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 Introduction: This research was performed in order to determine of DNA Barcoding of 

Aphanius dispar and Aphanius sophiae isolated from warm waters in Iran.  

Materials & Methods: Samples of the desired fish were collected from Kolo areas (Ashkanan 

city of Fars province), Gomban spring (Arsanjan city).  

Result: Molecular study using COI primers for DNA Barcoding of the studied species showed 

that A. sophiae, isolated from Gomban spring are genetically very close to Aphanius anatoliae, 

Aphanius maeandricus and Aphanius sureyanus from Turkey, which have shown themselves 

as separate clusters. However, the dispar species, with a genetic difference of about seven 

percent, has separated itself from this species and, together with the sophiae species, has created 

a sister cluster in the same keyboard. At the same time, the two species in question, with a much 

higher difference than the fasciatus and stiassnyae species in Portugal and Italy, are distinct as 

a separate clade. The highest genetic difference between the fasciatus and sophiae species was 

observed in 21% of Germany, which is very significant, was not unexpected due to the deep 

geographical gap between the mentioned areas.  

Conclusion: The use of primers used in this research can be effective in identifying genetic 

diversity, barcoding and the relationship of genetic origin of the target species. 
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 (Aphanius dispar) م اکسیداز در خط شناسه ژنتیکی ماهیان گورخریوکریابی ژن سیتوتوالی

 های گرم در ایرانجدا شده از آب (Aphanius sophiae) آفانیوس سوفیه و
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 (Aphanius sophiae)، آفانیوس سوفیه (Aphanius dispar)ان گورخری این تحقیق با هدف تعیین خط شناسه ژنتیکی ماهی :مقدمه

 های گرم در ایران انجام گردیده است. جدا شده از آب

آوری )شهر اشکنان استان فارس(، چشمه گمبان )شهرستان ارسنجان(، جمع نظر از مناطق کولو های ماهیان موردنمونه ها:مواد و روش

  .شدند

 A. sophiae های مورد مطالعه نشان داد که گونهجهت خط شناسه ژنتیکی گونه COIلی با استفاده از آغازگرهای بررسی مولکو نتایج:

چنین و هم Aphanius anatoliae ،Aphanius maeandricusجدا شده از چشمه گمبان از لحاظ ژنتیکی بسیار نزدیک به گونه 

Aphanius sureyanus صورت کلاستر جداگانه نشان دادند. اگرچه گونه را به باشد که خوداز کشور ترکیه میdispar  نیز با اختلاف

یک کلاستر خواهری را در همین کلاید ایجاد کرده   sophiaeژنتیکی نزدیک به هفت درصد خود را از این گونه جدا و همراه با گونه 

از کشورهای پرتقال  stiassnyaeو  fasciatusهای ونهاست. در همین حال دو گونه مورد بحث با اختلاف بسیار بالاتری نسبت به گ

درصد  21میزان به sophiaeو  fasciatusترین اختلاف ژنتیکی بین گونه باشد. بیشصورت یک کلاید جداگانه قابل توجه میو ایتالیا به

 یی بین مناطق یاد شده دور از انتظار نبود. باشد که با توجه به شکاف عمیق جغرافیاکشور آلمان مشاهده گردید و بسیار قابل توجه می از

ا تواند در شناسایی تنوع ژنتیکی، بارکدینگ و ارتباط منشاستفاده از آغازگرهای مورد استفاده در این تحقیق می  :گیری و بحثنتیجه

 .های هدف موثر باشدژنتیکی گونه
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قدمهم
های یان آبترین ماهدار از معمولخانواده کپورماهیان دندان       

