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 چکیده

 Luciobarbus) ربوط به گونه ماهی گطان( مSSR)  توالی ساده تکراری  نشانگرهایاین پژوهش به منظور شناسایی و اعتبارسنجی  

xanthopterus  )های  با استفاده از دادهRNA-Seq    .پس از جداسازی بافت کبد، استخراج  انجام شدRNA  ها انجام گرفت.از نمونه 
ایلومینا    هانمونه پلتفرم  از  استفاده  از نرم برای بازسازی رونوشت.  ندیابی شدتوالی  Novaseq 6000با   نسخه)  Trinityافزار  ها، 

استفاده از  SSRsشناسایی  استفاده شد.  (2.15.1 ای پلیمراز  یرهزنجپرایمرهای مورد نیاز در واکنش . نجام شدا  MISA از پایگاه  با 
افزار    با  SSRنشانگر    5برای    با اهرونوشت بندیسرهم ماهی گطان مورد ارزیابی قرار گرفت. 45حی و بر طرا  PRIMER 3نرم 
افزار  وسیله نرم توالی به  1،276،825بررسی   این مطالعه،ترانسکریپت ایجاد کرد. در    1،768،662یونی ژن و   Trinity  ،941،894برنامه 

MISA نشانگر  349،871، منجر به شناسایی تعداد SSR  .در میان شدSSRs   ،با تکرارهای دو و سه نوکلئوتیدی به   89/ 37ترتیب 
. ندجایگاه چندشکلی را نشان داد 2 ،استفاده مورد پرایمر 5خود اختصاص دادند. بیشترین تعداد تکرار را به ،درصد 05/8و  درصد

ترتیب به  GM1371گاه  و برای جای  147/0و    785/0ترتیب  به  MN1359هتروزیگوسیتی مورد انتظار و مشاهده شده برای جایگاه  
وینبرگ قرار -در تعادل هاردیبرای هر دو جایگاه علاوه، آزمون کای مربع نشان داد که جمعیت هبمحاسبه شد.    093/0و    770/0

به طور کلی، نتایج   کاهش تنوع در بین جمعیت مورد مطالعه بود. گویایهای مختلف تنوع ژنتیکی همگی تایج ارزیابی معیارن ندارد.
داد که  تحقیق نشان   ماهی گطانو بررسی تنوع ژنتیکی مطالعات ژنومیک عملکردی ، اصلاح نژادبرای توانند جدید می SSRsاین 

 .مفید باشند
 

 های ساده تکراری توالی ترانسکریپتوم،، RNA-Seqگطان،  :لغات کلیدی
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 مقدمه

قرار   کشور ایران در یک منطقه خشک و نیمه خشک اگرچه
بالادارد بسیار  و   ست، اما تنوع ماهیان آبهای داخلی ایران 

ای های آبریز خزر و دجله دارای بیشترین تنوع گونهحوضه
برخی از گونه  هستند های ماهیان آبهای که در این میان 

باربوس جنس  مانند  ایران  صید داخلی  ارزش  دارای  ها 
با وجود اهمیت خاص هستنداقتصادی   این مناطق به . اما 

های ماهیان آبهای داخلی ایران، ترین زیستگاهعنوان متنوع
متاسفانه تهدیدهای زیادی نیز این تنوع ارزشمند را تهدید 

تنوع زیستی ماهیان    که از جمله عوامل تهدید کننده  کندمی
ها، ن آب رودخانهتوان به خشک شدآبهای داخلی ایران می

ها و عدم  برداری بیش از حد از برخی گونهساخت سدها، بهره
 ,Abdoli)  اشاره کردها  شناخت کافی از وضعیت دقیق گونه

2016). 
 ,Luciobarbus xanthopterus Heckelماهی گطان )

در مناطق   (1843 اقتصادی  و  ارزش  با  ماهیان  جمله  از 
هایی از منابع آبی استان که در بخش  استجنوب غربی ایران  

 Hosseinzadehکند )خوزستان و مرزی آن زیست می

sahafi, 2017 این ماهی در طبیعت از رشد بسیار خوبی .)
( و  Cyprinidaeو به خانواده کپور ماهیان ) استبرخوردار 

تعلق دارد.    Luciobarbus    (Fricke et al., 2007 )جنس  
و   ،براینعلاوه روده  نسبی  طول  میزان  کوتاهی  دلیل  به 

می آن،  استنباط کرد که گطان یک ماهی محتویات  توان 
مهرگان  که به طور عمده از گیاهان و بی استچیزخوار  همه

(. گونه گطان Eskandari et al., 2003کند )تغذیه می
های ارزشمند در میان باربوس  گستره وسیعی دارد و از گونه

به منطقه  میماهیان  متاسفانه    ،رودشمار  از ولی  برخی 
 حاکی از آن است که جمعیت این گونه در آبهای هاگزارش

 Mortezavi Zadeh etایران و عراق کاهش یافته است )

al., 2011  .)این گونه تحت تاثیر سدها و برداشت    ینهمچن
بی صید  و  دارد   ،رویهآب  قرار  انقراض  خطر  معرض  در 

(Freyhof, 2014.) 

