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 Introduction: This research was carried out with the aim of molecular identification and using 

cytochrome oxidase gene of two species of ornamental fish native to Iran entitled Aphanius 

vladykovi and Aphanius ginaonis.  

Materials & Methods: Five samples of each fish were collected from Sarcheshmeh Park (Aloni 

city, Chaharmahal and Bakhtiari province) and Genu spring (Bandar Abbas) and after 

morphological identification and DNA extraction, they were sequenced. Then using BioEdit 

software and the NCBI database, the amount of homology of the obtained sequences was 

measured. The analysis of the evolution tree was performed by the closest proximity and 

parsimony method based on the Kimura 2-parameter model using mega software. 

Result: The results showed that these species were genetically close to each other in different 

parts of Fars province (A. vladykovi) and Turkey, and a clade with two sister clusters next to the 

species belonging to the northern offerings more than Turkey includes Aphanius anatoliae, 

Aphanius sureyanus, Aphanius maeandricus and Aphanius iconii. The greatest genetic 

differences can be observed between the specimens of Aphanius vladykovi from Sarcheshmeh 

Park spring and Aphanius sureyanus from Turkey, which was not unexpected due to the deep 

geographical gap between the mentioned regions. At the same time, the species Aphanius Genu 

shows itself in a separate clade with a large genetic distance.  Various geological factors caused 

Genu fish to separate itself from other studied species and to hide in Hormozgan region.  

Conclusion: Various geological factors caused Genu fish to separate itself from other studied 

species and to hide in Hormozgan region. As a result, the gene flow between this region and 

other regions has stopped, and caused the Aphanius ginaonis in Hormozgan province to remain 

as a unique species. 
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و  (Aphanius vladykovi)بومی آفانیوس زاگرس ماهیان زینتی  شناسایی مولکولی

  در ایراناستفاده از ژن سیتوکرم اکسیداز  با (Aphanius ginaonis)آفانیوس گنو 
 

 

 2، محسن گذری3، سجاد پورمظفر1، فروغ بیاتی2جهرمیسعید تمدنی، 1*رضا نهاوندی
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های آفانیوس نامتحقیق با هدف شناسایی مولکولی و با استفاده از ژن سیتوکروم اکسیداز دو گونه از ماهیان زینتی بومی ایران بهاین   :مقدمه

 انجام گردید. (Aphanius ginaonis)گنوو آفانیوس (Aphanius vladykovi)زاگرس 

 الونی، استان چهارمحال و بختیاری( و چشمه گنو گونه ماهیان موردنظر از مناطق، پارک سرچشمه )شهرتعداد پنج نمونه از هر ها:مواد و روش

 افزاربا استفاده از نرم سپس یابی گردیدند.، توالیDNAآوری گردید و پس از شناسایی از نظر مرفولوژیک و استخراج )بندرعباس( جمع

BioEdit  و در پایگاهNCBI و جواری ترین همروش نزدیکدرخت تکاملی بهآنالیز  دست آمده سنجیده شد.ههای بمیزان همولوژی توالی

 مگا انجام گردید. افزاربا استفاده از نرم  Kimura 2-parameterاساس مدلبرپارسیمونی 

هم نزدیک بوده و یک ( و کشور ترکیه از لحاظ ژنتیکی بهA. vladykoviها در نواحی مختلف استان فارس )گونهنتایج نشان داد این  نتایج:

 Aphanius anatoliae ،Aphaniusتر از کشور ترکیه مانند: های شمالیهای متعلق به عرضکلاید را با دو خوشه خواهری در کنار گونه

sureyanus ،Aphanius maeandricus  چنین و همAphanius iconii های آفانیوس ترین اختلاف ژنتیکی در بین نمونهدهند. بیشتشکیل می

شکاف عمیق جغرافیایی بین مناطق  زاگرس از چشمه پارک سرچشمه  و آفانیوس سوریانوس از کشور ترکیه قابل مشاهده است که با توجه به

 دهد. و در یک کلاید جداگانه با فاصله ژنتیکی زیاد خود را نشان میضمن گونه آفانیوس گنیاد شده دور از انتظار نبود. در

