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سواحل چابهار بر  یهاجدا شده ازآب Amphora cf. coffeaeformis گونه یژنیلوف یو بررس یخالص ساز  

 LSU-rDNAی ژن یاساس توال

 

 3، فاطمه ناصری2، سید علی موسوی*2گیلان عطاران فریمان

 

 . گروه زيست شناسي دريا، دانشکده علوم دريايي، دانشگاه دريانوردی و علوم دريايي چابهار2

 مرکز تحقیقات شیلات چابهار. 1

 . شبکه دامپزشکي چابهار3

 

 چكیده

جداسازی، کشت، خالص سازی و شناسايي دقیق فیتوپلانکتون های بومي هر منطقه مي تواند مبنای تحقیقات بعدی 

به صورت تک سلولي از  Amphoraبر روی گونه ها باشد. به منظور شناسايي و بررسي فیلوژنتیکي گونه ای از جنس 

که حاوی سیلیس بود کشت داده شد. گونه ها تحت  F2Sلیج چابهار جدا و خالص گرديد و در محیط کشت خ

از سويه خالص استخراج گرديد و توالي نوکلئوتیدها در بخشي از  rDNAشرايط مناسب در ژرمیناتور انکوبه شدند. 

يک گروه  Bacillariophyceaکه نشان داد  NJ و MPآنالیزهای فیلوژنتیکي  .بررسي گرديد LSU-rDNAناحیه 

دارد.  A.coffeaeformisقرار گرفته و بیشترين شباهت را به  2دهد و ايزوله ايراني در کلاد مونوفايلتیک را تشکیل مي

 بررسي خصوصیات مورفولوژی هم با نتايج مولکولي مطابقت داشت. 

 

 سیولاريوفیسه.با ،LSU-rDNA ، Amphora cf. coffeaformisچابهار، :كلیدی واژگان

 

                                                           
نويسنده مسوول، پست الکترونیک: gilan.attaran@gmail.com 
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 . مقدمه1

کشت فیتوپلاتکتونها مي تواندد نقدم مدی ری در    

پیشددددبرد تحقیقددددات فددددايکولوژی و بیولددددوژی و  

میکروبیولوژی داشته باشد. علاوه بر اينهدا در بررسدي   

پتانسیل تغديه ای، مطالعات سموم آنهدا و يدا بررسدي    

گونه هدای دارای پتانسدیل بیدوديزل نیداز بده خدالص       

توپلانکتونها بیشتر احساس مي شود. سازی و کشت فی

پايه و اساس هر مطالعه ای در مورد فیتدو پلانکتونهدا   

بر شناسايي دقیق گونه استوار مي باشد. دياتومه ها از 

نظددر اکولددوژی و اقتصددادی مهمتددرين گددروه هسددتند 

(Moniz and Kaczmarska, 2009   شناسدايي گونده .)

ر دشدوار مدي   های آنها تنها با تکیه بر مورفولوژی بسیا

باشد، ولي امروزه آنالیز مولکولي ديدگاه تدازه ای را در  

های طبقه بندی و تکاملي پدیم روی مدا قدرار    بررسي

متعلدق بده     Amphora.(Alverson, 2008داده است )

يکي از جدنس هدای بسدیار     Bacillariophyceaeرده 

زيدر  1متنوع در میان دياتومه ها مي باشدد کده دارای   

 Amphoraعضددي از منددابس جددنسجددنس اسددت. در ب
در نظدر گرفتده شدده     Halamphoraمترادف جدنس  

اعضای ايدن گدروه شدباهت     (.Stepanek, 2011است )

 lundholmدارند ) diatoms naviculoids به نزديکي

et al., 2003; Orsini et al., 2004 کدده ابلددب )

اگددر چدده . شناسددايي آنهددا را دچددار اشددکال مددي کنددد

ي از فیتوپلانکتونهدا هسدتند کده    ها جزء گروهدياتومه

برای شناسايي گونه دربعضي مدوارد فقدط بدا مطالعده     

خصوصددیات مورفولددوژی بددا اسددتماده از میکروسددکو  

نوری و الکتروني مي تدوان گونده را شدنا سدايي کدرد      

(Lundholm et al., 2006).     ،جدنس هدای نداهمگون

گونه های پلي مورف وگونه های بسیار نزديک از نظدر  

وژی شناسدايي آنهدا در حدد گونده بدا متصدوير       مورفول

مواجه خواهد شد. گونه های دياتومه ای کده درگدروه   

نويکولئید قدرار مدي گیرندد و شدباهت مورفولدوژيکي      

نظدر ژنتیکدي و   توانندد از  بسیار نزديک دارند      مدي 

 ,.Katharine et alتکاملي بسیار دور از هدم باشدند )  

کولي در اين مدوارد  ( و استماده از تکنیکهای مول2008

 امر شناسايي گونه می ر واقس شود. مي تواند در

(Agardh) Amphora coffeaformis     يکدددي از

-های پلي مورف مي باشد که در اندواع زيسدتگاه  گونه

های آب شور، شیرين و لدب شدور يافدت مدي شدود و      

هدای لدب شدور و    ازگونه های بالب دياتومه هدای آب 

حددرا مددي باشددد  هددای سددواحل بددا پوشددم جنگددل 

(Archibald and Schoeman, 1984   مطالعداتي کده .)

