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Abstract 

Chelonibia testudinaria, a globally widespread epibiont barnacle, has been the subject of previous 

phylogenetic studies which revealed that specimens of this species fall into three separate clades. One clade 

includes specimens from the Eastern Pacific, another encompasses specimens from the West and East 

Atlantic, and the third contains specimens from the Western Pacific and Southeast Asia. The current study 

aimed to investigate the phylogenetic position of C. testudinaria specimens from the Persian Gulf using the 

mitochondrial COX1 gene. The results indicated that specimens from the Persian Gulf clustered with those 

from Southeast Asia, including Taiwan, Malaysia, Singapore, and Japan, in a well-supported clade. This 

finding suggests that the widespread distribution of this species in the Indo-West Pacific may have been 

facilitated by sea turtles. 
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Introduction 

The Indo-West Pacific region is renowned for its high marine biodiversity (Roberts et al., 2002; Wafar et al., 

2011). Landmasses such as the Malay Peninsula and Sumatra Island have divided this oceanic region into 
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two areas: east and west. Phylogenetic studies on species complexes (e.g., Ragionieri et al., 2009; Lai et 

al., 2010; Bowen et al., 2016) have confirmed genetic isolation between the two sides of these land barriers 

in the Indo-West Pacific. Chelonibia testudinaria Linnaeus, 1758, a globally widespread epibiont barnacle, is 

found attached to the carapaces of crabs and sea turtles (Rawson et al., 2003). Previous phylogenetic studies 

have shown that specimens of this species fall into three separate clades: one with specimens from the 

Eastern Pacific, another including specimens from the West and East Atlantic, and a third with specimens 

from the Western Pacific and Southeast Asia (Cheang et al., 2013). This species is also common in the 

Persian Gulf and the Gulf of Oman (Shahdadi et al., 2014). Consequently, this study aimed to investigate the 

phylogenetic position of C. testudinaria from the Persian Gulf using a mitochondrial marker. 

 

Materials and Methods 

Specimens of the swimming crab, Portunus segnis, were collected by a local fisherman from the coastal area 

of Bandar Abbas in the Persian Gulf, Iran. C. testudinaria specimens were removed from the carapaces of 

two crabs and preserved in 96% ethanol. Genomic DNA was isolated using the Puregene method. A 

fragment of the mitochondrial protein-coding gene cytochrome c oxidase subunit 1 (COX1) was amplified 

by polymerase chain reactions (PCRs). To amplify a 670 bp segment of the COX1 gene, corresponding to 

the commonly used barcoding region, the Folmer primers LCO1490 and HCO2198 (Folmer, 1994) were 

utilized. In addition to the sequences from the Persian Gulf specimens, homologous sequences of this species 

from GenBank (NCBI) were also included in the phylogenetic analyses. Chelonibia caretta was used as an 

outgroup for this analysis. Phylogenetic tree reconstruction was performed using a Maximum Likelihood 

(ML) algorithm with the software raxmlGUI (Silvestro & Michalak, 2012). 

 

Results and Conclusion 

In total, 58 sequences of C. testudinaria were analyzed in this phylogenetic study. Nine sequences were 

obtained from the Persian Gulf, while the remaining were sourced from GenBank and originated from 

various regions. In line with previous studies (Rawson et al., 2009; Cheang et al., 2013), the ML tree 

identified three distinct clades for C. testudinaria globally: the Eastern Pacific clade, the Atlantic clade 

(including western and Mediterranean sequences), and the West Pacific clade (encompassing sequences from 

Southeast Asia). The results showed that specimens from the Persian Gulf clustered with those from 

Southeast Asia, including Taiwan, Malaysia, Singapore, and Japan, in a well-supported clade. The 

widespread distribution of this species in the Indo-West Pacific region appears to have been facilitated by sea 

turtles. 
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 چکیده

های دری  ایی پش  تروی س   ر پش  تی خرچن    و    Chelonibia testudinaria Linnaeusگون  ۀ  بچس  یکشت

 شود. براساس مطالعات تبارزادی و جغرافیای زیس تی، اعا ای ای  پراکنش جهانی شناخته می ای باچسبد و گونهمی

های اطلس و تب ار های شرق اقیانوس آرام، تبار نمونهگیرند. ای  تبارها شامل تبار نمونهگونه در سه تبار مجزا قرار می

همچنی  ای   گون ه در خل یا ف ارس و دری ای  نوب شرقی است؛جهای غرب اقیانوس آرام و آسیای مربوط به نمونه

های ایی نمون هعمان پراکنش زیادی دارد و چندبار از ای  نواحی گزارش شده است. در مطالعۀ حاضر، جایگاه تب ارز

