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 چکیده

و عوامل موثر بر  Ephemeroptera راسته از Baetis جنسلارو  هاپلوتیپی تنوع تغییرات مطالعه این در

 از بردارینمونه منظور بدین. گرفت قرار بررسی مورد گاماسیاب رودخانه آن در نواحی بالادست

در از طرفین و قسمت میانی رودخانه  تکرار سه با متر 500ایستگاه به فاصله  چهار از مهرگان کفزیبیدرشت

 برای شده، جداسازی و شناسایی هاBaetis لاروهای . سپسشد انجام سوربربردار نمونه توسطچهار فصل 

 هاپلوتیپی تنوع یابی،توالی و COI ژن تکثیر ،DNA استخراج از پس. دندش سازیآماده مولکولی هایآزمایش

Baetisافزار نرم با  مختلف هایایستگاه بین در فصل هر برای ها MEGA 6.06 بررسی. دش محاسبه 

 ترینآلوده عنوان به 2 ایستگاه در ژنتیکی تنوع کاهش از حاکی مختلف هایایستگاه در Baetis تنوع نمودارهای

های توالی نیز بیشترین شاخصها بر بررسی اثر ایستگاه .بودبه دلیل وجود پساب کارگاه پرورش ماهی  ایستگاه

دار های دیگر قابل ملاحظه و معنیکاهش آنها در ایستگاه اما ،را در ایستگاه اول نشان دادها شاخصمقادیر این 

 توان اثرآلودگی پساب را در کاهش تنوع این ماکروبنتوزها نادیده انگاشت.بنابراین می نبود.
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مقدمه

 مهم و دائمی هایرودخانه از یکی گاماسیاب

 آن تعدادی طول در همدان است که استان

 و دارد وجود آلاقزل ماهی پرورش مزارع

 دانش قزل پرورش و تکثیر مزرعه آنها ترینعمده

 بالادست در کهاست  هکتار 3 مساحت با

 و 4' و 34°جغرافیایی مختصات در رودخانه

 طول 154" و 28' و 48° و شمالی عرض 105"

 قرار دریا سطح از متر 1756 ارتفاع و شرقی

 مطالعه این بردارینمونه معیار و است گرفته

 خود نیاز مورد آب  کارگاه این. شودمی محسوب

 به را خود پساب دوباره و دریافت رودخانه از را

 از آن پروریآبزی تجهیزات و سازدمی وارد آب

 ورودی که است شده تشکیل سیمانی هایکانال

 در آن تولید ظرفیت. دارند جداگانه خروجی و

 جریاناست.  کمانرنگین آلایقزل تن 500 سال

 و است ثانیه بر مکعب متر دوکارگاه  ورودی آب

 مسافتی طی از پس یا مستقیما پساب خروجی

 تحت بنابراین رودخانه. دشومی رودخانه وارد

 ساخته ماهی پرورش هایکارگاه پساب تاثیر

                         این  که دارد قرار خود مسیر در شده

شناختی و ساختار بوم شک بربی موضوع

 موثر رودخانه این مهرگان کفزیبیدرشت

 .بود خواهد

از عوامل موثر بر کاهش تنوع زیستی یک 

ای انسانی، هتوان فعالیتسازگان آبی میبوم

محیطی، تخریب زیستگاه و های زیستتنش

های دائم برداری غیراصولی را نام برد. پایشبهره

ریزی به برنامه برایترین نیازها یکی از ضروری

منظور کنترل و کاهش آلودگی رودخانه 

ود. اطلاع از وضعیت کیفی شمحسوب می

سازد تا های سطحی این امکان را فراهم میآب

هایی ضمن استفاده از آن در موارد مختلف شیوه

تا کمترین آسیب به این منابع  به کار گرفته شود

. (Varnosfaderani et al., 2010وارد شود )

سازگان و نخست بررسی این اثرات روی آب بوم

 مانندسازگان دیگری بر آبزیان بوم

مهرگان کفزی که همان پایش زیستی بیدرشت

های اکولوژیکی و ژنتیکی بوده و بر اساس نمایه

 تغییرات بررسی قابل بررسی است. بنابراین در

                            مهرگان کفزی، علاوه بی تراکم و تنوع

                             مولکولی هایروش های سنتی ازبر روش

 بر آلودگی اثرات مطالعه در توانمی نیز

 .گرفت بهره کفزی مهرگانبیدرشت

 و مادری توارث چون دلایلی به میتوکندری

 دارد تریثابت ژنی محتوای نوترکیبی، بروز عدم

 ژنتیکی اختلافات و تکاملی سریع نرخ داشتن با و

 بررسی در ایهسته ژنوم به نسبت بیشتر
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 مناسب نشانگر یک حشرات متفاوت هایگروه

