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  چكيده
 DNA توالي اساس بر) Anemonia )Actiniaria: Actiniidaeجنس  دريايي شقايق مولكولي در اين مقاله، فيلوژني

فارس مورد بررسي قرار گرفت. گونه مورد مطالعه در اين تحقيق از جزيره لارك واقع  خليج در) COI( ميتوكندريايي
با استفاده از  )جفت باز 700آن (حدود  COIآن استخراج و قسمتي از ژن  DNAدر خليج فارس جمع آوري شد و 

 در دستگاه توالي ياب خودكار PCRتكثير داده شد و محصول   PCRبه وسيله HCO2198 و  LCO1490دو پرايمر
DNA  به وسيله شركتBioNEER نوكلئيك اسيد و پروتئين گرفته شده از ژن  يابي گرديد. تواليتواليCOI  به عنوان

يد با نام جديد در ژن بانك گزارش شد. بر طبق اين توالي شقايق خليج فارس به عنوان يك گونه جد يك توالي
Anemonia sp. PG  و شماره ثبتAB933643.1 گاهدر وب NCBI  قرار گرفت. هدف از اين مطالعه شناسايي

 COIبود. در آناليز مولكولي توالي قسمتي از ژن  مولكولي شقايق خليج فارس و انجام آناليز مولكولي روي آن
شقايق دريايي ديگر از بانك ژن كه از لحاظ توالي  15خليج فارس با از  Anemonia sp. PG گونه ميتوكندريايي

به عنوان برون گونه در نظر  Metridium senile. گونه مقايسه گرديد هستندژنتيكي به گونه مورد بررسي نزديك 
 از  Anemonia sp. PG هخواهري بين گون رابطه Neighbor-Joining. بررسي فيلوژنتيكي بر اساس آناليز گرفته شد

 .ي شقايق دريايي را نشان ندادها خانوادهداد ولي روابط منوفايلتيك بين نشان  را Anemonia sp. Anemو گونه  ايران

  س.، خليج فارCOIشقايق دريايي، فيلوژنتيك، شناسايي مولكولي، كلمات كليدي:
  

  
  مقدمه. 1

) در تمام Actiniariaو راسته  Cnidariaه اخ(شهاي دريايي  يقشقا
به و  (Rodrı´guez et al., 2007)هاي دريايي وجود دارند  سامانهبوم

ها،  سنگب كنند. از اجتماع اين جانوران آ يمصورت كلني زندگي 
هاي ). آبسنگ1391د. (برنا، نآي يم وجودبه و جزاير مرجاني  ها صخره
هاي كم حاصلخيزي هستند كه در آب و متنوع هايسامانهبوم مرجاني
  ).1392دارند (بلوكي و همكاران،  وجود گرمسيري مناطق عمق
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شناختي اي بالا به لحاظ بوم هاي دريايي با تنوع گونه شقايق
 بي پايه اينهاي  شوند. پوليپ گروه مهمي از جانوران محسوب مي

با استفاده از ديسك پايي چسبنده به كف بستر  موجودات دريازي
ها از سوي ديگر به يك  اي شكل آن متصل شده و بدن استوانه

ها تا صدها  شود. ديسك دهاني داراي ده ديسك دهاني ختم مي
هاي دريايي (راسته  . شقايق(Frazao et al., 2012)تنتاكول است 

Actiniariaدر زير گ ( روهHexacorallia  قرار دارند)Sebens and 

(Paine., 1978 50. يك پوليپ منفرد در محيط طبيعي بيش از 
تواند زندگي كند  سال مي 150سال و در محيط مصنوعي تا 

(Shick, 1991) . 
بندي موجودات بر اساس  گذاري و طبقه هاي رايج نام روش

پيش بنيان  سال 250بندي كه توسط كارل لينه در سيستم طبقه
بندي با شناسايي گيرد. اين نوع طبقه نهاده شد، صورت مي

تنوع ژنتيكي بين افراد يك گونه دچار تغييراتي شد كه نشان 
هاي  ها در طول زمان ثابت نيستند. ويژگي داد تكامل گونه مي

