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 چکیده

  
واند‌برای‌مطالعه‌ردیابی‌الگوی‌مهاجرتی‌گونه‌مفید‌باشد.‌استفاده‌از‌ت‌میمختلف‌اثبات‌وجود‌گونه‌در‌مناطق‌

‌بهبود‌مدیریت‌منابع‌آبی‌و‌ت‌می‌eDNAی‌مانند‌رتهاجمیغهای‌روش ‌ریتأث‌ها‌گونهواند‌در‌ردیابی‌و‌پراکنش‌و

گرفته‌شد.‌برای‌خزر‌‌از‌مناطق‌مختلف‌حوضه‌جنوبی‌دریاینمونه‌آب‌‌15سزایی‌داشته‌باشد.‌در‌این‌مطالعه‌‌هب

از‌آب،‌نانوذرات‌مغناطیسی‌با‌پوشش‌سیلیس‌اصلاح‌شده‌با‌آمین‌استفاده‌شد.‌در‌این‌مطالعه‌‌DNAجداسازی‌

سه‌‌DNAمحیطی‌از‌یک‌نمونه‌آب‌استفاده‌شد.‌‌DNAهای‌آمینه‌برای‌جداسازی‌‌برای‌اولین‌بار‌از‌روش‌مگنت

نمونه‌آب‌از‌‌در‌رودخانه‌تجن‌ساری،‌کمان‌نیرنگ‌آلا‌قزلنمونه‌آب‌از‌خروجی‌آب‌مرکز‌تکثیر‌و‌پرورش‌ماهی‌

درستی‌استخراج‌‌هخزر‌در‌تنکابن‌ب‌ب‌از‌اطراف‌قفس‌پرورشی‌ماهی‌آزادقفس‌ماهیان‌آزاد‌در‌نوشهر‌و‌نمونه‌آ

‌ ‌موردبررسشد‌و ‌نمونه‌شماره ‌نتایج‌نشان‌داد ‌گرفت. ‌کلید‌‌1ی‌قرار ‌همچنین‌نمونه‌‌کمان‌نیرنگ‌آلا‌قزلدر و

‌ ‌‌2شماره ‌کل‌3و ‌ماهیدر ‌دریای‌ید ‌گرفتند‌آزاد ‌قرار ‌‌،خزر ‌‌دهنده‌نشانکه ‌است‌که ‌با‌درست‌به‌ها‌گونهاین ی

‌شده‌تیتثبمحیطی‌ DNA در‌پیکره‌آبی‌توسط‌حضورشاناند‌و‌‌نانوذرات‌مغناطیسی‌سلیکاته‌آمینه‌جداشده

‌.است

‌:های‌کلیدی‌واژه‌

بی‌خزرمحیطی‌،‌اثبات‌گونه،‌حوضه‌جنو‌DNAنانوذرات‌مغناطیسی،‌           
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بهبود مدیریت ارزیابی ذخایر آبزیان، شناسایی ساختار  منظور به

توجه به نوع با رگذاریتأثمولکولی جمعیتی، مهاجرت و عوامل محیطی 

ای ها و تنوع درون گونهدارد. هرچه دانش ما از جمعیت ت میگونه اه

آمیزتر است تها بیشتر باشد، تلاش برای حفاظت از آن گونه موفقیگونه

(Janati et al., 2013 .)یاریبس یصحال ظهور که تشخروش در یک 

 یطیمح DNA یلو تحل یهخشد تجزب میرا بهبود  یانآبز یها از گونه

(eDNAاست. ا )اساس جمعبر یاکننده حضور گونه یینروش تع ین-

 Ficetola etاست ) یستز یطاز مح DNA یشاستخراج، و افزا ی،آور

al., 2008; Goldberg et al., 2011; Jerde et al., 2011 .)

 یکواند ت می eDNA یصانجام شده نشان داد که تشخ یرمطالعات اخ

 یستماکوس یاناز ماه مختلفیهای روش قابل اعتماد تعیین توزیع گونه

 ;Jerde et al., 2011ها باشد )یانوساق ینو همچن یرینآب ش

Dejean et al., 2011; Minamoto et al., 2012; Thomsen et 

al., 2012a; Wilcox et al., 2013یصتشخ ی(. روش ها eDNA 

 یشینگالکتروف یری، مانندگنمونه یسنت یها از روش یشتریب یتحساس

 یها که حضور گونه یهنگام یژهو اند ، به نشان داده یریآزمون تصو یا

 .کندیم یینکم تراکم را تع یا نادر و

و  eDNAغلظت  ینمثبت ب یبستگهم یزمطالعات انجام شده ن

 Goldberg et ) تنوع موجودات زنده را نشان داده است یرابطه فراوان

al ., 2013; Takahara et al., 2012; Thomsen et al., 2012b; 

Pilliod et al., 2013 .)آبزی دیده نشود ، با  حتی وقتی یک جانور

 خودی از، آثارزیهریختن پوست، دفع مواد زائد، آزادسازی گامتها و تج

، آوری یک نمونه آب وانند با جمعت میگذارد. محققان  در آب برجای می

DNA  را تشخیص داده و مشخص کنند که این گونه  موردنظرگونه

محیط  DNAاخیراً در پیکره آب بوده است یا خیر. ثابت شده است که 

در  ها گونهصرفه برای تشخیص  ابزاری حساس، دقیق و مقرون به

خطری  و که غیرتهاجمی استآبی است و خصوصاً از آنجاهای  طمحی

 salmo، خزر دریایآزاد  ماهی است. جذاب بسیار ،ندارد آبزی حیوانات برای
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caspius (Kessler, 1877) های ایران و جهان  ترین گونه از باارزش

ر انقراض قرار معرض خطهای اخیر در شود که در سال محسوب می

ندرت وجود  هخزر ب ت و جمعیت گونه وحشی آن در دریایگرفته اس

 Oncorhynchusکمان ) آلای رنگین ماهی قزل شود. دارد و صید می

mykiss (Walbaum, 1792) نیز عضو مهم دیگری از این خانواده ،)

