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 پژوهشی

 

 : کلمات کلیدی

 جزیره قشم 

 فارسخلیج

 Iسیتوکروم اکسیداز 

 ایسواحل صخره

 چکیده

ایی مهمی را برای زنجیره بعدی بسیار متنوع و فراوانند و منبع غذ فارس خلیجپایان دریایی های شکمگونه

از رده  Nacellidaeمتعلق به خانواده  Cellana karachiensisگونه  .اندآورده به وجود کنندگان مصرف

Gastropoda بندی و نقوش مختلف میهایی با ظاهری متفاوت و رنگاین گونه دارای صدفباشد. می-

در سواحل جزیره قشم به همراه  کولی این گونهدر این پژوهش برای نخستین بار شناسایی مولباشند. 

ای صورت در سواحل صخره 3131 برداری در اردیبهشت ماه  سالانجام شد. نمونه بررسی مورفولوژیک آن

، تکثیر قطعه ژنی DNAها مورد شناسایی مورفولوژیک قرار گرفتند و سپس مراحل استخراج گرفت. نمونه

به از این گونه  COIتوالی  4یابی انجام شد. در مجموع تعداد و توالی COIسیتوکروم اکسیداز  Iزیر واحد 

شوند. آنالیزهای فیلوژنی فارس گزارش میها برای اولین بار از منطقه شمالی خلیجآمد که این توالی دست

 Maximumهای فیلوژنی و با رسم درخت BEASTو  Mega6 ،PAUPافزارهای با استفاده از نرم

Likelihood ،Maximum Parsimony  وBayesian  صورت گرفت. نتایج حاصل از شناسایی مولکولی نشان

 C. karachiensisها گونه های مورد بررسی، همه آنداد که با وجود تفاوت فاحش در مورفولوژی نمونه

ری فارس از نظر مولکولی شباهت بیشتدر خلیج C. karachiensisمشخص شد که گونه  چنینهستند. هم

با جمعیت این گونه در سواحل کشور هند دارد و مقداری تفاوت با همین گونه در سواحل کشور عمان 

 دهد. نشان می

 هـمقدم

 Patellogastropodaاز کلاد  Nacellidaeدریایی متعلق به خانواده  خوار گوشتهای از لیمپت Cellana karachiensisگونه 

(. اگرچه اطلاعات Bouceht and Rocroi, 2005باشد )می Nacelloidea فوق خانوادهدر تنها خانواده  Nacellidaeباشد.  می

مغفول  یتا حدودبندی این گروه وجود دارد، اما رده Nacellidaeهای خانواده شناسی و اکولوژی گونهزیادی در مورد زیست

های بین جزر و مدی دریایی به اکوسیستم ها نقش کلیدی در ساختاردهی(. لیمپتValdovinos et al., 2005مانده است )

در مورد پراکنش و فراوانی تنوع فنوتیپی و ژنتیکی  حال بااینها انجام شده است. دارند. بنابراین مطالعات زیادی بر روی آن

سواحل  به فراوانی در C.  karachiensisگونه  .در دست نیست چندانی اطلاعهای جغرافیایی لیمپت ها در ارتباط با تفاوت

                                                           
 ول، پست الکترونیک:ؤنویسنده مس izadian.mona@gmail.com 
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به بررسی ترجیح زیستگاهی و  4134و همکاران در سال  Faladu(. Misra and Kundu, 2005شود )ای یافت میصخره

هند  Kathiawarای بین جزرومدی خلیج در سواحل صخره Siphonaria siphonariaو  C. karachiensisاکولوژی جمعیت 

تغییرات بالای خشک شدن، شوری و  تحمل به علت توانایی که احتمالاً C. karachiensisپرداخت. نتایج نشان داد که گونه 

ناحیه دهد که در واقع در آن چنین این گونه منطقه اسپری را ترجیح میای است. همگونه غالب در بسترهای صخره ،دما دارد

شناسایی گروهی از  4134سال  و همکاران در Josephتنان وجود ندارد. هیچ رقابتی برای فضا و غذا با سایر نرم تقریباً