بندي قادر به تشخيص در شناسي به عنوان مبناي طبقهريخت
ن در حالي است كه بخش اي. ميليون گونه است 1,7حدود 

حاوي اطلاعات بسيار زيادي  DNAبسيار كوتاهي از توالي 
ميليون گونه از موجودات مختلف  100يا حتي  10براي تعيين 

است. در اين ميان بخشي از توالي ژن كدكننده سيتوكروم 
به عنوان يك نشانگر ژنتيكي در بين افراد يك گونه  Iاكسيداز 

%) دارد و در اجتماعات 1ييني (كمتر از عموماً اختلاف بسيار پا
ها از هم  با خويشاوندي بسيار نزديك نيز سبب تمايز گونه

شويم وجود  اي دورتر  گونههر چه از سطح بين. شود مي
 ,.Hebert et al(شود  تر مي پيچيده COIاختلافات در توالي 

2003(.  
هدف از اين مطالعه شناسايي مولكولي شقايق دريايي خليج 

به منظور بررسي  فارس و بررسي روابط فيلوژني آن است.
استفاده گرديد. در  Neighbor-Joiningها از آناليز  فيلوژني گونه
گونه شقايق دريايي كه بيشترين شباهت را در  16اين بررسي 

با گونه ايراني داشتند از بانك جهاني ژن براي  يتوالي نوكلئوتيد
روابط  McCommas (1991). ندآناليزهاي فيلوژنتيكي انتخاب شد

را  Actiniidaeجنس متعلق به خانواده  6گونه از  12فيلوژني 
ميان  ) روابط فيلوژنيDaly)2010  و Rodrı'guez. بررسي كردند

را شرح دادند.  Mesomyariaهاي دريايي از فراخانواده  شقايق
Daly ) 23جنس از  45) روابط فيلوژني ميان 2008و همكاران 

  را شرح دادند. خانواده

  ها مواد و روش. 2

 غربي واصي از جنوبـا غـب 1392ان ـرداري در آبـبنمونه
ان قشم) ـرستـشه( انــزگـرمـان هــع در استـزيره لارك واقـج
)E "0 ́21 ̊ 56،N  "0́ 51 ̊ 26 (ز ا شقايق درياييعدد  6شد. انجام

آوري شد كه در نهايت از يك گونه براي گونه غالب منطقه جمع
به آزمايشگاه  ها نمونهشناسايي مولكولي استفاده گرديد. 

بيوتكنولوژي دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر انتقال داده 
در دماي  ها هـنموناده و ـانك ازت استفـال از تـشدند. براي انتق

C̊ 80- .شناسايي مولكولي در اين مطالعه به منظور  نگهداري شدند
گرم از ديسك پايي شقايق دريايي  ميلي 50-100ايي حدود  از تكه
استفاده شد. در مرحله اول بافت  DNA براي استخراج  )1(شكل 

از  يترليكروم 630با نيتروژن مايع پودر شد و سپس در حجم نهايي 
 5/7Tris-Base PH: 100 درصد، CTAB )CTAB 1بافر ليزكننده 

 -2مولار، ميلي EDTA 50مولار، ميلي NaCl 700مولار، ميلي
 70سپس به محلول . مولار) قرار داده شدميلي 140مركاپتواتانول 

اضافه گرديده  kپروتيناز  ميكروليتر 10درصد و  SDS 10 يترليكروم
-با روش فنل DNAقرار داده شد و استخراج  C̊ 55و در دماي 

 كلرفرم ادامه يافت.

