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سابقه و هدف: بررسی تنوع ژنتیکی ابزار موثری در حفظ ژنتیکی گونه های پراهمیت، با ارزش و هم  چنین گونه های کمیاب در معرض خطر 
انقراض  می باشد. با توجه به اینکه مطالعات، در ارتباط با گونه های خرچنگ های آب شیرین در ایران بسیار اندک است و از نظر حفاظتی توجه چندانی 
به آن ها صورت نگرفته است. این مطالعه به بررسی تنوع ژنتیکی خرچنگ حقیقیPotamon elbursi در رودخانه های شرق استان تهران می پردازد. 

مواد و روش ها: برای بررسی تنوع درون این گونه 10 ایستگاه نمونه برداری در بخش هاي مختلف رودخانه های جاجرود، حبله  رود و لار انتخاب شد 
و تعداد 10 نمونه از هر ایستگاه با تور دستی مورد صید قرار گرفتند، سپس نمونه ها در الکل اتانول 96 درصد تثبیت و براي انجام مرحله های بعدي به 
آزمایشگاه منتقل شدند. نمونه ها در ابتدا برای مطالعات ریخت  شناسی توسط کلیدهای شناسایی مورد مطالعه قرار گرفتند و سپس برای بررسی  های 
مولکولی از ژن قطعه ژنی زیر واحد یک سیتوکروم اکسیداز میتوکندری )COI( و نشانگر ریزماهواره1 استفاده شد. برای استخراج ژنوم از کیت استخراج 
DNA سیناژن استفاده گردید و کیفیت و کمیت DNA توسط بیوفتومتر و ژل آگاروز 1% درصد مورد بررسی قرار گرفت. برای شناسایی مولکولی،  
ژنIOC  تکثیر و توالی یابی شد. سپس برای بررسی پنج جایگاه ژنی )hxx2،Ga2،Ga1،Gagt4،hxx3( از آغازگرهای2 ریزماهواره ای طراحی شده 
بر اساس ترادف DNA ژنومی خرچنگ گرد Longpotamon yangtsekiense  برای بررسی های تنوع درون  گونه  ای استفاده گردید. بمنظور 
انجام آنالیز نهایی محصول های PCR مربوط به هریک از جایگاه  های ریزماهواره، این محصول ها بر روی ژل اکریل آمید 8% شارژ شدند. سنجش وزن 
مولکولی نوارهای محصول PCR و اندازه آلل ها با استفاده از نرم افزار Lab Image v.3.3.3  و با بکارگیری تصویرهای گرفته شده از ژل پلی اکریل 
آمید رنگ آمیزی شده انجام شد. فراواني آللي، هتروزیگوسیتي مورد انتظار و مشاهده شده، تعداد آلل هاي واقعي و موثر در جایگاه هاي ریزماهواره اي، 
تنوع ژنتیکي و آزمون AMOVA در سطح احتمال 0/01 در نرم افزارهای Gene Alex، محاسبه گردید. درخت تبارشناختی3 با استفاده از نرم افزار

MEGA v. 5.5 ترسیم گردید.

نتایج و بحث: نتایج توالی یابی ژن COI نشان داد نمونه خرچنگ های مورد مطالعه مربوط به گونه  P. elbursi می باشد که با نتایج شناسایی 
ریخت-شناسی منطبق بود. در این مطالعه در مجموع از 5 جفت نشانگر ریزماهواره ای استفاده شد که جایگاه Ga2 با وجود بهینه سازی تکثیر 
نشد و دیگر جایگاه ها چند شکلی4 نشان دادند.  جایگاه hxx2 و Ga1 با 7 آلل و جایگاه Gagt4 با 3 آلل بترتیب دارای بیشترین و کمترین تعداد 
آلل در بین تمام جایگاه های هتروزیگوت بودند. نتایج نشان داد که جمعیت های این گونه خرچنگ دارای تنوع درون جمعیتی اندکی می باشد. دامنه 
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مقدمه  
راسته  اعضای  پیشرفته ترین  جزء  حقیقی  خرچنگ های   
بیش  میان  از  که  می روند  بشمار  بندپایان(  )شاخه  پایان  ده 
بیش  حقیقی،  خرچنگ های  از  شده  شناخته  گونه  از6700 
هستند شیرین  آب  واقعی  خرچنگ های  آن  گونه   از 1300 

نظر  از  هم  شیرین  آب  خرچنگ های   .)Ng et al., 2008(

اقتصادی و هم از نظر بوم شناختی گروه بسیار مهمی هستند. 
از آنجایی که آن ها در بسیاری از نقاط جهان مصرف غذایی 
دارند.  مهمی  بسیار  نقش  شیلات  اقتصاد  در  بنابراین  دارند. 
می  حساس  بسیار  آب  آلودگی  به  نسبت  همچنین  آن ها 
 باشند. بنابراین در ارزیابی کیفیت آب دارای اهمیت هستند

