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 Shemaya1975@yahoo.com :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *
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خانه هاي هراز، شـيرود و  از رودAlburnus chalcoides نمونه ماهي شاه كولي  71در اين بررسي 

كلروفـرم از   -با روش فنـل  DNAاستخراج . گزافرود در استان هاي مازندران و گيلان صيد شدند
مـاهي شـاه كـولي يـك      bدهاي ژن سيتوكروم تيبراساس توالي نوكلئو. بافت باله ماهيها انجام شد

 PCR ،831محصول  جفت پرايمر طراحي گرديد و واكنش زنجيره اي پليمراز انجام شد كه نتيجه
 BamHI ،EcoRV ،HaeIIIآنـزيم هـاي    DNAsisبـه كمـك نـرم افـزار     . جفت باز بوده است

HincII ،HinfI ،PpuMI، RsaI ، Tsp45I   وTaqI  جهت مطالعات هضم آنزيمي انتخاب و مورد
درصـد و رنـگ آميـزي نيتـرات نقـره       دوالگوهاي هضم آنزيمي يا ژل آگارز . استفاده قرار گرفت

 TaqIالگوهاي برشي در تمام نمونه هاي مورد مطالعه غير از الگوهاي برشي آنزيم . ده گرديدمشاه
بر اين اساس مي توان گفت كه پديده پلي مرفيسم . در ماهيان رودخانه گزافرود يكسان بوده است
هـا   در ماهي شاه كولي قابل مشاهده نبوده و نمونه bبا استفاده از آنزيم هاي فوق و ژن سيتوكروم 

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

  

  مقدمه

از گونه هاي بنتوپلاژيك بوده و در آبهاي لـب شـور و شـيرين     A. chalcoidesگونه شاه كولي 
ايـن  ). Slastenenko 1955(زندگي مي كند و براي توليدمثل به رودخانه ها مهاجرت مي نمايد

 1997(گونه داراي پراكنش وسيعي در رودخانه هاي حوزه درياي خزر، آرال و سياه مـي باشـد  
Bogutskaya .(  شاه كولي يك ماهي ريزجثه و مورد پسند مردم شمال ايران است كه از اواخـر

فروردين تا اواخر تير جهت توليد مثل وارد رودخانـه هـاي حـوزه جنـوبي دريـاي خـزر مـي        
ميزان صيد اين ماهي در سالهاي اخير در سواحل خـزر  ).  Rahmani 2006; Berg 1949(وندش

تاكنون روشهاي متعددي براي شناسـايي ذخـاير    ).Ghaninejad et al. 2000(كاهش يافته است
آبزيان بكار رفته، امروزه از مطالعات مولكولي جهت تفكيك جمعيتهـا و يـا ذخـاير آبزيـان بـر      

ــه، زيرگو ــل اعتمــاد اســتفاده مــي   حســب گون ــوان يــك روش قاب ــه عن ــا جمعيــت ب ــه و ي ن
  ).Nahavandi et al. 2007(شود

  

  

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

 Hindar et( از نظر اكولوژيكي با هم متفاوت هستند، وجـود دارد 

al. 1991 .(  براي مطالعات مولكولي معمـولا ازDNA   ميتوكنـدري
بسيار مناسب كه عمدتا بـه صـورت وراثـت    به عنوان يك نشانگر 

كـه مـي   ) Avise 1994(مادري منتقل مي شود، استفاده مـي گـردد  
تنـوع ژنتيكـي جمعيتهـا را     PCR- RFLPتوان با استفاده از روش 

داراي  bهمچنين ژن سـيتوكروم   ).Berrebi 1996( مشخص نمود
محل هاي اطلاعاتي مناسبي براي شناسايي ارتبـاط فيلـوژني بـين    

نه هايي است كه از نظر مرفولـوژيكي خيلـي بـه هـم نزديـك      گو
لذا ايـن ژن يـك نشـانگر قابـل اعتمـاد و مناسـب بـراي        . هستند

