
فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیان
1395سال چهارم، شماره دوم، تابستان 

Conusدریاییمخروطیحلزونمولکولیفیلوژنی frigidus Reeve, از 1848
DNAبا استفاده از بارکدگذاري ) لارك و قشم(سواحل خلیج فارس 

5محمد شریف رنجبر، 4، احمد سواري3، محمد تقی رونق2، حسین ذوالقرنین*1حلیمه رجبی

95شهریور: تاریخ پذیرش95خرداد: اریخ دریافتت
چکیده

در است کهVirgiconusو سمی از کلاد گرپاي دریایی شکارشکمConus frigidusحلزون مخروطی 
و هستندیه به هم بسیار شبیختشناریختهاي این کلاد از نظر گونه. شودیافت میسواحل قشم و لارك 

در این مطالعه، . ها حائز اهمیت است، شناسایی مولکولی آنبنابراین. شوندگذاري میگاهی به خطا نام
به عنوان بارکد در شناسایی این گونه COIاز قطعه ژن . انجام شدCTABبه روش DNAاستخراج 

افزارهاي تبارشناسی با استفاده از نرمهاي یابی آن، درختپس از تکثیر قطعه ژن و توالی. استفاده شد
MEGA 6وMrBayes 3.2 هاي نوکلئوتیدي قطعه ژن نتایج نشان داد توالی. شدندترسیمCOI گونهC.

frigidus در دو ساحل قشم و لارك با توالی گونهC. frigidusسفیک تنها در یک نوکلئوتید ااز ناحیه اندوپ
بیانگر تفاوت چشمگیر این گونه با Virgiconusهاي کلاد ی گونهرسم درخت تبارشناس. اختلاف داشتند

.C، به نظر می رسد که خواستگاه از این رو. هاي مختلف در این کلاد بودگونه frigidus خلیج فارس، از
هاي ها به دلیل شباهتزمانی که شناسایی گونه.هاي مشابه آن در سواحل اقیانوس هند و آرام باشدگونه

ها بسیار در تفکیک گونهCOI، شناسایی بر اساس ژن شودمیمشکل Virgiconusدر کلاد شناسیریخت
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مقدمه
تنوع مباحث به پژوهشگران بیشتر گرایش 

شناسایی شده است که زیستی و تکامل موجب 
هاي بررسی. اهمیت بیشتري پیدا کندها گونه

ها معمولا با توجه به اولیه در شناسایی گونه
و گیردصورت میختیشناهاي ریختویژگی
ازاستفادهبایفیلوژنتیکارتباطاتسپس

,Kohn(شودمیزدهتخمینمولکولی،هايداده

2003; Franklin et al., 2007; Lorenz

and Puillandre, 2015(.
دستی در سطح پایین، زایییند گونهآدر فر

و در سطوح تکامل، آنالیزهاي ژنتیک جمعیت
Da(تمطرح اسبالاتر آنالیزهاي فیلوژنتیکی

Motta, 1991; Olivera, 2006; Tucker

and Tenorio, هايتوالیآنالیز).2009
. بر پایه اصول محکم تکامل استوار استزیستی

واگراییو(Similarities)معمولا تشابهات
(Divergences)بامرتبطزیستیهايتوالی
توالی مشخص ) انطباق(ردیفی یکدیگر که با هم

فیلوژنتیکی هاي در قالب درختبایدشوند، می
فیلوژنیروایناز.گیرندقرارتفسیرمورد

درمهموبنیاديايحوزهمولکولی
Puillandre(شودمیبیوانفورماتیک محسوب 

et al., 2012 a,b(.تاریخچهمطالعهفیلوژنتیک
نمودارهاي تکاملی موجودات زنده با استفاده از

دادننشانبرايشکلدرختی)هايدیاگرام(

,Kohn(استجاندارانشجرنامهواجداد

1990; Biggs et al., 2010( .انشعاب الگوي
واگراییدهندهنشانکهدرختايهشاخه

Duda(شودمیفیلوژنی نامیده ،تکاملی است

and Palumbi, 1999; Duda et al., 2001;

Puillandre et al., 2014, قبل از . )2015
مولکولی، براي استنباط فیلوژنی هايبررسی

، شناسیریختماننداز منابعی توان، میهاداده
کردرفتار، توزیع جغرافیایی و غیره استفاده 

)Kohn, 1990; Schulz et al., 2004;

Franklin et al., 2007; Salisbury et al.,

شکلبهکههاي مولکولی دادهامروزه ). 2010
قادر،یا پروتئین وجود دارندDNAهايتوالی

انداز تکاملی بسیار مناسبی از چشمهستند
Kaas(دهندنشانرافعلیموجودات et al.,

طور که موجودات تکامل زیرا همان. )2010
هاي مواد یابند، انباشته شدن جهشمی) نمو(

غییر فنوتیپی و ژنتیکی، در طول زمان موجب ت
که ها ژن،از این رو. شوندریختی موجودات می

