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 چكيده
تنان مورد توجه محققان مختلف برای بررسي فيلوژني، ترکيبات شيميايي زيست فعال و  از جمله نرم   Aplysiaهای دريايي جنس  خرگوش   : هدف 

کنند. تحقيق حاضر  تنان رژيم غذايي گياهخواری دارند و به منظور دفاع از خود، ترکيبات شيميايي )مرکب( توليد مي دستگاه عصبي هستند. اين نرم 

 پرداخته است.    16s rRNAفارس )شهرستان بوشهر( با استفاده از توالي ژن  ج به شناسايي مولكولي خرگوش دريايي خلي 

هدف با    DNAاستخراج شد و    CTABکل با روش    DNAبرداری از سواحل شهرستان بوشهر صورت گرفت.  نمونه   :هاروش  و  مواد

يونيورسال   تحليل   16sbr-Hو    16sar-Lپرايمرهای  برای  گشت.  دو  تكثير  از  فيلوژني  بيشينهای  و  درست  ة روش     Bayesianنمايي 

با نرمه )ب الگوريتم  Mr Bayesو    RAxMLافزارهای  ترتيب  برای  استفاده شد.   )ML  ،1000   توليد شد. در روش تكرار بوت استراپ 

Bayesian  برداری شد.  نسل يک درخت نمونه  1000ميليون نسل اجرا و برای هر  20نيز برنامه برای 

از روش    ها:افته ي   87با    dactylomela Aplysiaفارس و  ، خرگوش دريايي خليجLikelihood Maximumبر اساس درخت حاصل 

بالا )درصد   پسين  احتمال  و  استراپ  روش  PP=1بوت  از  آمده  به دست  فيلوژني  گرفتند. درخت  قرار  در يک کلاد   )Bayesian   نيز

گون نيز  اين روش  و در  داد  نشان  مشابهي  با  خليج  ة توپولوژی  پسين    درصد  8/95فارس  احتمال  و  استراپ  گروه خواهری  1بوت   در 

A. dactylomela .حمايت شد 

های دريايي در  جديد از خرگوش  احتمالاً  ة وجود يک گون  ةنشان دهند  16S rRNAنتايج حاصل از آناليز مولكولي توالي ژن    گيری:نتيجه 

به منظور گزارش قطعي موقعيت گونخليج  ة منطق اما  از ژن    ة فارس است،  استفاده  با  فيلوژني  آناليزهای  انجام  و همچنين   COIحاضر، 

 های مورفولوژيک گونه لازم است.ويژگي 

 16s rRNAفارس، فيلوژني مولكولي،  ، خليجAplysia، خرگوش دريايي  کليدی: واژگان
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 مقدمه
بوده و  اقیانوس آرام  –هند    ةفارس بخشی از منطقخلیج

تنگ طریق  هند   ةاز  اقیانوس  و  عمان  دریای  به  هرمز 

می )متصل  بالای  1گردد  نوسانات  گرمسیری،  اقلیم   .)

دمای آب در طول سال، نرخ بالای تبخیر در فصول گرم  

شده   سبب  آزاد  دریاهای  با  محدود  آبی  تماس  که  و 

های شدیدی برای موجودات این منطقه وجود استرس

زایی به گونه  ها منجررود که این استرس؛ انتظار می آید

خلیجگسترده در  باشای  شده  )نفارس  از  (.  2د  یکی 

خرگوش   فیلوژنی،  لحاظ  از  دریایی  جالب  موجودات 

 دریایی خلیج فارس می باشد.

جنس  خرگوش دریایی  پایان:  )شکم   Aplysiaهای 

شکماپیستوبرانش از  گروهی  با  ها(  صدف  بدون  پایان 

تنان هستند.  رمبزرگ در مقایسه با سایر ن  سایز بدن نسبتاً

اپیستوبرانشه خرگوشمانند  دریایی  ها،    ة مرحل های 

صرفاً  بلوغ  زمان  در  اما  دارند،  پلانکتونی    لاروی 

)توانایی دارند  کردن  شنا  و  خزیدن  محدود  .  (3های 

دریاییخرگوش آب  های  ساحلی  مناطق  های در 

نیمه و  زندگی  گرمسیری  جهان  سراسر  گرمسیری 

هخوارانی هرمافرودیت هستند  گیااین جانوران  کنند.  می

د، اما در برخی  نکنها تغذیه میاز ماکروجلبک  که اکثراً

  معمولاً .  دارندتغذیه  نیز  های سیانوباکتر  از موارد از کلنی

های  گذاری کرده و تودهبین بهار و پاییز تخم  ةدر فاصل

 .(4)  گذارندتخم را بر روی سطوح سنگی و جلبکی می

وخرگوش دو  دریایی  که  های  دارند  توجه  قابل  یژگی 

بوده زیادی  تحقیقات  اول، خرگوشند ا  موضوع  های  . 

