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Mesobuthus (Scorpions: Buthidae)بررسی فیلوژنیک عقرب eupeus ا ب
در استان  میتوکندریایی 1ژن سیتوکروم اکسیداز زیر واحد  توالی استفاده از

خوزستان

3مقدمو احمد تقوي *2، عباس جلودار1نسترن نیکخواه

7/11/96: تاریخ پذیرش17/3/96:  تاریخ دریافت

چکیده
درشناسایی پس از صید و استان خوزستان باغملک  يمنطقهاز مزوبوتوس اپئوسعقرب 10تعداد ي حاضر، به منظور انجام مطالعه

به کلروفرم /به روش دستی فنل DNAمنظور استخراج ه بسازي رازي اهواز  سسه تحقیقات واکسن و سرمؤعقرب م رفرانسآزمایشگاه 
سیتوکروم  ژن PCRکمک  بهتعداد ده نمونه .ی شهید چمران اهواز منتقل گردیددامپزشک يآزمایشگاه بیولوژي ملکولی دانشکده

سازي خالصپس از .گردیدتکثیرآغازگرهاي رفت و برگشت  با استفاده ازنوکلئوتید  623ي با اندازه)COXI(1زیر واحد  اکسیداز 
دستتوالی نوکلئوتیدي به يمنظور مقایسهبه .در دو جهت رفت و برگشت صورت گرفتیابیتوالیاز ژل آگاروز، PCRمحصول

اي اسید آمینههمترازي . استفاده گردید NCBIموجود در پایگاه اینترنتی  nBLASTي هاي موجود در بانک ژن از برنامه آمده با توالی
هاي مشابه  ژن با ژن ایننشان داد که هاي فیلوژنیک و همچنین بررسیهاي دیگر  هاي مشابه از عقرب با توالیسیتوکروم اکسیداز ژن

 91و  92ترتیب، ه بدرصد طول به میزان  99در  گیبوسوسمزوبوتوسو  مارتنزيمزوبوتوسهاي دیگر نظیر عقرب  جدا شده از عقرب
که  ،یکسان بوددرصد 93ه میزان درصد طول ب 99در  مزوبوتوس اپئوس فیلیپسیژن مشابه از عقرب  بااین توالی . درصد یکسان است

مزوبوتوس اپئوسبا توجه به تفاوت توالی ژن  .اددنشان  ژن مورد بررسی در این پژوهش ترین میزان یکسانی را بابیش این میزان
توان نتیجه گرفت  ، که در دو سطح نوکلئوتید و اسید آمینه انجام گردید، میفیلیپسیمزوبوتوس اپئوس با ژن مشابه از استان خوزستان 

.متفاوت هستند يکه این دو گونه احتمالاً متعلق به دو زیرگونه

، خوزستان سیتوکروم اکسیدازفیلوژنیک،  عقرب،،مزوبوتوس اپئوس: کلمات کلیدي

مقدمه
نظر گرفته عنوان فسیل زنده درتوانند بهها میعقرب.

 میلیون سال اخیر تغییرات 400که در طول چراشوند،
Largiader(اندکرده ناچیزي and Gantenbein 2002 .(ه ب
خانواده است که  28ها شامل ي عقربراسته یطور کل

هاي گونه. اندها منقرض شدهحدود نصف این خانواده
 1600خانواده هستند که بیش از  14ي فعلی شامل زنده

-جنس گروه 200شوند و در بیش از  گونه را شامل می

 73ي بوتیده با خانواده).  Farzanpay 1987(اند شدهبندي 

شهید چمران اهواز، دانشگاه ي دامپزشکیدانشکده اي،دکتراي حرفه يآموختهدانش 1
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز    دانشیار گروه علوم پایه، دانشکده *2
، سازمان تحقیقات، آموزش سازي رازي یقات واکسن و سرمي تحقکارشناس مؤسسه 3

هاست که ي عقربترین خانواده گونه بزرگ 529جنس و 
تحت . است مزوبوتوس اپئوسهاي آن یکی از جنس

عمدتاً بر اساس  مزوبوتوس اپئوسهاي زیادي از گونه
مزوبوتوس .  اند رنگ یا آرایش سطحی شناسایی شده

نظر تحت گونه معتبر از 14شامل حداقل  اپئوس
تاکسونومی است که از ترکیه تا چین توزیع شده است 

)Fet 1994.( که صفات مورفولوژیکی مربوط یاز آنجای
دقیق تاکسونومیک جامع وبه وضعیت خویشاوندي و

E-mail: jolodara@scu.ac.ir)ي مسئولنویسنده(
و ترویج کشاورزي، اهواز
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اند و  نظر اعتبار مشکوكها از نیستند، بنابراین بعضی از آن
ي نویسندگان مختلف وسیلهها بهبازبینی کامل این گونه

 Gantenbein et al. 2003, Kovarik(پیشنهاد شده است 

1997 .(
 بوتیده، يسه خانوادههاي ایران متعلق به  عقرب

پنج گونه از . باشند میاسکورپیونیده و همیاسکورپیونیده 
، مزوبوتوس اپئوسهاينامه بجنس مزوبوتوس 
مزوبوتوس ، مزوبوتوس مارتنزي، مزوبوتوس گیبوسوس

موجود استمزوبوتوس واچونو  تامولوس
)Gantenbein et al. 2003, Kovarik 1997, Vignoli et 

al. 2003 .(ترین گونه یکی از فراوان مزوبوتوس اپئوس-

تحت گونه  9تا  5که بین  باشدهاي جنس مزوبوتوس می
تر نقاط این عقرب از بیش. از آن در ایران ثبت شده است

-عقربایران گزارش شده است و یکی از عوامل اصلی 

Dehghani(شود در کشور محسوب میزدگی  et al. 

