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در جزیره    ITS- rDNAها بر اساس نشانگر شناسائی مولکولی و آنالیز فیلوژنی زوانتارین 

 لارک، خلیج فارس
 

   تهران اسلامی، آزاد  دانشگاه شرق، تهران واحد شناسی،زیست گروه  :تالارپشتی ولیزاده  معصومه  •
 اسلامی، تهران  آزاد دانشگاه  شرق، تهران واحد شناسی،زیست گروه :عسگریعلی الهه •
  تهران، تهران، وتحقیقات علوم  واحد اسلامی آزاد دانشگاه دریا، شناسیزیست گروه :کوپائی* نوری  آتوسا •

  14515/ 775: پستی صندوق

 یز  ر •
 1395 مرداد تاریخ پذیرش:                      1395 اردیبهشت تاریخ دریافت: 

          چکیده
باشد که پراکنش وسیعی می (Cnidarian)های بسترزی شاخه گزنه سانان یکی از راسته Zoantharia (Zoantharian)راسته 

ای نشانگر هستهدر مناطق آبسنگی خلیج فارس دارند. مطالعه حاضر  اولین بررسی تنوع زیستی این راسته با استفاده از  
(ITS- rDNA)  باشد. بدین منظور پانزده کلنی جمع آوری شده از جزیره لارک از آزمایشگاه بیولوژی دریا فارس  میدر خلیج

ای واکنش زنجیره  شد. سپس   استخراج  Bio Basic INCها با استفاده از کیت  نمونه  DNAواحد علوم و تحقیقات تهران تهیه شد.  
انجام شده و محصولات به دست   ITS- rDNAهای اختصاصی زوانتارین جهت تکثیر قطعه ژنی  پلیمراز با استفاده از آغازگر

های نتایج بررسی فیلوژنی توالیآنالیز شدند.    MrBayes  و  MEGA5   افزارهایها با استفاده از نرمداده  یابی شدند.آمده توالی
نشانگر   از  آمده  از وجود سه ای  هستهبه دست   Palythoa  و   Zoanthus sansibaricus ،  Palythoa aff. mutuki  گونه  حاکی 

tuberculosa  که  جایی  آن  از  که بررسی پیشین با استفاده از نشانگر میتوکندریایی را تأیید کرد.  باشددر این منطقه می  ITS 
 به  توان نمی  میتوکندریایی  نشانگرهای  برخلاف  باشد،می  بالایی  تنوع   دارای  نتیجه  در   و  دارد  اینتراژنومیک  متعدد  های کپی

  نشانگرهای  از  آمده  دست   به  اطلاعات  صحت  تأیید  در  تواند  می  یقین  به  آن  از  استفاده  ولی  شود  استفاده  DNA barcode  عنوان
نمونهتوالی   .باشد  کارآمد  بسیار  میتوکندریایی از  آمده  دست  به  خلیجهای  ملاحظههای  قابل  تفاوت  توالیفارس  با  های ای 

فارس بر جهش ژنی در داشتند.در این راستا بایستی تأثیر شرایط اکولوژیک خلیجهای مشابه در سایر مناطق جهان  نمونه
 ها بررسی گردد. زوانتارین

 Palythoa tuberculosa و  Zoanthus sansibaricus، Palythoa aff. mutuki، زوانتارین، ITS-rDNA کلمات کلیدی: 

 قدمه م
رده  (  Zoantharia)  هازوانتارین      از  راسته             Anthozoa یک 

یافت می می کلنی  به صورت  اغلب  که  )باشند  و    Haddonشوند 
Shackleton،  1891 )  .ردیف   دو   داشتن  به   زی بستر  سانانگزنه   این  

.  اندشده  شناخته   شکمی   منفرد  سیفونوگلیف   یک   و  تنتاکل
  وسیله   به  هاآن  های پلیپ  و  هستند  کلنی  صورت  ها بهارینزوانت 
و همکاران،    Sinnigerاند )متصل  هم  به   کونانشیم   نام  به   نرمی  بافت 

  سبب   خود   مزوگله  در   ماسه  و  شن  ذخیره   با  اغلب.  ( 2005
 بین  مناطق   در   هازوانتارین  . شوند می   شانبدنی  ساختار   استحکام

