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 بر اساس Scomberomorus commersonشیر  ژنتیکی ماهی ارزیابی و شناسایی مولکولی

 D-Loop  یکاز تکنو دریای عرب با استفاده  ، دریای عمانفارسیجخلژنوم میتوکندریایی در 

 High Resolution Melting Real Time PCR 

 

 چکیده

بوده و  (Scomberidae)از خانواده تون ماهیان ( Scomberomorus commerson)ماهی شیر

 . در این بررسی شناسایی مولکولی و تمایز ژنتیکیباشدیماقتصادی و اکولوژیکی دارای اهمیت زیادی  ازنظر

 HRM-Real Time ژنوم میتوکندریایی با استفاده از تکنیک D-loopاین ماهی بر اساس منطقه 

PCR منطقه بوشهر، دوحه، جاسک  4 یرازشنمونه ماهی  511، باله پشتی صورت پذیرفته است. برای این کار

با استفاده از  HRM-Real Time PCRبا انجام واکنش  هاآنو کراچی تهیه و پس از استخراج ژنوم 

گروه،  3گروه، دوحه  8بوشهر در  یهاآببرای  هاسرگروهصورت پذیرفت.  یبندگروه ،SYTO 9رنگ 

، در واکنش نهایی هانمونهپس از بررسی  یتدرنهاشدند و  یبنددستهروه گ 3گروه و کراچی  3جاسک 

HRM-Real Time PCR ،01  .اییرهزنجبا انجام مجدد واکنش  منتخب یهانمونهگروه حاصل شد 

ر بانک ژنی موجود د هاییتوالاز تعیین توالی با  آمدهدستبهبرای تعیین توالی ارسال شدند. نتایج  از یمرپل

NCBI قایسه شده و جنس و گونه ماهی شیر مS. commerson  شناسایی شد. سپس با رسم درخت

 عنوانبه تواندیمو مشاهده تمایز ژنتیکی، مشخص شد که این تکنیک  آمدهدستبه هاییتوالفیلوژنی توسط 

حقیق جمعیتی و سرعت بخشیدن به روند ت هاییبررسبرای  هانمونه یبندگروهدر تفکیک و  مؤثریک تکنیک 

 قرار گیرد. مورداستفاده

 

 .HRMA، دریای عمان، دریای عرب، فارسیجخلماهی شیر، تون ماهیان،  کلیدی: واژگان

 

 

 

 

 مقدمه

. دشونیمعرضه و کنسروی به بازار  زدهیختازه،  صورتبهاقتصادی هستند که  از ماهیان باارزش، گروهی بسیار (Scombridae) تون ماهیان

  (de, 1800`epe′Lac) ماهی شیر  .)Nauen, 1983) andollette Cحاره و نیمه حاره جهان پراکنش دارند  هاییانوساقدر  هاآن

Scomberomorus commerson  از خانواده تون ماهیان (Scombridae)   و از راستهPerciformes  یک ماهی شکارگر منطقه سطح

جهانی دارد، در سراسر  یباًتقراین ماهی که انتشار  (Mc pherson, 1992) گرمسیری هند آرام داشته یهاآبکه پراکنش وسیعی در  باشدیمزی 

، سواحل هند، آسیای جنوب شرقی، شمال چین، فارسیجخلمناطق ساحلی اقیانوس هند، آرام، دریای سرخ، شرق افریقا، دریای عرب،  یهاآب

 دیده متری( 01تا  51 هایعمق در )معمولاً عمقکم ساحلی یهاآب قاره فلات اکولوژی در محدوده ازنظرو  شودیم.. مشاهده ژاپن، استرالیا و .
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 5علی ناظمی
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 یحیو تفر سنتی تجاری، صید در مهم یاناز ماه خود، پراکنش جغرافیایی مناطق یدر تمام . همچنین(Claereboudt et al., 2005) شودیم

 .S این ماهی سالانه یدصاز سازمان تحقیقات شیلات ایران میزان  آمدهدستبهطبق آمار  .(Collette and Nauen., 1983گردد )یم محسوب

commerson (.5939است )شیلات ایران،  یدهرس 5930تن در سال  01590به  5988تن در سال  0335از  5930تا سال  5988 یهاسالطی  در 

علمی  یهاادهدکه امکان بررسی ساختار جمعیتی و ایجاد  باشدیم یچندشکلطبیعی، وابسته به نشانگرهای  ایهیتجمعمطالعات ژنتیک مولکولی 