شناختی باعث شد که ماهی گنو با اختلاف زیاد خود را از دیگر گونه مورد مطالعه جدا و در منطقه عوامل مختلف زمین :گیری و بحثنتیجه

صورت یک گینونیس بهمتوقف شده و باعث گردید که ماهی آفانیوسنتیجه جریان ژنی بین این منطقه و دیگر مناطق هرمزگان مستور نماید. در

 فرد باقی بماند.گونه منحصر به
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 مقدمه

 ها، ماهیان با ارزش زیستی بالا هستند که در مبارزه باآفانیوس       

بیماری مالاریا )با خوردن لارو پشه آنوفل( نقش دارند و از لحاظ 

روند. ماهیان گورخری، تنها جنس کار میزینتی به ظاهری برای اهداف

 شامل یوری هالین( Coad)، 1980دار، خانواده کپور ماهیان دندان

(Euryhaline) و یوری ترم (Eurytherm)  در ایران هستند. این ماهیان

های خنثی و پر اکسیژن را اکسیژن مقاوم هستند، اما آب به کمبود

سطوح کم  آلی و غیرآلی و نیز چنین آلودگی مواددهند و هممی ترجیح

های حوضه .(Goren ،2000و  Frenkel) کننداکسیژن آب را تحمل می

های مرکزی و های آفانیوس در ایران مربوط به حوضهپراکنش گونه

های آبریز مرکزی، آبریز نی ریز، آبریز جمله حوضهجنوبی کشور از

باشند. بنابراین پراکنش می نمک کویر و آبریز فارس، آبریز اصفهان خلیج

 باشد. اینمی غرب ایرانو جنوب ها محدود به نواحی مرکزی، جنوبآن

های حوضه شناسیهای آفانیوس، بیانگر ارتباط زمینگونه پراکنش نوع

جدایی  های گذشته است و از سوی دیگر،مختلف با یکدیگر در زمان

ها را محدود نموده و باعث جمعیت ژنی بین تبادل ها ممکن استحوضه

های بین جمعیتی گردد و بدین گونه تاریخچه تکاملی ایجاد تفاوت

گونه ماهیان  وجود آورده باشد. لذا مطالعه پراکنش اینها را بهاین گونه

گیرد. ها مورد استفاده قرار میآنذخایر  در بررسی ارزیابی و حفاظت

 در تحمل توجهی دارای توانایی قابل آفانیوس، جنس در های موجودگونه

، و همکاران Reichenbacher) هستند ثباتیا بی حداکثر محیطی شرایط

چنین ها به دما و شوری بالا است و همدامنه بردباری آن. (2009

کم اکسیژن آب را تحمل آلودگی مواد آلی و غیرآلی و نیز سطوح 

های با شوری اغلب در محیط .(Goren ،2000و  Frenkel) کنندمی

 شوندهای دیگر ماهی، توانایی زیست ندارند، یافت میبالا که گونه

(Leonardoes  وSini ،1998؛ Al-Daham 1997، و همکاران) ماهی .

