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هاي شاپور در رودخانه Garra rufa (Heckel, 1843) چراغمقايسه ژنتيكي ماهي گل
  با استفاده از نشانگرهاي ريزماهواره) گچساران(و بريم ) كازرون(

  فرزهرا سلطاني و قاسم عسكري، *علي شعباني، سيد علي اكبر هدايتي

  گروه شيلاتيلات و محيط زيست، دانشكده شدانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، ، گرگان

  23/9/93: تاريخ پذيرش  31/2/92 :تاريخ دريافت

  چكيده

رودخانه هاي شاهپور و (در دو استان فارس و كهگيلويه و بويراحمد ) Garra rufa(جمعيت ماهي گل چراغ در اين تحقيق 
. استفاده شد) عدد براي هر رودخانه 30(ونه نم 60از  .با استفاده از شش جايگاه ريزماهوراه مورد مطالعه قرار گرفت) بريم

ميانگين  .بود كه از ميانگين گزارش شده براي ماهيان آب شيرين بالاتر بود 5/13 جمعيتهالل در سطح آميانگين تعداد 
 –بيشتر مناطق انحراف از تعادل هاردي . آمد به دست 865/0و  658/0هتروزيگوسيتي مشاهده شده و مورد انتظار به ترتيب 

به نظر مي رسد )  = 036/0Fst(پايين  Fstبين دو منطقه و )  =205/18Nm(ريان ژني بالا جبا توجه به ميزان . واينبرگ را نشان داد
ژنتيكي پاييني  تمايزآناليز واريانس مولكولي نشان داد كه . ي اين گونه در مناطق مورد بررسي وجود داردجمعيتهاتمايز پاييني بين 

 .مي باشد جمعيتهاود داشته و بخش عمده تنوع مشاهده شده مربوط به درون جمعيت وج دو بين

 Garra rufaگل چراغ، تنوع ژنتيكي، ريزماهواره،  :كليدي واژه هاي

 shabani@gau.ac.ir: ، پست الكترونيكي 09113715796: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 74از خانواده كپور ماهيان و در بر گيرنده   Garraجنس 

يكي از . گونه با پراكنش وسيع در آسيا و آفريقا مي باشد
مي باشد كه از حوضه دجله،   Garra rufaاين گونه ها

خليج فارس، درياچه مهارلو، حوضه رودخانه كر و 
در فارسي نام متعارف ). 1(هرمزگان گزارش گرديده است 

طور ه ب. اين ماهي سنگ ليس و ماهي سنگي مي باشد
نه هاي كوهستاني با بستري قلوه سنگي و معمول در رودخا

 تأثيرتنوع ژنتيكي تحت  ).1(ساير آبها يافت مي شود 
ي مختلف جمعيتهاعوامل متعددي است و اين عوامل در 

يكي از مهمترين عوامل ايجاد تنوع . متفاوت مي باشد
ي جمعيتهاجدايي جغرافيايي اين  جمعيتهاژنتيكي در بين 

ش جغرافيايي متفاوت بر الگوي پراكن .از همديگر مي باشد
گذاشته كه  تأثيرتوزيع جغرافيايي تبارها از طريق تبادل ژني 
، اندازه جمعيتهامي تواند بر تقسيم شدگي و جدايي 

 ).2(گذار باشد تأثيرو تنوع ژنتيكي ) Ne(جمعيت موثر 
موانع جغرافيايي مانند كوهستانها و رودخانه ها نيز باعث 

يوسته به چندين جمعيت تقسيم شدن يك جمعيت پ
  ).2(گردد كوچكتر مي

ريزماهواره ها و يا تواليهاي تكرار شونده ژنوم، نوع بي 
نظيري از تكرارهاي پشت سرهم تواليهاي ژنومي هستند كه 

به  ها ريزماهواره. به فراواني در طول ژنوم پراكنده شده اند
 هم جهش، بالاي ميزان چند شكلي، بالاي سطح علت

