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 چكيده

داسازي، ج 1392در حاشيه شرقي درياي خزر، در سال با ارزش هاي  يكي از زيستگاه، )استان گلستان( هاي اپيپليك تالاب گميشان دياتوم

استفاده و  f/2سازي سريالي و كشت خطي روي محيط كشت  هاي رقيق از روش بدين منظور،. ندگرفتقرار شناسايي سپس مورد سازي و  خالص

و همچنين تصاوير  گرديدمي تهيه شده انجام يهاي دا وي لامر شناسي ريزريختها، مطالعات  براي شناسايي جدايه. شدكشت خالص تهيه 

هاي موجود  به منظور تكميل روند شناسايي، بهترين توالي براي شناسايي براساس آناليز توالي. ميكروسكوپي الكتروني نگاره مورد بررسي قرار گرفت

شناسي و اطلاعات مولكولي  ريختصفات . نتيكي انجام پذيرفت، مطالعات فيلوژSSUانتخاب شد و پس از تكثير قطعه كدكننده ژن  GenBankدر 

. باشد ميشناسي  ريختتاييد كننده نتايج مطالعات  SSUسه گونه جدا شده بررسي شد و با تفسير اطلاعات مشخص شد آناليزهاي فيلوژنتيك توالي 

 .شناسايي شدند Navicula venetaو  Fallacia pygmaea ،Halamphora coffeiformis هاي هاي دياتوم مورد مطالعه متعلق به گونه آرايهبر اين اساس، 
  

  18s rDNAكشت خالص، ، جلبك، فيتوپلانكتون ،باسيلاريوفيسه :هاي كليدي واژه
  

Isolation, purification and identification of three diatom species (Bacillariophyceae) from 

Gomishan wetland (N. Iran) using phylogeny and silica cell wall ultra-structure analysis 
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Summary 

Diatoms of Gomishan wetland (Golestan province, N. Iran), one of the most significant habitats in the eastern shore of the Caspian 

Sea, has been isolated, purified and identified during 2013. Using serial dilution and streaking on F/2 medium, pure, monoalgal and axenic 

cultures of the isolates were prepared. The isolates were characterized and identified using micro-morphological studies on the prepared 

permanent slides followed by scanning electron-microscopy. To prove the identification results, the most reliable genomic sequence 

fragments were investigated using GenBank database. Thus, SSU was amplified and analyzed, phylogenetically. The morphology and 

sequence data of three isolates were assessed which indicated that, the results of phylogenetic analyses of SSU-based sequences can support 

the morphological studies data. Finally, the isolates were introduced as Fallacia pygmaea, Halamphora coffeiformis and Navicula veneta. 
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  مقدمه

ها، به عنوان  يا دياتوم Bacillariophyta شاخه ياعضا

ترين گروه فيتوپلانكتوني نقش قابل توجهي در حفظ  بزرگ

هاي يوكاريوت  اين ميكروارگانيسم .زمين دارندحيات كره 

از كل توليد اوليه جهاني را بر عهده % 25-20مسووليت توليد 

ها به  از توليد بيومس سالانه كل اقيانوس% 40دارند و حدود 

توان گفت اين گروه نقش بسيار  مي ،بنابراين .ها اختصاص دارد آن

هاي مختلف  هاي حيات در زيستگاه حياتي در برقراري چرخه

ترين و  ها بزرگ اين يوكاريوت ،همچنين. نمايند ايفاء مي

كاهش گاز در هاي دخيل  ترين گروه ميكروارگانيسم غالب

 Bozarth(اي دي اكسيد كربن موجود در اتمسفر هستند  گلخانه

et al. 2009 .(داراي ها  به عنوان يك صفت شاخص، دياتوم

ها ناشي  طلايي آن-اي بوده و رنگ مشخص قهوه cو   aكلروفيل

و بتاكارتن در  هاي فرعي فوكوزانتين از وجود رنگدانه

 از نظر). Vanden Hoek et al. 1995(هاست  پلاستيدهاي آن

ها ابزار مفيد و ارزشمندي براي پايش  هاي كاربردي، دياتوم جنبه

اين همچنين، . باشند هاي آبي مي كيفيت آب اكوسيستم

ذخاير ارزشمندي براي توليد  به عنوان ها ميكروارگانيسم

هاي  ها، اسيد ها، ويتامين يديمحصولات زيستي از قبيل كاروتنو

هاي غذايي در  و نيز مكمل ها چرب غيراشباع ضروري، آمينواسيد

  ).Vinayak  et al. 2015(شوند  نظر گرفته مي

كه مطالعات  ها هستند از جلبك گروه بزرگي ها دياتوم

هاي زنده و شناسايي  اسازي سويهبسيار محدودي در مورد جد

از جمله اين مطالعات . ها در ايران انجام شده است مولكولي آن

هاي بومي  توان به مطالعه جداسازي و كشت گونه مي

. هاي اروند و بهمنشير اشاره كرد فيتوپلاكتوني از دهانه رودخانه

، Nitzschiaجنس چهار متعلق به  ، پنج آرايههعدر اين مطال

Diatoma ،Cyclotella و Amphiprora  سپس جداسازي و

شناسي در سطح جنس شناسايي شدند  براساس صفات ريخت

)Masoumi Zadeh  et al. 2007.( ،تحقيق  به توان مي همچنين

 تصفيه سيستم هاي دياتوم شناسايي و سازي خالص گري، غربال

  . كرمانشاه اشاره كرد نفت پالايش خروجي شركت پساب

  پنج  به متعلق دياتوم آرايه 13 تعداد مطالعه، اين در         

 ،Navicula، Nitzschia، Cyclotellaجنس به اسامي 

Pinnularia  وFragilaria صفات براساس و جداسازي 

 جنس سطح نوري در ميكروسكوپ بر مبتني شناسي ريخت

  در ادامه،  .)et al. 2014 Mohamadian(شدند  شناسايي

 .Amphora cfگونه فيلوژني بررسي و سازي در مطالعه خالص

coffeaeformis بر اساس چابهار سواحل هاي از آب شده جدا   

  

