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  چكيده 

از نمونه   15، تعداد    غالب در سواحل جزر و مدي جزيره قشم        درياييهاي  خيارفيلوژني مولكولي   به منظور مطالعه    
هـا در  در آزمايـشگاه نمونـه  . بـه آزمايـشگاه منتقـل شـد     ، درجـه 96در اتـانول  تثبيت آوري و پـس از   جمع ،هر گونه 

 DNA(Marineاسـتخراج  ا استفاده از كيـت  ها ب ژنومي نمونهDNA .گراد نگهداري شدنديـ درجه سانت20دماي
Animal Tissue Kit)  آميـزي  درصد و رنـگ  1  الكتروفورز ژل آگارز آن به كمكو كميت و كيفيتاستخراج شد

اختـصاصي  ايمـر   پريـك جفـت     با  ) PCR(اي پليمراز   واكنش زنجيره . توسط اتيديوم برومايد مورد بررسي قرار گرفت      
 تكثيرييد اندازه و كيفيـت قطعـه        تأمشاهده شد و پس از      درصد   2روي ژل آگارز    محصول تكثير شده    . صورت گرفت 

يابي براي هر نمونـه طـي دو مرحلـه           توالي .يابي آماده سازي شدند    جهت انجام عمليات توالي    PCRه، محصولات   شد
 اما بـه علـت زيـادبودن طـول قطعـه            ،ي اختصاصي صورت گرفت   در نوبت اول، عمليات خوانش با پرايمرها      . انجام شد 

 نـرم افزارهـاي     ،جهـت تجزيـه و تحليـل فيلـوژني        . ه، بـراي مرحلـه دوم پرايمرهـاي داخلـي طراحـي شـد             شد تكثير
ClustalX2 و PAUP    افزار  از نرم . مورد استفاده قرار گرفتClustalX2    ها پـس از     توالي براي بررسيBLAST 

 ،PAUPافـزار  بـا اسـتفاده از نـرم   .  استفاده شـد Neighbor joiningين جهت رسم درخت در بانك ژني و همچن
درخت فيلـوژني مـشاهده    Tree view افزارنرمسپس با .  رسم گرديدMaximum Parsimony درخت فيلوژني

. گرفـت  و مورد مطالعه قـرار       هاي ميكروسكوپي استخراج گرديد   اسپيكول ،شناسيبه منظور بررسي صفات ريخت     .شد
ايـن شناسـايي    . بودنـد Holothuria parva و Holothuria arenicola هـاي ها نيز متعلق به گونـه اسپيكول

يـابي نـشان داد    تواليدست آمده ازه نتايج ب. ييد شدتأاز موزه تاريخ طبيعي فلوريدا  Gustav Paulayتوسط دكتر
 درصـد شـباهت و   95دي جزيره قشم، داراي شده از سواحل جزر و م بررسي Holothuria arenicola كه گونه 

  كـه Holothuria parvaگونـه  .  اسـت شده در بانك ژني آمريكا ثبت Holothuria arenicolaهم پوشاني با 
   . استHolothuria edulis نرسيده است، داراي بيشترين ميزان تشابه با گونهثبت  تاكنون در بانك ژني به

 
  ، جزيره قشمsrRNA18ژني مولكولي، ودريايي، فيل خيار:  كليديهايواژه
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 مقدمه
 جانوراني از شـاخه خارپوسـتان       ،خيارهاي دريايي 

كه پراكنـدگي جغرافيـايي وسـيعي داشـته و          هستند  
تـاكنون  . كننـد هاي متنـوعي را اشـغال مـي       زيستگاه
دريـايي در     خيـار   جـنس  160و    گونـه  ١۴٠٠حدود  

ر  اعضاي اين رده تقريبـاٌ د  .جهان شناسايي شده است   
 ولـي بيـشترين     ،شـوند هاي آبي يافت مي   همه محيط 

يري و خـصوصاٌ    هاي مناطق گرمـس    در آب  ها آن تنوع
هاي مرجاني اسـت كـه حتـي        عمق آبسنگ نواحي كم 

  گونه در هر هكتار هم دور از انتظار نيـست          ٢٠ تعداد
 از مناطق بين جزر و مـدي تـا         ،خيارهاي دريايي . )1(

 ـ    آب  هـا  آن  بـدن  .دهاي عميق اقيانوسي گسترش دارن
 مقابل  -اي شكل است و در طول محور دهاني       استوانه
 . به صورت پشتي شكمي كـشيده شـده اسـت         ،دهاني

