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 Rhadinorhynchus spگونه مولکولی  گزارش و شناساییاولین 

(Acanthocephala) ،بر اساس توالی ژنSrDNA 18  
  2وجعفرل الهام نظري ،*1نفریما گیلان عطاران

  

  هچکید
 انتشار کهداران و بندپایان هستند  مهره گوارشی يها انگلگروهی از  ها اکانتوسفال

. ندشو می ه دارانی چون ماهی باعث ایجاد بیماريدر مهر ها انگلاین  .جهانی دارند
از  . دباش میبراي شناسایی و پیشگیري از آلودگی حایز اهمیت  ها انگلبررسی این 

استفاده از روش شناسایی مولکولی در  ،ونومی موجوداتهاي شناسایی و تاکس روش
 54ارش ي انگلی دستگاه گوها کرمدر این تحقیق . کنار شناسایی ریخت شناسی است

از که  ها سفالکانتوآ. دبررسی ش 1391در سال  Thunnus albacares گیدر نوماهی ت
 DNA  جدا شدند ودستگاه گوارش از  ي انگلی غالب در این ماهیان بودند،ها گونه
استخراج گردید و توالی نوکلئوتیدها در  CTABبر اساس روش   ي اکانتو سفالها گونه

گونه متعلق به  21 با توالیتوالی گونه ایرانی   .لعه شدمطا SSU-rRNAبخشی از ناحیه 
روابط فیلوژنتیکی استنتاج شده از  .دموجود در بانک ژن مقایسه شاکانتوسفال شاخه 

بیانگر مونوفایلی در میان رده هاي  در مطالعه حاضر Maximum Liklihoodطریق آنالیز 
گونه ایرانی با ) sister group(بسیار نزدیک است و رابطه سفال اکانتوشاخه 

Rhadinorhynchus sp  بوت استرپ %99با (boot strap)  در این مطالعه . دشو میحمایت
نتایج بررسی ریخت شناسی گونه  .واقع شد  Echinorinchidaگونه ایرانی در راسته 

گونه انگلی این اولین گزارش  .با نتایج مولکولی مطابقت نشان دادمورد مطالعه 
  .ماهیان تن دریاي عمان است یاکانتوسفال

 SSU_rRNA ;ماهی تون ;انگل گوارشی ;فیلوژنی ;آکانتوسفال: کلیدي واژگان

  
  16/4/92: تاریخ پذیرش    19/2/92: تاریخ دریافت

  
  مقدمه

اي انسان به خصوص نیاز به پروتین حیوانی  نیازهاي تغذیه
انسان از دیرباز به تکثیر و پرورش آنها که  باعث شده است

در این میان آبزیانی مانند ماهی و میگو از اهمیت  مت گمارد،ه
وجود کنترل بهداشتی و اقدامات  با .اي برخوردارند ویژه

همواره امکان بروز آلودگی  پیشگیري کننده از وقوع آلودگی،
ت مآلودگی انگلی ماهیان در این بین اهی .مختلف وجود دارد

   ،عقیم شدن ماهی را که باعث کاهش رشد،ـچ، اي دارد ژهـوی
چابهار،  عضو هیئت علمی و عضو گروه پژوهشی علوم زیستی دانشگاه دریانوردي و علوم دریایی چابهار، - *1

   (g.attaran@cmu.ac.ir)  .ایران
اـیی چابهـار   دانشجوي کارشناسی ارشد جانوران دریا، -2  .دانشکده علوم دریایی دانشگاه دریانوردي و علوم دری

  چابهار، ایران

ي ها انگلهمچنین برخی  .دشو میتغییر رنگ و شکل بدن آن 
ی بصورت خام یا نیمه هماهی قادرند در صورت مصرف ما

. )3( کنندبیماري در انسان ایجاد و  هدنتقل شمپخت به انسان 
د که ماهیان را نباش ي درونی میها انگلي گوارشی، از ها انگل

ي ها انگلواعی از ان ها سفالنماتودها و آکانتو. دنکن آلوده می
 ).2(رسانند گوارشی هستند که به ماهیان آسیب می

