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 چکیده

 از گروه دارد. این سراسر جهان در گونه 211 از است که بیش Gammaridea خانواده آبزی پوستانسخت از جنس ترینبزرگ گاماروس

 ویژه بربه ،بر جوامعتواند میها جمعیتی آن بنابراین تغییراتهستند.  جاری هایآب در غذایی زنجیره مهم بسیار اجزای پوستانسخت

 شرایط به بودن حساس و زیاد کوچک، فراوانی نسبتاً اندازه دلیلبه .برهم زندگذاشته و تعادل اکوسیستم را اثر سلامت ذخایر ماهیان 

هستند. این پژوهش، به بررسی تنوع ژنتیکی جنس گاماروس بین  مناسب های آبیارزیابی محیط برای شاخص هایگونه عنوانبه محیطی،

برداری جهت شناسایی ریختی اولیه از کلیدهای شناسایی موجود در پارک ملی گلستان پرداخته است. پس از نمونههای مختلف جمعیت

( MLنمایی )استفاده شد. روابط تبارشناختی با روش حداکثر درست COIرایج و جهت انجام مطالعات مولکولی از توالی ژن میتوکندریایی 

و تنوع  (Hd)(، تنوع هاپلوتایپ hهای تنوع ژنتیکی )تعداد هاپلوتایپ )ها و برخی شاخصیتفاصله ژنتیکی موجود در جمعتعیین شد. 

استرپ کلاد مجزا قرار گرفتند و با بوت 2های مورد مطالعه در نمونههای تبارشناسی محاسبه شد. بر اساس نتایج درخت(( Piنوکلئوتیدی )

( 42/72ها )نتایج تجزیه و تحلیل واریانس مولکولی نشان داد که تنوع بین جمعیتهای اخذ شده از ژن بانک جدا شدند. ( از نمونه22/1بالا )

ها و محدودیت جریان ژن را ز بین جمعیتاوت ژنتیکی بار( تف88/1) Fst( است و مقدار شاخص 11/27ها )بیش از تنوع درون جمعیت

( و چشمه گلستان 11/1دوشان )ترتیب مربوط به رودخانه خانترین آن بهترین و کمبود که بیش 24/1تنوع هاپلوتایپی برابر با دهد. نشان می

رای یک فرد بودند که این امر بیانگر تنوع بالای هاپلوتایپ فقط دا 17های شناسایی شده چنین در بین هاپلوتایپباشد. هم/.( می41)

غالب با  یامجموعه گونه یکعنوان ، بهG .komareki. باشدهای بومی میهای گاماروس در پارک ملی گلستان و وجود جمعیتجمعیت

 طور دقیق شناسایی نشده است. های پنهان فراوان در منطقه شناخته شد که هنوز بهگونه
 

 گلستان، گاماروس. ی،ژن یانجر یکی،تنوع ژنت کلیدی: واژگان

 

 مقدمه

های ( یکی از راستهAmphipodaدوجورپایان )

دلیل فراوانی و تنوع زیاد، پوستان هستند که بهسخت

هند دهای آبی را تشکیل میبخش مهمی از اکوسیستم

گونه از  4311حدود  کنونتا و( 1321جلودار، )تقوی

شده است. از شناسایی  ها در نواحی مختلف جهانآن

گونه در دریای خزر پراکنش دارند که  74این راسته 

گونه دارای نژاد قطب شمالی و  4گونه بومی خزر،  82

یک گونه مربوط به دریای مدیترانه است )شعبانی، 

یکی  Gammarideaپوستان خانواده (. سخت1328

)با صدها گونه( های این راسته ترین خانوادهاز شاخص

جز )به Holarcticه تقریباً در تمام منطقه است ک

جنوب غربی آمریکای شمالی( عمدتاً در بستر 

های ساحلی، ها، تالابها، دریاچهها، رودخانهچشمه

مناطق ساحلی دریایی و حتی آبگیرهای زیرزمینی 

 Gammarusپراکنش دارند. جنس گاماروس )
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Fabricius, 1775) از جنس ترینبزرگ 