گرمسیری   مدی  و   جزر   زیر  و   مدی   و   جزر  -نیمه  و   نواحی 
باشند  می  مناطق   این  در  غالب  مهرهبی  و   حضور دارند   گرمسیری

(Reimer    وTodd  ،2009 )  .تنوع   و   پراکنش  مطالعه  بنابراین  

آن  هازوانتارین اکوسیستم  بهتر  درک  منظور  امری  به  ها، 
  های گونه اغلب همچون هازوانتارین شناسائی . باشد ضروری می

  صورت   مورفولوژیک  خصوصیات  از  استفاده  با  هاسال  جانوری
  توانایی   مورفولوژیک  هایویژگی  گاههیچ  لیکن.  گرفت می

زوانتارین  و   دقیق   شناسایی نداشتند.قاطعانه  را    تنوع   ها 
،  1994و همکاران،    Burnett)  ایگونه  درون  بالای  مورفولوژیک

  و   پلیپ   ریختی   تغییرات  (، 2004و همکاران،    Reimer؛  1997
 ناممکن  (، 1997و همکاران،    Burnettمحیطی )  شرایط  تحت   کلنی
و    Reimerماسه )  و   شن  پوشش  سبب   به   بافت  مقطع  تهیه  بودن

  ها گونه  تفکیک  جهت  صحیح  معیارهای  نبود  و  (2010همکاران،  
 باشد. مهمترین مشکلات شناسائی مورفولوژیک می از
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مولکولی             های ژنتیکروش  اکنون دو دهه از مطرح شدن      
  نوینی   راه  مولکولی   فیلوژنتیک  های روش  از   استفاده  و   گذردمی

-روش  . است   گشوده   هازوانتارین  تاکسونومی   به   دهیسامان  برای
گونه تفکیک  برای  مولکولی  بیهای  بین  به ای  دریائی  مهرگان 

های  رود. مطالعات ژنتیکی نشان داده است که برخی گونهکار می
مورفولوژیک متفاوت  های  متفاوت در واقع یک گونه با ویژگی

-های زوانتارین(. بازنگری مجدد گونهKnowlton،  2000هستند )
با استفاده از فیلوژنی نشانگرهایه ، شناسایی  DNA  مولکولی   ا 

و همکاران،   a2007  :Sinnigerو همکاران،    Reimerها )خانواده
و همکاران،    Sinniger  ؛Reimer،  2010و    Fujiiها )جنس  (،2010
گونه2013،  2010 و   ) ( جدید  ،  Haussermannو    Sinnigerهای 
همکاران،    Noori Koupaei  ؛2009 راسته  2015و  این  از   )

 جانوری را به دنبال داشته است. 
-ها آن در سالزوانتارین  که مطالعه روی   دنیا  مناطق  از   یکی     

-فارس منطقه خلیج  باشد.می  فارسخلیج  های اخیر آغاز شده است،
  جزایر   اغلب   در   مرجانی   آبسنگی  گرمسیری است و جوامعای نبمه
ها در این منطقه در نتیجه  زوانتارین  حضور دارند.  آن  ایرانی

-ای دارند. نوسانات دمایی و شوری بالای خلیجپراکنش گسترده
،  Fadlallahو    Coles  ؛Sheppard  ،1991و    Sheppard)   فارس 
از  1991 آبی  محدود  ارتباطات  با  همراه  هرمز  (  تنگه  طریق 

(Pous   ،این پیکره آبی نیمه بسته را تبدیل به  2004و همکاران )
شرایط   که  آنجایی  از  است.  کرده  فردی  به  منحصر  اکوسیستم 
این  زیستی  تنوع  بر  فارس همواره  در خلیج  اکولوژیک سخت 

زوانتارین مطالعه  لزوم  است  گذاشته  تأثیر  عنوان  منطقه  به  ها 
رسد.  سانان امری ضروری به نظر میسومین راسته بزرگ گزنه

-های اخیر مطالعاتی با هدف شناسائی مولکولی زوانتاریندر سال
فارس  ها بر اساس نشانگرهای میتوکندریایی در ناحیه شمالی خلیج

( است  گرفته  همکاران،    Noori Koupaeiصورت  ،  2014و 
آنتوزوان2015 در  میتوکندریایی  نشانگرهای  آنجائیکه  از  ها  (. 