ندریایی از ژنوم میتوک هاگونه. در بیشتر سازدیممدیریت منابع شیلاتی را میسر  و تریفضع هاییتجمعحفظ  منظوربهبرای تنظیم برداشت 

توجه به وراثت  با .(Okumus and Ciftci, 2003باشد )یمبرای کشف تمایزهای ژنتیکی  نشانگر خوبیک  عنوانبهو  نشانگرها ییرپذیرترینتغ

ساختار ژنتیک جمعیت، جریان ژنی، هیبریدیزاسیون، جغرافیای زیستی و روابط  تریقعمشناخت بهتر و درک  یبرا مادری ژنوم میتوکندریایی،

 .(Avise et al., 1987; Bartlett and Davidson, 1991) شودیمفیلوژنی موجودات مختلف استفاده 

 ,Liu)باشند یم هایماهو الگوهای تنوع ژنتیکی در  سطوح و ارزیابی ژنتیکی ذخایر ابزارها برای تعیین ساختار ینترمهمژنتیکی از  یهاروش

Z.J. and J.F. Cordes, 2004) تکنیک .High Resolution Melting(HRM)-Real Time PCR  جدید برای  یهاروشیکی از

که  شدبایمروش برای تعیین ژنوتیپ، بررسی جهش و تطابق سکانس  ینترسادهمعرفی شد.  0110 است که برای اولین بار در سال DNAآنالیز 

ذوب،  هاییمنحن PCR. پس از تکثیر توسط واکنش باشدینم هانمونه کاربرد آن در حال افزایش است و در آن نیازی به جداسازی یا پردازش

 .(Gudrun H Reed et al., 2007) شودیم، ایجاد کندینمرا مهار  از یمرپل اییرهزنجتوسط پایش تشعشع رنگ اشباعی که واکنش 

 ردخزانه ژنی  ولی با توجه به شودینمدر معرض خطر در نظر گرفته  گونهیک عنوانبهو دریای عمان  فارسیجخلدر  S. commersonاگرچه 

 یازوردنمو بنابراین استراتژی مدیریت ژنتیکی  باشدیم گونهینامناطق و کاهش جمعیت هشداری جدی برای در معرض خطر قرار گرفتن  ینا

 .( ,5983Abedi, 2012)عابدی و همکاران،  است یضرور

 

 هامواد و روش

 بندرها، دریای عمان و دریای عرب از فارسیجخلاز  جداگانه( طوربهنمونه از هر منطقه  01) S. commersonاز ماهی شیر  عدد 511 تعداد

الی اردیبهشت  5930ماهه آبان  3، جاسک در دریای عمان و کراچی در دریای عرب در طی دوره زمانی فارسیجخلصیادی بوشهر و دوحه در 

 ,.Kumar et al)درصد  31حاوی اتانول  هاییوبته انجام و ب هایماهاز باله پشتی  یریگنمونهگردید.  یآورجمع یرگگوشتوسط تور  5939

و مطالعات ژنتیکی نگهداری شدند.  هایشآزمافریزر، برای انجام گراد درجه سانت -01 یدمادر  هانمونه، یآورجمعمنتقل گردید و پس از  (2014

 .دهدیم، دریای عمان و دریای عرب را نشان فارسیجخلدر سواحل  یبردارنمونه هاییستگاهاموقعیت  5شکل 

 



www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 5931تابستان ، امسی، شماره هشتمسال                           لامی واحد اهواز                      شناسی دریا / دانشگاه آزاد اسپژوهشی زیست -مجله علمی

31 

 

 

دریای عرب  )بوشهر و دوحه(، دریای عمان )جاسک( و فارسیجخلدر  یبردارنمونه هاییستگاهاموقعیت  :1شکل 

 .)کراچی(

 

 High Pure PCR Template preparation Kit Roche) و میتوکندریایی( با استفاده از کیت یاهسته DNAکل ژنوم موجود در سلول )

Cat.no.11796828001)  تعیین کیفیت و کمیت و تعیین غلظت و خلوص  منظوربهاستخراج وDNA الکتروفورز و  یهاروش استخراجی از

 انجام پذیرفت.درصد  5ها از طریق ژل اسپکتروفتومتری استفاده گردید. الکتروفورز ژنوم

-'Forward: (5 وبرگشترفت یآغازگرهانوم میتوکندریایی از بازی( ژ جفت 111)قطعه حدود  D-loopجهت تکثیر ناحیه 

CCGGACGTCGGAGGTTAAAAT-3') ،Reverse: (5'-AGGAACCAAATGCCAGGAATA)  شد استفاده

(Meneses et al,. 2006.) 

