در محدوده 

كه توليد باند نمود ولي باند متمايز مشاهده  1نتايج حاكي از عدم تكرار نتيجه اوليه بودند . و نيز پرايمرشماره 
  ).55نگرديد (تصوير شماره 
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  .2 و  1تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر PCRمحصول    - 55تصوير

 M نمونه تاس ماهي روسي.G1-G5 ستونهاي  اني ونمونه تاس ماهي ايرP1-P5 ستونهاي 

  نمونه كنترل منفي. NC جفت باز). 80ماركر ملكولي( 
 

 

در هر دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي توليد  DNAنشان دادند كه باند   N17و  N-10 آغازگرهاي
محدوده به ترتيت  3در  N-10غازگر بود، بدين صورت كه در آ شد كه الگوي باند در دو گونه فوق باند متمايز

با استفاده از  PCRمرتبه ديگر واكنش  2جفت باز بدست آمد. براي اطمينان   450و  330،  250در محدوده هاي 
جفت باز  280باند متمايز در محدوده  N-17آغازگر فوق تكرار شد ولي نتيجه اوليه صورت نپذيرفت. در آغازگر 

بار صورت پذيرفت و نتيجه  6،  (PCR)ن پرايمر براي انجام واكنش زنجيره پليمراز مشاهده شد و دفعات تكرار اي
  )56اوليه حاصل نگرديد. (تصوير شماره 
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  .N-17و  N-10تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمرهاي PCRمحصول - 56تصوير

 Mس ماهي روسي.تا مونهن G1-G5نمونه تاس ماهي ايراني وستونهاي P1-P5ستونهاي

  نمونه كنترل منفي. NC جفت باز). 80ماركر ملكولي(

 
  برش باند هاي متمايز(چند شكلي)   

را در يك  N-17محدوده باندي و آغاز گر  2در N-10باندهاي متمايز برش داده شده با استفاده از آغاز گرهاي 
رايط كاملا استريل جدا سازي گرديد ارائه شده است، كه با نهايت دقت و در ش 57محدوده باندي در تصوير 

كه باندهاي متمايز در آنها بدست آمده را قبل از جداسازي در تصوير  N-17و  N-10(تصوير ابتدايي آغازگرهاي
آمده است). لازم به ذكر است كه از تمام آغازگرهايي كه ايجاد باند متمايز(چند شكلي) بين دو گونه  56شماره 

اهي روسي نموده بودند اقدام به جدا سازي باند هاي مربوطه شد كه توضيحات و تاس ماهي ايراني و تاس م
 تصوير اين دو آغازگر به عنوان نمونه ذكر گرديد.

 



١٥٤  ������� / $#ارش ! ��� ��ح �

 

 

پس از برش باند هاي متمايز (چند شكلي) N-17 وN-10 توليد شده با استفاده از آغازگرهاي  PCRمحصول  - 57تصوير

 آميزي شده با روش نيترات نقره.% و رنگ 6از روي ژل پلي اكريل آميد 

 
 هاي برش يافتهتكثير نوار 

ژل برش داده شد كه جهت رعايت اختصار نتايج يكي از آنها ارائه مي شود.  9در اين تحقيق باندهاي متعددي از 
پس از جداسازي باند هاي متمايز بين دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي ، با استفاده از آغازگر 

- ها باعث آلودگي يا تكثير ساير نوارسازي نواراقدام به تكثير مجدد گرديد. عدم دقت در مرحله جدا 27اره شم

محصول، بر روي ژل آگارز  DNAشود. پس از تكثير سازي ميهاي مجاور و كاهش عملكرد در مرحله همسانه
توليد شده اندازه  PCRگرفتند. محصول  درصد براي تائيد اندازه نوار و عدم وجود هاله مورد بازبيني قرار 5/1

) كه مربوط به باند تمايز بين دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي 58را داشت (تصوير   500bpهاي در محدوده
 بود.   27جداسازي شده از ژل پلي اكريل آميد با استفاده از آغازگر شماره   500bpروسي در محدوده 
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 %5/1شده پس از تكثير مجدد نوارهاي برش داده شده بر روي ژل اگارز  توليد PCRمحصول - 58تصوير

 

 (Cloning) سازيهمسانه

تمايز دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس  DNAكه در اين بررسي باند  خارجي  DNAپس از انتقال صحيح قطعه 
مورد نظر   DNAگر قطعه به صورت حلقوي درآيد. ا  PTZ 57 Rماهي روسي بود، سبب مي شود كه ناقل يا وكتور

به طور صحيح وارد ناقل نشود ژن كشنده فعال شده و سبب از بين رفتن باكتري مي شود. وجود كلوني هاي 
مورد نظر به درون ناقل است   DNAتاييد كننده انتقال صحيح قطعه    LBسفيد رنگ بر روي محيط كشت 

تحقيق نيز نشان داد كه پس از كشت باكتري ها بروي  ). نتايج بدست آمده از همسانه سازي در اين18-3(تصوير 
هدف درون ناقل باكتري مي باشد ايجاد كلني هاي سفيد نمودند و اين نتيجه  DNAكه حاوي  LBمحيط كشت 

 ).    59انجام گرديد (تصوير GM107سويه  E.coliهدف به داخل باكتري  DNAبدست آمد كه انتقال موفق 
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 هدف در حامل پلاسميديDNA سيلين پس از ورود قطعه حاوي آمپي LBمحيط كشت رشد باكتري در - 59تصوير

PTZ57R .  

  هدف مي باشد. DNAهدف و كلني هاي آبي رنگ فاقد  DNAكلني سفيد رنگ بيانگر انتقال موفق 

 

  درجه سانتيگراد. 37در داخل انكوباتور LBكشت باكتري در محيط    - 60تصوير 

 
 




	� ��ا� .../   �	
� � ��١٥٧ر�� ا���ن ا����د� از ��ر
 

هدف همسانه سازي شده مي  DNAكلوني ها) كه به منظور تاييد اندازه و بازبيني قطعه (تكثير  PCRكلوني      
آغازگر رپيد كه ايجاد  9باشد، انجام گرديد و نتايج بيانگر آن بودند كه باندهاي با طول كاملا مشابه با باندهاي 

 باشد. مي  PCRنمونه اي از نتايج كلوني  61باند متمايز نموده بودند بدست آمد تصوير 

 

 
 محدوده باندي  2به منظور شناسايي همسانه مطلوب در  PCR% محصول كلوني 5/1الكتروفورز ژل آگارز   -  61تصوير

 500bp و2- 6(ستون هاي 27مربوط به آغازگر شماره(200bp  تكثير شده مربوط به  آغازگر H-05 ستون)1 .( 

  
اندازه باندي آنها با آغازگر مربوطه ايجاد كننده باند  PCRاستخراج پلاسميد از كلني هايي كه در مرحله كلوني 

متمايز كاملا مشابه بود صورت گرفت و نتايج آن پس از بررسي كمي و كيفي از طريق اسپكتروفتومتري و 
الكتروفورز ژل آگارز نشان دهنده صحت و تاييد مرحله استخراج پلاسميد است. به عنوان نمونه آغازگر شماره 

جفت باز براي گونه تاس ماهي روسي نمود و پس از انجام مرحله استخراج  500متمايز در محدوده ايجاد باند  2
، در  2پلاسميد نتيجه بدست آمده بيانگر آن بود كه دقيقا باندهاي متناسب با باندهاي متمايز اوليه آغازگر شماره 

رديد و نتيجه مطلوب مورد نظر در جفت باز  مي باشد مشاهده گ 500مرحله استخراج پلاسميد كه در محدوده 
آغازگر ديگر ايجاد كننده باندهاي متمايز نيز مرحله استخراج پلاسميد با  8اين مرحله از تحقيق انجام شد. براي 

  ). 62موفقيت انجام شد كه به جهت اختصار بيان نگرديد (تصوير 
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  ه.نمون 3% استخراج پلاسميد براي 5/1الكتروفورز ژل آگارز  - 62تصوير
 

  توالي يابي نمونه ها 
نمونه تاس ماهي روسي در ادامه ذكر گرديده  3نمونه از تاس ماهي ايراني و  3نتايج بدست آمده توالي يابي     

است. شايان ذكراست توالي هاي ديگري نيز از آغازگرهاي ايجاد كننده باند تمايز بدست آمد اما بدليل اينكه 
 مورد نظر در اين تحقيق را نداشتند براي اختصار توالي آنها بيان نگرديد. پرايمر طراحي شده از آنها نتيجه

 

 

p1              AACCGGGGTGA-ATGG-GTGAACACGGAGTGACTCATC-TACATTT-GAGA-GCTTCCCA  

p13             --CGGGGGGGACATGGCATAAACACGGGGTGACTCATCATACATTTTGAGA-GCTTCCCA  

g6              CGCGTGGTCGACATGTCCAGAACACGGAGTGTCTCATCAT-CATTTTGAGATGAAGCCCA  

g20             --CGGGCGTGC--TAGTCTGA-TACGGGGTGA-TGATCAT-CATTTTGAGT--GTTCCCA  

g16             ------------------------CGGGGTGTCTCATCAT-CATTTTGAGA-GAAGCCCA  

p11             ------------------------CGGGGTGTCGCATCATACATTTTGAGA-TCTGCCCA  

                                        *** ***    *** * ***** ***      **** 

 

p1              TACTTTGAGAGTTGGCTGGAGGCGCCTAGAGTGTCAACCTTTCTCAGGGTA-CCCTATTG  

p13             TGTTTTGAGAGTTGGTTGGAGGTGCCGAGTGTGTCGACCTTTCTGATGGAA-CCCTATTG  

g6              TACTTTGAGAGTTTGCTGGAAGCACCGAGAGAGTCAACGTTTCTCATGACATCCCTATTG  

g20             TATTTTGAGAGTTTGTTGGAGGCGCCGAGAGAGTCG-CGTTTCTCATGACATCCTTCTTG  

g16             -GCTCGTAGAGTTTGCTGGAAGTGCCGAGAGTGTCG-CGTT-CTCATGGTAC-CTTCTGG  

p11             TGCTCGTAGAGTTTGTTGGAGGTGCCGAGATTGTCAACGTTTCTCATGACATTCCTCAGG  

                   *   ****** * **** *  ** **   ***  * ** ** * *  *  * *   * 

 

p1              ACA--GGATCCATGTTTTTTTCTCA-CTATCCAAAATGACCTATGAGAAAATAATACCAT  

p13             CAA--TGATCCATGTTTTTTTCTCA-GTATCCAAAATGACCTATGAGAAAATAATACCAT  

g6              CAGCTTGGTT--TGTTTTTTTCTCA-GTATCCAAAATGACCTAGGAGAAAATAATACCAT  

g20             CAGCTGGGTT--TGTTTGGTGAAGAAGTATGTCAA-TGACATATGAGAGAATAATACCAT  

g16             CAGCTGGGTT--TGTTTTTTTAAGCACTGTGTCATGCTGC-TGTTTGTGCACA-CGGGTT  

p11             CAGC-GGGTT--TGTTGGTG-AAGCACTATGTCATGCTGC-TATGAGAGAACT-CGGGTT  

                      * *   ****           * *   *     * *    *   *        * 

 

p1              ATTCCTTTTTTTTTA-CACGCTTTTTTTTCTTAATCTCTACTGCACTAGCGTTGCATAAA  

p13             ATTCCTTCATTTTTAACACGCTTTTTTTTCTTAATCTCTACTGCAGTAGAGATGCGTGTA  

g6              ATTCCTTCATTTTTTGCACGCTTTTTTTTCTTAAATTCTACTGCACTAACATTGCATATA  

g20             ATTCCTTTTTTTTTG-CACGCTTTTTTTTCTTAAATTTGAGTGCACTAACGATGTGTGTA  

g16             ATTCCTCTTTTTTAA-GACGCACTTTTTTCGCAA-TTTTAGTACAGTAGCATTGCGTGTA  

p11             ATTCCTCTTTTTTTG-CACGCTTTTTTTTCGCAT-CTCTACTGCACTAGCGTTGCGTAAA  
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                ******   ****    ****  *******  *   *  * * ** **    **  *  * 

 

p1              AAAAAATTGCCAACATATGACGGAACAACCCAATAGC-TTTACCTCTGGCATTATGCTGC  

p13             TAAGTATTGGCAACATTTGAAGTAACTACCCATTAGC-TTTACCTCCGTCATGATACTGC  

g6              TTAATGTTGGCAACATTTGACGGAACTACCCGAGTGC-TCTTCCTCCGTCATGTCGCTGC  

g20             TTAAAATTGGCTACATTTGACGGGACTACCCGAGTGC-ACTTCCTCCATCATGACGCTGC  

g16             TT-GTGCGTCTTACATTTGACGTGACTACCCG--AGTGTTTTCCTCTGTCATGACACAGC  

p11             AAAGTGTTTCCTACATTTGACGGAACAACCCATTAGC-TTTTCCTCTGGCATTTTGCAGA  

                            **** *** *  ** ****    *    * ****   ***    * *  

 

p1              TGGCATAAACACGCTGGA-GCTTCCTGAGGAAGTT---GTTCTCTGTTTGCACAATCCAC  

p13             TGGCAAAAAACTGCTGGA-GCTTCCTGAGGAATACCAAGAGAAACGTTT--ACAATGTCA 

g6              CGGCAACAACCCGCTGGA-GCTTCCTGAGGAATACCAAGAGAAACTTTT--ACAATCCCA  

g20             TGAGAAAAAAACGAACCATGCTTCCTGAGGAATACCAAGAGAAACGTTT--

ACAATCTCA  

g16             TGAGAAAAAAACGAAGGATGCTGCGCGAGGAAGTTGTTAACAGACGTTT---CGATCTCA  

p11             TGGCTTCAACCCGCTGGATCCTGTGCGATGAAGTTGTTCTCTGTTTGCT---CGATCCAC  

                 *     **   *    *  **    ** ***                *   * **     

 

p1              TAATTTCCAACAAACACTACTAGCTTGAACGGATCAAAAATGCTGATTTTACCCCTGTAT  

p13             

TCATTTCCAACAAACACTACGAGCTTGAACGGATCAAAAATGCTGATCAGACCCCTGTAT  

g6              TCATTTCCAACAAACACTACGAGCTTGGACAGATCAAAAATGCTGATTTTACCCCTGTAT  

g20             

GCACTTCCGACAAACACTACTAGCATGGACAGATTAAAACTGCTGATCTTACCCCTGTAT  

g16             GCACTTCCGCCAAACACATCGAGCTTGGACAGATTCAATCTGCTGATTTTACCCTCGCTC  

p11             TCACTTCCGCCAAACACATCTAGCTTGAACGGATTCAATCTGCTTATTTTACCCTCGCTC  

                  * ****  *******  * *** ** ** ***  **  **** **   ****  *    

 

p1              TTTTC-CAAATACTGGTGTC-TGTTCCGTGCTGTCGGACTCGC-TGGTTT-CACTCCA--  

p13             TTTTCATACATACCGGGGAA-TGTTCAGTGTCGTCGGACTCGCCTGGTTTGCATTCCAA-  

g6              TTTTC-GACATACTGGTGTC-TGTTTATTGCTGTCTGTCTCGC-TGGTTC---CTTCACA  

g20             TTTTC-TACAT-CCGGTGCAATGTTTAGTGCTGTCGTAG-CGCCTGGTTTCCA-TCCAA-  

g16             TTTTA-TACCC-CCGGTGCCATGTCCTCTGCTCCC-GTCTG-C-TGGGT-----------  

p11             TTGTA-TACCC-CTGGTGTCGC-CCCCGCGTCGTC-GTCTAAC-TGGTT-----------  

                ** *   *    * ** *           *    *       * *** *            

 
نمونه تاس ماهي روسي) اقدام به  3نمونه تاس ماهي ايراني و  3قابل ذكر است كه از روي توالي هاي ذكر شده (

راني و روسي گرديد و نتيجه طراحي طراحي پرايمري شد كه منتج به تكثير باند متمايز بين دو گونه تاس ماهي اي
 اين آغازگر به اين صورت است.

  Forward: 5’- GGA  ACC  AGC  GAC  TAC  GAC  AG -3’ 
  Reverse  : 5’- GCT  TAT  GTC  AGT  TAC  GGA  G -3’ 
 

صار ذكر همچنين نتايج توالي هاي ديگر و پرايمرهاي طراحي شده از آنها كه نتيجه اي در بر نداشت براي اخت
 نگرديد.
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 تاس ماهي ايراني از تاس ماهي روسي پرايمر طراحي شده براي تفكيك   PCRنتايج حاصل از 

عدد تاس ماهي روسي با  50تاس ماهي ايراني و 50استخراج شده از  عدد  DNAنمونه هاي   PCRنتايج حاصل از
نمونه از گونه تاس ماهي  50در   500bpوده استفاده از آغازگر طراحي شده، منجر به تكثير باند متمايز در محد

نمونه  50نمونه گونه تاس ماهي ايراني مشاهده نشد(دقت شود كه در  50روسي شد كه اين باند در هيچكدام از 
كمتر باند توليد گرديده است، اما دقيقا  bp 20الي  10تاس ماهي ايراني تقريبا در همين محدوده و فقط در حدود 

نمونه تاس ماهي روسي كه به عنوان تمايز محسوب مي گردد هيچگونه باندي در  50توليدي در در راستاي باند 
باعث حذف بسياري از  PCRاين راستا در نمونه هاي ايراني تكثير نشده است). همچنين بهينه كردن شرايط 

 100. نتايج بررسي تمام باندهاي جانبي شد و باندي كه نشان دهنده تمايز بود داراي تكثير و توليد بيشتر گرديد
آنها بروي ژل پلي اكريل آميد ران گرديد  PCRنمونه دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي كه محصول 

الي  62نمونه روسي اين باند مشاهده شد و نتايج يكساني در بر داشت (تصاوير  50آورده شده است كه در تمام 
70.( 

،  PCRنمونه در هر گونه پس از انجام واكنش 50نمونه از  5حت آزمايش در براي افزايش اطمينان از درستي و ص
  ).63% را نشان داد (تصوير 6%  استفاده گرديد كه همان نتايج ژل پلي اكريل آميد 10از ژل پلي اكريل آميد 

  

 
  ي تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر طراحي شده براPCRمحصول    - 63تصوير 

  تفكيك گونه اي.

 M نمونه تاس ماهي روسي.G1-G5 ستونهاي  نمونه تاس ماهي ايراني وP1-P5 ستونهاي 

  نمونه كنترل منفي. NC جفت باز). 80ماركر ملكولي( 
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نمونه از هر گونه  50نمونه تاس ماهي روسي از مجموع  16تاس ماهي ايراني و  نمونه PCR ،16نتايج محصول     
جفت باز براي تاس ماهي روسي توليد  500نشان داد كه باند متمايز درمحدوده   PCRه كردن واكنش قبل از بهين

نمونه تاس ماهي ايراني وجود ندارد، البته تكثير باندهاي جانبي  16و تكثير شده است و اين باند در هيچكدام از 
 ). 64و 65ت (تصاوير ديگري در هر دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي قابل رويت اس

 

 

  تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر طراحي شده PCRمحصول    - 64تصوير 

   براي تفكيك گونه اي.

  ماركر ملكولي M نمونه تاس ماهي روسي.G1-G11 ستونهاي  نمونه تاس ماهي ايراني وP1-P11 ستونهاي 

  جفت باز). 80(
 

 

  اس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر طراحي شده براي تفكيك تPCRمحصول  - 65تصوير 

  نمونه تاس ماهي ايراني وP1-P5 نمونه كنترل منفي.ستونهاي  NC گونه اي.

  جفت باز). 80ماركر ملكولي( M نمونه تاس ماهي روسي.G1-G5 ستونهاي  
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نمونه تاس ماهي روسي  50باند متمايز ي است كه فقط در نشانگر توليد و تكثير الگوي  71الي تصوير  66تصوير 
جفت باز توليد شده است و البته تمامي اين تصاوير و نتايج بدست آمده بعد از بهينه كردن  500در محدوده 

منجر به كاهش باندهاي جانبي گرديد ، البته چون در  PCRاست كه با بهينه كردن شرايط واكنش  PCRشرايط 
نمونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي صورت پذيرفت  100براي اين  PCRم واكنش چند نوبت انجا

مقداري تفاوت در توليد باندهاي جانبي مشاهده شد ولي در تمام اين موارد باند ايجاد كننده تمايز  بين دو گونه 
 تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي داراي توليد و تكثير بود .

 

 

  تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر طراحي شده PCRمحصول - 66تصوير 

  براي تفكيك گونه اي.

 NC .ستونهاي  نمونه كنترل منفي P1-P5ستونهاي  نمونه تاس ماهي ايراني و G1-G5  

  جفت باز). 80ماركر ملكولي( M نمونه تاس ماهي روسي.
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  هي روسي با استفاده از پرايمر طراحي شده براي تفكيك گونه اي.تاس ماهي ايراني و تاس ماPCRمحصول - 67تصوير 

  جفت باز). 80ماركر ملكولي( M نمونه تاس ماهي روسي.G1-G5 ستونهاي  نمونه تاس ماهي ايراني وP1-P5 ستونهاي 

 
 

 

 

 
 

 

  تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر طراحي شده براي PCRمحصول  - 68تصوير 

  نمونه كنترل منفي. NC تفكيك گونه اي.

  جفت باز). 80ماركر ملكولي( M نمونه تاس ماهي روسي.G1-G8 ستونهاي  نمونه تاس ماهي ايراني وP1-P8 ستونهاي 
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  تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر طراحي شدهPCRمحصول - 69تصوير 

  ستونهاي نمونه تاس ماهي ايراني وP1-P5 ستونهاي  ل منفي.نمونه كنتر NC تفكيك گونه اي. براي 

G1-G5.نمونه تاس ماهي روسي M )جفت باز). 80ماركر ملكولي  

  
در اين تصوير به علت بزرگنمايي به جهت بهتر نشان دادن تمايز باندي حاصله ماركر ملكولي در تصوير مشاهده 

 نمي شود.

  
 

 
  ي و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر طراحي شده براي تفكيك گونه اي.تاس ماهي ايرانPCRمحصول    - 70تصوير 

  نمونه تاس ماهي روسيG1-G5 ستونهاي  نمونه تاس ماهي ايراني وP1-P5 ستونهاي 
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 30-3نمونه تاس ماهي روسي تصوير  50نمونه از  9نمونه تاس ماهي ايراني و  50نمونه از  PCR 9نتايج محصول 
نمونه تاس ماهي  9جفت باز براي  500در محدوده  DNAد نشان داد، تكثير و توليد باند متمايز مشاهده مي شو

روسي حاصل گرديده است و هيچ گونه باند مشابهي در نمونه هاي تاس ماهي ايراني توليد نگرديد و همچنين 
ر از هر گونه به اينصورت نمونه ديگ 41هيچگونه باند جانبي در نمونه هاي تاس ماهي روسي مشاهده نشد كه در 

  كاهش باند هاي جانبي مشاهده نگرديد. 
 