صدورت گرفتده   مورد بررسي ريخت شناسدي گونده    در

تصويرهای متماوتي را به ايدن گونده نسدبت داده اندد     

(Lewin and Lewin, 1960; Anderson, 1975 اين .)

گونه از آب هدای شدیرين و لدب شدور جندوب آفريقدا       

گزارش شدده اسدت    2193در سال  Cholonkyتوسط 

که در اين منطقه شده بود اين  ولي در ابلب مطالعاتي

 Amphora venta var. capitatesگونه را به نام گونه 

مشدخص  در بررسدي هدای بعددی     .گزارش داده بودند

 A. coffeaformisگرديد کده گونده شناسدايي شدده      

(. مطالعده  Schoeman and Archibald, 1978اسدت ) 

ات مورفولددوژی گوندده کدده  جددامس و کامددل خصوصددی 

 Archibaldبااستماده از میکروسکو  الکتروني توسط 

صددددورت گرفددددت.  2193ل در سددددا Schoeman و

 2191مورفولوژی دقیق گونه مشخص گرديد. تا دهده  

برای شناسايي گونه ها تنها به مورفولوژی دياتومه هدا  

شد ولي بعد از آن اسدتماده ازتکنیدک هدای    تکیه مي 

 28Sو  18S rDNAتددوال ژنددي مولکددولي و بررسددي

rDNA (LSU rDNA) (Medlin et al., 1995; 

Kooistra, 1996 and Medlin, 1996)   کمک زيدادی

ها کرد. اين مطالعدات و  به شناسايي و فیلوژني دياتومه

بعدی نشدان داد کده تقسدیم بنددی سدنتي       مطالعات

دياتومه ها و قرار دادن گونه هدا در دو گدروه دياتومده    

هايي با محور تقارنگداهي نمدي   و دياتومه مرکزیهای 

هدای بسدیار پلدي    تواند صحیح باشد زيدرا دارای گدروه  

 LSU  .  ناحیده (Bank et al., 2001)فدايلي هسدتند   

rDN   به دلیل اينکه نواحي بسیار متغیرتری نسبت بده

دارد روابط فیلوژنتیدک را بهتدری    SSU rDNAناحیه 

 ;Soltis and Soltis, 1998نشددان مددي دهددد )  

Lundholm et al., 2002.) 
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وجدود  اندکي از توالي ژندي دياتومده هدا    مطالعات 

در اين ناحیه بسیار متغییر ژني دارد که نشان داده اند 

وجود دارد از جمله مدي   SSU rDNAنسبت به ناحیه 

 Scholin (1994) ،Benو  Miller توان بده مطالعدات  

Ali  و  (1999)و همکدددارانLundholm  و همکددداران

معمددولاد در  Amphoraاشدداره نمددود. جددنس   (2002)

ابلددب نموندده هددای پلانکتددوني سددواحل سیسددتان و   

بلوچسددتان دارای فراوانددي بددالايي اسددت و بدده عنددوان 

جنس آممورا گزارش شده است )حقییقي و همکداران  

(. در ايددددن 2399، 2393، 2392، خدددددامي 2331

تحقیق گونه ای از اين جنس برای اولین بار به صورت 

سلولي جدا گرديد و با هددف شناسدايي گونده ای    تک 

خالص سازی گرديد. توالي ژني در ندواحي قسدمتي از   

LSU rDNA    مورد بررسي قرار گرفت و تدوالي آن بدا

گونه های مشابه مقايسه شد و فیلدوژني آن مشدخص   

 گرديد.

