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های مختلفی که باعث عدم پايداری آب در دليل خشکسالی های اخير بههای زابل در سالچاه نيمه

کنند، دارای اهميت  که در آن قسمت زيست می آبزيانتالاب هامون گشته است، برای حيات 

ماهيان اين منطقه را جهت ايجاد  اين شرايط، شناسايی گونه و تنوع زيستی. اند دهشفراوان 

منظور شناسايی و تهيه  به. سازداطلاعات پايه مورد نياز، در مديريت و حفاظت از ماهيان ضروری می

انجام  9311برداری در سال  های زابل، عمليات نمونه های ماهی در چاه نيمهبارکد ژنتيکی گونه

 Carassius sp. Schizothorax zaradunyi, Shizocyprisنمونه شامل 21در مجموع . شد

altidorsalis, Cyprinus carpio, Gonorhynchus adiscus, Ctenopharingodon idella, 

Paracobitis rhadinaeus ژن  5ʹشناسی، انتهای  های شجره برای انجام تحليل. صيد شدندCOI 

الحاق همسايگی  شناسی، از روش های شجره جهت بررسی. های مورد بررسی تعيين شددر نمونه

(Neighbor-Joining)شناسی را  گروه شجره ششنتايج حاصل از اين پژوهش وجود . ، استفاده شد

 .Cو P. rhadinaeusدرصد، بين گونه  9/22بر همين اساس بيشترين ميزان تمايز ژنتيکی . نشان داد

idella ، درصد، بين گونه  8/91کمترين ميزان تمايز ژنتيکیC. carpio و S. zarudyni  مشاهده

 .شد
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ترین  های مهم دنیا و بزرگ المللی هامون یکی از تالاب تالاب بین