 
  تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي با استفاده از پرايمر طراحي شده PCRمحصول - 71تصوير 

  نمونه كنترل منفي. NC براي تفكيك گونه اي.

  جفت باز). 80ماركر ملكولي( M ي.نمونه تاس ماهي روسG1-G9 ستونهاي  نمونه تاس ماهي ايراني وP1-P9 ستونهاي 

  
  مطالعات با استفاده از هورمون رشدنتايج  -7-4

   DNAنتايج بررسي كميت و كيفيت  -1-7-4
درصد نشان داد كه باند هاي به دست آمده كاملا  1با استفاده از الكتروفورز بر روي ژل آگارز  DNAبررسي 

بود. در  DNAكه نشاندهنده انجام صحيح مراحل استخراج  و پروتئين بودند RNAواضح و فاقد هر گونه آلودگي 
اين تحقيق از نمونه هايي كه بالاترين كيفيت و كمترين آلودگي را بر روي ژل آگارز نشان دادن براي انجام 

PCR  72استفاده گرديد(تصوير.(  
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  درصد و رنگ آميزي 1پس از الكتروفورز با ژل آگارز  DNAمحصول   - 72تصوير

  مربوط 5- 8تاسماهي ايراني و ستون هاي  DNAمربوط به  1- 4يديوم برومايد، ستون هاي با ات 

  تاسماهي روسي مي باشد. DNAبه  

  
هاي استخراج شده به روش اسپكتروفوتومتري با استفاده از دستگاه نانودراپ بر اساس جذب  DNAمقادير كمي 

 8/1-2هاي استخراج شده در محدوده  DNAاد كه نانومتر نشان د 280الي  260در محدوده  DNAنوري مولكول 
برخوردار هستند لذا از نمونه هايي با  PCRنانوگرم بر ميكروليتر از كيفيت مناسبي براي  300و غلظت بالاي 

 4هاي استخراج شده از  DNAغلظت و ضريب جذب  1-3استفاده گرديد. جدول  PCRكيفيت مطلوب براي 
مربوط  DNAرا نشان مي دهد. كمترين غلظت  PCRنه تاسماهي روسي  به منظور نمو 4نمونه تاسماهي ايراني و  

در تاسماهي ايراني  4و بيشترين غلظت به دست آمده مربوط به نمونه   ng/ul 659 تاسماهي روسي با  8به نمونه 
  مي باشد. ng/ul 1023با 
  

  و روسيهاي استخراج شده در تاسماهي ايراني  DNAغلظت و ضريب جذب  - 38جدول 

ضريب جذب   ng/ulغلظت 
280/260  

  نمونه

  1 -تاسماهي ايراني 1.87  773
  2 –تاسماهي ايراني   1.92  765

  3 –تاسماهي ايراني   1.86  1023
  4 –تاسماهي ايراني   1.92  831
 1 -تاسماهي روسي   1.89  812

  2-تاسماهي روسي   1.88  923

 3 –تاسماهي روسي   1.91  893

 4 -روسي تاسماهي  1.88 659
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   PCR الكتروفورز محصول نتايج -8-4
% و رنگ آميزي با اتيديوم برومايد نشان داد كه باند هاي بدست 1بر روي ژل آگارز  PCRالكتروفورز محصول 

آمده كاملا واضح و فاقد باند غير اختصاصي و اسمير و دايمر پرايمر بود. محدوده باند به دست آمده براي ژن 
 bp 650تاسماهي ايراني و روسي با توجه به نشانگر مولكولي،  PCRمامي نمونه هاي محصول هورمون رشد در ت

  بود.
براي تمامي نمونه هاي تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي بر روي ژل آگارز داراي باند قوي بودند  PCRمحصول 

  .)73و همگي قطعات بدون اختلاف در اندازه شان در يك رديف قرار داشتند(تصوير 
  

  
  حاصل از تكثير ژن هورمون رشد در دو گونه تاسماهي  PCRمحصول   -  73تصوير

  ايراني و روسي پس از الكتروفورز ژل آگارز و رنگ آميزي با اتيديوم برومايد. 

  مربوط به تاس 5- 8مربوط به تاسماهيايراني و ستون هاي  1- 4ستون هاي 

  شد.مي با bp 100ماركر مولكولي  Mماهي روسي و ستون  

  
  براي آغاز گر هاي اينتروني و اگزوني PCRالكتروفورز محصول  -1-8-4 

درصد به دست آمده از آغازگر هاي اينتروني هيچ باندي را نشان  1بر روي ژل آگارز  PCRالكتروفورز محصول 
رار شد و الكتروفورز براي آن ها تك PCRتوليد نكردند حداقل سه بار  PCRآغازگرهايي كه هيچ محصول  .نداد

كه با آغاز گر هاي  PCR).  محصول 3-3تا از عدم اتصال آغازگر و تشكيل باند اطمينان حاصل گردد( تصوير 
اگزوني انجام شد بسته به نوع آغاز گر طول باند هاي متفاوتي را بر روي ژل آگارز نشان دادند. جفت آغاز گر 

هاي به دست آمده در تاسماهي ايراني و روسي  هاي اگزوني طراحي شده از نواحي اگزوني ژن رشد، طول باند
و بيشترين طول باند  bp 650با طول باند  F1-R647برابر هم مي باشد. كمترين طول باند مربوط به جفت آغازگر 

  ).39مي باشد(جدول  bp 650با طول  F1-R2393مربوط به جفت آغازگر 
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  هاي مختلف و محدوده باندي طبق آغاز گر PCRاندازه محصول  - 39جدول 

جفت آغازگر مورد 
 PCRاستفاده در هر 

  محدوده باندي

F1-R2393 650 bp 

F1-R647 150 bp 

F1-R1620 300 bp 

F645-R2393 550 bp 

F1641-R2393 350 bp 

F645-R1620 250 BP 

  
رديد و و رنگ آميزي با اتيديوم برومايد، هيچ باندي بر روي ژل مشاهده نگ PCRپس از الكتروفورز محصول 

  ).74محصولي نداشته و ژن مزبوطه تكثير نگرديد ( تصوير  PCRبيانگر آن است كه 
  

  
  ماركر مولكولي Mنواحي اينتروني. ستون  PCRالكتروفورز محصول  - 74تصوير

 bp 100   مربوط به محصول  1- 4و ستونPCR نمونه هاي تاسماهي ايراني  

  اسماهي روسي مي باشد. ت PCRمربوط به نمونه هاي محصول  5- 8و ستون  

  
  توالي ژن رشد -2-8-4

چهار نمونه تاسماهي ايراني و چهار نمونه تاسماهي روسي پس از بررسي كيفيت باند هاي بدست  PCRمحصول 
%، به منظور شناسايي ژن سنتز كننده هورمون رشد توالي يابي شدند تا صحت ژن سنتز 1آمده بر روي ژل آگارز 
  ست آيد كه نتايج زير به دست آمد:كننده هورمون رشد به د
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   PTZ57R/Tكلون توالي ژن رشد در وكتور  -3-8-4
 HotStartو تكثير آن توسط باكتري، نمونه هاي به دست آمده با انجام  PTZ57R/Tپس از الحاق ژن به وكتور 

PCR  حيح ژن به وكتور درصد مورد ارزيابي قرار گرفت. نتايج بيانگر الحاق ص 1بر روي الكتروفورز ژل آگارز
  ).75و تشكيل باند در محدوده ژن و وكتور مورد نظر بر روي ژل آگارز بود (تصوير 

  
  تاسماهي ايراني  1- 4درصد براي وكتور حاوي ژن رشد. ستون هاي  1الكتروفورز ژل آگارز  - 75تصوير 

  مي باشد. bp 100ماركر مولكولي  Mتاسماهي روسي و ستون  5- 8و ستون هاي 

  
  نتايج توالي ژن رشد در تاسماهي ايراني -4-8-4

 رشد هورمون كننده كد بر اساس شمارش نوكلئوتيد هاي توالي هاي به دست آمده مشخص گرديد كه ژن
. اين اسيد آمينه را كد گذاري مي كند 214و پروتئيني با  باشد مي نوكلئوتيدي 645 توالي داراي تاسماهي ايراني

متوقف مي شود. توالي هاي ژن رشد به دست  TAGبا كدون  645در جايگاه  شروع و ATGژن با  كدون آغاز 
با يكديگر بلاست شدند و از نظر همولوژي مورد ارزيابي  MEGA 4آمده تاسماهي ايراني با استفاده از نرم افزار 

  ).قايسه ذيلمدرصد همولوژي چهار نمونه تاسماهي ايراني مي باشد( 100قرار گرفتند. آناليز توالي نشان دهنده 
نتايج بيانگر اين است ژن سنتز كننده هورمون رشد در تاسماهي ايراني يك ژن پيوسته بدون نواحي اگزوني بر 

ژنومي مي باشد. در ژن رشد اين ماهي از كدون آغاز تا پايان هيچ اينتروني مشاهده نگرديد. توالي به  DNAروي 
  ني ژن رشد ساير گونه هاي مهره دار نشان داد. دست آمده درصد همولوژي بالايي را با نواحي اگزو

P1 ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGTCTCCCCTAAA 60 

P2 ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGTCTCCCCTAAA 60 

P3 ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGTCTCCCCTAAA 60 

P4 ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGTCTCCCCTAAA 60 

   ************************************************************ 

   M  A  S  G  L  L  L  C  P  V  L  L  V  I  L  L  V  S  P  K   

 

P1 GAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTTTCACAAACGCTGTGCTCAGA 120 

P2 GAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTTTCACAAACGCTGTGCTCAGA 120 

P3 GAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTTTCACAAACGCTGTGCTCAGA 120 

P4 GAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTTTCACAAACGCTGTGCTCAGA 120 

   ************************************************************ 

   E  S  G  A  Y  P  M  I  P  L  S  S  L  F  T  N  A  V  L  R   

 

P1 GCACAGTACCTACACCAGCTTGCTGCAGACATTTACAAAGATTTCGAGCGTACCTATGTT 180 

P2 GCACAGTACCTACACCAGCTTGCTGCAGACATTTACAAAGATTTCGAGCGTACCTATGTT 180 

P3 GCACAGTACCTACACCAGCTTGCTGCAGATATTTACAAAGATTTCGAGCGTACCTATGTT 180 

P4 GCACAGTACCTACACCAGCTTGCTGCAGACATTTACAAAGATTTCGAGCGTACCTATGTT 180 
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   ***************************** ****************************** 

   A  Q  Y  L  H  Q  L  A  A  D  I  Y  K  D  F  E  R  T  Y  V 

 

P1 CCAGATGAGCAACGTCACTCCAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCTGAGACC 240 

P2 CCAGATGAGCAACGTCACTCCAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCTGAGACC 240 

P3 CCAGATGAGCAACGTCACTCCAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCTGAGACC 240 

P4 CCAGATGAGCAACGTCACTCCAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCTGAGACC 240 

   ************************************************************ 

   P  D  E  Q  R  H  S  S  K  N  S  P  S  A  F  C  Y  S  E  T   

 

P1 ATCCCTGCTCCCACTGGCAAAGATGAGGCCCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

P2 ATCCCTGCTCCCACTGGCAAAGATGAGGCCCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

P3 ATCCCTGCTCCCACTGGCAAAGATGAGGCCCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

P4 ATCCCTGCTCCCACTGGCAAAGATGAGGCCCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

   ************************************************************ 

   I  P  A  P  T  G  K  D  E  A  Q  Q  R  S  D  V  E  L  L  Q   

 

P1 TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAGCCGTGTTTTC 360 

P2 TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAGCCGTGTTTTC 360 

P3 TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAGCCGTGTTTTC 360 

P4 TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAGCCGTGTTTTC 360 

   ************************************************************ 

   F  S  L  A  L  I  Q  S  W  I  S  P  L  Q  S  L  S  R  V  F 

 

P1 ACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTGAGAAACTGAAAGATCTGGAG 420 

P2 ACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTGAGAAACTGAAAGATCTGGAG 420 

P3 ACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTGAGAAACTGAAAGATCTGGAG 420 

P4 ACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTGAGAAACTGAAAGATCTGGAG 420 

   ************************************************************ 

   T  N  S  L  V  F  S  T  S  D  R  V  F  E  K  L  K  D  L  E   

 

P1 GAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTGGGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTG 480 

P2 GAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTGGGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTG 480 

P3 GAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTGGGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTG 480 

P4 GAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTGGGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTG 480 

   ************************************************************ 

   E  G  I  V  A  L  M  R  D  L  G  E  G  G  F  G  S  S  T  L   

 

P1 CTGAAGCTCACTTATGATAAGTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAA 540 

P2 CTGAAGCTCACTTATGATAAGTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAA 540 

P3 CTGAAGCTCACTTATGATAAGTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAA 540 

P4 CTGAAGCTCACTTATGATAAGTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAA 540 

   ************************************************************ 

   L  K  L  T  Y  D  K  F  D  V  N  L  R  N  D  D  A  L  F  K 

 

P1 AATTATGGGCTTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

P2 AATTATGGGCTTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

P3 AATTATGGGCTTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

P4 AATTATGGGCTTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

   ************************************************************ 

   N  Y  G  L  L  S  C  F  K  K  D  M  H  K  V  E  T  Y  L  K   

 

P1 GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

P2 GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

P3 GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

P4 GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

   ********************************************* 

   V  M  K  C  R  R  F  V  E  S  N  C  T  L 
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 P4و  P1 ،P2 ،P3يسه توالي ژن هورمون رشد در چهار نمونه تاسماهي ايراني به همراه توالي اسيد آمينه آن. مقا
مي باشد، توالي اسيدهاي آمينه با حروف انگليسي بزرگ در حد  4الي  1مربوط به نمونه هاي تاسماهي ايراني 

  توالي نشان داده شده است. 2فاصل 
  
  در تاسماهي روسي نتايج توالي ژن رشد  -5-8-4

 214نوكلئوتيدي مي باشد كه پروتئيني با  645ژن سنتز كننده هورمون رشد در تاسماهي روسي داراي توالي 
تمام مي  645در جايگاه  TAGشروع و با كدون  ATGاسيد آمينه را كد گذاري مي كند. اين ژن با كدون آغاز 

  ).روسي با يكديگر بلاست شدند(مقايسه ذيلاسماهي چهار نمونه ت MEGA 4شود. با استفاده از نرم افزار 
G1 ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGTCTCCCCTAAA 60 

G2 ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGTCTCCCCTAAA 60 

G3 ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGTCTCCCCTAAA 60 

G4 ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGTCTCCCCTAAA 60 

   ************************************************************ 

   M  A  S  G  L  L  L  C  P  V  L  L  V  I  L  L  V  S  P  K   

 

G1 GAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTTTCACAAACGCTGTGCTCAGA 120 

G2 GAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTTTCACAAACGCTGTGCTCAGA 120 

G3 GAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTTTCACAAACGCTGTGCTCAGA 120 

G4 GAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTTTCACAAACGCTGTGCTCAGA 120 

   ************************************************************ 

   E  S  G  A  Y  P  M  I  P  L  S  S  L  F  T  N  A  V  L  R   

 

G1 GCTCAGTACCTACATCAGCTAGCTGCGGACATTTACAAAGATTTTGAGCGTACCTATGTT 180 

G2 GCTCAGTACCTACATCAGCTAGCTGCGGACATTTACAAAGATTTTGAGCGTACCTATGTT 180 

G3 GCTCAGTACCTACATCAGCTAGCTGCGGACATTTACAAAGATTTTGAGCGTACCTATGTT 180 

G4 GCTCAGTACCTACATCAGCTAGCTGCGGACATTTACAAAGATTTTGAGCGTACCTATGTT 180 

   ************************************************************ 

   A  Q  Y  L  H  Q  L  A  A  D  I  Y  K  D  F  E  R  T  Y  V 

 

G1 CCAGATGAGCAGCGTCACTCCAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCCGAGACC 240 

G2 CCAGATGAGCAGCGTCACTCCAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCCGAGACC 240 

G3 CCAGATGAGCAGCGTCACTCCAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCCGAGACC 240 

G4 CCAGATGAGCAGCGTCACTCCAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCCGAGACC 240 

   ************************************************************ 

   P  D  E  Q  R  H  S  S  K  N  S  P  S  A  F  C  Y  S  E  T   

 

 

G1 ATCCCTGCGCCCACCGGCAAAGATGAGGCTCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

G2 ATCCCTGCGCCCACCGGCAAAGATGAGGCTCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

G3 ATCCCTGCGCCCACCGGCAAAGATGAGGCTCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

G4 ATCCCTGCGCCCACCGGCAAAGATGAGGCTCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

   ************************************************************ 

   I  P  A  P  T  G  K  D  E  A  Q  Q  R  S  D  V  E  L  L  Q 

 

G1 TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAGCCGTGTTTTC 360 

G2 TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAGCCGTGTTTTC 360 

G3 TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAGCCGTGTTTTC 360 

G4 TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAGCCGTGTTTTC 360 

   ************************************************************ 

   F  S  L  A  L  I  Q  S  W  I  S  P  L  Q  S  L  S  R  V  F 

 



١٧٢  ������� / $#ارش ! ��� ��ح �

 
G1 ACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTGAGAAACTGAAAGATCTGGAG 420 

G2 ACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTGAGAAACTGAAAGATCTGGAG 420 

G3 ACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTGAGAAACTGAAAGATCTGGAG 420 

G4 ACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTGAGAAACTGAAAGATCTGGAG 420 

   ************************************************************ 

   T  N  S  L  V  F  S  T  S  D  R  V  F  E  K  L  K  D  L  E   

 

G1 GAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTGGGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTG 480 

G2 GAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTGGGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTG 480 

G3 GAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTGGGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTG 480 

G4 GAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTGGGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTG 480 

   ************************************************************ 

   E  G  I  V  A  L  M  R  D  L  G  E  G  G  F  G  S  S  T  L   

 

G1 CTGAAGCTCACTTATGATAAGTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAA 540 

G2 CTGAAGCTCACTTATGATAAGTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAA 540 

G3 CTGAAGCTCACTTATGATAAGTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAA 540 

G4 CTGAAGCTCACTTATGATAAGTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAA 540 

   ************************************************************ 

   L  K  L  T  Y  D  K  F  D  V  N  L  R  N  D  D  A  L  F  K 

 

G1 AATTATGGGCTTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

G2 AATTATGGGCTTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

G3 AATTATGGGCTTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

G4 AATTATGGGCTTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

   ************************************************************ 

   N  Y  G  L  L  S  C  F  K  K  D  M  H  K  V  E  T  Y  L  K   

 

G1 GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

G2 GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

G3 GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

G4 GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

   ********************************************* 

   V  M  K  C  R  R  F  V  E  S  N  C  T  L    

 

 

 P1 ،P2 ،P3 ،P4مقايسه توالي ژن هورمون رشد چهار نمونه تاسماهي روس به همراه توالي اسيد آمينه اي آن. 
مي باشد، توالي اسيد هاي آمينه با حروف انگليسي بزرگ در حد  4الي  1مربوط به نمونه هاي تاسماهي روسي 

  توالي نشان داده شده است. 2فاصل 
 

  ي ايرانيثبت ژن رشد تاسماه  -6-8-4
به منظور اطمينان از شناسايي صحيح ژن رشد و ثبت آن، توالي ژن رشد شناسايي شده براي تاييد به بانك جهاني 

  ).40در بانك ژن ثبت گرديده است(جدول JX124221 ارسال شد. كه با شماره دسترسي  NCBIژن 
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  ،كدون آغاز و پايان ژن رشد، ثبت ژن هورمون رشد تاسماهي ايراني به همراه شماره دسترسي - 40جدول 

  توالي آمينو اسيدي و نوكلئوتيدي آن.
Acipenser persicus growth hormone gene 

LOCUS       JX124221                 DNA     linear   VRT 
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ORGANISM  Acipenser persicus 

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 

Actinopterygii; Chondrostei; Acipenseriformes; Acipenseridae; 

Acipenser. 
AUTHORS   Pourkazemi,M., Salamroodi,M. and Khoshkholgh,M. 

TITLE     Identification the growth hormone gene sequence in Acipenseridae 

family 

JOURNAL   Unpublished 

REFERENCE   2  (bases 1 to 573) 

AUTHORS   Pourkazemi,M., Salamroodi,M. and Khoshkholgh,M. 

TITLE     Direct Submission 

JOURNAL   Submitted (31-MAY-2012) Guilan University, Genetic, Sangar, Rasht, 

Guilan +98, Iran 
      

     CDS             <1..>573 

                     /codon_start=1 

                     /product="growth hormone" 

                     /protein_id="AFN70708.1" 

                     /db_xref="GI:395759942" 

                     /translation="ESWAYPMIPLSSLFTNAVLRAQYLHQLAADIYKDFERTYVPDEQ 

                     RHSSKNSPSAFCYSETIPAPTGKDEAQQRSDVELLQFSLALIQSWISPLQSLSRVFTN 

                     SLVFSTSDRVFEKLKDLEEGIVALMRDLGEGGFGSSTLLKLTYDKFDVNLRNDDALFK 

                     NYGLLSCFKKDMHKVETYLKVMKCRRFVESN" 
ORIGIN       

1 GAGTCTTGGG CCTACCCTAT GATTCCACTA TCCAGTCTTT TCACAAACGC TGTGCTCAGA 

61 GCACAGTACC TACACCAGCT TGCTGCAGAC ATTTACAAAG ATTTCGAGCG TACCTATGTT 

121 CCAGATGAGC AACGTCACTC CAGCAAAAAC TCCCCGTCAG CATTCTGCTA CTCTGAGACC 

181 ATCCCTGCTC CCACTGGCAA AGATGAGGCC CAACAGCGAT CAGACGTGGA GCTGCTTCAG 

241 TTTTCCCTGG CTCTCATCCA GTCCTGGATT AGTCCCCTGC AGTCCCTGAG CCGTGTTTTC 

301 ACCAATAGCC TGGTGTTCAG CACCTCCGAC CGAGTGTTTG AGAAACTGAA AGATCTGGAG 

361 GAAGGCATTG TGGCTCTCAT GAGGGATCTG GGGGAAGGCG GTTTCGGAAG TTCTACTTTG 

421 CTGAAGCTCA CTTATGATAA GTTTGATGTC AACCTAAGAA ACGATGATGC TTTGTTTAAA 

481 AATTATGGGC TTTTAAGCTG TTTTAAGAAA GATATGCACA AAGTAGAGAC GTACCTGAAA 

541 GTGATGAAAT GCAGACGTTT TGTGGAGAGC AAC 

  
  ثبت ژن رشد تاسماهي روسي-7-8-4

فرستاده شد. اين ژن با  NCBI به بانك جهاني ژن و تاييد آنژن رشد شناسايي در تاسماهي روسي نيز براي ثبت 
  ).41بر روي سايت بانك ژن قابل دسترسي مي باشد(جدول  JX124220.1شماره دسترسي 
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  همراه شماره دسترسي،كدون آغاز و پايان ژن رشد، ثبت ژن هورمون رشد تاسماهي روسي به  - 41جدول 

  توالي آمينو اسيدي و نوكلئوتيدي آن.
Acipenser gueldenstaedtii growth hormone gene 

LOCUS       JX124220                DNA     linear   VRT  
DEFINITION  Acipenser gueldenstaedtii growth hormone gene, partial cds. 

