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 Ponticola iranicus یرانیا یگاوماه شناسییهآرا یگاهجا یبررس

Teleost, Gobiidae) )یدازاکس یتوکرومژن س 1واحد  یربراساس ز 
COI 

 2، هادی پورباقر2*ایگدری سهیل ،1مهرنسرین نیک
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 27/6/1397 تاریخ تصویب:      31/2/1397تاریخ دریافت: 

 چکیده
گونه تنوع بالایی دارد. تنوع  6با  Ponticolaجنس است که جنس  15گونه در  42های داخلی ایران خانواده گاوماهیان شامل در آب

های این جنس را دشوار ساخته است. اخیراً یک گونه جدید از این جنس به نام شناسایی گونه Ponticolaریختی بالای اعضای جنس 
های بیجار، گیسوم های زیرحوضه رودخانه سفیدرود یعنی رودخانههای ریختی از رودخانهبراساس ویژگی Po. iranicusگاوماهی ایرانی 

به اجرا  COIشناسی آن براساس ژن و تعیین جایگاه آرایه و توتکابن توصیف شده است. از این رو تحقیق حاضر جهت اعتبارسنجی این گونه
ها طی آن COIکلروفرم، ژن سیتوکروم -با روش فنول DNA های موردنظر پس از نمونه برداری و استخراجدرآمد. برای این منظور نمونه

از نظر مارکر ژنی مورد بررسی یک گونه معتبر  Po. iranicusشدند. نتایج نشان داد که  یابیتوالیی سازخالصتکثیر و پس از  PCRفرآیند 
 باشد.درصد می 3حدود  فاصله ژنتیکیبا  Po. syrman عنوان گونه خواهریبوده و به

 .یرانا یکی،تنوع ژنت یختی،تنوع ر شناسی،یهآرا واژگان کلیدی:
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 مقدمه  . 1
گاوماهیان دو گروه از ماهیان خانواده 

(Gobiidae به )مدیترانه -ترتیب در مناطق آتلانتیک
-( یافت میPontoCaspianو منطقه پونتوکاسپین )

ه ب شوند که از نظر تبارزایی دارای جد مشترک بوده و
دلیل جدایی جغرافیایی از یکدیگر مسیر تکاملی 

 ;Miller, 1986)اند مجزایی را سپری کرده

Smirnov, 1986) پونتوکاسپین شامل . منطقه
 های دریای سیاه، آزوف، خزر و آرال استحوضه

(Berg, 1949 ) و در بین این مناطق حوضه جنوبی
( 2018، 2014و همکاران ) Esmaeiliبراساس  خزر

گونه ماهی است که اعضای گاوماهیان با  119شامل 
درصد( بعد از کپورماهیان دارای  09/31گونه ) 37

. اعضای این خانواده معمولاً باشندبیشترین تنوع می
رو اطلاعات درباره تنوع ارزش تجاری کمی دارند، از این

 ;Miller, 2003, 2004)باشد ها اندک میزیستی آن

Bogutskaâ et al., 2013 .) 
 8گونه در  37در حوضه جنوبی خزر در مجموع 

ها شود که در بین آنجنس از گاوماهیان یافت می
گونه بیشترین تنوع را دارد.  6با   Ponticolaجنس 
شناسی وسیله چند صفت ریختبه Ponticolaجنس 

شامل: داشتن پوسته قدامی باله لگنی توسعه یافته، 
( با Dentaryهای جانبی تیز، استخوان دندانی )لوب

های بزرگ مخروطی در قسمت انتهایی و فک دندان
-ها متمایز میتر در بخش پشتی از دیگر جنسپهن

 Vasileva et al., 1993; Miller andوند )ش

Vasileva, 2003 .)های منتهی به گاوماهیان رودخانه
تالاب انزلی، استان گیلان و نواحی شمالی ایران قبلاً 

بیان شده بودند  Ponticola cyrius تحت عنوان
(Ahnelt and Holčík, 1996 ولی براساس ،)

