
 1402، 4، شماره 36جلد                                                                                )       مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي جانوري 
1710.22034/JAR.2023.23DOI:                       752-912مقاله پژوهشي، صفحات 

اثر ملي طبيعي  ):Gastropoda Mollusca( زيهاي خشكياي حلزونبررسي تنوع گونه
  باركدينگ DNA در استان مازندران با استفاده از تكنيك دارانجنگل خشكه

  *فراهم احمدزاده وسيما محمدي 
 هاگروه تنوع زيستي و مديريت اكوسيستم  پژوهشكده علوم محيطي، ايران، تهران، دانشگاه شهيد بهشتي،   

  13/07/1402: تاريخ پذيرش  31/04/1402: تاريخ دريافت

  چكيده

خود  هاي اكولوژيكيدليل ويژگياند بهترين جانوران كره زمين شناخته شدهعنوان يكي از متنوعزي كه بههاي خشكيحلزون
. شوندها يافت ميهاي مختلفي از جمله جنگلها در زيستگاهاين گونه. كنندها ايفا مينقشي كليدي در حفظ پايداري اكوسيستم

اين پژوهش به شناسايي . باشدهاي هيركاني واقع در شمال ايران ميتنان جنگلهاي اين گروه از نرمترين زيستگاهيكي از مهم
كارگيري شود با بهاي ناحيه هيركاني محسوب ميترين زيستگاهداران كه از مهمكن در جنگل خشكهزي ساهاي خشكيحلزون

هاي ريخت شناسي آوري شده بر اساس ويژگينمونه جمع 135در ابتدا . پرداخت DNAدو رويكرد ريخت شناختي و باركدينگ 
شكل دريچه صدف  داشتن درپوش دريچه،  صدف،ديسكي يا مخروطي بودن   رنگ صدف،  ها شامل اندازه صدف،صدف حلزون

فردجهت انجام مطالعات  3تا  2سپس از هر خانواده . و وجود يا عدم وجود ناف در صدف در سطح خانواده شناسايي شدند
در  محاسبه فاصله ژنتيكي و  هاي مورد نظرجهت انجام آناليزهاي ژنتيكي شامل محاسبه مدل تكاملي،توالي  .ژنتيكي انتخاب شدند

نتايج بدست آمده . بدست آمدند COIنهايت رسم درخت تبار شناختي پس از انجام مراحل آزمايشگاهي مربوط به تكثير ژن 
دليل عدم وجود همچنين ب. باشندپنج جنس و شش گونه مي آوري شده متعلق به چهار خانواده، هاي جمعمشخص نمود نمونه

هاي ريخت شناسي مربوط شناسايي اين حلزون با استفادهاز ويژگي Caspicyclotus sieversiتوالي مشابه با نمونه مربوط به گونه 
با اين وجود تنوع زيستي منطقه، بالا ارزيابي نشده و غالبيت . به صدف و بر اساس كليدهاي شناسايي موجود صورت پذيرفت

براي اولين بار   Thebaمراه جنس اين دو جنس به همچنين. اندبوده Schileykulaو  Pyrenaeariaافراد جامعه متعلق به دو جنس 
هاي هاي جنگلعنوان اولين مطالعه باركدينگ بر روي حلزوناين مطالعه به. انددر اين پژوهش براي اين منطقه گزارش شده

احي مورد تر كردن نوبا گسترده. يابي به اطلاعات جديدي در مورد تنوع زيستي اين ناحيه شده استهيركاني منجر به دست
هاي هيركاني هاي جنگلتوان به طلاعات جامعي در ارتباط با تنوع زيستي حلزونهمراه بررسي آماري جوامع حلزون ميبررسي ب

اطلاعاتي از اين دست در زمينه مديريت . هاي بومي اين منطقه را پيش از حذف از طبيعت شناسايي نموددست يافت و گونه
  .فرد حائز اهميت استبهمنحصرزيستگاه و حفظ اين اكوسيستم 

  شناسيريخت  هاي هيركاني، تنوع زيستي،جنگل  ،DNAزي، باركدينگ هاي خشكيحلزون: واژه هاي كليدي

  F_ahmadzade@sbu.ac.ir :الكترونيكي ، پست )021(29906001 : مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
پايان بخش شكممتعلق به رده  زي، هاي خشكيحلزون

). 9(دهند ها را تشكيل ميمهمي از تنوع زيستي اكوسيستم
طيف مختلفي از در  يا طور گسترده موجودات بهاين 

 افتي  كوهستان و ، مزارع ، باغ جنگلها شامل زيستگاه

باشد ها وابسته به عوامل مختلفي ميد و پراكنش آنشون يم
. و دما اشاره نمودتوان به رطوبت ها ميترين آنكه از مهم

ويژه در دسترس علاوه بر اين، تركيب خاك زيستگاه به
ها بودن كلسيم نيز از عوامل محدود كننده پراكنش آن

https://doi.org/10.22034/jar.2023.2317
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جهت ها بهباشد زيرا وجود كلسيم در رژيم غذايي آنمي
  ).21، 19(ها ضروري است بازسازي پوسته صدف حلزون

غذايي و در  هايتنان از اهميت بالايي در زنجيرهاين نرم
سو،  كياز . نتيجه حفظ تعادل زيستگاه خود برخوردارند