يكي از بهترين  ژنومي پراكنش بالاي و زياد ادتعد بارزي،
امكان  نشانگرهاي ژنتيكي براي مطالعات جمعيتي بوده و

استفاده از نشانگرهاي ريزماهواره يك گونه براي گونه هاي 
را به نشانگر مناسبي براي  اين نشانگرها آن به نزديك

 ).12(مطالعات ژنتيك جمعيت تبديل نموده است 
اره در سال هاي اخير براي مطالعه نشانگرهاي ريزماهو
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ساختار ژنتيكي جمعيت ماهيان در ايران مورد استفاده قرار 
در بررسي ساختار ) 1391(كشيري و همكاران . مي گيرد

جايگاه  10ژنتيكي ماهي كلمه در استان گلستان از 
) 1390(قدسي و همكارن  .)12(ريزماهواره استفاده نمودند

ريزماهواره به بررسي ساختار با استفاده از نشانگرهاي 
ژنتيكي كفال طلايي در سواحل استان گلستان پرداخته و 

ي مورد جمعيتهاوجود علائمي از تنگناي ژنتيكي را در 
) 1389(قليچ پور و همكاران . )7(بررسي گزارش نمودند

 8در بررسي ساختار ژنتيكي دو جمعيت كپور معمولي از 
تنوع ژنتيكي بالايي را د و جايگاه ريز ماهواره استفاده نمودن

  .)8( نشان دادند جمعيتهادر بين 

گونه  با وجود پراكنش وسيع اين گونه در ايران تاكنون هيچ
مطالعات ژنتيكي در ارتباط با ساختار ژنتيكي و تنوع 

دو رودخانه مورد بررسي . ژنتيكي آن صورت نگرفته است
حاظ از نظر موقعيت جغرافيايي به گونه اي بوده كه از ل

گونه ارتباط آبي با يكديگر نداشته، در  حوزه آبي هيچ
نتيجه به نظر مي رسد كه تنها عوامل جدايي جمعيت مي 

. اثر گذار بوده باشد جمعيتهاتواند بر تنوع ژنتيكي اين 
ي مورد جمعيتهاهدف از اين بررسي تعيين تنوع ژنتيكي 

مي گذشت زمان  تأثيرتحت مورد مطالعه بررسي در مناطق 
  .اشدب

  مواد و روشها
( )كازرون ([از دو رودخانه شاهپور قطعه ماهي  60تعداد 

شرقي و عرض جغرافيايي  51° 33/ 33//طول جغرافيايي 
طول ()گچساران([و رودخانه بريم  ])شمالي °29 45/ 91//

 88//شرقي و عرض جغرافيايي 51° 15/ 32//جغرافيايي
شكل (رديد صيد گ 1390در پاييز سال   ])شمالي °30 19/
 96گرم باله ماهيان صيد شده در اتانول  3 – 5ميزان ). 1

درصد فيكس شده و به آزمايشگاه بيوتكنولوژي انتقال داده 
كلروفرم انجام گرديد  - به روش فنول DNAاستخراج  .شد

)10 .(DNA  20استخراجي تا زمان استفاده در فريزر- 

تفاده استخراجي با اس DNAكيفيت و كميت . نگهداري شد
  ).19(از ژل آگارز و روش اسپكتوفتومتري تعيين گرديد 

  
  موقعيت جغرافيايي مناطق نمونه برداري -1شكل 

به منظور بررسي ساختار ژنتيكي و تنوع آن در مناطق مورد 
، MFW17 ،GGM-045بررسي از شش جايگاه ريزماهواره 

GGM002 ،GGM034 ،GGM024 ،GGM027  استفاده
) PCR(واكنش زنجيره پلي مراز ).1جدول )(14 و 4( شد

براي هر يك از آغازگرها انجام و بهترين دماي الحاق براي 
 از با استفاده ژني جايگاههاي تكثير. هر يك مشخص گرديد