ي خاربر سر ها کرمیا  (Acanthocephala)ها سفالکانتوآ
ي داخلی براي تکمیل ها انگلاین  .گونه دارند 1000حداقل 

 .)18(برند داران بهره می شان از بندپایان و مهره چرخه زندگی
هاي اخیر  هستند گرچه یافتههاي نهایی آنها  مهره داران میزبان

ي انگلی ماهیان دریایی در ها گونه اشاره به این دارد که
این انگل سبب ). 12(رسند به بلوغ می (squid)اسکوییدها 

ي سنتی این شاخه بند طبقهدر  ).2( است پرزهاي رودهتخریب 
سه رده دارد که این رده ها بر اساس خصوصیات مورفولوژیکی 

 دتعداد و نوع غد ها، اي لیگامنتی در مادهه مانند وجود کیسه
تعداد و اندازه قلاب موجود در خرطوم و  سیمانی در جنس نر،

ها پالا  یکی از رده .)8(ندباش مینوع میزبان قابل تشخیص 
 ها سفالپالا اکانتو. دباش می (Palaeacanthocephala) اکانتوسفال

 ,Echinorhynchida (Southwell , Macfieداراي دو راسته

 است که به  Polymorphida(Petrochenko,1956)و   (1925
ها با ترکیبی  این خانواده .ندباش می نوادهخا 3و  10 دارايترتیب 

تعداد و  شکل خرطوم، هایی مانند پوشش خرطوم، از ویژگی
وجود خارهاي بدنی وترتیب قرارگرفتن  شکل غدد سیمانی،

). 6( دـنوـش یـمشکل تخم و نوع میزبانشان شناخته  آنها،
  بخوبی در مطالعات  ها سفالوـوع پالااکانتـتن
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 برداري گرچه نمونه ،موده نشده استفیلوژنتیکی آز
تري جهت دانستن الگوهاي تکاملی این  تاکسونومیکی گسترده

بندي روش  هاي رده ازدیگر روش). 9( گروه لازم است
ي اه گونهي بند طبقهي مولکولی در ها بررسی. مولکولی است

ي زیستی حائز اهمیت ها گونهاصلاح نژاد و حفظ  جانوري،
ي مولکولی امکانات جدیدي براي ها تکنیکپیشرفت  .هستند

که از نظر  ها گونهي فراهم ساخت و باعث شد اکثر بند طبقه
ي و شناسایی بند طبقه ،مورفولوژیکی خیلی متفاوت نیستند

ولی براي در بسیاري تحقیقات زیستی ابزار مولک). 10( شوند
 .ندشو میها استفاده  فیلوژنتیکی و شناسایی تاکسون ارائه مباحث
سنتی داراي سه رده  بندي در تقسیم ها سفالشاخه اکانتو

Archiacanthocephala (Meyer, 1931) 
،Palaeacanthocephala(Meyer, 1931)  وEoacanthocephala  
 (Van Cleve, 1936) یسنت يبند طبقه در ).6(باشند  می 

 هاي ویژگی اساس بر داشتند که رده سه ها سفالاکانتو
 و Eoacanthocephala ،Paleacanthocephalaمورفولوژیکی 

Archiacanthocephala و داشتند حضور اکانتوسفال شاخه در 
Polyacanthocephala  است  گرفته قرار شاخه این در اخیرا

یک  ته،با یک راس  Polyacanthocephalaگرچه رده جدید  ).8(
بر  ).7( گونه اخیرا پیشنهاد شده است 4یک جنس و  خانواده،
هاي مورفولوژیکی در برخی  ماهیان خزر و  شناساییاساس 

شناسایی  ها سفالي مختلفی از اکانتوها گونهخلیج فارس، 
 ،هستند Palaeacanthocephalaاز رده  ها گونهاند که اکثر  شده

نشده است و ماهیان  ي ماهی تون بررسیها سفالاما اکانتو
هاي مورفولوژیکی  داده. اند دریاي عمان کمتر مورد مطالعه بوده

