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  Leptodius exaratus گونه یرنگ یهاپیمورفوتا ییشناسا

(Brachyuran: Xanthidae)  یکروسکوپ الکترونیم و یمولکولبر اساس مطالعات 
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 1396فروردین تاریخ پذیرش:                                       1394اسفند  تاریخ دریافت:

 دهیچک
کنون در ست که تاا Leptodiusتنها گونه شناخته شده از جنس  Leptodius exaratus ،یمطالعات مورفولوژ اساسبر 

ج یار رایبس ییایپوستان دران سختیدر م یمخف یهاکه وجود گونهی یاست. از آنجا افت شدهیج فارس یخل یاهسواحل صخر
که در مطالعات  است یپ رنگیمورفوتا 8ان یدر م یمخف یهاگونه ییشناسااحتمال  یبررس است، هدف مطالعه حاضر،

گونه منسوب به  یرنگ یالگو 8از  ،ن منظوریدب .شده بودند ییشناسا Leptodius exaratusک به عنوان گونه یورفولوژم
Leptodius exaratus یجنس نر، جداساز ین گونوپودهایسپس اول .انجام شد یبرداروشهر نمونهب استان یااز سواحل صخره 

ها با استفاده از نمونه DNA ی. جهت مطالعات مولکولشدند یبردارعکس( SEMنگ )یاسکن یکروسکوپ الکترونیو با م شده
ج ی. نتاشد یابییر و توالی( تکثCOI) یتوکندریداز میاکس توکرومیک سیر واحد یز یکلروفروم استخراج و قطعه ژن-روش فنل

بر هم منطبق  یرنگ یهاپیدر تمام مورفوتا (COI) ییایتوکندریم ین قطعه ژنیا یدینوکلئوت یتوال که مطالعه حاضر نشان داد
 .( منعکس شدMaximum likelihood, Bayesianز )یآنال دوهر  یبرا یدرختان تکامل یج در توپولوژین نتایو ا باشندمین

 ین اندام در برخیا یدر قسمت راس یاساس ییهاز نشان داد، تفاوتین گونوپود جنس نر نیاول یمطالعه فراساختار قسمت راس
ان یباشند و در میک گونه نمیمتعلق به  احتمالاًها نمونه یتمام دهد کهنشان میج ین نتایشود. ایده مید یرنگ یهاپیمورفوتا

ج یاز خل Leptodius exaratus یپ رنگیمورفوتا 8 ین نشان داد، توالیهمچن ید. شواهد مولکولنپنهان وجود دار یهاها گونهآن
ن یاول یمورفولوژبر اساس  ییشناسااند. جداگانه قرار گرفته ییهادر کلاد ین گونه از اندونزیا ثبت شده یفارس و توال

 های تحقیق کارآمدی در مطالعه حاضرروش  COI ژن( و SEMنگ )یاسکن یکروسکوپ الکترونیگونوپود جنس نر توسط م
  بودند.

 

 ج فارسی، گونوپود، خلCOI، ی، مولکولLeptodius exaratus :یدیکل هایواژه
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 مقدمه
 دهیچیپار یبس Leptodius exaratusگونه  یشناسهیآرا
متعدد قرار گرفته است  یهاینیو بارها تحت بازب باشدیم

ر همراه بوده یاخ ید در سالهایجد یهاف گونهیبا تعر که
که  باشدیگونه م 12 یدارا Leptodiusجنس است. 