میحفا شده  نمیظت  نشان  را  بالائی  تنوع  مطالعه  باشند،  دهند 
حاضر با هدف تکمیل مطالعه پیشین برای اولین بار به بررسی  

خلیجزوانتارین هستههای  نشانگر  از  استفاده  با              ای  فارس 
هستهمی نشانگر  نیست  ای  پردازد.  شده  حفاظت  که  آنجایی  از 

 دهد.   بیشتری نشان میروابط فیلوژنیک را با دقت 
 

 ها مواد و روش
زوانتارین         از  شده  آوری  جمع  نمونه  جزیره  پانزده  های 

های مولکولی با استفاده  ( که پیش از این شناسائی1لارک )شکل  
 Nooriها انجام شده است )از نشانگرهای میتوکندریائی روی آن

Koupaei    ،از آزمایشگاه بیولوژی دریا واقع  2015و همکاران ،)

تحقیقات   و  علوم  واحد  رازی  زکریای  آزمایشگاهی  مجتمع  در 
  2برداری در شکل های نمونه(. ایستگاه1تهران تهیه شد )جدول 

انجام    1394نشان داده شده است. آزمایشات در تابستان و پائیز  
 گرفت. 
انجام شد.   Bio Basic INCبا استفاده از کیت  DNAاستخراج      

  ژنی   قطعه  تکثیر  جهت(  PCR)   پلیمراز  ایزنجیره  سپس واکنش
ITS-rDNA  ها،  زوانتارین  اختصاصی   آغازگرهای  از   استفاده   با

و  (  CTT GAT CAT TTA GAG GGA GT-3′-′5)آغازگر پیشین  
پسین    (CGG AGA TTT CAA ATT TGAGCT-3′-′5) آغازگر 

(Reimer  همکاران،    وc2007 انجام گرفت. هر )   حجم   در  واکنش  

از  میکرولیتری  25 استفاده    Ampliqonشرکت     Master Mixبا 

گردید.   :  شامل  نظر  مورد  واکنش  برای  حرارتی  برنامهانجام 
  دقیقه   5  مدت   به   سلسیوس   درجه   94:  اولیه  سازي واسرشته   مرحله 

  دقیقه،   1  مدت  به  سلسیوس   درجه  45:  سازیواسرشته  مرحله  و

:  بسط مرحله  دقیقه، 1 مدت  به سلسیوس  درجه  52:  الحاق  مرحله 

:  نهائی  بسط   مرحله   نهایتا    و   دقیقه   2  مدت   به   گرادسانتی  درجه   72

  33  ها چرخه  تعداد  و   دقیقه   10  مدت   به   گرادسانتی  درجه   72

  همراه   به (  PCR)  شده  تکثیر  محصولات.  شد  گرفته  نظر   در  چرخه
سایز  حاوی    1/ 5  آگارز  ژل  روی   بر  bp 100  مارکر  درصد 

  تصاویر   ثبت   از  پس .  شدند  الکتروفورز  DNA Safe Green رنگ  
  ها نمونه  کیفیت  و   اندازه   ،Gel Documentationدستگاه  توسط   هاژل

  یابی توالی  جهت   مناسب  PCR  محصولات  نهایتا  .  گردید  مشخص
 شدند.    ارسال  جنوبی کره  ماکروژن شرکت به

به  توالی       نرمهای  از  استفاده  با  آمده   افزاردست 
CLUSTALW     (Thompson    ،با یکدیگر هم1994و همکاران )-

های ثبت شده در  ها از توالیدیف گردیدند. جهت شناسائی نمونهر
  ماتریس   تشکیل   از   پس   فیلوژنی  آنالیزبانک ژن جهانی استفاده شد.  

(  Maximum Likelihood)  احتمال  بیشینه  روش  از  استفاده  با  دادها،
  و   ML  آنالیزهای  انجام  از   پیش.  شد   انجام    Bayesian  روش  و

Bayesian  برنامه  3/2  نسخه   از  استفاده  باMrModeltest   
(Nylander  ،2004 و )  اطلاعاتی  معیار  اساس  بر  AIC (Akaike 

Information Criterion)  مورد   هایداده  برای   مناسب  هایمدل  
 -GTR (General- Time   مدل  آزمون   این  طبق .  شدند   انتخاب   نظر،

Reversible)+G  (Rodriguez    ،همکاران برای1990و  توالی   ( 
  آمده   دست   به  های داده  برای  ML  آنالیز.  شد   انتخاب  ITSای  ه

