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 ١ .../ايجاد بانك ژن ميگوهای بومی و سخت پوستان
 

 
 

  كيدهچ
 ،، صـيد قاچـاق  ساختار جمعيـت  تنوع و شناسايي تواند رهنمودهايي براي بهبود ميو ايجاد بانك ژن مطالعات ژنتيك 

ارائه نمايد . در اين تحقيق نمونه برداري از منـاطق جاســك ،   تشخيص ميزان هم خوني و طبقه بندي ژنتيكي جانوران 
باشـد بـه روش تـرال كـف انجـام گرفـت.        گواتر و هرمز كه مهـمتريـن زيـستگـاه هاي گونه هـاي مـورد مطالعـه  مـي    

و  BioEdit يابي با اسـتفاده از نـرم افـزار   پس از تواليكلروفورم انجام گرديد.  –با استفاده از فنل  DNA Totalاستخراج  
هاي بدسـت آمـده سـنجيده شـد و و رسـم      ميزان همولوژي توالي NCBIدر پايگاه  Blastenو رويه  Blastابزار قدرتمند 

جـذب  نسبت بر اساس نتايج به دست آمده،  درخت فايلوژني و ميزان فاصله ژنتيكي گونه هاي مورد نظرانجام گرديد.
نمونـه   DNAقرار داشت كه نشانگر كيفيت خـوب   1/2 –8/1ه ها بين نانومتر در نمون 280به طول موج  260طول موج 

درجـه   48 -60بـا اسـتفاده از گراديانـت دمـايي     COIو  16SrRNAجهـت تكثيـر ژن    PCRبهينه سـازي واكـنش    .ها بود
بـراي گونـه هـاي     درجـه سـانتيگراد   54و  48ترين دما براي اتصال آغـازگر، دمـا هـاي    سانتيگراد نشان داد كه مناسب

  مختلف مورد مطالعه ميباشد.
و   16sاين طرح با اهدافي از جمله شناسائي ساختار ژنتيكي گونه ها، و رسم درخت فايلوژني آنها با اسـتفاده از دو ژن  

COI  ،منابع بر ساختار و تمركز مديريت و ساماندهي  تهيه شناسنامه و ثبت كامپيوتري مشخصات سلولهاي ذخيره شده
 .P. semisulcatus  ،P. indicus ، P. merguiensis   ،P. monodon ،M گونه مهم از ميگوهاي منطقه خليج فارس(5يكي ژنت

affinis  آبزيان اين منطقه سعي در شناسايي ذخـاير ژنتيكـي و ايجـاد     ايجاد يك شبكه منسجم ذخاير ژنتيكي) از طريق
    بانك ژن آبزيان با اهداف ذكر شده دارد.

اين مطالعه نشان مي دهد كه دو مورفوتايپ ميگوي ببري سبز مي تواند به عنوان دو گونه جدا از جنبه هاي نتايج 
ژنتيكي در نظر گرفته شود كه در مطالعات ژنتيك جمعيت و مولد سازي ميبايست مورد توجه قرار گيرد. در همين 

ار نزديك به هم ميباشد و ما بجر اختلاف رابطه ميتوان استنتاج كرد كه تركيب ژني گونه هاي مورد بررسي بسي
زيادي كه در گونه ببري سبز مشاهده كرديم در گونه هاي ديگر مشاهده نشدو هيچ سابقه قبلي از انتقال مولدين بين 

  مناطق مختلف وجود ندارد.
  
، ميگـوي مـوزي ،   ، سـيتوكرم اكسـيداز   16s rRNA،ذخاير ژنتيكـي  ، mtDNA،  ميگوبانك ژن : كليدي هاي واژه 

  ببري سبز ، ميگوي ببري سياه ، ميگوي سرتيزميگوي سفيد هندي ، ميگوي 
   



 / گزارش نهايی طرح های تحقيقاتی  ٢
 

  مقدمه-1
  تنوع زيستي -1-1

بخش حساسي از سرمايه هاي طبيعي است كه خوراك، پوشاك و مسكن و بسياري از داشته هاي ما از اين سرمايه 
به بازارهاي اقتصادي جهان، همچنان ادامه دارد. تنوع تامين مي شود و روند آن با سرازير شدن ميلياردها دلار سود 

زيستي علاوه بر آن كه توسعه كشاورزي را ممكن مي سازد، امكان سازگاري با شرايط جديد را براي گونه هايي كه 
فاقد چنين امكاناتي هستند، فراهم مي آورد. تنوع زيستي علاوه بر آنكه نيازهاي ضروري و اوليه انسان ها را نظير 
خوراك، پوشاك و مسكن فراهم مي آورد، سلامت و شادابي روح و جسم، رونق اقتصادي و پيشرفت روزافزون و 

بر .  در حقيقت تنوع زيستي نوعي بيمه طبيعت در برابر حوادث بد و ناگوار است.همه جانبه ما را نيز تضمين مي كند
معناي قابليت تمايز بين ارگانيسم هاي زنده از هر منبع اساس تعريف دبيرخانه كنوانسيون تنوع زيستي، تنوع زيستي به 

شامل اكوسيستم هاي زميني، دريايي و اكوسيستم هاي آبزي، همچنين شامل تركيبات اكولوژي كه بخشي از 
در نهايت و در يك جمله تنوع زيستي در واقع گوناگوني حيات و .اكوسيستم ها را تشكيل مي دهند، مي باشد

تنوع و  تنوع گونه،  تنوع ژن: اين تنوع از سه مفهوم مرتبط به هم تشكيل شده است.همتاست حكمت مجسم خالق بي
  (اكوسيستم).زيست بوم 

 را محيطي شرايط تغييرات با سازگاري توان كه هايي گونه انقراض نيز و جديد هاي گونه تكامل و تركيب روند
 منبع ارزشمندترين كه آمد وجود به زمين كره به موسوم سرانجام تا انجاميد طول به سال ميليارد چند از بيش نداشتند،

 نژادهاي و است جانوري و گياهي از اعم زنده، موجودات همه از اي شبكه زيستي تنوع.  است زيستي تنوع آن
 بينيم مي امروزه ما كه تنوعي. گيرد مي بر در را سلولي تك جانداران ساير و قارچ ها گياهان، جانوران، انساني،
.  ايم وابسته آن به كاملا و هستيم آن از لاينفك جزئي ما و باشد مي تكامل سال بيليون ها ميوه كه است حياتي شبكه
  .گردد مي بر آن طبيعي الگوهاي و زمين روي بر حيات تنوع به زيستي تنوع حقيقت در

 1سال قبل است و برآورد مي شود كه حدود ميليون  65برابر بيشتر از  500تا  50هم اكنون انقراض گونه هاي موجود 
  .از اين مسائل به درستي شناخته نشده اند در معرض خطر انقراض قرار دارند . البته دليل بسياري 2050ميليون گونه تا سال 

كه هم اينك گريبانگير محدوده وضعيت پر تلاطم و بحراني زيستگاه هاعمدتاً حاصل دخالتهاي مخرب انساني 
و همچنين آلودگي هاي  و تغييرات شديد آب و هوايي ساليان اخيرفارس و درياي عمان شده است  آبهاي خليج

نفتي پيامد جنگ در خليج فارس و عبور و مرور كشتي هاي نفتكش كه مقادير بسيار زيادي نفت را به عنوان آب 
توازن به درون خليج فارس ميريزند و همچنين  وجود نيروگا هاي برق و آب شيرين كن ها و پساب مزارع پرورش 

به گونه اي كه هر روز تعداد فراواني  بردهبسياربالا را  ارگانيسمهاي زندهسرعت افول و انقراض  ميگو و ساير ابزيان 
قرار گرفته و گونه اي  در اين منطقه مورد تهديدتاجانوران و گياهان پر سلولي رو ارگانيسمها گرفته ميك  از موجودات از
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 دربسياري زنده موجودات از ژنومي DNAلذا ايجاد بانكهاي بزرگ بافت و مهم را در خطر انقراض قرار داده است. 
درراستاي نگه داري نسخه هايي از ژنوم ذخاير  جهان از جمله منطقه خليج فارس و درياي عمان  كشورهاي از

منابع ژنتيكي بر ساماندهي ساختار و تمركز مديريت . متاسفانه در وضعيت موجود  مهم ميباشدارزشمند ژنتيكي 
آبزيان اين منطقه وجود  ايجاد يك شبكه منسجم ذخاير ژنتيكيز طريق ا آبزيان حوزه خليج فارس و درياي عمان

 ندارد و شناسنامه اي از ذخاير ژنتيكي و گونه هاي در معزض خطر گياهي و جانوري در اين منطقه ايجاد نشده است .
و مرگ  رشدذخاير به عنوان واحد هاي مديريتي اساسي مي باشد كه در پارامترهاي اين امر مهم و اساسي است كه 

آبزيان خليج فارس و درياي عمان صيانت قانوني از حقوق ملي بر منابع ژنتيكي دارند و خفاظت و شتراك ومير ا
  امري اجتناب ناپذير است.

آغاز كرده است و در  1980تحقيقات در زمينه ژنتيك و زيست فناوري در آبزيان رشد پيوسته خود را از اواسط دهه 
هاي فعاليت تحقيقات ژنتيك آبزيان ين زمينه بسيار فعال است. از جمله مهمترين زمينهحال حاضر تحقيقات در ا

توان به استفاده از اصول ژنتيك و زيست فناوري به وسيله مديران شيلاتي و محققان جهت افزايش ميزان صيد مي
هاي مصنوعي، بازسازي جمعيتطبيعي، مديريت صحيح ذخاير آبزيان، مديريت تكثير و پرورش در قفس و يا محيط 

بومي و حفاظت از ذخيره ژني و تنوع ژنتيكي در منابع طبيعي و گونه هاي در معرض انقراض اشاره نمود 
)Dunham2004 .(  

هاي ملي با استفاده از  سرمايه نگهداري مطلوب از ذخاير ژنتيكي جانوري و گياهي و حفظ تنوع زيستي به عنوان
جمع آوري نمونه هاي بيولوژيك گونه هاي .ژن است ز مهمترين اهداف ايجاد بانكهاي زيست فناوري ا تكنيك

بلند مدت آن، ثبت ژنتيكي گونه هاي در معرض تهديد و در حال انقراض و  مختلف، آماده سازي و نگهداري
ف بانك وظاي تكنيك هاي زيست فناوري براي حفظ، بقا و مديريت گونه هاي جانوري و گياهي از جمله استفاده از

مولكولي براي هر نوع مطالعه سيستماتيك و  مي توان گفت جمع آوري نمونه ، پايه و اساس اطلاعات.ژن مي باشد
ها پس از مطالعه، حفاظت از زيستگاه است به طوري كه اگر زيستگاه  يكي از بهترين تكنيك.ژنتيك جمعيت است
مطالعات .گردد هاي ديگر نيز جلوگيري مي گونههاي در معــرض خطر و بسياري از  گونه حفظ شود از انقراض

پژوهش ها و تحقيقات به منظور  ژنتيك جمعيت براي حفظ و مديريت جمعيت هاي جانوري و گياهي و ساماندهي
دستيابي به روشهاي . به وسيله بانك ژن انجام مي شود كاربردي شدن مطالعات در حفظ طبيعت و اكوسيستم ها نيز

معرض تهديد و در حال انقراض و ارزيابــي آلودگي هاي زيست محيطي و اثرات  هاي درتكثير در اسارت گونه 
درحفاظت از محيط  در اكوسيستم ها و روند انقراض گونه ها، از مهمترين مزاياي استفاده از بانك ژن ناشي از آن

ورود و خروج غيرقانوني قوانين و ضوابط مربوط به  در بانك ژن امكان بررسي و تدوين.زيست و اكوسيستم ها است
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امكان سامانــدهي درخواست هاي ارائه شده براي تكثيــر در اسارت گونه هاي  .نمونه هاي بيولوژيك نيز وجود دارد
  .فراهم شده است گاهي باعث فرسايش ژنتيكي و كم شدن تنوع زيستي مي شوند، وحشي كه

 مي كه بارزي بسيار نمونه. شد خواهد زيستي ظريف رابطه اين خوردن برهم به منجر سيستم اين در تداخل نوع هر
 و مرتعي اكوسيستم هاي تبديل با انسان. است طبيعي هاي اكوسيستم در انسان تداخل برشمرد زمينه اين در توان

 اين در. است آورده وجود به را بسياري اختلالات و شده موجود زيستي روابط خوردن برهم باعث مزارع به جنگلي
 تنوع كاهش. برد مي بين از را آن ذاتي توانايي هاي داده كاهش را اكوسيستم ها داخل تنوع عمل اين با انسان مورد
 خاك حاصل خيزي كاهش ،) سمي گازهاي مثل(  محيطي هاي آلاينده جذب در اكوسيستم ها نقش كاهش باعث
 نيز زيستي تنوع و كشاورزي بين متقابل اثر. مي شود حيواني موجودات بين شكارچي و شكار روابط خوردن هم ،به
 دستكاري انسان براي چوب و پوشاك ، غذا% 98 كسب جهت زمين اكوسيستم هاي درصد هفتاد حدود.  است مهم
 انسان ترتيب بدين و دارد اختصاص انسان سكونت و شهرسازي به زمين سطح% 25 حدود آن بر علاوه.  است شده

  . است درآورده خود تصرف به را خشكي اكوسيستم هاي% 95 حدود
 در و. آورد وجود به اكوسيستم ها در را مداخله حداقل كرد مي سعي طبيعت با نزديكي با انسان گذشته ادوار در

 اهلي. شد شروع طبيعت در انسان مداخله عملا كشاورزي شروع با. كرد مي عمل اي زنده جز عنوان به حقيقت
  .بود تنوع كاهش شروع مرحله حيوانات و گياهان كردن

 هاي روش از استفاده شود مي مواجه انقراض خطر با جمعيت و افتد مي اتفاق ها گونه جمعيت كاهش مواقعي كه در

 .آورد مي فراهم اصلي زيستگاه به آن انتقال سپس و ها گونه بافت و سلول كشت با فناوري را زيست قبيل از نوين

 وظيفه فناوري، زيست گروه هاي مجموعه زير از يكي عنوان به زيستگاهي ژن خارج حفاظت امكان Ex situ بانك

 مواد كه دارد عهده بر را مختلف هاي گونه هاي بيولوژيك نمونه مدت بلند نگهداري و سازي آماده ، آوري جمع

 مشكوك هاي نمونه ژنتيكي، تشخيص تهديدات ژنتيكي، ثبت و شناسايي قبيل از مولكولي مطالعات براي اوليه

 كاهش و ها ماموريت هزينه و زمان در جويي صرفه با را ...و تهديد معرض در هاي گونه احياء قضايي،

  كند. مي تامين زيست محيط به آسيب
  
  ) چيست؟gene bankبانك ژن(:  2-1

  مطرح كرد: براي بانك ژن به طور كلي مي توان سه تعريف را 
گياهان ،جانوران و حتي انسان را ذخيره سازي كرده،  DNAاطلاعات مربوط به  آن كه دانشمندان درمكاني است  -1

  ) كنند.gene pool(ژني  خزانهبه طوري كه مي توانند ژن مورد نظر را در زماني خاص مجددا وارد 
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) مواردي چون بذر ، بافت ها و سلول هاي توليد حفاظت در خارج از زيستگاهحفاظت ( ex situمركزي كه براي  -2
  جانوران تاسيس شده است.مثلي گياهان و 

تانك هاي نگهداري  هر مكاني را كه به عنوان يك ذخيره گاه طبيعي ،چون :باغ، مزرعه، يا يك بانك بذر، -3
كه در آن براي نظارت، مديريت و حفاظت از گوناگوني ژنتيكي تلاش شده است مي توان به عنوان  آبزيان هدف

 يك بانك ژن در نظر گرفت.

  
   بانك ژنوظايف  : 3-1

  ژن بانك وظايف و اهداف ضرورت،

 از استفاده با ملي هاي سرمايه عنوان به زيستي تنوع حفظ و گياهي و جانوري ژنتيكي ذخاير از مطلوب نگهداري -1
 .است ژن بانك ايجاد اهداف ترين مهم از فناوري زيست هاي تكنيك

 گونه ژنتيكي ثبت آن، مدت بلند نگهداري و سازي آماده مختلف، هاي گونه بيولوژيك هاي نمونه آوري جمع -2
 مديريت و بقا حفظ، براي فناوري زيست هاي تكنيك از استفاده و انقراض حال در و تهديد معرض در هاي
 اساس و پايه ، نمونه آوري جمع گفت توان مي.باشد مي ژن بانك وظايف جمله از گياهي و جانوري هاي گونه

 .است جمعيت ژنتيك و سيستماتيك مطالعه نوع هر براي مولكولي اطلاعات

 از شود حفظ زيستگاه اگر كه طوري به است زيستگاه از حفاظت مطالعه، از پس ها تكنيك بهترين از يكي  -3
 .گردد مي جلوگيري نيز ديگر هاي گونه از بسياري و خطر معــرض در هاي گونه انقراض

 ها پژوهش ساماندهي و گياهي و جانوري هاي جمعيت صحرايي مديريت و حفظ براي جمعيت ژنتيك مطالعات -4
 مي انجام ژن بانك وسيله به نيز ها اكوسيستم و طبيعت حفظ در مطالعات شدن كاربردي منظور به تحقيقات و

 شود

 هاي آلودگي ارزيابــي و انقراض حال در و تهديد معرض در هاي گونه اسارت در تكثير هاي روش به دستيابي  -5
 از استفاده مزاياي مهمترين از ها، گونه انقراض روند و ها اكوسيستم در آن از ناشي اثرات و محيطي زيست
 .است ها اكوسيستم و زيست محيط از درحفاظت ژن بانك

 بيولوژيك هاي نمونه غيرقانوني خروج و ورود به مربوط ضوابط و قوانين تدوين و بررسي امكان ژن بانك در  -6
 گاهي كه وحشي هاي گونه اسارت در تكثيــر براي شده ارائه هاي درخواست سامانــدهي امكان. دارد وجود نيز

  است. شده فراهم شوند، مي زيستي تنوع شدن كم و ژنتيكي فرسايش باعث
بانك ژن اين امكان را به ما ميدهد كه با تهيه سلولهاي نر و ماده به عنوان پتانسيل بالقوه ايجاد مجدد گونه هاي 

 تكرار ژنتيكهاي منقرض شده را داشته باشيم و با حفظ سلولهاي مختلف بدن گونه ها در جهت بررسي و تعيين نقشه 
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 و فنوتيپي مشخصات كامل ثبت با سپس و كنيم اقدام ميباشد اه گونه ساير از گونه يك مبين كه ها گونه اين شونده
  نسلهاي آينده گام برداريم. به معرفي جهت در انقراض صورت در آنها بيوگرافي و ژنوتيپي

از آنجا كه لايه هاي حفاظتي از منابع زيستي, حفاظت از ساختارهاي ژنتيكي گونه هاي مختلف در ايران با اولويت 
طراحي شد كه هنوز قابل گسترش  1384سازمان حفاظت محيط زيست است,بانك ژن از سال  در مناطق چهارگانه

  است.
به رغم ثبت تعدادي تازه از گونه هاي گياهي و جانوري در فهرست گونه هاي در خطر يا نابود شده,فعاليتهاي جاري 

  زيستي شده است. بيوتكنولوژي در بسياري از نقاط جهان سبب توقف يا كاهش روند انقراض گونه هاي
اگر چه روش مطلوب حفاظت گياهان نگهداري در رويشگاه طبيعي آنها ميباشد,ولي بنابر دلايل متعدد از جمله 
تغيرات عوامل اقليمي,استفاده بي رويه,چراي دام و همچنين وقوع حوادث طبيعي و مصنوعي,حفظ گياه در رويشگاه 

  اصلي را با مشكل مواجه ميكند.
كند: يك، ها تا حد ممكن است و آن را با دو رويكرد دنبال ميكولي در پي جبران اين كاستيتاكسونومي مول 

- كارگيري دادهي اطلاعات مولكولي و دو، بههاي شناخته شده بر پايههاي جديد يا بازآرايي تاكسونتعريف تاكسون

ي نگرش غالب امروزي در حوزه است.هاي تعريف شده هاي جديد به گونههاي مولكولي براي نسبت دادن نمونه
تواند در سطوح گوناگوني همچون نژاد، جمعيت، حفاظت محيط زيست، حفظ تنوع زيستي است. اين تنوع مي
هاي زيستي حاضر در مناطق جغرافيايي مختلف براي گونه، اكوسيستم يا زيستگاه مدنظر باشد. شناسايي دقيق گونه

آيد. كنترل سريع و آسان ورود و خروج هاي در خطر بسيار به كار ميمحيط هاي حفظ يا بازسازيريزي پروژهبرنامه
هاي مورد حمايت هاي به دست آمده از گونهها در مرز كشورها و نيز پايش بازار در خصوص حضور فراوردهگونه