این  دارند.  فرد  به  منحصر  دستگاه عصبی  دریایی یک 

نورون دا موجودات  بزرگی   اندازه:   ة)محدود  شتههای 

روی  میلی  0/ 1-1 بر  سلولی  مطالعات  انجام  که  متر( 

و   یادگیری  فردی همچون حافظه،  رفتارهای  از  برخی 

می ممکن  را  سیناپسی  مسیرهای  بررسی  کند همچنین 

های دریایی فاقد صدف  (. دوم، از آنجا که خرگوش5)

های دفاعی مختلفی همچون خارجی هستند، از مکانیسم

از رژیم غذایی یا سنتز  دفاع شیمیایی )با تجمع سموم  

می استفاده  استتار  یا  جدید(  سمی  )ترکیبات  (. 6کنند 

توسط   شده  تولید  مرکب  روی  بر  متعددی  مطالعات 

های دریایی صورت گرفته و مشخص شده که خرگوش

در   دارویی  خواص  با  متعددی  فعال  زیست  ترکیبات 

  ة (. با این وجود، قبل از ارائ7-11مرکب وجود دارند )

خاص، لازم   ةزارش علمی در مورد یک گونهرگونه گ 

به گونه  آن  تاکسونومیک  موقعیت  دقیق  است  طور 

 مشخص شود. 

مانند   مولکولی  مارکرهای  میتوکندریایی    DNAاز 

(mtDNAبه )بندی سیستماتیک  طور گسترده برای طبقه

(، زیرا  12-13شده است )  استفادههای دریاییخرگوش

این  طبقه سیستماتیک  اساس  بندی  بر  تنها  موجودات 

شناختی )همچون شکل بدن، ساختار  های ریخت ویژگی

پنیس( به دلیل هموپلازی بالا کافی نیست    ةرادولا و زائد

ژن14) شامل  مارکرها  این   .)( ریبوزومی  ،  12Sهای 

16S1واحد    و ..( و ژن زیر  ( سیتوکروم اکسیدازCO1  )

ژنبوده   جمله  شدیداًاز  طول   های  در  شده  حفاظت 

 تکامل هستند. 

مطالعات متفاوتی بر روی   ،و همکاران  (Medinaمدینا )

میان   فیلوژنتیک  روابط  و  مولکولی  سیستماتیک 

انجام دادهخرگوش دنیا  ،  3اند )های دریایی در اطراف 

حاضر، از این مراجع برای بررسی    ة(. در مطالع15و    13

فارس در درخت  موقعیت دقیق خرگوش دریایی خلیج

 .  گردید های دریایی استفادهفیلوژنتیک خرگوش
 

 ها روش  و مواد
ماه و از عمق  برداری در اردیبهشت نمونهبرداری:  نمونه

جفره، شهرستان بوشهر، استان بوشهر    ة پنج متری اسکل
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جغرافیایی   طول  عرض    50̊   82ʹ  43̋ با  و  شرقی 

شمالی صورت گرفت )شکل    28˚  97ʹ  18̋ جغرافیایی  

آوری و  های خرگوش دریایی جمع(. نمونه1، سایت  1

پژوهشکد بیوتکنولوژی  آزمایشگاه  فناوری    ةبه  زیست 

از   قبل  شدند.  منتقل  بوشهر  پزشکی  علوم  دانشگاه 

دقیقه بر روی ظرف یخ قرار    5ها به مدت  یح، نمونهتشر

از بافت    DNA. برای استخراج  حس شدندگرفته و بی

ها در اتانول فیکس شدند.  پا استفاده شد و بافت   ةعضل

های بافتی تا زمان انجام آزمایشات در در نهایت نمونه

 نگهداری شدند. -C° 20فریز 

 

 

 
 

 Diva-GISافزار برداری تهیه شده با نرمنقشه محل نمونه  (1شکل 

Fig 1) Map of sampling site, prepared with Diva-GIS. 
 

 
 

 

استخراج    :DNAاستخراج   روش   DNAبرای  از 

CTAB  ( ابتدا  16استفاده شد :)گرم از بافت  میلی  100

عضلانی با استفاده از یک تیغ اسکالپل استریل به قطعات 

سپس   و  خورد  برش  لیز   µl  500ریز   بافر 

(µl2  مرکاپتواتانول و  -بتاml1    بافرCTAB  ]10   درصد

بازی     4مولار،    NaCl  5  درصد  28مولار،    1تریس 

( CTAB]محلول    درصد  3مولار و    EDTA  5 /0  درصد

لیز   فرایند  بهبود  منظور  به  شد.  اضافه  میکروتیوب  به 

پروتئیناز    µl  20سلول،   و   kآنزیم  اضافه  مخلوط  به 

)دمای   C°  37میکروتیوب به مدت یک شب در دمای  

بهینه برای فعالیت آنزیم( شیک شد. پس از هضم کامل  

ایزوآمیل الکل به میکروتیوب    کلروفورم/   µl  500بافت،  

دقیقه در دمای اتاق قرار داده شد.   1اضافه و به مدت  

و سرعت    C°  4دقیقه در دمای    9سپس مخلوط به مدت  

rpm  14000    سانتریفوژ شد. سوپرناتانت حاصل به یک

از حجم   0/ 7  ةمیکروتیوب جدید منتقل شده و به انداز

گذشت   از  پس  شد.  اضافه  سرد  ایزوپروپانول   15آن 

قیقه در  د  10، نمونه به مدت  -C°  20دقیقه در فریزر  

سانتریفوژ شد. پلت    rpm  14000و سرعت    C°  4دمای  

با   تا    درصد  70اتانول    µl  500حاصل  شستشو شد و 

زمان خشک شدن الکل، میکروتیوب بر روی یک کاغذ  

به   TEبافر    µl  20صافی استریل قرار گرفت. در نهایت  

مراحل   بهتر  درک  بمنظور  شد.  اضافه  میکروتیوب 

 شود.  )الف( مراجعه  2شکل  استخراج به  مختلف فرایند  
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 با استفاده از ستون  DNA؛ )ب( تخلیص CTABبا استفاده از  DNAنمای شماتیک مراحل مختلف )الف( فرایند استخراج  (2شکل 