  MEGA5  (Tamure  افزارنرم  از   استفاده  با  مرجع  توالی  با  همراه
گرفت.    انجام  1000    استراپ  بوت  ( و تعداد2012و همکاران،  

  Ronquist)  2/3 نسخه MrBayes افزارنرم نیز با Bayesian آنالیز
 .  شد  انجام  (Huelsenbeck ،2003و 
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 های بررسی شده در مطالعه حاضر تصویر زوانتارین :1شکل 

 
 جزیره لارک  در  نمونه برداري هایایستگاه: 2 شکل 

 نتایج

   ای پلیمراز از واکنش زنجیره  به دست آمده  پانزده محصول      
محصولات  های حاصل از  والیداشتند. ت   bp  1000طولی حدود  

PCR  های گزارش شده پیشین  توالی  با( هم ردیفalign  شدند. هم )
توالی نشان داد که  ردیفی     ،LaWi4،LaWi8،LaSu7  هاینمونه ها 

LaSu14   نمونهر  ب بودند.  منطبق  های  یکدیگر 
LaWi2،LaWi6،LaWi9،  LaSu6  های  ترین شباهت را با توالیبیش

Palythoa tuberculosa  (KM032402،DQ997931،DQ997893 )  
نمونه دادند،   ،LaAu1،LaAu5،LaAu6،LaAu2،LaSu8  های نشان 

LaSu9  ترین شباهت را به گونه  نیز بیشZoanthus sansibaricus  

(AB14154 ، AB214152، AB214145،AB214151 )  بودند   . دارا 
کلاد جنس   دو  درخت  ترسیم  از  از   Palythoa و  Zoanthusپس 

  اعتبار    باPalythoa   و   Zoanthusیکدیگر تفکیک شدند. دو کلاد  
پسین    و  1000 های  نمونه.  شدند  پشتیبانی1احتمال 

LaWi4،LaWi8،LaSu7، LaSu14  ای را تشکیل دادند.  کلاد جداگانه

احتمال    درصد و   87  اعتباربا    Palythoa aff. mutukiکلاد گونه  
در  Palythoa  mutuki  (DQ997893 )گونه    شدند.   پشتیبانی  1پسین  

 LaWi2هایهای حاصل از نمونهتوالی  پایه این کلاد قرار داشت.

،LaWi6،LaWi9، LaSu6های گزارش شده از  با توالیPalythoa 

tuberculosa    درصد    90   اعتبارکلاد مشترک تشکیل دادند که با
-نمونههای حاصل از  توالی  شدند.  پشتیبانی  99/0  احتمال پسین  و
ً  بر یکدیگر منطبق بودند و توالی LaSu8، LaSu9  ایه های  کاملا 

LaAu1،LaAu2، LaAu5،LaAu6    کامل شباهت  یکدیگر  به  نیز 
   های گزارش شده ازگونهبا توالیها  داشتند. مجموع این توالی

Zoanthus sansibaricus  اعتبار که با    کلاد مشترک تشکیل دادند   
نتایج نهائی   .(3  )شکل  شدند  پشتیبانی  1درصد و احتمال پسین    96

   ذکر گردیده است. 1ها در جدول شناسائی گونه
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نام    ITS-rDNAاز قطعه ژنی  Maximum Likelihood   درخت  :3شکل  
های کنترل به  گونهنام  های مطالعه حاضر به صورت پررنگ و  نمونه

ها در بانک ژنی مشخص  همراه با شماره مسلسل آنصورت ایتالیک  
  1000گردیده است. درصدهای بوت استراپ )اعتبار( حداکثر احتمال از  

 است.  ها نشان داده شدهدرخت/ احتمال پسین بر روی شاخه
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 ایهای میتوکندریائی و نشانگر هستهنشانگرها با استفاده از ها و نتایج شناسائی آننام نمونه :1جدول 

 

 بحث
حضور سه گونه  ITS ای  یابی قطعه ژنی هستهپس از توالی      

زوانتارین خلیج  یهااز  در  لارک  ت جزیره  شد.  أفارس  این  یید 
های میتوکندریایی تنوع بسیار بالاتری  توالی  ها در مقایسه با توالی

