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  چکیده
ها داشته استابیلیزو  ها ، رزینها شوینده ،اي در صنایع پلاستیکی اده گستردهفها از ترکیباتی هستند که است نونیل فنل

نونیل فنل بر روي  -4حاضر بررسی اثرات  پژوهشدر . شوند هاي آبی می ها وارد اکوسیستم و از طریق نشت فاضلاب
 480تعداد پایدار انجام شد.  آزمایشگاهی نیمه) در شرایط Acipenserpersicusماهی ایرانی ( تاس تکامل لارو نورس

گرم میکرو 70و  40 کنترل و دو غلظت زیرکشنده ،هاي شاهد غلظتماهی ایرانی در  روزه تاس قطعه لارو نورس یک
ماهی ایرانی  . ارزیابی تنوع ژنتیکی جنین تاستندروزه قرار گرف 10 دوره 3طی تکرار  3 درنونیل فنل  - 4محلول لیتر  بر

) LS-68و  AfuG68b ،AfuG63 ،AfuG241با استفاده از چهار جفت نشانگر ریزماهواره (در سه غلظت مذکور 
ترین  الل) در نمونه شاهد و بیش AfuG68b )2 اد آلل مشاهده شده در جایگاه ژنیترین تعد صورت پذیرفت. کم

نونیل فنل  -4از  میکروگرم بر لیتر 70ونه با غلظت الل) در نم AfuG63 )4تعداد آلل مشاهده شده در جایگاه ژنی 
ترین میزان آن  ) و بیشAfuG68b )0/733 براي جایگاه ژنیترین میزان هتروزیگوسیتی مشاهده شده  کم مشاهده شد.

 AfuG68b ترین میزان هتروزیگوسیتی مورد انتظار در جایگاه ژنی مشاهده شد. کم )AfuG241 )1در جایگاه ژنی 
دیده شد. با توجه به افزایش تعداد آلل  )644/0( AfuG63ترین میزان آن در جایگاه ژنی  مشاهده شد و بیش )0/511(
 70گفت که در غلظت  توان گرم نسبت به شاهد میمیکرو 70) و در غلظت الل AfuG63)3/6  ثر در جایگاه ژنیؤم

  وجود خواهد داشت.تنوع ژنتیکی در حضور این ترکیب  لیتر احتمال افزایش گرم برمیکرو

 
   Acipenserpersicus، تنوع ژنتیکی، ریزماهواره، هتروزیگوسیتی کلیدي: هاي واژه

  
 1مقدمه

 رویه علت کاربرد بی به 1990 از ابتداي دهه
 هاي ها در اکوسیستم ، بررسی اثرات آنآروماتیکترکیبات 

. این مواد با تداخل آبی و خشکی آغاز گردیده است
ی ، کارکرد فیزیولوژیکهاي طبیعی در عملکرد هورمون

                                                
 avahdatim@yahoo.comنویسنده مسئول:  *

کنند و اثرات سوء بر روي سلامت و  مختل میها را  آن
 ،و همکاران Duis(گذارند  زنده می باروري موجودات

 ها هستند آلکیل فنل ،ع ترکیباتاین نو از یکی .)2012
از  نونیل فنل؛ شوند که از مشتقات نفتی محسوب می

 1940 باشد که از ابتداي دهه میاین دسته ترکیبات 
هاي  . پژوهششود میمیلادي در سراسر دنیا استفاده 
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نونیل فنل به همراه دیگر  اخیر ثابت کرده است که
یط زیست هاي سیستم غدد داخلی در مح کننده تخریب

تولید تواند منجر به  . این ترکیب میکند عمل می
مثل رشد  هاي دیگر لوژنین و برخی از پدیدهویت

ها و  ، کاهش زنده ماندن اسپرمهاي اسپرمی لوله
بینابینی شود (جمشیدي و  هاي جنسی گسترش اندام

علائمی که در اثر وجود بیس فنل  .)1391، همکاران
A هاي آزاد دیده شده است، شامل ادم در جنین ماهی ،

، عملکرد عضلات قلبی، لخته شدن خوناختلال 
، کاهش رشد و هاي جمجمه هاي استخوان ناهنجاري

. در )Roderick ،2006مرگ بوده است ( نهایتدر 
 مراحلهاي خانگی طی  ثیر فاضلابأت تحت 1ماهی کلُمه

روز پس از بازگشایی  200تا  50نوزادي در مدت 
-Rodgersکند ( میبروز  3حالت اینترسکس، 2ها تخم

Gray ،هاتعدادي از شهر در ایران. )2001 و همکاران 
و کارخانجات صنعتی که در حاشیه دریاي خزر قرار 

ها را به این  دهآلاین این گونه ، مقادیر زیادي ازدارند
تاثیرات ترکیبات ریزند با وجود این هنوز  دریا می

آبی چندان مورد توجه  ي ها آلکیل فنلی بر اکوسیستم
به عنوان مثال  بهتوان  می قرار نگرفته است. البته

هاي ساحلی دریاي  ی که در این زمینه در آبپژوهش
، خزر در منطقه تالاب بندرانزلی صورت گرفته است

توسط مرتضوي و مطالعه که . در این اشاره کرد
، میزان صورت گرفته است )میلادي 2012( همکاران

، نونیل فنل -4 هاي نام سه ترکیب آلکیل فنلی به تغلظ
عنوان ترکیبات  به Aاوکتیل فنل و بیس فنل 

گیري شده است و  اندازه 4کننده غدد درون ریز مختل
مشخص شد که مقادیر این ترکیبات نونیل فنلی 