Vasileva ( اعضای 2015و همکاران ) گاوماهیان این
ی شرق حوضه جنوبی دریای خزر جنس در ناحیه

ها گونه باشند و در نتیجه آندارای تنوع بالایی می
را براساس صفات  Po. iranicusگاوماهی ایرانی 

 ریختی توصیف کردند.
با توجه به وجود تنوع ریختی بالای اعضای جنس 

Ponticola های مختلف حوضه جنوبی در زیستگاه
-ها در رودخانهای آنخزر، شناسایی تنوع گونهدریای 

های مختلف علیرغم کلیدهای شناسایی ارایه شده 

(Eagderi et al., 2018به سختی امکان ) .پذیر است
واسطه رنگ خاکستری تیره باله گونه گاوماهی ایرانی به

پشتی، داشتن یک خط هاله مانند مورب و سیاه در باله 
شعاع منشعب در  11-12و  15-16پشتی و داشتن 

باله پشتی دوم و باله مخرجی از دیگر اعضای این جنس 
-جدا شده است، که چنین صفاتی در برخی جمعیت

از جمله  Ponticolaهای دیگر جنس های گونه
Po. gorlap و  Po. syrman شود، نیز مشاهده می

 رسد که اعتبار این گونه با استفاده ازنظر میبنابراین به
مولکولی و استخوانی باید مورد بررسی قرار  مارکرهای

 گیرد.
-های ریختهای کاربرد ویژگیعلت محدودیتبه

 ,Swain and Footeشناسی ماهیان )شناسی در آرایه

طور گسترده ی بهیایمیتوکندر COI(، توالی ژن 1999
 گیرد ومیمورد استفاده قرار  تبارشناسیدر مطالعات 

ی هاشخیص اعتبار گونهاین ژن توانایی بالایی در ت
(، بنابراین برای Ward et al., 2005)نزدیک را دارد 

-بندی گونهجلوگیری از هر گونه خطا در توصیف و رده

نوان عها لازم است از صفات مولکولی و استخوانی نیز به
های مکمل استفاده شود. از این رو با توجه به روش

 سنجی گونهمطالب فوق، تحقیق حاضر با هدف اعتبار 
و بررسی جایگاه  Po. iranicusگاوماهیان ایرانی 

ژن 1استفاده از نشانگر مولکولی زیر واحدبا  تبارزایی آن
 .به اجرا درآمد (COIسیتوکروم اکسیداز )

 

 ها. مواد و روش2
 بردارینمونه .2.1

های مورد مطالعه در این تحقیق از رودخانه نمونه
پاراتایپ گونه گاوماهی های سفیدرود )از محل نمونه

کل شدند )شصید  توسط دستگاه الکتروشوکرایرانی( 
 96 اتانولدر  یمولکول ینمونه جهت بررس 3تعداد (. 1

دو مرحله با فاصله  یط سپس و شدند تیدرصد تثب
انجام  هاآن اتانول ضیتعو اتیساعت عمل 12 یزمان
-جهت مطالعات ریخت نمونه 30علاوه تعداد به شد.

درصد تثبیت و  10در فرمالین فسفاته بافری شناسی
ساعت محلول فرمالین تعویض و به دنبال  48بعد از 

درصد منتقل  72هفته به الکل  2ها پس از آن نمونه
ی گاوماهی ایرانی نیز براساس هاشدند، شناسایی گونه

Vasileva  ( 2015و همکاران) .انجام شد 
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 DNAاستخراج  .2.2
-شده فنلینهبهروش  راساسب DNAاستخراج 

در این روش قطعاتی از باله  .کلروفروم صورت گرفت
به همراه  STEای سمت راست در بافر استاندارد ینهس

ساعت هضم و سپس  24مدت به Kپروتئیناز 
ی با استفاده از فنل و کلروفرم انجام شد. پس سازخالص