انباشته شده هستند، هاي محل حفظ جهش
در نظر مولکولیهاي ه عنوان فسیلبندتوانمی

هاي فسیلاي با بررسی مقایسه.ه شوندگرفت
توان میمولکولی تعدادي از موجودات مرتبط، 

آشکارراجاندارانها و حتی ژنتارخچه تکاملی
Duda(کرد and Palumbi, 1999; Espiritu
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et al., 2001; Duda et al., 2001; Duda

and Kohn, 2005(.اخیر، هاي طی سال
، به عنوان روشی براي DNAبارکدگذاري 

چشمگیريشکلبههاتاکسونشناسایی
ها و ها، اکولوژیستمیان تاکسونومیستدر

مورد توجه قرار ،شناسان تنوع زیستیزیست
ي براي این روش ابزار قدرتمند. گرفته است

تواند به میجانوري است و هاي شناسایی گونه
عنوان مکمل تاکسونومی سنتی مورد استفاده 

تا کنون . )Hebert et al., 2003(قرار گیرد 
راگذاريبارکدروشبسیاريژوهشگرانپ

هايحلزونمختلفهايگونهبراي شناسایی
Duda and(اند دریایی به کار بردهمخروطی

Palumbi, 1999; Duda and Kohn,
2005; Bandyopadhyay et al., 2006;
Cunha et al., 2008; Duda, 2008;
Espino et al., 2008; Nam et al., 2009;
Biggs et al., 2010; Puillandre et al.,
2010; Pereira et al., 2010; Kauferstein

et al., 2011; Kraus et al., 2012.(
نشانگرتناننرماییمیتوکندریهايژنمطالعه

هاياي در مقایسه با ژنگستردهتغییرات
,Boore(استجانورانسایرمیتوکندریایی

1999; Kurabayashi and Ueshima,
2000; Boore et al., 2004; Grande et

al., 2008 .( هاي توان به حلزونمیاز این میان
ها در ترین گروهمخروطی دریایی، یکی از متنوع

گونه شناخته 803تنان با حدود شاخه نرم
,WoRMS(کرداشاره،شده چهگر).2014
صدفریختیهايویژگیدرزیاديتنوع
تمامیاما،داردوجودمخروطیحلزونهايگونه

گنجاندهConusیعنیجنسیکدرهاآن
Da(اندشده Motta, 1991; Olivera, 2006;

Tucker and Tenorio, همینبه.)2013
بسیارعلاقهتکاملیشناسانزیستبیندردلیل
برمولکولی هايپژوهشانجام براي ي زیاد

اولین مطالعه . وجود داردهاي این جنس ونهگ
هايحلزونمولکولیفیلوژنیباارتباطدر

و Monjeتوسط 1999در سال مخروطی 
انجام Palumbiو Dudaهمکاران و همچنین 

Duda and Palumbi, 1999; Monje(شد

et al., 1999(. پس از آنDuda وKohn در
گونه در بررسی 138از حدود ، 2005سال 

حدودشاملکهکردنداستفادهمولکولیفیلوژنی
در اي اخیرا مقاله. موجود بودهاي از گونه%20

هايارتباط با تکامل و فیلوژنی مولکولی حلزون
رابندي جدیديمخروطی منتشر شد و طبقه

بر بندي طبقهدر این . کردارائه ها آنبراي 
Conoidaeخانوادهکهسنتیتاکسونومیخلاف

ابزاربا،داندمیConusجنسیکشاملتنهارا
جنس4افزاري،نرممتعددهايآنالیزومولکولی

،Conus:ازندبودعبارتکهشدمعرفی
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Californiconus،Conasprella،
Profundiconus. زیر جنس 71جنس 4این

آنالیزهاي . )Puillandre et al., 2015(دارند
هاي اند که حلزونفیلوژنی مولکولی تایید کرده

مخروطی دریایی یک گروه ناهمگن هستند که 
، هاي ریختیویژگیهموژن بودن با وجود

یندهاي تکاملی آنتیجه فرها آنزایی در گونه
واکولوژيمباحثبهکهاستمتنوعی

Da(شود جغرافیایی نیز مربوط می Motta,

1991; Olivera, 2006( .لا دربااي تنوع گونه
تواند میمخروطی دریایی همچنین هاي حلزون

لاروهايدرپراکندگیکاهشدلیلبه
,Kohn(ف و غیرپلانکتونی باشد ولیستوتر

حلزون مخروطی هايدرصد گونه60. )2003
دریایی متعلق به نواحی گرمسیري و 

هستندزیرگرمسیري اقیانوس هند و آرام 
)Duda and Kohn, 2005( . یکی از این

یه بین جذر و مدي سواحل ها که در ناحگونه
شماربهغالبهايگونهجزءقشمولاركجزایر

اما با وجود فراوانی . استC. frigidusآید می
این گونه، تا کنون گزارشی از حضور آن در این 

.نواحی ثبت نشده است
یابی جدید توالیهاي از آنجایی که تکنیک

شماريبیهاي هاي مولکولی، فرصتو بررسی
کردهفراهم جاندارانبراي مطالعات ژنتیکی را

سیتوکرومژنازحاضر،مطالعهدراست،
عنوان بارکد، براي به ) COI(اکسیداز یک 

. مخروطی استفاده شدهاي شناسایی حلزون
پپتیدهاي وجودبه دلیل هاي مخروطی حلزون

وهر گونهدر درد اختصاصی دارویی و ضد
مطالعات داروییهايابزارها بهآنشدنتبدیل

توجه بسیاري ،از اهمیت زیادي برخوردار بوده
اندکردهجلبخودبهراپژوهشگراناز
)Walker et al., 1999; Terlau and

Olivera, 2004; Olivera, 2006; Kaas et
al., 2010; Wu et al., 2010; Hu et al.,

لوژنتیکی و فیهاي همچنین بررسی).2011
تواند میهر منطقه هاي گونهشناسایی مولکولی

.کندگذاريبنیانرابعديمطالعاتپایه
تا مطالعات انجام شده در سواحل خلیج فارس، 

شناسی بوده است صرفا بر اساس ریختکنون 
پور ؛ نبی1379، و همکارانزاده صحافیحسین(

حاضر،پژوهشاز این رو،). 1389و همکاران، 
در زمینه فیلوژنی مولکولی گونه مطالعهاولین 

C. frigidusکه تا کنون گزارشی از است
و مولکولی آن، در ختیشناریختهاي بررسی

و بعضا بهاستسواحل خلیج فارس ثبت نشده
تحت ، آن رادلیل تشابه الگوي رنگی صدف

، C. flaviusو C. terebra ،C. virgoعنوان 
، هستندVirgiconusکه از اعضاي دیگر کلاد 
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پژوهش مقایسه همچنین در این . اندنامیده
از دو C. frigidusنوکلئوتیدي هاي توالی