  

   Amphora coffeiformisگونه، LSU-rDNA ژني توالي

(C. Agardh) Kützing ي و آناليزشناس ريخت جداسازي و براساس 

  .)Attaran Freeman  et al. 2012( شدشناسايي  LSUتوالي ژن 

Bacillariophyceae، از شاخه  ردهترين  به عنوان بزرگ

Bacillariophyta  هاي شناخته شده دياتوم را  گونه% 70حدود

هاي مختلف در حد گونه در  هآرايدانش شناسايي  .شود شامل مي

راستاي مطالعات تنوع زيستي هميشه اهميت بسياري داشته 

هاي  به دليل تنوع بسيار زياد گونه ).Kesici  et al. 2013( است

ها در  براي شناسايي گونه شناسي ريختدياتوم تفسير اطلاعات 

از طرفي پيشرفت روز افزون  و باشد بعضي موارد بسيار سخت مي

ها و  بيولوژي مولكولي و سرعت بالاي اين روش هاي روش

ها سبب افزايش كاربري  همچنين درجه اطمينان قابل توجه آن

ها شده است  ها در شناسايي و مطالعه فيلوژني دياتوم آن

)Faramarzi et al. 2010 .( شايان ذكر است كه استفاده از آناليز

ه فيلوژني ها در حد گونه و مطالع توالي براي شناسايي دياتوم

شناسايي و  شود اي محسوب مي ها موضوع بسيار تازه آن

ها بهتر است با ابزارهاي شناسايي مولكولي  دياتوم شناسي ريخت

  ). (Kesici  et al. 2013دنحمايت شو

ترين  ها به عنوان يكي از غني با توجه به اهميت تالاب

د ها كه داراي بيشترين تنوع زيستي بوده و عدم وجو اكوسيستم

هاي  هاي تالاب گميشان، مطالعه دياتوم اطلاعات در مورد دياتوم

اين مطالعه، از هدف . در دستور كار قرار گرفت منطقهاين 

ها  هاي زنده دياتوم و شناسايي آن سازي سويه جداسازي و خالص

و  شناسي ريختهاي شناسايي  مقايسه روشدر حد گونه و 

دايه سه جبنابراين، . باشد ها مي اين ميكروارگانيسممولكولي 

هاي  ايستگاه همه تقريبا در پراكنش نظر از كهدياتوم 

با استفاده از مطالعه فراساختار مشاهده شدند،  برداري نمونه

هاي شناسايي و همچنين آناليز  ديواره سيليسي و مقايسه با كليد

  .شدندتا حد گونه شناسايي  SSU(18S rDNA)توالي ژن 

  

  روش بررسي

  برداري غرافيايي و نمونهموقعيت ج -

 27 هزار هكتار وسعت داشته و 20تالاب گميشان حدود 

با اين تالاب . هاي آزاد واقع شده است تر از سطح آب متر پايين

شمالي در شرق استان گلستان واقع -گسترش طولي، جنوبي

منطقه وسيعي از اراضي شور و  ،اين تالاب  (Karimi 2010).است

هاي دريايي ساحلي قرار  ر دسته تالابباشد كه د عمق مي كم

 عمق آب در اين تالاب كاملا متغير و وابسته به نوسانات. گيرد مي
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ولي عموما داراي عمق حداقل يك متر در  ،بودهآب درياي خزر 

تالاب . باشد متر در نزديكي حاشيه دريا مي 5/2جنوب تا حداكثر 

، زيستگاه علاوه بر تاثير مثبت در آب و هواي منطقه ،گميشان

هاي  هاي جانوري و گياهي بوده و طبق پژوهش بسياري از گونه

انجام شده از غناي ژنتيكي قابل توجهي برخوردار بوده و مورد 

در سال گميشان . پژوهان در اين زمينه قرار دارد توجه دانش

  المللي در كنوانسيون  به عنوان تالاب با اهميت بين 1380

  هاي  آبدر گروه ه ثبت رسيد و ها ب جهاني حفاظت از تالاب

در اين مطالعه،  .(Karimi 2010)شود  بندي مي شور طبقه لب

نوبت اول در . برداري تالاب گميشان در دو نوبت انجام شد نمونه

اين  طي. صورت گرفت 1392و نوبت دوم در اسفند  1392تير 

ايستگاه در طول تالاب  سههاي اپيپليك از  ها، نمونه برداري نمونه

آوري شد كه تحت عنوان مناطق شمالي، مركزي و  گميشان جمع

مشخصات جغرافيايي نواحي . جنوبي تالاب گميشان ناميده شدند

هاي اپيپليك  نمونه. آمده است 1و جدول  1الذكر در شكل  فوق

  هاي استريل به فالكن وسيله كاردك كوچكيه از اين نقاط ب

ml 50 گاه منتقل گرديدبه آزمايش اضافه شده و در اسرع وقت.  

  

   

  .برداري از تالاب گميشان هاي نمونه نقشه محدوده ايستگاه - 1شكل 

Fig. 1. Map of the sampling sites in Gomishan wetland.  

