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 چکیده

های کشور ایران با پراکندگی بسیار وسیع جغرافیایی دارای زیستگاه

میان مطالعات باشد. در  شناسی بسیار بالایی میمتعدد و اهمیت بوم

ایران  داخلیهای شده بر روی آبهای انجامشناسی، بررسی بوم

شناسی و همچنین های زیستبسیار اندک است. آگاهی از ویژگی

تواند اطلاعات مفیدی جهت می های مختلف آبزیانشناسی گونهبوم

مدیریت مؤثر ذخایر ماهیان در آینده فراهم نماید. ماهی گورخری 

باشد که  ای بومی ایران می ( گونهAphanius ginaonisگنو )

منحصراً در چشمه آب گرم هرمزگان وجود دارد و در خطر انقراض 

و ارزش  هااهمیت این ماهی در مهار زیستی پشهباشد.  می

در این باشد.  شناسی از نظر ماهیان زینتی و آکواریومی می زیبایی

ستفاده از روش مطالعه تنوع ژنتیکی جمعیت ماهی گورخری گنو با ا

PCR-RFLP  بررسی گردید. جهت تعیین تنوع ژنتیکی این ماهی

از  نمونه ماهی گورخری گنو 33در حوضه خلیج فارس، تعداد 

آوری گردید. جهت  گنو در استان هرمزگان جمع گرم چشمه آب

 باز در ناحیه    جفت 553به طول  PCRهضم آنزیمی محصول 

D-loop  م محدودگرآنزی 5میتوکندریایی، ازAluI, DpnI, 

Eco47I, HindIII, HinfI ،3 استفاده شد. در نتیجه این آنالیزها 

آمده در این ماهی جزء  دست هاپلوتیپ به 4تیپ به دست آمد. هاپلو

و  EABAB ،EACABهای  های نادر بودند. هاپلوتیپ هاپلوتیپ

CABAB تنوع  بیشترین فراوانی را نشان دادند. تنوع هاپلوتیپی و

 تنوع بالایی را در این گونه نشان دادند. لئوتیدی،نوک

 

، تنوع ژنتیکی، Aphanius ginaonis های کلیدی:واژه

PCR-RFLP. 
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Abstract 
Iran with a vast geographical distribution has 

several habitats and a high ecological importance. 

Among the ecological studies done a few studies 

have been conducted on Iran's internal waters. 

Knowing the biological and ecological 

characteristics of different aquatic species in Iran 

can provide useful information for effective fish 

stock management in future. Aphanius ginaonis is 

an endangered species and have high ecological 

importance. In this study, Genetic diversity of 

Aphanius ginaonis was studied through PCR-

RFLP method through mitochondrial DNA in D-

loop region. To conduct this study, 30 Aphanius 

ginaonis from Geno hot spring in Hormozgan 

taken. The samples'DNA was extracted through 

phenol chloroform method. The length of PCR 

product was 550 bp. To digest PCR product, 5 

restriction enzymes (AluI, DpnI, Eco47I, HindIII, 

HinfI) have been used. The data was analysed 

through Arlequin 3.11 software. 9 different 

haplotypes were revealed through analysis which 

four haplotypes were rare haplotype. Haplotypes 

EABAB, EACAB and CABAB showed the 

highest frequency. High haplotype and nucleotide 

diversity is resulted in this species. Results 

obtained from this research would be applicable to 

understand conservation genetics and management 

of this important fish species in Iran. 

 

Keywords: Genetic Diversity, Aphanius ginaonis, 

PCR-RFLP.  
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 مقدمه
( از Cyprinodontidae) خانواده کپورماهیان دنداندار

های داخلی ایران است.  ن آبترین ماهیا معمول
مطالعات محدودی بر روی ماهیان این خانواده در 

های مختلف انجام شده است. علت انتخاب  زیستگاه
ماهی گورخری جهت مطالعه، اهمیت این ماهی در 

ها، ارزش اکولوژیک و ارزش  مهار زیستی پشه
شناسی از نظر ماهیان زینتی و آکواریومی  زیبایی