هایی که با شرایط ویژه برای جمعیتکاهش تنوع ژنتیکی به
استرس هستندمحیطی  مواجه  به   ،زا  منجر  است  ممکن 

زنده احتمال انقراض شوکاهش  افزایش  و  جمعیت  د مانی 

(Vandewoestijne et al., 2008; Markert et al., 

2010.) 
مولکولی ژنتیکی  برای از    نشانگرهای  قدرتمند  ابزارهای 

ها یا گونه فرد بودن ژنتیکی افراد، جمعیتتشخیص منحصربه
 ,.Doveri et al., 2008; Chenani et alها هستند )

در ریزماهواره(.  2021 ژنتیکی  نشانگرهای  عنوان  به  ها 
وتحلیل  اند و برای تجزیهسرتاسر ژنوم یوکاریوتی توزیع شده

گونه از  بسیاری  در  میتنوع  قرار  استفاده  مورد  گیرند ها 
(Wolfus et al., 1997; Ellis and Burke, 2007  .) توالی

ها نیز که به عنوان ریزماهواره  1(SSRs)  های ساده تکراری
شوند، تکرارهای کوتاه پشت سر هم هستند که شناخته می

های موجودات مختلف یافت می رونوشت  یاها  معمولاً در ژنوم
در  SSR (. نشانگرهای مولکولیXia et al., 2016شوند )

غیر کد مناطق کد اند که کننده ژنوم توزیع شده کننده و 
ژنوتیپ تمایز  میامکان  فراهم  را  های جایگاه  .کنندها 

وتحلیل  ریزماهواره چند شکلی، به طور گسترده برای تجزیه
 ,.Romero et alشوند )ساختار ژنتیکی جمعیت استفاده می

این نشانگرها به دلیل تکرارپذیری،  ،به طور کلی  .(2019
فراوانی، ماهیت چند آللی، غلبه، پوشش ژنومی بالا و تنوع در 

از (. Jabeen et al., 2023بسیار مفید هستند )  ،کل ژنوم
سهولت استفاده به  توان این منابع مولکولی می دیگر مزایای

بین همتایان ژنومی و کیفیت بالا  برای مقایسه  نسبی آنها 
  SSRs. همچنین مشخص شده است که تغییرات اشاره کرد

  .ممکن است موجب تغییر فعالیت ژن یا تنظیم بیان ژن شود 
بیولوژیک و سلولی، از جمله ساختار   ،رواز این فرآیندهای 

 Dangدهد )پروتئین و رونویسی ژن را تحت تأثیر قرار می

et al., 2020.) 
مولکولی   آوریفنیک    RNA  (Seq-RNA)2یابی  توالی

گونه تکامل  مطالعه  برای  ژنکارآمد  بیان  تعیین  و ها،  ها 
در واقع، (.  Rai et al., 2016است )  ...برداری ژنتیکی و  نقشه

سازی سطح بیان همه این فناوری با فراهم کردن امکان کمی
برای ژن را  تحقیقاتی  جامعه  رویکرد  همزمان،  طور  به  ها 

(.  Geraci et al., 2020مطالعه بیان ژن متحول کرده است )
برای انجام مطالعات ژنتیکی و   RNAیابی  همچنین توالی

 
1 Simple sequence repeats (SSRs) 
2 RNA sequencing 
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ویژه در موجودات غیر مدل که اطلاعات ژنتیکی  مولکولی به
دارد  زیادی  کاربرد  است،  موجود  آنها  از  اندکی  بسیار 

(Ghorbani et al., 2020.)    مطالعات متعددی در ارتباط با
در   RNA-Seqهای بر پایه داده SSRشناسایی مارکرهای 

مانند  گونه ماهی  مختلف   Brachymystax lenokهای 
(Wen et al., 2020  ،)Patagonian toothfish   (Touma 

et al., 2019  ،)Betta splendens  (Chen et al., 2021  ،)
Coilia nasus  (Fang et al., 2015  و )Amphiprion 

ocellaris  (Yang et al., 2018  )  مورد بررسی قرار گرفته
 .است

تنوع پژوهش بررسی  جهت  ایران  کشور  در  متعددی  های 
های مختلف مانند  ژنتیکی و ساختار جمعیت آبزیان در گونه

(، مارماهی دهان  Mohamadian et al., 2010سیاه کولی )
(، سگ ماهی Bahmaninejad et al., 2018گرد خزری )

 Ghasemi et(، صبیتی )Kashiri et al., 2015آنگورا )

al., 2019( خیاطه ،)Hosseini et al., 2015 و شیربت )
(Karami Nasab et al., 2014  .صورت گرفته است )  به  اما

  شمارهای مرغوب منطقه بهکه ماهی گطان از ماهیرغم این
)می تاکنون   ،(Mortezavi Zadeh et al., 2011آید 

گونه اطلاعات ژنتیکی برای این گونه گزارش نشده است. هیچ
به اهمیت ماهی گطان در منطقه جنوب   ،رواز این با توجه 