)Bahmani, 1994 (. اگرچه نسبت به برنامه حفاظتی این گروه از 
جانوران غفلت صورت گرفته است. ولی بدلیل صفت هایی از قبیل 
رشد سریع، تولید تعداد زیادی نوزاد و بلوغ جنسی سریع، ثبات 
جمعیتی خود را حفظ کرده اند. جمعیت  خرچنگ های آب شیرین 
دارای اندمیسم7 بالایی هستند که ممکن است بدلیل توانایی 
محدود آن ها در پراکندگی و همچنین تخریب زیستگاه های آن ها 
 .)Keikhosravi et al., 2015( توسط جمعیت های انسانی باشد
تنوع ژنتیکي، قابلیت بقاي یک گونه یا جمعیت را از طریق ایجاد 
توانایي سازگاري با تغییر های محیطي فراهم مي کند. بنابراین، 
 تنوع ژنتیکي براي بقاي طولاني مدت یک گونه، ضروري است

ژنتیکي  تنوع  بطور کلي مدیریت    .)Bataillon et al.,1996(

تفکیک  و  ژنتیکي  ساختار  ارزیابي  نیازمند  موجودات،  در 
 .)Pujolar et al., 2009(.است نظر  مورد  گونه  ذخیره های 
بررسی روابط تکاملی میان موجودات، می تواند نشان دهنده 

منشا مشترک گونه ها باشد و آنالیزهای ژنتیکی برای تفسیر 
بیشتری  ژنتیکی  تنوع  دارای  که  تکاملی جمعیت هایی  روند 
می باشد مفید  هستند،  کوچک تر  جمعیت های  به   نسبت 

رشد  آن ها سبب  در  تنوع  این   .)Monaghan et al., 2005)

سریع تر، تکامل و ترکیب شدن ژن ها و در پی آن عادت پذیری 
جمعیت های مختلف تحت شرایط محیطی متفاوت می شود. 
هستند،  مشابه تر  ژنتیکی  نظر  از  کوچک تر  جامعه های  افراد 
از سازگاری  تنوع  نبود  و همین  دارند  تنوع کمتری  بنابراین 
آن ها با شرایط محیطی مختلف می کاهد. از این رو بررسی تنوع 
ژنتیکی ابزار موثری در حفظ ژنتیکی گونه های پراهمیت و با 
ارزش و هم چنین گونه های کمیاب در معرض خطر انقراض 
یا  و  پروتئین  از  تبارشناختی،  اطلاعات  مقایسه  در  می باشد. 
اطلاعات  گمان  بی  که  می شود  استفاده  موجودات   DNA از 
به  اطلاعات  از  کامل تر   DNA از  آمده  به دست  تبارشناختی 
دست آمده از پروتئین ها می باشد. از این رو استفاده از ابزارهای 
مولکولی برای بررسی تنوع ژنتیکی بخاطر توانایی این ابزارها 
می باشد.  ارزشمند   DNA سطح  در  تغییر ها  شناسایی  در 
نشانگرهای مولکولی از جمله ابزارهایی هستند که استفاده از 
آن ها بخاطر عدم تاثیرپذیری آن ها از شرایط محیط خارجی 
از آن ها در مورد گونه های  استفاده  و داخلی موجود و حتی 
منقرض شده، پایه دیگری در انقلاب ژن محسوب می شوند. 
تاکنون انواع زیادی از نشانگرها شناسایی و بکار گرفته شده اند 
 Carver( و کاربردهای متنوعی برای آن ها پیشنهاد شده است
et al., 2012(. یکی از کاربردهای عمده نشانگرها که سطح های 

بالایی از چندشکلی را بروز می دهند، آنالیز تنوع ژنتیکی در 

هتروزیگوسیتی مشاهده شده )Ho(5 در میان ایستگاه های نمونه برداری در جایگاه های چهارگانه 100/700-0/0 و دامنه هتروزیگوسیتی مورد انتظار 
)He(6 بین 0/810- 0/515 بود. در این بررسی در همه ی منطقه های نمونه برداری شده و در تمامی لوکوس ها، هتروزیگوسیتی مشاهده شده نسبت 

به هتروزیگوسیتی قابل انتظار پایین تر بود.

تایید  و می تواند  بوده  مفید  اصلی خود  در جایگاه  گونه ها  دادن صحیح  قرار  برای  ژنتیکی  نشانگرهای  اساس  بر  نتیجه گیری: شناسایی 
کننده شناسایی های مبتنی بر ریخت شنایی باشد. کاهش هتروزیگوسیتی مشاهده شده نسبت به هتروزیگوسیتی مورد انتظار نشان دهنده 

کاهش در تغییرپذیری ژنتیکی نمونه ها است.

واژه های کلیدی: تنوع ژنتیکی، Potamon elbursi، آب شیرین، استان تهران.
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داخل و بین جمعیت ها می باشد که از کشف آن ها بیش از 20 
Litt and Luty )1989) توسط  بار  اولین  و  نمی گذرد   سال 
توسط ایران  شیرین  آب  خرچنگ  نخستین  شد.  برده   بکار 

شناسایی و گزارش شده است. از این تاریخ  Olivier )1804)

به بعد محققان اروپایی دیگر نمونه های فراوانی از خرچنگ های 
همچنین   .)Khatami, 1999( نموده اند  آوری  جمع  را  ایران 
 چند گونه دیگر در جنوب شرق ایران شناسایی و معرفی شدند

بررسی  به   Keikosravi et al. )2014) .)Alcock, 1909)