ACCESSION   JX124220 

VERSION     JX124220.1  GI:395759939 

KEYWORDS    . 
SOURCE      Acipenser gueldenstaedtii (Russian sturgeon) 

  ORGANISM  Acipenser gueldenstaedtii 

            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 

            Actinopterygii; Chondrostei; Acipenseriformes; Acipenseridae; 

            Acipenser. 
  AUTHORS   Pourkazemi,M., Salamroodi,M. and Khoshkholgh,M. 

  TITLE     Identification the growth hormone gene sequence in Acipenseridae 

            family 

  JOURNAL   Unpublished 

REFERENCE   2  (bases 1 to 582) 

  AUTHORS   Pourkazemi,M., Salamroodi,M. and Khoshkholgh,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (31-MAY-2012) Guilan University, Genetic, Sangar, Rasht, 

            Guilan +98, Iran 
     CDS             <1..>582 

                     /codon_start=1 

                     /product="growth hormone" 

                     /protein_id="AFN70707.1" 

                     /db_xref="GI:395759940"  
/translation="SPKESGAYPMIPLSSLFTNAVLRAQYLHQLAADIYKDFERTYVP 

                     DEQRHSSKNSPSAFCYSETIPAPTGKDEAQQRSDVELLQFSLALIQSWISPLQSLSRV 

                     FTNSLVFSTSDRVFEKLKDLEEGIVALMRDLGEGGFGSSTLLKLTYDKFDVNLRNDDA 

                     LFKNYGLLSCFKKDMHKVETYLKVMKCRRFVESN" 
ORIGIN       

1    TCCCCTAAAG AGTCTGGGGC CTACCCTATG ATTCCACTAT CCAGTCTTTT CACAAACGCT 

61   GTGCTCAGAG CACAGTACCT ACACCAGCTT GCTGCAGACA TTTACAAAGA TTTCGAGCGA 

121 ACCTATGTTC CAGATGAGCA ACGTCACTCC AGCAAAAACT CCCCGTCAGC ATTCTGCTAC 

181 TCTGAGACCA TCCCTGCTCC CACTGGCAAA GATGAGGCCC AACAGCGATC AGACGTGGAG 

241 CTGCTTCAGT TTTCCCTGGC TCTCATCCAG TCCTGGATTA GTCCCCTGCA GTCCCTGAGC 

301 CGTGTTTTCA CCAATAGCCT GGTGTTCAGC ACCTCCGACC GAGTGTTTGA GAAACTGAAA 

361 GATCTGGAGG AAGGCATTGT GGCTCTCATG AGGGATCTGG GGGAAGGCGG TTTCGGAAGT 

421 TCTACTTTGC TGAAGCTCAC TTATGATAAG TTTGATGTCA ACCTAAGAAA CGATGATGCT 

481 TTGTTTAAAA ATTATGGGCT TTTAAGCTGT TTTAAGAAAG ATATGCACAA AGTAGAGACG 

541 TACCTGAAAG TGATGAAATG CAGACGTTTT GTGGAGAGCA AC 

  
  مقايسه توالي ژن رشد تاسماهي ايراني با تاسماهي روسي -8-8-4

رار گرفت. نتايج مورد ارزيابي ق Clustalwتوالي ژن رشد دو گونه تاسماهي ايراني و روسي  با استفاده از نرم افزار 
نوكلئوتيدي با يكديگر جايگاه مختلف از نظر  10نشان مي دهد توالي تاسماهي ايراني با تاسماهي روسي در 

   تفاوت دارد.
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مي  330و  315، 309، 234، 192، 147،165، 141، 135، 123اين تفاوت در جايگاه نوكلئوتيدي به شماره هاي 
بوده   Cو  A ،C ،T ،A،C ،A ،T  ،T،  T جايگاه از راست به چپ باز هايباشد كه در تاسماهي ايراني به ترتيب 

  ).  42تغيير يافته است (جدول  Tو  T ،T ،A ،G ،T ،G ،C ،G ،Cاست كه در تاسماهي روسي به ترتيب جايگاه به 
  

  جايگاه هاي نوكلئوتيدي بر روي ژن هورمون رشد تاسماهي ايراني و روسي كه  - 42جدول 

  از نظر توالي تفاوت دارند.با يكديگر 

  جايگاه  ايراني تاسماهي  روسي تاسماهي
T A 123  
T  C  135  
A  T  141  
G  A  147  
T  C  165  
G  A  192  
C  T  234  
G  T  309  
C  T  315  
T  C  330  

  
يافتن ماركر مولكولي تمايز تاسماهي ايراني جهت محدود قطع استفاده از آنزيم هاي  -9-8-4

  از تاسماهي روسي
نظور تمايز تاسماهي ايراني و روسي از توالي ژن هورمون رشد دو گونه در جايگاه هايي كه داراي  اختلاف به م

نمونه از آنزيم  354به عنوان يك ماركر استفاده گرديد، بدين منظور جايگاه برش بودند در توالي نوكلئوتيدي 
اني و روسي با هم اختلاف دارند مقايسه هاي محدود كننده  با جايگاه هايي كه ژن هورمون رشد تاسماهي اير

كننده اي كه بتواند در جايگاه هاي نوكلئوتيدي مورد اختلاف ژن  قطعآنزيم   داد). نتايج نشان 43شد (جدول 
هورمون رشد تاسماهي ايراني و روسي عمل نمايد وجود ندارد. بررسي ژن هورمون رشد تاسماهي ايراني و 

نشان مي دهد كه هيچ جايگاه برشي مورد اختلافي مابين دو گونه  NEBcutter V2.0 روسي با استفاده از نرم افزار
  وجود ندارد.
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  كننده قطع نام، منبع جداسازي و جايگاه برش تعدادي از آنزيم هاي   - 43جدول 

 نحوه برش توالي هدف منبع جدا سازي آنزيم

EcoRI Escherichia coli 
5'GAATTC 

3'CTTAAG 

5'---G     AATTC---3' 

3'---CTTAA     G---5' 

EcoRII Escherichia coli 
5'CCWGG 

3'GGWCC 

5'---     CCWGG---3' 

3'---GGWCC     ---5' 

BamHI Bacillus amyloliquefaciens 
5'GGATCC 

3'CCTAGG 

5'---G     GATCC---3' 

3'---CCTAG     G---5' 

HindIII Haemophilus influenzae 
5'AAGCTT 

3'TTCGAA 

5'---A     AGCTT---3' 

3'---TTCGA     A---5' 

TaqI Thermus aquaticus 
5'TCGA 

3'AGCT 

5'---T   CGA---3' 

3'---AGC   T---5' 

NotI Nocardia otitidis 
5'GCGGCCGC 

3'CGCCGGCG 

5'---GC   GGCCGC---3' 

3'---CGCCGG   CG---5' 

HinfI Haemophilus influenzae 
5'GANTCA 

3'CTNAGT 

5'---G   ANTC---3' 

3'---CTNA   G---5' 

Sau3A Staphylococcus aureus 
5'GATC 

3'CTAG 

5'---     GATC---3' 

3'---CTAG     ---5' 

PvuII Proteus vulgaris 
5'CAGCTG 

3'GTCGAC 

5'---CAG  CTG---3' 

3'---GTC  GAC---5' 

SmaI Serratia marcescens 
5'CCCGGG 

3'GGGCCC 

5'---CCC  GGG---3' 

3'---GGG  CCC---5' 

HaeIII Haemophilus aegyptius 
5'GGCC 

3'CCGG 

5'---GG  CC---3' 

3'---CC  GG---5' 

HgaI Haemophilus gallinarum 
5'GACGC 

3'CTGCG 

5'---NN  NN---3' 

3'---NN  NN---5' 

AluI Arthrobacter luteus 
5'AGCT 

3'TCGA 

5'---AG  CT---3' 

3'---TC  GA---5' 

EcoRV Escherichia coli 
5'GATATC 

3'CTATAG 

5'---GAT  ATC---3' 

3'---CTA  TAG---5' 

EcoP15I Escherichia coli 
5'CAGCAGN25NN 

3'GTCGTCN25NN 

5'---CAGCAGN25NN   ---3' 

3'---GTCGTCN25   NN---5' 

KpnI Klebsiella pneumoniae 
5'GGTACC 

3'CCATGG 

5'---GGTAC  C---3' 

3'---C  CATGG---5' 

PstI Providencia stuartii 
5'CTGCAG 

3'GACGTC 

5'---CTGCA  G---3' 

3'---G  ACGTC---5' 

SacI Streptomyces achromogenes 
5'GAGCTC 

3'CTCGAG 

5'---GAGCT  C---3' 

3'---C  TCGAG---5' 

SalI Streptomyces albus 
5'GTCGAC 

3'CAGCTG 

5'---G  TCGAC---3' 

3'---CAGCT  G---5' 

ScaI Streptomyces caespitosus 
5'AGTACT 

3'TCATGA 

5'---AGT  ACT---3' 

3'---TCA  TGA---5' 

SpeI Sphaerotilus natans 
5'ACTAGT 

3'TGATCA 

5'---A  CTAGT---3' 

3'---TGATC  A---5' 
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 نحوه برش توالي هدف منبع جدا سازي آنزيم

SphI Streptomyces phaeochromogenes 
5'GCATGC 

3'CGTACG 

5'---GCATG  C---3' 

3'---C  GTACG---5' 

StuI Streptomyces tubercidicus 
5'AGGCCT 

3'TCCGGA 

5'---AGG  CCT---3' 

3'---TCC  GGA---5' 

XbaI Xanthomonas badrii 
5'TCTAGA 

3'AGATCT 

5'---T  CTAGA---3' 

3'---AGATC  T---5' 

  
-Neighbor روش بامقايسه توالي ژن هورمون رشد تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي  -10-8-4

Joining  
نمونه تاسماهي ايراني با ژن هورمون رشد چهار نمونه تاسماهي روسي بر اساس تعيين   4مقايشه ژن هورمون رشد 

جدا از نمونه هاي تاسماهي ميزان رابطه خويشاوندي نشان داد كه نمونه هاي تاسماهي ايراني در خوشه هايي 
رابطه خويشاوندي مابين دو گونه بسيار نزديك مي باشد و  Neighbor-Joining روسي قرار گرفتند. بر اساس روش

نوكلئوتيد اختلاف در توالي ژن هورمون رشد، دو گونه تاسماهي ايراني و روسي در كلاستر  10تنها با داشتن 
  ).ايسه ذيلمق )(76هايي جدا قرار گرفتند(تصوير 

  

  
  Neighbor-Joining دندروگرام  تاسماهي ايراني و روسي بر اساس روش - 76تصوير
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P ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGTCTCCCCTAAA 60 

G ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGTCTCCCCTAAA 60 

  ************************************************************ 

 

P GAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTTTCACAAACGCTGTGCTCAGA 120 

G GAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTTTCACAAACGCTGTGCTCAGA 120 

  ************************************************************ 

 

P GCACAGTACCTACACCAGCTTGCTGCAGACATTTACAAAGATTTCGAGCGTACCTATGTT 180 

G GCTCAGTACCTACATCAGCTAGCTGCGGACATTTACAAAGATTTTGAGCGTACCTATGTT 180 

  ** *********** ***** ***** ***************** *************** 

 

P CCAGATGAGCAACGTCACTCCAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCTGAGACC 240 

G CCAGATGAGCAGCGTCACTCCAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCCGAGACC 240 

  *********** ***************************************** ****** 

 

P ATCCCTGCTCCCACTGGCAAAGATGAGGCCCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

G ATCCCTGCGCCCACCGGCAAAGATGAGGCTCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

  ******** ***** ************** ****************************** 

 

P TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAGCCGTGTTTTC 360 

G TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAGCCGTGTTTTC 360 

  ************************************************************ 

 

P ACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTGAGAAACTGAAAGATCTGGAG 420 

G ACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTGAGAAACTGAAAGATCTGGAG 420 

  ************************************************************ 

 

P GAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTGGGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTG 480 

G GAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTGGGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTG 480 

  ************************************************************ 

 

P CTGAAGCTCACTTATGATAAGTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAA 540 

G CTGAAGCTCACTTATGATAAGTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAA 540 

  ************************************************************ 

 

P AATTATGGGCTTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

G AATTATGGGCTTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

  ************************************************************ 

 

P GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

G GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

  ********************************************* 

  

  توالي چهار نمونه تاسماهي روسي به همراه توالي اسيد آمينه آنمقايسه 

  
توالي ژن هورمون رشد تاسماهي روسي با توالي ژن هورمون رشد شناسايي  مقايسه -11-8-4

  شده قبلي
و  Yom Dinبلاست ژن هورمون رشد نمونه تاسماهي روسي با ژن هورمون رشد تاسماهي روسي  كه توسط 

همولوژي كاملا مشابه يكديگر مي  100) شناسايي شده نشان مي دهد هر دو توالي با % 2008همكاران (
  نوكلئوتيدي تشكيل شده و هيچ تفاوت نوكلئوتيدي ندارند. 645). هر دو توالي از طول 5د(شكل باشن
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A.gueldenstaedtii            ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGT 50 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

ATGGCATCAGGTCTGCTTCTGTGTCCAGTGCTGCTGGTTATATTGCTGGT 50 

                             ************************************************** 

 

A.gueldenstaedtii            CTCCCCTAAAGAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTT 100 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

CTCCCCTAAAGAGTCTGGGGCCTACCCTATGATTCCACTATCCAGTCTTT 100 

                             ************************************************** 

 

A.gueldenstaedtii            TCACAAACGCTGTGCTCAGAGCTCAGTACCTACATCAGCTAGCTGCGGAC 

150 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

TCACAAACGCTGTGCTCAGAGCTCAGTACCTACATCAGCTAGCTGCGGAC 150 

                             ************************************************** 

 

A.gueldenstaedtii            ATTTACAAAGATTTTGAGCGTACCTATGTTCCAGATGAGCAGCGTCACTC 

200 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

ATTTACAAAGATTTTGAGCGTACCTATGTTCCAGATGAGCAGCGTCACTC 200 

                             ************************************************** 

 

A.gueldenstaedtii            CAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCCGAGACCATCCCTGCGC 

250 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

CAGCAAAAACTCCCCGTCAGCATTCTGCTACTCCGAGACCATCCCTGCGC 250 

                             ************************************************** 

 

A.gueldenstaedtii            CCACCGGCAAAGATGAGGCTCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 

300 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

CCACCGGCAAAGATGAGGCTCAACAGCGATCAGACGTGGAGCTGCTTCAG 300 

                             ************************************************** 

 

A.gueldenstaedtii            TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAG 350 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

TTTTCCCTGGCTCTCATCCAGTCCTGGATTAGTCCCCTGCAGTCCCTGAG 350 

                             ************************************************** 

 

A.gueldenstaedtii            CCGTGTTTTCACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTG 

400 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

CCGTGTTTTCACCAATAGCCTGGTGTTCAGCACCTCCGACCGAGTGTTTG 400 

                             ************************************************** 

 

A.gueldenstaedtii            AGAAACTGAAAGATCTGGAGGAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTG 

450 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

AGAAACTGAAAGATCTGGAGGAAGGCATTGTGGCTCTCATGAGGGATCTG 450 

                             ************************************************** 

 

A.gueldenstaedtii            GGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTGCTGAAGCTCACTTATGATAA 

500 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

GGGGAAGGCGGTTTCGGAAGTTCTACTTTGCTGAAGCTCACTTATGATAA 500 

                             ************************************************** 
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A.gueldenstaedtii            GTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAAAATTATGGGC 

550 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

GTTTGATGTCAACCTAAGAAACGATGATGCTTTGTTTAAAAATTATGGGC 550 

                             ************************************************** 

A.gueldenstaedtii            TTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 

600 

A.gueldenstaedtiiYomDin      

TTTTAAGCTGTTTTAAGAAAGATATGCACAAAGTAGAGACGTACCTGAAA 600 

                             ************************************************** 

A.gueldenstaedtii            GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

A.gueldenstaedtiiYomDin      GTGATGAAATGCAGACGTTTTGTGGAGAGCAACTGTACTCTGTAG 645 

                             ********************************************* 

و  Yom Dinد تاسماهي روسي اين تحقيق با ژن هورمون رشد تاسماهي روسي مقايسه توالي ژن هورمون رش
  ).2008همكاران(

  تعيين موقعيت سيگنال پپتيد ژن رشد -12-8-4
سيگنال پپتيد ها توالي هاي كوتاه هيدروفوب قطبي هستند كه معمولا در ابتداي بسياري از ژن هاي سنتز كننده 

توانند به عنوان شاخص بسيار خوبي براي شناسايي ژن رشد به كار  هورمون رشد قرار دارند از اين حيث مي
پيش بيني گرديد.  24موقعيت سيگنال پپتيد از ابتداي توالي تا اسيد آمينه  SignalP 4.0روند. با استفاده از نرم افزار 

خص است محل پايان سيگنال پپتيد با خط تيره بر روي توالي مشخص شده است. همانگونه كه در نمودار مش
تعيين شده  25و  23بر اساس پيك نمودار مابين جايگاه  Signalp-4.0جايگاه پاياني سيگنال پپتيد توسط نرم افزار 

آمينواسيد اول در ابتداي ژن رشد سيگنال پپتيد مي باشد كه به صورت برجسته  24).  45و جدول  4است (نمودار 
نيز جايگاه گليكوزيلاسيون مي باشد  214الي  211خر از مشخص گرديده است. چهار اسيد آمينه آ 44در جدول 

  ).44كه در انتهاي ژن هورمون رشد به صورت برجسته نشان داده شده است(جدول 

 
  Signalp-4.0تعيين موقعيت سيگنال پپتيد در تاسماهي ايراني و روسي با استفاده از نرم افزار  - 4نمودار 
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  شد در تاسماهيايراني و روسيتوالي اسيد آمينه ژن هورمون ر - 44جدو
31 SLFTNAVLRA 21 SGA--YPMIPLS 11 LVILLVSPKE 1 MASGLLLCPVL 
71 PSAFCYSETI 61 DEQRHSSKNS 51 YKDFERTYVP 41 QYLHQLAADI 
111 PLQSLSRVFT 101 SLALIQSWIS 91 QRSDVELLQF 81 PAPTGKDEAQ 
151 EGGFGSSTLL 141 GIVALMRDLG 131 VFEKLKDLEE 121 NSLVFSTSDR 
191 MHKVETYLKV 181 YGLLSCFKKD 171 LRNDDALFKN 161 KLTYDKFDVN 
  211 CTL 

201 MKCRRFVES--N 

  
  آمينو اسيد ها و حروف انحصاري آن اسامي  - 45جدول 

 حرف انحصاري  آمينو اسيد شماره حرف انحصاري  آمينو اسيد شماره

1 Alanine A 11 Leucine L 

2 Arginine R 12 Lysine K 

3 Asparagine N 13 Methionine M 

4 Aspartic acid D 14 Phenylalanine F 

5 Cysteine C 15 Proline P 

6 Glutamic acid E 16 Serine S 

7 Glutamine Q 17 Threonine T 

8 Glycine G 18 Tryptophan W 

9 Histidine H 19 Tyrosine Y 

10 Isoleucine I 20 Valine V 

  
  تعيين جايگاه گليكوليزاسيون -13-8-4

گليكوزيلاسيون به محل اتصال يك مولكول قند به اتم نيتروژن يك توالي آمينو اسيدي در يك پروتئين گفته 
لا در انتهاي ژن قرار دارد. اين اتصال معمولا از نظر ساختاري و عملكردي بسياري از مي شود و جايگاه آن معمو

پروتئين هاي يوكاريوتي مهم مي باشد. فرايند گليكوزيلاسيون در بسياري از جانداران يوكاريوتي و برخي از 
شناسايي و در انتهاي  NetNGlyc 1.0باكتري ها صورت مي گيرد. جايگاه گليكوزيلاسيون با استفاده از نرم افزار 

را به  N C T Lچهار اسيد آمينه   NG 1.0توالي اسيد آمينه ژن رشد با خط تيره مشخص گرديده است.نرم افزار 
ايراني و روسي در انتهاي ژن هورمون رشد شناسايي نمود. همانطور كه  عنوان جايگاه گليكوزيلاسيون تاسماهي

زيلاسيون در انتهاي توالي و در محل برخورد دو خط افقي(توالي از روي نمودار مشخص  است جايگاه گليكو
  ).5ژن رشد) و خط عمودي ( محل قرار گيري جايگاه گليكوزيلاسيون) شناسايي شده است(نمودار 
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 NetNGlyc 1.0شناسايي موقعيت گليكوزيلاسيون با استفاده از نرم افزار  - 5نمودار 

  

  (Single Nucleotide Polymorphism or SNP) وتيدينتايج روش پلي مورفيسم تك نوكلئ -9-4
  توالي يابي -1-9-4

DNA جمعيت خزر شمالي، دو جمعيت خزر جنوبي و درياي آزوف) با  2جمعيت ( 5ها در قالب تمامي نمونه
جفت بازي  100ميليون قطعه  97و سپس توالي يابي شد. در مجموع  (barcode)همديگر ادغام، كدگذاري 

و كنترل نمودن هاي آن بدست آمد. پس از فيلتر ها و تواليگا جفت باز) ايجاد گرديد و دادهگي 20(حدود 
ميليون رشته براي آناليز بيوانفورماتيك مناسب بودند كه  77نوكلئوتيدي تعداد  100ميليون رشته  97كيفيت از 

  شود. بشرح ذيل خلاصه مي
  

  كنترل كيفت دوم  كنترل كيفت اول  قرائت كل (جفت)
094/290/97  )91/86٪ (84553544  )58/79٪ (7742207060  

  
  SNPخصوصيات  -2-9-4

ميليون  3/15الي  3/1نمونه براساس علامت باركد مورد استفاده قرار  گرفت كه حدوداً  13ها براي قرائت توالي
 SNPتا نشانگرهاي كلاستر شدند  RADهاي ها متعاقباً در تگ). اين توالي46قرائت براي هر نمونه بود (جدول 

  كانديد براي قرائت جلو (فوروارد) مشخص شود.
  هائيكه بتواند:   SNPطبقه و يا گروه ذيل انجام گرفت :  4ها براساس SNPتقسيم بندي  
  تفاوت بين تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي را نشان دهد.  •
 تفاوت بين تاسماهي روسي درياي خزر و درياي آزوف را نشان دهد.  •

 )را نشان دهد.Lenaو  Obوت درون گونه تاسماهي سيبري (رودخانه تفا •

 ).46هاي مختلف تاسماهي آدرياتيك  (جدول  تفاوت بين نمونه •
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هاي متعدد بدست آمد كه تفاوت و تمايز را بطور كامل بين دوگونه، يا جمعيت SNP) 3تا  1براي سه مورد اول (
نگر جهت كاربردهاي آتي مورد استفاده قرار گيرد. حتي چند ماركر تواند بعنوان ماركر و نشاداد كه مي نشان مي

هاي شديدتري  داد هم بدست آمد كه برحسب معيار و شاخصكه تمايز بين افراد مختلف يك گونه را نشان مي
  جداسازي شدند.