Fig 2) Schematic view of different steps of (a) DNA extraction process using CTAB; (b) DNA purification using  

commercial columns 
 

به دلیل حضور مقادیر بالای رنگدانه و کربوهیدرات در بافت  

ب  محلول  دریایی،  تخل ه جانوران  ستون  از  آمده  یص  دست 

DNA    .نیز عبور کرد تا میزان آلودگی بافتی به حداقل برسد

تخلیص   مطابق    DNAمراحل  ستون  از  استفاده  با 

شرکت  انجام  Favorgen-FAGCK001)   دستورالعمل   )

)ب( قابل مشاهده است.    2شد و نمای شماتیک آن در شکل  

مرحله،   این  پایان  از  بر روی دستگاه    μl  2پس  نمونه  از 

( لود شد و نسبت جذب  DeNovix-DS11FXنانودراپ ) 

قرائت شد. میزان    nm  280 /260های  نوری در طول موج 

نمون  آلودگی  بررسی  برای  مناسبی  نشانگر  نسبت    ة این 

DNA   وتئین است. لازم به ذکر است که تمامی مراحل  به پر

 در حالت استریل و زیر هود صورت گرفتند.  
 

به منظور تکثیر    :PCRژني با استفاده از    ةتكثير قطع

از پرایمرهای مورد استفاده در    16S rRNAژنی    ةقطع

)  ةمطالع والش  و  شد Walsh)  (13مدینا  استفاده   )

توالی1)جدول   پرایمر  (.  پیشگام   توسطهای  شرکت 

 سنتز شده و به آزمایشگاه ارسال شدند.  
 

 ( ليست پرايمرهای مورد استفاده در تحقيق حاضر 1جدول  

 توالي نام پرايمر 
16sar-L 3´-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-5´ 
16sbr-H 3´-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-5´ 

 

آماده مراحل  بتمام  واکنش  مخلوط  صورت  هسازی 

تا  شد  انجام  یخ  ظرف  روی  بر  و  هود  زیر  استریل، 

فعالیت آنزیمی به حداقل ممکن برسد و از انجام واکنش 

آماده از  پس  شود.  جلوگیری  مخلوط  ناخواسته  سازی 

ها به دستگاه ترمال سایکلر منتقل و  واکنش، میکروتیوب

 (. 2با شرایط زیر انجام شد )جدول  PCRواکنش 
 

 PCRلف واکنش ( مراحل مخت2جدول 

 شرايط مرحله

 C°  94دقیقه،   2 واسرشته سازی اولیه 

 ثانیه،  30؛  C° 94ثانیه،  30چرخه:  30 سازی، الحاق و بسط واسرشته 

C°  50 ثانیه،   30؛ وC°  72 

 C°  72دقیقه،   5 بسط نهایی نهایی 
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ژنی مورد نظر، محصول واکنش    ة یید تکثیر قطع أ به منظور ت 

لود شد. پس از حصول اطمینان    درصد   1بر روی ژل آگارز  

، باند مورد نظر با استفاده از یک  PCRاز کیفیت محصول 

تیغ اسکالپل استریل از ژل جدا شده و برای استخراج بر  

از ژل آگارز قرار گرفتند.    DNAهای استخراج  روی ستون 

نمونه  نهایت  بر در  مناسب  توالی های  شرکت  ای  به  یابی 

های به دست آمده  ماکروژن )کره جنوبی( ارسال و توالی 

 ثبت گردید.   NCBIدر بانک ژنی  
 

فيلوژنتيكي:  مطالع   آناليزهای  روش   ة در  از  های  حاضر 

 Maximumنمایی ) ( و بیشینه درست Bayesianبایزین ) 

Likelihood ها استفاده شده  ( برای تجزیه و تحلیل توالی

های حاصل  است. جهت انجام آنالیزها، ابتدا کروماتوگرام 

نرم  از  استفاده  با  توالی  تعیین    ویرایش )   Bioeditافزار  از 

( بررسی شدند و نقاط خطا، اصلاح یا حذف گردید.  7/ 2

ها،  بعدی، به منظور شناسایی اختلاف میان توالی   ة در مرحل 

.  1ویرایش  )   Locarnaافزار  های ویرایش شده با نرم نمونه 

های موجود در بانک ژنی )جدول  ( با سایر توالی 1.  9.  2

آن ترسیم    16Sی  ردیف شده و مدل ساختار ثانویه ( هم 3

توسط  گرفته  صورت  مطالعات  اساس  بر  و    شد.  مدینا 

به    Akera bullata  ة ( در این آنالیزها، گون 17)   همکاران 

برون  روابط  عنوان  شناسایی  برای  مرجع  )گروهی  گروه 

نظر   در  مونوفایلتیک(  موجودات  میان   خویشاوندی 

 گرفته شد. 