وزن مرطوب  میکروگرم بر گرم 7و  4/3، 29ترتیب  به
                                                
1- Rutilusrutilus 
2- Hatching 
3- Intersex 
4- Endocrine Disrupting Chemicals  

در طی رقابت با سایر ها  زنوبیوتیک .باشد رسوبات می
سلولی با   ي درونهاي شیمیایی و لیگاندها مولکول

 هاي رشد و نمو ایجاد اختلال در روند ارسال سیگنال
هاي اتصال  ها یا ویژگیظت لیگاندو یا تغییر در غل

مکن است مشوند. این ترکیبات  میلیگاند، وارد عمل 
 مستقیمطور  بهکه  ، یا اینکه به دو طریق عمل کنند

، که به دنبال یک فعالیت آنزیمی و یا این کنند اقدام می
شده که کم و بیش اي  منجر به تولید ترکیبات واسطه

). Roderick ،2006ها سمی هستند ( براي ارگانیسم
اند که  هاي متنوعی در منابع آبی گزارش شده آلاینده

هاي زنده هستند و  سلول DNAقادر به تعامل با 
تغییر آرایش  مانندسبب اثرات ژنوتوکسیک  بنابراین

ایجاد  و DNA، شکست نوارهاي DNAبازهاي 
و  Frenzilliها می شوند ( اتصالات عرضی زنجیره

براي هاي جدیدي  امروزه روش .)2004 ،همکاران
بر روي یزان اثرات سمی ترکیبات شیمیایی ارزیابی م

هاي آبی  ساختار ژنوم موجودات زنده در اکوسیستم
ها شامل  این شیوهاست ارائه شده  شور و شیرین

یتولوژیک است ، بیوشیمیایی و سهاي مولکولی تکنیک
رجه هاي زیستی براي بررسی دعنوان نشانگر که به

کار  هروي ژنوم یک موجود زنده بها  نفوذ آلاینده
و  Sayed؛ 2004 ،و همکاران Frenzilliروند ( می

نونیل فنل بعد  مانندهایی  آلکیل فنل .)2013، همکاران
، تراوش ها کش برخی از آفت مانندکه از ترکیباتی  از آن

صورت  به از ترکیبات پلاستیکی و تغییر شکل
هاي  دریج در آبت ، بهدرآمدنداتوکسیلات آلکیل فنل 

در . )1999، و همکاران Liber( شوند می هرز ظاهر
ها اطلاعات چندانی  ارتباط با روند تجزیه آلکیل فنل

هاي نونیل فنل تشر نشده است اما در مورد ایزومرمن
دهنده  دست آمده است که نشان هاطلاعات مختلفی ب
هاي آن تر انشعابات ایزومر آهسته فروپاشی و تجزیه



 96سال یازدهم، شماره سوم، پاییز                                            و همکاران                                                                                علیرضا سلیمانی 

3 

ترکیبات نونیل فنل  ).ECB ،2002(باشد  در محیط می
صورت اتوکسیلات نونیل فنل از طریق  به هعمدطور  به

درصد از طریق  90نشت ضایعات گیاهی و حدود 
و  Ahel( شوند ها به محیط زیست وارد می فاضلاب
). گاهی نیز مشاهده شده است که 1994، همکاران

سی که  وي هاي داراي پی نشت نونیل فنل از پلاستیک
بندي مواد غذایی کاربرد دارند، به مواد  در صنایع بسته

نانوگرم  100ها  . میزان آنغذایی صورت گرفته است
و  Gilbertاز ماده غذایی بوده است ( بر گرم
  . )1986، همکاران
مکن است در معرض م که از مواردي است یکی

در این  ؛، بروز تنوع ژنتیکی استها اتفاق بیفتد آلاینده
و  Knapen که توسط یپژوهشن به توا میرابطه 

بررسی  آنکه در  انجام شده اشاره کرد، )2006همکاران (
با استفاده از هفت جایگاه  1تنوع ژنتیکی ماهی گوپی

در  برداري در چهار منطقه نمونهاي  نشانگر ریزماهواره
و  انجام شددست مناطق آلوده به کادمیوم و روي  پایین

ساختار و تنوع  که آلودگی مذکور بر ثابت کردند
ثیر أمناطق مورد بررسی تاین ماهی در  ژنتیکی

و همکاران  Liدیگري  پژوهشیا در  داري دارد معنی
) در بررسی تنوع ژنتیکی شش جمعیت وحشی 2007(

 ماهی کپور معمولی با استفاده از نشانگرهاي ریزماهواره
شده براي هر جایگاه را در دامنه  لل مشاهدهآتعداد 

انحراف از  ،جایگاه 11 زارش نمودند.گ 1/04–4/72
تعادل را نشان دادند و میانگین شاخص تمایز ژنتیکی 

)Fst) و جریان ژنی (Nm1/446و  0/145ترتیب  )را به 
انزواي  مانندها دلایلی  نمودند. همچنین آن ینیتع

ها  جغرافیایی، محیط زندگی، تنگناي ژنتیکی جمعیت
گذار بر ثیرألی تو انتخاب طبیعی را از دلایل اص

ترین ها دانستند. جدید ساختار و تنوع ژنتیکی جمعیت

                                                
1- Gobiogobio 

ها  ژنتیکی جمعیتکار انجام شده در خصوص تنوع 
و همکاران  Thomas پژوهش ،اه آلاینده در معرض

هاي  هاي آب ها اثرات آلاینده . آن) بوده است2014(
در سطوح  2شیرین را بر روي یک گونه صدف

ها دو ایستگاه با  آن کردند.ررسی جمعیتی و مولکولی ب
دو جمعیت جدا از هم از صدف گونه مذکور در نظر 

مختلف  ها داراي مواد آلاینده . یکی از ایستگاهگرفتند
دیگر فاقد هر گونه آلاینده  که ایستگاه بود در حالی