  
  )MarLIN هاگشماتيك شقايق دريايي (وب: شكل 1شكل 
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جفت بازي از  700در اين مطالعه جهت تكثير قسمت حدود 
) از پرايمرهاي COIسيتوكروم اكسيداز ( Iبخشي از ژن زير واحد 

LCO1490  وHCO2198 )et al., 1994 Folmer استفاده شد (
  ).1(جدول 

  هاي مورد استفاده در مطالعه حاضر : پرايمر1جدول 
  نام پرايمر  ي پرايمرتوال

5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3'
5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3'

LCO1490 
HCO2198 

 

 1 ميكروليتر و حاوي 25در حجم نهايي  PCRهر واكنش 
 10x PCR Buffer ،5/0 يترليكروم 5/2الگو،  DNA يكروگرمم
- ميلي MgCl2 50 يترليكروم 1، مولميلي dNTP 10ر يتل يكروم

 1، پيكومول بر ميكروليتر) Primer F )10ر يتليكروم 1، مول
 3/0و پيكومول بر ميكروليتر)  Primer R )10ر يتليكروم
در دستگاه (سيناژن)   Tag DNA Polymerase 5u/µL يترليكروم

  .شد انجام) BIO-RADسايكلر ( ترمال
 در دماي واسرشتگي اوليهدقيقه  5پروفايل حرارتي متشكل از 

C̊ 94 ثانيه در  30مرحله شامل  35 به دنبال آن وC̊ 94 ،45  ثانيه
 در اييـبسط نه دقيقه 7ر ـدر آخ و C̊ 72ه در ـدقيق C̊ 45 ،1در 

C̊ 72 كيفيت محصول  .تكميل شدPCR  با استفاده از الكتروفورز
  درصد ارزيابي گرديد. 1ژل آگارز 
خودكار  DNAياب دستگاه توالي در PCRيابي محصول توالي

توالي   BLAST) انجام شد. باBioNEER )Koreaتوسط شركت 
هاي  يتوال ncbiگاه شقايق دريايي خليج فارس به وسيله وب

مشابه شناسايي گرديدند. اطلاعات مربوط به توالي نوكلئوتيدي به 
  آمده است.  2دست آمده از ژن بانك در جدول 

نسخه   Hall, 1999(MEGA(فزارهاي در اين پژوهش از نرم ا
5 ،BioEdit   7نسخه (Jeanmougin et al., 1998) وx  clustal 

(Thompson et al, 1997) ه استاستفاده شد .  

  و بحث نتايج. 3

و قشم در خليج ك ي سنگي بوشهر، خارها صخرهبا بررسي 
فارس، نمونه مورد نظر در جنوب غربي جزيره لارك در قشم 

شقايق دريايي استخراج و سپس  DNAآوري گرديد. ابتدا جمع
و ) 3تكثير شد (شكل  PCRآن به وسيله  COIقسمتي از ژن 

 يها يتوالتوالي نوكلئوتيدي و پروتئين حاصل از آن به صورت 
در  BAO79525.1و  AB933643.1 يها شمارهجديد به ترتيب با 

تحت   Anemonia sp. PG. اين گونه با نام ندثبت گرديد ژن بانك
   .قرار گرفت Anemoniaجنس 

  
به روش  Anemonia sp. PGاستخراج شده شقايق  DNAارزيابي  :2شكل 
CTAB  درصد 1روي ژل آگارز  

  
  رصدد 1روي ژل آگارز  Anemonia sp. PGشقايق  PCRارزيابي محصول  :3شكل 

گاه توالي شقايق دريايي خليج فارس به وسيله وب  BLASTبا
ncbi و براي مشخص كردن  هاي مشابه شناسايي گرديدند يتوال

، 5نسخه  MEGA، در نرم افزار ها دادهاين  1فاصله ژنتيكي
). 4پردازش شدند و درخت فيلوژنتيكي آن رسم شد (شكل 

ي بررسي شده در اين مقاله از جمله ها گونهاطلاعات تكميلي 
  ت.قرار داده شده اس 2در جدول ها  آنتوالي و شماره ثبت 

مشخص شد  يقتحقانجام شده در اين  بررسي مولكوليطبق 
 Anemonia از نظر توالي ژنتيكي شبيه گونه خليج فارسكه گونه 

sp. Anem  از جنس Anemonia)Risso, 1826 ( است و با آن در
 Metridium senileگونه  يك گروه خواهري قرار دارد.