 

های مورد استفاده در آناليزهای فيلوژني، کد دسترسي به توالي ژني  ( نام گونه 3جدول 

 NCBIنک ژني ها در با توالي  ةها و منابع ثبت کنندآن
 منبع  Accession number(NCBI) نام گونه

Aplysia oculifera AF192302.1 

(17) 

A. morio AF192301.1 
A. kurodai AF192300.1 
A. gigantea AF192299.1 
A. fasciata AF192298.1 

A. dactylomela AF192297.1 

A. brasiliana AF192296.1 

A. juliana AF192292.1 

Akera bullata AF156127.1 (13) 

 

  ة (، از برنام BI)  Bayesianبرای آنالیز فیلوژنی به روش  

MrBayes  این   3.  2.  7  ویرایش تمرکز  شد.  استفاده 

مدل بر  مکانروش  تمامی  و  است  تکاملی  های  های 

می بررسی  را  اجرای  جانشینی  از  پیش  بنابراین  کند. 

نرم از  استفاده  با  اساس    MEGA6افزار  آنالیزها،  بر  و 

اطلاعاتی    AIC  (Akaike Informationمعیار 

Criterionنظر    ی مورد(، بهترین مدل تکاملی برای داده

برای آنالیز داده    T92تعیین شد. طبق این آزمون، مدل  

مورد استفاده قرار گرفت. به منظور کسب توزیع مناسبی  

( پسین  احتمال  (، PP؛  Posterior Probabilityاز 

زنجیر فیلوژنی  تحلیل  و  تجزیه  برای  مارکوف   ةبرنامه 

( با سه  Markov Chain Monte Carloمونت کارلو )

زنجیره سرد تنظیم شد، سپس برنامه   زنجیره گرم و یک

نسل یک    1000میلیون نسل اجرا و برای هر    20برای  

نمونه آنالیز،  درخت  تکمیل  از  پس  شد.    25برداری 

درختان   درصد و  شدند  سوزانده  حاصل  درختان  از 

( برای  PPای )باقیمانده همراه با مقادیر حمایت شاخه

اجمالی    ةمشاهد درخت  نرم  50یک  به  ار افزدرصد 

FeegTree  (  انتقال داده شدند. برای  1.  4.  4ویرایش )

 ( نمایی  درست  بیشینه  نرم MLآنالیز  از  افزار  (، 
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RAxML    .یتم  اصولاً الگورشدML  نظر   احتمال مورد

نوکلئوت  یبرا گره  یدهر  در  را   یاجداد  یهاممکن 

  ین ساختار درخت را از ا  ایینمو درست   کندیمحاسبه م

به درست آوردمی  دست   احتمالات  همه   یینما. 

  شود یم  ی روش بررس  ینقابل قبول در ا  ی هایتوپولوژ

درخت انتخاب    ینعنوان بهتردرخت به  ترینو محتمل

بهترین  .شودیم انتخاب  از  پس  آنالیز  این  انجام  برای 

استفاده    rapid bootstrapping  ةمدل تکاملی، از گزین

راپ تولید شد. پس از پایان  تکرار بوت است  1000شد و  

درخت   و    MLآنالیز  انتخاب  امتیاز  بیشترین  دارای 

افزار با  مقادیر بوت استراپ گنجانده شد. خروجی نرم

نرم از  (  1.  4.  4  ویرایش)  FeegTreeافزار  استفاده 

 مشاهده شد. 

 

 هايافته
استخراجی نشان داد که    DNAبررسی کمیت و کیفیت  

فرایند   طول    DNAلیتر  نانوگرم/میلی  314/ 95در 

نیز برابر   A260/280 nmاستخراج شده است، نسبت  

باند    1/ 78 است.  نمونه  بالای  کیفیت  گویای  که  بود 

  ة نیز نشان دهند   درصد  1تشکیل شده بر روی ژل آگارز  

تشکیل یک باند واضح بر روی ژل بود که کیفیت نمونه 

ت را  پروتئینی  آلودگی  وجود  عدم  بررسی أو  کرد.  یید 

 bps 520تشکیل باندی با طول تقریبی  PCRمحصول 

یید کرد. پس از  أرا نشان داد که تکثیر صحیح قطعه را ت

تعیین توالی نمونه توسط شرکت، ترادف نوکلئوتیدی با  

 ر بانک ژنی ثبت گردید. د MW419903 ةشمار

هم  از  توالیپس  نرمتراز شدن  با  و    Locarnaافزار  ها 

(، درخت فیلوژنی  3)شکل    16Sترسیم مدل ساختاری  

خلیج دریایی  صورت خرگوش  به  که   فارس 

Aplysia sp.  روش با  شده   نامگذاری 

Maximum Likelihood  (ML  شکل( شد  ترسیم   )

ترازسازی و آنالیز تبارزایی هم ( و مقایسه توالی ژنی،  4

  Aplysiaخرگوش دریایی جنس    ةگونه با هشت گون

از بانک جهانی ژن صورت گرفت. آنالیز فیلوژنی با هر 

پشتیبانی از    درصد  94  ةنشان دهند   BIو    MLدو روش  

پشتیبانی بوت استراپ برای    درصد  50احتمال پیشین و  

دهای اشتقاقی  بیشتر کلادهای پایه و مقادیر بالاتر در کلا

دو  هر  در  شده  رسم  درخت  توپولوژی  همچنین  بود. 