 و تجزیه(. Carapelli et al., 2007)است 

 ترسیم قابلیت mtDNA بر مبتنی هایتحلیل

 توان از و دارد را ایبین گونه و درون هایتفاوت

       و یفیلوژنتیک روابط بیان ای درملاحظه قابل

 است خورداررب آبزیان بندیرده ابهامات حل

(Brown et al., 2001 .)جمعیتی مطالعات 

   بیشتر ایران در داخلی شیرین هایآب کفزیان

 موجودات این شناختیریخت شناسایی مبنای بر

             مشابهت و تنوع هایشاخص بررسی نیز و

        ولی ،پذیرفته صورت آنها هایجمعیت در

 دیدگاه از کفزیان هایجمعیت بررسی

. است شده انجام ندرت به مولکولی شناختیبوم

های مولکولی در بررسی تنوع یکی از روش

              یابی ژن سیتوکروم ای، توالیگونهدرون

که یک ژن میتوکندریایی بوده است  I اکسیداز

و استفاده از آن به عنوان یک شاخص مولکولی 

های مبتنی که تجزیه و تحلیل متداول است، چرا

های میتوکندریایی قادر است تفاوت DNAبر 

 کندای را به خوبی مشخص درون و بین گونه

(Brown et al., 2001با .) ثیرات به توجه 

 زیست محیط بر پروریآبزی هایفعالیت

 این در آثار این تا است این بر سعی هارودخانه

. گیرد قرار اجمالی تحلیل و تجزیه مورد مطالعه

 تعیین هدف باحاضر  مطالعه اساس همین بر

از راسته  Baetis جنس دوره لاروی تنوع

یکی از  عنوان به( Ephemeroptera)زودمیران 

 لودگی درآکفزی حساس به مهرگان بیدرشت

 دشو مشخص تا شد انجام گاماسیاب رودخانه

                     چگونه رودخانه مسیر در شده پساب وارد

 پایش اساس این بر .است موثر آن تنوع بر

                    گرفت انجام نیز مولکولی سطح در زیستی

                       از استفاده با محیطی حساس نوسانات و

این  درI (COI ) اکسیداز سیتوکروم ژن توالی

 .دش بررسی کفزیمهره بیدرشت

 

 هاروش و مواد

 مهرگان کفزیبیدرشت از بردارینمونه

 بر واقع ایستگاه چهار از سوربر بردارنمونه توسط

 مناطق تا سرچشمه از گاماسیاب رودخانه مسیر

 با یکدیگر از متری 500 فاصله به تقریبا ترپایین

 هایقسمت از چهار فصل سال درتکرار  سه

ایستگاه اول سرچشمه . شد انجام جانبی و میانی

ایستگاه دوم خروجی کارگاه و  ،رودخانه

و  500های سوم و چهارم به ترتیب ایستگاه

 متر پس از خروجی در نظر گرفته شد 1000

.(1)شکل 
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: 1 ایستگاه .گاماسیاب رودخانه رد بردارینمونه هایایستگاه موقعیت و مطالعاتی منطقه : نقشه1شکل 

 .سرچشمه از پس متری 1500: 4 ایستگاه و متری 1000: 3 ایستگاه متری، 500: 2 ایستگاه سرچشمه،

 

 و برداری شستهپس از نمونه هانمونه

 70 اتیلیک الکل در سپس و شده جداسازی

                لاروهای شناسایی. شدند نگهداری درصد

 و استریومیکروسکوپ توسط Baetis جنس

 از استفاده با سپس و گرفت صورت میکروسکوپ

 جنس سطح تا معتبر شناسایی کلیدهای

 ;Pennak, 1953) دندش و جداسازی شناسایی

Usinger, 1956; Quigley, 1977; 

Clifford, 1991; Thorp and Covich, 

2009 .) 

 مطالعه این در بررسی مورد مولکولی متغیر

I (COI ) اکسیداز سیتوکروم ژن خطی ساختار

 بالایی ناحیه Baetisهای جمعیت بین در

مهره که به عنوان بی بود گاماسیاب رودخانه

 کفزی حساس از گروه زودمیران انتخاب شدند.