 زا گاماریده است که بیش خانواده زیآب پوستانسخت

 به متعلق هایدارد. گونه سراسر جهان در گونه 211

 آب و دریایی، لب شور هاییزیستگاه در جنس این

 رد موجود هایگونه تعداد که کنندمی زندگی شیرین

 Väinölä) است دریازی هایگونه از بیش شیرین آب

et al., 2008.) اجزای پوستانسخت از گروه این 

 هستند جاری هایآب در غذایی زنجیره مهم بسیار

(Hou et al., 2007 )آبزیان تغذیه در مهمی اثرات و 

 هانداز دلیلبه .دارند نمو و رشد اولیه مراحل در ویژهبه

 و زیاد فراوانی ،(مترمیلی 11 الی 1) کوچک نسبتاً 

 هایگونه عنوانبه محیطی، شرایط به بودن حساس

 های آبیمحیط بر نظارت و ارزیابی برای شاخص

. (Phoenix Baird et al., 2012)هستند  مناسب

 وجود عدم و هاآن در مستقیم تکوین وجود روند

 گروه این اصلی هایویژگی از مستقل، لاروی مرحله

 هانآ پراکندگی که رسدمی نظربه بنابراین. باشدمی

 روند این که است بالغ هایفرم تحرک به محدود

 هایجدایی تأثیر افزایش با تولید مثلی و زندگی

رسی بر .شودمی ایگونه تنوع افزایش باعث جغرافیایی

بندی دقیق این میزان تنوع همراه با شناخت و طبقه

 فیدم هانی آکنون یععلل توز یاندر ب تواندیمها گونه

هایی که به مدت طولانی جمعیتبه شناسایی  و باشد

فردی  به های منحصرممکن است ژن واند جدا شده

 . کمک کندد؛ داشته باشن

تنوع دوجورپایان در نقاط حساس تنوع زیستی 

آناتولی و قفقاز مورد توجه قرار نگرفته و این -ایران

ها در معرض خطر انقراض قرار دارند زیرا اکثراً گونه

. (Katouzian et al., 2016)اند ناشناخته باقی مانده

 های آبی ایران عمدتاً رپایان در زیستگاهشناسایی دوجو

شناختی از جمله بررسی های ریختمبتنی بر شباهت

 Zamanpoore)تاکسونومیک گاماروس آب شیرین 

et al., 2011 ،)های جنس گاماروس شناسایی گونه

و ( 4831نژاد و همکاران، )ابراهیمرود در رودخانه زاینده

های دریای خزر با استفاده از بررسی صفات گاماروس

اجزای ضمائم دهانی آن )آزادکارلنگرودی و 

کمی  اطلاعاتباشد. این روش ( می1322پور، شعبانی

ن کند. بنابرایهای کوچک فراهم میبرای این ارگانیسم

هایی معمولًا فقط در سطوح چنین ارگانیسم

واده و یا جنس بندی بالاتر یعنی راسته، خانطبقه

است  در این صورت ممکن شوند وشناسایی می

 خاص شناختیبوم الزامات مربوط به ارزشمند اطلاعات

 ها موردزای آناسترس عوامل میزان تحمل هر گونه و

 ;Macher et al., 2016نگیرد ) قرار توجه

Beermann et al., 2018) علاوه  خود نوبهبه این امر

 مدیریت سوء و آب کیفیت نادرست از هایبر ارزیابی

تواند منجر به از می شیرین آب هایاکوسیستم

ها و افزایش خطر انقراض دهی تنوع ژنتیکی گونهدست

ها گردد. با پیشرفت سریع تکنولوژی، بسیاری جمعیت

های های مولکولی برای ارائه بینشاز روش از محققان

عیت ها و ساختار جمجدید و درک بهتر از گونه

کنند تا به سوالاتی پاسخ دوجورپایان استفاده می

شناسی قادر دهند که ممکن است تنها از طریق ریخت

 ;Hou et al., 2007ها نباشند )به پاسخگویی به آن

Meland and Willassen, 2004). 

میتوکندری،  DNAتوالی  متفاوت هاییژگیو

 یببودن ترت بودن اندازه، یکسان مانند کوچک

آن را به  یعموم یآغازگرها و فراوانی هاژن یریقرارگ

 و تعیین هایتپرکاربرد در مطالعه جمع یک نشانگر

 ,.Hadrys et al) کرده است یلتبدها هویت گونه

1992; Valentini et al., 2009زیر واحد (. ژن 

 هایژن میان در (COI) سیتوکروم اکسیداز

یل بهدل همینمیتوکندریایی تکامل کندتری دارد و به

ناسب م فیلوژنتیک و تاکسونومیک نشانگر عنوان یک

(. Hou et al., 2007) رودکار میه بسطح گون در

پوستان آبزی جنس گاماروس بخش مهمی از سخت

دهد که پارک های شیرین در ایران را تشکیل میآب

 ملی گلستان با دارا بودن منابع آبی فراوان زیستگاه

جانوری آبزی فراهم  جوامعمتنوعی برای این  بسیار

کند. بررسی میزان تنوع و شناخت دقیق اعضای می

این جنس علاوه بر ارائه اطلاعات ارزشمند برای 

ها های آبی از انقراض این گونهمدیریت زیستگاه
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کند. بنابراین در مطالعه حاضر با رویکرد جلوگیری می

مولکولی به بررسی میزان تنوع ژنتیکی درون و بین 

منظور شناسایی ها در پارک ملی گلستان بهجمعیت

 ردازد.پهای پنهان میگونه

 

 هامواد و روش

عنوان گلستان به ملی پارک :مطالعه مورد منطقه

هکتار( بین سه  21821با اولین پارک ملی ایران )

استان گلستان، خراسان شمالی و سمنان قرار دارد که 

دلیل موقعیت جغرافیایی خاص خود از تنوع اقلیمی، به

آبی  توپوگرافی و زیستی بالایی برخودار است. منابع

 رودخانه بر علاوه غنی هستند و بسیار در این پارک

 های فراوانی دارد کهچشمه متعدد نهرهای و دائمی

 پارک رودخانه ترینمهم اند.پراکنده آن سطح تمام در

 جریانی است که مادرسو یا دوغ رودخانه گلستان ملی

گلستان نیز  جنگل آبشار و سوآق دارد. آبشار دائمی

 از ثانیه بر لیتر 31 دهیآب و متر 71 ارتفاع با

)دهداردرگاهی و باشند می پارک این مهم آبشارهای

 (.1381مخدوم، 

از برخی منابع آبی  اولیه پس از بازدید :برداری نمونه

از  برداری، نمونه1328پارک ملی گلستان در تابستان 

دوشان، سو، خانهای دوغ، آقمنطقه )رودخانه 8

 آبشار گلستان( کههای گلشن و گلستان، چشمه

بود به روش طرح  قطعی آن در گونه حضور احتمال

 فواصل ها درتصادفی انجام شد. نمونههای کامل بلوک

جغرافیایی قابل توجه از هم )در سه ایستگاه بالا دست، 

لای دست هر رودخانه( از لابهدست و پایینمیان

گیاهان کناره آب یا سطح بستر با استفاده از تور 

آوری متر جمعمیلی 1*1برداری به اندازه چشمه نمونه

 هاییتیوب در جداگانه صورتبه هانمونه از یک شد. هر

دهنده مناطق و با کد مشخص مکانی )حروف نشان

قرار  درصد 21 اتانول حاوی و اعداد بیانگر تکرارها(

نمونه از نقاط مختلف پارک  32شد. تعداد  داده

  (.1ی شد )شکل آورجمع

جهت انجام مطالعات  شناسی:ریخت مطالعات

شناسی در ابتدا با استفاده ازکلیدهای شناسایی ریخت

 Karaman and Pinkster 1977a,b; Stockرایج )