یلتیک بودن امونوف  ةروش مشابه با یکدیگر و نشان دهند

ی  بود. مطابق درخت ترسیم شده، گونه  Aplysiaجنس  

و  خلیج درصد    87با    Aplysia dactylomelaفارس 

( در یک کلاد PP=1بوت استراپ و احتمال پسین بالا )

گرفتند.   روش  قرار  از  آمده  دست  به  فیلوژنی  درخت 

Bayesian    نیز توپولوژی مشابهی با روشML   نشان

درصد    95/ 8خلیج فارس با    ةداد و در این روش نیز گون

پسین   احتمال  و  استراپ  خواهری   1بوت  گروه   در 

A. dactylomela ةحمایت شد. گون Akera bullata  

گروه در نظر گرفته  به عنوان برون  Akeridae  ةاز خانواد

 (. 4شد )شکل 

 
 

های مورد مطالعه و ترسیم مدل ثانویه با  همترازسازی توالی ( 3شکل 

 .Locarnaافزار استفاده از نرم 

Fig 3) Aligning the sequences and plotting the sec-

ondary model using Locarna.  
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نشان داده   .Aplysia spصورت فارس بهی خرگوش دریایی خلیج های مورد بررسی. در این درخت گونه درخت فیلوژنی ترسیم شده برای نمونه (4 شکل

 هستند. MLهای مدل و اعداد بدون * نشانگر ساپورت  Bayesianهای مدل ساپورت  ةاند، نشان دهندشده است. اعدادی که با * مشخص شده
 

Fig 4) The phylogeny tree drawn for studied species. In this tree, the Persian Gulf’s sea hare is shown as Aplysia sp.. 

Numbers marked with * indicate Bayesian model supports and others indicate the ML model supports. 
 

 بحث 
که به بررسی    سیستماتیک  ةی اخیر در حوزهاپیشرفت 

د )مانند  نپردازتکاملی صفات مورد مطالعه می  ةتاریخچ

امکان  اشتقاقی(،  شرایط  با  مقایسه  در  اجدادی  شرایط 

اند. در برخی  آنالیزهای فیلوژنتیک دقیقی را فراهم نموده

شناختی که به طور سنتی برای های ریخت موارد، ویژگی

ال برانگیز برای  ؤ شوند از اهمیتی ساستفاده میبندی  طبقه

بررسی فیلوژنی برخوردارند زیرا این صفات همولوگ 

روابط   در  ابهاماتی  بروز  سبب  نتیجه  در  و  نیستند 

تاکسون میان  در  شد فیلوژنتیک  خواهند   ها 

(18-20.)  ( ( شواهد جامعی 19)  (Goslinerگوسلینر 

اهش اندازه  از هموپلازی برای کل زیر رده بر اساس ک 

ویژگی رفتن  بین  از  ویا  داد،  ارائه  میکلسن    ها 

(Mikkelsen  )(20 هموپلازی از  شواهدی  نیز   )

  Cephalaspideaشناسی با تمرکز بر روابط میان  ریخت 

هایی از صفاتی که چندین بار به اولیه ارائه دادند. مثال

رفته میان  از  یا  کوچک شده  مستقل  اند شامل  صورت 

اپرکولوم، جونده   صدف،  صفحات  و  رادولا  تنیدیوم، 

پدید پیچ  Eutyneury  ةاست.  عدم  خوردگی  )یا 

اجداد  طناب از  بار  چندین  جانبی(  عصبی  های 

streptoneurous  نتیج در  خورده(  پیچ  دتورژن    ة)یا 

آن   مورد  جدیدترین  و  شده  از    Anaspideaمشتق 

نام   به  اولیه  )  Akeraاسترپتونوران  (.  19و    18است 

تاکسونومیست  اپیستوبرانشبنابراین،  سنتی  با  های  ها 

صفات هموپلاستی بسیاری مواجهند که تفسیرشان برای  

 بررسی فیلوژنتیک مشکل است. 
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Anaspidea  کوچک از  راستهیکی  های  ترین 

Opistobranch  حال این  با  از    ،هستند.  گروه  این 

شده تشکیل  برای نرمتنانی  تنها  نه  که  اند 

سایر   هاتاکسونومیست  در  فعال  دانشمندان  برای  بلکه 

شناسی از جمله فیزیولوژی، اکولوژی  های زیست حوضه

( هستند  توجه  قابل  رفتارشناسی  به  13و  راسته  این   .)