و  جزر ریو ز یو مد محدوده پراکنش آنها مناطق جزر
 استشده  یمعرفآرام  انوسیاقغرب -منطقه هند یمد

(Ng et al., 2008اول .)بار  نیStimpson (1907 )
کرد و  یبررسرا  Leptodius exaratusگونه  یتاکسونوم

انوس آرام یاق یپ از قسمت غربیتوانست هفت مورفوتا
 یادیراً محققان زیکند. اخ یین( شناسای)جنوب ژاپن و چ

-ن گونه از قسمتیا یهاتین جمعیرا ب یاختلافات فاحش

انوس آرام یانوس هند و غرب اقیاق یو غرب یمرکز یها
 ,.Lee et al.,  2013; Trivedi et al) اندمشاهده کرده

ر گیبه د یختیرعلت شباهت بهن گونه یا ییشناسا (.2015
 آن رنگ یشکل چند، اندازه کوچک و ن جنسیا یهاگونه

بوده است.  ار مورد بحثیدشوار بوده و از گذشته بسار یبس
 ,.Palma et al) مختلف یرنگ یو الگوها یتنوع شکل

در درجه اول بر اساس  یستیتنوع ز یابیارز. (2003
همراه  یفراوان یهاینه تنها با سخت یظاهر یهایژگیو

رد که تعداد موجودات را ن امکان وجود دایاست بلکه ا
 بزنند نیتخمموجود  یستیشتر از حد تنوع زیا بیکمتر 

(Lefe´bure et al., 2006 مراحل .) از تخم  یزندگمتعدد
در  یپیفنوت یریپذو انعطاف یجنسیتا لارو، دو شکل

 ییافتد و شناسایاتفاق م یطور فراوانب ییایموجودات در
-یم با مشکل مواجه یختیر یاساس ساختارهاها را بر آن

ن مشکل به یرفع ا یبرا ه شناسانیآرا ،نیبنابرا .کند
 یک مولکولیستماتیس یهاها بر اساس روشص گونهیتشخ

ها رها ص گونهیو شک در تشخ یاند تا از سردرگمپرداخته
ر، یاخ یهاسال یط. (Radulovici et al., 2010شوند )

 ییشناسا یبرا ی، به عنوان روشDNA یگذار بارکد
ها، ستیان تاکسونومیدر م یریها به شکل چشمگتاکسون

ورد توجه م یستیشناسان تنوع زستیها و زستیاکولوژ
در حال حاضر،  (.Hebert et al., 2003) تقرار گرفته اس

 یهااز روش یقید دارند که تلفیکأتاز محققان  یاریبس
نگ یاسکن یکروسکوپ الکترونیق بر اساس میدق یختیر
(SEMس ،)یمشخصات ظاهر سایرو  یک مولکولیستماتی، 

د است یجد یهاگونه نییتعو  ییشناسا ین روش برایبهتر
(Gibbs, 2009 .)احتمال  یبررس ،هدف مطالعه حاضر

که  است یرنگ یالگو 8ان یدر م یمخف یهاگونه ییشناسا
 Leptodius exaratusبه عنوان گونه  یختیردر مطالعات 

بار  نیاول یل براین دلیبه هم .شده بودند ییشناسا
 بر دیتاکبا  Leptodius exaratusگونه  از یرنگ یالگوها

ن گونوپود جنس نر و با استفاده از یاول یختیرفراساختار 
  شدند. یبررس COIداز یتوکروم اکسیژن س

 

 کارمواد و روش 
مختلف متعلق به  یهانمونه با رنگ  8 ،ن مطالعهیا در

از مناطق  1393در آبان ماه   Leptodius exaratusگونه
ستگاه یدو ا ازاستان بوشهر  یاسواحل صخره یمد و جزر

 و یشمال 51˚56′27′′ با مختصات یجنوب یاولر )یبندر د
 و بندر بوشهر (1-4) یهانمونه (یشرق 27˚″50′19
 یهانمونه ( یشمال 50°82′58′′ و یشرق ′′66′56°28)
. در (2 و 1 یهاشکلشدند ) ییشناسا و یجمع آور( 8-4)

ه شد و یعکس ته یختیر ییها جهت شناسااز نمونه ،محل
ن یاول ،یسپس با کنار زدن قسمت اپرکولوم شکم

در سپس جدا شدند و  نر یهاخرچنگ ینوپودهاگو
. بررسی شدند یکروسکوپ الکترونیبا م %10 نیفرمال
همانند شکل  ییهایژگیاز و یختیر ییشناسا برای

