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  یابی با استفاده از توالی ماهیان دریاي خزرگونه از سوف 3بررسی فیلوژنتیک 
  میتوکندریایی 12s rRNAژن 
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  چکیده
هاي شود. تجزیه و تحلیلماهیان آب شیرین محسوب می هايخانواده ترینتنوعمیکی از ماهیان سوفخانواده 

تر بر پایه دادند بیشماهیان را مورد بررسی قرار میسوفهاي مختلف خانواده هها و گونسیستماتیک قبلی که جنس
. شوداي براي این منظور استفاده میطور گستردهبههاي مولکولی دادهاز اند. اما امروزه خصوصیات ظاهري متکی بوده

سوف سفید ي خزر شامل: ماهیان دریاسوفگونه از  3هدف از این بررسی تعیین روابط فیلوژنی و خویشاوندي 
)Sander lucioperca ،(طرخانسوف حاجی )Perca fluviatilis(  سوف دریاییو )Sander marinum با (

سوف هاي عدد نمونه بالغ از هر یک از گونه 3تعداد  ،ین منظوره اباشد. بمیتوکندریایی می 12s rRNAیابی ژن توالی
آوري گردید. از هر جمع از دریاي خزر ییعدد نمونه بالغ سوف دریا 3و  از تالاب انزلی طرخانسفید و سوف حاجی

ژنومی هر یک از  DNAدرصد نگهداري گردید.  96گرم از بافت نرم باله پشتی جدا و در الکل  2ماهی حدود 
ازگر نظر با استفاده از یک جفت آغهاي موردنمونه DNA ) برايPCRاي پلیمراز (واکنش زنجیرهاستخراج و ها نمونه

نظر براي همراه با پرایمرهاي مورد PCR محصول ،انجام گرفت. پس از الکتروفورز میتوکندریایی 12s rRNA ژن
 12s rRNA هاي ژنتمایز ژنتیکی و بررسی روابط فیلوژنی توالی شرکت ژن فناوران فرستاده شد. براي یابی بهتوالی

هاي که نمونهنتایج این بررسی نشان داد  استفاده گردید. Mega4 افزارهاي ماهیان ذکر شده از نرمنمونه میتوکندریایی
گونه بسیار کم  2هاي این اند و فاصله تکاملی نمونهگرفته سوف سفید و سوف دریایی هر دو در یک کلاستر قرار

ایی قرار تر، بر روي کلاستر مجزطرخان نیز با دارا بودن فاصله ژنتیکی قدري بیشهاي ماهی سوف حاجیاست. نمونه
تواند اند که این امر میدارند. از سوي دیگر تمامی این سه گونه با فاصله تکاملی زیاد از گونه کپور معمولی قرار گرفته

از ها در یک خانواده مشترك باشد. عبارت دیگر قرار داشتن آنگونه و به 3دکننده وجود جد مشترك براي این ییأت
اسب و قابل اعتماد در تمایز روشی من 12s rRNAیابی ژن که استفاده از روش توالی رو نتایج این بررسی نشان داداین

  است. دریاي خزرماهیان سوفهاي گونه
  

  دریاي خزر، میتوکندریایی 12s rRNAژن ماهیان، فیلوژنتیک،  سوف کلیدي: هايواژه
  

  1مقدمه
گونـه از   195جنس و  10ماهیان از خانواده سوف

شکیل شده است که همگی ساکن ماهیان آب شیرین ت
                                                

  astara.ac.ir-m.gharibkhani@iauمسئول مکاتبه: * 

کره شمالی کره زمین هستند. از این تعداد بـیش از  نیم
 14گونه متعلق به آمریکاي شمالی بـوده و تنهـا    180

). Nelson ،1994انــد (گونـه در اوراســیا یافـت شــده  
کنون مطالعات مختلفـی بـر روي روابـط فیلوژنیـک     تا



  29 بهار، اول، شماره هفتمسال                                   و همکاران                                                                                              خانیمهتاب قریب

  71

هاي این تجزیه و تحلیلماهیان انجام شده است. سوف
هاي وابسته به یک نسل و روابـط  سیستماتیک که گونه

ماهیـان را مـورد بررسـی    سـوف اي خانواده گونهدرون
تر بر پایه خصوصیات ظاهري متکی دادند بیشقرار می