شود  دریاچه آب شیرین در سراسر فلات ایران محسوب می

(.Noori 2000) .های چند دهه اخیر و عدم پایداری  سالی خشک

 Noori)د شواست حیات این تالاب دچار بحران  آب باعث شده

et al. 2008). ین با خشک شدن تالاب هامون اهمیت چاهبنابرا 

. های سیستان در تداوم حیات انسانی و جانوری مشهود است نیمه 

هایی  ها تنها زیستگاه گونه در حال حاضر در سیستان چاه نیمه

در واقع حوادث . اند کرده است که سابقاً در دریاچه زیست می

ربومی های غیطبیعی و انسانی همچون خشک سالی و معرفی گونه

در کنار سایر عوامل حیات و بقای ماهیان بومی این دریاچه را به 

پذیر از های بومی آسیباز آنجا که حفظ گونه. خطر انداخته است

ای برخوردار است، تلاش جهانی برای دستیابی به  اهمیت ویژه

مطالعه بر روی  .(Abdoli 2000)این هدف رو به افزایش است 

 شناسی، آبی از لحاظ تکاملی، بومهای  ماهیان دراکوسیستم

مدیریت درحوضه منابع آبی و  و رفتارشناسی، حفاظت

و به بیانی دیگر مطالعه بر بالایی است برداری دارای اهمیت  بهره

شناسی  رسیدن به درك صحیحی از زیست ماهیان جهت روی

قدم در اقدامات حفاظتی  اولین بیآ های محیط مطالعهها و  آن

 .(Szlachciak and Zabkiewic 2008) شودمی وبمحس

ها رویکردهای  آن ای و گونه جمعیتی تنوع برای شناسایی ماهیان و

های شناسی، کالبدشناسی، سیتولوژی و روشمختلفی شامل ریخت

با توجه به این که شکل و ویژگی ریختی . مولکولی وجود دارد

به این  توان تنها با استناد باشد، نمی ماهیان تحت تأثیر محیط می

های نزدیک  بندی ماهیان متعلق به گونه صفات در مورد تفاوت رده

زیرا امکان دارد به دلیل . های یک گونه قضاوت نمود و جمعیت

شناسی  شرایط مشابه یا متفاوت محیطی و اثرات محیط بر ریخت

ها با خطا انجام شود  ها یا جمعیت ماهیان، تشخیص گونه

(Hashemzadeh Segherloo et al. 2012) . به همین دلیل بهتر

ها و معیارهایی استفاده شود که تحت تأثیر محیط است از روش

های  شده روش های یاد یکی از روش. قرار نداشته باشند

دلیل  ها است که این روش به شناسی مثل بررسی کروموزوم سلول

پرزحمت بودن، استفاده از آن در مطالعات مطلوبیت چندانی 

برای . است های مولکولی روش، ها گر از این روشدی یکی. ندارد

های موجود در هسته و توان از ژنهای مولکولی می بررسی

 طبیعی یکی از پلوِئیداسیون فرآیند پلی. میتوکندری استفاده کرد

، (Cyprinidae)مثل کپورماهیان  ماهیانی زایی درفرآیندهای گونه

و  (Acipenseridae)، ماهیان خاویاری (Salmonidae)آزادماهیان 

 با(. Hallerman 2003)است  (Catostomidae)ماهیان مکنده 

دلیل  های میتوکندریایی بهتوجه به این موضوع، استفاده از ژن

های مختلف  شناسی گروه ها، در مورد شجره ماهیت هاپلوئید آن

. ای کارآمدتر باشد های هسته تواند در مقایسه با ژنکپورماهیان می

ها و  گونه ، بهبود شناساییDNAهیه توالی های بارکد هدف از ت

های جدید از طریق مطالعه الگوهای تمایز گونه همچنین شناسایی

 COIبازی از ژن میتوکندریای  جفت 849توالی در یک قطعه 

توان آن را به راحتی با استفاده از تعداد  است، که می معطوف شده

 .Kerr et al)ر کرد های مختلف تکثی محدودی آغازگر در گونه

های جانوری مختلف ارزیابی شده کارایی این ژن در گروه .(2007

های های مورد مطالعه دارای آرایهدرصد گونه 74است و بیش از 

ای کم و تمایز بین بارکد مشخص و متمایز، با تغییرات درون گونه

ان های ماهیاند و گونههای نزدیک بودهای بالا نسبت به گونهگونه

 .Hubert et al. 2008; Ward et al)گیرند  هم در این گروه قرار می

2005; Hajbabaei et al. 2006). 

های این ژن، امروزه جنبشی در سراسر جهان با توجه به ویژگی

واسطه آن پژوهشگران کشورهای مختلف توالی  آغاز شده که به

ها  نمونههای نمونه و تصویر ژن یاد شده را همراه با تهیه بانک

در پایگاه اطلاعاتی خاصی برای استفاده سایر را  ها تهیه کرده و آن

با انجام این امور و تکمیل اطلاعات . کنند پژوهشگران ذخیره می

ها با  های جانوری، امکان شناسایی سریع گونه برای همه گونه

یکی از مزایای تهیه . کمترین هزینه و انرژی فراهم خواهد شد

های مخفی در کنار شناسایی گونه ها، کشف گونهبارکد ژنتیکی 

است، به این مفهوم که ممکن است گونه از نظر ژنتیکی تمایز 

های یکسانی  عنوان گونه شناسی بهداشته باشند، اما از نظر ریخت

کاهش در ذخایر ژنتیکی  .(Freeland 2005)بندی شوند  طبقه

یتی شیلاتی های ماهیان طبیعی یکی از مشکلات مهم مدیرجمعیت

امروزه نه تنها تنوع ژنتیکی بسیاری از جوامع . محسوب می شود

کرده است، بلکه هزاران جمعیت و گونه در اثر پیدا  ماهیان تغییر

های بیش از اندازه، تخریب زیستگاه، سد  برداری بهرهآلودگی، 

  مقدمه
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کلی نابود  های انسانی به سایر توسعه شدن مسیر مهاجرت و

 .(Ferguson 1995)اند  شده

ای ماهیان شرق که در مورد شناسایی تنوع گونهبا توجه به این

دلیل مشکلات  کشور کار منسجمی انجام نشده است و متاسفانه به

مرتبط با خشکسالی امکان از بین رفتن تنوع ژنتیکی و حتی 

های آبزیان وجود دارد، در نتیجه اولین گام در  انقراض گونه

بندی ماهیان این مناطق  ی و ردهمدیریت شناسایی تنوع ژنتیک

های زابل برای همین علت در این مطالعه منطقه چاه نیمه است، به

 .است ای ماهیان انتخاب شده مطالعه و تعیین تنوع گونه

 