گرچـه  ،  تـر اسـت   م سانتي 20-15 ،طول متوسط بدن  
-متر هم تجاوز نمي    چند سانتي  ها از طول بعضي گونه  

 .رسـد  متـر هـم مـي      5يا حتي طول بعضي، به      كند و   
هـاي سـاكن   ضي از گونـه اي بدن در بعديواره ماهيچه 

-ونه، اما در گ    ضخيم است  ،هاي مناطق گرمسيري  آب
ژلاتينـي و   حالت   ،كنندهايي كه در اعماق زندگي مي     

ــفاف  ــته   .)2( داردشــ ــضاي راســ ــضي از اعــ بعــ
Aspidochirotida كـردن   به وسيله خـارج    ، قادرند

 در برابر شـكارچيان     ،هاي كوورين از ناحيه مخرج    لوله
 Evisceration  كـه  ايـن پديـده   . از خود دفاع كنند   

هـد كـه موجـود احـساس        د هنگامي رخ مي   نام دارد، 
 ، از لحاظ اندازه  جانور ، در نتيجه اين عمل    خطر كند و  

معمـولاٌ  . كنـد تر شده و حالت چسبنده پيدا مي      بزرگ
 خيار دريايي بـه شـكل اوليـه         ،پس از انجام اين روند    

  دهـاي از دسـت رفتـه دوبـاره رش ـ         مگردد و اندا  ميباز
 از بدن   Eviscerationموادي كه طي    . )3 (كنندمي

شوند، خاصيت سمي دارند و تحـت عنـوان         خارج مي 
Holothurin  ــي ــناخته مـ ــوندشـ ــات . شـ تركيبـ
Holothurin خاصــيت كــشندگي بــراي موجــودات 

 به نـوعي يـك مكانيـسم دفـاعي بـراي             و اطراف دارد 
رود تا بتوانند از خود     تحرك به شمار مي   موجودات بي 

 وجـود   ،ترين ويژگي خيارهاي دريايي   مهم .ع كنند دفا
هاي آهكي و حـاوي كلـسيم اسـت كـه ناحيـه              حلقه

هـا بـه عنـوان      اين حلقـه  . دهاني را احاطه كرده است    
هاي سطح دهـاني    ها و تنتاكول  گاه براي ماهيچه  تكيه

ويژگـي  . شـوند و انتهاي قـدامي بـدن محـسوب مـي         
-متمايز مي  را از بقيه خارپوستان      ديگري كه اين رده   

. هاي دهاني اسـت   اي از تنتاكول  سازد، دارابودن حلقه  
ها به اشكال مختلفـي وجـود دارنـد و در           اين تنتاكول 

ــه ــدي شناســايي و طبق ــورد  بن ــايي م خيارهــاي دري
و تعـداد   اي پاهاي لولـه حضور .گيرنداستفاده قرار مي

ــزهــا اســپيكول وشــكل حلقــه آهكــيهــا و دگنا     ني
 گيـرد  مـي   مورد استفاده قـرار    بندي مورفولوژي طبقه

 اغلـب بـا     ،هاي فيلوژني مولكولي اين رده    بررسي .)4(
ــتفاده از داده ــي  اس ــاي ژن  18s و16s rRNAه

rRNA 28 وs rRNA  در ايـن  .گيـرد  صـورت مـي 
 با اسـتفاده از اطلاعـات       ،تحقيق نيز فيلوژني مولكولي   

  . بررسي شد18s rRNAژني 
  

 هامواد و روش
  نمونه برداري

برداري به روش پيمايش سـاحل از سـواحل         نمونه
اي واقـع    با تاكيد بر سواحل صـخره      ،بين جزر و مدي   

ــره N 26° 56´ 29" وE 56° 16´ 29 .8°در   جزي
در هر ايستگاه دو ترانسكت عمود بـر   .قشم انجام شد
بر اسـاس   (متر   60-30 متر و طول     30دريا، با عرض    

ن شده   متر تعيي  300، و با فاصله تقريبي      )ميزان جزر 
ــت ــذو علامـ ــدندگـ ــه15 .اري شـ ــه  نمونـ ، از گونـ

Holothuria arenicolaــه 15  و ــه از گون   نمون
Holothuria parvaپس از انجام . آوري شد جمع