و  (rotifer)و مولکولی رابطه بسیار نزدیکی میان روتیفر 
ي فایلوژنتیکی ها بررسیبیشتر . )20(دده میکانتوسفال نشان آ

یک گروه  ها سفالنشان داده است که اکانتو s18 توالی
 یگروه ،ها سفالانتوآک ،اي در مطالعه ).8(دباش میمونوفایلتیک 
و ) داراي یک جد مشترك( (monophyletic) مونوفایلتیک

در مطالعه  ).6(است زیر گروه که داراي سه  ندباش می مستقل

ي گوارشی ماهیان تون در ها انگلشناسایی  به منظورحاضر 
ایران که از جمله ماهیان بسیار مهم تجاري است به بررسی 

کانتوسفالی متعلق به جنس آانگلی  کی گونهفیلوژنتی
Rhadinorhynchus   18با استفاده از توالیSrRNA  ه پرداخت

  .شده است
  

  مواد و روش کار
  ها آوري نمونه جمع

از اداره  1391گیدر در سال تون نمونه ماهی  54تعداد 
 دامپزشکی و بازار ماهی بندر چابهار تهیه گردید و به منظور

هاي  نمونه. بررسی شدند ،الب دستگاه گوارشجداسازي انگل غ
از دستگاه گوارش ماهیان  بودن که  کانتوسفالآغالب،  انگلی

پس از جداسازي در سرم  ها کرم .تون گیدر ایران جدا شد
و تعدادي در % 96نول او برخی در اتند فیزیولوژي شسته شد

   .فریز شد - 80و  - 20دماي 
  

  DNA  استخراج
DNA  تغییراتی در روش انگل با ژنومی CTAB  توضیح داده
 .)19( تخراج شداسو همکاران  Thllesson مطالعه  شده در

 ماکرولیتر از 500 ،سی سی5/1پس از له نمودن نمونه در ویال 

CTAB buffer  )CTAB2%  ،M NaCl4/1 ،mM EDTA 20، 
TRIS-HCl  mM100  8باpH= (  میکرولیتر پروتین  3و

 ،استخراج شده DNAبه . افزوده شد به آن ) mg/ml) 20کیناز
افزوده  نوکلئاز فاقد کرولیتر آبیم 100تا  30پلت اندازه بسته به 

جهت بررسی کیفیت  .دگردینگهداري  -20شد و در دماي 
DNA از بافر . الکتروفورز انجام شد ،استخراج شدهTBE  و ژل
در الکتروفورز نمونه استفاده گردید و براي رنگ  % 5/1آگارز 

با  DNAکمیت . یزي ژل از اتیدیوم بروماید استفاده شدآم
و  C232RSدل م eppendorfفتومتر رواستفاده از دستگاه اسپکت

  Viber Lourmatکیفیت باندها با استفاده از دستگاه ژل داك
  .ارزیابی گردید 2VXمدل
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PCR  

توالی آغازگر   (PCR)مراز اي پلی جهت انجام واکنش زنجیره
. کانتوسفالی تهیه شدآي ها انگلبراي  PCR زمواد مورد نیا و

شد استفاده  RSb 18و FSa  18در این واکنش از پرایمرهاي
نانوگرم از  15اي پلیمراز با استفاده از  واکنش زنجیره ).16(

DNA ،استخراجی x10PCR Buffer ، Mgcl 2،dNTP  ،هریک 
) Taq DNA polymeraseو Reverseو   Forwardپرایمرهاي از

براي  ،میکرولیتري 50حجم با  ايلولهسپس  .گرفت مانجا
در دستگاه ترمومیکسر مراز اي پلی زنجیرهانجام واکنش 

ependorf  داده حرارتی سیکل در. قرار گرفت 5331مدل 
 4 مدت به ابتدا در 5331اپندرف مدل  PCR دستگاه به شده

 در این دما گرفت، قرار گراد سانتی درجه 95 دماي در دقیقه
 آید، اي در می بصورت تک رشته DNA يا رشته دو لکولمو