2002, Kadkhodaie et al. 2006.(
در مناطق کویري و که مزوبوتوس اپئوسعقرب 

گرمسیري ایران ازجمله استان خوزستان به فراوانی یافت 
اي هاي ماسهجز بیاباندر هر نقطه از این استان به شود،می

اندازه، رنگ و ).Navidpour et al. 2008(وجود دارد
 ،تزیینات این عقرب بر حسب فرم محلی متفاوت است

رنگ . متر استسانتی 6حداکثر حدود ي آن ولی اندازه
-رنگ یک .شود بدن از زرد شفاف تا زرد کدر دیده می

همراه است، که در روي مزوزوما هاي تیره دست با لکه
یافته و انعکاسی سیاه صورت اخیر ممکن است گسترش

صورت رنگ در سطح پشتی به جانور بدهد و یا به
).Farzanpay 1987(مخطط دیده شود

میتوکندریایی در تعیین روابط فیلوژنیک  DNAتوالی 
Sanjayan(د آیمی حساببهي ارزشمندي داده and 

Habeeb 2011.(ًاي ژن نالیز مقایسهآ اخیراs16 
فیلوژنی در  انجاممیتوکندریایی براي  RNAریبوزومال 
آنالیزهاي . استفاده شده استها عقرباي سطح گونه

ریبوزومال میتوکندریایی  RNAهاي توالیاي از مقایسه
)12s  16وs (طور روزمره در سیستم مولکولی بهاکنون به

اي گروهاي منظور مطالعات فیلوژنی در سطح گونه
ي ها خرچنگسرکه ودار، مگس مختلف از پستانداران سم

Gantenbein(نعل اسبی استفاده شده است  et al. 2003 .(
ي پروتئین در ژنوم میتوکندریایی هکنندهاي کد  از میان ژن

منظور مطالعات فیلوژنیک در فرآیند تکامل حیوانات که به
سیتوکروم  يشود، ژن کد کنندهها استفاده می از آن

Brown(است  ترینحفاظت شده1اکسیداز زیر واحد 

این ژن بر اساس توالی که نتایج مطالعات اخیر .)1985
مزوبوتوس عقرب واضح طور بهصورت گرفته است، 

نشان داده است  ي منشعبدو سویهرا در اپئوس
)Mirshamsi et al. 2010.(مزوبوتوس چند جمعیت هر

اما ،باشندمی نظر مورفولوژیکی مشابهایران از اپئوس
.ها استها حاکی از تفاوت تکاملی سویه آنوجود
که این  نشان دادطور واضح به این مطالعاتينتیجه

یک گونه چند نوعی پیچیده  مزوبوتوس اپئوسکه فرضیه 
و احتمالاً شامل بیش از یک گونه است، معتبر است 

)Mirshamsi 2011( .

کار مواد و روش
در  پس از صید مزوبوتوس اپئوسعقرب  ده نمونه

نس ارفرآزمایشگاهدر استان خوزستان باغملک از يمنطقه
سازي رازي  تحقیقات واکسن و سرم يسسهؤعقرب م

در ادامه، استخراج .اهواز مورد شناسایی قرار گرفتند
DNA در  .کلروفرم صورت گرفت/ به روش دستی فنل

،پس از تکه تکه کردن بافت عقربکلروفرم / روش فنل
25حاوي (RSBمیکرولیتر بافر  600 mM EDTA ،Tris-

HCl10 mM 10و mM NaCl ( از  میکرولیتر60و
پس از .به آن اضافه گردید SDSدرصد 10محلول 

کلروفرم / حجم آن فنلکشیدن مایع در میکروتیوپ، هم
دقیقه با دور  5اضافه کرده و به مدت  25/24با نسبت 

سانتریفیوژ، از  پس.شد در سانتریفیوژ قرار داده 10000
 500مایع رویی را به میکروتیوپ جدید منتقل کرده و 

به مدت  10000میکرولیتر کلروفرم به آن افزوده و با دور 
سپس مایع رویی را در . دقیقه سانتریفیوژ شد 5
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NaCl 5میکرولیتر  10میکروتیوپ جدید کشیده،  M  و
به آن افزوده و در دور سرد میکرولیتر اتانول خالص 1200

بار پس از این. دقیقه سانتریفوژ شد 5به مدت 10000
درصد  70میکرولیتر اتانول  500دور ریختن مایع رویی 

و در همان دور و مدت مذکور سانتریفیوژ  گردیداضافه 
در نهایت پس از دور ریختن مایع رویی و خشک .شد