et al., 1998; Zamanpoore et al., 2011)  و

های دوجورپایان، چنین توصیفات اصلی گونههم

های گاماروس آب شیرین از لحاظ ریختی مورد جنس

شناسایی اولیه قرارگرفتند. سپس برای شناسایی 

های مختلف از صفات تابع تشخیصی مختلفی گونه

و  2طور کلی، شکل سر، شاخک استفاده شد. به

های آب شیرین صفحات اپیمرال در شناسایی گونه

 غ،دو رودخانه: قرمز دوشان،خان رودخانه: زرد گلستان، چشمه: ید)سف گلستان ملی پارک در شده بردارینمونهنقاط  یاییجغراف یتموقع -1شکل 

 .(سوآق رودخانه: سیاه گلستان،:آبشار صورتی گلشن، چشمه: آبی
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توانند صفات بارز مناسبی باشند جنس گاماروس می

(Katouzian et al., 2016.) 

برای انجام مطالعات مولکولی، در  مولکولی: مطالعات

ها مورد نمونه DNAهای استخراج نمکی ابتدا از روش

(. Bruford  et al., 1998استخراج قرار گرفت )

از الکتروفورز افقی با ژل آگارز یک درصد و  سپس

جهت بررسی  2111نسخه   Nanodropدستگاه

استفاده شد.  دست آمدهبه DNAکیفیت و کمیت 

 COIای پلیمراز برای نشانگر ژنتیکی واکنش زنجیره

 Astrinبا استفاده از یک آغازگر اختصاصی انجام شد )

et al., 2008.) 

چرخه با واسرشت  42ای پلیمراز در واکنش زنجیره

 24دقیقه، واسرشت  1گراد در درجه سانتی 24اولیه 

 11آغازگرها در ثانیه، اتصال  31گراد در درجه سانتی

ثانیه، گسترش زنجیره  11گراد به مدت درجه سانتی

ثانیه و در نهایت  11گراد به مدت درجه سانتی 72در 

گراد و درجه سانتی 72گسترش نهایی زنجیره در 

 یهناح یرتکث تأیید منظوربه دقیقه اجرا شد. 7مدت 

 افقی الکتروفورز ،PCRی هاواکنش ینظر ط مورد

آگارز یک درصد گذاشته  ژل روی PCRمحصولات 

میکرولیتر از محصولات حاصل از  21شد. مقدار 

میکرولیتر از  111همراه ای پلیمراز بهواکنش زنجیره

 11هریک از آغازگرهای رفت و برگشت با غلظت 

یابی به شرکت ژن فناوران پیکومول برای انجام توالی

زار یابی شد. از ابتوالی ABI 3130ارسال و با دستگاه

BLAST  در پایگاهNCBI  برای تعیین همولوژی

ا ها بها استفاده شد. اصلاح نوکلئوتید توالیتوالی

 ,Dogan) انجام شد 8/2نسخه Seqscape افزار نرم

ها از یابی توالیمنظور ردیف. به(2014

افزار مگا نسخه ده استفاده در نرم Clustal Wالگوریتم

. انتخاب بهترین مدل (Kumar et al., 2016)شد 

های مورد استفاده در منطبق با هریک از مجموعه داده

و با  BICو  AICcاین مطالعه بر اساس معیارهای 

 3/1/2نسخه  jModeltestافزارهای استفاده از نرم

(Darriba et al., 2012)  وMrmodeltest  نسخه

2/4 (Nylander, 2004به )دست آمد. از توالی گونه 

(Gammarus aequicauda با شماره دسترسی )

(KT778399.1به ) .عنوان برون گروه استفاده شد

توالی سیتوکروم  12برای مقایسه تبارشناسی، تعداد 

های مختلف جنس گاماروس در دامنه اکسیداز گونه

شمالی البرز مربوط به مطالعه کاتوزیان و همکاران 

(، از ژن بانک استخراج شد. مشخصات این 1324)

 2 لها در جدوها به همراه موقعیت مکانی آنوالیت

ارائه شده است. جهت تعیین روابط تبارشناختی از 

 2111( با MLنمایی )روش حداکثر درست

استفاده  1/1/11افزار مگا نسخه استرپ در نرمبوت

ها بر اساس مدل گردید و درخت فیلوژنی نمونه

رسم شد.   Gعلاوهبه (HKY)یانو -کیشینو-هاسگاوا

های تنوع ژنتیکی )تعداد هاپلوتایپ ها برخی شاخص

(h) تنوع هاپلوتایپی ،(Hd)  و تنوع نوکلئوتیدی(Pi) )

 DNAspافزار نیز برای هر قطعه ژن با استفاده از نرم

 Librado and)محاسبه شد.  11/11/1نسخه 

Rozas, 2009). ژنتیکی فواصل (p-uncorrected )

نسخه   MEGAبا نرم افزار هاجمعیت بین و درون

 واریانس تحلیل و شد. تجزیه محاسبه 1/1/11

 افزاراز نرم استفاده ( باAMOVAمولکولی )