 درجه 94 دماي شامل که تایی 38 سیکل یک در سپس
 59 دماي ،دناتوره شدنجهت   دقیقه 1 مدت به گراد سانتی
 ،جهت اتصال پرایمر دقیقه 1 مدت به  گراد سانتی درجه
جهت بسط  دقیقه 5/2  مدت به گراد سانتی درجه 72 دماي

دقیقه    10 مدت به  گراد سانتی درجه 72  مايد  و  نهایی،
کیفیت باندهاي  .پایان یافت حرارتی قرار گرفت و سیکل

بررسی  %5/1آگارز  ژل روي الکتروفورز کمک به تکثیر یافته
تعیین توالی  Clean upپس از  PCRگردید و محصول 

 0/7Bioedit Ver ها با استفاده از برنامه ویرایش توالی. گردید
 Rhadinorhynchus spتوالی بدست آمده از ). 13( شد انجام

کانتوسفالی با آگروه  18SrRNA، 21ی هاي ژن با توالی
و آنالیزهاي  )14(شد همتراز  clastal x 2 استفاده از برنامه

 م شدنجاا MEGA Ver 0/5 فیلوژنتیکی با استفاده از برنامه
لفی هاي مخت آنالیز مولکولی و ترسیم درخت به روش. )15(

هاي مشابه داشتند و فقط درختی که  که توپوگرافیانجام شد 
انجام شد در این مقاله   Maximum Liklihood(ML)با آنالیز

یی که در ها گونه اسامی )1( در جدول. آورده شده است

 در آنها ثبت شماره آنالیز فیلوژنی استفاده شده به همراه 
 .ژنی ذکر شده است بانک

و شماره ثبت آنها در بانک ژنی که در آنالیز  ها گونهاسامی  ـ1 جدول
  مولکولی این تحقیق استفاده شده است

  
GenBank No نام گونه 

 Rhadinorhynchus sp  مطالعه حاضر
062433 AY  Rhadinorhynchus sp 
545903 HM  Pararhadinorhynchus sp 
830153 AY  Transvena annulospinosa 
694275 JF  Tenuiproboscis sp 
218123 AY  Echinorhynchus gadi 
423346 AY  Pomphorhynchus laevis 
830156 AY  Echinorhynchus truttae 
267801 EU  Pseudocorynosoma 

anatarium 
267800 EU  Pseudocorynosoma 

constrictum 
014225 JX  Bolbosoma vasculosum 
267802 EU  Andracantha gravida 
267806 EU  Polymorphus minutus 
267805 EU  Profilicollis botulus 
001844 AF  Macracanthorhynchus 

ingens 
064811 AF  Floridosentis mugilis 
064817 AF  Oligacanthorhynchus 

tortuosa 
001839 AF  Plagiorhynchus 

cylindraceus 
981436 GQ  Ibirhynchus dimorpha 
545898 HM  Neoechinorhynchus sp 
830151 AY  Acanthocephalus dirus 
798593 JQ  Chaetonotus sp 

 
  نتایج

ي انگلی جدا شده ها گونهنشان داد که  گونهبررسی مورفولوژي 
. دارد Rhadinorhynchus spرا به گونه  همولوگیبیشترین 

نگاره ( خرطوم و خارهاي آن در نمونه ها بوضوح دیده می شد
ر علاوه بر ماهی گیدر دستگاه گوارش در مطالعه حاض). 1

ماهیان دیگري مانند کفشک ماهی، شوریده و زمین کن نیز 
بررسی شد که در هیچ موردي این انگل مشاهده نشد و در 
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. کانتوسفال بودي گوارشی آها انگلماهی گیدر گونه غالب 
 21ایرانی با جهت تایید شناسایی و و بررسی مولکولی گونه 

و  شدبررسی  انک ژنی در منطقه مورد نظرگونه مشابه از ب
بررسی مولکولی  .رسم گردید MLدرخت فیلوژنی با آنالیز 

نشان داد که گونه ایرانی شباهت زیادي به  حاضر
 راسته که در دارد  Rhadinorhynchus spگونه

Echinorhynchida   1(با نام د و شو میواقع (CHIAC  در
 کلاد 4در  ها گونهان داد که آنالیز نش .ژنی ثبت خواهد شد بانک

