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چكیده 

رغم اینعلی    است.هوتنتوتا  جنس  ها  که یکی از آن  اندایران  در جهان و از جمله در  متنوعی  هایجنس  بوتیده دارای  خانواده  هایعقرب    
فیلوژنتیکی آن در ایران صورت   در خصوص روابط ملکولی یاز چند عقرب مهم از لحاظ پزشکی است، تا کنون مطالعه که این عقرب یکی

لف استان خوزستان  از مناطق مخت  سلسئیو    زاگروسنسیس   هوتنتوتاهای گونه  از هر کدام از عقرب  نمونه  10در این مطالعه،    نگرفته است.  
PCR-  و    Microsatellites)RAMS (Random Amplifiedتنوع ژنتیکی با استفاده از تکنیک  بررسیجهت  سپس  و    آوری گردیدجمع

RFLP  .آغازگر      مورد مطالعه قرار گرفتندP-CCA    آغازگر    6از بینRAMS    که به کمک واکنشPCR  باندهای مورد استفاده قرار گرفت ،
باند تولید شد که از این تعداد باندهای    78تعداد کل    هوتنتوتا زاگروسنسیس و سلسئینمونه عقرب    20از    .  تولید کرد  یواضح و تکرارپذیر

 نوکلئوتید  1000تا    200بین   این آغازگر  ی تولید شده با استفاده ازباندهای  اندازه  بودند.    2/5و    8/94ترتیب،  ه  مورفیک و مونو مورفیک بپلی

و  دایس شباهت ضریب از  استفاده با هانمونه بندیگروه ،زالکتروفوره بر روی ژل  حاصلباندهای   الگوی امتیازدهی  از پس    متفاوت بود.
ه  با ضریب تشابه ب سنسیس و سلسئیوهوتنتوتا زاگرهای مربوط به نشان داد که نمونهدندروگرام نتایج   د.ش  انجام UPGMAالگوریتم 

شده از ی  گردآور  دو نمونه    .شدهای دو گونه مشاهده  در یک گروه قرار گرفتند، هرچند که ناهمگونی بین نمونه  60/0و    65/0  ،ترتیب 
ید أیمورد ت PCR-RFLP آزمایش  یوسیلهه ب جهیاین نت که د،متفاوت بودن کاملا  خود گروهی همهانمونه یاز بقیه (SE5و    HZ9) دزفول

گرفت. دندروگرام  نتایج حاصل      قرار  تحلیل  گونه  تنوعاز  درون  ژنتیکی  جدایی  استان    عقرب  جمعیتاعضای    ای و  در  هوتنتوتا  جنس 
این   در  هابررسی تنوع ژنتیکی عقرب  منظوره  عنوان ابزاری به  ب   RAMS  تکنیک  استفاده از  کاربرد  این مطالعه    .اددرا نشان  خوزستان  

دهد.میرا نشان منطقه 
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 مقدمه  

92گونه و تحت    1053های بوتیده با  عقرب  یخانواده     

ها در جهان به شمار جنس بزرگترین خانواده در بین عقرب
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 مورد  در  ی زیادیشده  منتشر  اطلاعاتچند که    آیند، هرمی

فیلوژنتیک از  خانواده  درون   روابط  دسترس   در  هاآنای 
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  استاز طرفی نشان داده شده    .(Rein et al. 2015)نیست 