با الکل، در آب مقطر حل DNA از رسوب و شستشوی 
استخراج شده  DNA تیفیکمیت  و شد. تعیین ک

آن توسط دستگاه  تیو کم %1توسط ژل آگارز 
ژن  ریمنظور تکثنانودراپ مورد سنجش قرار گرفت. به

COI  برگشت و رفت مریجفت پرا کیاز (FishF1: 

5’TCAACCAACCACAAAGACATTGG 

CAC3’)  و(FishR1: 5’TAGACTTCTGGG 

TGGCCAAAGAATCA3’( )Ward et al., 

 استفاده شد. (2005
 

 PCRواکنش  .2.3
بر اساس دستورالعمل  PCRانجام واکنش  یبرا

( از Thermo Scientific) مرهایشرکت سازنده پرا
µL 50  محلولPCR  شاملµL 25  محلولTaq 

2X Mastermix red، مقدار µL 1 مر،یاز هر پرا 
 زهیونیآب مقطر  µL 18الگو و  DNAاز  µL 5 مقدار

 طیاستفاده شد. شرا µL 200 وپیکروتیشده درون م
چرخه ده  کیشامل  مرازیپل یارهیواکنش زنج ییدما
 30و  C94° یدر دما هیاول یسازواسرشته یاقهیدق

درجه  72و  5/58، 94 یبا دماها یاقهیدق کیچرخه 
 مریاتصال پرا ،یسازواسرشته یبرا بیترتبه گرادیسانت

 یدر دما یاقهیدق 5 یچرخه کی تیو در نها ریو تکث
°C72 منظورهب .شد انجام یینها بست منظوربه 
از  تریکرولیم 5مورد نظر  هیناح ریاز تکث نانیاطم

 یدرصد بارگذار کیژل آگاروز  یرو PCRمحصول 
 .ند)الکتروفورز( شد

 

 یابییتوال .2.4
یابی قطعه مورد نظر ابتدا محصول منظور توالیبه

PCR سازی بایونیر )توسط کیت خالصBioneer, 

Inc, Daejeon, Korea خالص شد و سپس جهت )
توالی یابی به شرکت ماکروژن کره جنوبی 

(Macrogen, Inc, Daejeon, Korea .ارسال شد )
قطعات تکثیر شده از دو جهت مستقیم و معکوس 

 یابی شدند.توالی
 

 هاداده یزآنال .2.5
 Bioedit V 7.1.3افزار با استفاده از نرمها یتوال

ملیات انطباق (. عHall, 1999) ویرایش شدند
 ClustalX افزار با استفاده از نرم COIژن  هاییتوال

مشابه  هاییمنظور یافتن توالنجام شد. بها (1.83)
-هب هاییتوال، یشناسبرای استفاده در بررسی شجره

در بانک  Blastدست آمده با استفاده از جستجوی 
و این موجود مقایسه  هاییسایر توال باNCBI   ژن

(. مدل تکاملی با 1های استخراج شدند )جدول توالی
 انتخاب گردید jModeltestافزار استفاده از نرم

(Darriba et al., 2012 برای .)ی شناسبررسی شجره
 افزارنرم از Bayesian inferenceبه روش 

MrBayes v3.1.2  میلیون نسل  5/1و تکرار
(Ronquist et al., 2012 و برای )Maximum 

likelihood  افزارنرماز RaxML V 7.2.5  1000و 
(. برای Stamatakis, 2014تکرار استفاده گردید )

افزار نرم در K2P تعیین فاصله نوکلئوتیدی از روش
MEGA6 استفاده ( شدKumar et al., 2008). 

های این فاصله بین گاوماهی ایرانی و گونه
Po. cyrius،Po. gorlap  و Po. syrman  تعیین

ی ایجاد شده هادارنگارههمچنین برای نمایش گردید. 

 .یدروداز رودخانه سف Ponticola iranicus یرانی،ا یگونه گاوماه یجانب ینما – 1شکل 
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 استفاده شد FigTree v1.4.2 افزارنرمنیز از 
(Rambaut, 2015 تعیین برون گروه براساس .)

