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براساس مطالعات مولکولی و  Lydia (Brachyuran: Oziidae) جنس شناسایی

 فراساختاری اولین گونوپود جنس نر
 

 

 علوم و فنون دریایی خرمشهر گروه زیست شناسی دریا، دانشکده علوم دریایی و اقیانوسی، دانشگاه  :*فريده چناري 

 گروه زیست شناسی دریا، دانشکده علوم دریایی و اقیانوسی، دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر : سيدمحمدباقر نبوي 

 :گروه زیست شناسی دریا، دانشکده علوم دریایی و اقیانوسی، دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر  محمدعلي سالاري 

 گروه زیست شناسی دریا، دانشکده علوم دریایی و اقیانوسی، دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر  :احمد سواري 

 گروه زیست شناسی دریا، دانشکده علوم دریایی و اقیانوسی، دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر  :حسين ذوالقرنين 

 

 1395 اسفندتاریخ پذیرش:            1395 آذر تاریخ دریافت:

 چکیده

 ای از آن که در خلیج فارس یافت شده است باشد. تنها گونههای حقیقی میپوستان و رده خرچنگمتعلق به زیرشاخه سخت Lydiaجنس  

Lydia tenax هایویژگی بر مبتنی سنتی شناسایی روش دارند وجود وفوربه نشده شناسایی هایگونه دریایی قلمرو که درجایینام دارد. از آن 

 همین ای کاربرد فراوانی دارد بهشناسایی و تعیین حد و مرز گونه برای COI اخیرا ژن. کندمی مواجه مشکل با را هاآن شناسایی مورفولوژیک

 میان در مخفی هایگونه وجود احتمال برای اینکه شد استفاده نر جنس گونوپود اولین فراساختار همچنین و COI ژن مولکولی نشانگر از منظور

سپس  .برداری انجام شدبوشهر نمونه استان یاسواحل صخرهاز  Lydia tenaxشود. بنابراین از گونه منسوب به  داده نشان گونه این مورفوتایپ 3

برداری قرار گرفتند. جهت مطالعات ( مورد عکسSEMو با میکروسکوپ الکترونی اسکنینگ ) شدهاولین گونوپودهای جنس نر، جداسازی 

( تکثیر و COIکلروفروم استخراج و قطعه ژنی زیر واحد یک سیتوکروم اکسیداز میتوکندری )-ها با استفاده از روش فنلنمونه DNAمولکولی 

های مورد بررسی یکسان نیست و از ( در نمونهCOIتایج مطالعه حاضر نشان داد توالی نوکلئوتیدی این قطعه ژنی میتوکندریایی ). نیابی شدتوالی

تری را نشان داد و در کلادی جداگانه قرار گرفت. مطالعه دقیق ها تفاوت بیشبا بقیه مورفوتایپLydia sp.FCH  نمونهوتایپ مورف 3این 

 هایی را در قسمت راسی نشان داد. بررسی حاصل نشان داد، زمانی که تشخیصمورفوتایپ، نیز تفاوت 3فراساختار اولین گونوپود جنس نر در 

در تفکیک  COI اساس ژنهای فراساختار اولین گونوپود جنس نر و شناسایی برهای زیاد مورفولوژی مشکل است، بررسیشباهتدلیل ها بهگونه

  سودمند خواهد بود.ها گونه

 گونوپود، خلیج فارس، فراساختاری، COIمولکولی، ، Lydia tenax کلمات کلیدی:

 chenari_bio@yahoo.com :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه
هاي آلاينده رويه و ورودبي هاي بشر مانند صيداثر فعاليت در اخيرا         