 و ميكروليتري 25 حجم در پليمراز اي زنجيره واكنش

ميكرومولار از هر  DNA ،5/0نانوگرم  25 شامل شرايطي
 بين واحد نوكلئوتيدها، يك ميكرومولار  400پرايمر، 

 مولار ميلي 1X PCR ،5/1پليمراز، بافر  DNAتگ  المللي

 .شد انجام حجم به رسيدن تا آب مقطر و منيزيم كلريد
 94دقيقه در  3بود از  سيكل دمايي براي هر جايگاه عبارت

 براي درجه 94 شامل چرخه 35 ادامه درجه سانتي گراد، در

 1براي  درجه 72 و ثانيه 30 لاتصا ثانيه، درجه حرارت 30
محصول  .دقيقه 3 براي درجه 72 نهايي بسط يك با دقيقه،

غير (درصد  8زنجيره پلي مراز بر روي ژل اكريل آميد 
وسيله روش نيترات نقره رنگ ه جداسازي و ب) يونيزه شده

ژل رنگ آميزي شده با استفاده از ). 3(آميزي گرديد 
ه رداري قرار گرفت و بدستگاه مستند ساز ژل مورد عكسب

طول قطعات باندها  Gel pro analyzerوسيله نرم افزار 
  .محاسبه گرديد
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 خصوصيات جايگاه ژني مورد استفاده در اين تحقيق -1جدول 

  دماي اتصال  پرايمر  تعداد الل  )جفت باز(وزن   جايگاه ژني
MFW17  200 – 168  8  F: CTCAACTACAGAGAAATTTCATC 

R: GAAATGGTACATGACCTCAAG  
46  

GGM034  184 – 132  11  F:CGCGCAAGTTTCTTTCAGTT 
R:GCTGTGAGACAAGCCTAAACC  

56  

GGM 024  208 – 128  16  F:TCCCTCTTTTTGCTCTCAGG 
R:TAGGTGAACAAATGGCATGG  

52  

GGM002 336 – 200  24  F:CACTTTGTCCTTGCCATTGA 
R:CTCAACACCGTGGACTCTCA  

55  

GGM-045  200 – 156  11  F:TCTCATGGGTCTCTGGGTTC 
R:TGTGCAGAAAGGCTGTTGAG  

53  

GGM 027  248 – 180  12  F:TCGGTGCACCCCTAGTAAAC 
R:CCAAGTGTGTGTTTGGATGG  

54  

تعداد الل در هر جايگاه ژني، هتروزيگوسيتي مشاهده شده 
)Ho( هتروزيگوسيتي مورد انتظار ،)He(للهايآ ، تعداد 

 -، تعادل هاردي)Ne(، تعداد الل موثر )Na(واقعي 
 كسري احتمال ، تست معني دار بودنFstواينبرگ، مقادير 

و جريان ژني  هتروزيگوسيتي زياد بودن يا هتروزيگوسيتي
) 18 و Genealex ver.6.5 )17فاده از نرم افزار با است

 در مقادير منطقه دو بين تفاوت تعيين براي. محاسبه گرديد

 و) He(انتظار  ، مورد)Ho(شده  مشاهده هتروزيگوسيتي
 افزار نرم در غير پارامتريك ويلكاكسون آزمون از آللي تنوع

SPSS ver.16 تنوع  يزانم يينتع  يبرا. )24(استفاده شد
 ينب يزتما يزانم ينو همچن يتيجمع يندرون و ب يكينتژ

با استفاده از ) Fst( يتنها يب يللآبر اساس مدل  يتيجمع
بسته نرم افزار ) AMOVA( يمولكول يانسوار يزآنال

Genealex فاصله  يينمنظور تعه ب. مورد استفاده قرار گرفت
از نرم  جمعيتها يلوژنيكو رابطه ف) 16( ژنتيكيو شباهت 