(Clade)  رده از هاي سه  کلاد معرف راسته 4قرار می گیرند این
 Echinorhynchidaکه گونه ایرانی در کلاد هستند  ها سفالکانتوآ

قرار د، باش می Palaeacanthocephalaکه یکی از دو راسته 
حمایت  Bootstrap %100  این کلاد با). 2نگاره ( گرفت

حمایت  %99ایران با  Rhadinorhynchus spد و شو می
Bootstrap ، گونه خواهريRhadinorhynchus sp  د و باش می

با  Transvena annulospinosa و  Pararhadinorhynchus spبا
  .مونوفایلی است Bootstrap  حمایت  100%

  
  الف

  
  ب

 دستگاه زا شده جدا اکانتوسفالی يها انگل ایرانی نمونه: الف ـ1نگاره 
خرطوم و خارهاي  :لوپ ب با شده گرفته تصویر گیدر ماهی گوارش

    ×20آن، میکروسکوپ نوري بزرگ نمایی

  
گونه .دهد را نشان می replication 1000اعداد بوت استرپ با  .MLبا استفاده از آنالیز  SSUدرخت فیلوژنی رسم شده بر اساس توالی ژنی قسمتی از ژن   ـ2نگاره 

Chaetonotus sp  بعنوانoutgroup در  % 50هاي بالاي  در مطالعه حاضر بوت استرپ. مشخص شده است* گونه ایرانی با علامت  .در نظر گرفته شده است
      .شکل نشان  شده است
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  بحث

ي گوارشی تون در ها انگلگرچه مطالعات انجام شده درمورد  
 يها انگل ردمو در بسیاري مطالعات د اماباش میایران بسیار کم 

مطالعه . است گرفته صورت ماهیان شکل کرمی و گوارشی
ماهی  Anisakis sp و  Contracaecum spي نماتودي ها انگل
در خلیج فارس انجام  Scomberomorus Commersonتون 

ي کرمی ها انگلي آلودگی ها بررسیدر ایران، ). 5(شده  است 
 اثرات ی وشکل داخلی ماهیان مختلف، از لحاظ شدت آلودگ

 پس از بررسی اي در مطالعه. پاتولوژیکی صورت گرفته است
 کانتوسفالیشدت آلودگی انگل آ ماهی ازون برون شیوع و

ل بهار بیش از را در فص لپتورینکوئیدس پلاگی سفالوس
در مطالعه حاضر اگر چه هدف ). 1( اند هزمستان گزارش نمود

ولی  است ا نبودهآنهآلودگی و شدت  ها انگلیافتن میزان شیوع 
ها  در نمونه هاي مورد بررسی  به منظور یافتن انگل غالب، ماهی

در زمستان آلودگی انگلی کمتري نسبت به فصل بهار و تابستان 
توسط موبدي تصویر   Rhadinorhynchus spانگل . داشتند

مکان نمونه برداري و . برداري شده اما گزارش داده نشده است
ي مختلفی از ها گونه). 4( ردیده استنوع ماهی نیز ذکر نگ

گزارش شده است اما در ایران ي ماهیان ها سفالکانتوآ
شناسایی . کانتوسفال ماهی تون تاکنون گزارش نشده استآ

 Rhadinorhynchusمورفولوژي و مولکولی مطالعه حاضر گونه 

sp  ي فیلوژنتیکی ها بررسی. کند را در ماهی تون گیدر تایید می
نشان داده است که  18SrRNAاصل از داده هاي ح

مالا ارتباط نزدیکی با روتیفرها دارند و احت ها سفالکانتوآ
نسبت  Monogonontaو  Bdelloideaبا دو رده  ها سفالکانتوآ

ارتباط نزدیکتري دارند  Seisonideaبه دیگر رده روتیفرها یعنی 
را  کلادي ها سفالاین رده از روتیفرها همراه با اکانتو  ).17(

 .)12و  17( دشو مینامیده  Syndermataند که ده میتشکیل 
بسیار نزدیک رابطه  Bdelloideaبا  ها سفالکانتوهمچنین آ