  تعریف   و  تمایز  در  هاییمحدودیت  هامورفوتاکسونومی  که

  طوریه  ب    .(Fet et al, 2003)دارند    ایگونه  هایمرزبندی

به حدی ناکافی    این مطالعات  تراطلاعات حاصل از بیشکه،  

در    های چندگونهاست که فقط اطلاعات در مورد تاکسون

است  بدون  .  دسترس  که  است  مشخص    داشتن   بنابراین، 

عقرب  مولکولی  اطلاعات خانوادهاز  این  کاستی    ،های 

این درون گونه  تکامل  و   توزیع   تنوع،   درک   در   بزرگی   ای 

  دارد. وجود  هاتاکسون

  دسترس   ملکولی در  مطالعاتاز  محدودی    تعدادامروزه،      

  خانواده   اعضایبین    در  فیلوژنی مولکولی  بررسی  به  است که

 Gantenbein et al. 2003; Mirshamsi) اندپرداخته بوتیده

et al. 2010; Sousa et al. 2011) .    فیلوژنی  یاولین مطالعه 

از  یخانواده  روی   بر  مولکولی استفاده  با    ژن   بوتیده 

16SrRNA  شد    انجام(Fet et al. 2003).    فیلوژنی  یمطالعه 

با   گونه  روی   بر   ایران  در  مولکولی که  اپئوس    مزوبوتوس 

انجام شد،   میتوکندریایی سیتوکروم اکسیداز  ژن  از  استفاده

  مناطق   از  شده  آوریجمع  هاینمونه  بین  واضح  واگرایی  یک

دو  داد.  نشان  را  جنوبی  و  شمالی مطالعه  این   دودمان  در 

  های ویژگی  با  هاگونه  از  ای مجموعه  که  مزوبوتوس  از  مجزا

شد  دهند، مشاهدهرا تشکیل می مشابه بسیار مورفولوژیکی

(Mirshamsi et al. 2010).     دیگر نیز    ییک مطالعه  ینتیجه

که بر اساس توالی ژن سیتوکروم اکسیداز صورت گرفت،  

علی  نسبی  جدایی استان خوزستان  در  را  عقرب  رغم  این 

می  یفاصله  ینزدیک نشان    .(Jolodar, 2019)داد  ژنتیکی، 

  عقرب   غده زهر  MeBTXپپتیدتوکسین مطالعه بر روی ژن  

نظر    نشان داد که صرفاپئوس استان خوزستان   مزوبوتوس

های محافظت شده دای  ای و پل بالای اسید آمینهتشابه    از

  پپتید ی  خانواده  از  جدیدی  عضو   احتمالاً ژن این ،سولفیدی

  از   چند که  شود، هراین عقرب محسوب می  هایتوکسین

  (. Jolodar et al. 2013اند )سرچشمه گرفته  مشترکی  منشاء

های دیگر  از دیگر مطالعات تنوع ژنتیکی که بر روی عقرب

ژن از  استفاده  با  و  خوزستان  میتوکوندریایی  استان  های 

می است،  گرفته  رابطهصورت  بررسی  به  فیلوژنی    یتوان 

 ( ایرانوس  اورتوشیروس   ،( Jafari et al. 2017عقرب 

اپئوس   همی   ( (Nikkahah et al. 2019مزوبوتوس  و 

همچنین   اشاره کرد.    (Jolodar 2019)روس  سکورپیوس لپتو 

 خراستان حداقل  استان   جنس ادنتوبوتوس   فیلوژنی   در بررسی 

در  گونه   پنج  جنس  این   که  است،   شده   گزارش   ایران  از 

 جدایی  ، مولکولی   شواهد   و   آماری   مورفومتریک   های تحلیل 

) می  تایید   را   هاگونه   این   .  ( Mirshamsi et al. 2010کند 

گونه مطالعه  درون  جنس ی  روی  بر  که  دیگری  ای 

آندروکتونوس کراسیکودا با استفاده از ژن سیتوکروم اکسیداز 

-ای در نمونهدر ترکیه انجام شد، عدم وجود تنوع درون گونه 

 (.Ozkan et al. 2007)  داد های جدا شده را نشان می 

ای هستند تکرار شونده  یهای ساده ها توالیهریزماهوار    

ب به  که  ارزشمند  منبع  یک  پلیه  عنوان  بررسی  -منظور 

ب گیاهان  پستانداران و  در  ژنتیکی  روند کار میه  مورفیسم 

(Weber et al. 1990).    ناچیز    ها آن  از میزان  در حضور 

  یابی بدون نیاز به توالیو    PCRکمک    و به  DNAژنومیک  

  یک   این    استفاده کرد.  تنوع ژنتیکی  هایبررسی  درتوان  می

  Zietkiewicz  توسطاولین بار    ساده و ارزان است که  روش

برای    از این روش  .  توسعه داده شد  1994و همکاران در  

جنس    یمطالعه از  طراحی   Arabidopsisگیاهی  با  و 

اساس بر  شونده،    CT  نوکلئوتیدهای  آغازگرهایی  تکرار 

 Random Amplified Microsatelliteتحت عنوان تکنیک  

Polymorphism (RAMP)    گردید  .Wu et al) استفاده 

 نیز  هاژنوم قارچ  یمنظور مطالعهه  باز این تکنیک     .(1994

 (. (Hantula et al. 1996 استفاده شده است 

جنس      عقرب  گونه  دو  ژنتیکی  تنوع  مطالعه  این  در 

از   استفاده  با  بار  اولین  برای  استان خوزستان  در  هوتنتوتا 

با توجه     گیرد.صورت می  PCR-RFLP  و   RAMSتکنیک  

جمعیت  حضور  احتمال  به  جنس،  این  از  نامشخص  های 

 شناسایی گونه یا تحت گونه جدید محتمل است. 
 

 کار   مواد و روش

از  هراز    نمونه  10تعداد       هوتنتوتا  عقرب  گونه    کدام 

با استفاده    و  شبانهطور  ه  ب   هوتنتوتا سلسئیو    نسیسزاگروس



 سعید پیرمرادی، عباس جلودار و هدیه جعفری 

  1400 تابستان، 2، شماره هفدهمنشریه دامپزشكي ایران، دوره         40

نور منطقه    از  بنفش  یماورا  از  استان  مختلف  هشت 

-شمار میه  باین نوع عقرب  های  زیستگاهاز  که  خوزستان  

همراه ه  ب  هانمونه آوریجمع محل    .یدگردآوری  جمعآید،  

با استفاده از   بردارینمونه  مناطق جغرافیایی عرض و طول

  ،هاپس از انتقال نمونه  .  شد  ت ( ثبGPSیاب )دستگاه مکان

شناسایی تشخیص  هانآ  جهت  کلید  توسط ئارا  از  شده   ه 

(Vachon et al. 1974; Lamoral et al. 1979)   استفاده

  .گردید

 0/ 5تا    0/ 1  ،عقربDNA   ژنومیک  استخراج  منظوره  ب    

بافت   گرم عقرب  از  خرد    پای  مایع  نیتروژن  حضور  در 

  RSBلیتر از بافر میکرولیتر میلی 600و سپس مقدار گردید 
(10 mM Tris–HCl pH 7.4/ 10 mM NaCl/ 25 mM 

EDTA, SDS 1%)    بشد  اضافه مخلوط  صورت  ه  و 

با میزان هم حجم   DNAژنومیک    هموژنیزه درآورده شد.  