  ).23(شد استفاده  PopGeneزار اف

  نتايج
جايگاه ژني استفاده گرديد كه همگي  6در اين پژوهش از 
لل مشاهده شده در دو آمتوسط تعداد . پلي مورف بودند

به  13و  14جمعيت رودخانه شاهپور و بريم به ترتيب 
لل مشاهده شده به آكمترين وبيشترين ميزان . آمد دست

 GGM002و  MFW17 هايبراي جايگاه 24و  7ترتيب 
ثر نيز ؤلل مآمتوسط ميزان . مشاهده گرديد) رودخانه بريم(

به  8/8و  6/9به ترتيب براي دو جمعيت شاهپور و بريم 
آمد كه كمترين و بيشترين ميزان آن به ترتيب براي  دست

) 89/18( GGM002و ) MFW17 )15/4جايگاههاي 
، )Na(شده لل مشاهده آميزان  .آمد به دسترودخانه بريم 
، )HO( ، هتروزيگوسيتي مشاهده شده )Ne(مورد انتظار 

و شاخص درون آميزي ) He(هتروزيگوسيتي مورد انتظار 
)Fis ( آورده شده است 2در جدول. 

به  036/0در بين مناطق مورد بررسي  Fstمتوسط شاخص 
دست آمد و در سطح جايگاههاي ژني كمترين و بيشترين 

و ) GGM002 )005/0دو جايگاه  ميزان آن به ترتيب براي
GM027 )049/0 (متوسط جريان ژني . محاسبه گرديد

)Nm(  به دست آمد كه كمترين و  205/18بين مناطق
 GM027بيشترين ميزان آن به ترتيب براي جايگاه هاي 

جدول (محاسبه گرديد ) 821/52( GGM002و  ) 841/4(
3.( 

در  Fstخص بر اساس نتايج آناليز واريانس مولكولي و شا
 96(درصد نشان داد كه تنوع ژنتيكي بالايي  99سطح 
در بين ) درصد 4(در درون جمعيتها و تنوع پاييني ) درصد

ميزان شباهت و فاصله ). 2شكل (جمعيتها وجود دارد 
و  642/0به ترتيب  Neiژنتيكي نيز بر اساس شاخص 

شاخص فاصله ژنتيكي،  به دست آمد و بر اساس 443/0
نشان داد كه اين دو منطقه در دو  UPGMA دندروگرام

 .شاخه مجزا قرار دارند
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  Fstتوزيع تنوع ژنتيكي بر اساس معيار  -2شكل 

  ي مورد بررسيجمعيتهاتنوع ژنتيكي جايگاههاي ژني مورد استفاده در  -2جدول

  

  

  

  

  

  

  

  

 

Na  

تست احتمال : pHwضريب درون آميزي، : FISروزيگوسيتي مورد انتظار،هت: Heهتروزيگوسيتي مشاهده شده، : HOلل موثر، آتعداد : Neلل، آتعداد : 
  ).***P* ،01/0 ≤ P** ،001/0 ≤ P ≥ 05/0عدم معني داري، : ns(واينبرگ  - هاردي

  در سطح شش جايگاه ژني مورد استفاده) Fst(و تمايز ) Nm(ميزان جريان ژني  -3جدول 

 MFW17 GGM034 GGM  جايگاه ژني
024 

GGM002GGM-
045  

GGM 027  ميانگين  

Nm 986/6  605/6  250/31  821/52  727/6  841/4  205/18  
Fst  035/0  036/0  008/0  005/0  036/0  049/0  028/0  
               

  بحث
 در اين پژوهش تنوع ژنتيكي ماهي گل چراغ

)Garra rufa ( در شش جايگاه ريزماهواره در دو رودخانه
ساران واقع شاهپور شهرستان كازرون و بريم شهرستان گچ

