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 Acipenser )SatDNA ماهواره اي اختصاصي جنس  DNAاز انجام اين تحقيق بررسي وجود يا عدم وجود هدف 

HindIII (  در تاسماهي ايرانيAcipenser persicus  بود .DNA ژنومي از باله دمي تاسماهي ايراني به منظور 
تكثير و كيفيت  PCRبه روش  SatDNA HindIII. كلروفرم استخراج شد - روش فنل به، SatDNA   HindIIIتهيه

 SatDNA قطعه. آگارز و رنگ آميزي ژل با اتيديوم برومايد بررسي شد استفاده از الكتروفورز ژلبا  PCR محصول
HindIII  پس از خالص سازي به پلاسميد بدست آمدهPTZ 57/R )Fermentas ( متصل و در درون باكتريE. coli 

تعيين . تعيين توالي شدند SatDNA HindIIIكلون حاوي قطعه  سهو  شد كلون DH5α (Fermentas)سويه 
در آن بود كه ) bp163 ( جفت باز 163جدا شده از ژنوم تاسماهي ايراني حاكي از وجود  SatDNA  HindIIIتوالي

استخراج شده از تاسماهي  SatDNA HindIII مقايسه. به ثبت رسيدFJ429174 با شماره  NCBIبانك ثبت ژن  در
، Acipenser gueldenstaedtiiجدا شده از تاسماهي روسي  SatDNA HindIIIحاضر با توالي  در تحقيقايراني 

، تاسماهي A. brevirostrum، تاسماهي پوزه كوتاه A. naccariiتاسماهي آدرياتيك  ،A. ruthenusماهي استرلياد 
 .Aو تاسماهي چيني  A. stellatusبرون  ن، ماهي ازوA. fulvescensاي، تاسماهي درياچه A. baeriسيبري 

sinensis ،88 درصد و مقايسه آن با توالي SatDNA  HindIII جدا شده از تاسماهي سفيد transmontanus A.  
زياد آن با  در تاسماهي ايراني و شباهت بسيار HindIII SatDNA وجود . درصد شباهت بود 90نيز نمايانگر 

HindIII SatDNA  كه تاسماهي ايراني به جنس داد نشانساير تاسماهيانAcipenser  تعلق دارد.  
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DNA اي ماهواره(SatDNA) و تكراري  هكنندهاي غير كدتوالي
موجود در  هستند كه عمدتاً در مناطق هتروكروماتين ساختاري

و ) et al. 2004 Robles(سانترومرها و تلومرها مشاهده مي شوند 
تاكسونوميك و  هايبه خاطر تكامل سريع خود براي بررسي

طور مشترك در چندين ه چنانچه ب. شوندفيلوژنيك استفاده مي
فيلوژني آنها مورد  تواند براي بررسيوجود داشته باشد مي گونه

 .Arnason 1990; Garrido-Ramos et al(استفاده قرار گيرد 

1999; Martins et al. 2006 (كه رابطه هاييزيرا گونه 
يكسان هستند  SatDNAخويشاوندي خيلي نزديكي دارند داراي 

(Pons et al. 2002; pons and Gillespie 2003).  عليرغم اينكه
هاي ماهيان با استفاده از جايگاه هتروكروماتين بر روي كروموزوم

باندينگ كروموزومي  آميزي هسيتولوژيك ياهاي رنگروش
آنها اندك  SatDNAبررسي شده ولي اطلاعات مولكولي در مورد 

ن مربوط به ماهياSatDNA  هاي مربوط بهاولين گزارش. است
et al. 1988; Mônaco et al.  (Dattaباشد مي 1980 اواخر دهه

1989; Moyer et al. 1988) .ارتباط با بررسي  درSatDNA  در
موفق شدند با  Ramos et al. (1994) -Garridoماهيان خاوياري، 
) SatDNA )bp 170بار يك  ناولي براي IIIHindاستفاده از آنزيم 
. جدا نمايند naccarii  Acipenserهي آدرياتيك را از ژنوم تاسما

هاي ماهيان خاوياري تعدادي از ساير گونه بعدها وجود آن در
گزارش  et al. (2001)  Lanfrediتوسط  نيز)  Acipenserجنس(

در اكثر گونه هاي  SatDNA HindIIIاينكه  با توجه به. شد
ص جنس وجود دارد لذا برخي اين ماركر را خا  Acipenserجنس

و معتقدند براي بررسي فيلوژني ماهيان خاوياري  دانندمذكور مي
با توجه به اينكه وجود يا عدم وجود اين ماركر . باشدمناسب مي