گونه اطلاعات در رابطه با ساختار   هر  فقدانغرب ایران و  
ژنتیکی آن و اهمیت و نقش موثر تنوع ژنتیکی برای حفظ 
ذخایر تنوع گونه، مطالعه حاضر به منظور شناسایی و اعتبار  

مربوط به این گونه ماهی با استفاده   SSRنشانگرهای  سنجی  
 .اجرا شدبرای نخستین بار  RNA-Seqهای  از داده

 
 هامواد و روش

نشانگرهای   منظور شناسایی  به  پژوهش  این  در   SSRدر 
( ابتدا دو   (Luciobarbus xanthopterusماهی گطان 

نمونه ماهی گطان از رودخانه کارون صید و به آزمایشگاه 
  RNAمنتقل گردید. پس از جداسازی بافت کبد، استخراج  

نمونه کیتاز  از  استفاده  با  استخراج   ها،   RNAستونی 
است آسیا( انجام گرفت. در نهایت به منظور  ی)شرکت دناز

از  ،و تعیین کیفیت و کمیت آن  یاستخراج  RNAبررسی  
آگارز   ژل  الکتروفورز  نانودراپ  1روش  دستگاه  و   درصد 

(Thermo Scientific Nanodrop. 2000. USA )
و اطمینان از کمیت و   RNAاستفاده شد. پس از استخراج 

ها  نمونه  ،شرکت توپازژن کاوشهای مورد نظر،  کیفیت نمونه
به خارج از کشور شرکت  برای توالیرا    Novogeneیابی 

ها با استفاده از فناوری ایلومینا یابی نمونه. توالیکردندارسال  
Novaseq 6000 .صورت پذیرفت 

داده دریافت  از  وتحلیل یابی، قبل از تجزیهتوالی  یهاپس 
های حاصل از ها، به منظور بررسی و کنترل کیفیت دادهداده

  استفاده شد.  ( 0.11.5)نسخه    FastQCافزار یابی از نرمتوالی
های توالی، ها بر مبنای خوانشبرای بازسازی رونوشت سپس
نرم فرض ( در حالت پیش2.15.1)نسخه  Trinityافزار  از 

(K-mer  25 حذف منظور  به  همچنین  شد.  استفاده   )
-CDافزار ها از نرمبندی خوانشخوشههای تکراری و توالی

HIT    از کلاستربندی 4.7)نسخه پس  گردید.  استفاده   )
برای شناسایی جایگاهخوانش های ریزماهواره موجود در ها 

گونه    RNA-seqهای های مونتاژ شده حاصل از دادهرونوشت
سرور   وب  از  آدرس   MISAگطان  به 

https://webblast.ipk-gatersleben.de/misa   با
 (. Beier et al., 2017فرض استفاده شد )پارامترهای پیش

به منظور اعتبارسنجی نشانگرهای   شناسایی   SSRدر ادامه 
نمونه از باله دمی ماهی گطان صید شده از   45شده جدید،  

پس از استخراج   شد.  تهیه  کارون  )طبق   DNAرودخانه 
ژنومیک شرکت دنا  DNAستونی استخراج   پروتکل کیت

وسیله ژل به یهای استخراج DNAزیست آسیا(، کیفیت 
نهایت    1آگارز   در  شد.  تعیین  برای   5درصد  آغازگر، 

جدید،    SSRنشانگرهای   شده  افزار نرم  باشناسایی 
PRIMER 3   از پایگاه دادهNCBI    (. 1طراحی شد )جدول 

  35میکرولیتر و    25ای پلیمراز با حجم نهایی  واکنش زنجیره
نمونه بر  باله دمی ماهی   یاستخراج  DNAهای  چرخه  از 

و روش  Bio Radبا استفاده از دستگاه ترموسایکلر گطان  
Touchdown    صورت گرفت. برنامه حرارتی مورد استفاده به

استشرح   واسرشتهذیل  دمای  اولیه  .  درجه   95سازی 
به مدت  سانتی هر  چرخه 35و به دنبال آن  دقیقه 4گراد 

ثانیه در   30، گراددرجه سانتی  95ثانیه در   30کدام شامل 
گراد  درجه سانتی  72ثانیه در    30،  گراددرجه سانتی  64-59

گراد  درجه سانتی  72دقیقه برای تکثیر نهایی در دمای   10و  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

fj
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

15
 ]

 

                             3 / 14

https://webblast.ipk-gatersleben.de/misa
http://isfj.ir/article-1-2756-fa.html


 ...    شناسایی و اعتبارسنجی نشانگرهای                                                                                       و همکاران  اهوازیمحمدی

18 

صورت پذیرفت. مرحله اتصال آغازگرها طبق این روش به دو 
یی تقسیم شد که به ازاء هر چرخه تا  25و    10چرخه دمایی 

 چرخه  10دمای اتصال اولیه در    ازگراد  سانتی  درجه  5/0
یافت. حاصل از  کیفیت محصولاتپس از آن   اولیه کاهش 