 یهایشکم و فرورفتگآن،  یهایکاراپاس، ابعاد و برجستگ
ت قطعات یو وضع یشکم یبندهاا فقدان یآن، وجود 

ت یسر و وضع یها رو چشم یریت قرار گی، وضعیشکم
 Ng etشد  ستفادهگونوپود ا یپدها و اندام تناسلیلیماگز

al., 2008; Naderloo and Sari, 2007) ). سپس 
انجام مطالعات  یو براکس یها در اتانول مطلق فنمونه

 ییایدرو فنون علوم دانشگاه شگاه یآزما به یمولکول
 منتقل شدند.  خرمشهر
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 برداری: بندر بوشهر و بندردیر )اولی جنوبی(مناطق نمونه :1 شکل
Figure 1: Sampling areas: Bushehr and Dayer Port (Sourthern Oli). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  Leptodius exaratus  (A-H)رنگی گونه  هشت نمونه :2 شکل

Figure 2: Egith color specimens of Leptodius  exaratus (A-H). 
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گونوپودهای فیکس شده توسط  ریختیبرای بررسی 
روی هات پلیت به مدت آنها میکروسکوپ الکترونی، ابتدا 

نیم ساعت دهیدراته و خشک گردیدند و سپس با پوششی 
کوپ الکترونی . از میکروسشدندآمیزی از فلز طلا رنگ

-برای عکس VEGATS5136( مدل SEM) اسکنینگ

 و یمولکول یابیارز یبرا ها استفاده شد.برداری از نمونه
 جدا را بافت عضله پااز گرم یلیم DNA ،100استخراج 

 کننده زیتر بافر لیکرولیم 600 ،پس از هموژن کردن و شد
CTAB 2% (1.4 NaCl, CTAB،مولارTrisHCL 

اضافه به آن  (میلی مولار EDTA 20 ،رمیلی مولا100
کلروفروم انجام -مانده استخراج با روش فنلیو باق دیگرد
 LCO1490 5′-GGT)مر یپرا. سپس با استفاده از شد

CAA CAA) ATC ATA AAG ATA TTG G-3′, 

HCO2198 5′-TAA ACT TCA GGG TGA 

CCA AAA AAT CA-3′ (Folmer et al., 1994) ( 
 یر قطعه ژنیمراز جهت تکثیپل یارهیواکنش زنج

( انجام شد. هر واکنش در COI) Iداز یتوکروم اکسیس
مولار  یلیم 1(، 1Xشامل بافر ) یتریکرولیم 25حجم 

MgCl2 ،2/0 مولار  یلیمdNTP ،5 کومول از هر یپ
 Tag DNAم یآنز U5/1 آغازگر رفت و برگشت، 

Polymerase  نانوگرم  20-30وDNA  الگو بود. برنامه
 یسازمرحله واسرشته واکنش موردنظر شامل یبرا یحرارت

 ،قهیدق 2راد به مدت  یدرجه سانت 95 در دمای هیاول
گراد به یدرجه سانت 95 در دمای یسازمرحله واسرشته

-یدرجه سانت 45 در دمای قه، مرحله الحاقیدق 1مدت 
درجه  72 در دمای ه، مرحله بسطیثان 30گراد به مدت 

 ییتاً مرحله بسط نهایقه و نهایدق 90گراد به مدت یسانت
و بود قه یدق 7گراد به مدت  درجه سانت 72 در دمای

ر شده یولات تکثچرخه در نظر گرفته شد. محص 35تعداد 
درصد  5/1ژل آگارز  یبر رو bp 100 ز مارکریبه همراه سا

شدند.  یزیآمرنگ safe stainالکتروفورز و توسط 
به شرکت  ین توالییمناسب، جهت تع PCRمحصولات 