ها در معرض خطر نابودي قرار سواحل، جمعيت خرچنگمختلف به 

شناسي شناسي، بومگرفته است. بنابراين لزوم اطلاعاتي راجع به زيست

ها خواهد ها، کمک زيادي به حفظ و باسازي جمعيت آنو شناسايي آن

هاي خانواده بندي سيستماتيک خرچنگ(. طبقه1373سعيدپور، ) کرد

Oziidae مطالعات در ارتباط با و  اي داردنياز به مطالعات گسترده

. آناليز هاي اندکي صورت گرفته استبررسي خانوادهدر اين  مولکولي

( در ارتباط با 2014و همکاران )Lai  سيستماتيک مولکولي توسط

منشا مونوفيلتيک  Oziidaeخانواده نشان داد خانواده  فيلوژني اين

متفاوت نيز در اين خانواده،  هاي يک جنسنهگو حتي منشا ندارند و

دهنده ضعف تواند نشانله ميااين مس ندبيان کرد ها. آنباشدمي

هاي باشد که صرفا از ويژگيموجودات  بندي سنتي در شناسايي طبقه

 Oziinaeخانواده زير. کندميها استفاده ريختي براي شناسايي گونه

ا داشتن تنها يک گونه ب Lydiaکه جنس  باشندميدو جنس  شامل

 داراي دو اين جنس است.ها يکي از آنشده در خليج فارس شناخته

باشد که در جهان مي Lydia annulipesو  Lydia tenaxنام گونه به

ها از هم بسيار دشوار هاي مورفولوژيک زياد، تمايز آندليل شباهتبه

از سنتي، تنها روش شناسايي اين دو گونه را  بنديردهاست. محققان 

ها آنهاي ريز بر روي کليپدها و کاراپاس تفاوت تعداد گرانوليکديگر 

نسبت   Lydia tenaxدر  هااين گرانولتعداد  بيان داشتندو  ذکر کردند

بار اولين  Lydia tenaxتر است. گونه بيش Lydia annulipesبه گونه 

 Stephensen اي خليج فارس توسطصخرهايراني سواحل  مناطقدر 

( وجود 2012) شو همکاران Naderloo( شناسايي شد و سپس 1946)

و بيان داشتند محدوده پراکنش  کردهتاييد از اين مناطق  اين گونه را

هاي مخفي باشد. گونههاي غربي اقيانوس هند مياين جنس قسمت

که  شونده ميفراواني ديدو شناسايي نشده در قلمرو دريايي به 

ها را با مشکل آن تشخيصهاي مورفولوژيک ويژگي بر پايه شناسايي

هاي مرموز يا مخفي به ونهگ(. Knowlton ،1993کند )مواجه مي

اما  بودهشود که از لحاظ مورفولوژي بسيار شبيه هايي اطلاق ميگونه

ضر براي غلبه بر چنين مسايلي، در حال حا .نداز لحاظ ژنتيکي متفاوت

ميتوکندري که در  COIژن  يابيتواليروشي استاندارد مبتني بر 

عنوان ابزاري سودمند براي شناسايي باشد، بهمي bp 650حدود

 بودن دسترس دررود. کار ميها بهموجودات و تعيين مرز ميان گونه

 حذف هاي جهش فقدان و مولکولي تکامل بالاي نرخ، جهاني پرايمر

روش بارکدينگ  يک عنوانبه را آن ديگر هايژن به نسبت اضافه و

 از طرفي ديگر(. 2003و همکاران،  Hebert) است کرده جهاني تبديل

 پاهاي از يافته شکل تغيير اندامي) گونوپود تزيينات راسي مورفولوژي

( رودمي کاربه گيريجفت حين در اسپرم انتقال براي که، است شنا

ها مطرح سيستماتيک در خرچنگ عنوان ويژگي مهم در مطالعاتبه

در باشد و اشکال مختلف گونوپود، مدرکي در تکامل اين زائده مي

هاي حقيقي است بنابراين در اين مطالعه به موازات مطالعات خرچنگ

 شنا پاهاي از يافته شکل تغيير )اندامي اولين گونوپود مولکولي ساختار

جنس  رود(مي کاربه گيريجفت حين در اسپرم انتقال براي که، است

. توصيف توسط ميکروسکوپ الکتروني مورد مطالعه قرار گرفت نيز نر

ها در زير هاي حقيقي به بررسي آناوليه گونوپود خرچنگ

هاي تشريحي و لوپ محدود بود و در مطالعات اندکي ميکروسکوپ

( براي مشاهده جزئيات ساختاري SEMاز ميکروسکوپ الکتروني ) تنها

و   Rorandelli؛2007و همکاران  Chen) ه استاستفاده شدها آن

گونه بار سه مورفوتايپ در اين مطالعه براي اولين .(2008همکاران، 

Lydia tenax هاي اندکي در کاراپاس براي بررسي وجود با تفاوت

هاي مخفي با توجه به فراساختار مورفولوژي اولين گونوپود جنس گونه

مورد بررسي قرار  COIن سيتوکروم اکسيداز نر و با استفاده از ژ

 .گرفتند

 