، بومی ایران Vladykovi Aphaniusکپور دندانی زاگرس با نام علمی 

 گردید. گزارش و شناساییCoad (1988 )بوده و برای اولین بار توسط 

 این گرچه باشد.می Cyprinodontidae خانواده به متعلق ماهی این

گونه است، ولی تاکنون در  100جنس و بیش از  9خانواده دارای 

اند که همگی متعلق گونه از این خانواده شناسایی شده ایران فقط هفت

هستند. این ماهی با توجه به وضعیت فنوتیپی  Aphaniusبه جنس 

دو جنس نر و ماده آن، پتانسیل معرفی شدن به صنعت ماهیان زینتی 

و بختیاری، یک  زاد استان چهار محالرا نیز دارد. این ماهی، گونه بوم

گونه بومی از هفت گونه ماهیان جنس آفانیوس، در ایران است و تنها 

 Esmaeili) کنداین استان زندگی می هایرودخانه و آبی هایزیستگاه در

و بختیاری،  چهارمحال گورخری ماهی .(Coad، 1988 ؛2008 ،همکاران و

های داخلی ایران است. از ماهیان بومی گورخری، یک گونه بومی آب

های جمعیت این ماهی بومی با ارزش در حال حاضر تحت تاثیر آسیب

کمان آلای رنگینجمله شکار توسط قزلها ازآن هایوارده به زیستگاه

ها با چنین کاهش آبپرورشی فرار کرده از استخرها قرار دارد و هم

ها با ها را در زیستگاهتوجه به برداشت آب و خشکسالی، جمعیت آن

جمله است. ماهی آفانیوس منطقه گنو، ازتلفات زیادی روبرو کرده 

ماهیان است که توانسته است شرایط فردی از های منحصر بهگونه

های آب گرم را تحمل نموده و نسبت به آن استرس حرارتی چشمه

سازگار شود. علت گرمای این چشمه، به درجه زمین گرمایی محلی 

 40تا  37ور ثابت بین طشود. درجه حرارت این چشمه بهمربوط می

 در گرملیمی 3/1باشد و اکسیژن محلول آن زیر گراد میدرجه سانتی

لیتر است. نکته جالب توجه آن است که تنها گونه ماهی ساکن در 

که توانسته نسبت به شرایط استرس  این چشمه، این گونه است

حرارتی و کمبود اکسیژن این اکوسیستم آبی سازگار شود. کپور 

، در جهان فقط منحصر به چشمه (Aphanius ginaonis) گنو یدندان

استان هرمزگان است. این ماهی متعلق به راسته آب گرم گنو، واقع در 

متاسفانه بر  کپور دندان شکلان و خانواده کپور دندان ماهیان است.

و  Hrbek) های ایرانی آفانیوس، بسیار کم کار شده استروی جمعیت

شیرین آب هایزیستگاه همه در معمولاً آفانیوس ماهی .(2006، همکاران

گستره متفاوتی از جریان، شیمی آب،  هایی کهحضور دارد، زیستگاه

. شایان ذکر (1997، و همکاران Al- Daham) دما و جنس بستر دارند

های آفانیوس از ترکیه تا ایران نشان داده است که تنوع بالایی از گونه

میتوکندریایی سیتوکروم  DNA ژن (.Meyer ، 2003و Hrbek) است شده

ای بسیاری بارکد در تشخیص گونهعنوان یک اکسیداز زیر واحد یک به

از ماهیان، ازجمله ماهیان دریایی استرالیایی، ماهیان آب شیرین کانادا 

و  Hebert) و ماهیان زینتی آمریکای شمالی موثر و کارا بوده است

عنوان یک سامانه تشخیص ، استفاده از این ژن را به(a 2003، همکاران

ق و بدون ابهام ماهیان و زیستی جانوری معرفی کردند. تشخیص دقی

ها، از تخم تا ماهی بالغ به مدیریت پایدار ذخایر شیلاتی محصولات آن

پور، سازگان کمک خواهد کرد )نوروزی و زاهدیو بهبود حفاظت از بوم

تواند در تشخیص دقیق می DNA(. لذا تکنیک بارکدگذاری 1395

. این تحقیق (a2003  ،و همکاران Hebert) های ماهیان موثر باشدگونه

شناسایی ملکولی با استفاده از قسمتی از ژن سیتوکرم اکسیداز  با هدف

های آفانیوس زاگرس از دو گونه از ماهیان زینتی بومی ایران به نام

(Aphanius vladykovi) گنو آفانیوس و (Aphanius ginaonis) د.ش انجام 

 

 ها و روشمواد 
ها از مناطق هدف و مورد نظر که بردارینمونه: بردارینمونه       

گونه مورد مطالعه  فرد دوهای منحصر بهزیستگاه ترینترین و مهماصلی

 گورخری ماهی هاینمونه باشد، انجام گرفت.در ایران می تحقیق این در

کیلومتری  93)در  گنو گرم آب چشمه از Aphanius ginaonis))گنو 
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که  هرمزگان، واقع در دامنه شرقی کوه گنوشهر بندرعباس در استان 