میکرولیتر آب مقطر به آن  50شدن رسوب ته میکروتیوپ 
.اضافه شد

زیر  کثیر قطعات ژنی سیتوکروم اکسیدازمنظور ته ب
 PCRآغازگرهاي رفت و برگشت  استفاده از با 1واحد 

-در این آزمایش از آغازگرهاي .انجام شد

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG´5)F

(COI-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-´5

(COI-R) استفاده گردید)Folmer 1994, Gantenbein et 

al. 1999.( واکنشPCR  میکرولیتر  25حجم نهایی در
، کلرید منیزیم )1x PCR ،dNTP)mM25/0بافرحاوي

)mM5/1(رفت و برگشت ، آغازگر) 0.4هر کدام µM( ،
DNAمراز پلیTaq)U5/0(  الگو نانوگرم  100وDNA

ي درجه95صورتبهحرارتیي برنامه.انجام گرفت
ي درجه94،)سیکلیک(دقیقه3مدتبهگرادسانتی
بهگرادسانتیيدرجه48ثانیه،45مدتبهگرادسانتی
دقیقه5/1مدتبهگرادسانتیي درجه72ودقیقه1مدت

5مدتبهگرادسانتیي درجه72نهایتاًو)سیکل32(
.شدگرفتهنظردردقیقه
و اطمینان از PCRواکنشمحصولبررسیمنظوره ب

 2با PCRمحصولازمیکرولیتر10نظر،موردژنتکثیر
-چاهکبهوگردیدمخلوطX6بارگذاريبافر لیترمیکرو

 5/0و TAEبافر ازشدهساختهدرصد  1آگارزژلهاي
.  گردیدبارگذاريDNA safe stainلیترمیلیدرمیکروگرم

ولت 5شدتباالکتروفورزتانکدرژلدادنقرارازپس
50مدتبهدو الکترودبیني فاصلهمترسانتیهري ازابه

ژلدستگاهازاستفادهباسپسوشددقیقه الکتروفورز
منظور به.گرفتصورتبرداريعکسآنازداك

از کیت  ،از روي ژل آگارز PCRتخلیص محصول 
استفاده ) مالزي(ویوانتیس شرکت GF-GP-050استخراج 

انجامسازندهشرکتبروشورتخلیص مطابقمراحل. شد
.گرفت

خالص شده به کمک آغازگرهاي DNAقطعات 
صورت جداگانه توسط ه اختصاصی رفت و برگشت ب

با انجام . ندیابی گردیدشرکت ژن فناوران در تهران توالی
رفت با مکمل توالی برگشت به  يترازي رشتهعمل هم

ه شده ب، توالی کامل ژن تکثیرBioEditافزار کمک نرم
دستتوالی نوکلئوتیدي به يمنظور مقایسهه ب. دست آمد

ي هاي موجود در بانک ژن، از برنامه آمده با توالی
nBLAST موجود در پایگاه اینترنتیNCBI

)ncbi.nlm.nih.gov(يجهت ترجمه. استفاده گردید 
افزار هاي مربوطه، از نرمتوالی نوکلئوتیدي به اسیدآمینه

Expasy (expasy.org/tools) با استفاده از . استفاده شد
ترازي چند توالی انجام  عمل همCLUSTAL_Wيبرنامه

BOXSHADEيو با کمک برنامه

(ch.embnet.org/software/BOX_form.html)  ویرایش
نلاین آافزار موتیف از نرمجهت جستجوي . گردید

استفاده ) (pfam.sanger.ac.uk/search/sequenceموجود 
افزار ترسیم درخت فیلوژنی با استفاده از نرم. شد

MEGA7 انجام شد .

ایجنت
)COXI(تکثیر ژن سیتوکروم اکسیداز 

با آغازگرهاي اختصاصی رفت و که  PCRطی انجام 
-زیرهاي سیتوکروم اکسیدازژنصورت گرفت، برگشت 

نوکلئوتید تولید گردید 700تقریبی  يبا اندازه1واحد 
).1تصویر (
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براي تکثیر  PCRالکتروفورز محصول واکنش : 1تصویر 
از عقرب ) COI(1واحد زیرهاي سیتوکروم اکسیداز ژن

مارکر در . بر روي ژل آگارز یک درصد اپئوس مزوبوتوس
عقرب  PCRستون دوم محصول واکنش در ستون اول و 

براي تکثیر ژن سیتوکروم اکسیداز زیر  اپئوس مزوبوتوس
.واحد یک قرار دارند

ژنPCRاز محصول خالص شده تعداد سه نمونه
)COXI( ،یابیتوالی انتخاب و توالیمنظور تعیین ه ب 

هاي رشتهتوالیترازيهمبا،یابیتوالیازپس. ندگردید
افزار نرمازاستفادهباکه رفت و مکمل توالی برگشت

BioEdit تکثیر ژن يقطعهکامل، توالیصورت گرفت
که دراستذکربهلازم.  آمددسته بهر نمونه شده

نوکلئوتید20-30حدود اغلبنوکلئوتیديتوالیتعیین
-توجه به همباولینیست،خوانشرشته قابلابتداي