 هامواد و روش
با توجه  Lydia tenaxمتفاوت از گونه  مورفوتايپ 3 در اين مطالعه       

 از مناطق جزر 1393به اختلاف اندک در شکل کاراپاس در آبان ماه 

اي استان بوشهر در ايستگاه بندر دير )اولي مدي سواحل صخره و

آوري شدند شناسايي و جمع( 51°56 ′15′′، 27°19 ′50′′جنوبي، 

ها جهت شناسايي مورفولوژيک . در محل از نمونه(2و  1 هاي)شکل

عکس تهيه شد و سپس با کنار زدن قسمت اپرکولوم شکمي، اولين 

 وسيله پنس جدا شدند و در فرمالينههاي نر، بگونوپودهاي خرچنگ

ها در الکتروني قرار گرفتند. نمونهبراي بررسي با ميکروسکوپ %  10

اتانول مطلق فيکس شده و براي انجام مطالعات مولکولي به آزمايشگاه 

بررسي مورفولوژي گونوپودهاي  براي شدند. منتقل خرمشهر دريايي علوم

فيکس شده توسط ميکروسکوپ الکتروني، در ابتدا بر روي هات پليت 

د و سپس با پوششي از ساعت دهيدراته و خشک گرديدنمدت نيمبه

( SEM. از ميکروسکوپ الکتروني اسکنينگ)آميزي شدرنگفلز طلا 

برداري از ساخت کشور آلمان، براي عکس VEGATS5136مدل 

  ها استفاده شد.نمونه
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  برداریهموقعیت جغرافیایی منطقه نمون :1شکل

با استفاده از روش  DNAمنظور شناسايي مولکولي استخراج به       

(. کيفيت و کميت 1996و همکاران،  Hillisکلروفرم انجام شد )-فنل

DNA  تعيين گرديد. سپس با  %1با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز

 LCO1490( )1994و همکاران،  Folmerاستفاده از آغازگرجهاني )

5′-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3′, 

HCO2198 5′-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT 

CA-3′مراز جهت تکثير قطعه ژني سيتوکروم اي پلييره( واکنش زنج

ميکروليتري  25در حجم  PCR( انجام شد. واکنش COI) Iاکسيداز 

 dNTP ،5ميلي مولار  Mgcl2 ،2/0ميلي مولار 1(، X1شامل بافر )

 Tag DNAآنزيمU5/1پيکومول از هر آغازگر رفت و برگشت، 

Polymerase  نانوگرم  30-20وDNA  الگو صورت گرفت. برنامه

 95سازي اوليه: حرارتي براي واکنش موردنظر شامل: مرحله واسرشته

درجه  95سازي: دقيقه و مرحله واسرشته 2مدت گراد بهدرجه سانتي

 گراد درجه سانتي 45دقيقه، مرحله الحاق:  1مدت گراد بهسانتي

دقيقه  90مدت گراد بهدرجه سانتي 72ثانيه، مرحله بسط:  30مدت به

دقيقه و  7مدت گراد بهدرجه سانتي 72و نهايتا  مرحله بسط نهائي: 

همراه نظر گرفته شد. محصولات تکثير شده بهچرخه در 35تعداد 

درصد الکتروفورز و توسط  5/1بر روي ژل آگارز  bp100سايز مارکر

safe stain آميزي شدند. محصولات رنگPCR  مناسب، جهت تعيين

 جنوبي ارسال گرديدند. کره Bioneer توالي به شرکت

 

        نتایج

 فراساختار بررسي نتايج گونوپود: مورفولوژی شناسایی       

کلي گونوپود در اين گونه داراي ساختاري طورگونوپود، نشان داد به

خارهاي انبوهي در  کهتنومند و تا حدودي سينوسي شکل است 

. تفاوت در استشاهده مآن قابل قسمت يک چهارم بخش ديستال 

تواند بيانگر جدايي سه نمونه از تا حدودي ميشکل راسي گونوپود 

، حالت Lydia sp. MB نمونه. قسمت راسي گونوپود يکديگر باشد

اين  دو نمونه ديگر دارد.تري نسبت به کشيده

 نمونه در و ترعريضتر و کوتاهLydia sp.MS در نمونهقسمت 

 Lydia sp.FCH باشد. اي متفاوت ميطور ويژهراسي بهشکل دهانه 

 
های تصاویر کلی فراساختار گونوپود مورفوتایپ :2شکل 

 Lydia sp.FCHج(   Lydia sp.MB، ب( Lydia sp.MSالف(
 

 
های نمونهفراساختارقسمت راسی گونوپود  :3شکل

 ، Lydia SP.MB، ب(Lydia SP.MS(الف

 Lydia SP.FCHج(

 ایران

 دریای خزر

 بوشهر

 دیر

ب ا

ج 

 