  
  كانديد برحسب كاربرد در اين پروژه SNPتعداد قرائت برحسب نمونه و تعداد ماركر  - 46جدول 

  نه هانمو
تكرار بار كد / تعداد 

  خانواده
  تعداد قرائت

مبنا تمايز يا موضوع 
  تفكيك

جداسازي  SNPتعداد 
  شده

  تاسماهي ايراني
  خزر شمالي

1  1996569  
  31  اي تمايز گونه

2  7755675  

  تاسماهي روسي
  خزر جنوبي

1  2334886  

  28  تمايز جمعيت
2  2362622  

  تاسماهي روسي
  درياي آزوف

1  4516899  
2  1944297  

  تاسماهي سيبري
  رودخانه له نا

1  1299051  

  42  تمايز جمعيت

2  1499761  
3  7189124  

  تاسماهي سيبري
  رودخانه ابُ

1  5800577  
2  41195651  
3  2928724  

  
يدند. با افزايش و ها شناسايي گردSNPها برمبناي و معيار فيلترهاي انتخابي در طي دوره جداسازي    SNPتعداد 

يا كاهش محدوده يا دامنه، بويژه ميزان تمايز نوكلئوتيدها اين مقدار در داخل هريك از نشانگرها تأثيرگذار بود 
توان از آن براي اعتبار هاي شناسايي شده متغير بود. اما اين ارتباط يك رابطه مستقيم نبود و نميSNPو تعداد 

  استفاده كرد.  SNPدادن يك 
  
  هاي مرجع  هاي توالي و مقايسه داده SNPتهيه نقشه  -3-9-4

موجود كه قبلاً با استفاده از توالي   DNAاز طريق رجوع به توالي هاي  RADجهت تهيه نقشه توالي تگ هاي 
454 cDNA  هاي  از تگ ٪2/1رفرنس تلاشي انجام گرفت و نتايج نشان داد كه به ميزانRAD  نقشه برداري شدند

  همخواني داشتند.  RADتوالي شمارش شده با تگ  ٪3/1والي مورد شمارش قرار گرفت و عدد ت 454و 
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  توسعه و كاربرد نتايج -4-9-4
ها مورد سنجش قرار گرفت  كاسپار مورد ارزيابي قرار گرفت براي اين امر تركيبي از نمونه 5وضعيت ژنوتيپي 

مورد بررسي خزر جنوبي براي دو گونه تاسماهي  هاي هاي شاهد و آزمايشي خزر شمالي و نمونه كه شامل نمونه
نشان داده  Yو  Xهايي كه بر روي محور  ايراني و روسي بود. نتيجه ارزيابي فوق بصورت نقاط پراكنده با نمونه

نمونه با همديگر مخلوط كرده  5متصل هستند. نتايج   SNPشده است كه اين نقاط فلورسنتي است كه به دو الل 
نتيجه بود. از سه نمونه مثبت كار  نمونه بعلت ضعف تبديل مواد شيميايي كاسپار بي 2كرد ولي نمونه كار 3كه 

). دو مورد 6كرده فقط يك نمونه دسته يا خوشه بندي قوي براي دو گونه مورد بررسي را نشان داد (شكل 
ا چندان تعجب برانگيز نيست ه باقيمانده تمايز اندكي بين دو جمعيت نشان داد. در اين مرحله نتايج ادغام نمونه

  گردد.  واقعي مي SNPبلكه نشانگرهاي كانديد، ژنوتيپ را نشان مي دهند كه منجر به معرفي 
  

 

  
بعنوان يك ماركر كانديد جهت تمايز تاسماهي  #53778به شماره  SNPنتايج ارزيابي ژنوتيپ كاسپار براي  - 6شكل 

= APS= تاسماهي روسي خزر شمالي، AGNني خزر شمالي، تاسماهي ايرا APN=. روسي از تاسماهي ايراني 

هاي شاهد. پراكنش  = شماره نمونهNTC= تاسماهي روسي خزر جنوبي، AGSتاسماهي ايراني خزر جنوبي، 

دهد يكي فقط خوشه بندي مجزا و تفكيك شده تاسماهي ايراني خزر  خوشه بندي اصلي را نشان مي 2نقاط 

دهد.  ي بعدي عمدتاً تاسماهي روسي خزر شمالي و خزر جنوبي را نشان ميشمالي و خزر جنوبي و دسته بند

هاي تاسماهي ايراني خزر شمالي در خوشه تاسماهي روسي ممكن است به اين دليل باشد كه  حضور نمونه

تفرق آن در اين ماركر هنوز ناقص بوده و كامل نشده است و يا تناقضي كه بين تمايز مورفولوژيكي و 

  ود دارد. مولكولي وج
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  ث و نتيجه گيريبح -5
  
 16srDNA, ND5, AFLP، مايكروستلايت،  bسيتوكروم   -1-5

،  DNAاز قبيل استفاده از كيت هاي استخراج  ،در ماهيان وجود دارد DNAبراي استخراج گوناگوني روشهاي 
كه هر يك از اين  …و   CTAB  (Grewe et al.,1994) ، (Mc Quown et al., 2000)كلروفرم، استات آمونيوم-فنل

 كلروفرم تغيير يافته از روش–وش فنل ر Pourkazemi ) (1996, .روشها داراي مزايا و معايب خاص خود مي باشند
(Hillis and Moritz.,1990) در اين مطالعه به جهت بالا  و مورد استفاده قرار داد. را براي ماهيان خاوياري تعديل

 DNAراي استخراج فنل كلروفورم و روش استات آمونيوم ب روشبه دو  جياستخرا DNAبودن كميت و كيفيت 
استخراج شده براي تمامي آزمايشات مناسب بود و هيچ   DNAكيفيت و كميت  مورد استفاده قرارگرفت.
و يا توالي يابي ايجاد نكرد. در عين حال محققين ديگري نيز از روش هاي فوق   PCRمشكلي براي آزمايشات 

  .(Mugue et. al., 2008)و  ,.Doukakis et al) (1999استفاده نمودند  DNAخراج براي است
  

 DNAروشهاي مختلف استفاده شده در استخراج  - 47جدول 

Reference روش استخراج گونه 

Pourkazemi et. al.,1996 Acipenser gueldenstatii, A .persicus, A. stellatus 

A. nudiventris , Huso huso كلروفرم-فنل  

1999 Doukakis et al.  Acipenser baerii , Acipenser stellatus كلروفرم-فنل  

McQuown et al., 2000 Acipenser scaphirhynchus كيت 

Ludwig et al., 2000 Acipenser, Huso and Scaphirhynchus sp. كيت 

Mugue et. al.,2008 Acipenseridae كلروفرم-فنل  

Birstein et al., 1997 Acipenseriformes كلروفرم-فنل  
Herverden et. al., 2009 Lethrinus miniatus CTAB 

1998 Mayer et al., Cichlid fishes كلروفرم-فنل  
1385، خوش خلق   Acipenser gueldenstaedttii, Acipenser persicus كلروفرم-فنل  

 

ي تاسماهيان و خاويار آنها انجام شده است همواره با نقايصي در چند سال اخير روشهايي كه در جهت شناساي    
همكاران در سال  و  Debusكه توسط (SEM) مثال در روش نمايش ميكروسكوپ الكتروني عنوانروبرو بوده اند. ب

 انجام شد، شناسايي گونه هايي كه اووسيت مشابه داشتند به خاطر كدر شدن در فرآوري خاويار ميسر نبود 2002
از اين رو تلاشها بيشتر به سمت تكنيكها  .بتوان با استفاده از ساختار ميكروپيلي آنها را از همديگر متمايز نمودكه 
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 و ماركرهاي قابل اعتمادتر  توسعه يافت، كه شامل تكنيكهاي سلولي و مولكولي بود. چرا كه شناسايي و
 بود.   DNAاين گونه ها نظير پروتئين و  تشخيص گونه هاي تاسماهيان بر اساس اختلاف در ويژگي ها سلولي

  Keyvanfar) كه توسط  IEF(فوكوسينگ  : روش ايزو الكتريكصورت مي گرفتو روش دروشهاي پروتئيني ب
انجام شد كه اين روش قدرت تمايز ضعيفي بين گونه ها را داشت و در رابطه با  1988و همكاران در سال 
  ضعيف بود. نه برداري خيلي موروشهاي فرآوري و ن

)، كه نتايج بهتري را نسبت Chen et al., 1996روش ديگر الكتروفورز پروتئين از نوع  آنزيمي و غير آنزيمي بود (
بعلاوه به و نياز به بافت تازه و زنده كارآمد نبود.  نشان داد هر چند به دليل محدوديت مطالعات پروتئيني IEFبه 

توانست تمام تنوع ژنتيكي را لكتريكي اسيدهاي آمينه (محدود) نميهاي اين روش بويژه بار اعلت محدوديت
در بين  . به دليل نرخ پايين تكامل ه استاين مشكلات را برطرف نمود DNAتقريبا استفاده از آشكار سازد. 

 Kriegerرا با مشكلاتي همراه كرده  است ( درون گونه اي بين گونه اي و كاربرد آنها را در شناسايي  تاسماهيان 

et al., 2000.(  
كه ميزان تركيب اسيد چرب خاويار را اندازه گيري مي گاز_روشهايي مانند كروماتوگرافي مايع  زبا اين حال ا

د يا براي تعيين سن خاويار از روشهاي گرديكند براي تعيين پرورشي بودن يا وحشي بودن گونه ماهي استفاده 
 .(Wirth et al., 2002)د شميكروبيولوژي استفاده مي 

از تاسماهي   )(A. persicus  Borodin, 1897با بررسي شاخص هاي جمجمه شناسي جهت شناسايي تاسماهي ايراني
،  از نظر مورفولوژي، عمده ترين تفاوت  آنها در شكل پوزه و رنگ ) A. gueldenstaedtii Brandt, 1833 ( روسي

  .ه اين موارد تحت تاثير رشد و محيط هستندك(Vlasenko et al., 1989a,b) آميزي ويژه آنهاست. 
،   2009( يي و تفكيك اين دو گونه بوداجمجمه شناسي در سنين پايين هم قادر به شناس قديمي،برخلاف روشهاي 

Vasil’eva( در اين بررسي مشاهده شد كه بر اساس يافته هاي جمجمه شناسي تاسماهي روسي  به .A. naccarii 
ماهي ايراني. اين نتايج با  يافته هاي سنتي مورفولوژي  مغاير بود ولي  با داده هاي تر است تا تاسنزديك

 ,.Vasil’ev, 1985; Tagliavini et al., 1999; Birstein et al., 2000; Ludwig et al)مشابه بود.  mtDNAكاريولوژي و 

ط فيلوژنيك از قدرت بروا براي بررسيبا وجود روشهاي جديد مورفولوژي هنوز دادهاي ژنتيكي  .(2001
. شناسايي صحيح تاسماهيان  كه از نظر مورفولوژي مشابه هستند، )Vasil’eva،   2009( بالاتري برخوردار هستند

نياز به توسعه روشهاي مورفولوژي و هماهنگي آنها با داده هاي ژنتيك ضروري است. در غير اين صورت داده 
 16گونه  بروز مشكلاتي كه در بررسي  ا مشكلاتي شود براي مثالهاي ژنتيكي ممكن است دچار اشتباهاتي ي

پيش يا وجود دو گونه هم نژاد ( يا خواهري)  تاسماهي روسي  ploidy ( A. mikadoi (Birstein, 1993)-16پلوئيدي (
    (Birstein et al., 2000).آمده است 
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ري  را در شناسايي گونه هاي تاسماهيان نشان تا به حال  ماركرهايي كه توانسته اند اختلاف هاي بهت سويياز 
 ,.AFLP )Carmona et al  و RAPDهسته بودند از قبيل ساتلايتها، ميكروستلايتها،   DNA دهند همگي از نوع 

2009(.  
 استنياز هاي نزديك به هم، به ماركري در گونهاي بويژه براي مطالعات تاكسونومي و تمايز درون و بين گونه 

در مورد تاسماهيان زياد ساده نيست زيرا ژنوم آنها اين موضوع . كه نشان دهدالاي تغييرات توالي را كه نرخ ب
ژنهاي ميتوكندري درجات  ).Krieger et al., 2000( نرخ جهش كمتري نسبت به ژنوم ديگر مهره داران دارند

ناليز توالي كل ميتوكندري وقت گير مختلفي از تنوع درون گونه اي و بين گونه اي را نشان مي دهند. از طرفي آ
و پرهزينه است. بنابراين بايد مناطق و يا ژنهايي انتخاب شود كه تنوع درون و بين گونه اي را در سطع بالايي 

براي تخمين اختلاف بين گونه ها و زيرگونه ها استفاده مي  bنشان دهد. در بين ژنوم مهره داران از سيتوكروم 
سپتامبر تا  29(كه در برلين "تشخيص تاسماهيان در بازار تجارت"دومين كارگاه آموزشي  . در(Avise,2000)شود

 برگزار شد تصميم قاطع براي تشخيص گونه ها، خصوصا گونه هاي نزديك به هم، ژن سيتوكروم ) 2006اكتبر  1

 b  بود (بر گرفته ازLudwig, 2008 .(Rastorguev )نوم ميتوكندري، براساس ) با توالي يابي كل ژ2008و همكاران
خيلي خوب -1دسته تقسيم كردند:  4كارآمد بودن ژنهاي ميتوكندري در بازسازي فيلوژني تاسماهيان آنها با به 

)ND5-cyt b ،(2- ) خوبCOI,ND4, ATP6 ،(3- ) متوسطATP8, COII, COIII, ND1, ND2, ND3, ND4L ،(4- 
جهت  bوتوالي يابي سيتوكروم SSCP,RFLP  ايسه روشهاي ) با مق2008و همكاران ND6 .( Rehbein  )ضعيف (

تشخيص تاسماهيان در بازار، مشاهده كردند كه اين روشها نتايج تقريبا مشابه ارائه مي دهند. با اين تفاوت كه 
از قدرت بالاتري نسبت به دو روش ديگر برخوردار بود. در اين بررسي نيز از ژنهاي  bتوالي يابي سيتوكروم 

  انتخاب شد.  Cyt bدري، ميتوكن
  

  مقايسه اختلاف ژنتيكي بدست آمده در تاس ماهي ايراني و روسي - 48جدول 

 Reference ژن بين گونه اي

31/0%  Cytochrome b Birstein et al., 2002 

32/0%  Control region Birstein et al., 2002 

16/0%  12S  rRNA Birstein et al., 2002 

00/0%  16S  rRNA Birstein et al., 2002 

00/0%  NADH5 Birstein et al., 2002 

2/2%  ND5 Pourkazemi et al., 2000 

  
در تاسماهي ايراني و روسي مشخص گرديد كه در يك جايگاه (  bبا مقايسه آرايش نوكلئوتيدي ژن سيتوكروم 

گر تغير درون گونه اي مشاهده شد جايگاه دي 4) اختلاف بين گونه اي وجود دارد و در  454نوكلئوتيد شماره 
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در اين دو گونه تغيري b ) مي باشد. در هيچ جايگاهي از ژن سيتوكروم transitionكه در همگي از نوع جانشيني (
مشاهده نشد. اين اختلاف كم احتمالا ناشي از فاصله ژنتيكي آنها است. چرا كه با مقايسه توالي  indelاز نوع 

، تنها در سه جايگاه متفاوت مشاهده شد. indelبدون هيچ گونه  تغير از نوع  Acipenser oxyrhynchusزيرگونه هاي 
ميزان اختلاف  Acipenser oxyrhynchus و  b ،Acipenser sturioدر حالي كه با مقايسه توالي ژن سيتوكروم 

  ).Birstein, et. al., 2000گزارش كردند ( indel 3باز همراه با  33-31نوكلئوتيدي آنها را  
، ميزان تفاوت ژنتيكي را S DNA12) با استفاده از ژن Kirschbaum)1998 و  Ludwigدر مطالعه ديگري  

) به دليل A. sturio%محاسبه كردند و ميزان ناچيز اختلاف تكاملي بين تاسماهي ايتاليايي و تاسماهي اروپائي (8/1
% تخمين زده شد. كه نشان مي 5/0 – 1/0بين گونه آنها  وجود هيبريد بين اين دو گونه دانستند. از طرفي اختلاف

و  Pourkazemi داد اختلاف بين گونه اي تاسماهي ايراني وروسي كمي بيشتر از اختلاف درون گونه اي آنهاست. 
ميتوكندري ميزان تفاوت ژنتيكي بين تاسماهي ايراني و روسي را  ND5با استفاده از ژن  2000همكاران در سال 

  اسبه كردند. % مح2/2
نمونه روسي نشان داد كه اين نمونه  15نمونه تاسماهي ايراني و  15با  bنتايج بررسيهاي فيلوژنيك ژن سيتوكروم  

ها هيچكدام كلاستر جدا تشكيل نمي دهند اما از نظر حفظ شدگي اين ژن بسيار حفظ شده مي باشد بطوريكه 
استفاده قرار گرفته بود بسيار مشابه نمونه هاي ايراني و روسي بود كه در اين مطالعه مورد  Acipenser baeriiنمونه 

به وجود تنوع  18S rRNAبا استفاده از ژن  2006و همكاران در سال  Kriegerو كلاستر جدا تشكيل نداد. گرچه 
اهيان اي بين تاسماهيان پي بردند. ولي پيچيدگي زيادي در تنوع ژنتيكي درون گونه اي در بين تاسمدرون گونه
  وجود دارد.

 بيانگر ميزان بالاي جريان ژني بين دو گونه و عدم مهاجرت در بين دو جمعيت است Rstو  Fstپايين بودن مقادير  

) et al ., 2003 Braginets اين احتمال مي رود كه ميزان كم  ،(Fst  وRst ) و  062/0بدست آمده در اين بررسي
و  Birsteinبين دوگونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي است. چرا كه  ) ناشي از جريان ژني بوجود آمده023/0

محاسبه شده در اين   Fst) وجود اختلاط ژنومي بين اين دو گونه را گزارش نمودند. ميزان 2005همكاران (
) بود كه احتمالا ناشي از كاهش تعداد نمونه هاي بررسي شده 1385بررسي كمي كمتر  از نتايج خوش خلق(

،  نتايج نشان داد كه شباهت (Nei,1972)فاصله و شباهت ژنتيكي بر مبناي معيار فاصله ژنتيكي د. با بررسي باش
به  فاصله و شباهت ژنتيكي) مي باشد. در اين بررسي 1385ژنتيكي كمي بيشتر از مطالعات قبلي ( خوش خلق، 

  محاسبه شد. 766/0و   267/0ترتيب 

اعلام نمود كه تنوع ژنتيكي درون و بين گونه اي بسيار بالائي با استفاده از در جمعبندي اين تحقيق مي توان 
روش ميكروستلايت در گونه هاي تاسماهي ايراني و روسي آشكار گرديد و اين امر تفكيك ژنتيكي دو گونه را 

  بسيار دشوار ساخته و امكان دستيابي به ماركر مولكولي جهت تمايز دو گونه ميسر نساخت.
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 ,ND5 ,تحقيق نتايج حاصله از  مطالعات تمايز دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي به روش هاي در اين 

16sDNA, AFLP  تفاوت معني داري در جداسازي دو گونه نشان نداد. بعبارت ديگر نشانگري كه بتوان با استفاده
علت آن ميتواند بدليل تنوع درون گونه  از آن دو گونه مورد بررسي را را از همديگر متمايز نمود يافت نگرديد.

اي بالا، محدود بودن  ميزان توالي هاي بدست آمده و يا قدرت و توانايي بالاي روش هاي بكار گرفته شده در 
  بروز تنوع ژنتيكي ميباشد.  

  
   RAPDبحث  -2-5

كمبودها ، است همواره با  خاويار آنها انجام شدهنيز ماهيان و  شناسايي تاس براياخير روشهايي كه  ياندر سال
كه براي شناسايي انواع خاويار (SEM) ميكروسكوپ الكتروني استفاده ازمثال  طورب .روبرو بود موانع و مشكلاتي

انجام شد، شناسايي گونه هايي كه اووسيت مشابه داشتند به خاطر كدر شدن در   (Debus et al., 2002)توسط
توان با استفاده از ساختار ميكروپيلي، آنها را از همديگر تشخيص داد و كه ب نبود امكان پذيرفرآوري خاويار 

از اين رو تلاشها بيشتر به سمت تكنيكها و ماركرهاي قابل اعتمادتر توسعه يافت، كه شامل  .متمايز كرد
 : روش ايزو الكتريكانجام مي شود صورتتكنيكهاي سلولي و مولكولي بود. روشهاي پروتئيني به دو 

قدرت تمايز ضعيفي بين  البته انجام شد كه اين روش Keyvanfar)  (et al., 1998) كه توسط IEF( نگفوكوسي
  . داراي كاستي بودنه برداري مودر رابطه با روشهاي فرآوري و ننيز و  ايجاد نمودگونه ها را برخي 

كه نتايج بهتري را نسبت  ) ،Chen et al., 1996روش ديگر الكتروفورز پروتئين از نوع  آنزيمي و غير آنزيمي بود (
بعلاوه و نياز به بافت تازه و زنده كارآمد نبود.  مطالعات پروتئيني در نشان داد هر چند به دليل محدوديت IEFبه 

توانست تمام تنوع ژنتيكي را آشكار هاي اين روش بويژه بار الكتريكي اسيدهاي آمينه، نميبه علت محدوديت
  سازد. 