و 760يقطعهصد نوکلئوتیدي بین دو پوشانی حدوداً
نوکلئوتیدي رفت و برگشت مربوطه، توالی کامل با 830

هاي مربوطه و بررسی نواحی دادن توالیهم قرارکنار
 هايتوالیطول .همپوشان، طول کامل قطعه به دست آمد

نوکلئوتیدي به دست آمده پس از حذف آغازگرهاي رفت 
تشابه که نوکلئوتید بود 623براي هر نمونه و برگشت

.دادندصدي با هم نشان میدرصد

همترازي و بررسی فیلوژنیک
جدا  COXIژن  ياي قطعهتوالی اسیدآمینه يبا مقایسه

هاي  خوزستان با توالی مزوبوتوس اپئوسشده از عقرب 
که ژن مربوطه ، مشاهده شدNCBIموجود در بانک ژن 

 75هاي مشابه که در قالب مورد از توالی 138با 
در میان . دهداورگانیسم یافت گردید، مشابهت نشان می

توالی بود که از این تعداد،  40این تعداد سهم مزوبوتوس 
نتایج نشان . است مزوبوتوس اپئوستوالی مربوط به  16

داد که ژن مربوطه با پروتئین سیتوکروم اکسیداز جدا شده 
میزان درصد طول به 99در  مزوبوتوس اپئوس فیلیپسیاز 
ترین داد که این میزان بیش یکسانی نشان میدرصد 93

 .میزان یکسانی با ژن مورد بررسی در این پژوهش است
هاي دیگر نظیر  هاي مشابه جدا شده از عقرباین ژن با ژن

در  مزوبوتوس گیبوسوسو  مزوبوتوس مارتنزيعقرب 
درصد  91و  92درصد طول به میزان به ترتیب،  99

).2تصویر (یکسان است 

Me(Kh)    1 -----------------------SMVGTALSLLIRGEIGIPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVIIFFMVIPIIIGGFGN.LG
Mep       1 ----------------------ASMVGTALSLLIRGEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Me        1 ----------------------ASMVGTALSLLIRGEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Mepv      1 -------------------GVWASMVGTALSLLIRGEIGMPGSLIGDDQIYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Bsp       1 -------------------------VGTALSLLIRSEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Aa        1 -------------TMYLVLGIWASMVGTALSLLIRSEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Ob        1 -----------------------SMVGTALSLLIRSEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Ot        1 -----------------------SMVGTALSLLIRSEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Bd        1 -------------------------VGTALSLLIRSEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Ah  1 --------------MYLVLGIWASMVGTALSLLIRSEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Ab        1 -------------------------VGTALSLLIRSEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Bo        1 MRWLYSTNHKDIGTMYLVLGIWASMVGTALSLLIRSEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Am        1 -------------------GIWASMVGTALSLLIRSEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPXMIGGFGNWLV
Mm        1 -------------TMYLVFGVWASMVGTALSLLIRGEIGMPGALMGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLI
Hg        1 --------------------VXASMVGTALSLLIRGELGMPGSLVGDDQIYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Lq        1 -----------------------SMVGTALSLLIRGEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Bl        1 -------------------------VGTALSLLIRGEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Oi        1 --------------------IWASMVGTALSLLIRGEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Mg        1 MRWLYSTNHKDIGTMYLVFGVWASMVGTALSLLIRGEIGMPGSLIGDDQIYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Bp        1 -------------------------WGTALSLLIRSEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Met 1 -----------------------SMVGTGLSLLIRGEIGMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Gf        1 --------------MYLVLGVWASMVGTALSLLIRSEIGMPGSLIGDDQTYNVVVTSHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Lm        1 --------------MYLVLGIWASMVGTALSLLIRGEVGMPGSLIGDDQIYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Cv        1 --------------------VWASMVGTALSLIVRGEIGMPGSLIGDDQVYNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLV
Me(Kh)   57 PLMVGAPDMAFPRINNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLKRGAGTG.TVYPPLSSSMAHMGGSGDLTIFSLHLAGVSSILGAIN

1 2

0.5 kb-
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Mep      59 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLESGAGTGWTVYPPLSSSMAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Me       59 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Mepv     62 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Bsp      56 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Aa       68 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSALLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Ob       58 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLMSSALLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Ot       58 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSALLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Bd       56 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Ah       67 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSALLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Ab       56 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSALLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Bo       81 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSALLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Am       62 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSALLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Mm       68 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Hg       61 PLMIGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAVLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Lq       58 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Bl       56 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSALLXXGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Oi       61 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSALLXSGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Mg       81 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Bp       56 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLEXGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Met      58 PLMVGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAMLESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Gf       67 PLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSVALESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Lm       67 PLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAALESGAGTGWTVYPPLSSSLAHMGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN
Cv       61 PLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPAFFLLLSSAALESGAGTGWTVYPPLSSSLAHGGGSVDLTIFSLHLAGVSSILGAIN