Bioneer ن یاول یها برای. توالدندیارسال گرد یجنوب کره

 یهایاست. توال هج فارس گزارش شدیبار از منطقه خل
به   CLC Sequence viewerافزاربا نرم آمده دستب

 یبانک جهاننه ترجمه شدند و در ژن یدآمیاس یهایتوال
ز ینن جنس یثبت شده از هم ها یر توالیسا. دندیگردثبت 
 استخراج شدند. NCBIو   BOLD Systemتیاز سا

مم احتمال یماکز شامل اهداده سیماتر لیتحل و هیتجز
(Maximum Likelihood) مدل  با استفاده ازK2P  در

محاسبه Mega6 (Tomura et al., 2013 ) ر نرم افزا
 MrBayes 3.2.5با نرم افزار  Bayesian  زیآنال. شدند

(Ronquist and Huelsenbeck, 2003انجام ) د. ش
با اعداد مربوط به  Bayesianها در روش ت شاخهیحما

با استفاده از  یلوژنیدرخت ف. گرددیان مین بیاحتمال پس
گر ید یهاگونه از ین توالیدست آمده و چندب یهایتوال

 Ladomedaeus برون گروه هیبر پا Leptodiusجنس 

fungillus (751001HM) هدف قرار دادن م شد.یترس 
 یابا گونهک به هم ینزد یهاگونه سه بهتریبرون گروه مقا

تفاوت با گونه مورد مطالعه  یکیاست که از لحاظ ژنت
سه یمقاو  بردمیحت کار را بالا ص اقدام،ن یدارد. ا یشتریب

 کند. یتر مرا راحت
 

 نتایج
 که نشان داد نمونه 8دست آمده از ب یهایسه توالیمقا
بر هم منطبق طور کامل ه ها بنمونه یدر بعض هایتوال

 یسه با توالیدر مقا 6و  5، 4 یهانمونه یتوال وستند ین
 یهاحذف و تفاوت یهاگاهیجا یداراگر ید یهانمونه

ها در بانک ین توالیا (.3)شکل  باشندیم یدینوکلئوت
ب یترتب رشیپذ افت شمارهیبا در NCBI یجهان یهاداده

(8-1 ) (A)(071443LC،) (B)(071444LC،)(C)  
(071445LC،)(D)  (071446LC،) (E) 
(071448LC ،) (F)(071449LC ،)(G) 
(071450LC) و (H) (071451LCثبت گرد )دندی.  
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  یو روابط تکامل یمولکول ییشناسا

 ین روابط تکاملییتع یبررس یبرا یرسم درختان تکامل در
 یهایتوال سایراز  COIژن  یتوال 8ها، علاوه بر ان آنیدر م

 یتوال 4 که ن جنسیا یموجود ثبت شده در ژن بانک برا
و روابط  یلوژنیجه محاسبات فینت. ز استفاده شدین بودند
 یرا برا یکسانی بایتقر یتوپولوژ ی( الگو(ML, BI یتکامل

 یکیج اختلافات ژنتینتا .نشان داد یهر سه درخت تکامل
-نمونه یتمام. ندمنعکس شد یدرختان تکامل یدر توپولوژ

د کلا Leptodius sp. FC-2015 (A-H) یرنگ یها
-ن کلاد با ارزشیل دادند و ایمشترک را تشکک یلتیمونوف

ن ی( و احتمال پسML=100)ار بالا یبس بوت استراپ یها
 (D) نمونهن حال یبا ا .شد تیحما( PP=1) یقطع

(071446LC،)  خود با  یخواهر یهاپیمورفوتا سایراز
ن ی( و احتمال پسML=100) بالا تراپبوت اس یهاارزش

درختان تکامل نشان  یلوژتوپو .( جدا شدPP=1) یقطع
با  Leptodius sp. FC-2015 (A-H) مربوط به داد کلاد

دارد  یرابطه خواهر Leptodius nigromaculatusگونه 
متوسط استراپ ک با ارزش بوت یلتین روابط مونوفیو ا

