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 چکیده

با  بوشهر در دو منطقه بندرعباس و های ماهي مرکب ببری  جمعیت يژنتیکبررسي تنوع  به منظوردر اين مطالعه 

 جمع آوری و بوشهربندرعباس و مناطق  نمونه از 56تعداد  ،میکروستلايتنشانگرهای ملکولي جفت از  1 استفاده از

به آزمايشگاه بیوتکنولوژی دانشگاه  درصد قرارداده شد و 31نمونه در الکل اتیلیک  هر بازوی )تانتاکول( مقداری از

 میت وکیفیتک استخراج ويک درصد CTAB ژنومي به روش   DNA.منتقل گرديد خرمشهر فنون دريايي علوم و

DNA  واکنش زنجیره  .تعیین گرديد يک درصد ژل آگاروز الکتروفورزکتوفتومتر و با استفاده از روش اسپ خراجيتاس

درصد  8 میدآروی ژل اکريل  PCR تمحصولا و انجام گرفت ريزماهواره ای جفت آغازگر 1 با استفاده از ای پلي مراز

پس از جفت مونومورف بودند.  2جفت از پرايمرها پلي مورف و  4که  میزی گرديدآبا نیترات نقره رنگ  و الکتروفورز

محاسبه   GenAlexو Arlequin افزارهای نرم ازه پارامترهای ژنتیک جمعیت با استفاد ،اندازه گیری آلل ها شمارش و

نشان داد که میزان  بدست آمده نتايج .رسم گرديد TFPGAبا استفاده از نرم افزار  بین نمونه ها رابطه فیلوژنیکي و

 196/1 پايینکي یمیزان تمايز ژنت و باشد مي  754/1و  282/1به ترتیب کي بین مناطق ینتژشباهت  فاصله ژنتیکي و

 .مشاهده گرديد مناطق بین
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 مقدمه. 1

 که تماماست های نرم تنان  سرپايان يکي از رده

گونه را  8111ايي بوده و بیش از يدر نآهای  گونه

و به چهار  (Lindgren et al., 2004) شوند شامل مي

و  ها، هشت پاهاها، اسکويید سووتیلوگروه اصلي، ن

 Hickman et) شوند بندی مي تقسیم مرکب انماهی

al., 2003.)  ماهي مرکب ببری فراوانترين گونه موجود

آب های  در سرتاسر و از سرپايان در خلیج فارس است

تا استان  در شرق جنوب کشور از سیستان بلوچستان

ارای اين گونه د .غرب پراکنش دارد خوزستان در

که  باشد مي ارزش اقتصادی و اکولوژيکي فراواني

اخیر به دلیل صید بي رويه  های در سالمتاسفانه 

ذخاير اين گونه کاهش چشمگیری داشته است 

(Khodadadi et al., 2010.)  با توجه به ارزش تجاری

و اقتصادی بالای ماهي مرکب ببری، اطلاعات اندکي 

جود دارد در مورد ژنتیک جمعیت اين گونه و

(Anderson et al., 2007)  که تنها مطالعه انجام شده

ررسي ژن ب Nahavandi et al., (2005)به  محدود 

18SrRNA  به روش  PCR-RFLPدر خلیج فارس و 

افزايش کاربرد نشانگرهای ريز . باشد مي دريای عمان 

تواند  ميدهد که اين روش  ها نشان مي ماهواره

جمعیت سرپايان  شناخترا برای  ياطلاعات جامع

 Adcock et al., 1999; Doubleday et) ) نمايدفراهم 

al., 2009 

در اين پژوهش از روش ملکولي ريزماهواره برای اولین 

 جمعیت يمقايسه و بررسي تنوع ژنتیک منظوربار به 

مرکب ببری در   ی تجاری و ارزشمند ماهي گونه های

 ه است.استفاده گرديد مناطق بندرعباس و بوشهر

 