یک و  کلروفرم   فنل/کلرروفرم  هم حجم  میزان  با  هم  بار 

 3اتانول خالص و    یوسیلهه  در نهایت ب  گردید.  استخراج  

 .شدیم رسوب داده دلار استات سمو 

واکنش   12SrRNAقطعات ژنی    سازیافزودهمنظور  ه  ب    

PCR    میکرولیتر حاوی    25برای هر نمونه در حجم نهایی

الگوی    350 گرم   )  X PCR  ،dNTPs 1بافر  ،  DNAنانو 

mM25 /0( منیزیم  کلرید   ،)mM  5 /1  و رفت  آغازگر   ،)

  Taq  (U  5 /0 )مراز  پلی  DNA  (،µM 4 /0)هر کدام    برگشت 

ی  درجه  95  صورت   به   PCR  حرارتی یبرنامه  انجام گرفت.  

سیکل(،  دقیقه  3  مدت  به  گرادسانتی ی  درجه  94  )یک 

  به   گرادسانتی  یدرجه  45  ثانیه،  45  مدت  به  گراد سانتی

ثانیه با    60به مدت    گرادسانتیی  درجه  72  ثانیه و  45  مدت

تکرار  5 مدت  گراد  سانتی  ی درجه  94سپس    ،دور    45به 

-درجه  72ثانیه و    60به مدت  گراد  سانتی   ی درجه  51ثانیه و  

  72  نهایتاً دور تکرار و  35ثانیه با    60به مدت    گرادسانتی   ی

 .  شد گرفته نظر در دقیقه 10مدت گراد بهسانتی ی درجه

واکنش  ه  ب انجام  حجم    RAMSمنظور  در  نمونه   25هر 

حاوی   ژنومیک    10میکرولیتر   X 1بافر  ،  DNAنانوگرم 

PCR  ،dNTPs  (mM25 /0( منیزیم  کلرید   ،)mM  5 /1  ،)

   انجام گرفت.   Taq  (U  5 /0 )مراز  پلی  1µM  ،DNA)آغازگر )

  گراد سانتی ی  درجه  95  صورت  به  PCR  حرارتیی  برنامه

  به   گرادسانتی ی  درجه  94)یک سیکل(،    دقیقه  3  مدت  به

ثانیه    45  مدت  به  گرادسانتی  یدرجه  46/ 9  ثانیه،  45  مدت

دور تکرار   25ثانیه با    60به مدت    گرادسانتیی  درجه  72  و

بهسانتیی  درجه  72  نهایتاً  و   نظر   در  دقیقه  5  مدت  گراد 

 . شد گرفته

میکرولیتر    PCR  ،10منظور بررسی محصول واکنش  ه  ب    

با   نمونه  به    2از  و  مخلوط  بارگذاری  بافر  میکرولیتر 

آگارز  چاهک ژل  بافر    1های  حاوی    0/ 5و    TAEدرصد 

- 7و با ولتاژ    شداضافه    Safe stain  لیترمیکروگرم در میلی

ازا  5 به  فاصلههر سانتی  یولت  ب  یمتر  الکترود  دو  ه بین 

مارکر    45مدت   کنار  در   نوکلئوتیدی  DNA  100دقیقه 

از    داک  ژل  دستگاه  از  استفاده  با   سپس    .یدالکتروفورز گردد

 . گرفت  صورت برداریعکس آن

از محصول       میکرولیتر  نهایی    PCRده   20را در حجم 

  2  در حضور  PCRمیکروگرم محصول    1  میکرولیتر حاوی

  EcoRIیونیت آنزیم محدودالاثر    1و    X10میکرولیتر بافر  

 د.  هضم ش

افزار     نرم  از  استفاده  با  دندروگرام   NTSYS  ترسیم 

(Version 2.0)    الگوریتم کمک  به   UPGMAو 

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 

Averages)    انجام گردید(Edgar et al. 2004; Sneath et 

al. 1973).    از ضریب  صد همدر استفاده  با  باندها  خوانی 

گردید   محاسبه  دایس    به   تجزیه    .(Dice, 1945)تشابه 

-نرم  از  استفاده   با   هابین نمونه  جهت افتراق  اصلی  هایمؤلفه

انجام   PCoA (Principal  Coordinate Analysis)  افزار

 گردید.

 

 نتایج 

 RAMSسازی قطعات ژنی به کمک تكنیک افزوده

مقایسه     گونه  یبا  دو  مورفومتریک،  صفات    ی متوسط 

فقط در   هوتنتوتا سلسئیو    نسیسهوتنتوتا زاگروسعقرب  

 سطح گونه مورد شناسایی قرار گرفتند. 
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Table 1: Location of scorpion specimens along with latitude and longitude 

 of sampling regions in Khuzestan province 
Samples Region latitude Longitude 

HZ10, HS8, HS10  Bidrobe  ̋06ʹ46°32  ̋24ʹ15°48 
 HZ8, HS1, HS3  Baghmalek  ̋29  ʹ 31  ° 31  ̋18  ʹ 47  ° 49 

