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 Alburnus)در ماهيان شاه كولي bمقايسه تنوع ژن سيتوكروم 

chalcoides)  و گزافرود به روشرودخانه هاي هراز، شيرود       
PCR-RFLP  

  3محمد پوركاظمي ،2بهرام كاظمي ،1*حسين رحماني

 .دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري ،استاديار گروه شيلات -1

. مركز تحقيقات بيولوژي، سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پژشكي شهيد بهشتي استاد -2
 . ماهيان خاوياري دكتر دادمان، رشت انستيتو تحقيقات بين الملليدانشيار  -3

    Shemaya1975@yahoo.com  :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *
  )8/9/90 :تاريخ پذيرش -9/5/89 :تاريخ دريافت(

  
 

هاي هراز، شيرود و انهاز رودخAlburnus chalcoides نمونه ماهي شاه كولي  71در اين بررسي 
كلروفرم از  - با روش فنل DNAاستخراج . هاي مازندران و گيلان صيد شدندگزافرود در استان

ماهي شاه كولي يك  bدهاي ژن سيتوكروم يبراساس توالي نوكلئوت. ها انجام شدبافت باله ماهي
 PCR ،831محصول  اي پليمراز انجام شد كه نتيجهجفت پرايمر طراحي گرديد و واكنش زنجيره

 BamHI ,EcoRV ,HaeIII HincIIهاي آنزيم DNAsisبه كمك نرم افزار . باز بوده استجفت
HinfI ,PpuMI RsaI ,Tsp45I ,TaqI  جهت مطالعات هضم آنزيمي انتخاب و مورد استفاده قرار

. ديدآميزي نيترات نقره مشاهده گردرصد و رنگدو الگوهاي هضم آنزيمي يا ژل آگارز . گرفت
در ماهيان  TaqIالگوهاي برشي در تمام نمونه هاي مورد مطالعه غير از الگوهاي برشي آنزيم 

مرفيسم با استفاده از توان گفت كه پديده پليبر اين اساس مي. رودخانه گزافرود يكسان بوده است
ه كمك اين ها بدر ماهي شاه كولي قابل مشاهده نبوده و نمونه bهاي فوق و ژن سيتوكروم آنزيم

 .باشندژن و اين تكنيك به يك جمعيت تعلق داشته و تمام افراد از ژنوتيپ يكسان برخوردار مي
  

  مقدمه
هاي لب شور و شيرين هاي بنتوپلاژيك بوده و در آباز گونه A. chalcoidesگونه شاه كولي 

اين . )Slastenenko 1955( نمايدها مهاجرت ميكند و براي توليدمثل به رودخانهزندگي مي
 1997( باشدهاي حوزه درياي خزر، آرال و سياه ميگونه داراي پراكنش وسيعي در رودخانه

Bogutskaya( . شاه كولي يك ماهي ريزجثه و مورد پسند مردم شمال ايران است كه از اواخر
 دشوندرياي خزر مي جنوبي هاي حوزهفروردين تا اواخر تير جهت توليد مثل وارد رودخانه

)Rahmani 2006; Berg 1949( .هاي اخير در سواحل خزر ميزان صيد اين ماهي در سال
هاي متعددي براي شناسايي ذخاير تاكنون روش .)Ghaninejad et al. 2000( كاهش يافته است

ها و يا ذخاير آبزيان بر آبزيان بكار رفته، امروزه از مطالعات مولكولي جهت تفكيك جمعيت
 گرددعنوان يك روش قابل اعتماد استفاده ميگونه و يا جمعيت بهحسب گونه، زير

)Nahavandi et al. 2007(.  
  

 هاي كليدي واژه
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هايي كه از نظر جغرافيايي فاصله زيادي تنوع ژنتيكي، در جمعيت
هايي كه از و يا در جمعيت )Karakousis et al. 1991(از هم دارند

 .Hindar et al( نظر اكولوژيكي با هم متفاوت هستند، وجود دارد

ميتوكندري به  DNAمطالعات مولكولي معمولا از  در. )1991
صورت وراثت به ار مناسب كه عمدتاًعنوان يك نشانگر بسي

توان كه مي )Avise 1994( گرددشود، استفاده ميمادري منتقل مي
ها را تنوع ژنتيكي جمعيت PCR- RFLPبا استفاده از روش 

