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 کپورماهيان خانواده هایجنسترين  و پيچيده نيتر مهم يکی از spp.  Barbusاورنج ماهيان

Cyprinidae مسئله نيبوده و هم گريکديبه  هيشب یلحاظ ظاهر های آن به برخی گونه باشند کهیم 

های اين جنس با مشکل روبرو  و يا جمعيت گونه تفکيکو  يیشناسادر بين محققان  شده تاباعث 

بسياری از مشکلات رايج  تواندیم DNA از استفادههای نوين شناسايی مبتنی بر  روش امروزه. شود

منظور  بهمطالعه حاضر در  .نمايدشناسی با آن رو به رو هستيم حل بهای ريخترا که در بررسی

پنج حوضه آبريز نمک، کوير، از در ايران  Barbusجنس گونه و تهيه نقشه پراکنش  يیشناسا

 پس از .عمل آمد هببرداری نمونهفيشر دستگاه الکتروکاسپين، اروميه و تيگريس با استفاده از

درخت تبارشناسی اعضای اين جنس با استفاده از روش  COIيابی ژن ميتوکندريايی  توالی

inference Bayesian تخمين و Maximum likelihood دست آمده  هبا توجه به نتايج ب .ترسيم شد

 .B. lacerta ،Bگونه  کننده نتايج مطالعات پيشين بود، حضور چهار در اين مطالعه که تاييد

karunensis ،B. cyri  وB. miliaris ميانگين  جينتاعلاوه بر اين  .های داخلی ايران تاييد شددر آب

فاصله  زانيم نيشتريبدر ايران نشان داد  Barbusجنس  اعضای ایگونه نيب K2Pفاصله ژنتيکی 

 مربوط به 01/0 ميزانبه  آن نيو کمتر B. miliarisو  B. lacertaدو گونه  نيب 04/3 زانيبه م یکيژنت

B. cyriمترادف  B. urmianusهمچنين با توجه به نتايج گونه  .است B. cyriو  B. lacertaدو گونه 

 .درنظر گرفته شد

های کلیدی‬واژه
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های متفاوتی برای شناسایی، بررسی تنوع جمعیتی همواره از روش

ها  ترین آن های مختلف ماهیان استفاده شده که از مهمو تمایز گونه

های های ریخت شناسی، سیتولوژیكی و روشتوان به بررسیمی

 .Levin et al)ای اشاره نمود میتوکندریایی و هسته DNAمبتنی بر 

2012; Levin et al. 2019; Perea et al. 2020 .)که  با توجه به این

های ریختی ماهیان متأثر از محیط زیست شكل بدن و سایر ویژگی

های ریختی به توان تنها با استناد به ویژگیباشد، لذا نمیها می آن

. های یک گونه اقدام نمودتمایز جمعیتبندی و یا  تفكیک، طبقه

دلیل شرایط مشابه یا متفاوت محیطی و اثرات محیط  زیرا اغلب به

ها با  ها یا جمعیت های ریختی ماهیان، تشخیص گونه بر ویژگی

 (.Frankham et al. 2014)د شوخطا مواجه می

های مولكولی نظیر تعیین های اخیر مزیت استفاده از روشدر سال

و استفاده از آن در شناسایی، تفكیک  COIیی ایتوکندرژن می توالی

های مختف ماهیان به اثبات رسیده ها و جمعیت بندی گونه و طبقه

 .Ward et al. 2005; Ivanova et al. 2007; Ward et al) است

های مبتنی بر این ژن اغلب کامل کننده،  نتایج بررسی. (2008

با نتایج مطالعات ریخت در تضاد  یتصحیح کننده و یا گاه

 ;Borkenhagen 2014; Freyhof 2016)شناسی پیشین بوده است 

Freyhof et al. 2016; Ghanavi et al. 2016.) 

های خانواده کپور ترین جنسیكی از پیچیده Barbusجنس 

است که همواره بر سر شناسایی و اعتبار  Cyprinidaeماهیان 

ف نظر وجود داشته است، زیرا های آن در بین محققان اختلا گونه

ای در های گستردههای مختلف این جنس، اغلب تفاوتگونه

این . دهندهای خود بروز میهای ریخت شناسی جمعیتویژگی

هایی که با یكدیگر فاصله جغرافیایی بیشتری ها در جمعیتتفاوت

د که شوتری دارد و همین امر باعث میدارند نمود گسترده

 Naseka and Bogutskaya)ها با مشكل مواجه شود شناسایی آن

2009; Motamedi et al. 2014; Khaefi et al. 2017a, b.) 