شده و بـه    تثبيت   ٩٦°ها در الكل    برداري، نمونه نمونه
 تمامي  ،در آزمايشگاه . آزمايشگاه در تهران منتقل شد    

گـراد  سـانتي ه   درج ـ –20ها در شـرايط دمـايي       نمونه
 قبــل از انجــام مراحــل اســتخراج  .نگهــداري شــدند

DNA،      هـا  شناسـي نمونـه    صفات ظـاهري و ريخـت
  .جهت شناسايي اوليه مورد مطالعه قرار گرفت

  
  شناسايي مورفولوژي

قطعه كوچكي از ديواره بـدن از سـطوح پـشتي و            
هـا جـدا شـد و بـه         اي و تنتاكول  شكمي و پاهاي لوله   

غلـيظ  ) NaOCl( آب ژاولمدت نـيم سـاعت درون   
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هـاي اسـتخراج شـده بـا        سپس اسپيكول . قرار گرفت 
 .  شدميكروسكوپ نوري بررسي

  
  DNAاستخراج 

 Guanzho با استفاده از كيت      DNAاستخراج  
Dongsheng  از بافت  قطعه كوچكي   .  صورت گرفت
 بـرش داده شـد و بـه وسـيله           ،اي بدن ديواره ماهيچه 
سپس محلـول   . مد به صورت پودر در آ     ،نيتروژن مايع 

lysis Cell    و پروتئيناز K    55در دماي   و   اضافه شد 
بــه منظــور حــذف . گرفــت گــراد قــراردرجــه ســانتي

 اضافه  precipitation Protein محلول   ،هاپروتئين
 كلاف  ،با اضافه كردن ايزوپروپانول   در مرحله بعد    . شد

DNA ــا ســانتريف    رســوب آن ،وژي مــشاهده شــد و ب
شستشو بـا اتـانول انجـام       حل  مراسپس  . نشين شد ته

 در آب مقطـر     DNAپس از حل كردن رسوب      شد و   
درجـه    –20ستخراج شده به دمـاي     ا DNAاستريل،  

  . منتقل شدگراد سانتي
  

  )PCR(اي پليمراز هاي زنجيرهواكنش
DNA  اي هاي زنجيره  در واكنش  ، استخراج شده

پرايمـر  يـك جفـت     . پليمراز مورد استفاده قرار گرفت    
ــصاصي  ــه ااخت ــه زبرگرفت ــاران  Lacey مقال و همك

هاي واكنشدر  تكثير  و جهت    )5 (سنتز شد ) 2005(
 بـه   PCR برنامه   .اي پليمراز به كار گرفته شد     زنجيره

كار رفته جهت تكثير قطعه مـوردنظر بـه ايـن شـرح             
 C°94، )يك سـيكل (  دقيقه5به مدت  C°94 : است

  به C°72 دقيقه،   1 به مدت    C°58 ثانيه،   30به مدت   
 5 بــه مــدت C°72و )  ســيكل30( ثانيــه 30مــدت 
 بـه كمـك     ، به دسـت آمـده     PCRمحصولات   .دقيقه

  .الكتروفورز روي ژل آگارز بررسي گرديد
  
  يابي و تجزيه تحليل فيلوژنيتوالي

 ارتبـاط  18s rRNAبا استفاده از اطلاعات ژني 
هـاي   با گونهH. parvaو  H. arenicolaفيلوژني 

بـه علـت   . نيـا بررسـي شـد   ديگر در نقـاط مختلـف د   
  شـــده در واكـــنش تكثير بودن طـــول قطعـــه زيـــاد
جهـت   يك جفـت پرايمـر داخلـي         ،اي پليمراز زنجيره

  عمليــات . يــابي ســنتز گرديــدانجــام عمليــات تــوالي

 بـه روش    3130XL ABIيابي توسط دستگاه    توالي
Dideoxy-Chain Termination  ــد ــام ش . انج

ــپس داده ــرم ا   س ــا ن ــده ب ــت آم ــه دس ــاي ب ــزار ه ف
ClustalX2 مــورد تجزيــه و تحليــل فيلــوژني قــرار 

 .گرفت
  

  نتايج
  صفات ريخت شناسي

 ،ي مورد مطالعـه    گونه 2 درشناسي  صفات ريخت 
ــامل   ــه ش ــهك  و  Holothuria arenicolaگون

