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 1398 آبانتاریخ پذیرش:            1398 مرداد تاریخ دریافت:

 چکیده

 تغییرپذیری دلیلبه هاآن بندیطبقه و شناسایی کنونتا این وجود با اند،شده گسترده دنیا سراسر در  وسیعی طوربه ایصخره اویسترهای

 که بندیرده برخلاف است. همراه خطا با موارد اکثر در و باشدمی مشکل ،است موجودات شناسیریخت به متکی که پوسته  شناسیریخت زیاد

 ساختارهای دارای ریختی نظر از که هاییگونه بندیطبقه و شناسایی به تواندمی مولکولی هایروش باشد،می موجودات شناسیریخت به متکی

 شناسایی منظوربه فارس خلیج شمال مدی و جزر مناطق از غالب، ایصخره اویستر نمونه 15 تعداد تحقیق این در کند. کمک باشندمی مشابه

 استفاده با ماهیچه بافت از DNA استخراج گردید. تعیین (Saccostrea) جنس حد تا شناسیریخت براساس شناسایی .ندشد آوریجمع مولکولی

 با مطالعه مورد هاینمونه هایتوالی شد. بررسی )ΙCO ( اکسیداز سیتوکروم ژن 1 واحد زیر نوکلئوتیدهای توالی .گرفت انجام CTAB روش از

 داد نشان joining Neibour آنالیز طریق از فیلوژنی بررسی شد. مقایسه فیلوژنی درخت ترسیم طریق از ژن بانک در موجود دیگر گونه 16 توالی

 قرار جدا کلاد دو در مناطق دیگر .mordax S با و است هند اقیانوس در ماداگاسکار .mordax S خواهری گونه شده، بررسی هاینمونه

 در که باشدمی mordax Saccostrea احتمالا  مذکور گونه ،COI ژن یبیاتوالی براساس گفت توانمی ،پژوهش این نتایج به توجه با .اندگرفته

 است. شده گزارش منطقه این در بار اولین برای صورت این

 )ΙCO ( ، سیتوکروم اکسیدازای، خلیج فارسفیلوژنی مولکولی، اویستر صخره کلمات کلیدی:

 nabavishiba@yahoo.com* پست الکترونیکی نویسنده مسئول: 
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 مقدمه
عنوان گونه شیلاتی و اقتصادی حایز سراسر جهان به اویسترها در       

باشند و نقش حیاتی مهم می نظر اکولوژیکی نیز ها ازآن هستند.اهمیت 

هایی که کنند. اکوسیستمدر فرایندهای اکولوژیکی سواحل بازی می

اند ممکن است اثرات منفی با کاهش جمعیت اویسترها مواجه شده

 Dumbauld) کنند تجربه را زیستی تنوع و کاهش آب کیفیت کاهش مانند

ها به این دلیل که بستر . آن(Quayle ،1988؛ 2011و همکاران، 

ای برای انواع دهند، زیستگاه گستردهمتراکم و وسیعی را تشکیل می

شدگی نقش کاهش پدیده غنی در چنینهم .آورندمی وجودهموجودات ب

دلیل . علاوه بر این اویسترها به(2005و همکاران،  Kemp) دارند

های دریایی، به مختلف از محیطهای شان در تجمع آلایندهتوانایی

؛ میرزا، 1393شوند )سرمدیان، عنوان پایشگرهای زیستی مطالعه می

)خانواده  (True oysters) (. اویسترهای واقعی1392؛ میرزا، 1394

(Ostreidae  گونه هستند که در امتداد سواحل سراسر  75شامل حدود

 اندگسترش یافتهجنوب و برخی جزایر اقیانوسی  دنیا به استثنای قطب

(Humber ،2010)  .15  گونه از این خانواده در اقیانوس هند و منطقه

 WoRMS؛ Huber ،2010) هند و آرام شناسایی شده است

http://www.marinespecies.orgهای خلیج فارس (. اویسترها در آب

 Saccostrea( گونه 1374)مارنانی و همکاران رضایینیز حضور دارند. 