(56=MLو احتمال پس )ی( 65/0ن متوسط=PPحما )ت ی
  .اندهشد

 

 

Maximum likelihood COILeptodius

MLPosterior ProbabilityBayesian

ML/PP

Figure 3: Maximum likelihood tree of COI sequences for specimens of Leptodius sp. Values at  

percentages bootstrap for 1000 repetitions and the posterior probabilities on the nodes has been 

shown. 
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  گونوپود یمورفولوژ ییشناسا
طور کلی ه بکه  نتایج بررسی فراساختار گونوپود نشان داد

ای و در این گونه گونوپود دارای ساختاری کشیده، استوانه
با بخش  یسأدر محل اتصال لوب ر سینوسی شکل است.

 ییجاد شده است که خارهایا یشکل یستال حالت منحنید
ر یدر ز یسأشود. در قسمت لوب ریده میآن د یرو

شد یده مید یکنگره دار یهاکروسکوپ بخشیومیسترا
در  یسأ. قسمت لوب رکرده بودند رون رشدیکه به سمت ب
دارد.  یادهین گونه حالت کشیا یهاپیاکثر مورفوتا

 (.4)شکل

های مختلف این گونه در بررسی فراساختار مورفوتایپ
ها سی گونوپود برخی نمونهأتغییراتی واضح در شکل ر

تفاوت  ونهنمن یساختار گونوپود ا (D)نمونه . مشاهده شد
ها دارد. قسمت لوب پیمورفوتا سایرنسبت به  یفاحش

-ضیکوتاهتر و عر هانمونهگر ی، نسبت به دنمونهن یا یسأر
گونوپود  یبخش راس (E) در نمونه .(ج-4)شکل تر است 

دارد  هانمونهر ینسبت به سا یتر و بلندتردهیحالت کش
 (. د-4 )شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 2015 Leptodius sp. FC-(A-Hهای ) نمونهگونوپود ی قسمت راسمیکروسکوپ الکترونی  تصاویر: 4شکل 
Figure 4: Electron microscope images of gonopod apical parts specimens of Leptodius sp. FC-2015 (A-H). 
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 بحث
طور ه ب Leptodius exaratus گونهروش شناسایی 

 یهاآب یمد و جزر ریو ز یمد و از مناطق جزر یعیوس
و  Leeاست.  غرب آرام گزارش شدهو  هند انوسیاق

ن مناطق یا ن گونه دریا ییشناسا ( به2013همکاران )
در  یدگیچیبا وجود پ که اظهار داشتندپرداختند و 

ن گونه در یمحدوده پراکنش ا ،ن گونهیا ییشناسا
ها محدوده پراکنش باشد. آنیم یدیکل عاملآن  ییشناسا

 و ج فارسیانوس هند، خلیاق یغرب یهاقسمتن گونه را یا
 ،ج مطالعه حاضر نشان دادینتا  کردند. یسرخ معرف یایدر

جداگانه نسبت به گونه مشابه  یادر شاخه یرنگ یهانمونه
( قرار گرفتند و یانوس هند )اندونزیخود از منطقه شرق اق

  Leptodius sp.FC-2015 (A-H) یشیبا نام آزما لذا،
 یزهایآنال جهینتدرصد  دند.شثبت  یدر ژن بانک جهان

(ML  وBI )یهاپیمورفوتا که نشان داد یدرختان تکامل 
 هم با یکل طورب  Leptodius exaratusگونه یرنگ

به سبب داشتن  (Dنمونه ) حالنیبا ا .هستندک یلتیمونوف
ن یشتریب ،گاه حذفیجا پنجو  متفاوتد یشش نوکلئوت
ان یب Hennig (1996). ها نشان دادنمونهگر یتفاوت را با د

ن مرز گونه ها بر ییتع یبرا ن روشیابل قبول ترق که کرد
ها براساس و مرز گونه ن حدیینگ، تعیبارکد DNAاساس 

