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 بوم شناسی آبزیان مجله

 زیست فناوری دریـا ملی همایشاولین ویژه نامه 

 

 Thryssa whiteheadi( Wongratana, 1983) شناسایی مورفولوژیکی و مولکولی گونه

 های مانگرو تیاب استان هرمزگاناز جنگل 

، مریم 3، لاله پارسا یگانه1آرش اکبرزاده ،3سن شاهزاده فاضلیسید ابوالح، 2و1ایمان سوری نژاد، 1محبوبه افرند

 3، رضا آذربایجانی3صادقی

 گروه شیلات، دانشکده علوم و فنون دریایی، دانشگاه هرمزگان  1
  ، بندرعباسحرا، دانشگاه هرمزگان یها جنگل یا پژوهشکده منطقه ین،نو یها یگروه فناور  2 

 جهاد دانشگاهی، تهران مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران، 3

 مقاله: نوع

 پژوهشی

 :کلمات کلیدی

 DNAگذاری بارکد

 1کروم اکسیداز سیتو
Thryssa 

whiteheadi  

 چکیده

Thryssa whiteheadi تنها گونه بومی گزارش شده از خانواده آنچوی( ماهیانEngraulidae است که به )

در این شود. عمان یافت میفارس و دریایانحصاری در حوضه خلیج طور بهلحاظ پراکنش جغرافیایی 

بارکدگذاری  دقیق با استفاده از تکنیک طور بهاین گونه  لکولیومخصوصیات مورفولوژیکی و پژوهش 

DNA .برداری، بعد از نمونهبه همین منظور،  بررسی شدDNA استخراج و با کمک یک جفت آغازگر 

به . پس از تجزیه و تحلیل، نتایج شدتکثیر و تعیین توالی  1واحد ژن سیتوکروم اکسیداز زیر ، جهانی

برای نخستین  COIو نام علمی و توالی ژن  موجود در بانک ژن مقایسه شدهای آمده با سایر گونه دست

طبق بررسی انجام شده برای این گونه، مقدار  های بارکد، ثبت جهانی گردید.بار در بانک ژن و پایگاه داده

ها دست آمد و فاصله ژنتیکی آن با سایر گونهه صفر ب K2Pای بر اساس مدل فاصله ژنتیکی درون گونه

 درصد محاسبه شد. 33/11متوسط  طور به

 هـمقدم

کلی  طور به( است که Clupeiformesشکلان )ماهیماهیان، متعلق به راسته شگمعروف به آنچوی Engraulidaeخانواده 

، Stolephorus(. سه جنس از این خانواده شامل Eschmeyer, 2013گونه است ) 111جنس و  11زیر خانواده،  2شامل، 

Encrasicholina  وThryssa  عمان گزارش شده است )فارس و دریایهای خلیجاند از آبگونه 11 یداراکهDelfieh et al., 

 Thryssa( که در این میان، گونهNelson, 2006های اقیانوس هند و آرام پراکنش دارند )(. این سه جنس منحصراً در آب2011

whiteheadi های خلیج فارس و دریای عمان گزارش شده است خانواده در آبتنها گونه بومی از این  عنوان به(Whitehead et 

al., 1988بندی خانواده (. در بازنگری ردهEngraulidae  عنوان شده است کهThryssa whiteheadiبندی مشخص ، جایگاه رده

(. در بازنگری و اصلاح تاکسونومی Delfieh et al., 2011) باشدمی Thryssa mystax و واضحی ندارد و این گونه مترادف با گونه

(. به Owfi and Rabbaniha, 2014ی کمیاب معرفی شد )گونه عنوان بهماهیان استخوانی موزه تاریخ طبیعی ایران، این گونه 

است فارس و دریای عمان بوده روی این گونه منحصر به بررسی فون ماهیان خلیجبیشتر مطالعات انجام شده بررسد نظر می

(Whitehead et al., 1988; Randall, 1995; Carpenter et al., 1997 .)با ارزش بومی و به های شناسایی و مطالعه نمونه
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بارکدگذاری یکی از  DNA تکنیک .رودشمار می به زیستی جهت حفاظت از تنوع های پایه درجمله گام از خصوص کمیاب