 Zardoya and Meyer)مطالعات فيلوژنتيك محسـوب مـي گـردد   

1996; Brioly et al. 1998)      عليرغم ارزش اقتصادي شـاه كـولي
نظر طبقـه   در حوزه جنوبي درياي خزر و ارزش حفاظتي آن كه از

جزء گونه هاي آسيب پـذير تـا در معـرض تهديـد      1IUCNبندي 
در حـوزه دريـاي خـزر    ) Kiabi et al. 1999( محسوب مي شـود 

 Karimpour(مطالعات كمي روي شاه كولي صورت گرفته اسـت 

et al. 1993; Khaval 1997; Azari Takami and Rajabinejad 
ونه شاه كولي انجـام  تاكنون مطالعات مولكولي در مورد گ). 2002

نشده ولي با استفاده از اين روش و اين ژن در مـورد سـاير گونـه    
 Zardoya and Meyer(ها، مطالعات بسياري انجـام شـده اسـت    

1996; Brioly et al. 1998; Imsiridou et al. 1998;  Laloui et 
al. 2003. .(    هدف از اين تحقيق بررسي تنـوع ژنتيكـي گونـهA. 

chalcoides ــه هــاي هــراز، شــيرود و  د ر نمونــه هــاي رودخان
-PCRگزافرود و شناخت ذخاير ژني اين گونه با استفاده از روش 

RFLP مي باشد. 

  
   هامواد و روش

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

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

ميلي گرم از بالـه مـاهي در الكـل مطلـق تثبيـت و بـه        200مقدار 

                                                            
1 International Union for Conservation of Nature 

 Pourkazemi 1996; Rezvani Gilkolai(آزمايشـگاه منتقـل شـد   

1997(.  
ميلـي گـرم از    30 ،داراستاند بر اساس روش DNAاستخراج براي 

ميلي ليتري ريخته  5/1باله ها بطور كامل خرد شد و در لوله هاي 
ميكروليتر بافر ليز جهت باز شدن بافـت هـا و يـك     300و مقدار 

جهت هضم پروتئين ها اضافه نمـوده و بـه    Kميكروليتر پروتئيناز 
. قـرار داده شـد   C55° مدت يك شبانه روز در بن ماري با دمـاي  

ميكروليتـر فنـل بـه آن اضـافه شـده و پـس از        300دار سپس مق ـ
قرار داده،  g 4/5366 دقيقه در سانتريفوژ 5مخلوط كردن، به مدت 

هـم  . محلول لايه رويي به دقت جدا و به لوله ديگري منتقـل شـد  
دقيقـه در   5حجم محلول فوق، كلروفرم اضـافه نمـوده و بمـدت    

رويي به آرامي جدا و  قرار داده و مجددا لايه g4/5366  سانتريفوژ
حجم محلول به دسـت آمـده،    1/0سپس . به لوله ديگر منتقل شد

برابر حجم آن الكل مطلق سرد اضـافه نمـوده و    2استات سديم و 
و در  g4/12074  دقيقـه،  10در سانتريفوژ يخچـال دار بـه مـدت    

سانتريفوژ نموده، محلول حاصل را دور ريخته و لولـه   C 4°دماي 
 دوشستشـو داده و بـه مـدت     درصـد  70با الكل را  DNAحاوي 

مجددا سانتريفوژ نموده و محلول را دور ريخته  g 12074دقيقه و 
بـه رسـوب   . و لوله ها در دماي آزمايشـگاه كـاملا خشـك شـدند    

ميكروليتر آب مقطر اضافه نموده و به مدت نـيم   40حاصل مقدار 
 Sumbrook and(قــرار داده شــد C 37°ســاعت در بــن مــاري 

Russell 2001( .DNA   8/0استخراج شده با استفاده از ژل آگـارز 
لود ) يك درصدTBEميلي ليتر بافر  10 وگرم آگارز  80/0(درصد 

ــا ولتــاژ  بــا مقايســه . ولــت الكتروفــورز شــدند 60-80شــده و ب
با ماركرهاي كمي مقدار آن بـراي واكـنش زنجيـره اي      DNAباند