به با استفاده از الکتروفورز ژل PCRوسیله تکنیک  تکثیر   ،
شد.    3آگارز   سنجیده  ژلدرصد  تصویر  تهیه  از  ها پس 

ژلبه دستگاه  مولکولی وسیله  وزن  سنجش  برای  داک، 
ها  ( و تعیین ژنوتیپbpبر حسب جفت باز )  PCRمحصولات  

استفاده گردید. در   ( 19.1)نسخه    GelAnalyzerافزار از نرم
به منظور تجزیه هاییهای آماری برای جایگاهوتحلیلادامه 

های  تعداد آلل  ،که چندشکلی در آنها مشاهده شده از جمله
( آللNaواقعی  تعداد   ،)( لوکوس  درهر  موثر  (، Neهای 

( و He( و مورد انتظار )Hoهتروزیگوسیتی مشاهده شده )
شانن تنوع  نرم  ،شاخص  ( 6.3)نسخه    GenAlexافزار  از 

چندشکل شناسایی شده با سایر  SSRتوالی   استفاده شد.
ردیف شد و در هم NCBIهای موجود در پایگاه داده توالی

 فیلوژنتیک با استفاده از روش پیوند همجواری  نهایت درخت

(Neighbor Joining  ،)وسیلهبه  Blast Tree View 

Widget  از پایگاه دادهNCBI .ترسیم گردید 
 

 

 ها در این مطالعه SSRخصوصیات آغازگرهای استفاده شده برای اعتبار سنجی  :1جدول 
Table 2: Characterization of primers used for validation of SSRs in this study. 

Number SSR sequence Primer sequence 
Amplicon size 

(bp) 
Temperature 

)oC( 

1 
(ATGAGC)13 

 

F: CCAGCAGCCACCCTATATCC 

R: CTTGTGCGAGTTTGACGCTC 
258 60 

     

2 (GA)34 
F: TCACCATCGCCATAATCCGC 

R: CGTATCGCCGGCATTAGCA 
174 58 

     

3 (AC)35 
F: TTCTTTCGTCCGGTGCCTTA 

R: CAAAGTCTCCTGTGAGGGCT 
283 59 

     

4 (AGAT)23 
F: CTTGGTTGCAAGCAGCGTC 

R: GCAACCAGGGTCCAAAATGAA 
225 60 

     

5 (GA)34 
F: TCGAGATCTTTGTCACCAGCTT 

R: GTGGCGGATATGGAGGTTCG 
363 60 

 
 نتایج

rRNAs  ًدرصد از کل  70 تقریباRNAs  سلول را تشکیل
(  S18و    S28باندهای آن )  دهند، به همین دلیل مشاهدهمی

ب تواند بیانگر یک استخراج صورت شارپ میه بر ژل آگارز 
بر تخریب   شده دال  تخریب  باندهای  و  و   RNAمطلوب 

بودن کیفیت باشد. از بافت کبد، با  RNAاستخراج  پایین 
استخراج   نتایج  و  پذیرفت  صورت  بر   RNAموفقیت 

ژل آگارز   باند   هر  فقدان  گویایدرصد    1الکتروفورز  گونه 
یا اسمیر و عدم تجزیه   طی فرایند استخراج  RNAکاذب 

 (.1)شکل  است
نمونه  RNAیابی  توالی گطان،از  ماهی  کبد  بافت   های 

برای   48309821و    24256355ترتیب  به خوانش خام 
پس از دریافت تولید کرد.    F-L-Gو    R-L-Gهای  نمونه
توالیداده از  حاصل  فرمت  های  در  بررسی FastQیابی   ،

بهکیفیت داده نرموسیله آزمونها  افزار های کنترل کیفیت 
FastQC  خوانشنشان بالای  کیفیت  جهت دهنده  ها 

 (.2آنالیزهای بعدی در ادامه روند کار بود )شکل 
افزار با استفاده از نرم  De novoها به روش  بازسازی رونوشت

Trinity    مجموع و    941894در  ژن   1768662یونی 
کرد. ایجاد  کانتیگ   ترانسکریپت  طول  متوسط  همچنین 

(contig)  345  نرم از  حاصل  نتایج  شد.  افزار محاسبه 
Trinity  ارائه شده است. 2در جدول 

نشانگرهای   شناسایی  منظور  به  ادامه  جدید،   SSRدر 
با استفاده از وب سرور  1ترانسکریپتوم مورد   MISAگطان 

بررسی  وتحلیلتجزیه با  نهایت  در  و  گرفت   تعداد قرار 
، در جفت باز 713176985توالی با اندازه کل   1276825

 
1 Transcriptome 
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جدید   SSR نشانگر  349871نهایت منجر به شناسایی تعداد  
بودند.  SSRتوالی، حاوی   229993گردید که از این میان  

  SSRهای حاوی بیش از یک  توالی  74173همچنین تعداد  
 (.3جدول شناسایی شدند )

 

 
 درصد 1ژل آگارز  بر (Luciobarbus Xanthopterus )ماهی گطان  کبداز بافت  یاستخراج RNAکیفیت  :1شکل 

