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 چكيده

عبارت است از استفاده از يك توالي كوتاه از يك منطقه استاندارد  DNA (DNA barcoding) شناسه گذاري   خط
يا جديد. اين  هاي شناخته شده ها به گونه ها و تخصيص دادن نمونه ژنوم جهت كمك به تشخيص، تمايز گونه

يك حوضه علمي كاملاً جديد در زمينه مطالعات تاكسونومي، سيستماتيك و تنوع زيستي موجودات مختلف 
هاي متنوع موجودات  بندي سريع، دقيق و مطمئن گونه داري در طبقه باشد. اين علم جديد داراي اهميت معني مي

  باشد. زنده و مهم از نظر اقتصادي، پزشكي وكشاورزي مي
 هاياولويتيكي از  تواندميسخت پوستان  شناساييفارس و درياي عمان،  خليج چشمگير زيستيتنوع  ميان در

كمي از  اطلاعاتي تاكنون كه دهدمينشان  شناسهخط هايداده پايگاهدر  ديگر، گشتي سوي باشد. ازنخست 
  .ثبت شده است پايگاهفارس و درياي عمان در اين  خليجسخت پوستان 

 فراهم آوردن بستري برايو همينطور از انجام اين تحقيق جبران كاستي هاي رده بندي ريخت شناسيهدف 
 فعاليت خاورميانه كشورهاي است با توجه به اينكهبرآورد ميزان بومي بودن گونه ها در محيط هاي آبي كشور 

 توجيهو درياي عمان  اريفخليج  ميگوهاي گذاريشناسه، خطاندنداشته گذاريشناسهخطدر جنبش  چنداني
  در بر دارد.  مليو  محيطي، اقتصاديتاكسونوميك، زيست

 Fenoroميگوي سفيد هندي هاي  با نامدر اين مطالعه شش گونه ميگوي آبهاي خليج فارس و درياي عمان 

penaeus indicus  ميگوي موزي ،Fenoro penaeus merguensis  ميگوي ببري سبز ، penaeus semisulcatus  ميگوي ،
 Fenoro penaeus، ميگوي دم قرمز  Marsupenaeus japonicas، ميگوي ژاپني Metapenaeus affinisسفيد  

penicillatus  آوري و  نمونه) در درياي عمان و خليج فارس جمع 270هاي مورد نظر ( باشند از ايستگاه مي
، محصول بدست آمده با پرايمرهاي PCRز انجام آنها استخراج شده و بعد ا DNAشناسايي شدند، سپس 

نتايج بدست  افزارهاي فيلوژني آناليز شدند. هاي بدست آمده با نرم توالي شد. در نهايت داده اختصاصي تعيين
ها ميزان قرابت  آمده از اين مطالعه بسيار جالب توجه بوده و علاوه بر تفكيك افراد يك گونه از ساير گونه

كه بر اساس صفات   penicillatusكند. نكته قابل توجه در اين مطالعه  اين است كه گونه  مي ها را مشخص گونه
از خود نشان  Marsupenaeusهاي جنس  جاي گرفته بود قرابت بيشتري با گونه penaeusمورفولوژيكي در جنس 

  باشد.  هاي بيشتر مي داده است كه اين مطلب براي اثبات نيازمند بررسي
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  مقدمه-1
  ژنتيك  - 1-1

ژنتيك يكي از شاخه هاي مهم علم زيست شناسي است كه چگونگي وراثت صفات در موجودات زنده را مورد 
بررسي قرار مي دهد. از كاربردهاي مختلف علم ژنتيك در تحقيقات شيلات مي توان به استفاده از روشهاي 

چنين مطالعات سيتوژنتيك آبزيان، بررسي مولكولي در شناسايي گونه ها و تعيين ارتباط بين گونه ها و هم
تاكسونوميك گونه هاي مختلف و برآورد ميزان نزديكي بين گونه ها و تخمين ميزان ارتباط تكاملي اشاره كرد 

  ).1382(اميري نيا، 
ي ژني ناشي  گيرد، از همين همگني خزانه گونه كه در تاكسونومي سنتي معيار قرار مي شباهت فنوتيپي افراد هم

شناختي مورد استناد قرار  توان مطمئن بود كه تنوع صفاتي كه در كليدهاي شناسايي ريخت مي شود. مي
ي اين صفات اكنون شناخته شده نباشند. به عبارت  هاي كنترل كننده حتي اگر ژن -گيرند، اساس ژني دارد مي

متناظر وجود دارد، در حالي كه عكس آن ها، تنوع ژنتيكي ديگر، به ازاي هر تنوع فنوتيپي مفيد براي تميز گونه
هاي غير كد كننده). از سوي ديگر، دانسته است كه هاي خاموش و جهش در بخشصادق نيست (انواع جهش
وقتي كه در چند جاندار، يك  :هموپلازي ( 1دچار هوموپلازي DNA تر از تواليصفات فنوتيپي بسيار بيش

گوئيم اين ويژگي حالت  اگانه چند بار نشان دهد، ميويژگي حالت آپومورف خود را به صورت جد
شوند. به اين دليل، و به دليل حجم زياد و استاندارد بودن اطلاعات توالي، امروزه براي مي )دارد 2هموپلاستيك

 شود.تر از صفات فنوتيپي استفاده ميخيلي بيش DNAاستنباط فيلوژني از توالي 

زيان دريايي نه تنها از جنبه بررسي هاي تاكسونوميك و حفاظت گونه اي مطالعه ساختار ژنتيكي جمعيت درآب 
مهم و جالب توجه مي باشد، بلكه به دليل اهميت اين موجودات در تامين ذخاير پروتئيني، در مديريت ذخاير و 

راني دا طراحي برنامه هاي حفاظت  از محيط زيست دريايي بسيار حائز اهميت است. مطالعه ژنتيك جمعيت مهره
برداري   مديريتي در بهرههاي  ريزي علمي و صحيح برنامه تواند به پايه هاي دريايي مي ها در محيط همانند ماهي

تواند تحت تاثير  كمك شاياني بنمايد. ساختار ژنتيكي جمعيت موجودات دريايي مي بهينه از ذخاير دريايي
شناختي قرار  اقيانوسي، جذر و مد و حتي تغييرات زمينهاي فيزيكي دريا مثل جريانات  عواملي مانند فاكتور

بگيرد. علاوه بر اين فاكتورهاي بيولوژيكي مثل پتانسيل جابجايي لاروها، استراتژي توليدمثل و پتانسيل مهاجرت 
 تواند بر چگونگي پراكنش افراد جمعيت يك گونه تاثير فراوان بگذارد. گونه (عمودي و افقي) مي

هايي از ژنوم به عنوان  در بخش  DNAبراي استفاده از توالي 3ي زندگي شناسه  با نام جنبش خط المللي جنبشي بين
ي زمين در كنار ابزارهاي كلاسيك تاكسونومي ي كرههاي زندهمولكولي براي شناخت گونه ييك شناسه
ت كم در سطح شروع شده است و اهميتي دس 2005است. اين پروژه به طور غير رسمي در سال  شكل گرفته

                                                 
1Homoplasy 
2 Homoplastic 
3 Barcode of Life Initiative (BOLI) 
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- كنندههاي حمايت دو نمونه از سازمان  The Smithsonian Institutionو   Genome Canadaي ژنوم انسان دارد.پروژه

)  يك مشاركت بين المللي در حال رشد است كه مردم را CBOL4كنسرسيوم باركد زندگي ( .ي پروژه هستند
 ).2007حاجي بابايي و همكاران ، محافظت كنند (ها قادر خواهد كرد كه تنوع زيستي را  در همه كشور

دانشگاه گولف وارد توسط هبرت و گروه تحقيقاتي اش از 2003باركدينگ اولين بار در سال  DNAم مفهو
باركدينگ  DNAعرصه جامعه علمي شد. هبرت در مقاله خود تحت عنوان شناسايي زيست شناختي با استفاده از 

به عنوان بخش استاندارد  DNAسيستمي نوين را براي شناخت و شناسايي گونه ها با استفاده از بخش كوچكي از 
  كند. ژنوم تعربف مي

 در اين روش مي تواند در شناسايي گونه هاي مختلف به همان طريقي عمل كند كه نوارهاي باركد  DNAتوالي 

UPCي مصرفي كمك مي كنند. ناحيه ژني كه براي شناسايي مورد استفاده قرار در فروشگاهها به شناسايي كالاها
5نوكلئوتيدي در ژن سيتوكروم اكسيداز ( 648مي گيرد ناحيه

COI ميتوكندري مي باشد كه در سالهاي گذشته (
 ده است.نشان داده شده است در شناسايي پرندگان، پروانه ها، ماهيان،حشرات ، انگلها و پارازيتها بسيار موثر بو

آن است كه عليرغم كوتاهي آن بخش از ژن ميتوكندريايي و تعيين توالي سريع و  COIمزيت عمده استفاده از 
   ارزان آن، اطلاعات كافي را براي شناسايي و جدايي گونه هاي نزديك فراهم مي آورد.

ميتوكندري  16S rDNAاي و هسته 18S rDNAها و بندي پروكاريوتبراي رده 16S rDNAهايي مانند از تنوع ژن
هاي ها براي تمايز گونهها استفاده شده است؛ كاربري اين نشانگرها در يوكاريوتبندي يوكاريوتبراي رده

- اي يكنواخت و استاندارد نداشته است. از اين رو، يافتن نشانگري بهتر ضروري بوده است. هممختلف رويه

 cytbاي هم اكسيداز) و تا اندازه cسيتوكروم  1(زير واحد  COIن هاي جانوران، ژاكنون، براي شناسايي گونه
اند. براي گروههاي ديگر مانند گياهان، ) پذيرش عمومي پيدا كرده و كارايي مناسبي نشان دادهb(سيتوكروم 

  ).2007حاجي بابابي و همكاران،  اند (هاي ديگر به اين منظور برگزيده شدهها تركيبي از تواليآغازيان و قارچ
جا كه اين رويكرد با تنوع گذارد؛ از آنها در اختيار ميروشي ژنتيكي براي شناسايي گونه DNAي شناسهخط

هاي فيلوژنتيك دارد. هايي همچون ژنتيك جمعيت يا بررسياي با شاخهژنتيكي سروكار دارد، بايد ديد چه رابطه
 كسونومي سنتي خواهد شد؟تر اين است كه آيا اين شيوه جايگزين تاپرسش بنيادي

هاي محاسباتي براي آناليز و روش DNAيابي ي تواليهاي گذشته در زمينههاي پرشتاب سالبه خاطر پيشرفت
هاي زنده تبديل به مهمترين و تند رشدترين منبع اطلاعاتي ما براي درك بهتر سيستم DNAهاي ها، تواليداده
-گيريهاي گوناگون علوم زيستي، از نمو تا همهي توالي، در شاخهمقايسههاي مبتني بر اند. ردپاي شيوهشده

بردن به روابط ميان ها و ابزارهايي را براي پيشناسي روششود. در اين ميان، دو زمينه از زيستشناسي ديده مي
گي متفاوتي را يافتاند: ژنتيك جمعيت و فيلوژنتيك كه سطوح سازمانپديد آورده DNAجانداران از روي توالي 

                                                 
4 Consortium for the barcode of life  
5 Cytochrome oxidase I 
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پردازد، هاي يك گونه ميو ميان جمعيت كنند. ژنتيك جمعيت به بررسي گوناگوني درون جمعيتدنبال مي
هاي دور و نزديك در درخت فرگشت جانداران تر گروههاي ژرفريشگيكه فيلوژنتيك به بررسي همحال آن

ي و يها (حاجي بابادارد: مرز ميان گونه ي اين دوجايگاهي در ميانه DNAگذاري شناسهگرايش دارد. خط
  ).2007همكاران، 

توان توالي استاندارد كوتاهي را يافت كه افراد بر اين باور بنيادي استوار است كه مي DNAگذاري شناسه خط
آن  ايگونهاي آن بسيار كمتر از تنوع ميانهاي ديگر جدا كند، زيرا تنوع درون گونهيك گونه را از افراد گونه

هاي بزرگي از ها در گروهاست. كارهايي كه تاكنون انجام گرفته، كارايي اين رويكرد را براي شناسايي گونه
و  7هبرت ; 2007،  و همكاران 6دهد( كاستاتنان نشان ميپوستان و نرمها، سختجانوران همچون پرندگان، ماهي

  ).2007همكاران ،  و 9ميكلسون  ;2005و همكاران ،  8وارد ; 2004همكاران ، 
) را بعنوان يك DNAباركدينگ (خط شناسه گذاري  DNAدر اونتاريو ،  محققين دانشگاه گولف 2003در سال 

) توالي DNAباركد (خط شناسه  DNAروش براي شناسايي  گونه ها و تعيين روابط بين آنها پيشنهاد كردند. 
رت استاندارد مورد استفاده قرار مي گيرد. خاص حفاظت شده اي در موجودات مختلف مي باشد كه به صو

DNA  باركدينگ به عنوان روشي مناسب براي شناسايي، مطالعه و بررسي تنوع ژنتيكي در سطح گونه ها و
باركد ها در  DNAهمچنين تحقيقات در زمينه تنوع زيستي و تاكسونومي معرفي شده است. تعداد زيادي از توالي 

شده است كه دور نماي افقي از ژنوميك، با كاربردهاي وسيع در حيطه كتابخانه باركدها جمع آوري 
  فيلوژنتيك، ژنتيك جمعيت، سيستماتيك و غيره را مهيا مي نمايد.