داد.   نشان  توالی هم ردیفی  را  توالیاین  با  شده  ها  گزارش  های 
های گزارش شده از خلیج فارس تفاوت  پیشین نشان داد که گونه

های  با توالی  ( ITS-rDNA)  ای در توالی قطعه ژنیقابل ملاحظه
در حالی که  ،  ها در مناطق دیگر دارندگونه  گزارش شده از این

گونه  های  توالی دو  و    Palythoa tuberculosaمیتوکندریایی 
Zoanthus sansibaricus ها  این گونههای به دست آمده از با توالی

کاملا   جهان  مناطق  سایر  بودند   در  و    Noori Koupaei)  منطبق 
های به دست آمده از  (. قرار دادن توالی2015،  2014همکاران،  

ها توانست  ای و رسم درخت فیلوژنی بر مبنای آننشانگر هسته
در درخت فیلوژنی ترسیم شده    ها را آشکار کند. ارتباط بین گونه

 ،  Zoanthus sansibaricus  ، Palythoa tuberculosa  هر سه گونه 

Palythoa aff. mutuki    کلادی جداگانه را تشکیل دادند و هر کلاد
ارزش استراپبا  بوت  از  بالایی  پسین    )اعتبار(  های  احتمال  و 

های هر سه گونه  ( حمایت شد. با توجه به این که توالی3شکل  )
ترسیم درخت  نبودند،  منطبق    های پیشین کاملا  بیان شده با توالی

نمونه که  داد  نشان     و  Zoanthus sansibaricusهای  فیلوژنی 

Palythoa tuberculosa ا توالی گزارش پیشین یک کلاد را تشکیل  ب
با یکدیگر کلادی جداگانه    Palythoa aff. mutukiهای  نمونه  دهند و

پایه    Palythoa mutuki  (DQ997893 )  را تشکیل دادند و گونه در 
داشت.   قرار  کلاد  خود     ITSنشانگر  این  بالای  بسیار  تنوع  با 

با نتوانست گونه ها را به درستی از یکدیگر تفکیک کند، لیکن 
ها در کلادهای اصلی  رسم درخت فیلوژنی به سبب تفکیک گونه

  و    Reimerپیش از این  ای مشخص شد. حدودی مرزهای گونهتا  
نیز با مطالعه روی این نشانگر در   ( b2007 ،c2007) همکاران

ای این  گونه  تنوع بالای درون  Palythoa   و  Zoanthusدو جنس   
را   ژنی  مطالعات  قطعه  اغلب  در   دلیل  همین  به  کردند.  بیان 

هسته نشانگر  دو  فیلوژنیک  با  همراه  میتوکندریایی ای  نشانگر 
می که  گردد.  بررسی  جایی  آن  متعدد  کپی  ITSاز  های 

می بالایی  تنوع  دارای  نتیجه  در  و  دارد    ، باشداینتراژنومیک 
نمی میتوکندریایی  نشانگرهای  آن   توانبرخلاف  عنوان    از  به 

DNA barcode    تواند در  ولی استفاده از آن به یقین می  کرد استفاده
یید اطلاعات به دست آمده از نشانگرهای میتوکندریایی بسیار أت 

 کارآمد باشد. 
که برای اولین  جدید بوده    ایگونه  Palythoa aff. mutukiگونه        

و با استفاده    و همکاران  Noori Koupaeiتوسط    2015بار در سال  
استفاده از    از نشانگرهای میتوکندریایی شناسائی و گزارش شد. 

ژنی براساس آن نشان داد  ترسیم درخت فیلو  و ای  هستهنشانگر  
کلادی مستقل از  Palythoa aff. mutuki   هاینمونه            که  

تش را  نتیجه  دادند.  کیلیکدیگر  نشانگر   در  دو  تاکنون 
ای با نرخ  میتوکندریایی با نرخ تکاملی آهسته و یک نشانگر هسته

 اند. تکاملی سریع صحت جدید بودن این گونه را اثبات کرده
های  این نکته را یادآور شد که توالی  در پایان بایستی مجددا         
  های گونههای  ای با توالیتفاوت قابل ملاحظه   ITS- rDNAنشانگر

برای پی بردن به علل این    داشتند که  جهان  مشابه در سایر مناطق 
ثیر شرایط اکولوژیک خلیج فارس بر جهش ژنی  أت امر بایستی  
 ها بررسی گردد. در زوانتارین
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