Figure 1: The qualification of RNA extraction from liver tissue of yellowfin barbel (Luciobarbus Xanthopterus) on 

1% agarose gel 

 

 

 (b) ( و امتیاز کیفیت به ازای توالیaهر باز ) Mیابی به ازانمودار کیفیت توالی :2شکل 
Figure 2. Quality assessment tests. (a) per base and (b) per sequence quality scores 
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افزار های اسمبل شده در نرمنتایج حاصل از رونوشت :2 جدول
Trinity 

Table 4: Results of assembled transcripts in Trinity 

software 

Trinity Statistics 

941894 Total trinity genes 

1768662 Total trinity transcripts 

35.97 % GC 

821 Contig N50 

609.24 Average contig 

345 Median contig length 

1077536230 Total assembled bases 

 
توالی،  1276825توجه به نتایج گزارش شده از بررسی   با

درصد و   37/89ترتیب با  تکرارهای دو و سه نوکلئوتیدی به

خود اختصاص دادند  بیشترین تعداد تکرار را به  ،درصد  05/8
توالی تعداد  دارای  نوکلئوتیدی    6های  و   بودندکمترین 
 (.4)جدول 

ترانسکریپتوم   SSRبرای تشخیص جایگاه   ،ذکر است  شایان
واحد  5و    5،  5،  5،  6های مونتاژ شده حداقل از  در توالی

به پیوسته  موتیفتکرار  شناسایی  برای   SSRهای  ترتیب 
پنتا و هگزا نوکلئوتیدی استفاده شد.  کامل دی، تری، تترا، 

نوکلئوتید شناسایی شده )  SSRsاز مجموع   ، AC/GTدی 
AG/CT  ،AT/AT    وCG/CG  موتیف  ،)AG/CT   با

به ،درصد  21/65فراوانی  خود اختصاص بیشترین فراوانی را 
بسیار    07/0با درصد فراوانی   CG/CGکه موتیف  داد درحالی

 (.3نادر است )شکل 
 

 MISA وب سرور از استفاده با شده شناسایی SSR نشانگرهای :3جدول 
Table 3: SSR markers detected using the MISA web server 

SSR markers Number 

Total number of sequences examined 1276825 
Total size of examined sequences (bp) 713176985 

Total number of identified SSRs 349871 
Number of SSR containing sequences 229993 

Number of sequences containing more than 1 SSR 74173 
Number of SSRs present in compound formation 61192 

 
 خلاصه ای از نوع و تعداد موتیف های تکراری :4جدول 

Table 4: Summary of the type and number of 

repetitive motifs 

Frequency 

(%) 

Number of 

SSRs Unit size 

89.37 146299 Di-nucleotide 
8.05 13179 Tri- nucleotide 
2.07 3398 Tetra- nucleotide 
0.38 625 Penta- nucleotide 
0.13 193 Hexa- nucleotide 

 
دلیل   با ژنوم گونه   هر  فقدانبه  گونه اطلاعات در ارتباط 

ابتدا   گطان،  منظور   SSRsماهی  به  سپس  و  شناسایی 
جفت   5شده جدید،    ییشناسا  SSRاعتبارسنجی نشانگرهای  

با کمک روش واکنش زنجیره طراحی و  پلیمراز پرایمر  ای 
های بافت باله دمی، با  از نمونه  DNA. استخراج ندتکثیر شد

موفقیت صورت گرفت. تک باند مشاهده شده در مورد تک 
از    DNAها بیانگر صحت انجام آزمایش استخراج  تک نمونه

اطمینان از کیفیت باندها بر   . پس ازبودهای مورد نظر  نمونه
  نانومتر  280نانومتر به    260های ژل آگارز، نسبت طول موج

گیری شد. این نسبت در اندازه ،جهت بررسی میزان خلوص
استخراجنمونه پژوهش    یهای  بود. پس از   8/1-2در این 

  PCRواکنش  ،یاستخراج  DNAsبررسی کمیت و کیفیت 
محصولات حاصل آن با  اجرا شد و یهای استخراجبر نمونه

 5مورد بررسی قرار گرفتند. از    ،درصد  3استفاده از ژل آگارز  
جایگاه )پرایمر شماره   2  ،استفاده در این تحقیق  مورد  پرایمر

ها تک باند بودند. در جایگاه سایرو   بوده( چندشکلی 4و   3
  GM1371و    MN1359این تحقیق، این جایگاه به صورت  

شد. جایگاه  نامگذاری  برای  شده  مشاهده  آللی   دامنه 
MN1359  ،225-157    نوکلئوتید برای  جفت   جایگاهو 
GM1371  ،300-260  .5 در جدول جفت نوکلئوتید بود 

پارامترهای آماری برآورد شده برای محاسبه تنوع ژنتیکی از 
میزان  شده،  مشاهده  هتروزیگوسیتی  مقدار  جمله 

های واقعی، اندازه هتروزیگوسیتی مورد انتظار و تعداد آلل
جایگاه  آلل برای  نمونه  تعداد  و  موثر  و   MN1359های 

GM1371    جمعیت گونه گطان استان خوزستان ارائه شده
.است

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

fj
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

15
 ]