داخلی ایران است. مطالعات محدودی بر روی ماهیان این خانواده در 

 (1999)و همکاران  WildeKamp است. شده انجام مختلف هایزیستگاه

بندی طبقه در رفته کاربه اصلی شناسیریخت هایشاخص که اندکرده بیان

شناسی دندان شناسی و ریختآمیزی، استخوانآفانیوس نظیر رنگ

ها های ناپایداری هستند. بنابراین استفاده از آنبندیمخروطی، طبقه

 ،و همکاران Bardakciاست ) شده بندی و سیستماتیک محدودطبقه در

دارای توانایی قابل توجهی  آفانیوس، های موجود در جنسگونه .(2004

 Reichenbacher)ثبات هستند تحمل شرایط محیطی حداکثر یا بی در

ها به دما و شوری بالا است و . دامنه بردباری آن(2009، و همکاران

چنین آلودگی مواد آلی و غیرآلی و نیز سطوح کم اکسیژن آب را هم

های دیگر های با شوری بالا که گونهکنند و اغلب در محیطتحمل می

، Sinisو  Leonardoes)شوند ماهی، توانایی زیست ندارند، یافت می

. اصول مطالعه کپورماهیان (1997 ،کارانو هم Al-Daham؛ 1998

روش،  که ایندلیل آنو به است شناسیریخت براساس دار در ایراندندان

باشد، لذا شناسایی این ماهیان را مشکل ساخته دارای معایبی می

های دیگر کارگیری روش(. پس به2008و همکاران،  Esmaeiliاست )

تکوینی ممکن است در شناخت مانند: مطالعات مولکولی، اکولوژیک و 

و همکاران،  Esmaeili) باشد موثر گروه پیچیده از ماهیان این هرچه بهتر

های آفانیوس، کار رفته برای مطالعه گونههای اصلی به(. روش2007

ای شامل: آزمایشات نژاد آمیزی، تجزیه و تحلیل ژنتیکی، آنالیز مقایسه

 Reichenbacherاست ) آمیزیشناسی و رنگاستخوان ،شمارشی صفات از

هایی مکان در خصوصشناسی، بهریخت خصوصیات (.2009و همکاران، 

تری در تفاوت که تاثیرات محیطی نسبت به تمایز ژنتیکی نقش مهم

ها حائز اهمیت است. جدایی جغرافیایی جمعیت ها دارد، بسیارجمعیت

ها منجر شود مرفومتریک بین جمعیت تواند به تغییراتو تولیدمثل می

ها عنوان عنوان اساس تمایز جمعیتتواند بهو این تنوع مرفومتریک می

های حوضه به مربوط ایران در آفانیوس هایگونه پراکنش هایحوضه شود.

ریز، آبریز نی حوضه کشور ازجمله حوضه آبریز مرکزی، مرکزی و جنوبی

ز کویر نمک فارس، حوضه آبریز اصفهان و حوضه آبری حوزه آبریز خلیج

ها محدود به نواحی مرکزی، جنوب و باشند. بنابراین پراکنش آنمی

های آفانیوس، بیانگر باشد. این نوع پراکنش گونهغرب ایران میجنوب

های گذشته های مختلف با یکدیگر در زمانشناسی حوضهزمین ارتباط

ها ممکن است تبادل ژنی بین بوده و از سوی دیگر، جدایی حوضه

های بین جمعیتی شده و باعث ایجاد تفاوت ها را محدود نمودهعیتجم

وجود آورده است. لذا مطالعه ها را بهاست و تاریخچه تکاملی این گونه

ها پراکنش این گونه ماهیان در بررسی ارزیابی و حفاظت ذخایر آن

های موجود در جنس آفانیوس، دارای گیرد. گونهمورد استفاده قرار می

ثبات هستند حداکثر یا بی محیطی در تحمل شرایط توجهی قابل یتوانای

(Reichenbacher  ،2009و همکاران) آگاهی از حوضه آبریز و محل .

آمیزی دار و نیز الگوی رنگماهیان دندانهای کپورآوری نمونهجمع

های آفانیوس گونه سریع عملی برای شناسایی اطلاعات ترینمهم ها ازآن

های (. متاسفانه بر روی جمعیت1386ی و غلامی، است )اسماعیل

(. 2006و همکاران،  Hrbekایرانی آفانیوس، بسیار کم کار شده است )

اند که تاکنون در ایران فقط هفت گونه از این خانواده شناسایی شده

به وضعیت  توجه ماهی با هستند. این Aphaniusمتعلق به جنس  همگی

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

های آفانیوس از ترکیه ماهیان زینتی را نیز دارد. تنوع بالایی از گونه

. ماهی )2006همکاران،  و Hrbek)تا ایران نشان داده شده است 

Aphanius dispar پوستان، لارو پشه و چیزخوار است و از سختهمه

. در (Goren ،2000 و Frenkel) کنندای تغذیه میهای رشتهجلبک

نشان داده  A. disparکه محتویات روده در یک جمعیت وحشی حالی

سلولی های تکروی جلبک %90ماهی با چریدن با بیش از  که این است

چند این ماهی قادر است در برابر یک دوره طولانی کند. هرتغذیه می

(. ماهی گورخری Goren ،2000و  Frenkelاز گرسنگی مقاومت کند )