و  Wiley ،1992( .Collette ؛Page ،1985( انـد بوده
Banarescu )1977   اولین افرادي بودند کـه فرضـیه (

ماهیـان بـر پایـه خصوصـیات     سـوف فیلوژنتیک را در 
امـا   مطرح کردنـد.  شناسیهاي استخوانداده وظاهري 

هاي مولکولی بـه ابـزار قدرتمنـدي بـراي     امروزه داده
آشکار کردن روابط تاکسـونومیک و مشـخص کـردن    

 اًهاي بسیار متنوع و حتی ظاهرها در گروهحدود گونه
و  Zhang( ماهیــان تبـدیل شــده اســت ســوفمشـابه  
Hewitt ،2003(. کروموزومی یا جمله از  مواد ژنتیکی

هاي جهش خارج از کروموزومی در معرض تغییرات و
می قرار دارند و عوامل فیزیکی و شیمیایی از درون یدا

و یا بیرون ارگانیسـم در هنگـام همانندسـازي، سـبب     
شـوند.  می DNAجایی در ترکیب نوکلئوتیدهاي هجاب

بـوط بـه تـوالی    هـاي مر ر موجـودات از داده تدر بیش
DNA شود و از براي تعیین روابط تکاملی استفاده می

 ثیر انتخـاب تـأ تر تحـت هایی کمکه چنین دادهجاییآن
توانند روابط فیلوژنی واقعـی را  گیرند، بهتر میقرار می

اساس هاي فیلوژنتیک برنمایان سازند. تجزیه و تحلیل
ترســیم درخــت ژنــی ملاکــی بــراي جداســازي      

هاي نیازمنـد بـه   خاص و تشخیص گونههاي جمعیت
  ).Hewitt ،2003و  Zhang( حفاظت است

 ـ عنـوان یـک نشـانگر ژنتیکـی     هژنوم میتوکندري ب
 رودکار مـی هاي براي مطالعات ژنتیکی بتردهطور گسهب
)Arbogast  ،ــاران رو آنـــالیز از ایـــن). 2002و همکـ

mtDNA است  هاي ژنتیکی را که ممکنتواند تفاوتمی
هاي درون یک گونه وجود داشته ها یا جمعیتنهبین گو

اي ملاحظـه قابـل  د، بنابراین از تـوان آشکار ساز ،باشد
 بندي آبزیان برخوردار اسـت هاي ردهحل تناقض براي

)Briolay   ،1998و همکـاران.( DNA   میتوکنـدریایی

)mt DNAــک و  ) در بســیاري از ــات فیلوژنتی مطالع
مناسـب ژنتیکـی   عنـوان یـک نشـانگر    تاکسونومیک به

شود زیرا میزان جهش در آن بالا بـوده و  محسوب می
ــی  ــاق نم ــوترکیبی در آن اتف ــدن و  Na-Nakorn( افت

سـرعت جـایگزینی نوکلئوتیـدهاي     ).2006همکاران، 
mtDNA برابر سرعت  5–10 داران عالی تقریباًدر مهره

افزایش قدرت  تعویض در ژنوم هسته است که موجب
حساسـیت   شده وت جمعیتی تفکیک در سطح مطالعا

آن نسبت به کاهش تنوع ژنتیکی در تنگناهاي ژنتیکـی  
بـراي شناسـایی ارتبـاط     mtDNAتـر اسـت. در   بیش

هایی که از نظر مورفولوژي خیلی به گونه فیلوژنی بین
و  12s rRNAهـاي  باشـند از ژن یکدیگر نزدیک مـی 

rRNA 16s   اسـتفاده   ،که سرعت تکاملی کنـد دارنـد
  .)1384 لرمن،شود (هامی

 12s rRNAیـابی ژن  امـروزه تـوالی   کهیجایآناز 
هـا در مطالعـات   میتوکندریایی یکـی از بهتـرین روش  

 ؛Catzeflis ،1995و  Douzery( فیلوژنتیــک اســت 
Kjer ،1995 ؛Lavergne   ،؛1996و همکـاران Ledje 

 ،)Catzeflis ،1997و  Douzery ؛Arnason ،1996و 
در زمینه روابـط  ه از این روش با استفادمطالعات مختلفی 

انجام شـده   ماهیان در جهان هاي مختلفگونهفیلوژنیک 
ــت و  Wang ؛Mayden ،1998و  Simons( اســـــ
ــاران،  و  Wang ؛Lee، 2002و Wang  ؛2001همک
ــاران،  ــاران،  Shivraman ؛2004همک ؛ 2009و همک