 تکرار سه از Baetis عدد 30 تعداد راستا این در

شد که برای  برداشته تصادفی طور به ایستگاه هر

نمونه  480طور کلی ه نمونه و ب 120هر فصل 

 مولکولی هایآزمایش انجام برای و بررسی
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 برای بلافاصله آن از پس .دش سازیآماده

 یتک پروتکلبر اساس  DNA استخراج

SV Tissue TMExgene (Macrogen ، کره

 مورد ژن تکثیر راستای در .دش اقدام (جنوبی

 COI اختصاصی هایآغازگر از PCRتوسط  نظر

 دیگر رایج آغازگرهای به نسبت که( 1)جدول 

 طول متفاوت مطالعات در ناحیه این تکثیر برای

 بودند کرده آشکار را COI ژن از بیشتری

(Guryev et al., 2001; Herbert et al., 

2003; Hughes et al., 2003; Skevington 

et al., 2007; Stahls and Savolainen, 

 ازبه دست آمده  د. محصولاتش استفاده( 2008

PCR کیفیت  بررسی از پس زمان کمترین در

 و آگارز ژل روی الکتروفورز اساس بر آنها

 Clark and) بروماید اتیدیوم با آمیزیرنگ

Pazdernik, 2009)، مشاهده واضح صورت در 

 اضافی برای باند وجود عدم و نظر باند مورد

 ارسالجنوبی  کره کشور به یابیتوالی فرآیند

 پس مولکولی، هایداده نتایج بررسی برای .دندش

 خوانش کیفیت هاتوالی نتایج به دست آمدن از

. شد تعیین BioEdit Pro Ver.2 افزارنرم با آنها

 txt فایل صورته ب نمونه هر توالی سپس

 تصحیح و ترازیهم و شد ذخیره و سازیمرتب

 با توالی فایل سپس. شد انجام چشمی روش به

 استفاده باها توالی وشد  ذخیره FASTA فرمت

 ،شده سازیهمردیف MEGA 6.06 افزارنرم از

 تجزیه و تحلیل Neighbor-joining روش به

             هر برای هاBaetisهاپلوتیپی  و تنوع دندش

 افزارنرم با  مختلف هایایستگاه بین در فصل

MEGA 6.06 دشو تجزیه تحلیل  محاسبه. 

ردیف شده با فرمت های همکل توالی

FASTA  به فایلtxt افزارتبدیل و وارد نرم 

Microsoft Excel 2015   شدند و محتویات

د. هر نوکلئوتید در ش R 3.0.2افزار آن وارد نرم

در ستونی مجزا قرار گرفت  Rافزار توالی در نرم

برای هر توالی  TraMineRو با استفاده از پکیج 

ها، آنتروپی )تنوع( شانون و Transitionتعداد 

 Gabadinho) دشاندیکس پیچیدگی محاسبه 

et al., 2011). 

 

 : مشخصات آغازگرهای استفاده شده در مطالعه حاضر1جدول 

 (C°)ذوب  دمای )پیکومول(وزن مولکولی  OD (1000µL) آغازگر

HCO2198 8/7949 7/20 6/61 

LCO1490 8/7699 6/21 2/59 
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برداری بر تاثیر فصل و ایستگاه نمونه

تحلیل واریانس دو توالی با آزمون  هایشاخص

 95در سطح اطمینان دانکن آزمون و پسطرفه 

بررسی  26نسخه  SPSS افزاررمندر درصد و 

 .شد

 

 نتایج

 Baetis جنس ژنتیکی تنوع محاسبه نتایج

 تفکیک به بردارینمونه مختلف هایایستگاه در

 گونه همان. است آمده 2 شکل در مختلف فصول

 تنوعاست،  شده داده نشان شکلاین  در که

 سمت به 1 ایستگاه از تمام فصول در ژنتیکی

 ایستگاه در هاپلوتیپی تنوع و یافت کاهش پایین

 بعدی هایایستگاه با ایملاحظه قابل تفاوت 1

 .شتدا

برداری مختلف نمونههای بررسی اثر ایستگاه

ها، زیشننهای توالی شامل تعداد تراشاخصبر 

 3 شکلدر آنتروپی شانون و ضریب پیچیدگی 

های نشان داه شده است. اثرات متقابل ایستگاه

نشان داد ها شاخصبرداری بر این مختلف نمونه

های مختلف توالی در ایستگاههای شاخصبین 

.شتوجود ندادار برداری اختلافات معنینمونه

 

   

   
ها داری بین ایستگاهاختلاف معنی. در فصول مختلف سال Baetisتغییرات تنوع هاپلوتیپی جنس  :2شکل 

 در هیچ فصلی وجود نداشت.
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ترانزیشن. . الف( شاخص Baetisجنس  های توالیشاخصبرداری بر های مختلف نمونهاثر ایستگاه: 3شکل 

ها در هیچ شاخصی وجود داری بین ایستگاهاختلاف معنی های آنتروپی و ضریب پیچیدگی.ب( شاخص

نداشت.