دار و از راسته صوفیا، متعلق به خانواده کپورماهیان دندان انیوسآف

دارای  جنس تقریباً (. این1378)عبدلی،  شکلان استماهی کپور دندان

ها در سواحل دریای باستانی تتیس شامل گونه و پراکنش آن 16

های داخلی حوضه مدیترانه و دریای سرخ، خلیج های ساحلی و آبآب

و  Blanco ؛2002 ،و همکاران Hrbekپاکستان است )فارس )ایران( و 

ای در ترین تنوع گونهشد بیش(. در گذشته تصور می2006 ،همکاران

(. اما 2006 ،و همکارانBlanco خصوص آناتولی باشد )خاور نزدیک به

های این جنس مطالعات اخیر نشان داد که در ایران نیز تنوع گونه

های روش کاربرد (.Coad ، 2006؛2006 و همکاران، Blanco) زیاد است

های اخیر، منبعی چون مطالعات مولکولی در سالغیرمرفولوژیک هم

تر و شناسایی دقیق این ماهی ایجاد های مکمل برای دقت بیشاز داده

(. 2000 ،و همکاران Galetti ؛2008و همکاران،  Esmaeili) کرده است

عنوان یر واحد یک بهمیتوکندریایی سیتوکروم اکسیداز ز DNAژن 

ای بسیاری از ماهیان، ازجمله ماهیان یک بارکد در تشخیص گونه

دریایی استرالیایی، ماهیان آب شیرین کانادا و ماهیان زینتی آمریکای 

ژن سیتوکروم  مولکولی، نشانگرهای میان در است. و کارا بوده موثر شمالی

ها گونه تفکیک ها برایمعتبرترین نشانگر از یکی اکسیداز میتوکندریایی،

(. با استفاده از تکنیک 1396باشد )هوشیار و همکاران، از یکدیگر می

هم آشکار مورفیسم را در افراد بسیار شبیه بهتوان پلییابی ژن میتوالی
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 Hubertشود. ای استفاده میکرد و تا حدی از آن در سطح بین گونه

عنوان یک سامانه تشخیص ( استفاده از این ژن را به2003و همکاران )

زیستی جانوری معرفی کردند. تشخیص دقیق و بدون ابهام ماهیان و 

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

 عدم به توجه سازگان کمک خواهد کرد. باو بهبود حفاظت از بوم

 ینتی بومیارزشمند و ز ماهیان مورد در کافی ژنتیکی اطلاعات وجود

 صورت دقیق و علمی هایروش چنین هاآن برای حالبه تا کشور که

تواند در تشخیص می DNAلذا تکنیک بارکدگذاری  است، نپذیرفته

 (. 1398های ماهیان موثر باشد )مقدم و همکاران، دقیق گونه
 

 هامواد وروش

ر که نظ ها از مناطق هدف و موردبردارینمونه: بردارینمونه       

ورد های مفرد گونههای منحصر بهترین زیـستگـاهترین و مهماصلی

نمونه،  باشد، انجام پذیرفت. از هرمطالعه در این تحقیق در ایران می

د های مورطبق روش استاندارد حداقل پنج قطعه از باله شنای گونه

بر روی ژن  کار مولکولی جهت انجام (Hanne ،2011و  Zhang) مطالعه

رک سیتوکروم اکسیداز ساب یونیت یک با هدف تشخیص دقیق مشت

شته فرد هر گونه، برداها و تهیه خط شناسه ژنتیکی منحصر بهگونه

نهایت جهت داری گردید و درشد. سپس در الکل اتیلیک خالص نگه

 انجام آزمایشات مولکولی، به آزمایشگاه منتقل شدند.