 

  برداري هاي نمونه مختصات جغرافيايي ايستگاه - 1جدول                                            

 عرض جغرافيايي  رافياييطول جغ كد نمونه  منطقه

 ˝G1 N 37° 13´ 6.9˝ E 53° 59´ 24 شمالي

 ˝G2 N 37° 9´ 1.6˝ E 54° 0´ 17.9 مركزي

 ˝G3 N 37° 3´ 41.8˝ E 54° 2´ 11.9 جنوبي

 

  سازي جداسازي و خالص -

هاي موجود در هر نمونه،  هاي دياتوم در ابتدا، جمعيت

طالعه قرار مورد م  CX31مدل Olympusبا ميكروسكوپ نوري 

سازي سريالي و  جداسازي با استفاده از رقيق سپس،. گرفت

آگار % 5/1جامد حاوي f/2 كشت خطي روي محيط كشت 

به منظور محدود ). Guillard & Ryther 1962(انجام شد 

 µg/mlپنم با غلظت  بيوتيك ايمي ها، آنتي كردن رشد باكتري

 & Bruckner(هاي محيط كشت اضافه گرديد  در پليت 98

Kroth 2009 .( ها با تناوب نور ها در اتاقك كشت دياتوم پليت -  

  

  

  

و دماي  lux2400ساعت با ميانگين شدت نور  16:8تاريكي 

 ها هر روز پليت. قرار داده شدند درجه سلسيوس  17- 19

  و X4وسيله عدسي ه ها ب پرگنهجهت مشاهده رشد 

X10 ميكروسكوپاستريو  و ميكروسكوپ نوري Ceti رسي بر

هاي رشد كرده به محيط كشت جامد  هاي دياتوم پرگنه. شدند

هاي  هفته از سويه 2تا  1بيوتيك منتقل شده و پس از  فاقد آنتي

   .).Windler et al 2012(م تهيه شد يدست آمده لام داه ب

  هايي كه  جدايه ،هاي حاصله در ادامه، از بين سويه

  داسازي شده بودند، ها ج پذيري از همه ايستگاه به صورت تكرار

G1 

G2 

G3 
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 .شناسي و مولكولي انتخاب شدند براي شناسايي دقيق ريخت

 كهها مشاهده شدند  سه آرايه مورد نظر تقريبا در همه ايستگاه

هاي  دياتوم. هاي با پراكنش بالا در تالاب بودند جزو دياتوم

 f/2براي تهيه زيست توده به محيط كشت مايع انتخاب شده 

هاي سنجش  براي آزمون. نتقال يافتندبيوتيك ا بدون آنتي

آلودگي باكتريايي و قارچي مقداري از كشت حاصله روي 

روز در  سه تلقيح شده و به مدت f/2 peptonمحيط جامد 

 axenicهاي گرماگذاري شد و جدايهدرجه سلسيوس  25 دماي

، در نهايت (Andersen 2005). تميز داده شدند xenicاز 

و  IBRC-M 5050 ،IBRC-M 5046هاي  ها با كد جدايه

IBRC-M 5042 ها، مركز ملي ذخاير  در بانك ميكروارگانيسم

  .شدندنگهداري و ثبت ) IBRC(ژنتيكي و زيستي ايران 

  

  ها نمونهشناسايي  -

م و تهيه تصاوير ميكروسكوپي يبه منظور تهيه لام دا

ها فرآيند مربوط به حذف  هاي دياتوم الكتروني از فرستول

ها با استفاده از روش پاتريك و رمير  روي دياتوم ليتركيبات آ

)Patrick & Reimer 1975 (م يهاي دا لام .صورت گرفت  

براي تهيه تصاوير از . تهيه گرديد Naphraxوسيله چسب ه ب

و مجهز  DICديد  ، دارايBX51مدل  Olympusميكروسكوپ 

براي . استفاده گرديد DP25مدل  Olympusبه دوربين 

فراساختار سيليسي  شناسي صفات ريختتوصيف ري و گي اندازه

  .نمونه مورد بررسي قرار گرفت 10

براي تهيه تصاوير ميكروسكوپ الكتروني نگاره يك 

هاي تميز شده، روي لامل قرار داده و در دماي  قطره از نمونه

هاي آماده روي پايه آلومينيومي  سپس لامل. اتاق خشك شد

ستفاده از دستگاه اسپاترينگ وسيله طلا با اه بچسبانده و 

 DSR1 مدل) هاي نانو ساختار ساخت شركت پوشش(روميزي 

وسيله ميكروسكوپ ه تصاوير ب ،در ادامه. پوشانده شدند

تصاوير ميكروسكوپ . تهيه شد KV 20 با ولتاژ الكتروني

  VEGA3نگاره مدل وسيله ميكروسكوپ الكترونيه الكتروني ب

واقع در ، چكجمهوري از  TESCAN ساخت شركت

در نهايت، . تهيه شد) س(آزمايشگاه مركزي دانشگاه الزهرا 

 هاي شناسايي معتبر ها با استفاده از كليد شناسايي دياتوم

)Lange-Bertalot 2001, Levkov 2009, Patrick & Reimer 

1975, Round et al. 1990 (انجام شد.  