انتخاب  باركدينگ براي شناسايي مرسوم نمونه ها به كار مي رود، در حاليكه در مطالعات  DNAدر تاكسونومي، 
باركدينگ به عنوان نقطه آغازي براي انتخاب بهينه تاكسون به كار مي رود و توالي باركدها به  DNAفيلوژنتيك 

باركدها اطلاعات اوليه  DNAپايگاه داده ها براي آناليز فيلوژنتيكي اضافه مي شود. در ژنتيك جمعيت ، بررسي 
  ).1388از اندازه و تنوع ژنتيكي جمعيت را بيان مي كند (عشوريون و همكاران ،

هسته اي و ميتوكندري صورت مي  DNAامروزه بررسي مطالعات جمعيتي تنوع ژنتيكي آبزيان بيشتر با استفاده از  
پذيرد و هدف از اين قبيل مطالعات نيز، بيشتر تعيين وجود ساختار ژنتيكي آبزيان بوده است و در ساير موارد 

تي مي باشد. نتيجه كاربردي چنين مطالعاتي، ايجاد هدف، شناسايي تقسيمات تاريخي و تغييرات جغرافيايي زيس
ميتوكندريايي كاربرد  DNAنشانگرهاي ژنتيكي به منظور استفاده در مديريت ذخائر ماهيان است. بررسي هاي 

هاي متعددي را در زيست شناسي آبزيان از جمله تعيين تغييرات بين افراد، بررسي تغييرات درون و بين جمعيتي، 
وميكي تغييرات درون گونه اي و ديگر سطوح طبقه بندي مانند جنس ها دارد. در حال حاضر بررسي تاكسون
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داراي تغييرات قابل ملاحظه اي بوده و  10ميتوكندريايي DNA  روشن است كه در بسياري از گونه هاي ماهيان
). همچنين در مواردي  1991،  هبر ; 2008و همكاران، 11ونابراين تغييرات را مي توان مبناي تفكيك قرار داد (

كه برنامه هاي تكثير و رها سازي ماهي به منظور احياء ذخائر ماهيان ساكن آبهاي طبيعي صورت مي گيرد، 
در محيط مي باشد كه با انجام  mtDNAتفكيك ماهيان ساكن و ماهيان رهاسازي شده نيازمند ارزيابي تنوع طبيعي 

  ).1995، 12ناسايي نمود (استرانگ و بيلينگتوناين امر ماهيان رها سازي شده را  مي توان ش
  
 هاي رو كردن به تاكسونومي مولكوليانگيزه -2-1

اي يا دوشكلي گونهشناسي كم نيست: اشتباه گرفتن تنوع دروني ريختهاي تاكسونومي سنتي بر پايهكاستي
ناكارايي كليدهاي شناسايي براي هاي ظاهراً شبيه به هم، اي، يكسان پنداشتن گونهجنسي به جاي تفاوت گونه
هاي ي زندگي، نبود خصوصيات ريختي مشترك و قابل مقايسه در ميان تاكسونمراحل پيش از بلوغ چرخه

آن هم هنگامي كه شمار اين متخصصان در جهان  –گوناگون، نياز به متخصصان ويژه براي هر گروه از جانداران
ها ).  تاكسونومي مولكولي در پي جبران اين كاستي2003همكاران اند (هبرت و از آن جمله -رو به كاهش است

هاي هاي جديد يا بازآرايي تاكسونكند: يك، تعريف تاكسونتا حد ممكن است و آن را با دو رويكرد دنبال مي
يد هاي جدهاي مولكولي براي نسبت دادن نمونهكارگيري دادهي اطلاعات مولكولي و دو، بهشناخته شده بر پايه

  ها. هاي تعريف شده از سوي تاكسونوميستبه گونه
براي طبقه بندي جانداران از طريق مورفولوژيكي به يك تاكسونوميست ماهر احتياج است، چه بسا اگر جاندار 

 DNAدر مرحله بلوغ از دوران رشدي خود نباشد، تاكسونوميست ها از شناسايي آن عاجز هستند، در حاليكه 
باركدينگ درتحقيقات تاكسونوميك، ژنتيك جمعيت  DNAرابطه راهكار  مناسبي مي باشد. باركدينگ در اين 

باركدينگ با روشهاي رايج مورفولوژيكي  DNAو ترسيم درخت فيلوژنتيك استفاده مي شود. در تاكسونومي، 
اي همكاري مي كند و در واقع ابزاري براي كمك به سيستم تاكسونومي سنتي مي باشد ولي اگر نمونه 

نامشخص باشد و اطلاعات مربوط به آن در كتابخانه موجود نباشد بوسيله توالي باركد مربوط به آن نمي توان 
نمونه ناشناخته را به عنوان گونه اي جديد معرفي نمود، يعني قبلاً نيازمند بررسي هاي مورفولوژيكي مي باشد. از 

ي گروههاي ژنتيكي در گونه هايي كه از نظر باركدينگ با سرعت بخشيدن به تقسيم بند  DNAطرف ديگر 
تاكسونومي بسيار كمتر مطالعه شده اند موثر مي باشد بعنوان مثال طبقه بندي هزارپاي شمال غرب كاستاريكا كه 

گونه، در عرض  2000باركد را در قالب  25000سال پيش شروع شده بود، تنها پس از كشف باركدينگ،  25از 
  ). 2007؛ حاجي بابايي و همكاران، 200برت و همكاران، سال شناسايي نمود (ه 3
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ها كمك كند. نشان تر تاكسونتواند به انتخاب بهتر و درستگذاري ميشناسههاي فيلوژنتيك، خطدر بررسي
هاي بيشتر است. تر به يك آناليز فيلوژني ارزشمندتر از افزودن لكوسهاي بيشداده شده است كه افزودن گونه

هاي مختلف در شرايط اي از مقدار تنوع درون جمعيتتواند ارزيابي اوليهشناسه ميهاي خطيگر، دادهاز سوي د
تر معرفي كند. در هر اكولوژيك و جغرافيايي گوناگون به دست دهد و نامزدهاي مناسبي را براي مطالعات بيش

هاي ديگر افزود، به شناسه را به دادههاي خطتوان دادهدو گروه مطالعات جمعيتي و فيلوژنتيك چند لكوسي، مي
اي را به خوبي هاي مقايسههاي بزرگي از جانداران دارد و امكان پژوهشويژه كه فرمت يكساني براي گروه

 ). 2007كند (حاجي بابايي و همكاران ،فراهم مي

ومي استفاده مي شد در جهت ترسيم درخت فيلوژنتيكي در ابتدا از توالي ژنهاي ساده و عمومي مثل ژنهاي ريبوز
حاليكه با گذشت زمان، آناليزهاي فيلوژنتيكي جديد با استفاده از اطلاعات توالي مكانهاي ژني چند گانه حاصل 
از پيشرفت هاي بدست آمده در زمينه توالي يابي كل ژنوم، انجام مي شود. در مورد ترسيم درخت فيلوژنتيكي 

اساس و پايه ژنوميكي مناسب   DNAكمك مي كند. باركدهاي باركدينگ در جهت تاكسون مناسب  DNAنيز 
براي ژنهاي  مورد استفاده در ترسيم درخت فيلوژنتيكي فراهم مي كند كه اين امر در تحقق تفكيك دقيق بين 

  ).2004، 13شاخه هاي عميق و سطحي درخت فيلوژنتيكي  موثر مي باشد (فلسنستين
هم اكنون براي بدست آوردن تنوع ژنتيكي و پلي مورفيسم موجود در جمعيت به جاي روشهاي قديمي ماركرها 

باركد استفاده كرد. گرچه اطلاعات توالي جمع آوري شده براي  DNAو ايزوآنزيمها مي توان از آناليز 
در  را فراهم مي آورد. كافي نيست ولي بينش اوليه در مورد تنوع ژنوميك داخل يك گونه DNAباركدينگ 

باركدينگ براي شناسايي مرسوم نمونه ها به كار مي رود، در حاليكه در مطالعات  انتخاب  DNAتاكسونومي، 
باركدينگ به عنوان نقطه  آغازي براي انتخاب بهينه تاكسون به كار مي رود و توالي باركدها  DNAفيلوژنتيك، 

باركدها اطلاعات اوليه   DNAكي اضافه مي شود. در ژنتيك جمعيت، بررسي به پايگاه داده ها براي آناليز فيلوژنتي
 ).1388و همكاران،  از اندازه و تنوع ژنتيكي جمعيت را بيان مي كند (عشوريون

در  D-LOOPاز نشانگر  ،در بخش اول تحقيق COIدر اين تحقيق از يك نشانگر براي شناسايي بين گونه اي بنام 
اي استفاده شده كه  رو ساتلايت (ريز ماهواره) در بخش سوم براي شناسايي درون گونهو نشانگر ميكبخش دوم 

  توضيح داده مي شود.  ادامهدر 
  
   باركدينگ  DNAكاربردهاي  -3-1

DNA  باركدينگ بعنوان حلقه گمشده در علم تاكسونومي محسوب مي شود و مي تواند بسياري از عيب هاي
باركدينگ در ترسيم بهتر درخت حيات و روابط  DNAبرطرف مي كند.  روش هاي سنتي را تا حدود زيادي
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باركدينگ در جنبه كاربردي خود به كمك بشر مي شتابد و  DNAفيلوژنتيكي بين موجودات تأثير بسزايي دارد. 
بعنوان اسلحه اي در دست انسان براي شناسايي عوامل مضر در پزشكي و كشاورزي و مبارزه به موقع با آنها مي 
باشد و همچنين مي تواند در زمينه حفاظت منابع و محيط زيست بسيار تأثيرگذار باشد (عشوريون و همكاران 

1388 .(  
 DNAنه تنها در امر طبقه بندي موجودات زنده به كمك تاكسونوميست ها و روش سنتي طبقه بندي  باركدينگ

  له: شتافت، بلكه در زمينه هاي ديگر نيز انسان را ياري نمود از جم
باركدينگ امكان شناسايي آفات و  DNAكنترل آفات كشاورزي و در نتيجه كاهش فقر و گرسنگي:  -

  بيماريهاي محصولات كشاورزي را در هر مرحله از مراحل نموي ميسر  مي سازد. 
باركدينگ به غير تاكسونوميست ها در امر شناسايي  DNAشناسايي ناقلان بيماري براي مبارزه با بيماريها:  -

  ناقل ها كمك مي كند و گسترش عوامل بيماري زا و ناقل ها را محدود مي كند.
حفاظت منابع طبيعي و حمايت از گونه هاي در حال انقراض : مأموران و مديران منابع طبيعي مي توانند با  -

انوني محصولات آناليز شده بپردازند. همچنين مجريان باركدينگ به كشف خريد و فروش غير ق DNAتكنيك 
 قانون به كمك اين تكنيك مي توانند به شناسايي گوشت حيوانات در حال انقراض در بازارهاي محلي بپردازند.

آگاهي از كيفيت آب: آب يك منبع ارزشمند است كه سلامتي رودخانه ها، رودها و درياچه ها كه اغلب با  -
باركدينگ براي بررسي اين گونه شاخص ها استفاده   DNAنيسم ها در آن محك زده مي شود.اندازه گيري ارگا

مي شود كه بدون استفاده از اين روش شناسايي آنها بسيار مشكل است. فعالان بخش محيط با استفاده از اين 
(عشوريون و همكاران  روش كيفيت آب را بهبود بخشيده و منابع آب نوشيدن را با اطمينان بيشتر تأمين مي كنند

1388.( 

  
  باركدينگ براي كشور DNAفوايد  -1-3-1
 شناسايي سريع و ارزان نمونه ها -

 توانايي بهتر براي كنترل و جابجايي گونه ها در مرزهاي ملي -

 فرصت هايي براي آموزش دانشجويان و پژوهشگران منطقه اي -

 ابتكار عمل هاي تنوع زيستيبه كارگيري پژوهشگران منطقه اي در شبكه هاي جهاني و  -

ايجاد فرصتهايي جهت بهبود زيرساخت هاي تحقيقات ملي در زمينه هاي كلكسيون هاي نمونه، آزمايشگاههاي 
باركدينگ در آرايه  DNAزيست شناسي مولكولي و پايگاههاي داده هاي تنوع زيستي (اولين همايش جايگاه 

  ).1390شناسي ، 
  



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ٨
 

  COIبا استفاده از نشانگر  DNAي  شناسهستي با خطهاي زيشناسايي گونه  -2-3-1
ي علوم زيستي ژورنال جامعه سلطنتي اي كه در شاخه، هبرت و همكاران، در مقاله2003پيشنهاد آغازين در سال 

جانوري هاي ي عمومي براي شناسايي گونهشناسهرا به عنوان خط COIلندن به چاپ رسيد، استفاده از نشانگر 
گذاري دانست. اين مقاله  شناسه توان سرآغاز جنبش خط. اين مقاله را مي)2003دادند(هبرت و همكاران، پبشنهاد 

باركدينگ بر اساس توالي كوتاه استاندارد   DNAگذاري اهميت تاريخي شاياني دارد.شناسهبراي جنبش خط
ون جمعيت مي شود. براي اينكار شده اي بنا شده است كه سبب تمايز بين تك گونه ها به علت تنوع ژنتيكي در

  ).2003سيستماتيك گونه هاي مختلف استفاده كرد (هبرت ، ميتوان از قطعات مختلفي براي بيو
  
    ميتوكندرياللايل استفاده از ژنوم د  -4-1

ميتوكندريايي بعنوان يك ماركري است كه براي تنوع مولكولي زياد استفاده مي  DNAدهه است كه  سهبالغ بر 
ميتوكندري براي توصيف و  DNA)  انجام شد استفاده از 2009و همكاران ( 14شود. در تحقيقي كه توسط گالتير

ژنوم بعنوان يك پتانسيل عظيم براي آناليز تكامل و عملكرد  mtDNAشناسايي گونه ها ارزيابي شد و از 
  ميتوكندريايي ذكر گرديد.

