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 ١از.../  (Penaeus semisulcatus)بررسي مولكولي جمعيت ميگوي ببري سبز 

  چكيده
خـط  تعيـين   در آبهاي استان بوشهر انجام شده اسـت. هـدف ايـن مطالعـه      1391-92تحقيق حاضر طي سال هاي 

اين گونـه مـي باشـد. در ايـن تحقيـق       GenBankميگوي ببري سبز و ثبت توالي هاي بدست آمده در  DNAشناسه 
قويـت شـده و تـوالي آن تعيـين     ابتـدا ت COI ژن  تـوالي  آمده سپس استخراج شده بدست DNAمجموعه  داده هاي

. آناليز مولكولي نمونه هـا  گرديد. در پايان داده هاي به دست آمده با نرم افزار پلي ژنتيك تجزيه و تحليل گرديد
 Penaeus سـبز  ببـري  ميگـوي  تفاوت هايي را در گونه مورد بررسي در دو منطقه نشـان ميـداد. همچنـين جمعيـت    

semisulcatus  روش با دو منطقه RFLP ژن COI 16 توالي و تعيينSrRNA بدسـت  نتـايج  گرفـت.  قرار بررسي مورد 

كه مي تواند  مي باشد گونه هاي ميگو تفكيك براي مناسبي ماركر ميتوكندريايي COI  ژن كه دهندمي نشان آمده
  در مديريت حفاظت از گونه هاي ميگو كمك نمايد.

  ، خليج فارس و درياي عمان  Penaeus semisulcatus بررسي مولكولي، جمعيت، :كليد واژه ها
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  مقدمه -1
در آبهاي كشورهاي عربستان  مي باشد. اين گونه (Penaeidae)ميگوي ببري سبز از خانواده ميگوهاي پنائيده 

در برخي از مناطق به آن ميگوي صورتي مي سعودي، كويت، امارات و قطر نيز گونه اصلي به شمار مي رود. 
مناطق پراكنش اين گونه در استان بوشهر، در آبهاي مطاف (دير)، تنگستان، شهرستان بوشهر و بحركان گويند. 

وزستان و هرمزگان را نيز در بر مي گيرد. اين خميگوي ببري سبز درصدي از صيد ميگو  در آبهاي مي باشد.  
در برخي از  .)1376ياميمندي، (ن درصد صيد ميگوي آبهاي ايراني خليج فارس را شامل مي شود 50گونه حدود 
ذخاير اين  (Van Zalinge, 1984).درصد صيد ميگوي خليج فارس را ميگوي ببري سبز دانسته اند  80گزارش ها 

گونه در آبهاي استان بوشهر طي سال هاي اخير نوسانات زيادي داشته كه به دليل صيد بي رويه در فصول 
  . (Niamaimandi et al., 2007)تاسهاي آن بوده  تخريب زيستگاهتخمريزي و 

 ;Rothlisberg and Jackson , 1987)و در بسترهاي گلي انجام مي گيردق ياي عمـدر آبه تخمريزي ميگوي ببري سبز

Niamaimandi et al., 2008) اي سرخ وسواحل سودان در ي. گزارش شده كه محيط زيست بالغين اين گونه در در
). در آبهاي خليج فارس، آبهاي Branford ,1981دهد (ي ل ميگل و لاي تشك درصد آن را 70بسترهائي است كه 

مي باشد. در آبهاي   ج فارسيگوي ببري سبز مناطق گلي و نرم خليست ميت، گزارش شده كه محل زيكو
 در اين ).1385بوشهر نيز ميگوهاي بالغ در مناطقي ديده شده اند كه داراي بسترهاي گلي بوده اند (نياميمندي، 

ميگوي ببري سبز داراي دو دوره تخمريزي در فصول پائيز و زمستان مي باشد  منطقه (استان بوشهر)،
(Niamaimandi et al., 2008)زمستان و اوائل بهار مهمترين دوره تخمريزي اين گونه در منطقه ياد شده مي  . فصل

پس از مدت زمان كوتاهي از تخم بيرون  باشد. پس از تخمريزي لاروهاي اين گونه مانند ساير گونه هاي پنائيده
آمده و بر روي آب به شكل شناور باقي مي مانند. لاروها با جريانات دريايي و امواج به سواحل آمده و در همين 
زمان دوره هاي لاروي نيز طي مي شود. در مرحله پست لارو و هنگامي كه ميگو قدرت شناگري دارد، 

 2داراي عمر كوتاهي بوده و حداكثر طول عمر آنها اين گروه از ميگوها  ند.ميگوهاي نوزاد وارد سواحل مي شو
سال مي باشد. رشد آنها سريع و ميزان باروري بالايي دارند. در ميگوهاي پنائيده ماده ها بزرگتر از نرها مي  3تا 

ا بسيار كوچك بوده باشند. در سنين پائين (كمتر از يك سال) به بلوغ جنسي رسيده و تخمريزي مي كنند. لاروه
و پس از طي كردن مراحلي قدرت شناگري پيدا مي كنند. در اين زمان بسيار آسيب پذيرند و برخي از عوامل 

  محيطي مانند بارندگي و درجه حرارت محيط در بقائ آنها تاثير زيادي دارد.
گوي ببري يبر ذخاير منظير بارندگي، شوري آب و درجه حرارت محيطي  بر اساس تحقيقات انجام شده عوامل 