ک جنس یمختلف  یهابه گونه .باشدیم یدرختان تکامل
ب یشود که اعداد مربوط به ضریک گفته میلتیمونوف یزمان

ت یاز آن شاخه حما ییزان بالایها با مبوت استراپ آن
ب یبا ضرجداگانه  یاک گونه در شاخهیکه  یکند. زمان

 یامتعلق به گونه که دهدینشان م ،ردیت بالا قرار بگیحما
جه عکس خواهد ین صورت نتیر ایباشد و در غیجداگانه م

عطاران فریمان و . (Monaghan et al., 2005شد )
نیز توسط  (1395) ( و ایزدیان و همکاران1392موسوی )

نرمتنان خلیج روابط توانستند  DNAدگذاری ش بارکرو
 یریگقرار. شناسایی کنندبا دیگر نقاط جهان را فارس 
ن یاستراپ و احتمال پسدر شاخه جداگانه با بوت  Dنمونه 

ها را با ن نمونهیا یکیژنت ییجدا یتا حدودد بتواند یشا بالا

ن امر یاشتر یت بیقطع دهد کهها نشان پیمورفوتا ایرس
 یکیژنت ینشانگرها سایرتر با  جامع یها یبر بررس یمبتن

پوستان سخت و پنهان در یمخف یهاوجود گونه .باشدیم
به  یا مخفیمرموز  یهاار معمول است. گونهیبس ییایدر

ار یبس یاز لحاظ مورفولوژ شود که یاطلاق م ییهاگونه
 .با هم متفاوت هستند یکیه هستند اما از لحاظ ژنتیشب

توانند یم یار کم حتیبس یکیژنت یهاها با تفاوتن گونهیا
ز نشان یرا ن یمتفاوت یو رفتار کیاکولوژ یهایسازگار
ن گونه به یا ییشناسا (.Windsor et al., 2005دهند )

ن جنس یا یهاگونه سایربه  یختیر یهاشباهت لیدل
 .تار مورد بحث بوده اسیو از گذشته بسبوده ار مشکل یبس

Lee ( 2013و همکاران) ییت هایجمع که ان کردندیب 
انوس هند و یاق ین گونه که از قسمت شرقیتحت نام ا

-یبا توجه به بررس .انوس آرام گزارش شده استیغرب اق
ه گونمتعلق به ن گونوپود جنس نر در واقع یق اولیدق یها

Leptodius affinis گزارش  یهارنگ گونه .اشند یم
-یت و نمر اسیار متغیا بسیشده در منطقه غرب قاره آس

ها باشد ص گونهیتشخ یبرا یقابل اعتماد یژگیتواند و
(Ng et al., 2008). Klaus  ان یب( 2006)و همکاران

 قطعاً یو مولکول یمورفولوژ یهااز داده یبیترک ،داشتند
 انم درختیو ترس یدر بازساز یشتریبه ما اطلاعات ب

 یموارد الگوها یدر بعضداد.  ان خواهدیپا در ده یتکامل
جدا هستند و ممکن است  یکیمختلف از لحاظ ژنت یرنگ
 Palma andباشند ) یاجداگانه یهامعرف گونه یحت

Steneck, 2001 .)ن یاول یبررسفراساختار با  یج بررسیتان
ه با یاول یها یدر بررس نمونه 8ان یگونوپود جنس نر در م

اختلاف ص یتوانست سبب تشخز ینکروسکوپ یو میاستر
ن یشود. تفاوت بارز گونوپود ا هانمونه ریاز سا D نمونهبارز 

آن نسبت به  یسأدهانه ر تر ضیو عر کوتاهترحالت  نمونه
فراساختار با تر قیدق یهایر گونوپودها بود. بررسیسا
-شدن تفاوت( سبب ظاهرSEM) یکروسکوپ الکترونیم

