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  چکیده
ها و های سیستماتیک قبلی که جنسجزیه و تحلیلت. شود بزرگترین خانواده ماهیان آب شیرین محسوب میکپورماهیانخانواده 

از اما امروزه . انددادند بیشتر بر پایه خصوصیات ظاهری متکی بوده را مورد بررسی قرار میکپورماهیانهای مختلف خانواده گونه
 5 فیلوژنی و خویشاوندی هدف از این بررسی تعیین روابط. شودای برای این منظور استفاده میبه طور گستردههای مولکولی داده

- ، سس)Rutilus frisii kutum(، ماهی سفید )Vimba vimba persa(سیاه کولی:  دریای خزر شاملکپورماهیانگونه از 

با ) Cyprinus carpio(و کپور معمولی ) Rutilus rutilus caspicus(، کلمه خزری )Barbus capito(بزرگ  ماهی سر
های ذکر شده  عدد نمونه بالغ از هر یک از گونه3بدین منظور تعداد . باشدمیتوکندریایی می ) b )cytbتوالی یابی ژن سیتوکروم 

.  درصد نگهداری گردید96 گرم از بافت نرم باله پشتی جدا و در الکل 2از هر ماهی حدود . آوری گردیدلاب انزلی جمعااز ت
DNAیمراز ای پلواکنش زنجیرهاستخراج و ها  ژنومی هر یک از نمونه)PCR ( ر ژن سیتوکروم پرایمبا استفاده از یک جفتb 

. یابی به شرکت ژن فناوران فرستاده شد همراه با پرایمرهای مورد نظر برای توالیPCR محصول،پس از الکتروفورز. انجام گرفت
 Mega 4از نرم افزار های ماهیان ذکر شده  نمونهbسیتوکروم های ژن جهت تمایز ژنتیکی و بررسی روابط فیلوژنی توالی

اند و های کپور معمولی و کلمه خزری هر دو در یک کلاستر قرار گرفته نتایج این بررسی نشان داد که نمونه.استفاده گردید
های ماهی سفید نیز با دارا بودن فاصله ژنتیکی قدری بیشتر، بر روی نمونه. های این دو گونه بسیار کم استفاصله تکاملی نمونه

سر بزرگ با دارا بودن فواصل تکاملی بیشتر بر روی ماهی به همین ترتیب سیاه کولی و سس. ر مجزایی قرار دارندکلاست
اند که از سوی دیگر تمامی این پنج گونه با فاصله تکاملی زیاد از گونه سوف سفید قرار گرفته. اندکلاسترهای مجزایی قرار گرفته

جد مشترک برای این پنج گونه و به عبارت دیگر قرار داشتن آنها در یک خانواده مشترک  کننده وجود تأییدتواند این امر می
 روشی مناسب و قابل اعتماد در تمایز bیابی ژن سیتوکروم رو نتایج این بررسی نشان داد که استفاده از روش توالی از این. باشد
  . ایران استکپورماهیانهای گونه

  ، ایرانbوژنتیک، ژن سیتوکروم ، فیلکپورماهیان :کلمات کلیدی
  

  
  مقدمه

 210 با داشتن  (Cyprinidae)خانواده کپورماهیان
 گونه، بزرگترین خانواده ماهیان آب 2010جنس و 

ها، در طی سال .]17[ شود میشیرین محسوب
های تاکسونومیک ی تقسیم بندا بکپورماهیانخانواده 

ها بندیهاین گرو. اندهای مختلفی تقسیم شدهبه گروه
 7،11 [اندتر بوده در سطح زیر خانواده یا پایینمعمولاً

های سیستماتیک قبلی که تجزیه و تحلیل. ]17و 
ای های وابسته به یک نسل و روابط درون گونهگونه
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دادند  را مورد بررسی قرار میکپورماهیانخانواده 
. اندبیشتر بر پایه خصوصیات ظاهری متکی بوده

Chenاولین افرادی بودند که )1984(ان  و همکار 
فرضیه فیلوژنتیک را در کپورماهیان بر پایه 

های اما امروزه داده .خصوصیات ظاهری مطرح کردند
مولکولی به ابزار قدرتمندی برای آشکار کردن روابط 

ها در تاکسونومیک و مشخص کردن حدود گونه
 کپورماهیان مشابه اًهای بسیار متنوع و حتی ظاهرگروه

  .تبدیل شده است
مواد ژنتیکی اعم از کروموزومی یا خارج از 
کروموزومی در معرض تغییرات و جهش های دائمی 
قرار دارند و عوامل فیزیکی و شیمیایی از درون و یا 
بیرون ارگانیسم در هنگام همانندسازی، سبب 