مولكولي در تاسماهي ايراني تاكنون مطالعه نشده است لذا اين 
مورد  SatDNAمنظور پي بردن به وجود يا عدم وجود  تحقيق به

زيرا در صورت وجود ماركر . ي انجام شدنظر در تاسماهي ايران
در ژنوم اين ماهي و تعيين توالي آن، ضمن تاييد تعلق  مذكور

، ميزان قرابت آن با  Acipenserداشتن تاسماهي ايراني به جنس
  .تواند مورد مطالعه قرار گيردتاسماهيان نيز مي ساير

مطلوب و ماركر مورد نظر، ابتدا  DNAبه منظور دستيابي به 
DNA  عدد تاسماهي ايراني پرورشي سه  27ژنومي از باله دمي
استخراج و ) Pourkazemi 1996(كلروفرم  - به روش فنل ساله

با استفاده  كميت آنها با استفاده از دستگاه نانودراپ و كيفيت آنها
) نمونه 9هر مرحله (از الكتروفورز ژل آگارز طي سه مرحله 

قرابت  ژنتيكي وهاي به دليل وجود شباهت. بررسي شد
خويشاوندي بسيار زياد بين تاسماهي ايراني و تاسماهي روسي 

)Mugue et al. 2008 (توالي  آغازگرهاي مورد نياز با توجه به
SatDNA HindIII  استخراج شده از تاسماهي روسي كه در

NCBI با شماره AJ286597 از برنامه  به ثبت رسيده بود با استفاده
Oligo5 با توالي (F) 5′-AAA GCT CGG GCA TTG AAA T-

طراحي و سفارش  5′-GGT TCG TTC CTG TC-3′ (R) و 3′
كشور  ISOGENساخت آن از طريق شركت سيناژن به شركت 

 9بعد از كسب اطمينان از كيفيت و كميت مطلوب  .هلند داده شد
عدد تاسماهي ايراني و  9استخراج شده متعلق به   DNAنمونه

با  SatDNA IIIHindش داده شده، توالي آغازگرهاي سفار ساخت
 حجم مخلوط. استفاده از آغازگرهاي تهيه شده تكثير شد

 TaqDNA polymeraseآنزيم  رميكروليت 5/0شامل   PCRواكنش
)µl/U 5( ،5/0 رميكروليت dNTPs )mM 10(ر، يك ميكروليت )20 

 10( ،3×(  PCRبافر رميكروليت 5از هر آغازگر، ) پيكومول
 )نانوگرم 100( ر، يك ميكروليت)2MgCl )mM 50  رميكروليت

DNA نومي و آب مقطر با حجم نهاييژµl  50 براي انجام . بود
 استفاده) AG22331مدل ( Eppendorfاز دستگاه  PCRواكنش 

دناتوره (سازي هواسرشت شامل يك مرحله PCRواكنش . شد
 5 گراد به مدتدرجه سانتي 94در دماي  DNAاوليه ) كردن

 94در دماي  DNAسازي هچرخه واسرشت 35يقه، متعاقب آن دق
 درآغازگرها ثانيه، مرحله اتصال  30گراد به مدتدرجه سانتي

 DNAثانيه، مرحله توسعه  30گراد به مدت درجه سانتي 50دماي
 به مدت يك دقيقه بود و يك گراددرجه سانتي 72در دماي 

گراد به رجه سانتيد 72مرحله به عنوان توسعه انتهايي در دماي 
الكتروفورز  با استفاده از PCRمحصول . دقيقه انجام شد 10مدت 

ژل آگارز و رنگ آميزي ژل بدست آمده با اتيديوم برومايد بررسي 
و در نتيجه وجود  PCRپس از اطمينان از توليد محصول . شد

SatDNA HindIII يابي مستقيم محصولچون در توالي PCR ،
شد و مشخص نبود بنابراين  ن از دست دادهتوالي اول و آخر ژ

) SatDNA HindIII( براي بدست آوردن توالي كامل قطعه مذكور
 SatDNAبدين منظور ابتدا قطعه . انجام كلونينگ آن ضروري بود
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جدا و با استفاده از كيت  با اسكالپل از آن موجود در ژل آگارز
ژل براي اين كار قطعه . خالص سازي شد) QIAGEN(مخصوص 

ليتري ميلي 5/1ميكروتيوب اپندورف  را پس از وزن كردن در يك
برابر وزن ژل به آن بافر موجود در كيت اضافه و به  3ريخته و 