Arlequin 2/1/1/3 نسخه (Excoffier and 

Lischer, 2010) سلسله توزیع برآورد منظوربه 

 و میتوکندریایی درون (COI)تنوع ژنتیکی  مراتبی

شد. جهت  انجام جایگشت 11111 با هاجمعیت بین

ن های مختلف در ایبررسی تمایز ژنتیکی بین جمعیت

( استفاده شد. STFمطالعه از شاخص تثبیت )

 ملی پارک Gammarusجنس  یکیتنوع ژنت یزانم یجهت بررس COIاز ژن  هاییبخش یرتکث یاستفاده شده برا هایآغازگر یمشخصات و توال -1جدول 

 .گلستان
 (bp)قطعه طول آغازگر توالی آغازگر نام ژنی جایگاه

COI 
LCO1490-jj 5-CHACWAAYCATAAAGATATYGG-3 853 
HCO2198-jj 5-AWACTTCVGGRTGVCCAAARAATCA-3 853 
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نسخه   Arlequinافزاردر نرم PairwiseFSTمقادیر

 رآوردب هاپلوتیپ هایفرکانس گرفتن نظر در با 1/1/3

نسخه   Networkافزارچنین با استفاده از نرمشد. هم

های و با روش اتصال میانه شبکه هاپلوتایپی نمونه 8/4

منظور شناسایی هر گونه مورد مطالعه ترسیم شد. به

انحراف از فرضیه صفر تکامل خنثی و شناسایی اثرات 

های مختلف، ها در جمعیتانتخاب طبیعی بر این ژن

 تاجیما مورد استفاده قرار گرفت.تست 

 

  نتایج

 هانمونهشناختی اولیه، مشخص شد که پس از ریخت

  .Schäferna, 1922 Gمتعلق به گونه 
komarekiهای متراکم بر وجود تارچه باشند.می

، عدم وجود تارچه بر پالپ آرواره بالا و شکل 2شاخک 

های این گونه ترین ویژگیصفحات اپیمرال از مهم

(. بر Katouzian et al., 2016تشخیص داده شد )

 های مولکولی فراوانیاساس نتایج تجزیه و تحلیل داده

  A( ،21/23 )T( ،12/12)C(13/34ترتیب )بازها به

ها تعیین شد. الگوهای جانشینی و نرخ G( 37/22و )

 (HKY)یانو -کیشینو-بر اساس مدل هاسگاوا

ترین مقدار آماره برآورد شد. این مدل، کم  Gعلاوهبه

CAIC  وBIC ها داشت بنابراین را در بین سایر مدل

 Gعنوان بهترین مدل شناسایی شد که مقدار آماره به

محاسبه گردید. درخت تبارزایی  2121/1آن برابر با 

ها نیز بر اساس این مدل رسم شد. نتایج نشان نمونه

لعه در دو کلاد غربی و های مورد مطاداد که نمونه

ای هگیرند. نمونهمرکزی پارک ملی گلستان قرار می

های های گلشن، گلستان و رودخانهمربوط به چشمه

های آبشار دوغ و خاندوشان در کلاد غربی و نمونه

سو در کلاد مرکزی پارک ملی گلستان و رودخانه آق

های این (. مقایسه نمونه1گلستان قرار گرفتند )شکل 

های اخذ شده از ژن بانک طالعه با سایر توالیم

های آبشار گلستان در یک ( نشان داد که نمونه8)شکل

گیرند اما نمونه اخذ شده از کلاد و یک گروه قرار می

 .از ژن بانک Gammarusهای استخراج شده جنس فهرست توالی -2جدول 

 شماره دسترسی موقعیت نام علمی ردیف

1 Gammarus aequicauda تالاب گمیشان KT778399.1 

2 Gammarus cf. komareki بالادست رود دگرمانلی KT778356.1 

3 Gammarus cf. komareki چشمه کرکولی KT778413.1 

4 Gammarus cf. komareki چشمه ذغالی KT778379.1 

1 Gammarus cf. komareki برماقچشمه یکی KT778503.1 

8 Gammarus cf. komareki منبع آب لهندر KT778427.1 

7 Gammarus cf. komareki چشمه چنار KT778455.1 

8 Gammarus cf. komareki آبشار گلستان KT778331.1 

2 Gammarus cf. komareki رود جانلر KT778405.1 

11 Gammarus cf. komareki قباقچشمه و غار چاتال KT778459.1 

11 Gammarus cf. komareki قنات میرزابایلو KT778461.1 

12 Gammarus cf. komareki ایلانچشمه کریم KT778416.1 

13 Gammarus cf. komareki آبشار لوه KT778424.1 

14 Gammarus cf. komareki سورود آق KT778342.1 

11 Gammarus cf. komareki النگ سفلی KT778408.1 

18 Gammarus cf. komareki آبشار شیرآباد KT778350.1 

17 Gammarus cf. lacustris چهارباغ KT778376.1 

18 Gammarus cf. komareki هریجان KT778403.1 

12 Gammarus cf. komareki کلاردشت KT778420.1 

21 Gammarus cf. komareki دیوشل KT778391.1 
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های این سو با نمونهژن بانک متعلق به رودخانه آق