تعی ی   COX1شده از خلیا فارس در درخت تبارزایی جهانی ای  گون ه ب ا اس تهاده از من میتوکن دریایی آوریجمع

های مشابه از بان ک من نی ز دریاف ت و در های خلیا فارس، توالیبر تعیی  توالی نمونهمقایسه، علاوهشده است. برای 

های آسیای جنوب های خلیا فارس به همراه نمونهدهد نمونههای تبارزادی استهاده شد. نتایا حاصل نشان میتحلیل

رس د پ راکنش گیرند. ب ه نر ر میشده قرار میبار حمایتشرقی از تایوان، مالزی، سنگاپور و همچنی  ماپ  در یک ت

 ده باشد. های دریایی تسهیل شپشتآرام غربی به کمک    –وسیع ای  گونه در منطقۀ هند 

 .COX1 ،Chelonibia testudinaria ،Portunus segnisبندرعباس، تبارشناسی مولکولی، : کلیدی هایواژه

 

 مقدمه
ها و ش ناختی مانن د ییبن دانتحو ت ت ارییی زمی 

های اقیانوسی ازجمله های هیدروگرافی مثل جریانرمیم

دهی الگوی تب ارزادی و جغرافی ای عوامل مهم در شکل

 ;Porter, 1989زیس  تی ج  انوران دری  ایی اس  ت  

Hellberg, 2009; Woodruff, 2010 ؛ ام ا موج ودات)

های مته اوت دلیل س بکمیتلف ساک  ی ک منطق ه ب ه

زندگی و تهاوت در قدرت پراکنش، الگوه ای متن وعی 
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 ;Grosberg & Cunningham, 2001دهن د  نش ان می

Bowen et al., 2013 خل  یا ف  ارس ک  ه دری  ایی .)

آرام  –بس ته در ش  مال غ رب منطق  ۀ اقیانوس ی هن  د هنیم

دلیل عم  ک ک  م، در ظاهر ب  هش  ود، ب  هغرب  ی ش  ناخته می

طور تقریب  ی خش  ک و خ  الی از ه  ای ییبن  دان ب  هدوره

(؛ بن ابرای  ب ه Barth & Khan, 2008سکنه بوده است  

یبن دان رسد اغلب س اکنی  ای   خل یا بع د از ینرر می

ه  ای اط  رال مث  ل دری  ای عم  ان و دری  ای اخی  ر از آب

(. Sheppard et al., 2010عرب ی منش گ گرفت ه باش ند  

تری  من  اطک آرام غرب  ی یک  ی از متن  وع -ناحی  ۀ هن  د 

 Robertsش ود  اقیانوسی ازنرر تنوع زیستی شناخته می

et al., 2002; Wafar et al., 2011 وج   ود .)

های ممتد مثل شبه جزیرۀ ما ی ا و در امت داد آن خشکی

جزایر سوماترا و جاوا ای  منطقۀ اقیانوسی را به دو بیش 

ای شرقی و غربی تقسیم ک رده اس ت. مطالع ات مقایس ه

های جغرافیای زیستی و بررسی فیلوجغرافیایی کم لکس

ای با کمک نشانگرهای مولکولی نی ز ای   ج دایی نهگو

(؛ ب رای مث ال Bowen et al., 2016کن د  را تگیی د می

ه  ای مطالع  ات فیلوجغرافی  ایی مولک  ولی روی خرچن 

 Portunus pelagicusای دوکم     لکس گون    ه

(Linnaeus, 1758) وNeosarmatium meinerti (De 

Man, 1887)    که یکی نمونۀ ش ناگر و دیگ ری س اک

های مته اوت در دو های حرا است، وج ود گون هجنگل

 Ragionieriده د  طرل ای  مرز اقیانوسی را نش ان می

et al., 2009; Lai et al., 2010 .) 

 Chelonibia testudinaria بچس     یکشت

(Linnaeus, 1758) ای است ک ه روی ب دن س ایر گونه

 Rawson etچسبد و پراکنش جهانی دارد  جانوران می

al., 2003ای  گونه را دارای میزبان  (. برای چندی  سال

ها پش تدانستند که فق   روی ب دن   اختصاصی می

ای مولک  ولی نش  ان داد چس  بد؛ ت  ا اینک  ه مطالع  همی

ها پش تهای روی بسترهای میتل ف ازجمل ه   نمونه

 C. testudinaria ها  ( و خرچنC. patula درواق ع )

هایی مش  ابه ب  ا ته  اوت ن  اچیز رییت  ی هس  تند گون  ههم

 Cheang et al., 2013 مطالع  ات فیلوجغرافی  ایی .)