شدهثبتهايتوالیسایرباقشمولاركساحل
در پایگاه Virgiconusاز همین گونه و کلاد 

BOLDو NCBIاي داده System شدانجام .
که اثرات مطلوب ضد دردي با توجه به این

با آزمون C. frigidusپپتیدهاي جدا شده از 
پژوهشگرانتوسطسوريموشرويبرفرمالین

در دانشگاه علوم پزشکی جندي مطالعه حاضر 
و این گونه، معرفی استرسیدهاثبات بهشاپور

ارائه جایگاه آن از نظر فیلوژنی در مقایسه با 
هاي آن در نقاط دیگر جهان ضرورت گونههم

.دارد

هامواد و روش
.Cگونهدریاییمخروطیهايحلزون

frigidusلاركوقشمیراجزسواحلاز
جغرافیایی هايموقعیتبابترتیبه
Nʹʹ1/63ʹ55°26وEʹʹ9/20ʹ15°56 و
Nʹʹ1ʹ41°26وEʹʹ71ʹ55°55آوري معج

،بندي جزر و مدنبر اساس جداول زما. شدند
که بیشینه جزر و با توجه به ایندر زمان 

متعلق به نواحی هاي مخروطی دریایی حلزون
ها به صورت نمونهبین جزر و مدي هستند، 

. آوري شدندگشت و جستجو در منطقه جمع

همراه با آب آوري شدهي جمعهانمونهسپس 
و مورد مطالعه شدنددریا به آزمایشگاه منتقل

سپس در شرایط .ندقرار گرفتشناختیریخت
ها بافت عضله پاي نمونهواستریل تشریح شدند

96%اتانولدروجداسازيژنتیکیمطالعهبراي
.)Duda et al., 2001(قرار داده شد 

شناختیریختاتمطالع
دو فاکتور مهم شناختیریختمطالعه براي 

:مورد بررسی قرار گرفت
اساسبر(صدفطرحشاملصدفآناتومی)الف

با (صدف، طول)آمیزيمقایسه الگوي رنگ
و شکل صدف با توجه به )استفاده از کولیس

حالت،)Whorl(صدفپیچشنوعفاکتورچهار
و)Shoulder(صدفشانه،)Spire(مخروط

.شدبررسی )Aperture(دهانه مخروط 
آناتومی خود حلزون مخروطی که شامل )ب

سیفون، خرطوم، دهان، پا و پایه چشمی است، 
;Duda, 2008(نیز مورد بررسی قرار گرفت

Franklin et al., 2007; Gong et al., 2012;

Lorenz and Puillandre, 2015.(

ژنتیکیاتمطالع
DNAاستخراج 

آوري شده، جمعهاي نمونه از نمونه7تعداد 
، از اتانول خارج جاز انجام مراحل استخراقبل
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بسیارقطعاتبهشدنخشکازپس،شده
70حدودباهمراهوشدتقسیمکوچک

SDS)Sodium Dodecylمیکرولیتر محلول 

Sulfate(%10 ،630 میکرولیترCTAB

)Cetyltrimethylammonium Bromide (
به مدت یک شب Kمیکرولیتر پروتئیناز10و 

قرار گراد سانتیدرجه 55ماري در دماي در بن
،نمونهحاوييهابمیکروتیوبهسپس.شدداده
میکرولیتر 240،میکرولیتر بتامرکاپتواتانول20

میکرولیتر 250حدود و مولار 5کلرید سدیم 
و پس از سانتریفیوژ با شد کلروفرم افزوده 

دور ، فاز رویی دور در دقیقه12000سرعت
، به DNAدادنرسوببرايریخته شد و 

میکرولیتر ایزوپروپانول سرد 700هانمونه
500از DNAوشوي شستبراي . افزوده شد
Duda(شداستفاده70%اتانولمیکرولیتر et

al., 2001; Brauer et al., 2012.(

استخراج شدهDNAارزیابی کمیت و کیفیت 
هانمونهDNAخلوصوکمیتتعیینبراي

مقدار.شداستفادهاسپکتوفتومتريروشاز

و260هايموجطولدرنمونهنوريجذب
نانومتر به دست آمد و نسبت جذب نوري 280
وشدگیرياندازهدستگاهوسیلهبه280/260

1رابطه با استفاده از DNAدر پایان غلظت 
.شدمحاسبه 

:1رابطه 
CDNA(ng/mL) = D×A260×50

CDNA : غلظتDNA ؛D :؛ رقتA :نسبت جذب.

ها، از ژل نمونهDNAبراي بررسی کیفیت 
شد و الکتروفورز افقی استفاده 1%آگارز 

)Brown et al, 2005(.

