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چکيده

در جزايرخارک، شیدور،  Pinctada persicaمطالعه حاضر با هدف بررسي تنوع جمعیتي صدف مرواريد ساز لب سیاه 

از  ايستگاه و 4نمونه از مجموع هر 09در اين راستا تعداد صورت گرفت.PCR-RFLP هندورابي ولارک با تکیه بر روش 

انجام پذيرفت. از يک جفت آغازگرعمومي ژن  CTAB توسط روش DNA متري جمع آوري شد. استخراج9-6عمق 

 195به طول  PCR اي پلیمراز استفاده شد. هضم آنزيمي محصول براي انجام واکنش زنجیره Ιسیتوکروم اکسیداز

رفت. قطعات حاصل از هضم صورت پذي Taq Ι و SfaNΙ ,HindIII ,Dde Ι ,Ava ΙΙ آنزيم محدودگر 0جفت باز، توسط 

آنزيمي پس از الکتروفورز بر روي ژل پلي اکريل آمید و رنگ آمیزي با نیترات نقره، ظاهر و عکس برداري گرديد. 

ايستگاه در سواحل  4نمونه جمع آوري شده از  09طبق نتايج بدست آمده الگوي الکتروفورز هضم آنزيمي هر يک از 

باشد. نتايج حاصله مؤيد آن است که جمعیت صدف  آنزيم بکار رفته يکسان مي 0شمالي خلیج فارس با هر کدام از 

 مرواريد ساز لب سیاه مورد مطالعه از نظر اين ژن کاملا همگن و بدون تنوع ژنتیکي است.
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 مقدمه. 1

ر پهناور ايران به علت گستردگي وسیع کشو

هاي متعدد، از اهمیت  جغرافیايي و دارا بودن زيستگاه

و لذا آگاهي از  باشد اکولوژيکي بالايي برخوردار مي

هاي متعدد آبزيان در  هاي اکولوژيکي گونه ويژگي

هاي ايران مي تواند درجهت مديريت ذخاير آبزيان  آب

در سراسر  Pteriidaeخانواده  در آينده مؤثر باشد.

سواحل شمالي خلیج فارس از جزيره لارک تا خارک 

هاي جنوبي  پراکندگي دارند. از اين خانواده در آب

جنس  9گونه، متعلق به  1توان به  خلیج فارس مي

(Al-Khayat and Al-Ansi, 2008)  و همچنین در

 Pinctada بهتوان  هاي شمالي خلیج فارس مي آب

radiate (Gervis and Sims, 1992)  وPinctada 

persica  اشاره کرد(Ranjbar et al., 2016.) 

اين صدف از دير باز در خلیج فارس وجود داشته که 

 Pinctada margaritiferaبه همین دلیل به آن نام 

persica هاي اصلي و قديمي صدف  اند. زيستگاه داده

هاي جنوبي ايران بیشتر  مرواريد ساز لب سیاه در آب

هاي اطراف جزاير هندورابي، شیدور، خارک،  آب در

هاي بنادر شیبکوه، بستانه و  کیش، لاوان، قشم، آب

 .(Tajalipour, 1994) باشد اطرف جزيره لارک مي

 هاي مرواريد ساز لب سیاه جزء جانوران صدف

باشند و  چسبیده به بستر و داراي حرکت جزئي مي

 کنند عمدتا در نواحي زير جزر و مدي زندگي مي

(Nagappan nayar and Mahadevan, 1987).  مشابه

هاي مرواريد ساز  ها، تغذيه در صدف  اي ديگر دو کفه

 ,Gervis and Sims)باشد  به روش صافي خواري مي

1992). 