ترین گونه ماهیان آب شیرین است که  اشد. این ماهی یکی از مهمب می

( و Sattari et al., 2003یی در تأمین غذای انسان دارد )سهم بالا

های تکثیر و پرورش ماهیان سردآبی  کارگاهعنوان گونه اصلی در اکثر  به

جزء خزر  آزاد دریایماهی  در آمده است. و ایران در بیشتر نقاط جهان

های حوزه  ریزی به رودخانه بوده و برای تخم دریااین ماهیان مهاجر 

گردد. مهاجرت  ریزی به دریا باز می شود و بعد از تخم وارد می خزر دریای

- سال صورت می ها، دو نوبت در ریزی به رودخانه این ماهی جهت تخم

، کنند فصل پاییز به رودخانه مهاجرت می گیرد، گروهی از ماهیان در

ها مهاجرت کرده و تا زمستان  ای دیگر در فصل بهار به رودخانه دسته

ریزی آنها فرا  مانند تا زمان تخم ماه( در رودخانه می 10-11)حدود 

  ای در مرحله آلای قهوه های قزل رسد. ماهی آزاد همانند سایر گونه

-آلای رنگین پرورش در آب شیرین رشد نسبتاً کندی در مقایسه با قزل

های مهاجر  کمان دارد با این وجود همانند برخی دیگر از زیر گونه 

آلای دریایی قابلیت رشد بسیار شگرفی در  نظیر قزلای  آلای قهوه قزل

ی آلا قزلترین فرم  های شور و لب شور دارد. زیر گونه خزر بزرگ آب

-آلا در بیشتر رودخانه دلیل تکثیر گسترده ماهی قزل به. ای است قهوه

های پرورشی مستقر در دریا،  خزر، همچنین قفس های منتهی به دریای

امکان یان و ورود به پیکره دریا وجود دارد. و امکان فرار برخی از ماه

مهاجرت در آب وجود خواهد داشت، که در این صورت  جایی مانند جابه

واند ت میدر مسیر حرکتی بقایای موکوس مترشحه از سطح بدن ماهی 

وان با این احتمال از محیط آبی ت میدر پیکره آب باقی بماند. از این رو 

 حضور یک گونه را معین کرد.  انجام داد، و DNAاستخراج 

به فقدان اطلاعات توجه و باماهی آزاد نوع گونه  ت میدلیل اه هب

های آن در  تتأثیر عوامل اکولوژیکی بر ساختار جمعی لازم در زمینه

های ژنتیکی  داده با استفاده از ه، در این مطالعه سعی شدخزر دریای

DNA زر در سواحل خ ، پراکنش و تشخیص ماهی آزاد دریایمحیطی

در روش  جنوبی خزر )استان گلستان، مازندران و گیلان( فراهم شود.

DNA  محیطی احتیاج به استفاده از ماهی و یا آسیب رساندن و صید

خاطر نبودن نمونه کافی از گونه موردنظر برای  هباز این رو  ،آن نیست

( eDNAاز محیط طبیعی ) DNAاولین بار در ایران از روش استخراج 

خزر صورت خواهد  نقاط پراکنش گونه در سواحل دریایردیابی  منظور هب

خزر بررسی  گرفت. با این روش وجود گونه در نقاط مختلف دریای

 مهاجرت آن بررسی خواهد شد.صحت  یا عدمخواهد شد و صحت 

-  واند در ارزیابی ذخایر گونهت می ها هردیابی و پراکنش این گون همچنین

تاثیر  ها ه، آینده نگری و برآورد سودآوری شیلاتی گونای، مدیریت منابع

 گذار باشد.های صیادی اثر ینهسزایی داشته باشد و در کاهش هز هب

‌ها‌مواد‌و‌روش | 2
 شود. باتوجه به محسوب می جزء ماهیان مهاجرخزر  آزاد دریایماهی 

-پرورشی آن و قزل الگوی مهاجرتی این گونه و با درنظر گرفتن مناطق

برداری انتخاب  خزر، مناطقی برای نمونه کمان در دریای رنگین یآلا

ها وجود داشته است.  یشترین احتمال رد شدن ماهی از آنشدند که ب

و  زییخزر )فصل پا یایآزاد در یماه ریدر فصل تکث ی آبها نمونه

، هراز، عباس آباد، تنکابنی، انزل)خزر  یاز کل حوضه جنوبو زمستان ( 

گرفته شد. لیست کامل  (بندرترکمنی، سار، بابلسر، ناردونکیفر، نوشهر

منظور  به آمده است. 1های گرفته شده به تفصیل در جدول  نمونه

 -قفس یکیدر نزد یمناطققفس و همچنین از از  شیآزما شتریصحت ب

 .انجام شد یبردار نمونه ریمراکز تکثنیز و  ایدر درون در یماه یها

‌محل‌نمونه‌برداری‌-1جدول
‌محل‌تقریبی‌نمونه‌برداری‌آب‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌اره‌‌نمونهشم

 (PENواقع در دریا در بندرترکمن ) آلا دریا از درون قفس پرورش ماهی قزلآب ‌1

 و آزاد تنکابن واقع در دوهزارآلا  قزلآب مرکز تکثیر  ‌2

 آب کمی پایین تر از آب خروجی از سد شهید رجایی ساری‌3

 در زیر سد شهید رجایی ساریآلا  قزلتکثیر و پرورش  عد از خروجی مرکزب میآب ک‌4

 و آزاد تنکابن واقع در دوهزارآلا  قزلآب رودخانه  از خروجی بعد از مرکز تکثیر ‌5

 تنکابن -در منطقه عباس آباد خزر دریایآب رودخانه منتهی به ‌6

 آب دریا در محل مصب که ورودی رودخانه به دریا است در فریدونکنار‌7

 عد از استخر پرورش ماهی واقع در رودخانه هرازب میآب رودخانه هراز ک‌8

 آب رودخانه فریدونکنار قبل از ریختن به دریا‌9

 های پرورشی ا در منطقه بندر ترکمن حوالی قفسآب دری‌10

 و آزادآلا  قزلآب دریا در منطقه بابلسر  از درون قفس پرورش ماهی ‌11

 یپرورشهای  قفسبیرون از قفس حوالی  سر در منطقه بابل ایآب در‌12

 آب رودخانه به دریانزدیک به اسکله حوالی محل ورود  آب دریا در منطقه بندر انزلی‌13

 ایآب رودخانه به درمحل ورود  یبه اسکله حوال کینزد نوشهر در منطقه  ایآب در‌‌14

 ایرآب رودخانه به دمحل ورود  یحوال نشتاروددر منطقه  ایآب در‌15
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 10عمق کمتر از برای اینکار از  :(eDNAاز‌آب‌)نمونه‌‌یرینمونه‌گ