HZ3 HZ6, Masjedsolei

man 
 ̋55  ʹ 58  ° 31  ̋38  ʹ 00  ° 49 

 HZ1, HZ4 Ramhormoz   ̋07  ʹ 15  ° 31  ̋03  ʹ 32  ° 49 

 HZ5, HZ2 Izeh  ̋13  ʹ 46  ° 31  ̋56ʹ52  ° 49 

 HZ9, HZ7, HS4, HS5  Dezful   ̋41ʹ36°32  ̋36ʹ33°48 

HS2  HS6, Shush   ̋48  ʹ 00  ° 32  ̋78  ʹ 31  ° 48 
HS7  HS9, Chogha 

Zanbil 
 ̋45ʹ12  ° 32  ̋46ʹ31°48 

 

های انتهایی دو  های بین بخشتوالی RAMS در تکنیک    

فاصله در  که  به    یریزماهواره  دارند،  قرار  هم  از  مناسبی 

محصول نهایی شود و سپس  میسازی  افزوده   PCRکمک  

-بندی می اساس وزن ملکولی دسته  بر روی ژل آگاروز بر 

سازی قطعات ژنی با استفاده  تصویر شماتیک افزوده  .  دشو 

 . نشان داده شده است  Fig. 1در  P-CCAاز آغازگر 

 

 

  
Fig. 1: Schematic image of the region was amplified by PCR using P-CCA primer in the RAMS technique 

 

در   موجودی هاریزماهوارهر اساس منابع و ب یمطالعهبا     

 که  (Hantula et al. 1996)   شد  آغازگر انتخاب  6بندپایان،  

نوکلئوتیدی  تکرار شوندهآغازگر  فقط   تولید   P-CCA  سه 

آغازگرها    یبقیه  باندهای واضح بر روی ژل آگاروز نمود.  

مطالعه  سازی ضعیف و عدم تکرارپذیری از  دلیل افزوده ه  ب

 کنار گذاشته شدند.

 
Table 2: The sequence of primers used in this study. The following symbols are used in 

 the design of the primers: W(A/T), H(A/C/T), B(C/G/T), R(A/G) and D(A/G/T) 

Nucleotides Tm Primer 

5'-AGAGTGACGGGCAATATGTG 

5'-CAGCGGCTGCGGTTATAC 

5'-BDBACAACAACAACAACA 

5'-DDBCCACCACCACCACCA 

5'-DHBCGACGACGACGACGA 

5'-HHBGGAGGAGGAGGAGGA 

5'-WBGACAGACAGACAGACA 

5'-RGCACACACACACACACA 

57.0 

59.0 

45.8 

50.3 

50.3 

50.3 

48.0 

50.3 

16S-F 

16S-R 

P-ACA 

P-CCA 

P-CGA 

P-GGA 

P-GACA 

P-RG 
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ه نمونه از عقرب  که بر روی دسازی قطعات ژنی  افزوده    

با استفاده از آغازگر  ستان خوزستان  ا  نسیسهوتنتوتا زاگروس

P-CCA    تکنیک  و کمک  در   RAMSبه  گرفت،  صورت 

Fig 2  در این تصویر یک ستون نیز مربوط    شود.  دیده می

عقرب همی   یبه نمونه کنترل خارج از گروه مربوط به گونه

لپتو اس با الکتروفورز محصول   روس قرار دارد.  کورپیوس 

PCR  شمارش و با  ، قطعات ژنی تولید شده در هر نمونه

با توجه      بندی شدند.استفاده از الگوریتم صفر و یک دسته

کمبیشتولید  ،  Fig 2به   و  ژنی  ترین  ترین  قطعات  تعداد 

  7ترتیب،  ه  با تعداد ب  HZ1و    HZ4مربوط به نمونه عقرب  

تولید شده برای آغازگر    RAMSتعداد باندهای    بود.    4و  

P-CCA   هر آغازگر بود.  برای 5با میانگین  7-3بین 

  

 
Fig. 2: Agarose gel electrophoresis of the amplified PCR products using RAMS technique on 1% agarose 

gel. DNA marker in column M and PCR products of scorpion Hottentotta Zagrosensis in columns HZ1 to 

HZ10. Hemiscorpius lepturus specimen (HL) was considered as an out group species 
 

آغازگر  افزوده     با  عقرب    P-CCAسازی  هوتنتوتا  در 
  طوریه  ب  نشان داد،ای  پیچیده  الگوی نسبتاً  سنسیسوزاگر

پلی باندهای  تولید  ناحیه وزن ملکولی  مورفیک  که در سه 

  ی همه  Hz3و    Hz1جز دو نمونه  ه  ب  1Kb  ی در ناحیه  نمود.  

که در    نکته جالب این  ها این باند را تولید نمودند.  نمونه

ناحیهنمونه  یهمه در  باندی  قابل    250  یها  نوکلتوتیدی 

امر نشان میمشاهده بود این  باند    داد که احتمالاً، که  این 

مورفیک در این گونه عقرب  یک مارکر محافظت شده پلی

نوکلئوتیدی نیز    450-550وزن ملکولی    یدر ناحیه  است.  