در چشمه آب  ورخری گنو منحصراًباشد. ماهی گ می
هرمزگان وجود دارد و تنها گونه  گرم گنو در استان

 (.Esmaeili et al., 2008بومی این منطقه است )
 

 
 (Aphanius ginaonis) ماهی گورخری گنو .1 شكل

 
های ایرانی آفانیوس انجام  کار کمی روی جمعیت

مطالعه  (. اصولاHrbek et al., 2006ًشده است )
شناسی  ورماهیان دنداندار در ایران بر اساس ریختکپ

کارگیری  ه(. بنابراین بEsmaeili et al., 2008باشد ) می
های دیگر مثل مطالعات مولكولی، اکولوژیكی،  روش

تكوینی ممكن است در شناخت هرچه بهتر این گروه 
 ,Esmaeili & Gholamiپیچیده از ماهیان مؤثر باشد )

مورفولوژیكی همچون  ی غیرها (. کاربرد روش2007
های  های اخیر منبعی از داده مطالعات مولكولی در سال

ها  مكمل برای دقت بیشتر و شناسایی دقیق این ماهی
 (.Esmaeili et al., 2007, 2008ایجاد کرده است )

تنها جنس از تیره کپور دندان  Aphaniusجنس 
 (.Coad, 1988ماهیان موجود در ایران است )

های کم و مناطق  متعدد آفانیوس در جمعیت های گونه
کوچک وجود دارند و امروزه به علت زهكشی، استفاده 

های بومی در لیست  از زمین و آلودگی اطراف زیستگاه
اند  های در معرض خطر قرار گرفته گونه

(Reichenbacher et al., 2009).  

DNA ها در خارج از  میتوکندریایی در یوکاریوت
شود که به سبب  میتوکندری یافت میهسته و درون 

برابر موتاسیون در مقایسه با  74تا  3دارا بودن 
ای به مولكول ساعت تكامل معروف است و در  هسته

شناسی کاربرد وسیع  های خویشاوندی و جمعیت بررسی
از  RFLP .(Cronin et al., 1994) دارد

که  است DNAقدرتمندترین و معتبرترین نشانگرهای 
است.  PCRمبتنی بر  غیر DNAنشانگرهای  از جمله

طور گسترده  به RFLPمارکرهای مولكولی از جمله 
برای آنالیز ساختار جمعیت و تعیین روابط ژنتیكی 

 گردد.چندین گونه استفاده می
تنها مطالعه مولكولی صورت گرفته بر روی ماهی 

بوده است؛  7911گورخری گنو، توسط خواجه در سال 
ندشكلی ژنتیكی ماهی گورخری گنو با که به بررسی چ

پرداخت و میزان تنوع  D-loopاستفاده از منطقه 
 هاپلوتیپی بالایی را در این گونه گزارش داد.

شناسی، پراکنش و زیستگاه  هر چه دانش ما از زیست
یک گونه بیشتر باشد تلاش برای حفاظت از آن گونه 

از آن شناختی حاکی  مطالعات زیستاست.  آمیزتر موفقیت
ای و  گونه است که سطوح مختلف تنوعات زیست

ثر از تنوعات ژنتیكی درون أمت اکوسیستمیک عمیقاً
است. در این مطالعه تلاش شد تا با بررسی  ای گونه

جمعیت ماهی  mtDNAچندشكلی احتمالی موجود در 
 PCR-RFLPگورخری گنو با استفاده از روش مولكولی 

اینكه ماهی گورخری  نظر بهاین امر مهم حاصل شود و 
های داخلی ایران می  یكی از ماهیان مهم اکولوژیكی آب

باشد که در خطر انقراض قرار دارد و تاکنون هیچگونه 
های  روی ساختار و تنوع ژنتیكی جمعیت ای بر مطالعه

 RFLPهای داخلی ایران با نشانگر این گونه در آب
تواند  لذا این تحقیق می .صورت نگرفته است