)sister group ( دارند)11 .(Eurotatoria که در آن Bdelloidea 
 ،گیرند میقرار  در ارتباط بسیار نزدیک با هم Monogonontaو 

 ها سفالآکانتو )ه خواهريگرو( عنوان سیستر گروپه اخیرا ب
گروهی بود که  sister groupشتر قرار گرفته است گرچه پی

وابط ر ). 12(گرفت  را در بر می Seisonidea آکانتوسفال و
در درخت  .قابل بررسی است ها سفالي اکانتوها میان رده

 شاخههاي  اي را میان رده رسم شده مطالعه حاضر رابطه
رابطه   Palaeacanthocephala و دده میکانتوسفال نشان آ

ترکیبی از این  ،دده مینشان  Eoacanthocephala با خواهري
د که رابطه خواهري را با ده میدو رده کلادي را تشکیل 

Archiacanthocephala  ها سفالمونوفایلی آکانتو .کند بیان می 
گروه  ها سفالکانتوآاین فرضیه  که   .دشو میدر این مطالعه دیده 

سه زیر ( شامل سه ساب کلادند وو مونوفایلی هستند  مستقل
که هریک از این ساب کلادها طبق ) subclade( )گروه
 حمایت شده است ،دباش میرده بندي جدید نماینده یک  رده

 18S-rRNAآنالیز کامل ژن  پایهبر اي که  بر اساس مطالعه. )6(
در  رده پایه Archiacanthocephalaکه  این فرضیهانجام شد، 

ند شو میفایلوم اکانتوسفال هستند و گروه خواهري کلادي 
 Paleacanthocephalaو   Eoacanthocephalaاز که متشکل

در مطالعه حاضر نیز  .)8( شد تایید ،هستند
Archiacanthocephala در میان  .بصورت رده پایه قرار گرفت
Palaeacanthocephala ي مورد بررسی در مطالعه ما در ها گونه

گیرد  قرار می  Polymorphidaو   Echinorhynchidaدو راسته 
تر از  طویل ها سفالاکانتو (taxa) شاخه در تگزاياین و طول 

و   Eoacanthocephalaطول شاخه تگزاي 
Archiacanthocephala دهنده واگرایی بیشتر  د که نشانباش می

 بررسی انجام شده بر .دباش می  Palaeacanthoephalaدر رده 
ه بیان را در دو راسته ذکر شد ها گونهنیز  18SrRNAاساس 

را بیش از دو رده   Palaeaanthocephalaنموده و طول شاخه
 Rhadinorhynchus spگونه ایرانی  ).8(دیگر نشان داده است

واقع شد که یکی از دو راسته  Echinorhynchida راسته در
Palaeacanthocephala ونه ایرانی با گ خواهريرابطه  .دباش می

ثبت شده در ژن بانک در این   Rhadinorhyncus spگونه 
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و با  دشو میحمایت  (Bootstrap)بوت استرپ  %99مطالعه با 
 Rhadinorhynchidaeحمایت بوت استرپ در خانواده  100%

ها در  د که واگرایی بیشتري نسبت به دیگر خانوادهشو میواقع 
و  18S-rRNAر اساس آنالیز ب .دده میدو راسته ذکر شده نشان 

  ي شاملطول  شاخه بیشتري براي کلاد MLبا آنالیز 
)Rhadinorhynchus sp, Transvena annulospinosa(  که هر

نسبت به ـ  قرار دارند Rhadinorhynchidaeدو در خانواده 
 توان می کلی بطور .)9( داده شدسایر کلادها در درخت نشان 

 يبند طبقه در مهمی نقش کولیمول يها بررسی گرفت نتیجه
 جهت مولکولی آنالیزهاي از توان می  و داشته ها سفالاکانتو

 را آنها فیلوژنتیکی جایگاه و برد بهره ها گونه ونومیاکست
نتیجه کلی این تحقیق موقعیت فیلوژنتیکی گونه  .نمود مشخص

ایرانی را  نشان داد و همینطور مشخص گردید که اکانتو 
  .دباش میي غالب ماهیان تن دریاي عمان ها گلانها از  سفال
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