در  ها مونه. نشدند یآور جمعها  نمونهسطح آب  ییمتر بالا یسانت

 -شیانجام آزما یبرا خی در مجاورتو  رهیدار ذخ درب لیاستر یها وپیت

‌.منتقل شدند -20 زریبه فر یبعد یها
‌ ‌مگنت‌آمینه‌DNAجداسازی ‌با ‌آب  :(Amineted  magnet) از

ی آمینه شده استفاده شد. ها مگنتاز ‌از آب DNAبرای جداسازی 

چسبد. چون بار الکتریکی دارد، به سر باردار مگنت می DNAمولکول 

ین واکنش در محیط اسیدی آب کمی پایین بیاید چون ا pHابتدا باید 

زیر محاسبه و توجه به شور یودن آب دریا مقادیر مواد باافتد،  اتفاق می

( به C2H3NaO2مولار ) 50های آب اضافه شد. استات سدیم  نهبه نمو

یک مولار به نمونه اضافه NaCl گرم نمک  336/2و  گرم /.164مقدار 

ماکرولیتر مگنت آمینه اضافه شد.  100 ,5/5به  PH پس از رساندنشد.

را با آهن ربا قوی جمع میکنیم. سپس  ها مگنتبعد از دوساعت ابتدا با 

دوبار شست و شو  =PH 8/6مولار  Tris HCl 25/0ر ماکرولیت 100با

( اضافه شد و Elution Buffer) شو و ماکرولیتر بافر شست 50. داده شد

مدت نیم ساعت در هیتر قرار  گراد به درجه سانتی 55-60ر دمای د

را درون میکروتیوب تمیز و  شسته شده گرفته شد. در نهایت مایع

 Tris ماکرولیتر10رای پایداری بیشتر شود و در آخر ب استریل ریخته می

HCl اضافه شد. مایع باقی مانده در انتها  نیم مولارDNA است 

(Ashtari et al., 2005.)‌
‌ ‌سیلیکا‌‌DNAجداسازی ‌با ‌شده ‌پوشیده ‌مگنت ‌نانوپارتیکل با

(silica-coated magnetic nanoparticles)‌ نانوپارتیکل  برای ساختن:

ماکرولیتر تئوس )تترا اتیل  1% را با 99ول ماکرولیتر اتان 10سیلیکا 

مدت پنج دقیقه روی استیرر قرار داده  ( را بهTEOSاورتو سیلیکات 

 5% و 25ماکرولیتر آمونیوم  10% را با 99ماکرولیتر اتانول  45سپس ,

مدت  و به ماکرولیتر هیدرازین  مخلوط کرده و به مایع قبلی اضافه شد

 15دست آمده  همایع شیری رنگ ب ساعت روی استیرر چرخیدند. 4

شو داده شد. در ادامه  و دقیقه سانتریفیوژ و با الکل جهار بار شست

دست آمده اضافه   ه( به نانوپارتیکل بActiveited Lysineلایزین فعال )

در سانتریفیوژ با دور  رسانده شد. 3به  HClرا با اسید  PH شد.

4000rpm  شو  و با آب مقطر شست ، دوباردقیقه گذاشته 10مدت  به

سازی شدند و با  به مراتب گفته شده در بالا آمادهها  . نمونهداده شد

دست آمده به نمونه آب اضافه شده و  هماکرولیتر از نانوپارتیکل ب 150

دهنده( قرار گرفتند. سپس دوبار با  مدت دوساعت روی شیکر )تکان به

Tris HCl  .دهنده  بافر اتصال ماکرولیتر  150شست و شو داده شدند

(binding bufferاضافه شده ) ،در دمای دقیقه روی هیتر  30مدت  به

 اضافه شد Tris HClماکرولیتر  10درجه قرار گرفتند و در انتها  60

(Kang et al., 2009 .)‌

‌ ‌سنجی ‌صحت ‌و ‌ژنتیکی ‌شناسه ‌با‌‌DNAتعیین ‌شده استخراج

آزاد  یماه یکیسه ژنتثبت خط شنا یمنظور بررس به‌:توالی‌یابی‌ژنتیکی

ژن از  bp250ای حدوداً  برای قطعه ,کمان نیرنگآلا  خزر و قزل و دریای

COI، زیر آغازگرهای اختصاصی ,کند هم متمایز میکه دو ماهی را از

 : استفاده شد طراحی و ریتکث یبرا

SalmoF: 5' CCAGCACCHTCTAAYATCTCAGT 3' 
AAGAAAGATGCYCCGTTRGC 3'  SalmoR: 5' 

 مقادیر (PCR) مراز ای پلی ی انجام واکنش زنجیرهمنظور برا بدین

DNA 1 فوروارد و  یهامریپرا ,کسیگرم مستر م یلیم 10 ,تریل یلیم

استفاده شد.  (DNase RNase Freeآب مقطر ) ,تریلکرویم 1 ورسیر

استریل ریخته و در دستگاه ترموسایکلر گذاشته  2/0همه درون تیوب 

 شدند.

 PCR واکنش:‌bسیتوکروم‌(‌ژن‌PCR)‌مراز‌پلی‌ای‌رهیواکنش‌زنج

ابتدا برای  به اجرا در آمد: bسیتوکروم ژن  ریتکث یبرا ریصورت ز به

درجه  56گذاشته شد و دمای  یافتن دمای بهینه تست گرادیان دمایی

 DNAدو رشته  هیاول یواسرشتگگراد بهترین باند مشاهده شد.  سانتی

چرخه شامل  40سپس  قه،یدق 3مدت  گراد به یدرجه سانت 95 یدر دما

الحاق دو  ،ثانیه 30مدت  به گراد یدرجه سانت 95 یدر دما یواسرشتگ

و بسط  هیثان 30مدت  گراد به یدرجه سانت 56 یدر دما DNAرشته 

پس از  تیو در نها گراد یدرجه سانت 72 یدر دما هیثان 30مدت  به هیاول

 72 یدر دما قهیدق سهمدت  به ییچرخه مرحله بسط نها 40اتمام 

 پس (Sambrook and Russell, 2006گراد انجام شد ) یدرجه سانت

ژل  یشده بر رو ریمحصولات تکث ،مراز پلی ای رهیاز انجام واکنش زنج

به روش  یابی یانجام توال ی. و سپس برادیگرد یدرصد بررس2 آگارز

‌ارسال شدند. ژن فن آورانسنگر به شرکت 
‌ ‌تحلیل ‌و های  شناسایی مولکولی توالی منظور به: eDNAتجزیه