 ,Ardura, et al. 2010, Eaton)پذير است هاي آسيببراي حفاظت از گونه DNAي شناسهقانون از ديگر كاربردهاي خط

et al. 2009)  
  
  ؟ شود مي تهديد چگونه زيستي تنوع: 4-1

 و ها زباله تخليه ،  انسان دست به جانداران هاي زيستگاه تخريب بادر اين رابطه ميتوان اذعان كرد كه تنوع زيستي 
 نظير( زنده منابع از حد از بيش برداري بهره،  ها كش آفت از حد از بيش استفاده ، درياها و ها رودخانه در ها پساب

  صنعتي و شهري توسعه پاي به جانوري و گياهي هاي گونه شدن قرباني،  آبزيان و...) درختان،
 دوردست نقاط به جانوري و گياهي هاي گونه انتقالو همچنين  محيطي زيست ملاحظات بدون توسعه انجام با

  همواره مورد تهديد قرار ميگيرد.
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ا هاست كه ضمن حفظ گونه هاي ارزشمند و يا گونه هاي در معرض خطر با نگهداري دهايجاد بانك ژن راهي 
در جه سانتيگراد  80در فريزر منهاي  DNAجفت از هر گونه بصورت زنده و نيز بصورت بافت منجمد و يا نگهداري 

 ، مقاومت به بيماري ، و بويژه با ايجاد كتابخانه ژني مطالعه ژنهاي متعدد مثل ژنهاي اقتصادي چون ژنهاي رشد
هاي  به عنوان سرمايهآنان زيستي  و حفظ تنوع آبزياننگهداري مطلوب از ذخاير ژنتيكي ،  مقاومت به نوسانات دمايي
ميتواند در حفظ و باز  اين امر .هاي زيست فناوري ازمهمترين اهداف ايجاد بانك ژن است ملي با استفاده از روش

در اين  ده و همچنين استفاده محققان از گونه هاي ذخيره شده موثر باشد.همچنينسازي ذخاير اين گونه ها در آين
 و تعيين اختلاف ژنتيكيآبزيان واجراي اين طرح سعي در تهيه شناسنامه انك ژن پژوهش و در راستاي ايجاد ب

آبزيان  مختلفهاي  هاي بيولوژيك گونه جمع آوري نمونهآبهاي خليج فارس دارد .   ميگوهاي مهم و اقتصادي
هاي در معرض تهديد ودر حال انقراض واستفاده از  سازي و نگهداري بلندمدت آن، ثبت ژنتيكي گونه ،آماده
  .  از جمله ديگر وظايف بانك ژن است آبزيهاي  هاي زيست فناوري براي حفظ، بقا ومديريت گونه تكنيك

ي كه در اين خصوص بر عهده داشت، مسئولان با توجه به اهميت موضوع حفاظت ذخاير خدادادي ملي و وظيفه ا
 . مطالعات انجام شده قبلي بيش از پيش به نقش بانك ژن واقف و هم خود را در توسعه و تقويت آن به كار گرفتند

بيولوژيكي اعم از بافت، خون، پوست،  هاي هاي در معرض خطر از طريق بررسي نمونه بندي گونه اولويت منجر به
، به آبزيان از ضروريات حفظ ذخاير ژنتيكيبانك ژن و تشكيل و راه اندازي  است شدهزايشي  هاي عضله و سلول
نگهداري مطلوب از ذخاير ژنتيكي جانوري و بشمار مي رود. ميتوان انتظار داشت كه با  هاي ملي عنوان سرمايه

جمع آوري نمونه ، هاي زيست فناوري  هاي ملي با استفاده از تكنيك سرمايه گياهي و حفظ تنوع زيستي به عنوان
بلند مدت آن، ثبت ژنتيكي گونه هاي در معرض تهديد  هاي بيولوژيك گونه هاي مختلف، آماده سازي و نگهداري

به گياهي  تكنيك هاي زيست فناوري براي حفظ، بقا و مديريت گونه هاي جانوري و و در حال انقراض و استفاده از
از جمله بانك ژن ميگوهاي مهم و  آبزيان ژن  بانك  حفظ گونه هاي مهم و در معرض تهديد كمك نمايد. . تاسيس

 ، به منظور دسترسي جامعه علمي كشور به رده هاي سلولي و هيبريدوماهايي كه كاربرد آنها دراقتصادي كشور
از اهداف اين پژوهش باشد مراكز تحقيقاتي داخل و خارج از ميتواند تحقيقات بنيادي و يا كاربردي  واكسيناسيون و 

ژن آبزيان جمهوري اسلامي ا را به بانك كشور نيز مي توانند  بافت يا سلول هاي شاخص و بارزش ژنتيكي خود
ن آبزيا با تهيه رده هاي سلولي از گونه هاي مختلفدر فاز بعدي اين پروژه . پيش بيني ميشود كه اهدا نمايند ايران 

نسبت به ارتقاي  مراكز پژوهشي و دانشگاهي كشورعلاوه بر حفظ ذخاير ژنتيكي ، بتوان با فروش رده هاي سلولي به 
با آبزيان جمهوري اسلامي ايران  ژن  بانك اين پروژه كه در قالب طرحان بخش قدم هاي شايان برداشته شود. 

و  شناسنامه و ثبت كامپيوتري مشخصات سلولهاي ذخيره شدهتهيه اهدافي از جمله شناسائي ساختار ژنتيكي گونه ها، 
ايجاد يك از طريق  آبزيان حوزه خليج فارس و درياي عمانمنابع ژنتيكي بر ساختار و تمركز مديريت ساماندهي 
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آبزيان اين منطقه با همكاري كشور هاي حوزه خليج فارس و درياي عمان سعي در  شبكه منسجم ذخاير ژنتيكي
  اير ژنتيكي و ايجاد بانك ژن آبزيان با اهداف ذكر شده دارد.شناسايي ذخ

سه نگاه عمده در ارتباط با اينكه چرا تهيه بانك ژن و مديريت ذخاير ميگو هاي مهم  و اقتصادي منطقه يك امر 
  :اجتناب ناپذير است

  از نگاه بيولوژيك: -1
هار چوب و برنامه منظم براي برداشت ميگو و بالا بردن هر مرگ و مير بالا و طول دوره كم زندگي احتياج به يك چ

  چه بيشتر درآمد دارد. تغييرات سالانه در ذخاير و راحتي شكار آنها توسط شكارچيان ميتواند در اين امر مهم باشد.
  
  از نگاه اقتصادي: -2

نگراني از تغييرات پيش بيني كنترل بر اساس ارزيابي ذخاير راه را براي سرمايه گزاري بدون هيچ شك و ترديد و 
نشده هموار ميسازد. تقاضاي بالاي بازار داخل و صادرات مناسب صنعت صيد ميگو را از لحاظ اقتصادي حمايت 

  كرده و به طبع آن شرايط مناسبي را براي رفاه مردم مناطق حاشيه خليج فارس و درياي عمان فراهم ميسازد.
 
  از نگاه اجتماعي: -3

 6ب در تابستان  به جهت مهاجرت به مناطق سرد تر كم و يا متوقف ميگردد. فصل صيد در تابستان تا صيد ماهيان اغل
هفته ادامه پيدا ميكند و ميتواند وقت و هزينه ماهيگيران را به نحوي جبران نمايد. از آن گذشته ميگو يكي از مهمترين 

  .(Khorshidian, 2000) د.منابع پروتييني و با ارزش بوده و به راحتي قابل تهيه ميباش
ميگوها كسترش جهاني داشته ودر درياها، آبهاي شور و شيرين از نواحي استوايي تا مناطق قطبي يافت مي شوند با 
وجود اينكه اكثر گونه هاي دريايي در آبهاي كم عمق يا نسبتا نيمه عميق زندگي مي كنند، اما برخي از گونه ها در 

يافت مي شوند . با اين حال ، بيشتر گونه هاي تجارتي در فلات قاره ها و اعماق كمتر از متر  5700اعماق نزديك به 
متر زيست مي كنند. بيشتر ميگوها پلاژيك و برخي نيز كفزي بوده و در مناطق متنوعي از لحاظ اكولوژيك به  100

  .(Niamaimandi, 2006)  سر مي برند
 ز ذخاير ژنتيكي جانوري و گياهي و حفظ تنوع زيستي به عنواننگهداري مطلوب اميتوان انتظار داشت كه با 

جمع آوري نمونه هاي بيولوژيك گونه هاي مختلف، ، هاي زيست فناوري  هاي ملي با استفاده از تكنيك سرمايه
 بلند مدت آن، ثبت ژنتيكي گونه هاي در معرض تهديد و در حال انقراض و استفاده از آماده سازي و نگهداري

به حفظ گونه هاي مهم و در هاي زيست فناوري براي حفظ، بقا و مديريت گونه هاي جانوري و گياهي تكنيك 
  معرض تهديد كمك نمايد..
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آبزيان حوزه خليج فارس و درياي عمان از طريق منابع ژنتيكي بر ساماندهي ساختار و تمركز مديريت از طرف ديگر 
منطقه با همكاري كشور هاي حوزه خليج فارس و درياي عمان و  آبزيان اين ايجاد يك شبكه منسجم ذخاير ژنتيكي

و همچنين معرفي جمهوري اسلامي ايران  آبزيان اين منطقه صيانت قانوني از حقوق ملي بر منابع ژنتيكي و حفاظت 
هاي ربه عنوان فوكال پوينت منطقه خليج فارس به نقش كشورمان در پيش قدم بودن در اين عرصه در بين ديگر كشو

  منطقه اشاره دارد و ميتواند دستاورد مهمي در منطقه براي كشور باشد.
باشند  فارس مي ) يكي از مهمترين و ذخاير آبزيان اقتصادي در درياي عمان و خليجPenaeusميگوهاي جنس پنائوس(

  ايي را دارند. كه نقش مهمي در صنعت صيد و صيادي در كشور ايفا كرده و در صنايع تكثير و پرورش نيز نقش بسز
در حاليكه اطلاعات  .شوند استوايي در سراسر جهان يافت مي با ارزش و متنوع در آبهاي استوايي و نيمه  اين گروه

زيادي درباره فيزيولوژي اين جنس با اهميت اقتصادي وجود دارد، تحقيقات كمي در مورد نسبتهاي خويشاوندي و 
از گونه هاي مهم اقتصادي جهت تكثير و  (Baldwin, et al., 1998).ست ا جمعيتي در اين گروه با ارزش انجام شده
. همچنين گونه مهم غالب و اقتصادي  جهت صيد در (Niamaimandi, 2006)پرورش گونه ميگوي سفيد هندي ميباشد 

نجام استان هرمزگان گونه موزي ميباشد كه هم اكنون جهت تكثير و رهاسازي اين گونه اقدامات وسيعي در حال ا
 .P) ميباشد اگرچه گونه ميگوي ببري سبز (  (P. indicusگونه پرورشي در ايران گونه ميگوي سفيد هندي  ميباشد.

semisulcatus .نيز هم اكنون به عنوان گونه اي مناسب در ارتباط با پرورش مورد توجه ميباشد  ( (Niamaimandi, 

2006).  
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كه معادل نام فوق است    Indian white shrimpميگوي سفيد هندي داراي اسامي مختلفي است. در انگليسي به نام 
خوانده مي شود. كشورهاي هند، اندونزي و   Crevetle Royale blancheمعروف مي باشد. در زبان فرانسوي به نام 

  .ويتنام از توليدكنندگان عمده اين گونه ميگو هستند
 

  خصوصيات كليدي:
باشد. بدني  دندانه در لبه پائيني مي 4-6دندانه در قسمت پشتي و  7-9روستروم سيلندري شكل و دراز بوده و داراي 

هاي سبز زيتوني تا خاكستري مايل به آبي دارد. پرئوپودها عموماً  صورتي رنگ مايل به زرد و نيمه شفاف با لكه
  باشند. صورتي يا قرمز رنگ ميهمرنگ بدن بوده و پلئوپودها 

شود و  رنگ بدن مايل به سفيد بوده و لكه هاي رنگي مشابه دوران بلوغ در آنها ديده مي  juvenileدر مرحله 
  (Holithuis 1980).باشند  پلئوپودها در اين مرحله مايل به سفيد مي

  
  پراكنش زيستي: 

  پراكنش در جهان -الف
 40درجه شمالي و  40در آبهاي مناطق گرمسيري در عرض جغرافيايي  پراكنش ميگوي جنس پنئوس در جهان 

پراكنش گونه سفيد هندي بيشتر شمال شرقي استراليا ، اقيانوس هند ، هنك كنگ، فليپين،  درجه جنوبي مي باشد كه
احل درياي عمان و خليج فارس، سواحل غربي درياي چين جنوبي، خليج سيام ( تايلند) ، مجمع جزاير مالزي، سو

جنوبي عربستان سعودي، درياي سرخ، سواحل غربي تا سواحل ماداگاسكار. پراكنش آن در خليج فارس و درياي 
  .)1375عمان به ميزان كمتري مي باشد( دنداني، 

  پراكنش در ايران - ب
ره هرمز تا اين ميگو در ايران از منطقه جزيره هرمز تا پاكستان گسترده است ( لازم به ذكر است كه در محدوده جزي

بندر كلاهي از تراكم بسيار كمي برخوردار است).  بر اساس مطالعات انجام شده بيشترين تراكم آن در محدوده 
شهرستان جاسك، جاسك كهنه ، مزاري ، شرق جاسك ( جگين تا گابريك ) بوده و صيد ميگوي مولد جهت 

بوده و بسترهاي لجني و نرم را ترجيح مدهد و از  اين ميگو مهاجر.مراكز تكثير كشور در اين منطقه صورت مي گيرد 
 30متري مي تواند زندگي كند كه بيشترين فراواني آن در آبهاي ساحلي كمتر از  90لحاظ رفتاري از سواحل تا عمق 

  ).1377. زرشناس،  1375( كامراني متر مي باشد 
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  مورفولوژي
نگ مايل به سفيد براق و خالهاي آبي رنگ پراكنده ميگوي سفيد هندي از نظر شكل ظاهري بدن ،به رنگ زرد كمر

با پاهاي قرمز رنگ و روستروم قهوه اي ، بلند، كشيده و هلالي شكل كه تاج روستروم آن نيز كم ارتفاع و راست مي 
  باشد.

دندانه است كه يكي از مهمترين شاخص  4-5دندانه و قسمت زيرين روسترم داراي  7-9در قسمت بالاي آن داراي 
 .) 1375تشخيص اين از ساير گونه ها وجود آنتن بلند و شيري رنگ است ( مسنداني،  در

  
  توليد مثل

يز است اميگوي سفيد هندي از نظر جنسيت اصطلاحا جنس جدا بوده و دستگاه توليد مثل آنها از يكديگر متم
ستگاه  تناسلي در جنس نر كه جنسيت در آن با توجه به شكل اندامهاي تناسلي به راحتي  قابل تشخيص مي باشند. د

پتاسما ناميده مي شوند بين اولين جفت پاهاي شنا قرار داشته كه عمل انتقال كيسه هاي اسپرم را به اندام تناسلي ماده 
انجام مي دهد همچنين دستگاه تناسلي در جنس ماده تليكوم ناميده مي شود كه بين  چهارمين و پنجمين  جفت از 

رد كه وظيفه آن نگهداري اسپرماتوفورهايي است كه پس از عمل جفت گيري از ميگوي نر به پاهاي حركتي قرار دا
ميگوي ماده انتقال يافته اند. اين گونه جزء گروه تليكوم بسته مي باشد كه قادر است اسپرماتوفر را براي مدت بيشتر 

  ). 1375نگهداري نمايد( دنداني، 
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انتهايي مياني بر آمده نسبت به حاشيه هاي آن و سطح خارجي لوب هاي جانبي در جنس نر ، پتاسما داراي زائده 
  پتاسما مجهز به توبركولهاي كوچك در يك رديف مي باشد.

در جنس ماده تليكوم داراي صفحات جانبي بوده كه در سطح داخلي آنها برجستكيهاي زگيل مانند مشاهده مي شود 
در انتها مدور شده و بخش خلفي آن بطور ناقص آهكي شده و اغلب  و قسمت مياني آن متورم است. صفحه قدامي

  .)1380بطور كامل وارد فضاي مابين صفحات جانبي مي گردد( صفايي، 
  

  توليد مثل
ميگوي موزي  در تمام طول سال تخم ريزي مي كند ولي مانند ساير گونه هاي مناطق گرمسير و نيمه گرمسيري 

اوج تخم ريزي آن در آبهاي ساحلي استان هرمزگان . بهار و ديگر در پاييز مباشدداراي دو اوج تخم ريزي، يكي در 
  )1370در ارديبهشت ماه و خرداد ماه رخ مي دهد( زرشناس، 

متر صورت مي گيرد كه قبل از تخم ريزي ، نر با ماده جفت  25تا  10تخم ريزي اين ميگو عمدتا در دريا و اعماق 
) كه حاوي اسپرماتوزا هستند را درون اندام تناسلي جنس  Spermatophores( گيري نموده و كيسه  هاي اسپرم

)قرار ميدهد و جنس ماده قبل از تخم ريزي ،اسپرماتوفورها را براي مدتي حمل مي كنند و تخم  Thelycumماده(
  ).1374ريزي در شب صورت مي گيرد. ( كامراني، 
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  ميگوي سر تيز 3-2-5-1
رتبه دوم صيد را در استان  Jinga shrimpبا نام انگليسي  Metapenaeus affinis (H. Milne Edwards, 1837)ميگوي سر تيز 

   ).1391(صفايي، هرمزگان پس از گونه ميگوي موزي دارا مي باشد 
  ):www.marinespecies.orgرده بندي اين گونه به صورت ذيل مي باشد (

Kingdom: Animalia 
Phylum: Arthropoda 
Subphylum: Crustacea 
Class: Malacostraca 
Subclass: Eumalacostraca 
Superorder: Eucarida 
Order: Decapoda 
Suborder: Dendrobranchiata 
Superfamily: Penaeoidea 
Family: Penaeidae 
Genus: Metapenaeus 
Species: Metapenaeus affinis (H. Milne Edwards, 1837) 

 
  

ميگوي سر  گونه پراكنش .شوند مي يافت جهان سراسر در استوايي نيمه و استوايي آبهاي در پنائيده ادهخانو ميگوهاي
. پراكنش آنها مي باشد لانكايدر آبهاي سر نيهند و همچن يعمان تا آبهاي جنوب اييفارس و در جيدر آبهاي خل تيز

فارس در مناطق خوزستان،  جيخلسراسر در  ديسف گويي. مابدي يادامه م زين وانيتا رهيو جز نيپيليدر شرق تا آبهاي ف
  پراكنش دارد.بوشهر و هرمزگان 

  
  مشخصات ريخت شناسي ميگوي سر تيز

بدن  يياست. قسمت انتها يبه قهوه ا ليمتما يو گاه سبز كم رنگ تا صورتي كم رنگ گويم نيبدن ا يرنگ عموم
به زرد است.  ليمتما ديآن سف يدم پاره ها سبز و انتهاپاهاي شنا مايل به صورتي تا سفيد، باشد.  يبه رنگ قرمز م

  .دنباشي مبدن همرنگ  او ي ديسف يبوده و پاهاي حركت قرمز رنگ يهاي حس شاخك
تا  8 داراي آن ييقسمت بالاو بوده  زينوك ت باشند. روستروم بلند و يدار و به رنگ قرمز م هيها نسبتاً بلند و زاو آنتن

 .باشد يبه سبز م ليزرد متما اي ديمعمولاً سف دووروپيفاقد دندانه است. رنگ نوك اندام  ينيدندانه و قسمت پائ 11
 يم ييتلسون فقط مجهز به خار انتهاو  ) ادامه داردنهيكاراپاس (سرس يخلف يتا انتها باًيتقر Postrostralي برجستگ

پتاسما (اندام ي انيم ييقطعه انتها جنس نر، درباشد.  يمي خارج يفاقد پا يحركت يپا نيتا چهارم نيدوم باشد.
  پوشاند. يرا م يجانب يياز قطعه انتها يقسمت ايكه تمام  يشكل بوده به طور ي) هلاليتناسل
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 نظر در سبز ببري جميتهاي ميگوي مطالعه براي كه هستند مواردي ماده تليكوم اندام جنسي بويژه ماده و نر تناسلي

 بافتهاي همچنين الكتروفورتيك و آنتنها ماده، و نر جنسي اندامهاي كاراپاس، خصوصيات ريختي براساس شد.  گرفته

 شد كه معرفي گرديد شناسايي فارس خليج شمالي آبهاي در سبز ميگوي ببري از جديدي گونه زير مختلف،

P.(penaeus) semisulcatus persicus از همديگر را فوق گونه زير و گونه تشخيص كه ريختي تفاوت دو .عنوان تحت 

 نوارهاي عرضي داراي قرمز، به متمايل گونه در بدن رنگ. شلاقي است آنتن و بدن رنگبندي الگوي مينمايد، متمايز