خرچنگ گرد آب شیرین Potamon ایران، بر اساس ویژگی های 
ریخت-شناسی و ژنتیکی پرداختند و توانستند چندین گونه 
شامل Potamon Savigny، Potamon ilam را بر اساس شکل 
اولین گونوپود جنس نر و ویژگی کاراپاس شناسایی کنند. آن ها 
بیان داشتند تمایز گونه ها از نظر ظاهری بسیار مشکل بوده که 
 28S  16 وS rRNA برای تشخیص آن ها از یکدیگر توالی ژن
rRNA را مورد استفاده  قرار دادند. که این مطالعه توانست شمار 

گونه ها را در جنس Potamon به 22 عدد افزایش دهد. ساختار 
 P. ژنتیکی جمعیت و تاریخچه جمعیتی خرچنگ گرد آب شیرین
 elbursi از کوه های البرز بر اساس ژن COI در شمال ایران توسط

 61 گرفت.  قرار  بررسی  مورد   Keikhosravi et al.  )2015(

نمونه از 6 رودخانه با دو حوضه رودخانه ای متفاوت از کوه های 
البرز، دریاچه نمک قم و حوضه جنوبی دریای خزر جمع آوری 
شدند. آنالیز مقایسه ای توالی ژن زیرواحد COI میتوکندریایی، 
هاپلوتیپی بالا و تنوع نوکلئوتیدی پایینی را نشان داد. در  تنوع 

4جمعیت، وابستگی بین شبکه  هاپلوتیپ و جداسازی جغرافیایی 
بین حوضه رودخانه ها وجود ندارد، در حالیکه دو جمعیت باقی 
مانده دارای  هاپلوتیپ های اختصاص یافته بودند. آنالیز توزیع 
نابرابر8، همراه با شبکه  هاپلوتیپ و سنجه های تنوع  هاپلوتیپی و 
نوکلئوتیدی، نشان داد جمعیت های اخیر از تنگناهای نوسانات 
آب و هوایی دوره پلیستوسن9 تاثیر پذیرفته اند. با توجه به این 
که مطالعات جامعی در مورد خرچنگ های گرد آب شیرین 
در کشور انجام نشده است و مطالعات مولکولی در این زمینه 
اندک است این مطالعه قصد دارد مشخص کند که افراد خانواده 
به  توجه  با  تهران  استان  رودخانه های شرق  در   Potamidae

شرایط خاص آن متعلق به کدام گونه بوده و از چه ساختار 
ژنتیکی برخوردار هستند؟ چرا که پاسخ به این پرسش ها از نظر 
تنوع زیستی، تکاملی و حفاظتی بسیار دارای اهمیت می باشد.

مواد و روش   ها 
جمع آوری نمونه ها و شناسایی ریختی

انتخاب ایستگاه ها براساس امکان دسترسی، وضعیت طبیعی 
منطقه، پوشش گیاهی، شیب زمین، پیوستن شاخه های فرعی به 
شاخه اصلی، سرعت جریان آب، پوشش گیاهی و بستر رودخانه 
صورت پذیرفت. شکل1 محدوده رودخانه جاجرود و جدول1 

ایستگاه های نمونه برداری را بر روی آن نشان می دهد. 
نمونه ها توسط تور دستی کوچک جمع آوری شدند سپس 
توسط الکل 96 تثبیت گردیدند. نمونه ها، به آزمایشگاه دانشکده 

( مشخص شده است شکل 1- نقشه رودخانه های استان تهران بهمراه موقعیت ایستگاه های نمونه برداری که با علامت ستاره )
Fig. 1- Map showing rivers of Tehran Province. Sampling locations are marked by

Litt and Luty )1989)
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رودخانه
River

ایستگاه
Station

موقعیت جغرافیایي
Geographical situation

طول )شمالی(
Longitude

عرض )شرقی(
Latitude

ارتفاع از سطح دریا )متر(
Altitude

جاجرود
)Jajroud(

)Fasham( 1931”27 ’31  51 ”43 ’55 35فشم

)Saeedabad( 1455”65 ’42  51”26 ’43  35سعیدآباد

)Khojir( 1328”09 ’43  51”08 ’40  35خجیر

)Pakdasht( 1167”83 ’47  51”26 ’31 35پاکدشت

حبله رود
)Hableroud(

)Zarindasht( 1640”33’37  52”96’35  35زرین دشت

)Simindasht( 1514”11 ’30  52”02 ’31  35سیمین دشت

)Khomdeh( 1789”19 ’41  52”32 ’40  35خمده

)Anzaha( 1687”32 ’38  52”78 ’35  35انزها

لار
)Lar(

)Plour( 2307”13 ’02  52”18 49  35پلور

)Lar( 2259”38 ’02  52”20 ’50  35لار

جدول 1- ویژگی های رود و ایستگاه های نمونه برداری
Table 1. Characteristics of rivers and sampling stations

از شناسایی  و پس  منتقل شدند  تهران  دانشگاه  دامپزشکی 
توسط کلیدهای شناسایی )Khatami, 1999( برای بررسی های 
ریخت  شناسایی  برای  قرارگرفتند.  استفاده  مورد  مولکولی 
شناسی از ویژگی های ریخت شناسی مانند وزن بدن، طول 
کاراپاس، عرض کاراپاس، جنسیت، وجود موهای ریز در اطراف 
لبه کاراپاس، دندانه دار بودن فاصله حد واسط بخش خارجی 
چشم ناحیه برون آبششی، کم عرض بودن قسمت پیشانی، رنگ 
کاراپاس و سه گوش بودن گوشه حدقه بیرونی چشم استفاده 

شد.