 های ماهینیز نمونه و است( دریا واقع سطح متری از 731 ارتفاع در

(Aphanius vladykovi) چهارمحال و بختیاری  استان پارک در چشمه از

ها طبق روش صید شدند و از هریک از نمونه تور دستی از با استفاده

های شنا از هر دو گونه مورد مطالعه بالهاستاندارد، حداقل پنج قطعه از 

Zhang)  وHanne ،2011)  جهت انجام آزمایشات مولکولی بر روی ژن

واحد یک با هدف تشخیص دقیق  مشترک سیتوکروم اکسیداز زیر

 ها و تهیه خط شناسه ژنتیکی، برداشته شد و پس از تثبیت درگونه

 (.1درصد به آزمایشگاه منتقل گردید )شکل  96الکل 

کلروفرم از باله -با روش فنل DNAاستخراج  DNA:استخراج        

برای استخراج  گردید. کامل انجام موفقیت مطالعه با مورد هایگونه شنای

تحقیق  های گوناگون وجود دارد که در اینروش (DNA total) کل ژنوم

 .(1990، و همکاران Taggart) کلروفرم استفاده گردید-فنل از روش

در یک  شده استخراج DNA نانوگرم از 100حدود  در PCRجهت انجام 

 آغازگرهایماکرولیتر از  6/0ماکرولیتر حاوی  25میزان واکنش به

Forward  FISH1F: 5’TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3’  و

Reverse FISH1R: 5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3’ ،

dNTP(Promega USA ،) مولار میلی MgCl2 ،10مولار  میلی 25

5X PCR buffer (Promega)  واحد از 5وTaq DNA polymerase 

(Promega) .عملیات  کردن بهینه جهت استفاده گردیدPCR در مرحله ،

 (Annealing Temperature) اتصال دمای بهترین حرارتی، دامنه دادن با اول

دست آمد و در مرحله بعد، جهت گرها به رشته الگو بههر کدام از آغاز

ترین باندها و حذف باندهای ناخواسته، اقدام به اخذ بهترین و شفاف

 MgCl2 ،DNAهای از طریق تغییر غلظت  PCRبهینه کردن محصول 

 PCRگردید.  سیکل حرارتی مورد استفاده در دستگاه  dNTPژنومی و 

سیکل  40آن  دنبالبه دقیقه، 30/4 مدتدرجه به 94سیکل اولیه  شامل

 30مدت درجه به 94 (Denaturation)شامل دماهای واسرشته سازی 

ثانیه در دماهای اختصاصی  45 مدتبه (Annealing) اتصالثانیه، 

درجه بود، بسط و  56ها آغازگر که در این مطالعه برای اکثر گونه

مدت یک دقیقه و در آخر دمای تکثیر درجه به 72 (Extension)تکثیر 

تصاویر از (. 2)شکل  مدت پنج دقیقه قرار گرفتدرجه به 72نهایی 

( با استفاده  Vilber Lourmantطریق دستگاه مستند ساز ژل )شرکت 

یابی با انجام گردید. پس از توالی Photo captureافزاری از برنامه نرم

میزان  NCBI پایگاه در Blast و ابزار BioEdit افزارنرم از استفاده

 شناسایی منظوردست آمده سنجیده شد. بههای بههمولوژی توالی

 Clustal افزار نرم با شده یابیتوالی هاینمونه ها،توالی میان اختلاف

W شدند ردیفهم (Thompson ،1997). روش درخت تکاملی به

 Kimuraمدل( براساس Neighbor-Joiningترین همجواری )نزدیک

2-parameter، (Kimura ،1980 )افزار با استفاده از نرمMEGA 7 

 .رسم گردید
 

 
 دو درصدژل آگارز  روی COIژن  PCRالگوی باندی محصول  :2شکل 

 

 نتایج

 Fish)دست آمده، نشان داد که آغازگرهای اختصاصی نتایج به       

1 F & R) های مورد بحث موفق در جهت خط شناسه ژنتیکی گونه

های مورد بررسی جفت باز را برای گونه 600عمل نمودند و در حدود 

 گونهنشان داد که  (BLAST)ایجاد نمودند. مقایسه توالی نوکلئوتیدها 

( و کشور A. vladykoviمورد بررسی در استان چهارمحال و بختیاری )