از جمله پرندگان،  گر،يموجودات د يبرا ييعنوان غذابه
 از سويي ديگر .كنند يكوچك عمل م واناتيحشرات و ح

با تجزيه مواد آلي به بازگشت عناصر ضروري حيات به 
كه توان اينگونه بيان كرد مي. )13(كنندطبيعت كمك مي

تواند اثرات نامطلوبي را بر اكوسيستم ها ميحذف آن
عنوان مثال مطالعاتي كه در اروپا انجام شد به. برجاي گذارد

- را مرتبط با از بين رفتن حلزون كاهش جمعيت پرندگان

، 7(هاي اسيدي دانستند هاي خشكي به دليل بارش باران
18.(  

ها سبب شده تا اين موجودات به تحرك كم حلزون
تغييرات محيط اطراف خود از جمله تغيير در شرايط 

ها اقليمي و يا تركيب خاك منطقه حساس باشند و به آن
هاي مختلف ها در گونهاين واكنش. واكنش نشان دهند

صورت تغيير در رنگ تواند بها متفاوت است و ميحلزون
پوسته صدف، تغيير محدوده پراكنش و يا حتي حذف يك 

اين ويژگي سبب شده است تا . م باشدگونه از اكوسيست
عنوان شاخص مناسبي براي ارزيابي زي بها خشكيحلزون

اي كه با ها در نظر گرفته شوند به گونهوضعيت اكوسيستم
توان ها ميبررسي تنوع زيستي و همچنين تركيب جوامع آن

شان اي در ارتباط با كيفيت زيستگاهبه اطلاعات ارزنده
هاي مختلف را با چنين زيستگاهدست پيدا كرد و هم

  ).33(يكديگر مقايسه نمود 

توان به اين در ارتباط با اهميت اقتصادي اين موجودات مي
 يكه در غدد بزاق هايينينوروتوكسموارد اشاره نمود كه از 

در علم پزشكي  داروها ديتول يبرا شوديم دتولي هاآن
 يزيخشك يها حلزون علاوه بر اين. شوداستفاده مي

 برخياز گسترش  اهانيگ يبر رو شان هيبا تغذ توانند يم
از سويي ديگر برخي از  .كنند يريجلوگكشاورزي آفات 

عنوان آفت محصولات زراعي هاي حلزون، گاه خود بهگونه
شوند كنند و باعث بروز خساراتي ميها عمل ميو باغ

محيطي و اقتصادي با در نظر گرفتن اهميت زيست). 32(
توان به ها ميگروه از جانوران با مطالعه بر روي آناين 

اي دست يافت كه هم در زمينه حفظ تنوع اطلاعات ارزنده
  .باشندزيستي و هم در زمينه كنترل آفات حائز اهميت مي

هاي اين موجودات در ايران ترين زيستگاهيكي از مهم
ها يكي از مهم ترين هاي هيركاني است اين جنگلجنگل

باشند و پناهگاه هاي سنوزوئييك ميبازماندگان جنگل
اند و ي متنوعي در آخرين عصر يخبندان بودههاگونه

و  Pterocarya ،Albizia هاي گياهي از جملهبسياري از گروه
Parrotia  37( اندمانده باقيمنطقه  نيتنها در ا آن زماناز.( 

هاي هاي جنگلتا كنون تحقيقات اندكي بر روي حلزون
اين مطالعات كه . هيركاني در ايران صورت پذيرفته است

هاي شمال ايران هاي خشكي زي جنگلبه شناسايي حلزون
گونه حلزون در  40اند منجر به گزارش حدود پرداخته

). 36، 20، 16، 14  ،6، 5  ،2، 1(شمال ايران شده است 
شايان ذكر است در تمامي مطالعات صورت گرفته 

شناسي هاي ريختها بر اساس ويژگينشناسايي حلزو
ظاهري صدف كه  هايويژگي. ها بوده استصدف آن

زي مورد استفاده قرار هاي خشكيمنظور شناسايي حلزونب
راستگرد و يا (جهت چرخش صدف: گيرند عبارتند ازمي

، مخروطي و يا ديسكي بودن صدف، رنگ صدف، )چپگرد
خط، خال (طرح وجود و يا عدم وجود برجستگي، پرز و يا

وجود و يا عدم وجود   در سطح پوسته صدف،..) و 
درپوش بر روي دريچه صدف، جنس و شكل درپوش 
صدف، شكل دريچه صدف، صاف و يا برگشته بودن 
دريچه صدف، باز و يا بسته بودن ناف صدف و اندازه آن و 

تر ذكر شد همانطور كه پيش). 8(هاي صدف تعداد پيچ
است تحت تاثير شرايط محيطي ها ممكن صدف حلزون

قرار گيرد و دچار تغييراتي ظاهري شود به اين معني كه 
ها مانند بسياري ديگر از ها مختلف حلزونبرخي از گونه

جانوران ممكن است ظاهري مشابه داشته باشند اما ساختار 
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در نتيجه  ژنتيكي متفاوتي داشته باشند و يا بالعكس
هاي ظاهري ممكن ويژگيها تنها بر اساس شناسايي آن