اي به  ها با استفاده از نشانگرهاي ریزماهواره آن بود.
  DNAهاي یبتغییرات جمعیتی و آس تحلیل تجزیه و
جمعیت پرداختند. در مرحله بعد هر دو  بین دو

روز در  3مدت  صورت جداگانه به جمعیت را به
فاضلاب در شرایط آزمایشگاهی قرار دادند و معرض 

ارزیابی میزان سازگاري  را براي DNAهاي  آسیب
محیط داراي آلاینده بررسی کردند.  ها با شرایط آن
جمعیت از نظر ساختار  ها نتیجه گرفتند که دو آن
هاي  دادهتحلیل  . تجزیه وکی متفاوت هستندژنتی

ها ثابت کرد که ایستگاه آلوده  ماهوارهحاصل از ریز
ها  . این تفاوتثیر نوعی مانع ژنتیکی قرار داردأت تحت

تواند ناشی از کاهش سازگاري ایستگاه آلوده  می
که خود در اثر رانش  نسبت به ایستگاه سالم باشد

 هاي افزایش مکانسیم کی اتفاق افتاده است یا احتمالاًژنتی
یط براي سازگار شدن جانور با مح DNAاصلاح 

. با توجه به اهمیت داراي آلاینده صورت گرفته است
عنوان  ماهی ایرانی به شناختی و اقتصادي گونه تاس بوم

، و در خطر انقراض ساکن دریاي خزر یک گونه بومی
، افزایش آلودگی روز آندگی مناطق پراکنش گستر

هاي داخلی و مطالعات ژنتیکی اندکی که در  افزون آب
 هاي هاي مختلف آن در زیستگاه جهت بررسی جمعیت

، مطالعه حاضر با هدف گوناگون صورت گرفته است

                                                
2- Zebra mussels (Dreissenapolymorpha) 
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بر  نونیل فنل - 4هاي مختلف  ثیر غلظتأبررسی میزان ت
هاي این گونه در شرایط  تنوع ژنتیکی جمعیت

تنوع  پژوهشانجام شده است. در این  آزمایشگاهی
 کشندههاي زیر هاي در معرض غلظت جمعیت ژنتیکی بین

با این فرض که تفاوت ژنتیکی بین مذکور  آلاینده
هاي کنترل،  ماهی ایرانی در غلظت جمعیت جنین تاس

نونیل فنل  -4گرم بر لیتر کرومی 70و  40 شاهد،
 1اي با استفاده از نشانگرهاي ریزماهواره دارد،وجود 

  لیل قرار گرفتند. حج مورد تجزیه و تانجام شد و نتای
  
  ها شمواد و رو

قطعه لارو نورس  480، تعداد 1392ماه در اسفند
ماهی ایرانی از مرکز تکثیر و پرورش  روزه تاس یک

قلا استان  ماهیان خاویاري شهید مرجانی واقع در آق
 گردید و در شرایط آزمایشگاهیگلستان تهیه 

مرکز در  واقعتکرار  3تیمار و  4در  2پایدار نیمه
. ابتدا تحقیقات شیلات استان گلستان قرار گرفتند

گرم  میلی 100. براي این منظور تهیه شد 3محلول مادر
لیتر  میلی 1000، در )شرکت ریدل(نونیل فنل  -4از 

لول مح عنوان رقیق شد و به (شرکت مرك)الکل مطلق 
مادر مورد استفاده قرار گرفت. دو غلظت زیرکشنده 

نونیل فنل براي  -4 میکروگرم بر لیتر از 70و  40
ماهی ایرانی در نظر گرفته شد؛ این دو غلظت  تاس
 تیمارتهیه شدند. به  شنده به کمک محلول مادرکزیر

معادل با  ترین غلظت الکل مطلق، تنها بیش 4شاهد
نیل فنل که در تیمارهاي در نو -4ترین میزان  بیش

گرم بر ومیکر 70شوند ( معرض آلاینده استفاده می
) اضافه گردید و براي گروه کنترل نیز تنها آب لیتر

خالص موجود در مرکز تکثیر و پرورش ماهیان 
                                                
1- Microsatellite  
2- Semi-static 
3- Stock 
4- Sham 

ساعت روشنایی  16خاویاري استفاده شد. دوره نوري 
دهی توسط پمپ ساعت تاریکی بوده است. هوا 8 و

. در داوم تا پایان آزمایش ادامه یافترت مصو هوا به
، غلظت اکسیژن و ، دماpHمدت آزمایش روزانه 

 دوبارهبار  3اي  شده و هفته گیري سختی آب اندازه
ها تعویض  هاي درون سطل محلولدرصد  95حدود 

هاي  ، همان غلظتعویض آببعد از ت شد و دقیقاً
گردید نونیل فنل به ظروف موردنظر اضافه  -4قبلی 

)Dreze ي برداري از لاروها نمونه ).2000 ،و همکاران
روز طی سه مرحله انجام شد.  30در مدت  نورس

روزه  9الی  8لاروهاي قبل از تغذیه فعال ( مرحله اول
ها)، مرحله دوم حین تغذیه  پس از بازگشایی تخم

پس از بازگشایی  روز 20الی  10لاروهاي فعال (
روزه پس  30لی ا 21لاروهاي و مرحله سوم  )ها تخم

ده است. در پایان هر مرحله ها بو از بازگشایی تخم
هاي شاهد، کنترل و  کدام از نمونه ، از هرمذکور
تلف  نونیل فنل، لاروهاي -4 هاي در معرض نمونه

قرار گرفتند.  شده خارج و جداگانه درون الکل مطلق
آوري  جمع نیز تلفات لاروهاي نورس روزانه ضمندر 