cucullata بسترهای اویستر خوراکی  ترین گونهارزش ترین و باغالب را

بیان کردند  و معرفی کردهای سواحل و جزایر استان هرمزگان صخره

فارس  ساحلی خلیج هایپراکنش وسیعی در سطح آب از این گونه

( به بررسی 1384) و همکاران کلرودیسیاه. یوسفیباشدبرخوردار می

 عمان فارس و دریای شمالی خلیج در سواحل های آنمولکولی جمعیت

 نام با ایگونه نیز خوزستان استان در پرداختند. RAPD روش با استفاده از

Crassostrea gigas  مولکولی نام آن به  که بعد با مطالعات گزارش شد

Crassostrea sp. هایبندیرده از بسیاری (.1393 )سرمدیان، یافت تغییر 

دلیل حساسیت هاما ب های پوسته بوده،براساس ویژگی اویسترها تاکنون

پذیر پوسته، چنین طبیعت تغییرها به عوامل زیست محیطی و همآن

اثر محیط  باشد.ای مشکل میصخره شناسایی مورفولوژیکی اویسترهای

و همکاران،  Seilacher) باشد متفاوت توانداویستر می پوسته مرفولوژی بر

بندی ها در ردهسردرگمی و منجر به بسیاری اشتباهات و این امر (1985

 جنس در مشکل این .(Guo، 2008 و Wang) شودمی اویسترها

Saccostrea بندی دلیل تغییرپذیری زیاد پوسته، حادتر بوده و طبقهبه

. این سردرگمی (Morton ،2006و  Lam) کننده استها بسیار گیجآن

های دیگر از جمله تر در زمینهتاکسونومی، مانعی جهت تحقیقات بیش

بندی مورفولوژیکی سنتی، باشد. برخلاف ردهحفاظت از اویسترها می

های هایی که ویژگیتواند به شناسایی گونههای مولکولی میروش

 کند کمک هستند کننده گمراه یا رفته بین از شانشناسیریخت

(Schindel  وMiller ،2005). هایی گروه در هاگونه شناسایی برای امر این

(Taxa) انعطاف پذیری ریختی بالای سطوح با (Phenotypic plasticity )

گفت ابزارهای مولکولی  توانواقع می در باشد.می اویسترها با ارزش مانند

و روابط  شناسایی زمینه در سوالات حل و فصل برخی اخیر به هایسال در

 و بررسی مثال عنوانبه است. کرده شایانی کمک اویسترها بندیرده

 همکاران و Banks توسط آلوزایم از استفاده با اویستر هایگونه شناسایی

 DNA توالی از استفاده با فیلوژنی آنالیز پذیرفت، انجام (1994)

حداقل سه گونه  در استرالیا، Saccostreaهای جمعیت میتوکندریایی از

بارکدینگ  DNAروش  .(Morton ،2006و  Lam) تشخیص دادمجزا را 

محققان دیگر نیز  توسط های اویسترگونه بندیشناسایی و رده نیز جهت

 Lam؛ Guo ،2008و  Wang ؛2011 و همکاران، Liu) است شده استفاده

و حفاظت از  مدیریت جنبه شناسایی اویسترها از .(Morton ،2006و 

بنابراین براساس موارد  باشد.می حائز اهمیت پروریصنعت آبزی و ذخایر

شناسایی و تعیین جایگاه فیلوژنی مولکولی  با هدف تحقیق شده این ذکر

با استفاده از  خلیج فارس شمالی سواحل در ایگونه غالب اویستر صخره

 جانوران مولکولی شناسایی در متداول ژنی که COI میتوکندریایی ژن

 است، انجام گرفت.
 

 هاروش مواد و

شمال خلیج فارس  حاضر در منطقه تحقیق: منطقه مورد مطالعه       

از سواحل استان ترتیب صورت گرفت که با توجه به موقعیت سواحل به

گردید.  برداری انتخابهایی برای نمونهقشم ایستگاه خوزستان تا جزیره

 1و شکل  1برداری در جدول های نمونهمشخصات و موقعیت ایستگاه

 آورده شده است.