Me(Kh)  136 FMTTIINMRRIGMTLNKVPLFVWSVFVTAVLLILSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLF--------
Mep     139 FMTTIINMRSVGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFF-----
Me      139 FMTTIINMRSMGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFF-----
Mepv    142 FMTTIINMRSMGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFF-----
Bsp     136 FITTIINMRSIGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLF--------
Aa      148 FITTIINMRSMGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLF--------
Ob      138 FITTIINMRSMGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGHPEV
Ot      138 FITTIINMRSMGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGHPEV
Bd      136 FITTIINMRSMGMTLDSVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLF--------
Ah      147 FITTIINMRSMGMTLDSVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGHPEV
Ab      136 FITTIINMRSMGMTLDSVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGH---
Bo      161 FITTIINMRSMGMTLDSVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGHPEV
Am      142 FITTIINMRSMGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLF--------
Mm    148 FMTTIINMRSIGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLF--------
Hg      141 FITTILNMRSMGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLF--------
Lq      138 FITTIINMRSMGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYXHLFWFFGHPEV
Bl      136 FITTIINMRSMGMTLBKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGBPILYXHLFWFF-----
Oi      141 FITTIVNMRSMGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGH---
Mg      161 FMTTIINMRSMGMTLDKVPLFVWSVFVTAVLLWLSLPVLAGAITMLLTDRNLNTSFFDPAGEGDPILYQHLVWFLAHPEV
Bp      136 FITTIINMXSMGMTLDSVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFFG----
Met     138 FMTTIINMRSMGMTLDSVPLFVWSVFVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGSDPLYYHQLFCFF-----
Gf      147 FITTIINMRSGGMILERVPLFVWSVMVTAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLF--------
Lm      147 FITTIINMRTSGMIMERVPLFVWSVLVTAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGHPEV
Cv      141 FITTIINMRSIGMGLDRLPLFVWSVMVTAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGHPEV

. هاي دیگر هاي مشابه از عقربخوزستان با ژن اپئوس مزوبوتوسعقرب COXIاي ژنتوالی اسیدآمینه يمقایسه: 2تصویر
اند با رنگ خاکستري مشخص هایی که مشابه و محافظت شدهاسیدآمینه. اندیکسان با رنگ تیره نشان داده شده هاي کاملاًاسیدآمینه

:باشندترازي به شرح زیر میهاي استفاده شده در این همپروتئینتوالی مشخصات  .اندگردیده
Mep: cytochrome c oxidase subunit I Mesobuthus eupeus phillipsi (ADL16717), Mg: cytochrome c oxidase subunit I 
Mesobuthus gibbosus (YP_161157), Me: cytochrome c oxidase subunit I Mesobuthus eupeus (ADL16754), Mesobuthus 
eupeus cytochrome c oxidase subunit I (ADL16744), Mm: cytochrome oxidase subunit I Mesobuthus martens (AEH94102, 
Mesobuthus gibbosus cytochrome oxidase subunit I  (AIY72709), Mep: cytochrome oxidase subunit I   Mesobuthus eupeus 
philippovitschi (ADL16720.1), Hg: cytochrome oxidase subunit I Hottentotta gentili (AEG90960), Lq: cytochrome oxidase 
subunit I Leiurus quinquestriatus (AFD04756), Bsp: cytochrome oxidase subunit I   Buthus sp. Sc376 (AFF57371), Ob: 
cytochrome oxidase subunit I Odontobuthus bidentatus (AHC02717), Odontobuthus bidentatus cytochrome oxidase subunit I
(AHC02720), Aa: cytochrome oxidase subunit I Androctonus australis (AAL11674), Am: cytochrome oxidase subunit I 
Androctonus mauritanicus (AEG90964) , Bd: cytochrome oxidase subunit I Buthus draa (AFF57355), Ot: cytochrome 
oxidase subunit I  Odontobuthus tirgari (AHC02722), cytochrome oxidase subunit I Buthacus sp. PLC-2013 (AGZ13732.1) , 
Odontobuthus bidentatus cytochrome oxidase subunit I (AHC02718), Met: cytochrome oxidase subunit I Mesobuthus eupeus 
thersites (ADL16747), Bl: cytochrome oxidase subunit I   Buthus lienhardi (AGZ13726), Bp: cytochrome oxidase subunit I  
Buthus paris (AGZ13727), Oi: cytochrome oxidase subunit I   Orthochirus innesi (AFD04742), Ah: cytochrome oxidase 
subunit I Androctonus hoggarensis (AEL96857), Ab: cytochrome oxidase subunit I Androctonus bicolor (AGZ13736) , Gf: 
cytochrome oxidase subunit I Grosphus flavopiceus (AEL96859) , Lm: cytochrome oxidase subunit I Lychas mucronatus
(AEL96860), Bd: cytochrome oxidase subunit I Buthus draa (AFF57345) , Bo: cytochrome oxidase subunit I Buthus 
occitanus (YP_001936212) , Bd: cytochrome oxidase subunit I Buthus draa (AFF57354), Lm: cytochrome oxidase subunit I 
Lychas mucronatus (AEL96918) Cv: cytochrome oxidase subunit I Centruroides vittatus (ABL75160)
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از COXIدرخت فیلوژنیک بر اساس ژنرسم براي     
نشان داده شده است، 2هایی که در تصویر ترازي توالی هم