). لاروها در شوري و درجه حرارت هاي Marcille, 1978; Jackson et al., 2001سبز تاثير زيادي را نشان مي دهد (
ري ندارد ولي فراواني لاروها در يشوري آب بر لاروها تاث بر اساس گزارش هاي ياد شده .ده شده انديمختلف د

ده دارد. يگوهاي پنائيات و بقاء ميرات مهمي بر چرخه حيز تاثيبارندگي ندرجه حرارت هاي بالا كاهش مي يابد. 
). Marcille, 1978ت (ـوده اسـي بـارانـاي بـگو كمتر از سالهيد ميدر آبهاي ماداگاسكار در سالهاي خشك ص
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كه قي كه انجام گرفته است مشاهده شده ير مي گذارد. در تحقيده، تاثيگوهاي پنائيزي ميبارندگي بر تخمر
 ,Van Zalinge  and  Naaminده در فصول خشك كمتر از فصول باراني بوده است (يگوهاي پنائيزي ميتخمر

1975(.  
تفكيك ژنتيكي جمعيت هاي آبزيان در سال هاي اخير با روش هاي متعددي انجام شده است. در اين خصوص 

نقاط مختلف جهت بهره برداري بهينه گونه هاي ميگوي پنائيده كه داراي ارزش اقتصادي مهمي مي باشند، در 
ژنتيك جمعيت هاي ميگوي ببري سبز در خليج فارس و برخي ازديگر مناطق مورد بررسي قرار گرفته اند. 

پراكنش اين گونه انجام گرديده است. در يك گزارش از آبهاي استراليا دو جمعيت ميگوي ببري سبز در مناطق 
. بر اساس گزارش هاي موجود، در آبهاي (Mully and Latter, 1980)شمالي و شرقي تشخيص داده شده است 

ميگوي ببري سبز داراي يك جمعيت در اين  (Tam and Chu, 1993)و چين  (Taniguchi and Han, 1989)ژاپن
  مناطق بوده است. 

درياي جمعيت هاي ميگوي ببري سبز ، RFLPدر آبهاي ايراني خليج فارس و درياي عمان، با استفاده از روش 
در منطقه خليج فارس (آبهاي . )1380ت( رضواني و همكاران.، عمان و خليج فارس نيز متفاوت از هم بوده است

انجام شده است، گزارش شده كه ميگوي ببري سبز داراي يك  RFLPاستان بوشهر)، در تحقيق كه با روش 
  .  (Niamaimandi et al., 2008)جمعيت در اين منطق مي باشد 

  اضر جهت تعيين جمعيت هاي ميگوي ببري سبز و با اهداف زير انجام گرفت.تحقيق ح
  تعيين جمعيت هاي ميگوي ببري سبز در آبهاي بوشهر و هرمزگان - 1
  ميگوي ببري سبز DNAتعيين  خط شناسه  -2
   GenBank در ثبت توالي هاي بدست آمده -3 
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  كليات  -2
  ساختار ژنتيكي جمعيت آبزيان -1-2

 اي گونه حفاظت و تاكسونوميك هاي بررسي جنبه از تنها نه دريايي درآبزيان جمعيت ژنتيكي تارساخ مطالعه

 و ذخاير مديريت در پروتئيني، ذخاير تامين در موجودات اين اهميت دليل به بلكه باشد، مي توجه جالب و مهم
 رانيدا مهره جمعيت ژنتيك مطالعه .است اهميت حائز بسيار دريايي زيست محيط از حفاظت هاي برنامه طراحي

 بهره برداري در مديريتي برنامه هاي صحيح و علمي پايه ريزي به مي تواند دريايي هاي محيط در ماهيها همانند

 تاثير تحت مي تواند دريايي موجودات جمعيت ژنتيكي ساختار .بنمايد شاياني كمك دريايي ذخاير از بهينه

 قرار شناختي زمين تغييرات حتي و مد و جزر اقيانوسي، جريانات مثل دريا فيزيكي فاكتورهاي مانند عواملي

 مهاجرت پتانسيل و مثل توليد استراتژي لاروها، جابجايي پتانسيل مثل بيولوژيكي فاكتورهاي اين بر علاوه بگيرد.

  .بگذارد فراوان تاثير گونه يك جمعيت افراد پراكنش چگونگي بر مي تواند )افقي و عمودي( گونه
 
 DNA و سكانس تاريخچه روش هاي باركدينگ -2-2

 عرصه وارد گولف ازدانشگاه اش تحقيقاتي گروه و هبرت توسط 2003 سال در بار اولين باركدينگ DNA مفهوم

 باركدينگ  DNA از استفاده با شناختي زيست شناسايي عنوان تحت خود مقاله در هبرت .شد علمي جامعه

 استاندارد بخش عنوان به  DNA از كوچكي بخش از استفاده با ها گونه اساييشن و شناخت براي را نوين سيستمي

 .كند مي تعربف ژنوم

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

UPC قرار استفاده مورد شناسايي براي كه ژني كنند. ناحيه مي كمك مصرفي كالاهاي شناسايي به فروشگاهها در 