داراي  bهمچنين ژن سيتوكروم  .)Berrebi 1996( مشخص نمود
هاي اطلاعاتي مناسبي براي شناسايي ارتباط فيلوژني بين محل
هايي است كه از نظر مرفولوژيكي خيلي به هم نزديك نهگو

لذا اين ژن يك نشانگر قابل اعتماد و مناسب براي . هستند
 ;Brioly et al. 1998( گرددمطالعات فيلوژنتيك محسوب مي

Zardoya and Meyer 1996(.  عليرغم ارزش اقتصادي شاه كولي
نظر طبقه  كه ازدر حوزه جنوبي درياي خزر و ارزش حفاظتي آن

پذير تا در معرض تهديد هاي آسيبجزء گونه 1IUCNبندي 
در حوزه درياي خزر  )Kiabi et al. 1999( شودمحسوب مي

 Azari( مطالعات كمي روي شاه كولي صورت گرفته است

Takami and Rajabinejad 2002; Khaval 1997; Karimpour et 
al. 1993 .( گونه شاه كولي  تاكنون مطالعات مولكولي در مورد

انجام نشده ولي با استفاده از اين روش و اين ژن در مورد ساير 
 ;Brioly et al. 1998( ها، مطالعات بسياري انجام شده استگونه

Zardoya and Meyer 1996; Laloui et al. 2003; Imsiridou et 
al. 1998( .هدف از اين تحقيق بررسي تنوع ژنتيكي گونهA. 

chalcoides هاي هراز، شيرود و گزافرود و هاي رودخانهنمونه در
- مي PCR-RFLPگونه با استفاده از روششناخت ذخاير ژني اين

  .باشد

از سه رودخانه  1384هاي شاه كولي در بهار در اين تحقيق، نمونه
 24تعداد . حوزه جنوبي درياي خزر بوسيله تور ساليك صيد شد

نمونه از رودخانه شيرود و  20رودخانه هراز، نمونه شاه كولي از 
). 1شكل (نمونه از رودخانه گزافرود مورد بررسي قرار گرفتند  27

گرم از باله ماهي در الكل مطلق تثبيت و به ميلي 200مقدار 
 Pourkazemi 1996; Rezvani Gilkolai( آزمايشگاه منتقل شد

                                                           
1 International Union for Conservation of Nature 

در  Sumbrook and Russell  (2001)بر اساس روش .)1997
ها بطور كامل خرد شد و در گرم از بالهميلي DNA 30استخراج 

ميكروليتر بافر ليز  300ليتري ريخته و مقدار ميلي 5/1هاي لوله
جهت هضم  Kها و يك ميكروليتر پروتئيناز جهت باز شدن بافت

ها اضافه نموده و به مدت يك شبانه روز در بن ماري با پروتئين
  .ده شدقرار دا C55° دماي 

  .هاي هراز، شيرود و گزافرودموقعيت جغرافيايي رودخانه -1شكل 
  

ميكروليتر فنل به آن اضافه شده و پس از  300سپس مقدار 
قرار داده،  g 5366 دقيقه در سانتريفوژ 5مخلوط كردن، به مدت 

هم . رويي به دقت جدا و به لوله ديگري منتقل شدمحلول لايه
دقيقه در  5مدت ه اضافه نموده و ب حجم محلول فوق، كلروفرم

رويي به آرامي جدا و قرار داده و مجددا لايه g 5366 سانتريفوژ
حجم محلول به دست آمده،  1/0سپس . به لوله ديگر منتقل شد

برابر حجم آن الكل مطلق سرد اضافه نموده و  2استات سديم و 
دماي و در  g 12074دقيقه،  10در سانتريفوژ يخچال دار به مدت 

°C 4  سانتريفوژ نموده، محلول حاصل را دور ريخته و لوله حاوي
DNA  دقيقه و 2مدت شستشو داده و به درصد 70را با الكل g 

ها سانتريفوژ نموده و محلول را دور ريخته و لوله مجدداً 12074
به رسوب حاصل مقدار . در دماي آزمايشگاه كاملا خشك شدند

ه نموده و به مدت نيم ساعت در بن مقطر اضافميكروليتر آب 40
. )Sumbrook and Russell 2001( قرار داده شد C 37°ماري 
DNA  80/0(درصد  8/0استخراج شده با استفاده از ژل آگارز 