ل مي باشد. يك در برخي از مراح mtDNA هر مطالعه مولكولي از گونه هاي حيواني در مزرعه شامل هاپلوتيپ
، اخيراً بعنوان ابزار استانداردي براي تاكسونومي مولكولي و شناسايي مولكولي  COX1،قطعه از ميتوكندري

  ).2007ت، و هبر 15(راتناسينگهام استفاده مي شود
 براي مطالعات ژنتيكي كاربرد دارد. اي ژنوم ميتوكندري يك نشانگر ژنتيكي ميباشد كه به طور گسترده

اما  ) بطور گسترده در مطالعات فيلوژنتيكي مولكولي به كار برده مي شود.mtDNAميتوكندري ( DNAماركرهاي 
ميتوكندري در تشخيص گونه ها نقش دارد، زيرا قسمت هاي  DNAمسئله مهم اين است كه كدام يك از ژنهاي 

طي جهش هاي متنوع فراوان، تكامل مي يابد. انتخاب ژن مناسب با قدرت بالاي  ميتوكندريالمختلف ژنوم 
 ميتوكندريال  DNAتفكيك پذيري فيلوژنتيكي، در تعيين حدود گونه هاي انشعاب يافته ي جديد اهميت دارد. 

يي براي ايجاد تغيير در توالي و ترتيب نوكلئوتيدهاي خود مي باشد. به همين دليل تغييرات داراي سرعت بالا
آشكاري را بطور منظم در ميان گونه هاي خويشاوند نزديك نشان مي دهد. مسأله مهم اين است كه تفاوت هاي 

وجزئي اند كه نمي گونه ها ديده مي شود در اغلب موارد آنقدر كوچك  ميتوكندريال DNAموجود در توالي 
ش آن اين و نق شتراك قبلي پلي مورفيسم هاپلوتيپتوان گونه ها را از هم جدا در نظر گرفت و از طرف ديگر ا

  ).1990، 17اودن ؛1996، 16(هاينز و همكاران كند مسأله را حادتر مي

                                                 
14 Galtier et al. (2009) 
15 Ratnasingham  
16 Hynes et al. (1996) 
17 Ovenden 
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مي كردند، دريافتند ) كه روي تعداد بيشتري از گونه ها و نمونه ها كار 2007و همكاران ( 18بر همين اساس كر
كه بين طبقات پرندگان كه قادر به ايجاد دورگه بودند، تفاوت هاي ميان گونه اي كمتر وجود دارد. علاوه بر ژن 

COX1 ماركرهاي ميتوكندريايي ديگري نيز در مهره داران توالي يابي شده اند كه كارايي زيادي در فيلوژنتيك ،
يك عنوان  SrRNA 16باركدينگ استفاده مي شوند. در دوزيستان ژن   DNAطيCOX1 دارند و يا به عنوان مكمل

نيز كه نوعي پروتئين را رمز مي كند  bباركدينگ پيشنهاد شده است و ژن سيتوكروم  DNAيك ماركر مكمل 
  ).2007و همكاران،  به عنوان يك ماركر در تعيين مرز بين گونه ها معرفي شده است ( كر

گيرد، لذا اين خصوصيات باعث  با توجه به اينكه ميتوكندري منشأ مادري دارد و نوتركيبي در آن انجام نمي 
بروز اختلاف ژنتيكي بيشتر در ژنوم ميتوكندري نسبت به ژنوم هسته شده است و از اينرو نشانگر خوبي براي 

  ).1998باشد (بيلينگتون،  د ميان سال از هم جدا بوده 1000يا  100، 10هايي كه براي  تشخيص گروه
  mtDNAتواند به دلايل زير  باشد كه مي يك ابزار قوي به منظور مطالعات و بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت ها مي

  باشد:
خوب و مناسب براي مطالعات  هسته از آن يك كانديداي DNAدر مقايسه با  mtDNAسرعت بالاي تكامل  -1

 بخشد ( ويژگي و قدرت تفكيك و دقت مطالعات را در سطح جمعيتي بهبود ميسازد در واقع اين  تكاملي مي

  ).1983براون ، ؛1994، 19موريتز و همكاران
و 20، اندازه كوچكي دارد و داراي ژنهاي دست نخورده مي باشد (ويلسون كار كردن با اين مولكول آسان است 

  ).1985 ،همكاران
اگر چه ژنها در اين مولكول دست نخورده باقي مانده اند ولي ميزان جهش بالاست. منطقه اي كه ژني را كد   -2

ميتوكندريايي ممكن  DNA) در خيلي از رده ها به سرعت تكامل مي يابد. نرخ بالاي جهش در Dنمي كند(حلقه 
دم مكانيسم هاي تعمير كننده در است است تا حدودي در نتيجه محصولات فرعي تنفس سلولي و همچنين ع

  ).1985(ويلسون و همكاران  هسته اي است DNAمقايسه با 
3-  mtDNAمي و ؛ 1987، 22اويز و ويرجنهوك  ؛1974و همكاران،  21رسد (هاچينوسون مادر به فرزند مي از

مادرشان را به  mtDNA. به اين مفهوم كه تمام فرزندان، بدون توجه به جنسيت، ژنوتيپ هاپلوئيد )1993، 23گرو
هاپلوييد بوده و از يك والد به ارث مي رسد اندازه جمعيت آن  mtDNAدر نهايت به دليل اينكه . برند ارث مي

هسته اي هاپلوييد مي باشد. بدون شك مطالعاتي كه بر اساس توالي يابي مناطق  DNAيك چهارم اندازه جمعيت 

                                                 
18 kerr et al. (2007)  
19 Moritz et al. ( 1994) 
20 Wilson  et al. (1985) 
21 Hutchinoson et al. (1974) 
22  Avise & Virjenhock 
23 May and Grew 
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ساختارهاي شجره شناسي جغرافيايي يا فيلوژنتيكي گونه  ميتوكندريايي صورت مي پذيرد DNAبا تنوع بالاي 
  ). 1994  هاي نزديك به هم و همچنين ساختار ژنتيكي جمعيتهاي مختلف آبزيان را معلوم مي سازد (اويز،

در ژنوم ميتوكندري باعث بروز اختلافات ژنتيكي بيشتر گيرد. اين خاصيت  نوتركيبي صورت نمي mtDNAدر  -4
). در واقع فرزندان تقريباً همان ژنوم ميتوكندريايي مادر را دريافت 1983گردد (براون،  هسته مينسبت به ژنوم 

  ). 2008براون و همكاران، ؛ 2008و همكاران،  24(وايت مي كنند
  
  COI دلايل برگزيدن ژن -5-1

و محدود بودن  والديهاي ميتوكندريايي به خاطر نداشتن اينترون، وراثت تكبه نظر ميرسد در جانوران ژن
-اي باشند. بسياري از مطالعات پيشين بر ژنهاي هستهها به نسبت ژننوتركيبي هدف بهتري براي شناسايي گونه

ها، همرديفي در اين ژن 25هاي حذف و اضافهمتمركز شدند. وجود جهش S16و  S12ريبوزومي  DNAهاي 
هاي بهتري هستند زيرا حذف و اضافه يتوكندري هدفژن رمزگردان پروتئين در م 13كند. ها را پيچيده ميتوالي

دو مزيت نسبي دارد: نخست، پرايمرهاي عمومي خيلي خوبي براي اين  COIها بسياركمتر دارند. از ميان اين ژن
كنند. دوم، به نظر هاي زيادي از جانوران فراهم ميآن را در گروه 5ژن در دسترس هستند كه امكان تكثير سر َ

رسد هاي فيلوژنتيك با خود داشته باشد. به نظر ميتر از هر ژن ميتوكندريايي ديگري سيگنالژن بيش رسد اينمي
باشد.  DNAهاي مشابه مانند تر از سطح گونه، بهتر از ژنكه كارايي اين ژن در استنباط فيلوژني كمي ژرف

به اين ترتيب، علاوه بر تفكيك  است. S16 و  S12 ريبوزومي DNAهاي برابر ژن 3سرعت تكامل اين ژن حدود 
(هبرت و همكاران،   هاي زير سطح گونه را نيز از هم جدا كندتواند گروهمي DNAهاي نزديك، توالي گونه

هاي دائمي قرار  مواد ژنتيكي اعم از كروموزمي يا خارج از كروموزمي در معرض تغييرات و جهش ).2003
سلول يا بيرون از ارگانيسم در هنگام همانندسازي سبب جابجايي در  دارند و عوامل فيزيكي و شيميايي از درون

  ). 2003(هبرت و همكاران،  شوند مي DNAترتيب نوكلئوتيدهاي 
  
 bسيتوكروم  و s16نسبت به  COX1در ژن  DNAمزاياي باركد گذاري  -6-1

بر اساس فاصله به ميزان جدايي بين انشعابات درون گونه اي و ميان گونه  DNA ميزان درستي روش باركدينگ  
اي ماركر مورد نظر بستگي دارد. شرايط مناسب براي باركدينگ فاقد هر گونه هم پوشاني بين اين دو مقدار 

رون باعث شده كه بتوان هم پوشاني بين فواصل ميتوكندريايي د bو سيتوكروم و s16است. استفاده از ژن هاي 
گونه اي و ميان گونه اي را در انواع بيشتري از طبقات نسبت به مطالعات پيشين اندازه گرفت (هبرت و همكاران، 

اگر همه گونه هاي يك ژن با هم قياس شوند يك اختلاف وسيع بين انشعابات درون گونه اي و ميان  ).2003

                                                 
24 White et al. (2008) 
25Insertion/Deletions, indels 
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كمتر آشكار است. s16اين اختلاف در ژن  وجود دارد. در حاليكه bو سيتوكروم  COX1گونه اي در ژن هاي 
با وجود فوايد بسياري كه دارند براي شناسايي گونه ها ميتوكندريايي   rRNAاين مسأله نشان مي دهد كه ژنهاي 

قادر است بخش عمده اي از انشعابات COX1 زياد مناسب نيستند. مطالعات انجام شده نشان داده كه تنوع توالي
    ).2003(هبرت و همكاران،  شناسايي كندحيح و متناظر با تنوع درون گونه بطور ص توالي جفت گونه ها را

  
 D-LOOP ژن -7-1

بخاطر كشيدگي جدا از هم  DNAاست كه در آن دو رشته  DNAساختار  D-LOOPدر زيست شناسي مولكولي، 
و بوسيله يك رشته سوم از هم جدا نگه داشته مي شوند. رشته سوم يك توالي بازي مكمل يكي از رشته  هستند

اي انجام مي شود. بنابراين در اين  دو رشته DNAاست، پس جابجايي رشته سوم با رشته دوم از  DNAهاي اصلي 
ميتوكندريايي شامل يك منطقه  DNA). 1971و همكاران،  26سه رشته اي است (كاساماتسو DNAمنطقه ساختار 

) ناميده مي شود كه بواسطه نقش آن در رونويسي و رونوشت D-LOOPيا  CR27غيركدينگ كه منطقه كنترل (
داراي سطح تنوع بالاتر مقايسه اي نسبت به تواليهاي كد كننده پروتئين نشان مي  D-LOOPبرداري است. قطعه 

است و به آساني بوسيله  kb 1تقريباً   D-LOOPن منطقه است. طول دهد كه بواسطه فشارهاي انتخاب كمتر در اي
PCR28  قبل از توالي يابي تنوع مولكولي را نشان مي دهد. آناليز تواليCR  خرس براي اندازه گيري تنوع

و  29مولكولي به منظور شناسايي واحدهاي نگهداري شده براي مديريت بهتر اين گونه ها كاربرد دارد (اونوما
را براي ارزيابي  ميتوكندريال CRيك بخش از منطقه  )2006( و همكاران  30). دابل يو يو2006ان، همكار

با استفاده از نمونه  )31مونتياكوس كريني فرونز( Black Muntjacساختار جمعيت و جريان ژني در بين جمعيتهاي 
-Dيكي از موارد استفاده از   ).2006جمعيت بزرگ است( دابل يو يو و همكاران،  سههاي جمع آوري شده از 

LOOP  بعنوان قسمت پاياني بازويD  در مولكولtRNA است .D-LOOP در موقعيتهاي ويژه شامل تعمير DNA ، در
حلقوي ميتوكندريايي اتفاق مي افتد (كاساماتسو و DNA تلومرها و بعنوان يك ساختار نيمه ثابت در مولكولهاي 

ميتوكندريايي اتفاق مي افتد و آن منطقه را  DNAغير كدينگ اصلي از  در منطقه  D-LOOP). 1971همكاران، 
 D-LOOPميتوكندريايي از منطقه  DNA). رونويسي از 1981 ،32(دودا و همكاران گويند D-LOOPمنطقه كنترل يا 

از رشته  RNAشامل پروموتورهايي براي رونويسي  D-LOOP). منطقه 2004، 33اتفاق مي افتد (فيش و همكاران
DNA  ميتوكندريايي است كه در مجاورت ساختارD-LOOP   2009و همكاران،  34(آكوچكيان قرار دارند .(  