ب ا

 

 ج 
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ستفاده ادست آمده با هاي نوکلئوتيدي بهتوالينتایج مولکولی:        

 هاي اسيدآمينه ترجمهبه توالي  CLC sequncer viewerافزارنرماز 

هاي نامهايي با نمونهعنوان به NCBIبانک داده جهاني  در شدند. سپس

 Lydia sp.FCH (034193LC،) Lydia sp.MB-2015 فعلي

(081231LC ،)Lydia sp.MS (LC091344براي اولين ،) بار از منطقه

تجزيه و تحليل ماتريس درخت فيلوژني . خليج فارس ثبت گرديدند

 Maximum) پارسيموني ماکزيمم هايروش براساس هاداده

Parsimony) افزارنرم با استفاده از PAUP (Swofford ،2002 ،)

( با استفاده از نرم افزار Maximum Likelihoodماکزيمم احتمال )

Mega6  (Tamura  ،2012و همکاران)  انجام گرديد. درخت فيلوژني

هاي ديگر دست آمده و چندين توالي از گونههاي بهبا استفاده از توالي

 . ترسيم شد Portunus pelagicusبر پايه گونه  Oziinaeخانواده زير

 10( براي (ML, MPنتيجه محاسبات فيلوژني و روابط تکاملي        

الگوي توپولوژي يکساني را براي   Oziinaeاز خانواده  COIتوالي ژن 

درختان تکاملي نشان دادند. نتايج اختلافات ژنتيکي در توپولوژي 

(. توپولوژي درختان تکامل نشان 4درختان تکاملي منعکس شد )شکل

 Lydia مطالعه حاضر با گونه Lydiaداد کلاد مربوط به سه نمونه 

annulipes  رابطه خواهري دارد و اين روابط مونوفيلتيک با ارزش بوت

  Lydia sp.FCHنمونه  .اندهشد حمايت (MP ،65=ML=70) استراپ بالا
هاي (  از دو مورفوتايپ=100MP= ،86ML) با ارزش بوت استرپ بالا

هاي خواهري خود جدا شد و در کلادي جداگانه قرار گرفت. نمونه

Lydia sp.MS  وLydia sp.MB  اي جداگانه را با ارزش بوت خوشه نيز

 تشکيل دادند. ( MP ،58=ML=64استراپ متوسط )

 

 
درخت  1000. درصدهای بوت استراپ ازOziidaeخانواده  Maximum likelihoodو  Maximum parsimonyدرخت  :5 شکل

 (ML/MPها نشان داده شده است )روی گره

 بحث

پوستان سخت ميان در پنهان و مخفي هايگونه که وجودجايياز آن       

 COIهمين منظور از نشانگر مولکولي ژن دريايي بسيار رايج است، به

 کهبراي اينبا تاکيد بر فراساختار اولين گونوپود جنس نر استفاده شد 

مورفوتايپ اين گونه نشان  3هاي مخفي در ميان احتمال وجود گونه

هاي گونه تخمين و مفيد براي شناسايي يروش بارکدينگ DNA شود. داده

(. سه مورفوتايپ مطالعه 2005و همکاران،  Willباشد )مخفي مي

شناسايي  Lydia tenaxحاضر که از نظر مورفولوژي سنتي تحت نام 

هاي بسيار هاي دقيق در ابتدا بر اساس تفاوتشده بودند، براي بررسي

( و 2کم و نامحسوس در شکل کاراپاس از هم تفکيک شدند )شکل

. ها مورد مطالعه قرار گرفتهاي آنتوالي COIسپس، توسط نشانگر 

در بانک ژن، امکان  Lydia tenaxدليل عدم وجود توالي از گونه به

مورفوتايپ حاضر را به  3بررسي صحت مطالعات مورفولوژيک که 

 LC091343 (D) 

LC081228 (A) 

LC081229 (B) 

LC081230 (C) 
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Lydia annupiles 
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عنوان اين گونه معرفي کرده بودند فراهم نشد. تنها توالي موجود براي 