-مشاهده می 3طور که در تصویرهمان.استفاده گردید

ها در آن يرغم تشابه اولیههاي موجود علیشود، توالی
. سطح اسید آمینه، به سه دسته مجزا قابل تقسیم هستند

مربوط به عقرب ژن شود که در این تصویر دیده می
مراه ه به )Me-Kh(استان خوزستان مزوبوتوس اپئوس

Hottentottaهاي مزوبوتوس نظیر عقربسایر  gentili ،
Buthus lienhardi ،Orthochirus innesi ،Leiurus 

quinquestriatus ،Mesobuthus eupeus thersites ،
Mesobuthus gibbosus ،Mesobuthus eupeus

philippovitschi ،Mesobuthus martensii ،Mesobuthus 

eupeus phillipsi،Mesobuthus eupeusيدر دستهI 
هاي عقربهاي مشابه از که ژندر حالی. گیرندقرار می

Buthacus sp ،Buthus paris،Buthus draa ،
Androctonus hoggarensis ،Buthus occitanus ،

Androctonus bicolor،Odontobuthus tirgari ،
Androctonus australis وAndroctonus mauritanicus

در  .دهنددوم را تشکیل می يباهم قرابت دارند و دسته
 out groupعنوان هاین پژوهش از ژن مشابه در انسان ب

.استفاده گردید

. هاهاي مشابه از دیگر ارگانیسمو توالی COXIخوزستان بر اساس توالی ژن  اپئوس مزوبوتوسعقرب درخت فیلوژنیک : 3تصویر 
 يها نشان دهندهاعداد در بالاي خط. آورده شده است رسم گردید2در تصویر هایی که قبلاًترازي توالیفیلوژنی بر اساس هم

.ها استارتباط بین گروه

4در تصویر ، ه استمربوط به جنس مزوبوتوس انجام شد هايتوالی يمقایسهبا منحصراًکه رسم درخت فیلوژنی در ادامه، 
.گرددمیمشاهده 

I

II

III
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هاي مشابه از دیگر و توالی COXIخوزستان بر اساس توالی قطعه ژن اپئوس مزوبوتوسعقرب درخت فیلوژنیک : 4تصویر
.رسم گردید ،آورده شده است2در تصویر  هایی که قبلاًترازي توالیفیلوژنی بر اساس هم. هاي جنس مزوبوتوس عقرب

هاي شود، توالیمشاهده می 4در تصویرطور که همان
ها در سطح اسید آمینه، آن يرغم تشابه اولیهموجود علی
طور که همان. مجزا قابل تقسیم هستند يبه دو دسته
استان خوزستان  مزوبوتوس اپئوسرفت ژن انتظار می

Me-Kh مزوبوتوس هاي جدا شده از توالیهمراه ه ب
یک دسته قرار در فلیپسیمزوبوتوس اپئوس و  مارتنزي

 مزوبوتوس اپئوستوالی  که در این دسته گیرندمی

مزوبوتوس اپئوس ترین یکسانی را با توالیبیش خوزستان
.نشان داد فلیپسی

توالی ژن  ياطلاعات مربوط به مقایسه 1در جدول 
COXI خوزستان  مزوبوتوس اپئوسمربوط به دو عقرب

در دو سطح پروتئین  فیلیپسیمزوبوتوس اپئوس با عقرب 
. و نوکلئوتید آورده شده است

فیلیپسی اپئوس مزوبوتوسخوزستان با توالی همین ژن از  اپئوس مزوبوتوسعقرب  COXIتفاوت توالی ژن: 1جدول 
در دو سطح نوکلئوتید و پروتئین

Name Identities Positives Gaps
Me-Kh (DNA) 584/630(93%) - 0/630(0%)
Me-Kh (Protein) 197/210(94%) 206/210(98%) 0/210(0%)

تخمین میزان قرابت ژنتیکی عقرب منظوره ب
مزوبوتوس اپئوس خوزستان با عقرب  مزوبوتوس اپئوس

منحصراCOXIًتوالی ژن اي اسید آمینهترازي ، همفیلیپسی
). 5تصویر (گردید  انجامدو عقرب این در

NNMSFWLLIPLMVGAPDMAFPRGIGGFGNWLIPIIIFFMVIPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVIASMVGTALSLLIRGEIGKh        1-Me
NNMSFWLLMPLMVGAPDMAFPRVIGGFGNWLMPIMIFFMVMPGSLVGDDQVYNVVVTAHAFVMASMVGTALSLLIRGEIGMep          1

consensus    1 *****************.*********************.*****.**.******** *************.********

KVPLFVNGMTLIRDLTIFSLHLAGVSSILGAINFMTTIINMRGGAGTGWTVYPPLSSSMAHMGGSKRPPAFFLLLSSAMLKh       81-Me
KVPLFVDGMTLVSDLTIFSLHLAGVSSILGAINFMTTIINMRVPLSSSMAHMGGSGAGTGWTVYPESPPAFFLLLSSAMLMep         81

consensus   81 *************  ********************** ***************************** .**** ******

LSLPVLAGAITMLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFIWSVFVTAVLLKh      161-Me
MLLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLFLSLPVLAGAITLWSVFVTAVLLMep        161

consensus  161 **********.***************************************

. در سطح اسید آمینه مزوبوتوس اپئوس فیلیپسیخوزستان و  مزوبوتوس اپئوسعقرب  COXIترازي توالی ژن  هم: 5تصویر
.اندهاي تیره و خاکستري مشخص گردیدهترتیب  با رنگیکسان و محافظت شده به هاي کاملاًاسیدآمینه
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در  COXIتفاوت ژنتیکی در خصوص توالی ژن
مزوبوتوس خوزستان با  مزوبوتوس اپئوسهاي  عقرب

مزوبوتوس ، مزوبوتوس گیبوسوساپئوس فیلیپسی،

، مزوبوتوس فیلیپوویچی، مزوبوتوس مارتنزي، اپئوس
افزار نرمبا استفاده از  ترسریسمزوبوتوس اپئوس 

MEGA7 آورد داده شده است 2در جدول.

، مزوبوتوس اپئوس، مزوبوتوس گیبوسوس، مزوبوتوس اپئوس فیلیپسیخوزستان،  مزوبوتوس اپئوسژنتیکی بین  يلهفاص: 2جدول 
و انسان اپئوس ترسریسمزوبوتوس ، مزوبوتوس فیلیپوویچی ،مزوبوتوس مارتنزي

بحث
 منظور ه ل از استفاده از خصوصیات ژنومی بقب

 هايدادهازتبارشناسی، عمدتاً مرسوم بود که 
استفاده ها  قرابت بین گونهبه منظور تعیین مورفولوژیکی 

تشخیص و هاي ملکولی در استفاده از روش. شود
کند که ها این امکان را فراهم میمیکروارگانیسمشناسایی 

هاي نزدیک به هم که داراي تشخیص و شناسایی گونه
.باشند، میسر گردد شباهت بالاي مرفولوژیکی می

چه شواهد فسیلی در خصوص تکامل جنس گر
هاي ملکولی مزوبوتوس ناچیز است، ولی بر اساس بررسی

صورت گرفته است، که بر روي ژن سیتوکروم اکسیداز 
میلیون  15/3-61/4اي در این جنس به زمان انشقاق گونه

گفته شده ).Quek et al. 2004(گردد سال پیش برمی
تفاوت در نرخ تغییر ژنتیکی عمدتاً وابسته به است که

باشد سرعت تولید نسل و نرخ متابولیکی در ارگانیسم می
)Towler et al. 2001 .( ،عقرب داراي در بین بندپایان

ترین نرخ متابولیسم زندگی و پایین يترین دورهطولانی
درصدي تغییر  3/1با توجه به نرخ نسبتاً پائین لذا،. است

در این موجود که هر یک میلیون سال  يه ازاژنتیکی ب

میلیون  61/4رسد که عدد نظر می، بهگزارش شده است
Martin(تر باشداي مناسبسال براي زمان انشقاق گونه

and Palumbi 1993( .پیدایش  این دوره که مقارن با
جبال زاگرس در جنوب و سر  سلسلهو  فلات ایران

تکامل این تواند میاست،  هاي البرز در شمالکوه برآوردن
.قرار داده باشد ثیرأدر این منطقه را تحت تعقرب 

ترسیتوکروم اکسیداز در بیشکه ژنی از آنجای
وجودهوازيي موجوداتویژه در همهه و بجانداران

دارد، استفاده از آن در ترسیم درخت فیلوژنیک بسیار 
هاي فیلوژنیک مبنی بر ید دادهأیمنظور ته ب.مرسوم است

خوزستان با  مزوبوتوس اپئوسعقرب ژنتیکی قرابت 
توالی ژنترازي هم، مزوبوتوس اپئوس فیلیپسیعقرب 
COXIًهمسطح اسیدآمینهدر  این دو عقرب در منحصرا-

هایی مشاهده گردیدترازي صورت گرفت، که تفاوت
صورت جابجایی در جایگاه ها بهاین تفاوت).5تصویر (

-اسیدآمینه 7متفاوت و  ي کاملاًاسیدآمینه 6(اسیدآمینه  13

در ژن جدا شده از  .شونددیده می) هاي محافظت شده
هاي خوزستان اسیدآمینه مزوبوتوس اپئوسعقرب 
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، گلایسین )R95(، آرژنین )K94(، لیزین)G58(گلایسین 
)G118( آرژنین ،)R148(، آسپارژین)N154 (ترتیب به

هاي والینناممتفاوتی به هاي کاملاًجایگزین اسیدآمینه
)v58( اسیدگلوتامیک ،)E94( سرین ،)S95( والین ،)V118( ،

در عقرب ) D154(، اسید آسپارتیک )S148(سرین 
تغییرات در سطح . شده است مزوبوتوس اپئوس فلیپسی

هاي محافظت شده همین ژن در عقرب اسیدآمینه
خوزستان به این صورت است که  مزوبوتوس اپئوس

، )I40(، ایزولوسین )I18(هاي ایزولوسین اسیدآمینه
، )I72(، ایزولوسین )I49(، ایزولوسین )I46(ایزولوسین 
به ترتیب جایگزین ) I171(، ایزولوسین )I149(ایزولوسین 