 گذشته هاي سال در كه باشد مي ميتوكندري  (COI) اكسيداز سيتوكروم ژن در نوكلئوتيدي 648 ناحيه گيرد مي

 .است بوده موثر بسيار ها پارازيت و انگلها ، ماهيان،حشرات ها، پروانه پرندگان، شناسايي در است شده داده نشان
 و سريع توالي تعيين و ميتوكندريايي ژن از بخش آن كوتاهي عليرغم كه است آن COI از استفاده عمده مزيت
 .آورد مي فراهم نزديك هاي گونه جدايي و شناسايي براي را كافي اطلاعات آن، ارزان

 براي ميتوكندري 16S rDNA و هسته اي 18S rDNA و پروكاريوتها بندي رده براي 16S rDNA مانند ژنهايي تنوع از

 رويه مختلف گونه هاي تمايز براي يوكاريوتها در نشانگرها اين كاربري است؛ شده استفاده وكاريوتهاي رده بندي
 براي هماكنون، .است بوده ضروري بهتر نشانگري يافتن رو، اين از .است نداشته استاندارد و يكنواخت اي

 عمومي پذيرش  نين سيتوكرومهمچ و  )اكسيداز سيتوكروم 1 واحد زير( COI ژن جانوران، هاي گونه شناسايي

  .داده اند نشان مناسبي كارايي و كرده پيدا
 اند شده برگزيده منظور اين به ديگر توالي هاي از تركيبي ها قارچ و آغازيان گياهان، مانند ديگر گروه هاي براي

 خط( ركدينگ با DNA ، اونتاريو در گولف دانشگاه محققين 2003سال  در.  2007)همكاران، و بابابي حاجي (

 باركد  .كردند پيشنهاد آنها بين روابط تعيين و ها گونه شناسايي براي روش يك عنوانه ب را DNA) گذاري شناسه
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 مورد استاندارد صورت به كه باشد مي مختلف موجودات در اي شده حفاظت خاص توالي DNA) شناسه خط(

 سطح در ژنتيكي تنوع بررسي و مطالعه شناسايي، رايب مناسب روشي عنوان به باركدينگ  .گيرد مي قرار استفاده

 DNA توالي از زيادي تعداد است. شده معرفي تاكسونومي و زيستي تنوع زمينه در تحقيقات همچنين و ها گونه

 حيطه در وسيع كاربردهاي با ژنوميك، از افقي نماي دور كه است شده آوري جمع باركدها كتابخانه در ها باركد

 براي باركدينگ DNA تاكسونومي، در .نمايد مي مهيا را غيره و سيستماتيك جمعيت، نتيكژ فيلوژنتيك،

 عنوان به باركدينگ  DNA فيلوژنتيك انتخاب مطالعات در حاليكه در رود، مي كار به ها نمونه مرسوم شناسايي

 فيلوژنتيكي آناليز براي ها دهدا پايگاه به باركدها توالي و رود مي كار به تاكسون بهينه انتخاب براي آغازي نقطه

 ذخائر مديريت در استفاده منظور به ژنتيكي نشانگرهاي ايجاد مطالعاتي، كاربردي چنين نتيجه شود. مي اضافه

  .است ماهيان
  
  دلايل استفاده از روش تاكسونومي مولكولي -3-2

 ظاهراً هاي گونه پنداشتن انيكس اي، گونه تفاوت جاي به جنسي دوشكلي يا اي درون گونه تنوع گرفتن اشتباه

 ريختي خصوصيات نبود زندگي، ي چرخه بلوغ از پيش مراحل براي شناسايي كليدهاي ناكارايي هم، به شبيه

 هم آن جانداران از گروه هر براي ويژه متخصصان به نياز گوناگون، هاي تاكسون ميان در مقايسه قابل و مشترك

مواردي است كه جهت استفاده از اين  جمله آن از است كاهش به رو جهان در متخصصان اين  شمار كه هنگامي
 دو با ها كاستي اين جبران پي در مولكولي تاكسونومي. ) 2003، همكاران و هبرت( روش گزارش شده است 

  شود مي دنبال رويكرد
  مولكولي اطلاعات پايه بر شده شناخته هاي تاكسون بازآرايي يا جديد هاي تاكسون تعريف -1
 سوي از شده تعريف هاي گونه به جديد هاي نمونه دادن نسبت براي مولكولي هاي داده كارگيري به -2

 .مي باشد ها تاكسونوميست

 در جاندار اگر بسا چه است، احتياج ماهر تاكسونوميست يك به مورفولوژيكي طريق از جانداران بندي طبقه براي

 DNA حاليكه در هستند، عاجز آن شناسايي از ها ميستتاكسونو نباشد، خود رشدي دوران از بلوغ مرحله

 و جمعيت ژنتيك تاكسونوميك، درتحقيقات باركدينگ DNA .باشد مي مناسبي راهكار رابطه اين در باركدينگ
 مورفولوژيكي رايج هاي روش با باركدينگ DNA  تاكسونومي، در .شود مي استفاده فيلوژنتيك درخت ترسيم

 نامشخص اي نمونه اگر ولي باشد مي سنتي تاكسونومي سيستم به كمك براي ابزاري قعوا در و كند مي همكاري

 نمونه توان نمي آن به مربوط باركد توالي بوسيله نباشد موجود كتابخانه در آن به مربوط اطلاعات و باشد