                                                 
26  Kasamatsu et al. (1971) 
27 Control Region 
28 Polymerase Chain Reaction 
29 Onuma et al. (2006) 
30 Wu et al. (2006) 
31 Muntiacus crinifrons 
32 Doda et al.(1981) 
33 Fish et al. (2004) 
34  Akouchekian et al. (2009) 



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ١٢
 

  طبقه بندي ميگو -8-1
آيند كه بيش از  مي به شمار )Sub phylum(بندپايان  بزرگترين زير شاخه ازشاخه (Crustacea)سخت پوستان  

زي به  بوده و تعدادي نيز ساكن آبهاي شيرين، برخي خشك اند، اكثراً دريازي گونه را در خود جاي داده 42000
از ) Malacostraca(پوستان عالي  است كه در اين ميان سخت )Class( رده 10آيند. اين زير شاخه داراي  شمار مي

 )Decapoda(ده پايان  شوند. راسته پوستان را شامل مي هاي سخت گونه 4/3حدود كه  نداي برخوردار جايگاه ويژه
زير داراي  ند،ا گرفتهٔجفت پاي قدم زن) به اين نام خوانده شده است از اين رده منشا 5پا ( 10به دليل داشتن  كه

راسته تعلق دارند كه از دو  پوستان تجاري به اين زير . مهمترين و بيشترين اقلام سختهستند  Penaeidaeراسته 
داراي چهار خانواده است كه  Penaeoidaeخانواده  . فوقاست تشكيل شده Penaeoidaeو  Sergestoideaخانواده  فوق

جنس جاي  12بوده كه در  نگونه در سراسر جها 300خانواده و داراي بيش از  بزرگترين زير Penaeidaeخانواده 
گونه ميگويي كه به نوعي  24. تمامي هستندصيد مهم به صورت درصد آنها از نظر تجاري  80 اند و تقريباً گرفته

  يابند متعلق به اين خانواده هستند.  و پرورش مي شوند مي جهان تكثيردر 
  بندي ميگوهاي پناييده : طبقه  1-1جدول 

Arthropoda  بندپايان  ):Phylum(  شاخه

Crustacea  سخت پوستان  ):Class(  رده

Malacostraca  سخت پوستان عالي  ):Sub class(  زير رده

Eumalacostraca  حقيقيسخت پوستان عالي   ):Series(  سري 

Eucarida  خرچنگهاي حقيقي  ):Superorder(  فوق راسته

Decapoda  ده پايان  ):Order(  راسته

 Dendrobranchiata  ده پايان شناگر  ):Sub order(   زير راسته
Natantia

Penaeidea  پناييده آ  ):Infra order(  دون راسته

Penaeoidae  پنااوئيده  ):Super Family(  فوق خانواده

Penaeidae  پناييده  ):Family(  خانواده

Penaeus  پنئوس  ):Genus(  جنس

Semisulcatus  سمي سولكاتوس  ):Species(  گونه

 Monodon  مونودون    گونه
Merguensis  مرگوئنسيس    گونه

Indicus  اينديكوس    گونه

Vannami  وانامي    گونه

  ايراناهميت شيلاتي در جهان و  -9-1

صيد و صيادي در سواحل خليج فارس و درياي عمان ثابت كرده كه ميگو در امتداد سواحل اختصاصي ايران به 
وفور وجود دارد و ميران صيد آن در اطراف بندر ديلم، راس المطاف و بندر عباس، بيش از ساير صيدگاه هاست 
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گونه ميگو شناسايي شده اند،  كه بهره  18). درآبهاي خليج فارس و درياي عمان، حدود 1370(نوربخش، 
ن كه  درشت تر و فراوان تر ند، صورت مي گيرد و مهمترين آ ٔگونه 2برداري اقتصادي براي صادرات از 

است، كه در بيشتر زيستگاه هاي  Penaeus semisulcatusاقتصادي از نظر صيد و صيادي، ميگوي ببري سبز ٔگونه
شود، اما بيشترين پراكنش و صيد آن در آبهاي ساحلي استان بوشهر به ثبت  خليج فارس و درياي عمان يافت مي

ت قرار دارد. بيشتر درآب دوم اهمي ٔكه از نظر تجاري در رده Penaeus merguensisرسيده است. ميگوي موزي 
، Penaeus indicusهاي استان هرمزگان به بهره برداري رسيده است. ساير گونه ها مثل ميگوي سفيد هندي  

درشت، به دليل كمي تعداد و محدوديت زيستگاه، مورد ٔهعلي رغم داشتن جثّ Penaeus japonicusميگوي ژاپني 
گيرند. سه گونه ميگوي خنجري، سفيد و ريز سفيد در سر تا سر خليج فارس برداري اقتصادي قرار نميبهره

ا ارزش صادراتي ندارند. بهره برداري از اين سه گونه بيشتر ودرياي عمان به صورت پراكنده موجود است ام
  ). 1386براي مصرف در بازارهاي محلي و منطقه اي صورت مي گيرد ( متين فر، 

و » سرتيز«نها آترين نوع ميگوهاي خليج فارس و سواحل شمال غربي آن كه در زبان محلي به از كوچك
  شوند.كنسرو استفاده مي ٔگويند براي تهيهمي»  كنتك«

رشد روز افزون جمعيت و كمبود مواد پروتئيني در كشورهاي در حال توسعه مشكلاتي جدي براي نيازهاي 
غذايي مردم به وجود آورده است و طبق نظريه كارشناسان سازمان خوار و بار و كشاورزي ملل متحد از ميزان 

تن مربوط به ايران بود كه رقم بسيار پاييني است (شركت هزار  303ميليون تن صيد آبزيان تنها حدود  100
تن  6400سال اخير ميانگين بهره برداري سالانه  15). بررسي آمار صيد 1370 ؛1369بازرگاني شيلات ايران، 

افزايش توليد ميگو تنها از بعد آبزي ٔميگو از صيدگاه هاي خليج فارس و درياي عمان نشان مي دهد كه زمينه
  ). 1386ت يافته است ( متين فر، پروري ثبا

ميگو اين جاندار گرانبها اگر به ميزان كافي تكثير و پرورش يابد و صيد دريايي آن نيز با ناوگان صيادي مدرن و 
مجهز صورت گيرد و همچنين بازاريابي وفروش بين المللي در اختيار باشد مي تواند پس از نفت و گاز درآمد 

كشور داشته باشد با در نظر گرفتن ارزش جهاني ميگو و قيمت متوسط هر كيلوگرم  عمده اي را در امر صادرات
  دلار، اهميت اين محصول گرانبها و ارزش صا دراتي آن مشخص مي شود.. 10تا  5

در چهار چوب اقتصاد ملي كشورهاي منطقه سهم بخش شيلات در توليد ناخالص داخلي حدوداً زير يك درصد 
يگو قسمت كوچكي از كل صادرات و واردات را تشكيل مي دهد در اواخر سالهاي است و تجارت ماهي و م

تورهاي صنعتي ترال، مورد بهره برداري قرار  ٔميگوي خليج فارس با كشتيهاي صنعتي و سنتي و به وسيله 1950
به  1970-71تن رسيد اما درسالهاي  000/17صيد ميگو به اوج خود يعني  1967-68مي گرفت و در سالهاي 

تن  000/9اين رقم حدود  1985تن در سال رسيد. در سال  000/10طور چشمگيري كاهش يافت و به حدود 
(توسط فائو) اعلام گرديد كه عمدتاً از گونه پنئوس سمي سولكاتوس و پنئوس اينديكوس در نواحي شمالي 

ج فارس است (مجيدي خليج فارس و گونه متاپنئوس آفيننيس و پنئوس مرگوئنسيس در درياي عمان و خلي
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). بر اساس آمار منتشرشده از سوي سازمان شيلات ايران، ميزان پرورش ميگو در آب شور در سال 1377نسب،
 7450و  5951در سالهاي مشابه ميزان صيد به ترتيب   ) ،همچنين  تن  2508( 2007تن) و در سال  5700(  2006

    ).1386تن گزارش شده است (سالنامه آماري شيلات، 
  

  انواع گونه هاي ميگو  -10-1
ميگوها گسترش جهاني دارند، در درياها، آبهاي لب شور، شيرين نواحي استوايي تا مناطق قطبي يافت مي شوند. 
اكثر گونه هاي تجاري ميگو كه تكثير و پرورش آنها در بسياري از كشورهاي دنيا صورت مي گيرد از جنس 

 40درجه شمالي تا  40غرافيايي از پنئوس هستند كه در آبهاي گرمسيري و نيمه گرمسيري دنيا در عرض هاي ج
  درجه  جنوبي پراكنده هستند.  

  تقسيم بندي ميگوها از نقطه نظر درجه شوري مكان زيست:
  ميگوهاي دريازي (جنس پنئوس) 

  ميگوهاي آب شيرين (جنس ماكروبراكيوم) 
  تقسيم بندي ميگوها از نقطه نظر درجه حرارت مكان زيست:

درجه است.  20به سر مي برند كه حداكثر درجه حرارت در فصل تابستان  ميگوهاي آبهاي سرد: درآبهايي
  مهمترين اقلام تجاري اين گروه متعلق به خانواده پاندليده است. 

درجه است.  20ميگوهاي آب گرم: در آبهايي به سر مي برند كه حداقل درجه حرارت در فصل زمستان 
  د كه در خليج فارس و درياي عمان وجود دارند.  مهمترين اقلام تجاري اين گروه، گونه هايي هستن

درجه است.  30 -20ميگوهاي آبهاي معتدل: درنواحي معتدل يافت مي شوند و دامنه حررت مطلوب براي آنها 
  مانند ميگوي چيني و ژاپني 

  زيست:ٔتقسيم بندي ميگوها از نقطه نظر نحوه
  گروه مهاجر يا سرگردان -
  گروه خزنده يا حفار -

  زندگي :ٔبندي ميگوها از نظر چرخه تقسيم
  ) كه تمام چرخه زيستي آنها در درياهاست.  Plago penaeusميگوهاي پلاژيك ( -
  ).Meta penaeusدر خورها هستند ( ميگوهاي كه منحصراً -
س گونه هايي كه در دريا تخم ريزي مي كنند، نوزاد مراحلي از رشد و جنيني خود را در دريا به سرمي برد، سپ -

    Penaeus merguensis خود را در خور مي گذراند. مثل   sub adultبه خور مراجعت كرده و مراحل
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،  به سرمي برد گونه هايي كه در دريا تخم ريزي مي كنند، مراحل اوليه رشد و نمو جنيني خود را در دريا -

ه خور) مي گذراند و بعد به سپس به سواحل  مراجعت كرده، مراحلي از رشد و نمو و تغذيه را در ساحل (ن
    Penaeus semisulcatus ساحل دريا باز مي گردند. مثل 

(سواحل صخره  Macrobrachium Americanاز مهمترين گونه هاي تجاري ماكروبراكيوم  مي توان به گونه هاي 
شني فلوريدا تا برزيل) ،  –(سواحل صخره اي  Macrobrachium carinusشني كاليفرنيا تا پرو) ، –اي

Macrobrachium rosenbergii 1377شني ايندوپاسفيك) اشاره كرد (مجيدي نسب، -(سواحل گلي  .(  
  پراكندگي جغرافيايي و محل زيست مهمترين گونه ها ي تجاري ميگوهاي پنئيده 

  
  Fennero penaeus indicus ميگوي سفيد هندي   - 1-10-1

مهمترين منطقه گسترش اين ميگو مناطق شمالي استراليا، مناطق جنوبي گينه نو، سواحل غربي درياي چين 
جنوبي، خليج سيام (تايلند)، مناطق شرقي جوامع اندونزي، مناطق شمالي و غربي جزاير مالزي، مناطق شرقي 

قاره درياي سرخ، سواحل شرقي  درياي آندامان، تمامي خليج بنگال، درياي عربي، درياي عمان، خليج فارس،
). بدن اين ميگو شيري رنگ است تعداد خارهاي بالايي Benzie,  2009آفريقا، و اطراف جزاير ماداگاسكار است(

عدد است. ميگوي بسيار كم مقاومتي است و در پرورش و  3-4عدد و در پايين روستروم   7-9روستروم آن 
) ، 1385سانتي متر است (عابديان،  23 سانتي متر و در ماده ها  18ها صيد تلفات زيادي دارد. حداكثر طول درنر

% 5/79تن بوده است از اين مقدار  4370،  2000تن است و پرورش آن در سال  150000صيد جهاني آن حدود 
درجه سانتيگراد  22-23% هند بوده است.  در جه حرارت بهينه براي رشد 9/6% عمان و 9/9مربوط به ويتنام، 

  ). 1384ست (عمادي، ا
  
  Fenoro penaeus merguensis  ميگوي موزي -2-10-1

مهمترين منطقه گسترش اين ميگو ايندو پاسفيك غربي، از خليج فارس تا تايلند، هنگ كنگ، فيليپين ، اندونزي، 
جديد، اسكانديناوي جديد، غرب، شرق و شمال استراليا مي باشد. رنگ بدن اين گونه صورتي تا زردكم  ٔگينه

رنگ گاه سبز متمايل به خاكستري است كه به نوع بستر و غذا بستگي دارد. علت نام گذاري  به نام موزي اين 
متري زندگي مي  55تا عمق است كه بدن ميگو خالهاي كوچكي دارد كه شبيه موز است.  از مناطق ساحلي 