 F و E  یهاپیمورفوتا ریسا یان گونوپودهایبارز م یها
 یدر مورفولوژ ییهان اساس تفاوتیبر ا. (7)شکل  شدز ین
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 یزهایآنالج ینتا ،ن گونوپود جنس نریفراساختار اول
ه گونوپود یف اولیتوص د کرد.ییأت یادیتا حد زرا  یمولکول

 یهاکروسکوپیم باها آن یبه بررس یقیحق یهاخرچنگ
از  یو لوپ محدود بود و در مطالعات اندک یحیتشر

ات یمشاهده جزئ یبرایز ن( SEM) یکروسکوپ الکترونیم
 .(Rorandelli et al., 2008شد )ها استفاده آن یساختار

-یر میتاث یطیرات محییاز تغ به طور محدودیگونوپودها 
 یسأو قسمت ر Chambers et al., 1980)رند )یپذ

که  دباشیم یفیظر یاشکال و ساختارها یگونوپود دارا
 کیها ارزش تاکسونومرات خاص در آنیین ساختارها و تغیا

 Moazzam و Kazmi (.Moyano et al., 2011دارند )
جنس  ییبا مطالعه در ارتباط با شناسا (2012)

Leptodius  آنچه  که داشتند اظهار در منطقه پاکستان
 و  Leptodius gracilis  دو گونه ییسبب جدا

Leptodius exaratus  ف در یظر هایاختلاف ،شودیم
 شکل در گونه یقارچ شتر قسمتیو تعداد ب یحالت منحن

Leptodius exaratus باشد. یمKatsunori  مطالعه و
بر  یمخف یهاگونه ییشناسا که یزمان حاضر نشان داد

است،  یناکافها شناختن مرز گونه یبرا یمورفولوژ یمبنا
ق یدق یبر اساس مورفولوژ یقیحق یهاخرچنگ ییشناسا

 یکیژنت ینشانگرهان یهمچن ن گونوپود جنس نر ویاول
د یمف ،خود یگاه اصلیها در جاح گونهیقرار دادن صح یبرا

 خواهد بود.
 

 نتیجه گیری
ق بر اساس یدق یمورفولوژ یهااز روش یقیتلف
ک یستماتی(، سSEMنگ )یاسکن یکروسکوپ الکترونیم

 یران روش بیبهتر یمشخصات ظاهر سایرو  یمولکول
ها ان خرچنگید و پنهان در میجد یها گونه ییشناسا

 خواهد بود.
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Abstract  

According to morphological studies, Leptodius exaratus is one of the most common brachyuran 

species and the only known species of this genus which have been found in intertidal rocky shores 

along the Persian Gulf coast. Since the existence of hidden species among the crustacean species 

are very common, the aim of this study is to investigate the probability of hidden species 

identification among eight color morphotypes that were identified as Leptodius exaratus species 

in morphological studies. For this purpose, eight color morphotypes of Leptodius exaratus species 

were collected from rocky shores of Bushehr province. Then, the first male gonopods were 

separated and photographed by Scanning Electron Microscopy (SEM). For conducting molecular 

studies, DNA was extracted with a phenol-chloroform mixture and mitochondrial Cytochrome 

Oxidase subunit I (COI) gene was amplified and sequenced. The results showed that 

mitochondrial COI nucleotide sequences were not identical in all color morphotypes. These 

results were reflected in topology of evolutionary trees for both analyses (maximum likelihood, 

bayesian). Studying the ultrastructure of the apical segments of the first male gonopods showed 

fundamental differences in the apical organs of some color morphotypes. These results indicated 

that all samples did not belong to a single species and there were hidden species among them. 

Molecular evidence also showed that mitochondrial COI nucleotide sequences of eight color 

morphotypes of Leptodius exaratus from the Persian Gulf and the registered sequence of such 

species from Indonesia were in separate clusters. Identification based on the morphology of the 

first male gonopods using scanning electron microscopy (SEM) and the COI gene were useful 

research methods in the present study. 
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