 مواد وروش ها. 2

جمع آوری نمونه ها بصورت تصادفي از ماهیان مرکب 

 .انجام شد بوشهر منطقه بندرعباس و صید شده از دو

 بوشهرنمونه از  91 نمونه از بندرعباس و 26تعداد 

از بازوی )تانتاکول( هر نمونه  قطعه ایجمع آوری و 

يشگاه درصد قرارداده شد و به آزما 31در الکل اتیلیک 

بیوتکنولوژی دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر 

يک   CTABبه روش DNAاستخراج . منتقل گرديد

 انجام گرديد جزئي راتيیتغی باو  درصد

(Winnepenninckx et al., 1993).  کمیت و

استخراجي با استفاده از اسپکتوفتومتر   DNAکیفیت

 .تعیین گرديد يک درصد و الکتروفورز ژل آگاروز

در اين تحقیق شش جفت آغازگر از دو گونه ماهي 

 Sepia officinalis (Shaw and Pérez) )مرکب 

Losada, 2000)  و(Sepia esculenta) (Wang et al., 

انتخاب گرديد و تکثیر جايگاهای ژني در   (2010

 611تا  51میکرولیتر و شرايطي شامل: ) 25حجم 

یلي مولار م dNTPs  ،2میلي مولار DNA،2/1نانوگرم 

MgCl2 ،61 ،حد آنزيم وا 5/6پیکومول از هر پرايمر

( انجام گرفت. تنظیم  PCR×1بافرتک  پلي مراز، 

درجه سانتیگراد به مدت  34درجه حرارت به صورت 

 91دقیقه برای واسرشت سازی اولیه، همراه با  5

درجه سانتیگراد به مدت  34چرخه حرارتي به صورت 

درجه  72ثانیه و  91صال ثانیه، درجه حرارت ات 91

 5درجه به مدت  72ثانیه با يک بسط نهايي  45برای 

دقیقه انجام گرديد و محصولات واکنش زنجیره ای 

درصد جداسازی  8پلي مراز بر روی ژل اکريل آمید 

برای تعیین اندازه آللي  bp51شدند. از نشانگر 

در ادامه، ژل ها با نیترات نقره رنگ و  استفاده شد

پس از تهیه  .(Bassam et al ., 1991گرديد ) آمیزی

محاسبه طول  برای LabImage افزارتصاوير از نرم 

 درون تنوع پارامترهای تعیینقطعات استفاده گرديد. 

محدوده  ،( Na) واقعي آلل تعداد شامل جمعیتي

 شده مشاهده هتروزيگوسیتي همچنین و (R)آللي

(Ho )انتظار مورد و (He ) نرم افزاربا استفاده از 

Arlequin v. 3.5.1 .تمايز جريان ژني،  محاسبه گرديد

 Weir and بر اساس مدل (Fst) ژنتیکي

Cockerham,1984) )  فاصله  شباهت و مقاديرو

بوسیله نرم افزار  (Nei, 1972)بر اساس مدل   ژنتیکي

Gen Alex (Peakall and Smouse, 2009)  و رابطه

فاده از نرم فیلوژنیکي بین نمونه ها با است

 .رسم گرديد ((TFPGA v.1.3  Miller, 1997افزار

آلل های نول با وجود ها و  بندی آلل خطای دسته
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  Micro checker v. 2.2.1نرم افزار  استفاده از

(Oosterhout  et al., 2004) .بررسي شد  

 

 نتایج. 3

 4زگر مورد استفاده ادر اين تحقیق از شش جفت آغ

 و دو جفت مونومورف کل()چندش جفت پلي مورف

 تمامي جايگاههای و( 6)جدول  بودند (شکل )يک

مورد مطالعه انحراف معني داری از  های  جمعیت ژني و

 میزان .(2)جدول  (P < 0/05) تعادل را نشان دادند

، AMOVAبر اساس آزمون  شباهت ژنتیکي فاصله و

بدست  به ترتیب 754/1و  1/ 282 مناطق بین دو

 و 196/1بین دو مناطق  (Nm) ريان ژنيو ج FST .آمد

همچنین نمودار  .محاسبه گرديدبه ترتیب  77/7

 حاصل از فاصله ژنتیکي دو (UPGMA) دندروگرام

با نرم افزار  (Nei, 1972مطالعه بر اساس ) منطقه مورد

 TFPGA282/1 (.6شکل) بدست آمد 
 

   ای رههای ريزماهوا خصوصیات و نتايج بدست آمده از جايگاه :6جدول

 مونومورف های جايگاه*
 نتايج بدست آمده از جايگاهای پلي مورف خصوصیات و :2جدول

 نمونه نام جمعیت و تعداد  مطالعه مورد ژني جايگاههای 

  Secu77 Secu 44 Secu17 Secu15 میانگین و انحراف معیار

ر)
شه

بو
91) 

57/1±5/7 7 8 8 7 Na 

51/1±75/1 7 7 7 1 R 

21/1±599/1 411/1 899/1 417/1 499/1 Ho 

17/1±816/1 844/1 881/1 861/1 897/1 He 

 111/1 111/1 111/1 111/1 P 

57/1±5/7 7 8 8 7 Na 

س)
عبا

در
بن

26)
 