رودخانه در مطالعه حاضر در یک کلاد قرار نگرفته و 

 4( از هم جدا شدند. نمونه %82استرپ بالا )با بوت

نیز که در یک شاخه  (4KH) دوشانخانرودخانه 

های این رودخانه قرار منفرد و جدا از سایر جمعیت

گرفته بود با نمونه اخذ شده از ژن بانک مربوط به 

تری دارد هرچند که با آبشار لوه شباهت بیش

نظر بهاند و ( از هم جدا شده%28استرپ بالا )بوت

طور جداگانه درحال تکامل به یترسد که هر جمعیم

های نیز یافته 2. تحلیل شبکه هاپلوتایپی شکل است

 .COIاساس ژن  بر Gammarus یهانمونه ژنتیکی تحلیل و تجزیه نتایج و بردارینمونه هایمحل به مربوط اطلاعات -3جدول 

 (HDتنوع هاپلوتایپی) (Piتنوع نوکلئوتیدی) تعداد هاپلوتایپ تعداد نمونه نام اختصاری نام  ایستگاه

 DOQ 8 1 11714/1 23333/1 رودخانه دوغ

 AQS 8 1 11322/1 23333/1 سورودخانه آق

 KH 1 1 11711/1 11/1 دوشانرودخانه خان

 GOL 1 4 11442/1 21111/1 چشمه گلشن

 G.S 1 2 11148/1 41111/1 چشمه گلستان

 G.W 1 2 1181/1 41111/1 آبشار گلستان

 23212/1 18171/1 23 32 مجموع          

 

 .Gammarusمورد مطالعه از جنس  هاینمونهشده بر اساس  ییشناسا هایهاپلوتایپ -4جدول  

 دوغ رودخانه سوآق رودخانه گلستان آبشار گلشن چشمه گلستان چشمه دوشانخان هاهاپلوتایپ

Hap_1 2Kh      

Hap_2 3Kh      

Hap_3 1Kh      

Hap_4 4Kh      

Hap_5 5Kh      

Hap_6    1GW3  GW 

5GW4  GW 

  

Hap_7    2GW   

Hap_8    3GS 4GS 5GS

2GS 
 2GOL

1GOL 
  4DOQ 

Hap_9  1GS     

Hap_10   5GOL    

Hap_11   4GOL    

Hap_12   3GOL    

Hap_13      3DOQ 

Hap_14 
      6DOQ

5DOQ 
Hap_15      2DOQ 

Hap_16      1DOQ 

Hap_17 
     6AQS

4AQS 
 

Hap_18     5AQS  

Hap_19     3AQS  

Hap_20     2AQS  

Hap_21     1AQS  

در  هاهاپلوتایپ مجموع

 هر منطقه

1 2 4 2 1 1 
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کند. تعداد تأیید میحاصل از درخت تبارشناسی را 

نمونه مورد بررسی در  32هاپلوتایپ متفاوت از  21

میزان تنوع  4این پژوهش شناسایی شد. جدول 

ده را یابی شهای توالیژنتیکی محاسبه شده بین نمونه

دهد که بر اساس این نتایج مقدار تنوع نشان می

ترین آن مربوط است که بیش 24/1هاپلوتایپی برابر با 

های دوغ، ( رودخانه11/1دوشان )خانه خانبه رود

باشد. ( می21/1( و چشمه گلشن )23/1سو )آق

/.( را 41ترین تنوع هاپلوتایپی )چشمه گلستان نیز کم

)چهار  با تعداد هفت فرد 8دارا بود. هاپلوتایپ شماره 

فرد از چشمه گلستان، دو فرد از چشمه گلشن و یک 

ن هاپلوتایپ بود. تریفراوان فرد از رودخانه دوغ(

 17های شناسایی شده چنین در بین هاپلوتایپهم

 هاپلوتایپ فقط دارای یک فرد بودند. فراوانی

برداری در نمونه هایمحل در گاماروس هایهاپلوتایپ

مربوط به هر های نشان داده شده است. نمونه 3شکل 

عنوان یک ها بهمنطقه جهت مقایسه دو به دو جمعیت

جمعیت فرضی در نظر گرفته شد و محاسبات مربوطه 

بر همین اساس انجام شد. اعداد حاصل از ماتریس 

فواصل ژنتیکی میزان جانشینی نوکلئوتیدها در 

کند. در صورتی که های مورد مطالعه را بیان میتوالی

های مورد بررسی ن جمعیتهیچ آلل مشترکی بی

ا هوجود نداشته باشد عدد برابر یک و فاصله میان آن

ین تردر حداکثر مقدار ممکن است. بر این اساس بیش

های رودخانه آقسو و آبشار فاصله ژنتیکی بین نمونه

( محاسبه شد که در ترسیم 27171/1گلستان )

های تکاملی  هر دو در یک کلاد قرار گرفته درخت

( نیز مربوط -18141/1بودند. کمترین فاصله ژنتیکی )

های چشمه گلشن و چشمه گلستان بود. به نمونه

دست آمده از تجزیه و تحلیل واریانس نتایج به

 .یانهمورد مطالعه با استفاده از روش اتصال م هاینمونه یپیشبکه هاپلوتا -2شکل 

 .بردارینمونه هایمحل در گاماروس هایهاپلوتایپ فراوانی -3شکل 
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( حاکی از آن بود که تنوع بین AMOVAمولکولی )