 داده ژن های پایگاه با توالی BLASTبا استفاده از دست آمده  هب

(Bank Gen) ( همردیفAlign و )کام یبلاست ن. ندوش می یسهمقا 

است که مخفف  کیو ژنت یو مولکول یدر علوم سلول یافزار کاربرد نرم

 یبرا یا هیابزار پا ای Basic Local Alignment Search Toolواژگان 

 یتوال وانت میافزار  نرم نیا بااست.  یموضع یها ینه برهم یجستجو

را با هم  DNAرا در  دهاینوکلئوت یتوال ای ها نیدر پروتئ نهیآم یدهایاس

که  یموجود در بانک اطلاعات یها یافزار توال نرم نیکرد. ا سهیمقا

 نیا یها تیقابل رگیموردنظر دارد از د یشباهت را با توال نیشتریب

 آلا قزلبرای آنالیز و صحت سنجی از دو توالی ثبت شده  افزار است. نرم

 LT617546.1:117-263و ماهی آزاد در بانک داده با شماره دسترسی

دست آمده استفاده شد. کلیه اطلاعات به MG434732.1:123-263 و

رد تجزیه مو BioEditeافزار نرم و MEGA-6 افزاری،های نرمدر برنامه

 و تحلیل قرار گرفت. 

‌نتایج | 3
خزر،  نمونه آب از حوضه جنوبی دریای 15دست آمده از تعداد  هنتایج ب

استخراج شده و فرستاده شده برای  DNAپس از بررسی کیفیت 

با آغازگر  COIجفت باز از ژن  200ای به طول حدود  یابی، قطعه توالی

یید قرار گرفت. بی موردتأیا صی طراحی شده، سه نمونه در توالیاختصا

های ثبت شده در پایگاه داده ژن، از  پس از بررسی این سه نمونه با ژن

% با گونه ماهی آزاد 95این سه نمونه، دو نمونه همپوشانی بالای 

 آلا % با گونه قزل95همپوشانی بالای  خزر و یک نمونه دریای

 ها یک از نمونههر پوشانی  کمان داشتند. در تصاویر زیر درصد هم رنگین

های نشان داده شده است فلش قرمز درصداساس لیست بانک ژن بر

]  دهند. پوشانی با توالی الگو ما را نشان می هم
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‌کمان‌نیرنگآلا‌‌با‌گونه‌‌قزل‌1و‌همانندی‌نمونه‌‌درصد‌نزدیکی‌-1شکل‌

 
‌خزر‌با‌گونه‌آزاد‌دریای‌2زدیکی‌و‌همانندی‌نمونه‌درصد‌ن‌-2شکل‌

 
‌خزر‌با‌گونه‌آزاد‌دریای‌3ندی‌نمونه‌درصد‌نزدیکی‌و‌همان‌-3شکل‌

هرچه به صفر نزدیک تر باشد اطمینان ما به نتیجه  E-valueمقدار 

اساس این دو شاخص بر BLASTشود. نتایج  دست آمده بیشتر می هب

هایی  هایی که در لیست هستند، توالی شوند و بنابراین توالی مرتب می

ها به توالی الگوی مورد نظرمان بیشتر در شباهت آن هستند که اطمینان

واند ت میاما  مساوی صفر بگیرد مقداری دقیقاً واندت میاست. بنابراین ن

واند مقدار آن به طول ت میداشته باشد همچنین  10مقدار بزرگتر از 

ها با آکولاد قرمز  در شکل E-valueتوالی نیز بستگی داشته باشد مقدار 

ها که از  توالی BLASTتصویر زیر، خلاصه گرافیکی از  اند. مشخص شده

های  دهد. نمای کلی از توالی ست را نشان میگرفته شده ا NCBIسایت 

های  لی تقاضا تراز شده است. این میلهپایگاه داده است که با دنباله توا

را  ترازی در دنباله دهنده میزان هم بندی شده با نمره و نشان افقی رنگ

یزان دهنده کیفیت م دهند. این خطوط رنگی موازی نشان نمایش می

ایگاه اطلاعاتی گفته شده های موجود در پ والیتشابه توالی تقاضا با ت

ید دهد. رنگ قرمز مؤ عبارتی نوع رنگ، درجه تشابه را نشان می است. به

بیشترین درجه تشابه و رنگ مشکی حائز کمترین تشابه با توالی تقاضا 

های موجود در بانک ژن مشابهت  توالی با موردنظراست. هر مقدار توالی 

شود.  ممتدتر میگ و طول خطوط قرمز بیشتر و شد رنبیشتری داشته با

دست آمده  هزیر ب شکلهمین ترتیب برای هر سه نمونه آنالیز شده ما،  به

های ثبت شده  های ما با نمونه دهنده مشابهت زیاد نمونه است که نشان

ارامتر گامای مجزا حداکثر برآورد احتمال پ در بانک داده جهانی است.

است. الگو و نرخ جایگزینی  5378/0د بررسی های مور برای نرخ مکان

برآورد شد. توزیع گاما  Tamura-Nei (1993) (+G)اساس مدل بر

دسته ،  5ها ) سازی تفاوت نرخ تکاملی بین مکان گسسته برای مدل

[+G]) .18/0، 03/0ها  میانگین نرخ تکاملی در این دسته استفاده شد ،

های نوکلئوتیدی  . فرکانسجایگزینی در هر سایت بود 18/3، 13/1، 5

A = 21.74٪  ،T/U = 29.21٪  ،C = 32.07٪  وG = 16.98٪ 

طور خودکار  ، توپولوژی درخت بهMLاست. برای برآورد مقادیر 

-محاسبه شد. حداکثر احتمال ورود به سیستم برای این محاسبه 

بود . تفاوت در سوگیری ترکیب پایه در هر مکان نشان داده  350،757

قتی الگوهای جایگزینی در ت. توجه داشته باشید که حتی وشده اس

بندی با تعداد تفاوت بین  ، فاصله ترکیبدست باشندها یک بین نسب

 ها ارتباط خواهد داشت. توالی

 
‌ها‌توالی‌موجود‌در‌بانک‌ژن‌با‌ده‌موردنظرصورت‌خلاصه‌گرافیک‌و‌تشابه‌کامل‌توالی‌‌نتیجه‌بلاست‌به‌-4شکل‌
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‌