Dudu  ،کـه مـاهی   با توجه به این .)2011و همکاران
یـک از  ) در هـیچ Sander marinum( ییسوف دریا

 بنـابراین  مطالعات پیشین مورد بررسی قرار نگرفته است
بـا اسـتفاده از   ین مطالعه براي اولـین بـار اسـت کـه     ا

منظـور  میتوکنـدریایی بـه   12s rRNAیـابی ژن  توالی
و همچنین بررسـی   ییجایگاه گونه سوف دریامطالعه 

  شود.می انجامماهیان دریاي خزر ارتباط فیلوژنتیک سوف
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  هامواد و روش
هـاي  عدد نمونه بالغ از هـر یـک از گونـه    3تعداد 

 3و تالاب انزلی  از طرخانسوف حاجی و سوف سفید
آوري جمع دریاي خزراز  ییسوف دریاعدد نمونه بالغ 

گـرم از بافـت نـرم بالـه      2گردید. از هر ماهی حدود 
درصـد نگهـداري گردیـد.     96پشتی جدا و در الکـل  

ها به آزمایشگاه ژنتیک مولکـولی انسـتیتو   هسپس نمون
المللی ماهیان خاویاري دکتر دادمان واقع تحقیقات بین

ژنومی هر  DNAدر جوار سد سنگر رشت منتقل شد. 
دوز چکمـه ( ها به روش اسـتات آمونیـوم  یک از نمونه

اسـتخراج گردیـد و سـپس کمیـت و      )1383قاسمی، 
ــا اســتفاده از   DNAکیفیــت   روشاســتخراج شــده ب

اسپکتروفتومتري و الکتروفورز ژل آگارز تعیـین شـد.   
ــره  ــنش زنجی ــراز (واک ــرايPCRاي پلیم  DNA ) ب

نظر با استفاده از یک جفت آغازگر ژن مورد هاينمونه
12s rRNA  به شماره ثبتL14724F و H15918R 

و همکــاران،  Springer( انجــام گرفــت  NCBIدر 
شـرح  به Reverseو  Forward. توالی آغازگر )1995

  :بودزیر 
  

Forward primer: 5/ GTG ACT TGA AAA 
ACC ACC GTT G 3/ 
 
Reverse primer: 5/ CTC CAT CTC CGG 
TTT ACA AGA C 3/ 
 

ابتـدا   PCR اي آماده کردن مواد مورد نیاز بـراي بر
پس از خروج از فریـزر در   dNTPهاي بافر و محلول

داده شد تـا از  شرایط دمایی اتاق در زیر هود لامینار قرار 
مخلـوط،   حالت انجماد خارج شود. براي یکسان شـدن 

مدت نیم دقیقه ورتکس شد. براي هر نمونه یک مواد به
نمونـه   لیتري استریل انتخاب و شـماره میلی 5/0ویال 

روي آن ثبت گردید. سپس ترکیبـات ضـروري بـراي    
هـا  روي یخ با مقادیر مشـخص بـه ویـال    PCRانجام 

هم ها توسط سمپلر خوب بهت ویالتویاافزوده شد. مح
فیوژ یسـانتر  ثانیـه  10مدت ها بهزده شد و سپس ویال

ها جمع شـود. بـراي   ها در ته آنشدند تا محتویات آن
در مرحله اول با دادن دامنه حرارتی،  PCRبهینه کردن 

بهترین دماي اتصال هر کدام از آغازگرها به رشته الگو 
اهر شدن خـوب  ظ ايدست آمد و در مرحله بعد برهب

، 2MgClها و حذف شکسـتگی (اسـمیر) غلظـت    باند
DNA  ژنومی وdNTPs سازي گردیـد. بـه ایـن    بهینه

ري استریل لیتمیلی 5/0منظور براي هر نمونه یک ویال 
 DNA میکرولیتر 2- 3شامل  نظرانتخاب و ترکیبات مورد

 Taq DNA نزیمآ میکرولیتر 5/0نانوگرم،  50با غلظت 
بـا   DNTPs میکرولیتـر  u/μ 5 ،2/1غلظت با  پلیمراز
با غلظـت   2MgClمیکرولیتر  2مولار، میلی 10غلظت 