اي پلیمرازهاي زنجیرهواکنش
جفتازاستفادهباCOIژنقطعه

تکثیر و 1ارائه شده در جدول آغازگرهاي 
.)Folmer et al., 1994(یابی شد توالی

25اي پلیمراز در حجم زنجیرههاي واکنش
5/2مخلوط واکنش شامل . میکرولیتر انجام شد

میکرولیتر PCR)X10( ،5/0میکرولیتر بافر 
dNTP)mM10(،1آغازگرهرازمیکرولیتر

آغازگرهاي مورد استفاده: 1جدول

توالیآغازگر
´LCOI490(5´-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3(آغازگر پیشرو 

´LCO2198(5´-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3(آغازگر معکوس 
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3/0ژنومی، DNAمیکرولیتر 1پیکومول، 10
Taq)u5(،1پلیمرازDNAمیکرولیتر

در بود که) MgCl2)mM50میکرولیتر 
سازيواسرشته: انجام گرفتزیرشرایط 

)Denaturation( اولیه در°C94 10به مدت
درC94°سازي درسیکل واسرشته35دقیقه، 

هدفهبهاآغازگراتصالثانیه،45
)Annealing(در°C48ثانیه و 60به مدت

45درC72°در) Extension(آغازگرهابسط 
بهC72°درنهاییبسطنهایتدروثانیه،
محصولارزیابیبراي.شدانجامدقیقه5مدت

PCRمحصول.شداستفاده2%آگارزژلاز
PCRسانجرروشبهیابیتوالیبراي)Brown

et al., پژوه به امریکا توسط شرکت فزا) 2005
. شدارسال 

افزاريآنالیزهاي نرم
ي به دست آمده در مطالعه حاضر هاتوالی

فارسخلیجمنطقهازباراولینبرايکه
Chromas Liteافزاراست، با نرمشدهگزارش

CLCافزارنرمدروبررسی2.1.1 Sequence

Viewer 6.5.4 به توالی اسید آمینه ترجمه
ها تعیین شد آن) Frame(قالب خواندن ،شدند

)Knudsen et al., 2012( و با دریافت شماره
ثبت NCBIدر بانک ژن ها توالیپذیرش، 

وگونههمینازشدهثبتهايتوالیسایر.شدند
کلاد ازدریاییمخروطیحلزونهايگونهسایر

Virgiconusنیز از سایتSystemBOLD و
NCBIها سازي توالیردیفهم. استخراج شدند

Clustalافزارنرمدر Wمدلبهترین.شدانجام
افزار نرمها با استفاده از تفسیر و آنالیز دادهبراي 

J Model Test درخت.شدبررسی0.1
اساسبرهادادهماتریستحلیلوتجزیهفیلوژنی

همجواري هاي مبتنی بر فاصله یا پیوند روش
)Neighbour Joining(،ماکزیمم احتمال
)Maximum Likelihood(مدلازاستفادهبا

K2PافزارنرمدرMega 6)Tamura et al.,

Posterior(پسیناحتمالروشو)2013

Probability ( با استفاده از مدلGTR+G با
در 25Burn-in%تکرار به همراه 2٫000٫000

Mrbayesافزارنرم آنالیز.شدانجام3.2.5
ESS)Effectiveرسیدنزمانتاهاداده

Sample Size(بالايبهنمونهمناسباندازهیا
Tracerافزارنرمدرهارانتمامیدر200 1.4.1

,Ronquist and Huelsenbeck(بررسی شد

2003; Rambaut and Drummond, 2007;

Lorenz and Puillandre, 2015.( همچنین
فاصله ژنتیکی، تعداد بازهاي متفاوت و درصد 

GCهاي ونهنمC. frigidus در نواحی مختلف
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,Lorenz and Puillandre(شدمحاسبه

2015( .
در توالی ثبت شده 29در این بررسی از 

Virgiconus)9ها که شامل کلاد پایگاه داده
ثبت شده از نقاط C. frigidusتوالی از گونه 

8و حاضرتوالی مربوط به مطالعه2،مختلف
5(Lividoconus، کلاد )هاسایر گونهاز توالی 
مطابق،بودند)توالی4(هاکلادسایرو)توالی

و2014(همکارانوPuillandreنتایجبا
نسبت به يبا فاصله زیادییهاگونه،)2015

Outبراي. بودندConusجنس دیگر هاي گونه

Group)1از گونه ) توالیBathytoma

neocaledonicaهدف از قرار .استفاده شد
Outدادن  Groupکلادهاي دور، هاي و گونه

اي هاي نزدیک به هم با گونهمقایسه بهتر گونه
با گونه مورد مطالعه است که از لحاظ ژنتیکی

این کار صحت کار را بالا . تفاوت بیشتري دارد
.کندمیتر برده و مقایسه را راحت

نتایج
شناختیریختاتمطالع

آناتومی صدف
لایه C. frigidusطرح صدف در گونه 

رنگبهPeriostracumازضخیمینسبتا
بود که پس از حذف آن، طرح زیرین اي قهوه

میانگین طول .نارنجی نمایان شدبه رنگ زرد و 
. محاسبه شدمتر سانتی4/5نمونه، 45تعداد 
صدفپیچشنوعاساسبرصدفشکل

)Whorl( حالت مخروط ،)Spire( شانه صدف ،
)Shoulder(مخروطدهانهو)(Aperture

پیچش بدن به صورت . مورد بررسی قرار گرفت
فاقد ،لبه داخلی صدف صاف. بودمحدب شکل 

). الف- 1شکل (بودطرح خاص و تیره رنگ 
اصطلاحا (حالت مخروط، صاف و با نوك کوتاه 

Conical( ايو سه شیار موازي یا حلقهبود
،داشتسفتومسطححالتصدفشانه.داشت

Frigidبه همین دلیل با نام  Cone خوانده
به وبوددهانه مخروط زیاد گسترده ن. شودمی

در سمت لبه خارجی شد کهمیدیده رنگ زرد 
.)ب-1شکل (بودتیره رنگ 

آناتومی حلزون مخروطی
طویل و به C. frigidusسیفون در گونه 

سیفون مشابه . رنگ زرد با خطوط مشکی بود
مخروطیهايحلزون.کندمیعملبینی

دریایی، یک جفت چشم دارند که در هر طرف 
بهتوجهباکهاستگرفتهيجادهان
ها، ها یا تنتاکولها روي پایکچشمگیريقرار