25/6±25/7 1 3 7 7 R 

53/1±191/1 764/1 163/1 576/1 163/1 Ho 

12/1±844/1 844/1 881/1 861/1 897/1 He 

 111/1 111/1 111/1 111/1 P 

Na ،تعداد آللR  ،محدوده آللي Ho ،هتروزيگوسیتي مشاهده شده He مورد انتظار، هتروزيگوسیتي P-value=0/05  سطح احتمال 

 

 جايگاه ژني چرخه تعداد اتصال دمای واحدتکرارشونده (5´>9 ´توالي آغازگر)

F:CAGTTATATCAGTTTTCCAAAGC 
(AAT)16 56 91 Sof2* 

R:ATTAACAGTTTTCAGCAACGA 

F: TCAGAAATACCAGCGTAG 
(TG)6 41 91 Secu3* 

R:TATAACCACAAGGACCAG 

F: ATGGCGAGCGTGAGTGAA (TG)6(TG)14 

(TG) 5(TG)11 
59 91 Secu44 

R:CACCCGTCATCCTCATCG 

F:TATGAAGGTAGGCGGGAGTC 
(GT)8 58 91 Secu15 

R:AATTCTTGATGCAAAGTGG 

F:CTGGGAGAAATGACAAAA 
(GT)14 55 91 Secu17 

R:CACTCTGCCACTCTACAT 

F: TCTTGGCCTTTCCACTAACT 
(AC)11 59 91 Secu77 

R:TGATTTCCTTCTTTCCCTCT 
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حاصل از فاصله  (UPGMA) : نمودار دندروگرام6شکل 

( با Nei, 1972ژنتیکي دو منطقه مورد مطالعه بر اساس )

  TFPGAاستفاده از نرم افزار
 

 نتیجه گیری ث وبح. 4

های ملکولي رايج در تعیین تفاوت  تکنیک از جمله

ها و چندشکلي در  نوکلئوتیدی، تشخیص جمعیت

با  .ها استفاده از نشانگرهای ريزماهواره است جمعیت

وجود اهمیت بالای ماهي مرکب ببری، دارا بودن 

ارزش اقتصادی و همچنین اکولوژيکي بالا، اطلاعات 

عیت اين گونه در مورد وضعیت فیلوژني و ژنتیک جم

اين گونه  .(Anderson et al., 2007)باشد  اندک مي

سال تا دو  يکي در حدود دوره زندگي کوتاهدارای 

 Boal et) میرند از فصل تخم ريزی مي بعد و باشند مي

al., 2010.) چرخه زندگي Semelparous  با دوره

جواني غیرقابل پیش بیني منجر به کاهش شديد 

 Boyle)شود  ها مي یاری از گونهاندازه جمعیت در بس

and Boletzky, 1996.)  بنابراين ضروری است تا

تصوير دقیقي از ساختار جمعیتي، جهت مديريت صید 

 ,Shaw)برداری از اين منابع دريايي ايجاد شود  و بهره

های گروهي سرپايان جهت تخم  مهاجرت. (2003

 و (Carvalho et al., 1992) ريزی )تولید مثل( توسط

تمامي  نتايج حاصل سبر اسا شده است. بیان

های مورد مطالعه انحراف   جمعیتجايگاههای ژني و 

عوامل متعددی  معني داری از تعادل را نشان دادند.

تواند در انحراف از تعادل هاردی واينبرگ دخالت  مي

بنمايد. در مطالعات مشابه انجام شده در ديگر مناطق 

انحراف از تعادل را های نزديک علل  بر روی گونه

 های نول و فاکتورهای ديگری از قبیل مهاجرت آلل

اند  عنوان کرده مثل گروهي ماهیان مرکب جهت تولید

(Garoia et al., 2004; Zheng et al., 2009.) 