بـا غلظـت    PCR Bufferمیکرولیتر  5مولار، میلی 50
X10  میکرولیتر از هر یک از پرایمرها با غلظت  5/1و
بـه  بـا افـزایش آب مقطـر    بر روي یـخ  مولار میلی 10

ه دسـتگا  در میکرولیتر رسانده شد و سـپس  50حجم 
 1شـامل  مشـخص  هاي حرارتی ترموسایکلر با چرخه

گـراد  درجه سانتی 94دقیقه در دماي  5مدت چرخه به
چرخه و هـر   35سازي اولیه و در ادامه براي واسرشته
گـراد  درجه سـانتی  94دقیقه در دماي  1 چرخه شامل

درجـه   62-64ثانیه در دماي  30سازي، براي واسرشته
دقیقـه در دمـاي    2ال پرایمرها و گراد براي اتصسانتی

چرخـه   1بسط و در نهایت گراد براي درجه سانتی 72
داده  قرار گراددرجه سانتی 72دقیقه در دماي  7مدت به

دست آمده از محصول هباند بمنظور مشاهده تکهب شد.
PCR  12ژنs rRNA از الکتروفــورز  میتوکنــدریایی

پس  کار ي ایناستفاده گردید. برادرصد  5/1ژل آگارز 
از تهیه ژل و قرار دادن آن داخـل تانـک الکتروفـورز،    

میکرولیتـر   5هاي مـاهی مقـدار   براي هر یک از نمونه
میکرولیتـر بـافر لودینـگ     3به همـراه   PCRمحصول 

ها ریختـه شـد و در یکـی از    داخل هر یک از چاهک
منظور تعیین اندازه باندي هر یـک  ههاي دیگر بچاهک

استفاده  bp 100ز مارکر مولکولی به وزن ها ااز نمونه
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، طول بانـد  PCR پس از الکتروفورز محصول گردید.
جفت باز تعیین گردید. سپس محصول  1050تکثیر شده 

PCR یـابی بـه  توالی نظر برايهمراه با پرایمرهاي مورد 
تمایز ژنتیکی و  شرکت ژن فناوران فرستاده شد. براي

 12s rRNAژن هـاي  بررسی روابـط فیلـوژنی تـوالی   
افـزار  هاي ماهیان ذکر شده از نـرم نمونهمیتوکندریایی 

Mega 4 )Tamura  ،گردید. استفاده )2007و همکاران  
  

  نتایج
 12s rRNA مقایسه فراوانی نوکلئوتیدي ژن براي
تیمین،  فراوانی هر یک از بازهاي ،گونه ماهی 3در این 

 ارافزسیتوزین، آدنین و گوانین با استفاده از نرم
MEGA4  دست نتایج به ).1محاسبه گردید (جدول

گونه  3هاي این از بررسی تاریخچه تکاملی نمونه آمده
 Saitou( خویشاوندي ماهی با استفاده از روش رابطه

ترین شباهت و با در نظر گرفتن بیش )Nei ،1987و 
 1 شکلدر  )2004و همکاران،  Tamura( ژنتیکی

ماهی  12s rRNAترسیم گردیده است. توالی ژن 
با شماره ثبت  )Cyprinus carpio( کپور معمولی

001606-NC 1عنوان گروه خارجیهدر بانک ژن ب   
  دهد در نظر گرفته شده است. این نمودار نشان می

هر دو در  سوف سفید و سوف دریاییهاي که نمونه
هاي اند و فاصله تکاملی نمونهیک کلاستر قرار گرفته

ها دلیل طول شاخه ناچیزي که از آنبه گونهدو  این

                                                
1- Outgroup 

سوف ماهی هاي بسیار کم است. نمونه ،شودمشتق می
قدري نیز با دارا بودن فاصله ژنتیکی  طرخانحاجی

دارند. از سوي  ر روي کلاستر مجزایی قراربتر، بیش
  تکاملی زیاد از با فاصله گونه  3دیگر تمامی این 

 توانداند که این امر میرفتهقرار گ کپور معمولیگونه 
گونه و  3ییدکننده وجود جد مشترك براي این أت

مشترك  در یک خانواده هاارت دیگر قرار داشتن آنعببه
) SBLها (مجموع طول کل شاخه شکلباشد. در این 

باشد با توجه به که بیانگر مقدار کلی فاصله تکاملی می
محاسبه  320/0، شکلمقیاس نشان داده شده در پایین 