  

  SSUاستخراج ژنوم و تكثير قطعه  -

  DNAا استفاده از كيت استخراجها ب ژنوم جدايه

و روش توصيف شده در   DN8115Cشركت سيناژن به شماره

Saba et al. (2016) هاي  توالي ژن ،در ادامه. استخراج شد

. بررسي گرديد GenBankتكثير شده در منابع بانك اطلاعاتي 

هايي كه در  مشخص شد كه انواع توالي ،براساس اين بررسي

ها استفاده شده است شامل قطعات  مشناسايي انواع دياتو

هاي  و همچنين انواعي از ژن SSU ،LSU،  ITSريبوزومي 

 Alverson(باشند  مي COI ،rbclكدكننده پروتئين شامل 

بنابراين، با بررسي غناي بانك اطلاعاتي نوكلئوتيدي ). 2008

GenBank  براي توالي مربوطه در جنس مورد مطالعه و

، قطعه ناحيه ژني ري و امكان تكثيرهمچنين بررسي تكرارپذي

هاي مورد نظر انتخاب گرديده و در  براي جنس SSUژني 

. نهايت پرايمرهاي مناسب براي تكثير كل قطعه انتخاب شدند

اي پليمراز در  از واكنش زنجيره SSUجهت تكثير قطعه 

 از شركت MyCyelerTM مدلدستگاه ترموسايكلر 

Biorad از پرايمرهاي ،ظوربراي اين من. استفاده شد  

U18SF-1114 )5'-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3' ( و

EUK329-1114 )5'-TGATCCTTCYGCAGGTTCAC-3' (

مراز  اي پلي واكنش زنجيره. (Brown et al. 2009)استفاده شد 

 هفتبراي درجه سلسيوس  94 با مرحله باز شدن ابتدايي در

باز شدن در : چرخه به ترتيب زير انجام شد 35دقيقه آغاز و با 

 دقيقه، اتصال پرايمر در دوبه مدت درجه سلسيوس  94 دماي

دقيقه، پليمريزه  چهار به مدتدرجه سلسيوس  54 دماي

دقيقه و يك دو به مدت درجه سلسيوس  72 دماي شدن در

  درجه سلسيوس  72 دماي مرحله انتهايي پليمريزه شدن در

ت كيفي). Bruder & Medlin 2007(دقيقه هفت  به مدت

% 1محصولات واكنش زنجيرهاي پليمراز روي ژل آگارز 

بررسي و توسط شركت تكاپوزيست با استفاده از هر دو پرايمر 

  .تعيين توالي گرديد

  

  آناليز توالي -

دست آمده از هر دو پرايمر با ه نتايج تعيين توالي ب 

 CLC Combined Workbenchافزارهاي  استفاده از نرم

  SSUگرديد تا كانتيگ با طول ژن تبمر  BioEdit 7.0.9.0و

دست آمده در ه توالي نوكلئوتيدي ب .تهيه شود) 1720حدود (

هاي مختلف  ، با روشMegablastو به صورت  Blastnبرنامه 

با اطلاعات  SSUمورد ارزيابي قرار گرفت و شباهت توالي ژن 

با  سپس. مقايسه شد NCBIموجود در پايگاه اينترنتي 

هاي اخذ  دست آمده از آناليز شباهت، تواليه يج باستفاده از نتا

هاي تعيين توالي  هاي سويه به همراه توالي GenBankشده از 

همتراز  MEGA5افزار  شده در اين مطالعه و با استفاده از نرم

براي  EMBLدر پايگاه  MAFFTافزار  و همچنين نرم شدند
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. (Katoh  et al. 2009) دست آمده استفاده گرديده تاييد نتايج ب

 Maximumهاي  در ادامه، نتايج همترازي با استفاده از روش

Parsimony  و همچنينNeighbor Joining  و با تنظيمات

مختلف براي رسم درخت فيلوژني استفاده شدند كه با استفاده 

   ).Tamura et al. 2011(انجام شد  MEGA5افزار  از نرم

ها در پايگاه  اين آرايههاي به دست آمده از  توالي ،در نهايت

  .)2جدول (ثبت شد   GenBankاطلاعاتي

  

 هنتيج

  سازي جداسازي و خالص -

در امر جداسازي سه سويه مطالعه شده در اين مقاله 

برداري  هاي نمونه به صورت تكرارپذيري تقريبا از همه ايستگاه

دهنده پراكنش بالاي اين  جداسازي شدند و اين مهم نشان

 هاي به دست آمده جدايه. باشد لاب گميشان ميها در تا آرايه

استفاده از . رشد كردند  f/2محيط كشت دربه خوبي 

  در محيط كشت  µg/ml 98پنم با غلظت  بيوتيك ايمي آنتي

هاي پروكاريوت را كاهش داده و  به خوبي رشد ميكروارگانيسم

  .نمودسازي تسهيل  فرآيند جداسازي و خالص
  

  شناسي ريخت -

هاي  و بررسي شناسي ريختطالعه در نتيجه م

  دايهسه جميكروسكوپي نوري و الكتروني نگاره 

IBRC-M 5046 ،IBRC-M 5050  وIBRC-M 5042 دست ه ب

  هاي آمده از تالاب گميشان به ترتيب تحت عنوان گونه

Fallacia pygmaea (Kützing) A.J. Stickle & D.G. 

Mann،Halamphora coffeiformis (C. Agardh) Levkov  و 

Navicula veneta Kützing  شرح  .)2شكل (شناسايي شدند

  در زير آورده شدهآمده  ي به دستها شناسي گونه ريخت

  همگي  ،هاي شناسايي شده در اين مطالعه دياتوم .است

 ردهترين راسته از زير ، بزرگNaviculalesدر راسته 

Bacillariophycidae دارند قرار.  