 COIیابی قطعه ژنی میتوکوندریایی در سواحل هند را با استفاده از توالی C. karachiensisهای پنهان لیمپت دریایی،  گونه

های دریایی دارای الگوهای رنگی متفاوتی بر روی پوسته روابط فیلوژنی بین سه گروه از لیمپتپژوهش انجام دادند. در این 

 .Cدرصد با اولین توالی گزارش شده از گونه  93/33تحقیق شده در این مطالعه ی شد. نتایج نشان داد که هر سه نوع بررس

karachiensis هایهای پیشین در ایران بر روی این گونه تنها بر اساس ویژگیدر سواحل هند شباهت داشتند. کلیه بررسی 

 هایی از گونهنخستین بار به شناسایی مولکولی نمونه ریختی این جاندار بوده و در این مطالعه برای

C. karachiensis .پرداخته شد 

 هامواد و روش

 برداری و شناسایی مورفولوژیکنمونه

ها در الکل مطلق فیکس و به آزمایشگاه انجام گرفت. نمونه 3131ای جزیره قشم در اردیبهشت برداری از سواحل صخرهنمونه

به زمان حداکثر جزر  با توجهبرداری شکی دانشگاه تهران )آزمایشگاه دکتر رستگار( منتقل شدند. نمونهمرکزی دانشکده دامپز

ها پس از انتقال به آوری شد. نمونهنمونه از این گونه جمع 8صورت گشت در منطقه بین جزرومدی انجام گرفت. در کل آب و به

 Sea Shells of Eastern: شامل شناسایی کلیدهای ر این راستا ازآزمایشگاه جهت شناسایی مورفولوژیک بررسی شدند که د

Arabia (Bosch et al., 1995)، Sea Shore of Kuwait Persian Gulf (Jones,1986) ،Encyclopedia of Marine Gastropods 

(Robin, 2008) فارس خلیج تناننرم اطلس و (Hosseinzadeh et al., 2001)، .استفاده شد 

 ت مولکولیمطالعا
انجام شد. پس از ارزیابی کمی و کیفی  Chelexبا استفاده از پودر  DNAها، استخراج پس از شناسایی مورفولوژیک نمونه

DNA وسیله الکتروفورز و اسپکتروفوتومتر، تکثیر قطعه ژنی استخراج شده بهCOI  انجام گرفت. به این منظور از پرایمر جهانی

Folmer (1994 جهت تکثیر ) قطعه ژنیCOI  .جهت تهیه است.  مشاهده قابل 3مشخصات این پرایمر در جدول استفاده شد

 9/1پیکومول(،  31استخراجی، یک میکرولیتر از هر یک از پرایمرها ) DNAنانوگرم( از  31، یک میکرولیتر )PCRمحلول 

و یک میکرولیتر  PCR( X31میکرولیتر بافر ) 9/4(، u/μ9پلیمراز ) Taqمیکرولیتر آنزیم  1/1(، متر میلی 31) dNTPمیکرولیتر 

MgCl2 (91 استفاده شد که در نهایت حجم آن با آب مقطر به متر میلی )میکرولیتر رسانده شد 49 (McPherson and 

Møller, 2006 محصول .)PCR به شرکت تکاپوزیست ارسال گردید و سپس یابی سازی قرار گرفت و جهت توالیمورد خالص

بر پایه پروتکل  Applied Biosystems 3730/3730xl DNA Analyzers Sequencing یاب خودکاردستگاه توالی وسیلهبه

یابی ، توالی(Dideoxy Chain Termination) زنجیره سانگر یا ختم روش جنوبی به کره Bioneer شرکت شرکت سازنده، توسط

 شدند.