 (.Fig. 2) تولید باند واضح نمودند HZ3و  HZ1دو نمونه 

ژنی  افزوده     نمونه عقرب  سازی قطعات  ده  بر روی  که 

سلسئی خوزستان  ا   هوتنتوتا  آغازگر ستان  از  استفاده           با 

P-CCA    به تکنیک  و  در   RAMSکمک  گرفت،  صورت 

Fig. 3   در این تصویر ستون    .  نشان داده شده استHL  ه ب

ط به گونه عقرب  نمونه کنترل خارج از گروه مربو عنوان  

الگوی تولید باند   روس قرار دارد.  همی اسکورپیوس لپتو 

  هوتنتوتا زاگروسنسیس نسبت به    تا سلسئیهوتنتو در عقرب  

قطعات  ،  PCRبا الکتروفوروز محصول    تر بود.  ساده  نسبتاً

شمارش و با استفاده از الگوریتم صفر و یک مربوطه  ژنی  

ترین تعداد قطعات  ، بیشFig 3با توجه به    بندی شدند.  دسته

 6با تعداد قطعات ژنی    HS6ژنی مربوط به نمونه عقرب  

 بود. 
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Fig. 3: Agarose gel electrophoresis of the amplified PCR products using RAMS technique on 1% agarose 

gel. DNA marker in column M and PCR products of scorpion Hottentotta saulcyi in columns HS1 to HS10. 

Hemiscorpius lepturus specimen (HL) was considered as an out-group species. 
 

-نمونه  ی در همه  P-CCAسازی آغازگر افزوده   ینتیجه    

 ی تولید یک باند قوی در ناحیه  هوتنتوتا سلسئیای عقرب  ه

  ی دهندهنشان  نوکلتوتیدی بود که احتمالاً  250وزن ملکولی  

مورفیک و محافظت شده در این گونه از عقرب  یک باند پلی

آن،    است.   بر  همهعلاوه  ناحیهنمونه  یدر  در  وزن    یها 

-یک باند پلی  ،HS5جز نمونه  ه  نوکلئوتیدی، ب  400ملکولی  

 HS8و    HS7  هایورفیک دیده شد، که این باند در نمونهم

نمونه    تر مشاهده گردید.  ضعیف  نسبتاً باند   HS5در  یک 

شد که در  نوکلئوتیدی دیده    700  یفرد در ناحیهه  منحصر ب

هوتنتوتا  خلاف عقرب    بر  ده نگردید.  ها مشاهنمونه  دیگر

نمونهسنسیسوزاگر در  عقرب،  سلسئی  های  در    هوتنتوتا 

 نوکلئوتیدی باندی مشاهد نشد.  1000وزن ملکولی    یناحیه

 

 
Fig. 4: Dendrogram derived from cluster grouping based on Dice similarity coefficient using the band 

pattern of Hottentotta Zagrosensis scorpion specimens using UPGMA algorithm and NTSYS software. The 

coefficient of similarity (0.65) shown by the dotted line 
 

  ، P-CCAسازی به کمک آغازگر  طور کلی با افزوده ه  ب    

تعداد   سلسئیو    هوتنتوتا زاگروسنسیسنمونه عقرب    20از  

نوکلئوتید تولید شد که از این   1000-100باند بین    78کل  

  94/ 8ترتیب،  ه  مورفیک و مونومورفیک بتعداد باندهای پلی

 بودند. 5/ 2و 

در    همان     که  می  Fig 4  دندروگرامطور  شود، مشاهده 

عقرب    10تعداد   زاگرنمونه  اساس    سنسیسوهوتنتوتا  بر 

ایجاد شده به کمک تکنیک   دسته    دوبه    RAMSپروفایل 

-نمونهشامل    A1گروه    اند.  قابل تقسیم  A2  و  A1  ایمجز

  ی نمونه  .  باشدمی  HZ5و    HZ1 ,HZ2 ,HZ3 ,HZ8  ایه
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HZ5    نیز گرچه در این همین گروه قرار دارد، ولی از بقیه

 HZ4 ,HZ6,  HZ7,   های  ها جدا افتاده است.  نمونهنمونه

  نیز HZ9 ینمونه جای گرفتند.  A2 گروه در زیرHZ10 و 

قرار   مجزاصورت ه ب در هر دو زیر گروه هانمونه یاز بقیه

هایی گرچه تفاوت  A2و    A1  گروه  هایمونهن  ست.  اگرفته  

دیگر  ها با یکبا هم دارند ولی در عین حال نشان از قرابت آن

نمونه   است.   پراکنش  واقع،  گروهدر  در  گر  بیان  A  ها 

نکته    های این گروه است.  گوناگونی و تنوع در بین نمونه

دندروگرام  جالب   این  که    HZ9  ی نمونهدر  طور  ه  باست 

از تفاوت    نکه این نشا  ، افتادهها جدا  نمونه  یکلی از بقیه

خوبی نیز  ه  ب  HL  ینمونه    . ها داردنمونه  ی با بقیهآن  زیاد  

 .قرار داردخارج از گروه صورت ه ب

 

 
Fig. 5: Dendrogram derived from cluster grouping based on Dice similarity coefficient using the band 

pattern of Hottentotta saulcyi scorpion specimens using UPGMA algorithm and NTSYS software. The 

coefficient of similarity (0.60) shown by the dotted line. 
 