حسب  ترتیب بر ها به گردید و میانگین وزن و طول آن
. بر روي گیري و ثبت شد متر اندازه گرم و میلی میلی

 ،برداري هر ظرف مشخصات نمونه که شامل تاریخ نمونه
باشد، نوشته شد. در این  میطول و وزن لارو نورس 

از تغذیه فعال آغ روز پس از تفریخ 10 تقریباً مطالعه
روز پس  30ها در این مرحله تا لاروشده است. تغذیه 

 .در ادامه روند آزمایش صورت گرفت از تفریخ و
 10پایان هر دوره شده در هر  برداري هاي نمونهلارو

شده درون الکل مطلق نگهداري  ،نمو از رشد وروزه 
به آزمایشگاه مرکز  DNAبراي استخراج  و سپس

   .گردیدندتحقیقات شیلات گلستان منتقل 
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ی که در الکل در این مرحله لاروهای :DNAج استخرا
استفاده DNA  براي استخراجبودند فیکس شده مطلق 

استخراج  بر اساس دستورالعمل کیتاستخراج . شد
DNA هصفح شرکت ژین آلهاي جانوري ( از بافت 

ابتدا یک  براي این منظور .صورت گرفت 1)14 الی 11
 70و  40 کنترل،، رهاي شاهدلارو از هر یک از تیما

، هاي هر مرحلهلارو با توجه به وزن گرم بر لیترمیکرو
ها را به  خرد و سپس آن به کمک تیغ جراحی کاملاً

استخراج و لیتري منتقل کرده  میلی 5/1هاي  ویال
DNA سپس .انجام گرفت DNA با  استخراج شده

افزودن آب مقطر دو بار تقطیر تا انجام ادامه مطالعات 
. کیفیت گراد نگهداري شد سانتی درجه -20 دمايدر 

ژل آگارز استخراج شده با استفاده از   DNAو کمیت 
روش اسپکتروفتومتري ارزیابی شد و درصد  1
)Sambrok  ،1987و همکاران .(  

منظور  بهمراز و الکتروفورز:  اي پلی زنجیرهواکنش 
  ماهی ایرانی  ین تاسجندر بررسی تنوع ژنتیکی 

) از 2013و همکاران ( Moghim بر اساس مطالعه
 ،AfuG68b ،AfuG63اي  ریزماهواره هاي ژنی جایگاه

AfuG241، LS-68 در . استفاده شد 1 مطابق جدول
 حاضر این پرایمرها از شرکت تکاپو زیست پژوهش

پرایمر مذکور انجام  4تکثیر با استفاده از تهیه شدند. 
ایکلر مدل ترموسدر دستگاه  PCRواکنش . شد

)5341 Authorized thermal cycler ( انجام
در  PCR. شرایط بهینه براي اجراي واکنش گرفت
 فراهم گردید. 2میکرولیتر مطابق جدول  12/5حجم 

ده از شرکت تکاپو زیست تهیه امورد استف مسترمیکس
در  PCRپس از مرحله تکثیر نهایی، محصولات  .شد

گراد تا زمان الکتروفورز  درجه سانتی -20دماي 
اي پلیمراز  محصولات واکنش زنجیره .نگهداري شدند

 یونیزه) جداسازي(غیر درصد 8آمید  اکریل روي ژل پلی
 DNA(Ladder 50bp fermentas)شدند. از نشانگر 

للی استفاده شد. آعنوان شاخص براي تعیین اندازه  به
(بنبوزا و  آمیزي شدندنقره رنگ روش نیترات ها به ژل

ها توسط از تهیه تصویر آن و پس) 2006، رانهمکا
 )،(Gel Doc XR, BIO-RADدستگاه مستندساز ژل 

براي محاسبه طول  Gel pro analyserافزار  از نرم
  قطعات استفاده گردید. 

  
  Acipenserpersicus(1ماهی ایرانی ( تاس اي ماهواره ) ریزهاي ژنی (پرایمري توالی جایگاه -1جدول 

 دماي اتصال پرایمر تعداد الل وزن (جفت باز) جایگاه ژنی

AfuG68b 153 -197  11/8  F: AACAATATGCAACTCAGCATAA 
R: AGCCCAACACAGACAATATC 

60 

AfuG63 147 -127  17/5  F: TCCTGGCTAGCGAACGAA 
R: CTTTTAAATGGGGGACAGACTAT 

60 

AfuG241 260 -230  15/14  F: CAGAACATGCCGGGTGAGTA 
R: ATCCAGGGCTTGTCTTGTATTTTA 

65 

LS-68 260 -240  15/14  F: TTATTGCATGGTGTAGCTAAAC 
R: AGCCCAACACAGACAATATC 

54 

  
                                                
1- GENEALL BIOLTECHNOLOGY CO., LTD, KOREA 
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  میکرولیتر 5/12در حجم  PCRهاي  شرایط بهینه براي اجراي واکنش -2جدول 

 حجم محلول ماده

Master Mix 6/25 میکرولیتر 

 میکرولیتر 1  آغازگر

 میکرولیتر DNA 2/5 شده نمونه رقیق

 میکرولیتر 12/5حجم مورد نیاز تا  آب مقطر استریل

  
، فراوانی آللیبراي تجزیه و تحلیل  :آنالیز آماري

انتظار و مشاهده شده، تعداد  هتروزیگوسیتی مورد
 هاي ثر در جایگاهؤهاي م هاي واقعی و تعداد آلل آلل

 1اتریس شباهت از برنامه ژن الکساي و م ریزماهواره
)Peakall  وSmouse ،2012 .براي ) استفاده گردید