رسیدند میکوتاه به نظر C. frigidusدر گونه 
).ج- 1شکل (

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


]83[1395، )2(4: فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیانDNAبا استفاده از بارکدگذاري Conus frigidusفیلوژنی مولکولی 

Conusمخروطی شناسی حلزون ریخت:1شکل  frigidus.شانه صدف :الف)SH( به صورت مسطح و حالت
بر :ب.شودمحدب و راستگرد دیده میبه صورتپیچش بدن .استConicalنوك کوتاه یا )SP(مخروط 

آناتومی حلزون :ج. استهاي خاص این نوع حلزون روي مخروط سه شیار دیده می شود که از ویژگی
ها به رنگ زرد و با خط مشکی در وسط، چشم)SI(شود که شامل سیفون مخروطی در این شکل دیده می

عضلانی بزرگ که از دهانه صدف )F(اند و پاي قرار گرفته)M(ي دهانو رو)ES(هاي چشمی که روي پایه
.دهانه مخروط: A.خارج شده است

ژنتیکیاتمطالع
و CTABبا روش DNAاستخراج پس از 

استخراجی با ژل آگارز DNAکیفت سنجش
باندهاي فاقد اسمیر و آلودگی ،)2جدول (%1

نشان داده )*(با ستارهالف -2در شکل که 
. مورد استفاده قرار گرفتندPCRبراي ، اندشده

شکل رنیز دPCRتکثیر شده توسط قطعه ژن 
.نشان داده شده است) ب-2(
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.نشان داده شده است) ب-2(

]83[1395، )2(4: فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیانDNAبا استفاده از بارکدگذاري Conus frigidusفیلوژنی مولکولی 

Conusمخروطی شناسی حلزون ریخت:1شکل  frigidus.شانه صدف :الف)SH( به صورت مسطح و حالت
بر :ب.شودمحدب و راستگرد دیده میبه صورتپیچش بدن .استConicalنوك کوتاه یا )SP(مخروط 
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ها به رنگ زرد و با خط مشکی در وسط، چشم)SI(شود که شامل سیفون مخروطی در این شکل دیده می
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باندهاي فاقد اسمیر و آلودگی ،)2جدول (%1
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.نشان داده شده است) ب-2(
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استخراج DNAمیانگین خلوص و کمیت : 2جدول 
Conus frigidusهاي شده از نمونه

DNAردیف
(µg/mL)

ODDNA

1*2278/1
27963/1
3*6581/1

412396/1
5*458/1

6*588/1
7*8985/1

اند شامل نشان داده شده»*«علامت هایی که باردیف: *
اي پلیمراز هاي زنجیرههایی هستند که در واکنشنمونه

اند و از این میان فقط دو توالی با موفقیت تکثیر شده
.دست آمدبه 7و 3هاي مناسب و قابل ثبت از ردیف

OD:چگالی نوري(Optical Density)

نتایج روابط تکاملی
نتیجه محاسبات فیلوژنی و روابط تکاملی 

ML)Maximum Likelihood ( وBI

)Baysian( ،29 توالی ژنCOI از گونهC.

frigidus الگوي توپولوژي یکسانی را براي
نتایج اختلافات . درختان تکاملی نشان داد

ژنتیکی در توپولوژي درختان تکاملی منعکس 
).3شکل(شد 

هايگونه،Virgiconusکلاددر
LC126015 وLC126016 به سبب داشتن

مشتركکلاديCOIژنیقطعهدرزیادشباهت
را تشکیل دادند که این کلاد با ارزش بالاي 

و احتمال پسین بالا )ML=99(بوت استراپ 
)1=PP(مشتركکلاديدردوهروشدحمایت

از ناحیه اندوپاسفیک قرار C. frigidusبا گونه 
هاي موجود در کلاد سایر گونهگرفتند و از 
Virgiconusتفاوت آشکاري را نشان دادند .

همچنین با دقت در کلادهاي درخت فیلوژنی 
هاي ثبت شده از توان دید که تمام توالیمی

در دو کلاد مجزا با C. frigidusگونه 
و احتمال )ML=89( هاي بوت استراپ ارزش

از این هر یک . قرار گرفتند) PP=1(پسین بالا 
هاي متفاوتی از ناحیه کلادها محدوده

کلادي که . شونداندوپاسفیک را شامل می
در هاي خلیج فارس در آن قرار دارند، گونه

است ناحیه اقیانوس هند و غرب اقیانوس آرام
هاي مشابه در همین ناحیه و که با گونه

کشور ماداگاسکار در (همچنین اقیانوس هند 
یک کلاد ACL5560) جنوب شرق آفریقا

.اندتشکیل دادهرا مجزا 
Neighborروشبهفیلوژنیدرختترسیم

JoiningمدلباK2P،دهندهنشاننیز
فوق هاي فیلوژنی توپولوژي مشابهی با درخت

بود و همچنین با نتایج حاصل از بررسی الذکر
.Cهايگونهمیانژنتیکیفاصله frigidusنقاط
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این ). 3جدول (مختلف دنیا، همخوانی داشت 
انطباق، با نتایج شمارش تفاوت نوکلئوتیدها 

محاسبهوافزارنرمباسازيردیفهمازپس
به طوري که دو . چشمی آن نیز قابل رویت بود

خلیجازLC126016وLC126015گونه
گونهبانوکلئوتیدیکدرتنهافارس

KJ549914 از ناحیه شرق اندوپاسفیک تفاوت
هاي دیگر این در حالی است که با گونه. داشت
نوکلئوتید تفاوت دیده شد که 9-20بین 