دنبال آن كه باست منجر به اشتباه و شناسايي نادرست شود 
سبب ارزيابي نادرستي از تنوع زيستي منطقه شود كه از 

). 34، 27  ،25(لحاظ تصميمات حفاظتي حائز اهميت است 
ها جهت غلبه بر اين مشكل و برطرف نمودن عدم قطعيت

هاي ه از روشهاي اخير استفاددر شناسايي، در سال
عنوان ابزاري دقيق به) DNAباركدينگ (شناسايي مولكولي 

هاي مختلف جانوري از و سريع جهت شناسايي گونه
، 17(ها بسيار مورد توجه قرار گرفته است جمله حلزون

26.( 

- هاي جنگل خشكهدر اين پژوهش تنوع زيستي حلزون

احيه فرد ترين مناطق نبهعنوان يكي از منحصرداران، به
هيركاني از نظر تنوع زيستي، مورد بررسي قرار گرفته 

ها جهت افزايش قطعيت در نتايج، شناسايي حلزون. است
 با استفاده از ژن DNAكار گيري تكنيك باركدينگ با به

COI از آنجايي كه اين پژوهش اولين . صورت پذيرفت
ي مورد ها در محدودهمطالعه باركدينگ بر روي حلزون

تواند منجر به يافتن اطلاعات جديدي باشد ميميمطالعه 
- هاي خشكههاي جنگلدر ارتباط با تركيب جوامع حلزون

داران شود كه در زمينه مديريت اين اكوسيستم منحصر به 
  .فرد شايان توجه باشد

  مواد و روشها
خشكه داران با  يمل يعياثر طب: منطقه مورد مطالعه

كيلومتر مازندران در  هكتار در استان 265حدود  يمساحت
چالوش و در شرق شهرنشتارود در شمال - جاده تنكابن 12

طول جغرافياي  ).1 شكل( قرار گرفته است كشور ايران
و عرض  51 05´ 00´´تا  51 02´ 30´´منطقه از

اقليم . باشدمي 36 45´00´´تا  36 42´ 30´´جغرافيايي 
 يو بارندگ گراديدرجه سانت 16اين منطقه با متوسط دماي 

 نيا. باشديمرطوب و معتدل م متريليم 1100 انهيسال
 ستمياكوس يبازمانده ها نيو بكر از آخر ياجنگل جلگه

 و رودمي شماربه رانيشمال ا يجلگه ا يجنگل يها
 از كه است مختلفي جانوري و گياهي هايگونه زيستگاه
 با ي هاگونه اين جمله از. اندزيستهمي منطقه اين در ديرباز
 يگربه وحش به توسكا، ممرز، بلوط،  انتومي اهميت
 هايويژگي. و باكلان اشاره نمود يخاكستر ليحواص
 سال از تا گشته سبب منطقه اين خاص محيطيزيست
 گيرد قرار حفاظت مورد ملي طبيعي اثر عنوان تحت 1354

- مي شمار به هيركاني هايجنگل از بخشي جنگل اين). 3(

خاص و تنوع زيستي  زيستگاهي شرايط دليلب كه رود
 زمين كره هايبيوم ترينمهم از يكي عنوانهب فردبهمنحصر
 دليلب هاجنگل اين است ذكر شايان. شودمي شناخته
 روي بر دهندمي ارائه كه ارزشمندي اكوسيستمي خدمات
 اين حفظ. تاثيرگذارند نيز منطقه بومي مردم زندگي

اين منطقه و  زيستي وعتن كامل شناخت گرو در اكوسيستم
 گاهدنبال آن مديريت مناسب جهت حفظ اين ذخيرهب

  ).37( باشدمي كرهزيست

محيطي خود دليل نيازهاي زيستها بحلزون: برداريهنمون
-فعال مييعني وابستگي به رطوبت و دماي معتدل شب

هاي سرد و گرم سال در باشند و همچنين معمولا درفصل
روند و با مساعد پنهان شده و به خواب ميصدف خود 

شدن شرايط مجددا فعاليت خود را از سر گيرند لذا فصل 
 هابرداري از اين گونهتري جهت نمونهبهار زمان مناسب

با توجه به ) 30(باشد ها ميمنظور بررسي تنوع زيستي آنب
و  1400ها در بهار سال برداري از حلزوناين موارد نمونه

ها از روي سطح نمونه. اي ابري صورت پذيرفتدر روزه
هاي در حال پوسيدن درختان و خاك، تنه درختان، تنه

ها از سه ايستگاه مختلف در محدوده حفاظت شده سنگ
هاي جغرافيايي با دست داران واقع در عرضجنگل خشكه

آوري شده نمونه جمع 135جهت انتقال ب. آوري شدندجمع
مدت يك روز در آب قرار گرفتند ها ببه آزمايشگاه ابتدا آن

  .منتقل شدند% 96و پس از آن به ظرف حاوي الكل اتانول 
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هاي نمونه: اي پليمرازو واكنش زنجيره DNAاستخراج 
آوري شده بر اساس ويژگيهاي ريخت شناسي با جمع

در سطح ) 26، 15، 14(استفاده از كليدهاي شناسايي معتبر 
فرد براي  3تا  2خانواده شناسايي شدند و از هر خانواده 

در مرحله بعد استخراج . مطالعات باركدينگ انتخاب شد
DNA  و ) 31(با استفاده از روش استاندارد نمكي انجام شد

استخراج شده، از روش  DNAجهت بررسي كيفيت 
ر پس از آن تكثي. استفاده شد) نانودراپ(اسپكتروفوتومتري 

 I  )Cytochrome oxidase Iژن سيتوكروم اكسيداز زيرواحد 

(COI) (اي پليمراز با استفاده از فرآيند واكنش زنجيره
)Polymerase Chain Reaction (PCR) (صورت پذيرفت .