آنالیز مولکولی
بمنظور بررسی های مولکولی از هر ایستگاه، 10 نمونه جمع آوري  
شد. بنابر دستورالعمل کیت استخراج DNA سیناژن، از 50  میلی 
گرم بافت ماهیچه پا برای استخراج DNA  نمونه ها استفاده گردید.

کیفیت و کمیت DNA توسط بیوفتومتر و ژل آگاروز یک درصد 
مورد بررسی قرار گرفت. 

LCO1490:5 ′ -GGTCAA-  سپس با  استفاده  از  پرایمر
HCO2198 5′- و   ′CAAATCATAAAGATATTGG-3

   ′TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3

برای  پلیمر  ای  زنجیره  واکنش های    )Folmer et al., 1994(

در  شد.  انجام   )COI( I اکسیداز  سیتوکروم  ژن  قطعه  تکثیر 

توسط شده  طراحی  ای  ریزماهواره  آغازگرهای  از  مطالعه   این 
(Yufang et al. )2009 بر اساس ترادف DNA ژنومی خرچنگ گرد 

استفاده شد. ویژگی های آغازگرهای اختصاصی ریزماهواره استفاده 
Longpota�نشده برای تکثیر ژ های خرچنگ گرد آب شیرین

mon yangtsekiense در جدول 2 آورده شده است. برای آنالیز 

نهایی، محصول های PCR مربوط به آنالیز ریزماهواره بر روی 
ژل اکریل آمید 8  % ظاهرسازی شدند. سنجش وزن مولکولی 
 Lab اندازه آلل ها با استفاده از نرم افزار ،PCR نوارهای محصول
Image v.3.3.3 و با بکارگیری تصویر های گرفته شده از ژل 

پلی اکریل آمید رنگ آمیزی شده انجام شد. مشاهده یک نوار 
برروی ژل پلی اکریل آمید هموزیگوسیتی و مشاهده دو نوار، 
هتروزیگوسیتی را نشان می دهد. فراواني آللي10، هتروزیگوسیتي 
مورد انتظار و مشاهده شده، تعداد آلل هاي واقعي و موثر11 در 
جایگاه هاي ریزماهواره اي، سنجه شانون ،12تنوع ژنتیکي، آزمون 
 Gene Alex v. در سطح احتمال 0/01 در نرم افزار AMOVA

(Peakall and Smouse, 2009( 6.4، محاسبه گردید.  بمنظور 

ترسیم درخت بیشینه احتمال13 در ابتدا بهترین مدل با  استفاده 
از نرم افزار JModel Test 0.1 تعیین شد و سپس این درخت 
توسط نرم افزار (MEGA v. 5.5 )Tamura et al., 2007 ترسیم 
گردید. داده های ژنتیکی این مطالعه برای تحلیل و مقایسه در 
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برنامه ی Excel وارد و سپس توسط نرم افزار SPSS22 به روش 
آنالیز واریانس تک متغیره مورد تجزیه  و تحلیل آماری قرار 
گرفتند. مقایسه میانگین ها از طریق آزمون دانکن14 در سطح 

0/05 صورت گرفت.

 نتایج و بحث
اگرچه استفاده از سنجه    هاي مولکولی نقش مهمی را در شناسایی 
گونه ها بازي می کند، اطلاعات ریخت شناختی و زیست شناختی 
 Franklin et al.,( همچنان ابزار اولیه شناسایی محسوب می شوند
Duda, 2008; Lorenz and Puillandre, 2015 ;2007(. در مطالعه 

حاضر نیز شناسایی نمونه ها توسط ویژگی های ریخت شناسی 
کلیدی بر اساس کلیدهای شناسایی صورت گرفت. کاراپاس این 
خرچنگ کمابیش مربعی شکل است که دارای  پهنای وسیع تری 
نسبت به طول آن می باشد. حاشیه بالایی جانبی کاراپاس حد واسط 
بخش خارجی چشم15 و ناحیه برون آبششی16 دندانه دار است. 
چشم ها در لبه فوقانی جانبی کاراپاس قرار دارند.  قسمت جلو یا 
پیشانی کم عرض، یکپارچه و اندکی موجدار به نظر می رسد. پیش 
پاره های17  پاهای حرکتی )پاهای حرکتی 2 تا 5( صاف و انگشت 
پاهای حرکتی دندانه دار است. اندازه چنگال ها در هر دو جنس 
متفاوت است. چنگال ها مدور شده و انگشت بالایی متحرک است. 

انگشت متحرک چنگال بزرگ تر باریک و دارای خمیدگی است. 
لبه های داخلی سومین پای آرواره ای از طول در قسمت جلو به هم 
متصل شده اند، سومین پای آرواره ای دارای تاژک است. زائده حسی 
آرواره فوقانی دارای سه بند است و بند آخر آن یکپارچه می باشد. 
بند انتهایی اولین پای تناسلی مخروطی شکل است و از نصف 
بخش زیرین آن کوچک تر است. بخش زیرین بند انتهایی کمی 
به سمت داخل متمایل شده است و دارای شیار می باشد. دومین 
پای تناسلی باریک و دارای یک تاژک است. با توجه به ویژگی های 
ریخت شناسی خرچنگ های مطالعه حاضر می توان بیان داشت 
این نمونه ها متعلق به گونه P. elbursi می باشند. تبارشناختی و 
 Potamon رده بندی18 خرچنگ های آب شیرین، بویژه در جنس
در خاورمیانه، توسط کارشناسان مورد مطالعه قرار گرفته است. در 
گذشته، 5 زیرجنس از Potamon تشخیص داده شد که براساس 
 Brandis( آن ها بوده است )اولین گونوپود( G1 ریخت شناسی
et al., 2005(. بعدها (Ng et al., 2008( تمام زیرجنس ها را حذف 