در دو استان فارس و كهگيلويه و بويراحمد مورد مطالعه 

بر اساس آناليزهاي موجود ميانگين تعداد آلل . قرار گرفت
به دست  5/13نمونه مورد استفاده  60مشاهده شده توسط 

اين ميزان تعداد آلل مي تواند تحت تأثير تعداد نمونه . آمد
دارد كه در  ها باشد، به همين جهت اين امكان وجود

آزمايشات گوناگون با تعداد نمونه هاي متفاوت تعداد آلل 

   MFW17 GGM034 GGM 024 GGM002  GGM-045  GGM 
027  

  
  رودخانه بريم

Na 7 11 15 24  11  8  
Ne 159/4  502/7  346/12  892/18  244/5  709/4  
Ho 250/0 714/0 857/0 964/0  714/0  429/0  
He 760/0 867/0 919/0 947/0  809/0  788/0  
FIS  671/0 176/0 067/0 018/0-  117/0  456/0  

pHw *** *** ** ns  ns  ***  
  Na 9 10 17 23  11  15  رودخانه شاهپور

Ne 426/6 502/5 701/11 505/16  840/7  800/9  
Ho 393/0 429/0 857/0 000/1  929/0  357/0  
He 844/0 818/0 915/0 939/0  872/0  898/0  
FIS  535/0 476/0 063/0 064/0-  064/0-  602/0  

pHw *** *** * ns  ***  ***  
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هاي واقعي متفاوتي براي يك جايگاه معين به دست آيد و 
نمونه مي تواند تعداد آلل هاي  30وجود حداقل تعداد 

، 17، 9(واقعي را در بررسي هاي ريزماهواره نشان دهد 
21.( 

  
  بريمرودخانه  - MFW17جايگاه ژني  -3شكل 

ن گونه از ميانگين گزارش يلل مشاهده شده براي اآمتوسط 
). 6(بالاتر مي باشد ) 5/7(شيرينآب شده براي ماهيان 

ميانگين هتروزيگوسيتي مشاهده شده در نمونه هاي 
رودخانه شاهپور بيش از رودخانه بريم بود، اما اين ميزان 

اين بالا بودن  ).P>0/05(تفاوت معني داري  را نشان نداد 
مي تواند تا حدودي بيانگر بالا ميانگين هتروزيگوسيتي 

بودن تنوع در رودخانه شاهپور باشد كه خود مي تواند به 
متوسط  .دليل بهتر بودن شرايط زيست در اين منطقه باشد

ي مورد بررسي بيش از مقدار جمعيتهاهتروزيگوسيتي در 
متوسط . گزارش شده براي ماهيان آب شيرين مي باشد

 46/0هتروزيگوسيتي مشاهده شده براي ماهيان آب شيرين 
بيان كننده توصيف  Fstشاخص ). 6(گزارش گرديده است 

. تمايز جمعيت در سطوح مختلف ساختار ژنتيكي مي باشد
به  Fstهرگاه ميزان ) Wright )1978بر اساس گزارش 

باشد، نشان دهنده وجود تمايز  05/0آمده كمتر از  دست
نشان دهنده تمايز متوسط و بالاتر از  05/0 – 15/0بين كم، 
. )22( مي باشد جمعيتهانشان دهنده تمايز بالا در بين  15/0

بوده و  05/0كمتر از ) 036/0(آمده  به دست Fstشاخص 
بيانگر اين مطلب مي باشد كه تمايز ژنتيكي پاييني بين اين 

نه مورد از نظر جغرافيايي دو رودخا. دو منطقه وجود دارد

گونه ارتباط آبي با يكديگر نداشته و اين نتايج  بررسي هيچ
بيان كننده وجود دو جمعيت مجزا و بسته بوده كه داراي 

  .تبادلات ژني دروني مي باشند

واينبرگ براي هر دو منطقه،  –در بررسي تعادل هاردي 
بيشتر جايگاهها انحراف از تعادل را نشان دادند 