اقیانوس شرقبیشترین تفاوت مربوط به نواحی 
کشور وانواتو در جنوب (و جنوب آن آرام 

.بودAC5699) اقیانوس آرام
GCبا توجه به نسبت نوکلئوتیدها و درصد 

هاي خلیج ها، گونهه شده براي این گونهمحاسب
و LC126016براي 3/39%فارس با مقادیر 

فاصله کمی با LC126015براي %4/39
).4جدول (هاي نقاط مختلف نشان دادند گونه

Conusاستخراجی و تکثیر شده از بافت عضله پا DNAتصاویر ژل مربوط به : 2شکل  frigidus .الف:
هاي نشان نمونه.استعدد 7شده در چاهک تزریقهاي تعداد نمونه.استخراج شدهDNAتصویر قطعه 

تکثیر شده و محصول DNAقطعه :ب. فاقد اسمیر و مناسب جهت تکثیر بودند»*«داده شده با علامت 
ساخت 1000bp-100با مشخصات ) M(جفت باز از مارکر 650نشان دهنده باند »**«علامت .PCRنهایی 

.استقطعه ژن تکثیر یافته Sو شرکت سیناکلون
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گونهبانوکلئوتیدیکدرتنهافارس

KJ549914 از ناحیه شرق اندوپاسفیک تفاوت
هاي دیگر این در حالی است که با گونه. داشت
نوکلئوتید تفاوت دیده شد که 9-20بین 

اقیانوس شرقبیشترین تفاوت مربوط به نواحی 
کشور وانواتو در جنوب (و جنوب آن آرام 

.بودAC5699) اقیانوس آرام
GCبا توجه به نسبت نوکلئوتیدها و درصد 

هاي خلیج ها، گونهه شده براي این گونهمحاسب
و LC126016براي 3/39%فارس با مقادیر 

فاصله کمی با LC126015براي %4/39
).4جدول (هاي نقاط مختلف نشان دادند گونه

Conusاستخراجی و تکثیر شده از بافت عضله پا DNAتصاویر ژل مربوط به : 2شکل  frigidus .الف:
هاي نشان نمونه.استعدد 7شده در چاهک تزریقهاي تعداد نمونه.استخراج شدهDNAتصویر قطعه 

تکثیر شده و محصول DNAقطعه :ب. فاقد اسمیر و مناسب جهت تکثیر بودند»*«داده شده با علامت 
ساخت 1000bp-100با مشخصات ) M(جفت باز از مارکر 650نشان دهنده باند »**«علامت .PCRنهایی 

.استقطعه ژن تکثیر یافته Sو شرکت سیناکلون
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Maximumدرخت فیلوژنی :3شکل Likelihood وBaysian گونهConus frigidus .صدهاي بوت در
ها نشان روي گرهBaysian، براي )Posterior Probability(و احتمال توزیع پسین ) ML(استراپ براي 

دو پیکان قرمز روي شکل نشان دهنده دو محدوده متفاوت از ناحیه .)PP /ML: به ترتیب(داده شده است 
ناحیه غرببه رنگ آبی و در محدوده پژوهشهاي مورد مطالعه در این گونه.سفیک استااندوپ

.استسفیک اناحیه اندوپشرقهاي جنوب و کلاد دیگر شامل گونه. انداندوپسفیک قرار گرفته
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Conusهاي گونه فاصله ژنتیکی توالی:3جدول  frigidus خلیج فارس با سایر نقاط جهان به روش
Pairwise Distance

*KJ549914

031/0 ACL5699

033/0 019/0 ACL5560

031/0 008/0 033/0 KJ549912

008/0 033/0 000/0 031/0 KJ550263

008/0 003/0 031/0 008/0 033/0 KJ550264

002/0 007/0 002/0 029/0 007/0 031/0 KJ550265

008/0 010/0 015/0 010/0 034/0 015/0 033/0 KJ550266

034/0 029/0 031/0 033/0 031/0 000/0 033/0 019/0 KJ550267

231/0 228/0 219/0 219/0 219/0 217/0 231/0 219/0 224/0 Out group/EU015653

226/0 020/0 034/0 033/0 034/0 029/0 034/0 020/0 029/0 002/0 Persian Gulf/LC126016

005/0 228/0 022/0 036/0 034/0 036/0 034/0 036/0 022/0 034/0 003/0 Persian Gulf/LC126015

.در نقاط مختلف ذکر شده استC. frigidusهاي هاي دسترسی نمونهستون شمارهایندر:*

Conusگونه COIهاي قطعه ژنی درصد نوکلئوتیدها در توالی:4جدول  frigidusنقاطدر
مختلف جغرافیایی

تعداد کل بازها G A C T(U) هاي مختلفشماره دسترسی نمونه
0/633 0/22 1/22 4/17 5/38 Persian Gulf/LC126016

0/625 8/21 1/22 6/17 6/38 Persian Gulf/LC126015

0/658 3/22 3/22 3/17 0/38 ACL5699

0/658 8/22 0/22 9/16 3/38 ACL5560

0/653 4/22 4/22 5/17 8/37 KJ549912

0/653 7/22 2/22 8/16 3/38 KJ549914

0/655 4/22 4/22 3/17 9/37 KJ550263

0/655 7/22 1/22 4/17 7/37 KJ550264

0/655 6/22 3/22 4/17 7/37 KJ550265

0/655 6/22 3/22 6/17 6/37 KJ550266

0/655 9/22 1/22 8/16 2/38 KJ550267
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بحث
بازسازيبرايمولکولیهايدادهکارگیريبه