های  شای تعدادی از سوالات در خصوص ویژگیراهگ
 جمعیتی این ماهی باشد.
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 ها مواد و روش
کیلومتری  93چشمه آب گرم گنو در استان هرمزگان، 

شهر بندرعباس در دامنه شرقی کوه گنو با موقعیت 
ثانیه عرض  13/73دقیقه و  71درجه و  71جغرافیایی 
 ثانیه طول 31/7دقیقه و  71درجه و  33شمالی و 

متر از سطح دریا قرار گرفته است.  731شرقی و ارتفاع 
های ماهی گورخری گنو از چشمه آب گرم گنو با  نمونه

% تثبیت و به 33دستی صید، در الكل استفاده از تور
آزمایشگاه بیوتكنولوژی دانشگاه علوم و فنون دریایی 

 خرمشهر منتقل گردیدند. 
ای اهیچهها، قسمتی از بافت م به علت کوچكی ماهی

برداشته شد.  DNA ناحیه شكمی ماهی جهت استخراج
کلروفرم -با بهینه کردن روش فنل DNAاستخراج 
 کمیت و کیفیت (.Hillis & Moritz, 1990انجام شد )

DNA  و  %7ژل آگارز روش از با استفاده استخراج شده
 روش اسپكتروفتومتری محاسبه گردید.

ژنوم  D-loopبخشی از توالی  PCRبرای واکنش 
میتوکندریایی استفاده شد، که علت انتخاب این ناحیه، 

تر بودن میزان موتاسیون  میزان چندشكلی بالا و سریع
باشد. یک جفت پرایمر  ژنومی می DNAنسبت به 

NCBIاین تحقیق از سایت    مورد استفاده در
اقتباس  7

 گردیده است. 
 :باشد های پرایمرها به شرح زیر میدتوالی نوکلئوتی

DL S:                          
              

DL R:                          
             

درجه  33های دمایی،  در سیكل PCRواکنش 
 03درجه  30دقیقه )واسرشته شدن اولیه(،  3برای 

 17ثانیه )الحاق(،  34درجه  37ثانیه )واسرشته شدن(، 
سط( و یک بسط چرخه )ب 93ثانیه با تعداد  34درجه 
دقیقه برای ماهیان گورخری  74درجه برای  17نهایی 

 انجام گرفت. 

                                                                      
1. National Center for Biotechnology Information 

حاصل با استفاده از روش الكتروفورز  PCRمحصول 
با توجه % مورد سنجش قرار گرفت. 7افقی با ژل آگارز 

و جایگاه اختصاصی هر آنزیم و با  PCRبه محصول 
در  هایی که لیست آنزیم DNAsis افزار نرماستفاده از 

جایگاه  D-loopیعنی  mtDNAمحدوده ناحیه کنترلی 
ای    این کار نمونه  جهت  اختصاصی دارند، مشخص گردید.

ماهی گورخری گنو که به روش تعیین  DNAاز توالی 
افزار داده شد. که در نهایت  تهیه شده بود، به نرم 2توالی

آنزیم محدودالاثر برای ما مشخص شد. در این راستا  03
 ,AluI, DpnI, Eco47I های یم محدودکننده با نامآنز 3

HindIII, HinfI  جهت هضم محصولPCR  و
مشاهده قطعات هضم شده بر روی ژل مورد استفاده قرار 

 .گرفت
 

 های قطع هر آنزیم های مورد استفاده و محل آنزیم .1جدول 
 نام آنزیم محل قطع آنزیم محل شناسایی تعداد باز

0   ↓   AluI 
0   ↓TC DpnI 
3  ↓ W   Eco47I 
3  ↓ N   HinfI 
3  ↓      HindIII 

 

 نتایج 
جفت باز  334طول تقریبی قطعه تكثیر شده، در حدود 

استخراجی به روش  DNAکمیت و کیفیت  .باشد می
اسپكتروفتومتری و ژل آگارز مورد سنجش قرار گرفت و 

نسبت به تكثیر  DNAپس از اطمینان از مطلوب بودن 
 اقدام شد.  PCR به کمک دستگاه D-loop هناحی