(Linnaeus, 1761)  .به عنوان برون گونه در نظر گرفته شد
Metridium senile ه يك گونه از شقايق دريايي از خانواد

——— 
1 Genetic distance 
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Metridiidae   ي جنس ها گونه) 2است (جدولAnthopleura  نيز
از لحاظ ژنتيكي به گونه مورد نظر شباهت زيادي دارند كه 

 ,Kozloffاند (سواحل اقيانوس آرام و شمال امريكا را فرا گرفته

، سه خانواده از 4). درخت فيلوژني ترسيم شده در شكل 1996
، Actiniidae( دهد يمهاي دريايي را نشان  يقشقا

Stichodactylidae ،Metridiidaeهاي ايراني شقايق دريايي ). گونه
  .شوندبندي ميتقسيم Actiniidae  خانوادهجزو 

  در بانك ژني ها آنه ثبت ي مورد استفاده در مطالعه حاضر و شمارها گونه: 2جدول 

خانواده از  نيتر متنوعو  نيتر بزرگ Actiniidaeخانواده 
جنس و  43. اين خانواده (McCommas, 1991)است  ها قيشقا

 ه)ي راستها گونهگونه دارد (حدود نيمي از  220حدود 
(McCommas, 1991) . 

نتايج به دست آمده از مطالعه حاضر حاكي از اين است كه 
فارس متعلق به يك   ي مشابه با شقايق دريايي خليجها گونه

دهند كه  ينمخانواده نبوده و رابطه فيلوژني منوفايليتيك را نشان 
و همكاران  Rodrı'guez)، 2008و همكاران ( Dalyبا نتايج 

)2012 ،(Won ) و 2001و همكاران (Daly ) 2003و همكاران (
  Daly و  Rodrı´guezي دارد. در تحقيقي كه توسط خوان هم

هاي دريايي  يقشقا) انجام شد، روابط فيلوژني بين 2010(
هاي دريايي  يقشقانشان داد كه  Mesomyaria فراخانواده

دودمان مختلف به  2حداقل از  chemosyntheticهاي  يطمح
 45) روابط فيلوژني بين 2008و همكاران ( Daly. اند آمدهوجود 

خانواده را شرح دادند و دريافتند كه  23جنس از 

 polyphyleticهر دو  Mesomyariaو   Athenariaهاي فراخانواده
در  Actiniidaeدريافتند كه اعضاي خانواده  ها آنهستند. همچنين 

ه به و اين خانواد اند شدهتوزيع  endomyarian 1سراسر كلاد
  است.  paraphyleticصورت گسترده 

  Nynantheaeهراستر هايي كه درون زي هيچ يك از فراخانواده
 Rodrı´guez et al., 2012; Dalyفايلتيك نيستند ( منو قرار دارند،

et al., 2008( . خانوادهActiniidae  ين خانواده تر بزرگبه عنوان
بودن آن بر مبناي  2پلي فايلي واست   Actiniariaدر راسته

 ;Won et al., 2001(مطالعات فيلوژني قبلي غيرمنتظره نيست 

Daly et al., 2003( .Rodrı´guez ) پس از 2014و همكاران (
و  ها خانوادهها و اكثر  هاي فراوان نشان دادند كه فراخانواده يبررس
دهنده نمنوفايلتيك نيستند كه اين نشا Actiniariaي رده ها جنس

جاري است اين افراد همچنين  3بندي سلسله مراتبيتضاد با طبقه
شناسي موجود براي رده بندي ريختطبقه اظهار داشتند

Actiniaria جديدي  بنديناكافي است و بنابراين نياز به يك طبقه
ضروري دانستند كه با را  Actiniariaه براي راست در سطح بالاتر

 Stichodactylaي دارد. دو گونه خوان همهاي مطالعه حاضر  يافته

haddoni  وStichodactyla sp. BZStic  از خانواده
Stichodactylidae  طبقBLAST  درNCBI  و درخت فيلوژني

NJ  از لحاظ ژنتيكي به گونه ايراني نزديك 4ترسيم شده (شكل (
باشند كه اين  يم Actiniidaeاز خانواده  ها گونهاما ساير  ؛هستند