‌ها‌ب‌بین‌دنبالهبرآورد‌ترکی‌-2جدول‌
 P  شاخص

 

 

 ها هتفاوت سوگیری ترکیب بین دنبال

1 -    

2 1849/0 -   

3 0461/0‌1172/0 -  

S. trutta 049/0 2587/0 035/0 - 

O. mykiss 0213/0 1915/0 0213/0 0284/0 

 

 

 ها رآورد واگرایی تکاملی بین دنبالهب

1 -    

2 08/0 --   

3 1 18/0 - - 

S. trutta 1 046/0 1  

O. mykiss 1 066/0 1 1 

 

 

 ها آزمایش همگنی الگوهای جایگزینی بین توالی

 

1 -    

2 098/0 -   

3 1 164/0 -  

S. trutta 1 032/0‌1 - 

O. mykiss 1 07/0 1 1 

 

 

 ها جهت ترکیب پایه خالص بین دنباله برآورد عدم

1 --    

2 1027/0    

3 0 0483/0 -  

S. trutta 0 1678/0 0 - 

O. mykiss 0 1135/0 0 0 
 

ها با همان الگوی جایگزینی  حتمال رد این فرضیه صفر که توالیا

سوگیری های ترکیب تکامل یافته اند ، همانطور که از میزان تفاوت در 

ود )آزمون شاخص اختلاف(. برای برآورد ش میها قضاوت  پایه بین توالی

افزار  تفاده از فرمول زیر به کمک نرمبا اسونت کارلو از آزمون م pمقادیر 

MEGA دست آمد. هب (R = [A*G*k1+T*C*k2]/[(A+G)*(T+C 

( از یک پایه )ردیف( به پایه دیگر rهر ورودی احتمال جایگزینی )

 ,Tamura-Nei) )ستون( است. الگو و نرخ جایگزینی بر اساس مدل

ست که در تکرار( استفاده شده ا 500ونت کارلو )م برآورد شد.( 1993

مهم تلقی  05/0کوچکتر از  pزیر مورب نشان داده شده است. مقادیر 

( برآورد شاخص اختلاف در هر مکان p= 032/0و  p= 046/0شوند ) می

نرخ  برای هر جفت دنباله در بالای مورب نشان داده شده است.

های عرضی  صورت پررنگ و جایگزینی های مختلف انتقالی به جایگزینی

(. هنگام ارزیابی آنها باید 3شده است )جدول ج نشان دادهصورت ک به

برابر با  r، مجموع مقادیر را درنظر گرفت. برای سادگی rمقادیر نسبی 

، A = 21.74٪ ،T/U = 29.21٪های نوکلئوتیدی  است ، فرکانس 100

C = 32.07٪  وG = 16.98٪  است. برای برآورد مقادیرML توپولوژی ،

محاسبه شد. حداکثر احتمال ورود به سیستم طور خودکار  درخت به

 498/3Rجهت کلی انتقال/واگرایی  بود. -343/358برای این محاسبه 

ال = میزان احتم k2= میزان احتمال جانشینی باز پورین و k1است.   =

هر ورودی احتمال  7توجه به جدول جانشینی باز پریمیدین است. با

دهد.  ایه دیگر )ستون( را نشان میبه پ ( از یک پایه )ردیف(rجایگزینی )

های  است. نرخ جایگزینی 100برابر با  r، مجموع مقادیر برای سادگی

های عرضی  صورت برجسته و مقادیر جایگزینی مختلف انتقالی به

 %22.07های نوکلئوتیدی  شده است. فرکانس صورت کج نشان داده به

(A), 28.84% (T/U), 32.19% (C),  16.91و% (G) است .

 = 179/7k2)پورین( و   = 445/4k1های نرخ انتقال/واگرایی  نسبت

 .)پیریمیدین( است

‌های‌تجزیه‌و‌تحلیل‌نوکلئوتیدی‌شاخص‌-3جدول‌
  A T/U C G 

 

 

 یمورد بررس یها نرخ مکان یگاما برا شاخصحداکثر برآورد احتمال 

A - 3495/3 6767/3 5180/9 
T/U 4927/2 - 9721/28 9474/1 

C 4927/2 3941/26 - 9474/1 
G 1830/12 3495/3 6767/3 - 

 

 

 برآورد حداکثر احتمال ماتریس جایگزینی

A - 55/3 89/3 71/9 
T/U 64/2 - 04/28 06/2 

C 64/2 54/25 - 06/2 
G 42/12 55/3 89/3 - 

 

 

 حداکثر برآورد احتمال کامپوزیت الگوی جایگزینی نوکلئوتیدها

A - 55/3 97/3 27/9 

T 72/2 - 48/28 08/2 

C 72/2 51/25 - 08/2 

G 09/12 55/3 97/3 - 

 

 

 حداکثر تخمین احتمال جهت انتقال/تغییر 

A - 7375/2 7375/2 5249/19 

T 7375/2 - 5249/19 7375/2 

C 7375/2 5249/19 - 7375/2 

G 5249/19 7375/2 7375/2 - 

 [
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است. الگو و نرخ جایگزینی  3.57 (R)تخمین جهت انتقال/تغییر 

های  برآورد شد. فرکانس (Kimura, 1980)پارامتری  2تحت مدل 

 = Gو  A = 25.00٪ ،T/U = 25.00٪ ،C = 25.00٪نوکلئوتیدی 

صورت زیر  ها نیز به آنالیز ترکیب نوکلئوتیدی توالی است. 25.00٪

میزان نزدیکی مقدار ترکیب نوکلئوتیدی در دامنه  دست آمده است. هب

مچنین نزدیکی آلا رنگین کمان و هبه این میزان در قزل 1داده شماره 

دهنده جداشدن  خزر نشان با آزاد دریای 3و 2های  در شمارهاین مقدار 

بندی هریک  ر و نزدیکی و قرار گرفتن در طبقهها از یکدیگ درست نمونه

 ها دارد.  از گونه

D Tajima's  .یک آماره آزمایش ژنتیک جمعیت استD  تاجیما

شود. توجه به  کی محاسبه میعنوان تفاوت بین دو معیار تنوع ژنتی به

جدول مقدار آماره آزمون تاجیما کوچکتر از صفر است که از نظر تفسیر 

 ،رفت و برگشت انتخابی اخیرهای کمیاب فراوان  بیولوژیکی به معنی آلل

، ارتباط با ژن جارو شده است. افزایش جمعیت پس از تنگنای اخیر

یین فرکانس پادهنده چندشکلی بیش از حد با  منفی نشان Dهمچنین 

دهنده افزایش اندازه جمعیت است  نسبت به انتظار است، که نشان

(Tajima, 1989; Kumar et al., 2018; Nei & Kumar, 2000.) 