Holothuria parva  ،در . بررســـي شـــداســـت
ــه ــ، Holothuria arenicolaگونــ   دن  بــ
ــتوانه ــك اياس ــا باري ــكل و در انته ــ تن وش ــا اكولت   ه

هـاي  رنـگ نمونـه  . شكل و نسبتا كوچـك اسـت      برگي
 سـياه در    هـاي  خاكستري و سفيد و داراي لكـه       ،زنده

  . استسطح پشتي
Holothuria parva اي كوچـك بـا   گونـه  نيز

شـود و   شكل است كه در انتها باريك مـي       بدني دوكي 
رنـگ  .  تنتاكول كوچك در دور دهان اسـت       20داراي  

 ،اي تيره و در ناحيه شكمي قهوه،بدن در سطح پشتي
  . تر استروشن

  
  هاي مولكوليبررسي

اي پليمراز بـراي    هاي زنجيره پس از انجام واكنش   
 جفت بـاز    1900اي با اندازه    ها، قطعه يك از نمونه   هر

مـشاهده گرديـد    درصد   2شد و روي ژل آگارز      تكثير 
  ).1تصوير (

  
 :4-2 چاهك ؛1kbماركر  سايز :1  چاهك-1 تصوير

Holothuria arenicola6-5 چاهك ؛ : Holothuria 
parva.  

  
 با تـوالي مرجـع در       ،هاي حاصل از هر گونه    توالي

نتـايج نـشان داد   . بانك ژني مورد مقايسه قرار گرفـت    
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ــه   درصــد 95داراي  Holothria arenicolaگون
گزارش شده  پوشاني با خيارهاي دريايي     شباهت و هم  

در مـورد   .  اسـت  گونه در نقاط ديگـر جهـان      از همين 
كـه   نيز بـه دليـل ايـن    Holothuria parva گونه

تاكنون گزارشي از اين گونه در بانك ژني ارائه نـشده           

ــت ــه   .اس ــا گون ــباهت را ب ــشترين ش ــه بي ــن گون   اي
Holothuria edulis ثبــت شــده در بانــك ژنــي 

اولـين گـزارش از ايـن       حاضـر،   تحقيق   .دهدنشان مي 
  .)2تصوير  (ددهگونه را در بانك ژني ارائه مي

  
 Holothuria و Holothuria arenicolaهاي گونه 18s rRNAهاي از ژنوتيپ Maximum Parsimony  درخت-2 تصوير

parva جزيره قشم دريايي، خيارهاي.  
  بحث 

ــانواده    ــضاي خ ــان اع ، Holothuriidaeدر مي
  تـــرين و  يكـــي از فـــراوان Holothuriaجـــنس
 در  ين تنـوع آن   هـا اسـت و بيـشتر      ترين جنس متنوع
هاي مرجاني مناطق گرمسيري و سواحل جزر       آبسنگ

 گونه از اين جـنس از نقـاط         37تاكنون  . و مدي است  
.  گزارش شده اسـت    NCBI در سايت    ،مختلف جهان 

 بـــا ،Holothuria گونـــه از جـــنس 7چنـــين، هم
هاي خليج فـارس    استفاده از صفات مورفولوژي از آب     

  .  استشناسايي شده
ــتفاده از  ــا اس ــي  ب ــات ژن ، 18s rRNA اطلاع
- در آبHolothuria گونه از 6شناسايي و فيلوژني 

بـر  چنـين    هم .)6 (هاي اندونزي صورت گرفته اسـت     
ــي   ــات ژن ــاس اطلاع ــك ژن rRNA s16اس ــه ي  ك

هـاي   گونه خيار دريايي از آب     3،  ميتوكندريايي است 
 Holothuria fuscogilva كه شامل ،درياي سرخ

 Actinopyga و Holothuria notabilis و
mauritiana  7(معرفي شدند( .  

 Holothuriaشناسي گونهبررسي صفات ريخت
arenicola    ،هـاي فـرم     اسپيكولنشان دادbutton 

داراي منافــذي هــستند كــه بزرگتــر از فــرم معمــول 
دانشمندان با اذعـان    . شده براي اين گونه است    تعريف

 Holothuria arenicolaه گون وجود ،هابه تفاوت
هـايي از  نمونـه   ولي متذكر شدند كـه ،را تاييد كردند

.  كه هنوز شناسايي نشده اسـت      اين گونه وجود دارند   
يابي نيز تفـاوت در چنـدين بـاز         نتايج حاصل از توالي   