ي مرواريد ساز توسط جبه ها در صدف ها پوسته

شوند که همچنین عاملي براي پیوند  ميساخته 

سازي است. در مطالعه  مرواريد در طي عمل مرواريد

بافت شناسي و هیستوشیمي ساختار جبه گونه جديد 

و   Pinctada persicaصدف مرواريد سازخلیج فارس

 مقايسه آن با دو گونه ديگر صدف مرواريد ساز

Pinctada radiate وPteria penguin   نشان داده شد

داراي مورد مطالعه سه گونه  دري جبه ها که لبه

لولي هستند، اما در شکل چین ساختار مشابه س

 .(Parvizi et al., 2018)متفاوت هستند  ها خوردگي

در گذشته اين صدف در خلیج فارس داراي ذخاير 

فراواني بوده است که به دلايل مختلف از قبیل ايجاد 

ها،   اختلال در اکوسیستم از طريق افزايش بار آلودگي

 به خصوص سطح بالاي آلودگي مواد نفتي در اثر

و هاي زيست محیطي  و ساير آلاينده استخراج و انتقال

صید بي رويه موجب شد تا روز به روز ذخاير طبیعي 

هاي  آن دستخوش تغییر و کاهش فراوان شود. در سال

گذشته و در فصول تخم ريزي در مناطق جزاير لاوان، 

کیش، نخیلو، بندر گناوه و طاهري متاسفانه هیچگونه 

اين امر  .(Rameshi, 2007)اي يافت نشد  صدفچه

نشان دهنده اين مطلب است که تکثیر طبیعي بخاطر 

هاي مولد در  تراکم کم و پراکندگي بیش از حد صدف

حد صفر مي باشد. به طوريکه تراکم صدف مرواريد 

قطعه صدف  559/5 ساز لب سیاه در جزيره هندورابي

قطعه در متر صفر در متر مربع و در جزيره شیدور 

در جزيره لاوان و ساير مناطق ذکر شده فوق مربع و 

بکلي از بین رفته است. به طوريکه در حال حاضر پس 

توان تعداد  ميهاي متعدد غواصي به سختي  از جستجو

 .(Rameshi, 2011)معدودي را جمع آوري نمود 

میتوکندري روشي جديدي محسوب  DNAآنالیز 

به عنوان ابزار تحقیقاتي براي که شود  مي

شود  ميشناسان با مقاصد شیلاتي استفاده  زيست

(Ovenden and Brasher, 1994).  مطالعاتmtDNA 

دقیق براي آشکار کردن تفاوت و  روشي حساس

هاي يک گونه  ژنتیکي که ممکن است بین جمعیت

توان از آنها در  و مي کند ميوجود داشته باشد فراهم 

رده بندي فیلوژني و در تعیین تفاوت و شباهت 

 .(Avise, 2004)تیکي موجودات استفاده نمود ژن

با توجه به ارزش اقتصادي صدف مرواريد ساز لب 

سیاه و از سويي نادر شدن اين صدف با ارزش در 

هاي ايران، در اين مطالعه تلاش شده به بررسي  آب

تنوع جمعیتي اين گونه در حاشیه شمالي خلیج 
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سب فارس پرداخته شود به امید اينکه راهکاري منا

 جهت حفظ و احیاي اين گونه با ارزش ارائه گردد.

 

 ها مواد و روش. 2

ايستگاه مختلف  4نمونه برداري از در پژوهش حاضر، 

، جزيره هندورابي و جزيره شیدورشامل جزيره خارک، 

 09انجام گرفت. مجموع  9911جزيره لارک در سال 

مذکور، توسط عملیات غواصي از   ايستگاه 4نمونه از 

متري جمع آوري گرديد. بافت عضله  9 -6ق اعما

درصد، تثبیت  16ها پس از جدا سازي در الکل  نمونه

ي خلیج ها و به آزمايشگاه مرکز مطالعات و پژوهش

 فارس بوشهرمنتقل شد.

يک جفت پرايمر سیتوکروم اکسیداز میتوکندريايي در 

مورد استفاده قرار گرفت که برگرفته از  اين پژوهش

و ژنوم هسته در  mtDNAها،  اه آلوزايمجايگ  مطالعه

شده صدف مرواريد ساز لب  بنیان بین جمعیت تازه

 et al., 2003)باشد  سیاه در اقیانوس آرام مي

Arnaud).  مشخصات ژن و آغازگرهاي  9در جدول

 بکاربرده شده آمده است.