 LCO) 15(آغازگرهاي مورد استفاده در اين مطالعه شامل 

1490/HCO 2198 اي پليمراز در حجمواكنش زنجيره. بودند 
ليتر ميكرو DNA،  5,0ليتر ميكرو 1ليتر شامل ميكرو 25

ليتر آغازگر ميكرو Primer forward (، 5,0(آغازگر پيشرو
و  Mastermix Redليتر ميكرو Primer revearse( ، 5,12( پسرو

 .ميكروليتر آب مقطر انجام گرفت 5,10

: باشدشرايط انجام چرخه اين واكنش بدين شرح مي
دقيقه،  5مدت ب C 94اوليه در درماي سازي واسرشت

اتصال آغازگر   ثانيه، 30مدت ب C 94واسرشت در درماي 
سازي ، طويل)چرخه 35(ثانيه  30مدت ب C 72در درماي 
سازي نهايي در طويل  دقيقه، 1مدت ب C 49در درماي 

 C 25دقيقه و خنك شدن درماي  5مدت ب C 72درماي 
با  PCRمحصولات  تيفيكدر نهايت . دقيقه 5مدت ب

هاي با و آمپليكون شد يبررس% 1استفاده از ژل آگارز 
تهران، (كيفيت مناسب براي توالي يابي به شركت پيشگام 

دست آمده هاي بهدر نهايت تمامي توالي. ارسال شد) ايران
ثبت  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) در پايگاه بانك ژن

 ).1 جدول(شدند 

  )كاروماتوگراف( DNAهاي خام توالي: يكيآناليزهاي ژنت
 (www.geneious.com)فرد با استفاده از  10دست آمده از به

Geneious Prime v. 2022.1.1 رديفهم. ويرايش شدند -

هاي ويرايش شده با استفاده از نسخه تحت سازي توالي
-به TIM1+I+Gمدل ). 23(صورت پذيرفت  MAFFTوب 

افزار كارگيري نرمعنوان بهترين مدل تكاملي با به
MrModeltest V.2.3  با استفاده از معيار آكاييكه)Akaike (

- در گام بعدي درخت تبار. (Nylander, 2004)انتخاب شد 

- با استفاده از نرم (BI)كارگيري آناليز بيزين شناختي با به

 گونه( ترسيم شد) 35( 3. 2.نسخه   MrBayesافزار

Enchytraeidae sp  ريشه درخت انتخاب شد عنوانبه .(
نيز با  ميان افراد )P-distance(فاصله ژنتيكي اصلاح نشده 

 .محاسبه شد MEGA V.11از نرم افزار استفاده

بندي منظور مشخص نمودن تعداد واحدهاي عملياتي طبقهب
)OTU= Operational taxonomic unit(  موجود در مجموعه

 ABGD  )automatic barcode gapهاي آماريها روشداده

discovery()30 ( وbPTP )Bayesian implementation of the 

Poisson tree processes()39 (و  هيتجز. كار برده شدبه
بر اساس فاصله  يبندروش خوشه كي ABGD ليتحل
 Species( هاجهت تعيين مرز گونهها يتوال نيب يزوج

delimitation (و بر روي وب سرور  است)با استفاده از ) 40
و  )فرضپيش( Ts/Tv = 2,0با نسبت ) K80( مورايفاصله ك

 يادرون گونه ييمحدوده واگرا: انجام شد ريز طيشرا
 ،ميانيمرحله  20با ) Pmax( 0,1تا ) Pmin( 0,01از  پيشين

X )وسعت گپ نسبي :(و 0,05 = Nbin 10 )25 .(bPTP 
 كيلوژنتيبر درخت است كه به درخت ف يروش مبتن كي
و  هيتجز. )24( دارد ازين يعنوان ورودب كياولترا متر ريغ

و شرايط پيش ) bPTP )41وب سرور  يبر رو ليتحل
  .فرض آن انجام شد

  نتايج
آوري شده هاي جمعهاي حلزوننمونه: هاشناسايي حلزون

از جمله تعداد  هاي ريخت شناسيابتدا بر اساس ويژگي
گرد بودن صدف، وجود گرد يا راستهاي صدف، چپپيچ

-يا عدم وجود دريچه صدف و شكل صدف با كمك كليد

در سطح خانواده ) 26، ،14، 13( هاي شناسايي موجود
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آوري شده هاي جمعي نمونهشناسايي اوليه. شناسايي شدند
-شناسي مشخص نمود حلزونهاي ريختبر اساس ويژگي

 ,Orculidae يمورد مطالعه متعلق به چهار خانوادههاي 

Helicidae, Hygromiidae وCyclophoridae  باشند، مي
  :باشدها به شرح زير ميهاي ريخت شناسي آنويژگي