ها استفاده میتوکندریایی، برای شناسایی دقیق و سریع گونه DNAه از های شناسایی موجودات است کروش تریننوین

را با  DNAبارکدگذاری برای اولین بار تکنیک  2003و همکاران در سال  Hebert(. Costa and Carvalho, 2007نماید ) می

ک سیستم شناسایی زیستی ی عنوان به (COI) 1بر پایه ژن سیتوکروم اکسیداز زیر واحد  میتوکندریایی، DNAاستفاده از 

شناسایی دقیق مورفولوژی  هـدف از ایـن تحقیـقهای جانوری پیشنهاد کردند. جهانی برای تمایز همه یا حداقل اکثریت گونه

استفاده از  با COI هـای ژنتعییـن توالـی نوکلئوتید های مانگرو تیاب استان هرمزگان واز جنگل Thryssa whiteheadiگونه 

 باشد.می (BOLD) های بارکدو پایگاه داده( NCBI) و ثبت جهانی آن در بانک ژن  DNAریگذابارکد

 هامواد و روش

 هانمونه برداری و شناسایی نمونه

Eهای مانگرو تیاب با مختصات جغرافیایی )برداری از ماهیان جنگلنمونه
 ''01'10°15- N ''11'01°21انجام  41 ( در خرداد ماه

درصد فیکس و به آزمایشگاه ماهی شناسی دانشگاه هرمزگان منتقل شدند و سپس  45بلافاصله در اتانول  هاگرفت و نمونه

های برجسته موجود در از ویژگی .(Whitehead et al., 1988) های شناسایی فائو انجام گرفتشناسایی آنها با توجه به کلید

ماهی  قطعه شش مولکولی هایآنالیز انجام منظور بهد و سپس های شناسایی با استفاده از لوپ استریو عکس تهیه شکلید

 های مولکولی انجام گردید.ایران آزمایش زیستی و ژنتیکی ذخایر ملی مرکز آزمایشگاه بانک مولکولی شد و در انتخاب

 ، تکثیر، توالی یابیDNA استخراج

حیوانی  و انسانی سلول و خون ژنومیک  DNAاستخراج کیت از استفاده با ماهی دمی ساقه عضله قسمت از DNA استخراج

 آمیزی ژل رنگ و الکتروفورز از بعد .شدانجام  (cat no. MBK0021)ی و زیستی ایران کیژنتتولید شده در مرکز ملی ذخایر 

 با طول (COIتکثیر ژن ) جهت از آن عکس گرفته شد. (Gel Documentسازی ژل )مستند دستگاه با بروماید،اتیدیوم در

 ( استفاده1441و همکاران )  Folmer( معرفی شده توسط HCO2198-LCOI490های )پرایمر جفت جفت باز از 512ریبا تق

 گردید.
5'- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' : LCOI490 

HCO2198: 5'- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3' 

)با کمی تغییرات( صورت پذیرفت. این  2003در سال  و همکاران  Hebertپیشنهادی روشاساس پلیمراز بر  ای واکنش زنجیره

 3های حرارتی مورد استفاده برای بسط قطعه مورد نظر شامل تکثیر ژن با چرخه واکنش در دستگاه ترموسایکلر انجام شد و

سازی در چرخه شامل واسرشته 1گراد بود. بعد از این مرحله، شروع درجه سانتی 41سازی اولیه در دمای دقیقه واسرشته

ثانیه و  30گراد به مدت یک دقیقه و درجه سانتی 11ها در دمای ثانیه، اتصال پرایمر 10گراد به مدت درجه سانتی 41دمای 

سازی در چرخه شامل واسرشته 31گراد به مدت یک دقیقه و به دنبال آن درجه سانتی 12ی مورد نظر در دمای بسط ناحیه

ثانیه و  30گراد به مدت یک دقیقه و درجه سانتی 11ها در دمای ثانیه و اتصال پرایمر 10دت گراد به مدرجه سانتی 40دمای 

دقیقه بسط تکمیلی  1چرخه حرارتی با  گراد به مدت یک دقیقه انجام گرفت. ایندرجه سانتی 12ی مورد نظر در بسط ناحیه