ها ایستگاه کردن مشخص از پس :DNA استخراج و بردارینمونه       

ها توسط قلم و در زمان جزر کامل از منطقه بین جزر و مدی، نمونه

 Lavery) شد تثبیت درصد96اتانول  شده و در سخت جدا چکش از بستر

های بررسی و شناسیریخت شناسایی ها جهتنمونه .(2004و همکاران، 

مولکولی به آزمایشگاه پژوهشکده خلیج فارس منتقل شدند. شناسایی 

 Seashellsشامل: شناسایی کلیدهای از استفاده با هانمونه شناسیریخت

of eastern Arabia (Bosch  ،1995و همکاران) تنان خلیج نرم و اطلس

 استخراج( انجام شد. 1379صحافی و همکاران، زادهفارس )حسین

DNA شده بهینه روشبهCTAB  (Porebski ،1997) ایماهیچه بافت از 

 ماهیچه صدف از بافتگرم میلی 50منظور حدود دینب .انجام شد صدف

لیتری منتقل میلی 5/1 تیوپمیکروگردید به  که کاملاً خشکپس از آن

میکرولیتر از بافر  630 نظر بر روی آن سپس برای هضم بافت مورد شد.

CTAB شده گرم از پیش (C°65)، 70 میکرولیتر SDS  سدیم دو دسیل(

به قطعات کوچک  بافت استریل، با قیچی و شد افزوده درصد 10 سولفات(

لیتر اضافه میلی در گرممیلیK 10میکرولیتر پروتئیناز  10 و سپس خرد

 گردید.
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مقدار  پتیومدت یک شب، به هر میکروپس از هضم بافت به       

دقیقه  10مدت ها بهمولار افزوده شد و نمونه NaCl 5میکرولیتر  240

 250داری شدند. سپس مقدار گراد نگهدرجه سانتی 37در دمای 

دقیقه  10مدت افزوده شد و بهتیوپ میکرولیتر کلروفرم به هر میکرو

 آرامی فاز بالاییبه دور در دقیقه سانتریفیوژ گردیدند. 12000در دور 

ایزوپروپانول  میکرولیتر  700 مقدار .شد داده انتقال جدیدی تیوپ به و جدا

وسیله هب هابتیومیکرو ،شد اضافهها نمونه به (-C°20) شده از پیش سرد

دور در  12000در دور  آرامی چندین مرتبه سر و ته شدند ودست به

 صورت ته نشینبه DNAند. شددقیقه سانتریفوژ  10مدت بهدقیقه 

دور ریخته  ایزوپروپانول گرفت.میتیوپ شکل میکروسفید رنگی در 

درجه شستشو داده به  70الکل میکرولیتر  500نمونه را با و شده 

و فاز رویی  شدسانتریفوژ دور در دقیقه  8000دقیقه در دور  5مدت 

ها نمونه، DNA ته نشستخشک شدن و تبخیر الکل از  جهت .دش خالی

پس از خشک شدن  دقیقه در هوای اتاق قرار داده شدند. 30مدت به

 فزوده شد.میکرولیتر آب مقطر استریل اDNA، 100 نمودن محلول برای

 و اسپکتروفتومتر دستگاه از شده استخراج DNA کمیت جهت تعیین

 آگارز ژل روی بر هانمونهاز الکتروفورز   DNAکیفیت منظور بررسیبه

شد. در این انجام ای پلیمراز پس از آن واکنش زنجیره استفاده شد.

 با استفاده از آغازگر COIنام میتوکندریایی به DNA ای ازمرحله، ناحیه
 د.تکثیر ش و انتخاب COIبرای Folmer (1994 )شده توسط  طراحی

5' GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3' LCOI490- و 
5' TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA3' HCO2198-

با استفاده  PCRجهت اطمینان از تکثیر قطعات مورد نظر، محصولات 

تعیین توالی به  جهت از ژل آگارز، الکترفورز شد. نواحی تکثیر شده

 PCRبرای انجام این تحقیق از واکنش  شرکت سینا کلون ارسال شد.