به  متمايل صورتي بدن رنگ گونه زير در ولي است، آبي زرد يا رنگ به بدن زوائد حاشيه ،رنگ قهوهاي يا تند قرمز
 به مخطط شلاقي آنتن گونه در .است رنگ كم قرمز به رنگ بدن زوائد حاشيه ،مشخص عرضي نوارهاي فاقد ،كرم

  كرمرنگ است. دست يك شلاقي آنتن گونه زير در ولي است قهوهاي و رنگ كرم
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ميگو هاي ببري سياه جوان به طور معمول در مصب رودخانه ها، تالاب ها و جنگل ها يافت. آنها بسيار متحمل به 
هستند. بزرگسالان به آب هاي عميق تر حركت مي كند و در بستر سنگي  PPT 30-2طيف وسيعي از سطوح شوري 

 C ° 33-28متر) است. آنها در آب اعم  50-20متر (اغلب در  110-0و يا گل آلود زندگي مي كنند، اعم در عمق 
  مي باشد. عير محتمل  C ° 13در آب سردتر از  حضور اين گونهزندگي مي كنند و 

  
  هاي ميگوي خانواده پنائيده  گونهايجاد اختلاف ژنتيكي در مهاجرت نقش  - 6-1

 ساحلي مناطق به دريايي مناطق از تخم از شده خارج لاروهاي تخم ريزي نموده و دريا در ميگوهاي خانواده پنائيده
 مناطق به دريا از ميگو لارو مهاجرت مكانيزم مهم ترين. كنند مي مهاجرت حرا هاي جنگل از پوشيده خوريات و

 و شوري حرارت، درجه مانند محيطي شرايط حالت اين در معمولاً. است دريايي جريانهاي حرا، خوريات و ساحلي
 كنار و حرا درختان زير در خوريات در لاروها. هستند گذار تاثير مناطق اين در ميگوها فراواني و اندازه بر بارندگي

 داران، روزنه ها، ماكروفيت ديتريت، ذرات ،)ها دياتومه مانند( فيتوپلانكتونها از و گيرد مي قرار هوايي هاي ريشه
 خوريات در ماه دو تا يك بين كند. ميگوها مي تغذيهكوچك  پوستان و سخت نرمتنان پرتاران، حلقوي، كرمهاي

 سمت به را سواحل بزرگ، هاي گله شكل به بلوغ سن به رسيدن از بعد و كرده شنا سواحل سوي به و سپس مانده
  )  Garcia and Reset 1981كنند ( مي ترك آزاد درياي
. يابد كاهش مي شدت به آبزيان ساير به وسيله شدن شكار و محيطي تغييرات به علت لاروي زمان از ميگوها جمعيت

 در ميگوها تعداد حاصل كه) بيوماس( زنده توده ميزان بنابراين. گردد مي بيشتر سن افزايش با ميگو هر وزن طرفي از
 مي شناخته بحراني سن به عنوان سن اين. يابد مي كاهش سپس و شده بيشتر مشخص سن يك تا باشد مي آنها وزن
 در دقيقاً صيد فصل سازي آزاد زمان. يافت خواهد كاهش زنده توده بگذرد آن از آبزي ذخيره سن چنانچه و گردد
  . گردد مي آغاز بحراني سن اين زمان
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. هستند گروه اين جزء.دارند نياز گذراني زمستان دوره به و كنند مي زيست شرقي جنوب آسياي منطقه در  بيشتر
 در بيشتر و ساحلي آبهاي ودر متري 7 – 30وي موزي معمولا زندگي خود را در اعماق ميگ و هندي سفيد ميگوي
  )1389مومني و همكاران، ( .گذرانند مي لاروها نوزادي دوران شدن طي محل نزديكي

  
  ) Burrowing Group(  حفار يا خزنده گروه –ب 

اين گروه زيستگاههاي شني را ترجيح مي دهند . و بيشتر در شبها فعاليت دارند ، در حاليكه در طول روز به درون 
 .Pو  P.semisulcatusلايه هاي شني كف آب رفته و پنهان مي شوند . جستجوي غذا بيشتر در شب انجام مي گيرد . 

monodon   1375اين گروه مي باشند. ( دنداني،  جزء .(  
  
  ) Penaeidaeمراحل تكاملي جنيني ميگوي خانواده ( 2-6-1

  تخم –الف 
بعد از اينكه ميگوي نر و ماده جفت گيري كردند و ميگوي نر اسپرماتوفورها را در مخزن اسپرم ميگوي ماده قرار 

م مي داد، ميگوي ماده آماده تخم ريزي مي شود. تخم ريزي ميگوي ماده بر حسب گونه ، در مناطق مختلف انجا
ميليمتر است . تعداد تخمي كه هر ميگوي ماده توليد مي نمايد . متفاوت و  38/0  - 26/0شود. قطر تخم ها معمولا 

بسته به گونه و اندازه ميگو و شرايطي كه در آن بسر برده است تغيير مي نمايد ميگوهاي پنائيده عموما باروري بالايي 
ك در هر بار تخم ريزي توليد مي كنند . رابطه مستقيمي بين اندازه تخم 1000000تا بيش از  100000دارند واز 

ميگوي ماده و مقدار تخمك وجود دارد بطوريكه ميگوهاي بزرگتر عموما بيش از كوچكترها تخمك توليد مي 
قاح دقيقه پس از ل 5تا  4كنند، با لقاح تخمك و اسپرم سلول تخم ايجاد مي شود تخم ها در ابتدا نا منظم است اما 

  شكل كروي بخود مي گيرند.
اين تغييرات بواسطه جذب آب و همچنين ايجادلايه حفاظتي  ژله مانندي است كه از ورود چند اسپرم به يك 
تخمك جلوگيري مي نمايد . شروع تقسيمات سلولي بسته به درجه حرارت و شوري متفاوت است و معمولا پس از 

ساعت جنين مراحل تكوين خود را  18تا  13مي پذيرد . پس از حدود دقيقه اولين تقسيم سلولي انجام  40حدود 
مومني و همكاران، ( كامل نموده و پس از تخم كشايي ، لارو اوليه كه ناپليوس ناميده مي شود از آن خارج مي گردد.

1389(  
   



 ٢٣ .../ايجاد بانك ژن ميگوهای بومی و سخت پوستان
 

 
 

  ) Nauplius(نائوپليوس مرحله –ب 
زير مرحله است. در اين مرحله لارو پنج  6اولين مرحله لاروي بعد از گشايي نائوپليوس نام دارد كه خود شامل 

مرحله پوست اندازي دارد و بعد از پوست اندازي ششم وارد مرحله بعدي مرحله بعدي لاروي مي شود. اندازه 
نائو پلي داراي سه زوج زائده است زوج  .است اي قطعه يك آنها بدن و است ميليمتر 28/0 – 32/0نائوپليوس بين 

اول جلوي دهان قرار دارد و بعدا تبديل به آنتنول مي شود.  زوج دوم در كنار دهان قرار دارد ودر حيوان بالغ تبديل 
دقيقه حركات آن تند مي شود و نسبت به نور واكنش مثبت نشان مي دهد. نائوپلي فاقد  20به آنتن مي شود. بعد از 

ه دهاني ذو مخرج است و براي تغذيه از باقيمانده زرده استفاده مي كند. در زير مرحله هاي نائوپلوس، پوست حفر
اندازي مكرر و افزايش طول ،افزايش تعداد مويچه ها بر روي بدن ، افزايش دو شاخه شدن قسمت انتهايي و تكامل 

ميكرون است. پوست اندازي ششم و  500تقريبا  زوائد شكمي صورت مي گيرد. در پايان اين مرحله طول نائوپلي 
 به لارو زوائد تعداد مرحله اين پايان در. گيرد مي صورت بعد ساعت 30 – 36ورود به مرحله بعدي يعني پروتوزوآ 

  ).1389مومني و همكاران، ( .رسد مي زوج هفت
 

  ) Protozoae or Zoae(زوآ يا پروتوزوآ مرحله –ج 
اين مرحله خود شامل سه زير مرحله است و سه بار پوست اندازي را در بر مي گيرد بعد از پوست اندازي سوم  كه 

 اين در توجه مورد مسائل مهمترين از يكي.  كند مي طي را مرحله اين لارو انجامد مي طول به روز 3 – 5حدودا 
 شود مي تغييراتي دچار ميگو شناي رفتار و شود مي تغييراتي دچار ميگو شناي رفتار است ميگو تغذيه شروع ، مرحله

بدين وسيله به جستجوي غذا مي پردازد. نوزاد ميگو در اين مرحله قادر است از ذرات  و شود مي ممتد ميگو شناي و
 تغذيه امكان عدم.كند تغذيه است، ميكرون 3 – 30غذايي معلق و پلانكتونهاي موجود در آب كه اندازه آنها بين 

 N5زماني كه لارو در مرحله  تكثير مراكز در دليل همين به. شود مي  سريع مير و مرگ باعث مرحله اين در لاروها
  قرار دارد فيتوپلانكتون هاي ريز را وارد محيط مي كنند تا در زمان حصول زوآ، غذاي مناسب در محيط فراهم باشد.

چشم مركب پديدار مي شود.  Z1چشم مركب است ودر خاتمه مرحله نام دارد، فاقد  Z1اولين مرحله پروتوزوآ كه  
قطعه اي، كاملا دراز،  6همچنين در اين مرحله نيمه انتهايي بدن كه بعدا به بخش شكم تبديل خواهد شد، بصورت 

 استوانه اي و باريك است و فاقد پوسته سخت خارجي مي باشد. تلسون در اين مرحله كاملا رشد كرده و بدن قابل
چشمها كاملا برجسته مي شود و بر روي پايه هاي چشمي قابل  Z2تفكيك به دو بخش اصلي است. در مرحله 

دم پاره ها در  Z3تشخيص است. روستروم رشد مي كند كه در قسمت جلوي كاراپاس قابل مشاهده است. در مرحله 
مومني و همكاران، ( هر مي شود.انتهي بدن رشد مي كنند و همزمان خارهايي بر روي بندهاي ناحيه شكمي ظا

1389.(  
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  )Mysis( مايزيس –د 
نوزاد ميگو پس از پوست اندازي نهم خود وارد اين مرحله مي شود. در اين مرحله نوزاد ميگو كم كم حركت به 
سمت كف و بستر را شروع مي كند . در محيط طبيعي مايزيس از زئوپلانكتونها تغذيه مي كند و قادر است از 
نائوپلي آرتميا و روتيفرهاي كوچك نيز تغذيه كند. در اين مرحله داراي سه زير مرحله است و حدودا سه روز به 

  طول مي انجامد.
بعضي از محققين اين مرحله را شامل چهار زير مرحله مدانند. در آخرين زير مرحله پاهاي شنا كاملا رشد يافته و بند 

مرحله كاملا در بستر ساكن مي شوند. در محيط طبيعي نوزاد ميگو پس از بند مي شوند و گاهي لاروها در اين 
) شروع مي  Mangroveرسيدن به اين مرحله، به تدريج حركت خود را به سمت سواحل ، خورها و جنگلهاي حرا (

  ).1389مومني و همكاران، ( كند در پايان اين مرحله نوزاد ميگو تقريبا به شكل ميگوي بالغ است.
  
  ) Postlarvae) (نوزادي پس( لاروي پست مرحله – ه

نوزاد ميگو در اين مرحله به شكل موجود بالغ است. اگر چه هنوز اندازه آن كوچك است مرحله چرخه زندگي آن 
به اتمام رسيده است و به علت مهاجرت خود به آبهاي كم عمق ساحلي مي رسد. رنگ بدن آن شفاف است و از 

تيفر، نائوپلي آرتميا و ساير پلانكتونهاي جانوري استفاده مي كند. تعيين سن پست لارو بر غذاهاي جانوري مانند رو
اساس روزهايي كه نوزاد ميگو در اين مرحله سير مي كند ، تعيين مي شود. به اين معني كه به ازاء هر روز كه از عمر 

دد.بتدريج كه بر عمر پست لارو پست لارو مي گذرد ، يك شماره به مراحل طي شده پست لاروي اضافه مي گر
اضافه مي شود، از شفافيت بدن كاسته شده و رنگ آن تيره تر مي گردد. نوزاد پست لارو قابليت تحمل  تغييرات 
شرايط محيطي را دارد و به همين دليل نوسانات شوري و دما موجود در زيستگاههاي ساحلي را به راحتي پشت سر 

تمايل پست لارو به زيست در اين مناطق بيان شده است كه مي توان به مواردي مي گذارد. دلايل مختلفي براي 
غريزه طبيعي،جريان جزر و مد ، وزش باد و نيز شناي ميگو نسبت داد. در ادامه مراحل تكاملي و زماني كه   همچون

چه ميگوها به صورت ) مي شود. در اين مرحله ب Juvenileبچه ميگو به والدين خود شبيه شد،وارد مرحله جواني ( 
توده هاي بزرگ ، حركت به سمت دهانه خورها و خليج را شروع كرده  و به سمت مناطق عميقتر بزر مي گردند. در 
انتها اين مسير مهاجرتي ميگوها به مرحله پيش بلوغ مي رسند. در مرحله جواني دنداني روستروم كامل مي شود و 

ر از اندامهاي تناسلي را دارا مي باشد. بقيه مراحل زندگي ميگو در اين بچه ميگو تمام خصوصيات ميگو بالغ به غي
مناطق سپري مي شود و ميگوي بالغ پس از جفت گيري و تخم ريزي مناطق عميق يك چرخه جديد زيستي را پايه 

  ).1374 كامراني، ، 1380گذاري مي كند. ( صفايي، 
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   تكنيكهاي مولكولي و كاربرد آنها جهت بررسي جمعيتها و تكثير و پرورش آبزيان - 7-1
كاربرد وسيع تكنيكهاي مولكولي در بررسي تنوع ژنتيكي يا تنوع جمعيتي در مقايسه با ساير روشهاي معمول و 

تر و نيز عدم تأثير عوامل باشد. به علت نشان دادن تنوع و تفاوتهاي بيش كلاسيك نشان دهنده مزاياي اين تكنيكها مي
محيطي بر نتايج اين تكنيك اين روش و تكنيك را متمايز ساخته است. روشهاي مولكولي بخاطر اينكه داراي قدرت 

ها ندارد مورد توجه محققين زيادي در دنيا  تمايز بالاتر بوده و عوامل محيطي تاثيري در نتايج بكارگيري اين شيوه
  اند . قرار گرفته
فعل و انفعالات طبيعي سلولي در محيط زيست ممكن است در نتيجه موتاسيونها يي باشد كه در ارگانيسم  عملكرد و

  رخ ميدهد كه اين امر منجر به ايجاد اختلافات ژنتيكي يا همان پلي مورفيسم ميگردد.
اي ژنتيكي ميتواند تنوع درتركيب ژنتيكي موجود ممكن است در اثر انتخاب يا رانش ژنتيكي باشد. اين گونه تنوع ه

  در اندازه هاي گوناگوني از جمله در بين نمونه ها ، گونه ها و رده هاي بالاتردرطبقه بندي موجود رخ دهد.
براي آنكه روند ايجاد تنوع حالتي سودمند بخود بگيرد ، ميبايست اين تنوع قابل توارث بوده و به راحتي توسط 

 ز طريق استفاده ار تكنيكهاي ملكولي قابل رديابي باشد.محقق از طريق شناخت تنوع فنوتيپي و يا ا
(Liu and Cordes, 2004)  

در ماهي و ديگر گونه هاي مهم در تكثير و پرورش ، ماركر هاي آلوزايمي در جهت شناخت مولدين بصورت 
اي اختصاصي از ).( الوزايم ها فرم هايي از آلل ه.(Kucuktas & Liu, 2007گسترده اي مورد استفاده قرار ميگرفت 

. با اين وجود ، با Parker et al 1998; May 2003) آنزيم هاي مشابه هستند كه درجايگاه هاي ژني يكسان واقع شده اند.
) ، ماركر هاي ديگري بصورت PCRپيشرفت تكنيك هاي جديد ، مخصوصا تكنيك واكنش زنجيره اي پليمراز (

وزايمي گرديد. اين ماركرها اطلاعات غير قابل تصورو ارزشمندي كامل جايگزين تكنيك استفاده از ماركر هاي آل
را براي استفاده در جنبه هاي مختلف تكثير و پرورش آبزيان در اختيار محققين قرار داد. اين اطلاعات شامل 
شناسايي و تفكيك ژنتيكي ذخاير ، برنامه هاي به گزيني مولدين و اندازه گيري ميزان تغييرات كروموزومي و 

  .(Ferguson, 1994) نتيكي در زمينه هاي القاء پلي پلوييدي در مولدين بوده است ژ
  انواع مختلفي از ماركرهاي ملكولي هم اينك بصورت گسترده درتععين ژنتيك آبزيان مورد استفاده قرار ميگيرند.

 ، RAPDيا         Mitochondrial DNA (mtDNA)  ،Randomly Amplified Polymorphic DNAاين ماركر ها شامل   
Amplified Ffragment Length Polymorphism  ياAFLP  ، Restriction Fragment Length Polymorphism  ياRFLP  و در

 Liu and) آخر ماركرهاي ميكروساتلايت قرار ميگيرند كه اين ماركرها تنوع را بصورت گسترده تري نشان ميدهند.

Cordes, 2004).  



 / گزارش نهايی طرح های تحقيقاتی  ٢٦
 

ماركر هاي ملكولي بصورت عمده در دوگروه قرار ميگيرند. گروه اول شامل ماركرهايي هستند كه نقاط خاصي از 
) ، وديگر ماركر ها آنهايي هستند  1ژنوم موجود را با فعاليت مشخص پوشش داده و رديابي ميكنند (ماركر هاي نوع 

پوشش ميدهند و در اصطلاح به آنها ماركرهاي راندم ميگويند.( ماركر هاي كه نقاطي از ژنوم را با فعاليت نامشخص 
  .(Liu and Cordes, 2004) ) . 2نوع 

در گروه اول قرار ميگيرند زيرا نقاط خاصي از ژنوم موجود را با استفاده از  RFLPبر پايه اين طبقه بندي ،ماركر هاي 
آنزيمهاي محدود الاثر را ميتوان رديابي كرد. مشخصا ماركر هاي آلوزايمي هم در اين گروه قرار ميگيرند. زيرا 

  .Liu and Cordes, 2004) پروتييين هايي را با عملكرد مشخص رديابي ميكنند (
از نقاط  PCRبا استفاده از عمل  RAPDدر گروه دوم از اين طبقه بندي قرار ميگيرند زيرا باندهاي  RAPDماركر هاي 

غير مشخص از ژنوم موجود بدست آمده و بصورت اتفاقي رديابي شده اند. ماركر هاي ميكروساتلايت هم در گروه 
نيز از انجا  AFLPص رديابي نمايند. ماركر هاي دوم از اين طبقه بندي قرار ميگيرند مگر اينكه ژني را با عملكرد مشخ

 ,Liu and Cordes)كه نقاط غير مشخصي از ژنوم موجود را شناسايي و رديابي ميكنند در گروه دوم قرار ميگيرند . 

2004)  
قدرت بالاتري را در تفكيك ژنومي موجود از خود نشان ميدهند  AFLP، ماركرهاي   RAPDدر مقايسه با ماركرهاي 

به هيچ تاريخچه و اطلاعات قبلي از ژنتيك موجود احتياج نداشته  وكمبود  AFLPادر تكنيك استفاده از روش زير
  نتاج در بررسي ژنومي موجود تاثير آنچناني ندارد.