 

Fallacia pygmaea (Kützing) Stickle & D.G. Mann 

به صورت منفرد و معمولا در  F. pygmaeaهاي  سلول

شكل است  Hكلروپلاست منفرد و . شوند سطح والوي ديده مي

شكل كه در مقابل قسمت كمربندي  يو از دو صفحه بشقاب

انتهاي  و دارايوالوها بيضوي . شده است تشكيل قرار دارند

 10- 62 طول والو بين .)A2شكل (هستند گرد  كاملا

ناحيه  .باشد ميكرومتر مي 6-24ميكرومتر و عرض آن بين 

شيار رافه مستقيم و رشته . مركزي باريك و مستقيم است

سيليسي منفذدار و نازك به نام كانوپئوم  پوششي. مانند است

پوشاند كه در تصاوير  ح خارجي والو مياسترياها را در سط

استرياها ). H 2شكل(ميكروسكوپ نوري قابل تشخيص نيست 

 - باشند و منافذ تشكيل رديفي مي در اين جنس به صورت تك

 غشاء متخلخلوسيله ه ب) areolae( هاي استريا دهنده رديف

. پوشش داده شده است) hymen( سيليسي بسيار ظريفي

ينات و چنگ شكل در يمنطقه بدون تز در سطح والو ،همچنين

شود كه رديف استرياها را در دو طرف  وسط والو ديده مي

ها  استريا). G2شكل (كند  ناحيه مركزي به دو نيمه تقسيم مي

اند و به صورت نقطه نقطه  به صورت شعاعي آرايش يافته

)punctate( آرايش استرياها در ناحيه  .شوند مشاهده مي

وازي و در دو انتها به صورت شعاعي مركزي به صورت م

تعداد رديف استرياها در ناحيه مياني والو در طول . باشد مي

 10و در دو انتهاي والو در طول  22-28ميكرومتر بين  10

  .باشد عدد مي 28-30ميكرومتر بين 

  

Navicula veneta Kützing  
اي با انتهاي  نيزه-لوزوي N. venetaدر گونه والوها  

 13-30 طول والو بين. )E،F 2شكل (د نباش كشيده مي

رافه به صورت  .استميكرومتر  5-6بين  و عرض آنميكرومتر 

باشد و ناحيه  ناحيه مركزي باريك و خطي مي. خطي است

مركزي نسبتا كوچك و تقريبا متقارن است و به صورت عرضي 

  استرياها ) I2 شكل(مانند يك مستطيل عريض شده است 

عاعي شكل و در انتها همگرا شده و در به صورت ضعيفي ش

. دناستريا وجود دار 13-15تعداد ميكرومتر و  10طول 

نامشخص و حدودا در تصاوير ميكروسكوپي نوري ها  لينولائه

  ).I 2شكل(باشد  ميميكرومتر  10 به طول عدد 35

  
Halamphora coffeiformis (C. Agardh) Levkov 

كه حالت  است اي داراي والو شبه نيزهاين دياتوم  

صورت محدب و ناحيه ه پشتي شكمي دارند و ناحيه پشتي ب

انتهاي والوها كشيده . باشد شكمي مستقيم و يا اندكي معقر مي

طول والوها بين . سمت شكمي خميده شده استه و كمي ب

). C،D 2شكل (باشد  مي 5-2/7و عرض آن ميكرومتر  35-23

د ندارد و از ناحيه در هيچيك از والوها ناحيه مركزي وجو

انشعابات رافه كماني شكل بوده و . باشد محوري قابل تمايز نمي

). J2شكل ( انتهاهاي نزديك آن كمي خميدگي پشتي دارد

گيري شعاعي دارند  خطوط استرياها در سراسر طول والو جهت

. عدد قرار دارد 19- 22تعداد ميكرومتر  10 و در فاصله

نيستند و ) punctate(نقطه  استرياهاي پشتي به صورت نقطه

  . دنباش استرياهاي شكمي با ميكروسكوپ نوري قابل تشخيص نمي
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سمت پشتي منحرف شده است و از به دو انتهاي پروكزيمال رافه 

درون والو دو انتهاي پروكزيمال رافه به ساختاري به نام ندول 

وسيله تصاوير ه شوند كه ب ختم مي) helictoglossae( انتهايي

  ).L 2شكل(وسكوپ الكتروني قابل مشاهده است ميكر

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  و D  H. coffeiformis، Eو B  F. pygmaea ،Cو A :هاي شناسايي شده از دياتوم) DIC(تصاوير ميكروسكوپي نوري  F–A - 2 شكل

F N. veneta. G–L ي شدههاي شناساي تصاوير ميكروسكوپي الكتروني از دياتوم: G  وH F. pygmaea ،I N. veneta ،K  وL H. coffeiformis.  

Fig. 2. A–F. Microscopy images (DIC) of the diatoms identified in this study: A and B. F. pygmaea, C and 

D. H. coffeiformis, E and F. N. veneta. G–L. Scanning Electron micrographs of the diatoms identified in this study:  

G and H. F. pygmaea, I. N. venet, K and L. H. coffeiformis. 
  