 
 (et al., 2003 Arnaud)مشخصات ژن و آغازگرهاي مورد استفاده  -9جدول 

 م ژننا
وزن مولکولي 

 )جفت باز(
 توالي آغازگر شماره دستیابي ژن

COI 195 AF374321.1 
     -                          -   آغازگر جلو برنده

 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG- 3-    آغازگر معکوس

 

کلروفرم -هاي فنل توسط روش DNAاستخراج 

(Hillis and Moritz, 1990)و ،CTAB  (1994 

Ausubel et al.,)  صورت گرفت که با توجه به کیفیت

ها با  ، تمامي نمونهCTABبه روش  DNAاستخراج 

تکیه بر اين روش استخراج شدند. بهترين برنامه 

، بعد از PCRبندي براي انجام واکنش  حرارتي و زمان

بدست  2تکرار مطابق با جدول چندين بار آزمايش و 

 آمد.

 
 PCRناسب براي انجام واکنش پروتکل دمايي م -2جدول 

 تعداد چرخه

 )سیکل(

 زمان

 )ثانیه(

 درجه حرارات

 )سانتي گراد(
 مراحل

 واسرشته سازي اولیه 10 955 9

95 

 واسرشته سازي 14 95

 الحاق 00 95

 بسط 12 95

 بسط نهايي 12 955 9

 

ي موجود در موارد مشابه  در نهايت با توجه به مقاله

 Taq رش تعیین گرديد که شامل آنزيم جهت ب 0(، 9)

Ι،SfaN Ι ،Hind III ،Dde Ι  وAva ΙΙ باشند. بعد مي 

 انکوباسیون زمان شدن سپري و PCRانجام واکنش  از

 به PCRمحصول  هاي نمونه آنزيمي تمام هضم و

برش خورده، از ژل پلي اکريل  قطعات مشاهده منظور

و رنگ  bp DNA Ladder 50درصد، نشانگر  6آمید 

پس از اتمام  زي نیترات نقره استفاده شد.آمی

درصد، جهت تجزيه و  6الکتروفورز ژل پلي اکريل آمید

تحلیل تصاوير حاصل از اين مرحله از نرم افزارهاي 

Lab image  وONE-D-Scan  استفاده شد. بر اساس

وجود يا عدم وجود قطعات برش خورده توسط يک 
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هاي  دادهنوع آنزيم، باندهاي حاصل کدگذاري شدند. 