درصد( بیش از تنوع درون  42/72ها )تجمعی

 Fs(. مقدار 8درصد( است )جدول  11/27ها )جمعیت

( و نمودار 7فو در این پژوهش مثبت شده )جدول 

دست آمد هارپندینگ چندنمایی به-شاخص راجر

فو بر اساس میانگین تعداد  Fs(. آماره 4)شکل 

ها جهت سنجش میزان های نوکلئوتیدی نمونهتفاوت

های نادر در ها یا آللدار در تعداد جهشیش معنیافزا

 شود. های تصادفی استفاده میمقایسه با نمونه

تر باشد جمعیت گسترش هرچه این مقدار منفی

تری را در گذشته تجربه کرده و در صورتی که بیش

دهنده ثبات جمعیت در این مقدار مثبت باشد نشان

ر چنین بگذشته و عدم گسترش ناگهانی آن است. هم

اساس شاخص راجر و هارپندینگ در صورتی که توزیع 

دهنده نمایی باشد نشانعدم تطابق به صورت تک

 گسترش ناگهانی جمعیت در گذشته بوده و دو یا چند 

 .Pairwise differencesاساس روش  برشده  یابی توالی Gammarus هایجمعیت دو به دو مقایسه -1جدول 

 آقسو رودخانه دوغ رودخانه گلشن چشمه گلستان چشمه گلستان آبشار دوشانخان  منطقه

      1 دوشانخان

     1 11881/1 گلستان آبشار

    1 21277/1 23223/1 گلستان چشمه

   1 - 18141/1 24141/1 21172/1 گلشن چشمه

  1 - 11411/1 -18111/1 22728/1 12317/1 دوغ رودخانه

 1 21782/1 23474/1 24211/1 27171/1 17272/1 سوآق رودخانه

 

 .COIبر اساس ژن  Gammarus هاینمونه بین( AMOVA)مولکولی واریانس نتایج -8 جدول
 واریانس درصد واریانس مربعات مجموع آزادی درجه واریانس نوع

 42/72 31782/17 882/423 1 هاجمعیت بین

 11/27 18223/8 811/171 28 هاجمعیت درون

  87712/23 482/884 31 کل

 72487/1 (FST) تثبیت شاخص

 
 .فو و تاجیما هایشاخصمحاسبه شده  مقادیر -7 جدول

1/1<P 11813/1 Tajima’D 

1/1<P 83218/1- Fu and Li’s D 

1/1<P 81344/1- Fu and Li’s F 

 122/3 Fu’s Fs 

 

 
 .یتوکندریاییم COIژن  یبر اساس توال ینگهارپند-نمودار مربوط به شاخص راجر -4 شکل
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درخت با استفاده  این)احتمال.  ترینیشبه روش ب یتوکندریاییم COI یهگلستان، ناح یمورد مطالعه در پارک مل یهانمونه ییتبارزا درخت -1 شکل

  گروهبرون عنوانبه aequicauda Gammarus گونه توالی. است شده ترسیم MEGA 10 افزارنرمدر  2111 استرپبوتو  HKY+Gاز مدل 

 .(شد استفاده

 

به روش  یتوکندریاییم COI یهناح بانک، ژناخذ شده از  هاییتوال یرگلستان با سا یمورد مطالعه در پارک مل یهانمونه ییدرخت تبارزا -8 شکل

 گونه  یشده است. توال ترسیم MEGA 10افزار در نرم 2111و بوت استرپ  HKY+Gدرخت با استفاده از مدل  این) احتمال ترینیشب

Gammarus aequicauda شد استفاده گروهبرون عنوانبه). 
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دهنده ثبات جمعیتی نمایی بودن این شاخص نشان

 در گذشته است.

 

 یریگ یجهو نت بحث

 نشپراکدلیل های شیرین بهپوستان آبسخت

 و های آب شیرینزیستگاهدر  گیپراکند، نحوه محدود

های سیمای محیط آبی بر تأثیری که تغییر ویژگی

شناسی ها در طول تاریخ زمینجریان ژنی این گونه

 ندمناسب هستتبارشناسی برای مطالعات  داشته است

(Rock et al., 2007 جنس گاماروس از .)

 ایهگاماریده و گروهپوستان خانواده ترین سختفراوان

ز اهای آبی هستند که اکوسیستم در کفزی مهرهبی

 ،اهمیت بالایی برخوردارند زیرا در خط ساحلی

ها ماهیان از آن تغذیهجانوران کفزی اصلی بوده و 

 هاجمعیتی آن بنابراین تغییراتگیرد. صورت می

تحت سلامت ذخایر ماهیان و تعادل اکوسیستم را 

 این (. باWeiss and Lees, 2016هد )دتأثیر قرار می

 ژنتیکی ها، تنوعآن شناختیبرخلاف اهمیت بوم حال،

 کافی اندازه به هنوز موجودات این جمعیتی ساختار و

 18 فقط تعداد است. تاکنون نگرفته قرار مطالعه مورد

 شناسایی ایران در شیرین آب جنس گاماروس از گونه

ها به برخی مناطق اند که پراکنش بسیاری از آنشده

های جز گونهکوهستانی محدود شده است بنابراین به

G. lacustris طور گسترده در هولارکتیک و تعداد )به

طور )به G. komarekiکم جمعیت در ایران(، 

جزیره بالکان، آسیای صغیر و کل گسترده در شبه

)به G. pseudosyriacusمنطقه البرز در ایران( و 

طور گسترده در آسیای کوچک و کل منطقه زاگرس 

 هایعنوان گونهها ممکن است بهدر ایران( سایر گونه

 ,.Zamanpoore et alبومی ایران شناخته شوند )

2011).  