سپس . گراد قرار داده شددرجه سانتي 50 دقيقه در دماي 10مدت 
هم وزن ژل به آن ايزوپروپانول افزوده و پس از هم زدن بر روي 

ريخته و به ) از ژل DNAدا كردن مخصوص ج( Qiaquickستون 
پس از جدا كردن . دش ژسانتريفو g   ×1300مدت يك دقيقه در 

به ستون افزوده و به مدت يك دقيقه  QGزيرين، بافر مايع
به منظور شستشو به ستون   PEسپس بافر. دش ژسانتريفو

Qiaquick افزوده و به مدت يك دقيقه در دورg   ×1300 
يع زيرين را جدا كرده و ستون دوباره سپس ما. دش ژسانتريفو

 DNA ،50 آوري براي جمع. تيوب قرار داده شد روي همان
 Qiaquickيا آب دي يونيزه به مركز ستون  EB بافر رميكروليت

 ژسانتريفو g   ×1300  ستون به مدت يك دقيقه در اضافه شد و
 ، غلظت آن با دستگاه نانودراپDNA سازيپس از خالص . دش

مورد ) Ligationواكنش (گيري و براي اتصال به پلاسميد اندازه
  InsTAواكنش اتصال طبق پروتكل كيت  .استفاده قرار گرفت

clone TM (Fermentas) براي اين كار ابتدا . انجام شد
 6خالص شده،  DNAقطعه  رميكروليت PTZ57R/T، 4 پلاسميد
و ) وكلئازعاري از ن(، آب مقطر )Ligation buffer )x5 رميكروليت
ليتري ميلي 5/1را درون يك ميكروتيوب   Ligase T4 DNA آنزيم

 گراددرجه سانتي 22ساعت در انكوباتور  12ريخته و به مدت 
سپس به منظور ازدياد پلاسميد نوتركيب توليد شده، . قرار داده شد

 پلاسميد مذكور درون يك باكتري جاي داده شد
 .Eاسيون پلاسميد از باكتري براي ترانسفورم). ترانسفورماسيون(

coli ) سويهαDH5 (كيت  وTM InsTA clone (Fermentas)  و
براي تهيه . دستور كار ذكر شده در كيت مذكور استفاده شد

Competent cell  پليت ،LB انكوباتور  به مدت يك شبانه روز در
گراد قرار داده شد سپس مقدار كمي باكتري در درجه سانتي 37

 37انكوباتور  ساعت در دوذكور تلقيح و به مدت محيط كشت م
به منظور وارد كردن پلاسميد به . گراد قرار داده شددرجه سانتي

دقيقه  20 به مدت سيليندرون باكتري، محيط كشت حاوي آمپي
در مرحله بعد . شد گراد قرار دادهدرجه سانتي 37 در انكوباتور

 g   ×13000دقيقه در محيط كشت حاوي باكتري به مدت يك
سانتريفوژ شد و باكتري جمع شده در ته ميكروتيوب را در 

قرار  دقيقه بر روي يخ 5 ده و به مدتكرحل  T solutionمحلول 
دن و جداكردن محلول رويي، كرپس از سانتريفوژ . داده شد

حل شد و به T solution  باكتريهاي ته تيوب دوباره در محلول
پلاسميد نوتركيب آماده . اده شددقيقه بر روي يخ قرار د 5مدت 

ميكروتيوب ديگر منتقل و پس از  به شده براي ترانسفورماسيون را
دقيقه بر  5سوسپانسيون باكتري، به مدت ميكروليتر  50افزودن 

ها را روي پليت حاوي آمپي سيلين، باكتري .روي يخ گذاشته شد
X-gal  وIPTG   كشت داده و به مدت يك شبانه روز در
به منظور تاييد انجام . گراد قرار داده شدسانتي درجه 37اتور انكوب

با  PCRشدند، سپس محصول   PCRهاي سفيد كلونينگ، كلوني
در مرحله بعد كشت شبانه . دشآگارز الكتروفورز  استفاده از ژل

سيلين هاي حاوي پلاسميد در محيط كشت حاوي آمپيباكتري
 پلاسميد توسط DNAسرانجام در مرحله پاياني و  انجام شد

 هايDNA. يابي شدجنوبي تواليكره  BIONEERشركت
عدد تاسماهي ايراني داراي كيفيت مناسب  9استخراج شده از 

- كلوني  PCRاز  هاي حاصلها و ژلهمچنين بررسي پليت. ندبود

. )1شكل ( ها بودها حاكي از انجام كلونينگ مثبت در بيشتر كلوني
شده از ژنوم  جدا SatDNA HindIII  لينتايج حاصل از تعيين توا