در سه تبار  های ای  گونهمولکولی نشان داده است نمونه

متمایز مربوط به س ه ح وزۀ میتل ف اقیانوس ی  اطل س، 

 Rawson etگیرن د  آرام شرقی و آرام غربی( قرار می

al., 2003های غ  رب (. ای    مطالع  ات نش  ان داد نمون  ه

های س واحل ش رقی آمریک  ا( و اقی انوس اطل س  نمون ه

در ی  ک تب  ار و های مدیتران  ه( ش  رق اطل  س  نمون  ه

های غرب آرام از ماپ  تا سنگاپور نیز در یک تبار نمونه

(. ش ایان کک ر Cheang et al., 2013گیرن د  ق رار می

های رایا در خل یا ف ارس و است که ای  گونه از گونه

دریای عمان است؛ همچن ی  در مطالع ات میتل ف و از 

 Shahdadi etه اس ت  بسترهای مته اوت گ زارش ش د

al., 2014های اخی  ر مطالع  ات مولک  ولی (. در س  ال

متعددی برای تعیی  هویت و بررس ی جایگ اه تب ارزادی 

های ج    انوری ای    ران انج    ام ش    ده اس    ت گون    ه

 Sheikhalikalayeh & Ghasempouri, 2021; 

Shahdadi & Ghanbarifardi, 2021 مطالع ۀ حاض ر .)

نی ز در نر ر دارد ب ا اس تهاده از نش انگر مولک ولی ناحی ۀ 

 1بارک    د من میتوکن    دریایی س    یتوکروم اکس    یداز 

 COX1های خل یا ف ارس را (، جایگاه تبارزادی نمون ه

 های مناطک میتلف جهان نشان دهد. در بی  نمونه

 

 هامواد و روش

از  C. testudinaria بچس یکشتنمون ۀ  10تع داد 

 Portunus segnisروی س ر پشتی دو نمونه خرچن   

(Forscal, 1775)   96( برداش  ته و در ات  انول 1ش  کل 
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ه ای های خرچن   از آبدرصد نگهداری ش د. نمون ه

ب ی  بن درعباس و قش م ص  ید ش د و در زم ان برداش  ت ، 

 رناکل زنده بود.های بانمونه

ب ه روش محل ول نم ک و از باف ت  DNAاستیراج 

 200در  ایپاه  ای رش  ته. ش  دانج  ام  ایپاه  ای رش  ته

س  س  ؛سلول ق رار داده ش د ۀکنندزیمحلول ل تریکرولیم

 20زدن م  داوم، محل  ول ح  دود کردن و ه  مض  م  ل  ه

 قرار داده ش د. در گرادۀ سانتیدرج 65ی ساعت در دما

 دهندۀاز محل  ول رس  وب ت  ریکرولیم 70د، بع   ۀمرحل  

 زده و ه می خوبپس از آن به ؛به آن اضافه شد  یپروتئ

 510 ب ه روی ی مایع سانتریهیوم، از پس شد. سرد س س

 در ش ب ط ول در ش د و اض افه مطل ک الکل میکرولیتر

 س انتریهیوم از اس تهاده ب ا س  س گرف ت؛ ق رار فری زر

، 14000 دور در دقیق  ه 15 م  دت ب  ه دارییچ  ال

 مایع رویی دور رییته شد؛ س س به رسوبسانتریهیوم و 

 .ش د اض افه TEیتر محل ول ب افر میکرول 25ها کف لوله

 اش عۀ و آگ اروز مل کم ک ب ه هانمونه بررسی از پس

 واک نش انج ام ب رایمناس ب  هاینمون ه م اوراببنهش،

 .شد جدا پلیمراز ایزنجیره

 آغازگره ای از اس تهاده با پلیمراز ایزنجیره واکنش

-5’ نوکلئوتی     دی ت     والی ب     ا LCO1490 رف     ت
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ 

-5’ نوکلئوتی   دی ب   ا ت   والی HCO2198 برگش   ت و
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-