 طرف از .باشد مي كيمورفولوژي هاي بررسي نيازمند قبلاً يعني نمود، معرفي جديد اي گونه عنوان به را ناشناخته

 تاكسونومي نظر از كه هايي گونه در ژنتيكي گروههاي بندي تقسيم به بخشيدن سرعت با باركدينگ DNA ديگر

 سال 25 از كه كاستاريكا غرب شمال هزارپاي بندي طبقه مثال بعنوان باشد مي موثر اند شده مطالعه كمتر بسيار
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 سال 3 عرض در گونه، 2000 قالب در را باركد  25000،باركدينگ كشف از پس تنها بود، شده شروع پيش

 .)2007همكاران، و بابايي حاجي ؛ 2000هبرت و همكاران، ( گرديد  شناسايي

 نشان .كند كمك ها تاكسون تر درست و بهتر انتخاب به تواند مي گذاري شناسه خط فيلوژنتيك، هاي بررسي در

 از .است بيشتر هاي لكوس افزودن از ارزشمندتر فيلوژني آناليز كي به بيشتر هاي گونه افزودن كه است شده داده

 شرايط در مختلف هاي جمعيت درون تنوع مقدار از اي اوليه ارزيابي تواند مي شناسه خط هاي داده ديگر، سوي

 ود هر در .كند معرفي بيشتر مطالعات براي را مناسبي نامزدهاي و دهد دست به گوناگون جغرافيايي و اكولوژيك
 به افزود، ديگر هاي داده به را شناسه-خط هاي داده توان مي لكوسي، چند فيلوژنتيك و جمعيتي مطالعات گروه

 خوبي به را اي مقايسه هاي پژوهش مكانا و دارد جانداران از بزرگي هاي گروه براي يكساني فرمت كه ويژه

 .)2007، همكاران و بابايي حاجي( ميكند فراهم

 ماركرها قديمي روشهاي جاي به جمعيت در موجود مورفيسم پلي و ژنتيكي تنوع آوردن ستبد براي اكنون هم

 براي شده آوري جمع توالي اطلاعات گرچه .كرد استفاده باركد DNA آناليز از توان مي ها ايزوآنزيم و

 در .ردآو مي فراهم را گونه يك داخل ژنوميك تنوع مورد در اوليه بينش ولي نيست كافي DNA باركدينگ

 انتخاب مطالعات در حاليكه در رود، مي كار به ها نمونه مرسوم شناسايي براي باركدينگ DNA تاكسونومي،

 به باركدها توالي و رود مي كار به تاكسون بهينه انتخاب براي آغازي نقطه عنوان به باركدينگ DNA فيلوژنتيك،

 از اوليه اطلاعات ركدهابا  DNA  بررسي جمعيت، ژنتيك در .شود مي اضافه فيلوژنتيكي آناليز براي ها داده پايگاه

  ).1388(عشريون و همكاران،  كند مي بيان را جمعيت ژنتيكي تنوع و اندازه



 ٧از.../  (Penaeus semisulcatus)بررسي مولكولي جمعيت ميگوي ببري سبز 

  مواد و روش ها -3
  نمونه برداري و ثبت نمونه ها -1-3

 .)1(شكل  نمونه ميگوي ببري سبز از دو منطقه آبهاي خليج فارس و درياي عمان  جمع آوري گرديدعدد  30
 و گرديد نگهداري درصد 96 الكل در ) پليوپودها و پريوپدها عضله، ها، آنتن(  مختلف هاي بافت از هايي تكه
  .شدند منتقل خاوياري ماهيان بينالمللي تحقيقات انسيتو رشت، به آزمايشات انجام براي ها نمونه

  

 
  ببري سبز : منطقه مورد بررسي و نمونه برداري جمعيت هاي ميگوي 1شكل 

   
ثبت گرديد.  mtDNAاستخراج شده و با استفاده از توالي هاي ژنهاي مستقر در ژنوم  DNAبا استفاده از كيت ها 

پرايمرها طراحي و در دستگاه ترموسايكلر با بهينه سازي تعداد دور و مدت هر دور و سه دماي  GenBankدر 
انجام   PCRمراز و پرايمرها و آب مقطر آزمايش  پلي Taqو بافر وآنزيم  DNAمتعارف و محلول واكنش حاوي 

همراه با پرايمرها به خارج از كشور براي تعيين توالي ارسال گرديد و با استفاده از نرم افزار  PCRشد. محصول 
تجزيه و تحليل آماري صورت گرفت و جمعيت هاي احتمالي  ,PopGene ,و Mega 4,GenAlexهاي تخصصي مثل 
  نه معرفي گرديد.و شناسه هاي گو
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 كلروفورم فنل از استفاده با  DNA استخراج -2-3

ميلي گرم  50  - ابتدا روش اين در .گيرد مي انجام كيت و آمونيوم استات كلروفرم، فنل روش به DNA استخراج
 بر سپس و قرارداده هاي تيوب داخل در را خالص اتانول در شده فيكس عضلاني بافت از / شده خرد بصورت

 محلول اين در شده، خرد قطعات ترتيب بدين و ريخته Extract buffer محلول از ميكروليتر 500 مقدار آن يرو