ت بندي حاضر است و با مطالعادهنده ناكافي بودن طبقهننشا
Rodrı´guez ) يها خانوادهي دارد. خوان هم) 2014و همكاران 
Actiniidae و Stichodactylidae  هردو جزو فراخانواده

Actinioidea ) هستندCarlgren, 1949; Rafinesque, 1815.( 
هاي  با گونه Anthopleuraهاي جنس  رابطه نزديك برخي گونه

ي و مشاهده پيوستگي برخ Actiniidae  هاي خانواده ساير جنس
ي ديگر (نظير ها خانوادهي اين جنس در ها گونهديگر از 

Isosicyonis ،Dactylanthus، Heteractis، Phymanthus (نشان -
 Daly and(است  Anthopleuraفايلتيك بودن جنس  دهنده پلي

den Hartog, 2004( ي جنس ها گونه. طبق مطالعه فيلوژني حاضر
Anthopleura  همانند گونه)Anthopleura elegantissima از (

است،  Anemoniaلحاظ ژنتيكي به گونه ايراني كه تحت جنس 

——— 
1 Clad 
2 Polyphyly 
3 Hierarchical 

Taxa GenBank accession numbers 
Anemonia sp. PG 

*(Iranian species) 
AB933643.1 

Anemonia sp. Anem 

 

AB441274.1 
Anthopleura elegantissima
 

AF480931.1 
Stichodactyla haddoni
 

JX502836.1 
Stichodactyla sp. BZStic AB441275.1 
Anthopleura elegantissima GU443181.1 
Anthopleura elegantissima GU443180.1 
Urticinopsis antarctica AJ830011.1 
Bolocera tuediae HG423145.1 
Urticina eques  HG423144.1 
Anthopleura elegantissima GU443182.1 
Urticina crassicornis U91612.1 
Urticina sp. Reversing Falls U91611.1 
Urticina felina U91610.1 
Urticina lofotensis U91614.1 
Urticina coriacea U91615.1 
Urticina columbiana U91613.1 
Metridium senile (out group) FJ489494.1 
Anemonia viridis DQ831333.1 
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) Hartog )2004و  Dalyت شباهت زيادي دارند كه با مطالعا
  خواني دارد. هم

  
ي دريايي با استفاده از آناليز ها قيشقاي ها خانواده: درخت فيلوژني 4شكل 

Neighbor Joining (NJ)1000استرپ با  1، اعداد بوت Replication  را نشان
به عنوان برون گونه در نظر گرفته شده است.  Metridium senile. گونه دهد يم

 مشخص شده است. Anemonia sp. PGگونه ايراني با نام 

 ).NCBI گاهگونه زير است (وب 7داراي  Anemoniaجنس 
Anemonia erythraea ،Anemonia majano ،Anemonia 

rustica ،Anemonia sulcata ،Anemonia viridis ،Anemonia 

sp. Anem ،Anemonia sp. PG گونه  3. كه از اين ميان تنها
Anemonia sp. PG، Anemonia sp. Anem  وAnemonia 

viridis  توالي ژنCOI يا از  ها گونهها ثبت شده است و ساير آن
و يا با استفاده از ساير  اند شدهشناسي شناسايي لحاظ ريخت

 BLAST. پس از اند شدهماركرهاي ملكولي در بانك ژني ثبت 
با  Anemonia sp. Anemو  Anemonia sp. PGي ها نهگوكردن، 

هم شباهت توالي زيادي داشتند و در درخت فيلوژني رسم شده 
 Anemonia viridisدر يك گروه خواهري قرار گرفتند. اما گونه 

و يك درخت نيز با  تي نزديك قرار نگرفها گونهدر ميان 
شيده شد كه ي نزديك به گونه ايراني و توالي اين گونه كها يتوال

قرار  out groupبه صورت  Anemonia viridisدر نهايت گونه 
با  stichodactylidaeگونه ديگر از خانواده  2همچنين . گرفت

قرار كلاد شباهت توالي داشتند و با آن در يك  شقايق مورد نظر
بندي در اين راسته دهنده ناكافي بودن طبقهگرفت كه اين نشان