 من باز آلی از 700ای با طول حدود قطعه تکثیر برای ’3

 Folmerش د   انج ام میتوکندریایی اکسیداز سیتوکروم

et al., 1994) .ش امل  میکرولیت ر 25 حج م در واکنش 

 ی  ک م  یکس، مس  تر میکرولیت  ر 12 آب، میکرولیت  ر 10

 DNA از میکرولیت  ر ی  ک و آغ  ازگر ه  ر از میکرولیت  ر

 35 ش امل حرارت ی س یکل هایبرنام ه. ش د انجام( الگو

 اولی ه س ازیواسرشت: ش د انجام زیر ترتیب به و سیکل

 دقیق  ه، پ  نا م  دت ب  ه گ  رادۀ س  انتیرج  د 94 دم  ای در

-ۀ س انتیدرج 94 دمای در ایهای دورهسازیواسرشت

ۀ درج   48 دم  ای در اتص  ال ثانی  ه، 45 م  دت ب  ه گ  راد

 72 دم ای در قطع ه تکثی ر ثانی ه، 45 مدت به گرادسانتی

 در نه ایی تکثی ر و دقیقه یک مدت به گرادۀ سانتیدرج

 از پ س. دقیق ه پ نا مدت به گرادۀ سانتیدرج 72 دمای

 درص د 5/1 مل روی PCR محص و ت کیهی ت بررسی

 ب رای ش د، داده تش یی  مناسب که هایینمونه آگارز،

 .شد به شرکت نیامن نور  تهران( ارسال یابیتوالی

 خ ام ه ایتوالی وی رایش ه ا،توالی دریاف ت از پس

 گرف ت؛ ص ورت Choromas اف زارنرم کم ک ب ا اولیه

  گونه از مناطک میتل ف  از ه ر س ه های ایتوالی س س

 بان ک (( ازCheang et al., 2013  تبار مطالع ات قبل ی

دو ت    والی از گون    ۀ . ش    د اس    تیراج (NCBIمن  

Chelonibia caretta (Spengler, 1790)  نی  ز ب  رای

گروه از بانک من استیراج شد. استهاده در جایگاه برون

 ه  اتوالی ترازس  ازیهم Bioedit راف  زانرم کم  ک ب  ه

ب رای ترس یم درخ ت، . (Hall, 1999گرف ت   ص ورت

 PHYLIP فرم ت ب ه AliView اف زارنرم کمک با داده

اف   زار ح   داکثر احتم   ال در نرم درخ   ت .تب   دیل ش   د

raxmlGUI  تک  رار بوتس  تراب و ب  ا اس  تهاده از  1000ب  ا

 ;Rodriguez et al., 1990رس م ش د   GTR+Gم دل 

Silvestro & Michalak, 2012 .) 
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 .P. segnisروی س ر پشتی خرچن  آبی  C. testudinaria چسبیکشتهای نمونه -1شکل 

Figure 1 - Samples of the barnacle C. testudinaria on the carapace of the swimming crab P. segnis. 
 

 نتایج

از  C. testudinariaهای تع  داد ن  ه ت  والی از نمون  ه

توالی از ای   گون ه  49خلیا فارس به دست آمد. تعداد 

 .Cمربوط به مناطک میتلف به همراه دو توالی از گون ۀ 

caretta های نی  ز از بان  ک من اس  تیراج ش  د  ش  ماره

. درخت ح داکثر دسترسی در درخت آورده شده است(

( ح   اوی س   ه تب   ار 2تص   ویر آمده  دس   تاحتم   ال به

 .Cش    دۀ مش    ی  و متم    ایز از گون    ۀ حمایت

testudinaria های غ رب است. تبار نیست شامل نمونه

های مکزیک  شرق اقیانوس آرام(، تبار دوم شامل نمونه

س( و تبار سوم شرق آمریکا و یونان  مدیترانه(  تبار اطل

آرام غرب ی(  –های هند ها  شامل نمونهشامل سایر نمونه

های های خلیا فارس به همراه نمون هشود. همۀ نمونهمی

کن ، تایوان و ماپ  در تبار هند سنگاپور، مالزی، هن 

های ماپ  در و آرام غربی قرار گرفت. در ای  تبار نمونه

رتباری با حمایت بوتس تراب ها در زیقاعده و سایر نمونه

های خل یا ف ارس در سراس ر ای   قرار گرفت. نمونه 60

زیرتب  ار پی  ش ش  ده اس  ت و ج  دایی خاص  ی از س  ایر 

 دهد. های آسیای شرقی نشان نمینمونه
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 یهانمون ه. raxmlGUIاف زار مشده با نررسم ا،یاز سراسر دن C. testudinaria ۀگون یهانمونه یبرا COX1درخت حداکثر احتمال من  -2شکل 

 بوتس تراب ب ه مربوط هاشاخه یگروه انتیاب شد. اعداد روبرون در جایگاه C. caretta ی. دو توالاستفارس با رن  قرمز مشی  شده  ایخل

 .است

Figure 2 - Maximum Likelihood Gene Tree for COX1 gene of C. testudinaria samples from around the world, 

constructed using the software raxmlGUI. Samples from the Persian Gulf are highlighted in red. Two sequences 

of C. caretta were chosen as outgroups. Numbers on branches represent bootstrap support. 
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 بحث