با ) لیترمیکرو 1/0 مراز پلیاز آنزیم تک لیتر،میکرو 10با حجم  PCR هر واکنش گراد پایان پذیرفت.درجه سانتی 12در دمای 

 هااز پرایمر لیتر،میکرو 2 (X10بافر ) میلی مولار(، 21لیترکلرید منیزیم )با غلظت میکرو 3لیتر(، واحد آنزیم بر میکرو 1غلظت 

لیتر و میکرو DNA 2-1لی مولار(، می 10 )با غلظت dNTP لیترمیکرو 1/0 مول(، مخلوطپیکو 10لیتر )با غلظت میکرو 1/0

H2O استفاده شد و سپس با دستگاه1برای اطمینان از تکثیر ناحیه مورد نظر، از الکتروفورز ژل آگارز  .استفاده گردید % 

با کیت  PCRیابی دو طرفه ژن مورد نظر، بعد از خالص سازی محصول توالی منظور بهسازی ژل از آن عکس گرفته شد. مستند

 شد. ارسال (، تولید شده در مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران به آمریکاcat no. MBK0071) PCR تخلیص
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 هاآنالیز داده

 DNA STAR Laser geneمتعلق به   Seq Manافزار نرمهای به دست آمده از ژن مورد نظر در ابتدا با استفاده از کروماتوگرام

( ارسال شدند. BOLDهای بارکد ) ( و پایگاه دادهNCBIآمده به بانک ژن ) ه دستبهای ( شدند. توالیAlignردیف یابی )

در بانک ژن استفاده شد و درخت  شده ثبتهای جنس از توالیهم یها گونه یرساتوالی به دست آمده با  5مقایسه  منظور به

ها در تکرار برای آن 1000را با مدل دو پارامتری کیمو بر اساس Maximum Likelihood،Neighbor joining تبارشناسی

 .(Kimura, 1980; Tamura et al., 2013) ترسیم گردید Mega6 افزار نرم

 

 و بحث جـنتای

قابل مشاهده  1در شکل  Thryssa whiteheadi گونه شناسی ریختخصوصیات 

 .باشد می

 

 

 

 

 

 

 

 یرغع شعا 3های باله پشتی )تعداد شعاع شده گرفتههای عکس علاوه بر ویژگی

کیل  تعداد (،14-20) یمخرجشعاع منشعب(، شعاع باله  10-11 و منشعب

(، شمارش و همچنین، 4-10) ( و بعد از باله شکمی11-15) یشکمقبل از باله 

 شد. گیری اندازه( 1/12- 1/15و طول کل ) (11-1/10طول استاندارد )

اهتی با هیچ شب BOLD به مرکز  Thryssa whiteheadiبا ارسال توالی گونه

در این مرکز نشان داده نشد اما با ارسال آن به بانک ژن  شده ثبتهای توالی

(NCBI) ، بیشترین شباهت را با گونهThryssa dussumieri (41 )نشان  درصد

 های توالینوکلئوتیدی قطعه توالی یابی شده با سایر  ردیفی همنتایج  داد.

 .شده است نشان داده 2کل بانک ژن در ش در شده ثبتجنس همنوکلئوتیدی 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 ژن در بانک شده ثبتجنس همنوکلئوتیدی  های توالینوکلئوتیدی قطعه توالی یابی شده با سایر  ردیفی همنتایج . 2شکل 

 Thryssa whiteheadiخصوصیات ریخت شناسی گونه . 1شکل 

استخوان فک بالایی به  -2امتداد نوک پوزه بالای سطح مرکز چشم قرار دارد؛  -1

دندان های فک بالایی در این  -3ی قرار دارد؛ طور واضح کمی آنسوی سرپوش آبشش

گونه برخلاف گونه های دیگر بزرگ هستند و روی استخوان فکی فقط یک استخوان 

 -1( در این گونه وجود ندارد؛ 1استخوان پیش فکی اول) -1پیش فکی وجود دارد؛ 

پرزهای  -5می باشد؛  14-21تعداد خارهای آبششی در قسمت پایینی کمان آبششی 

  وی خارهای آبششی به صورت منفرد است.ر
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آن،  جنس هم های گونهو  T. whiteheadi شناسی گونه، درخت تبارClustalWبرنامه  یلهوس بهردیف شده های همبا توالی