تست  هاي مورد مطالعه ازتیمار  مقایسه بین جمعیت
 1 در سطح )AMOVA( آنالیز مولکولی واریانس

 تعیین فاصله و شباهت ژنتیکی. استفاده شددرصد 
)Nei، 1987(  2پاپ ژین افزار نرمنیز با استفاده از 
)Yeh صورت گرفت. )1999 ،و همکاران  

  نتایج
توجهی دیده   هاي واقعی تغییرات قابل در تعداد آلل

در بین  3ترین آن  و بیش 2ترین تعداد آن  و کم نشد
ترین تعداد  . کمشود هاي ژنی دیده می تمامی جایگاه

الل) در  AfuG68b )1/8 ثر در جایگاه ژنیؤآلل م
ثر در جایگاه ؤترین تعداد آلل م نمونه شاهد و بیش

میکروگرم بر  70الل) در تیمار با  AfuG63 )4ژنی 
  ).3(جدول  نونیل فنل مشاهده شد -4از لیتر 

  
  12نونیل فنل -4گرم بر لیتر کرومی 70و  40، چهار تیمار کنترل، شاهد لوکوس براي Ne( 4ثر (ؤ) و مNaهاي واقعی ( تعداد آلل -3جدول 

نونیل فنل - 4غلظت   
)µg/l(  

AfuG68b AfuG63 AfuG241 LS-68 

Na Ne Na Ne Na Ne Na Ne 

000/2 کنترل  800/1  000/2  000/2  000/3  571/2  000/3  571/2  

000/2 شاهد  800/1  000/2  000/2  000/3  571/2  000/3  571/2  

40 000/2  000/2  000/3  000/3  000/2  000/2  000/2  000/2  

70 000/2  000/2  000/4  600/3  000/3  571/2  000/3  571/2  

  

                                                
1- GENALEX 6.5 
2- Pop Gene 
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و  )Ho( دو شاخص هتروزیگوسیتی مشاهده شده
عنوان معیاري  به )He( هتروزیگوسیتی مورد انتظار

روند.  کار می براي بررسی و مقایسه تنوع ژنتیکی به
دست آمده مربوط به هتروزیگوسیتی  اطلاعات به

 5و  4هاي  مشاهده شده و مورد انتظار در جدول
، دامنه 4آورده شده است. با توجه به جدول 

هاي مختلف بین  گروه درشده  هتروزیگوسیتی مشاهده
 . متوسط هتروزیگوسیتیاستداشته  قرار 500/0- 000/1

 70و  40، شاهد ،کنترل هاي شده در غلظت مشاهده

 ،722/0ترتیب   نونیل فنل به -4گرم بر لیتر میکرو
ترین میزان  کم .دست آمد هب 833/0و  000/1

 شده براي جایگاه ژنی هتروزیگوسیتی مشاهده
AfuG68b )733/0ترین میزان آن در  ) و بیش  

مشاهده شد.  )AfuG241 )000/1 جایگاه ژنی
مورد انتظار در جایگاه ترین میزان هتروزیگوسیتی  کم

ترین  ) مشاهده شد و بیشAfuG68b )511/0 ژنی
) دیده شد AfuG63 )644/0میزان آن در جایگاه ژنی 

  ).5(جدول 

  
  ، شاهدهاي کنترل، ) براي تیمارHe) و مورد انتظار (Hoشده ( مقادیر هتروزیگوسیتی مشاهده -4 جدول

  ژنی نونیل فنل در هر جایگاه -گرم بر لیترمیکرو 70و  40

نونیل فنل- 4غلظت   
)µg/l(  

AfuG68b AfuG63 AfuG241 LS-68 

Ho He Ho He Ho He Ho He 

667/0 کنترل  444/0  000/1  500/0  611/0  733/0  611/0  733/0  

667/0 شاهد  444/0  000/1  500/0  611/0  733/0  611/0  733/0  

40 000/1  500/0  000/1  667/0  000/1  500/0  000/1  533/0  

70 667/0  444/0  667/0  722/0  000/1  611/0  000/1  611/0  

  
  ) در کل تیمارهاي مورد مطالعهHe( ) و مورد انتظارHoشده ( مقادیر هتروزیگوسیتی مشاهده -5جدول 

 Ho He جایگاه ژنی

AfuG68b *733/0  *511/0  

AfuG63 867/0  644/0  

AfuG241I 
LS-68 

000/1  
867/0  

567/0  
556/0  

 شده حداکثر هتروزیگوسیتی مشاهده )Hoو مورد انتظار ( )He ،(* شده حداقل هتروزیگوسیتی مشاهده )Hoو مورد انتظار ( )He( .  
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ها،  عنوان معیاري براي جدایی جمعیت به Fstمقدار 
 99احتمال  اساس آزمون واریانس مولکولی و بر

و  6 هاي ولها محاسبه گردید (جد ن جمعیتدرصد بی
). حداکثر میزان این شاخص بین دو جمعیت در دو 7

دست  ) به094/0گرم بر لیتر ( میکرو 70غلظت شاهد و 
دهنده  نشان 05/0تر از  بیش Fstکه  جایی آمد. از آن

 بنابراینباشد  ها از یکدیگر می جدایی کامل جمعیت
علت  به 70خصوص در بین دو جمعیت شاهد و  به

تر  بیش 05/0توجهی از  میزان قابل به Fstکه مقدار  این
ها را نتیجه گرفت.  توان جدایی جمعیت باشد می می

  آمد. دست به 268/0در این بررسی  Fstمتوسط 

  
 نونیل فنل - 4 لیتر گرم برمیکرو 70و  40، شاهد ،کنترلتیمارهاي محاسبه شده بر اساس فراوانی براي  Fstمیزان  -6جدول 