 Neilson and) مطالعات پیشین صورت گرفت

Stepien, 2009.)  
 

 . نتایج  3
ژن سیتوکروم  1در این مطالعه توالی زیر واحد 

نمونه مورد مطالعه متعلق به   3( برای COIاکسیداز )
دست آمد. جفت باز به 637به طول  Ponticolaجنس 

 HKY+G مدل jModeltest افزاربراساس نتایج، نرم
ده از استفا. هر دو دارنگاره ترسیم شده با نمود پیشنهاد

 Bayesianو  Maximum likelihood یهاروش

inference به همین دلیل  مشابهی بودند دارای شکل
استفاده گردید و اعداد  Bayesianتنها از دارنگاره 

ها درج بوت استرپ حاصله از هر دو آزمون بر روی گره
(. بر اساس دارنگاره ترسیم شده اعضای 2گردید )شکل 

دریافت شده از بانک ژن به همراه  Ponticolaجنس 
 11های گاوماهی ایرانی، اعضای این جنس به توالی

 .نژ بانک در هاآن ینام تاکسون و  شماره دسترس -1جدول 

No  Accession no 

 
Species No Accession no 

 
Species 

1  Po. cephalargoides  FJ526773 23 Po. gorlap  FJ526764 

2  Po. cephalargoides  FJ526758 24 Po. kessleri  FJ526768 

3  Po. cephalargoides  FJ526794 25 Po. kessleri  FJ526769 

4  Po. ciryus  FJ526788 26 Po. kessleri  FJ526770 

5  Po. ciryus FJ526789 27 Po. platyrostris  FJ526771 

6  Po. constructor  FJ526790 28 Po. platyrostris  FJ526772 

7  Po. constructor  FJ526791 29 Po. ratan  FJ526792 

8  Po. eurycephalus  FJ526759 30 Po. ratan FJ526793 

9  Po. eurycephalus  FJ526760 31 Po. rhodioni  FJ526786 

10  Po. eurycephalus  FJ526761 32 Po. rhodioni  FJ526787 

11  Po. gorlap  FJ526762 33 Po. syrman  FJ526774 

12  Po. gorlap  FJ526763 34 Po. syrman  FJ526775 

 

 

 یآنها نوشته شده است، اعداد بالا یبانک ژن در جلو هاینمونه ی. شماره دسترس MLو BIشده به روش  یمدارنگاره ترس – 2شکل 

 ..یدنسل محاسبه گرد یلیونم BI 10  یتکرار و برا1000حدود  ML یبدست آمده است. برا Bootstrapگره ها عدد 
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شاخه اصلی تقسیم شد که با اعداد بوت استرپ بالا 
قابل تائید بودند. براساس نتایج گاوماهی ایرانی در یک 

 Po. syrman و به عنوان گونه خواهری مجزا شاخه
  قرار گرفت.

 یفاصله ژنتیک میانگینعلاوه براساس نتایج به
K2P های مورد مطالعه نشان داد که ای آرایهگونهبین

درصد بین  10بیشترین میزان فاصله ژنتیکی به میزان 
و کمترین   Po. cyriusو Po. iranicusهای گونه

های درصد بین گونه 3میزان فاصله ژنتیکی به میزان 
Po. iranicus و Po. syrman دست آمد )جدول به

2 .) 
 

 گیری. بحث و نتیجه4
های اندازشی و های ریختی نظیر صفتویژگی
-بندی گونهطور معمول در شناسایی و ردهشمارشی به

گیرد. اعضای خانواده های ماهیان مورد استفاده قرار می
 ستندهیکدیگر  شبیهماهیان به لحاظ ریختی بسیار گاو

های این و این امر باعث گردیده  که  شناسایی گونه
خانواده با دشواری صورت پذیرد. از طرفی دیگر 

عنوان کلید شناسایی شناسی که بههای ریختویژگی
شود برای تفکیک اعضای این خانواده استفاده می

، به دلیل همپوشانی بالا (1397)ایگدری و همکاران، 
 .باشدیمها شناسایی گونه فاقد توان تفکیکی لازم برای

این عوامل باعث شده تا همواره شناسایی و رده بندی 
-بهاعضای خانواده گاوماهیان با مشکل مواجه باشد. 