  موجـود در Holothuria arenicolaآلي را بـين  
هاي ثبت شده از اين گونـه در        تواليسواحل ايراني با    

 نمونه موجود در خليج   ،در نتيجه . انك ژني نشان داد   ب
 چرا كـه     گونه بومي خليج فارس باشد؛     تواندفارس مي 

گـرفتن   يمه بسته بودن و قـرار     خليج فارس به دليل ن    
 داراي ،ه گرمــسيريهــاي جغرافيــايي نيمــعــرض در

  شــرايط محيطــي  وي اســتشــرايط محيطــي خاصــ
-جاد گونـه  زايي و اي  ث افزايش گونه   باع ،محدود كننده 
ايـن موضـوع بـه دليـل شـرايط           .شـود هاي بومي مي  

نوسانات حرارتي ( خليج فارس ويژه فيزيكي تنش زا و
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چنين عمق  هم). 8(دور از انتظار نيست     ) و شوري بالا  
كــم و كــدورت آب در خلــيج فــارس باعــث كــاهش  

 است و اين موضوع بـر       شدهها در آن    گسترش مرجان 
 Price .ثير نيـست تاتنوع خارپوستان خليج فارس بي    

هاي خارپوست خليج فـارس     در مقايسه شباهت گونه   
ترين ناحيـه   با نواحي اطراف آن، درياي سرخ را شبيه       

 ـ       44ا، بـا    ــــ ـهحاظ نـوع گونـه    ـبه خليج فـارس از ل
تـوان  علت اين شباهت را مـي . داندشباهت مي درصد

دو  در اين دانست كه درياي سرخ و خليج فـارس هـر      
زا هــستند و دريــاي ســرخ نيــز داراي شــرايط تــنش
  .)8( است داراي شوري بالايي ،همانند خليج فارس

دهد با توجه   نتايج حاصل از اين تحقيق نشان مي      
خاص خلـيج فـارس، امكـان وجـود          به شرايط ويژه و   

لـذا شناسـايي    . هاي بومي، دور از انتظـار نيـست       گونه
مولكولي خارپوستان خليج فارس، امري بسيار مهم و        

  .است ضروري
  
   و قدردانيتشكر

مسئولين محترم دانشگاه آزاد  از وسيله بدين
 تامين واسطة به اسلامي واحد علوم و تحقيقات تهران

 و تشكر پژوهش، اين انجام براي لازم تجهيزات
  . گردد مي قدرداني

  
  مورد استفادهمنابع 

و بررســي تغييــرات زمــاني  شناســايي .1387. س،ايــزدي .1
تان در منـاطق بـين جـزر و مـدي           پوس ـراي خا تنوع گونه 

 پايـان نامـه     .خلـيج فـارس   ،  سواحل جنوبي جزيـره قـشم     
 دانـشگاه شـهيد     ،شناسـي دريـا   كارشناسي ارشـد زيـست    

 .82ص . بهشتي

شناســـايي انـــواع مختلـــف شـــاخه . 1387 .ن، كورانلـــو .2
). قشم و بنـدر لنگـه     (خارپوستان در سواحل خليج فارس      

يان دريا دانـشگاه    پايان نامه كارشناسي ارشد بيولوژي ماه     
  .75ص .  واحد علوم و تحقيقات تهران،آزاد اسلامي

3. Kerr, A. M., Kim, J., 2000. Phylogeny of 
Holothuroidea (Echinodermata) inferred 
from morphology. Journal of the Linnean 
Society.133: 63-81. 

4. Brusca R. C., Brusca, G. J., 2003. 
Invertebrates. 2nd edition, Sinauer 
Associates, Inc. p. 801-837. 

5. Kotpal, L., 2003. Zoology phylum-8, 
Echinodermata, 5th edition, Rastogi 
publications. p. 219. 

6. Pawson, D. L., 2007. Phylum 
Echinodermata. Zootaxa 1668: 749-764. 

7. Lacey, K. M. J., McCormack, G. P., 
Keegan, B. F., Powell, R., 2005. 
Phylogenetic relationships within the class 
Holothuroidea, inferred from 18S rRNA 
gene data. Marine Biology- Research 
Article. 

8. Naggar, A., Ashaat, N., Belbasi, H., 2008. 
Molecular phylogeny of Egyptian sea 
cucumber as predicted from 16s 
mitochondrial rRNA gene sequence. 
World Applied Sciences Journal 52: 531-
542. 