)Krieger et al., 2000( استفاده از  اظهار داشتند كه به طور نسبيDNA ه است را برطرف نمود ذكر شده مشكلات
بين گونه اي و را در شناسايي  روش هاي پروتئينيكاربرد در بين تاسماهيان  به دليل نرخ پايين تكامل و البته

كه   گاز–ند كروماتوگرافي مايع روشهايي مان زبا اين حال ا  را با مشكلاتي همراه كرده است. درون گونه اي
پرورشي يا وحشي بودن  منشاء آنها از لحاظ ميزان تركيب اسيد چرب خاويار را اندازه گيري مي كند براي تعيين

  .(Wirth et al., 2002)د گرديگونه ماهي استفاده 
(Vlasenko et al., 1989) از تاسماهي روسي تاسماهي ايراني تمايزجهت  ،با بررسي شاخص هاي جمجمه شناسي 

ست كه اين موارد تحت دان از نظر مورفولوژي، عمده ترين تفاوت آنها در شكل پوزه و رنگ آميزي ويژه آنها
  .هستند زندگي تاثير رشد و محيط
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در  بود، يي و تفكيك اين دو گونهاجمجمه شناسي در سنين پايين هم قادر به شناس ،برخلاف روشهاي سنتي
تر نزديك A. naccariiجمجمه شناسي تاسماهي روسي به  شاخص هايه بر اساس مشاهده شد ك فوق بررسي

  .),Vasil’eva (2009. اما داده هاي بدست آمده تاييد كننده تفكيك اين دو گونه نبود. است تا تاسماهي ايراني
 mtDNAلوژي و سنتي مورفولوژي  مغاير بود ولي  با داده هاي كاريو حاصل از روشهاي اين نتايج با يافته هاي

  (Vasil’ev., 1985   Tagliavini et al., 1999; Birstein et al., 2000; Ludwig et al., 2001)مشابه بود. 
از قدرت بالاتري  خويشاونديط بروا براي بررسيبا وجود روشهاي جديد مورفولوژي هنوز دادهاي ژنتيكي 

اهيان  كه از نظر مورفولوژي مشابه هستند، نياز به . شناسايي صحيح تاسم)Vasil’ev ,. 2009( برخوردار هستند
  توسعه روشهاي مورفولوژي  و هماهنگي آنها با داده هاي ژنتيك ضروري است. 

بهتري را در شناسايي گونه هاي تاسماهيان نشان دهند همگي  تمايزماركرهايي كه توانسته اند  كنونتا  سويياز  
البته با اين وجود از  .)AFLP ) Carmona et al., 2009و  Microsatellite  ،RAPDبودند از قبيل اي هستهDNA از نوع 
DNA   ميتوكندريايي در نواحي مختلف آن، براي شناسائي ودرجه خويشاوندي در تحقيقات علمي به كرات

مورد استفاده گرديد كه در اين تحقيق به علت اهميت مسئله به ذكراين منابع پرداخته شده است. علاوه بر 
ژنهاي ميتوكندري تعدادي از محققين  PCR-RFLPروشهاي مبتني بر توالي ژنوم ميتوكندري و يا استفاده از روش 

  استفاده نمودند.  RAPDاز روش 
(Liu and Cordes., 2004)  در مقاله مروري خود در مورد روشRAPD  بيان داشتند كه مي توان با استفاده از

 پرداخت و از آنجا bp10-8توسط جفت آغازگرهاي  DNAناشناخته  به مشخص نمودن بخش هاي PCRتكنيك 

 )، احتمال مي36-40نسبتا پاييني دارد ( (Anneling) ئيكه اين آغازگرها توالي كوتاهي دارند و دماي پهلوگيري

به نمايندگي از  رود كه واكنش زنجيره پليمراز محصول زيادي توليد نمايد. هر محصول باند توليد شده(احتمالا)
يك جايگاه لوكوسي متفاوت است. از آنجائيكه بيشتر مهره داران ژنوم آنها توالي يابي نشده، احتمال آن وجود 

مي  RAPDدارد كه تمام لوكوس ها به طور تصادفي انتخاب شوند. پلي مورفيسم هاي توليد شده نشانگرملكولي 
زگر رخ دهد يا تغييراتي كه بين مناطق مختلف ژنومي وجود تواند به احتمال تعويض جانشيني پايه اي در آغا

قدرت بالقوه نسبتا بالايي براي تشخيص  RAPDدارد باعث ايجاد اين پلي مورفيسم گردد. در واقع نشانگر ملكولي 
ي باند) با استفاده از يك پرايمر را دارد و با استفاده از تعداد بيشتري از پرايمرها 5-20پلي مورفيسم (توليد 

مي توان به ثبت قسمت عمده اي از ژنوم با استفاده از باندهاي توليد شده رسيد. ويژ گي  RAPDنشانگر ملكولي 
بررسي مي شوند، به دليل فراهم آوردن اطلاعات خاص جمعيت، براي مطالعات   RAPDهايي كه از طريق روش 

  ). 1384ژنتيكي مفيد مي باشد(هاشم زاده سقرلو،
قلمداد شود. از اين رو وجود يا عدم وجود يك توالي خاص   DNAنوان وجود يك قطعه ازجهش مي تواند به ع

ژني قلمداد نمود، كه مي توان نقش يك نشانگر   را مي توان به عنوان وضعيت شاخص يا آلل يك جايگاه
ه هاي جهت جداسازي و ايجاد نشانگرهاي گون RAPD). در روش 1384ژنتيكي را ايفا كند (هاشم زاده سقرلو،
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جديد مورد بررسي، نيازي به داشتن آگاهي قبلي از نوع توالي نيست چرا كه در اين روش تنها از يك پرايمر 
). قطعات 1384منفرد به عنوان نقاط آغاز و خاتمه عمل مضاعف سازي استفاده مي شود (هاشم زاده سقرلو،

DNA  تكثير شده به وسيله نشانگر مولكوليRAPD  در مطالعات جمعيتي، شناسايي گروه هاي به جهت كاربردشان
پيوستگي، تهيه نقشه ژنوم و به عنوان منبع بالقوه اي از اثر انگشت ژنتيكي، توجه زيادي را به خود جلب كرده 
است. در صورتي كه  مشكلات فني مربوط به قابليت تكرار دقيق نتايج برطرف شود و نحوه توارث آشكار و 

به ابزار قوي و پركاربردي براي  RAPDتوسعه بيشتري يابد، نشانگر مولكولي  روشهاي آماري تحليل اطلاعات
  ).1384محققين شيلاتي مبدل خواهد شد(هاشم زاده سقرلو،

(Rezvani, 1997)  روشRAPD  را روشي كارآمد و سريع در بين روشهاي معرفي نمود و اعلام كرد كه براي
سنگين در مورد اطلاع پيدا كردن ژنوم موجود مورد نظر نيست و استفاده از اين روش نيازي به صرفه هزينه هاي 

حتي وقت، و صرف هزينه هاي جانبي از قبيل طراحي پرايمر و... در اين روش كمتر از روش هاي ديگر مي 
  باشد. 

يك علاوه  بر موارد فوق با آگاهي يافتن از تنوع ژنتيكي گونه ها و ميزان شباهت بين جمعيت ها از طريق اين تكن
مي توان گونه هاي بومي را از طريق مديريت صحيح حفظ و به بازسازي ذخاير انها كمك كرد. همچنين به 
تعيين نشانگرهاي ژنتيكي مي توان به آناليز ساخت جمعيتي آبزيان،پرورش آنها،سيستماتك و طبقه بندي آنها 

ژنتيكي آنها بدست آورد و اطلاعات پرداخت و همچنين اثرات صيد، صيادي و آلودگي ها را نيز بر روي تنوع 
  .(Rezvani, 1997)زيادي را در مورد ژنتيك گونه هاي در حال انقراض يا كمياب تهيه نمود

 (Comincini et al., 1998)  با استفاده از نشانگر ملكوليRAPD  گونه از ماهيان  6باندهاي پلي مورفيك را در
 Acipenser ruthenus, Acipenser gueldenstaedtii, Acipenser transmontanus, Acipenser, (Huso huso)خاوياري 

baerii, Acipenser naccarii) را بررسي نمودند و بر طبق نتايج اين محققين دو گونهhuso) (Acipenser 

gueldenstaedtii,Huso ا را در يك كلاستر و چهار گونه ديگر در كلاستر جداگانه قرار گرفتند. نتايج فوق قدري ب
تقسيمات تاكسونومي گونه ها مغايرت دارد به همين دليل اين نتايج بر پايه داده هاي رده بندي موجود مشكل 

  است.
(Iturra et al., 1998)  ماركرهاي ملكولي كروموزوم هاي جنسي را در ماهيان قزل آلاي رنگين كمان با استفاده از

 ,Scottishبا باندهاي پلي مورفيك در نرهاي سويه  ماركر 2مطالعه نمودند و موفق به شناسايي  RAPDروش 

Lassen .شد  
(Garcia et al 1996)  با استفاده از نشانگرRAPD  توانستند ماركر ژنتيكي را براي يكي از جمعيت هاي ميگوي

نيز سپس اين محقق توانست با استفاده از كلون كردن و توالي يابي و  شناسايي نمايد. (Penaeus vannami)وانامي 
  تنوع ژنتيكي بين جمعيت هاي اين گونه را بدست آورد ند.  Microsatelliteبا استفاده از روش 
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(Van-Eenenaam et al 1998)  بروي مكانيسم تعيين جنسيت ماهي خاوياري سفيد(Acipenser transmontanus)  با
ر و ماده را شناسايي نمايد و از تحقيق نمود و توانست ماركر بين جنسهاي ن RAPDاستفاده از نشانگر ملكولي 

  نيز يافته هاي بيان شده را به اثبات برسانند. Transmissionطريق روشهاي سيتوژنتيك و 
(Rezvani et al., 1997)  با استفاده از نشانگر ملكوليRAPD  ،5  گونه از ماهيان خاوياري درياي خزر شامل

مكان ژني متغير  22ازون برون را مورد بررسي قرار دادند و تاسماهي ايراني، تاسماهي روسي، فيل ماهي، شيپ و 
گونه يافت كردند. نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه گونه تاس ماهي روسي شباهت خويشاوندي  5در بين 

  نزديكي با تاس ماهي ايراني داشت.
، تعداد RAPDنگر ملكولي طبق بررسي هاي انجام شده در مطالعات با اهداف متفاوت با استفاده ازروش نشا

عدد بود كه  101عدد بوده است و در اين بررسي تعداد پرايمر استفاده شده  4-300پرايمرهاي استفاده شده بين 
جزء مطالعات با پرايمر تعداد زياد به شمار مي رود و نشان دهنده اين است كه از تعداد كافي و لازم آغازگر 

گونه تاس ماهي  و )persicus Acipenser(مايز بين گونه تاس ماهي ايراني نشانگر ملكولي رپيد براي تفكيك و ت
  ) است.Acipenser gueldenstaedtiiروسي(

نتايج بدست آمده در اين تحقيق را با اين سوال كه آيا تاسماهي ايراني بعنوان يك گونه مستقل از تاسماهي 
  حليل و بررسي قرار داد؟ مورد ت RAPDروسي را ميتوان با استفاده از نشانگر ملكولي 

عدد بود و با توجه به نتايج  101مورد استفاده در اين بررسي RAPDهمانطور كه ذكر گرديد تعداد آغازگر 
 53) تعداد 1دسته تقسيم بندي نمود كه به شرح ذيل مي باشد :  3بدست آمده مي توان اين آغازگرها را به 
عدم توليد و يا تكثير ژن يا بخشي از ژنوم در واكنش  .اشتندند PCRآغازگر هيچگونه تكثير و توليد محصول 

PCR  دو علت اساسي است، يا توالي توالي آغازگر هيچگونه ناحيه مكملي درDNA  گونه هدف نداشته و در
و   (Welsh and Mc Clelland., 1990)نتيجه نتوانست در جايگاه مناسبي پهلوگيري نمايد و در نتيجه ژن تكثير نشد 

(Williams et al., 1990)  يا آغازگر توالي مكمل را داشت ولي شرايطPCR  چه از لحاظ دما، زمان يا از لحاظ
مناسب نبود. براي تنظيم دما در ابتداي تحقيق، براي بدست  PCRتعداد سيكل و يا مواد و اجزا تشكيل دهنده 

ي باشد مبادرت به استفاده از برنامه م PCRآوردن بهترين دماي اتصال كه مسئله بسيار مهم در تكثير محصول 
درجه سانتيگراد بدست آمد و در مرحله  31گرديد كه بهترين دماي بدست آمده  30-40دامنه حرارتي از دماي 

 PCRدرجه سانتيگراد تكرار گرديدند و محصول  35و  33دماي اتصال ديگر  2بعد نيز هركدام از آغازگرها در 
، زمان مناسب براي پهلوگيري DNA (Denatration)ن براي دو رشته اي كردن توليد نشد. همچنين بهترين زما

بدست آمد. براي بدست آوردن  (Extension)و زمان مناسب براي تكثير  (Anneling)تك رشته اي DNAاغازگر به 
ديد گر PCRبراي غلظت در تمامي مواد   مبادت به انجام آزمون و خطا PCRمناسب ترين غلظت مواد در واكنش 

آغازگر  39) تعداد 2. و (Sambrook et al., 1989)نداشتند  PCRآغازگر مربوطه الگوي توليد باند و محصول  53اما 
بروي ژل پلي اكريل آميد بودند اما  DNAتوليد نمودند و الگوي توليد باند  PCRآغازگر محصول  101از مجموع 
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يك گونه (تاس ماهي ايراني و يا تاس ماهي روسي) وجود  نمونه از 5باندهاي توليد شده به نحوي نبودند كه در 
نمونه از گونه ديگر (تاس ماهي ايراني و يا تاس ماهي روسي) توليد نشده باشد و بالعكس. اين  5داشته باشد و در 

د احتمال نيز وجود دارد كه حتي با وجود تكثير، آغازگر بروي تمام نقاطي از ژنوم كه مي توانسته است پهلو بگير
و احتمالا باند متمايز  نيز توليد نمايد پهلو گيري ننموده است و فقط هر يك از اين آغازگرها توليد باند هاي 
مشابه در دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي نمودند كه اين احتمال به علت ماهيت  اين نشانگر 

ك آغازگر مي توان نتايج متفاوتي بدست ملكولي است كه داراي تكثير تصادفي است و در هر سري تكرار ي
به همين علت اينگونه بيان گشت كه حتي در   (Williams et al., 1990)و   (Welsh and Mc Clelland., 1990)آورد

آغازگري كه در دو گونه توليد باند يكسان نمود. اين احتمال نيز وجود دارد كه در سري بعدي تكرار اين 
آغازگر باند هايي توليد و تكثير شدند كه به  39د هاي متمايز مي باشد. همچنين در اين آغازگر احتمال توليد بان

نمونه يك گونه توليد شد و در گونه ديگر هيچ باند مشابهي توليد و تكثير نگرديد  5نمونه از  2طور مثال فقط در 
ز براي تمام نمونه ها صدق نمي كرد و نمونه نمي تواند به عنوان باند متمايز محسوب گردد اولا اين تماي 2اما اين 

فقط در تعدادي متفاوت بود به عبارت ديگر تمايز درون گونه اي بيش از تمايز بين گونه اي است و نمي توان به 
  عنوان ماركر از آن استفاده نمود.

 DNAدازه متفاوت و متمايزي داشتند. ان DNAتوليد نمودند و الگوي باند  PCRآغازگر بودند كه محصول  9) 3
فوق  DNAدر گونه هاي مورد بررسي در محدوده هاي مختلف توليد گرديد بطوريكه در گونه ديگر باندهاي 

مرتبه تكرار گرديد به عنوان  3-15بين   PCRمشاهده نشد. براي اطمينان از صحت آزمايش بررسي ها ، واكنش 
از دفعات تكرار نتيجه اوليه حاصل نگرديد. مرتبه تكرار شد و در هيچيك  15،  27نمونه آغازگر رپيد شماره 

علت اين امر همانگونه كه در بررسي هاي مختلف محققين گزارش گرديد عدم تكرار پذيري بالاي اين نشانگر 
نتايج اين  (Williams et al., 1990)و   (Welsh and Mc Clelland., 1990)و (Liu., and Cordes., 2004) ملكولي مي باشد 

  ه با نتايج ديگران از لحاظ عدم تكرار پذيري بود.تحقيق مشاب
پلي مورفيك و متمايز بين دو گونه توليد نمودند كه پس از شناسايي  DNAآغازگر باند  9آغازگر تعداد  101از 

، استخراج پلاسميد، توالي يابي و PCRمتمايز، جداسازي باند، تكثير مجدد، كلون كردن، كلوني DNAباند هاي 
نمونه تاس ماهي ايراني و  50نمونه ( 100اصي طراحي گرديد. براي اطمينان از تمايز دو گونه، تعداد پرايمر اختص

نمونه گونه تاس ماهي روسي  50در  PCRشد كه پس از بهينه سازي  PCRنمونه تاس ماهي روسي) مجددا  50
راني در جايگاه ديگري به نمونه تاس ماهي اي 50جفت باز  را توليد نمود كه در  500در محدوده  DNAباند 

جفت باز كمتر از اين محدوده توليد كرد. يكي از مزايا و نتايج مثبت اين تحقيق اين است كه  20الي  10اندازه 
بر روي ژل پلي اكريل آميد الكتروفورز شد. در ژل پلي اكريل آميد هر چه درصد اكريل آميد  PCRمحصول 

 50نمونه از  PCR  5تري مشاهده مي گردد كه در اين تحقيق نيز محصول بالاتر باشد صحت نتايج با اطمينان با لا
% ران گرديد تا احتمالا اگر باندي كه در تاس ماهي روسي 10نمونه هر دو گونه ، بروي ژل پلي اكريل آميد 
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 توليد گرديده و به عنوان تمايز محسوب شده است اگر با شدت كمتري در گونه تاس ماهي ايراني تكثير شده
% خطاي احتمالي مشخص گردد 10% مشخص نگرديده در ژل پلي اكريل آميد 6باشد و در ژل پلي اكريل آميد 

% بدست آمد، بدين صورت كه باندي 6% همان نتايج ژل پلي اكريل آميد 10كه با استفاده از ژل پلي اكريل آميد 
با ر تاس ماهي ايراني مشاهده نشد. نمونه تاس ماهي روسي توليد گرديد، د 5جفت باز براي  500در محدوده 

جهت تمايز دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس  توجه به نتايج بدست آمده مي توان اعلام نمود كه ماركر ملكولي
 .Aدر جهت شناسايي خاويار تاس ماهي ايراني  از ماركر ملكولي فوق مي توانكه شده  ماهي روسي شناسايي

persicus  ه نموداستفاد بازار جهانيدر.  
آغازگر كه باندهاي متمايز نشان دادند نيز داراي تعداد زيادي باندهاي مونومورفيك و مشابه بودند كه  9

آغازگر كه باندهاي متمايز نشان دادند، پس  9نشاندهنده شباهت بسيار بالاي اين دو گونه است. همچنين از بين 
ز توالي هاي بدست آمده، تنها يك پرايمر طراحي شده از انجام مراحل كلونينگ، توالي يابي و طراحي پرايمر ا

نمونه از گونه تاس ماهي روسي توليد باند متمايز نمايد كه اين نتيجه بدست آمده بازهم  50توانست در تمامي 
  بين دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي است.  نشاندهنده شباهت بسيار بالا

  Keyvanfar et(،  )1372(نصري چاري،   (Artyukhin, 1979) ,، (Borodin, 1897)پيش از اين نيز محققين ديگري  

al., 1988(, )Chen et al., 1996(, , 2006) Artyukhin  ( و)(Vasil’eva, 2009   علي رغم اينكه از نظر مورفولوژيكي و
هاي ديگر از قبيل ظاهري دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي تفكيك نمودند با استفاده از روش

تكنيكهاي سلولي و ملكولي خصوصا نشا نگرهاي ملكولي ژنتيكي به دنبال اعلام تفكيك اين دو گونه از 
يكديگر بودند اما موفق به يافتن ماركر ملكولي تا به حال نشده اند و بسياري از آنان عدم تفكيك دو گونه 

  تايج محققين آورده شده است.مذكور را اعلام داشته اند كه در ادامه برخي از اين ن
 (Pourkazemi, 1996) گونه تاس ماهي درياي خزر 5 در مطالعات فيلوژني)A.persicus, A.gueldenstaedtii, 

A.nudiventris, A. stelletus  H. huso با  كلون سازي و توالي يابي ژنهاي (ND5  وD-loop شباهت 100، ميزان %
، مشاهده ND5با استفاده از ژن UPGMA . از طرفي با ترسيم درخت فيلوژني مشاهده كردند D-loopتوالي را در 

) =bootstrap%67گونه تاس ماهي درياي خزر، تاس ماهي ايراني و روسي  در يك كلاستر ( 5در بين  كردندكه
  قرار مي گيرند.

.et al., 2000) (Pourkazemi   با توالي يابي ژنND5 نشان دادند كه در مقايسه توالي DNA  اين دو گونه مشخص
آنها وجود دارد. با توجه به مدت زمان لازم براي ايجاد يك  ND5درصد تفاوت در ژن  2/2گرديد كه ميزان 

موتاسيون (يا تغيير يك عدد باز آلي)، مي توان اعلام نمود كه دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي بيش 
 افتند.از يك ميليون سال پيش از همديگر انشقاق ي

(Birstein et al., 2002)  با بررسي بر روي ژن سيتوكرومb  نشان دادند كه تاس ماهي ايراني همراه با تاس ماهي
 ,.Ludwig et alويا در پارسيموني كه  =bootstrap) %100در يك كلاستر قرارمي گيرند () A. naccariiايتاليايي (
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دند، تاس ماهي روسي با تاس ماهي ايتاليايي در يك كلاستر قرار ارائه كر  bبا استفاده از ژن سيتوكروم)  (2001
  ) و تاس ماهي ايراني جدا از اين كلاستر قرار داشت. =bootstrap%100گرفتند (

et al., 2005)  (Doukakis 3با بررسي ) ژن ميتوكندريCyt b, NADH5 , D-loop  تاسماهي روسي، دو دودمان (
شاخه تاسماهي ايراني و تاسماهي ايتاليايي را شامل مي شد، در حالي كه  ميتوكندري مشاهده كردند كه يك

بود. بررسي ملكولي فوق نشان داد كه شباهت مولكولي مطابق با  A.baeriiديگر شاخه مربوط به تاسماهي سيبري
  شباهت مورفولوژيك بود، چرا كه تاسماهي ايتاليايي و روسي را گونه هاي شبيه به هم مي دانند. 