 آناليز توالي -

 IBRC-Mسويه  SSUآناليز شباهت توالي قطعه ژني 

نشان  NCBIدر  GenBankدر بانك اطلاعاتي نوكلئوتيدي  5050

   ترينبيش سويه شناسايي شده از ايالات متحده آمريكا سه  داد كه

  

  

  

هاي  دارند كه شامل كد IBRC-M 5050شباهت توالي را به 

 %)99(و  HQ912602 %)99( ،KJ463448) %100( دسترسي

KJ463449 سويه  مطالعه همين توالي از). 2جدول ( باشد مي

IBRC-M 5042  الذكر نشان داد كه  در پايگاه اطلاعاتي فوق  

  

G H I 

J K L 

5µm 2µm 

2µm 5µm 5µm 
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 %)99(،  JQ610162%)100( هاي دسترسي ها با كد سويه

AM501970  99(و(% AJ297724 يشترين شباهت توالي را ب

هاي  با كد ها سويه طور، همين. دارند IBRC-M 5050به سويه

شباهت  AM501975%) 99(و   AM501971%)99(دسترسي 

). 3جدول (نشان دادند  IBRC-M 5042قابل توجهي به سويه 

ن در همي IBRC-M 5046سويه  SSUبررسي توالي قطعه ژني 

 HQ912605 %)99(دسترسي  پايگاه نشان داد كه سويه با كد

. دارد  IBRC-M 5046بيشترين شباهت توالي را به سويه

 %)99( بررسي بيشتر نشان داد كه سويه با كد دسترسي

HQ912596  به  زيادينيز شباهتIBRC-M 5046  دارد

  ).4جدول (

 

  )مشخص شده ه طور پررنگب ،مطالعه حاضر هاي ثبت شده در سويه( يلوژنتيكهاي استفاده شده در مطالعات ف مجموعه سويه - 2 جدول

 GenBank كد دسترسي نام علمي                      كد سويه

UTEX FD75 Amphora coffeaeformis HQ912602  
GSP204-1 Bacillariophyta sp. KF177744 
UTEX FD294  Fallacia pygmaea  HQ912605  
UTEX FD254  F. monoculata  HQ912596  
IBRC-M 5046 F. pygmaea  KX257362 
7977-AMPH101 Halamphora coffeaeformis KJ463449* 
9560-AMPH023 H. coffeaeformis KJ463448* 
6020-AMPH005 H. veneta KJ463452 
IBRC-M 5050 H. coffeiformis KX257363 
LCR-S-2-2-1  Navicula cryptocephala var. veneta  JQ610162  
AT-108Gel01  N. veneta  AM501970  
NCB  N. cryptocephala var. veneta  AJ297724  
AT-110Gel19  N. veneta  AM501971  
AT-117Gel20b  N. veneta  AM501975  
IBRC-M 5042 N. veneta KX257364 
UTEX FD267 Nitzschia filiformis HQ912589 
PSEUDOCAP-1 Sellaphora pupula AJ544647 

 .گزارش نشده است  GenBankها در در مورد اين ركورد SSU نوكلئوتيد از 217 شامل يبزرگ بخش* 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

براساس مقايسه توالي ژن  IBRC-M 5050 ،IBRC-M 5042 ،IBRC-M 5046 هاي روابط سويه: ها سويه (NJ)درخت فيلوژني  - 3 شكل

SSU هاي  با نزديكترين خويشاوندان مربوطه در جنسNavicula، Fallacia  وHalamphora.  

Fig. 3. Phylogenetic tree (NJ) of the strains: IBRC-M 5050, IBRC-M 5042, IBRC-M 5046 and their close relatives in 

the genera Navicula, Fallacia and Halamphora, based on the sequence of SSU gene fragment. 
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  بحث

ها هميشه به عنوان يك هدف مهم  شناسايي ريزجلبك

. ا مورد توجه بوده استه تالابدر راستاي مطالعه تنوع زيستي 

   .باشند ها مي هاي مهم ريزجلبك يكي از گروه  ها دياتوم

تا به حال عليرغم مطالعات فلورستيك انجام شده در ايران، 

  هاي زنده دياتوم جداسازي  نمونه مطالعات محدودي روي

 است گرديدههاي آبي در ايران انجام  شده از اكوسيستم

Attaran Freeman et al. 2012, Masoumi Zadeh et al. ) 