. شوند میDNAجابجایی در ترکیب نوکلئوتیدهای 
 DNAی مربوط به توالی هادر اکثر موجودات از داده

برای تعیین روابط تکاملی استفاده می شود و از 
 هایی کمتر تحت تاثیر انتخابآنجایی که چنین داده

)Selection( قرار می گیرند، بهتر می توانند روابط 
تجزیه و تحلیل های . فیلوژنی واقعی را نمایان سازند

فیلوژنتیک بر اساس ترسیم درخت ژنی ملاکی برای 
های سازی جمعیت های خاص و تشخیص گونهجدا

  .]23[نیازمند به حفاظت است 
 ژنوم میتوکندری بعنوان یک نشانگر ژنتیکی بطور 

از . ]4[ ای برای مطالعات ژنتیکی بکار می رودگسترده
های ژنتیکی تواند تفاوت میmtDNAاین رو آنالیز 

های درون ها یا جمعیترا که ممکن است بین گونه
 وجود داشته باشد آشکار سازد، بنابراین از یک گونه

بندی های ردهتوان قابل ملاحظه ای جهت حل تناقض
 میتوکندریایی DNA. ]6[آبزیان برخوردار است 

)mt DNA ( در بسیاری ازمطالعات فیلوژنتیک و
تاکسونومیک به عنوان یک نشانگر مناسب ژنتیکی 

 و محسوب می شود زیرا میزان جهش در آن بالا بوده

سرعت  .]15[ نوترکیبی در آن اتفاق نمی افتد
 در مهره داران mtDNAجایگزینی نوکلئوتیدهای 

 برابر سرعت تعویض در ژنوم 5 – 10عالی تقریبا 
هسته است که موجب افزایش قدرت تفکیک در 

 حساسیت آن نسبت شده وسطح مطالعات جمعیتی 
به کاهش تنوع ژنتیکی در تنگناهای ژنتیکی بیشتر 

-  برای بررسی روابط درون گونهmtDNAدر . است

هایی که دارای روابط ای و روابط بین گونه
های با تکامل خویشاوندی نزدیک هستند، توالی

با  .]3[ شود استفاده میbسیتوکروم متوسط مانند 
توجه به این نکته که امروزه توالی یابی ژن سیتوکروم 

bطالعات ها در م میتوکندریایی یکی از بهترین روش
با استفاده از مطالعات مختلفی ، ]22 [فیلوژنتیک است

 در کپورماهیاندر زمینه روابط فیلوژنیک این روش 
در این  .]21و6،7،8،9[ جهان انجام شده است

 گونه از 5ویشاوندی نیز روابط فیلوژنی و خ بررسی
 Vimba(سیاه کولی:  شاملدریای خزر کپورماهیان

vimba persa( ماهی سفید ،)Rutilus frisii 

kutum( ،ماهی سر بزرگ سس)Barbus capito( ،
و کپور  )Rutilus rutilus caspicus(کلمه خزری 

ژن  یابیتوالی با )Cyprinus carpio (معمولی
گرفته  مورد بررسی قرار  میتوکندریاییbسیتوکروم 

  .است
  

  مواد و روش کار
ه  عدد نمونه بالغ از هر یک از گونه های سیا3تعداد 

کولی، ماهی سفید، سس ماهی سر بزرگ، کلمه خزری 
از . و کپور معمولی از تالاب انزلی جمع آوری گردید

 گرم از بافت نرم باله پشتی جدا و 2هر ماهی حدود 
ها به سپس نمونه.  درصد نگهداری گردید96در الکل 

المللی آزمایشگاه ژنتیک مولکولی انستیتو تحقیقات بین
تر دادمان واقع در جوار سد سنگر ماهیان خاویاری دک
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ها به  ژنومی هر یک از نمونهDNA. رشت منتقل شد
 استخراج گردید و سپس ]14[روش استات آمونیوم 

 استخراج شده با استفاده از DNAکمیت و کیفیت 
روش اسپکتروفتومتری و الکتروفورز ژل آگارز تعیین 

 DNA  برای ) PCR(ای پلیمراز واکنش زنجیره. شد
ونه های مورد نظر با استفاده از یک جفت آغازگر نم

که با استفاده از نرم افزار  bژن سیتوکروم 
Genrunner از ژن میتوکندریایی ماهی Rutilus 

alburnoides به شماره ثبت ،AJ427838 در  

NCBIتوالی آغازگر .   طراحی گردید انجام گرفت
Forward و  Reverse بود به شرح زیر:  