های  برداری از ماهیان مورد استفاده در این مطالعه در سالنمونه

های  دام در چاه نیمه با استفاده از تور ساچوك و 1378و  1371

ای یا باله  برداری باله سینه در زمان نمونه(. 1شکل )زابل انجام شد 

درصد برای  78شکمی سمت راست ماهیان قطع و در الکل اتانل 

ها از چک  برای شناسایی نمونه. مطالعات ژنتیکی تثبیت شد

 .Esmaeili et al. ،Esmaeili et al(2018) های موجود شامل لیست

 .استفاده شد Abdoli (2000) و( 2017)

استخراج شدند  Chelex100با استفاده از روش  DNAهای  نمونه

(Estoup et al. 1996.)  برای تکثیر ژنCOIتوالی  با ، از آغازگرها

(ʹ5ʹ-AACCTCTGTCTTCGGGGCTC-3) FCOI20  5)وʹ-

TTGAGCCTCCGTGAAGTGTG-3ʹ )RCO120III  استفاده شد

(Hashemzadeh Segherloo et al. 2012.)  برای انجام عملیات

، ابتدا این ژن از طریق واکنش زنجیره COIتعیین توالی ژن 

 21به حجم  PCRهر واکنش . تکثیر شد( PCR)پلیمراز 

 10Xمیکرولیتر بافر  1/2میکرولیتر آب مقطر،  19میکرولیتر، شامل 

میکرولیتر از 1/0مولار،  میلی 10میکرولیتر کلریدمنیزیم  1/0 ،

 dNTPمیکرولیتر 1/0مولار هر آغازگر،  میلی 10محلول 

( واحد در میکرولیتر 1)میکرولیتر آنزیم بیوتگ  1/0مولار،  میلی21

شرایط دمایی (. Estoup et al. 1996)بود  DNAو دو میکرولیتر 

 74ای در دمای  دقیقه 10واکنش زنجیره پلیمراز شامل یک چرخه 

 81، (یک دقیقه)گراد  ه سانتیدرج 74چرخه  31گراد،  درجه سانتی

( یک دقیقه)گراد  درجه سانتی 92و ( یک دقیقه)گراد  درجه سانتی

. گراد بود درجه سانتی 92ای در  دقیقه 11و در نهایت یک چرخه 

طول  ، یک قطعه از ژنوم میتوکندریایی بهPCRدر نتیجه واکنش 

، شناسی های شجره برای بررسی. جفت باز تکثیر شد 1100تقریبی 

تعیین  ABI 3100با استفاده از دستگاه  COIژن  ʹ5توالی انتهای 

برای انجام عملیات تعیین توالی از آغازگر پیشرو . شد

(FCOI120 )استفاده شد . 

 Bioedit Vافزار  صورت چشمی با استفاده از نرم های خام به توالی

با استفاده  COIهای  عملیات انطباق توالی. ویرایش شدند 7.1.33

پس از انطباق و یکپارچه کردن . انجام شد ClustalXافزار  نرم از

جفت باز انتخاب شد، که در بین  814ها، یک قطعه به طول توالی

ها و  برای مشاهده هاپلوتایپ. ماهیان مورد مطالعه مشترك بود

افزار  با استفاده از نرم TCSها شبکه هاپلوتایپی  تعیین تعداد آن

PopArt اینکه شاخصی کمی برای مقایسه مقدار  برای .ترسیم شد

 K2Pها در دست باشد، از فاصله ژنتیکی  تمایز در بین گونه

(Kimura 1980 )افزار  محاسبه شده با استفاده از نرمMEGA7 

برای ترسیم دارنگاره از روش مبتی بر مدل یعنی . استفاده شد

-Neighborو( Maximum Likelihood)ترین احتمال  روش بیش

Joining (NJ)  افزار  موجود در نرمMEGA7 مدل . استفاده شد

های مورد بررسی با  ترین برازش برای داده تکاملی دارای بیش

بر پایه شاخص  MEGA7افزار  روش احتمال بیشنه توسط نرم

( BIC: Bayesian Information Criterion)اطلاعاتی بایسی 

 .انتخاب شد

 