 

 ها. مواد وروش2

سدانتي   31نمونه بدرداری آب از سدطح تدا عمدق     

توسط بطری روتنر و همینطدور  متری از خلیج چابهار 

طي چهدار گشدت    2391دبه های پلاستیکي در پايیز 

به صورت همتگي انجام شدد. نمونده هدا بلافاصدله بده      

آزمايشگاه انتقال داده شدند. در آزمايشدگاه نمونده آب   

میکدرون عبدور    11بلافاصله از تور پلانکتون با چشمه 

داده شد تا ازخدورده شددن فیتوپلانکتدون هدا توسدط      

ها جلوگیری شود. سپس آب نمونه هدا بدا   زئوپلانکتون

سدي   211استماده از فیلتراسیون معکدوس بده حجدم    

(. بدده منظددور Sournia 1996سددي رسددانده شدددند ) 

جداسددازی سددلول مددورد نظددر ابتدددا نموندده هددا       

زيرمیکروسددو  بررسددي اولیدده شدددند و در صددورت    

هددا مشددابه مشدداهده گوندده هددايي کدده مورفولددوژی آن

Amphora ود مراحل جدا سازی انجام شد. طي يدک  ب

ماه نمونه برداری در همته دوم و سوم نمونه مورد نظر 

درآبهای خلیج چابهار مشاهده گرديد. جداسازی تدک  

سلولي با استماده از میکرو پیپدت و يدا پاسدتور پیپدت     

اسدددتريل شدددده بدددر اسددداس روش ارائددده شدددده    

در زيددر  1113در سددال   Attaran-Farimanتوسددط

انجدام شدد.    TF100میکروسکو  نیکون مدل  استريو

های جدا سازی شده در پتری ديم سپس تک سلولي

 ,F2S (Guillardمیلي لیتر محیط کشدت   31حاوی 

کشدددت داده شددددند و در ژرمینددداتور مددددل   (1975

ZM200     انکوبه گرديدند. برنامه ژرمینداتور بدر اسداس

 1111سداعت تداريکي، ندور    21ساعت روشنايي و  21

% 11و رطوبدت   c°2 ± c °11رجه حدرارت  لوکس، د

تنظیم گرديد. بررسدي ريخدت شناسدي گونده خدالص      

شده و عکس برداری با استماده از میکروسکو  ندوری  

 مجهز به دوربین انجام شد.  I11نیکون مدل 

ريبوزومي اسدترين خدالص شدده     DNAاستخراج 

CTAB(Dolye and Doyle, 1987 ) براسداس روش  

 DNAور بررسي کیمیت و کمیت انجام گرديد. به منظ

و ژل  TBEاستخراج شده الکتروفدورز گرديدد. از بدافر    

درصد در الکتروفوز نمونه اسدتماده گرديدد و    1/2آگار 

اسدتماده   2برای رند  آمیدزی ژل و از اتدديوم برومیدد    

روی ژل  DNAگرديددد. بررسددي کیمیددت باندددهای    

با اسدتماده از دسدتگاه ژل    FMINgelالکتروفورز مدل 

انجدام گرفدت    BTS-20-MS Uritecیومنت مددل  داک

(Attaran-Fariman, 2007 .)PCR   دومدینD1  ،D2 

ژن بدددددا اسدددددتماده از  LSU rDNAمنطقددددده 

های ارائده شدده   با توالي  D2C-Rو D1R-Fپرايمرهای

( و روش ارائه شده 1994و همکاران ) Scholinتوسط 

( انجددام 2007) Bolchو   Attaran-Farimanتوسددط 

 Q1Aبددا اسددتماده از کیدددت    PCRل شددد. محصددو  

(Qiagen, Germany)   خالص گرديدند. بعد از خدالص

بدده منظددور تعیددین تددوالي    PCRسددازی محصددول  

 Terminator Sequencing Kit نوکلئوتیدها از کیت 

(Big Dye )  استماده شد و توالي اسیدهای نوکلئويدک

تعیدین   sequencerها در نواحي مورد نظدر توسدط   آن

ي نوکلئوتیدی ايزوله ايراني بدا گونده هدای    گرديد. توال

موجود در بانک اطلاعات ژندي مقايسده گرديدندد. بده     

 Neighborمنظور بررسي فیلوژني گونه از آنالیزهدای  

                                                           
1
 .Ethidium bromide 
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Joining (NJ)           مدلP-distance    الگدوی بدین

 Maximum (MP)و آنددالیز هددا بدده صددورت  نسددل

Parsimony  مدلMaxi-Mini Branch and Bound 

 Clastal Wو   phylipاستماده گرديد. ندرم افزارهدای   

بددرای انجددام آنالیزهددای مولکددولي و ترسددیم درخددت  

 .  فیلوژني استماده گرديد
 

 نتایج . 3

بررسي خصوصیات مورفولوژی استرين خالص 

قرار داد که متعلق  Amphoraشده گونه را در جنس 

 و ردهOchrophyta (Cavalier-Smith )به شاخه 

Bacillariophyceae   2باشد و در گروه پي ناتمي 

 شود.ها طبقه بندی ميدياتومه

نامگداری  CHPA1ايزوله خالص شده به نام 

گرديد و با همین نام در بانک ژني  بت خواهد شد. 