 Lavery) میکرولیتر برای هر نمونه استفاده شد 25استاندارد با حجم 

 5/2. برای هر نمونه، (1988و همکاران،  Saiki؛ 2004و همکاران، 

 Mm50 2MgCl ،1میکرولیتر  X10PCR Buffer  ،5/1میکرولیتر 

)با غلظت  پرایمرها میکرولیتر از هریک از dNTPs 10Mm ،1 میکرولیتر

میکرولیتر  Taq DNA polymeras  ،6میکرولیتر 4/0 پیکومول(، 10

میکرولیتر رسانده  25به  O2ddHکه در نهایت حجم آن با  DNAاز 

جهت  انجام شد. 2 نیز طبق برنامه جدول PCR های واکنششد. چرخه

با استفاده از ژل  PCRمحصولات  ٬اطمینان از تکثیر قطعات مورد نظر

ها جهت تعیین توالی به درصد الکترفورز شدند. سپس نمونه 1آگارز 

 شرکت تکاپو زیست فرستاده شد.

افزار ها با استفاده از نرمابتدا صحت توالی ها:تحلیل داده و تجزیه      

ChromasPro  براساس کروماتوگرام هر توالی مورد بررسی، بازسازی و

یابی های توالیتعیین اختلاف میان توالی نمونه جهت گرفت. قرار ذخیره

استفاده  (1994و همکاران،  Thompson) Clustal Wافزار  شده از نرم

، Saccostrea S. mordax (های جنس گونه تعدادی از COIشد. توالی 

S. cucullata  و(S. glomerata جدول ) جهانی ژن استخراج شد بانک از

های دست آمده از گونه خلیج فارس با توالیههای ب(. مقایسه توالی3

فیلوژنتیکی براساس روش  درخت انجام شد. ژن جهانی بانک شده در ثبت

Neibour joining 7 افزاربا استفاده از نرمMEGA  (Kumar  ،2016 )

عنوان برون گروه در هب Gryphaeidae رسم شد. دو گونه از خانواده

 نظر گرفته شد. 
 

 PCRبرنامه حرارتی برای انجام واکنش  :2جدول

 

 
 برداری در شمال خلیج فارسهای نمونهموقعیت ایستگاه  :1شکل 

 

 برداریهای نمونهو موقعیت جغرافیایی ایستگاه : نام1جدول 

 عرض جغرافیایی طول جغرافیایی شهر نام ایستگاه ردیف

14اسکله  1  "23 '04 °49 "58 '28 °30 بندرامام خمینی 

 "18 '46 °49 "35 '06 °30 هندیجان اسکله بحرکان 2

 "46/31  '19 °50  "49/73  '14 °29  خارک اسکله مسافربری 3

 50 °17 '51" "50  '48 °29  بوشهر نفتکش 4

 "56/93  '34 °51  "52/69  '50 °27  بردخون حرای ملگنزه 5

 51° 90' "14 "33  '83 ° 72  دیر اولی جنوبی 6

 52 °67' "41 27 °24' "02 عسلویه نایبند 7

 "87 '64 °54 "95 '52 °26 بستانه اسکله صیادی 8

 "04 '16 °56 "28 '55 °25 جزیره قشم پارک زیتون 9

 مراحل
  درجه حرارت

 گراد()سانتی

 مانز

 )دقیقه(

تعداد چرخه 

 )سیکل(

 سازیواسرشت

(Denaturationاولیه ) 
94 3 1 

  5/0 94 سازیواسرشت

 45 5/0 40 (Annealing) اتصال

  72 1 (Extentionبسط )

 1 5 72 بسط نهایی

      (DOI): 10.22034/aej.2020.120937     
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 یهمراه شماره دسترسبه CO1 استفاده در آنالیز ژنهای مورد گونه: 3جدول 

 