های داخلی ترین مطالعاتی که روی ماهیان آبدر یكی از ابتدایی

قرار داده  Barbusگونه معتبر در جنس  11ایران صورت گرفت، 

تر و  تردههای گساما در ادامه با بررسی(. Coad 1998)شد 

های فیلوژنتیكی مبتنی بر ژنوم میتوکندریای جویی از روش بهره

,Arabibarbus Borkenhagenهایاعضای آن به جنس 2014 ،

Luciobarbus Heckel, 1843،Carasobarbus Karaman, 1971

دند شمنتقل   Mesopotamichthys Karaman, 1971و

(Borkenhagen 2014, Esmaeili et al. 2017, Jouladeh-

Roudbar et al. 2020.) 

 Barbusصرفاً گونه .Esmaeili et al (2010) بر اساس مطالعات

lacerta های کاسپین، ارومیه، اصفهان و  از این جنس از حوضه

-et al.  Jouladeh(2015) اما. شدتیگریس معتبر شناخته می

Roudbar  جمعیت موجود در حوضه تیگریس را مرتبط با گونه

B. lacerta  و یک گونه توصیف نشده، جمعیت حوضه کاسپین را

، و جمعیت موجود در حوضه نمک و کویر B. cyriمرتبط با گونه 

نسبت داد، همچنین معتقد بودند بر اساس  B. miliarisرا به 

ممكن است جمعیت موجود  .Motamedi et al (2014) مطالعات

 در ادامه .در حوضه ارومیه مربوط به گونه جدیدی باشد

(2017)Khaefi et al. های ریخت شناسی و  با استفاده از ویژگی

اعضای این جنس  (CO1)توالی ژن سیتوکروم اکسیداز سی 

های داخلی ایران را مورد مطالعه قرار دادند و ضمن تأیید درآب

گونه توصیف نشده را   .Jouladeh-Roudbar et al(2015) نتایج

همچنین . از حوضه تیگریس توصیف نمود B. karunensisبا نام 

 B. cyriهای ساکن حوضه ارومیه و کاسپین را به ها جمعیتآن

نیز تأیید نمودند که  .Levin et al (2019) در ادامه. منتسب نمودند

اما اخیراً . است B. cyriجمعیت حوضه کاسپین منتسب به گونه 

رفاً با جمعیت حوضه رودخانه مهاباد چای در حوضه ارومیه ص

توصیف شده  B. urmianusعنوان  های ریختی به استفاده از ویژگی

ولی بر اساس آخرین فهرست منتشر ( Eagderi et al. 2019)است 

 .B، (حوضه تیگریس) B. lacertaهای داخلی ایران شده از آب

karunensis (حوضه تیگریس) ،B. miliaris (های نمک و حوضه

های داخلی ایران معتبر از آب( ارومیه کاسپین و) B. cyriو ( کویر

قرار داده  B. cyriمترادف  B. urmianusشناخته شده است و گونه 

.Jouladeh-Roudbar et al)شده است  2020 .)

های رسد در مورد گونهنظر می با توجه به مطالب عنوان شده به

، بنابراین در ایران اختلاف نظر وجود دارد Barbusمعتبر جنس 

های  های این جنس در حوضهمنظور بررسی جمعیت مطالعه بهاین 

آبریز ایران با استفاده از توالی ژن سیتوکروم اکسیداز سی هدف 

 مقدمه
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هایی از این د تا در نهایت بتوان نتیجه گرفت چه گونهشگذاری 