)P<0.001.( Israel  همكاران و)عدم تعادل معني ) 2004
دار را به دليل وجود ذخاير متعدد از آن گونه دانستند كه 
 بيان كننده وجود يك يا چند جمعيت تخم ريز مي باشد

)11( .Zhao  و همكاران)اين انحراف را ناشي از ) 2005
لوگيري در آنها صورت نمي هلل هاي صفر كه پآوجود 

انحراف از ) 2002(اران و همك Shao. )25( پذيرد دانست
تعادل را مهاجرت ماهيان مولد و وجود آميزشهاي 

. )20( عنوان نمود جمعيتهاشاوندي در بين گونه ها و يخو
Dahle  2006(و همكاران ( وLi  و همكاران)2009( 

انحراف از تعادل را ناكافي بودن تعداد نمونه ها و خطاي 
ن پژوهش در اي. )13و  5( نمونه برداري بيان نمودند

از آغازگرهاي  هخروج از تعادل را مي توان به دليل استفاد
كم بودن نمونه  احتمالاً لل صفر وآغير اختصاصي، وجود 

  .ها عنوان نمود
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يك گونه زماني حفظ مي گردد كه تنوع  يسازگاري و بقا
با توجه به ارزيابي مقادير ). 15(ژنتيكي موجود از بين نرود 
اللي، هتروزيگوسيتي، تعادل  به دست آمده از فراواني

 ماهيو ترسيم دندروگرام  Fstواينبرگ، شاخص  –هاردي 
در مناطق نمونه برداري مي توان نتيجه گيري  گل چراغ

 از اين. نمود كه دو جمعيت مجزا در اين مناطق وجود دارد
هاي حفاظتي اين گونه بايد به رو براي اجراي برنامه

همچنين اين . ددهاي محلي توجه گرساختار جمعيت

مطالعه نشان داد كه از نشانگرهاي ريزماهواره مي توان در 
بر  .مطالعه گونه هايي با خويشاوندي نزديك استفاده نمود

 Garraاساس آناليز هاي موجود به نظر مي رسد، گونه  

rufa  داراي تنوع ژنتيكي مطلوبي در مناطق مورد بررسي
گونه در پالايش  است و با توجه به اهميت اكولوژيك اين

حفظ تنوع  و اخيرا استفاده هاي تجاري، رودخانه ها
  . ژنتيكي آن  لازم و ضروري به نظر مي رسد

  منابع
انتشارات موزه . ماهيان آبهاي داخلي ايران) 1378.( عبدلي، ا -1

  .طبيعت و حيات وحش ايران، تهران
، .ترجمه ملكيان، م. بوم شناسي مولكولي) 1389.(فريلند، ج -2
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Genetic comparison of Garra rufa (Heckel, 1843) in Shahpour 
(Kazeron) and Berim (Gachsaran) rivers by using microsatellite 

markers 
Hedayati S.A.A., Shabani A., Askari Gh. and Soltanifar Z. 

Fishery Dept., Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources, Gorgan, I.R. of Iran 

Abstract 

In this study, Population of Garra rufa was investigated using six microsatellite loci in 
Fars and Kohgiluyeh and Boyer-Ahmad province (Shahpour and Berim Rivers). In this 
study fulfilled on 60 Garra individuals (30 individuals for each river). The mean number 
of allele’s level at the population was 13.5 which are more than the reported values for 
freshwater fishes. The expected and observed heterozygosity were 0.658 and 0.865, 
respectively. Most cases deviated significantly from Hardy-Weinberg equilibrium 
(p≤0.01). It seems that there is a low differentiation between two populations of this 
species in the studied areas due to high level of gene flow (Nm=18.205) between two 
regions and low Fst (0.036). Also, analysis of molecular variance showed there is low 
genetic differentiation among populations and most of the observed variation is within 
the populations. 

Key words: Gol Cheragh, Genetic diversity, Microsatellite, Garra rufa 

 