  .پليمراز تعيين شد
 1140داراي ( bتفاده بــراي ژن ســيتوكروم آغازگرهــاي مــورد اســ

و بـا   A. chalcoides از ژنـوم ميتوكنـدري مـاهي   ) جفت باز است
ترتيب نوكلئوتيدهاي . طراحي گرديد DNAsisاستفاده از نرم افزار 

  .نوكلئوتيدي به صورت زير مي باشد 20هر يك از آغازگرهاي 
  'CTAGTCGATCTTCCAACACC-3-'5: 2آغازگر پيشرو

  'TAGTGCAAGAACCCCGCCTA-3-'5: 2سگردآغازگر پ

                                                            
2 Forward 
3 Riverse 
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در اين  bشرايط انجام واكنش زنجيره اي پليمراز براي ژن سيتوكروم  -1جدول
  .تحقيق

DNA      1µg (1-4µl) 
Taq Polymerase (5unit/ µl) 1unit (0.2µl) 
Buffer PCR 10x   1x (5µl) 
MgCl2 (50mM)   1.5mM(1.5µl) 
dNTP (10mM)   0.2mM(0.5µl) 
Primer (1)   20 Pmol (1µ) 
Primer (2)   20 Pmol (1µ) 
dH2O    37-40 µl 

 µl 50    حجم نهايي   
ميلي ليتري تهيه شده و لوله ها را  5/0محلول فوق در لوله هاي 

. در دستگاه مولد حرارتي قرار داده و واكنش زنجيره اي انجام شد
  .)2جدول(
  

  bمراز براي ژن سيتوكروم برنامه حرارتي واكنش زنجيرهاي پلي -2جدول
  دقيقه C 94     5°    واسرشته سازي اوليه ): چرخه يك: (مرحله اول
  ثانيه  C 94   30°           واسرشته سازي ): چرخه 30: (مرحله دوم

  ثانيه  C 57    40°               اتصال آغازگر
  ثانيه  C 72    40°                           بسط

  دقيقه C 72     5°           بسط نهايي): چرخه  يك: ( مرحله سوم
  
با توجه به توالي ژن مورد نظر و جايگاه  RFLP تجزيهانجام  در

 BamHI ،EcoRV ،HaeIII ،HincIIهاي  خاص هر آنزيم، آنزيم

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    آنزيم برش دهنده
  )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 ه ب درصددو  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  .)2و1جدول( گرفتند

نوكلئوتيدي يا هاپلوتيپي بين افراد يا گروه ها با استفاده از نرم 
  .استفاده خواهد شد Phylipو  Reapافزارهاي اختصاصي شامل 

    نتايج و بحث

با روش فنل كلروفـرم بـه خـوبي انجـام شـده و       DNAاستخراج 
. تكثير شدآغازگرها  با استفاده از bp 810قطعه اي  PCRمحصول 

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

م هـاي بـرش دهنـده روي    آنزيمي قطعات ايجاد شده بر اثر آنـزي 
  .آمده است 3تمامي نمونه ها در جدول 

ايجـاد شـده   DNA با توجه به الگوهاي هضم آنزيمـي، بانـدهاي   
مـورد اسـتفاده    DNAبراي تمام آنزيم ها و براي تمام نمونه هاي 

مسـتقر روي    bهم اندازه بوده و بيانگر اين است كه ژن سـيتوكرم 
mtDNA كي و يا پلي مورفيسم بين افراد با اين آنزيم ها، تنوع ژنتي

داخل يك منطقه و يا افـراد منـاطق مختلـف را نشـان نمـي دهـد       
لذا انجام هر گونه آناليز آماري براي محاسبه ).  2و  3شكل هاي (

تنوع نوكلئوتيد يا هاپلوتيپي و رسم درخت خويشاوندي بين افراد 
و  Reapيا گروه ها با استفاده از نرم افزارهـاي اختصاصـي شـامل    