Pota� هکرد، ولی در مطالع  تبارشناختی که بر روی سیر تکامل
mon  در ناحیه اژه  انجام  شد از به رسمیت شناختن این زیرجنس ها 

حمایت کرده است )Jess et  al., 2009(.  با این حال در حال حاضر 
روشی استاندارد مبتنی بر توالی ژن COI میتوکندری که دارای 
طولی در حدود  650bp می باشد، بعنوان ابزاری سودمند برای 

جدول 2-جدول ویژگی های آغازگرهای ریزماهواره استفاده شده در این پژوهش بهمراه نام آغازگر، واحدهای تکرار شونده و توالی 
)Yufang et al., 2009) نوکلئوتیدی آغازگرها

Table 2. Satellite primers used for the study )based on Yufang et al., 2009)

توالی نوکلئوتیدی آغازگر
Nucleotide sequence of primer

واحد تکرار شونده
Repeat unit

نام آغازگر
Primer name

F: GTGACGCACCGTGTTGTCT        )TG)14 hxx2-F

R: CGCATTGCCAATTAGTGT hxx2-R

GTAACGATGCAAGATGCT )TG)13…)AG)6 hxx3-F

CTAGATAAGCCTATCGCTCAT hxx3-R

TGTTGTAGGTAAAGTGGGAG )GA)25 Ga1-F

GCACGTCAGGAGTAAGAAT Ga1-R

TTTAGTCCTCCCTACTCGTT )TC)13 Ga2-F

TCGTTTCTTCAGTGTGCC Ga2-R

CTTAGTATTGCAAGTTCAGTC )CTCA)7 Gagt4-F

CAGCTGTACTGAGCACTTAG Gagt4-R
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شناسایی موجود ها و تعیین مرز گونه ها بکار می رود بر این اساس 
تغییر  هایی که در توالی ژن COI در گونه های مختلف ایجاد 
می شود، ابزاری دقیق برای شناسایی و طبقه بندی موجود ها و 
 Costa and Carvalho,( معرفی گونه های جدید مطرح می باشد
2007(. نتایج شناسایی مولکولی نمونه های مطالعه حاضر بر 

اساس ژن COI میتوکندری نیز تایید کننده نتایج شناسایی 
P. elbur� تریخ شناسی در به رسمیت شناختن این گونه به نام

si  می باشد. درخت تبارشناختی و فاصله ژنتیکی نشان داد همه 
نمونه ها با بوت استراپ 19بالا )BS=98( با توالی ثبت شده گونه 
P. elbursi که از منطقه درکه می باشد رابطه خواهری داشته و 

شکل 2- درخت  ML)Maximum Likelihood( از قطعه ژنی میتوکندریائی COI از جنس Potamon  )ZRN نمونه زرین دشت، 
KJR نمونه خجیر، SAD نمونه سعیدآباد، SMN نمونه سیمین دشت(

Fig. 2- The Maximum Likelihood tree of COI fragment of Potamon. ZRN: Zarindasht, KJR: Khajir, SAD: 
Saeedabad, SMN: Simindasht 

K2P   بر حسب مدل Potamon elbursi جدول 3- فاصله ژنتیکی گونه های نزدیک به
Table 3. Genetic distance of some species related to Potamon elbursi according to the K2P Modele

ZRN            
KJR 0.000           
SAD 0.000 0.000          
SMN 0.000 0.000 0.000         
Potamon_elbur�
si-KF227379-Darakeh

0.000 0.000 0.000 0.000        

Potamon_elbur�
si-HG321389-Gezelozon

0.009 0.009 0.009 0.009 0.009       

Potamon_persi�
cum-KF227383-Zayandehrood

0.036 0.036 0.036 0.036 0.036 0.042      

Potamon_persi�
cum-KF227382-Dez_river

0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.030     

Potamon_persicum-KF-
227381Shirvan_and_Chardavol

0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.024 0.006    

Potamon_hueces�
te-HQ223153-Turkey

0.076 0.076 0.076 0.076 0.076 0.076 0.066 0.069 0.063   

Potamon_potami�
os-HQ223193-Turkey

0.085 0.085 0.085 0.085 0.085 0.079 0.069 0.079 0.073 0.082  

Heterocarpus_ensifer-KJ155588 0.211 0.211 0.211 0.211 0.211 0.218 0.202 0.211 0.211 0.236 0.227
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همگونه می باشند بنابراین تمام نمونه های مورد مطالعه متعلق 
به گونه P. elbursi  می باشند )شکل2، جدول3(. که با نتایج 