 .شودهای داخلی ایران یافت میجنس در آب

تحقیق در  این انجام برای :پراکنشبرداری و ترسیم نقشه نمونه

پنج حوضه آبریز  از منابع آبی 1090-1091سال  هایسالخلال 

دستگاه جویی از نمک، کویر، کاسپین، ارومیه و تیگریس با بهره

قسمتی از  .برداری انجام شد نمونه SAMUS 725MSفیشر الكترو

( 1جدول )های صید شده  باله و یا عضله سمت راست بدن نمونه

درصد فیكس و جهت انجام مطالعات مولكولی به  90اتانول  در

 Barbusپس از صید اعضای جنس . آزمایشگاه منتقل شد

ثبت  GPSبرداری با استفاده از دستگاه مختصات مكانی نقطه نمونه

 ArcMapافزار سپس برای مصور نمودن نقاط پراکنش از نرم. شد

 .دشاستفاده  Excel 2019و  10.7

 DNA Extraction Kit کیت استخراجبا استفاده  DNAاستخراج 

BIO-RAD های  از روش. ها صورت گرفت از نمونه

و الكتروفورز افقی ژل ( Cary UV-Vis 400)اسپكتروفتومتری 

استفاده  شده استخراج  DNA تعیین کمیت و کیفیتبرای آگارز 

 .شد

-FishF1- (5′رفت از پرایمر  COI جهت تكثیر ژن

TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3′)  و برگشت

FishR1- (5′-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-

 16در حجم  PCRواکنش  (.Ward et al. 2005) استفاده شد(3′

 10X ،0میكرولیتر بافر  که از مقدار شش میكرولیتر انجام شد

 دورفت و  پرایمرمیكرولیتر  دو، (MgCl2)میكرولیتر منیزیم کلرید 

( mM16)میكرولیتر  یک، (پیكومول 16)برگشت  پرایمرمیكرولیتر 

dNTPs ،0/6 پلیمراز گمیكرولیتر آنزیم ت (lµ u/1 ) 0و 

ای  یرهزنجبرنامه دمایی واکنش . الگو بودند DNAمیكرولیتر 

 سهدرجه سلسیوس برای  99صورت واسرشت اولیه در  پلیمراز به

 99ی در ساز سرشتوا)چرخه  چهاردقیقه، به دنبال آن سی و 

درجه سلسیوس  15ثانیه، اتصال در  06درجه سلسیوس برای 

و ( ثانیه 06درجه سلسیوس برای  50ثانیه، گسترش در  06برای 

 16درجه سلسیوس به مدت  50در نهایت، گسترش نهایی در 

میكرولیتر  پنج COIناحیه  موفق برای اطمینان از تكثیر. دقیقه بود

 . درصد الكتروفورز شد 5/6روی ژل آگارز  PCRاز محصول 

های مورد مطالعه در این پژوهش نام ایستگاه، گونه و موقعیت جغرافیایی نمونه -1جدول 

 حوضه مختصات جغرافیایی گونه نام ایستگاه ردیف
قمرود 1

B. miliaris 34.353125°  50.547961°
 نمک

°50.037460  °34.887046جلایر 0

 جونقان 0
B. karunensis 

32.086897° 50.665503°
 تیگریس

°51.138367  °31.177867 خرسان 9

 سفید رود 1

B. cyri 

36.891415°  49.524847°
 کاسپین

°53.088423  °36.535757 تجن 0

°44.830483  °37.439925 شهر چای 5

 ارومیه
°46.540564  °36.697951 زرینه رود 1

°46.416849  °35.863716 سقز چای 9

°45.563973  °36.502495 میری سه 16

 کشكان 11

B. lacerta

33.749681°  48.206480°

 تیگریس

°49.681126  °33.101418 قلیان 10

°47.404816  °34.553211 حسین اباد 10

°48.231870  °33.737887 چشمه سرده 19

°45.696024  °35.966173 بوئین 11

°45.549137  °36.232220 بریسو 10

°47.221354  °34.927930 گاو رود 15

 ها مواد و روش
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پس از حصول اطمینان از تكثیر موفق و بدون آلودگی قطعه مورد 