Phylip از بين نمونه هـاي مـورد مطالعـه،    . امكان پذير نبوده است
يك نمونه از رودخانه گزافرود با آنزيم بـرش   PCRفقط محصول 

 ).4شكل (دهنده  متفاوت با الگو برش داده شد

  
تعداد و طول قطعات ايجاد شده بر اثر هضم آنزيمي محصولات  -3جدول 
PCR  

  نام آنزيم       قطعاتتعداد            bp*طول 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 bp 831جمع اندازه هاي تمام الگوها براي هر آنزيم *
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  .موقعيت جغرافيايي رودخانه هاي هراز، شيرود و گزافرود -1شكل 
  

  
 EcoRVماهي شاه كولي با آنزيم  PCRالگوي هضمي محصول  -2شكل 

وط به رودخانه هراز، شماره مرب 2و  1شماره هاي . دودرصدروي ژل آگارز 
مربوط به رودخانه  6و  5مربوط به رودخانه شيرود و شماره هاي  4و  3هاي 

  .گزافرود مي باشد

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

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

  .مي باشد

  
روي ژل  TaqI ماهي شاه كولي با آنزيم PCRالگوي هضمي محصول  -4شكل 
 8مربوط به رودخانه گزافرود ، شماره هاي  9و  7شماره هاي . دودرصدآگارز 

  .به ترتيب مربوط به رودخانه هاي شيرود و هراز مي باشد 10و 
 

دانستن سـاختار ژنتيكـي آبزيـان كمـك مهمـي در بررسـي نتـوع        
ژنتيكي آنها مي نمايد و يكي از راههاي مطالعه سـاختار ژنتيكـي،   

شناسايي تحولات درون گونه . استفاده از ژنتيك جمعيت مي باشد
اي و ســاختار جمعيــت هــا يكــي از نيازهــاي اساســي در اعمــال 

  ).Rezvani Gilkolai 1997( مدريت صحيح بهره برداري مي باشد
RFLP   نيز يكي از تكنيك هاي مناسب در زمينه ژنتيك مولكـولي

براي مطالعات سيستماتيك و تعيين نشانگرهاي ژنتيكي گونه ها و 
به طور كلـي   ).Avise 1994( جمعيت ها مي باشد تجزيههمچنين 

ميتوكندري خيلي كم مـي   DNAدر جانوران دريايي، احتمال تنوع 
ي مانند شرايط نامساعد و محدود محيطي و يا مرگ باشد و عوامل

و مير كه بنا به دلايل خاصي اتفاق مي افتد، يكي از عوامـل بـروز   
). Ovenden and White 1990(اختلافات نوكلئوتيدي مي باشـند  

ميتوكندري ماهي ها، تنوع  DNA تجزيهاغلب گزارشات در زمينه 
اد هاپلوتيـپ هـاي   هاپلوئيدي كمي را نشـان داده و در واقـع تعـد   

 Billington and Herbert(موجود مشتقات جهش يافته مي باشند

ميتوكندري ممكن است به عنـوان ابـزاري    DNAتغييرات ). 1991
 در تفكيك و مديريت ذخاير گونه هاي مختلف ماهي مفيد باشـد 

)Billington et al. 1992( .    ،با توجه به منشـا مـادري ميتوكنـدري
بـروز   سـبب ت نمي گيـرد و ايـن خاصـيت    نوتركيبي در آن صور
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اختلاف ژنتيكي بيشتر در ژنوم ميتوكندري نسبت بـه ژنـوم هسـته    
  ).Berrebi 1996(شده است

بـا وزن مولكـولي و كيفيـت بـالا از روش      DNAجهت استخراج 
زيرا فنل و كلروفرم، پروتئين هـا را تـا   . شدكلروفرم استفاده  -فنل

اي ديگر، احتمال استخراج حد زيادي جدا كرده و نسبت به روشه
DNA    خـالص بيشـتر اسـت )Bonnaud et al. 1997.(   در ايـن

باز بـود   جفت b ،831ژن سيتوكوم  PCRمطالعه، اندازه محصول 
نمونه از ماهيان رودخانه هاي هراز، شيرود و گزافرود  71كه براي 