متري است. گله هاي بزرگي دارد كه شب و روز در حال حركتند.  20كنند ولي بيشترين تراكم آن در عمق 
تاست.  5-6تا و در پايين  7-8است. تعداد خارهاي بالايي روستروم  24cmو ماده ها  19.5cmحداكثر طول نرها 

). 1385است (عابديان،  ppt 32-15انتيگراد و شوري مناسبدرجه س 25-32بهترين درجه حرارت براي پرورش 
تن بوده است اندونزي  717/45پرورش جهاني آن  2000هزار تن است. در سال  80صيد جهاني اين گونه حدود 

  ).  1384% توليد آن را شامل مي شود (عمادي، 6/6% و تايلند 42/30% توليد، ويتنام 60
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  penaeus semisulcatus  ميگوي ببري سبز -3-10-1
مهمترين منطقه گسترش اين ميگو ايندوپاسفيك غربي: از سواحل شرقي تا افريقا تا درياي سرخ ، خليج فارس تا 
هند ، ژاپن ، تايلند، شمال استراليا، سواحل مديترانه شمال مصر، اسراييل و سوريه  است. از مناطق ساحلي تا عمق 

متري است. گله هاي كوچكي دارند هم شب و هم 60ن تراكم آن در عمق متري پيدا مي شود ولي بيشتري 130
روز مي توان آنها را صيد كرد.رنگ بدن اين گونه سبز متمايل به خاكستري تا زيتوني است. روي بدنش باندهاي 
رنگي اريبي وجود دارد و اين رنگ آميزي حتي روي روستروم نيز ديده مي شود. فرمول روستروم آن  در بالا 

عدد است. ولي از روي باندهاي رنگي مي توان ميگوي سفيد هندي را از ميگوي ببري سبز  3و در پايين  7-8
  ).1385سانتي متر است (عابديان،  24و ماده ها   20تشخيص داد. حداكثر طول نرها

  
  Marsu penaeus japonicus    ميگوي ژاپني -4-10-1

ك غربي، از شرق و جنوب شرق افريقا تا كره و ژاپن به طرف مهمترين منطقه گسترش اين ميگو ايندوپاسفي
جنوب اندونزي، شمال و شمال شرق استراليا به طرف غرب تا فيجي است، اين گونه به درياي مديترانه وارد شده 

متري زندگي مي كنند  90و از طريق كانال سوئز به سواحل جنوبي تركيه رسيده است. از مناطق ساحلي تا عمق 
ماسه اي را ترجيح مي دهند رنگ بدنشان عمدتا قهوه اي روشن، قهوه اي متمايل به  -هاي ماسه اي يا گليو بستر

سبز با باندهاي قهوه اي رنگ كه بعضا ممكن است باندها از رنگ زمينه بدن روشن تر يا تيره تر باشد. طول نرها 
عدد است و روي روستروم   1-2و در پايين  8-10سانتي متر است .فرمول روستروم آن در بالا  22و ماده ها 19

). عليرغم اين كه اولين ميگوي پرورش جهان است زياد پروش داده نمي 1385نيز باندهاي رنگي دارد (عابديان، 
تن است.  12000تن بوده و صيد آن حدود  2800، 96تن، درسال  14000ميزان پرورش آن  1991شود در سال 

  ).  1384است (عمادي،  ppt 45تا 35درجه سانتيگراد و شوري بهينه  18-28ش درجه حرارت اپتيمم براي پرور
  
  chinensis (orientalis)  Fenoro penaeus  ميگوي چيني  -5-10-1

 180تا  90مهمترين منطقه گسترش اين ميگو ايندوپاسفيك غربي، چين، هنگ كنگ و كره مي باشد. در اعماق 
  ).   1384متري زندگي مي كنند (عمادي، 

  
  Penaeus monodon  ميگوي ببري سياه -  6-10-1

مهمترين منطقه گسترش اين ميگو ايندوپاسفيك غربي ، شرق و جنوب شرقي افريقا و پاكستان تا ژاپن به طرف 
جنوب تا اندونزي و شمال استراليا است. رنگ آن تيره و معمولا سياه، شكم داراي باندهاي اريب است و پيگمان 

متري است.  60شترين تراكم آن در عمق متري زندگي مي كند ولي بي 150هاي زيادي دارد. از سواحل تا عمق 
بسترهاي شني و ماسه اي و مخلوطي از شن و ماسه و خرده صدف ها را دوست دارد در خورها و جنگلهاي حرا 
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گرم مي رسد  150سانتي متر مي رسند در پرورش وزنشان تا  7/33و ماده ها تا  8/26يافت مي شوند. طول نرها تا 
هزار تن و پرورش آن در سال  60نيز صيد مي شوند، صيد جهاني آن حدود  گرم 600و در آب هاي دور تا 

%، 8/15%، اندونزي6/51هزار تن بوده است از بين اين مقدار تايلند  5/572، 2000هزار تن و در سال  584،  1995
درجه  24-34% است. درجه حرارت اپتيمم براي پرورش 7/2%، و مالزي 1/7% ، فيليپين1/9% و ويتنام 2/9و هند 

و پره هاي ساحلي و انواع قفس آن را صيد مي  Gill net ،Trawlاست. با  ppt 5-25سانتيگراد و شوري مناسب آن
مشاهده مي شود مقايسه پارامترهاي اقتصادي پرورش دو گونه  2). همانطوريكه در جدول 1384كنند (عمادي، 

د كه ميگوي وانامي در پرورش سود آورتر است نشان مي ده   Peneaus monodonو   Peneaus vannamiميگوي 
روند افزايشي داشته  2006تا  2001مشاهده مي شود كه ميزان پرورش اين گونه از سال  2همچنين در نمودار 

  است. 
  Lito penaeus vanamei   ميگوي پا سفيد غربي -7-10-1

مهمترين منطقه گسترش اين ميگو ايندوپاسفيك شرقي: از شمال مكزيك تا جنوب و شمال پرو مي باشد. اين 
توليد جهاني آن  2002دومين ميگوي پرورشي بود. در سال  2002ميگو از نوع ميگوهاي سرگردان است. تا سال 

 % 9/7% برزيل، 4/17 % مكزيك،3/23% مربوط به اكوادور، 9/34تن بوده كه از اين ميان  737/143

% مربوط به نيكاراگوآست. زادگاه اين ميگو اطلس شرقي (ازمكزيك تا پرو) است. 6/3% ونزوئلا و 7/5كلمبيا، 
ورت روش پرورش به دوصتن بوده است.  931/75، 1988سال  تن و پرورش آن در 233صيد سالانه آن حدود 

سانتي گراد و شوري مناسب  26-33 ي پرورش اين گونهدرجه حرارت برا بهترينمتراكم و هم غيرمتراكم است. 
5-35 ppt 500مي رسد. در سيستم پرورش غيرمتراكمگرم  23تا 7ماه، به  2-5عرض  است. در kg/ha  ولي در

تن در هكتار يا بيشتر توليد خواهيم داشت. با توحه به مزاياي پرورش ميگوي سفيد هندي  3سيستم متراكم، تا 
)،  بسياري از كشورها اين گونه را در رديف اول فهرست انواع پرورشي قرار داده 2(جدول  نسبت به ببري سياه

  ).3اند(جدول 
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  مواد و روشها -2
  نمونه برداري    -1-2

قطعه ميگو با استفاده از  5انجام شد. در هر منطقه از و درياي عمان با توجه به پراكنش اين گونه در خليج فارس 
درصد فيكس مي گردند و  96تور ترال نمونه برداري گرديد. نمونه برداري از دو پاي شنا انجام گرفته و در الكل 

  به آزمايشگاه منتقل مي شوند.    
  

Species N* Site (area) Labels

P. semisulcatus 2  38،39  هرمز 

P. semisulcatus  2  45، 43  جاسك  

P. monodon  2  43، 49  چابهار  

P. merguiensis  2 45، 43  هرمز  

P. indicus  2 47، 43  جاسك  

  
  )1992 ،1تاگارت و همكاران( كلروفورم –با استفاده از فنل  Total DNA استخراج - 2-2
بافت از  mg  50در اين روش ابتداكلروفرم، استات آمونيوم و كيت انجام مي گيرد. -به روش فنل DNAاستخراج  

ميلي ليتري بصورت خرد شده قرارداده و سپس  5/1هاي بعضلاني فيكس شده در اتانول خالص را در داخل تيو
ريخته و بدين ترتيب قطعات خـرد شـده، در ايـن Extract buffer ميكروليتر از محلول  500بر روي آن مقدار 

% SDS 20ميكروليتر  20و  Kيكروليتر پروتئنياز م 6آيند. در مرحله بعد به مقدار  مـحـلول بـصـورت مـعلق در مي
مي درجه سانتي گراد قرار داده  50(سديم دودسيل سولفات) اضافه كرده و تيوپها در ترموميكسر يا انكوباتور 

) و اتانول خالص اقدام 24:1كلروفورم، ايزوآميل الكل ( -بعد از مرحله هضم سلولي با استفاده محلول فنلشوند. 
است جمع آوري  Total DNAكرده و در نهايت رسوب سفيد رنگي در ته لوله كه همان  DNAن به رسوب داد

درجه سانتي گراد قرار  37درصد شستشو و سپس در انكوباتور  70مي گردد. در مرحله بعد اين رسوب با الكل 
   يد.افه مي گرداض TEميكروليتر از بافر  50داده تا خشك شود. بعد از اين مرحله بر روي رسوب به مقدار 
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  )PCR(اي پليمرازواكنش زنجيره  -5-2
PCR  دستگاه كپي كنندهDNA هاي كند. اين مواد براي ساخت نسخهاوليه استفاده مي ساده است كه از چند ماده

ي در يك سيستم بافري ساده، ناحيه PCRرود. در خاص در لوله آزمايش بكار مي DNA بسيار زياد از يك قطعه
 Thermophilusپليمراز بدست آمده از باكتري گرما دوست به نام  DNAيك  الگو بوسيله DNAخاصي از مولكول 

aquaticus ي جديد هاي ساختماني جهت ساخت رشتهاكسي نوكلئوتيدها به عنوان بلوكشود و دي، تكثير مي
 DNAگردند. پرايمرهاي اليگونوكلئوتيدي اختصاصي نيز بر اساس قوانين كلي جفت شدن بازها به استفاده مي

شود). ي غيركدينگ هيبريد ميي كدينگ و پرايمر ديگر به رشتهشوند (يك پرايمر به  رشتهالگو، متصل مي
افزايش تصاعدي توالي تعيين شده توسط  هاي تكراري پليمريزاسيون و واسرشت شدن،سپس، به دنبال چرخه
 ي واكنش يعني واسرشت شدناستفاده از دماهاي مختلف در سه مرحله PCRاساس  پذيرد.پرايمرها صورت مي

(Denaturation)پرايمر ، اتصال (Annealing) و طويل شدن (Extension) باشدمي (Pherson et al., 2000). 

  
  اي پليمراز(زنجيرهمواد لازم جهت انجام واكنشPCR(  
-  DNA الگو  

استفاده  PCR عنوان الگو جهت واكنشبه  بافت ماهيچه اياستخراج شده از  DNAبا استفاده از روش هاي مذكور 
 NucleoSpinTissue Kitو يا روش  Chelexاستخراج شده به روش  DNA ماكروليتر از  1-2گردد. به طور معمول مي

  شود. استفاده ميماكروليتر  25در حجم نهايي 
  
  )dNTPs(  فسفاتهداكسي نوكلئوتيدهاي تري  -

) برابر باشد، در غير اين صورت دقت dNTP )dCTP,dATP, dTTP, dGTPبايد غلظت هر چهار  PCRبراي موفقيت 
PCR  كاهش خواهد يافت. در اكثر موارد، غلظتdNTP   مولار باشد. اگر ميكرو 50-200ها بايد در حدود

پليمراز در اين حالت بازهاي اشتباه را به ميزان بيشتر از  Taqغلظت بالاتر رود، دقت واكنش كم مي شود  زيرا 
تأثير داشته  PCRتر باشد ممكن است بر بازده كند. در حاليكه اگر غلظت پايينحالت معمول وارد زنجيره مي

  .(Pherson et al., 2000) باشد
  
   )  MgCl2( منيزيومكلريد   -

تواند بر دقت و بازده واكنش تأثير بگذارد. است، زيرا غلظت آن مي PCRترين اجزا منيزيوم يكي از اساسي
 mMپليمراز به وجود يون منيزيوم وابسته است و بيشترين فعاليت خود را در محدوده غلظت  Taq DNAفعاليت 

- پليمرازها اثر مي DNAيوم همچنين بر صحت (ميزان اشتباه) دهد. غلظت منيزمنيزيوم آزاد نشان مي 3/1-2/1

يابد و باعث پليمراز افزايش مي Taq DNAگذارد. در غلظت بالاي منيزيوم نسبت به غلظت پايين آن، خطاي 
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هاي بسيار پايين، بازده واكنش كم خواهد كه در غلظتشود، در صورتياختصاصي ميافزايش محصولات غير
باشد. اتصال مولي مي EDTA) و PPiها، پيروفسفات آزاد ( dNTPوم آزاد تحت تأثير غلظت شد. غلظت منيزي

dNTP  ها وMg2+ به صورت يك به يك است et al., 2000). .(Pherson    
  
  PCR  بافر  -

DNA  پليمرازهاي مقاوم به حرارت معمولاً همراه يك بافرX10 :هستند. اين بافر شامل تركيبات زير است  
 100mM  Tris-HCl )8 pH = در دماي°C 25 (  
 500 mM  KCl  
 15 mM  MgCl2 
  ژلاتينmg/ml 1 

  NP-40 0.1%  
 1%  Tween-20 

بايد اتوكلاو شود. در Tween-20 و  NP-40يوني غير  (Detergent )هايكه محلول بافر قبل از اضافه شدن شوينده
كنند. اين بافر توصيه مي µg/ml 500(آلبومين سرم گاوي) را به ميزان  BSAي بافر، افزودن هاي تهيهبرخي روش

 براي پايدار كردن آنزيم پليمراز است.