(Birstein et al., 2005)  اظهار كردند كه جمعيت تاس ماهي روسيAcipenser gueldenstaedtii  موجود در درياي
 Acipenser، تاس ماهي آدرياتيك  Acipenser persicusخزر رابطه دودماني نزديكي با سه گونه تاس ماهي ايراني 

naccarii تاس ماهي سيبري ،Acipenser baerii يان داشتند كه تاس ماهي روسي دارد و همچنين بAcipenser 

gueldenstaedtii  از نظر پروفايلmtDNA  رابطه دودماني ناشناخته اي با شبه تاس ماهي سيبريAcipenser baerii-

like   دارد. همچنين اين محققين با استفاده از شواهد مورفولوژيكال(مورفومريستيك و مريستيك) و آناليز نتايج
اين دودمان ناشناخته را مورد بررسي قرار دادند  cyt bو ژن  (Control region)ده از ناحيه كنترل ژنتيكي بدست آم

) pure- Acipenser guldenstaedtii 2) تاس ماهي روسي خالص 1حالت ژنتيكي وجود دارد  3و اعلام كردند كه 
آن خيلي شبيه به   mtDNAكه پروفايل ) حالت ژنتيكي نادر baeri like Russian sturgeon   3شبه تاس ماهي سيبري
  است. Acipenser naccariiتاس ماهي آدرياتيك 

, 2006) Artyukhin  ( صفت مورفولوژي و آناليز پارسيموني 28با بررسي (Parsimony)  مربوطه مشاهده كرد كه
 بدليل برخي). از طرفي =bootstrap%87تاس ماهي ايراني در كلاستري جدا از تاس ماهي روسي قرار دارد(

اختلافات كه اين نتايج با پارسيموني حاصل از داده هاي مولكولي داشت نتوانست اين دو نتيجه بدست آمده را با 
  هم تلفيق كند. 

et al., 2007) (Peng  با تعيين توالي ژنوم ميتوكندري  تاسماهيان و پاروپوزه ماهيان با استفاده از ژن سيتوكرومb 
دند كه زمان انشقاق گونه ها در آن مشخص گرديد. نتايج آنها حاكي از آن بود كه درخت فيلوژني ترسيم كر

ميليون سال پيش از اجداد تاسماهي روسي جدا شده اند، در حالي كه  8/10اجداد تاسماهي ايراني در حدود 
اهي روسي ميليون سال پيش از همتاي روسي خود جدا گرديد. در بررسي فوق تاس م 3/5تاسماهي ايتاليايي در 

  را به تاس ماهي ايتاليايي نزديك و نسبت به تاس ماهي ايراني دورتر اعلام كردند.
 (Rehbin et al., 2008)  روش ژنتيكي  3با استفاده ازRFLP , SSCP  و توالي يابي منطقهcyt b  اقدام به شناسائي

  persicus Huso huso, Acipenser stellatus, Acipenser baerii, Acipenser gueldenstadtii, Acipenserخاويار گونه هاي
 Acipenserماهي ايراني روش نتايج مشابهي باهم ارائه كردند اگرچه براي تاس 3پرداختند و بيان داشتند كه اين 

persicus روش توالي يابي ژن cytb  قادر به شناسائي خاويار اين گونه بود ولي روشهايRFLP , SSCP   قادر به
را  cytb bنبودند. همچنين بيان داشتند كه نتايج توالي ژن  Acipenser persicusيار تاس ماهي ايراني شناسائي خاو
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مي توان براي تشخيص گونه اي مورد استفاده قرار داد. در نهايت بيان گرديد براي قطعيت و اطمينان، به تعداد 
  مي باشد.نمونه هاي بيشتر و اطمينان از منشا جغرافيايي و زيستي نمونه ها 

(Ruban et al., 2008)  با مقايسه نتايج ديگر محققين درزمينه داده هاي مورفولوژيكي خصوصا نتايج مورفولوژيكي
(Berg,1934)  و همچنين نتايج ژنتيكي به دست آمده از ديگر محققين و با نتيجه گيري از داده هاي مورفولوژيكي

بيان داشتند كه نتايج و داده هايي كه مبني بر حمايت از اعلام  و ژنتيكي به دست آمده و تفسير بين اين داده ها
 Acipenser gueldenstaedtiiبه عنوان يك گونه مستقل از تاس ماهي روسي  Acipenser persicusتاس ماهي ايراني 

ين باشد وجود ندارد. البته لازم به ذكر است كه اين محقق فقط به ذكر منابعي پرداخته است كه عدم تفكيك ا
دو گونه را بيان داشته اند و نيز نتايج محققين را به طور كامل بازگو نكرده اند و فقط قسمت هايي از نتايج كه 
مبني بر عدم تفكيك اين دو  گونه بوده است را بيان داشته و از ذكر نام محققاني كه با بررسي هاي 

 ,  (Borodin, 1897) , ه اند خودداري شده است مورفولوژيكي و ژنتيكي احتمال تمايز اين دو گونه را بيان داشت

(Artyukhin, 1979)   ،1372(نصري چاري(  ،)Keyvanfar et  al., 1988(, )Chen et al., 1996(, , 2006) Artyukhin ( 
,)(Vasil’eva, 2009  و (Rehbin et al., 2008).  

(Ruban et al., 2011)  از داده هاي  شاخص مورفولوژيك با استفاده 28با آناليز(Berg, 1934)  و نيز آناليز داده هاي
نتيجه گرفتند كه تشابه بالائي بين نمونه هاي دو  tRNA (956bp)و توالي ناحيه مجاور ژن  D-loopژنتيكي ناحيه 

) وجود دارد كه Acipenser gueldenstaedtii) و تاس ماهي روسي (Acipenser persicusگونه تاس ماهي ايراني (
نده عدم وجود كلاسترهاي جداگانه در اين دو گونه است و با تفسير نتايج مورفولوژيكي و ژنتيكي بيان نشان ده

) معرفي Acipenser persicusداشتند كه تاس ماهي ايراني نمي تواند يك گونه مستقل با عنوان تاس ماهي ايراني (
  گردد.

 RAPDبعنوان نشانگر ملكولي   RAPDاده از روش در جمعبندي نهايي در اين تحقيق ميتوان اعلام نمود كه استف
ميتوان جهت شناسايي و تفكيك دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي از يكديگر بكار گرفته شود. در 

كه شده تمايز دو گونه موفق به يافتن ماركر ملكولي  RAPDاين تحقيق با كلون و توالي يابي نشانگر ملكولي 
و از اين ماركر ملكولي مي توان در  نموده تاسماهي ايراني و روسي را از يكديگر تفكيك دو گونبخوبي ميتوان 

جهت اطمينان كامل  در صادرات اين محصول استفاده نمود. A. persicusجهت شناسايي خاويار تاسماهي ايراني 
هاي نوين مولكولي كه يا بايد بررسي هاي جامع تري انجام پذيرد تا نشانگر شاخص جداسازي گردد و يا از روش

  در ذيل به آن اشارم ميشود در تكميل اين تحقيق انجام پذيرد.
در عين حال در پاسخ به اين سئوال كه آيا ماركر ملكولي جهت تمايز دو كونه تاسماهي ايراني و تاس ماهي 

يز دو كونه روسي وجود دارد؟ بله، طبق نتايج بدست آمده مي توان اعلام نمود كه ماركر ملكولي جهت تما
قادر به تمايز دو گونه تاسماهي ايراني و تاس RAPD تاسماهي ايراني و تاس ماهي روسي وجود دارد و روش 

  ماهي روسي مي با شد.
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  GHبحث  -3-5
ژن رشد به عنوان يك ژن ساختاري نقش مهمي را در رشد بسياري از گونه هاي مهره دار ايفا مي كند. اين ژن 

ه بدني و سازگاري اسمزي در ماهيان يوري هالين نيز موثر است. ژن سنتز كننده هورمون در توليد مثل، رشد تود
رشد از تحول تدريجي در طي زمان و تكامل محفوظ مانده است و مي تواند اطلاعات مفيدي در زمينه تغييرات 

امطالعه توالي و ساختار . از اين رو مي توان ب(Yom Din et al., 2008)پروتئيني و عملكرد هورمون رشد ارائه دهد
  ژن هورمون رشد اطلاعات مفيدي در زمينه روند تكاملي مهره داران بدست آورد.

 و درسال )Li and Evans, 1944(در انسان شناسائي و تخليص شد  1944 ژن هورمون رشد براي اولين بار درسال
پس از آن در گونه . )Sanger et al, 1977بيان و پروتئين نوتركيب آن به دست آمد( E.coli اين ژن درباكتري 1977

 ,.Zhu at al)هاي مختلف جانوري از جمله موش، خوك، گاو، گوسفند و ماهي اين ژن كلون وشناسائي گرديد

مربوط به ژن هورمون رشد قزل آلاي رنگين كمان بود كه به  1988 . اولين كلونينگ ژن آبزيان در سال(1992
كدكننده اين ژن شناسائي شد پس از آن ژن هورمون رشد در ماهيان آزاد طور كامل نواحي كد كننده و غير

گونه از ماهيان دنيا شناسائي  30هم اكنون توالي اين ژن حداقل در . (Agellon et al., 1988)شناسائي گرديد
   .)49گرديده است كه اكثرا مربوط به ماهيان كشورهاي اروپائي و امريكا ميباشد(جدول
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و محققيني كه ژن رشد گونه هاي ماهيان را تا كنون شناسايي  NCBIمي، شماره دسترسي در نام عل - 49جدول 

  نمودند.

  
توالي ژن هورمون رشد در گونه هاي مختلف از طول متفاوتي برخوردار مي باشد به عنوان مثال اين ژن در انسان 

bp 1964 )Adelman et al, 1981 گربه ماهي ،(bp 1087 )Ping et al, 2002 و ماهي آزاد (bp 4397 )Johansen et al, 

يك ژن  bp 645ررسي مشخص گرديد ژن رشد در تاس ماهي ايراني و روسي با توالي ) مي باشد.در اين ب1989
ژنومي مي باشد. ژن رشد در تاس ماهي ايراني و روسي  DNAپيوسته فاقد نواحي اينترون در جايگاه خود بر روي 

خود  mRNAدرصد با توالي  100از كدون آغاز تا كدون پايان به صورت پيوسته بوده و از نظر همولوژي 
مطابقت دارد.اكثر ژن هاي يوكاريوتي توسط حداقل يك يا چند نواحي غير كد شونده به صورت گسسته بر 

  ژنومي قرار مي گيرند كه به اين نواحي غير كد شونده اصطلاحا اينترون مي گويند. DNAروي 

  منابع شماره دسترسي  گونه رديف
1 Onchorinchus masou X59762 Shoji  et al,1991 

2 Danio rerio AY286447 Falcon et al, 2003 

3 Cyprinus carpio M27000 Koren et al, 1989 

4 Spaurus aurata U01301 Martinez Barbera, 1993 

5 Tricogaster trichopterus AF157633 Doron et al, 1999 

6 Anguilla japonica M24066 Saito et al, 1988 

7 Anguilla anguilla AY148493 Goldberg et al, 2003  
8 Hypophthalmichthys molitrix X60475 Chang et al, 1991 

9 Carassius aurata DQ350437 Chen et al, 2006 

10 Calta calta AY053361 Ravinder and Majumdar, 2001 

11 Clarias gariepinus AF416488 Nasaruddin and Majumdar, 2001 

13 Salmo salar M21573 Johansen et al, 1989 

14 Onchorinchus mykiss M24683 Rentier-Delrueet al, 1989 

15 Carassius cuvieri AF389237 Hao et al, 2001 

16 Heteropneustes fossilis AF147792 Anathy et al,2001 

17 Paramisgurus dabryanus DQ350432 Chen et al, 2006 

18 Rattus norvegicus V01237 Seeburg et al, 1977 

19 Ovis aries S50877 Guron et al,1992 

20 Sus scorfa NM213869 Nieves-Martinez et al, 2009 

21 Homo sapiens V00520 Adelman et al, 1981 

22 Silurus meridionalis AF530481 Ping et al, 2002 

23 Silurus asotus AY157496 Song,P, 2002 

24 Rhamdia quelen EF101341 Vaz et al, 2010 

25 Pimephales promelas AY643399 Filby and Tyler, 2007 

26 Cirrhinus mrigala AF140281 Thayanithy et al,2001 
27 Gymnocypris przewalskii AY707317 Cao et al, 2009 
28 Ictiobus bubalus AY375301 Clements et al,2003 
29 Labeo rohita AF416490 Rajesh and Majumdar, 2001 
30 Morulius calbasu AY691181 Rajesh and Majumdar, 2004 
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ه كپور ماهي شكلان و ژن سنتز كننده هورمون رشد در ماهيان به دو گروه تقسيم ميشود. گروه اول شامل راست
اينترون تشكيل شده است. گروه دوم شامل راسته  4اگزون و  5گربه ماهي شكلان است كه ژن رشد آن ها از 

 5اگزون و  6آزاد ماهي شكلان، سوف ماهي شكلان و راسته تترا اودنتيده ها است كه ژن هورمون رشد آن ها از 
ن و اينترون ها در اين گونه هاي ماهيان مي تواند به دليل اينترون تشكيل شده است. تفاوت بين تعداد اگزو

. آناليز توالي بدست آمده )Vaz et al, 2010(انشقاق اين گونه ها از دوران بسيار قديم طي دوره تكاملي آن ها باشد
 از هورمون رشد بيانگر اين است كه در بين نواحي اگزوني تاسماهي ايراني و تاس ماهي روسي هيچ اينتروني
وجود ندارد. اين ژن ها را اصطلاحا اينترونلس مي نامند. بنابراين نميتوان ژن رشد مربوط به تاس ماهي ايراني و 
روسي را در درون دو گروه تقسيم شده قرار داد. ژن هاي فاقد اينترون يكي از ويژگي هاي جانداران 

ينترون در ساختار ژنوم خود هستند. حلقوي و بدون ا DNAپروكاريوت مي باشد. پروكاريوت ها اغلب داراي 
اين ويژگي به آن ها كمك مي كند تا به سرعت بتوانند در درون بدن ميزبان رشد و ژن هاي مورد نياز خود را 
بيان نمايند. باكتري نمونه اي از پروكاريوت هاست كه از اين ويژگي به خوبي براي تكثير و بيان ژن هاي خود 

به اين، مطالعات انجام شده بر روي ژن هاي فاقد اينترون در يوكاريوت ها  بسيار  استفاده مي نمايد. با توجه
اندك بوده و مربوط به يك دهه اخير مي باشد و اغلب مربوط پستانداران نظير انسان و موش مي 

ا كنون نزديك ). تGatermann et al, 1989; Bhandari et al, 1991; Makeyev et al, 1999; Sugiyama et al, 1999باشد(
ژن فاقد اينترون در انسان شناسايي شده است و بسياري از محققين عقيده دارند كه ژن هاي فاقد اينترون  901به 

 ).Venter 2001از پروكاريوت ها به ارث رسيده اند(

آن با يكديگر كاملا همسان است كانديداي بسيار خوبي براي يك ژن اينترونلس مي  cDNAيك ژن كه توالي 
اشد و معمولا ژن هاي پروكاريوتي خارجي را شامل مي شود كه در طي دوره تكامل درون ژنوم يوكاريوت ها ب

). ژن هاي اينترونلس در يوكاريوت ها به دليل ساختار پروكاريوتي اطلاعات Bhandari et al, 1991جاي گرفته اند(
ه اين ژن ها مي تواند كمك زيادي به الگوهاي مهمي در زمينه مطالعات تكاملي و ژنتيكي ارائه مي دهند و مطالع

  تكاملي ژن ها ارائه دهد.
مطالعاتي كه تا كنون بر روي ژن رشد انجام شده،  همگي به وجود اينترون مابين نواحي كد شونده اشاره نمودند. 

توسط  )Oreochromis nilotica(از ميان اين مطالعات مي توان به شناسايي توالي نوكلئوتيدي ژن رشد ماهي تيلا پيا 
Ber  اشاره نمود. در اين بررسي ژن هورمون رشد ماهي تيلا پيا از طريق تكنيك  )1992(و همكارانcDNA 

  6بود و همانند ساير آزاد ماهيان داراي   bp 1888جداسازي و مشخص گرديد طول ژن رشد ماهي تيلا پيا 
ون بيشتر، همولوژي كمي با ژن رشد ساير پستانداران اينترون مي باشد و باداشتن يك اينترون و اگز 5اگزون و 

به دليل كوتاه بودن توالي آن در ژن رشد ماهي تيلا  5دارد. اين بررسي نشان مي هد آغاز شكل گيري اينترون 
پيا پس از انشعاب ماهيان و چهارپايان بوده است و ماهي تيلاپيا در مرحله مياني تكامل ژن رشد قرار دارد. ژن 

) داراي Cyprinus carpioي تيلا پيا علي رغم داشتن يك اگزون و اينترون بيشتر نسبت به ماهي كپور (رشد ماه
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با  AGشروع و در انتها با دو نوكلئوتيد  GTتوالي كوتاه تري نسبت به آن است. تمامي اينترون ها با دو نوكلئوتيد 
رغم داشتن اينترون هاي طولاني، كوتاه تر از پايان مي رسيدند. نسخه اوليه ژن هورمون رشد در اين ماهي علي 

ديگر ژن هاي هورمون رشد شناخته شده ساير ماهيان است.نتايج بيانگر اين است كه ژن هورمون رشد تاس ماهي 
ايراني و روسي داراي كوتاه ترين توالي در مقايسه با توالي ژن هورمون رشد ساير مهره داران است كه يك دليل 

  قدمت طولاني اين گونه ها و كمترين تغيير در ساختار ژن رشد طي دوران تكامل خود باشد.مهم آن مي تواند 
) بر روي ژن هورمون رشد لامپري دريايي 2006و همكاران ( Moriyamaدر بررسي ديگري كه توسط 

)Petromyzon marinus( انجام شد نشان داد كه ژن رشد  اين ماهي bp13604 رشد  طول داشته و طويل ترين ژن
شناخته شده در ميان تمام مهره دران است. اطلاعات ژن هورمون رشد لامپري درياي نشان مي دهد اين ژن 

 2آمينو اسيد اول سيگنال پپتيد و اگزون  3، 1شباهت زيادي به ژن رشد ساير پستاندران و پرندگان دارد و اگزون 
آمينو اسيد و اگزون  44و  42به ترتيب 4و  3زون هاي را ترجمه مي كند. اگ 34ادامه سيگنال پپتيد تا آمينو اسيد 

آمينو اسيد به همراه ناحيه را ترجمه مي نمايد. همچنين با مطالعه قسمت هاي غير كد شونده مشخص  61پنجم 
  شد ژن رشد اين ماهي داراي نواحي مايكروستلايت و ميكروستلايت بر روي توالي خود مي باشد.

اينترون تشكيل شده است. همچنين بيان داشتندكه هورمون رشد يك  4اگزون و  5ز اين ژن در لامپري دريايي ا 
هورمون اجدادي در طي تكامل مولكولي هورمون هاي خانواده هيپوفيز مي باشد و مكانيسم درون ريز آن در 

ك اولين مراحل تكامل مهره داران شكل گرفته است.ژن هورمون رشد تاس ماهي ايراني و روسي با داشتن ي
به دست آمده براي ژن هورمون  mRNAتوالي پيوسته فاقد هر گونه اينترون در توالي خود بودند و مقايسه توالي 

  را نشان دادند. 100رشد اين دو گونه با توالي ژنومي آن همولوژي % 
ر ) به منظور شناسايي توالي كامل ژن كد كننده هورمون رشد د1992و همكاران( Maleمطالعه ديگري توسط 

 6500از طريق كلونينگ ژني انجام شد و مشخص گرديد اين ژن دراي  )Salmo salarماهي آزاد اطلس (
  '5نوكلئوتيد در نواحي كناري  600-2000نوكلئوتيد در ناحيه اينترون و اگزوني و حدود  3900نوكلئوتيد شامل 

اسيد آمينه را توليد مي  210لي پپتيدي با اگزون تشكيل شده و پ 6مي باشد. همچنين بيان نمودند اين ژن از  '3  -
 كند.

ژن   mRNAمطالعاتي كه تا كنون بر روي ژن رشد تاس ماهيان صورت گرفته بسيار اندك بوده و تنها بر روي 
رشد اين ماهيان مي باشد. تمامي بررسي هايي كه تا كنون صورت گرفته است همگي حضور اينترون مابين 

ژن هورمون رشد صورت  DNAاعلام داشتند اما هيچ مطالعه اي بر روي توالي نواحي كد شونده ژن رشد را 
  نگرفته است.

نشان داد ژن رشد اين  )Acipenser sinesis) بر تاس ماهي چيني (2011و همكاران ( Caoاز اين ميان نتايج مطالعه 
 214خود دارد و پروتئيني با  ’3در ناحيه  bp 296و  ’5در ناحيه  bp 16مي باشد كه  bp 954ماهي داراي توالي 

اسيد آمينه را ترجمه مي كند كه با نتايج به دست آمده براي تاس ماهي ايراني وتاس ماهي روسي مطابقت دارد. 
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) روي ژن هورمون رشد تاس ماهي روسي نشان داد كه اين ژن داراي 1992و همكاران (  Yasudaمطالعههمچنين 
اسيد آمينه تشكيل شده اند و داراي دو باند  190يان نمود هر دو فرم از مي باشد. همچنين ب GH2و  GH1دو فرم 

  مي باشند. 180-188و  52-163دي سولفيد در جايگاه هاي 
نتايج بيانگر اين است توالي ژن هورمون رشد به دست آمده براي تاس ماهي ايراني و روسي داراي طول بازي 

با  mRNAتوالي  100شده براي همين گونه مي باشد. شباهت % ژن رشد شناسايي  mRNAكاملا برابري با توالي 
 توالي ژنوم هورمون رشد ماهي ايراني و روسي مي تواند يك دليل مهم براي اينترونلس بودن اين ژن باشد.

  مقايسه توالي ژن رشد تاس ماهي ايراني و روسي با ساير جانداران
گونه مهره دار نشان مي دهد كه ژن رشد تاس ماهي  22مقايسه توالي ژن رشد تاس ماهي ايراني و روسي با 

ايراني و روسي يك توالي حفظ شده بوده و بالاترين شباهت را از نظر توالي با پستانداران و سپس ماهيان 
گونه مهره دار نشان داد كه اين  22استخواني دارد. مقايسه توالي ژن رشد تاس ماهي ايراني و روسي با ژن رشد 

) 71)، گراز وحشي(% 71)،  موش صحرايي(% 74ن همولوژي را با ژن رشد پستاندارن مثل انسان(% گونه بالاتري
)، كپور 59)، ماهي لوچ(% 65) و در انتها با ماهيان استخواني نظير كپور معمولي(% 63سپس با مارماهي شكلان (% 

خاره  سه ماهي هورمون ژن با روسي و ايراني ماهي تاس رشد هورمون ژن شباهت ) دارد و كمترين61ژاپني(% 
 %)37( Trichogaster trichopterus) (شد ثبت.  