 

                             6 / 14

http://isfj.ir/article-1-2756-fa.html


 33( 1) 1403مجله علمی شیلات ایران 
 

21 

 
 ها( بر پایه نوع موتیف SSRهای کوتاه تکراری )توزیع فراوانی توالی :3شکل 

Figure 3: Frequency distribution of simple sequence repeats (SSRs) based on motif type 
 

 جمعیت گونه گطاندر  GM1371و  MN1359پارامترهای آماری برآورد شده برای محاسبه تنوع ژنتیکی جایگاه  :5جدول 
Table 5: Statistical parameters estimated to calculate the genetic diversity of the locus MN1359 and GM1371 in 

yellowfin barbel population 

Locus 
number of 

samples 

Different 
Alleles 

(Na) 

The number of 

effective alleles 
 

Shannon 
index 

(I) 

Observed 

heterozygosity 
 

Expected 

heterozygosity 
 

MN1359 45 5 4.651 1.568 0.147 0.785 

GM1371 45 5 4.342 1.532 0.093 0.770 

 
جمعیت ماهی گطان رودخانه   بر  شده  انجام اسکور  کای  تست

برای هر دو   را  وینبرگ-هاردی  تعادل  برقراری  عدم  کارون
نشان برای    کای  مقدار.  داد  جایگاه  های یگاهجامربع 

MN1359    وGM1371  72/195و    81/198ترتیب  به

با استفاده از   .بود  دارمعنی  ،درصد  1  سطح  در  که  آمد  دستهب
)جایگاه   SSRتوالی   جدید شناسایی شده در این تحقیق 

(MN1359،   سایر و  توالی  این  برای  فیلوژنتیک  درخت 
 (. 4رسم شد )شکل  نیز    NCBIهای موجود در پایگاه  توالی

 

 
 NCBIهای موجود در پایگاه داده با سایر توالی MN1359رابطه فیلوژنتیک جایگاه  :4شکل 

Figure 4: Phylogenetic relationship of the MN1359 locus with other sequences in the NCBI database 
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 بحث
اهمیت اقتصادی ماهی گطان، تعداد پژوهش وجود  های با 

با ارزیابی جنبه ارتباط  در  گرفته  های مختلف این صورت 
ساختار   اندک  ،گونه و  ترانسکریپتوم  ژنوم،  بررسی  است. 

( به  Luciobarbus xanthopterusجمعیت ماهی گطان )
( در معرض انقراض  گونه  یک  ( Freyhof, 2014عنوان 

گطان   ژنوم ماهی زمینه در اطلاعاتی گونهضروری است. هیچ
نیست. یک ابزار سریع   دسترس در ،که در خطر انقراض است

به مقرون  مولکولی و  نشانگرهای  شناسایی  برای  صرفه 
های جداسازی ، در مقایسه با روشSSRsویژه  چندشکلی به
(.  Zane et al., 2002یابی ترانسکریپتوم است )سنتی، توالی

مربوط به گونه ماهی  SSRنشانگرهای ن تحقیق در ای  ،لذا
و    شدندشناسایی    RNA-Seqهای  با استفاده از داده گطان

گرفتند. قرار  ارزیابی  مورد  کار  صحت  امروزه   جهت 
برای شناسایی ارتباطات ثمو  یرویکرد  SSRنشانگرهای   ر 

نقشه ایجاد  برای  مناسبی  منبع  و  ژنتیکی، فنوتیپی  های 
نشانگر تجزیه کمک  به  انتخاب  و  ژنتیکی  تنوع  وتحلیل 

این نشانگرها به  (.Zhang et al., 2014مولکولی است )
نشانگرهای  پرکاربردترین  چندشکلی،  بالای  سطوح  دلیل 

 Li etروند ) شمار میهمولکولی در مطالعات ژنتیک جمعیت ب

al., 2002  پژوهش حاضر، تعداد نشانگر   349871(. در 
SSR  یابی  های اسمبل شده حاصل از توالیبر اساس یونی ژن

 01/18ترانسکریپتوم گونه گطان شناسایی شد که حدود 
این  بودند.  SSRدرصد از کل توالی های مورد بررسی حاوی  

تعداد کمی بیشتر از موارد گزارش شده در مطالعات مربوط 
 Yang et al., 2018; Wenهای مختلف ماهی بود )هبه گون

et al., 2020 از مجموع .)SSRs  ،74173شناسایی شده 
در فرم  SSR  61192، تعداد  SSRتوالی حاوی بیش از یک  

فراوان ترین نوع  ،براینعلاوهوجود دارند.  نیز  های ترکیبی  
SSR  به دنبال آن تری نوکلئوتید نوکلئوتید و   تکرار دی 

با  هب رابطه  در  شده  گزارش  نتایج  با  که  آمد  سایر دست 
 Brachymystax lenok  (Wen etجمله    های ماهی ازگونه

al., 2020  ،)Patagonian toothfish  (Touma et al., 

Amphiprion ocellaris  (Yang et al., 2018  )( و  2019
امر   این  که  دارد  بالای   گویایمطابقت  دقت  و  صحت 