تکرار برای  1000و با  Neighbor joining، Maximum Likelihoodبا روش   K2Pاز بانک ژن بر اساس مدل شده گرفته

در یک کلاد  T. whiteheadiی مورد مطالعه این اساس گونهبر .ترسیم گردید Thryssaگونه از جنس  COIهای مقایسه توالی

( رابطه خیلی T.purava, T.dussumieri, T.malabaricaد به ترتیب )های بارکد شده از هنجداگانه قرار گرفت اما با گونه

مشهود  K2Pمدل  بر اساسها ( که این موضوع در محاسبه مقدار فاصله ژنتیکی بین آن3شکلداد ) نزدیک و خواهری نشان

متوسط  طور بهها سایر گونه ای برای این گونه، صفر و فاصله ژنتیکی بامقدار فاصله ژنتیکی درون گونه است. بر اساس این مدل،

( T.purava, T.dussumieri, T.malabaricaفاصله ژنتیکی را با ) ینکمتر whiteheadi .T گونه درصد محاسبه شد. 33/11

 وT.mystax.China نشان داد بیشترین فاصله ژنتیکی در این مطالعه بین mystax.China  . Tفاصله را با گونه و بیشترین 01/0

T.malabarica.India 221/0 های کمترین مقدار بین گونه وpurava.Bangladesh T. و T. setirostris. china 002/0 

-قابل مشاهده می 3 ، در جدولThryssaهای بین گونه K2Pدو به دو نوکلئوتیدی بر اساس مدل   شد. مقدار فاصله مشاهده

 باشد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

به  درصدT. dussumieri (41 )بیشترین شباهت با گونه ، (NCBIبانک ژن ) بهT.whiteheadi با ارسال توالی در تحقیق حاضر، 

(، فاصله ژنتیکی بیش 2004همکاران ) و Steinke( و همچنین 2001و همکاران ) Hebert(. طبق مطالعات 2آمد )شکل  دست

ی جدا گونه عنوان بهو بین جمعیتی باشد و بیش از این مقدار،  ایتواند مربوط به تنوع داخل گونهدرصد، معمولاً نمی 3از 

آمده از  به دستو نتایج مولکولی   T. whiteheadiآمده از بومی بودن گونه  به دستبا توجه به شواهد  شناخته خواهد شد.

 COIای مربوط به ژن هارسال آن به مراکز مذکور ثبت ژن، تاکنون هیچ ثبت ژنی از این گونه انجام نشده بود و توالی

 و همکاران Delfieh ثبت گردید. (BOLD و NCBIجهانی ثبت ژن ) کزامردر  بار یناولبرای  یابو کمبومی  ی گونه این

، جایگاه ردهT. whiteheadi یگونه کهعنوان کردند  Engraulidaeبندی خانواده بازنگری رده یبر رو( در مطالعه خود 2011)

 ( به این نتیجه رسیدند که این گونه مترادف با گونهCarpenter et al., 1997ارند و با بررسی کتاب )بندی مشخص و واضحی ند

 

    Maximum ( و1)شکل  Neighbor joiningبا روش   K2Pبر اساس مدل  Thryssaشناسی گونه های، جنس. درخت تبار3شکل 

 Likelihood تکرار، نام های علمی ستاره دار )گونه های برون گروه( 1000(  با 2)شکل 
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T. mystax ی های مربوط به گونهباشد. ارسال توالیمیT. whiteheadi  ،ها تعیین هویت آن منظور بهبه مراکز مذکور ثبت ژن

دست ه نتایج ب درواقع. داده نشدباشد، نشان  T. mystaxهمان گونه  ی مورد مطالعههیچ درصد شباهتی مبنی بر اینکه گونه

 مبنی بر مترادف بودن این دو گونه مطابقت ندارد.  (2011) و همکارانDelfieh آمده از این تحقیق در مورد این گونه با نظریه 
 

 Thryssaهای بین گونه K2Pدو به دو نوکلئوتیدی بر اساس مدل  . مقدار فاصله1جدول

 

در یک کلاد جداگانه قرار گرفت  مورد مطالعه ی نهگوآمده،  به دستهای ژنتیکی طبق درخت تبارشناسی ترسیم شده و فاصله