خواني  ) هم2014و همكاران ( Rodrı´guezاست كه با مطالعات 
، گونه ايراني Blastگاه دست آمده از وبدارد. طبق نتايج به

(مانند  Actiniidaeها در خانواده  جنسهايي را با ساير  شباهت
Anthopleura Urticinopsis, Bolocera, Urticina, نشان داد كه (

——— 
1 Boot strap 

است كه با  Actiniidaeبودن خانواده  2فايلتيك دهنده پارانشان
و همكاران  Rodrı´guez) و 2008و همكاران ( Dalyمطالعات 

  ) مطابقت دارد.2012(

  
ي دريايي كه در آن از توالي گونه ها قيشقا: درخت فيلوژني 5شكل 

Anemonia viridis استفاده شده است.  

  گيرينتيجه. 4

 .Anemonia spمطالعه حاضر اولين مطالعه مولكولي جنس 

PG  (واقع در جزيره قشم در خليج فارس) در سواحل لارك
است. در اين پژوهش پس از شناسايي مولكولي، گونه خليج 

قرار  Anemoniaتحت جنس   Anemonia sp. PGبا نام  فارس
مشخص  يقتحقانجام شده در اين  بررسي مولكولي. طبق گرفت

جزيره قشم از نظر توالي ژنتيكي  يها شد كه گونه موجود در آب
است و با آن در يك گروه   Anemonia sp. Anemشبيه گونه

هايي را با ساير  . همچنين گونه ايراني شباهتخواهري قرار دارد
،  Anthopleura،Urticina(مانند  Actiniidaeها در خانواده  جنس

Bolocera وUrticinopsis  (فايلتيك  دهنده پارانشان داد كه نشان
  است. Actiniidaeبودن خانواده 

نتايج فيلوژني به دست آمده از مطالعه حاضر حاكي از اين 
فارس متعلق به  ي مشابه با شقايق دريايي خليجها گونهاست كه 

از  Stichodactylidaeيك خانواده نبوده و دو گونه از خانواده 
كه ساير لحاظ ژنتيكي به گونه ايراني نزديك هستند درحالي

همچنين با  ).4باشند (شكل  يم Actiniidaeاز خانواده  ها گونه
با شقايق دريايي خليج  Anemonia viridisتوجه به اينكه گونه 

 Anemonia viridisاند، اما گونه  فارس در يك جنس قرار گرفته
ترسيم شده  NJو درخت فيلوژني  NCBIدر  BLASTطبق 

——— 
2 Paraphyletic 
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و در يك شاخه  تي نزديك قرار نگرفها گونه) در ميان 4(شكل 
قرار گرفت. در نتيجه  out group(موقعيت) متفاوت به صورت 

دهد كه  ينمرابطه فيلوژني منوفايليتيك را نشان  Actiniariaراسته 
بندي در اين راسته است. دهنده ناكافي بودن طبقهناين نشا

ه جديدي در سطح بالاتر براي راست بنديبنابراين نياز به يك طبقه
Actiniaria .ضروري است  

  سپاسگزاري. 5

وسيله مراتب تشكر و قدرداني نويسندگان از مسوولين بدين
گاه بيولوژي دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر، دكتر آزمايش

شريف رنجبر، مهندس محمد غواصي و همچنين سركار خانم دكتر 
  آيد.عمل ميشراره سواري و جناب آقاي دكتر احمد شادي به

  منابع

 يها بر آب يدكا. اكولوژي آبزيان خليج فارس (با ت1391 ،برنا، م.
  .180تعداد صفحات بوشهر). انتشارات آيينه كتاب، تهران، 

. 1392دانشمند، ع.،  رونق، م.ت.؛ نبوي، م.ب.؛ ا.؛  بلوكي، م.؛ سواري،
 Porites compressaمرجان  با همزيست جلبكهاي تراكم مقايسه

 ،13  شماره چهارم، شناسي، سالاقيانوس نايبند. نشريه خليج در
 .51-45صفحات 
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