محصول هضم آنزیمی مربوط به هر آنزیم در هر 
آمید  اکریل صورت جداگانه بر روی ژل پلی ماهی به

ها مجموع اندازه باندها با اندازه  برده شد. در همه نمونه
باندها قادر به نشان  .برابری داشت PCRمحصول 

 ها بودند.  دادن اندازه عددی ژنوتیپ
اندازه قطعات ایجادشده بر اثر هضم آنزیمی 

                                                                      
2. Sequencing  
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برای هر آنزیم محاسبه گردید. بر  PCRمحصول 
ها مشخص و  اساس اندازه قطعات ایجاد شده، ژنوتیپ

آنزیم  3های حاصله برای  نامگذاری گردید. ژنوتیپ
 3هاپلوتیپ متفاوت را نشان دادند. از  3محدودگر، 

% 9لوتیپ شامل فراوانی هاپ 0هاپلوتیپ مشاهده شده 
، DABAB) شوند نامیده می 7بودند که هاپلوتیپ نادر

DACBB ،DABBB ،CABBB .)های هاپلوتیپ 
EABAB ،EACAB  و CABAB  93به ترتیب با ،

های  ترین هاپلوتیپ درصد فراوانی، رایج 73و  74
تنوع هاپلوتیپی پس از آنالیز مناطق مورد بررسی بودند. 

یم محدودگر نشان داد که ماهی آنز 3ها با  داده
 7سایت چندشكلی و  74هاپلوتیپ و  3گورخری گنو، 

و تنوع نوکلئوتیدی  13/4لوکوس با تنوع هاپلوتیپی 
 باشد. را دارا می73/4

 

 
برروی ماهی گورخری گنو  PCRالكتروفورز محصول  .2شكل 

 %7ژل آگارز 

 

 
 های به دست آمده از  فراوانی هاپلوتیپ .3شكل 

                                                                      
1. Rare Haplotype  

Aphanius ginaonis 
های به دست آمده از فراوانی هر یک از هاپلوتیپ .2 جدول

Aphanius ginaonis 
 درصد فراوانی هاپلوتیپ هاپلوتیپ   شماره

7 EABAB 77 91 

7 EACAB 3 74 

9 CABAB 3 71 

0 EACBB 7 1 

3 EABBB 7 1 

3 DABAB 7 9 

1 DACBB 7 9 

1 DABBB 7 9 

3 CABBB 7 9 

 

 بحث
میتوکندریایی در زمینه ژنتیک حفاظت،  DNAعه مطال

اهمیت خود را حفظ کرده است. به ویژه به علت 
( برای PCRاستفاده از روش واکنش زنجیره پلیمراز )

حاصل از قطعات بافتی کوچک، به دست  DNAتكثیر 
ها و  ها، زیرگونه گونه mtDNAآوردن اطلاعات 

 .تر شده است جوامع در معرض خطر، بسیار آسان
و  RFLPامروزه مطالعات ژنتیكی با استفاده از روش 

همچنین استفاده از دو یا چند روش هم زمان جهت 
دست آمده بسیار رایج و معمول  تكمیل نتایج به

  .(Eimanifar et al., 2006باشد ) می
های محدودگر برای کشف  در این مطالعه آنزیم

موقعیت واقعی توالی نوکلئوتیدهای درون ژنوم 
ها در ردنظر به کار رفتند. مقایسه موقعیت این توالیمو

های مورد مطالعه به مشاهده تفاوت در   میان نمونه
و در نتیجه به mtDNA در منطقه D-loop توالی ناحیه 

با ای منجر گشت.  ای و بین گونه تخمین تنوع درون گونه
 94های آنالیز شده در این تحقیق ) توجه به تعداد نمونه

چشمه آب گرم گنو( و مقایسه نتایج به دست  نمونه از
توان گفت تحقیق حاضر  آمده با نتایج سایر مطالعات می
 .شود یک مطالعه اولیه محسوب می

دهد که تنوع در  تنوع بالای هاپلوتیپی نشان می
ژنوم میتوکندریایی ماهی آفانیوس در منطقه مورد 