Forward primer: 5/ CGG CGC ACT 
AGT CGA CCT TCC AAC A 3/ 
Reverse primer:  5/ GCT TTA TTT 
TCC ATT CAC CCT GC 3/ 
 

 ابتدا PCRبرای آماده کردن مواد مورد نیاز جهت  
  پس از خروج از فریزر dNTPبافر و محلول های 

در شرایط دمایی اتاق در زیر هود لامینار قرار داده شد 
برای یکسان شدن . اد خارج شودتا از حالت انجم

برای هر . مخلوط، مواد به مدت نیم دقیقه ورتکس شد
 میلی لیتری استریل انتخاب و 2/0نمونه یک ویال 

سپس ترکیبات . شماره نمونه روی آن ثبت گردید
 روی یخ با مقادیر PCRضروری برای انجام 

ها محتویات ویال. ها افزوده شدمشخص به ویال
ب به هم زده شد و سپس ویال ها به توسط سمپلر خو

 ثانیه سانترفیوژ شدند تا محتویات آنها در ته 10مدت 
 در مرحله اول PCRبرای بهینه کردن . آنها جمع شود

با دادن دامنه حرارتی، بهترین دمای اتصال هر کدام از 
آغازگرها به رشته الگو بدست آمد و در مرحله بعد 

شکستگی جهت ظاهر شدن خوب باندها و حذف 
 dNTPs ژنومی و MgCl2 ،DNAغلظت ) اسمیر(

به این منظور برای هر نمونه یک . بهینه سازی گردید
 میلی لیتری استریل انتخاب و ترکیبات مورد 2/0ویال 
 میکرولیتر 50بر روی یخ به حجم ) 1جدول(نظر 

ه ترموسایکلر با چرخه در دستگا رسانده شد و سپس
 ).2جدول (د مشخص قرار داده شهای حرارتی 

بمنظور مشاهده تک باند بدست آمده از محصول 
PCR سیتوکروم  ژنb  5/1از الکتروفورز ژل آگارز %

برای اینکار پس از تهیه ژل و قرار . استفاده گردید
دادن آن داخل تانک الکتروفورز، برای هر یک از 

 به PCR میکرولیتر محصول 5نمونه های ماهی مقدار 
افر لودینگ داخل هر یک از  میکرولیتر ب3همراه 

چاهک ها ریخته شد و در یکی از چاهک های دیگر 
ها از مارکر بمنظور تعیین اندازه باندی هر یک از نمونه

پس از  . استفاده گردیدbp 100مولکولی به وزن 
، طول باند تکثیر شده PCR الکتروفورز محصول

 PCRسپس محصول .  جفت باز تعیین گردید1050
یابی به ایمرهای مورد نظر برای توالیهمراه با پر

جهت تمایز ژنتیکی و . شرکت ژن فناوران فرستاده شد
 bسیتوکروم های ژن بررسی روابط فیلوژنی توالی

 Mega 4های ماهیان ذکر شده از نرم افزار نمونه
  .استفاده گردید ]20[
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  لیمرازای پ استفاده شده درواکنش زنجیره نوع ومقدار مواد -1جدول 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  Cyt bبا استفاده از آغازگر  PCR  چرخه های حرارتی- 2جدول 
)سیکل( تعداد چرخه )دقیقه( زمان  )سانتی گراد( درجه حرارت   لوکوس مراحل 
  واسرشته سازی اولیه 94 5 1

35 
1 
5/0  

2 

94 
64-58  

72 

 واسرشته سازی
 الحاق
 بسط

 
Cyt b 

  بسط نهایی 72 7 1
  

  نتایج
 در bجهت مقایسه فراوانی نوکلئوتیدی ژن سیتوکروم 

 فراوانی هر یک از بازهای تیمین، ،این پنج گونه ماهی
سیتوزین، آدنین و گوانین با استفاده از نرم افزار 

MEGA4 3جدول ( محاسبه گردید.(  
های  تاریخچه تکاملی نمونهنتایج حاصل از بررسی

 این پنج گونه ماهی با استفاده از روش رابطه
و با در نظر گرفتن بیشترین  ]18[ خویشاوندی

 ترسیم گردیده 1 در نمودار ]19[ شباهت ژنتیکی
 ماهی سوف سفید با bتوالی ژن سیتوکروم . است

 در بانک ژن بعنوان گروه QC214532شماره ثبت 

این . نظر گرفته شده استدر ) Outgroup(خارجی 
 و کپور معمولیهای دهد که نمونهنمودار نشان می