 COI ژن طعه. مشخصات پرایمر استفاده شده برای تکثیر ق3 جدول

 

 هاها در پایگاه دادهثبت توالی

Primer Name (F/R) Nucleotide Sequence (5’ to 3’) Reference 

COI 
LCO1490_t1 

HCO2198_t1 

TGTAAAACGACGGCCAGTGGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 

CAGGAAACAGCTATGACTAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
Folmer et al., 1994 
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ها و های نزدیک به آنشد و با توجه به میزان فاصله ژنتیکی از توالی NCBI ،BLAST3ها در سایت توالی به این منظور ابتدا

افزار ، توسط نرمآمده دست بههای توالی 4ها گردید. در ابتدا قالب خواندنهمچنین رسم درخت در این سایت اقدام به ثبت نمونه

CLC Sequence Viewer v6.5.4  (Knudsen et al., 2012)1  تعیین شد. سپس از طریق سایتDDBJ ها در پایگاه داده توالی

NCBI .ثبت گردید  

 رسم درخت فیلوژنی

انجام شد. پیش از انجام  Bayesianو  Maximum Likelihood ،Maximum Parsimonyهای آنالیز فیلوژنی با استفاده از روش

 AICمعیار اطلاعاتی  بر اساس( و Nylander, 2004) MrModeltest v2.3، با استفاده از برنامه BIو  ML ،MPآنالیزهای 

(Akaike Information Criterion و )AICc موردنظرهای های مناسب برای دادهمدل( انتخاب شدند ،Nylander, 2004 طبق .)

، FASTAها در فرمت های این پژوهش انتخاب شد. توالی( برای دادهRodriguez et al., 1990) GTR+I+Gاین آزمون مدل 

4افزار جهت استفاده در نرم
MEGA6 (Tamura et al., 2011) افزارهای ها از نرمتوالی 9ردیف کردنآماده شد. جهت هم

Clustal W (Thompson et al., 1994 استفاده شد. آنالیز )ML افزارنرم از استفاده با آمده دست به هایتوالی برای MEGA6  و 

 . شد انجام 3111 پاسترا بوت تکرار

های مرجع با ها به همراه توالیبرای داده MPدر آمد. آنالیز  Nexusافزارهای فیلوژنی به فرمت ها جهت استفاده در نرمتوالی

افزار تخصصی برای رسم افزار که نرمانجام گرفت. این نرم 4b10 (Swofford, 2003)نسخه  6PAUPافزار استفاده از نرم

. برای انجام (Swofford, 2003)باشد های تکاملی میافزاری برای رسم درختست، پرکاربردترین بسته نرما MPهای  درخت

( TBR=Tree-Bisection-Reconnectionدرخت و اتصال مجدد ) سازی یمهدو نآنالیزها از الگوریتم مبادله شاخه به شاخه روش 

کند. توالی اضافی را نیز بررسی می 311تصادفی  صورت بهکه ( استفاده شد heuristic searchو روش جستجوی اکتشافی )

 تکرار بوت استرپ بررسی شدند. 3111با  MPکلادهای 

 مشترک نیای جدیدترین زمان تخمین ( برایDrummond et al., 2012) BEAST v1.8.2 افزارنرم از
7
(TMRCA) برای 

 قادر و دهدمی انجام را Bayesian MCMC آنالیز همچنین افزارنرم این. شد استفاده فیلوژنی هایدرخت در نظر مورد 8های گره

 MrBayes افزارنرم به نسبت افزارنرم این مزیت که دهد انجام زمانهم طوربه را واگرایی تعیین زمان و درخت رسم است

(Ronquist and Huelsenbeck, 2003می )باشد (Sotelo et al., 2009) .لی، پس از بررسی منابع جهت تنظیم ساعت مولکو

 برای (. آنالیزDonald et al., 2005درصد در میلیون سال در این آنالیزها استفاده شد ) 4/3تا  19/1 3موجود، از نرخ جایگزینی

  انجام شد. گیرینمونه مرحله 3111 هر در و اجرا میلیون نسل 11

 جـنتای

 Cellana karachiensis های مورفولوژیکویژگی

تا  41متر طول داشت. اندازه گزارش شده برای قطر این صدف بین میلی 93گیری شده در این مطالعه نمونه اندازه نتری بزرگ

ای روشن و دارای خطوط شعاعی برجسته و محکم است. تعداد زیادی نوار شعاعی باشد. صدف به رنگ قهوهمتر میمیلی 99