. استیفرضیاتتاریخچه تکاملی نیازمند ارائه 
موردمولکولیهايتوالیکهاستایناولفرض

استفاده در ساختار فیلوژنتیکی هومولوگ 
هستند، یعنی یک جد مشترك دارند و طی 

فرض دیگر این . اندفاصله گرفتهآن زمان از 
مستقلصورتبهتوالیدرايناحیههرکهاست

ها اطلاعات تفاوت توالیبنابراین.یابدمیتکامل 
فیلوژنتیک هاي ساخت درختبراي کافی را 

;Duda et al., 2001(کندمیارائه،مستدل

Puillandre et al., 2012b, اگر چه ). 2014
مولکولی نقش مهمی را هاي استفاده از شاخص
کند، اطلاعات میها بازي در شناسایی گونه

همچنان ابزار شناختیزیستو شناختیریخت
Franklin(شوندمیمحسوبشناساییاولیه et

al., 2007; Duda, 2008; Lorenz and

Puillandre, 2015.( نیز در مطالعه حاضر
برابتدادرمخروطیحلزونگونهشناسایی

خودآناتومیوصدفشناسیریختاساس
با استفاده از کلیدهاي حلزون مخروطی و 

Sea Shells of Eastern Arabiaشناسایی 

)Bosch et al., 1995( ،Encyclopedia of

Marine Gastropods)Robin, 2008 ( و
صحافیزادهحسین(فارسخلیجتناننرماطلس

.صورت گرفت)1379و همکاران، 
هايحلزوندرمتنوعهايطرحوجود
که در حقیقت هر طرح مختص یک مخروطی 

مهم هاي توان از جمله ویژگیگونه است را می
الگوهاي رنگی متنوع . اي دانستشناسایی گونه

تواند توسط میمخروطی هاي در صدف حلزون
الگوهاي.شودتولیدجبهدرعصبیمکانیسمیک

اي هاي پیچیدهفنوتیپ،تناننرمرنگی صدف 
نزدیک به هم نیز هاي دارد که در بین گونه

توصیفها،پیچیدگیاین.استمتفاوت
ها و تاثیرات انتخاب طبیعی ها و تفاوتشباهت

. )Gong et al., 2012(سازد میرا مشکل 
هاي رسد که طرح حلزونهمچنین به نظر نمی

ها و یا مخروطی با تنوع سموم موجود در آن
ارتباط داشته ها آنو حتی رفتار شکار اندازه
البته باید توجه داشت . (Duda, 2008)باشد 

Periostracumکه در طبیعت، لایه ضخیم 

. پوشاندمیمخروطی را هاي روي صدف حلزون
مخروطی، در هايحضور این لایه در حلزون

,Kohn(مهم است ها آناستتار برايطبیعت 

دشواريباعثموضوعهمیناما.)2003
که سال اي در مطالعه. شودمیها آنشناسایی 

صحافی و همکاران در زاده حسینتوسط 1379
خلیج فارس با تناننرمقالب یک اطلس از 

این انجام شده بود بهشناختیریختشناسایی 
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.C. flavidus ،C: اشاره شده بودها گونه

coronatus ،C. tessellates ،C. striatus،
C. quercinus،C. vexillum،C. inscriptus

.Cو textile.پورنبیکهايمطالعهدرهمچنین
هايانجام دادند در آب)1389(و همکاران

گونه مختلف از 9سواحل ایرانی خلیج فارس 
حلزون مخروطی دریایی را گزارش کردند که 

.C: ند ازبودعبارت virgo ،C. coronatus ،
C. tessellates،C. striatus،C. quercinus،

C. omaria ،C. aculeiformis،C. distans

.Cو abbreviates.هیچمطالعاتایندر
با . نشده استC. frigidusبه گونه اي اشاره

توجه به حضور نسبتا غالب این گونه در سواحل 
احتماللارك،وقشمجزایرویژهبهفارسخلیج

درزیادریختیتشابهدلیلبهکهرودمی
به Virgiconusموجود در کلاد هاي گونه

.Cنامتحتهمهاشتباه virgoیاC. flavidus

شده و به جزییات تفاوت میان این نامگذاري 
. دو گونه توجه نشده باشد

وLorenzکهمشابهیمطالعهدر
Puillandre)2015(بانیزدادندانجام

بر اساس شناختیریختمولکولی و هاي داده
که در اي اثبات کردند گونهختار رادولا، سا

، Papua New Guineaناحیه ایرلند جدید، 
C. hanshassiوC. exiguusهاي تحت نام

نامباراآنواستمتفاوتکاملاشودمیخوانده
C. hughmorrisoniمعرفی کردند.

ریختی که در منحصر به فرد هاي از ویژگی
گرفتهبکارمخروطیهايحلزونشناسایی

شود و در این مطالعه استفاده نشد، شکل و می
این ویژگی به همراه طرح . ستاساختار رادولا 

طرحکناردرسیفونوخرطوم،دهان،پارنگو
شناساییدرمخروطی،حلزونصدفرنگو

اینتمامیترکیب.استاهمیتحائزبسیار
شناساییوشناختیریختشناساییدرفاکتورها

کلیديمواردجملهازمخروطیحلزونهايگونه
.(Franklin et al., 2007)رود میبه شمار 

شناساییومخفیهايگونهدریاییقلمرودر
نشده به وفور وجود دارند که روش شناسایی 

هاآنشناساییریختی،هايویژگیتوسطسنتی
بنابراین، ترکیبی از . کندرا با مشکل مواجه می

قطعامولکولیوشناختیریختهايداده
بازسازي و ترسیم را براياطلاعات بیشتري

فراهم مخروطی هاي حلزوندرخت تکاملی در 
;Tucker and Tenorio, 2009(کرد خواهد 

Brauer et al., 2012; Lorenz and

Puillandre, موجوداتازبسیاري)2015
میان و هستنددریایی داراي تنوع رنگی فراوانی 

رنگی و الگوهاي ساختاري ساختارهاي پراکنش 
در . ها پیچیدگی زیادي وجود داردژنتیکی آن
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بعضی موارد الگوهاي رنگی مختلف از لحاظ 
ژنتیکی جدا هستند و ممکن است حتی معرف 