آنزيم قطع كننده جهـت مطالعـه هضـم آنزيمـي      9از . بدست آمد
 PCRاز بين آنها فقـط يـك نمونـه از محصـولات     استفاده شد كه 

با الگوي متفاوتي قطع شده و  TaqIجمعيت گزافرود توسط آنزيم 
در بقيه نمونه ها با آنزيم هاي برش دهنده مورد استفاده تنها يـك  
الگوي برش مشاهده شده و تنوع نوكلئوتيدي و هاپلوتيپي را نشان 

ام هر گونه آنـاليز آمـاري   با توجه به نتايج به دست آمده، انج. نداد
براي محاسبه تنوع هاپلوتيپ ها و نوكلئوتيدها بين جمعيت هـا و  
يا درون هر يك از جمعيت ها به وسيله نرم افزارهـا امكـان پـذير    

علت اين امر را مي توان به نوع ژن، تعداد كم نمونه ها و يـا  . نبود
نيـا  تـاكنون در د . تعداد كم آنزيم هاي قطع كننده مـرتبط دانسـت  

مطالعات ژنتيكي در مورد گونه شاه كولي انجام نشده و هيچگونـه  
اطلاعاتي در اين زمينه وجود ندارد و به اين دليـل نتـايج بدسـت    

 .Laloui et al .ق با گونه هاي ديگر مقايسه شدندآمده در اين تحقي

 Barbus( خزر در بررسي تنوع ژنتيكي سس ماهي درياي (2003)

capito(  با استفاده از ژن سيتوكرومb  آنزيم بـرش دهنـده و    10و
پلي مرفيسم را بين جمعيت هـا و يـا درون    RFLP به كمك روش

ايشـان معتقدنـد كـه    ). Brioly et al. 1998( آنها مشاهده نكردنـد 
موانع فيزيكي رودخانه هـا و دريـاي خـزر و موانـع زيسـتي كـه       

جمعيت سس مـاهي  موجب ايجاد تفاوت هاي معني دار بين افراد 
در مناطق مورد مطالعه شده، وجود ندارد و در واقـع آن جمعيـت   
ها را از نظـر ژنتيكـي يكنواخـت بيـان كـرده و معتقدنـد كـه ژن        

ژن مناسبي براي بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت سـس   bسيتوكروم 
ماهي نبوده و نمي تواند اختلافات ژنتيكي بين جمعيـت هـا و يـا    

 PCR 464در تحقيقـي محصـول    .دهددرون جمعيت ها را نشان 
در تاسماهيان بررسي  RFLPبا روش  bجفت بازي ژن سيتوكروم 

آنـزيم   4شده كه علاوه بر پلي مرفيسم و تعيين تنوع بين گونه ها 

 Wolf(محدود كننده را به عنوان ماركرهاي مولكولي بيان داشتند 

et al. 1999(.  يـت  جمع 12همچنين در مطالعه ديگر تنوع ژنتيكي
به كمك ) Leuciscus cephalus(مختلف ماهي سفيد رودخانه اي 

آنـزيم   10آنـزيم از   9مورد بررسي قرار گرفت و  bژن سيتوكروم 
 Imsiridou( برش دهنده پلي مرفيسم را در جمعيت ها نشـان داد 

et al. 1998 (      كه نتايج آنهـا بـرخلاف نتـايج حاضـر در مـورد ژن
ي باشـد بـا توجـه بـه اينكـه ژن      در گونه شاه كولي م bسيتوكروم 
توانسته در گونه هاي ديگر خانواده كپور ماهيان تنوع  bسيتوكروم 

ژنتيكي را بين جمعيتها نشان دهد لذا براي اطمينان بيشتر از تعلـق  
اين نمونه ها به يك جمعيت واحد مي توان از نمونه هـاي بيشـتر   

ديگري نظير ويا آنزيم هاي برش دهنده موثرتر ويا از نشانگر هاي 
AFLP و Microsatellite استفاده نمود.  
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