Kai et al. (2002)  ماركر  14ازAFLP  مورفوتايپ از ماهي صخره اي سياه كه از لحاظ رنگ با هم  3جهت تفكيك
  .سود برد اختلاف داشتند

  
 ) 1386( نوروزي ، م،  خلاصه اي از ابزارهاي ژنتيكي موجود و قدرت كارايي آنها-:  1ول جد

mt DNA Microsatellite Allozymeتكنيك  
  شناسايي فردي ++ +++  +
  خويشاوندي ++ +++  +

  ژنتيك جمعيت +++ +++ ++
  ذخاير ++ +++ +++
  بين گونه هاي خويشاوند نزديك ++ + +++
  شناسايي گونه ها ++ + +++
  نسبتهاي فيلوژنتيك + - +++
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  )PCR )Polymerase chain reactionتكنيك  - 1-7-1
PCR  روشي است كه در آن يك قطعه خاصي ازDNA  در داخل لوله آزمايش و در شرايط كاملاً آزمايشگاهي تكثير

) Kary mullisتوسط كري موليس ( 1998مي شود. اين روش كه از كارايي بسيار بالايي برخوردار مي باشد در سال 
جهت شروع و ادامه گپي برداري از قطعات معين  DNA polymeraseمعرفي شد. در اين روش بكارگيري آنزيمهاي

نوم و يا قطعات نا معين از ژنوم كه بستگي به اختصاصي بودن آغاز گرما داردضروري مي باشد. با اين روش شده ژ
 DNAهاي حرارتي مقدار  ساخته شده بصورت تصاعدي افزايش مي يابد بطوري كه پس از تكرار دوره DNAمقدار 

  هاي تكرار شده افزايش مييابد. بسته به تعداد دوره
n- حرارتي تكرار شده هاي تعداد دوره  

دو رشته اي متصل مي  DNAو آغازگر بكارمي رود كه از دو قسمت به دو رشته مقابل هم در  DNAجهت سنتز 
درجه سانتي گراد شروع مي شود با اين  95دو رشته اي تا حدود  DNAبا حرارت دادن نمونه  PCRشوند. واكنش 
هاي معين از  حرارت به منظور اتصال آغازگرها به توالياز همديگر جدا مي شوند. سپس درجه  DNAعمل دو رشته 

هاي جديد  جهت ساخته شدن رشته DNA polymeraseقطعه مورد تكثير كاهش پيدا مي كند . پس از اين عمل آنزيم 
 DNAاز مولكول  DNAگيرد. حاصل يك دوره از فرايند تكثير شامل دو مولكول  مورد استفاده آغازگرها قرار مي

هاي حرارتي قطعات حاصل دو برابر  اشد. اين فرايند مي تواند چندين بار تكرار شود و در هر بار تكرار دورهب الگو مي
  ).Copper, 1997مولكولهاي مورد تكثير اوليه خواهد بود (

  
  PCRمراحل انجام واكنش   2-7-1
  ):Denaturationمرحله واسرشته سازي ( -

بايد در هر چرخه در درجه حرارت بالا واسرشته  DNAهاي منفرد الگو نياز دارد، لذا  به وجود رشته DNAچون سنتز 
درجه سانتي گراد). اين دما براي فايق آمدن بر پيوندهاي هيدروژني بين جفت بازها در دو رشته  95شود (حدود 

DNA   لازم است.  
  
  ):Annealingمرحله اتصال آغازگرها به رشته الگو ( -

هرآغاز  PCRچنانچه به آرامي سرد شوند مجدداً به همديگر اتصال پيدا مي كنند. در فرايند  DNAهاي منفرد  رشته
  الگو به توالي مكمل خود در رشته مخالف مي چسبد. DNAپس از واسرشته شدن 

شود. در اين  تكثير DNA polymeraseآغازگرها طوري جهت گيري مي كنند كه تمام ناحيه بين آنها توسط آنزيم 
در مقابل  oH - ΄3الگو برقرار شود،  DNAصورت وقتي اتصال بازي بين توالي آغازگر و توالي مكمل آن در 
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از سمت هر آغازگري بسمت   DNAهمديگر قرار خواهند گرفت . اين موضوع ما را مطمئن مي سازد كه سنتز 
  آغازگر مقابلش صورت خواهد گرفت.

  كنند. تك رشته اي را تسهيل مي DNAلوط واكنش پيوستن آغاز گرها به و غلظت نمك در مخ  pHدما، 
  
  :)Extentionمرحله بسط يا تكثير ( -

درجه سانتي گراد  72ايجاد رشته هاي جديد وابسته به ميزان فعاليت آنزيم پلي مراز است. اين آنزيم در دماي 
) در فعاليت اين آنزيم بسيار موثرند. +Mg2ظرفيتي (بيشترين فعاليت را نشان مي دهد. عواملي مثل كاتيونهاي دو 

مقادير كم اين كاتيونها مانع فعاليت مطلوب آنزيم مي شود و افزايش بيش از حد آنها سبب اتصالات نابجا و گاهي 
به شكل دو رشته  DNAرا آغاز مي كند كه  DNAاوقات عدم فعاليت آنزيم خواهد شد. آنزيم پلي مراز زماني سنتز 

هاي جديد  رود و رشته هاي دو رشته اي به پيش مي شد (در امتداد آغازگرها). بدين ترتيب عمل سنتز از جايگاهبا اي
  همانند سازي مي شوند. DNAدر امتداد  ΄3به سمت  5 ΄از جهت
 در و هستند نوكلئوتيدي پلي كوچك قطعات پرايمرها. دارد مناسب پرايمر انتخاب به بستگي PCR نتايج صحت

 مورد DNA مولكول در 3َ ناحيه با مكمل نوكلئوتيدي توالي داراي كه اندشده سنتز و طراحي ايگونه به آزمايشگاه
 قطعات به پليمراز DNA آنزيم چون. مي شوند متصل مولكول ها اين به فقط اختصاصي بطور اينبنابر. هستند نظر

به  دمايي تغييرات اعمال با. گرددمي تكثير و سازي همانند هدف DNA مولكول فقط نتيجه در شود،مي متصل پرايمر
 تعداد بنابراين. شودمي برابر دو DNA مرحله هر در و گرديده تكرار PCR روند شده، ريزي برنامه و متوالي طور

 و توليد. است دمايي هايسيكل تعداد n كه يابدمي افزايش2	 نسبت به و تصاعدي بصورت DNA مولكول هاي
 آخر به سيكل تا بعد به آن از و حسابي تصاعد سوم بصورت سيكل تا واكنش روند در جديد هايزنجيره افزايش
  .شودمي تكثير مولكول 1٫047٫586 به سيكل 20 از پس ،DNA مولكول يك است. مثلا هندسي تصاعد شكل
 آنزيم نوع يك از بنابراين. باشد بالا محلول دماي بايد ،DNA رشته دو نگه داشتن جدا براي همانندسازي، مرحله در

DNA گرفت قرار استفاده مورد منظور بدين كه آنزيمي اولين. شودمي استفاده حرارت به مقاوم پليمراز Taq 

polymerase باكتري از كه بود Thermus aquaticus مزيت . آيدمي به دستTaq مي شود اين است كه باعث پليمراز 
PCR مزيت  .نباشد آن مجدد كردن اضافه به نيازي ديگر آنزيم يكبار اين افزودن با و شود انجام اتوماتيك صورت به

 زياد حساسيت و سرعت .)2004و همكاران،  1گاون(باشد مي PCRبسيار مهم ديگر پليمراز افزايش حساسيت و دقت 
 روش مهم مزاياي سلولي، از ژنوم نامناسب يا و كم مقادير از حتي ژنتيكي ماده توجه قابل مقادير توليد توانايي و

PCR ژنومي است. ماده غير سلولي تكثير روش يك به عنوان 

                                                 
1 Guven 
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  حاوي مواد زير است:  PCRمحلول 
1- DNA شامل: الگو DNA گرددمي تكثير كه است هدف.  
 DNA هايرشته از يكي در 3َ ناحيه مكمل يك هر كه اندشده طراحي ايگونه به: Reverse و Forward پرايمرهاي -2

كنند، ب: اندازه دهند: الف: محل ژني كه بايد تكثير شود را مشخص مياين پرايمرها دو كار انجام مي .باشند
  كنند.قطعات تكثير شونده را تعيين مي

3- Taq polymerase آنزيم مقاوم به دما است كه عمل همانند سازيDNA دهد.را انجام مي  
 رشته ساختن براي پليمراز DNA توسط كه ساختماني به مانند مصالح): dNTPs( فسفاتها تري نوكلئوزيد دزوكسي -4

  .روندمي به كار جديد DNA هاي
 و پليمراز DNA پايداري تا كندمي ايجاد مختلف يونهاي و pH نظر از را مناسبي محيطي شرايط: بافر محلول -5

  .شود تأمين آن بهينه فعاليت
   منيزيم يونهاي: ظرفيتي دو كاتيونهاي -6
  
  و راه حل آن PCR آلودگي 3-7-1
 DNA قطعات توسط بررسي مورد هاي نمونه آلودگي به وجود بيايد، PCRيكي از مشكلاتي كه ممكن است در  

 دستگاه داخل در آن از كوچكي ذره و باشد گرفته انجام نمونه يك PCR دستگاهي داخل در قبلاً اگر. است خارجي
 ، هرPCR زياد تكثير قدرت و العاده فوق حساسيت دليلبه  .كرد خواهد ايجاد مشكل بعدي نمونه PCR در بماند باقي
 وجود به واقعيتي از دور و عجيب نتايج و گرفته قرار تكثير مورد شود، PCR محيط وارد كه خارجي DNA قطعه

 اتوكلاو استفاده از قبل ظروف كليه. شود مي استفاده مصرف يكبار ظروف از امروزه مشكل رفع براي آورد. خواهد
  شوند.   فعال غير الامكان حتي آنها، در موجود مولكول هاي و ها سلول تا شوند مي
 اي قطعه پرايمر دو از استفاده با روش اين در. است Nested PCR يا داخلي PCR انجام پيشنهادي هاي روش از يكي     
 احتمال صورت بدين. شود مي PCR شده تكثير هايDNA  داخل در ديگر اي قطعه سپس و دهند مي تكثير را DNA از

همواره PCR  يابد ولي با تمامي نكات گفته شده فوق براي جلوگيري از اشتباهات احتمالي در مي كاهش آلودگي
  هاي مثبت و منفي در هر سري از   آزمايش ها وجود داشته باشند. بايد شاهد
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  يابي توالي -4-7-1
است كه در تحقيقات مولكولي،  DNAيابي يكي از مهم ترين فناوري هاي در دسترس زيست شناسان مولكولي توالي

يا اسيدهاي آمينه پروتئين استفاده   مي شود. اطلاعات به دست آمده  DNAبراي تعيين ترتيب دقيق بازها در مورد 
يابي اخيراً به عنوان يا پروتئين جداسازي شده كمك نمايد. توالي DNAتواند در تعيين و شناسايي عملكرد نمونه مي

تكنيكي از دانش بيولوژي مولكولي در آمده كه سريعاً در حال پيشرفت است به طوري كه اخيراً در بيشتر آزمايشگاه 
ريل آميد و سپس هاي پلي اكها بر اساس اطلاعات حاصل از آن نشانه گذاري راديواكتيو، الكتروفورز نمونه ها بر ژل

دو روش  DNAيابي ). بر اساس اصول توالي1390شود (قرايي و غفاري، تجزيه و تحليل اتو راديوگراف ها انجام مي
يابي تقريباً به طور هم زمان ابداع شده اند كه از اصلي ترين روش هاي توالي يابي مي باشند. روش خاتمه عمده توالي

) در بريتانيا و روش تجزيه شيميايي توسط ماكسام و  Sanger et al.1975ن (و همكارا 1زنجيره توسط فرد سانگر
  در ايالات متحده آمريكا ابداع گرديد . Maxam and Gilbert 1997)( 2گيلبرت

  
  آغازگرها و نحوه طراحي آنها- 5-7-1

اي دارند كه بتوانند با الگو گيري از رشته  هاي  پلي مراز جهت ساخت  يك پلي نوكلئوتيد به بخشهاي دو رشته آنزيم
 ΄5كه از طرف   ΄3و  ΄5قطعه كوچكتر را كامل نمايند. اين قطعه كوچكتر كه داراي دو انتهاي  ΄3-΄5طويلتر از قسمت 

ر را از دست داده است آغازگر ناميده مي شود. طراحي صحيح و بسته شده است و توان اتصالي به نوكلئوتيد مجاو
را  PCRتواند زمينه موفقيت در دست يابي به محصول  استفاده مناسب با غلظتهاي حساب شده از اين آغازگر مي

، DNAافزايش دهد. بصورتيكه اگر آغازگرها بطور صحيحي طراحي شوند، آزمايش منجر به تكثير يك قطعه منفرد 
با ناحيه هدف در مولكول الگو خواهد شد. در صورتيكه اگر آغازگرها بطور  نامناسب طراحي شوند آزمايش  معادل

  منتج به نتيجه مطلوب نخواهد شد.
الگو بوده و آغازگرها طوري طراحي مي   جهت طراحي پرايمر ها نيازي به آگاهي از توالي قسمت مورد نظر در رشته

  ن مكمل باشند تا دو رگ سازي بطور صحيح انجام شود.الگوي خودشا  شوند كه با رشته
) بايستي فاقد خاصيت و قدرت اتصال در طراحي بوده و ΄5همچنين بايستي توجه داشت قسمتهاي ابتدايي هر پرايمر (

در آغازگر به سمت همديگر انتخاب شوند. مطلوبترين نتايج زماني بدست مي آيد كه قطعه مورد نظر  ΄3قسمتهاي 
يك كيلو باز باشد زيرا هر چه قطعات بزرگتر باشند كارايي كمتري در تكثير دارند و اشكالات بيشتري در  كمتر از

  بدست آوردن نتايج مناسب وجود خواهد داشت.

                                                 
1 Sanger 
2 Maxam and Gilbert 



 ٣١ .../ايجاد بانك ژن ميگوهای بومی و سخت پوستان
 

 
 

) نوكلئوتيد مي باشند جهت انجام واكنش مناسبتر از انواعي با تعداد نوكلئوتيد 18-20آغازگرهايي كه در حدود (
زيرا در آغازگرها با طول كوتاه امكان اتصال با ناحيه غير هدف زيادتر بوده و امكان توليد  تر  مي باشند پايين

  هاي نامطلوب بيشتر خواهد بود. فراورده
شود.تا  همچنين در آغازگرهاي با طول بيشتر امكان برقراري اتصالات كمتر و با نسبت كندتري اتصالات برقرار مي

ي دقت شود تا آغازگرها تعداد مساوي از هر چهار باز را داشته باشند و حد ممكن در طراحي آغازگرها بايست
شامل نوكلئوتيدهاي سيتوزين و گوانين باشند.   %50همچنين جهت برقراري اتصالات قوي تر حداقل به ميزان 

مكمل باشد  آنها داراي نوكلئوتيدهاي ΄3همچنين تا حد امكان بايستي سعي شود تا از انتخاب آغازگرهايي كه انتهاي 
خودداري شود و نيز به منظور عدم وجود اتصالات بين پرايمر ها و دورگ شدن آنها بايستي سعي شود درصد دايمر 

  شدن پرايمرها نيز به حداقل رسانده شود.
  
6-7-1 -mtDNA  و كاربرد آن  ژنوم ميتوكندريايي  

و ارتباط فايلوژتي و تهيه بانك ژن دارد كه از كاربردهايي را در زيست شناسي و مديريت صيد  mtDNAهاي بررسي
جمله مي توان به بررسي تغييرات درون و بين جمعيتي افراد در سطح گونه و جنس و همچنين مطالعات تاكسونومي و 

تواند در شناسايي ذخاير ماهيان نيز به كار رود و همچنين اطلاعاتي را مي mtDNA رده بندي اشاره نمود. مطالعات
آميزي ژنتيكي ماهيان فراهم آورده و به عنوان نشانگر ژنتيكي در حفاظت و احياي گيري و همرسي دو رگهبراي بر
سازي استوارند، هاي رهاهاي ماهيان مورد استفاده قرار گيرد. در برنامه هاي بازسازي ذخاير نيز كه بر برنامهگونه
استفاده    مي شود و به كمك آن مي توان ماهيان ساكن  براي ارزيابي بقا و رشد ماهيان رها سازي شدهmtDNA تنوع 

مولكولي  نشانگرهاي ترين). متداولBillington and Hebert 1991و ماهيان رهاسازي شده را تفكيك و شناسايي نمود (
) D-Loop( كنترلي ناحيه و b سيتوكروم ژن ،16SrRNA ،12SrRNA، COI شاملاستفاده مي شوند  mtDNA كه در سطح

 براي كه معني بدين است تكاملي پايين سرعت يك داراي 16SrRNA ناحيه كه دهدمي نشان مطالعات. هستند
ژن براي بررسي روابط فيلوژنتيك ماهيان در  16SrRNA است مفيد ايگونه درون از  بيشتر ايگونه بين هايتفاوت

كه عمدتاً به اين دليل  است كه اين ژن بسيار حفاظت شده بوده و يك   سطوح مختلف طبقه بندي استفاده شده است
تكامل تدريجي و آهسته دارد. از ديگر علل انتخاب اين ژن بالا بودن تعداد كپي اين مولكول و پايداري آن در سلول 

هاي ماهيان از زمينهدر بررسي روابط شجره شناسي  mtDNA). امروزه كاربرد توالي يابي Page and Holmes1998است (
شود. نوع توالي مورد استفاده به سطح شجره شناسي فرضيه مورد آزمون بستگي دارد،    تحقيقاتي مهم محسوب مي

) براي بررسي روابط بين جنس ها استفاده مي شوند و براي bتوالي هاي با سرعت تكامل متوسط (مانند سيتوكروم 
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- را مي  COIريبوزومي و 16S RNAو  12Sهاي اي سرعت تكامل كند مانند ژنهاي دارها، ژنمقايسه در سطح خانواده

 ).Stepien and Kocher 1997توان استفاده نمود (

باشند و هاي يك موجود با هم مشابه ميماهيان هوموپلاسميك است به اين مفهوم كه تمامي مولكول mtDNAعموما 
هر سلول در چند نسخه  mtDNA به كار برد. در تهيه بانك ژن  DNAتوان هر بافتي را به عنوان منبع از اين رو مي

را به  جانوري آن mtDNA). سه ويژگي 1983(برون،  سازي و تخليص آن نسبتاً آسان استوجود دارد و بنابراين جدا
- هاي گونامدي براي بررسي هاي سيستماتيك مولكولي، ژنتيك جمعيت و بررسي روابط شجرهنشانگر ژنتيكي كار

 1000 تقريباً( سلول هر ازاي به نسخه زياد هاي خويشاوند نزديك، مبدل كرده است. اين ويژگي ها عبارتند از تعداد
 در نوتركيبي وجود بودن و عدم هاپلوئيد مادري، پذيري ژنومي، وراثت DNA از آن كوچكتر اندازه ،)بيشتر و نسخه

 داران مهره mtDNA در نوكلئوتيدها جايگزيني سرعت كه است ميتوكندريايي اين DNA ديگر امتياز از آن. همچنين
 كه آلي است بازهاي توالي بيشتري در تنوع شامل mtDNA بنابراين. است هسته ژنوم از بيشتر برابر 10تا 5 تقريباً عالي

   ).Naderi et al.2007كند (مي پذير امكان را وابسته كاملاً هايگونه تشخيص در نتيجه

به طور گسترده اي در بررسي جمعيت هاي گونه هاي مختلف آبزيان مورد استفاده  mtDNA اميتوكندريايي ي ژنوم
طريق  ازميتوكندري قرار مي گيرد و كارايي خوبي در بررسي تنوع ژنتيكي و جداسازي جمعيت ها دارد. ژنوم 

يت باعث بروز صاين خا. گيرد نمي  ورت پديده كراسينگ اور و نوتركيبي در آن ص بنابراينمادري به ارث ميرسد و 
از از اين رو براي تشخيص گروه هايي ت و اختلاف ژنتيكي بيشتر در ژنوم ميتوكندري نسبت به ژنوم هسته شده اس

يكي از نواحي بسيار  16sRNAژن ). Berrebi( باشدمي از هم جدا بوده اند نشانگر خوبي ها كه براي سالموجودات 
متغير در ژنوم ميتوكندريايي مي باشند كه مي توان با استفاده از تكنيك توالي يابي اين ناحيه تنوع ژنتيكي را بررسي 

  نمود.  
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  بانك ژن  - 8-1
مشهورترين پايگاه داده هاي توالي نوكلئوتيدي و مستندات مربوط است كه به عنوان بخشي از كتابخانه ملي پزشكي  
)National Library of Medicine ( پايه گذاري شد. 1982در سال     

ميليون  3ميانگين، ماهانه  هاي ژنومي، رشد اطلاعات در اين بانك بسيار سريع است به طور به دليل تسليم انواع داده
ماه حجم اطلاعات آن  10گردد به طوري كه تقريبا هر  گونه جديد به اين بانك اطلاعاتي افزوده مي 1400توالي و 

  شود. دوبرابر مي
ن و تعداد ژپيشينه توالي در بخش سنتي بانك  108431692زوج نوكلئوتيد در قالب 106533156756اكنون تعداد 

 ژن بانك.دارد وجود اطلاعاتي بانك اين   WGSپيشينه توالي در بخش  48433067ج در قالب زو 148156117763
) است.اين پروژه بين المللي شامل INSDC(نوكلئوتيدي هاي توالي زمينه در المللي بين همكاري پروژه از بخشي

 اين.  ) استEMBL(اروپا ملكولي بيولوژي آزمايشگاه  ) وDDBJ) و بانك اطلاعاتي دي ان اي ژاپن(GBبانك ژن(
  هاي سه گانه بطور روزانه داده اي خود را مبادله مي كنند.بانك 

  و بانك هاي مشابه از دو طريق تامين مي شود:  GenBankداده هاي موجود در 
  . مختلف هاي شكل به دنيا در ها ژنوم يابي توالي مراكز از  و دنيا در پژوهشگران تحقيقات از  

  :عبارت است ازاين تحقيق هدف از 
گونه ميگوي اقتصادي خليج فارس و  5نانوگرم در ماكروليتر )  از  100با غلظت بسيار بالا (  DNAاستخراج  -1

و به روش فنل كلروفرم  ) P. semisulcatus  ،P. indicus ، P. merguiensis   ،P. monodon ،M. affinisدرياي عمان (
  مدت زمان طولاني. و همچنين ازت مايع براي   TEبا استفاده از نگهدارنده  86در فريزر منهاي نگهداري 

  تعيين توالي و بررسي فايلوژني گونه هاي مورد مطالعه با استفاده از دو ژن  – 2
ميتوكندري مي  16Sو  ) Co1ناحيه ژني كه براي شناسايي مورد استفاده قرار مي گيرد ناحيه ژن سيتو كروم اكسيداز (

پرندگان، پروانه ها، ، حشرات ، انگلها و پارازيتها بسيار موثر ،  باشد كه در سالهاي گذشته در شناسايي ماهيان
  بوده است.