هم نزدیک و در یک کلاید با دو خوشه ترکیه از لحاظ ژنتیکی به

تر از کشور های شمالیهای متعلق به عرضخواهری در کنار گونه

 Aphanius anatoliae، Aphanius sureyanus ،Aphanius مانند: ترکیه

maeandricus چنین و همAphanius iconii دهند. در این تشکیل می

 های مطالعه شدهترین اختلاف ژنتیکی در بین نمونهمطالعه بیش

A. vladykov  وAphanius ginaonis دست آمد درصد به 22میزان به

باشد. که نشان از تفرق ژنتیکی بالا با توجه به اشتقاق جغرافیایی می

 (. 1( )جدول 3)شکل

 

 
 برداری در این تحقیقمناطق نمونه  :1شکل 
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 Neighbor-Joiningروش ها و مناطق دیگر بهدو گونه از ماهیان آب گرم در مقایسه با دیگر گونه COIدرخت تکاملی ژن  :3شکل  

 

های مختلف ماهیان آب گرم در این تحقیقگونهفاصله ژنتیکی بین در صد  :1جدول   

 
 

 
 maximum parsimoneyروش ها و مناطق دیگر بهدو گونه از ماهیان آب گرم در مقایسه با دیگر گونه COIدرخت تکاملی ژن  :4شکل 
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 بحث
ها با استفاده از رویکردهای سنتی در ارتباط با شناسایی گونه       

ها و تنوع ها و زیر گونهتواند جدایی گونهخصوصیات مورفولوژیک نمی

درستی آشکار دهد، را بهژنتیکی که در اثر کاهش جریان ژن رخ می

شناسی و (. بنابراین مطالعات شجره1396نماید )هوشیار و همکاران، 

های تر بر پایه یافتن تنوع ژنتیکی و جهشها امروزه بیشتفریق گونه

(. لذا در این  2015و همکاران،  Behrens-Chapuisاحتمالی است )

های مطالعه به شناسایی دو گونه مهم از ماهیان آب گرم ایران از جنبه

رکدینگ با آغازگرهای اختصاصی شناسی با استفاده از روش باشجره

های ثبت شده ها با توالیردیفی و مقایسه این توالیپرداخته شد. هم

 (Phylogeny)( و رسم درخت تبارزایی  NCBIدر بانک جهانی ژن )

 نشان داد که گونه Parsimoneyو  Neighbor-Joiningهای روشبه

پارک سرچشمه  ناحیه چشمه جدا شده از vladykovi) (A .بررسی  مورد

هم و کشور ترکیه از لحاظ ژنتیکی به استان جهارمحال و بختیاری

های متعلق نزدیک و در یک کلاید با دو خوشه خواهری در کنار گونه

، Aphanius anatoliaeتر از کشور ترکیه مانند: های شمالیبه عرض

Aphanius sureyanus، Aphanius maeandricus چنینهم و 

Aphanius iconii ترین اختلاف ژنتیکی در دهند که بیشتشکیل می

میزان به Aphanius anatoliaeدر ایران و  A. vladykovهای بین نمونه

. در همین (4و  3های شکل ،1)جدول  درصد قابل مشاهده است 17

 شده مطالعه هاینمونه بین در ژنتیکی اختلاف ترینبیش میان

A. vladykov  وAphanius ginaonis دست آمد هدرصد ب 22میزان به

باشد. درصد( قابل توجه می 17که با توجه به میانگین ثبت شده )

 حضور خواص مورفولوژیک براساس بندیدر طبقهثابت شده است که 

 ژنتیکی قابل توجه فاصله با Aphaniidae خانواده در مجزا جنس سه

 فاصله متوسط. (2009، و همکاران Reichenbacher) است شده تأیید

 ٪0137/0 ترتیببه خانواده های اینزیرگونه و هاجمعیت بین در ژنتیکی

 ٪50/30 تا ٪70/7 از مقدار این ، هاجنس بین در  است و ٪171/0 و

( ٪25 میانگین) ٪31 تا ٪17 از خانواده درون در و( ٪23/23 میانگین)