مطالعات ریخت شناسی مطابقت دارد.
در این پژوهش، 5 جایگاه Ga2، Ga1، hxx3، hxx2 و Gagt4  در 
واکنش زنجیره ای پلی مراز، مورد تکثیر  قرار گرفت که در این میان 
جایگاه های  Ga1، hxx3، hxx2 و Gagt4  در واکنش زنجیره ای 
پلیمراز تکثیر شدند ولی جایگاه    Ga2  باوجود تغییر های مختلف 
نگردید.  تکثیر  آن،   PCR شرایط  بهینه سازی  در  ایجادشده 
محدوده باندی و تعداد آلل به دست آمده از هرجایگاه ژنی در 
جدول 3 آورده شده است و در ادامه پارامترهای آماری به دست 
آمده برای هر جایگاه ژنی، در هر جمعیت به تفصیل آمده است 

)جدول4، شکل3(. 
براساس نتایج به دست آمده بیشترین تعداد آلل واقعی با 7 آلل 
در جایگاه ژنی  Ga1 و hxx2 وکمترین آلل واقعی در جایگاه ژنی  
Gagt4 با 3 آلل مشاهده گردید )شکل 2(. بررسی تعداد آلل های 

برای  مختلف  جمعیت های  در  هتروزیگوسیتی  و  اختصاصی 
حفاظت ژنتیکی بسیار مفید هستند. یکی از اقدام های ضروری 
برای توصیف وضعیت ژنتیکی یک جمعیت که به ژن های حامل 
آن جمعیت اشاره می کند تشخیص تنوع آللی و شمارش هر 
ژنوتیپ است. هتروزیگوسیتی مورد انتظار برای محاسبه تنوع 
کمتری  حساسیت  ولی  می گیرد،  قرار  استفاده  مورد  ژنتیکی 
نسبت به حضور آلل های نادر دارد. برای مثال جمعیت های در 
 تنگنا، فراوانی آللی را سریعتر از هتروزیگوسیتی کاهش می دهند 
موجود هایی  بعنوان  خرچنگ ها   .)Kalinowski, 2005(

برای  محدود  توانایی  و  تمایل  و  پایین  پراکنش  توانایی  با 
سبب  مساله  این  که  می باشند  خشکی  فاصله های  از  عبور 

بیوجغرافیایی  نظر  از  شیرین  آب  خرچنگ های  که  شده 
برای  مناسبی  مدل های  به  تبدیل  و  باشند  اهمیت  دارای 
دموگرافی  آبی،  سیستم های  تکاملی  تاریخ  بازسازی 
جمعیت های هم گونه، برآورد تاثیر فعالیت های انسانی روی 
زیستگاه های آب شیرین و میزان تاثیر های یخبندان ها روی 
بدلیل   .)Keikhosravi, 2013(شوند گونه ها  ژنتیکی  تنوع 
فیلوپاتریک20 بودن و میزان بالای انزوا در خرچنگ های آب 
اتفاق  گروه  این  در  فراوانی  به  ناهمجا21  زایی  گونه  شیرین، 
گیری  اندازه  در  حساس  ای  سنجه  ریزماهواره ها  می افتد. 
هموزیگوسیتی در جفتگیری های همخون می باشند، بنابراین 
مناسب هستند بین جمعیت ها  اندک  تمایز  تشخیص   برای 

)Alarcon et al., 2004(.  بمنظور بررسي تنوع ژنتیکي درون 

جمعیتی معیار هاي هتروزیگوسیتي مشاهده شده )Ho( و مورد 
انتظار )He( براي هر منطقه و در هر جایگاه ژني به دست آمد. 
بنابر نتایج به دست آمده، دامنه هتروزیگوسیتی مشاهده شده 
در تمامی جایگاه های ژنی جمعیت ها، بین0/100تا 0/700 بود 
 Ga1 و بیشترین هتروزیگوسیتی مشاهده شده در جایگاه ژنی
سعیدآباد  و کمترین مقدار در جایگاه های ژنی Gagt4 سعیدآباد 

با فراوانی 0/100 مشاهده گردید )جدول 4(.
 )Ho( مشاهده شده  هتروزیگوسیتی  دامنه  مطالعه حاضر  در 
برداری در جایگاه های چهارگانه بین ایستگاه های نمونه   بین 

0/100-0/700 بود. بیشترین میزان هتروزیگوسیتی مشاهده 
و  بوده  بیشترین  مقدار0/700  با   Ga1 ژنی  جایگاه  در  شده 
در  مقدار 0/100   با   Gagt4 ژنی  جایگاه  در  مقدار  کمترین 
از منطقه دیده شد. کاهش  بین نمونه های جمع آوری شده 
عامل هایی  نتیجه  می تواند  شده  مشاهده  هتروزیگوسیتی  در 

جدول4- ویژگی ها و نتایج به دست آمده از جایگاه هاي ریزماهواره اي  مورد مطالعه
Table 4. Properties of the studied satellite loci

دامنه آللی مشاهده 
شده

 Observed allele
range

واحدتکرارشونده
Repeated unit

دمای اتصال
Annealing  temperature

تعداد آلل
# allele

تعداد چرخه
#cycles

جایگاه ژنی
Loci

260-390 TG)13…)AG)6( 50 6 35 hxx3

116-128 CTCA)7( 49 3 35 Gagt4

134-300 GA)25( 50 7 35 Ga1

136-332 TG)14( 51 7 35 hxx2
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از  بیولوژیکی  عامل های  یا   ،Nwl آلل های  وجود  قبیل  از 
 قبیل درون آمیزی، ادغام جمعیت ها یا انتخاب طبیعی باشد