است.یافته تحقیق  این  مجموع    های  از   SSRsهمچنین 

موتیف  دی شده  شناسایی  فراوانی   AG/CTنوکلئوتید  با 
به  ،درصد  21/65 را  فراوانی  داد بیشترین  اختصاص  خود 

بسیار  07/0با درصد فراوانی   CG/CGکه موتیف  درحالی
 Fang etمحققین مطابقت دارد )  سایرنادر است که با نتایج  

al., 2015نیز به(. این مورد در مهره خوبی نشان داده داران 
در پژوهش حاضر از بین    (.Toth et al., 2000شده است )

SSRs   5شناسایی شده در گونه گطان، تنوع ژنتیکی در 
ژل  نتایج  گرفت.  قرار  ارزیابی  و  بررسی  مورد  جایگاه 

حضور   کرد    SSR  5الکتروفورز  تایید  که و  را  داد  نشان 
SSRs  5، مورد تایید است. از میان این  شده  جدید شناسایی  
جایگاه  2 فقط جایگاه فاقد چند شکلی بوده و   3  ،جایگاه

از  یکی  عنوان  به  هتروزیگوسیتی  میزان  بود.  چندشکل 
جمعیت  معیار یک  درون  تنوع  بررسی  متداول   استهای 

(Frankham, 2008; Rohipoor et al., 2021  با توجه .)
ب نتایج  ، مقدار هتروزیگوسیتی 5دست آمده در جدول هبه 

ترتیب  به   GM1371و    MN1359برای جایگاه    مشاهده شده
برای  هتروزیگوسیتی مورد انتظارو    093/0  و  147/0  برابر با

و  785/0 ترتیب برابربه GM1371و   MN1359جایگاه  
هتروزیگوسیتی   770/0 میزان  بودن  پایین  شد.  محاسبه 

بیانگر سطح پایین  را میها  یگاهمشاهده شده در این جا توان 
تنوع آن درون جمعیت دانست. کاهش هتروزیگوسیتی در 

تواند به دلیل ایجاد تنگناهای ژنتیکی از جمله صید  ذخائر می
 ها باشدهای خویشاوندی وتخریب زیستگاهرویه، آمیزشبی

(Norris et al., 1999; Rohipoor et al., 2019  طبق .)
حاضرحاصله  نتایج   پژوهش  آلل  ،در  واقعی  تعداد   5های 

دست آمد. تعداد آلل واقعی به عنوان معیاری برای بررسی  هب
  هایشدت به اندازه نمونه بستگی دارد و در آزمایشتنوع، به

نمونه تعداد  های مختلفی ایجاد های متفاوت، تعداد آللبا 
(. همچنین  Mohamadi Ahwazi et al., 2019شود )می

بیان آلل برای  عنوان معیاری  به  موثر  آلل  هایی که تعداد 
یکسان ایجاد میسیهتروزیگو از تعداد آلل واقعی  ،کنندتی 

کمتر بود. باتوجه به این امر که تفاوت زیاد بین این دو عامل  
حاصله  نتایجپس  است،دلیلی بر فراوانی بالا در هر جایگاه 

دارد.  دلالت  تنوع  میزان  بودن  پایین  بر  تحقیق،  این  در 
عنوان به  شانن،  شاخص  برای   همچنین  مفیدی  معیار 

برای جایگاه    ها برای این جمعیتگیری تنوع در جایگاهاندازه
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MN1359  وGM1371 523/1و  568/1 ترتیب برابربه 
به صفر  هرچه مقدار عددی این شاخص  که  شد  محاسبه 

 Nazariدلالت بر پایین بودن تنوع دارد ) ،تر باشدنزدیک

and Mohamadi Ahwazi, 2022 با توجه به مقدار .)
مطالعه مورد  جمعیت  بر  شده  محاسبه  توان می  ،عددی 

گونه تنوع  که  کرد  ماهی استنباط  این  جمعیت  درون  ای 
است. کم   ورود به توانمی پدیده این دلایل از  نسبتاً 

صنعتی، هایآلودگی  و شن برداشت و کشاورزی شهری، 
 لحاظ از باید که اشاره کرد رودخانه بستر از رویهبی ماسه

بیشتر این گزارش نشان  .شود توجه آن به زیست محیطی 
می که  نشانگرهاداد  از  )توان  ریزماهواره  جهت SSRی   )

بررسی تنوع ژنتیکی و ساختار جمعیت ماهی گطان استفاده 
سیاه همچون  ماهیانی  در  موضوع  این  کولی کرد. 