  70  40  شاهد  کنترل  غلظت

      080/0  075/0  کنترل

  -   -   082/0  080/0  شاهد
40  183/0  184/0  000/0   -  

70  085/0  *094/0  134/0   -  
  Fstحداکثر  *

  
  نونیل فنل -4 لیتر گرم برمیکرو 70و  40، شاهد ،کنترلتیمارهاي براي  AMOVAمحاسبه شده بر اساس آنالیز  Fstمیزان  -7جدول 

  70  40  شاهد  کنترل  غلظت

      000/0  000/0  کنترل

  -   -   000/0  000/0  شاهد

40  418/0  417/0  000/0   -  

70  180/0  180/0  111/0  000/0  
  

جهت محاسبه شباهت و فاصله ژنتیکی از معیار 
Nei )1987( ترین  بیش 8. مطابق جدول استفاده شد

  گرم میکرو 70و  40هاي  فاصله ژنتیکی بین غلظت

و شاهد  40هاي  ترین آن بین غلظت و کم بر لیتر
   .گردید همشاهد

  
  نونیل فنل -4 لیتر گرم برمیکرو 70و  40، شاهد ،نترلکتیمار  هارچماتریس فاصله ژنتیکی بین  -8جدول 

  70  40  شاهد  کنترل  غلظت

        -   کنترل

  -   -   -     شاهد

40  407/0  409/0   -   -  

70  580/0  582/0  *711/0   -  
  . ترین فاصله ژنتیکی کم ، ترین فاصله ژنتیکی بیش *
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  بحث
تدوین مدیریت راهبردي ذخایر اولین مرحله 

ی، تعیین ساختار ژنتیکی آبزیان در منابع آب
برداري و تخریب است. این  هاي در حال بهره جمعیت

هاي دقیق و قوي که بر پایه روش مدیریت در صورتی
تواند علاوه بر حفظ هاي مولکولی باشد میمثل داده

به حد برداري را تنوع زیستی، میزان برداشت و بهره
). 2006و همکاران،  Thaiمعقول و حداکثر برساند (

 در هاي مهمها جزو پارامتر للآهتروزیگوسیتی و تعداد 
لحاظ روبرو شدن ها از تنوع ژنتیکی جمعیت بررسی

 .)Frankham ،2008باشند (می با تغییرات محیطی
چون قابلیت رقابت و توانایی  هایی هم ویژگی ها آن

هاي طبیعی را تعیین  زیستگاهیک موجود براي بقا در 
 . یکی از)Jensen ،2005و  Hakanssonسازند ( می

هاي رایج محاسبه تنوع جمعیت به کمک  مقیاس
اطلاعات حاصل از نشانگرهاي ژنتیکی، تعداد متوسط 

هاي  باشد. تعداد الل ها در هر جایگاه ژنی می الل
ثیر اندازه نمونه أت تواند تحت جایگاه می واقعی در هر
هاي مختلف،  که با تعداد نمونه طوري قرار گیرد به

اي  هاي واقعی در هر جایگاه ریزماهواره تعداد الل
شده در  هاي مشاهدهالل آید. کاهش تعداد دست می به

ند بیانگر کاهش تنوع ژنتیکی تواسطوح جمعیتی می
هایی است  ) بیانگر تعداد اللNeثر (ؤهاي مالل .باشد

و  Lind( کنند ان ایجاد میکه هتروزیگوسیتی یکس
 )2008( Di Battista). براساس مطالعه 2009همکاران، 

باعث کاهش و هم افزایش توانند هم  می ها آلاینده
  این تغییرات که  .ها شوند تنوع ژنتیکی در جمعیت

اساس میانگین تعداد الل در هر جایگاه ژنی  بر
سو با رانش ژنتیکی و  از یکشود،  گیري می اندازه

دار و از سوي دیگر به کمک جهش و  انتخاب جهت
 پژوهشافتند. در  انتخاب هتروزیگوسیتی اتفاق می

بوده است  2ترین تعداد آلل مشاهده شده  حاضر کم
براي غلظت شاهد  AfuG68bکه در جایگاه ژنی 

بوده است که در جایگاه  4ترین آن  دیده شد و بیش
گرم بر لیتر از کرومی 70و در غلظت  AfuG63ژنی 

ترین تعداد  ضمن بیشدر  مشاهده شد. نونیل فنل -4
در غلظت  AfuG63آلل مورد انتظار در جایگاه ژنی 

با توجه  بنابراینبوده است  6/3گرم بر لیتر کرومی 70
) تنوع ژنتیکی Di Battista )2008 پژوهشبه 

هاي  نونیل فنل در بین جمعیت -4ترکیب ثیر أت تحت
خورد.  به چشم میلیتر  گرم برکرومی 70شاهد و 

هتروزیگوسیتی نیز شاخص بسیار مهمی براي ارزیابی 
تنوع ژنتیکی بوده و در مطالعات ساختار جمعیت 

ها ارزش بسیاري دارد زیرا هر هتروزیگوت ناقل  گونه
. با باشد میدهنده تنوع  هاي متفاوتی بوده که نشان الل

بی غناي اللی ها نشان داده که ارزیا بررسی جوداین و
نسبت به هتروزیگوسیتی در مطالعات تنوع ژنتیکی 

که هتروزیگوسیتی  طوري داراي ارزش بالاتري بوده به
ها  ژن تر مبتنی بر تغییرات تصادفی در فراوانی بیش
 توسط هتروزیگوسیتی). مPresa ،2009و  Dizباشد ( می

و متوسط  852/0 پژوهشاین  شده در مشاهده
دست آمده  هب 583/0هتروزیگوسیتی مورد انتظار 