جفت باز  163ايراني در اين تحقيق حاكي از وجود  تاسماهي
)bp163 ( در آن بود) 2شكل.( )De La Herran et al. (2001 

تاسماهي  جدا شده از SatDNA HindIIIتعداد بازهاي موجود در 
، )gueldenstaedtii Acipenser )bp 169 ،bp 170 ،bp 171روسي

تاسماهي ، )ruthenus Acipenser )bp 171سماهي استرلياد تا
، )Acipenser baeri  bp)166 ،bp 169 ،bp 170 ،bp 171 سيبري

، transmontanus Acipenser )bp 169، bp 170 تاسماهي سفيد
bp 171( آدرياتيك و تاسماهي )bp 170  وbp 171( همچنين ،)et 

al. (2004 Robles ر تعداد بازهاي موجود دSatDNA HindIII 
 ،)stellatus  Acipenser )bp 169برون  نشده از ماهي ازو جدا

، )sinensis Acipenser )bp 164 ،bp 170چيني  تاسماهي
و ) fulvescens Acipenser )bp 171 ايدرياچه تاسماهي

 brevirostrum Acipenser )bp 170 ،bp كوتاه تاسماهي پوزه
 تعداد بازهاي و حداكثر  حداقل .نددكرگزارش  را  نيز  قبلا) 171
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 bp 163 حاوي قطعه هايسفيد نمايانگر باكتريهاي و كلنيbp163 هاي فاقد قطعه هاي آبي نمايانگر باكتريكلني(هاي تكثير شده بر روي محيط كشت باكتري -1شكل
  )باشدمي
 

 
 .با اتيديوم برومايد پس از رنگ آميزي دو درصداني بر روي ژل آگارز استخراج شده از  تاسماهي اير) SatDNA HindIII ) bp163  -2شكل

 
SatDNA HindIII  ه ترتيـب بجدا شده از ماهيان مذكور bp 164 

 120تاسـماهيان   SatDNA IIIHindتعداد بازهاي  .بود bp 171 و
 نتاسماهي استرلياد، تاسماهي آدرياتيـك، مـاهي ازو  (كروموزومي 

 تاسـماهي روسـي، تاسـماهي سـيبري،    (كروموزومي  240، )برون
 360و) ايتاسماهي چينـي، تاسـماهي سـفيد، تاسـماهي درياچـه     

عليرغم متفـاوت بـودن تعـداد    ) تاسماهي پوزه كوتاه(كروموزومي 
 ميليـون  90ها، سطح پلوييدي اين سه گـروه و قـدمت   كروموزوم

مذكور تقريباً يكسان گزارش شده است كـه علـت    SatDNAساله 
مـذكور   SatDNA پايين بودن ميزان تغييرات در تواليتواند آن مي

 et al. (2004(بنابر عقيـده   .طي تكامل باشد Acipenserدر جنس 

 bp 163 قطعه
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Robles    ميــزان وقــوع تغييــرات در تـــوالي SatDNA HindIII 
ساير مهره داران بسيار كم و ميزان  SatDNA تاسماهيان بر خلاف

ليـون سـال   در هـر يـك مي   درصد 11/0تا  07/0جهش در آن بين 
اي و هاي هستهوضعيت در مورد تعدادي ديگر از ژن اين. باشدمي

 Krieger(گزارش شـده اسـت    ميتوكندريايي ماهيان خاوياري نيز

and Fuerst 2002 Birstein and DeSalle 1998; .(رسد به نظر مي
داران ماهيـان كمتـر از سـاير مهـره     ميزان وقـوع جهـش در ژنـوم   

علت آن را پايين بـودن ميـزان متابوليسـم      . Martin (1999)است
همچنين از بين ماهيان مختلـف، كمتـرين     .دانداين موجودات مي

شـود كـه دلايـل آن هنـوز     جهش در ماهيان خاوياري مشاهده مي
  Krieger and Fuerst (2002) نيسـت ولـي    بطور كامل مشـخص 
طول عمر زياد، بزرگي جثه، خونسرد بودن و (عوامل فيزيولوژيك 
عوامـل   et al. (2001) Ludwigو  )متابوليسـم  پايين بـودن ميـزان  

متغيـر   .داننـد ژنتيكي از جمله وقوع پلي پلوييدي را عامل آن مـي 
جـدا شـده از    SatDNA HindIIIبودن تعداد بازهـاي موجـود در   