نمونه   10شود، تعداد  مشاهده میFig 5 طور که در    همان    

ایجاد شده به  الگوی باند بر اساس   هوتنتوتا سلسئیعقرب 

و    A1ی  مجزا  کاملاً  یدسته  دوبه    RAMSکمک تکنیک  

A2    گروه    .  دنشو میتقسیمA1  نمونه  ,HS9ی  هاشامل 

HS2, HS7, HS4, HS3, HS1  و  HS10  در حالی    .باشدمی  

شاخه  HS8  و  HS5, HS6های  نمونه  که جای    A2  یدر 

بقیه  HS5  ینمونه  .  اندگرفته از  این شاخه  ها  نمونه  یدر 

عنوان یک ه  توان آن را بکه می   طوریه  جدا افتاده است، ب

-تنوع ژنتیکی در بین نمونه  فرد از نظره  منحصر ب  ینمونه

نمونه عنوان  ه  بنیز    HLنمونه      قلمداد کرد.  A2های گروه  

 هانمونه  یاز بقیه  یصورت جداه  بخوبی  ه  بخارج گروه  

 . ه است قرار گرفت

 
Fig. 6: Dendrogram derived from cluster grouping based on Dice similarity coefficient using the band 

pattern of Hottentotta saulcyi and H. Zagrosensis scorpion specimens using UPGMA algorithm and NTSYS 

software. The coefficient of similarity (0.53) shown by the dotted line. 
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  هوتنتوتا سلسئی نمونه عقرب    20تعداد    Fig 6با توجه به      

زاگروس اساس    نسیس و  باندبر  با   هایالگوی  شده    ایجاد 

 اند. مجزا قابل تقسیم  گروه  سه به    RAMSتکنیک    استفاده از

 دو زیربه  که این گروه    ،باشدمی  نمونه  17شامل    Aگروه  

 ,HZ3, HS5, HZ1, HZ8, HZ2, HS10    )شامل:  A1  گروه 

HS9, HS2, HS7, HS4, HS3, HS1  و )A2    :شامل(HZ5, 

HZ6, HZ10, HZ7, HZ4  )  گروه    در این    .دنشو میتقسیم

کنار هم  HSنمونه    8گرچه     نیز   HZنمونه    4ولی  اند،  در 

در  اند. گرفتهکنار هم بودن، در این گروه قرار  رغم درعلی

  HZ6, HZ10, HZ7, HZ4, HZ5  هاینمونهنیز    A2  گروه

از بقیه    HZ5نمونه    که  اند در حالیفتهدر کنار هم قرار گر

قرار دارند   HS8  و  HS6  نیز  Bدر گروه    جدا افتاده است.  

  این نکته جالب    دارند.  جدا قرار    HS  هاینمونه  یکه از بقیه

کنار  HZ9  متفاوت  نمونهکه   دو  هر  که    HS5  ینمونه  در 

،  دندهنشان می  های هم گروه خودبا نمونهرا  آشکار    یتفاوت

منطقه از  دو  بودند.  گردآوریدزفول    یهر  کل     شده  در 

 HSو    HZهای  نمونهنتیجه گرفت که عمده  توان چنین  می

هم دارندگروه  با  مشابهت  خودشان  که    ،های  هرچند 

بین  ناهمخوانی   گروه  نمونهدر  هم   . شدمشاهده  نیز  های 

 قرار گرفت. عنوان نمونه خارج گروه  ه ب HL ینمونه

 

 
Fig. 7: Three-dimensional graph of PCoA analysis of Hottentotta saulcyi and H. Zagrosensis scorpion 

specimens with NTSYS software. This graph shows the genetic differences between the HZ9 and HS5 

specimens in Khuzestan province 
 

بعد     سه  نمودار  مارکرهای    ،(Fig. 7)ی  نتایج  در  تنوع 

طور توزیع پراکندگی این تنوع    سازی شده و همینافزوده

افراد   بین  را  گونهدر  این جنس  در خوزستان  های عقرب 

از    دهد.مینشان   حاصل  نتایج  ترتیب    بندی گروه  بدین 

 از   استفاده  باکه    ایخوشهی  تجزیهاز    حاصل  PCoA  نمودار

علی  دایس  تشابه  ضریب  نمونه  انجام شد،  دو  رغم وجود 

نمونهHS5  و  HZ9  متفاوت تفکیک  را،    دو   صورت ه  ب  ها 

 . مورد تائید قرار داداصلی  ونهگ 

 

PCR-RFLP  12ژنsrRNA   

در استفاده از    SE5و    HZ9های  که نمونه  با توجه به این    

نمونه  RAMSتکنیک   بین  ب  هادر  منظور ه  متفاوت بودند، 

نتایج   تا  RAMSصحت  انجام یو  به  اقدام  تفاوت،  این  ید 

محصول    PCR-RFLPواکنش   روی  ژن   PCRبر 

12SrRNA  .واکنش طی انجام شد PCR   که با آغازگرهای

  12SrRNAاختصاصی رفت و برگشت صورت گرفت، ژن  

اندازه )  500  یبا  گردید  تولید  سپس      (. Fig 8نوکلئوتید 

 هضم گردید.  EcoRIبا آنزیم  PCRمحصول 
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Fig. 8: Agarose gel electrophoresis of the 12SrRNA gene related to some scorpions Hottentotta on a 1%  gel. 