  شده است.
این از بررسی تاریخچه تکاملی  دست آمدهنتایج به

با استفاده از روش حداکثر رابطه  ماهیگونه سوف 3
و الگوریتم  )Dayhoff ،1966و  Eck( خویشاوندي
 2 شکلدر نیز  )Kumar ،2000و  Nei( تبادل نزدیک

ماهی  12s rRNAترسیم گردیده است. توالی ژن 
در بانک  NC-001606شماره ثبت  با کپور معمولی

. در نظر گرفته شده است عنوان گروه خارجیهژن ب
گونه  3این  أنیز بیانگر آن است که منش شکلاین 

یک ها داراي بوده و این گونهمشترك  ماهیانسوف
اند. همچنین هاي بسیار دور بودهجد مشترك در زمان

ونه ها از نظر تاریخچه تکاملی با گاین گونهتمامی 
  فاصله بسیاري دارند. کپور معمولی

  )G) و گوانین (A)، آدنین (C)، سیتوزین (Tدرصد فراوانی بازهاي تیمین ( -1جدول 
  ماهیان ایران خزرگونه از سوف 3دست آمده براي هاي بهدر توالی

 G A  C  T  گونه ماهی

  9/20  6/26  0/31  6/21  سوف سفید
  4/21  3/26  6/30  7/21  سوف دریایی

  6/20  7/26  7/30  0/22  طرخانجیسوف حا
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  ماهیانهاي سوفبین نمونه) Nei ،1987و  Saitou(اساس روش بر) Neighbor-Joining( دندوگرام رابطه خویشاوندي -1 شکل

  است) bootstrap، درصد تکرار در آزمون عدد کنار شاخهبار تکرار ( 500) با Outgroupعنوان ه(ب و کپور معمولی
  

  
  )Kumar ،2000و  Nei(اساس روش ) برMaximum Parsimonyدندوگرام حداکثر رابطه خویشاوندي ( -2 شکل

  بار تکرار 500) با Outgroupعنوان ه(ب ماهیان و کپور معمولیسوفهاي ین نمونهب
  

  بحث
سرعت تغییرات نوکلئوتیدي در نواحی مختلف 

 )Beckenbach، 1991( ژنوم میتوکندري متفاوت است
هایی است که براي یکی از ژن 12s rRNA و ژن

هایی که از نظر شناسایی ارتباط فیلوژنی بین گونه
مناسب  ،هم نزدیک هستندهمورفولوژیکی خیلی ب

، یک این ژن بنابراین .)Zardoya ،1998( باشدمی
ژنتیکی قابل اعتماد براي مطالعات فیلوژنتیک  نشانگر

لئوتیدهاي نوک ترکیبدر این بررسی  شود.محسوب می
هاي گونه 12s rRNAژن  یابیاز توالی دست آمدهبه

 Aنوکلئوتید  بالايدرصد  بیانگرماهیان سوف مختلف
چنین  ) بود.Tو  C ،Gنوکلئوتید دیگر ( 3 نسبت به

ماهیان  هايالگویی از ترکیب نوکلئوتیدي در سایر گونه
و  Moyer( طور وسیع گزارش گردیده استنیز به

از سوي دیگر نتایج  .)Liu ،2004 ؛2004همکاران، 
یابی این بررسی نشان داد که استفاده از روش توالی

 ،ها استروش مناسبی در تمایز گونه 12s rRNAژن 

که حتی قادر است دو گونه نزدیک به هم طوريهب
متمایز  را از هم سوف دریاییسفید و  سوف یعنی ماهی

خصوص نماید و این مطلب با نتایج مشابهی که در 
 در 12s rRNAقابلیت توالی نوکلئوتیدهاي ژن 

 Simons( دست آمده استهها بشناسایی و تمایز گونه
 ؛2001و همکاران،  Wang ؛Mayden ،1998و 

Wang  وLee، 2002؛  Shivraman ،و همکاران
 .مطابقت دارد کاملاً )2011و همکاران، Dudu  ؛2009
هاي یک گونهارتباط نزد هر دو بیانگر 2و  1هاي شکل

باشند. مطالعات می و سوف دریایی سفیدسوف ماهی 
اساس خصوصیات گونه ماهی بر دواین  سیستماتیک