  
  آناليز توالي اسيد آمينه ژن رشد در تاس ماهي ايراني و روسي با ساير گونه ها - 50جدول 

SeqA Name Length SeqB Name Length Score 
1 A.persicus 214 2 A.gueldenstaedtii 214 100.0 
1 A.persicus 214 3 H.molitrix 210 45.0 
1 A.persicus 214 4 Sheep 217 64.0 
1 A.persicus 214 5 Anguilla 209 63.0 
1 A.persicus 214 6 D.rerio 156 44.0 
1 A.persicus 214 7 T.tricopterus 204 37.0 
1 A.persicus 214 8 Silurus 200 41.0 
1 A.persicus 214 9 R.quelen 200 40.0 
1 A.persicus 214 10 P.promelas 210 44.0 
1 A.persicus 214 11 H.sapiens 217 48.0 
1 A.persicus 214 12 R.norvegicus 216 65.0 
1 A.persicus 214 13 C.cuvieri 210 46.0 
1 A.persicus 214 14 O.mykiss 210 42.0 
1 A.persicus 214 15 S.salar 210 42.0 
1 A.persicus 214 16 S.scorfa 216 67.0 
1 A.persicus 214 17 S.meridionalis 200 41.0 
1 A.persicus 214 18 C.gariepinus 200 41.0 
1 A.persicus 214 19 P.dabryanus 210 44.0 
1 A.persicus 214 20 H.fossilis 200 40.0 
1 A.persicus 214 21 O.masou 210 42.0 
1 A.persicus 214 22 S.aurata 204 38.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 3 H.molitrix 210 45.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 4 Sheep 217 64.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 5 Anguilla 209 63.0 
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2 A.gueldenstaedtii 214 6 D.rerio 156 44.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 7 T.tricopterus 204 37.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 8 Silurus 200 41.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 9 R.quelen 200 40.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 10 P.promelas 210 44.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 11 H.sapiens 217 48.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 12 R.norvegicus 216 65.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 13 C.cuvieri 210 46.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 14 O.mykiss 210 42.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 15 S.salar 210 42.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 16 S.scorfa 216 67.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 17 S.meridionalis 200 41.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 18 C.gariepinus 200 41.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 19 P.dabryanus 210 44.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 20 H.fossilis 200 40.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 21 O.masou 210 42.0 
2 A.gueldenstaedtii 214 22 S.aurata 204 38.0 

  
) به Acipenser sinesisني (ژن رشد تاس ماهي چي cDNA) بر روي توالي 2009و همكاران ( Hongyanنتايج تحقيق 

اسيد آمينه را كد گذاري  214طول داشته و پروتئيني با  bp 645نشان داد ژن رشد در اين ماهي  RT-PCRروش 
اسيد آمينه تشكيل شده است.  24مي كند و مشخص نمودند سيگنال پپتيد ژن رشد در تاس ماهي چيني از 

ديگر گونه هاي مهره دار را انجام داده و بيان داشتند كه ژن رشد  همچنين مقايسه توالي آمينو اسيدي اين گونه با
) 61) داشته، سپس مارماهي شكلان و دوزيستان (%66-70تاس ماهي روسي بيشترين همخواني را با پستانداران (%

هي ) را با ساير ماهيان استخواني داردكه با نتايج به دست آمده از ژن رشد تاس ما39-47و كمترين همخواني(%
ايراني و روسي در اين مطالعه مطابقت دارد. تاس ماهيان به دليل ويژگي هاي منحصر به فرد خود مدل بسيار 

). به همين دليل مطالعه ژن هاي حفظ شده نظير ژن رشد Cao et al, 2011خوبي براي مطالعات تكاملي مي باشند (
كامل اين ماهي ارائه دهد. آناليز فيلوژني بيانگر در ماهيان خاوياري مي تواند اطلاعات مفيدي در زمينه روند ت

اين است كه تاسماهي ايراني و روسي گونه هاي بسيار قديمي بوده و از نظر ساختاري به پستانداران نزديكتر از 
ساير گونه هاي ماهي مي باشند و شباهت بالاي توالي پروتئين ژن رشد تاس ماهي ايراني و روسي با ديگر گونه 

  دار نشان مي دهد كه اين ژن از يك ژن رشد اجدادي مشترك منشا مي گيرد.هاي پستان
در اين تحقيق براي نخستين بار توالي ژن هورمون رشد تاس ماهي ايراني و روسي و توالي پروتئين آن ها 

اسيد آمينه اول در ابتداي توالي ژن هورمون رشد تاس ماهي  24شناسايي شد. نتايج به دست آمده نشان داد 
توالي شناسايي  ’3بالاتر ازكدون پايان در انتهاي bp 49ايراني سيگنال پپتيد مي باشد و جايگاه پلي آدنيلاسيون 

شد. نتايج اين بررسي نشان داد جايگاه پلي آدنيلاسيون تاس ماهي ايراني و روسي مشابه با جايگاه پلي 
تايج اين بررسي نشان داد سيگنال پپتيد تاس ، مي باشد. همچنين نAATAAAآدنيلاسيون گونه هاي آزاد ماهيان ،

ماهي ايراني و روسي يك ناحيه هيدروفوب بوده و همولوژي زيادي با سيگنال پپتيد ژن رشد ديگر ماهيان دارد. 
و   Sciaraطوريكهمطالعات مختلف نشان مي دهد طول سيگنال پپتيد در گونه هاي مختلف متفاوت مي باشد به 
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)  سيگنال پپتيد اين Odontesthes bonariensis(لعه بر ژن هورمون رشد ماهي نقره اي پهلو ) با مطا2006همكاران (
  ) مي باشد.aa26) و انسان (aa 22اسيد آمينه گزارش نمودند و كوتاه تر از سيگنال پپتيد آزاد ماهيان ( 17ماهي را  

 Odontesthesنقره اي پهلو ( ) بر ژن هورمون رشد ماهي2003و همكاران ( Marinsنتايج حاصل از مطالعه 

argentinensis 3اسيد آمينه اول اين ژن سيگنال پپتيد و داراي دوجايگاه پلي آدنيلاسيون در انتهاي  17) نشان داد’ 
توالي پروتئين خود مي باشد و بيان داشتند سيگنال پپتيد اين ماهي بر اساس نوع اسيد آمينه تشكيل دهنده آن 

طبي است كه مشابه نتايج به دست آمده براي سيگنال پپتيد تاس ماهي ايراني وروسي بسيار هيدروفوب و غير ق
نشان  (Verasper moseri))  بر ژن هورمون رشد ماهي فلاندر2000و همكاران ( Peyushبود. بررسي ديگري توسط 

آدنيلاسيون در انتهاي  اسيد آمينه در ابتدا توالي و يك جايگاه پلي 17داد كه اين ماهي داراي سيگنال پپتيدي با 
)نشان داد اين ماهي داراي Tilapia nilotica) بر ماهي (Ber and Daniel )1992توالي خود مي باشد. نتايج مطالعه  ’5

خود مي باشد كه مشابه با جايگاه پلي آدنيلاسيون در گونه  ’3در انتهاي  AATAAAيك جايگاه پلي آدنيلاسيون 
تفاوت دارد كه مطابق با نتايج به دست آمده  ATTAAAيگاه پلي آدنيلاسيون كپور هاي آزاد ماهيان بوده و با جا

  براي تاس ماهي ايراني و روسي مي باشد. 
بررسي توالي اسيد آمينه ژن هورمون رشدتاسماهي ايراني و روسي نشان داد اين پروتئين داراي چهاراسيدآمينه 

) در بررسي ژن هورمون 2002و همكاران ( Venugopalطالعه سيستئين در ساختار خود مي باشد. نتايج حاصل از م
) نشان داد كه Catla catla) و كاتلا(Cirrhina mrigala)، مريگال (Labeo rohitaرشد سه كپور ماهي هندي روهو (

اسيد آمينه سيستئين در توالي خود مي باشند كه در شكل گيري دو باند دي سولفيد مولكول  4ماهيان فوق داراي 
) در مقايسه توالي آمينو اسيدي ژن رشد 1985و همكاران ( Sekineرمون رشد نقش دارد. همچنين مطالعه هو

) نشان داد كه هر سه  Rattus norvegicus) و موش (Homo sapiens، انسان ()Oncorhynchus keta(ماهي آزاد چام 
و بيان داشت كه چهار اسيد آمينه سيستئين  گونه داراي چهار  اسيد آمينه سيستئين در جايگاه هاي مشابه ميباشند

در نگهداري فرم فعال ژن هورمون رشد نقش موثري دارد و همانند بسياري از توالي هاي اسيد آمينه ژن رشد 
) بر سه ماهي كپور سر 1992و همكاران ( Changپستانداران حفظ شده است. در مقابل نتايج تحقيق 

) و كپور علفخوار Hypophthalmichthys molitrixكپور نقره اي ( )،Hypophthalmichthys nobilisگنده(
)Ctenopharyngodon idella نشان داد كه پروتئين ژن رشد اين ماهيان داراي پنج اسيد آمينه سيستئين در توالي (

ساير خود مي باشند. نتايج حاصل از مقايسه موقعيت چهار اسيد آمينه سيستئين در ژن رشد تاس ماهي ايراني با 
گونه هاي مهره دار نشان مي دهد كه همگي در جايگاه هاي مشابهي بر روي توالي پروتئين قرار گرفته اند و به 
شدت حفظ شده اند. چهار اسيد آمينه سيستئين دو باند دي سولفيدي را شكل ميدهد كه در ساختار مولكول 

 Paladini etاي هورمون رشد ايفا مي كند(پروتئين ژن رشد شركت مي كند و نقش بسيار مهمي درحفظ فعاليت ه

al, 1983 نتايج نشان مي دهد از آنجاييكه موقعيت چهار اسيد آمينه سيستئين بر روي توالي پروتئين ژن رشد تاس .(
ماهي ايراني كاملا برابر با جايگاه قرار گيري چهار سيستئين در توالي ژن رشد پستانداران است مي توان اين 
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داشت كه باند هاي دي سولفيد در تاس ماهي ايراني همانند پستانداران نقش بيولوژيكي مشابهي را فرضيه را بيان 
  ايفا ميكنند. 

نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه ژن رشد تاس ماهي ايراني و روسي داراي يك جايگاه گليكوزيلاسيون 
هورمون رشد ماهي نقره اي پهلو  ) بر ژن2003و همكاران ( Marinsمي باشد. بررسي  187در موقعيت

)Odontesthes argentinensis نشان داد كه اين ماهي تنها داراي يك جايگاه گليكوزيلاسيون در موقعيت (Asn
201 

 Piaractus)) بر ماهي آب شيرين پاكو 2008و همكاران ( Pinheiroمي باشد. در مقابل نتايج مطالعه 

mesopotamicus) ن رشد اين ماهي داراي دو جايگاه گليكوزيلاسيون (نشان داد كه ژن هورموGlyco
123

 and 

Glyco
) با بررسي ژن رشد ماهي 1985و همكاران ( Sekine) بر روي توالي پروتئين خود مي باشد. همچنين 175

 )Asn-131 and Asn 185دريافتند كه اين ماهي داراي دو جايگاه گليكوزيلاسيون ( (Oncorhynchus keta)آزاد چام 
مي باشد و بيان داشتند اين جايگاه يك ويژگي ساختاري براي ژن هورمون رشد ماهيان مي باشد و در ژن رشد 

) نشان داد آخرين سيستئين در انتهاي توالي 1989و همكاران ( Rentierپستانداران مشاهده نمي شود. نتايج 
د كه مطابق با نتايج به دست آمده براي پروتئين ژن رشد و هميشه در ساختار جايگاه گيلكوزيلاسيون شركت دار

  تاس ماهي ايراني و روسي مي باشد.
Artyukhin (2006)  صفت مورفولوژيك و آناليز پارسيموني نشان داد كه تاس ماهي ايراني و روسي  28با بررسي

ي به دست آمد در كلاستر هاي جداگانه از هم قرار مي گيرند اما اين نتايج با نتايجي كه از آناليز هاي مولكول
و همكاران  Rubanمطالعات تطبيق نداشت و تفاوتي ما بين تاس ماهي ايراني و روسي مشاهده نكرد. همچنين 

 و توالي ناحيه مجاور ژن  D-loopشاخص مورفولوژيك و  بررسي هاي مولكولي ناحيه  28با استفاده از   )2011(

tRNA هي ايراني و روسي وجود دارد و تاس ماهي ايراني مشخص نمودند كه شباهت بسيار بالايي بين تاس ما
  نمي تواند به عنوان يك گونه مستقل معرفي گردد.

براي ژن هورمون رشد تاس ماهي ايراني و روسي  UPGMAنتايج حاصل از اين تحقيق با استفاده از دندروگرام 
نمونه  4اهي ايراني با همديگر و نمونه تاسم 4) نشان مي دهد Kimura2-parameterبه روش دو پارامتري كيمورا (

تاسماهي روسي با همديگر در يك كلاستر قرار مي گيرند كه بيانگر تشابه كامل نمونه هاي درون گونه اي و 
). در اين روش گونه هايي كه فقط با يك گره از هم جدا شدند به 1-4تمايز نسبي بين گونه اي است(تصوير 

رفته مي شوند. در عين حال سه گونه تاسماهي ايراني ، فيلماهي و عنوان گونه مجاور يا نزديك در نظر گ
تاسماهي روسي در يك كلاستر قرار گرفتند. در اين دندروگرام اختلاف فاصله اي بين تاس ماهي ايراني و 
روسي بسيار كم و نمونه هاي هر گونه در كلاستر هايي با فاصله يك گره قرار گرفتند. نكته مهم اينكه توالي ژن 

). نتايج اين دندروگرام نشان 1-4رشد فيل ماهي حد واسط تاس ماهي ايراني و روسي قرار گرفته است(تصوير 
مي دهد اگرچه فاصله تكاملي بين نمونه هاي تاس ماهي ايراني و روسي بسيار پايين و در حد صفر مي باشد اما 

ل شاخه ها مي توان  ميزان خويشاوندي بين گونه اين دو گونه در دو كلاستر جدا قرار گرفته اند. با استفاده از طو
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نزديكترين گونه به تاس ماهي ايراني و روسي  UPGMAهاي مورد آزمايش را مشاهده نمود. در دندروگرام 
مارماهي مهاجر و مارماهي ژاپني و سپس پستانداران نظير گوسفند، انسان و موش صحرايي مشخص نمود. 

در كلاستر  0862/0دي ماهيان استخواني مثل ماهي سيم و سه خاره با فاصله دورترين گونه ها از نظر خويشاون
  ).77هاي جداگانه قرار گرفتند(تصوير 

  
  نمونه) با ساير گونه هاي 4مقايسه فيلوژني توالي ژن رشد تاس ماهي ايراني و روسي(هر يك با   - 77تصوير

  .Kimura-2Parameterو مدل   UPGMAاستخواني با استفاده از دندروگرام
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نمونه تاس ماهي  4نمونه  تاس ماهي ايراني در يك كلاستر و  4نشان داد كه   Neighbor-Joiningنمودار فيلوژني 
). فيل ماهي گونه ديگري از ماهيان 2-4روسي هم در يك كلاستر ولي مجزا از يكديگر قرار گرفتند(تصوير 

و روسي در يك كلاستر قرار گرفتند. گونه هاي مجاور خاوياري بود كه همراه با توالي هاي تاس ماهي ايراني 
نزديك ترين گونه از نظر  Neighbor-Joiningبودند. در روش  UPGMAآن ها هم كاملا مشابه دندروگرام 

خويشاوندي به تاس ماهي ايراني و روسي ابتدا فيل ماهي و سپس پستانداران مثل گراز، انسان، موش صحرايي و 
رين فاصله براي ماهيان استخواني مثل ماهي كپور ژاپني و ماهي سيم ثبت گرديد(تصوير گوسفند ثبت شد. دورت

). بنابراين مي توان بيان نمود كه بر اساس توالي ثبت شده از  توالي ژن هورمون رشد گونه هاي مختلف،  78
  د.قرابت ژنتيكي گونه هاي خاوياري تشابه با پستانداران بيشتر از  گونه هاي آبزي مي باش

  
  مقايسه فيلوژني تاس ماهي ايراني و روسي و همچنين ساير گونه هاي استخواني با استفادده از توالي  - 78تصوير 

  . براي تاسKimura- 2 Parameterو مدل  Neighbor-Joiningژن رشد با استفاده از دندروگرام 

  .نمونه مورد ارزيابي قرار گرفته است 4ماهي ايراني و روسي هر يك     

  
ژن هورمون رشد به دليل طول كوتاه و توالي حفظ شده مي تواند اطلاعات بسيار خوبي در زمينه منشا و زمان 

 رشد ژن با نوكلئوتيد 10 در ايراني تاسماهي رشد انشقاق دو گونه تاس ماهي ايراني و روسي ارائه دهد. ژن
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 كه نمود اعلام توان مي نوكلئوتيد هر در جهش براي سال ميليون 0.5 احتساب با و دارد تفاوت روسي تاسماهي
  .شدند متمايز همديگر از پيش سال ميليون 5 حدود گونه دو اين

با توجه به نتايج به دست آمده در اين تحقيق براي تاس ماهي ايراني و روسي مي توان اعلام نمود ژن هورمون 
گرچه شناسايي ژن  اينترون است. مي باشد كه فاقد bp 645رشد در تاس ماهي ايراني و روسي داراي توالي 

هورمون رشد در دو گونه تاسماهي ايراني و روسي موفقيت بزرگي براي مطالعات بيوتكنولوژي مي باشد ولي 
ماركر مولكولي براي شناسايي و تمايز دو گونه معرفي نشد. نتايج بيانگر اين است كه ژن هورمون رشد تاس 

جايگاه نوكلئوتيدي، قادر به ارائه جايگاه برش متفاوت مابين دو  10ماهي ايراني و روسي علي رغم تفاوت در 
  گونه نيست.

در جمعبندي ميتوان اعلام نمود كه ژن هورمون رشد بعنوان يك ماركر ژنتيكي  براي مطالعات  مقايسه  تكاملي  
ود حداقل گونه هاي مختلف ماهي به دليل برخورداري از طول كافي، توالي هاي حفاظت شده و همچنين وج

آناليز ساختاري اوليه پپتيد ها و ژن هورمون  .(Chen etal., 2003; Pinheiro etal., 2008)تشابه ساختماني به كار ميرود 
رشد نشان مي دهد كه ژن اين هورمون از نسخه اوليه اجدادي خود در طي زمان دچار تغيير شده است بنابراين 

 عملكردي، سير تكامل و تنظيم بيان مي باشد –وابط ساختاري اين ژن يك مدل بسيار خوبي براي مطالعه ر

(Sekine et al., 1985) بعلاوه مطالعه روي ژن هورمون رشد مي تواند اهميت بنيادي و كاربردي داشته .
ژن هورمون رشد در طي دوران تكامل به شدت حفظ شده و اطلاعات  .(Kocour and Kohlman, 2011)باشد

 ;Chiou et al., 1990; Johansen et al., 1989) بي آناليز گونه هاي مهره دار ارائه مي دهدارزشمندي براي ارزيا

Agellon et al., 1988).  
) بر نواحي اينتروني ژن هورمون رشد آزاد ماهيان مشخص نمود ماهي آزاد Oakley and Philips )1999بررسي 

، جنس هاي خواهري نزديك Salmonشامل جنس  و ماهي آزاد اطلس Onchorhynchusاقيانوس آرام شامل جنس 
به هم نيستند. همچنين بيان نمودند مطالعات گذشته بر روي ماهيان آزاد اين دو جنس نشان از شباهت هاي 
مورفولوژيك و نزديكي اين دو جنس با يكديگر داشت ولي مقايسه مولكولي اين دو جنس بر پايه ژن رشد اين 

ل از اين تحقيق به خوبي نشان مي دهد كه از ژن هورمون رشد مي توان براي فرضيه را رد نمود. نتايج حاص
  مقايسه فيلوژني گونه هاي نزديك به هم استفاده كرد.

در اين بررسي نتايج بيانگر اين است كه ژن هورمون رشد تاس ماهي ايراني و روسي از كدون آغاز تا كدون  
اسيد آمينه را ترجمه مي كنند.  214مي باشند و پروتئيني با  bp 645پايان در ناحيه اگزوني خود داراي توالي 

اطلاعات در زمينه مكانيسم هاي مولكولي رشد و توليد مثل تاس ماهيان اندك است اما مشخص است كه 
). در زمينه ژن هورمون رشد Cao and Zhou, 2011هورمون رشد فاكتور مهمي در كنترل اين فرايند ها مي باشند(

ژن رشد تاس ماهي ايراني  DNAاطلاعات بسيار كمي وجود دارد و تاكنون مطالعه اي بر روي توالي  تاس ماهيان
  و روسي صورت نگرفته است.
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نشان داد كه ژن رشد اين  )Acipenser sinesisبر تاس ماهي چيني ( )2011(و همكاران  Caoاز اين ميان نتايج مطالعه 
 214خود دارد و پروتئيني با  ’3در ناحيه  bp 296و  ’5در ناحيه  bp 16مي باشد كه  bp 954ماهي داراي توالي 

اسيد آمينه را ترجمه مي كند كه مشابه با پروتئين به دست آمده براي تاس ماهي ايراني و روسي است. در تحقيق 
ان داد ) نشAcipenser sinesis) بر ژن هورمون رشد تاس ماهي چيني (2009و همكاران ( Hongyanمشابهي مطالعه 

اسيد آمينه تشكيل شده است همچنين با مقايسه  214بوده و پروتئين آن از  bp 645كه اين ژن داراي توالي 
پروتئين ژن رشد با پروتئين ژن رشد ساير گونه هاي مهره دار بيان نمودند ژن هورمون رشد تاس ماهي چيني 

الي را با ماهيان استخواني حقيقي دارد كه مشابه بيشترين همولوژي را با پستانداران و كمترين شباهت از نظر تو
بر  )2008(و همكاران  Yom Dinنتايج به دست آمده براي تاس ماهي ايراني است. در بررسي ديگري كه توسط 

ژن هورمون رشد تاس ماهي روسي صورت گرفت نشان داد كه توالي نوكلئوتيدي اين ژن در تاس ماهي روسي 
bp 980 متوقف مي شود. سپس براي  683شروع شده و در جايگاه  39ون آغاز در جايگاه طول داشته و با كد

بررسي عملكرد اين ژن، ميزان بيان آن ها را در تاس ماهيان روسي جوان نر و ماده ارزيابي و اثبات نمودند 
نين مقايسه تفاوت معني داري بين تاس ماهيان نر و ماده براي بيان ژن رشد تا سن پنج سالگي وجود ندارد. همچ

توالي آمينو اسيدي اين گونه با ديگر گونه هاي مهره دار را انجام داده و بيان داشتند كه ژن رشد تاس ماهي 
) و كمترين 61) داشته، سپس مارماهي شكلان و دو زيستان (%66-70روسي بيشترين همخواني را با پستانداران (%

دكه با نتايج به دست آمده از ژن رشد تاس ماهي ايراني ) را با ساير ماهيان استخواني دار39-47همخواني(%
  وروسي در اين مطالعه مطابقت دارد.