The DNA marker is in column M. In the HZ1 to HZ5 columns (Hottentotta Zagrosensis) (A), and HS1 to HS5 

(Hottentotta saulcyi) (B) the PCR-RFLP of 12SrRNA gene related to scorpion specimens were loaded 
 

باند    یمشاهده       عقرب نمونه    ده   RFLP-PCRالگوی 
  HZ9  یجز نمونهه  ب  نشان داد که  هوتنتوتا زاگروسنسیس

در یک مکان مشابه   EcoRIآنزیم    یوسیلهه  بها  بقیه نمونه

با عدم ایجاد باند   این نمونه  که در نتیجه،  ،اندبرش خورده

الگوی باند متفاوتی نسبت به    نوکلئوتیدی،  400  ی در ناحیه

توان چنین  راین، میبناب  (.  Fig. 9ها ایجاد کرد )نمونه  یبقیه

که  نمونه    نتیجه گرفت  به  این  نمونهنسبت    هم   هایدیگر 

 متفاوت است.  خود گروه  

 

 
Fig. 9: Agarose gel electrophoresis PCR-RFLP of the 12SrRNA gene related to Hottentotta Zagrosensis on 

a 1% gel. The DNA marker is in column M. In the HZ1 to HZ10 columns, the PCR-RFLP of 12SrRNA 

related to Hottentotta Zagrosensis scorpion specimens were loaded. 
 

باند    یمشاهده     الگوی  در  عقرب   10تفاوت  از  نمونه 

انجام واکنش    هوتنتوتا سلسئی از  نشان    PCR-RFLPپس 

 EcoRIها توسط آنزیم  بقیه نمونه  HS5جز نمونه  ه داد که ب

گر این  اند، که این امر بیان در یک مکان مشابه برش خورده

فاقد جایگاه برش برای این آنزیم   اساساً است که این نمونه  

نشان از تفاوت بارز این نمونه با  امر  این     .(Fig. 10)  است 

 . دارد های مورد مطالعهدیگر نمونه
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Fig. 10: Agarose gel electrophoresis PCR-RFLP of the 12SrRNA gene related to Hottentotta saulcyi on a 

1% gel. The DNA marker is in column M. In the HZ1 to HZ10 columns, the PCR-RFLP of 12SrRNA 

related to Hottentotta saulcyi scorpion specimens were loaded. 
 

 بحث 

میزان     بودن  بالا  علت  ی هاعقربدر  ای  گونه  تنوع   به 

  ها فون  ترینغنی  از  یکی  عنوان ه  از جهان ب  ایران، این منطقه

برای می  این  یمطالعه  عقرب  محسوب  شود بندپا 

(Dehghani et al, 2016)  .  است  ه  ب آشکار  با  که  خوبی 

ریخت   هایشباهت   وجود تشخیص    شناختی،نزدیک 

از  ها  عقرب استفاده  تنهایی  ویژگی  این  با  مشکل است  به 

(Polis et al, 1990  .)  تاکسونومیک    یمطالعه  بدین خاطر

ین  ا  حل  مناسبی برای  حل  راه  تواندمی  مولکولی  در سطح

بر  جامعی    ک لوژنییف  یهکه مطالع  ییجا  از آن    .باشد  مشکل

مارکرهای   گونه  ملکولیاساس  عقرببرای  ویژه  ه  ب  های 

ا  جنس هوتنتوتا  تایدر  نگرفته است   ران  انجام  این  کنون   ،

توزیع    وضعیت  ماندن  نامشخص  باعث و  تاکسونومیک 

در مورد روابط    ن علتی به هم    است.   جغرافیایی آن شده

استان   درویژه  ه  بعقرب    این  یاگونهن یای و بگونه  درون

  دقیق   تاکسونومیک  هایبازنگری  و  خوزستان نیاز به بررسی

 باشد. می جنس  این هایگونه

ژن     توالی  از  هستهاستفاده  بهای  میتوکوندریایی  و  ه  ای 

،  گران است   که تکنیکی نسبتاًیابی  دلیل نیاز به فرآیند توالی

محدودیت  روبروست.  با  شرابنابراین  هایی  در  که ی،  طی 

نمونه  ک  مینو تاکسو   عاتمطال زیاد  تعداد  با  که  است  لازم 

نیز با محدودیت  DNA و دسترسی به ژنومیک  ،  انجام شود

ه  ب  RAMSتکنیک ها در  ریزماهواره استفاده از    ،همراه است 

  ی استفاده از آغازگرها    دلیل سادگی و ارزانی ارجحیت دارد.

سه  توالی  حاوی  شونده  تکرار  دیگر  از    نوکلئوتیدیهای 

تکنیک  محاسن که    این  آنتوان  میاست  برای  ها  از 

اورگانیسم گیاهان، تاکسونومی  از  اعم  مختلفی  های 

باکتری گونه    ها، بدون داشتن هیچحشرات، قارچ و حتی 

بنابراین،    .  بهره برد  DNAاطلاعات قبلی از توالی ژنومیک  

که عموماً آغازگرها  این  از  و    استفاده  ژنی  بین  نواحی  در 

می اینترون یافت  بندپایان  در  استها  شده  توصیه    شود، 

(Toth et al, 2000  .)  آغازگرها    این تنها  گونه  به  نه  قادر 

  بلکه توانایی تشخیص ،  اندهمه  های نزدیک بتشخیص گونه

 De)  باشندرا نیز دارا می  مختلفهای  افتراق بین جمعیت 

Leon et al. 2010).    