، Arlequinبدست آمده جهت تعیین تنوع با نرم افزار 

آنالیز شدند که به دلیل عدم وجود تنوع در بین 

هاي صدف مرواريد ساز لب سیاه، از بکار  جمعیت

 بردن نرم افزار مذکور صرف نظر شد

 نتايج . 3

 09ايستگاه مورد مطالعه تعداد  4در پژوهش حاضر از 

به طول  COIوکندريايي ژن میت PCRنمونه محصول 

 PCRجفت باز بدست آمد. محصول  195حدود 

آنزيم محدود الاثر  0ها توسط  حاصل از تمام نمونه

Taq Ι ،SfaN Ι ،Hind III ،Dde Ι  وAva ΙΙ  هضم

گرديد که توالي مورد شناسايي هر آنزيم بر روي ژن 

مورد هضم، محل برش ژن توسط هر آنزيم و همچنین 

توسط هر آنزيم در  COIش در ژن هاي بر تعداد محل

 حاصل باندي الگوهاي ،9شکل آمده است. در 9جدول 

آنزيم  توسط COIژن  PCRمحصول  آنزيمي هضم از

Taq Ι منطقه مورد مطالعه  4نمونه به تفکیک  91در

نمونه از هر منطقه( نشان داده شده است.  0)حدود 

ها هم شکل بوده و پلي  الگوي باندي در تمام نمونه

ورفیسم مشاهده نشد. الگوي هضم آنزيمي توسط م

 9ها نیز مشابه شکل  براي ساير نمونه Taq Ιآنزيم 

نیز الگوي هضم آنزيمي توسط آنزيم  2باشد. شکل  مي

Dde I  منطقه مورد  4نمونه به تفکیک  91را در

نمونه از هر منطقه( نشان داده شده  0مطالعه )حدود 

ها هم شکل بوده و  است. الگوي باندي در تمام نمونه

پلي مورفیسم مشاهده نشد. الگوي هضم آنزيمي 

ها نیز مشابه  براي ساير نمونه Dde Iتوسط آنزيم 

ها نیز به همین  باشد. در مورد ساير آنزيم مي 2شکل 

ترتیب عمل شد و الگوي حاصل از هضم آنزيمي براي 

 9نمونه صدف مروريد ساز لب سیاه توسط  09تمامي 

هاي  یز مشابه يکديگر بودند که شکلآنزيم ديگر ن

 ارائه 0و  4 ،9ها در اشکال  آنزيم ساير تأثیر به مربوط

قطعات، توالي مورد شناسايي و  تعداد .است گرديده

نشان  9در جدول  COIدر ژن  آنزيم هر محل برش

داده شده است. همچنین طول قطعات ايجاد شده بر 

ه آمد 4در جدول  PCRاثر هضم آنزيمي محصول 

است. 

 
  COIژن  PCRمحصول  آنزيمي هضم در برش هاي محل تعداد و برش هاي محل شناسايي، مورد توالي -9جدول 

 نام آنزيم محدودالاثر تعداد قطعات توالي مورد شناسايي و محل برش

 ↓ W   9 Ava ΙΙ 

 ↓ N   9 Dde Ι 

 ↓      2 Hind III 

     (N) ↓ 2 SfaN Ι 

 ↓    2 Taq Ι 

 
 PCRنام آنزيم محدود الاثر، تعداد و طول قطعات ايجاد شده بر اثر هضم آنزيمي محصول  -4ول جد

 نام آنزيم محدودالاثر تعداد قطعات )جفت باز( طول قطعات

211 -299 -911 9 Ava ΙΙ 
494 -911 -991 9 Dde Ι 

050 -250 2 Hind III 

410 -290 2 SfaN Ι 
029 -911 2 Taq Ι 
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 (Taq Ι)مرواريد ساز لب سیاه توسط آنزيم  در صدف PCRوير هضم محصول تص -9شکل 

 
 (Dde Ι)در صدف مرواريد ساز لب سیاه توسط آنزيم  PCRتصوير هضم محصول  -2شکل 
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 (Ava ΙΙ)مرواريد ساز لب سیاه توسط آنزيم  در صدف PCRتصوير هضم محصول  -9شکل 

 
  (Hind III)ريد ساز لب سیاه توسط آنزيم در صدف مروا PCRتصوير هضم محصول  -4شکل 
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 (SfaN Ι)مرواريد ساز لب سیاه توسط آنزيم  در صدف PCRتصوير هضم محصول  -0شکل 

 

 بحث و نتيجه گيري. 4

 مورفیسمي پلي گونه هیچ تحقیق اين از حاصل نتايج

 مناطق در جمعیت صدف مرواريد ساز لب سیاه  را

توان گفت  اساس مي بر اين نداد، نشان مطالعه مورد

که جمعیت صدف مرواريد ساز لب سیاه در هر چهار 

کاملا همگن بوده و  COIايستگاه، در جايگاه اين ژن 

جمعیتي قابل جداسازي تشخیص داده نشد. بررسي 

تنوع ژنتیکي صدف مرواريد ساز لب سیاه موضوعي 

هاي صورت  بحث برانگیز مي باشد حتي پژوهش

 باشد ها نیز گواه آن مي وزايمگرفته از طريق تکنیک آل

(Hedgecock et al., 1996; Bierne et al., 1998, 

2000.) 

 Liu and Cordes, 2004 بر اين عقیده اند که میزان

ممکن است محدود  ها تنوع ژنتیکي در میان جمعیت

 را پیشنهاد مي  AFLPمانند تر باشد لذا روشهاي قوي

یکي اين گونه مطالعات ديگر نشان از تنوع ژنت کنند.