ا ف ارس های خلینتایا مطالعۀ حاضر نشان داد نمونه

(. ای   الگ وی 2شکل متعلک به تبار آسیای شرقی است  

تب  ارزادی نش  ان داد م  رز موج  ود  جداکنن  دۀ ش  رق و 

 Bowen etآرام غربی   –غرب( در ناحیۀ اقیانوسی هند 

al., 2016های ای  گون ه در ش رق آس یا و ( بی  جمعیت

هن  د ج  دایی ایج  اد نک  رده اس  ت. ای     غ  رب اقی  انوس

های مربوط به مناطک جغرافی ایی نزدیکی تبارزادی نمونه

دور از هم  ماپ ، تایوان تا خلیا فارس( نشان از ق درت 

زی  اد پ  راکنش ای    گون  ه دارد؛ همچن  ی  ای    توان  ایی 

های ش رق و پراکنش موج ب نزدیک ی تب ارزادی نمون ه

(؛ ای   Rawson et al., 2003غرب اطلس شده اس ت  

پوس تان، چ ه آنه ایی درحالی است که بسیاری از سیت

کنند ولی  رو پلانکتونی که خود در سواحل زیست می

( N. meinertiایی خرچن   دارند  مثل کم لکس گونه

 Ragionieri et al., 2009 و چه آنهایی که ه م خ ود )

ای پلامیک و هم  رو پلانکتونی  مثل کم  لکس گون ه

( دارن د، P. pelagicus  )Lai et al., 2010خرچن   

ش ده ه ای گهتهدهند. خرچن الگویی متهاوت نشان می

در دو ط  رل م  رز یادش  ده در تباره  ای مته  اوت ق  رار 

رییی در الگ وی تب ارزادی نش ان گیرند و جدایی ت امی

های ساحلی متعل ک ب ه کم  لکس بچسیکشتدهند. می

 Chthamalus malayensis Pilsbry, 1916ای گون ه

ه  ای من  اطک ه  ای تب  ارزادی در جمعیتنی  ز واگرایی

-Simonدهن  د  آرام غرب  ی نش  ان می –میتل  ف هن  د 

Blecher et al., 2021) ؛ ام  ا مطالع  ات مولک  ولی

، ج   دایی C. testudinariaش   ده روی گون   ۀ انجام

های میتلف اقیانوسی را نشان های مربوط به حوزهنمونه

 ,.Rawson et al., 2003; Cheang et alده د  می

ی ده د ب اوجود توان ای(. شواهد موج ود نش ان می2013

نتوانس ته  بچسیکشتهای ای  گونۀ پراکنش زیاد، نمونه

های اقیانوسی عبور و س اختار است از مرز بی  ای  حوزه

تبارزادی جهانی همگنی ایجاد کند. با توجه به کوت اهی 

دورۀ  روی و مح   دودیت ق   درت ش   نای  روه   ای 

پوستان، بعید است که ای   گون ه خ ود پلانکتونی سیت

آرام غرب  ی  –در سراس  ر منطق  ۀ هن  د توانس  ته باش  د 

ویژه اینکه شواهد متعدد در سایر پراکنش داشته باشد؛ به

ها ها ای   مح دودیتچس بپوستان و حتی کشتیسیت

های ای  گونۀ تری  میزبانکند. یکی از اصلیرا تگیید می

های شناگر هستند ک ه خ ود نی ز ، خرچن بچسیکشت

ای را در منطقه نش ان ت و گسستهساختار تبارزادی متهاو

ه ای توانن د حامل( و نمیLai et al., 2010دهن د  می

ه  ای دور از ه  م مناس  بی ب  رای جابج  ایی ب  ی  جمعیت

ه ای اقیانوس ی، ب ه نر ر باشند. ب ا توج ه ب ه ج دایی تبار

رس   د ای     گون   ه نتوانس   ته اس   ت مانن   د گون   ۀ می
Amphibalanus amphitrite (Darwin, 1854) 

 Chen et al., 2014ها  فعالی  ت ( ازطری  ک کش  تی

چسبندگی و آب ت وازن( جابج ا ش ود. ب ا توج ه ب ه زی

های دری  ایی و پش  تق  درت نس  بی زی  اد پ  راکنش   

(، Hays, 2002نسبت ط و نی  های بهکردن مسافتطی

چسب ب رای رسد حامل اصلی ای  گونۀ کشتیبه نرر می

های پش ته ای دور از ه م، هم ی    ارتباط جمعیت

 دریایی باشند.
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