 ,Hygromiidae (Tryonخانواده  : Hygromiidaeخانواده 

داراي صدف ديسكي است و اندازه صدف آن  (1866
هاي مختلف آن و در بين جنس باشدكوچك تا متوسط مي

تر از طول صدف كوچك. متغير است mm 25تا  mm 7از 
اي روشن و گاهي مايل به عرض آن و رنگ صدف قهوه

باشد پوسته صدف داراي خطوط و شيارهايي مي. زرد است
. كندهاي با صدف گرد متمايز ميها را از ساير گروهكه آن

ل است و لبه دهانه صدف معمولا گرد و يا بيضي شك
داراي ناف باريكي . صدف اندكي برگشته و زاويه دار است

ها توسط لبه برگشته صدف است كه در بعضي جنس
انتهايي نقطه اتصال دو قسمت ابتدايي و . شودپوشانده مي

به هم متصل  وسيله كالوسدهانه صدف ضعيف است و ب
هم متصل ها اين دو قسمت باند، در برخي جنسشده
ها در سراسر اروپا، بخشاين خانواده از حلزون. اندنشده

هايي از آسيا از جمله هايي از آمريكاي شمالي و بخش
  .اندايران و تركيه پراكنده شده

 Helicidae هاي خانواده حلزون:  Helicidae خانواده

(Ferussac, 1822)باشندداراي صدف گرد و مسطح مي .
هاي كم عداد پيچاندازه صدف كوچك تا متوسط و با ت

سطح صدف . كندتجاوز نمي mm 10ها از است و اندازه آن
دريچه  .باشدصاف و بدون برآمدگي و خطوط برجسته مي

باشد و اي و يا نيمه بيضي ميدايرهنيم اي،شكل دايرهصدف ب
ناف صدف با . شودبسته مي با درپوشي شاخي و يا آهكي
ي اين ها از گونه ياريبس. كالوس پوشيده شده است

و  اندپراكنده) قايجز آفرب( يريدر مناطق گرمسخانواده 
 .كننديم يمعتدل زندگ مناطقدر  ها نيزي از آنكم تعداد

 ,Orculidae (Pilsbryاعضاي خانواده :  Orculidaeخانواده 

دليل شكل خاص صدفشان متمايز تر از ساير ب (1918
ها مخروطي صدف آن. باشندزي ميهاي خشكيحلزون

ها بيشتر از عرض آن طول صدف آن. كشيده و مورب است
. است mm 5اندازه طول صدف كوچك و حداكثر . باشدمي

دريچه صدف ساده و بدون حاشيه و يا برگشتي است و 
ي محدوده. باشدهمچنين اين دريچه بدون درپوش مي

هايي از ها اروپا ،آمريكا، هند، تركيه و بخشپراكنش آن
  .باشدايران مي شمال

 Cyclophoridae صدف خانواده :  Cyclophoridaeخانواده 

(Gray, 1847) راستگرد ، تقريبا مخروطي كوتاه ودر بعضي
عرض . باشدشكل ديسكي ميبا برآمدگي كم و ب  موارد

ها معمولا اندازه صدف آن. صدف بيشتر از طول آن است
ندرت و ب) mm 30تا  mm  10(و متوسط ) mm 10(كوچك 
صدف معمولا  بدنه . باشدمي) mm 50تا  mm  30(بزرگ 

دريچه . و داراي ناف است هايي داردخطوط يا برجستگي
اين درپوش غالبا . شودصدف با درپوش دايره اي بسته مي

ي دريچه صدف لبه. و گاهي اوقات نيز آهكي است شاخي
 از اين خانواده  يمتعدد يگونه هابزرگ و برگشته است، 

مجاور  ريو جزا اياسترال ا،يآس قا،يآفر يريدر مناطق گرمس
در شرق قفقاز و  از آن گونه كهمچنين ي. اندپراكنده شده

 .كندزندگي مي رانيشمال ا

منظور مطالعات باركدينگ فرد انتخاب شده ب 12از ميان 
نمونه، داراي كيفيت مناسب  10يابي مربوط به نتايج توالي

سكانس  10بلاست . ژنتيكي بودند جهت انجام آناليزهاي
مشخص نمود كه نه فرد از  NCBIمورد بررسي در سايت 

 هايها متعلق به چهار جنس مختلف به نامآن
Caucasotachea, Pyrenaearia Theba  وSchileykula 

يابي شده هاي تواليبا توجه به گسترده نبودن داده. باشندمي
پايگاه بانك ژن، براي زي در هاي خشكيمربوط به حلزون

توالي مشابهي در  ES3388ها با كد شناسايي يكي از نمونه
در نتيجه شناسايي اين نمونه با . بانك ژن وجود نداشت



 1402، 4، شماره 36جلد                                                                                )       مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي جانوري 
1710.22034/JAR.2023.23DOI:                       752-912مقاله پژوهشي، صفحات 

هاي ظاهري آن انجام شد و بر اساس كمك ويژگي
كليدهاي شناسايي موجود، مشخص شد اين نمونه به جنس 