کلروفرم -فاده از روش فنلبا است DNA استخراج DNA: استخراج       

 (1992) و همکاران Taggartروش به مطالعه مورد هایگونه شنای از باله

 DNAنانوگرم از  100در حدود  PCRانجام گردید. جهت انجام 

 6/0ماکرولیتر حاوی  25میزان استخراج شده در یک واکنش به

 Forward COIFماکرولیتر از آغازگرهای

5’TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3’:   وReverse 

COIR: 5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3’، 

 5و  dNTP ،5X PCR bufferمولار میلی MgCl2 ،10مولار میلی 25

استفاده گردید. سیکل حرارتی مورد   Taq DNA polymeraseواحد از

دنبال دقیقه، به 4.30مدت درجه به 94استفاده شامل سیکل اولیه 

 94 (Denaturation)های واسرشته سازی سیکل شامل دما 35آن 

در دماهای اختصاصی  (Annealing)ثانیه، اتصال  30مدت درجه به

مدت به (Extension)بسط و تکثیر  ثانیه، 45مدت درجه( به 56) آغازگر

مدت درجه به 72درجه و در آخر دمای تکثیر نهایی  72یک دقیقه در 

 (.1دست آمد )شکل پنج دقیقه به

  

 نتایج
جفت باز برای  600حاکی از تکثیر شدن حدود  PCRنتایج        

های مورد بررسی بود که باندهای مناسب نشان از در اختیار گونه

های مناسب جهت آنالیز بودند. داشتن توالی

 

 
 روی ژل آگارز دو درصد COIژن  PCRالگوی باندی محصول  :1ل شک

 

 
 Neighbor-Joiningروش جمله آلمان و ایتالیا بهها و مناطق دیگر ازگرم در مقایسه با دیگر گونهدر ارتباط با دو گونه از ماهیان آب COIدرخت فایلوژنی از ژن  :2شکل 
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چشمه  از شده جدا A. sophiae گونه که داد نشان هاتوالی این بلاست       

، Aphanius anatoliaeگمبان از لحاظ ژنتیکی بسیار نزدیک به گونه 

Aphanius maeandricus چنین و همAphanius sureyanus  از کشور

 صورت کلاستر جداگانه نشان دادند. اگرباشد که خود را بهترکیه می

نیز با اختلاف ژنتیکی نزدیک به هفت درصد خود را  disparچه گونه 

یک کلاستر خواهری را در  sophiaeاز این گونه جدا و همراه با گونه 

 (. 1( )جدول 2ید ایجاد کرده است )شکلهمین کلا

 

گرم مختلف ماهیان آب دو گونه محاسبه شده درفاصله ژنتیکی در صد  :1جدول   

 
 

 
ها و مناطق دیگر ازجمله گرم در مقایسه با دیگر گونهدر ارتباط با دو گونه از ماهیان آب COIدرخت فایلوژنی از ژن  :3 شکل

 Maximum Parsimonyروش آلمان و ایتالیا به

 

  حثب
ترین در حوضه آبریز داخلی و در بین دو گونه مورد مطالعه بیش       

های دیسپار درصد بین گونه میزان نزدیک به هفتژنتیکی را به اختلاف

از چشمه اشکنان با گونه سوفیا وجود داشت که همراه با گونه ذکر 

انه قرار گرفتند. در همین کلاید جداگ کلاستر خواهری در یک شده یک

های حال دو گونه مورد بحث با اختلاف بسیار بالاتری نسبت به گونه

fasciatus  وstiassnyae صورت یک از کشورهای پرتقال و ایتالیا به

گونه  ترین اختلاف ژنتیکی بینباشد. بیشتوجه می گانه قابلکلاید جدا

fasciatus  وsophiae مشاهده گردید  آلمان وردرصد از کش 21میزان به

باشد که با توجه به شکاف عمیق جغرافیایی که بسیار قابل توجه می
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توان نتیجه گرفت گونه بین مناطق یاد شده دور از انتظار نبود که می