                                                           
1 Basic Local Alignment Search Tool 
2 Fram 
3 www.clcbio.com 
4  Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
5 Alignment  
6 Phylogenetic Analysis Using Parsimony 
7 Time to the Most Recent Common Ancestor (TMRCA) 
8 Nodes 
9 Substitutional Rates 
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 در ای دارد. رادولاای قهوهبوده و اثر ماهیچه رنگ یا نقرهدرونی صدف شود. سطح ای تیره در سطح خارجی آن دیده میقهوه

طور که  آماده است. همان 3آوری شده در شکل های جمع. تصاویری از نمونهاست گرفته قرار تناسلی و گوارشی غدد زیر

 دارد.های مختلف وجود ای در الگوی رنگ و نقوش صدف در نمونهشود تفاوت قابل ملاحظهمشاهده می

 مولکولی و فیلوژنیمطالعات 

 شده گزارش فارسخلیج منطقه از بار نخستین برای هاآمد که این توالی  دست بهخوانا و قابل تحلیل  COIتوالی  4در مجموع 

مراحل ثبت این برای رسم درخت فیلوژنی مشخص شدند.  BuSp16و  HoSp11 ،BuSp14 ،BuSp15ها با اسامی نمونهاست. 

31دسترسی به پایان رسیده و شماره جهانی ژن در بانکها توالی
 مشاهده قابل 4 در جدول www.ncbi.nih.gov سایت در هاآن 

 است.

 درخت فیلوژنی

هایی با ظاهری که صدفبا آن HoSp11و  BuSp16 ،BuSp15 ،BuSp14های نمونه .آمد دستبه COI توالی 4 گونه این از

استرپ از هند تطابق صد در صد داشتند )ارزش بوت C. karachiensisگی با گونه متفاوت داشتند، از نظر مولکولی هم

34=ML ،311=MP   و با دو توالی دیگر از این گونه از کشور عمان، با اندکی اختلاف، در یک کلاد قرار 3و احتمال پسین )

 نمایش 4و  1، 4 هایشکل در کلاد این برای شده رسم هایای از خاستگاه این گونه نیز باشد. درختتواند نشانهگرفتند که می

 میلیون سال پیش Cellana 13/6 کلاد مشترک نیای تریننزدیک قدمت BEAST افزارنرم از استفاده با .است شده داده

 .شد زده تخمین

 
 NCBI های ثبت شده در سایت. شماره دسترسی توالی4جدول 

Accession Number ردیف ژن اسم ثبت شده نام خانواده 

LC060523 Nacellidae Cellana karachiensis COI 3 

LC060524 Nacellidae Cellana karachiensis COI 4 

LC060525 Nacellidae Cellana karachiensis COI 1 

LC060526 Nacellidae Cellana karachiensis COI 4 

                                                           
10 Accession number 
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 33نمای خلفی

 

 

 

 

 

 

  

 

 34نمای شکمی

  

 

 Cellana karachiensis (Winckworth, 1930)  از صدف گونه تصاویری .3شکل 

                                                           
11 Posterior view 
12 Ventral view 
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  COI ژنی قطعه توالی با شده رسم ML . درخت4شکل 

 

 

 
  COI ژنی قطعه توالی با شده رسم MP . درخت1شکل 

 گیری یجهنتو  بحث

 است بازمانده هاآن طرح و رنگ و صدف یا گونه درون متغیر مورفولوژیک هایویژگی علت به غالباً هالیمپت شناسایی

(Nakano and Sasaki, 2011 .)کننده و الگوهای پراکنش غیرقطعیگیج وهای پیچیده بندیاز زمان قبل از لینه تاکنون رده 

های شناسایی نشده گشته است ها و نمونههای طویلی از مترادفهی موجب ایجاد فهرستکه گا ارائه شده است هابرای لیمپت