آناليز داده ها و مقايسه توالي ها با توالي هاي موجود در بانك ژن از طريق هم رديف كردن و رسم درخت  -3
  فايلوژني آنها .

با استفاده از يك جفت پرايمر طراحي  و تهيه بانك ژن ،   DNAنمونه برداري آغاز وبعد از استخراج با ه عمطالاين  
الص سازي جهت خبعد از PCR بدست امده و محصول  PCR)  محصول Co1ژن سيتو كروم اكسيداز ( شده از

Sequencing  نمونه هاي بافت از عضله و پاي  ميگردد.توالي ها در بانك جهاني ژن ثبت و  شده و يا تعيين توالي انجام
  نگهداري ميگردد . 86گونه ميگوي اقتصادي خليج فارس و درياي عمان تهيه و در ازت مايع و فريزر منهاي  5شناي 
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سال قبل فعاليت خود را جهت حفظ ذخاير توارثي كشور (عمدتاً  40از حدود  براي نخستين بار در ايرانبانك ژن 
به عنوان زير مجموعه بخشهاي تحقيقاتي مرتع و ژنتيك و فيزيولوژي فعاليت  1377مرتعي) آغاز نمود و تا سال 

شت، داشت. با توجه به اهميت موضوع حفاظت ذخاير خدادادي ملي و وظيفه اي كه در اين خصوص بر عهده دا
  .مسئولان بيش از پيش به نقش بانك ژن واقف و هم خود را در توسعه و تقويت آن به كار گرفتند

با استفاده از  كيريلافت و س اتيدر خوررا  penaeus merguiensis يموز يگويم يكيتنوع ژنت) 1392كشاورزي (
 در بالايي جمعيتي بين و جمعيتي درون هاپلوتيپي يي مورد بررسي قرار داد. تنوعايتوكندريم 16SrRNAژن  يابي يتوال
 ميگوي هاي جمعيت كه داد نشان نتايج همچنين. گزارش شد مورد بررسي منطقه دو در اين گونه هاي جمعيت بين

 يكي يقين دهند هر چند به مي تشكيل ژنتيكي نظر از را واحدي هاي جمعيت سيريك و لافت خوريات در موزي
  .قابل استنتاج نبود منطقه دو هاي جمعيت بودن

 ياستخرها يدر برخ ه راديسيمااز خانواده  Paramysis intermediaسخت پوست  يكيتنوع ژنت) 1392وحيدي نژاد (
يي بررسي ايتوكندريم 16SrRNAژن  يابي يو بلوچستان با استفاده از توال ستانيسهرمزگان و  ياستانها يگويپرورش م
 خليج و تياب منطقه دو در پارامايسيس هاي جمعيت بين در بالايي جمعيتي بين و جمعيتي درون هاپلوتيپي نمود. تنوع

 در پارامايسيس جمعيتي بين و درون نوكلئوتيدي تنوع ميزان. گزارش گرديد عمان درياي و فارس خليج در گواتر
 هاي جمعيت كه داد نشان نتايج همچنين. بود عمان درياي در گواتر خليج منطقه از بيشتر فارس خليج در تياب منطقه

  .دهند مي تشكيل ژنتيكي نظر از را مجزايي هاي جمعيت احتمالاً گواتر خليج و تياب منطقه پارامايسيس
)   P. merguiensisشامل ميگوي موزي () Penaeusميگوهاي جنس پنائوس() ساختار ژنتيك دو گونه از 1390تمدني (

جفت اغازگر ميكرو ستلايت ( ريز ماهواره ) مورد بررسي قرار  8) با استفاده از  P. indicusو ميگوي سفيد هندي (
بين نمونه هاي ثبت شده مربوط به ميگوي موزي مشخص گرديدكه مناطق هرمز و گواتر  Fstدادند. با توجه به مقادير 

  از تمايز ژنتيكي متوسط با جريان ژني كمتري نسبت به دو منطقه هرمز و جاسك برخوردارند
ميليون ريالي از سوي موسسه تحقيقات علوم  8500با اعتبار  "بانك ژن ماهيان خاوياري كشور"تاسيس  همچنين

رشت، جوار سد سنگر)  -تي كشور در محل موسسه تحقيقات بين المللي ماهيان خاوياري كشور( استان گيلانشيلا
رسما افتتاح و آغاز بكار نمود.  پروژه پايلوت و كاربردي ديگري توسط  1391كه در خرداد ماه  انجام شد

و با حمايت مالي موسسه تحقيقات   "ودتشكيل خزانه ژني ماهيان خاوياري نژاد سفيد ر "با عنوان  1391پوركاظمي 
اجرا گرديد كه با موفقيت توانست ضمن   Caspeco-CEP -علوم شيلاتي كشور و برنامه محيط زيست درياي خزر

 23000جمع آوري تعداد معدودي مولد تاسماهي ايراني و ازون برون و تكثير به روش زنده ميكروسزارين تعداد 
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گرم به درياي خزر رها سازي نمايد. علاوه بر آن موفق به  20را با وزن بالاي عدد بچه ماهي پلاك گذاري شده 
دو گونه ماهيان خاوياري را تشكيل   DNAانجماد اسپرم و ذخيره سازي آن در مخازن ازت مايع نمايد. بانك بافت و 

تاسماهي روسي و  گونه ديگر خاوياري (فيل ماهي، 3دهد. ولي متاسفانه تا كنون موفق به جمع آوري مولد از 
مولد سازي با استفاده ار بچه ماهيان توليد شده از طريق تكثير مصنوعي بود كه حدود همچنين تاسماهي شيپ) نشد. 

عدد از آن در حال پرورش مي باشد تا در صورت نابودي احتمالي ماهيان در محيط زيست طبيعي خود (  1000
اير استفاده نمود و يا در صورت توسعه آبزي پروري از نژاد فوق درياي خزر) بتوان از اين ماهيان جهت احياء ذخ

  جهت پرورش و توليد گوشت و خاويار استفاده گردد تا ذخاير ژنتيكي آن بطور كامل منقرض نشود.
ها و مزاياي مرتبط با بانك ژنوم شناسايي تمامي گونه هاي جانوري موجود در هر كشور و گونه  ترين فعاليت مهم .

 ها ، معرفي ويژگي هاي فيزيولوژيكي ، ژنتيكي و ري هر منطقه ، استان و شهرستان و ميزان تراكم نسبي آنهاي جانو
محيطي رفتاري هر گونه ، انجام مطالعات كاربردي براي تعيين شباهت هاي ژنتيكي ، توليد مثلي و انجام مطالعات 

د پتانسيل تكثير طبيعي يا آزمايشگاهي اين اوليه براي ايجاد بانك ژنوم گامت (تخمك و اسپرم) در جهت بهبو
جانوران است . در واقع ساخت بانك ژنوم سنگ بناي خيري است كه مي تواند نه تنها گونه هاي ارزشمند ايراني را 

 در كف حمايت خود قرار دهد، بلكه دايره المعارف جامع و ارزشمندي است كه به آيندگان تقديم مي شود .

سازمان حفاظت محيط  هاي ژن موازي با فعاليت بانك ژن اصلي كه در ستاد مركزي بانك تعداددر همين ارتباط 
 .به هشت بانك خواهد رسيد تا پايان برنامه پنج ساله پنجم و زيست در تهران راه اندازي شده است

با توجه به مخاطرات موجود در زمينه انقراض گونه هاي جانوري و گياهي اقدام به راه اندازي اين بانك در كشور 
. اين بانك در حوزه هاي پستانداران، خزندگان، پرنده، گياهان در معرض خطر و آبزيان در معرض تهديد شده است

  فعال است.
  

  گونه هاي جمع آوري شده
نمونه از پستانداران در اين بانك موجود است و به تدريج آمار اين نمونه ها در حال  500در حال حاضر بالغ بر 
و  "هوبره"نمونه از پرندگان به ويژه پرندگاني كه نياز به مديريت جمعيتي دارند مانند  150افزايش است. بالغ بر 

 15نمونه خزندگان، حدود  700برخي از پرندگان شكاري در بانك جمع آوري شده اند. ضمن آنكه ژنوم بالغ بر 
ضمن آنكه  شده است راه اندازي  نيز بانك ژنوم حشراتنمونه از دوزيستان را در اختيار داريم. 17نمونه از ماهيان و 

  . شده است نمونه توده بذري بانكينگ 100نزديك به 
ي بر روي نمونه هاي موجود در اين بانك شامل گياهان در معرض خطر انقراض است.در كنار اين اقدامات، آناليز ژن

  حوزه بي مهرگان در حال انجام است.
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بدون شك گام نخست در ايجاد بانك ژن يك گونه، شناخت جمعيت ها و نژادهاي آن گونه در اكوسيستم آبي و 
  حوزه پراكنش آن مي باشد. در اين راستا مطالعات متعددي در خصوص جمعيت هاي انواع آبزيان انجام شده است. 

لين مطالعه درخصوص بررسي ساختار ژنتيك جمعيت ماهي ازون برون، تاسماهي روسي در حوزه آبهاي ايراني او
انجام شد و همچنين براي گونه هاي فيلماهي ، تاسماهي ايراني و روسي  Pourkazemi 1996درياي خزر بود كه توسط 

)بر روي گونه ازون برون 1384شعباني (صورت پذيرفت. ديگر مطالعات مرتبط مي توان به  Rezvani 1997توسط 
بر روي ساختار ژنتيكي ماهي ازون  )1386و همچنين نوروزي ( PCR-RFLPخزر شمالي و جنوبي خزر به روش    

) بر روي تاسماهي ايراني و روسي به روش ميكروستلايت، قاسمي 1385برون به روش ميكروستلايت ، خوش خلق (
و PCR-RFLP ختار ژنتيك جمعيت تاسماهي شيب به ترتيب با روش) بر روي سا1385) و صفري (1382(

اشاره نمود.كه همه مطالعات مبين وجود جمعيت هاي متمايز از گونه   )1385ميكروستلايت و همچنين پوركاظمي (
  هاي مختلف مورد بررسي بود. 

منطقه كلاه  3علفخوار(قوچ و ميش) در بررسي طرح تهيه بانك ژنوم گونه هاي غالب پوشش گياهي استان و دو نوع 
موته و قميشلو از طريق سازمان حفاظت محيط زيست اصفهان و به موازات سازمان محيط زيست كل كشور  -قاضي 

  آغاز شد و اواخر سال گذشته به پايان رسيد . 84از ابتداي سال 
 1121كه در آن تعداد  انجام دادند. راطرح جامع ساختار ژنتيكي تاسماهيان درياي خزر) 1387همچنين پوركاظمي (

  .عدد نمونه مورد بررسي قرار گرفت 
) براي تشكيل بانك ژن ماهي آزاد درياي خزر  با  حمايت مالي موسسه 1391در همين ارتباط توسط ذريه زهرا (

ري انجام شد كه ضمن جمع آو Caspeco-CEP -تحقيقات علوم شيلاتي كشور و برنامه محيط زيست درياي خزر
تعدادي مولدين وحشي ماهي آزاد از چند رودخانه مهم دراستانهاي گيلان و مازندران نسبت به تكثير و رهاسازي 

اين مولدين جمع آوري ودر حال نگهداري است و بچه ماهيان  DNAبچه ماهيان به درياي خزر اقدام شد . بافت و  
اري مقداري از اسپرم آزاد ماهيان در ازت مايع منجمد جهت مولد سازي در حال پرورش ميباشد. همانند ماهيان خاوي

  و در بانك اسپرم در حال نگهداري است .
)  مورد مطالعه قرار گرفت كه از رودخانه هاي 1389ماهي سفيد درياي خزر توسط عبدالحي (ساختار ژنتيك جمعيت 

و    PCR-RFLPو با دو روش  لمير، حويق، سفيد رود، شيرود و تجن نمونه بافت از مولدين بالغ جمع آوري 
در آبهاي  Barbus caspito). ساختار ژنتيك جمعيت ماهي 1384ميكروستلايت انجام گرديد. لالوئي و همگاران (

).ساختار مورفولوژيكي و 1384. مورد بررسي قرار دادند. خارا و همكاران (pcr-rflpحوضه جنوبي درياي خزر بروش 
تالاب انزلي، سواحل جنوبي درياي خزر (ايران) و سواحل جنوب غربي درياي در  (A. brama)ژنتيكي ماهي سيم 

  خزر (جمهوري آذربايجان) را مورد ارزيابي قرار دادند و جمعيت هاي متمايزي مشاهده نمودند.
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هاي  در رودخانه Chalcalburnus chalcoidesكولي  ) پويايي شناسي جمعيت و  تنوع ژنتيكي ماهي شاه1383رحماني ( 
راز، شيرود و گزافرود مورد مطالع قرار دادند. ساختار ژنتيك جمعيت و فيلوژني سوف حاج طرخان در تالابهاي ه

) مورد 1388انزلي و اميركلايه لاهيجان و سوف سفيد در سد ارس و حوضه جنوبي درياي خزر توسط قريب خاني (
در حوضه جنوبي  Neogobius caspius  بررسي قرار گرفت.ساختار مورفولوژي و ژنتيكي جمعيت گاوماهي خزري

) مورد مطالعه قرار گرفت . در آبهاي خليج فارس و درياي 1388توسط رزمجو ( PCR-RFLPدرياي خزر به روش 
،  Carangoides ،Caranxعمان مطالعات ژنتيك مولكولي معدودي صورت گرفت از جمله بيوسيستماتيك سه جنس 

Parsatromateus سنجي و مولكولي  از خانواده گيش ماهيان در آبهاي خليج فارس بروش ريخت(mtDNA)  توسط
)مورد بررسي قرار گرفت. ساختار مولكولي ژنتيك جمعيت سه گونه ميگوي مهم خليج فارس توسط 1383ابدالي (

  مورد بررسي قرار گرفت. 1380بابايي در سال 
هايي از ماهي سرخو در خليج فارس و درياي عمان  با نوع ژنتيكي جمعيت) به بررسي ت1391تيراني و همكاران ( 

 و هرمزگان منطقه در موجود هايهاپلوتيپ تعداد كه داد نشان آمده بدست نتايج پرداختند. 12SrRNAيابي ژن توالي
 در هاجمعيت درون در هاپلوتيپي تنوع باشد. بيشترينمي هاپلوتيپ دو بوشهر منطقه در و هاپلوتيپ چهار چابهار
 دو كه گرديد مشخص مطالعه در اين شد. مشاهده بوشهر در هاپلوتيپي تنوع و كمترين هرمزگان چابهار و آبهاي

 منطقه در سرخو ماهي گيرند و جمعيتمي قرار مشترك نياي و جد يا شاخه يك در چابهار و هرمزگان جمعيت
  مي دهد.  نشان را خود جداگانه شاخه يك در بوشهر
 استفاده با عمان درياي و فارس خليج در Eleutheronema tetradactylum معمولي راشگو ماهي جمعيت ژنتيكي ساختار

 بررسي نتايج .)1391گرفت (خالدي و همكاران،  قرار بررسي مورد 28SrRNA ژن از استفاده با توالي تعيين روش از
 بيشترين بودند، شده آوري جمع بلوچستان و سيستان و بندرعباس بوشهر، خوزستان، منطقه چهار از كه نمونه 41

 جمعيت در را مذكور هاي شاخص مقدار كمترين بندرعباس و جمعيت در را نوكلئوتيدي و هاپلوتيپي تنوع و تعداد
. گرديد ثبت چابهار و بوشهر بين كمترين و بندرعباس و بوشهر جمعيت بين ژنتيكي فاصله بيشترين. داد بوشهر نشان

 مقدار كمترين چابهار و بوشهر هاي جمعيت بين و بيشترين چابهار و خوزستان هاي جمعيت بين جمعيتي واگرايي
  .بود

- و زيرگونه خليج فارس   Penaeus semisulcatusاوليه ميگوي ببري سبز  مولكولي مقايسه ) به1388رهنما و همكاران (

 نشان توالي تعيين از حاصل ميتوكندريايي پرداختند. نتايج 16SrRNAاز  استفاده با persicus Penaeus semisulcatus آن
 هر و زير گونه آن از 16SrRNA گونه هاي همرديفي توالي است. باز جفت  561 داراي دقيقا شده تكثير قطعه كه داد
 هم مطابقت با دقيقا بندرعباس و بوشهر ناحيه دو هر از16SrRNA  هايتوالي نشان داد كه بندرعباس و بوشهر ناحيه دو
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 و داده رخ دو اين در بازي جانشيني 18 كه داد نشان مذكور زيرگونه و از گونه توافقي توالي همرديفي نتيجه. دارند
    .شد محاسبه 096/3ترانسورژن  به ترانزيشن جانشيني نسبت

  
  در خارج از كشور مطالعه و تحقيق  2-2

اقدام به تهيه بانك ژن از منابع دريايي به منظور حفظ  و توليد پايدار از اين منابع  2000تا 1996در ويتنام بين سالهاي 
قسمت انجام كاريوتايپ و كرد آوري اطلاعات مورفولوژيكي ،  3در آينده نمود . بدين منظور اين پروژه در 

  گرديد. .نگهداري بافت در ازت مايع و همچنين نگهداري موجود زنده در استخر انجام 
براي راه اندازي زيست بانك اقدام شد. فعاليت و مطالعات توسط گروههاي تخصصي در چهار حوزه  1386از سال 

. به اتمام رسيد 1387گياهي، ميكروارگانيسم ها، انساني و جانوري، مولكولي از همان ابتدا آغاز شد كه نهايتا در سال 
اكنون درحوزه هاي گياهي، در كشور افتتاح شد. و  1388يران در سال در نهايت مركز ملي ذخاير ژنتيكي و زيستي ا

كلكسيون در اين مركز  27هزار نمونه ژنتيكي با 19ميكروارگانيسم ها، انساني و جانوري، مولكولي، نزديك به 
  ذخيره و به ثبت رسيده است

المللي حفاظت از طبيعت،  نجمن بينهاي به شدت در خطر انقراض كه توسط ا گونه» فهرست قرمز«شوستر با اشاره به 
IUCN هاي  چنين گونه كند كه پژوهشگران براي تهيه توالي ژني حيوانات اين فهرست و هم تهيه شده، پيشنهاد مي

هاي  هاي به دقت انتخاب شده جانوران در خطر انقراض و گونه فهرستي از گونه«ريزي كنند، و  منقرض شده برنامه
  .كار تهيه كنندرا براي اين » منقرض شده

توانند به عنوان معياري از در معرض خطر انقراض بودن نيز عمل  به گفته شوستر، اطلاعات مولكولي علاوه بر اين مي
شود، بر سر تنوع ژنتيكي آن  تر شود وقتي يك گونه به انقراض نزديك مي هنگامي كه مشخص«گويد:  كنند. او مي

لاعات زير بنايي را به اولياي امور و كساني كه تصميمات سياسي را اتخاذ توانيد اين اط آيد؛ آنگاه شما مي چه مي
 .كنند، ارائه كنيد و بگوييد اين روند بايد كاملا متوقف شود مي

كنندگان در كارگاه گفت كه در پايان سال  دوين لاك از مركز ژنوم دانشگاه واشنگتن، هنگامي كه به شركت
داشتند تهيه كنند،  2006چه در سال  برابر آن 500اطلاعات ژنوم را با سرعتي جاري، او و همكارانش انتظار دارند 

  هاي جديد چقدر زياد است نشان داد كه توانايي بالقوه فناوري
براي ساير گونه هاي خاوياري در خارج از كشور مطالعات متعددي بر روي ساختار ژنتيك جمعيت گونه ها انجام 

  May et al (1997)ورد بررسي از جمعيت هاي متمايزي تشكيل يافته است شامل گرفت كه برحسب حوزه جغرافيايي م
بر روي تاسماهي   McQuown et al. (2003)با استفاده از روش مايكروستلايت بر روي گونه تاسماهي درياچه اي 

كه اثبات  A. oxyrinchusبر روي تاسماهي  Ludwig et al. (2002)، در مطالعه ديگري توسط (A. fulvensis)درياچه اي  
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نمود اين گونه ابتدا در قاره اروپا بوده ولي بتدريج منقرض شد و به پيشنهاد وي تعدادي از مولدين از آمريكاي 
  شمالي (كانادا) جهت پيوند به آبهاي اروپا به طور زنده به كشور آلمان انتقال داده شد. 