سازی  توسط کیت خالص PCRمیكرولیتر از محصول  01نظر 

و در نهایت جهت  سازی خالص (MacroGen, Korea) ماکروژن

ارسال همان شرکت به  (Sanger sequencingروش ) یابیتوالی

یابی توالیبا استفاده از پرایمرهای رفت  قطعه تكثیر شده. شد

.ندشد

ویرایش   Geneious Prime 2020 افزاربا استفاده از نرم هاوالیت

با استفاده از  COIژن های توالی تطبیق مقایسه وعملیات . شدند

ClustalW multiple alignment افزار  در نرمBioEdit v. 7.2.5

جهت های مشابه  منظور یافتن توالی به. (Hall 1999) نجام شدا

با استفاده از  ویرایش شدهتوالی ، تبارشناسی ترسیم درخت

این  های با سایر توالی (NCBI) ژندر بانک  BLASTجستجوی 

با استفاده  هاتكاملی مناسب یرای توالیمدل . مقایسه شدند جنس

بر (. Darriba et al. 2012)شد انتخاب jModelTest افزار  از نرم

برای تجزیه و  K2+Gمدل  ،افزار این نرماساس نتیجه حاصله از 

 روش از های تبارشناسیترسیم درختبرای . شدپیشنهاد  تحلیل

inference Bayesian افزار نرمر دMrBayes v. 3.2 

(Huelsenbeck and Ronquist, میلیون نسل و  16و تكرار ( 2001

 RaxML GUI v. 2.0افزار از نرم Maximum likelihoodبرای 

(Silvestro and Michalak, . شدتكرار استفاده  هزار 16و ( 2012

 K2P از روش های حاصله توالی برای تعیین فاصله نوکلئوتیدی

 .(Kumar et al. 2016) شد استفاده MEGA v. 7.0افزار  نرمدر 

افزار  نیز از نرم دست آمده هب هایدرخت مشاهدهبرای همچنین 

FigTree v. 1.5  د شاستفاده(Rambaut, 2009 .) گونه

Luciobarbus capito عنوان برون گروه در نظر گرفته شد به نیز. 

ایستگاه مختلف  160گرفته از  های صورتبرداریدر خلال نمونه

در پنج حوضه آبریز کویر، نمک، کاسپین، ارومیه و تیگریس 

بر (. 1شكل )صید شدند   Barbusهای جنس های گونه نمونه

 01سیتوکروم اکسیداز سی  ژناساس نتایج حاصله از تعیین توالی 

 .B. lacerta ،Bگونه  چهار ،باز جفت 010طول  بهنمونه 

karunensis ،B. cyri  وB. miliaris با توجه به . شناسایی شدند

در  B. lacertaگونه های  شكل درخت تكاملی ترسیم شده نمونه

و  (پلی تومی)بدون خوشه  B. cyriهای  پنج خوشه جدا، نمونه

هر کدام در یک خوشه  B. karunensisو  B. miliarisهای  نمونه

 .قرار گرفتند

های جنس  ای گونهبین گونه K2P فاصله ژنتیكی میانگیننتایج 

Barbus  بررسی در این مطالعه نشان داد که بیشترین میزان مورد

 .Bو B. lacertaبین دو گونه  91/0فاصله ژنتیكی به میزان 

miliaris  بین دو  15/1و کمترین میزان فاصله ژنتیكی به مقدار

چنین بیشترین و  هم .دست آمد هب B. cyriو  B. lacertaگونه 

.Bکمترین میزان فاصله ژنتیكی درون جمعیتی در گونه  lacerta

درصد  10/6و ( چشمه سرده و کشكان+حسین آباد) 1/1به میزان 

 .حاصل شد( قلیان و کشكان)

، دایره B. cyri: مربع زرد. در ایران Barbusنقشه پراکنش جنس  -1شكل 

.B، پنج ضلعی سبز B. lacertaقرمز  karunensis شش ضلعی صورتی ،B. 

miliarisمحل تیپ : ، ستاره مشكیB. karunensisو مثبت مشكی محل تیپ

.B. urmianusگونه اسمی 

جنس  های مورد مطالعه در بین گونهK2P میانگین فاصله ژنتیكی  -0جدول 

Barbus  ژن تفاوت در بر اساس درصد.COI

00 1گونهردیف

1B. lacerta 

0B. cyri 1/15

0B. karounensis 1/901/11 

9B. miliaris 0/910/900/01

 نتایج
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ها  در مقابل آن NCBIهای استفاده شده ازبانک  شماره دسترسی نمونه. Bayesian inferenceو  Maximum likelihoodترسیم شده به روش  تبارشناسیدرخت  -0شكل 

قرار  *موجود نبوده روی شاخه ستاره  MLاستفاده شده، در صورتی که شاخه در روش  #بوده از علامت  16هایی که عدد بوت استرپ زیر  آورده شده است، در شاخه