تاریخ تکامل درخت تبار زایی با استفاده از ماتریس تشابه نی و لی 

(Nei & Li, 1979 )  و روشUPGMA  ترسیم گردید. نتیجه حاصل

شده بود،  ها نیز نشان داده درصد همانندی توالی طور که در بالا با همان

گروه ماهی آزاد  آلا و دو نمونه دیگر در ها در گروه ماهی قزل از نمونه یکی

 25.25000000=  مطلوب با مجموع طول شاخه قرار گرفت. درخت

های مربوطه در  است. درصد درختان تکراری که گونهنشان داده شده 

ها نشان داده  تکرار( در کنار شاخه 1000ه )آن در آزمون راه اندازی بوت

ها در  شود، طول شاخه شده است. درخت به مقیاس کشیده می

تنباط درخت های تکاملی است که برای اس واحدهای مشابه فاصله

شود. فواصل تکاملی با استفاده از روش تعداد  فیلوژنتیک استفاده می

 ر هر دنباله است.تفاوت محاسبه شد و در واحد تعداد تفاوت پایه د

‌ترکیب‌نوکلئوتیدی‌-3جدول‌
 کل T(U) C A G ها هدامنه داد

1 81818182/31 8181818/31 7792208/20 5844156/15 154 

2 45205479/29 1369863/30 5479452/20 8630137/19 146 

3 60526316/29 2368421/32 0526316/21 1052632/17 152 

S. trutta 27272727/27 5664336/33 0769231/23 0839161/16 143 

O. mykiss 65957447/27 6241135/32 4042553/23 3120567/16 141 

 2/147 9836957/16 7391304/21 0652174/32 21195652/29 میانگین

 
‌طرفی‌تاجیما‌نتایج‌آزمایش‌بی-4جدول‌

m S ps Θ π D 

5 27 175325/0 084156/0 074026/0 897703/0- 

= تنوع  ps = S/n  ،Θ = ps/a1  ،π = تعداد محلهای تفکیک، S= تعداد کل سایتها ،  n،  ها ه= تعداد دنبال mاختصارات: 

 آمار آزمون تاجیما  D=نوکلئوتیدی،  

 
‌MEGAافزار‌‌و‌نرم‌ Clustal Wاساس‌روشهای‌موردبررسی‌بر‌های‌نمونه‌دندوگرام‌مقایسه‌توالی‌‌-5شکل‌

 

‌گیری‌بحث‌و‌نتیجه | 4
خزر که گونه  ایی مثل ماهی آزاد دریای اکولوژیک گونه ت میاه

 ت میماهیان در این منطقه است، بسیار حائز اه ارزشمندی بعد از تاس

 تواند برای می موردنظر. اثبات وجود گونه در مناطق مختلف و اشدب می

 ،خزر دریایمطالعه ردیابی الگوی مهاجرتی گونه مفید باشد. ماهی آزاد 

معرض های در صیادی زیاد و عوامل محیطی، جز گونهر دلیل فشا به

شتر به علت تمایل بی های اخیر به ر انقراض قرار گرفته است. در سالخط

های پرورشی و همچنین کمک به بازیابی  آبزیان و مصرف بیشتر گونه

خزر شده است.  دریایذخایر ماهیان اقدام به پرورش ماهی در قفس در 

ایی که در پرورش ماهی در قفس بر محیط ه یکی از اثرات و فرضیه

توجه به هاست. با از قفس ها گونهدریایی محتمل است، فرار تصادفی 

های پرورشی  آلا از قفس بررسی مطالعات انجام شده، احتمال فرار قزل

واند اثرات زیادی بر اکوسیستم منطقه و آبزیان ت میوجود دارد که 

،‌(Cussac et al., 2014ن )و همکاراکوساک ای  بگذارد. در مطالعه
بر  یریگ چشم راتیمنجر به تأث ایآلا در پاتاگون قزل یها یماه رودو

 یماه تیهر دو جمعفراوانی  عمده بر ریتأث نیآن و همچن یها اچهیدر

و همکارانداچمن داشته است.  شده یو معرف یآلا بوم قزل
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(Deutschmann et al., 2018) دو برچسب خاص با  گرکاوش کی