 )He( دامنه هتروزیگوسیتی مورد انتظار .)Zheng et al., 2009(

بین ایستگاه های نمونه برداری در جایگاه ها بین0/515-0/810 
جایگاه  در  انتظار  مورد  هتروزیگوسیتی  میزان  بیشترین  بود. 
hxx3 زرین دشت و خجیر و کمترین میزان هتروزیگوسیتی 

مورد انتظار  مربوط به جایگاه Gagt4 خجیر می باشد. در این 
بررسی در همه منطقه های نمونه برداری شده و در تمامی لوکو 
س ها، هتروزیگوسیتی مشاهده شده نسبت به هتروزیگوسیتی 
قابل انتظار پایین تر بود. کاهش هتروزیگوسیتی مشاهده شده 
نسبت به هتروزیگوسیتی مورد انتظار نشان دهنده کاهش در 
تغییرپذیری ژنتیکی نمونه ها است. دلیل این کاهش تنگناهای 
ژنتیکی می باشند که احتمالا بر اثر تخریب زیستگاه های طبیعی، 
آمیزش های خویشاوندی بوجود می آید و در نتیجه با گذشت 
زمان موجب کاهش آلل و کاهش هتروزیگوسیتی در ذخیره ها 
می شود )Norris et al., 1999(. آلل های مشاهده شده در هر 
به همین  بوده و  نمونه  اندازه  تاثیر  جایگاه ژنی بشدت تحت 
با  گوناگون  آزمایش های  در  که  دارد  وجود  امکان  این  جهت 
تعداد نمونه های متفاوت، تعداد آلل های واقعی مختلفی برای 
.)Peakall and Smous, 2005) یک جایگاه معین به دست آید 

)Heldstab and  Katoh )1995 در مطالعه ای که بمنظور بررسی 

تنوع ژنتیکی ماهی سوف حاجی طرخان در سیستم های آب های 
زهکشی انجام دادند، تنوع ژنتیکی پایینی را  بدلیل مشاهده 
هتروزیگوسیتی پایین گزارش کردند. آن ها دلیل این امر را به 
نسبت دادند  Nei et al. )1975)  نظریه های مطرح شده توسط
بدین شرح که چنانچه جمعیتی، کاهش شدیدی را از نظر اندازه 
تجربه کند، تنوع ژنتیکی جمعیت در اثر رانش ژنتیکی کم خواهد 
شد. از سوی دیگر از زمان آخرین عصر یخبندان در حدود 10000 
سال قبل که بسیاری از گونه ها از تنگناهای ژنتیکی عبورکردند 
زمان کافی برای رسیدن به سطح نرمال هتروزیگوسیتی سپری 
نشده است. بنابر مطالعات، محققان بیان داشتند آخرین پراکنش 
گونه P. elbursi به دوره پلیستوسن برمی گردد و به نظر می رسد 
یک میلیون سال پیش رخ داده است. دلیل صحت این مدعا 
نوسان های آب و هوایی در طول این دوران بیان شده که بر 
روی ساختار جمعیت ها تاثیر گذاشته و سبب پراکنش گونه های 
ساکن در کوه های البرز شده و به نفع روندهای گونه زایی در 
این منطقه پیش رفته است )Keikhosravi et al., 2015(.  در 
روی  بر   Keikhosravi et al. )2015( توسط  که  ای  مطالعه 
مطالعات ژنتیک جمعیت خرچنگ P. elbursi  صورت گرفت 
دریافتند از شش جمعیت مورد بررسی در استان البرز تنها در دو 

Gene Alex   در جمعیت هاي مورد مطالعه با استفاده از نرم افزار hxx2، hxx3، Ga1، Gagt4 شکل3- نمودار فراواني آللي جایگاه ژنی
Fig. 3- Allelic abundance at hxx2، hxx3، Ga1، Gagt4 loci in the studied population using Gene Alex
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 جدول 5- تعداد آلل های واقعی، موثرسنجه شانون، هتروزیگوسیتی مشاهده شده، هتروزیگوسیتی مورد انتظار در تمام جمعیت ها 
 Gene Alex به ازای هر جایگاه ژنی با استفاده از نرم افزار

Table 5. Allele frequency (actual, effective), Shannon index, observed heterozygosity, and expected heterozygosity in all 
populations for each locus using Gene Alex

هتروزیگوسیتی
)He)مورد انتظار
Expected het-

erozygosity

هتروزیگوسیتی 
مشاهده 
)HO)شده

Observed het-
erozygosity

سنجه شانون
 Shannon

index

تعداد آلل 
fre- رموث

  quency of
 effective

allele

تعداد آلل 
واقعی

   frequency
 of actual

allele

تعداد نمونه
 Number of

samples

جایگاه 
ژنی

Loci

جمعیت
Popula-

tion

0.775 0.200 1.622 4.444 6000 10 hxx3

سیمین 
دشت

0.645 0.200 1.067 2.817 3000 10 Gagt4
0.745 0.600 1.510 3.992 6000 10 Ga1
0.805 0.500 1.765 5.128 7000 10 hxx2
0.810 0.400 1.723 5.263 6000 10 hxx3

زرین دشت
0.645 0.200 1.067 2.817 3000 10 Gagt4
0.710 0.600 1.466 3.448 6000 10 Ga1
0.790 0.400 1.769 4.762 7000 10 hxx2
0.810 0.400 1.723 5.263 6000 10 hxx3