Zhu Bin ) ژنتيك جمعيت تاسماهي چين انجام دادند و اثبات ) مطالعه اي در خصوص ساختار 2006و همكاران
  نمودند كه اين گونه از جمعيت هاي مختلفي تشكيل شده است. 

در هر حال لازمه و گام نخست تشكيل بانك ژن زنده آبزيان آگاهي و شناخت كامل از وضعيت ساختار ژنتيكي و 
از جمعيت ها را شناسايي و براي آن خزانه  تعداد جمعيت هاي آن است تا بتوان بر اساس ماركرهاي ژنتيكي هريك

ژني مجزا و تفكيك شده اي تشكيل داد در غيراينصورت تشكيل خزانه ژني از ماهيان متعدد بي هويت ژنتيكي ايجاد 
  خواهد گرديد. 

 موزي ميگوي جمعيتي بين تفاوت و ژنتيكي تنوع بررسي براي اي هسته DNA نشانگرهاي از )2004( همكاران و 1وانا
 درياي و تايلند خليج در جمعيت پنج از شده آوري جمع نمونه 163. نمودند آندامان استفاده درياي و تايلند خليج در

 درياي و تايلند نمونه هاي خليج بين جمعيتي زياد تمايز دهنده گرفت. نتايج نشان قرار تحليل و تجزيه مورد آندامان
  .      شد مشاهده تايلند خليج نمونه هاي جمعيت داخل در نيز توجهي قابل تمايز اين بر علاوه و بوده آندامان

در درياي زرد و  Fenneropenaeus chinensisتنوع ژنتيكي ميگوي چيني ) به بررسي Li et al.2009همكاران (و  2لي
جمع  Bohaiنمونه از پنج منطقه در درياي زرد و درياي  91پرداختند.  COI با استفاده از توالي يابي ژن Bohaiدرياي 

 نوكلئوتيدي دامنه تنوع و هاپلوتيپي مشخص گرديد. دامنه تنوع هاپلوتيپ 20 آوري شد كه پس از آناليز نتايج، تعداد
اين مناطق نتايج نشان داد كه سطح تنوع ژنتيكي در  شد. محاسبه 8460/0-0711/0و  4816/0-0639/0ترتيب  به

پايين است. بر اساس تجزيه واريانس ملكولي هيچ ساختار ژنتيكي قابل توجهي در جمعيت ميگوي چيني مشاهده نشد 
  كه احتمالاً ناشي از ناپايداري زيستگاه و تغييرات سطح دريا مي باشد. 

تنوع ژنتيكي و تمايز جغرافيايي ميگوي ببري سياه در ) به بررسي Khamnamtong et al.2009همكاران (و  3خامنامتونگ
شد و با رسم درخت  محاسبه 927/0 -716/0 هاپلوتيپي دامنه تنوعپرداختند.  COIآبهاي تايلند با استفاده از ژن 

فيلوژني تفكيك جغرافيايي مناطق نمونه برداري به وضوح مشخص گرديد. بر اساس نتايج به دست آمده، تنوع 
يي در جمعيت ميگوي ببري سياه در آبهاي تايلند مشاهده شد. آناليز واريانس مولكولي نشان داد ميگوي ژنتيكي بالا

  ببري سياه در تايلند هموزيگوت نبوده و داراي تفاوت ژنتيكي درون گونه اي است.

                                                 
1 Wanna 
2 Li  
3 Khamnamtong  



 ٤١ .../ايجاد بانك ژن ميگوهای بومی و سخت پوستان
 

 
 

Barcoding  توسط هبرت و گروه تحقيقاتي اش از دانشگاه گولف وارد عرصه جامعه علمي  2003اولين بار در سال
 DNA Barcodingگرديد. هبرت در مقاله خود تحت عنوان شناسايي زيست شناختي با استفاده از شناساگر مولكولي 

)Biological identifications through DNA barcodes(  سيستمي نوين را براي شناخت و شناسايي گونه ها با استفاده از
  . به عنوان بخش استاندارد ژنوم تعريف مي كند DNA بخش كوچكي از

 2006در ايران نبز تحقيقات در زمينه باركدينك و ثبت در سخت پوستان توسط حاجي بابايي و همكاران در سال 
ميينه در ايران در منطقه پارك ملي خليج نايبند ( استان بوشهر ) بر روي انجام گرفته است.همچنين تحقيقات در اين ز

  ). Asgharian et al., 2011گونه موجود در آن منطقه توسط انجام گرديده است . (  70
ژن  شده از) ، ماركر هاي تهيه PCRبا پيشرفت تكنيك هاي جديد ، مخصوصا تكنيك واكنش زنجيره اي پليمراز (

اطلاعات غير قابل تصورو ارزشمندي را براي استفاده در جنبه هاي مختلف تكثير و )  Co1يداز (سيتو كروم اكس
پرورش آبزيان در اختيار محققين قرار داد. اين اطلاعات شامل شناسايي و تفكيك ژنتيكي ذخاير ، برنامه هاي به 

هاي القاء پلي پلوييدي در مولدين بوده  گزيني مولدين و اندازه گيري ميزان تغييرات كروموزومي و ژنتيكي در زمينه
  .(Ferguson, 1994) است 
توسط  1962ن رده ء سلولي از ماهيان در سال ياولWolf & Quimby   و   1992، 1990ايجاد گرديد سپس در سالهاي

يان سردآبي و تحقيقاتي در زمينه ايجاد رده هاي  متنوعي از ماه Zhang & Yangو  Lannan , Fryer بترتيب توسط 1994
گرمابي صورت گرفت كه عمدتاً براي تشخيص آلودگي هاي  ويروسي، ريكتزيايي و همچنين مطالعاتي  در زمينه 

  هاي سم شناسي و عوامل  ايجاد كننده سرطان و مسائل ژنتيكي در اين خصوص صورت پذيرفت. 
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  مواد و روشها -3
  موارد مورد استفاده  :  1-3
     STE (Salt, Triss, EDTA)بافر هاي  -1
2-  (Sodium dodesyl sulfate )SDS 

 mg/ml10پروتئيناز با غلظت  -3

(pH= 7.8-8.2) phenol 4-  

  درصد 96الكل اتيليك  -5
 ايزواميل الكل -6

 كلروفورم -7

 پودر آگارز -8

 (EtBr)اتيديوم بروميد  -9

 (loading buffer)بافر سنگين كننده  -10

 TBE) 10(×بافر   -11

 Total DNA12-  

dNTP13-  

MgCl214-  

 PCRبافر   -15

Taq DNA Polymerase16-  

d H2O17-   

Primers18-  

 50bpماركر  -19

 III Hind/DNAماركر   -20
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  دستگاههاي مورد استفاده : 3 -2
  

  شركت توليد كننده   نام دستگاه   
 TC 341 Eppendorf , Germany) مدل Thermal ceylerترمال سايكلر (  1

  Eppendorf , Germany 5436) مدلThermomixerترموميكسر (   2
  5415D Eppendorf , Germany) مد لCentrifugeسانتريفوژ (  3
  D - 7200 Eppendorf , Germanyمدل  Centrifuge)سانتريفوژ (   4
  mg 1/0 OHAUS Sartriuos , Germanyترازوي ديجيتال با دقت   5
  SL68 Sartriuos , Germany)  مدل Shakerشيكر لوله (   6
7  

2040) مدلOrbital shakerشيكر( 

75

OS 
Sartriuos , Germany  

  C ≡ CIL Eppendorf , Germany) مدل Spectrophotometerاسپكتروفتومتر(   8
9   PH  متر ديجيتالي مدلPH 523- WTW Sartriuos , Germany  

  SH - 502, Vilber – Lurmat, France 503الكتروفورزافقي مدل  10
11  EPS )Electrophoresis مدل  (  EPS Vilber – Lurmat, France  
) مدل  photo man gel documentation systemل داكيو متيشن(ژ 13

UVIS-20  
Vilber – Lurmat, France 

 Memert Germany  ن ماريب 14

 Delongi, Italy  درجه سانتي گراد. – 20فريزر  16

    تانك ازت مايع 17
 Labtech, Korea 86فريزر  منهاي  18

  
  روشها - 3-3
  : روش نمونه برداري 1-3-3

باشد به  مي گونه هاي مورد مطالعه و هرمز كه مهـمتريـن زيـستگـاه هاي  نمونه برداري از مناطق جاسـك ، گواتر
 56ºو  57º06'Nروش ترال كف انجام گرفت. نمونه برداري به صورت تصادفي  از مناطق هرمز با مشخصات جغرافيايي

29'E 25،جاسك با مشخصات جغرافيايي º33'N 57و º44'E  35°61و گواتر با مشخصات جغرافيايي'E , 25°10'N  انجام
گرم از عضلات پشتي و  2نمونه جمع آوري شد. از هر نمونه  20 گرفت. كه در نهايت از هريك از سه منطقه مذكور

همچنبن از  پاي شنا برداشته و در الكل اتيليك خالص نگهداري و جهت انجام آزمايشات به آزمايشگاه منتقل شدند.
  گرم از عضله بصورت وكيوم شده در ازت مايع نگهداري شدند. 2هر گونه به ميزان 

  



لي ليتري 
Sa ريخته (

وسپانسيون 
 دودسيل 
شدند..بعد 

  

T(  
ميل 5/1وپهاي 

alt,Triss,EDTA

صـورت سو بـ
S 20سديم) %

ت قرار داده ش

ش  استفاده شد.

Taggart et al.

 در داخل تيو
STE  )Aحلول 

ت خـرد شـده ب
SDSميكروليتر 

ساعت 6-5دت 

  رداري

يق از دو روش

 1990,.فورم (

ول خالص را
كروليتر از مح
صورت قطعات

10 m م 20) و
نتي گراد به مد

مناطق نمونه بر

كه در اين تحقي

كلرو – ز فنل
 شده در اتانو

ميك 500 مقدار
 است). بدينص

K )mg/mlتئنياز

درجه سا 50ر

: م 8شكل

 DN Total (  
 وجود دارد ك

To با استفاده از
ضلاني فيكس
س بر روي آن
مه آورده شده
ميكروليتر پروت
در ترموميكسر

های تحقيقاتی

 
NAنوم كل (

شهاي مختلفي

DNA otalج 

از بافت عض 5
گرديد .  سپس
فرها در ضميم

مي 6دي مقدار
كرده و تيوپها د

ش نهايی طرح ه

 
 استخراج ژنو

روش  DNAاج 

روش استخرا 
mg  50ش ابتدا

رداده وخرد گ
ماده سازي باف
 در مرحله بعد
 تيوبها اضافه ك
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2-3-3    :
براي استخرا 

  
1-2-3-3 -

در اين روش
بصورت قرار
شد. (طرز آم

آيند. در مي
سولفات) به 
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اضافه  ) 1: 24ايزو آميل الكل ( –ماكروليتر كلروفرم  425)  PH= 8اكروليتر فنل (م 425از مرحله هضم سلولي مقدار 
دور در دقيقه  12000دقيقه در  5دقيقه با استفاده از شيكلر هم زده شدند. سپس نمونه ها به مدت  1نموده و به مدت 

ز آبي يا محلول رويي را برداشته و سانتريفوژ گرديدند. بعد از سانتريفوژ دو فاز در داخل تيوبها تشكيل گرديدكه فا
فاز آلي را دور ريخته شدند  فاز آبي را به تيوپهاي جديد انتقال و مرحله اول دوباره تكرارشد. عمل مخلوط كردن 
توسط شيكر و سانتريفوژ مجدداً تكرار گرديد. فاز رويي را  به تيوبهاي جديد منتقل و به مقدار هم حجم آن 

) اضافه كرده و عمل هم زدن و سانتريفوژ كردن انجام گرفت. در نهايت دو برابر 24:1لكل (ايزوآميل ا -كلروفورم 
مولار اضافه شد و بعد از چندين بار به هم زدن  4ماكروليتر نمك  50حجم محلول بالايي جدا شده، اتانول خالص و 

دقيقه  15دور به مدت  12000قرار داده شد. روز بعد نمونه ها در دور  -20به مدت يك شبانه روز در فريزر 
در ته تيوب قابل مشاهده است. در مرحله بعد اين پلاك را   DNAسانتريوفوژ گرديد و فاز رويي دور ريخته و پلاك 

درصد شستشو و سپس در هواي آزاد  قرار داده تا خشك شود بعد از اين مرحله بر روي رسوب به مقدار  70با الكل 
و درجه سانتي گراد  - 20و يا آب مقطر اضافه گرديد و براي استفاده در مراحل بعدي در  TEميكروليتر از بافر  50
  نگهداري شدند. 86ت مايع و همچنين فريزر منهاي از
  
  (Cattaneo 1997 ) بدون استفاده از فنل  Total DNAوش استخراجر - 2-2-3-3

فت عضلاني فيكس شده در اتانول خالص را در از با  mg 50در اين روش كه سريعتر از روش قبلي مي باشد ابتدا 
 STEميكرو ليتر از محلول  500ليتري بصورت خرد شده قرار داده و سپس بر روي آن مقدار  5/1داخل تيوبهاي 

% اضافه كرده و تيوبها را SDS 20ميكرو ليتر  20) و k )mg/ml10ميكروليتر پروتئيناز  6اضافه كرده همچنين به ميزان 
ميكروليتر از محلول آمونيوم استات  100درجه سانتي گراد قرار داده و پس از هضم سلولها به ميزان  50در ترميكسر 

دور  13200دقيقه با دور  5مولار بر روي محلول داخل تيوب اضافه كرده و پس از هم زدن، نمونه ها را به مدت  5/7
ميكروليتر ايزوپروپانول اضافه  500تقال داده  به  ميزان در ثانيه سانتريفوژ كرده و محلول رويي را به تيوپهاي جديد ان

كرده و عمل هم زدن و سانتريفوژ مـجدداً تـكـرار مي شود در نهايت محلول رويي دور ريخته شده و رسوبات جدار 
درجه شستشو داده شده و پس از آبگيري توسط كاغذ صافي جهت خشك شدن در  70˚لوله و ته لوله با الـكل 

 TEميكروليتر از بافر  50رسوب به ميزان درجه سانتي گراد قرار  داده مي شود كه در نهايت بر روي  37ر انكوباتو
  گراد نگهداري شدند. -20درجه سانتي يا  4اضافه گرديده و براي استفاده در مراحل بعدي در 

   



 / گزارش نهايی طرح های تحقيقاتی  ٤٦
 

  استخراج شده  DNAلكتروفورز ا -3-3-3
شوند.  باردار در يك ميدان الكتريكي از يكديگر جدا ميالكتروفورز تكنيكي است كه از طريق آن ذرات 

توانند در محيطهاي بافري  مولكولهاي نظير آمينو اسيدها و پروتئين به دليل داشتن گروههاي قابل يونيزاسيون مي
  مختلف از نقطه نظر ايزوالكتريك آنها داراي بار الكتريكي مثبت يا  منفي باشند.

توانند به طرف الكترودها مهاجرت  ا تحت تاثير ميدان الكتريكي مناسب قرار گيرند ميبنابراين چنانچه اين مولكوله
كنند. مولكولهايي كه داراي بار يكسان ولي جرم مولكولي متفاوت هستند بدليل تفاوت در نسبت جرم مولكولي به 

اسازي آنها ميشود.  به باشند كه اين موضوع موجب جد بار الكتريكي در ميدان مناسب داراي سرعتهاي مختلفي مي
  چنين فرايندي الكتروفورز مي گويند. 

استخراج شده از نمونه ها براي ارزيابي كمي يا كيفي با استفاده از ژل آگارز الكتروفورز شدند.   DNAدر اين تحقيق 
- 7) به همراه افر سنگين كننده(بLBميكروليتر  2ميكروليتراز محصول استخراج شده را با  3-4براي اين كار در حدود 

هاي ايجاد شده در داخل ژل آگارز  چاهكروليتر آب مقطر استريل شده مخلوط و تركيب بدست آمده در ايكم 6
 45) به مدت EPSميلي آمپر (دستگاه  75در تانك الكتروفورز قرار داده و الكتروفورزگرديدند. الكتروفورز با جريان 

 مورد ارزيابي قرار گرفتند. )   Gel Doccumentation(ژل ظهور گاه دقيقه انجام شده و سپس ژل با استفاده از دست

 
  روش كار   4-3-3

تهيه و با  TAEجهت آماده كردن ژل آگارز با علم مشخص بودن حجم ظرفي كه ژل در آن ريخته مي شود و محلول 
رقيق كرده و سپس بسته به غلظت ژل آگارز مورد نظر پودر آگارز بر روي محلول تهيه  9به  1آب مقطر به نسبت 

شده در داخل بشر ريخته و اين تركيب روي شعله تا وقتيكه رنگ آن شفاف شود هم زده مي شود. بعد از كاهش 
ميل ليتر به محلول اضافه كرده و  10) به ازاء هر EtBrومايد (ميكروليتر ايـتديـوم بر 1درجه حرارت محلول به ميزان 

بعد از هم زدن ، محلول نسبتاً سرد شده داخل ظرف الكتروفورز حاوي شانه ريخته شد. ظرف ژل را در مكاني كه 
داخل ژل  دقيقه ژل سفت شده و شانه را از 15داراي تراز يكنواخت باشد قرار داده تا محلول ژل ببندد. عمدتاً بعد از 

خارج و ژل را در داخل دستگاه الكتروفورز قرار داده شد. بعد از قرار دادن ژل در داخل دستگاه الكتروفورز و اتمام 
(با استفاده از سيستم  UVزير اشعه  DNAكار الكتروفورز آنگاه ژل را از دستگاه خارج كرده و جهت بررسي كيفيت 

  مورد ارزيابي قرار گيرد. DNAاز خاصيت فلورسنت ايجاد شده باند مستند ساز ژل) قرار داده تا با استفاده 
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  استخراجي  DNAبررسي كمي و كيفي  - 1-4-3-3
گيري  ميشود  تا مقاديري كه در  استخراج شده با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر اندازه  DNAغلظت نمونه هاي 

) نمونه ها در طول ODبايستي استفاده شود معين شود. اين عمل با استفاده از رابطه ميزان  جذب نوري ( PCRمرحله 
استخراجي نيز با دستگاه اسپكتروفتومتر و با استفاده از نسبت  DNAنانومتر انجام ميگيرد. همچنين خلوص  260موج 

براي سنجش از طريق اسپكترومتري وجود كافي  DNAتعيين ميشود. بدين صورت كه اگر  OD260/OD 280جذبي 
، با مواد ديگري آلوده شده باشد كه نور را جذب و مانع آناليزهاي DNA) يا اينكه نمونه ng/ml 250>نداشته باشد (

ها وجود دارد استفاده از  در اين گونه نمونه  DNAدقيق شود در اين صورت راه سريعي كه براي تعيين مقادير 
كه با اتيديوم برومايد آغشته شده است و در مقابل نور فرابنفش قرار داده شده است  DNAنه خاصيت فلورسنت نمو

نمونه ها  را مي توان با مقايسه خاصيت  DNAموجودات بنابراين مقدار  DNAمي باشد. چون شدت نور متناسب با كل 
 1-5داد. بـا ايـن روش تا حـدود استفاده شده با يكسري از نمونه هـاي اسـتانـدارد تشـخيـص  DNAنوردهي كلي 

  ).Sambrook, 1989نـانـوگـرم را مي تـوان جـدا كـرد. (
از طريق استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر بايستي جذب نوري نمونه در  RNAيا  DNAهمچنين جهت تعيين مقادير 

ومتر نشاندهنده غلظت اسيد نان 260نانومتر قرائت شود. جذب نوري نمونه در طول موج  280و  260طول موجهاي 
نانومتر برابر با يك شود  260در طول موج  DNAاي از  ميباشد بصورتيكه اگر جذب نوري نمونه  نوكلئيك نمونه

از  μg/ml20 تك رشته اي و DNAاز   μg/ml 40دو رشته اي در محلول و  DNAاز  μg/ml 50نشاندهنده وجود تقريباً 
نـانـومـتر بـه جـذب در طـول  260باشد. همچنين نسبت بـين جـذب در طـول مـوج اي مي  اليگو نوكلئوتيد تك رشته

رود بطوريكه اين نسبت در  ) براي سنجش خلوص اسيدهاي نوكلئيك بكار ميOD260/OD280نـانـومتر ( 280مـوج 
  مي باشد. 2برابر  RNAو در مورد  8/1خالص برابر  DNAمورد 

پايين تر از مقادير گفته شده  خواهد بود و  RNAو  DNAفنل باشد اين نسبت براي اي حاوي پروتئين با  چنانچه نمونه
  تشخيص دقيق ميزان اسيدهاي نوكلئيك ممكن نخواهد بود.
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  Taو  Tmنحوه محاسبه  -3-4-3-3
براي تخمين درجه حرارت مناسب جهت برقراري اتصالات رشته الگو و آغازگرها مي توان از درجه حرارت ذوب 