 ی.( طراح.Salmo trutta, L) یا  هوهق یآلا قزل eDNA صیتشخ یبرا

رها شده از  eDNAسرنوشت  فیتوص یکاوشگر برا نیو از ا ندکرد

، آلمان Wehebachکم کوهستان  انیدر جر یپرور یآبز ساتیتأس

 یا آلا قهوه قزل ی. مشخص شد که کاوشگر مخصوص ماهنداستفاده کرد

( قرار O. mykiss) کمان نیرنگ یآلا قزلکه  ییدر استخرها رای، زاست

 یاز ماه DNAدهد که آزاد شدن  ینشان م آنها جیدارد مثبت نبود.. نتا

وابسته به سن باشد.  ایو/ یممکن است در مرحله زندگ یا قهوه آلا قزل

یی بودند که باند ها هدر هر دو روش مورد استفاده ما در این مطالعه نمون

دلیل تخریب  به واندت میجوابی ندادند که  مطلوبی ندادند یا کاملاً

و رقیق شدن آن در پیکره آبی و بر اثر اختلاط جریان  DNAمولکول 

آب و شرایط طبیعی محیطی از جمله اثر نور فرابنفش خورشید نیز 

دیگه با مگنت  باشد. نمونه شماره یک با نانوپارتیکل سیلیکا و دو نمونه

مختلف  توجه به آزمون و خطاهایاند. در نهایت با آمینه استخراج شده

این دو پروتکل ارجحیت خاصی نسبت به یکدیگر ندارند. هدف ما فقط 

استخراج و بیان وجود گونه با استفاده از نمونه محیطی بود که حاصل 

شد. در محیط طبیعی کنترل شرایط محیطی امری سخت است و 

پیشامدهای غیرمترقبه غیرقابل اجتناب و محتمل است که همه این 

 باشد. رگذاریتأث ها هی کیفیت و غلظت نمونواند روت میعوامل 

اولین بار وجود یک گونه آبزی در حوضه جنوبی  این مطالعه برای

از آب  DNAمورد بررسی قرار داد. استخراج  eDNAخزر را به روش 

اشد که ب مییک روش کارآمد و قابل اعتماد و همسو با محیط زیست 

و کمیاب را بدون حضور ی نادر ها هواند وجود گونه، مخصوصا گونت می

 -ظاهری خود گونه در محیط آبی مشخص کند. استفاده از چنین روش

واند در بهبود کیفیت مدیریت منابع آبی و ت میتهاجمی های غیر

ی داشته باشد. یسزا هثیر بی موجود در پیکره آبی تأها هگون مطالعات روی

مده آ دست بهکه بسیار نزدیک به صفر  E-value توجه به شاخصبا

ها به جود گونه موردنظر ما و نزدیکی آنید اطمینان و صحت ومؤ است،

توزیع شکل گاما ی ثبت شده در بانک جهانی بوده است. شاخص ها هگون

-بالاست و این نشان ها هنموننشان داد که نرخ جهش بین  5/0با مقدار 

تر از یک  است )ضرایب بزرگ ها های بین نمون دهنده جدایی گونه

شاخص اختلاف در  .آیند( حساب می ن ضریب ناهمگونی پایین بهعنوا به

است. مقادیر  ای نشان داده شده هر مکان برای همه جفت های دنباله

ترکیب پایه را نسبت های  های بزرگتر در سوگیری بیشتر از صفر تفاوت

طور تصادفی نشان   ها و به به انتظار براساس واگرایی تکاملی بین توالی

(. Kumar & Gadagkar, 2000 ; Kumar et al., 2018هد )د می

با استفاده از روش  transition/transversion (R)همچنین نرخ کل 

( انجام شد. در تخمین Tamura et al., 2013همکاران ) وتامورا 

 Najar Lashgari) الگوی جانشینی در مطالعه نجارلشگری و همکاران

et al., 2013و بیشترین مقدار  170ی ( بیشترین مقدار واژگون

در رودخانه چالوس بود. این مقدار در این مطالعه برای  90 ینیگزیجا

صورت کلی محاسبه شد که  ی صید شده از درای خزر بهها هکل نمون

بود. میانگین درجه  137و مقدار جایگزینی  232مقدار واژگونی 

 و توسط نجارلشگری خزر دریایخویشاوندی در مطالعه ماهیان آزاد 

بیشترین مقدار را برای ( Najar Lashgari et al., 2013) همکاران

 99/0آوردند. این مقدار در مطالعه ما  دست به 34/0رودخانه سردآبرود 

 آمد. دست به

ی استخراج شده  ها هبیشترین نسبت نوکلئوتید مشاهده شده از نمون

کمترین در نمونه شماره سه و  13/30 بوط به باز سیتوزین به میزانمر

بود. این 1 در نمونه شماره 58/15ز مربوط به باز گوانین به میزان با

 ,.Najar Lashgari et al) و همکاران نجارلشگری میزان در مطالعه

روی تنوع ژنتیکی ماهی آزاد خزر برای بیشترین درصد مربوط ( 2013

های نرخ  نسبت .به باز آدنین و کمترین درصد باز گوانین بود

)پیریمیدین( بود.  = 179/7k2)پورین( و  = 445/4k1گرایی انتقال/وا

است. الگو و نرخ جایگزینی تحت   (R)57/3تخمین جهت انتقال/تغییر 

و بیشترین جایگزینی  (Kimura, 1980کیمورا )پارامتری  2مدل 

با  (D Tajima's) مقدار آماره آزمون تاجیما بود. G به Aمربوط به باز 

آمده است این درحالی است که  دست به 80/0فی توجه به مطالعه ما من

 Najar Lashgari et) و همکاران نجارلشگریکمترین مقدار در مطالعه 

al., 2013خزر در رودخانه سردآبرود مقدار منفی  ( برای ماهی آزاد

شناسایی  منظور به( D Tajima's)تاجیما  آزمونبوده است.  50/0

نثی و شناسایی اثرات انتخاب هرگونه انحراف ازفرضیه صفر تکامل خ

 Dداده شد که مقدار  ن محاسبه شد. در این مطالعه نشانطبیعی بر ژ

دلیل اندک بودن  آمده که ممکن است به دست بهدار  منفی و غیرمعنی

دهنده  منفی نشان Dاستفاده در مطالعه باشد. همچنین ی موردها هنمون

تظار است ، که ین نسبت به انچندشکلی بیش از حد با فرکانس پای

 Tajima, 1989; Kumar etدهنده افزایش اندازه جمعیت است ) نشان

al., 2018; Nei & Kumar, 2000.) و تعداد  جفتی های تفاوت میانگین

وند که انتظار ش میبندی  ای مقیاس های تفکیک، هر کدام به گونه محل

باشند.  طرفانه یکسان حال تحول بییتی با اندازه ثابت دررود در جمع می

این است که بین یک توالی ( D Tajima's)هدف از آزمایش تاجیما 

DNA طور تصادفی درحال تکامل است )بیطرف( و یکی که تحت  که به

یک فرآیند غیرتصادفی درحال تکامل است، تمایز قائل شود. در کل 

طور تصادفی از طریق رانش  جمعیت، فراوانی یک جهش خنثی به

های  ای توالی توجه به دندوگرام مقایسها. بژنتیکی در نوسان است

 ,.Clustal W (Sneath et alاساس روش ی مورد بررسی برها هنمون

1973; Felsenstein, 1985; Kumar et al., 2018) گرفتن ، قرار

 2و همچنین نمونه شماره  کمان نیرنگ آلا قزلدر کلید  1نمونه شماره 

 ها گونهدهنده این است که  ان، نش خزر دریایدر کلید ماهی آزاد  3و 

ی با روش استفاده شده در مطالعه جداشده و حضورشون در درست به

 است. شده تیتثبمحیطی  DNAپیکره آبی توسط 

اولین  وان بیان کرد این مطالعه برایت میگیری کلی  عنوان نتیجه هب

 eDNAبار وجود یک گونه آبزی در حوضه جنوبی خزر را به روش 

از آب یک روش کارآمد و قابل  DNAار داد. استخراج بررسی قرمورد

واند وجود گونه، ت میاشد که ب میاعتماد و همسو با محیط زیست 

ی نادر و کمیاب را بدون حضور ظاهری خود گونه در ها هگون مخصوصاً

تهاجمی ای غیره محیط آبی مشخص کند. استفاده از چنین روش

یها هآبی و مطالعات روی گونواند در بهبود کیفیت مدیریت منابع ت می
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همچنین ردیابی و  داشته باشد. یسزای هثیر بموجود در پیکره آبی تأ