زيگوسیتي نیز به عنوان معیاری از سنجش تنوع هتر

ها و آبزی  ها، مورد توجه اکولوژيست ژنتیکي جمعیت

. در مطالعه حاضر در ((Xu et al., 2001 پروران است

نمونه برداری و در تمامي جايگاههای  هر دو منطقه

ژني هتروزيگوسیتي مشاهده شده نسبت به 

تر بود. کاهش در  هتروزيگوسیتي قابل انتظار پايین

تواند نتیجه  هتروزيگوسیتي مشاهده شده مي

های نول يا فاکتورهای  فاکتورهايي از قبیل وجود آلل

یولوژيکي از قبیل درون آمیزی، اثر وهلاند يا انتخاب ب

جدا از دلايل  (.Zheng et al., 2009)طبیعي باشد 

بیولوژيک معمول در ايجاد کسری هتروزيگوسیتي، 

 ها به طور خاص مستعد اين پديده هستند ريزماهواره

(Diz and Presa, 2009).  نتايج به دست آمده از

م شده بر روی سرپايان مطالعه حاضر و مطالعات انجا

دهد کاهش هتروزيگوسیتي به طور گسترده  نشان مي

 ای در مطالعات جمعیتي سرپايان يافت

 ;Shaw and Pérez-Losada, 2000) شده است 

Garoia et al., 2004; Cabranes et al., 2008)  . در

مطالعات انجام شده بر روی سرپايان، دلايل اصلي 

-Pérez)های نول  د آللکاهش هتروزيگوسیتي را وجو

Losada et al., 2002; Wolfram et al., 2006)  و

همچنین مهاجرت گروهي سرپايان جهت تولید مثل 

 ,.Garoia et al., 2004; Zheng et al)نسبت داده اند 

-Micro به دست آمده از نرم افزار . نتايج(2009

cheker ها بندی آلل ي از وجود خطای دستهعلايم 

های ژني نشان نداد ولي در هر دو  هیچ يک از جايگاه

جمعیت افزايش هموزيگوسیتي را نشان داد که ممکن 

های نول وجود  است در جايگاههای ژني ياد شده آلل

تواند  مي و آلل های نول مهاجرت گروهي .داشته باشد

 انحراف از تعادل و يکي از علل کاهش هتروزيگوسیتي

ند ساير مطالعات انجام شده های حاضر همان در يافته

 Wrightبر اساس معیار  .های مشابه باشد بر روی گونه

نشان دهنده  15/1بین صفر تا  FST( میزان 1978)

تا  65/1تمايز متوسط و  65/1تا 15/1تمايز پايین، 
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نشان دهنده تمايز ژنتیکي بالا میان  25/1

هاست. نتايج به دست آمده از اين تحقیق  جمعیت

( در میان 196/1تمايز ژنتیکي پايین )نشان از 

های تحت مطالعه را دارد که ناشي از جريان  جمعیت

هاست. نتايج به دست آمده از   جمعیتژني بالا بین 

دامنه و میزان تمايز ژنتیکي در پژوهش حاضر با نتايج 

های  حاصل از ديگر مطالعات انجام شده بر روی گونه

: در از قبیل  هم جنس ماهي مرکب در ديگر مناطق

 168/1دريای مانش و خلیج بیسکي با میانگین کل 

(Wolfram et al., 2004) ،  در دريای آتلانتیک

در اطراف  و(Garoia et al., 2004)  (122/1تا 168/1)

همخواني  121/1ژاپن و چین با میانگین کل

 . (Zheng et al., 2009)دارد

ز عدم وجود يک مانع قابل توجه برای جلوگیری ا 

پراکنش ماهیان مرکب در محیط دريايي باعث شد 

FST  پايین در اين مطالعه مشاهده گردد. البته بايد

بدلیل غیر اختصاصي بودن جايگاههای  اشاره نمود

ژني، طراحي و استفاده از نشانگرهای ريزماهواره ای 

 اختصاصي گونه و ديگر روش های آنالیز ملکولي نظیر

AFLP يج و تايید نتاجهت تشخیص بهتر تفاوت

 رسد. حاصل از اين تحقیق ضروری بنظر مي
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Abstract 

In this present study genetic diversity of cuttlefish (Sepia pharaonis) populations were 

investigated using microsatellite markers. Total 51 samples were collected from Bandarabass 

and Bushehr regions. Tissue sample of arm tips (tentacle) were preserved in 96% ethanol 

alcohol until using in biotechnology laboratory of Khorramshahr University of Marine 

Science and Technology. Genomic DNA was extracted with CTAB method. The quality and 

quantity of extracted DNA was assessed by 1% agarose gel electrophoresis and 

spectrophotometry, respectively. Polymerase chain reaction conducted with 6 pairs of 

microsatellite primers. PCR products were electrophoresed on 8% polyacrylamide gel and 

stained with silver nitrate. These primers were shown 4 pairs of polymorph and 2 pairs of 

monomorp. Allele Sizes were measured in populations then genetic parameter were calculated 

using Arlequin and Gen Alex Programs and phylogenetic relationship was determinated and 

drawn using TFPGA Program. Result obtained showed genetic distance and resemblance 

distance is 0.282 and 0.754, respectively and Weak but significant genetic differentiation was 

present 0.031 between of populations. 
 

Keywords: Microsatellite, genetic diversity, Sepia pharaonis, cuttlefish, Bandarabass, Bushehr 

 

Table 1. Characteristics and result obtained from microsatellite loci  

Table 2. Characteristics and result obtained from Polymorphic loci 

Figure1. UPGMA dendrogram relationships between of populations based on Genetic distance (Nei, 

1972) using TFPGA software 
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