تری به اخیر توانسته است در این حوضه آبریز داخلی مهاجرت کم

ر مناطق تری را با دیگهای دیگر و در نتیجه جریان ژنی کمحوضه

ترین های منطقه چشمه گمبان، کمدیگر ایجاد نماید. در بین نمونه

اختلاف ژنتیکی بین آفانیوس سوفیا از همین چشمه و چشمه گمبان 

)صفر درصد( مشاهده شد که با توجه به فاصله جغرافیایی کم بین 

مناطق یاد شده دور از انتظار نبود. در این میان اختلاف ژنتیکی به 

 Aphanius anatoliae ،Aphaniusآفانیوس سوفیا با گونه نسبت کم 

maeandricus چنینهم و Aphanius sureyanus باشد می ترکیه کشور از

رغم فاصله جغرافیایی زیاد این گونه که علی صدم درصد( 15حدود  )در

این گونه  توان به این نکته توجه کرد که احتمالاًکه می توجه است قابل

ها آبریز رودخانه هایحوضه را از طریق تریبیش ژنی جریان است توانسته

 های زیرزمینی به این منطقه ایجاد نماید. دریاچه و

در  (2003)و همکاران   Herbekدر تحقیق مشابهی که توسط       

کشور ترکیه بر روی ارتباط فایلوژنی گونه آفانیوس در آناتولی مرکزی 

که گونه هی حاصل شد، مبنی بر این)ترکیه( انجام گرفت، نتیجه مشاب

دوران پلئوستوسن اولیه،  ها طیظاهری گونه رغم مشابهتعلی آفانیوس

اند. لازم به ذکر است که زایی جغرافیایی شدهدستخوش تغییرات گونه

جمعیت از سه گونه آفانیوس مورد بررسی  36در این تحقیق تعداد 

( در همین ارتباط Minckly ، 1997و dunham)قرار گرفته بودند 

توان دلیل اختلاف ژنتیکی گونه دیسپار از چشمه اشکنان و سوفیا می

زایی و جدایی جغرافیایی بوده که این گونه را دلیل گونهبه احتمالاً

دستخوش تغییراتی نموده است، هر چند از لحاظ شکل ظاهری، 

 ها قابل توجههایی وجود دارد، ولی تغییرات ژنومی بین آنشباهت

 فاصله افزایش باشد، زیرا فاصله جغرافیایی این مناطق زیاد است. بامی

 جریان کاهش آن علت که یابدمی افزایش ژنتیکی فاصله جغرافیایی،

و  Beacham) باشدژنی در اثر وجود موانع فیزیکی و یا طبیعی می

 مجتمع نتیجه در هاگونه بین ژنتیکی اختلاف . اصولاً(2004 ،همکاران

 یک هایجمعیت و آیدمی وجودبه خاص منطقه یک در راداف شدن

 به منحصر ژنی مخزن یک یکدیگر با درونی آمیزش واسطهبه گونه

طور . به(2007و همکاران،  Pinera)کنند می ایجاد را جمعیت همان

 جمعیتی ساختار دیگر عبارتبه یا و توجه قابل ژنتیکی تمایز کلی، اگر

 برای باید است، کم مهاجرت یا و دهدمی رخ هاجمعیت در میان قوی

 جمعیت اندازه نیز شود و گرفته نظر در جدا مدیریت یک جمعیت هر

 شود. تنوع داشته نگه بالا ژنتیکی، تنوع کاهش از جلوگیری منظوربه

توجه به اختلاف جغرافیایی  بررسی با مورد هایگونه در درون هاپلوتایپی

 موضوع بود. این بسیار پایین رسی،بر مورد منطقه مختلف بین مناطق

 انتقال و جمعیت یک به هاآن تعلق احتمالی دهندهنشان تواندمی

طورکلی، باشد. به دیگر ای به منطقهمنطقه از هاآن مرحله به مرحله

میزان تنوع در ناحیه سیتوکروم اکسیداز، بسیار پایین است. حداکثر 

در  درصد است و تقریباًای در ماهیان، یک میزان تنوع درون گونه

تر از یک درصد ای کمهای ماهیان، میزان تنوع درون گونهاغلب گونه

و  Hubertحال، تنوع هفت درصد در ماهیان آب شیرین )است. با این

 Hubertدرصد در ماهیان مناطق مرجانی ) 16/22( و 2008همکاران، 

که  ( گزارش شده است. مطالعه اخیر ثابت کرد2011و همکاران، 

تواند در استفاده از آغازگرهای مورد استفاده در این تحقیق می

های شناسایی تنوع ژنتیکی، بارکدینگ و ارتباط منشا ژنتیکی گونه

 را مفیدی اطلاعات COI ژن حاضر، تحقیق هدف موثر باشد. ضمنا در

های مختلف گونه ژنتیکی ساختار و تنوع پارامترهای خصوص در

در جهت  مطالعه مورد مناطق س آفانیوس درگرم از جنماهیان آب
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