اند و  هر دو در یک کلاستر قرار گرفتهکلمه خزری
 به دلیل طول گونهفاصله تکاملی نمونه های این دو 

شاخه ناچیزی که از آنها مشتق می شود بسیار کم 
 نیز با دارا بودن فاصله ماهی سفیدهای نمونه. است

بر روی کلاستر مجزایی قرار قدری بیشتر، تیکی ژن
به همین ترتیب سیاه کولی و سس سر بزرگ با . دارند

روی کلاسترهای دارا بودن فواصل تکاملی بیشتر بر 
از سوی دیگر تمامی این پنج . اندمجزایی قرار گرفته

 قرار سوف سفیدتکاملی زیاد از گونه با فاصله گونه 

میکرولیتری 50مقدار برای واکنش   ماده غلظت مواد 

3- 2  DNA   نانوگرم50 میکرولیتر 

نزیم آ  u/µ 5  میکرولیتر5/0   Taq DNAپلیمراز 

 DNTPs  میلی مولار10  میکرولیتر2/1

 MgCl2  میلی مولار50  میکرولیتر2

 X10  PCR Buffer  میکرولیتر5
1ایمرپر  میلی مولار10  میکرولیتر5/1  
2پرایمر  میلی مولار10  میکرولیتر5/1  
ب مقطرآ ـــ  میکرولیتر50تا   
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 کننده وجود جد تأییدتواند اند که این امر میگرفته
ارت دیگر قرار  گونه و به عبپنجمشترک برای این 

در این .  در یک خانواده مشترک باشدداشتن آنها
که بیانگر ) SBL(ها نمودار مجموع طول کل شاخه
باشد با توجه به مقیاس مقدار کلی فاصله تکاملی می

 محاسبه شده 513/0نشان داده شده در پایین نمودار، 
   .است

این پنج نتایج حاصل از بررسی تاریخچه تکاملی 
 با استفاده از روش حداکثر رابطه کپورماهیگونه 

 در ]16[ و الگوریتم تبادل نزدیک ]10[خویشاوندی 

 bتوالی ژن سیتوکروم .  ترسیم گردیده است2 نمودار
 در QC214532ماهی سوف سفید با شماره ثبت 

در نظر ) Outgroup(بانک ژن بعنوان گروه خارجی 
این نمودار نیز بیانگر آن است که . گرفته شده است

بوده و این  مشترک این پنج گونه کپورماهیان منشأ
یک جد مشترک در زمان های بسیار گونه ها دارای 

ها از نظر این گونهتمامی همچنین . انددور بوده
 فاصله بسیاری سوف سفیدتاریخچه تکاملی با گونه 

  .دارند

  
 گونه از 5در توالی های بدست آمده برای ) G(و گوانین ) A(، آدنین )C(، سیتوزین )T( درصد فراوانی بازهای تیمین -3 جدول

  کپورماهیان دریای خزر

G A  C  T گونه ماهی  
  کلمه خزری  2/28  2/29  9/25  7/16
  ماهی سفید  8/28  7/28  0/27  4/15
  سیاه کولی  1/30  3/27  7/27  9/14
  کپور معمولی 4/28 2/29 2/26 3/16
  سس سر بزرگ 4/26 5/30 2/27 9/15

بین  )Saitou & Nei, 1987(بر اساس روش ) Neighbor-Joining( دندوگرام رابطه خویشاوندی-1نمودار 
اعداد کنار شاخه ها ، درصد تکرار در (  بار تکرار 500با ) Outgroupبعنوان (نمونه های کپورماهیان و سوف سفید 

  ). استbootstrapآزمون 
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 بر اساس روش  ) Maximum Parsimony( دندوگرام حداکثر رابطه خویشاوندی -2نمودار 

)Nei & Kumar, 2000  ( بین نمونه های کپورماهیان و سوف سفید) بعنوانOutgroup ( بار تکرار500با  

  ). استbootstrapتکرار در آزمون  اعداد کنار شاخه ها ، درصد ( 
  بحث
ت تغییرات نوکلئوتیدی در نواحی مختلف ژنوم سرع

 یکی b و ژن سیتوکروم ]5[ میتوکندری متفاوت است
های اطلاعاتی مناسبی هایی است که دارای محلاز ژن

برای شناسایی ارتباط فیلوژنی بین گونه هایی است که 
 .]21[از نظر مورفولوژیکی خیلی بهم نزدیک هستند 