) 2013. بر اساس مطالعه مقیم و همکاران (است
شده نسبت  تر بودن میزان هتروزیگوسیتی مشاهده پایین

  دهنده  تواند نشان به هتروزیگوسیتی مورد انتظار می
معیتی و افزایش هموزیگوسیتی ج زاد و ولد درون

روهاي استفاده شده در این ها و لا گرچه تخم .باشد
باشند اما بالاتر  حاصل تکثیر مصنوعی می پژوهش

بودن متوسط هتروزیگوسیتی مشاهده شده در این 
 نسبت به هتروزیگوسیتی مورد انتظار احتمالاً پژوهش

و جدایی  تنوع ژنی در مولدها دهنده تواند نشان می
قاطعیت توان با  رو نمی ها بوده باشد از این جمعیت آن
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. گاهی ات غلظت این آلاینده مرتبط دانستآن را با اثر
ممکن است که پخش شدن تخم و لاروهاي پلاژیک 

نوران آبزي به کمک جریان آب هاي مختلف جا گونه
و  Habib( شود ها جمعیت 1همگنی ژنتیکیسبب 

علت  به پژوهشدر این  بنابراین )2015 ،همکاران
ها در نمو لارو ها و رشد و که عمل تکامل تخم آن

جریان آب و اکسیژن شرایط مشابه و یکسان از نظر 
تغییرات چندانی  توان ، نمیودش انجام میدر انکوباتور 

اساس  . بررا در رابطه با ناهمگنی ژنتیکی مشاهده کرد
دهنده تمایز بین  نشان Wright )1987( Fstمعیار 

 05/0تر بودن این معیار از  . کمباشد ها می جمعیت
از یکدیگر دهنده تمایز پایین بین دو جمعیت  نشان

 ). این میزان که در2002، و همکاران Ballouxاست (
اساس آنالیز مولکولی واریانس و  حاضر بر پژوهش

صد بین چهار غلظت محاسبه شده در 99احتمال 
 70ترین میزان آن بین دو غلظت شاهد و  ، بیشاست

 05/0) مشاهده شد که از 094/0( گرم بر لیترمیکرو
ها را  توان جدایی جمعیت می بنابراین باشد، تر می بیش

ظر گرفت. وجود در ن 70در دو غلظت شاهد و 
توان با جریان ژنی، رانش  را می Fstهاي متفاوت  دامنه

و  Liژنی و جدایی جغرافیایی مرتبط دانست (
حاضر با توجه به  پژوهش. در )2007 همکاران،

توجهی  تغییرات قابل Fstمقادیر  7و  6 هاي جدول
توجه  این تغییرات ژنی چندان قابلبنابر ،ندارند

) 2007و همکاران ( Li. با توجه به مطالعه باشد نمی
ها جریان ژنی  جمعیتیکی از دلایل ایجاد زیر

صورت عدم وجود  درکه  رود انتظار میباشد.  می
 ،ها جریان ژنی و یا جریان ژنی اندك بین جمعیت

ها ایجاد گردد  اي بین آنملاحظه تمایز ژنتیکی قابل
) بر همین اساس 1393، خوزانی و همکاران عمویی(

                                                
1- Genetic homogeneity 

و  70هاي بین تیمار 711/0 ترین فاصله ژنتیکی بیش
 ونونیل فنل مشاهده شد  -4لیتر از  گرم برکرومی 40
 40مارهاي شاهد و یدر بین ت 409/0ترین آن  کم
توان این گونه  می بنابراینلیتر دیده شد.  گرم برکرومی

 70و  40استنباط کرد که فاصله ژنتیکی بین تیمارهاي 
 لیتر از نظر جریان ژنی زیاد است در گرم برکرومی

 میکروگرم بر 40که در بین تیمارهاي شاهد و  حالی
هاي که تمامی لارو باشد. با توجه به این تر می کم لیتر

انی تهیه از مولدین یکس پژوهشمورد بررسی در این 
هاي ژنتیکی  وجود این فاصله احتمالاً بنابرایناند  شده
ا ی هاي مختلف این آلاینده ثیر غلظتأت تواند تحت می

با توجه به آنالیز . عوامل ناشناخته دیگري باشد
فرض صفر  ،)<FSt )0FStمولکولی واریانس و معیار 

گوید هیچ تمایز  در ارتباط با تنوع ژنتیکی که می
مطالعه در تیمارهاي  هاي مورد جمعیت ژنتیکی بین

. از شود وجود ندارد، رد می 70و  40، کنترل، شاهد
 )1999و همکاران ( Saha پژوهشاساس  طرفی بر

غلظتی که در آن آلاینده بر روي  تشخیص محدوده
، یا زیستگاه آن خطري نداشته باشد یک گونه ماهی و

آن ماده سمی در محیط  به مدت زمان ماندگاري
روز از  90حداقل  دکه بای طوري بستگی دارد. به

کشنده آن ماده سمی در شرایط هاي زیر غلظت
رشد و نمو  ثیرات آن بر رويأآزمایشگاهی بگذرد تا ت
 Gaffney پژوهش. بر اساس جنین ماهی ثابت گردد

هاي صنعتی  غلظت نونیل فنل در فاضلاب )1976(
درصد افت داشته  45ساعت حدود  135طی مدت 

. البته این کاهش بستگی به دماي آب و غلظت است
ضمن در میان رسوبات در اولیه آن ماده نیز دارد 

زایش مرتبه اف 5100تا  364رودخانه غلظت نونیل فنل 
) اما Szeta، 1981و  Sandaramداشته است (

، وره رشد و نمو در ماهیان خاویاريترین د حساس
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 جنینی و تقسیم سلولی یعنی دوره حل اولیهتحقق مرا
. پس از آن مرحله باشد ساعت پس از لقاح می 10تا  6