 نتایج

جهت شناسایی مرفولوژی، ابتدا گونه اویستر از سایرین جدا شده        

و براساس خصوصیات مورفولوژی طبق منابع گفته شده تا حد جنس 

های این گونه مورد شناسایی شد. سپس نمونه  Saccostreaعنوان به

از گونه مورد  COIتوالی  15بررسی مولکولی قرار گرفت. در مجموع 

)جدول  شد ثبت ژنی در بانک که دست آمدههای مختلف بایستگاه در نظر

 Saccostreaهای جنس ها با توالی این ژن از گونه(. این توالی4

S. mordax) ،S. cucullata  و(S. glomerata  که از بانک جهانی ژن

علق به خانواده تم چنین از دو گونهاستخراج شد باهم مقایسه شدند. هم

Gryphaeidae  عنوان برون گروه استفاده شد. درخت فیلوژنی )شکل

ها و از این توالی .شد رسم 7MEGA افزارتکرار توسط نرم 1000( با 2

 K2Pو مدل  Neibour joiningهای ثبت شده پیشین با روش توالی

قرار گرفته  S. mordaxدر یک کلاد با گونه نشان داد گونه مورد نظر 

های از کلاد دیگر )دیگر گونه ،Bootstrapدرصد حمایت  100و با 

درصد  97چنین گونه خلیج فارس با هم جدا است. (Saccostreaجنس 

موجود در ماداگاسکار  S. mordax، گونه خواهری Bootstrapحمایت 

گرفته است.  کلاد جدا قرار در چین هایهای آب S. mordaxاست ولی با 

های این تحقیق حداقل و حداکثر فاصله ژنتیکی محاسبه شده نمونه

باشد که اختلاف می %4/1. % و /2ترتیب به های خلیح فارسدر آب

ها با نمونهچنین با مقایسه این (. هم5قال توجهی نداشت )جدول 

مقدار به S. cucullataترین فاصله ژنتیکی با گونه سایر نقاط، بیش

 %5/3میزان به S. mordaxترین فاصله ژنتیکی با گونه و کم % 4/24

 (. 6)جدول  محاسبه شد
 

 ثبت شده در بانک ژنی همراه شماره دسترسیبه تحقیق این هاینمونه :4جدول 

 

 های خلیح فارسهای این تحقیق در آبنمونه COI ژن   K2Pبراساس مقیاس میزان فاصله ژنتیکی محاسبه شده  :5جدول 
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 COI  ژن   K2Pبراساس مقیاس  Saccostreaای جنس میزان فاصله ژنتیکی محاسبه شده بین گونه :6جدول 

 بحث 

دلیل تغییرپذیر هب پوسته هایبراساس ویژگی اویسترها بندیطبقه       

امر منجر  و این (1985و همکاران،  Seilacher) است مشکل پوسته، بودن

. این (Guo ،2008و  Wang) شودها میبندی آنطبقه در به اشتباهاتی

دلیل تغییرپذیری زیاد پوسته، حادتر به Saccostreaمشکل در جنس 

، Mortonو  Lam) ها بسیار گیج کننده استبندی آنبوده و طبقه

مندان خلیج فارس است زیستای یکی از . اویسترهای صخره(2006

 و شناسایی خوبی شناخته نشده استها بهکه وضعیت تاکسونومی آن

براساس مورفولوژی پوسته بوده است. بر  در این مناطق منحصراًها آن

تر منابع گونه غالب اویستر سواحل خلیج فارس را  این اساس بیش

Saccostrea cucullata چنینهم کنند.می گذارینام Bosch همکاران  و

 Saccostrea cucullata از (1379) همکاران و صحافیزادهحسین (1995)
 هابررسیاند. برده فارس نامخلیج در Saccostrea جنس گونه تنها عنوانبه

 Saccostrea cucullataنشان داده با وجود استفاده گسترده از نام 
گذاری آن شک نام صحت هند و آرام، در مورد برای اویسترهای اقیانوس

هم Morton (2006 ) و Lam. (Dinamani ،1976) تردید وجود دارد و

ای در های درون گونهای و تفاوتهای بین گونهنشان دادند شباهت

 
 

 
. شد گرفته درنظر بیرونی گروه عنوانهب   Gryphaeidaeهای خانواده گونه. NJ  آنالیز از استفاده با COΙ  ژن از قسمتی توالی براساس رسم شده فیلوژنی درخت  :2 شکل

 (است شده مشخص * علامت با کلاد مربوط به گونه خلیج فارس)
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بندی مورفولوژی دلایل غیرقابل اعتماد بودن طبقه پوسته از هایویژگی