های یژگیوها در استفاده از یتمحدوددلیل 
ویژه در ، بهگاوماهیان شناسییهآراشناسی در یختر

ای هیژگیوای، امروزه صرفاً از گونهسطح درون و بین
گردد زیرا با تغییرات محیط، ینمریختی استفاده 

کند یمفنوتیپ ماهیان تنوع ریختی بسیار زیادی پیدا 
 هانآکه این تغییرات شامل تغییر در رفتار و فیزیولوژی 

(. بنابراین Swain and Foote, 1999گردد )یمنیز 
ی هاروشامروزه برای جلوگیری از این نقیصه از 

عنوان روشی مکمل در جهت پوشاندن بهمولکولی نیز 

 شود.یماین خطاها استفاده 
Vasileva ( 2015و همکاران) بیان داشتند که 

شرق  در ناحیه   Ponticolaاعضای گاوماهیان جنس 
بالایی  ایگونه حوضه جنوبی دریای خزر دارای تنوع

حوضه غرب از این جنس باشند و گونه جدیدی از می
 .Poخزر با نام گاوماهی ایرانی  دریای جنوبی

iranicus ریختی توصیف نمودند. های براساس ویژگی
 ایبراساس نتایج تحقیق حاضر اعتبار گونه

Po. iranicus  به لحاظ مارکر مولکولی یعنیCOI 
زیرا در درخت تبارشناسی ترسیم  .باشدید مییقابل تا

 Bootstrapای مجزا با اعداد شده این گونه در خوشه
این  یبا نزدیک ترین گونه  بالا قرار گرفته و همچنین

فاصله  درصد 3تقریباً  Po. syrmanجنس یعنی 
( و 2005و همکاران ) Wardبراساس . ژنتیکی دارد

Hubert ( تنوع ژنی درون 2008و همکاران ،)ی اگونه
درصد  27/0درصد برای ماهیان دریایی و  39/0حدود 

شده است که فاصله  برای ماهیان آب شیرین گزارش
بیشتر از این مقدار  هدر این مطالع گونه مورد بررسی

 پیشنهاد شده است.
های منطقهء از جمله گونه Po. syrmanگونه 

ن شور و شیریهای لبباشد که در آبپونتوکاسپین می
و  (Freyhof and Kottelat, 2008) شودیافت می

عنوان یک گروه خواهری گونه به Po. iranicusگونه 
Po. syrman  در حوضه جنوبی دریای خزر سیر

نظر تکاملی مجزایی را سپری کرده است، بنابراین به
رسد که در حوضه دریای خزر این گونه باید می

در نظر گرفته شود. برای درک  Po. syrmanجایگزین 
بیشتر این موضوع یک مطالعه جامع مولکولی بین 

گزارش شده در  Po. syrmanهای مختلف جمعیت
 ذیرد.صورت بپبایست میحوضه جنوبی دریای خزر 

 

 . قدردانی5
مصوب به شماره  یقاتیدر قالب طرح تحق یقتحق ینا

از پژوهشگران و  یتصندوق حما یت، با حما97014470
.فناوران کشور انجام شد

 .COIژن  یتوال یزمورد مطالعه بر اساس درصد تما یهاگونه یندر ب K2P  یکیفاصله ژنت یانگینم -2جدول 

 3 2 1 گونه ردیف
1 Po. syrman    

2 Po. iranicus 3   

3 Po. ciryus 7/9 5/10  

4 Po. gorlap 1/8 5/9 7 
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