 .داده شده است

.در این مطالعه Barbusاعضای جنس ( 0شكل )از ترسیم درخت تبارشناسی  حاصله مختلف یها جمعیت نیب( درصد) K2P فاصله ژنتیكی میانگین -0جدول 

100910519 نام ردیف

1B. cyri (کوتر)  

2B. cyri (کاسپین)   6/10

3B. cyri (ارومیه)   6/106/05

4B. lacerta (گاوه رود)   1/101/691/60

5B. lacerta (چشمه سرده+آبادحسین )   1/01/011/096/10

6B. lacerta (بریسو+بوئین)   1/001/911/096/516/90

7B. lacerta (قلیان)   6/916/106/196/106/096/90

8B. lacerta (کشكان)   1/101/691/606/096/151/16/10 

9B. miliaris 0/610/610/100/050/590/600/100/59

11 B. karounensis 1/901/511/551/590/11/11/900/10/01
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علاوه بر این کمترین میزان فاصله ژنتیكی درون جمعیتی برای 

درصد بین دو جمعیت ارومیه و کوتر  10/6به میزان  B. cyriگونه 

درصد بین دو جمعیت کاسپین و  10/6و بیشترین آن به مقدار 

 Barbusگونه های جنس های در بین جمعیت. دست آمد هکوتر ب

 .Khaefi et al)اختلافات ریختی فراوانی گزارش شده است 

2017a, b; Motamedi et al. 2014 )این  در این مطالعه نیز

نمای عمومی و رنگ  0ها به وضوح مشاهده شد، در شكل  تفاوت

همراه درخت  های معتبر این جنس در ایران به بدن گونه

ها،  همواره از شكل عمومی لب .تبارشناسی ارائه شده است

های این جنس و بعضاً  های شناسایی گونه عنوان یكی از ویژگی به

ها  های این جمعیت لبفرم . های آن نام برده شده است  جمعیت

طور  همان .ارائه شده است 9همراه درخت تبارشناسی در شكل  به

های مورد ها در نمونهرسد فرم لب نظر می که از شكل پیداست به

نظر  ، اما به(A-E، 9شكل )مقایسه کمابیش به یكدیگر شبیه هستند 

کمی متفاوت از  B. karounensisها در گونه  رسد فرم لب می

(. E، 9شكل )تر است  ها و ضخیم ونهدیگر گ

های مورد  همراه نمای کلی بدن جمعیت به BIشناسی تباردرخت  -0شكل 

 .B. karunensis ،0-B. miliaris ،B -1: ترتیب از بالا به پائین مطالعه؛ به

cyri (کاسپین) ،B. cyri (ارومیه ) وB. lacerta.

های نمونه صید شده از محل فرم لب( F) 9همچنین در شكل 

رسد تفاوت متمایز نظر می ارائه شده و به B. urmianusتیپ 

صید شده از حوضه ارومیه و  B. cyriهای  ای با دیگر نمونهکننده

.کاسپین ندارد

ترتیب  ها؛ بههمراه نمای زیرین سر و فرم لب به BIشناسی تباردرخت  -9شكل 

، (کاسپین) C :B. cyri ،(ارومیه) A :B. lacerta  ،B :B. cyri: از بالا به پائین

D :B. miliaris ،E :B. miliaris ،F :B. cyri (کوتر، محل تیپB.

urmianus). 

سه، کوتر، حوضه رودخانه صید شده از نهر میری Barbus cyri-1شكل 

 مهابادچای

ریختی بالا و شباهت ظاهری اعضای جنس  تنوع با توجه به

Barbus و تفكیک  و دشواری شناساییهای آبریز ایران در حوضه

تواند می DNA یابیتوالی، ریختیهای ویژگی ها با استفاده ازآن

 برای بررسی تنوع و تفكیک و مطمئن عنوان ابزاری کارآمد به

 در. مورد استفاده قرار گیرد ی احتمالیهاگونهها و یا جمعیت

 بحث
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، (های ریخت شناختیاس ویژگیبراس)های سنتی شناسایی روش