)Tm) در رابطه با درجه حرارت اتصال (Ta .استفاده كرد (Tm  درجه حرارتي است كه در آن بازهاي مكمل از هم
  (Untergrasser et al., 2007, Wallace et al., 1979)) . جدا مي شوند (ذوب مي شوند

  جهت تعيين دماي ذوب مي توان از فرمول زير استفاده كرد.
Tm= 40C(C+G) +20C (A+T)  

درجه سانتي گراد كمتر از دماي ذوب كافي است تا مجال دو رگه سازي صحيح بين  1-2معمولاً دمايي معادل 
جهت  Tmدرجه سانتي گرادي پايين تر از  8-10ولي در عمل يك محدوده هاي الگو حاصل شود  آغازگرها و رشته

  شود. اطمينان از حصول بهترين نتيجه استفاده و آزمايش مي
در اين تحقيق توالي نوكلئوتيدي آغازگرها (پرايمر ها) مورد اشاره  از طريق جستجوي اينترنتي از بانك ژني تهيه 

  گرديد. 
پس از خروج از فريزر در شرايط دمايي اطاق در زير هود لامينار  dNTPو محلول هاي  ابتدا بافر هاPCR جهت انجام 

قرار داده تا از حالت انجماد خارج شود و جهت يكسان سازي ، مواد به مدت نيم دقيقه ورتكس گرديد. و براي هر 
  ميلي ليتري استريل انتخاب و شماره گذاري گرديد. 0.2نمونه يك ويال 

با مقادير مربوطه افزوده شد.  محتويات ويال ها توسط   PCRسپس بر روي يخ تركيبات مورد نياز براي انجام عمل 
ثانيه سانتريوفوژ گرديد. در اين راستا در  10سمپلر بخوبي به هم زده و ويالها جهت ته نشين شدن محتويات به مدت 

ماكروليتر از پرايمر  0.6ماكروليتر حاوي  25ه ميزان استخراج شده در يك واكنش ب DNAنانوگرم از  100حدود 
) ،  dNTP )Promega USAميلي مولار    MgCl2  ،10ميلي مولار   25(پيشرو و معكوس) ،  Reverseو   Forwardهاي 

5X PCR buffer (Promega)  واحد از 5وTaq DNA polymerase (Promega)  استفاده گرديد.جهت بهينه كردن عمليات
PCR ) در مرحله اول با دادن دامنه حرارتي ، بهترين دماي اتصال ،Annealing Temperature   هر كدام از آغاز گرها (

به رشته الگو بدست آمد و در مرحله بعد جهت اخذ بهترين و شفاف ترين باندها و حذف باند هاي ناخواسته اقدام به 
گرديد.جهت تعين بهترين  dNTPژنومي و  MgCl2   ،DNAاز طريق تغيير غلظتهاي    PCRاپتيماز كردن محصول 

  انجام گرديد. 3طبق جدول شماره  PCRعمليات   MgCl2غلظت هاي ممكن در مقدار غلظت 
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 PCRپروفايل غلظت مواد مورد استفاده براي انجام عمل  -3جدول

14 X  3.00 Mm 
MgCl2  

14X  2.5 Mm 
MgCl2 

14X  2.00 Mm 
MgCl2 

14X 1.5 Mm 
MgCl2 

  

3/76  45/5  79.8 5.70 3/83 95/5 86.8  20/6  D Water 

21  50/1  5/17  1.25  14  1.00  5/10  75/0  25Mm Mgcl2 

35  50/2  35 50/2 35 50/2 35  50/2  5X Buffer 

5/17  1.25  5/17  1.25  5/17  1.25  5/17  25/1  2Mm dNTP 

0/7  50/0  0/7  50/0  0/7  50/0  0/7  50/0  10 µm F  
0/7  50/0  0/7 50/0 0/7 50/0 0/7  50/0  10 µm R  

  75/0    75/0    75/0    75/0  Temp. DNA 

7/0  50/0  7/0  50/0  7/0  50/0  7/0  50/0  Taq.  /µ5  ml 

  5/12   5/12  5/12   5/12  Total 

 
مورد  UVدرصد و رنگ آميزي ايتيديوم برومايد و با استفاده از اشعه  2با استفاده از ژل آگاروز   PCRمحصول  

دقيقه ،  4.30درجه به مدت  94شامل سيكل اوليه  PCRارزيابي قرار گرفت. سيكل حرارتي مورد استفاده در دستگاه 
ثانيه  annealing   (45ثانيه ، اتصال ( 30درجه   94)  denaturationسيكل شامل دماهاي واسرشته سازي ( 40به دنبال آن 

دقيقه و در آخر دماي تكثير  1درجه به مدت  Extension  (72در دماهاي اختصاصي براي هر پرايمر ، بسط و تكثير(
  . )5و  4(جداول دقيقه بود 5درجه به مدت  72نهايي 

  
 16SrRNAدستگاه ترموسايكلر براي تكثير ژن برنامه اجرايي : 4جدول 

 PCRمراحل  سانتيگراد)دما (درجه  زمان تعداد چرخه

 واسرشته سازي اوليه 95 دقيقه 3  1

30 

 ثانيه 30

 ثانيه 45

 ثانيه 60

95 

54  
72 

  واسرشته سازي
  الحاق
 بسط

 بسط نهايي 72 دقيقه 5 1
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 COIدستگاه ترموسايكلر براي تكثير ژن برنامه اجرايي : 5جدول

 PCRمراحل  دما (درجه سانتيگراد) زمان تعداد چرخه

 واسرشته سازي اوليه 95 دقيقه 3 1

30 

 ثانيه 30

 ثانيه 45

 ثانيه 60

95 

56  
72 

  واسرشته سازي
  الحاق
 بسط

 بسط نهايي 72 دقيقه 5 1

  
ميزان  NCBIدر پايگاه  Blastenو رويه  Blastو ابزار قدرتمند  BioEdit يابي با استفاده از نرم افزارپس از توالي

 افزار نرم با  مشابه هاي توالي بازنگري ها، توالي دريافت از سنجيده شد. پسهاي بدست آمده همولوژي توالي
Chromas 2.23 افزار نرم با شده يابي توالي هاي نمونه ها، توالي ميان اختلاف شناسايي منظور به .شد انجام Clustal W 

 MEGAظر با استفاده از نرم افزار و آناليز و رسم درخت فايلوژني و ميزان فاصله ژنتيكي گونه هاي مورد ن  رديف هم

    ).Thompson 1997محاسبه شدند (  5
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DN با روش ف
D استخراج شد

كتروفتومتر مور
اند قوي و باري
 در شكل زير
فيت مناسبي ج
راجي فاقد آلو

رزيابي كميت
DNA نوري 

ب طول موج
تر اندازه گيري

1/2 –8/1بين 

/ گزارش ٥٢
 

 نتايج  -4
ارز - 1-4 

ر -1-1-4
NAاستخراج 

 DNAكميت

دستگاه اسپك
وجود يك با
همانطور كه
كلروفرم كيف

DNA  استخر
  
  
  
  

  
  
  
  

ار -2-1-4
ميزان جذب
نسبت جذب
اسپكتروفتومت
در نمونه ها ب



 ٥٣ .../تان

 نشان داد 
امكان  16

روي ژل  

اتوگرام و 
Reverse  و

 ابزار از ده

 

 و سخت پوست

رجه سانتيگراد
16Sar وSbr3׳ 

PCRمحصول 

  

  درصد

و شكل كروما
eه از تواليهاي 

   مي باشد.

 
استفاد با ماس،

  د.

ميگوهای بومی

در 48 -60يي
׳r5غازگرهاي 

لگوي باندي م

ل آگارز يك د

ختصاصي به دو
با استفاده مشابه

 به شرح ذيل م

C     
كروم فايل رت
شدند رديف ز
  

جاد بانك ژن مي

گراديانت دماي
گراد است. آغ
هم نمودند. ال

16Sr روي ژل

، به صورت اخ
مش هاي ي توالي

آن كه نتايج 

 Clustal W از

بصور طلاعات
باز 480 اندازه

ايج

 

با استفاده از گ
درجه سانتيگ
جفت باز را فرا

  ت.

  
PC  ژنrRNA

16SrRN  
،Forwardايمر
و بازسازي ري

sequ شد انجام

ه با استفاده
اط دريافت عه و
به فوق هايي

16SrRNA   

16SrRNAژن

48گر، دماي
ج 520قريبي

 داده شده است

Rي محصول

NAوالي ژن

 استفاده از پرا
بازنگر ها، والي

uencingهنگام

زسازي شده
مورد مطالعونه

نجام شد. توالي

Aهاي توالي

16SrRN  
جهت تكثير ژ
 اتصال آغازگ

16S به طول تق
ل زير نمايش

الگوي باندي :

ل از تعيين تو
با16SrRNA ي
تو دريافت از 

ت احتمالي در ه

هاي باتوالي
  16SrRNAگو

ا Mega 4 فزار

ير و مقايسه ت
NAتكثير ژن 

ج PCRواكنش 
رين دما براي

 rRNA از ژن

درصد در شكل

:11شكل 

نتايج حاصل
 از تعيين توالي

پس ت گرديد.
صلاح اشتباهات

هم رديفي تو
هايمام توالي

ا نرم در وجود

 

 

تكثي - 2-4
ت - 1-2-4

بهينه سازي و
تركه مناسب

تكثير بخشي
آگارز يك د

  

  
نت - 2-2-4

نتايج حاصل
fasta دريافت

در جهت اص
  

ه - 3-2-4
هم رديفي تم

Clustal W مو



  لعه 

  

 

ق مورد مطال در مناطق گو

 

هاي گونه1  مختلف ميگ

  

16SrRNAاي

های تحقيقاتی

هافي توالي

ش نهايی طرح ه

همرديف :12 

/ گزارش ٥٤
 

شكل

  



 ٥٥ .../تان

 

ميگوهای بومی و سخت پوست

 

ايججاد بانك ژن مي
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 IND.JASK1

 IND.HASK2

 P.IND.AF335279

 MER.HORMOZ1

 MER.HORMOZ2

 P.MER.FJ002573

 MON.CHABAHAR2

 MON.CHABAHAR1

 P.MON.AY744272

 SEM.BUSHEHR1

 SEM.BUSHEHR2

 SEM.JASK2

 SEM.HORMOZ2

 SEM.HORMOZ1

 P.sem.AY744267

 SEM.JASK1

 M.AFF.AY622203

 AFF.HORMOZ

0.01

  ترسيم درخت تكاملي - 4-2-4
-Kimura 2به روش فاصله   Neighbor-Joiningحاصل از ترسيم درخت تكاملي  (topology)وضعيت جغرافيايي 

parameter  گونه هاي مونودون ، مرگويينسيس كلاستر اصلي را نشان داد كه نمونه هاي سه بسيار عميق بود كه وجود
ميگوي سميسولكاتوس در قالب دو واريته  نمونه هاي  همگي در شاخه اول قرار گرفتند. در شاخه دوم و اينديكوس

نمونه هاي ميگوي آفينيس بصورت يك گروه جداگانه صورت مشترك قرار داشتند و ه بو هرمزگان ) بوشهر مجزا (
  . )13(شكل  قرار گرفتند. Out Groupدر قالب جنس متفاوت ( متاپنئوس ) بصورت 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  
  

  
  

  
  Neighbor-Joiningميگوهاي مورد مطالعه به روش  16SrRNAدرخت تكاملي ژن  :13شكل

  
  



 ٥٧ .../ايجاد بانك ژن ميگوهای بومی و سخت پوستان
 

 
 

  
  

  
 Liklihood Maximumميگوهاي مورد مطالعه به روش  16SrRNAدرخت تكاملي ژن : 14شكل 

  
 
 

  
  

 MER.HORMOZ2

 P.MER.FJ002573

 MER.HORMOZ1

 P.IND.AF335279

 IND.JASK1

 IND.HASK2

 MON.CHABAHAR2

 MON.CHABAHAR1

 P.MON.AY744272

 SEM.HORMOZ2

 SEM.JASK2

 SEM.HORMOZ1

 P.sem.AY744267

 SEM.JASK1

 SEM.BUSHEHR1

 SEM.BUSHEHR2

 M.AFF.AY622203

 AFF.HORMOZ

0.02
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 Maximum Parsimoneyميگوهاي مورد مطالعه به روش  16SrRNAدرخت تكاملي ژن  :15شكل

  
   

 SEM.HORMOZ2

 SEM.JASK2

 SEM.HORMOZ1

 P.sem.AY744267

 SEM.JASK1

 SEM.BUSHEHR1

 SEM.BUSHEHR2

 M.AFF.AY622203

 AFF.HORMOZ

 IND.HASK2

 P.IND.AF335279

 IND.JASK1

 MER.HORMOZ1

 MER.HORMOZ2

 P.MER.FJ002573

 MON.CHABAHAR2

 MON.CHABAHAR1

 P.MON.AY744272



 ٥٩ .../تان

 

 و سخت پوست

  ثبت شده

ميگوهای بومی

 هاي مختلف

  

جاد بانك ژن مي

گونهبين در 1

ايج

 

16sاده از ژن

  
  
  
  
  
  
  
  

با استفاژنتيكي فاصله ژصد در د : 6 جدول  
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  در مناطق مورد مطالعه ميگوي 16SrRNA ژنتوالي هاي  نوكلوتيدي تركيب: 7ولجد
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

T(U) C A G Total 

P.sem.AY744267 33.3 12.5 33.5 20.8 457.0 

SEM.JASK1 33.3 12.5 33.5 20.8 457.0 

SEM.HORMOZ1 33.3 12.5 33.5 20.8 457.0 

SEM.HORMOZ2 33.3 12.5 33.5 20.8 457.0 

SEM.JASK2 33.3 12.5 33.5 20.8 457.0 

SEM.BUSHEHR1 33.7 12.3 33.0 21.0 457.0 

SEM.BUSHEHR2 33.7 12.3 33.0 21.0 457.0 

P.IND.AF335279 33.5 12.9 33.7 19.9 457.0 

IND.JASK1 33.5 13.1 33.5 19.9 457.0 

IND.HASK2 33.5 13.1 33.5 19.9 457.0 

MER.HORMOZ1 33.0 13.1 33.7 20.1 457.0 

MER.HORMOZ2 33.0 13.1 33.5 20.4 457.0 

P.MER.FJ002573 33.0 13.1 33.7 20.1 457.0 

MON.CHABAHAR1 33.3 13.1 34.4 19.3 457.0 

MON.CHABAHAR2 33.3 13.1 34.1 19.5 457.0 

P.MON.AY744272 33.3 13.1 34.4 19.3 457.0 

M.AFF.AY622203 35.1 12.8 30.2 21.9 453.0 

AFF.HORMOZ 35.2 12.6 30.3 21.9 452.0 

      

Avg. 33.5 12.8 33.2 20.4 456.5 



 ٦١ .../تان

شان اد كه 
ثير بخشي 
ك درصد 

توگرام و 
ن به شرح 

 استفاده با 

 

 و سخت پوست

سانتيگراد نش 
COIامكان تكث

 ژل آگارز يك

  صد

و شكل كروما
د كه نتايج آن

 
كروماس، يل
  شدند. ف

ميگوهای بومی

درجه 48 -6
I P4و  COfIي 

روي PCRول 

گارز يك درص

تصاصي به دو
شد انجام مشابه

C     
فاي بصورت ت
رديف باز 580 ه

  

جاد بانك ژن مي

0ديانت دمايي
ت. آغازگرهاي
 باندي محصو

CO روي ژل آ

ه صورت اختص
م هاي ي توالي

 Clustal W از

اطلاعات يافت
اندازه به فوق 

ايج

 

ستفاده از گراد
 سانتيگراد است
مودند. الگوي

OIژن  PCRل

C  
، بهForwardمر

بازسازي و ري

  
ه با استفاده

در از پس لعه
هايشد. توالي

 COI ژن

با اس COI ژن
درجه 48ماي

از را فراهم نم

ندي محصول

COIوالي ژن

ستفاده از پرايم
بازنگر ها، والي

زسازي شده
هاي مورد مطال

Mega 4 انجام ش

ژ هايتوالي
C  
جهت تكثير 

ل آغازگر، دم
جفت با 580ي

  شده است.

الگوي بان : 16

ل از تعيين تو
اسبا  COI لي

تو دريافت از 

هاي باتوالي
  COI  هگونه
4 افزار نرم در 

ير و مقايسه ت
OIتكثير ژن 

PCR واكنش 

 دما براي اتصا
ه طول تقريبي
ر نمايش داده ش

6شكل 

نتايج حاصل
ل از تعيين توال

پس ت گرديد.
   د.

هم رديفي تو
هايمام توالي

Clust موجود

 

 

تكثي - 3-4
ت - 1-3-4

بهينه سازي
ترينمناسب
به COI از ژن

در شكل زير
  

  
  
  
  
  
  
  

  
نت - 2-3-4

نتايج حاصل
fasta دريافت

ذيل مي باشد

ه - 3-3-4
هم رديفي تم

tal W ابزار از



 

ر مناطق مورد   مطالعه 

 

گونه هاي مخختلف ميگو در COIهاي لي

های تحقيقاتی

همرديفي توال 

ش نهايی طرح ه

:17شكل 
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ايججاد بانك ژن ميميگوهای بومی و سخت پوست ٦٣ .../تان
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  ترسيم درخت تكاملي - 4-3-4
-Kimura 2به روش فاصله   Neighbor-Joiningحاصل از ترسيم درخت تكاملي  (topology)وضعيت جغرافيايي 

parameter  نيز براي ژنCOI  انجام گرفت كه در نهايت  وجود سه كلاستر اصلي را نشان داد كه نمونه هاي گونه هاي
مونودون و دو واريته از ميگوي سمي سولكاتوس در يك گروه خواهري قرار گرفته و بهمراه گونه مرگويينسيس 

ه ميگوي آفينيس بصورت شاخه اول را ايجاد كردتد. در شاخه دوم نمونه هاي  ميگوي اينديكوس قرار داشتند و نمون
  قرار گرفتند.  Out Groupيك گروه جداگانه در قالب جنس متفاوت ( متاپنئوس ) بصورت 

  

  
  

  Neighbor-Joiningميگوهاي مورد مطالعه به روش  COIدرخت تكاملي ژن  :18شكل
  
  
  
  
  

 SEM.HORMOZ1

 SEM.JASK1

 P.SEM.AF014379

 SEM.BUSHEHR1

 SEM BUSHEHR2

 MON.CHABAHAR2

 MON.CHABAHAR1

 P.MON.EF646172

 P.MER.AY143988

 MER.HORMOZ1

 MER.HORMOZ2

 IND.JASK2

 P.IND.AY395242

 IND.JASK1

 AFF.HORMOZ1

0.2



 ٦٥ .../ايجاد بانك ژن ميگوهای بومی و سخت پوستان
 

 
 

 MON.CHABAHAR1

 P.MON.EF646172

 MON.CHABAHAR2

 SEM.BUSHEHR1

 SEM BUSHEHR2

 P.SEM.AF014379

 SEM.HORMOZ1

 SEM.JASK1

 P.IND.AY395242

 IND.JASK1

 IND.JASK2

 MER.HORMOZ1

 P.MER.AY143988

 MER.HORMOZ2

 AFF.HORMOZ1

0.02

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Liklihood Maximumميگوهاي مورد مطالعه به روش  COIدرخت تكاملي ژن  :19شكل 
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 P.IND.AY395242

 IND.JASK1

 IND.JASK2

 MER.HORMOZ1

 P.MER.AY143988

 MER.HORMOZ2

 MON.CHABAHAR2

 MON.CHABAHAR1

 P.MON.EF646172

 P.SEM.AF014379

 SEM.HORMOZ1

 SEM.JASK1

 SEM.BUSHEHR1

 SEM BUSHEHR2

 AFF.HORMOZ1

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  

  
  

  
  

 Maximum Parsimoneyميگوهاي مورد مطالعه به روش  COIدرخت تكاملي ژن  : 20شكل 

  
  

   



 ٦٧ .../تان

 

 و سخت پوست

  ثبت شده

ميگوهای بومی

 هاي مختلف

  

جاد بانك ژن مي

C گونهبين در

ايج

 

COIده از ژن

  

با استفادنتيكي فاصله ژنصد ر در :  8جدول
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  در مناطق مورد مطالعه ميگوي COI ژنتوالي هاي  نوكلوتيدي تركيب : 9جدول 

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   

Domain: Data 

T(U) C A G Total 

SEM.BUSHEHR1 26.1 18.7 34.9 20.2 578.0 

SEM BUSHEHR2 26.1 18.7 34.8 20.4 578.0 

P.SEM.AF014379 28.7 17.7 35.8 17.7 491.0 

SEM.HORMOZ1 27.9 18.2 35.8 18.2 578.0 

SEM.JASK1 27.7 18.2 36.0 18.2 578.0 

P.IND.AY395242 26.7 17.2 38.9 17.2 501.0 

IND.JASK1 26.3 17.5 39.1 17.1 578.0 

IND.JASK2 26.3 17.3 39.3 17.0 577.0 

P.MER.AY143988 27.4 16.5 37.1 19.0 563.0 

MER.HORMOZ1 27.7 17.1 36.3 18.9 578.0 

MER.HORMOZ2 27.9 16.8 36.6 18.7 577.0 

MON.CHABAHAR1 26.3 18.5 38.1 17.1 578.0 

MON.CHABAHAR2 28.5 17.3 38.6 15.6 578.0 

P.MON.EF646172 26.6 18.3 37.6 17.6 482.0 

AFF.HORMOZ1 27.8 18.5 31.8 21.9 471.0 

Avg. 27.2 17.8 36.8 18.3 552.4 



 ٦٩ .../ايجاد بانك ژن ميگوهای بومی و سخت پوستان
 

 
 

  بحث و نتيجه گيري -5
زيستگاه همچنان در اثر فعاليت هاي انساني غير قابل تحمل نابود ميشوند، . يك دليل براي حفاظت از تنوع ژنتيكي 

گام نخست درتشكيل بانك ژن زنده آبزيان آگاهي و شناخت كامل از وضعيت ساختار آبزيان تهيه بانك ژن است .
ژنتيكي آنها است تا بتوان بر اساس ماركرهاي ژنتيكي هريك از جمعيت ها را شناسايي و براي آن خزانه ژني مجزا و 

يكي ايجاد خواهد تفكيك شده اي تشكيل داد در غيراينصورت تشكيل خزانه ژني از آبزيان متعدد بي هويت ژنت
ارتقاء بازده اقتصادي در سيستم هاي آبزي پروري ،عميقاً به برنامه هاي اصلاح نژاد و آميزش هاي هدفمند گرديد. 