یلی مولار، م KCl 51میلی مولار،  Tris 11ژنومی،  DNAنانوگرم از  11میکرو لیتری شامل  01در حجم  Real Time PCR-HRMواکنش 

2MgCl 1/5  ،میلی مولارdNTPs 0/1  ،واحد از  1/5پیکومول از هر پرایمر و  9/1میلی مولارTaq DNA Polymerase وSYTO 9   توسط

بود: پروفایل واکنش شامل  صورتینبدها  DNAبر روی  اجراشده Real Time PCR انجام پذیرفت. شرایط بهینه Corbett 6000 دستگاه

 91شامل  هرکدامکه  شدهانجامسیکل  91دقیقه، با تعداد  1درجه سانتی گراد به مدت  34اولیه دو رشته در  (denaturing) شدنیک واسرشت 

مکمل رشته  شدنساختهثانیه  91، گرادیسانتدرجه  13در  (annealing) ثانیه چسبیدن پرایمرها 14درجه سانتی گراد،  34ثانیه واسرشت شدن در 

(extension) انجام  گرادیسانتدرجه  00رشته مکمل در  شدنساختهدقیقه  1و سپس در پایان واکنش،  گرادیسانتدرجه  00در نبال پرایمرها به د

)بر اساس تفکیک  یبندگروهثانیه انجام گرفت. سپس  1در هر  گرادیسانتدرجه  5/1با شیفت حرارتی  گرادیسانتدرجه  80الی  31از  HRMشد. 

 بارنگهمراه  درصد 0روی ژل آگارز  PCRماکرو لیتر از محصول  1میزان  ؛ وانجام گردیدHRM  (HRMA )وسط آنالیز ( تDNAنقطه ذوب 

Gel red مشاهده باندها و اطمینان از کیفیت باندها استفاده شد یبرا 
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 الذکروقفتحت واکنش  مجدد منتخب یهانمونهبرای توالی یابی،  از یمرپل اییرهزنجحصول حجم مناسب از محصول واکنش  و تعیین توالیجهت  

واقع در کره جنوبی ارسال Bioneer (Bioneer Sequensing Service ) به شرکت و عدم وجود آلودگی و پس از صحت انجام آن قرارگرفته

 شدند.

بازبینی و  یبرا BioEditVer 7.0.1 (Hall, 1999) یافزارهانرممنتخب پس از انجام توالی یابی با استفاده از  یهانمونهدر این تحقیق توالی 

 MEGA افزارنرماز  CLUSTAL Wبا استفاده از برنامه و  NCBIدر بانک ژنی  موردنظرگونه  ییدتأبرای شناسایی و  Blastو  هایتوالاصلاح 

6.06 (Tamura et al., 2013 ) یا استفاده از مدل“Kimura 2-parameter model” و Transitions به همراه Transversions 

 CLC افزارنرمو از  استفاده گردید bootstrap 1000با  neighbor joining tree از محاسبات و رسم درخت فیلوژنی یاپاره منظوربه

Viewer 6.5.2   تساستفاده گردیده ا هایتوالبرای هم ترازی  (Knudsen et al., 2011). 

 

 نتایج

و  گروه 3گروه، جاسک در  8گروه، بوشهر در  3دوحه )قطر( در  یهاآب نشان داد کهبه ترتیب HRM (HRMA ) آنالیز توسط یبندگروهنتایج 

منتخب  یهانمونهمنتخب چهار منطقه برای تعیین  یهانمونه HRM-Real time PCR، واکنش یتدرنها شدند. یبنددستهگروه  3کراچی در 

 یتدرنها، یموردبررسمنطقه  4گروه مرتبط با  03، آورده شده است. از 0 این واکنش در شکل( Melting) نهایی انجام گرفت و نمودارهای ذوب

 یرمجموعهز یهانمونهبه همراه  هاگروه منتخب یهانمونه صورتبه یبندگروهنتایج  ،5که در جدول حاصل شد  HRMاز آنالیز  گروه نهایی 01

 آورده شده است. 9شکل در  هاگروه منتخب یهانمونه PCRمحصولات  تصویر ژلآورده شده است. 