قطعه  Carassius sp.  ،9قطعه 7در این مطالعه تعداد 

Paracobitis rhadinaeus ،2  قطعهSchizothorax zarudyni ،1 

 8و  Cyprinus carpioقطعه  Gonorhynchus adiscus ،4قطعه 

از مناطق مورد مطالعه   Ctenopharyngodon idellaقطعه از 

 C. idellaو  Carassius sp. ،C. carpioاستفاده شد که سه گونه 

در مجموع متوسط ترکیب نوکلئوتیدها  .اهیان غیربومی هستنداز م

 درصد سیتوزین، 8/29درصد تیمین، 7/29در این توالی شامل 

 .درصد گوانین بود 9/19درصد آدنین و 1/21

د که شهاپلوتایپ مشاهده  12های مورد بررسی در بین نمونه

 ، یک هاپلوتایپ برایP. rhadinaeusشامل پنج هاپلوتایپ برای 

  ها مواد و روش

  نتایج و بحث
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C. idella یک هاپلوتایپ برای ،G. adiscusیک هاپلوتایپ ،C. 

carpio یک هاپلوتایپ برای ،C. auratusدو هاپلوتایپ برای ،S. 

zarudnyi  و یک هاپلوتایپ برایS. altidorsalis  مشاهده شد

های متنوع را برای برخی عدم مشاهده هاپلوتایپ(. 2شکل )

ها نسبت داد  ه بسیار کوچک آنها شاید بتوان به اندازه نمونگونه

های  که این مورد یکی از معایبی است که ممکن است قضاوت

ارائه شده در رابطه با تنوع ژنتیکی در این مطالعه را با خطا همراه 

 . کند

 
 موقعیت منطقه مورد مطالعه -1شکل 

 

 
های تهیه شده در این شبکه هاپلوتایپی ترسیم شده با برای توالی -2شکل 

 .العهمط

های مورد مطالعه درخت تبارشناسی ترسیم شده مربوط به نمونه

نتایج ( ML)و احتمال بیشنه ( NJ)با دو روش الحاق همسایگی 

همین دلیل تنها دارنگاره الحاق همسایگی  به. مشابهی را نشان داد

استرپ مربوط به روش احتمال بیشینه ارائه همراه ضرایب بوت به

توان شش گروه دارنگاره یادشده میدر (. 3شکل )است  شده

 .Sو Carassius sp. ،2 )S. zarudnyi( 1شناسی شامل شجره

altidorsalis ،3 )C. carpio ،4 )G. adiscus ،1 )C. idella  8و )

P. rhadinaeus هاینمونه. (3شکل ) را تشخیص دادsp.  

Carrasius  استرپ صد در هر دو دارنگاره در یک با ضریب بوت

 S. altodorsalis و  S. zarudyni های قرار گرفتند و گونه خوشه
( 82/81)استرپ پایین ای با ضریب بوتشجرهدر یک خوشه تک

 . شناسی قرار گرفتنددر یک گروه شجره

 

 
درخت تبارشناسی الحاق همسایگی و احتمال بیشینه ترسیم شده با  -3شکل 

اعداد . دست آمده در این مطالعه هبهای  برای توالی MEGA7افزار  استفاده از نرم

 1000محاسبه شده با  Bootstrapهای دارنگاره مقادیر  درج شده در امتداد شاخه

. هستند NJو  MLهای  ترتیب از چپ به راست مربوط به روش تکرار به

( -)درصد با خط تیره  10استرپ کمتر از های دارای ضریب بوت شاخه

 .اند مشخص شده
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 .Sهای استرپ پایین با گونه ضریب بوت با G. adiscusگونه 