جنس تشکیل شده، اما روابط    10یا    9صورت سنتی از  

های  بندیها نامشخص بوده است. طبقهمیان این جنس

اساس چندین  بر    Anaspideaتاکسونومیک فعلی برای  

ویژگی بدون در نظر گرفتن شرایط اجدادی یا اشتقاقی  

طبقه مشهور  روش  دو  است.  گرفته  بندی  صورت 

یک  در  است:  زیر  شرح  به  راسته  این  تاکسونومیک 

نام   Anaspideaبندی،  طبقه به  خانواده  یک  از 

Aplysiidae    با پنج زیرخانواده تشکیل شده است. در

طو طبقه اساس  بر  دیگر،  احشایی،  بندی  لوپ  ل 

های مختلفی در دو زیرراسته با یک خانواده برای  جنس

   (.4)جدول ( 22و  21هر زیرراسته قرار گرفته است )

 

 Marcus (22 )( و 21) Ealesبر اساس دو روش پيشنهادی توسط  Anapsideaبندی راستة ( طبقه 4جدول 

Eales (1994) Akera Family Akeridae 

 

Aplysia Linnaeus 1767 
Syphonota Adams & Reeve 

Family Aplysiidae 
Subfamily Aplysiinae 

Dolabella Lamarck 1801 Subfamily Dolabellinae 

Notarchus Cuvier 1817 

Stylocheilus Gould 1852 
Bursatella Blainville 1817 

Subfamily Notharchinae 

Dolabelifera Gray 1847 

Petalifera Gray 1847 

Phyllaplysia P. Fischer 1872 

Subfamily Dolabriferinae 

Marcus (1972) 

Aplysia 

Syphonota 

Dolabella 

Suborder Longicommissurata 

Family Aplysiidae 

Subfamily Aplysiinae 

Notarchus 
Stylocheilus 

Burstella 
Dolabrifera 

Petalifera 

Phyllaplysia 

Subfamily Dolabellinae 
Suborder Brevicommisurata 

Family Notharchidae 
Subfamily Notharchinae 

Subfamily Dolabriferinae 

 

 

 

  ة جایگاه خانوادشود،  همانطور که در جدول مشاهده می

Akeridae    سایر و  استرپتونوری  ظاهر  دلیل  به 

های پلیژیومورفیک بحث برانگیز است. برخی از  ویژگی

ی سفالی  را بر اساس وجود یک پوسته  Akeraمحققان  

غیرتنتاکولی، صدف خارجی بزرگ و پاراپودیای آزاد در  

Cephalaspidea  می ویژگیقرار  این  با  دهند.  ها 

Anaspidea  می و  مقایسه  رینوفور  تنتاکل،  که  گردد 

پاراپودیا دارند ) ادغام  از   (.23و    22همچنین درجاتی 

  Akeridaeهتر است  اند که ب دیگر پیشنهاد کرده  محققان

رسد  قرار گیرد، زیرا به نظر می  Anaspideaی  در راسته

های  حد واسط میان اجداد سفالاسپیدی و سایر خرگوش

گرفتن   قرار  حامیان  است.  در   Akeraدریایی 

Anaspidea    مشترک خصوصیت  چندین 

از جمله   Anaspideaو    Akeraسیناپتومورفیک میان  

رادولا و سیستم عصبی سیستم تولیدمثلی، غدد دفاعی،  

پیشنهاد می نهایت بر اساس  19دهند )مرکزی را  (. در 

)  کهمطالعاتی   والش  و  روی Walsh)  (13مدینا  بر   )

راسته مولکولی  اساس   Anaspideaی  سیستماتیک  بر 
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( انجام  COIو  12S ،16Sمیتوکندریایی ) DNAتوالی 

جنس   که  شد  مشخص  راسته  Akeraدادند،  ی در 

Anaspidea   می از  قرار  برخی  در  باید  و  گیرد 

های مورفولوژیک )مانند صدف، ادغام پاراپودیا(  ویژگی

طبقه برای  قبلا  خرگوشکه  استفاده  بندی  دریایی  های 

شد، تجدید نظر گردد. همچنین این محققان عنوان  می

تبارشناسی خرگوش های  کردند که در بررسی درخت 

جنس   عنوان   Akeraاز  توان  می   Aplysiaدریایی  به 

 گروه استفاده کرد.  برون

به دلیل سطوح بالای هموپلازی مورفولوژیک و تمایل  

که   صفاتی  از  بسیاری  کاهش  توسط  قبلاً  به 

گرفت،  های نرمتنان مورد استفاده قرار میتاکسونومیست 

های دیگری برای حل روابط فیلوژنتیک  باید از ویژگی

رد. مارکرهای مولکولی در کلاد اوپیستوبرانش استفاده ک 

حاوی   زیرا  هستند،  هدف  این  برای  مناسبی  ابزار 

میویژگی که  هستند  فراوانی  آنالیز  های  در  توانند 

( بگیرند  قرار  استفاده  مورد  گزینه24فیلوژنی  های  (. 