 .Bویژه اعضای دو گونه  هب Barbusهای جنس گونه تشخیص

lacerta  وB. cyri، هایویژگی علت همپوشانی بالای به 

 Khaefi) باشدمیو گاهی غیر ممكن بسیار مشكلشناختی، ریخت

et al. 2017a, b; Motamedi et al. 2014).  علاوه بر شناسایی

 عنوان تواند بهمی DNA یابیهای مختلف، توالیجمعیتها و گونه

ابزاری مفید برای بررسی و رفع مشكلات تبارشناسی اعضای یک 

(.Hebert et al. 2004) مورد استفاده قرار بگیرد تاکسون

با توجه به نتایج حاصل از ترسیم درخت تبارشناسی با استفاده از 

.B. lacerta ،Bگونه  ، اعتبار چهارCOIتوالی ژن  karunensis،B. 

cyri  وB. miliaris قابل تأیید است های داخلی ایران در آب .

از این جنس ( B. lacerta)بنایراین فرضیه حضور صرفاً یک گونه 

 .(Esmaeili et al. 2010)د شو های داخلی ایران رد میدر آب

از  B. lacertaگونه   .Levin et al(2012) براساس مطالعات

حدود  طور میانگین به)هزار سال قبل  066کمتر از   B. cyriگونه

گونه جوانی است  B. lacerta.  انشقاق یافته است (هزار سال 06

در . تمایز نیافته است  B. cyriکه چندان از لحاظ ژنتیكی از

توان دریافت این دو گونه  های ریختی نیز می مراجعه به ویژگی

 .انددهشچندان از لحاظ ریختی متمایز ن

 B. cyriهای  جمعیت K2Pمیانگین فاصله ژنتیكی با توجه به نتایج 

درصد با  9/6های کاسپین و ارومیه نیز کمتر از  ساکن حوضه

بین   .Khaefi et al(2017a) بنابر مطالعات. یكدیگر اختلاف دارند

های حوضه کاسپین و ارومیه در گذشته جریان ژنی وجود جمعیت

نیز جریان ژنی بین ماهیان کاسپین،  پیش از این. داشته است

های صید های هاپلوتایپدریای سیاه و آرال با توجه به شباهت

 Osinov and)های ماهیان به اثبات رسیده است شده گونه

Bernatchez 1996 .)توان دو مسیر احتمالی  رسد می نظر می به

حوضه ارومیه در نظر گرفت مسیر  به  B. cyriبرای رسیدن گونه

و ( کاسپین)های رودخانه قطورچای اول محل قرارگیری سرشاخه

های قره تپه وجود مكانی که کوه( شمال حوضه ارومیه)زولاچای 

های رودخانه قزل اوزن حوالی دارند، و مسیر دوم محل سر شاخه

. های زرینه رود کوهای دوزخدره با رودخانه سقزرود از سرشاخه

شناسی از  احتمالاً اولین افراد این گونه در خلال فرآیندهای زمین

 Khaefi et)اند دو مسیر احتمالی ذکر شده به این حوضه وارد شده

al. 2017 .) 

از رودخانه مهابادچای در  B. urmianusطور که اشاره شد  همان

های ریختی توصیف شده است حوضه ارومیه با استفاده از ویژگی

(Eagderi et al. 2019 .) با توجه به شكل درخت تبارشناسی

، در کنار (1شكل )های صید شده از محل تیپ  ترسیم شده نمونه

همچنین فاصله . اندو در یک شاخه قرار گرفته B. cyriهای نمونه

درصد با دیگر  15/6های این رودخانه در حدود  نمونه ژنتیكی

درصد با  10/6در حوضه آبریز ارومیه و  B. cyriهای  نمونه

این درحالی است بر اساس . های حوضه کاسپین تفاوت دارد نمونه

و نتایج این مطالعه میزان  et al. Khaefi( 2017a) مطالعات

حداقل  Barbusهای جنس  اختلاف ژنتیكی قابل تأیید بین گونه

.دشودرصد برآورد می یک

رسد نظر می در مجموع با توجه نتایج حاصله از این مطالعه، به

های مختلف جنس توانست گونه COIتوالی ژن میتوکندریایی 

Barbus  را از یكدیگر تفكیک نماید، اما این ژن به تنهایی

نظیر جنس، گونه )ها را در سطح بالاتر  تواند روابط میان گونه نمی

لذا در این موارد افزایش . به وضوح مشخص کند( و خانواده

مانند ژن )همراه با نشانگرهای دیگر  ها و استفاده از آن تعداد آرایه
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