 

 
چهار  یهاگروهمنتخب  یهانمونه برای HRM-Real time PCRاز واکنش ( Melting) ذوب : نمودارهای2شکل 

 .یموردبررسمنطقه 
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 .برای تعیین کیفیت هاگروهمنتخب  یهانمونه PCR: الکتروفورز محصول 3شکل 

 

: K: جاسک، J: دوحه، D: بوشهر، Bو مناطق با حروف  گروه Var نمونه، Sبر اساس آنالیز ) هاگروه HRM: 1جدول 

 .کراچی(

HRM بر اساس آنالیز هاگروه 
Var 10 Var 9 Var 8 Var 7 Var 6 Var 5 Var 4 Var 3 Var 2 Var 1 

B 9S 
 

B 8S 
 

B 4S 
B 6S 
B 11S 
B 19S 

 

B 1S 
B 3S 
K 8S 
K 9S 
K 16S 
K 18S 

D 21S 
B 2S 
B 5S 
B 7S 
B 10S 
B 12S 
B 13S 
B 15S 
B 16S 
B 28S 

 

D 18S 
J 1S 
J 14S 
J 26S 

 

D 9S 
D 15S 
D 16S 
D 17S 
D 19S 
D 23S 
B 14S 
B 20S 
B 22S 
B 25S 
B 26S 
B 31S 
K 11S 
K 12S 
K 24S 
K 25S 
K 28S 
K 4S 

D 4S 
D 11S 
D 12S 
D 14S 
D 24S 
D25S 

 

D 3S 
D 7S 
D 10S 
D 13S 
D 22S 
B 21S 
K 3S 
K 7S 
K 14S 
K 19S 
K 29S 

 

D 1S 
D 2S 
D 5S 
D 6S 
D 8S 
D 20S 

HR  بر اساس آنالیز هاگروه 

Var 20 Var 19 Var 18 Var 17 Var 16 Var 15 Var 14 Var 13 Var 12 Var 11 
J 17S 

 
J 15S 

 
J 13S 

 
J 10S 
J 16S 
J 18S 
J 25S 
J 27S 
J 31S 
J 32S 
J 33S 

J 12S 
J 21S 
J 23S 
J 24S 

 

J 7S 
J 28S 
B 17S 

 

J 4S 
J 6S 

 
 

K 17S 
K 22S 
K 31S 
J 20S 
J 11S 

 

K 15S 
K 21S 
K 27S 
K 30S 

 

K 10S 
K 23S 
K 26S 

 

 

 هایترازهمنتایج نشان دادند  درصد 81را با همولوژی بالای  Scomberomorus commersonهمگی جنس و گونه  هایتوال Blast یجنتا

مختلف  یهاشاخهکه  آورده شده است 1شکل  در شدهیمترسدرخت فیلوژنی  را مشخص کرد. هاسرگروه D-loopنوکلئوتیدی منطقه  یهاتفاوت

 نیز مشاهده شدند. یجادشدهاو تمایزات در درخت فیلوژنی 
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 آورده شده است. هاتفاوتانجام و محدوده  CLC Viewer افزارنرمنمونه منتخب که توسط  22 یتراز: هم 4شکل 

(R: A/G (purine), Y: C/T (Pyrimidine), M: A/C, W: A/T, S: C/G, K: G/T, B: C/G/T, D: 

A/G/T, H: A/C/T, V: A/C/G, N: A/C/G/T.) 
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برای  NCBIدر بانک ژنی  شدهثبتهای  یتوالبهشماره دسترسی ، نمونه منتخب 22: درخت فیلوژنی 5شکل 

 -LC101261.1- LC101262.1- LC101263.1به ترتیب ) S15K ،S4J ،S1D ،S4B یهانمونه

LC101264.1 ،)S17K (LC101268.1 ،)S3D (LC101270.1 )در حال ثبت شدن هستند. باقیو  باشندیم 

 

 گیریو نتیجه بحث

 یهاگونه یایتحقیقاتی بر روی شناس .است پذیرفتهن صورت مطالعات زیادی هاآنی و روابط فیلوژنتیک ماهیان تون شناسایی مولکولی در خصوص

، PCR-RFLP یهافنزیادی با استفاده از  هاییبررسری انجام پذیرفته است. همانند تحقیق جا HRMبا استفاده از تکنیک  ماهیان مختلف

Multiplex PCR  مستقیم از منطقه  طوربهو تعیین توالیD-Loop صورت پذیرفته است اما آنالیزHigh Resolution Melting ،هاتفاوت 

، در نمودارهای شودیم یارشتهتکتوسط افزایش دما  تحت ذوب شدن DNA که یزمانبا نشان دادن کاهش فلورسانس،  DNAرا در توالی 