، متیونین )M46(، متیونین )M40(، متیونین )M18(متیونین 
)M49( متیونین ،)M72( والین ،)V149( لوسین ،)L171 ( در

بنابراین . گردیده است مزوبوتوس اپئوس فیلیپسیعقرب 
توان چنین نتیجه گرفت که توالی آمینواسیدي این ژن می

گونه عقرب طی تکامل گرچه محافظت شده در این دو 
. دهدهاي آشکاري را نشان میبوده است، ولی تفاوت

 30در PCRنشان داده شده است که وقتی فرآیند
Taqمراز پلیآنزیم شود، نرخ اشتباه قطعی سیکل انجام می

است که این میزان برابر  5-10×2.5هر نوکلئوتید  يبه ازا
Xavier(هر کیلوباز است  يازااشتباه به 76/0با 2011.(

مزوبوتوس هاي  در عقرب COXIتوالی ژن يمقایسه

، مزوبوتوس اپئوس فیلیپسیخوزستان با  اپئوس
مزوبوتوس ، مزوبوتوس اپئوس، مزوبوتوس گیبوسوس

مزوبوتوس اپئوس ، مزوبوتوس فیلیپوویچی، مارتنزي
داده شده است، تفاوت  2جدول  1که در ستون  ترسریس
-نشان میدرصد 5/6-8/10ر این جنس را بین ژنتیکی د

مزوبوتوس ژنتیکی  يترین فاصلهنزدیک، بنابراین. دهد
به درصد تفاوت ژنتیکی  5/6خوزستان با  اپئوس

این در حالی است . باشدمی مزوبوتوس اپیوس فیلیپسی
با مابقی خوزستان يگونهدر COXIتفاوت توالی ژنکه

این . تر استبیش2هاي آورده شده در جدول مزوبوتوس
هاي مشاهده شده در سطح بدین معنی است که تفاوت

DNA) جایگاه اسیدآمینه 13طور در و همین) 1جدول-

 ياسیدآمینه 7متفاوت و  کاملاً ياسیدآمینه 6(اي 
ناشی از عملکرد اشتباه  دار است کهمعنی) محافظت شده

 توجه به تفاوت بابنابراین، .باشدنمیTaqمرازپلی آنزیم
اي در در دو سطح نوکلئوتید و اسیدآمینهCOXIتوالی ژن 

د بررسی در این تحقیق و مور مزوبوتوس اپئوس عقرب
توان نتیجه ، میمزوبوتوس اپئوس فیلیپسیاز  ژن مشابه

ژنتیکی  يترین فاصلهنزدیکگرفت که این دو گونه گرچه 
متعلق به دو  احتمالاًولی  باشند،را از یکدیگر دارا می

.جداگانه هستند يزیرگونه
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Abstract
Ten Scorpion samples Mesobuthus eupeus were collected from Baghmalek region in the 

Khuzestan province of Iran before were identified by Razi Vaccine and Serum Research 
Institute reference laboratory of Ahvaz. Then, DNA was extracted by phenol/chloroform 
method in the Laboratory of Molecular Biology in the Faculty of Veterinary Medicine of 
Shahid Chamran University of Ahvaz. The molecular phylogenetic analysis of Mesobuthus 
eupeus is carried out based on sequence data of 623 nucleotides fragment of cytochrome C 
oxidase subunit I. The gene fragments were amplified by PCR using the specific forward and 
reverse primers. PCR products were fractionated by agarose gel electrophoresis prior to 
purifying using gel extraction kit. The purified DNA was sequenced by an Applied 
Biosystems DNA sequencer via Gene Fanavaran Company. In order to confirm the 
sequencing data, each gene fragment was sequenced in both directions. In order to compare 
the sequence data with the similar sequences from other scorpions, the target sequence data 
from different scorpions were retrieved from the Genbank using nblast program via NCBI 
website. Multiple alignments of the deduced amino acid sequence of cytochrome C oxidase 
subunit I exhibited 92 and 91% identity to the homologous M. martensii and M. gibossos, 
respectively. The highest level of identity was scored with M. eupeus philipsi (93%). The 
results of phylogenetic analysis using cytochrome oxidase subunit 1 indicate that the sequence 
data of Khuzestan scorpion Mesobuthus eupeus is slightly different from M. eupeusphilipsi
gene. As regards of this discrepancy, it concluded that these two Mesobuthus species with 
highly similar morphological features possibly belonging to two different subspecies.

Key words: Mesobuthus eupeus, Scorpion, Phylogenetic, Cytochrome oxidase, Khuzestan

1- DVM Graduated from Faculty of Veterinary Medicine, Shahid Chamran University of Ahvaz, Ahvaz, Iran
2- Associate Professor, Department of Basic Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Shahid Chamran 

University of Ahvaz, Ahvaz, Iran
3- Expert of Razi Vaccine and Serum Research Institute, Agricultural Research, Education and Extension 

Organization, Ahvaz, Iran
Corresponding Author:  Jolodar, A., E-mail: jolodara@scu.ac.ir