بود که در ترسيم درخت   Lydia annulipes اين جنس در ژن بانک گونه

د استفاده قرار گرفت و طبيعتا  بدون تطابق کامل با توالي فيلوژني مور

ها نشان داد. ترين تطابق را با اين نمونهثبت شده از کشور تايوان، بيش

تطابق زيادي را با هم نشان  Lydia sp.MSو  Lydia sp.MBهاي نمونه

( با هم درکلادي مشترک قرار ML,MPدادند و در درخت فيلوژني )

 زش بوت استراپ و احتمال پسين بالا حمايت شدندگرفتند که با ار

در کلادي جداگانه  اختلاف مقداري با Lydia sp.FCH(. نمونه 4شکل )

منشا  Lydia annulipesقرار گرفت و در نهايت هر سه نمونه با گونه 

 3 ات مولکولي نشان دادمونوفيليتک نشان دادند. نتايج مطالع

کاراپاس در هاي جداگانه باشند. هه گونمتعلق بتوانند مي مورفوتايپ 

به موازات مطالعات مولکولي بنابراين ها بسيار شبيه بود و همه نمونه

 پرداخته شدمورفولوژي اولين گونوپود جنس نر فراساختار  به بررسي

 ژنتيکيهاي احتمالي را در انطباق با جدايي تفاوتبتوان  کهبراي اين

ميزان اندکي تحت تاثير که بهگونوپود اندامي است زيرا  کردبررسي 

( و 1980، و همکاران Chambers) گيردتغييرات محيطي قرار مي

باشد، که اين داراي اشکال و ساختارهاي ظريفي مي آنقسمت راسي 

 Moyanoها ارزش تاکسونوميکي دارند )در آن خاص و تغييرات ساختارها

گونوپود  بررسي فراساختاردر مطالعه حاضر (. 2011و همکاران، 

هاي واضحي تفاوت توانست تا حدودي الکتروني با ميکروسکوپ هانمونه

 Lydia sp.FCHدر دهانه راسي نمونه سازد. آشکار  هاآنرا در ميان 
که سبب جدايي آن از  (3اي مشهود بود )شکلتفاوت قابل ملاحظه

( در ارتباط 2004) Gillikinاي که در مطالعه دو مورفوتايپ ديگر شد.

نيز  بيان کرد تنها  داده بودانجام  Perisesarma سيستماتيک جنس با 

تواند يک مورفوتايپ ميتر در قسمت راسي گونوپود خميدگي بيش

بر  احتمال دارد بر اين اساس  اي جديد باشد. معرف شناسايي گونه

ها را يک گونه معرفي کرده بودند، خلاف تصور که اين مورفوتايپ

محققان بيان  هاي جداگانه مطرح باشند.گونهعنوان توانند بهمي

ميتوکندري به  DNA نشانگراساس ها برداشتند يکي کردن گونه

نظر از مطالعات جدايي توليدمثلي و يا ساير تمايزات تنهايي و صرف

، Lee) ها کافي نيستمورفولوژيکي هميشه براي اثبات جدايي گونه

ها و براي شناسايي دقيق گونه (Cicero ،2004و  Moritz ؛2004

شناسي مورفومتريک و ريخت هايويژگي تر با استفاده ازآناليزهاي بيش

و همکاران  Hiller(. Hanley ،2005و  Harrisonباشد )نيز ضروري مي

 هاي مورفولوژي و مولکولي قطعا  ( بيان داشتند ترکيبي از داده2006)

پايان يم درختان تکاملي در دهتري در بازسازي و ترساطلاعات بيش

هاي خواهد داد. مطالعه حاضر نشان داد زماني که شناسايي گونه

ها ناکافي است، مخفي بر مبناي مورفولوژي براي شناختن مرز گونه

اساس مورفولوژي حقيقي بر هايشناسايي خرچنگ

چنين نشانگرهاي ژنتيکي براي دقيق اولين گونوپود جنس نر و هم

ها در جايگاه اصلي خود، مفيد خواهد بود. صحيح گونهقرار دادن 

اساس ميکروسکوپ هاي مورفولوژي دقيق برتلفيقي از روشبنابراين 

(، سيستماتيک مولکولي و ديگر مشخصات SEMالکتروني اسکنينگ )

زايي در اين گونه وجود دارد که بيان نشان داد احتمال گونهظاهري 

هاي تر و تعداد نمونهگرهاي بيشنظر قطعي مستلزم بررسي با نشان

 باشد. تر ميبيش
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