(2007, Mohamadian et al. 2014  كه اين مهم لزوم توجه

سازي و شناسايي اين  بيشتر به مطالعات مربوط به كشت، خالص

ما عمو ،در مطالعات انجام شده. دهد را نشان مي ها ميكروارگانيسم

استفاده شده  شناسي ريختميكروسكوپ نوري براي شناسايي  از

هاي  در اين مطالعه علاوه بر ميكروسكوپي نوري بررسي. است

توسط ميكروسكوپ  فراساختاريو  شناسي ريخت، مورفومتريك

در . ه شداستفاد SSUالكتروني و همچنين ابزار آناليز توالي قطعه 

بين مطالعات انجام شده فقط عطاران فريمان و همكاران 

را در مورد  LSU شناسايي مبتني بر توالي نوكلئوتيدي) 1392(

  .اند انجام داده CHPA1يك جدايه دياتوم با كد دسترسي 

ها استفاده  هايي كه در شناسايي انواع دياتوم از انواع توالي

و همچنين انواعي  SSU ،LSU ،ITSتوان قطعات  شده است مي

 را نام برد COI ،rbclهاي كد كننده پروتئين شامل  از ژن

)Alverson 2008 .(الذكر  استفاده از هر كدام از قطعات فوق

اي  جهت مطالعات فيلوژني نيازمند به تكرارپذيري واكنش زنجيره

هاي داده مانند  پليمراز، وجود اطلاعات توالي كافي در پايگاه

NCBI شدگي مناسب جهت استفاده در  ن حفظو همچني

چنين فاكتورهايي سبب معرفي . مطالعات فيلوژني است

 ،همچنين. شود ها مي آل جهت شناسايي دياتوم هاي ايده ماركر

اي باشد كه  كننده تواند متغير بسيار تعيين شدگي مي ميزان حفظ

مانند  ،ها اي از ميكروارگانيسم هاي بسيار گسترده در گروه

هاي مختلف  ها و جنس تيرهها شايد يك قطعه مفروض در  دياتوم

  با  شدگي متجانس و دلخواهي نداشته باشد تا بتوان حفظ

  سطوح مختلف تاكسونوميك را تفكيك داد استفاده از آن

.(Alverson 2008)  به تنهايي لذا، يك قطعه ژنومي در مواردي

قطعه . ها استفاده شود ها و گونه شناسايي جنس تواند براي نمي

SSU  كه در مقايسه با ساير قطعات ژنومي در گستره وسيعي  

   و ها تا به حال بيشترين استفاده را داشته است از دياتوم

  ) NCBI(هاي داده  تري در پايگاه اطلاعات بسيار غني

   روابط مباحث در را استفاده بيشترين اين قطعه. دارد

 است شتهدا ها تاكسونوميك دياتوم بالاي سطوح فيلوژني

(Alverson et al. 2006, Sorhannus 2004) . شباهت  مطالعات  

  

گونه شناسايي شده  سهاز  SSUتوالي توالي و آناليز فيلوژنيك 

نشان داد كه سه جدايه شناسايي شده در اين مطالعه به همراه 

هاي مربوط به اين سه گونه  هايي كه در شاخه نزديكترين توالي

هايي مستقل با حمايت  مشخص كلادگيرند به طور  قرار مي

. حاصل نمودند) Bootstrap value ≥98%(استرپ  بوت

هاي  الذكر با تنظيمات مختلف برنامه هاي فوق استرپ كلاد بوت

دهنده  داري نداشت و اين نكته نشان بيوانفورماتيك تغيير معني

  .باشد ه شده مييثبات اطلاعات ارا

ا از ساير ر F. pygmaea صفات شاخصي كه دياتوم

شكل  ،شامل آرايش چنگ ،كند هاي اين جنس مجزا مي گونه

روي سطح والو و وجود غشاي سيليسي نازك كانوپئوم روي والو 

  در نمونه مطالعه شده در اين تحقيق  صفاتباشد كه اين  مي

   .تصاوير ميكروسكوپي الكتروني تشخيص داده شد به وسيله

   IBRC-M 5046جدايه شناسي  ريختيج شناسايي انت

به خوبي نتايج شناسايي مبتني بر آناليز توالي را در اين سويه 

 مشخص فيلوژني، و توالي شباهت مطالعات انجام با. تاييد كرد

 بسيار محدود F. pymaea مورد در بويژه توالي اطلاعات كه شد

 توان مي فقط GenBank نوكلئوتيدي بانك اطلاعاتي در .باشد مي

 اي از سويه به متعلق كه يافت SSU ژني قطعه توالي يك

 Theriot et( باشند ميUTEX FD294 با كد  UTEX كلكسيون

al. 2010 .(دسترسي كد با ما توالي سويه KX257362   

  اين . باشد مي NCBI در آرايه اين از شده ثبت توالي دومين

  آرايه از رامسر، طي مطالعات فلورستيك گزارش شده 

  همچنين، زارعي داركي. )Soltanpour-Gargari 2011( است

)Zarei Darki 2011(، هاي  جلبك"اي تحت عنوان  در مطالعه

 Naviculaاين آرايه را با نام مترادف  "هاي آبي ايران اكوسيستم

pygmaea گزارش نموده است. 

شامل تعداد زيادي گونه است كه قبلا  Fallacia جنس 

 جنساز ) Lyratae  )Navicula sect. Lyrataeدر بخش

Navicula  با مفهوم عام)sensu lato (دياتوم. اند خود قرار داشته 

F. Pygmaea همانNavicula pygmaea Kützing   پيشين

جدا شد  Naviculaاز جنس  1990باشد كه در سال  مي

)Patrick & Reimer 1975.( كلروپلاست جنسFallacia   بسيار

به لحاظ  اين دو جنس .باشد شبيه مي Sellaphoraبه جنس 

طور كه در درخت فيلوژني  همان. فيلوژنتيكي قرابت بالايي دارند

كه متعلق به جنس  AJ544647كد دسترسي  ،شود ديده ميهم 

Sellaphora در كنار جنس ،باشد مي Fallacia قرار گرفته است 

  .)3شكل (
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تصاوير ميكروسكوپي  ،IBRC-M 5042در مورد شناسايي 

هاي خوبي براي شناسايي  عنوان مكمل الكتروني و آناليز توالي به

، مورفومتريك هاي ويژگيدر سطح گونه . گونه مفيد واقع شدند

شناسي ساختار رافه  از قبيل ريخت فراساختاريو  شناسي ريخت

. مطابقت دارد N. veneta هاي و سايز و آرايش استرياها با ويژگي

 IBRC-M 5042كننده اين است كه سويه  - كليه اين موارد تاييد

  .به درستي در حد گونه شناسايي شده است

  ) cosmopolitan(وطن  اي جهان گونه N. venetaگونه 

 Kützingباري كه اين گونه توسط  نخستينرود و از  به شمار مي

هاي  هتا به حال از زيستگا گرديده،توصيف  1844در سال 

همچنين، در  ).Moro et al. 2010(مختلفي گزارش شده است 

هاي مختلفي  فلورستيك فلور جلبكي ايران نيز، گزارش مطالعات

 ( Afsharzadeh et al. 2003, Ghelich etاز اين آرايه وجود دارد 

(al. 2008, Shams & Afsharzadeh 2007, Zarei Darki 2011 .