zarudyni ،S. altidorsalis ،Carassius sp.  وC. carpio  در یک

گروه قرار گرفتند، البته باید به این موضوع اشاره شود که این 

ها و تنها استفاده از  دلیل عدم استفاده از سایر گونه بندی به گروه

مطالعه رخ داده است و  های موجود در منطقه موردانواع گونه

های خویشاوند هرکدام از  طبیعی است که با افزودن گونه

بندی در دارنگاره تغییر  های مورد بررسی الگوی خوشه گونه

ها در  در مقایسه با سایر گونه  P. rhadinaeusگونه .خواهد کرد

شناسی فوق قرار نگرفت، که با توجه  های شجره هیچ یک از گروه

بندی این گونه و تفاوت آن با اعضای خانواده  به تفاوت رده

 .کپورماهیان این مشاهده طبیعی است

 ،.Carassius spهای ای در گونه درون گونه K2Pفاصله ژنتیکی 

C. carpio  وC. idella با توجه به این موضوع . صفر درصد بود

که این ماهیان از ماهیان غیربومی اقتصادی بوده و برای اهداف 

شوند ممکن است عدم وجود تنوع در آنها را د میخوراکی صی

شده و حساسیت نسبی بالای  های صید یادبتوان به فعالیت

mtDNA های جمعیتی و یا انحراف ژنتیکی نسبت به تنگنا

 به این مفهوم که صید در محیط محدود چاه. تسادفی دانصت

صورت فرایندی عمل می کند که اندازه جمعیت را  ها به نیمه

دلیل کوچک بودن  به mtDNAداده و در این فرایند ژنوم  کاهش

ثر جمعیت آن سریع تحت تأثیر قرار گرفته و ممکن ؤاندازه م

ای  تری در مقایسه با ژنوم هسته است تنوع آن با سرعت بیش

از سوی دیگر ماهیان (. Hallerman 2003)کاهش پیداد کند 

اد محدودی مولد شده معمولاً در مراکز تکثیر با تعد غیربومی یاد

شوند و همین موضوع نیز  تکثیر و در منابع آبی رهاسازی می

 mtDNAممکن است یکی از دلایل عدم مشاهده تنوع در ژنوم 

های بومی که دارای تنوع در مورد گونه .شده باشد ماهیان یاد

مقادیر تمایز ( S. zarudnyiو  P. rhadinaeus)هاپلوتایپی بودند 

بود با  2/0-3/0ی مشاهده شده که برابر با اژنتیکی درون گونه

در سطح درون  COIتمایز توالی ژن . سایر مطالعات مطابقت دارد

 8/0ها  های مختلف جانوری شامل خفاش ای برای گروه گونه

 29/0پرندگان آمریکای شمالی . (Clare et al. 2006)درصد 

 Ward)درصد  37/0ماهیان دریایی  (.Hebert et al. 2004)درصد 

et al. 2005 ) درصد  29/0و در ماهیان آب شیرین کانادا(Hubert 

et al. 2008)بیشترین تمایز ژنتیکی بین . است ، گزارش شده

و کمترین ( درصد 1/29)  C. idellaو   P. rhadinaeusهای  گونه

بود ( درصد 9/10) C. carpioو S. zarudyniهای  تمایز بین گونه

دست آمده در این  جه به نتایج بهدر مجموع با تو(. 1جدول )

. های زابل شناسایی شد نیمهمطالعه تنها چهار گونه بومی در چاه

برداری محدودی  اما با توجه به اینکه در این مطالعه از ازار نمونه

شده را  ای ماهیان منطقه یاد توان تنوع گونه است نمی استفاده شده

احتمالاً با . انستمحدود به آنچه که در این مطالعه مشخص شد د

توان تنوع  هتری ب تر و متنوع برداری دقیق استفاده از ابزار نمونه

 . تری را دراین منطقه شناسایی و مطالعه نمود ای بیش گونه

 

 
ای گونهبوده است فاصله درون در مواردی که تنها یک نمونه از یک گونه موجود. ایای و بین گونهمحاسبه شده در دو سطح درون گونه K2Pفواصل ژنتیکی  -1جدول 

 .است برای گونه یادشده با خط تیره مشخص شده
 9 8 1 4 3 2 گونهدرونفاصله  گونه

G. adiscus -       

P. rhadinaeus 3/0 8/23      

S. altidorsalis - 3/18 1/23     

S. zarudnyi 2/0 1/14 2/22 4/12    

Carassius sp 00/0 4/11 1/23 1/18 9/13   

C. idella 00/0 1/14 1/29 7/18 3/18 2/19  

C. carpio 00/0 8/12 22 14 9/10 9/12 3/14 
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