لود شده و با ) يك درصد TBEميلي ليتر بافر  10 وگرم آگارز 

    هامواد و روش
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با   DNAبا مقايسه باند. ولت الكتروفورز شدند 60-80ولتاژ 
اي پليمراز تعيين اي كمي مقدار آن براي واكنش زنجيرهماركره

 1140داراي ( bآغازگرهاي مورد استفاده براي ژن سيتوكروم  .شد
و با  A. chalcoidesاز ژنوم ميتوكندري ماهي) باز استجفت

ترتيب نوكلئوتيدهاي . طراحي گرديد DNAsisاستفاده از نرم افزار 
  .به صورت زير مي باشدنوكلئوتيدي  20هر يك از آغازگرهاي 

  'CTAGTCGATCTTCCAACACC-3-'5): 1( 1آغازگر پيشرو
  'TAGTGCAAGAACCCCGCCTA-3-'5): 2( 2آغازگر پسگرد

به  bاي پليمراز براي ژن سيتوكروم شرايط انجام واكنش زنجيره
  :شرح زير است

ها را در ليتري تهيه شده و لولهميلي 5/0محلول فوق در لوله هاي  
اي پليمراز با دستگاه مولد حرارتي قرار داده و واكنش زنجيره

  .برنامه زير انجام شد
)Denaturation(ي اوليه سازواسرشته): چرخه 1: (مرحله اول
  °C 94    5 دقيقه  
  )Denaturation(سازي واسرشته): چرخه 30: (مرحله دوم
  °C 94    30 ثانيه  

        )Annealing(اتصال آغازگر 
  °C 57    40 ثانيه  

          )Extension(بسط 
  °C 72    40 ثانيه  
  ) Extension( بسط نهايي ):      چرخه  1: ( مرحله سوم
  °C 72    5 دقيقه  

با توجه به توالي ژن مورد نظر و جايگاه  RFLP تجزيهراي انجام ب
 BamHI ,EcoRV ,HaeIII ,HincIIهايخاص هر آنزيم، آنزيم

                                                           
1 Forward 
2 Reverse 

,TaqI ,HinfI ,PpuMI ,RsaI ,Tsp45I  انتخاب شدند و جهت
  .انجام واكنش محلول زير تهيه شد

  )ميكروليتر  PCR                         µg1  )10- 5محلول 
  )ميكروليتر  Unit 3-2  )1/0            برش دهنده آنزيم

  )ميكروليتر  x 1  )2           بافر مخصوص هر آنزيم
  ميكروليتر 8-13               آب مقطر دو بار تقطير

  ميكروليتر 20        حجم نهايي
مدت يك ساعت در بن ه محلول فوق در دماي بهينه هر آنزيم ب
همراه ماركر هب درصد دو ماري قرار داده و سپس روي ژل آگارز

Fast RulerTM DNA Ladder Low Range  مورد بررسي قرار
جهت تجزيه و تحليل آماري و محاسبه تنوع نوكلئوتيدي . گرفتند

ها با استفاده از نرم افزارهاي يا هاپلوتيپي بين افراد يا گروه
  .استفاده خواهد شد Phylipو  Reapاختصاصي شامل 

  

با روش فنل كلروفرم به خوبي انجام شده و  DNAراج استخ
. با استفاده از پرايمرها تكثير شد pb 810قطعه اي  PCRمحصول 

آنزيم استفاده شد و الگوهاي  9براي هضم آنزيمي قطعه فوق از 
الگوي هضم . درصد به دست آمد 2-3الكتروفورزي با ژل آگارز 

برش دهنده روي  هايآنزيمي قطعات ايجاد شده بر اثر آنزيم
  .آمده است 1ها در جدول تمامي نمونه

  

تعداد و طول قطعات ايجاد شده بر اثر هضم آنزيمي  -1جدول 
  PCRمحصولات 

  نام آنزيم  تعداد قطعات  *bpطول قطعات
49  +781  2  BamHI  

121  +710  2  EcoRV  
660  +171  2  HaeIII  
166  +665  2  HincII  
179  +300  +352  3  HinfI  
629  +202  2  PpuMI  
301  +42  +488  3  RsaI  
736  +95  2  Tsp45I  
645  +81  +5  3  TaqI  

  .است pb 831هاي تمام الگوها براي هر آنزيم جمع اندازه *
ايجاد شده براي DNA با توجه به الگوهاي هضم آنزيمي، باندهاي 