ها آن دودهنده این است که هر نشاننیز شناسی ریخت
 ).1387 (کیوانی،باشند می Sanderجنس متعلق به زیر 

از مطالعات ژنتیکی این  دست آمدهبنابراین نتایج به
مورفولوژیکی  از مطالعات دست آمدهبهتایج بررسی با ن

ط فیلوژنیک برواپیش از این  تطابق دارد. کاملاً پیشین
یابی ژن با توالی ماهیانسوفگونه از خانواده  21
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و همکاران  Songتوسط  میتوکندریایی  bسیتوکروم
. این اولین بررسی مورد بررسی قرار گرفت) 1998(

با ماهیان سوفوع و تنانجام شده بر روي فیلوژنی 
 خانوادهزیر 3ها ن. آهاي مولکولی بودستفاده از روشا

Percinae  شامل جنس)Perca  وGymnocephalus،( 
Luciopercinae هاي(شامل جنس Sander ،Zingel 

(شامل  Etheostominae) و Romanichthys و
 Ethostoma ،Percina ،Ammocryptaهاي جنس

 ماهیانهاي خانواده سوفونه) را براي گCrystallariaو 
) بار دیگر 2004و همکاران (Sloss مشخص نمودند. 

و  Songبندي براي حل کردن مشکلاتی که تقسیم
یابی ) داشت با استفاده از توالی1998همکاران (

میتوکندریایی درخت  12s rRNAو  Cyt bهاي ژن
 انماهیاز خانواده سوف گونه 54فیلوژنی جدیدي براي 

  هاي فیلوژنی نمودند که قدري با درختترسیم 
  شجره تکاملی  4ها به پیشین تفاوت داشت. آن

(شامل  Etheostominaeخانواده اولیه شامل زیر

 Ethostoma ،Percina ،Ammocryptaهاي جنس
خانواده زیر ،Perca)، جنس Crystallaria و

Luciopercinae هاي (شامل جنسSander، Zingel 
پی  Gymnocephalusو جنس  )Romanichthys و

ها باز هم درخت فیلوژنیک بردند. با این وجود آن
) را ترجیح 1998و همکاران ( Songترسیم شده توسط 

خودداري  دادند و از پیشنهاد درخت فیلوژنیک جدید
دست آمده در این هنمودارهاي فیلوژنتیک ب نمودند.

 دستهمطالعه نیز شباهت زیادي با درخت فیلوژنتیک ب
  ) داشت.1998و همکاران ( Songتوسط آمده 

تا از این بررسی  دست آمدهنتایج بهدر مجموع 
کارایی بالاي ژن هاي پیشین و یافته حد زیادي بیانگر

12s rRNA در مطالعات مربوط به  میتوکندریایی
ایران و  ماهیانسوفهاي مختلف فیلوژنتیک گونه

 گونه سوف دریایی که تاکنون مورد خصوصبه
  .باشدمی ،بررسی قرار نگرفته بود
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Abstract3 

The family Percidae is one of the most diverse families of freshwater fishes. Previous 
systematic analysis (that study the genus and species of Percidae) were mainly based on 
morphological characters. But nowadays molecular data are used for these purposes extensively. 
The main objective of this study is determining phylogenetic relationships of 3 species of 
Caspian Sea Percids including: Sander lucioperca, Perca fluviatilis and Sander marinum 
inferred from mitochondrial 12s rRNA gene sequencing. For this purpose, 3 adult pike perches 
were collected from Anzali wetland and 3 adult Sander marinum from Caspian Sea. 2 g of each 
specimen's dorsal fin was removed and stored in 96% ethyl-alcohol. Genomic DNA was 
extracted and Polymerase Chain Reaction (PCR) was conducted on the target DNA using one 
pair of 12s rRNA primer. After electrophoresis, PCR product and primers were sent to 
Genfanavaran Corp. for sequencing. The phylogenic relationships were assessed with Mega 4. 
The results of this study showed that both S. lucioperca and S. marinum are located in the same 
cluster and evolutionary distance of these two species is very low. P. fluviatilis with a little 
more evolutionary distance was located in a distinct cluster. On the other hand, all these three 
species were located in a separate cluster from Cyprinus carpio which confirm the common 
ancestor for these three species. As a conclusion, the results of this study showed that 
sequencing mitochondrial 12s rRNA gene is a reliable method to investigate phylogenetic 
relationships among Caspian Sea percids. 
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