و  120تا  1مقايسه توالي ژن هورمون رشد تاس ماهي ايراني و روسي نشان مي دهد در حد فاصل توالي باز هاي 
با  300تا  120واحي بين باز) بوده و نConserveهمولوژي ميان دو گونه كاملا حفظ شده ( 100با %  645تا  300

جهت  High Variableديده مي شود. بنابراين مي توان از منطقه  High Variableباز متفاوت بعنوان منطقه  10داشتن 
مطالعات جمعيت شناسي به خوبي استفاده نمود. تاس ماهيان به دليل ويژگي هاي منحصر به فرد خود مدل بسيار 

). به همين دليل مطالعه ژن هاي حفظ شده نظير ژن Cao and Zhou, 2011باشند (خوبي براي مطالعات تكاملي مي 
رشد در ماهيان خاوياري مي تواند اطلاعات مفيدي در زمينه روند تكامل اين ماهي ارائه دهد. آناليز فيلوژني 

پستانداران  بيانگر اين است كه تاسماهي ايراني و روسي گونه هاي بسيار قديمي بوده و از نظر ساختاري به
نزديكتر از ساير گونه هاي ماهي مي باشند و شباهت بالاي توالي ژن رشد تاس ماهي ايراني و روسي با ديگر 

  گونه هاي پستاندار نشان مي دهد كه اين ژن از يك ژن رشد اجدادي مشترك منشا مي گيرد. 
ك منشا شده است. ژن هورمون نشان مي دهد كه ژن هورمون رشد از يك ژن اجدادي مشتر DNAآناليز توالي 

رشد از نظر ساختاري و عملكرد شباهت زيادي به مهره داران دارد اما اطلاعات بسيار كمي در زمينه ماهيان 
استخواني منتشر شده است. اهميت هورمون رشد بعنوان پتانسيل پايه رشد و تسريع كننده سرعت رشد در تعدادي 
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ده است. از اين رو شناسائي و تخليص ژن هورمون رشد در چند از جانوران و بخصوص در ماهيان مشخص ش
  دهه اخير يكي از موضوعات مهم تحقيقات در دنيا مي باشد.

در پاسخ به اين سئوال كه آيا با استفاده از ژن هورمون رشد، مي توان جايگاه فيلوژني تاس ماهي ايراني و تاس 
در اين تحقيق جايگاه فيلوژني تاس ماهي ايراني و روسي  ماهي روسي را تعيين كرد؟ پاسخ آن آري است زيراكه

با استفاده از ژن هورمون رشد تعيين شد كه با فيلماهي هر سه در يك كلاستر قرار گرفتند. ولي ژن هورمون رشد 
تاس ماهي ايراني و روسي بعلت همولوژي و قرابت ژنتيكي بالا و همچنين بعلت داشتن كوتاه ترين توالي ژن 

سايي شده ميان مهره داران  نميتواند به عنوان يك ماركر براي تفكيك دو گونه به كار رود. تعداد رشد شنا
اگزون ها و اينترون هاي ژن رشد در دو گونه تاس ماهي ايراني و تاس ماهي روسي مشابه ماهيان استخواني نبوده 

شباهت بسيار كمي با ژن رشد ساير  زيرا ژن هورمون رشد تاسماهي ايراني و روسي با داشتن يك اگزون پيوسته
  ماهيان استخواني كه توالي آن به ثبت رسيده است، دارد.

  
  SNPبحث -4-5

كند اين   كه مراحل اوليه تكاملي خود را طي مي SNPاز نقطه نظر روش كار و متدولوژي كشف و شناسايي 
و بدنبال آن توالي يابي  RAD شود كه با تشكيل بانك و كتابخانه دستاورد يك موفقيت ارزشمند محسوب مي

DNA تواند مورد استفاده  هاي مختلف كه توالي بسيار زيادي شناسايي گرديد و بينهايت مي از افراد و جمعيت
برروي ماهيان  RADهاي انجام شده اين اولين گزارش و تحقيق بكارگيري روش  قرار گيرد. طبق بررسي

ومي ارزشمندي براي تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي بدست خاوياري بوده و مزيت ديگر اينكه اطلاعات ژن
  هاي آتي مورد  استفاده قرار گيرد.  تواند در بررسي و تحقيق آمد كه توالي آن اكنون موجود است و مي

هايي بود كه اساساً تتراپلوئيد بودند  يكي ديگر از مشكلات بكارگيري اين روش انجام آزمايشات بر روي نمونه
شد زيرا بطور كلي نرم افزارهاي طراحي شده براي  بعنوان يك ريسك بزرگ براي پروژه محسوب ميكه عملاً 

اللي هستند طراحي شده بعبارت  2هاي ديپلوئيد كه  بر روي گونه RADانجام آناليزهاي ژنتيكي با استفاده از روش 
ها در سيستم مورد شناسايي  نوتيپتايي است و بر همين اساس اللها و ژ 2ديگر ديد تفرق اللها بصورت حداكثر 

گرفت. بعضاً در سيستم فيلترينگ دستگاه توالي ياب بعنوان خط تلقي مي شود. لذا در مرحله آناليز داده  قرار مي
اختصاصاً براي ماهيان   "SturSNIP"يك برنامه آناليز بيوانفورماتيك اختصاصي  SNPهاي  ها با استفاده از داده

طراحي و تدوين شد كه اين بخش بعنوان يكي از قسمتهاي بسيار جدي اين تحقيق  خاوياري (تتراپلوئيد)
  شد.  محسوب مي

هاي  هاي مورد بررسي، بطور بسيار جدي مشخص گرديد كه آناليز داده پلوئيدي بودن گونه علاوه بر معضل پلي
در مرحله آخر تشكيل بسيار حساس باشد. بطوريكه  PCRممكن است براي تكثير به روش  RADحاصل از توالي 

در مرحله  (bias)تواند يك تمايل  شوند مي باركد بطور انتخابي كپي مي DNAبانك يا كتابخانه ژنومي، جايي كه 



٢١٠  ������� / $#ارش ! ��� ��ح �

 

هاي توالي و يا ميزان مشاهده شده آن اثر بگذارد  تواند بر روي فراواني داده ها داشته باشد كه مي نهايي توالي داده
هاي كانديد را كه بعنوان ماركر در SNPرسد كه تعداد  ها اثر بگذارد. بنظر ميSNPو در نهايت بر روند اعتباري 

  پروژه شناسايي شده بودند كاهش دهد. 
هاي تتراپلوئيد و همچنين آناليز بيوانفورماتيك  از گونه SNPعليرغم مشكلات و دشواريهاي موجود در جداسازي 

ز و تفاوت كاملاً روشني بين دو گونه تاسماهي روسي و جداسازي شده تماي SNPآنها، خوشبختانه نشانگرهاي 
تاسماهي سيبري   ايراني و همچنين جمعيت تاسماهي روسي در درياي خزر و آزوف و حتي جمعيت

  هاي ابُ و له نا) نشان داد.  (رودخانه
ي ژنوتيپ در يك مرحله را با استفاده از شيم SNP، صحت ژنوتيپ هاي كانديد  SNPاعتبار اوليه نشانگرهاي 

هاي واقعي در نمونه هاي مورد بررسي بر مبناي منشاء جمعيت ها نمايان ساخت. عدم  SNPكاسپار در حضور 
غلط و اشتباهي  SNPممكن است بدليل شيمي مواد و يا بدليل  Kaspar assayكانديد در  SNPامكان تبديل دو 

جدداً توالي يابي تا نوكلئوتيد هاي آن كانديد م SNPباشد. جهت تشخيص اين امر، ضرورت دارد تا لوكوس 
مورد بررسي قرار گيرد. احتمال مي رود در آينده از توالي نوكلئوتيدهاي موجود جهت اعتبار و شناسايي 

  ماركرهاي كانديد قبل از ژنوتايپينگ آن استفاده شود. 
راي تمايز دو گونه بود كه علامت مشخصي ب #53778به شماره  SNPدر اين تحقيق،  SNPمناسبترين ماركر 

  تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي نشان داد كه يكي از مهمترين اهداف اين پروژه بود.
اين نشانگر مي تواند گام اول و مهمي جهت ابداع و توسعه ماركر مولكولي براي تمايز گونه اي باشد. در اين 

ماهي ايراني، تاسماهي روسي، تاسماهي سيبري، گونه از ماهيان خاوياري (تاس 4ميليارد نوكلئوتيد از  4/14تحقيق 
تاسماهي آدرياتيك) تعيين توالي گرديد. اين توالي مي تواند براي مطالعات آتي در زمينه هاي تاكسونومي، 
ساختار جمعيت، اكولوژي، مديريت و حفاظت ذخاير و رديابي محصولات توليدي از تاسماهيان مورد استفاده 

توان  تايج و دستاوردهاي اين تحقيق و با عنايت به كاربردن بودن آن دستاوردهاي آن، ميقرار گيرد. با توجه به ن
هاي بدست آمده به روش  ها و توالي هاي متعددي در راستاي حداكثر استفاده از مجموعه داده در آينده پروژه

RAD  .اجرا نمود  
ها به نحوي كه  ديت در اتصالي تواليهاي موجود، محدو هاي اصلي براي استفاده از داده  يكي از محدوديت

باشد، كه هم از نظر  هاي صحيحي همانند آنچه كه در ابتدا در ژنوم گونه قبل از قطع آنزيمي بودند مي تگ
هاي  تكنيكي و هم از لحاظ عملي بسيار دشوار است ولي در صورت دستيابي به حجم بيشتري از توالي دو گونه

 RADهاي مورد بررسي به روش  هاي بيشتري از ژنوم گونه ردد.   هرچه تواليگ پذير  مي رفرنس اين امر امكان
توان  كمتر خواهد شد و مي  RAD tagهاي بدست آمده در قالب  بدست آيد، ابهام نحوه و محل اتصال توالي

ر خواهد تك لوكوسي شناسايي و معرفي نمود. مطمئناً انجام اين امر نياز به اعتبار پژوهشي بيشت SNPنشانگرهاي 
هاي  ها موجود، توالي ژنومي براي هريك از گونه گردد كه چندين برابر بيشتر از توالي بود. لذا توصيه مي
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بدست آيد. همچنين ابداع و توسعه برنامه هاي نرم افزاري بيوانفورماتيك براي گونه  RADخاوياري به روش 
هد نمود. اين مر هم بنوبه خود اعتبار پژوهشي مستقلي را هاي تتراپلوئيد شرايط براي آناليز بهتر داده ها فراهم خوا

  طلب مي كند. 
هاي تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي،  معرفي شده براي تمايز گونه SNPبا توجه به نتايج بدست آمده و 

  ضروري است كه اقدامات بعدي جهت اطمينان كامل انجام پذيرد از جمله:
و طراحي و  (Sanger)هدف با روش قديمي توالي يابي  به روش سنگر  DNAبررسي مجدد از طريق توالي دوباره 

 و يا روشهاي متعدد و متداول موجود   Kasper chemistryبا استفاده از  SNPتست تعداد زيادتر از 

از ماهيان خاوياري و حتي ماهيان  SNPنتايج اين تحقيق بخوبي نشان داد كه اولاً امكان جداسازي ماركر 
ئيد وجود دارد. ثانياً) عليرغم ناكامي ساير روشها در تمايز مولكولي دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي تتراپلو

روسي نتايج اين تحقيق نشان داد كه دو گونه مورد بررسي كاملاً مستقل از همديگر بوده و در دو كلاستر مستقل 
  و مجزا دسته بندي شدند. 

هاي SNPه تشخيص خاويار دو گونه،  نياز به تحقيق بيشتر جهت جداسازي ثالثاً) جهت اهداف كاربردي تر بويژ
هاي ديگري از ژنوم اين دو گونه است. با توجه به تتراپلوئيدي بودن گونه هاي  فوق، در  متعدد و توالي بخش

نياز به نتيجه گيري كلي مي توان اعلام كرد كه در ارزيابي مقايسه اي ژنوم دو گونه تاسماهي ايراني و روسي، 
ميباشد. بي ترديد تحقق اين امر مهم بدون  RADابداع برنامه بيوانفورماتيك اختصاصي جهت آناليز داده هاي 

  حمايت مالي جديد و همكاري مشترك امكان پذير نخواهد بود. 
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  هاپيشنهاد
فيدترين و بعنوان يكي از م SNPبود، لذا پيشنهاد ميگردد تكنيك  SNPدر اين تحقيق، بهترين نتايج روش )1

موثرترين روشهاي نوين و در حال حاظر ژنتيك مولكولي جهت مطالعات تاكسونومي و جمعيت شناسي، 
 علوه بر تاسماهيان براي طيف وسيعي از آبزيان اقتصادي كشور مورد استفاده قرار گيرد.

روشهاي  در مطالعات بعدي جهت تمايز دو گونه تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي پيشنهاد ميشود از )2
)mtDNA Cytb. ND5, AFLP, 16sDNA, Microsatellite كه قادر به تفكيك دو گونه مزبور نبودند استفاده (

 نگردد.

 PCRپرايمر  100) موقعي ميتواند مفيد واقع شود كه همانند اين تحقيق اولا با تعداد بيش از RAPDروش ( )3
لون و توالي يابي شود. سپس پرايمر مناسب از توالي متمايز، ك DNAبعد از يافتن باند  "انجام پذيرد و ثانيا

 نمونه آزمايش گردد. 40-30بدست آمده طراحي گردد و بر روي تعداد حداقل 

از آنجاييكه ژن هورمون رشد تاس ماهي ايراني و روسي يك اگزون پيوسته فاقد اينترون بر روي توالي   )4
DNA لي مي باشد پيشنهاد مي گردد كه به صورت همزمان تواmRNA  وDNA  اين گونه ها شناسايي و با

 يكديگر مقايسه شوند.

با توجه به اينترونلس بودن ژن هورمون رشد دو گونه خاوياري پيشنهاد مي شود ژن هورمون رشد ديگر گونه  )5
 هاي خاوياري نيز شناسايي و توالي آن ها نيز مورد بررسي قرار گيرد.

تاس ماهي ايراني و روسي براي مقايسه فيلوژني با ساير گونه هاي  از تعداد نمونه هاي بيشتر ژن هورمون رشد )6
 مهره دار استفاده گردد. 

از آن جايي كه ژن رشد يك توالي حفاظت شده مي باشد پيشنهاد مي شود با استفاده از روش هاي جديد  )7
 مقايسه گردند.ساختار ژن رشد مورد بررسي و با ساير گونه هايي كه ژن رشد آن ها تا كنون شناسايي شده 

با توجه به دستيابي به توالي ژن رشد، انجام مطالعات جهت تعيين بيان ژن رشد در مراحل مختلف نمو و رشد  )8
  سني اين دو گونه و ساير گونه هاي خاوياري ضروري است.
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  DNAارزيابي كميت و كيفيت 
ده از روش هاي اسپكتروفتومتري و الكترو فورز  ژل هاي استخراج ش DNAمنظور سنجش كميت و كيفيت ب     

  آگارز استفاده گرديد كه جزئيات آن به شرح زير مي باشد:
  

  روش اسپكتروفتومتري 
استفاده  ND 1000نمونه هاي استخراج شده از دستگاه اسپكتروفتومتر نانودراپ مدل  DNAبه منظور تعيين كميت 

نانومتر و جذب پروتئين  در محدوده طول  260در طول موج  DNA). از آن جاييكه ميزان جذب 79شد(تصوير
استخراج شده دست  DNAنانومتر مي باشد بر اساس نسبت جذب اين دو مي توان به ميزان خلوص  280موج 

باشد آلودگي  2و اگر بالاتر از  RNAباشد نشان دهنده آلودگي  8/1يافت. در صورتي كه اين نسبت كمتر از 
استفاده گردد(تصوير  PCRنه استخراج شده وجود دارد و بهتر است از نمونه هاي مناسب تر براي پروتئين در نمو

80.(  
  

.  
  دستگاه نانودراپ -79تصوير 

  
 2ابتدا با استفاده از  آب مقطر دستگاه نانو دراپ كاليبره شد و پس از ورتكس كردن نمونه ها در دور پايين،  

ايگاه يا سل پايين ريخته، سل بالا بروي سل پائين قرار داده شد و غلظت آن ژنومي را روي ج DNAميكروليتر از  
بار اين مراحل صورت گرفت و ميانگين اعداد بدست آمده را به عنوان  3ثبت گرديد. براي هر نمونه حداقل 
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از نرم  با استفاده DNAنمونه اي از اندازه گيري كيفيت  80استخراج شده محاسبه گرديد. در تصوير  DNAغلظت 
  افزار نانودراپ نشان داده شده است.

  

  
  در رايانه با استفاده از دستگاه نانودراپ DNAمشاهده ضريب جذب -80تصوير 

  
  الكتروفورز ژل آگارز  

 Loading)% بافر سنگين كننده 1، اتيديوم برومايد  x  10با غلظت TAEمواد مورد استفاده : پودر آگارز ، بافر      

buffer)ب مقطر، ، آ.   
نه هاي آن ،الكتروفورز افقي و منبع تامين كننده وسايل و تجهيزات مورد استفاده : نمونه بردارها و سيني ژل و شا

 (Vilber loumat Gel Doc))، دستگاه مستند سازي ژل  Pharmacia Amersham جريان الكتريسيته ( ساخت شركت
   Biocape.همراه با برنامه نرم افزاري 

 ميدان % قرار داده و با استفاده از يك1استخراج شده را بر روي ژل آگارز  DNAش الكتروفورز، در رو
 تفكيك ها را DNAالكتريكي  بار و مولكولي مانند وزن فيزيكي خواص اساس بر الكتريكي مي توان

  ).81كرد(تصوير 
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  دستگاه الكتروفورز افقي همراه با منبع جريان الكتريكي -81تصوير 

  
  ش كار به شرح زير مي باشد:رو
  تانك الكتروفورز ژل را بر روي يك سطح خشك و تراز قرار داده شد .  -1
سيني مخصوص ژل را در سطحي افقي قرار داده و شانه در درون شيار مخصوص خود در انتهاي سيني ژل  -2

 قرار داده شد تا حداقل يك الي دو ميلي متر با كفي سيني ژل فاصله داشته باشد. 

گرم آگارز به آن  3/0را در ارلن ريخته و  TAE ( 10x)ميلي ليتر بافر  3تهيه ژل آگارز يك درصد مقدار  براي -3
 ميلي ليتر رسانده شد .  30اضافه گرديد و با آب مقطر حجم آن به 

محلول را روي شعله حرارت داده تا آگارز حل شده و مايع كاملا شفافي به دست آيد. سپس ارلن در دماي  -4
 گاه قرار مي گيرد تا سرد شود . آزمايش

% به آن 1ميكروليتر اتيديوم برومايد  2-3درجه سانتيگراد رسيد مقدار  45زماني كه دماي محلول به حدود  -5
 اضافه و محلول كاملا به هم زده شد. 

 سپس به آرامي و با دقت آگارز مذاب را در سيني ژل ريخته و اجازه مي دهيم تا فرآيند پليمريزاسيون ژل -6
 آگارز انجام گردد . 

پس از سرد شدن ژل، آن را به آرامي داخل تانك الكتروفورز قرار داده و پس از مدتي شانه به آرامي از  -7
 درون ژل خارج گرديد . 

ژنومي همراه با دو الي سه ميكروليتر بافر سنگين كننده كاملا مخلوط و با دقت  DNAمقدار  پنج ميكروليتر از  -8
 ژل ريخته شد.  به هريك از چاهكهاي
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ها به درون چاهك ها، تانك الكتروفورز به منبع جريان برق متصل و دستگاه مولد  DNAپس از انتقال تمامي  -9
 ميلي آمپر تنظيم گرديد .  45ولت و  75برق بر روي 

دقيقه و حركت بافر سنگين كننده به انتهاي ژل مورد نظر، دستگاه مولد برق را خاموش و  30بعد از مدت  -10
از لحاظ خلوص، آلودگي  DNAها، ژل داخل دستگاه ژل داك قرار داده شد وكيفيت  DNAي مشاهده برا

 مورد ارزيابي قرار گرفت.  DNAفنلي، پروتئين و شكستگي 
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Abstract: 
The Persian sturgeon (Acipenser persicus) is more abundant sturgeon species in the South Caspian Sea and 

consist the highest proportion of Iranian Caviar, meat as well as bringing maximum foreign currency income, 

however from systematic point of view and differentiation of this species from Russian sturgeon (Acipenser 

gueldenstadttii) a serious challenging issues remain, where some Russian scientist are believe that the Persian 

sturgeon is not as an valid species and consider it as a subspecies of Russian sturgeon.  

This research conducted with the objective of identification and introducing a molecular marker based on 

specific DNA for differentiation of two species of Persian sturgeon and Russian sturgeon via a proved molecular 

marker method. For this purposes 8 different molecular approaches such: Microsatellite, AFLP, RAPD, 

sequencing of Cytb, 16sDNA, ND5, Growth Hormone gene and finally Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 

were investigated. 
Based on applied methodology, between 5 to 16 caudal fin tissues were sampled for each species from different 

region of the Caspian Sea, Sefiedrud River, Ural and Volga rivers. Following DNA extraction, its quality and 

quantity were determined and the PCR experiment has been conducted using 5-110 primers according to various 

methods and type of gene.                                   
The PCR products were electrophoresed on Polyacrilamid or agarose gels and followed by silver and Ethidium 

Bromide staining. In RAPD method, polymorphic DNA band was cut on the gel followed by purification and 

then the segments were cloned in vector in Top10 strain of E.coli, and then sequenced. Meanwhile for Growth 

Hormone gene in Persian and Russian sturgeon the MEGA 4, Gene runner software were used to design the 

appropriate primers for PCR amplification. The PCR products were cloned in PTZ57R/T vector and transformed 

in Top10 E.coli strain and sequenced finally. For all other genes, similar methods were applied for PCR 

amplification and its products were sequenced and statistical analysis as well as phylogenetical tree was 

performed. In Single Nucleotide Polymorphism (SNP) method, after genomic library construction, in total 14.4 

billion nucleotides were sequenced and similarity/ differentiation analysis of two species were investigated using 

specific bioinformatic software. 

Results indicated that Microsatellite and AFLP methods showed high level of genetic variation both within and 

between species. The Cytb gene, when 4 sample sequences from each species were compared two species were 

differentiated, however when analysis repeated over 15 samples, the sequence comparison couldn't differentiate 

two above mentioned species. Full sequence comparison of 16sDNA and mtDNA-ND5 gene showed variation in 

some nucleotide in both species of Persian and Russian sturgeon but no significant. Results of sequences 

obtained from cloned segment with RAPD method and also specific primer design based on produced sequences 

could succeed to discover a variable DNA band that able to differentiate two species from each other. 

Results of the present study also showed that the growth hormone gene (GH) of Persian and Russian sturgeon 

consists of 645 nucleotide that translate to 214 Amino Acids. The sequence comparison indicated that the gene 

coding growth hormone in Persian and Russian sturgeon had the highest similarity with GH of Mammals (71%), 

Anguilaformes (63%) and less similarity with bony fish (37%). Phylogenetic analysis indicates that Persian and 

Russian sturgeon in compare to other organism are ancient species and this gene is originated from a common 

ancestor. 

At present study the most appropriate results obtained from Single Nucleotide Polymorphism (SNP) method by 

sequencing 14.4 billion nucleotide from genome of two species of Persian and Russian sturgeon from North and 

the South Caspian Sea could prove that the Persian sturgeon is a valid and independent specie. This excellent 

results is the biggest scientific achievement for differentiation of two highly commercial important sturgeon 

species in the Caspian Sea in last two decades. 

 

Keywords: Persian sturgeon, Russian sturgeon, Species differentiation, Molecular Marker,, SNP Caspian Sea. 
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