Da(باشندايجداگانههايگونه Motta,

1991; Olivera, 2006; Tucker and

Tenorio, 2009.(
از روشبراي اولین بار در مطالعه حاضر 

شناسایی براي COIو ژن DNAبارکدگذاري
در سواحل شمالی خلیج C. frigidusگونه 

فارس و در دو منطقه لارك و قشم استفاده 
نتایج نشان دهنده قرارگیري گونه مزبور . شد

ناحیه C. frigidusدر کلادي مشترك با گونه 
به DNAهاي بررسی توالی. اسفیک بوداندوپ

هاي اد که بین توالیصورت چشمی نشان د
تنها در اندوپاسفیک گونه مورد مطالعه و نمونه 

بنابراین،. داشتنوکلئوتید اختلاف وجود یک 
توان بیان کرد که این دو گونه هاپلوتایپ می

بیان کردند )Kohn)2005و Duda.هستند
گیرند، میدو گونه در یک کلاد قرار که وقتی 

مونوفیلیتیک داراي روابط ، یکسان داشتهمنشا
شوند میخواهري محسوب هايگونهوهستند

همچنین، هر قدر دو . دارندیجد یکسانکه
تر باشند، فاصله ژنتیکی آن گونه به هم شبیه

هاي و اگر توالی) 3/0%کمتر از (دو کمتر است 
DNA فاصله ژنتیکی را نشان 10%بیش از

. هستندکاملا متفاوت هايتوالیهادهند، آن

دو گونه نیزدو گونه مورد بررسی،بنابراین
,Lorenz and Puillandre(متفاوت هستند

فاصله ژنتیکی ،3با توجه به جدول).2015
سفیک حدود اگونه مورد مطالعه با نمونه اندوپ

دیگر که هاي گونههمو این فاصله با بود%2/0
هستند، آرامی اقیانوس قرشمربوط به سواحل 

فارسخلیجکهاینبهتوجهبا.است3-2%بین
اي است که از طریق تنگه دریاي نیمه بسته

هرمز به دریاي عمان و اقیانوس هند ارتباط 
، با وجود تفاوت شرایط این ارتباط. یابدمی

هاي منجر به شباهت بسیاري از گونهمحیطی،
توانمیهمچنین.استشدهناحیهدودرموجود

جریاناتطریقازهاگونهازبسیاريکهکردبیان
اقیانوسی از اقیانوس هند به خلیج فارس منتقل 

اندماندهباقیناحیهایندرواندشده
)Reynolds, حاصل از بررسی نتایج).1993

ها نیز این امر را موجود در گونهGCمحتواي 
در GC، درصد 4مطابق جدول . کردتایید 

تقریبافارسخلیجدرC. frigidusگونه
در GCهر قدر نسبت . سایر نقاط بودمشابه

تراجداديگونهآنباشد،بیشترگونهیک
Rodriguez-Trelles(است et al., 2000(.

شناسی مولکولی یا ژنتیک، محتواي در زیست
GC،بازهاي نیتروژنی مولکول از يدرصد

DNA را گوانین و سیتوزین محتواياست که
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این.دهدنشان میباز مختلف نوعبین چهاراز
و RNAو DNAکلبهمربوطتواندمیدرصد

در ساختار مولکولی. باشدها اي از آنیا قطعه
، وجود داردپیوند هیدروژنی سه Cو Gبازهاي 

Tو Aپایدارتر از دو باز دیگر یعنی راینببنا

که تنها دو پیوند هیدروژنی دارند است 
)Yakovchuk et al., 2006.( نسبتGC در

مختلف به طور قابل توجهی جاندارانژنوم 
و جهشمتغیر است و این امر مربوط به تغییر 

.)Birdsell, 2002(است DNAنوترکیبی 
مطالعه حاضر نشان داد شناسایی بر مبناي 

بههاگونهمرزشناختبرايشناسیریخت

هاي تنهایی مناسب نیست و باید از روش
مبتنی بر نشانگرهاي ژنتیکی براي قرار دادن 

ها در جایگاه اصلی خود استفاده صحیح گونه
شود زمانی که میبنابراین پیشنهاد . کرد

براي تشخیص مرز بین ریختیهاي ویژگی
ها ناکافی است، آنالیزهاي مولکولی براي گونه

هاي مورد مطالعه روشن شدن وضعیت گونه
روش بارکدگذاري نابراینب. کارآمد خواهد بود

DNAتواند به عنوان مکمل در کنار می
تاکسونومی سنتی استفاده شود و باعث تسهیل 

و توصیف اي ژوهش در زمینه تنوع گونهپ
.شودنزدیک به هم هاي به ویژه گونهها، گونه
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Abstract
Conus frigidus is venomous predatory marine gastropod that is placed in

Virgiconus clade of the coast of Qeshm and Lark. The species in this clade is
morphologically similar and sometimes named wrongly. Therefore, their
molecular identification is important. In this study, DNA was extracted by
CTAB. The COI gene fragment was used as a barcode to identify the species.
After amplification of the gene and its sequencing, phylogenetic trees were
depicted using MEGA 6 and MrBayes 3.2 softwares. The results showed that
the nucleotide sequence of COI gene fragment of C. frigidus, on the coast of
Qeshm and Lark, have only differ in one nucleotide from the Indo-Pacific
sequence of C. frigidus. Phylogeny tree of Virgiconus clade represents a
dramatic difference of this species with other clade species. Therefore, it seems
that the origins of C. frigidus of the Persian Gulf, was from the species from the
east coast of the Indian and Pacific Oceans. Identification of species based on
COI gene in the species is very useful and precise method when characteristics
resemblances among species are high.
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