 Tris-HCl  يك بافر يوني دوقطبي است كهpH كند. در واقع آن با دما تغيير ميTaq DNA  پليمراز در مقاديرpH 
تواند به نيز ميKCl  شود.ايجاد مي PCRبالاي در دماي  pHتر صحت عمل بيشتري خواهد داشت كه اين پايين

هاي بالا اين عمل ممكن است بيش از حد مطلوب شده و اتصال پرايمر/ الگو كمك كند. اگرچه در غلظت
  .(Pherson et al., 2000) اختصاصي پرايمر به الگو و ايجاد محصولات ناخواسته گرددباعث پايداري اتصال غير

  
  Taq DNA Polymerase آنزيم  -

از باكتري  و Freeze  Brock )(1969مقاوم به حرارت است كه اولين بار توسط  DNAپليمراز وابسته به  DNAنوعي 
دالتوني است كه داراي كيلو 94پپتيد اين آنزيم يك پلي به دست آمد. Thermophilus aquaticusگرما دوست 

توسط  DNAدارد. سرعت ساخت  پليمرازي است و براي فعاليت خود نياز به يون منيزيوم DNA 5´     3´ فعاليت
-سانتيگراد مي درجه 72در دماي  Kb /min 3  است كه اين سرعت معادل سرعت نوكلئوتيد در ثانيه 50-60آن

 PCRچرخه تحت شرايط عادي  50دارد كه معادل  C ° 95دماي دقيقه در 40باشد. اين آنزيم نيمه عمري حدود 
توان از دماهاي با استفاده از اين آنزيم مي  باشد. مي C °  75- 72فعاليت اين آنزيم در حدود باشد. دماي بهينهمي

اتصال پرايمرها استفاده كرد، كه اين مزيت باعث دقت بيشتر در شناسايي توالي هدف  در مرحله C ° 70يبالا حت
   .(Pherson et al., 2000) شودگردد و توالي هدف به طور اختصاصي تكثير ميتوسط پرايمرها مي

  
   



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ٢٢
 

  پرايمرها يا آمپلي مرها  -
 شوند. مي طراحي ژنوم از خاصي ناحيه  هاي نسخه تعداد افزايش منظور به PCRفرايند  برد پيش براي ها آغازگر

 مراحل در پيشرفت ديگر سوي از و PCRفرايند  بهينه و موفق عملكرد در سو يك از آغازگر مناسب طراحي

  .(Surzycki, 2003)دارد  سزايي به نقش يابي توالي نظير ژنتيك هاي بررسي بعدي
  كروليتر يما 2ماكروليتر محلول واكنش استاندارد انجام شد كه شامل موارد زير بود. 50در  PCR واكنش

DNA   1ژنوميpmol  ،2.5 از هر پرايمر MgcL2 2. چك شد) 3تا  5/1(ازmm dNTP كروليتر آنزيم يما 57وTaq 

DNA دستگاه ترموسايكر ليمراز كه تكثير ژن مورد نظر در پPTC-200 .انجام شد  
  

دما بر حسب  PCRمراحل 
درجه سانتي 

  گراد

  زمان

 30/4  94  مرحله واسرشته سازي

 قيقهد30/1 94 مرحله واسرشته سازي

  دقيقه 1  52-56 آغازگرها به رشته الگواتصال مرحله 
  دقيقه 1  72  مرحله بسط

  دقيقه 10 72  مرحله بسط نهايي
 
    PCR ارزيابي محصول -6-2
  الكتروفورز روي ژل آگارز-1-6-2

باشد. اين روش، روشي مي PCRترين روش بررسي محصولات ترين و سريعالكتروفورز روي ژل آگارز، متداول
و تكنيك ساده و سريعي است كه قادر است  DNAاستاندارد براي جدا كردن، شناسايي و تخليص قطعات 

هاي ديگر همچون سانتريفيوژ شيب چگالي از هم جدا شوند، از توانند توسط روش اي را كه نمي DNAقطعات 
هاي پايين رنگ آميزي با غلظتاز طريق رنگ درون ژل، مستقيماً DNAهم تفكيك كند. علاوه بر اين مكان 
 200از   DNAتوان قطعات هاي مختلف ميشود. به كمك اين ژل با غلظتفلوئورسانت اتيديوم برومايد تعيين مي

- كيلوباز را از هم جدا كرد. ژل آگارز به صورت افقي در ميدان الكتريكي ثابت قرار مي 20جفت باز تا تقريباً 

  .( Sambrook and Russell, 1990) گيرد
  
  هاي لازم جهت الكتروفورز روي ژل آگارزمحلول -2-6-2
   TBE بافر  -

شود. معمولاً از گردد و در زمان استفاده، با آب مقطر رقيق مي) تهيه ميX5برابر ( 5هاي اين بافر در غلظت
كند و به صورت رسوب ميشود، چون بعد از گذشت چند روز ) كمتر استفاده ميX10برابر آن (10غلظت 
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گرم اسيد  5/27با  Tris baseگرم  54اين بافر،  X 5براي تهيه غلظت توان آن را نگه داشت. طولاني مدت نمي
گردد. به محلول اضافه مي  pH8  مولار با نيم EDTAليتر ميلي 20ليتر آب مقطر حل شده، ميلي 900بوريك در 

نهايي يك ليتر رسانده شده و تا زمان مصرف در دماي اتاق نگهداري سپس اين محلول با آب مقطر به حجم 
شود. به منظور استفاده ميX5/0 TBEبر روي ژل آگارز از بافر   DNAهاي گردد. در هنگام الكتروفورز نمونهمي
-آب مقطر مخلوط مي ml 900با    ml 100  X5TBEشود (به نسبت يك دهم رقيق مي  X5TBEي اين بافر، تهيه

  شود).
  
  ژل آگارز  -

صدهاي متفاوت استفاده شد. كه در هر مورد با هاي آگارز با دردر آزمايشات انجام شده در اين پژوهش، از ژل
مخلوط شده، درب ظرف را X5/0 TBEميلي ليتر بافر 100توجه به درصد ژل، ميزان مورد نياز از پودر آگارز با 

  رت داده تا كاملاً حل شود.حرا microwaveشل كرده، ژل را در دستگاه 
  
 (Loading Buffer) لودينگ بافر -

 DNAشود: اول اينكه، به دليل داشتن گليسرول، چگالي نمونه را افزايش داده تا اين بافر به دو منظور استفاده مي 
زايلن سيانول بلو و ي آن داراي دو رنگ  بروموفنلتر به ته چاهك رود. دوم، به دليل اينكه محلول بهينهسريع

كند. اين بافر معمولا به صورت محلولي با  ها به سمت آند را قابل پيش بيني مياست ، ميزان حركت نمونه
%  03/0%  برومو فنل بلو، 7/6pH = ،(03/0مولار(ميلي Tris-HCl 10شود و داراي ) ساخته ميX6برابر ( 6غلظت

موجود در  EDTA  .( Sambrook and Russell, 1990) باشدمي مولارميلي EDTA 60% گليسرول و  60زايلن سيانول، 
  كند.متصل و نوكلئازهاي وابسته به فلزات را مهار مي Divalent)( هاي فلزي دوظرفيتيمحلول به يون

  
 محلول اتيديوم برومايد -

برومايد  آميزي آن با رنگ فلوئورسانت اتيديومدر ژل آگارز، رنگ DNAي ترين روش براي مشاهدهمناسب
شود تا قرار گرفته و باعث مي DNAاست كه بين جفت بازهاي  (Planar) هاي سطحياست. اين رنگ حاوي گروه

  بنفش نشان دهد.اي را نسبت به رنگ آزاد در محلول، در زير نور ماوراءفلوئورسانت تشديد شده
شده و در دماي اتاق و ظروف تيره  در آب تهيه mg/ml10اي اتيديوم برومايد معمولاً به صورت محلول ذخيره

شود. در پژوهش اضافه مي µg/ml 5/0گردد. اين رنگ معمولاً به ژل و بافر الكتروفورز در غلظت نگهداري مي
براي جلوگيري از آلودگي تانك و وسايل الكتروفورز ژل، بدون اتيديوم برومايد اجرا شده و بعد از  حاضر

) به مدت µg/ml 5/0وم برومايد (يد. در اين مورد ژل در آب حاوي اتيدشوآميزي ميالكتروفورز كامل رنگ
  . ( Sambrook and Russell, 1990)گيرددقيقه در حرارت اتاق قرار مي 20 -30
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 ٢٥ .../  شش تا CO1 ) نوکلئوتيدهای بخشی از ژنوم  ميتوکندريال( تعيين توالی
 

   PCRمستقيم محصولات  (Sequencing) تعيين توالي  -7-2

) كه به وسيله ddNTPداكسي (در دست است. روش خاتمه دي DNAدو روش شيميايي براي بررسي توالي 
Sanger  ، Nickle  وCoulson  ميلادي ابداع شد 1977در سال  (Pherson et al., 2000)و روش شكست شيميايي 

(Chemical cleavage)  (1977)كه توسط Maxam and Gilbert داولترين روش مورد استفاده داكسي مت. روش ديشد
داكسي نوكلئوتيدها به عنوان دي 3´و  2´به اين روش در واقع بر اساس وارد شدن  DNAباشد. تعيين توالي مي

بر اساس ساخت  DNAباشد. در واقع واكنش تعيين توالي تازه ساخته شده مي DNAهاي ها در زنجيرهدهندهخاتمه
 DNAباشد كه در محل اتصال يك پرايمر به مولكول يمراز استوار ميپل DNAتوسط يك  DNAيك رشته جديد 

اي ، الگوي مورد استفاده دو رشته PCRگيرد. به طور كلي در مورد محصولات اي انجام مي رشته الگو تك
از  DNAشوند تا دو رشته حرارت داده مي PCRخواهد بود. لذا براي استفاده در واكنش تعيين توالي محصولات 

به طوريكه از اتصال مجدد   شوند،هم باز شوند و سريعاً از طريق قرار دادن در يخ خشك يا نيتروژن مايع، سرد مي
هاي جدا شده، جلوگيري شود. در اين نوع تعيين توالي، كه به صورت چهار واكنش مجزا(يك واكنش به رشته

به  ddNTPفسفاته نيز وجود دارد. وارد شدن يك ي تريداكسي نوكلئوتيدهاگيرد، ديازا هر نوكلئوتيد) انجام مي
ها مانع از  ddNTPدر  OH -´3شود، زيرا عدم وجود گروه ي سنتز زنجيره ميمربوطه باعث خاتمه dNTPجاي 

   .(Pherson et al., 2000) استر بعدي خواهد شدديتشكيل پيوند فسفو
باند خوبي تشكيل داده بودند براي تعيين توالي براي بررسي توالي محصولات بدست آمده، محصولاتي كه 

  ارسال شد. 
  