 دودسيل سديم(   SDS ميكروليتر 20و K پروتئنياز ميكروليتر 6 مقدار به بعد مرحله در .ميĤيند در معلق بصورت

 .شوند مي داده قرار گراد سانتي درجه 50 اتورانكوب يا ترموميكسر در ها تيوپ و كرده اضافه  درصد) 20 سولفات

 دادن رسوب به اقدام خالص اتانول و الكل ايزوآميل كلروفورم،-فنل محلول استفاده با سلولي هضم مرحله از بعد

DNA 70 الكل با رسوب اين بعد مرحله در .ديگرد  آوري جمع لوله ته در رنگي سفيد رسوب نهايت در و كرده 

 روي بر مرحله اين از بعد .شود خشك تا داده قرار گراد سانتي درجه 37 انكوباتور در سپس و شستشو درصد

  .گرديد مي اضافه TE بافر از ميكروليتر 50 مقدار به رسوب
  
  اسپكتروفوتومتري -3-3

 مي اسپكتروفتومتر دستگاه از استفاده طريق از RNA يا DNA مقادير تعيين جهت ، شد اشاره قبلا كه همانطور

 260 موج طول در جذب بين نسبت .شود قرائت نانومتر 280 و 260 موجهاي طول در نمونه نوري جذب ستباي

 محاسبه 2 تا DNA 1 مورد در نسبت اين .باشد مي DNA كميت نانومترشاخص 280 موج طول در جذب به نانومتر

 پس كه گرديد وليترمحاسبهماكر در نانوگرم 150 هاي نمونه در استخراجي DNA بين استخراجي / غلظت .گرديد

 Tagart). گرديد استفاده PCR انجام ماكروليترجهت در170 بين شده انجام - نانوگرم 100 غلظت از سازي رقيق از

et al., 1999)  
 
 سيتوكروم ژن از استفاده با (Penaeus semisulcatus) سبز ببري ميگوي جمعيت مولكولي بررسي -4-3

  RFLP روش به I اكسيداز
  (Hillis & Moritz, 1990) كلروفورم فنول روش به و بافت از ميلي گرم 100 تا 50 از استفاده با  DNAاج استخر

 و شد رانده درصد يك آگارز ژل در LB بافر با همراه نمونه هر DNA از ميكروليتر 4 تا 3 و انجام گرفت
 20 در بعدي آزمايشات انجام براي DNA نمونه هاي مطلوب كيفيت با DNA مشاهده از بعد .گرديد الكتروفورز

 كه شد استفاده پرايمر جفت يك از I اكسيداز سيتوكروم ژن قطعه ازدياد براي .شدند نگهداري گراد سانتي درجه

 پرايمر كه بوده سبز ببري گونه در مذكور ژن توالي از اينترنت، در جستجو از بدست آمده اطلاعات ساسا  بر

 ژن قطعه .گرديد نامگذاري و طراحي B با  )نوكلئوتيد 22  (ريورس پرايمر و A با )نوكلئوتيد 23 (فوروارد

 PCR،ساخته شده پرايمر پيكومول 40 تا 20 ها، نمونه از شده استخراج هاي DNA از استفاده با اكسيداز سيتوكروم

Buffer, MgCl2, dNTP, Taq, Primer F and R, DNA    مي ميكروليتر 50 به را واكنش محلول حجم كهاست و آب 
 4 مدت به دوره يك برنامه با ترموسايكر دستگاه در سازي آماده از پس ها نمونه .گرفت قرار استفاده مورد رساند،

 دماي در دقيقه يك كه چرخه 30 ادامه در و Denaturation براي سانتي گراد درجه 95 دماي در ثانيه 30 و دقيقه



 ٩از.../  (Penaeus semisulcatus)بررسي مولكولي جمعيت ميگوي ببري سبز 

 در جلودار پرايمر پهلوگيري براي سانتي گراد درجه 50 دماي در دقيقه 1 و  Denaturation سانتي گراد درجه 95

 براي گراد سانتي درجه 72 دماي در ثانيه سي و دقيقه يك همينطور و (annealing) شده رشته اي تك DNAكنار
نتي سا درجه72  دماي در دقيقه 10 مدت به اضافي سيكل يك كردن اضافه با نهايت در و Extension مرحله اجراي
  .گرفتند قرار بيشتر Extension براي گراد

 درصد 10آنزيم ( بافر ماكروليتر 2 با همراه PCR  /. محصول1 مقدار حاوي آنزيمي واكنش محصول / محصول

 و سازنده هاي شركت تصويه به بنا 10Uو  5Uمختلف  هاي آنزيم از ماكروليتر 1 تا 1نهايي محلول واكنش)  حجم
 براي جز به ها آنزيم ماكروليتر برساند. نمونه ها براي تمام 20به  5/1تيوب در را محلول كه اندازهاي به مقطر آب

 انكوباسيون ساعت يك از بيش گراد سانتي درجه 37 در )ميكند اثر گراد سانتي درجا 65 در كه( Taq I  آنزيم

 .شدند

 تا 2 هاي نمونه و گرفتند قرار صددر 6 اكريلاميد پلي ژل هاي گودي در شده ازدياد ژن قطعه شده هضم محصول