 ،مدیریت منابع ،ای ر گونهواند در ارزیابی ذخایت می ها هپراکنش این گون

سزایی داشته باشد  هثیر بتأ ها هسودآوری شیلاتی گون و برآورد نگری آینده

-E توجه به شاخصبااثر گذار باشد.  ی صیادیها هو در کاهش هزین

value احتمال دارد که صورت ساده این است که چقدر  تعریف آن به

ی جفت شده باشد و طور تصادف لی جفت شده با توالی الگوی ما بهتوا

ها وجود نداشته باشد. مقدار این شاخص داری بین آن هیچ رابطه معنی

ید اطمینان و صحت آمده است مؤ دست بهکه بسیار نزدیک به صفر 

نک ی ثبت شده در باها هها به گون جود گونه موردنظر ما و نزدیکی آنو

نشان داد که  5/0خص توزیع شکل گاما با مقدار جهانی بوده است. شا

ای بین  دهنده جدایی گونه بالاست و این نشان ها هنموننرخ جهش بین 

عنوان ضریب ناهمگونی پایین  تر از یک به است )ضرایب بزرگ ها هنمون

ی ها هبیشترین نسبت نوکلئوتید مشاهده شده از نمون .آیند( حساب می به

در نمونه شماره  13/30 ستخراج شده مربوط به باز سیتوزین به میزانا

 در نمونه شماره 58/15کمترین باز مربوط به باز گوانین به میزان و  3

)پورین( و  = 445/4k1های نرخ انتقال/واگرایی  نسبت .بود 1

179/7k2=  57/3)پیریمیدین( بود. تخمین جهت انتقال/تغییر(R) 

 ,Kimuraکیمورا )پارامتری  2ایگزینی تحت مدل است. الگو و نرخ ج

مقدار آماره  بود. G به Aو بیشترین جایگزینی مربوط به باز  (1980

آمده است.  دست به 80/0توجه به مطالعه ما منفی آزمون تاجیما با

تست تاجیما به منظور شناسایی هرگونه انحراف ازفرضیه صفر تکامل 

ن محاسبه شد. در این عی بر ژخنثی و شناسایی اثرات انتخاب طبی

آمده که  دست بهدار منفی و غیرمعنی Dداده شد که مقدار  مطالعه نشان

ی مورد استفاده در مطالعه ها هدلیل اندک بودن نمون ممکن است به

نمونه آب از مناطق مختلف حوضه جنوبی  15در این مطالعه  باشد.

وذرات نان‌از آب، DNAگرفته شد. برای جداسازی  خزر دریای

مغناطیسی با پوشش سیلیس اصلاح شده با آمین استفاده شد. در این 

 DNAهای آمینه برای جداسازی  العه برای اولین بار از روش مگنتمط

سه نمونه آب از خروجی  DNAمحیطی از یک نمونه آب استفاده شد. 

در رودخانه تجن  کمان نیرنگ آلا قزلآب مرکز تکثیر و پرورش ماهی 

ه آب از قفس ماهیان آزاد در نوشهر و نمونه آب از اطراف نمون ساری،

درستی استخراج شد و  هقفس پرورشی ماهی آزاد خزر در تنکابن ب

 آلا قزلدر کلید  1ی قرار گرفت. نتایج نشان داد نمونه شماره موردبررس

در کلید ماهی آزاد  3و  2و همچنین نمونه شماره  کمان نیرنگ

ی درست به ها گونهاین است که  دهنده نشانه ک قرار گرفتند، خزر دریای

در  حضورشانبا نانوذرات مغناطیسی سلیکاته آمینه جداشده اند و 

 .است شده تیتثبمحیطی  DNAپیکره آبی توسط 

عنوان یک  وان از آن بهت میآب  باتوجه به جواب دادن سه نمونه

ی ا روش تازه و جایگزین برای مطالعات شناسایی و اکولوژیکی گونه

های بعدی نیاز به بهسازی روش استفاده  استفاده کرد. هرچند در گام

ولی به  ،شود تر و قابل اتکا احساس می شده و رسیدن به یک روش قوی

عنوان قدم اول در مطالعه محیطی بدون استفاده از خود گونه و فقط با 

ای تازه رو به   این روش یک پنجره ،گذارد اثری که در محیط طبیعی می

امه و تکمیل آن در مطالعات آتی العات اکولوژیکی گشوده است و ادمط

 شود. پیشنهاد می
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و  Salmo caspius (Kessler, 1877)خزر  آزاد دریای شناسایی ماهی .1401

با استخراج  Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) کمان نیرنگآلای  قزل

DNA ( از آبeDNA). 9-18 :10(2)،شناسی کاربردی های ماهی نشریه پژوهش  . 
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Abstract 

Proof of species existence in different regions can be useful for studying the migration 

pattern of the species. The use of non-invasive methods such as eDNA can be very 

effective in tracking and dispersing and improving the management of water resources 

and species. In this study, 15 water samples were taken from different areas of the 

southern Caspian Sea basin. Amino-modified silica-coated magnetic nanoparticles 

were used to separate DNA from water. In this study, for the first time, the amino 

magnet method was used to separate environmental DNA from a water sample. DNA 

of three water samples were properly extracted ,from the water output of 

Oncorhynchus mykiss farm in Tajan river  in Sari, water samples from salmon cages in 

Nowshahr and water samples from around Caspian salmon farming cages in 

Tonekabon were properly examined. The results showed that sample No. 1 was located 

in the rainbow trout clad and samples No. 2 and 3 were located in the Caspian Sea 

salmon clad, indicating that the species were properly isolated with amino silicate 

magnetic nanoparticles and their presence in the aqueous body was confirmed by 

environmental DNA. 

 

Keywords: Magnetic nanoparticles, environmental DNA, Species proof, Southern 

Caspian Basin 
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