ی قابل اعتماد و مناسب ، یک نشانگر ژنتیکاین ژنلذا 
  .شودبرای مطالعات فیلوژنتیک محسوب می

ترکیب نوکلئوتیدهای حاصل از توالی در این بررسی 
حاکی از درصد های مختلف کپورماهیان یابی گونه

 مشابه در سه  و مقادیر نسبتاGًپایین نوکلئوتید 
چنین الگویی از  .بود) T و A ،C(نوکلئوتید دیگر 
های ماهیان نیز به ی در سایر گونهترکیب نوکلئوتید

  .]12[طور وسیع گزارش گردیده است 
این بررسی نشان داد که استفاده از از سوی دیگر نتایج 

 روش مناسبی در bسیتوکروم یابی ژن روش توالی
که حتی قادر است دو  بطوریها است تمایز گونه

گونه نزدیک به هم یعنی ماهی سفید و کلمه خزری را 
تمایز نماید و این مطلب با نتایج مشابهی که از هم م

در خصوص قابلیت توالی نوکلئوتیدهای ژن 
ها بدست آمده  در شناسایی و تمایز گونهbسیتوکروم 
  .]13[  مطابقت دارداست کاملاً

 هر دو حاکی از ارتباط نزدیک 2 و 1نمودارهای 
-های ماهی سفید، کلمه خزری و سیاه کولی میگونه

 این سه گونه ماهی بر سیستماتیکات مطالع. باشند
دهنده این  نشاننیز اساس خصوصیات ریخت شناسی 

است که هر سه آنها متعلق به زیرخانواده عروس 
لذا نتایج . ]2[باشند می) Leuciscinae(ها سانماهی

حاصل از مطالعات ژنتیکی این بررسی با نتایج حاصل 
 تطابق از مطالعات مورفولوژیکی پیشین تا حد زیادی

  . دارد
 گونه از خانواده 29روایط فیلوژنیک پیش از این 

  b یابی ژن سیتوکرومتوالی اروپایی با کپورماهیان
این اولین . ]6[ مورد بررسی قرار گرفت میتوکندریایی

 کپورماهیانو تنوع بررسی انجام شده بر روی فیلوژنی 
 نتایج حاصل های مولکئولی بود وستفاده از روشبا ا
همگی منطبق بر یافته های مورفولوژیک پیشین آن از 

 گونه از 62فیلوژنی و جغرافیای زیستی بعدها . بودند
به غیر از ( مناطقی از خاور میانه کپورماهیانخانواده 

 b  یابی ژن سیتوکرومبا استفاده از توالی) ایران
گرفت  مورد بررسی قرار ای در مطالعهمیتوکندریایی

شاهده شده در درخت فیلوژنیک های مشاخه اما ]9[
بدست آمده در این بررسی با اطلاعات مورفومتریک 

به   در ایران.یا کاریولوژیک پیشین متناقض بودند
 پیش از این ،عنوان یکی از مهمترین مناطق خاورمیانه

 کپورماهیان پنج گونه از bژن سیتوکروم  در مطالعه ای
سر، ماهی بزرگ دریای خزر شامل ماهی سفید، سس



  ، دانشگاه آزاد اسلامی واحد دامغان90 بهار، سومجانوری، سال سوم، شماره شناسی  زیست پژوهشیـفصلنامه علمی 
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 PCR-RFLPبا بکار گیری روش  سیم، ماش و کلمه
های اختصاصی  و هاپلوتیپگرفتهمورد بررسی قرار 

 شناسایی  وبرای هر یک از پنج گونه مورد بررسی
 معرفی بعنوان نشانگر ژنتیکی در تمایز گونه ها وشده 

برای اولین بار است که با حاضر اما مطالعه  ]1[شدند 
 بر روی bسیتوکروم  ژن یابیاستفاده از توالی

 و نتایج آن نیز تا حد گیرد ایران انجام میکپورماهیان
  . های مورفولوژیک پیشین استزیادی موید یافته

در مجموع نتایج حاصل از این بررسی کارایی بالای 
 میتوکندریایی را در مطالعات مربوط bژن سیتوکروم 

. نمود تأیید کپورماهیانهای مختلف به فیلوژنتیک گونه
گردد به منظور انجام بررسی با این حال پیشنهاد می

 ایران از تعداد کپورماهیانهای دقیق تر در ارتباط با 
 تکاملی این منشأهای بیشتری استفاده شده و گونه
ها در سطح وسیع تر و با تلفیق با سایر مطالعات گونه
  . گرفته در این زمینه در خاور میانه تکمیل گردد انجام
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