در خلیج فارس و مناطق مورد پژوهش اين مقاله را 

 وانايي بالاي اين نشانگر مولکولينشان داد که بخاطر ت

 ,.Ranjbar et al) در تشخیص تنوع ژنتیکي است

ي حاصل از مطالعات از طريق ها همچنین داده .(2013

جود تنوع زنتیکي در بین اين روش میکروستلايت و

 )را به علت قدرت تمايز بیشتر نشان داد  گونه

Ranjbar et al., 2016.) 

Nahavandi et al., 2005  در مطالعات قبلي انجام

 Pharaonis شده بر روي گونه نرمتن مرکب ببري

sepia  در خلیج فارس و درياي عمان بر روي ژن

18SrRNA   نتوانستند تفاوت ژنتیکي در بین

به اين نتیجه رسیدند که مشاهده نمايند و  ها ايستگاه

ماهیان مرکب خلیج فارس و درياي عمان داراي يک 

 جمعیت واحد مي باشند. اين در حالي است که

يت بر لابا مطالعه اي که به روش میکروست  ديگران

روي گونه ي نرم تن مرکب ببري انجام دادند به اين 

بیش از يک جمعیت در  لانتیجه دست يافتند احتما

 الاتررس وجود دارد و علت را توانايي بشمال خلیج فا

-RFLP نسبت به روش يتلامیکروستنشانگرهاي 

PCR بیان داشتند (Yavarmoghadam et al., 2015; 

Yavarmoghadam et al., 2017) بنابراين جهت .

مشاهده تمايز ژنتیکي وجمعیتي صدف مرواريد سیاه، 

 .رسدبنظر می لازملکولي وي مها استفاده از ديگر روش
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Hebert et al., 2003 که کردند پیشنهاد COI به 

 ،استفاده شود ها گونه شناسايي براي بارکد عنوان

 از ها کفه ايي دوي وژنلفی رابطه بررسي براي همچنین

ITS شود مي استفاده ها (Lopez-Pinon et al., 2002; 

Kenchington et al., 2002; Yu et al., 2000) .در 

 شده پیشنهاد Pinctada نوع دمور در اخیر مطالعات

 ,Yu and Chu) شود جايگزين ITS با COI که است

2006; He et al., 2005) .،موضوع، اين در بنابراين 

 نتايج تأيید براي ITS نشانگرهاي که شود مي پیشنهاد

 .گیرد قرار استفاده مورد مطالعه اين

 سپاسگزاري

است بدين وسیله مراتب تشکر و قدرداني مؤلفین از ري

رياست و وس شناسي بوشهر، محترم مؤسسه ملي اقیان

ي خلیج ها کارکنان محترم مرکز مطالعات و پژوهش

همچنین از زحمات دکتر محمد  فارس ابراز مي گردد.

ي مورد ها شريف رنجبر براي تهیه نمونه صدف

 م.يرا دار تشکرکمال  ،مطالعه
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Abstract 
In this study, genetic diversity of Pinctada persica population was evaluated using PCR-

RFLP method. To determine and compare genetic diversity of P. persica populations in 

khark, shidvar, hendurabi and larak islands, 51 samples were collected from 1-6 m depths. 

DNA of samples was extracted by CTAB method. A pair of primers of Pinctada persica was 

used for polymerase chain reaction. Enzymatic digestion of PCR yield was performed using, 

 vaΙΙ, DdeΙ, HindIII, SfaNΙ and  aqΙ restriction enzymes. DN s were collected and stained 

with silver staining after subjected to poly acrylamide gel electrophoresis The results revealed 

that electrophoresis and enzymatic digestion fragments of the 51 samples collected from four 

stations in the northern coast of Persian Gulf with all 5 enzymes were the same The results of 

this study confirm that Pinctada persica Based on the studied gene is completely homogenous 

in these stations and show no genetic diversity.

Keywords: Cytochrome oxidase gene, Black-Lip Pearl Oyster, Persian Gulf, PCR-RFLP 
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