ميگو اين برنامه ها را با هدف مخصوصا بين مولدين وابسته است.به همين دليل امروزه اغلب مراكز بزرگ تكثير 
در مقابل بيماري راه اندازي نموده اند.با اينحال اين خطر همواره وجود  بهبود صفات رشد،بازماندگي و يا مقاومت

موجب افزايش ضريب همخوني در بر ذخاير ژنتيكي مديريت صحيح شناسايي و ضعف دارد كه در دراز مدت ،عدم 
 جمعيت هاي والدي در كارگاه هاي تكثير گردد.افزايش ضريب همخوني باعث كاهش تنوع ژنتيكي ميگردد كه به

نوبه خود توان پاسخ به انتخاب را در نسلهاي آتي كاهش داده و در نهايت منجر به كاهش رشد ،بازماندگي و 
خصوصيات توليد مثلي خواهد شد.با توجه به زادآوري بالا در ميگوها، در برنامه هاي آميزش انتخابي، نياز به تعداد 

ل قرابت ژنتيكي والدين انتخاب شده از بين جمعيت اندكي مولد در لاين والدي وجود دارد كه همين امر احتما
بنا براين با اطلاع از ذخاير ژنتيكي و توليد بانك ژن از منابع ژنتيكي آبزيان  پرتعداد پيش مولد را افزايش ميدهد.

  مخصوصا ميگو ميتوان به افزايش توليد كمك كرد.
از بافت هاي آبزيان  DNAنياز مي باشد. جهت استخراج  DNAدر بررسي و مطالعات ژنتيكي به يك منبع اوليه از 

)، كيت Shaw 1990)، روش اتانول (Hillis and Moritz 1990روشهاي مختلفي وجود دارد مثل روش فنل كلروفرم (
)McQuein et al.2000 ،(CTAB  )Mayet al.1997 و روشهاي ديگر. هر يك از روش هاي عنوان شده مزايا و معايبي (

پاي شناي ميگوي هاي مورد مطالعه جهت استفاده در تهيه بانك ژن   از DNA حاضر جهت استخراج تحقيق دردارند. 
ماكروگرم در  100( كميت و كيفيت داراي شده استخراج هاي DNA گرديد. استفاده كلروفرم -فنل از روش

روي ژل آگارز بدون هيچ گونه  PCRبودند به طوري كه تمامي محصول  PCR انجام جهت قبولي قابل ماكروليتر)
استفاده از روش فنل كلروفرم از متداول ترين  ).Tagart et, al., 1999 آلودگي پروتئيني و يا باند اضافه مشاهده شدند.

- با وزن مولكولي و كيفيت بالا در تهيه بانك ژن مي DNAروشها در اكثر آزمايشات مولكولي در جهت دستيابي به 

 فريزر يا الكل در مدت طولاني كه بافت هايي بودن تعدادي از مواد مورد استفاده، برايباشد و به رغم سمي 
است كه در آن نسبت به بقيه روش ها احتمال  مناسبي هستند روش دار چربي داراي بافت يا و اند شده نگهداري
  ). Bonnauld et al.1994خالص بيشتر است ( DNAاستخراج 
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از بافت منجمد شده ماهيچه و بررسي مولكولي جمعيت هاي گونه  DNAجهت استخراج ) 2004همكاران ( وانا و     
) نيز جهت Khamnamtong et al.2009خامنامتونگ و همكاران ( كلروفرم استفاده نمودند. -ميگوي موزي از روش فنل

از پاي منجمد شده ميگو  DNAكلروفرم جهت استخراج  -بررسي ساختار ژنتيكي ميگوي ببري سياه از روش فنل
را از بافت DNA ) براي بررسي تنوع ژنتيكي ميگوي چيني، استخراج Li et al.2009و همكاران ( استفاده كردند. لي

) نيز در بررسي تنوع 1392ماهيچه اي ميگو با استفاده از روش استاندارد فنل كلروفرم انجام دادند. كشاورزي (
وزي در خوريات لافت و سيريك هرمزگان با استفاده از توالي يابي ژن ژنتيكي و ساختار جمعيتي ميگوي م

16SrRNA  ميتوكندريايي، از روش فنل كلروفرم جهت استخراج DNA.ذخيره  از بافت پاي شناي ميگو استفاده نمودند
است. به اين  هاي تحقيقاتي مورد نياز در اين زمينه مناسب و پاياي نمونه هاي انساني و جانوري ضامن تامين نمونه

وهمچنين نگهداري در ازت مايع  C°70-مختلفي براي حفظ نمونه ها از جمله نگهداري در دماي  منظور از رو شهاي
موجود در منابع مختلف روش نگهداري در شرايط فاز بخار توصيه ميشود.  استفاده مي شود. بر اساس استانداردهاي

و جانوري به انواع مختلف ميكروارگانيسمها  نمونه ها ي انسانياين روش نگهداري براي جلوگيري از آلودگي 
از ژن در اين پروژه از بانك تهيه مايكوپلاسما و انواع ويروسها بيشترين كاربرد را دارد. در  بخصوص آلودگي به

كه دما درقسمتهاي مختلف داخل تانك ثابت و يكسان است.  شدنگهداري نمونه ها در ازت مايع استفاده  روش
سلولها براي مدت زمان طولاني  كي از محاسن اصلي آن براي نگهداري مناسبيداخلي تانك  تثبيت دما در فضاي

  است. 
فاي و توالي شدند. دو روش مختلف تجزيه و  ، با موفقيت آمپليCOIو  mtDNA  ،16S rRNAدر اين مطالعه، دو ژن 

و ديگر گونه هاي   مورفوتايپبه منظور تعيين روابط بين اعضاي اين دو  NJو  MPدرخت يعني  رابطه فايلوزنيتحليل 
  استفاده شد.) Penaeusگونه هاي مطالعه شده براي تهيه بانك ژن (

حفاظت از گونه هاي بومي و اندميك منطقه خليج فارس ميباشد . در اين مطالعه و يكي از اهداف مهم تهيه بانك ژن 
فواصل ژنتيكي) بين دو  ٪/3تنوع نوكلئوتيدي ( /03تفاوت هاي ژنتيكي نسبتا پايين با  16S rRNAداده ژن 

morphotypes  از گونه ببري سبز را نشان دادند كه مشخص كرديد كه واريته بوشهر از لحاظ گونه اي ميتواند گونه
اندميك منطقه خليج فارس باشد لذا لزوم تهيه بانك ژن اين واريته اجتناب ناپذير ميباشد كه در اين پروژه از اين 

  . تهيه گرديد   DNAگونه بافت و 
 16S rRNAي مربوطه خود بودند. منطقه ژن ( شاخه ها ) دهايبه كلا morphotypesو ، قادر به تشخيص دهااين توالي 

به اين معني كه .)Mayer 1994( ميباشد و داراي يك نرخ پايين از تكامل  اخته شده است به با جهش كم حفظ شدهشن
اين تجزيه و تحليل با به اين ترتيب،  بكار برد. اي از درون گونه اي را بيشتر براي افتراق بين گونه اين ژنممكن است 

  ممكن است دو گونه متفاوت باشد. morphotypesكه دو به نظر مي رسد  )  16S r RNAژن (
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Maggioni ) صورتي،از ميگوي ) بر روي يك مورفوتيپ 2001و همكاران subtiliss Farfantepenaeus  به عنوان
 6-4واگرايي ژنتيكي بالايي (. اين مطالعه مطالعاتي انجام دادند 16S rRNAبا استفاده از توالي ژن  "IIمورفوتيپ "

در نشان داد.  Farfantepenaeusگونه هاي  و نسبت به ديگردرصد) در هنگام مقايسه اين مورفوتايپ با مورفوتيپ دوم 
ايپ متعلق به مورفوتقرار گرفتند در حالي كه  يدر يك كلاد عمده تك semisulcatusهاي  همه هاپلوتيپ اين مطالعه

  د متمايز ديگر قرار گرفتند. يدر كلامنطقه بوشهر
نشان داد كه واگرايي نسبتا بالايي در اين  COI، تجزيه و تحليل ژن 16s rRNAژن نوكلئوتيدي  كم واگراييدر مقابل 

 دارد. وجودبراي گونه هاي مختلف ميگودر تهيه بانك ژن منطقه مخصوصا براي واريته بومي ميگوي ببري سبز ژن 
مشاهده شد. اين  semisulcatus از morphotypesسايت متفاوت، براي دو  76 . درCOIدر اين مطالعه، تنوع بالا براي ژن 

مهم بود زيرااختلاف ژنتيكي بدست آمده  بدست آمد 16SrRNبه دنبال اختلاف مشاهده شده بوسيله ژن يافته كه 
، نه فاصله ژنتيكي 17/0ه در اين مطالعه، با بيش از به دست آمد  semisulcatusدر واريته بومي ميگوي COIبوسيله ژن 

، بلكه بسيار متفاوت از تمام گونه هاي ديگر شناخته شده متعلق به منطقه هرمز بودهتنها متفاوت از مورفوتيپ 
Penaeidea  خانواده مانندP.merguiensis ،P.monodon  وP. indicus 3-0تنوع خاص داخل از در يك تحقيق . ميباشند٪ 

 و Penaeus semisulcatusگونه  13بين مورفوتيپ جديد سوبتيليس و  COI 558bpدر تجزيه و تحليل توالي ژن 
P.merguiensis  وP. indicus  .مشاهده شد)Baldwin et al, 1998 ،تعيين توالي از). اين مطالعهmtDNA  از قطعات به منظور

استفاده شد. داده هاي مشاهده شده نشان داده شده است  Penaeidaeبررسي تفاوت هاي ژنتيكي بين گونه هاي ميگو 
 Penaeus) از گونه COIژنوم ميتوكندري (درفواصل ژنتيكي)  ٪8/24تفاوت هاي ژنتيكي به طور غير منتظره بالا (

 هاپلوتيپ براي همه گونه مورد مطالعه COI ،13). براي ژن Gasmao et al, 2000شد. (مورد تجزيه و تحليل مشاهده 
در قرار گرفتند يك كلاد  در semisulcatus هايد جداگانه قرار گرفتند. تمام هاپلوتيپ يپنج كلا درآنها  بدست آمدو

 يك جدايياين آناليز نشان داد كه د ديگر قرار گرفتند. يكلا درديگرحالي كه دو هاپلوتيپ از مورفوتيپ 
  وجود دارد. اندميك بوشهر مورفوتايپهايبين  مورفوتايپي

 Tso) با استفاده از نشانگر 2005و همكاران (mtDNA واريته مورفوتايپهايبين دو  تفاوت japonicus P. نشان دادند را .
با اختلاف  مورفوتايپاين گونه به طور گسترده در سراسر منطقه هند و غرب اقيانوس آرام پراكنده شده است. دو 

با  مورفوتايپ هااول و دوم)، در جنوب درياي چين يافت مي شود. دو  مورفوتايپهاي,، (معروف بهبالا مورفولوژيكي
حال، تفاوت جداگانه در صفات مورفومتريك بين آنها  . با اينمعروف ميباشندالگوهاي مختلف رنگ در كاراپاس 

  . اشتوجود د انديس قابل اندازه گيري 13بر اساس اندازه گيري 
گونه هاي مختلف مورد اقدام براي تهيه بانك ميتوكندري وضوح خوب واگرايي ژنتيكي ميان  DNAتجزيه و تحليل 
 ك ابزار مهم براي در انتخاب مولدين در برنامه هاي اصلاحي. اين نوع تحليل را مي توان به عنوان يژن را نشان داد.
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، مديريت هاي مختلف در برنامه ميبايست. در اين موردو همچنين باز سازي ذخاير اين كونه ها استفاده كرد
broodstocking  ازگونهمورفوتايپ بايد براي دو P.semisulcatus  به عنوان گونه اندميك خليج فارس مطرح  كه

مي تواند به  مورفوتايپ ميگوي ببري سبز. علاوه بر اين، نتايج اين مطالعه نشان مي دهد كه دو ميباشند اجرا گردد
  در نظر گرفته شود.عنوان دو گونه جدا از جنبه هاي ژنتيكي 

ده در گونه هاي مورد استفا با اين حال، اگر داده ها در حال حاضر به دست آمده انعكاس واقعي از تركيب ژنتيكي
بسيار نزديك به هم ميباشد و ما بجر  مورد بررسي هاي تركيب ژني گونهكه  كرداستنتاج  تهيه بانك ژن باشد ميتوان

هيچ سابقه قبلي از انتقال  نشدواختلاف زيادي كه در گونه ببري سبز مشاهده كرديم در گونه هاي ديگر مشاهده 
توزيع ژني گونه كه  انستحتمل ترين توضيح براي اين مشاهده . بنابراين، ممولدين بين مناطق مختلف وجود ندارد

  . هاي مختلف ميگوهاي پناييده يكسان است و بيشتر از يك منشا ژني واحد طبعيت ميكنند
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  پيشنهادها
  
گونه هاي مهم و اقتصادي بيشتري (مخصوصا سخت پوستان بومي منطقه ) در تهيه بانك ژن مورد توجه قرار  – 1

  گيرد.
به  نيز خليج فارس آبزيان جانوري سلول كشت آزمايشگاه و تشكيل آبزيان سلولي ،بانك  در تهيه بانك ژن – 2

 واكسيناسيون و  منظور دسترسي جامعه علمي كشور به رده هاي سلولي و هيبريدوماهايي كه كاربرد آنها در
  مهم ميباشد مورد توجه قرار گيرد.كاربردي  -تحقيقات بنيادي 

اهداي بافت يا سلول هاي شاخص و بارزش ژنتيكي از طرف مراكز تحقيقاتي داخل و خارج از كشور مورد  – 3
  توجه قرار گيرد.

تهيه شناسنامه و ثبت كامپيوتري ، گونه هاي در معرض تهديد و در حال انقراض شناسائي ساختار ژنتيكي  - 4
آبزيان حوزه خليج فارس منابع ژنتيكي بر مديريت ساختار و تمركز و ساماندهي  مشخصات سلولهاي ذخيره شده

آبزيان اين منطقه با همكاري كشور هاي حوزه  ايجاد يك شبكه منسجم ذخاير ژنتيكياز طريق  و درياي عمان
  خليج فارس و درياي عمان مورد توجه قرار گيرد.

  ها مورد توجه قرار گيرد .حفظ و نگهداري گونه هاي مهم وقابل نگهداري در شرايط پايلوت و تكثير آن - 5
 در برنامه هاي به نژادي در آبزيانهاي مطلوب از خويشاوندان وحشي به گونه هاي اهلي انتقال بين گونه اي ژن - 6

  مورد توجه قرار گيرد.
چاپ و انتشار كاتالوگ ها و اطلاعات از طريق   افزايش آگاهي هاي عمومي در زمينه حفاظت ذخاير ژنتيكي - 7

  آبزيان منطقه مورد بررسي و توجه قرار گيرد. براي حفاظت و ارزيابي و بهره برداري منابع ژنتيكيلازم 
برگزاري كارگاه هاي آموزشي بين المللي سالانه  ( بيشتر با كشور هاي حوزه خليج فارس و درياي عمان ) در  - 8

آبزيان حوزه خليج فارس و  نتيكيمنابع ژاز حفاظت و ارزيابي و بهره برداري جهت بررسي وضعت موجود و 
  درياي عمان مورد بررسي و توجه قرار گيرد.

(حوزه خليج فارس و  منطقه اي ذيربطبا كشور هاي بين المللي  ايهه معاهددر جهت تهيه دبيرخانه ملي  ايجاد -9
د بررسي و آبزيان خليج فارس و درياي عمان مورمنابع ژنتيكي در جهت حفظ  مجامع جهانيدرياي عمان ) و 
  توجه قرار گيرد.
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  . موسسه تحقيقات شيلات ايران. مركز تحقيقات شيلاتي درياي عمان.  1375
 و لافت خوريات در Fenneropenaeus merguiensis موزي ميگوي ژنتيكي تنوع . بررسي1392كشاورزي، ف.،   -

ميتوكندريايي. پايان نامه كارشناسي ارشد شيلات، دانشگاه  16SrRNA ژن يابي توالي از استفاده با سيريك
  صفحه. 76هرمزگان، 
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Abstract 
Genetic knowledge and Gene bank preparation can help to protect biodiversity and detect , species identify , fishing 
offenses , genetic classification and also identification the faliure cross hybridizations of marine animals .  
In this study, sampling was performed from Jask, guatr and Hormuz areas, which is the most important habitats for 
the species studied using bottom trawl. Total DNA extraction was performed using phenol - chloroform method. 
After relevant studies on this gene primers were designed and in use. After editing the sequences, nucleotide BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) was performed using NCBI blast main page. 
The sequences obtained from each sample were aligned and corrected from any ambiguities and assembled using Bio 
edit program .Trees were generated using maximum parsimony (MP), a character-based algorithm and neighbor 
joining (NJ) a distance-based algorithm for phenetic analysis.  The distance matrix option of MEGA4 was used to 
calculate genetic distance according to the Kimura 2-parameter model of sequence evolution. 
Based on the results obtained, the optical density of 260 to 280 nm in the samples was recorded between 1/8 - 2, 
indicating good quality DNA samples. 
Optimized PCR reaction to 16SrRNA and COI gene amplification using the gradient between 48 - 60° C showed that 
the most suitable criteria for binding primers, 48 and 54 Celsius degrees respectively. 
The project objectives including the identification of the genetic structure of the species, and draw the phylogenetic 
trees using two genes 16SrRNA and COI, making identification and registration of specified computer storage and 
regulate the structure and management of mentioned species by focus on genetic resources 5 species of shrimp (P. 
semisulcatus   ، P. indicus  ،  P. merguiensis   ، P. monodon  ، M. affinis) in the Persia Gulf and Oman Sea through the 
creation of an integrated network of aquatic genetic resources in the region to try to identify genetic resources and 
aquatic gene bank. 
Molecular investigation of mitochondria DNA (mtDNA) using partial sequences of 16S rRNA gene showed 
relatively low genetic differences between the P. semisulcatus morphotypes. These sequences were able to 
distinguish between the two morphotypes, and separated them into two distinct clades. Also genetic divergence 
detected by COI gene analysis was consistently higher. High genetic divergence for COI was observed between the 
two morphotypes of P.semeisulcatus which emphesise that the gene bank preparation should be perform for this 
morphotype of this species. 
This type of analysis could be considered as an important tool to be used in broodstock selection in breeding 
programs. In this case, different management in broodstocking programs should be performed for two morphotypes 
of P. semisulcatus which were detected in Persian Gulf. The results of this study show that two Morphotype  of  
P.semisulcatus can be considered as two separate species from genetic aspects. 
 In this regard, it can be assumed that the genetic composition of the studied species is very close together and we've 
no seen a huge difference in the species except in the green tiger species. 
 
Keywords: Gene Bank, mtDNA  ، Genetic Resourcess ،16S rRNA, Cytochrom Oxidase I,  P. semisulcatus  ، P. 
indicus  ،  P. merguiensis  ، P. monodon  ، M. affinis 
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