 

 بحث

 در Baetisجنس  هاپلوتیپی تنوع بررسی در

 در تنوع فصول مختلف،در  مختلف هایایستگاه

 از بیشتر ایملاحظه قابل طور به 1 ایستگاه

 موضوع این. بود فصل این در دیگر هایایستگاه

 در که کرد توجیه صورت بدین توانمی را

 آلودگی منبع هیچ نشدن وارد دلیل به بالادست

 وارد دلیل به 2 ایستگاه در ولی است، تربالا تنوع
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 یافته کاهش تنوع خروجی کارگاه، پساب شدن

است. این یافته با نتایج مطالعات طیبی و 

نیز مطابقت دارد که بر روی ( 1397)همکاران 

 گاماسیاب های رودخانهEpeorusتنوع ژنتیکی 

 تنوع 1 ایستگاه در که ترتیب انجام شد. بدین

 قابل طوره ب 2 ایستگاه در آن از پس و زیاد

 بعدی هایایستگاه در و یافت کاهش ایملاحظه

 مقایسه مورد در دیگر نشد. مطالعات ترمیم نیز

 نیز دیگر آبی منابع در غیرآلوده و آلوده مناطق

 ,.Dorigo et al) ندکنمی ییدات را یافته این

 نتیجه این به توانمی موضوع این از(. 2002

 فیزیکوشیمیایی شرایط لحاظ از اگرچه که رسید

 تنوع اما ،است خودپالایی به قادر رودخانه آب

 یک مسافت طی از پس رودخانه هاپلوتیپی

 1 ایستگاه در که عادی حالت به نیز کیلومتری

 بررسی ،کلی طور به. گرددبرنمی شد مشاهده

 هایایستگاه در Baetis ژنتیکی تنوع نمودارهای

 ایستگاه در ژنتیکی تنوع کاهش از حاکی مختلف

 .است ایستگاه ترینآلوده عنوان به 2

های شاخصها بر در بررسی اثر ایستگاه

در ایستگاه ها شاخصتوالی بیشترین مقادیر این 

ورودی مشاهده شد که اختلاف آن با 

 ،دار نبود. به طور کلیهای دیگر معنیایستگاه

های شاخصهرچه میزان ضریب پیچیدگی و 

دهنده تکرار  کمتر باشد نشان توالیدیگر در یک 

ها در آن و در نتیجه بیشتر یکسری از توالی

کاهش تنوع هاپلوتیپی است که این نتیجه با 

 مطالعات پژوهشگران دیگر نیز مطابقت دارد

(Janson et al., 2004; Gabadinho et al., 

توان گفت که پساب بدین ترتیب می. (2011

های شاخصثیر چندانی بر اخروجی کارگاه ت

ز توالی و درنتیجه تنوع هاپلوتیپی  مستخرج ا

نخواهد داشت. هر چند که کاهش جزئی این 

در ایستگاه خروجی مشاهده شد که ها شاخص

 تواند ناشی از کاهش تنوع هاپلوتیپیمی

(Janson et al., 2004; Gabadinho et al., 

در  .در ایستگاه خروجی پساب باشد (2011

فصول  هایبررسی تنوع ژنتیکی بین ایستگاه

مختلف نیز کاهش تنوع ژنتیکی در ایستگاه 

خروجی مشهود بود، ولی چون این تغییرات 

توان دار نیست میکاهشی قابل ملاحظه و معنی

ها، اثر توالی بین ایستگاههای شاخصدر بررسی 

پساب را در کاهش تنوع هاپلوتیپی بسیارجزئی 

.و نادیده انگاشت
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Abstract  

This study was conducted to determine the effective factors on Baetis larva 

haplotype diversity in upward of Gamasiab River. The macrobenthos sampling 

was done from four stations ranged source of the river downward, about 500 

meters from each other, in four seasons, with three replications from the middle 

and riversides by the Surber sampler. After identification, isolation and fixation 

of the Baetis, they prepared for molecular experiments. After DNA extraction, 

gene amplification and sequencing, haplotype diversity of Baetis larva for each 

season in different station was performed with MEGA 6.06 software. Molecular 

investigations indicated that the reduction of haplotype diversity at station 2 

exposed to wastewater effluents of trout farm. Sequencing parameters in other 

stations were not significant. Therefore, the effect of effluent in haplotype 

diversity was not remarkable. 

Key words: Haplotype Diversity, Baetis, Sequensing, Gamasiab River, COI. 
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