در   که  دارند  وجود  مولکولی  مارکرهای  از  متعددی 

شوند. در این  سطوح مختلف سیستماتیک مفید واقع می

که    میان، )  DNAثابت شده  ( mtDNAمیتوکندریایی 

های فیلوژنی را در سطوح مختلف تاکسونومی  سیگنال

میتوکندریایی فقط از سمت مادر    DNAکند.  حمل می

می ارث  نرخ به  و  است  نوترکیبی  هرگونه  فاقد  رسد، 

ای در بسیاری از  های هستهبالاتر تکاملی نسبت به ژن

 mtDNAتر،  همه مهمدهد. شاید از  ها نشان میتاکسون

ژنآرایه از  میای  که  دارد  مختلف ها  در سطوح  تواند 

آرایه این  باشند.  مفید  ژنفیلوژنی  شامل  های ها 

( از جمله حفاظت  16Sو    12Sریبوزومی  و  هستند   )

(.  15باشند )ترین مناطق در ژنوم میتوکندریایی میشده

که ژن آنجا  با سرعت  از  میتوکندریایی  ریبوزومی  های 

همولوگبی به  نسبت  هستهشتری  تکامل  های  ایشان 

ی اول در سطوح پایینی ها در درجه یابند، از این ژنمی

شود  تاکسونومی از سطح جنس تا جمعیت استفاده می

(. مطالعات صورت گرفته بر روی روابط فیلوژنی  25)

می نشان  مختلف  مارکرهای  جانوران  که    rRNAدهد 

تا   واگرایی  برای  قابل    100میتوکندریایی  سال  میلیون 

های قابل اعتماد  اعتماد هستند. از آنجا که اولین فسیل

میلیون    165به اواسط ژوراسیک )  Akeraیافت شده از  

های  گردد، اما اولین گزارش از خرگوشسال پیش( برمی

( متعلق به دوران  Dolabellaو    Aplysiaدریایی اولیه )

رسد میلیون سال پیش( بوده است، بنظر می  25میوسن )

های مناسبی برای بررسی  که مارکرهای ریبوزومی گزینه

 (. 13روابط فیلوژنتیک در این کلاد باشند )

زمین در  شده  انجام  مطالعات  به  توجه  با    ة بنابراین 

دریایی   خرگوش  شناسایی  نرمتنان،  این  سیستماتیک 

فیلوژنتیک  خلیج آنالیز  اساس  بر   توالی فارس 

16S rRNA  ة  انجام و گونAkera bulata    نیز به عنوان

بهتر    ةگروه انتخاب شد. همچنین به منظور مقایسبرون

خلیج  DNAتوالی   گونه  با  میتوکندریایی  فارس 

پرایمر یونیورسال مورد استفاده در گونه از  های دیگر، 

همکاران  ةمطالع و  قطع17)  مدینا  تکثیر  برای  ژنی    ة( 

های  استفاده شد و در نهایت توالی بدست آمده با توالی

  ( 3)جدول    NCBIثبت شده از آن مطالعه در بانک ژنی  

تکاملی  گردید  مقایسه درخت  آنالیز  از  حاصل  نتایج   .

جنس   که  داد  نشان  شده  گروه    Aplysiaترسیم  یک 

میامونوف  تشکیل  را  دریایی  یلتیک  خرگوش  و  دهد 

های ثبت شده در  جزا از گونهی مفارس یک گونهخلیج

صورت گرفته    ةباشد. این نتیجه با مطالعبانک ژنی می

( مطابقت دارد. این محققان  3)  مدینا و همکاران  توسط

های دریایی جنس  به بررسی روابط فیلوژنتیک خرگوش

Aplysia    با استفاده از سه توالیDNA    میتوکندریایی

COI  ،16S    12وS  ت و  کردندأپرداختند  این   کید  که 
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مونوف گروه  یک  از  است.  اجنس  شده  تشکیل  یلتیک 

روش با  مطالعه  این  در  فیلوژنی  های  درخت 

Maximum Likelihood  ،Minimum Evolution  

تحقیق   Maximum Parsimonyو   همانند  و  ترسیم 

تکرار بوت استراپ تشکیل شده است.   1000حاضر از 

ضر  ای میان درخت ترسیم شده در تحقیق حا در مقایسه

توسط گرفته  تحقیق صورت  همکاران    و  و  (  3)مدینا 

های مختلف  هایی در جایگاه گونهتوان متوجه تفاوتمی

 .A  ،(3)مدینا و همکاران    ةشد. به عنوان مثال، در مطالع

dactylomela  و  A. oculifera    قرار کلاد  یک  در 

حاضرگرفته تحقیق  در  حالیکه  در   ، اند، 

A. dactylomela    نسبت خواهری  کلاد  یک   به در 

A. oculifera  گیرد. بر اساس نظر این محققان، قرار می

می را  تفاوت  این  شیوهعلت  در  مختلف  توان  های 

ها، استفاده از آنالیزهای فیلوژنی متفاوت  ترازی توالیهم 

های تعریف شده برای هر آنالیز  د نسلو همچنین تعدا

می البته  کرد.  را  جستجو  تفاوت  این  دیگر  دلیل  توان 

فارس در  وجود توالی مربوط به خرگوش دریایی خلیج

احتمالاً زیرا  دانست،  حاضر  تحقیق  فیلوژنی  به    آنالیز 

فارس و  خلیج  ةها میان گوندلیل نزدیکتر بودن شباهت 

A. dactylomelaکلاد و در مقایسه با  ، این دو در یک

A. oculifera    میدر قرار  خواهری  کلاد  گیرند. یک 

توسط  ةمطالع  لنگلینگ    -والشید  دیگری 

(Wollscheid-Lengeling  و همکاران به  12)(  نیز   )

خرگوش فیلوژنی  جمله  بررسی  از  دریایی  جنس  های 

Aplysia    از نیز  مطالعه  این  نتایج  است.  پرداخته 

کند اما با  پشتیبانی می  Aplysiaیلتیک بودن کلاد  امونوف 

های مورد بررسی در این مطالعه با  توجه به اینکه گونه

مقایسه  گونه امکان  دارند،  تفاوت  حاضر  تحقیق  های 

 وجود ندارد.