 شامل  Aphanius . جنس(2009 و همکاران، Reichenbacher) است

 ترکیه داخلی هایآب در عمدتاً که است داخلی نیدندا کپورهای کلیه

 مدیترانه حوضه داخلبه مربوط هایمحیط در چنینهم و ایران و

 که توسط تحقیقی در .(2008، و همکاران Esmaeili) پراکنده هستند

Herbek  در کشور ترکیه بر روی ارتباط فایلوژنی  (2002)و همکاران

گونه آفانیوس در آناتولی مرکزی )ترکیه( انجام گرفت، نشان داده شد 

پلئوستوسن  دوران طی هاگونه ظاهری مشابهت رغمعلی آفانیوس گونه که

اند. لازم به ذکر شده جغرافیاییزایی اولیه، دستخوش تغییرات گونه

جمعیت از سه گونه آفانیوس مورد  36است که در این تحقیق تعداد 

 این امر مسلم است که .(Dunham ،1997) بررسی قرار گرفته بودند

 علت که یابدمی افزایش ژنتیکی فاصله جغرافیایی، فاصله افزایش با

 باشدژنی در اثر وجود موانع فیزیکی و یا طبیعی می جریان کاهش آن

(Beacham 2004، و همکاران).  ًدر هاگونه بین ژنتیکی اختلاف اصولا 

درون  آمیزش واسطهبه و خاص منطقه یک به افراد مهاجرت نتیجه

 شودمی ایجاد را جمعیت همان به منحصر ژنی مخزن یک جمعیتی

(Pinera 2007، و همکاران). کاهش از جلوگیری منظوربنابر این، به 

جمعیت ژنتیکی و نیز بالا نگه داشتن تنوع و تعداد آلل ها در هر  تنوع

توان مدیریت متفاوتی با توجه به نوع جمعیت و میزان مهاجرت  می

فرد در این مطالعه گونه منحصر به (.Kimura،1980) اعمال گردد

ای مجزا در کلاید جداگانه با صورت گونهخود را بهگینونیس آفانیوس 

کند که جدا می vladykovi( خود را از گونه % 22اختلاف ژنتیکی بالا )

توجه به فاصله جغرافیایی زیاد دور از انتظار نبود. مطالعات ریخت با 

های اخیر مشخص نموده است )مورفومتریک( و ژنتیکی سال شناسی

 استان در گنو آب گرم چشمه در منحصراً  گنو گورخری که ماهی

و   (Esmaeiliاست منطقه این گونه بومی تنها و دارد وجود هرمزگان

درون  در هاپلوتایپی تحقیق در کل تنوع . در این(2008، همکاران

 های مورد بررسی با توجه به اختلاف جغرافیایی بین مناطقگونه

 تواندمی موضوع بررسی بسیار پایین بود. این مورد منطقه مختلف

 به مرحله انتقال و جمعیت یک به هاآن تعلق احتمالی دهنده نشان

، Behrens-Chapuis) دیگر باشد ای به منطقهمنطقه از هاآن مرحله

( در ارتباط با مطالعه تنوع 1379اگر چه سلیمی و همکاران ) ،(2015

با استفاده از روش  گینونیسژنتیکی گونه ماهی گورخری آفانیوس 

PCR-RFLP دست آوردند. های دیگر بهتنوع بالاتری را نسبت به روش

 تواندنیز میدر این مطالعه  هاپلوتایپی تنوع مشاهده عدم دیگر، سوی از

مورد مطالعه باشد.  های ماهیانجمعیت اندازه بودن کوچک دلیلبه

نمود که شناسایی تکامل  گیرینتیجه گونهاین توانمی کلی طوربه

 کنار مطالعات در جغرافیایی، هایجدایی گونه های مورد مطالعه بعلت

یا  واسط حد هایذخائرگونه واضحی از اندازچشم تواندمی مولکولی

 نمود بیان توانمی حاضر تحقیق نتایج را ارائه نماید. براساس جدید

تر مورد توجه قرار های مورد بررسی باید بیشمدیریت ذخایر گونه که

ها و نیز خط گیرد و آگاهی از تنوع ژنتیکی درون و بین جمعیت

های مهم و بومی منطقه در جهت حفاظت از ذخایر گذاری گونهشناسه

باشد. در همین ارتباط آگاهی از ساختار یار حائز اهمیت میها بسگونه

های مختلف ماهیان آب گرم از جنس آفانیوس در ایران ژنتیکی گونه

های هدف ترین گونهعنوان یکی از مهمگینونیس به آفانیوس خصوصبه

ها در استان هرمزگان در راستای شناسایی و ارتباط قرابت ژنتیکی آن
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