(Mohamadian et al., 2010 مارماهی دهان گرد خزری ،)
(Bahmaninejad et al., 2018 آنگورا ماهی  (، سگ 
(Kashiri et al., 2015( صبیتی ،)Ghasemi et al., 

اثبات رسیده  ( بهHosseini et al., 2015( و خیاطه )2019
است. تنوع ژنتیکی ماهی شیربت )گونه دیگری از باربوس 

با استفاده از  ،ماهیان در رودخانه کارون استان خوزستان(
ها نشان داد که تنوع ژنتیکی بالایی در این گونه ریزماهواره

(. این محققین  Karami Nasab et al., 2014وجود دارد )
ریزماهواره برای بررسی ساختار جمعیت ماهی شیربت  7از 

که   کردند  همگی مورد  ریزماهواره    7استفاده  استفاده 
علمی است که با در   ،1چندشکلی را نشان دادند. فیلوژنتیک

ها، به ها و نژادهای بین گونهها و تفاوتنظر داشتن شباهت
 Nazari andپردازد )توضیح روابط تکاملی موجودات می

22Mohamadi Ahwazi, 20.) انواع 2بندیعلم طبقه ،
نماید  های بسیار زیادی تقسیم میموجودات زنده را به گروه

های یکسان  ویژگی ،هاکه اعضاء هر یک از این گروهنحویبه
دارند مشابهی  ترتیب  .یا  ها بندی گونهامکان طبقه  ،بدین 

بندی شامل تشکیل در مطالعات تکامل، طبقه  .شودفراهم می
گردد. به دلیل نشان دادن مسیرهای تکاملی، فیلوژنی نیز می

می تکاملی  روابط  درک  برای  فیلوژنتیک  درختان  توان از 
تکاملی بین یک نژاد با    ها، فاصلهشاخه ،استفاده کرد. در واقع

 
1 Phylogenetics 
2 Taxonomy 

برای نشان دادن  نماید. معمولاًگیری مینژاد دیگر را اندازه
گروه انشقاق  شاخهمیزان  طول  بهها،  را  آنها  که  هم هایی 

می قرار می  ،کنندمتصل  قیاس   وتحلیلتجزیهگیرد.  مورد 
ابزاری برای جدا   ،3فیلوژنتیک بر مبنای رسم درخت فیلوژنی

های نیازمند  های خاص و مشخص کردن گونهکردن جمعیت
( (. نتایچ Zhang and Hewitt, 2003به حفاظت است 
به خانواده کپور یید کرد که ماهی گطان  أدرخت فیلوژنتیک ت

علق دارد  ت  Luciobarbus( و جنس  Cyprinidaeماهیان )
با نتایج گزارش  Fricke etهمخوانی دارد ) ،قبلی هایکه 

al., 2007). 
 

 گیرینتیجه
-RNAهای این پژوهش اولین تحقیقی است که بر پایه داده

Seq  نشانگرهای  ،SSR   گونه گطان را شناسایی، معرفی و

نتایج ارزیابی معیار است.  کرده  های مختلف تنوع ارزیابی 

همگی   بین جمعیت مورد   گویایژنتیکی  کاهش تنوع در 

برای ابزار قدرتمندی  حاصلهنتایج  ،براینمطالعه بود. علاوه

این گونه به ویژه در مورد اساس   برایمطالعات ژنتیکی آینده  

ماهی گطان ارائه می ،ژنتیکی باربوس ماهیان و به طور کلی

بیولوژیک، ساختار همچنین میدهد.   برای مطالعات  تواند 

 .جمعیت و بررسی تنوع ژنتیکی مفید باشند
 

 تشکر و قدردانی
پژوهشی دانشگاه علوم کشاورزی و نگارندگان   از مسئولین 

پژوهشکده از منابع طبیعی خوزستان برای حمایت مالی و 

امکانات آبزی نمودن  فراهم  دلیل  به  کشور  جنوب  پروری 

تشکر برای اجرای تحقیق،   آزمایشگاهی و همکاری صمیمانه

 .نمایندو قدردانی می
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Abstract 

This research was conducted to identify and validate the simple sequence repeats (SSR) markers 

related to yellowfin barbel (Luciobarbus xanthopterus) using RNA-Seq data. After collecting the 

liver tissue, RNA was extracted from the samples. The samples were sequenced using the 

Illumina Novaseq 6000 platform. Trinity software (version 2.15.1) was used to reconstruct 

transcripts. Identification of SSR was done using the MISA web server. The primers needed in 

the polymerase chain reaction for 5 SSR markers were designed by PRIMER 3 software and 

validated using 45 yellowfin barbel. Transcript assembly by the Trinity program generated 

941,894 unigenes and 1,768,662 transcripts. In this study, the examination of 1,276,825 

sequences by MISA software led to the identification of 349,871 potential SSR markers. Among 

the SSRs, di- and trinucleotide repeats had the highest number of repetitions with 89.37% and 

8.05%, respectively. From the 5 primers used, only two of them showed polymorphism. The 

expected and observed heterozygosity for the MN1359 locus were calculated as 0.785 and 0.147, 

and for the GM1371 locus given 0.770 and 0.093, respectively. Moreover, the chi-square test 

showed that population was not in Hardy-Weinberg equilibrium. The results of different genetic 

diversity criteria showed a decrease in diversity in yellowfin barbel. Generally, this research 

showed that the new SSRs can be helpful for molecular breeding, functional genomics studies, 

and the genetic diversity analysis of yellowfin barbel. 
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