( به ترتیب رابطه خیلی نزدیک و خواهری T. purava, T. dussumieri, T. malabaricaبارکد شده از هند ) های گونهاما با 

اسی شنریخت ازنظر T. Purava , T. whiteheadi ( گونه1411و همکاران )  Whitehead(. طبق1و جدول 3نشان داد )شکل

بزرگ فقط در فک پایین و همچنین دارای اولین  های دنداندارای   T. puravaبسیار شبیه به هم هستند با این تفاوت که،

و نشان دادن تنوع ژنتیکی بسیار پایین  ها آنتوان چنین بیان کرد که دلیل نزدیک قرارگرفتن فکی است و میاستخوان پیش

این جنس در  های گونهبسیار پایین، بین  ای گونه درونی است. همچنین وجود تنوع ، شباهت زیاد مورفولوژیکای گونه ینب

گونه از جنس  COI، 5ژن آمده از بررسی توانایی  به دست( هم گزارش شده است. در نتایج 2011و همکاران ) Maمطالعه 

Thryssa ،دو گونه T. mystax  وT. vitrirostris ی فاصله مشترک قرار گرفته و در یک زیرکلادK2P بود 003/0ها، بین آن 

ها چنین بیان بود. آن 02/0(، 2003و همکاران )  Hebertپیشنهاد شده توسط ای گونه بین K2P ی فاصلهحداقل  که یدرصورت

 دو عنوان بهها نمودند که این دو، مترادف یکدیگر هستند. اما نتایج نشان دهنده متناقض با نتایج شناسایی مورفولوژیکی آن

تواند ( پیشنهاد کردند که هیبریداسیون می2001و همکاران ) Ward( و 2004و همکاران ) Steinkeی متفاوت، است.گونه

ای بسیار پایین ریختی از یکدیگر متمایزند باشد، بنابراین، تنوع درون گونه ازنظرهایی که دلیل تنوع ژنتیکی پایین بین گونه

 و .purava Bangladesh Tهای گرفته شده از بانک ژن ای در چین و همچنین گونهاز منطقه T. vitrirostris و T. mystaxگونه 

T.setirostris. china  رسد که حل و فصل چنین ها باشد. به نظر می( ممکن است به دلیل هیبریداسیون این گونه1)جدول

در این زمینه دارد. این مطالعه برای اولین بار روی نظر قطعی  هرگونههای مورفولوژیکی دقیق قبل از مواردی نیاز به آنالیز

این گونه  COIژن  یجهدرنت، تنها گونه بومی گزارش شده از خانواده آنچوی ماهیان انجام شد و Thryssa whiteheadiی گونه

به همراه  DNAی ( و پایگاه داده بارکد به ثبت جهانی رسید. بارکدگذارKX947384.1: شماره الحاق ژنیژن )در بانک  باارزش

  .دهد میشناسایی مورفولوژیکی درک درستی از حفاظت این گونه، در دسترس ما قرار 

 

 تشکر و قدردانی

 نویسنده اول است که با حمایت مالی مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران انجام شده است. نامه یانپااین مطالعه بخشی از 

  نام علمی گونه 1 2 3 1 1 5 1 1 4 10

          Thryssa whiteheadi 1 

         111/0 T. vitrirostris. South_Africa 2 

        114/0 113/0 T. hamiltonii. China 3 

       114/0 111/0 140/0 T. setirostris. South Africa 1 

      032/0 113/0 152/0 111/0 T. setirostris. China 1 

     111/0 112/0 144/0 141/0 011/0 T. dussumieri. India 5 

    111/0 111/0 111/0 113/0 141./ 110/0 T. dussumieri. China 1 

   004/0 111/0 112/0 115/0 141/0 204/0 114/0 T. dussumieri. Taiwan 1 

  112/0 111/0 111/0 001/0 112/0 141/0 .140/0 014/0 T. malabarica. India 4 

 221/0 203/0 141/0 111/0 221/0 111/0 202/0 .201/0 211/0  T. mystax. China 10 

211/0 005/0 110/0 151/0 112/0 002/0 110/0 145/0 143/0 013/0 T. purava. Bangladesh 11 
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