بر اساس نتایج این پژوهش بیشترین تعداد 

هاپلوتایپ( فقط  17های شناسایی شده )هاپلوتایپ

 تواند بیانگر تنوعدارای یک فرد بودند که این امر می

های گاماروس در پارک ملی گلستان و بالای جمعیت

ها جانورانی با های بومی باشد. گاماروسوجود جمعیت

 111 ه هستند. حدودقار مقیاس گرایی بالا دربومی

 بومی گونه 18 غربی، آسیای و اروپا بومی گونه

 آسیا شرق در گونه 71 از بیش و شمالی آمریکای

 Väinölä et al., 2008; Hou etپراکنش دارد )

al., 2011; Grabowski et al., 2017). پراکنش 

 هب است ها ممکنبالای گاماروس گراییبومی و کنونی

 داده نسبت شیرین آب ها درآن پراکندگی ظرفیت

 پراکندگی ها تواناییگاماروس که آنجایی از. شود

 رد شدهتشکیل تازه هایگونه تربیش دارد، ضعیفی

قرار  خود تولد محل به نزدیک مشخص مکان یک

 .شوندمی محلی سازیبومی به منجر گیرند ومی

 رب قدرتمندی تآثیرات تواندمی پراکندگی توانایی

بر اساس باشد. همچنین  داشته زاییگونهفرآیند 

 تاستک نیا  گاماروس جنس یر،اخ یمطالعات مولکول

(Hou et al., 2011که این مورد ) های در درخت

تبارشناسی رسم شده این پژوهش مشهود است و 

های مورد بررسی با قرارگیری در دو کلاد نمونه

 لمختلف به دو گروه تقسیم شدند. بنابراین این احتما

های دیگری ها متعلق به گونهوجود دارد که نمونه

باشند. با توجه به فواصل جغرافیایی این مناطق در هر 

 رسد. دست آمده منطقی به نظر میکلاد، نتایج به

های بررسی ساختار ژنتیکی و میزان یکی از روش

ها از یکدیگر آزمون تحلیل واریانس واگرایی جمعیت

ا توجه به نتایج این ب ( است.AMOVAمولکولی )

آزمون بیشترین واریانس توجیهی به واریانس بین 

ها مربوط بوده که با نتایج محققان دیگر جمعیت

ی طور کلبه (.Quan et al., 2004همخوانی دارد )

 یهایتجمع یانمحدود در م یژن یانجر یک

 پوستانموجودات ساکن رودخانه مانند سخت

(Siegismund and Muller, 1991) شودمی یافت .

دست بالا به پوستان مهاجرعنوان سختبه یدهاگامار

 Goedmakers and) اندشناخته شدهرودخانه 

Pinkster, 1981).  یبرخبنابراین ممکن است 

 یرپذامکان یههمسا یهایتجمع ینب یژن یهایانجر

 تیبه جمع یتجمع یکاز  ییحال، جابجا ینباشد با ا

 محدود یعیموانع طبممکن است تحت تأثیر  یگرد
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های نمونه یمورد برا ینممکن است اهمچنین شود. 

، که (4KHویژه نمونه دوشان )بهرودخانه خان

 هیهمسا هاییتاز جمع ترمتفاوت یارآن بس یپهاپلوت

ای این صخرهبافت  ایرز رسد صادق باشد،ینظر مبه

ا ر یتجمع نیاشده که سد ایجاد نوعی باعث رودخانه 

و  Houهای بر اساس یافته .کندیجدا م یریناز سا

تر بیش Fst(، چنانچه میزان شاخص 2117همکاران )

ین ترباشد وجود ساختار ژنتیکی متفاوت مهم 33/1از 

در مطالعه  Fstها است. نتایج عامل تفکیک جمعیت

بود که بیانگر وجود تفاوت ژنتیکی  88/1حاضر برابر با 

های بررسی شده و نشان دهنده معیتبارز بین ج

باشد و با ها میمحدودیت جریان ژن بین این جمعیت

(، 1221و همکاران ) Siegismundیمی آلوز مطالعه

بنابراین  مطابقت دارد. G. fossarum یهایتبر جمع

 هاییتاکثر جمع یانژن در م یانآشکار جر فقدان

 یکننده درجه انزواممکن است منعکس یدهگامار

  . ها باشدآن یاییجغراف
نتایج شناسایی مولکولی و درخت تکاملی و 

ذ های گاماروس اخها با یکدیگر و سایر نمونهتطبیق آن

شده از ژن بانک در دامنه شمالی البرز نشان داد که 

های گاماروس الزاماً با های ژنتیکی بین نمونهتفاوت

ت ها مطابقشناختی آنشناسی یا بومتشابهات ریخت

ده ش یریگاندازه ییاز واگرا ییبالااً سطح نسبتندارد. 

 واضح یزتما بررسی،مورد  هاییتمام توال یندر ب

های مورد نمونه .دهدنشان میرا  های گاماروسگونه

شناسی مطالعه در این پژوهش که از لحاظ ریخت

شناخته شده بود و با  G. komarekiعنوان گونه به

اخذ شده  G. komarekiهای نهاسترپ بالا از نموبوت

ای هشناختی نیز در محیطاز ژن بانک که از لحاظ بوم

مشابه بودند، جدا شدند که با نتایج تحقیقات یوسفی 

( در بررسی و 1322کلرودی و همکاران )سیاه

شناسایی شناسایی مولکولی این گونه در رودخانه 

 دلیلجاجرود مطابقت دارد. این ویژگی ممکن است به

با سرعت  یسهدر مقا mtDNAنرخ تکامل الاتر بودن ب

و   Palumbi در مطالعه کهریختی باشد  تکامل

Benzie (1221)یگراحتمال د. شده است ، نیز بیان 

 پوستاندر سختریختی است که سرعت تکامل  ینا

 .(Palumbi and Benzie, 1991باشد )آهسته 

Meyran ( نیز درصد1227و همکاران ،) توجهی قابل 

یی از هاگونه بین( ٪1/11)حدود  یتوال ییاز واگرا

 .Gمشابه مانند های ریختی ویژگی جنس گاماروس با

pulex مانند هایی و گونهG. roeseli  وG. pulex 

ردند ک مشاهدهتر هستند که از نظر اکولوژیکی شبیه

 یتوال ییدر مورد واگرا مطالعه حاضر یبا بررس که

mtDNA رسد ینظر مبه چنینمطابقت دارد. هم

 یاییکه از نظر جغراف G. komareki یهایتجمع

را  یزمات ترینیشب یکیتر هستند، از نظر ژنتگسترده

 ,.Zamanpoore et alاشته باشند )خود د یندر ب

و همکاران  Hou تبارشناختیمطالعه  .(2011

 ونهگ ینرا در ا پنهاناز تنوع  ییدرجه بالانیز  ،(2111)