نکت گونه  ةیک  مورد  در  توجه     های جالب 

A. dactylomela  ،A. oculifera  فارس  خلیج  ةو گون

شکل ظاهری مشابه این سه گونه است، البته لازم به ذکر  

های  است که خواستگاه هر گونه متفاوت بوده و تفاوت

قابل   گونه  سه  این  میان  در  نیز  جزئی  مورفولوژیک 

است  )  .مشاهده  و  Eales)  (26ایلز  گوسلینر  ( 

(Gosliner)  (19نیز بیان کرده های اند که در بررسی( 

گون دو  برای  اولیه   و  A. dactylomela  ةتاکسونومی 

A. oculifera  ویژگی اساس  باید  بر  مورفولوژی  های 

های ظاهری  دقت کرد و به جزئیاتی همچون جثه و طرح

بدن توجه نمود. بنابراین با توجه به موقعیت خاص این  

ر درخت فیلوژنی و همچنین شباهت ظاهری  سه گونه د

ارسال نمونه به یک   ها از نظر مورفولوژیک، احتمالاً آن 

یک   ةموز توسط  آن  بررسی  و  معتبر  جانورشناسی 

خرگوش مورفولوژی  کمک  متخصص  دریایی  های 

دریایی   خرگوش  دقیق  جایگاه  تعیین  به  شایانی 

 فارس خواهد کرد. خلیج

 

 گيرینتيجه 

 16Sنتایج حاصل از آنالیز مولکولی با استفاده از توالی ژن  

rRNA   جدید از    ی احتمالًاوجود یک گونه   ة نشان دهند

فارس است. مطابق  خلیج   ة های دریایی در منطق خرگوش 

،  Maximum Likelihood  درخت ترسیم شده با روش 

  درصد   87با    Aplysia dactylomelaفارس و  خلیج   ة گون 

( در یک کلاد  PP= 1بوت استراپ و احتمال پسین بالا ) 

روش   از  آمده  دست  به  فیلوژنی  درخت  گرفتند.  قرار 

Bayesian    نیز توپولوژی مشابهی با روشML    نشان داد

بوت   درصد   95/ 8فارس با  خلیج   ة و در این روش نیز گون 

پسین   احتمال  و  خواهری   1استراپ  گروه   در 

A. dactylomela   هم شد.  توپولوژی  حمایت  چنین 

درخت رسم شده در هر دو روش مشابه با یکدیگر و نشان  

بود. اما به منظور    Aplysiaیلتیک بودن جنس  ا مونوف   ة دهند 
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گون  موقعیت  قطعی  آنالیزهای    ة گزارش  انجام  حاضر، 

ژن   از  استفاده  با  بررسی    COIفیلوژنی  همچنین  و 

 مورفولوژیک گونه لازم است.  

 

 سپاس و قدرداني

فارس  کارکنان پژوشکده علوم زیست پزشکی خلیجاز  

به   کمک  بابت  بوشهر  پزشکی  علوم  دانشگاه  در  واقع 

مختلف جمع مراحل  انجام  همچنین  و  نمونه  آوری 

 آزمایشگاهی کمال تشکر را داریم.
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Abstract 

Background: Sea hares of the Aplysia genus are among the mollusks of interest for various researchers to 

study their phylogeny, bioactive compounds and the nervous system. These mollusks are herbivorous and 

produce chemical compounds (ink) to defend themselves. The present study provided molecular  

identification of the Persian Gulf (Bushehr city) sea hare using 16s rRNA gene sequence.  

Materials and Methods: Sampling was done in coastal waters of Bushehr (Bushehr Province, Iran). Total 

DNA was extracted using CTAB method and target DNA was amplified by 16sar-L and 16sbr-H universal 

primers. For phylogenetic analysis, both Maximum Likelihood and Bayesian methods (by RAxML and Mr. 

Bayes programs, respectively) were used. For ML algorithm, 1000 bootstrap replicates were generated. In 

Bayesian approach, the program was implemented for 20 million generations and one tree for every 1000 

generations was sampled.  

Results: Based on the obtained tree from ML method, Persian Gulf sea hare and Aplysia dactylomela were 

placed in a clade with 87% bootstrap and high posterior probability (PP=1). The obtained phylogenetic tree 

from Bayesian approach showed similar topology. The Persian Gulf sea hare with 95.8% bootstrap and 

PP=1 was again supported in the sister group of A. dactylomela.  

Conclusion: The results from the molecular analysis of 16s rRNA gene sequence indicate probable  

existence of a new species of sea hare in the Persian Gulf region. In order to determine the exact position of 

the present species, the phylogenetic analysis of COI gene sequence and morphological characteristics are  

essentials.  
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