از درياي عمان و   (Penaeus semisulcatus)بررسي مولكولي جمعيت ميگوي ببري سبز   -8-2

  RFLPبه روش  Iخليج فارس با استفاده از ژن سيتوكروم اكسيداز 
ميگو و نيز از منطقه  35مايلي ساحلي در آبهاي بوشهر به روش ترال كف، به تعداد  12تا  10نمونه ها از فاصله 

هايي از  آوري گرديدند. سپس تكه جمع P. semisulcatusميگو از گونه  40هرمز در آبهاي بندرعباس به تعداد 
ها براي انجام  الكل خالص نگهداري گرديد و نمونهها، عضله، پريوپدها و پليوپودها) در  هاي مختلف (آنتن بافت

  المللي ماهيان خاوياري منتقل شدند.  آزمايشات به رشت، انسيتو تحقيقات بين
DNA  كامل كه شاملDNA  هسته وDNA  سيتوپلاسمي(mtDNA) گرم از  ميلي 100تا  50باشد با استفاده از  مي

هر نمونه  DNAميكروليتر از  4تا  3استخراج گرديد و   (Hillis & Moritz, 1990)بافت و به روش فنول كلروفورم 
با كيفيت مطلوب  DNAدر ژل آگارز يك درصد رانده شد و الكتروفورز گرديد. بعد از مشاهده  LBهمراه با بافر 

  گراد نگهداري شدند.  درجه سانتي -20براي انجام آزمايشات بعدي در  DNAهاي  نمونه
از يك جفت پرايمر استفاده شد كه بر اساس اطلاعات بدست آمده از  Iه ژن سيتوكروم اكسيداز براي ازدياد قطع

و پرايمر  Aنوكلئوتيد) با  23جستجو در اينترنت، از توالي ژن مذكور در گونه ببري سبز بوده كه پرايمر فوروارد (
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تقريبا با همان روشي كه  Iاكسيداز طراحي و نامگذاري گرديد. قطعه ژن سيتوكروم  Bنوكلئوتيد) با  22ريورس (
تا  20ها،  هاي استخراج شده از نمونهDNAشرح داده شده، با استفاده از  1997كلائي در سال  توسط رضواني گيل

و آب مقطر كه حجم محلول واكنش را به  Taq ،Mgcl2، بافر آنزيم، آنزيم dNTPشده،  پيكومول پرايمر ساخته 40
ها پس از آماده سازي در دستگاه ترموسايكر با برنامه  ورد استفاده قرار گرفت. نمونهرساند، م ميكروليتر مي 50

چرخه كه  30و در ادامه  Denaturationگراد براي  درجه سانتي 95ثانيه در دماي  30دقيقه و  4يك دوره به مدت 
گراد براي  سانتيدرجه  50و يك دقيقه در دماي  Denaturationگراد  درجه سانتي 95يك دقيقه در دماي 

و همينطور يك دقيقه و سي ثانيه در دماي  (annealing)اي شده  تك رشته DNAپهلوگيري پرايمر جلودار در كنار 
 10و در نهايت با اضافه كردن يك سيكل اضافي به مدت  Extensionگراد براي اجراي مرحله  درجه سانتي 72

 550تا  530هاي  با اندازه PCRبيشتر قرار گرفتند. محصول  Extensionدرجه سانتيگراد براي  72دقيقه در دماي 
  ها عبارتند از: كننده محدودالاثر، هضم گرديدند كه آنزيم آنزيم قطع 9جفت باز با استفاده از 

Alu, Hinf I, Hine II, Hpa II, Rsa I, Dde I, Hind III< Pvu II, Taq I 

درصد حجم نهايي  10ماكروليتر بافر آنزيم ( 2همراه با  PCRمحصول  1/0محصول واكنش آنزيمي حاوي مقدار 
) بنا به تصويه شركت هاي سازنده و آب U10تا  U5هاي مختلف ( ماكروليتر از آنزيم 1تا  5/0محلول واكنش) و 

براي جز  ها به ها براي تمام آنزيم ماكروليتر برساند، بود. نمونه 20به  5/1اي كه محلول را در تيوب  مقطر به اندازه
درجه سانتيگراد بيش از يك ساعت انكوباسيون  37كند) در  گراد اثر مي درجا سانتي 65(كه در  Taq Iآنزيم 
  شدند. 

هاي براي  درصد قرار گرفتند و نمونه 6اكريلاميد  شده قطعه ژن ازدياد شده در گوديهاي ژل پلي محصول هضم
اميزي شدند.  ند و در نهايت با روش نيترات نقره رنگولت رانده شد 120تا  100ساعت با ولتاژ  3تا  5/2مدت 

گيري شدند و  ماركر) اندازه DNA )bp50به وجود آمده پس زا هضم آنزيمي با استفاده از ماركر  DNAباندهاي 
و ... هاپلوتايپ هر نمونه  A ،B  بر اساس اينكه هر نمونه داراي چه ژنوتيپي بوده با استفاده از حروف الفباي بزرگ

ها، براي آناليز آماري از  صورت توالي از اين حروف معين گرديدند. پس از تهيه جدول هاپلوتايپ نمونه به
  استفاده شد.  X2 Monte-carlo simulationو برنامه مشابه سازي  Reapافزار  نرم
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هاپلوتيپ  3دهد. نتايج بدست آمده نشان داد كه همه جداگانه قرار مي هاي گونه هاي مورد مطالعه را در دسته
گروه خواهري خوشه بندي شده  2هاپلوتيپ  گونه سفيد هندي در يك دسته جداگانه در 2گونه موزي و همه

بالا داده اند در حاليكه گونه ببري سبز  Bootstrapاندو با گونه ببري سياه تشكيل يك جد و نياي مشترك با تست 
ذكر شده جدا و در يك كلايد متفاوت با فاصله زنتيكي بيشتري از سه گونه مورد بررسي فرار  گونه 3تشكيل از 

گرفته اند كه نشاندهنده اختلاف ژنتيكي بالاي اين گونه نسبت به سه گونه مورد بررسي است. در اين بررسي 
  استفاده شد.جهت تاييد اختلاف ژنتيكي بين گونه هاي مورد بحث  outgroupگونه سرتيز به عنوان 

  
Neighbour joining tree based the partial COI gene sequences showing the relationships of Penaeus sp. M. 

affinis was used as outgroup. 
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  بحث و نتيجه گيري-4
دارد. گسترش هاي حفاظتي اهميت  ها در برآورد تنوع زيستي و طراحي استراتژي فهم تاكسونومي گونه

ها،  هاي مولكولي و كاهش چشمگير هزينه در نتيجه پيشرفت سريع تكنيك 21فيلوژنتيك در نيمه دوم قرن 
 DNAهاي  ها ايجاد كرده است. در همين راستا استفاده از توالي استاندارد جديدي را در زمينه تاكسونومي گونه

  .(Hou, 2007)است جهت بازسازي فيلوژنتيك مورد استقبال عموم قرار گرفته 
هاي جديد است. در اين  ابزاري مناسب براي شناسايي و كشف بلقوه گونه DNA (DNA Barcoding)شناسه  خط

به كار  (COI)توسط تعيين توالي ژن زيرواحد يك سيتوكروم اكسيداز ميتوكندريايي  DNAمطالعه خط شناسه 
 .P. semisulcatus, P. merguiensi, P. indicus and Pهاي  گرفته شد تا تنوع ژنتيكي جمعيت چهار گونه ميگو با نام

monodon .كه در آبهاي خليج فارس و درياي عمان ساكن هستند، مورد بررسي قرار گيرد  
 ,Walstenlolem).در ميتوكندري است  اي، ي پلي پپتيد بسيار حفاظت شده در حيوانات، منطقه كد كننده COIژن 

و   Penaeid  (Palumbi and Benzie, 1991)هاي انجام شده روي سخت پوستان مانند: ميگوهاي  اما در برسي (1992
نشان داده شده است كه تنوعاتي در توالي نوكلئوتيدهاي اين ژن وجود دارد  (Perez et al.,1994)نژادهاي آرتميا 

ميتوكندريايي ماركر مناسبي براي مطالعه و  COIهمانگونه كه بيان شد از آنجا كه  كه قابل ملاحظه است.
شده  پوستان بوده است، به عنوان ماركر تمايزي در اين مطالعه انتخابمشخص نمودن تمايزات ژنتيكي در سخت

    است. 
اين چهار گونه ميگو مشخص شده است و اعتبار هرچه بيشتر اين  DNAشناسه  در اين مطالعه براي اولين بار خط

  به اثبات رسانيد. سخت پوستان دريايي براي شناسايي  را شيوه از مطالعه
ميتوكندريايي نيز  COIبررسي توالي اند،  در اين چهار گونه كه به لحاظ مورفولوژي كاملا از هم متمايز شده

كند كه افراد هر گونه در خوشه مربوط به خودشان به درستي جاي  همان نتيجه را در بر داشت و اثبات مي
استانداردهاي ارائه شده توسط هاي انجام شده  اند. براي جلوگيري از هر گونه ابهام احتمالي در بررسي گرفته
Song   مد نظر قرار گرفت: (2008)و همكاران  

 ها يافت نشد. در توالي stop-codonهيچ  -1

 ها با كيفيت بسيار بالا انجام گرفت. و نيز تعيين توالي داه PCRتوليد محصولات  -2

 شد تا از صحت آنها اطمينان كامل حاصل شود.  Blastدر بانك ژن  COIهاي  توالي -3

انجام  Maximum Parsimonyو Neighbor-Joiningهاي فيلوژنتيكي در اين مطالعه كه بر پايه دو روش  رسم درخت
اند و اين  ها كاملا از هم تفكيك شده كه گونهدهد  ها نشان مي شده است و همچنين محاسبه فاصله ژنتيكي گونه

 آنها خواهد بود.  هاي مورفولوژي كاملا مطابقت داشته و تأييد كننده  نتيجه با اطلاعات بدست آمده از بررسي
هاي بدست آمده  باعث افزايش صحت نتايج حاصله شده است (فاصله ژنتيكي داده  outgroupتعيين كردن 

باشد اين نكته است  آنچه كه مسلم مي باشد). مي 0.2هاي مورد بررسي بيش از  با هر كدام از گونه  outgroupاز
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اهري براي هاي موجود بين اين شش گونه مورد بررسي باعث شده كه بتوان دو گروه خو ها و تفاوت كه شباهت
است و گروه  semisulcatusو   indicus، merguiensisآنها متصور شد. يك گروه خواهري كه دربر دارنده سه گونه 

درخت ترسيم شده با روش را در خود جاي داده است.   penicillatusو  affinis ، japonicasدوم كه سه گونه 
ها جد مشتركي با  هر دو اين گروه outgroupه به عنوان دهد كه با تعيين يك گون نزديك ترين همسايه نشان مي

باشند. جالب توجه اينكه در مطالعات انجام شده بر مبناي صفات  هم داشته و به در هر صورت از يك خانواده مي
شوند و چهار گونه  قرار داده مي Marsupenaeusدر يك جنس با نام   affinis ، japonicasمورفولوژيكي دو گونه 

indicus، merguiensis  ، semisulcatus  وpenicillatus   متعلق به جنسpenaeus هاي  داده  هستند ولي در بررسي
رسد كه گونه  بندي به نحو ديگري است و به نظر مي ميتوكندريايي تقسيم COIحاصل از تعيين توالي ژن 

penicillatus  هاي بيشتري با اعضاي جنس  قرابتMarsupenaeus كه اين مطلب براي اثبات نيازمند مطالعات  دارد
  باشد.  تكميلي مي

پوستان به واسطه برقراري ارتباط بين  ابزاري بسيار كارآمد براي شناسايي سخت DNA در مجموع، خط شناسه 
هاي ثبت شده در بانك ژن قابل اتكا باشند)  هاي شناسايي شده (تا جاييكه گونه هاي شناسايي نشده با گونه نمونه

هاي جديد  براي توصيف گونه COIهاي بيشتري از به اطلاعات حاصل از تعيين توالي  است. با وجود اينكه به داده
بيشتري خواهد شد. به هر حال با توجه  (Cryptic)هاي مخفي  منجر به كشف گونه DNA خط شناسه باشد،  نياز مي
هاي موجود در خليج فارس و درياي عمان، احتمال ظهور گونه مخفي كم به  هاي بدست آمده از گونه به داده
  رسد.  نظر مي

  
  
  
  
  
  
  

 
 
 
 
 

  
   



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ٣٤
 

  منابع
 

  .ميگو گونه . مطالعه جمعيتي شاه1381محمدي كاشاني، قPanulirus Homarus  با استفاده از آناليزهاي عددي
 نامه كارشناسي ارشد علوم جانوري، دانشگاه تهران.و مولكولي. پايان

 هاي ميگوي ببري سبز  اي و شناسايي جمعيت . بررسي و تعيين تنوع گونه1378فر، ع.،  متين(Penaeus 

semisulcatus) صفحه.  153نامه دكترا دانشگاه آزاد اسلامي.  در آبهاي شمالي خليج فارس. پايان 

 Abdolhay, H. A. and Daud, Siti K.,  Rezavani Gilkolae, S. , Pourkazemi, M. , Siraj,Shapor.,  Abdul Satar and  
Mostafa Kamal (2010) Fingerling production and stock enhancement of Mahisefid (Rutilus frisii kutum) 
lessons for others in the south of Caspian Sea. Reviews in Fish Biology and Fisheries, 13. pp. 177-185.  

 Abdolhay, H. A. and Daud, Siti K., Rezavani Gilkolae, S. , Pourkazemi, M. , Siraj,Shapor.,  Abdul Satar and 
Mostafa Kamal.2010. Morphometrics studies of Mahisefid (Rutilus frisii kutum, Kamensky, 19010 from 
selrcted rivers in the southern Caspian Sea. Iranian Journal of fisheries sciences.9(1).1-18 

 Argue, B. J., Arce, S. M., Lotz, J. M. and Moss, S. M. 2002. Selecive breeding of pacific white shrimp 
(Litopenaeus vannamei) for growth and resistance to Taura Syndrome Virus. Aquaculture. 204: 447-460 

 Bashirullah, A. K. M., Mahmood, N., Matin, A.K.M.A. 1989. Aquaculture and coastal zone management in 
Bangladesh. Coastal Manage, 17:119-127 

 Benzie, J.A.J., Kenway, M., Trott, L., 1997. Estimates for the heritability of size in juvenile penaeus 
monodon prawn from half-sib mating. Aquaculture.152.: 49-53 

 Caetano-Anolles, G., Bassam, B.Y., Grasshoff, P.M.1991. High resolution DNA amplification .fingerprinting 
using very short arbitary oligonucleotide primers. Bio/technology .9:553-557 

 Carr, W. H., Fjalestad, K.T., Godin, D.M., Swingle, J., Sweeney, J.N., Gjedrem, T., 1997.Genetic variation 
in weight and servival in population of specific patogen free shrimp . Penaeus vannamei. In:Book of 
Abstracts. World Aquaculture, Bangkok, Thailand.:.63 

 Chakmedoz, F., Pourkazemi, M., Zamini, A., Yarmohamadi, M.,  Rezvani Gilkolaei, S., Azizzade, L. 2009 
Genetic analysis of spring and autumn races of Caspian Sea kutkm (Rutilus frisii kutum) using microsatellite 

markers Iranian Journal Of Animal Biosystematics .Vol.5, No.1.19-24 

 Chow, S and Sandifer, P.A. 1991. Differences in growth, morphometeric traits and male sexual maturity 
among pacific white shrimp. Penaeus vannamei, from different commercial hatchares. Aquaculture. 92: 165-
178. 