خجیر
0.515 0.300 1.886 2.062 3000 10 Gagt4
0.765 0.500 1.583 4.255 6000 10 Ga1
0.795 0.500 1.673 4.787 6000 10 hxx2

0.780 0.400 1.639 5.545 6000 10 hxx3

سعید آیاد
0.565 0.100 0.927 2.299 3000 10 Gagt4
0.795 0.700 1.670 4.878 6000 10 Ga1
0.790 0.500 1.657 4.762 6000 10 hxx2

جمعیت،  هاپلوتایپ های اختصاصی دیده می شود که آن ها دلیل 
این امر را پراکندگی محدود اندک خرچنگ، توانایی و تمایل 
پایین آن ها در عبور از مرزهای خشکی دانسته اند. همچنین 
(Ng et al. )2008 بیان داشتند. خرچنگ ها با مراقبت والدینی 

بطور مستقیم رشد می یابند و این روند سبب کمبود تنوع درون 
جمعیتی در آن ها می گردد. چرا که خرچنگ ها  بطور معمول در 
مجاورت رودخانه ها گشت زنی می کنند بنابراین انتظار می رود 
جمعیت آن ها از نظر ژنتیکی در این مکان ها همگون  می باشد 

  .)Cumberlidge et al., 2009(

نتیجه گیری 
مطالعه حاضر نشان داد شناسایی بر اساس نشانگرهای ژنتیکی 
مفید  اصلی خود  جایگاه  در  گونه ها  دادن صحیح  قرار  برای 
بوده و می تواند تایید کننده شناسایی های مبتنی بر ریخت 
شنایی باشد. از طرفی میزان هتروزیگوسیتی مشاهده شده در 

مطالعه حاضر در  بیشتر موارد بیش از هتروزیگوسیتی مورد 
شده  مشاهده  هتروزیگوسیتی  کاهش  بطورکلی  بود،  انتظار 
نسبت به هتروزیگوسیتی مورد انتظار نشان دهنده کاهش در 
تغییرپذیری ژنتیکی نمونه ها است. همچنین محاسبه ضرایب 
افت هتروزیگوسیتی نشان داد که در همه منطقه های نمونه 
وجود  هتروزیگوسیتی  افزایش  جایگاه ها،  تمام  در  و  برداری 
داشته است. بنابراین پیشنهاد می شود، شناسایی های ژنتیکی 
بعنوان مکمل در کنار تاکسونومی سنتی استفاده شود و سبب 
تسهیل پژوهش در زمینه تنوع گونه اي و توصیف گونه ها، بویژه 
گونه هاي نزدیک بهم گردد و همچنین پیشنهاد می گردد از 
طریق مطالعات مولکولی سیتماتیک خرچنگ های گرد آب 
شیرین مطالعه شود تا وضعیت روابط خویشاوندی بین آن ها 
مشخص شده و بتوان نسبت به چگونگی سیر تکامل آن ها 

اطلاعات بیشتری به دست آورد. 
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Introduction: Investigating genetic diversity is an effective tools for conservation of valuable, rare and endangered species. 
Up until now, few studies have been conducted on the ecology of freshwater crabs in Iran and so their conservation issues 
are not fully known. This study aimed to assess the genetic diversity of the true crab, Potamon elbursi, from the eastern 
lakes of Tehran.

Material and methods: The genetic structure of P. elbursi crab was investigated from the eastern rivers of Tehran Prov-
ince using microsatellite markers. In order to study the genetic diversity within populations, 10 samples were caught with 
hand-operated net in different parts of Jajroud, Hablehrood and Lar rivers. Samples were first assessed for morphological 
variations using appropriate keys.  Molecular identification of species was performed by COI gene sequencing. Then, the 
characterization of microsatellite loci )i.e., hxx3, Gagt4, Ga1, Ga2, and hxx2) was done. Allelic abundance, expected/ 
observed heterozygosity, true alleles abundance, and genetic diversity were assessed using AMOVA at p= 0.01 level. Us-
ing images of the stained polyacrylamide gel, the molecular weight of the PCR product bands and the size of alleles were 
measured using Lab Image v.3.3.3 software. The allele frequency, expected and observed heterozygosity, number of actual 
and effective alleles in microsatellite loci, genetic diversity, and AMOVA test were calculated at 0.01 probability level in 
Gene Alex software. The MEGA software v.5.5 was used for plotting the phylogenetic tree. 

Results and discussion: The results showed that the COI sequences of all specimens were identical with those of  P. elbursi, 
which was also confirmed by morphological analysis. The hxx2 and Ga1 positions with 7 alleles and Gagt4 with 3 alleles had 
the highest and lowest allele number among all heterozygote sites, respectively. The results also showed that the populations 
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of this crayfish had a small intrinsic diversity.The observed and expected heterozygosity among the sampling stations at tetrad 
loci ranged from 0.100 to 0.51 and 0/81. 0.515-0.810, respectively.

Conclusion: Molecular identification methods may be useful for finding the exact lineage of the species and confirming 
morphological identification methods. In this study, in all samples from all locations and all loci, the observed heterozygo-
sity was lower than the expected heterozygosity.

Keywords: Genetic diversity, Potamon.elbursi, Freshwater, Tehran Province. 
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