هاي ويژگي تعلق دارد كه Caspicyclotus sieversiو گونه 
  : باشدشناسي اين جنس به شرح زير ميريخت

Caspicyclotus sieversi 

 Caspicyclotus sieversi (Forcart, 1935)حلزون  صدف
راستگرد و تقريبا گرد است اما راس آن برآمدگي كوچكي 

اندازه . باشدتر از عرض آن ميدارد و طول آن كوچك
و ارتفاع  mm 5/7تا  mm 5/6صدف متوسط و قطر آن بين 

رنگ صدف زرد مايل به . است mm5/6 تا  mm 5آن بين 
-4هاي صدف خاكستري و يا خاكستري است و تعداد پيچ

باشد همچنين آخرين پيچ صدف پهناي دور مي 5/4
ديواره صدف تقريبا ضخيم . ها داردبيشتري از ساير پيچ

. بوده و خطوطي مورب بر روي آن قابل مشاهده است
اي شكل ضخيم و آهكي است و وش دايرهداراي درپ

دريچه صاف و بدون برگشتگي است علاوه بر اين، صدف 
حضور اين حلزون . باشداين جنس داراي ناف بزرگ مي

  .قفقاز و شمال ايران گزارش شده است  در شرق گرجستان،

نام ها بذكر است تنها يك گروه از حلزونلازم ب
Caucasotachea luaranea بلاست تا سطح گونه وسيله به

طبق نتايج حاصل از درخت  ).1 جدول(شناسايي شدند 

بيزين شش دودمان در محدوده مورد مطالعه وجود دارد 
بوده است % 95ها بالاي همچنين بوت استرپ ميان دودمان

  ).2 شكل(

نتايج مربوط به تعيين مرزهاي : ايتعيين مرزهاي گونه
مشابه بودند و  bPTPو  ABGDبا استفاده از آناليز  ايگونه

ها را در مجموعه داده OTUهر دو آناليزتعداد شش 
هاي  OTUفاصله ژنتيكي بين ). 2 شكل(مشخص نمود 

% 10بين   P-distanceمختلف بر اساس نتايج حاصل از آناليز
 OTU 1بيشترين فاصله ژنتيكي بين . تخمين زده شد% 32تا 
د و مشاهده شOTU 3 و  OTU 1و همچنين  OTU 6و 

 گزارش شدOTU 4 و  OTU 3كمترين فاصله ژنتيكي بين 

علاوه بر اين، توپولوژي درخت بيزين با نتايج ). 2 جدول(
 .همخواني داشت bPTPو   ABGDحاصل از 

 OTUبررسي فراواني هر يك از : هاتركيب جامعه حلزون
 OTU 3هاي يافت شده در منطقه مورد بررسي نشان داد كه 

و  Pyrenaeariaهاي متعلق به جنس ترتيبكه ب  OTU 6و
Schileykula باشند غالبيت افراد جامعه را تشكيل مي

كه مربوط به گونه  OTU 1در مقابل . دهندمي
Caspicyclotus sieversi در ترين گروه عيتمجكم باشدمي
   .)3 شكل(باشندجامعه مورد بررسي مي

  
 همراه كد شناساييهاي شناسايي شده بفهرست گونه -  1جدول 

Code ID OTU Accession Number Family Genus Species 

ES3388 OTU 1 OR189159 Cyclophoridae Caspicyclotus Caspicyclotus sieversi 

ES3364 OTU 2 OR189161 Helicidae Caucasotachea Caucasotachea Leuaranea 

ES3371 OTU 2 OR189162 Helicidae Caucasotachea Caucasotachea Leuaranea 

ES3379 OTU 2 OR189168 Helicidae Caucasotachea Caucasotachea Leuaranea 

ES3375 OTU 3 OR189165 Hygromiidae Pyrenaearia - 

ES3376 OTU 3 OR189166 Hygromiidae Pyrenaearia - 

ES3387 OTU 3 OR189169 Hygromiidae Pyrenaearia - 

ES3377 OTU 4 OR189167 Hygromiidae Pyrenaearia - 

ES3373 OTU 5 OR189164 Helicidae Theba - 

ES3360 OTU 6 OR189160 Orculidae Schileykula - 
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  دارانزي در جنگل خشكههاي خشكيهاي مختلف حلزونگونه بين) P-distance( نشده اصلاح ژنتيكي فاصله برآورد -  2 جدول

OTU 6  OTU 5  OTU 4  OTU 3  OTU 2  OTU 1    

          0  OTU 1  

         0.31  OTU 2  

        0.21  0.32 OTU 3  

      0.10  0.20  0.31 OTU 4  

    0.11  0.12  0.21  0.31 OTU 5  

0  0.26  0.24  0.26  0.26  0.32 OTU 6  

 

  برداريمنطقه نمونه - 1 شكل

  بحث و نتيجه گيري
زي بدليل داشتن ويژگي هايي از جمله هاي خشكيحلزون
برداري آسان و قدرت انتشار اندك شاخص قابل نمونه

اعتمادي براي بررسي تغييرات طولاني مدت محيط و 
طيف وسيعي از همچنين ارزيابي تنوع زيستي در 