 Cock, J., Gitterle, T., Salazar, M., Rye, M. 2009. Breeding for disease resistance of Penaeid shrimps. 
Aquaculture. 286. 1-11 

 Emanifar, A, Rezvani Gilkolaei, S. 2006. Genetic differentiation of Artemia uromiana from various 
ecological population of Uromiana Lake assessed by PCR amplified RFLP analysis. Journal of Exprimental 
Marine Biology and Ecology. 

 Emanifar, A., Rezvani Gilkolaei, S.,Karbutian, J.2006. Application of RFLP analysis to identify cyst 
populations of Artemia uromiana gunther. Crustaceana.   

 Falconer, D. S.1998. Introduction to Quantitative Genetics. 3Th Edition. Longman Scientific& Technical. 
438p. 

 FAO, 1995. Statis of the shrimp and resources of Persian Gulf, No:668. 
 Friars, G.W.1993.Breeding Atlantic salmon: A primer. Atlantic salmon Federation, St Andrews. NB. Canada, 

13 pp.  
 Garcia, D. K., Benzie, J.A. H. 1995. RAPD markers of potential use in penaeid prawn (Penaeus monodon) 

breeding programs. Aquaculture. 130 :137-144 
 Gharibkhani, M. Pourkazemi, M. Soltani, S. RezvaniGilkolae and L. Azizzadeh . 2009.Population genetic 

structure of pikeperch (Sander lucioperca Linnaeus, 1758) in the southwest Caspian sea using microsatellite 
markers. Journal of fisheriesand Aquatic Sciences.4(3).161-168 

 Gjedrem, T., 1992. Breeding plans for rainbow trout. Aquaculture. 100: 73-92 
 Gjedrem, T., Fimland, E., 1995. Potential benefitts from high health and genetically improved shrimp stocks. 

In Browdy, C. L., Hopkins, J.S.,(Eds.). Proceedings of Special Session on Shrimp Farming Swimming 
Through Troubled Water. Aquaculture 95:235 



 ٣٥ .../  شش تا CO1 ) نوکلئوتيدهای بخشی از ژنوم  ميتوکندريال( تعيين توالی
 

 
 

 Golestani, N., Rezvani, S. Safari, R. Reyhani, S. 2010. Population genetic structure of the Silver 
Pomfret,Pampus argenteus (Euphrasen, 1788), Persian Gulf and the Sea of Oman as revealed by 
microsatellite variation. Zeology in the Middle East.49.  63-72. 

 Goyard, E., Goarant, C., Ansquer, D., Brun, P., Decker, S.D., Dufour, R., Galinié, C., Peignon, J. M., Pham, 
D., Vourey, E., Harache, Y., Patrois, J. 2008. Cross breeding of different domesticated lines as a simple way 
for genetic improvement in small aquaculture industries: Heterosis and inbreeding effects on growth and 
survival rates of the Pacific blue shrimp Penaeus (Litopenaeus stylirostris). Aquaculture. 278: 43-50 

 Hetzel, D.J. S., Crocos, P. J., Davis, G.P.,Moore and Preston, N.C.2000. Response to selection and hertability 
for growth in Kuruma prawn, Penaeus japonicus. Aquaculture.181: 215-223. 

 Goyard, E., Patrois, J. M.,Peignon, V., Vanaa, R., Dufour, J., Viallon and Bedier, E. 2002. Selection for 
better growth of Penaeus stylirostris in Tahiti and Caledonia. Aquaculture. 204: 461-468 

 Hedgecock, D., Tracey, M. L. and Nelson, K. 1982. Genetics. In: L.G.Abele(Editor), The biology of 
Crustacea. AcademicPress, New York, pp: 284-403 

 Hillis, D. M., Moritz, C. 1990. Molcular taxonomi. Sinauer associate, Inc. Publishers. Massachusetts 
 Hou, Z. , Fu, J. , Li, S. , 2007. A molecular phylogeny of the genus Gammarus based on mitochondrial and 

nuclear gene sequences. Molecular Phylogenetics and  Evolution, 45(2): 596-611. 
 Kavan, L., Rezvani Gilkolae, S.Vossoghi, GH., Fatemi, S. M.R. , Safari, R. Jamili, S. 2009. Population  

genetic study of  Rutilus frisii kutum (Kamanski, 1901) from the Caspian Sea , Iran and Azarbaijan regions 
using Microsatellite markers. Journal of fisheriesand Aquatic Sciences.1-8 

 Lester, L.J ., Lawson, K. S., Abella, T. A.,Palada, M.S. 1989. Estimated heritability of sex ratio and sexual 
dimorphism in tilapia. Aquat. Anim. Health 10: 271-281 

 Lester, L.J and Lauser, K. S., 1990. Inhertance of size as stimated by principal component analysis at two 
tempratures in Penaeus vannamei. Aquaculture.83:323-323                                                                             

 Lightner, D. V. 2003. Exciusion or specific patogens for disease prevention in a penaeid shrimp biosecurity 
program. The world Aquaculture Society.Pp:81-116 

 Moore, S.S ., Whan, V., Davis, G. P., Byrne, K., Hetzel, D. J.S. and Preston, N. 1999. The development and 
application of genetic markers for the Kuruma prawn Penaeus japonicus. Aquaculture173: 19-32. 

 Moss, D.R., Arce, S.M.., Otoshi, C.A., Doyle, R.W., Moss, S.M. 2007. Effect of inbreeding on survival ad 
growth of pacific white shrimp panaeus vannami . Aquaculture. 272S1: S30-S37. 

 Naylor, R.L., Goldburg, R. J., Primavera, J.H., Kausky, N., Beveridge, M.C.M., Clay, J., Folke, C., 
Lubchenco, J., Mooney, H., Troell, M., 2000. Effect of aquaculture on wild fish supplies. Nature 405: 1017-
1024. 

 Nei, M. 1972. Genetic distance between populations. American Naturalist. 106: 283-292. 
 Nelson, K. and Hedgecock, D. 1980. Enzyme polymorphism and adaptive strategy in the decapod 

Crustacea.Am. Nat. 116:238-280. 
 Palumbi, S.R. and J.A.H. Benzie. 1991. Large mitochondrial DNA differences between morphologically 

similar penaeid shrimp. Molecular Marine Biology and Biotechnology. 1: 27-34. 
 Perez-Rostro , C.I., Ramirez, J. L and Ibarra, A.M. 1999. Maternal and cage effect on genetic parameter 

estimation for Pacific white shrimp Penaeus (litopanaeus) vannamei Boone.Aquaculture  Research. 30:191-
197. 

 Perez, R., Glass, L., and Shlaer, R. J. 1994. Development of specificity in cat visual cortex. Journal of 
Mathematical Biology. 1:275-288. 

 Pherson MM, Moller S. Moller SG. 2000. PCR (Basic: from background to bench). BIOS Scientific 
Publishers Ltd. 

 Preston, N.P., Brennan, D. C. and Croscos, P.J. 1999. Comparative costs of post larval production from wild 
or domesticated Penaeus(Marsupenaeus) japonicus (Beta) broodstock . Aquaculture Research (In press). 

 Preston, N.P., Croscos, P.J. and Keys, S. J., Coman, G. J., Koenig, R.2004. Comparitive growth of selected 
and non-selected Kuruma shrimp Penaeus(Marsupenaeus) japonicus in commercial farm ponds; implications 
for broodstock production. Aquaculture. : 73-82.                  

 Preston, N.P., Croscos, P.J. and Keys, S.2002. Improving the growth rates of farm stocks of Penaeus 
japonicus through selective breeding, Aquaculture. 204. 239 

 Pullin, R. S. V., Williams, M. J., Preston, N.1998. Domestication of crustacean, Asian Fish. Sci. 11: 71-80. 
 Rezvani Gilkolaei, S. 2002. DNA PCR Amplification for Species Diagnosis of Caviar from Caspian Sea 

Sturgeon. JAST.4: 40-48. 
 Rezvani Gilkolaei, S.,., Emanifar, A., Aqili, R., Laloei, F. 2006. PCR-RFLP analysis of mitochondrial DNA 

for identification of Rutius rutilus Population on the southern coast of the Caspian Sea, Iran. Journal of 
marine Biology Association of the United Kingdom.86.1463-1467. 



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ٣٦
 

 Rezvani, S. Kavan, L., Safari, R. 2011. Study of genetic structure of Rutilus frisii kutum (Kamanski, 1901) in 
Anzali Lagoon using microsatellite. JAST. (IN PRESS)  

 Rezvani, S., Safari, R., Laloei, F., Taqavi, M. J. 2010. Using RAPD markers potential to identify heritability 
for growth in Fenneropenaeus indicus. . Iranian Journal of fisheries sciences.10(1).123-134 

 Safari, R., Pourkazemi, M., Rezvani Gilkolaei, S., Shabani, A., Bagherian Yazdi, A. 2008. Genetic 
relationships of Iranian coastline ship strgeon (Acipenser nudiventris) samples and Ural population based on 
microsatellite DNA. Iranian Journal of fisheries sciences.7 (2).229-241 

 Sagi, A., Cohen, D., 1990. Growth, maturation and progeny of sex-reversed Macrobrachium rosenbergii 
males. World Aquacult. 21:4, 87-90 

 Salari Aliabadi, M. A .,Razavani Gilkolaei, S; Savari, A; Zolgharnian, H. Nabavi, S.M.B. 2008. Population 
genetic structure of cobia , Rachycentron canadum revealed by microsatellite markers. 2(1).9-17 

 Salari Aliabadi, M.A., Rezvani Gilklaei, S. Savari, A., Zolgharnain, H., Nabavi, S.M.B. 2008. Microsatellite 
polymorphism in Iranian population of Cobia, Rachycentron  canadum . Biotechnology 

 Sambrook J, Russell D. 1990. Molecular cloning. Laboratory Manual CSHL PRESS 2344. 
 Song H, Buhay JE, Whiting MF, Crandall KA (2008) Many species in one: DNA barcoding overestimates 

the number of species when nuclear mitochondrial pseudogenes are coamplified. Proceedings of the National 
Academy of Sciences, USA, 105, 13486–13491. 

 Surzycki S. 2003. Human Molecular Biology. Blackwell science Ltd 
 Welsh, J.,Meclelland ,M.1990. Finger printing genomic using PCR with arbitary primers.Nucleic Acids 

Research.12:7212-7213 
 Williams, J.G.K.,Kubelik, A., Livak, K.,Rasfolshki, J. A.,Tingey, S.V.1999. DNA polymorphism amplified 

by arbitary primers are useful and genetic markers.Nucleic Acid  Res.18:6531-6535. 
 Tianxiang, G., Jian, L., Qingyin, W. and Jinxian, L. 2003. Partial Sequence Analysis of Mitochondrial CO1 

Gene of the Chinese Shrimp, Fenneropenaeus Chinensis. Journal of Ocean University of Qingdao (Oceanic 
and Coastal Sea Research). Vol.2, No.2, pp.167-170. 

 Wolfus, G. M., Garcia, D. k and Alcivar-Warren, A.A. 1997. Application of the microsatellite technique for 
analysing genetic diversity in shrimp breeding programs., Aquaculture. 152: 35-47 

 Yeh, F.C., Yang, R.C.and Boyle, T. 1999.Popgene. Microsoft Window-based Freeware for Population 
Genetic Analysis. Version 1.31 

 Wolstenholme, D. R., 1992. Animal mitochomdrial DNA: structure and evolution. Annual Review of Cell 
and Developmental Biology. 141: 173-216. 

  (Scomber japonicus), in the Mediterranean Sea. Mol. Ecol., 13:1785-1798. 
  
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 ٣٧ .../  شش تا CO1 ) نوکلئوتيدهای بخشی از ژنوم  ميتوکندريال( تعيين توالی
 

 
 

 
Abstract: 
 
Barcodes are short segments of DNA that can be used to uniquely identify an unknown specimen to species, 
particularly when diagnostic morphological features are absent. These sequences could offer a new forensic tool 
in plant and animal Conservation-especially for endangered species. It was proved that a small fragment of 
mitochondrial DNA from the 5′-end of cytochrome c oxidase subunit 1 (COI) gene as a reliable, quick and cost-
effective identification system for most Crustacea like shrimp. Take a look in DNA barcoding website show that 
there is a little data about Iranian shrimps which live in Persian Gulf and Oman Sea. In this Study six species of 
shrimp: Fenoro penaeus indicus, Fenoro penaeus merguensis, penaeus semisulcatus, Metapenaeus affinis, 
Marsupenaeus japonicas, Fenoro penaeus penicillatus were collected from different stations in Persian Gulf and 
Oman Sea. All materials were preserved in 70% ethanol and were shipped to the laboratory for taxonomic 
studies. After identification, the total DNA was extracted; COI gene was first amplified and then sequenced for 
each species. Finally the collected data were analyzed with the specific phylogenetic software. The results were 
amazing and the interesting part was that analytical methods for showing species relationship suggested that 
Fenoro penaeus penicillatus is closer to Marsupenaeus gnus than penaeus gnus. This finding needs more 
investigation to be proved. We suggest a workflow for DNA barcoding, including database generation and 
management, which will ultimately be necessary if we are to succeed to join universal DNA barcode for 
Crustacea. 
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