(Gofas 2016 از زمان ظهور .)اند )های سنتی تحت بازنگری قابل توجهی قرار گرفتهبندیمولکولی رده های تکنیکWillassen 

et al., 2016.)  در این پژوهش برای نخستین بار شناسایی مولکولی گونهC. karachiensis  شد؛ تمامی  انجام قشمدر سواحل

هیچ توالی  رو ینازاصورت گرفته بود.  گونههای ریختی این بندی و شناسایی تنها با توجه به ویژگیمطالعات گذشته برای رده

های ایران برای مقایسه و مطالعه بیشتر در دسترس نبود. به همین علت حداکثر تلاش انجام گرفت تا با ای از آبگزارش شده

ها استخراج شود و برای رسم ترین توالیین ناحیه جغرافیایی، شبیهها به اترین آبگونه از نزدیکاین هایی از یافتن توالی

 رود.  به کاردرخت و مقایسه 
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   COI ژنی قطعه توالی با شده رسم BI . درخت4شکل 

 C. karachiensis ها را با گونهکه تطابق آنعلاوه بر این HoSp11 و BuSp16، BuSp15، BuSp14های مولکولی نمونه همطالع

 توالی دو با و داشته تطابق کشور هند با توالی این گونه از فارس خلیجاز  C. karachiensisداد، مشخص کرد که گونه  نشان

ورود این گونه از جمعیت آن در  دهنده نشانتواند که این مطلب می دهدهایی نشان میتفاوت عمان از گونه این از دیگر

ای اقیانوس هند در مذکور از نقاط دیگر سواحل حاشیه های بیشتر از گونهتوالیسواحل شرقی اقیانوس هند باشد. اضافه شدن 

 تر را میسر سازد.های بیشتر و ارائه نتایج قطعیتواند امکان بررسیآینده، می

Joseph  های پنهان لیمپت دریایی، شناسایی گروهی از گونه 4134در سال نیز که و همکارانC. karachiensis  در سواحل

روابط فیلوژنی بین سه گروه از ، اعلام داشتند که انجام دادند COIیابی قطعه ژنی میتوکوندریایی ند را با استفاده از توالیه

درصد با اولین توالی گزارش شده از  93/33های دریایی که دارای الگوهای رنگی متفاوتی بر روی پوسته خود بودند لیمپت

با وجود در این پژوهش مطابقت دارد.  آمده دست بهیج نتاباهت داشتند که با ند شدر سواحل ه C. karachiensisگونه 

یک درصد تفاوت نوکلئوتیدی بین این سه نوع  وجود  در حدوداختلافات مورفولوژیک، آنالیزهای فیلوژنی نشان داد که تنها 

بسیار کمتر از  احتمالاً COIده شده در توالی این تفاوت یک درصدی مشاهها بیان داشتند که آن (.Joseph et al., 2016دارد )

 توانند میآمینواسید نشان داد که این انواع  های جایگاهآن است که بتوان این انواع را سه گونه مجزا دانست. استخراج 

 باشند.  C. karachiensisگونه پنهان  1از  ای مجموعه

جدایی  واسطه بهزایی آلوپاتریک و پدیده گونه وسیله به C.  karachiensisهای هند و عمان گونه جمعیت رسدبه نظر می

زایی سیمپاتریک وقوع گونه دهنده نشان احتمالاًهای پنهان اند. اشتراک زیستگاه بین این گروه از گونهجغرافیایی اشتقاق یافته

و این شکاف و جدایی بین  عوامل درونی و ژنتیکی است تأثیرها تنها تحت زایی اشتقاق گونهباشد. در این نوع گونه

سیمپاتریک در واقع یک واگرایی ژنتیکی است  زایی گونههای چند ژنی نیز رخ دهد. در ویژگی تواند مییک گونه  های جمعیت

ها در منطقه جغرافیایی یکسانی این جمعیت که درحالیآیند های گوناگون حاصل میکه از یک گونه والد منفرد، جمعیت

تواند در شناسایی های مولکولی میهای ناشناخته باشد که بررسیمنبع غنی از گونه فارس خلیجرسد می ه نظرب زیستگاه دارند.

 هرچه بیشتر این جانداران مفید واقع گردد.
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