 مورد استفاده هم اندازه DNAهاي ها و براي تمام نمونهتمام آنزيم
با  mtDNAمستقر روي   bبوده و بيانگر اين است كه ژن سيتوكرم

 نوع ماده  مورد نيازميزان
1µg DNA 
1unit Tag DNA polymerase 

1x Buffer 
1.5 mM  MgCl2 
0.2 mM  dNTP 
10 Pmol  PrimerFor 
10 Pmol  PrimerRev 

50 µl  حجم نهايي 

    نتايج و بحث
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مورفيسم بين افراد داخل يك ها، تنوع ژنتيكي و يا پلياين آنزيم
و  3هاي شكل( دهد منطقه و يا افراد مناطق مختلف را نشان نمي

آماري براي محاسبه تنوع نوكلئوتيد  تجزيهلذا انجام هر گونه ).  2
ها با سم درخت خويشاوندي بين افراد يا گروهيا هاپلوتيپي و ر

-امكان Phylipو  Reapاستفاده از نرم افزارهاي اختصاصي شامل 

هاي مورد مطالعه، فقط محصول از بين نمونه. پذير نبوده است
PCR  يك نمونه از رودخانه گزافرود با آنزيم برش دهنده متفاوت

  ).4شكل ( با الگو برش داده شد

  
روي  EcoRVماهي شاه كولي با آنزيم  PCRهضمي محصول  الگوي -2شكل 

و  3هاي مربوط به رودخانه هراز، شماره 2و  1هاي شماره. درصد دوژل آگارز 
مربوط به رودخانه گزافرود  6و  5هاي مربوط به رودخانه شيرود و شماره 4

  .مي باشد

  
روي  HaeIIIماهي شاه كولي با آنزيم  PCRالگوي هضمي محصول  - 3شكل 

و  3هاي مربوط به رودخانه هراز، شماره 2و  1هاي شماره. درصد دوژل آگارز 
مربوط به رودخانه گزافرود  6و  5هاي مربوط به رودخانه شيرود و شماره 4

  .باشدمي

  
روي  TaqIماهي شاه كولي با آنزيم  PCRالگوي هضمي محصول  -4شكل 

هاي ه رودخانه گزافرود، شمارهمربوط ب 9و  7هاي شماره. درصد دوژل آگارز 
  .باشدهاي شيرود و هراز ميبه ترتيب مربوط به رودخانه 10و  8
  

دانستن ساختار ژنتيكي آبزيان كمك مهمي در بررسي نتوع 
هاي مطالعه ساختار ژنتيكي، ها مي نمايد و يكي از راهژنتيكي آن

-هشناسايي تحولات درون گون. باشداستفاده از ژنتيك جمعيت مي
ها يكي از نيازهاي اساسي در اعمال مدريت اي و ساختار جمعيت

 Rezvani Gilkolai 1997(. RFLP( باشدبرداري ميصحيح بهره
هاي مناسب در زمينه ژنتيك مولكولي براي نيز يكي از تكنيك

ها و مطالعات سيستماتيك و تعيين نشانگرهاي ژنتيكي گونه
 Avise 1994 (Ovenden and( باشدها ميجمعيت تجزيههمچنين 

White (1996) كلي در جانوران دريايي، كردند كه به طور نبيا
باشد و عواملي مانند ميتوكندري خيلي كم مي DNAاحتمال تنوع 

شرايط نامساعد و محدود محيطي و يا مرگ و مير كه بنا به دلايل 
افتد، يكي از عوامل بروز اختلافات نوكلئوتيدي خاصي اتفاق مي

اغلب گزارشات در . )Ovenden and White 1990( اشندبمي
ها، تنوع هاپلوئيدي كمي را ميتوكندري ماهي DNA تجزيهزمينه 

- هاي موجود مشتقات جهشنشان داده و در واقع تعداد هاپلوتيپ

 DNAتغييرات . )Billington and Herbert 1991( باشنديافته مي
تفكيك و مديريت عنوان ابزاري در ميتوكندري ممكن است به

 .Billington et al( هاي مختلف ماهي مفيد باشدذخاير گونه

1992(.(1996) Berrebi مادري  ءمعتقد است با توجه به منشا
گيرد و اين خاصيت ميتوكندري، نوتركيبي در آن صورت نمي

باعث بروز اختلاف ژنتيكي بيشتر در ژنوم ميتوكندري نسبت به 
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با  DNAن مطالعه جهت استخراج در اي .ژنوم هسته شده است
. كلروفرم استفاده گرديد- وزن مولكولي و كيفيت بالا از روش فنل