های بررسیتوان گفت باشد. بنابراین میمی Saccostreaدر جنس 

ها براساس مولکولی و روابط فیلوژنی در موجوداتی که شناسایی آن

. (2005و همکاران،  Wahleberg) مورفولوژی دشوار است، مفید است

جهت تفکیک  COΙنشان داد ژن ( 2011و همکاران ) Liuمطالعات 

های نزدیک تر است و این ژن گونههای اویستر مناسبای گونهگونه

کند. در این مطالعه برای شناسایی گونه تفکیک می بهتر از همهم را هب

 COΙیابی ژن فارس از توالی شمالی خلیج در سواحل Saccostreaغالب 

 S.mordaxاستفاده شد که نتایج نشان داد گونه مذکور، گونه خواهری 

دیگر مناطق در دو  S. mordaxماداگاسکار در اقیانوس هند است و با 

درصد بوت استرپ  100چنین این گروه با اند. همگرفته کلاد جدا قرار

 Morton و Lam اند.گرفته قرار مجزا طورهب Saccostrea هایجنس دیگر با

آرام،  -هند 16S Saccostrea ژن یابیاز آنالیز توالی استفاده با نیز (2006)

و    S. cucullata( superspecies)نشان داد در آن منطقه دو ابر گونه 

S. mordax هایگونه دارند. قرار جداگانه کلاد در که دارد وجودS. 

glomerata, S. kegaki وS. cucullata  و  کلاد یک در-A, B S. mordax 

خوانی دارد. از در کلاد دیگری قرار دارند که با نتایج این تحقیق هم

 ژنتیکی فاصله ترینبیش ،Saccostreaهای اویستر جنس طرفی در گونه

چنین هم شد. مشاهده % 2/2میزان به و S. mordaxمیان  در ایگونه درون

K2P جنس هایگونه بین Saccostrea باشدمی % 8/14-4/21 مقدار (Guo 

 همکاران و Liu توسط گرفته صورت تحقیق در .(2018 همکاران، و

ای گونه درون K2P فاصله اوستروییده، خانواده اویسترهای روی بر (2011)

 6/2-2/32و  0-4/1 مقدار ترتیببه CO1 ای با استفاده از ژنگونه بینو 

در سواحل  تنها S. mordaxکه  داد نشان دست آمد. مشاهدات شخصیهب

که دریایی و در معرض امواج وجود دارند درصورتی ای کاملاًصخره

تر در معرض امواج یا سواحل در سواحل کم همین جنس دیگر هایگونه

یکسان است. Morton (2006 ) و Lamکه با نتایج  پوشیده ساکن بودند

 دریایی کاملاً ایصخره سواحل در تنها S. mordax کردند گزارش نیز ایشان

ای از طیف گسترده Saccostreaدر معرض امواج وجود دارد و دیگر  و

در معرض  ترکم دریایی سواحل تا شورلب مناطق مانگروهای ها اززیستگاه

ی بیادهد توالیطورکلی نتایج این تحقیق نشان میهامواج، قرار دارند. ب

 باشد.می Saccostreaجنس  هایگونه تعیین ابزار مناسبی برای COΙ ژن
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Abstract 
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Although rock oysters are widespread throughout the world, they are still difficult to 

identify and classify due to their high levels of plasticity. Unlike morphological classification, 

molecular methods can help identify and classify species whose morphological characteristics 

are misleading. In this study, 15 dominant rock  oyster specimens were collected from intertidal 

areas of northern part of Persian Gulf to investigate the gene sequence. DNA was extracted from 

muscle tissue using CTAB (Hexade cyl trime thyl ammonium bromide) method. Sequences of 

unit 1 nucleotides of cytochrome oxidase gene (COI) were examined. The sequences of the 

studied samples were compared with the sequences of eight other species in the gene bank by 

phylogenetic tree mapping. The percentage of Bootstrap endemic to Saccostrea mordax is 

located in a clade, indicating that the COI sequence is suitable for identifying the species of 

Saccostrea oistre, and this species has also been reported for the first time in this area. 
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