 اميزي رنگدقيقه  5 مدت براي / نقره نيترات روش با نهايت در و شدند رانده ولت 120 تا 100 ولتاژ با ساعت 3

 گيري اندازه ماركر DNA   )50(bp ماركر از استفاده با آنزيمي هضم از پس آمده وجود به DNA باندهاي .شدند

 هاپلوتايپ ... و A ، B بزرگ الفباي حروف از استفاده با بوده ژنوتيپي چه داراي نمونه هر اينكه اساس بر و شدند

 آناليز براي ها، نمونه هاپلوتايپ جدول تهيه از پس .گرديدند معين حروف اين از توالي صورت به نمونه هر

  .شد استفاده  X2 Monte-carlo  simulation سازي مشابه برنامه و Reap نرمافزار از آماري
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  نتايج -4
 صورتي به است، نبوده مشابه ها نمونه تمام در اندازه اين كه بود باز جفت 550تا 530 شده تكثير قطعه تقريبي طول

 نشان را باز جفت 530تقريبا منطقه همين از نمونه 10 و باز جفت 550 تقريبا بندرعباس منطقه از نمونه 29 كه

 اگرچه .دادند نشان باز جفت 530 اندازه در ) PCR محصول(  را باندي وشهرب هاي نمونه تمام در حاليكه در .دادند

  است مشهودتر آنزيمي هضم از بعد اما باشد نمي مشهود خيلي PCR محصول الكتروفورز ژلهاي در تفاوت اين
  .)1 شكل(

  
مربوط به  8تا  1. ستون هاي Alu 1با استفاده از آنزيم  I: الگوي هضم آنزيمي ژن سيتوكرم اكسيداز 1شكل 

مربوط به  Mمربوط به منطق بوشهر و ستون  16تا  9نمونه هاي جمعيت ميگوي ببري سبز هرمزگان و 
  مي باشد. (bp 50)ماركر 

  
 (Rsa I, Alu I, Hinf I, Hine II, Hpa II) شده استفاده محدودالاثر آنزيم 9 از محدودالاثر آنزيم پنج

 .بودند ها هننمو بين در مشابه الگوهاي داراي ها آنزيم ساير و ندددا شانن را چندشكلي يا مورفيسم پلي الگوهاي
 از نمونه 75 در را  (BBCBC, AAAAA, BBBBB, BBBBC, BBBBD) متفاوت هاپلوتايپ 5 حاضر RFLP آنزيم

 داراي شده داده نشان هاپلوتايپ 5 از هاپلوتايپ دو .داد نشان را مطالعه مورد طقامن به متعلق سبز ببري ميگوي

 هرمز منطقه به متعلق ها هاپلوتايپ اين از مورد دو هر .نامند مي نادر هاپلوتايپ را نوع اين كه بوده يك فراواني
 مطالعه مورد جمعيت دو بين آمده بدست هاپلوتايپ 5 بين از  (AAAAA) مشترك هاپلوتايپ يك فقط و بودند

  .)1 جدول(  شد مشاهده



 ١١از.../  (Penaeus semisulcatus)بررسي مولكولي جمعيت ميگوي ببري سبز 

 



 های تحقيقاتی / گزارش نهايی طرح١٢

  بحث و نتيجه گيري-5
  - X2 Monte  مشابه سازي برنامه از استفاده با جمعيت دو بين نمونه هاي تمام هاپلوتايپ سري هاي ازيمشابه س

arlo  simulation       شدانجام(Roff & Bentzen, 1989) تست . X2 منطقه بين دو هاپلوتايپ ها پراكنش در اختلاف 

 تكرار كه شود مي ملاحظه ترتيب بدين .داد نشان )  P> 0.00001)  X2 = 41.73دار معني و بالا را مطالعه ردمو

 و ها هاپلوتايپ تنوع . دارند دار معني تفاوت همديگر با مطالعه مورد منطقهدو  در mtDNA هاي هاپلوتايپ
 منطقه جمعيت در شكلي كه  به باشد مي بالا مطالعه مورد منطقه دو بين در آنها اختلاف و (Diversity) نوكلئوتيدها

 /. بود.069143در منطقه هرمز  نوكلئوتيدها تنوع ميزان / .5718 ±0/0 6599هرمز 

درصد  5/8 حدود در بوشهر و هرمز منطقه سبز ببري ميگوي هاي جمعيت بين نوكلئوتيد اختلاف همچنين
 مولكول در سال ميليون يك هر در موتاسيون درصد 2 وجود فرض با برآورد گرديد.  (Divergence) واگرايي
 با عمان درياي و فارس خليج سبز ببري ميگوي هاي معيتج درصد  DNA  (Wilson et al., 1985)ريال ميتوكند

 گرديده جدا هم از قبل سال پنجاه و دويست و ميليون چهار حدود ميرسد نظر به واگرايي  درصد 5/8 بودن دارا
 .اند

 كه I (COI) اكسيداز سيتوكروم ژن توالي يرو از تحقيق اين در استفاده مورد پرايمرهاي اينكه دليل به احتمالا
 باز جفت 8 از پرايمرها طراحي در و اند شده طراحي بود شده گزارش 1998 سال در همكارانش و Baldwin توسط

 در كه باشد باز جفت 550تقريبا ميبايست انتظار مورد PCR محصول است، شده نظر صرف مذكور رشته انتهايي