گاسترولا و تشکیل صفحه عصبی در مراحل اولیه 
ترین مراحل در تکامل جنینی  جنینی جزو حساس

ضمن در . )1988ماهیان است (کنت و همکاران،  تاس
لاروي نورس بسیار  ها در دوره تشکیل و تمایز اندام

گیري  شدید است این موضوع نه تنها موجب شکل
هاي رشد و نموي صفات مختلف شده بلکه الگو

سبب ظهور نواقص ساختمانی در شرایط نامساعد 
از  )1993 شود (دتلاف و همکاران، نموي می رشد و

با توجه به محدودیت زمانی تکامل  رو احتمالاً این
ماهیان و مدت زمان  سروز) در تا 10تا  9جنینی (

، ارتباط تغییرات نونیل فنل در طبیعت -4ماندگاري 
اي با این ترکیب  هاي ژنی ریزماهواره ژنومی جایگاه

براساس  تري خواهد داشت. نیاز به کارهاي بیش
 هاي جایگاه )Oleksiak )2008و  Williams پژوهش

ها وجود دارد  هایی که تجمع آلاینده ژنی در مکان
ثیر انتخاب طبیعی قرار گیرند و أت تحت توانند می

. در برابر مواد آلاینده نشان دهندمکانیسم مشابهی را 
هاي ژنی در  شاید جایگاه پژوهشبر اساس همین 

هاي ژنوتیپی با محیط نقش داشته باشند و  سازگاري
ها پاسخ سازشی کلی و  تعداد بسیار کمی از آن

در  مالاًاختصاصی به مواد آلاینده بدهند و احتغیر
ها از نظر عملی  مورفیسم بین جمعیت پلیآینده بروز 

. ها باشد ها در برابر آلاینده مسئول افزایش مقاومت آن
ها در  تنگناي ژنتیکی با از دست رفتن برخی از الل

اي همراه خواهد بود که این  ماهواره هاي ریز جایگاه
تواند در اثر تجمع زیاد فلزات سنگین،  له میأمس

ها در رسوبات  آروماتیک و هیدروکربن ت پلیترکیبا
 بنابراینها ایجاد شود  ها یا برکه کف رودخانه

ها با تغییرات  شده در ژنتیک جمعیتهاي ایجاد تفاوت

و  Thomas( تواند مرتبط باشد شرایط محیطی می
  .)2014همکاران، 

  
  گیري نتیجه

اي  حاضر هر چهار نشانگر ریزماهواره پژوهشدر 
نونیل فنل روي  -4توجهی را از  قابل نفوذثیر و أت

. شاید استفاده از اند ماهی ایرانی نشان نداده جنین تاس
تایج سبب شده که ن، هاي پایین این ماده غلظت

. بنابراین دنتر داشته باش نگري بیشنظر نیاز به بازمورد
پاسخ به فرآیندهاي  دهاي آینده بای دورنماي پژوهش

خاب ژنتیکی و تنظیم تمایزي ژنتیکی مختلف مانند انت
دن با محیط در سازگار ش DNAهاي اصلاح  مکانیسم

حاضر در  پژوهشمملو از آلاینده باشد. اهمیت 
اي در  ماهواره هاي نشانگرهاي ریز استفاده از تکنیک

جنینی و تنوع ژنتیکی آن بوده  سطوح مختلف تمایز
ثر انجام ؤاست که با حداقل زمان و هزینه به شکلی م

مطالعه  ها اغلب براي امروزه از این تکنیک گرفت.
 1شناسی ها در مطالعات بوم سم ساختار ژنتیکی جمعیت

   .شود استفاده می
  

  سپاسگزاري
مدیریت مرکز  از آقاي دکتر خوشباور رستمی

که  ن استان گلستان و همکاران ایشانتحقیقات آبزیا
گونه کمکی طی  شان از هیچضمن مشاوره ارزشمند

دریغ نکردند و قدردانی از حوزه  پژوهشانجام این 
پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شیراز که در 

ما را یاري  پژوهشیید و انجام به موقع این أت
  رساندند.  

                                                
1- Ecotoxicology 
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Abstract1 

Nonylphenols havecomprehensive usage in plastic, cleaning products, resins and stabilizers 
in industry and via sewage permeate to aquatic ecosystems. The study demonstrated the effects 
of the 4-nonylphenolon microsatellites in the prelarvae of the Iranian sturgeon (Acipenser 
persicus) as biomarkers to investigate their genetic diversity. 480 prelarvae of the Iranian 
sturgeon in the 4 treatments and 3 replications (two sublethal concentrations 40 and 70 µg/l of 
the 4-nonylphenol, control and sham) was applied in the ten days three periods. The experiment 
was carried out semi-static condition. Evaluation genetic diversity of the prelarvae's Iranian 
sturgeon for four pairs of the microsatellites markers (AfuG68b, AfuG63, AfuG241 & LS-68) 
carried out in the above four concentrations. Finally, the minimum number of alleles observed 
were 2 (AfuG68b) and the maximum number of alleles observed were 4 (AfuG63) in the 70 
µg/l of the 4-nonylphenol. The minimum heterozygocity observed was 0.733 (AfuG68b) and 
the maximum hetrozygocity observed was 1(AfuG241). The minimum hetrozygocity expected 
was 0.511 (AfuG68b) and the maximum hetrozygocity expected was 0.644 (AfuG63). At the 
fourtreatments, the medium hetrozygocity expected &hetrozygocity observed 0.852 and 0.583, 
respectively. The number of effective allels were increased in the 70 µg/lat the AfuG63  
locus than control. Therefore, the genetic diversity was increased in the environmental with  
4-nonylphenol compounds.  
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