 هایتیمحدوددقت بوده که  ازنظرسریع، ارزان و بسیار حساس  یپتژنوتکنیک تعیین  یک ، HRM-Real Time PCR.نمایدیممشخص ذوب 

گونه از تون ماهیان در خلیج مکزیک بکار  3برای شناسایی ژنتیکی  (HRMA) که این تکنیک دهدیم را کاهش Post-PCRدیگر آنالیزهای 

 unlabeled probeبا استفاده از  ینچنهمگونه از تون ماهیان با استفاده از پرایمرها و  3برای  ND4از ژن  Melting یو نمودارهابرده شد 

 Peralesست )اشناسایی ژنتیکی داشته  یهاروشرا نسبت به سایر  تریینههزکمو  تریعسرن تکنیک ارزیابی آمدند و نیز نشان داد که ای به دست

et al., 2011).  های مختلف روی تکنیک 0113سال درPCR و در میان ده است  شدهانجامی مختلف ماهیان تحقیق یهاگونهایی برای شناس

یکی  Real-time PCR. اندداشتهبا پرایمر های تخصصی بیشترین کاربرد را  PCRو  PCR-RFLP, PCR-FINSروش اصلی، سه روش 

 .(Teletchea, 2009) بوده استمختلف ماهیان  یهاگونهجدید و کاربردی در شناسایی مولکولی  یهاروشدیگر از 
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م دادند و اهمیت انجا را یمرکزارتفاعات البرز  شیرهای خام یدلاکتیکاس هاییباکتربا استفاده از همین تکنیک شناسایی مولکولی  5983در سال 

 .(5983)فرقانی و همکاران،  زمان و هزینه از نتایج این تحقیق بوده است العادهفوقو نیز امکان کاهش  هانمونه یبندگروهو دقت این تکنیک در 

 مطالعات جمعیتی، شمشیر ماهیاز این روش برای  HRMبا توجه به سریع و اقتصادی بودن و ضریب اطمینان بالای روش 

(Xiphias gladius)  که  ه شدو نشان داد شداز مناطق اطلس شمالی و جنوبی، مدیترانه، هاوایی و شیلی استفادهHRMA  یک روش تعیین

 .(Smith et al., 2009) باشدیموحشی  هاییتجمعقوی برای مطالعه  یپژنو ت

 HRM Real Timeبا استفاده از تکنیک  هانمونهتعداد زیادی از  گرددیممشاهده  HRMیز حاصل از آنال یبندگروه 5 همانطورکه در جدول

PCR  نقطه ذوب یکسان که نشان از  گردیدند یبنددستهمختلف  یهاگروهدرDNA بنابراین با این تکنیک از ؛ باشدیمهر گروه  یهانمونه

 .است گردیده نظرصرفمشابه  یهاگونهانجام توالی یابی برای 

شان داد که ن هانمونه یترازهمدر یک خوشه قرار گرفتند با مقایسه نتایج  شدهیمترسدر درخت فیلوژنتیکی  که S3Dو  S4Bو  S9D یهانمونه

 شان مشاهده شد.میان یدینوکلئوت یهاتفاوتکمترین 

های  SNPsرا با استفاده از  هاگروهمنتخب  یهانمونهمیان  یدینوکلئوت یهاتفاوتنمونه منتخب  01 هاییتوالاز هم ترازی  آمدهدستبهنتایج 

از آنالیزهای  شدهانجام هاییبررسرا نشان دادند و طبق  یاملاحظهقابلروی درخت فیلوژنی تمایزات  هایتوالداد.  به دست 9حاصل در شکل 

مشاهده تمایز مشخص  و MEGA 6.06 افزارنرمبا  آمدهدستبه هاییتوالایجاد درخت فیلوژنتیک توسط  و همچنین HRMو  ذوب نمودارهای

یدن به روند تحقیق و سرعت بخش ژنتیکی هاییبررسبرای  هانمونه یبندگروهدر تفکیک و  مؤثریک تکنیک  عنوانبه تواندیمشد که این تکنیک 

 .قرارداد یموردبررسدر زمان محدود دامنه وسیعی از جمعیت را  توانیمعمل کند و همچنین 

رده و سطح کمک ک هایبررس دقتبهتا حد زیادی  باشدیمآلودگی و خطای آزمایش  ازلحاظ یابستهاین تکنیک یک تکنیک امن و  که یآنجائاز 

 .بردیمدقت را تا حد زیادی بالا 
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