ند. سایر مطالعات مشابه روی چندین گونه از نشان داد

 شپراکن دامنه که هاییآن ویژهگاماریده آب شیرین به

لی گرایی محدارند نیز تنوع پنهان بالا و بومی وسیعی

 ;Mamos et al. 2016ها تایید کردند )را در گونه

Grabowski et al. 2017; Copilaş-Ciocianu 

et al. 2017 .) روی  انجام شده سایر مطالعات

 پنهان هایدودمان که داد نیز نشان دریایی هایگونه

 هایتوزیع اساس بر است ممکن هاهاپلوگروه حتی یا

 محدوده مختلف، هایشرایط زیستگاه جغرافیایی،

 املعو به تحمل یا جمعیتی تاریخچه عمقی، و ارتفاعی

 ;Krebes et al. 2011باشند ) متفاوت محیطی

Hupało et al. 2018). دلیل توزیع بنابراین به

های جدا شده و پنهان گونه گسترده و وجود جمعیت

G. komareki ،در حال حاضر ی آن بندطبقه

 (Grabowski and Peši´c, 2007) نامشخص است

 عنوانبه توان آن راو بر اساس نتایج این مطالعه، می

های پنهان فراوان غالب با گونه یامجموعه گونه یک

طور دقیق مورد در منطقه در نظر گرفت که هنوز به

شناسایی قرار نگرفته است. با توجه به اینکه بخش 

های مورد مطالعه در این پژوهش را غالب رودخانه

سنگی و سنگلاخی عمق با بستر قلوهمناطق کم

ی های فیزیکدهد؛ بنابراین برخی ویژگیتشکیل می
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ترین مانند دبی و سرعت جریان آب )از جمله مهمآب 

کننده و محدودکننده زیستگاه و متغیرهای تعیین

ها( در این مناطق تحت تأثیر قرار توزیع گاماروس

های کیفی زیستگاه و جوامع زیستی گیرد و ویژگیمی

سازد که به نوبه خود در آن را با تغییراتی مواجه می

 کندای ایفا میقش عمدهتنوع فون آبزیان رودخانه ن

(Brookes, 1995 .) 

نس ج بندیطبقهکه  نشان داد یجنتاطور کلی به

 یاگونه ینب ریختی هایشباهت یلدلبهگاماروس 

های مولکولی و استفاده از روش است یزچالش برانگ

در هر دو ) هاگاماروس ینب آشکار کردن تفاوت در

 یصختشی( و او درون گونه یاگونه ینسطح ب

 انتو. بنابراین میاست پنهان بسیار مؤثر یهاگونه

های گزارش شده از جنس گونه که تعداد گرفت نتیجه

تر از تعداد کم گاماروس در منطقه مورد مطالعه قطعاً

 شناسایی اینمربوط به  هایاست و یافته واقعی موجود

شناسی و ریخت هایپژوهشهمراه با  پنهان هایونهگ

مسائل  و یستیتنوع ز یابیبه ارز تواندسنجی میریخت

 کند.یکمک م یحفاظت

 

 سپاسگزاری

 هاییتو با حما یدر قالب رساله دکتر تحقیق این

گرگان و  یدانشگاه علوم کشاورز یو معنو یماد

پژوهشگران و فناوران کشور  یصندوق مل هایحمایت

.پذیرفت انجام 28121842با شماره طرح 
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Abstract  
Gammarus is the largest genus of aquatic crustaceans in the family Gammaridea, with more than 200 species 

worldwide. These crustaceans are very important components of the food chain in running waters. Therefore, their 

population changes can affect all communities, especially the health of fish stocks, and disturb the balance of the 

ecosystem. Due to their small size, high abundance and sensitivity to environmental conditions, they are suitable 

as indicator species for evaluation. This study investigated the genetic diversity of the genus Gammarus between 

different populations in Golestan National Park. After sampling, the common identification keys were used to 

identify the basic morphology and the COI mitochondrial gene sequence was used to conduct molecular studies. 

Genealogical relationships were determined by maximum likelihood (ML) method. The genetic distance in the 

populations and some indices of genetic diversity (number of haplotypes (h), haplotype diversity (Hd) and 

nucleotide diversity (Pi)) were calculated. Based on the results of the genealogical trees, the samples were placed 

in two separate clades (western and central) and separated from the gene bank samples with high bootstrap. The 

results of molecular variance analysis showed that the diversity between populations (72.49) is more than the 

diversity within populations (27.51) and the value of Fst index (0.68) shows the significant genetic difference 

between populations and the limitation of gene flow. Haplotype diversity is equal to 0.94, the highest and lowest 

of which is related to Khandushan River (1.00) and Golestan Spring (.40). Also, among the identified haplotypes, 

17 haplotypes had only one individual, which indicates the high diversity of Gammarus populations in Golestan 

National Park. Also, G. komareki was identified as a dominant species complex with many hidden species in the 

region that have not yet been accurately identified. 
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