  پيشبيني قابل ميزان حد در يافته ازدياد ژن رشته اندازه ) بندرعباس( عمان درياي از شده آوري جمع ايه نمونه

 باشد مي كمتر باز جفت 20 داراي تقريبا بوشهر از شده آوري جمع هاي نمونه در حاليكه در بوده )باز جفت( 550

 رشته طول در نوكلئوتيدها از يتعداد توالي  (Insertion) شدن اضافه يا (Deletion) حذف پديده از ناشي ميتواند كه

 عمان درياي و فارس خليج منطقه دو هاي نمونه در نظر مورد ژن هاي رشته كامل توالي تعيين به نياز كه باشد ژن

 .باشد

 تنوع PCR تكنيك از استفاده با شده تكثير I (COI) اكسيداز سيتوكروم ژن روي حاضر RFLP تحليل و تجزيه

 بوشهر منطقه در را نوكلئوتيدها و ها هاپلوتايپ پايين تنوع و هرمز منطقه در را لئوتيدهانوك و ها هاپلوتايپ بالاي

 ژنتيكي تنوع اگرچه .باشد مي بالا مطالعه مورد هاي جمعيت مابين نوكلئوتيدها اختلاف حال هر به .دهد مي نشان

 ,Baldwin) است داده نشان را تنوع ايينپ ميزان آلوزايم الكتروفورز روش به پنائيده خانواده به متعلق ميگوهاي بين

et al., 1998) از مشابه ميگوي هاي گونه 78 ميان در را ژنتيكي اختلاف پروتئيني هاي ايزوزيم هاي بررسي اما 

 .(Palumbi and Benzie, 1998) است داده نشان بالايي حد در مروفولوژيك لحاظ

 بالاي اختلاف I(COI) اكسيداز سيتوكروم ژن به متعلق زبا جفت 550 قطعه نوكلئوتيدها توالي تحليل و تجزيه

 ژنتيكي اختلاف كه قبلي كارهاي با ها يافته اين كه داده نشان Penaeus جنس ميگوهي از گونه 13 بين را ژنتيكي
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 داده نشان پايين خيلي Penaeusجنس در را ژنتيكيك اختلاف و بود شده بررسي ها آلوزيم الكتروفورز اساس بر

  .(Baldwin, et al., 1998) دارد مغايرت بود،
  mtDNA هاي ژنوتي اختلاف از حاكي Madras و Cochin منطقه دو P. indicus ميگوي هاي جمعيت بررسي نتايج
 روي RFLP  تكنيكاز  استفاده با كه مطالعه اين در .ميباشد مطالعه مورد منطقه دو در گونه اين هاي جمعيت مابين

 استفاده )bp18000 ( ميتوكندري ژنوم آنزيمي هضم براي الاثر محدود آنزيم 13 از شده، مانجا ميتوكندري ژنوم

 استفاده، مورد محدودالاثر آنزيم 13 از آنزيم 10 از استفاده با حاصله ژنوتيپهاي يكنواختي حالت نهايت در .شد

 شد گزارش استفاده مورد آنزيم 13 از مانده باقي آنزيم 3 از استفاده با فقط پليمورفيسم حالت و گرديد گزارش

.(Anitha et al.,1997)   
 شده گزارش بالا مورفولوژيك هاي شباهت با پنائيده خانواده هاي گونه بيشتر بين mtDNA بالاي اختلافات وجود

 در .است شده گزارش درصدLitopenaeus 4/7 جنس زير ژنتيكي اختلاف ميزان شده انجام سايرمطالعات در .است

  .(Palumbi and Benzie, 1998) باشد مي درصد 18 حدود در اختلاف اين Penaeus جنس زير بين صورتيكه
 داراي گونه دو اين  L. vannameiو P. stylirostris اكولوژيك و فيزيولوژيك مورفولوژيك، هاي شباهت وجود با

 گوسفند يا شامپانزه و انسان نبي اختلاف از زيادتر اختلاف اين و بوده ميتوكندري ژنوم خاموش نقاط در اختلاف

 تفاوتهاي با ميگو هاي گونه بين ژنتيكي بالاي هاي تفاوت كه گرفت نتيجه توان مي رو اين از .باشد مي بز و

 تشابهات با پنائيده ميگوي هاي گونه بيشتر بين mtDNA بالاي اختلاف و نداشته مطابقت مورفولوژيك

 در تفاوتها براي نظريه دو 1998 سال در Benzie و Palumbi رو اين از .باشند مي انگيز حيرت بالا، مورفولوژيك

 :از عبارتند كه دادهاند ارائه ميگو مورفولوژيك و مولكولي تكامل مسير

 .باشد يافته افزايش سرعت به است ممكن mtDNA تكامل ميزان  1-

 .پذيرد  مي صورت كندي به است ممكن ميگوها در مورفولوژيك تفاوتهاي بروز ميزان -2

 تشابه با P. semisulcatus گونه به مربوط هاي نمونه بين ژنتيكي اختلافات وجود نيز حاضر مطالعه نتايج
 دو در  P. semisulcatus گونه ژنتيكي تفاوتهاي وجود همچنين .دهد مي نشان را هرمزگان منطقه در مورفولوژيك