ها را تا حد زيادي جدا كرده و نسبت زيرا فنل و كلروفرم، پروتئين
 خالص بيشتر است DNAهاي ديگر، احتمال استخراج به روش

)Bonnaud et al. 1997(.  در اين مطالعه، اندازه محصولPCR ن ژ
نمونه از ماهيان  71باز بود كه براي جفت b ،831سيتوكوم 
آنزيم قطع  9از . هاي هراز، شيرود و گزافرود بدست آمدرودخانه

ها فقط كننده جهت مطالعه هضم آنزيمي استفاده شد كه از بين آن
جمعيت گزافرود توسط آنزيم  PCRيك نمونه از محصولات 

TaqI هاي ها با آنزيمر بقيه نمونهبا الگوي متفاوتي قطع شده و د
دهنده مورد استفاده تنها يك الگوي برش مشاهده شده و برش

با توجه به نتايج به . تنوع نوكلئوتيدي و هاپلوتيپي را نشان نداد
آماري براي محاسبه تنوع  تجزيهدست آمده، انجام هر گونه 

ها و يا درون هر يك از ها و نوكلئوتيدها بين جمعيتهاپلوتيپ
علت اين امر را . پذير نبودها به وسيله نرم افزارها امكانجمعيت

هاي ها و يا تعداد كم آنزيمتوان به نوع ژن، تعداد كم نمونهمي
تاكنون در دنيا مطالعات ژنتيكي در مورد . كننده مرتبط دانستقطع

گونه اطلاعاتي در اين زمينه گونه شاه كولي انجام نشده و هيچ
ه اين دليل نتايج بدست آمده در اين تحقيق با وجود ندارد و ب

 1382در سال  Laloui et al.(2003) .هاي ديگر مقايسه شدندگونه
) Barbus capito( در بررسي تنوع ژنتيكي سس ماهي درياي خزر

دهنده و به كمك آنزيم برش 10و  bبا استفاده از ژن سيتوكروم 
ها ها و يا درون آنپلي مرفيسم را بين جمعيت RFLPروش 

ايشان معتقدند كه موانع . )Brioly et al. 1998( مشاهده نكردند

ها و درياي خزر و موانع زيستي كه موجب ايجاد فيزيكي رودخانه
دار بين افراد جمعيت سس ماهي در مناطق مورد هاي معنيتفاوت

ها را از نظر مطالعه شده، وجود ندارد و در واقع آن جمعيت
ژن  bكنواخت بيان كرده و معتقدند كه ژن سيتوكروم ژنتيكي ي

مناسبي براي بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت سس ماهي نبوده و 
ها ها و يا درون جمعيتتواند اختلافات ژنتيكي بين جمعيتنمي

 Wolf et al. (1999)بر خلاف نتايج مطالعه حاضر،  .را نشان دهد
و با  bروم بازي ژن سيتوكجفت PCR 464در بررسي محصول 

ماهيان علاوه بر پلي مرفيسم و تعيين تنوع در تاس RFLPروش 
عنوان ماركرهاي مولكولي آنزيم محدود كننده را به 4ها بين گونه

جمعيت  12در بررسي  et al. (1998) Imsiridou .بيان كردند
به كمك ) Leuciscus cephalus(اي مختلف ماهي سفيد رودخانه

 9ها مشاهده كردند و ژنتيكي را در جمعيتتنوع b ژن سيتوكروم 
ها نشان آنزيم برش دهنده پلي مرفيسم را در جمعيت 10آنزيم از 

هاي ديگر توانسته در گونه bبا توجه به اينكه ژن سيتوكروم . داد
ها نشان دهد لذا خانواده كپور ماهيان تنوع ژنتيكي را بين جمعيت

ها به يك جمعيت واحد براي اطمينان بيشتر از تعلق اين نمونه
دهنده موثرتر ويا از هاي برشهاي بيشتر ويا آنزيمتوان از نمونهمي

  .استفاده نمود Microsatelliteو  AFLPهاي ديگري نظير نشانگر
  تشكرو قدرداني

از رياست و كارشناسان آزمايشگاه مركز تحقيقات بيولوژي، 
براي در  سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي

-هاي صميمانهاختيار قرار دادن امكانات آزمايشگاهي و همكاري
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