 ).9(ها هستندزيستگاه
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مقادير احتمالات پسين در بالاي هر شاخه نشان . دارانزي جنگل خشكههاي خشكيمربوط به حلزون COIحاصل از ژن  (BI)درخت بيزين  - 2شكل 
گونه فرضي را در ميان  6نيز در شكل آمده است كه هر دو نتايج مشابهي داشتند و تعداد   bPTPو   ABGDنتايج مربوط به آناليزهاي . داده شده است

  .ها مشخص نمودندداده

  

  دارانها در جنگل خشكهاي آنها و تنوع گونهفراواني حلزون - 3شكل 
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 ساكن زيخشكي هايدر اين پژوهش تنوع زيستي حلزون

- زيستگاه ترينمهم از يكي عنوانبه دارانخشكه جنگل در

 با ايران شمال در سنوزوئييك هايز جنگلا باقيمانده هاي
و همچنين بر اساس DNA  باركدينگ روش از استفاده
نتايج . مورد بررسي قرار گرفت شناسيريخت هايويژگي

آوري شده متعلق به چهار هاي جمع-نشان داد حلزون
از آنجاييكه . باشندمي OTUپنج جنس و شش  خانواده،

جمعيت جامعه متعلق به دو جنس % 50بيشتر از 
Pyrenaearia  وSchileykula توان اينگونه بيان بوده است مي

 .باشدكرد كه تنوع زيستي منطقه پايين مي

 Caspicylotusهاي شناسايي شده دو گونه در ميان گروه

sieversi و Caucasotachea leuaranea ترتيب متعلق به كه ب
OTU 1  وOTU 2  باشند در مطالعات پيشين توسط مي

Eliazian et al. )14 ( ياسيني ،)در شمال ) 5(و منصوريان) 6
 Pyrenaearia   (OTU5)سه جنس. اندايران گزارش شده

(OTU 3, OTU 4) ,Thebaو(OTU 6)  Schileykula  براي اولين
  .اندگزارش شدهداران بار در اين پژوهش در منطقه خشكه

هاي علاوه بر اين مطالعات معدودي بر روي حلزون
از . زي در ساير نقاط ايران نيز صورت گرفته استخشكي

اشاره نمود ) 4(شمسي و همكاران توان به مطالعهجمله مي
هاي خاكزي شهرستان اروميه شناسايي حلزونكه به 

 گونه حلزون منطقه 9پرداختند را براي آن و در مجموع 
هاي نام برده در مطالعه معرفي كردند كه تشابهي با گونه

ها در تنوع حلزون ندبيان داشت هاهمچنين آن.حاضر نداشتند
امر ن ايدر مقايسه با شمال ايران كمتر است و علت  اروميه

شمال ايران  نسبت به اروميهرا كمتر بودن ميزان رطوبت 
  .دانستند

زي تكيه انحصاري هاي خشكيدر زمينه شناسايي حلزون
شناسي به دلايل متعددي از جمله هاي ريختبه روش

تغييرات در پوسته صدف در اثر شرايط محيطي خاص 
هاي مرموز هاي كوچك، وجود گونهزيستگاه بويژه در گونه

)Cryptic (ها و همچنين تعداد كم در ميان حلزون
متخصصان با تجربه و دانش كافي جهت شناسايي دقيق 

تواند منجر به اشتباه در شناسايي ي حلزون، ميهاگونه
هايي از اين دست جهت غلبه بر مشكل). 38(ها شودگونه

عنوان روشي با دقت و اعتبار بالا به  DNAروش باركدينگ 
اي اخير بسيار مورد جهت شناسايي موجودات در دهه
 قابل ياييتوكندريتنوع متوجه قرار گرفته است اما عليرغم 

 نگيمطالعات باركد زي،يخشك يون هاحلز توجه
 قاتياكثر تحق و صورت نگرفته هاآن يبر رو ايگسترده

 متمركز شده است ييايدر پايانشكم يبر رو صورت گرفته
 يبرا بانك ژندر  يكيژنت يها داده جه،يدر نت). 22، 9(

و در حال حاضر  باشدمحدود مي ينگمطالعات باركد
روش  كيعنوان به تواند ينم ييبه تنها COIژن  يها داده
در . عمل كند ينيحلزون زم يها گونه ييشناسا يبرا يعمل

توان اينگونه بيان نمود در حال حاضر با توجه به نتيجه مي
هاي مختلف هاي مربوط به گونهمحدود بودن توالي

زي در مخازن بانك ژن، تركيبي از دو هاي خشكيحلزون
رد مناسبي جهت روش ريخت شناسي و مولكولي رويك

همانطور كه در  .باشدزي ميهاي خشكيشناسايي حلزون
  OTU 6اين پژوهش نيز سكانس مشابه با نمونه مربوط به 

در بانك ژن وجود نداشت و در نتيجه شناسايي اين گونه 
شناسي صدف آن صورت هاي ريختبا استفاده از ويژگي

باركدينگ  ها با استفاده ازپذيرفت اما شناسايي ساير گونه
هاي اخير با توجه به اينكه در سال. صورت پذيرفت

هاي مولوكلي بيشتري بر روي اين موجودات پژوهش
و توجه جامعه ) 33، 26، 25  ،23، 22، 17(صورت پذيرفته 