 ذخاير كه گرفت نتيجه چنين توان مي بررسي اين از حاصل نتايج اساس بر .رسيد اثبات به مطالعه مورد منطقه

 مي متفاوتي ژنتيكي ساختار داراي )عمان درياي( هرمز منطقه و )فارس خليج( بوشهر در P. semisulcatus ميگوي
 هاپلوتايپ كه گرديد مشاهده فراواني درصد 100 با (AAAAA) هاپلوتايپ يك فقط بوشهر در طوريكه به .باشد

 رويت بوشهر منطقه در و شدند مشاهده هرمز منطقه در فقط (BBCBC, BBBBD, BBBBC, BBBBB) ديگر

 مهاجرت هرمز و بوشهر منطقه دو بين P. semisulcatus ميگوهاي از بخشي كه است آن بيانگر امر اين .نگرديدند

 داراي هرمز نطقهم ولي .دارد وجود جمعيت دو بين ژني جريان ديگر عبارت به و  AAAAA) هاپلوتايپ(  كنند مي

 فراواني درصد با BBBBC هاپلوتايپ ويژه به و دارد بوشهر منطقه با متفاوتي ژنتيكي ساختار كه است ميگوهايي

 تلقي هرمز منطقه ميگوهاي شناسايي براي ژنتيكي ماركر و شاخص يك عنوان به تواند مي  )درصد 60 ( بالا

 .گردد



 های تحقيقاتی / گزارش نهايی طرح١۴

  BBBBD و BBBBB ، BBCBC هاي هاپلوتايپ كه نمود گيري نتيجه نميتوا همچنين شده اشاره موارد به توجه با
 ببري ميگوي روي قبلي مطالعات .اند گرديده تشكيل جهش اثر در كه باشند مي BBBBC هاپلوتايپ مشتقات از

 نشان را فوق منطقه دو ميگوهاي تفاوت بود، گرفته انجام مريستيك  مورفومتريك هاي بررسي طريق از كه سبز

 ). 1378 فر، متين(  است بررسي اين از حاصل نتايج تأييد كه داد مي

 بوشهر منطقه با مشابه ژنوتيپ لحاظ از هرمز منطقه از سبز ببري ميگوي هاي نمونه درصد5/27  كه آنجايي از

 د،ان داشته تفاوت همديگر با موارد بقيه در مطالعه، مورد منطقه دو به مربوط آمده دست به ژنوتيپي طرح و بودند

 حدفاصل مسير دلايلي به باشد مي بوشهر منطقه گروه با مشابه هرمز منطقه از كه گروهي،گرفت نتيجه توان مي

 سد نبود دليل به .باشد مي منطقه دو اين هاي جمعيت ژنتيكي جريان مؤيد كه است كرده طي را منطقه دو اين

 عقربه جهت در قوي آبي هاي جريان وجود يا و بيفتد اتفاق است ممكن امر اين متفاوت منطقه دو بين فيزيكي

 .شود جديد محيط در آنها سازگاري و لاروها جابجايي موجب است ممكن ساعت

 بوده متقاوت ژنتيكي ساختار دو حداقل داراي عمان درياي و فارس خليج آبهاي در P. semisulcatus گونه بنابراين

 و بوده بالايي كارايي داراي بررسي اين در PCR-RFLP شرو .است شده داده نشان تفاوت اين معناداري بطور و
 منطقه دو اين براي را هاپلوتايپ چند بوده قادر سبز، ببري ميگوي از جداگانه جمعيت دو تمايز قابليت بر علاوه

 ديگر از بيشتر هاي نمونه آوري جمع با بررسي اين شود مي پيشنهاد .نمايد معرفي اختصاصي طور به بحث، مورد

 Fenneropenaes مانند ميگو پراهميت هاي گونه ساير روش اين با و شود تكرار نيز چابهار و خوزستان مانند طقمنا

indicus  و F. merguiensis گيرند قرار تحقيق و بررسي مورد نيز.  
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  تشكر و قدرداني 
قيق به من ياري رساندند از كليه همكاران و مسئوليني كه در نمونه برداري ها و كارهاي آزمايشگاهي در اين تح

تشكر و قدرداني مي گردد. آقايان دكتر آئين جمشيد و دكتر مرتضوي رياست محترم پژوهشكده ميگوي كشور 
و پژوهشكده اكولوژي خليج فارس و درياي عمان، همكاران بخش ارزيابي ذخاير و آقاي مهندس لالويي 

  سپاسگزاري و تشكر مي گردد.
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Abstract 
Goals: Determine of barcode of DNA in green tiger prawn, Penaeus semisulcatus, in the Gen bank of the species. 
Material and methods: In these study 30 specimens of Penaeus semisulcatus from each region in the Persian Gulf 
and Sea of Oman were sampled and preserved in ethanol 96%.  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. 
Result and discussion: Molecular analysis revealed some degree of interpopulation differences within two areas. 
Also for population study molecular data of species Penaeus semisulcatus were analysed base on COI RFLP and 
16SrRNA sequences respectively. The results indicated that COI gen is a good marker for shrimp species 
differentiation that would be helpful to protect shrimp species. 
 
Keywords: Genetic molecular, Population, Cytochrome oxidized COI, Persian Gulf and Oman Sea.  
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