ه ب  در  این آغازگرها  استفاده از  اهمیت بالقوه  این مطالعه    

را تنوع ژنتیکی  منظور یافتن  ه  برا    RAMSتکنیک  کارگیری  

نشان رب هوتنتوتا در استان خوزستان  عق  هایدر سطح گونه

هایی  ریزماهوارهاز    بر استفاده  ی کهتمرکز  بااین تکنیک    داد.  
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 ، در مقایسه بادارد  را  اندپراکندهها  که در ژنوم یوکاریوت

که   Arbitrary Primer (AP-PCR)نظیر    های مشابهی روش

تصادفی   آغازگرهای  از  استفاده  به  مطالعهمتکی   ی جهت 

 (. Oliveira et al. 1997)  دارجحیت دار  است،  مورفیسمپلی

، ابتدا الگوی باندهای این مطالعه  ها درتحلیل دادهمنظور  ه  ب

شده   نمونهایجاد  عقرب  از  گونه  دو  هوتنتوتا  های 
سلسئیوزاگر و  آگاروز  سنسیس  ژل  روی  صورت ه  ب  بر 

  . شدندبندی  تقسیمحضور باند )یک( و عدم حضور )صفر(  

باشنده  بکه    ییباندهافقط   تشخیص  قابل  مورد    سادگی 

باندهای مشکوک، ضعیف و غیرقابل      .ارزیابی قرار گرفتند

حذف   مطالعه  از   هایالگوریتم بین از    ند.شدتشخیص 

  تری مناسب   یهنتیج  UPGMAالگوریتم    ،NTSYS  متفاوت

مطالعه    داد.  نشان  هاالگوریتم  سایر  به  نسبت   تنوع   یدر 

گونه  که   ژنتیکی عقرب  بین  و  ای  زاگروسنسیس  هوتنتوتا 

بر اساس الگوی تولید باند با  که    استان خوزستان  سلسئی

و   HZ9)دو نمونه  انجام گرفت، RAMSاستفاده از تکنیک 

HS5)    این      متفاوت بودند.  کاملاًگردآوری شده از دزفول

گروه خود  های همترین جدا افتادگی از نمونهدو نمونه بیش

رغم تنوع ژنتیکی  شایان ذکر است که علی    را نشان دادند.

های هر دو گونه، لکولی در بین عقربو بالا در سطح م  نسبتاً

آن دادهتاکسونومی  به  توجه  با  ریخت ها  شناسی  های 

ن تنوع بی  بالای  نسبتاً  این میزان    کلاسیک مطابقت داشت.

بهگونه توجه  با  مثل   جنسی ی  چرخه   وجود  ای  تولید    در 

حد    که این  احتمال دارد  بنابراین،     انتظار نبود.ل  قاب  ،عقرب

طور که در مورد جنس   همان  ،ژنتیکی  ی و تنوعتغییرپذیر  از

 Paraense et)  پیشنهاد شده است   Biomphalariaحلزون  

al. 1957; Jarne et al. 1991)    دیگری   ثرؤ م   عواملدلیل  ه  ب  

باشد  یژن  جریان یا  و  جهش   نوترکیبی،   نظیر توجیه    . قابل 

بعدی   سه  تصویر    نسبتاً جمعیتی    توزیع  PCoAآنالیز 

  ( HS5  و  HZ9)متفاوت    ی غیر از دو نمونهه  ب  را  یکنواختی

طق  ادر من  را  عقرب این    ی ای هر دو گونهپراکنش گونه  در

در    این ویژگی عموماً    د.نشان دا  استان خوزستانمختلف  

تسهیل    سرزمینی کهدلیل اتصال  ه  ب  مناطقی شبیه فلات ایران

و    ،دنبال دارده  های مجاور برا از سرزمین  جریان ژنیامر  

پدیده  عدمدلیل  ه  بطور    همین افتادگی ژنی  یبروز    ، جدا 

توان چنین نتیجه گرفت که  بنابراین، می    قابل تصور است.

پراکندگی عمدتاً   ی های هر دو گونهنمونه  نرمال  توزیع و 

 ط یبه شرانسبت ها آن نشان از سازگاری ،عقرباین جنس 

 استان خوزستان دارد.متفاوت و اکوسیستم اقلیمی 
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Abstract 
    Scorpions belong to the Buthidae family have several genera in the World.  One of the genuses is Hottentotta 

which is located in Iran. There is no phylogenetic data regarding to this scorpion, in spite of its medical importance. 

Ten scorpion samples of Hottentotta Zagrosensis and H. saulcyi were collected from different regions of 

Khuzestan province in Iran. The molecular phylogenetic analysis was carried out using RAMS (Random 

Amplified Microsatellites) and PCR-RFLP. Of the 6 RAMS primers, that were checked, P-CCA generated 78 

sufficiently clear and reproducible bands. The band sizes from 20 scorpion samples ranged from 200-1000 bp. The 

percentages of the polymorphic and monomorphic bands are 94.8 and 5.2%, respectively. After band score 

calculations, the similarity level was measured using the Dice coefficient, and denderogram were obtained by the 

UPGMA algorithms.  The results show that the scorpions within the Hottentotta genus has been grouped in two 

species H. zagrosensis and H. saulcyi with mean percentage of shared bands 65% and 60%, respectively. Two 

scorpion samples from Dezful (HZ9 and HS5) are significantly dissimilar within their groups. This result was 

confirmed by PCR-EFLP. Denderogram results for scorpions in Hottentotta genus located in the Khuzestan 

showed intraspecies genetic diversity. This study shows RAMS primers could be useful tools to assess genetic 

diversity in Huttentotta scorpions in Khuzestan. 
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