هـاي مختلـف و   يك گونه ممكن است به علت اسـتفاده از كلـون  
ــوع حــذف شــدگي ــا باشــد 3و جانشــيني 2، الحــاق1وق . در بازه

)Martins et al. (2006 ورد مــهــايي را در وقــوع چنــين پديــده
SatDNA HindIII  جــدا شــده)bp350 ( ازDNA  ژنــومي مــاهي

Hoplias  malabaricus  دندكرگزارش.  
هاي در اكثر گونه SatDNA HindIII با توجه به اينكه

 وجود دارد لذا ابزار خوبي را براي بررسي  Acipenserجنس
 et al. (2004) به عنوان مثال. ده استكريلوژني اين ماهيان فراهم ف

Robles ،تاسماهي  از آن براي بررسي فيلوژني تاسماهي اروپا
 كردنداستفاده  Huso husoسيبري، تاسماهي آدرياتيك و فيلماهي 

مذكور  SatDNA واسطه دارا بودن را به دند فيلماهيكرو اعلام 
اي از د و آن را گونهكرخارج  Huso بايد از جنس

 وجود اين محققين به واسطه. در نظر گرفت  Acipenserجنس
استخراج  SatDNA HindIII اختلاف در توالي درصد 3/2تنها 

شده از تاسماهي آدرياتيك و تاسماهي سيبري، وجود رابطه 
آنها همچنين . دندكرنزديك بين اين دو گونه را گزارش  فيلوژني
 تواند ابزار مولكولي مناسبيمي SatDNA HindIIIدند كراعلام 

                                                            
1 Deletion 
2 Insertion 
3 Substitution  

براي تشخيص گونه هاي مختلف تاسماهياني كه در نقاط مختلف 
و الگوي تكاملي  SatDNA HindIII وجود. شوند باشدصيد مي

آن در تاسماهي آدرياتيك، تاسماهي سيبري، ماهي استرلياد، 
تاسماهي سفيد، تاسماهي  ،Acipenser sturio تاسماهي اروپا

بررسي  De La Herran et al. (2001(و فيلماهي توسط  روسي
 SatDNA واسطه وجود اين محققين نيز معتقد بودند به. شد

HindIII اي از جنسدر فيلماهي بايد آن را گونهAcipenser  
 تاسماهي اروپا به دليل نداشتن محسوب نمود و از طرف ديگر

SatDNA مذكور متعلق به جنس Acipenser لق به نيست و متع
دند كراين محققين همچنين اعلام  .زنجيره تكاملي مجزايي است

تاسماهي روسي و تاسماهي  SatDNA HindIII هايتوالي
و شباهت بسيار زيادي را با  يكسان هستند اآدرياتيك تقريب

با توجه به تشابه موجود، بايد  لذا دهندتاسماهي سيبري  نشان مي
سفيد در يك گروه قرار داد در  اين سه گونه را به همراه تاسماهي

-و فيلماهي در گروهي جداگانه قرار مي حالي كه ماهي استرلياد

استخراج شده از تاسماهي  SatDNA HindIII مقايسه .گيرند
 جدا شده از SatDNA  HindIII ايراني در تحقيق حاضر با توالي

تاسماهي و  ماهي استرلياد، تاسماهي روسي، تاسماهي سيبري
برون،  نازو ماهي ،De La Herran et al. (2001)توسط  آدرياتيك

توسط اي و تاسماهي چيني تاسماهي پوزه كوتاه، تاسماهي درياچه
et al. (2004) Robles با استفاده از Blast توالي بدست  كردن

ماهيان نامبرده شده   HindIII SatDNAبه مربوط هايتوالي باآمده 
 SatDNA قايسه آن با تواليشابه و مت درصد 88 حاكي از وجود

HindIII توسط جدا شده از تاسماهي سفيد De La Herran et al. 

 اثبات وجود. درصد شباهت بود 90وجود  نيز نمايانگر (2001)

HindIII SatDNA  انجام اين تحقيق  در تاسماهي ايراني در نتيجه
تعداد زيادي  HindIII SatDNAزياد توالي آن با  شباهت بسيار و
نيز  تاسماهي ايراني كندمي يديتا Acipenserتاسماهيان جنس  از

  .مذكور تعلق دارد به جنس
  سپاسگزاري
از رييس و معاون محترم پژوهشي موسسه تحقيقات بدينوسيله 

تحقيق،  شيلات ايران به خاطر پشتيباني مالي و تجهيزاتي اين
همچنين از تمامي بزرگواراني كه در انجام اين تحقيق همكاري 

 .دشوداشتند سپاسگزاري مي
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