عه، های مورد مطال در بین هاپلوتیپمطالعه بالا است. 
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( دیده شد که 7های نادری )با فراوانی  هاپلوتیپ
های غالب بوده و  یا در گذشته جزء هاپلوتیپ احتمالاً

به مرور زمان جمعیت آنها کاهش یافته است، یا 
های جدیدی هستند که در جمعیت ایجاد  هاپلوتیپ

شده و ممكن است شرایط زیستی سبب افزایش تعداد 
یت نادر خارج شوند و یا در آنها در آینده گردد و از وضع

اثر بروز موتاسیون و یا موارد نوترکیبی احتمالی به 
 وجود آمده باشند.

در مطالعات انجام شده، شرایطی دیده شده است که 
های با فراوانی بسیار، کم بوده و در  در آن هاپلوتیپ
باشند که این  های نادر بسیار زیاد می عوض هاپلوتیپ

هایی است که در آن جمعیت  شاغلب به دلیل وجود جه
میزان تنوع  .(Durna et al., 2010اتفاق افتاده است )

تواند از صفر )تمام افراد جمعیت دارای  هاپلوتیپ می
هاپلوتیپ یكسان( تا یک )همه افراد دارای هاپلوتیپ 

توان گفت تنوع  متفاوت( متغیر باشد. بر این اساس می
 است. هاپلوتیپی در ماهی گورخری گنو بالا 

در طول زمان، به دلیل خصلت سازگاری سریع 
ماهی گورخری گنو به محیط خود عادت کرده و 
صفات کاملا متمایزی را نشان داده است. در تحقیقی 

انجام گرفت نیز نتایج مشابهی به  Hrbekکه توسط 
های آتشفشانی و  دست آمد مبنی بر اینكه فعالیت

عث شده حرکات زمین در اوایل ائوسین میانی با
جمعیت گونه آفانیوس در مرکز آناتولی مستور شده و 

 های مذکور با افرادی که قبلاً جریان ژنی بین گونه
گردد. در شدند متوقف جزء یک جمعیت محسوب می

ای ایجاد شده، پس از  این شرایط، اختلافات بین گونه
های جدا  مدت زمانی طولانی بر شكل ظاهری گونه

 ردد.گ شده نیز مشاهده می
گیری نمود  توان این گونه نتیجه به طور کلی می

های جغرافیایی، تاریخچه ژئولوژیک،  که جدایی
حرکات صفحات تكتونیكی در طول زمان در کنار 

انداز روشن و واضحی تواند چشم مطالعات مولكولی می
ها و حوادثی که در طول  از تاریخچه تكاملی گونه

واسط یا  های حد هزمان رخ داده و باعث ایجاد گون
اند در اختیار قرار دهد. باید توجه داشت  جدید شده

تری نیاز است تا همانند  تر و کامل مطالعات دقیق
 های زنجیر بتواند اطلاعات قبلی را کامل نماید.  حلقه

هدف اصلی این پروژه ارزیابی اولیه تنوع ژنتیكی 
بوده است،  RFLPگونه آفانیوس با استفاده از روش 

ای  یج به دست آمده توانسته است اطلاعات پایهنتا
مفیدی را جهت انجام مطالعات تكمیلی بعدی فراهم 

هایی که قادر به ایجاد  این مطالعه با معرفی آنزیمآورد. 
شكلی در این گونه آفانیوس بود بیان داشت که چند

بر روی  RFLPتوانند در تحقیقات  ها می این آنزیم
 نیز مورد استفاده قرار گیرند.های آفانیوس  سایر گونه

مطالعه حاضر نشان داد که ماهی گورخری گنو با 
وجود نادر و بومی بودن و ضمن قرار گرفتن در لیست 

IUCN توانسته است نسبت به محیط زندگی خود ،
سازش یافته و قادر به حفظ وضعیت و بقای ژنتیكی 

کیدی بر ضرورت أخود باشد. با این حال این نتایج ت
 ت فعال از این گونه است.حفاظ
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