شور و غني از الكتروليت  آبي لب يها اين گونه اغلب در محيط

مقاوم به  N. veneta. شود يوتروف يافت ميهاي  مخصوصا در آب

. شود هاي آلوده صنعتي غالب مي آلودگي بوده و معمولا در پساب

است كه اين گونه در مناطق با غلظت الكتروليتي  جالب توجه

   Naviculaشود و اين ويژگي سبب تمايز آن از پايين يافت نمي

Kützing   cryptocephalaگردد  مي)Lange-Bertalot 2001 .(

نيز اين گونه  GenBankهاي ثبت شده در  تواليبراساس بررسي 

هاي گرم گوگردي در ايتاليا، رودخانه لزيوم در  به حال از آب تا

رودخانه لاسكو  ازو همچنين ) Bruder & Medlin 2007(آلمان 

 ,Beszteri et al. 2001( در مجارستان جداسازي شده است

Moro et al. 2010.( جام شده در ان طور كه آناليز فيلوژني همان

 N. cryptocephalaمترادف N. veneta دهد، اين مطالعه نشان مي

var. veneta (Kützing) Rabenhorst لذا). 3شكل (باشد  مي، 

هاي مختلف معرفي شده با اين اسامي در يك شاخه با  جدايه

براساس  اين امر قبلا. اند قرار گرفته%) 100(حمايت آماري بالا 

 Lange-Bertalot(يز ثابت شده است ن شناسي ريختاطلاعات 

براساس  1900 دهه اواسطدر شايان ذكر است كه ). 2001

شامل تعداد   Navicula، جنسHustedtبندي  سيستم طبقه

ولي در  ،اي داراي دو رافه بود هاي غيرمرتبط نيزه زيادي از گونه

هاي جديدي  ها به عنوان جنس ادامه تعداد زيادي از اين گونه

هايي كه از قديم توصيف شده  ا اين كه درون جنسجدا شده ي

 ).Round et al. 1990(اند  بودند قرار داده شده

 Halamphoraبه عنوان ،IBRC-M 5050جدايه 

coffeiformis جنس . شناسايي گرديدHalamphora در سال  كه

  Amphoraبه عنوان يك زيرجنس از جنس Cleve توسط 1895

اخيرا به سطح جنس ارتقاء  ،)Cleve 1895(توصيف شده است 

با مفهوم عام   Amphoraجنس  (Levkov 2009).پيدا كرده است

)sensu lato (هاي داراي رافه  خود شامل گروه بزرگي از دياتوم

. شناسي و اكولوژي هستند است كه داراي تنوع بالايي در ريخت

دهد و اعضاي  اين جنس يك گروه مونوفيلتيك را تشكيل نمي

  ه صورت مستقل و پارافيلتيك روند تكامل را ب اين گروه

 جنس تفكيك). Stepanek & Kociolek 2014(اند  كرده طي

Amphora  در معناي دقيق)sensu stricto (جنس  از

Halamphora صورت  شناسي ريختوسيله تفاوت در صفات ه ب

كه در صورت وجود دولبه در اطراف شيار   طوريه گرفته است، ب

 sensu(در معناي دقيق  Amphora به جنس علقرافه دياتوم مت

stricto(  و در صورت عدم وجود و يا وجود فقط يك لبه در سمت

) J 2شكل( باشد متعلق مي Halamphora پشتي به جنس

)Levkov 2009 .( تفاوت ديگر اين دو جنس در ساختار آرئولا

)areolae (در . استAmphora  در معناي دقيق)sensu stricto( ،

ولا خارجي ممكن است ساده يا پوشيده شده باشد، در حالي آرئ

داراي صفحات غربالي هستند  منافذ Halamphoraكه در جنس 

مطالعه اين  .به صورت مشخصي داراي منافذ متعدد است كه

وسيله تصاوير ه فقط ب صفات براي تفكيك اين دو جنس

يفه وجود استرياهاي دورد. پذير بود ميكروسكوپ الكتروني امكان

  هاي افتراقي در شناسايي دياتوم يكي از مهمترين ويژگي

H. coffeiformis باشد مي.  

اين  يهاي استريا در ناحيه پشتي والو رديف ،همچنين

ها در  اين ويژگي. شوند خال مشاهده نمي دياتوم به صورت خال

مطالعات ميكروسكوپي نوري قابل تشخيص نبوده و باعث شده 

  به عنوان به اين گونه به اشتباه هاي شبيه است كه گونه

H. coffeiformis  معرفي و گزارش شده باشند)Levkov 2009 .(

   ،حاضر حال در H. coffeiformis (C. Agardh) Kützing نام

 H. coffeaeformis (C. Agardh) براي مترادف عنوان به

Levkov تغيير نام ،به هر حال .شود مي گرفته نظر در  

A. coffeaeformis بهcoffeiformis  H.  هنوز به صورت كامل

  گرفته نشده است و در بسياري  در نظر انتوسط محقق

 همچنين، .شود منابع اين گونه با نام پيشين خود معرفي مي

هاي آبي  از اكوسيستم A. coffeaeformisاين آرايه با نام مترادف 

-Jamaloo et al. 2006, Soltanpour( هاي مختلفي ايران گزارش

Gargari et al. 2011, Zarei Darki 2011 (داشته است. 
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