علمي به انجام مطالعات ژنتيكي بر روي اين موجودات 
واسطه رود در آينده نزديك ببيشتر شده است، انتظار مي

هاي تر در اين زمينه و افزودن تواليمطالعات گسترده انجام
هاي مختلف حلزون به پايگاه داده بانك ژن مربوط به گونه

ه و رويكرد مولكولي به تنهايي اين محدوديت برطرف شد
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عنوان روشي قابل اعتماد و البته با دقت بيشتر جهت ب
  . شناسايي اين موجودات مورد استفاده قرار گيرد

كر است در زمينه مطالعات اكولوژيكي، زمانيكه لازم به ذ
هاي موجود در منطقه به منظور بررسي محاسبه تعداد گونه

هاي جوامع زيستي و ارزيابي سلامت تنوع زيستي و ويژگي
اكوسيستم مد نظر است رويكرد مولكولي و تعيين مرزهاي 

يابي به نتايج توانند منجر به دستاي به تنهايي ميگونه
زيرا در اين نوع مطالعات تنها . قابل اعتمادي شوند دقيق و

منطقه مورد بررسي قرار ميگيرد  هاي موجود درتعداد گونه
ها و دانستن نام جنس و يا و نيازي به شناسايي حلزون

هاي  OTUها نيست در نتيجه با محاسبه تعداد گونه آن
هاي قابل توان به دادهموجود در محدوده مورد بررسي مي

يك اكوسيستم  يستيتنوع ز يابيارز يبرال و معتبري قبو
  .)29، 11(دست يافت 

با  ايعنوان گونهبه ،زييخشك هايحلزون جوامع يبررس
 عتيفراوان در طب كياكولوژ هاينقش يكه دارا تياهم

-كنترل آن ايو  يبوم هايگونه عنوانب هاحفظ آنباشند، مي

 هايآفت در گرو شناخت كامل گونه هايگونه عنوانب ها
پيشنهاد . است هانپراكنش آ يموجود در منطقه و بررس

تر در اين منطقه شود با انجام مطالعات مولكولي گستردهمي
هاي همراه بررسي آماري جوامع حلزون در بخشهيركاني ب

هاي هيركاني به شناسايي تنوع زيستي كشف مختلف جنگل
هاي كره پرداخت و گونهزيست گاهنشده در اين ذخيره

. بومي اين منطقه را پيش از حذف از طبيعت شناسايي نمود
توانند به توسعه يك ها ميهمچنين در نهايت اين داده

شاخص زيستي مناسب براي ارزيابي كيفيت زيستگاه در 
هاي مشابه به منظور بررسي كمك ها و زيستگاهاين جنگل

  .كنند

  سپاسگزاري

اتب تشكر و قدرداني خود را از تمامي اساتيد بدينوسيله مر
و عزيزاني كه در مراحل مختلف اين تحقيق با ما همكاري 
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Abstract 

Land snails, known for their exceptional diversity, play a vital role in maintaining 
ecosystem stability owing to their distinctive ecological traits. These snails inhabit 
various environments, including forests. The Hyrcanian forests in northern Iran are one 
of the most important habitats for this group of terrestrial mollusks. The main objective 
of this study was to identify land snails inhabiting the Khoshkedaran Forest, a 
significant habitat in the Hyrcanian area using both morphological taxonomy and DNA 
barcoding methods. 135 gathered samples were classified based on their morphological 
characteristics such as shell size, shell shape, shell color, presence of operculum, open 
or closed umbilicus, and aperture shape. This classification was done at the family level. 
Subsequently, a subset of 2-3 individuals from each family underwent genetic analysis. 
Following laboratory procedures, the obtained genetic sequences underwent thorough 
analysis, including the determination of an evolutionary model, calculation of genetic 
distances, and constructed phylogenetic tree. The outcomes revealed that the collected 
samples could be categorized into four families, five genera, and six species. Notably, 
no sequences in the Gene Bank matched the sequence attributed to Caspicyclotus 
sieversi. Therefore, the identification of this species was reliant on morphological 
techniques and established identification keys. Surprisingly, the overall biodiversity of 
the region was found to be relatively low, with the majority of the snail community 
belonging to the genera Pyrenaearia and Schileykula. Furthermore, this research 
presented a noteworthy finding as it documented, for the first time in this specific 
region, the presence of the genera Theba, in addition to the two previously mentioned 
genera. Surprisingly, the overall biodiversity of the region was found to be relatively 
low, with the majority of the snail community belonging to the genera Pyrenaearia and 
Schileykula. Furthermore, this research presented a noteworthy finding as it 
documented, for the first time in this specific region, the presence of the genera Theba, 
in addition to the two previously mentioned genera. Being the first DNA barcoding 
study on land snails in the Hyrcanian forests, this research has offered significant 
contributions to understanding the biodiversity of the region. By extending the scope of 
the study to encompass a broader area and employing more comprehensive statistical 
analyses of snail populations, we can obtain detailed information on the land snail 
diversity within the Hyrcanian forests. Such insights are instrumental in identifying 
native species before they become susceptible to the threat of extinction. This valuable 
information plays a pivotal role in the effective management and conservation of this 
exceptional ecosystem. 

Keywords: land snails, DNA barcoding, Hyrcanian Forest, biodiversity, morphology. 