ای و رن  استرين در ها به رن  طلايي قهوهسلول

ای کم رن  است. طول سي قهوهسي 211ارلن 

ها بین رومتر و عرض آنمیک 11-29ها بین سلول

میکرومتر مي باشد. اين گونه ازسطح شکمي  1.1-3

صاف تا کمي بر آمده و از سطح پشتي بر آمده است و 

تر و در دو باريک axial areaدر دو قسمت انتهايي 

(. گونه از نظر 2شود )تصوير انتهای آن گرد مي

 (Agardh)شناسي بیشترين شباهت را بهريخت

Kützing Amphora coffeaformis  2دارد. در جدول 

که توالي ژني آنها در  گونه(21تمام گونه هايي )

منطقه موردنظر شبیه ايزوله ايراني بود با شماره  بت 

ها در بانک ژني آورده شده است. نتايج آنالیزهای آن

و  NJمولکولي و ترسیم درخت فیلوژني به دو روش 

Mp ( سه کلاد مشخصClad 1, Clad2, Clad3 )

( 2)کلاد   Amphoraنشان داد که گونه ايراني در کلاد

درصد بوت استر   211گیرد. اين کلاد با قرار     مي

 3و 1حمايت       مي شود و همانطور که تصويرهای 

درصد حمايت  31و  93نشان مي دهد گونه ايراني با 

Bootstrap  گونه خواهریA. coffeaformis  .مي باشد

 Phaeodactylum( و 3)کلاد  Cymbellaکلادهای 
                                                           

1
. pinnate 

درصد حمايت بوت استر  برخوردار  211( از 1)کلاد 

درصد حمايت مي  99با  Craticulaهستند و کلاد 

شود. اين کلاد رابطه خويشاوندی نزديکي با کلاد 

Cymbella های هايي که در جنسدارد. ابلب گونه

Cymbella  وPhaeodactylum  وAmphora  قرار

بر شباهت بسیار نزديک توالي ژني از نظر         دارند علاوه 

 شناسي هم شباهت زيادی دارند. ريخت

 

 . بحث و نتیجه گیری4

گونه از باسیلاروفیسه که  21در آنالیز فیلوژني 

بیشترين شباهت را در توالي نوکلئوتیدها داشتند در 

گونه  21نظر گرفته شده است و مي توان گمت که 

از پي نات دياتومه را تشکیل يک گروه منوفايلتیک 

در  NJو  MPمي دهند. هر دو آنالیز فیلوژني

روابط خويشاوندی مشابهي را بین  3و  1تصويرهای 

ها نشان دادند. همچنین فیلوژني حاضر با دياتومه

ها که توسط آنالیزهای فیلوژني رده باسیلاريوفیت

 و   LSU rDNAمحققین مختلف در نواحي قسمتي از

SSU rDNAنجام شده مطابقت دارد )اKooistra and 

Medlin, 1996; Sorhannus et al., 1995; Godhe 

et al., 2006; Kaczmarska et al., 2005.) 
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 جدا و خالص شده از سواحل خلیج چابهار A. cf. coffeaeformis. گونه 2شکل 

 

 
 که در آنالیز مولکولي اين تحقیق استماده شده است ها در بانک ژني. اسامي گونه ها و شماره  بت آن2جدول 

 

 .GenBank NO نام گونه

Amphora cf. coffeaeformis 
Amphora coffeaeformis 

Amphora sp. 
Amphora sp. 
Amphora sp. 

Amphora normannii 
Pauliell taeniata 

Mayamaea atomus var. permitis 
Cymbella incerta 

Phaeodactylum tricornutum 
Craticula cuspidate 
Craticula importuna 

Phaeodactylum tricornutum 
Cymbella minor 

Cymbella lacustris 

 مطالعه حاضر

AF417682 
FJ214167 
FJ214169 
FJ214161 

AM710512 
AF417680 

AM710524 
HQ897245 
FJ214166 

AM710554 
AM710533 
DQ085807 
HQ897255 
HQ897251 
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جدا شده از سواحل جنوب شرق ايران براساس توالي ژني در قسمتي  CHPA1ايزوله Amphoracf. cofeaformis درخت فیلوژني  .1شکل 

بر اساس  bootstrapدر نظر گرفته شد. اعداد  هموژن ها. الگوی بین نسلP distansمدل  NJبا استماده از آنا لیز  LSU-rDNAاز ناحیه 

2111 replication .استPauliella taeniata به عنوانoutgroup .انتخاب گرديد 

 

 
 

جدا شده از سواحل جنوب شرق ايران بر اساس توالي ژني در قسمتي از ناحیه  Amphora cf. coffeaeformis. درخت فیلوژني گونه 3شکل 

LSU-rDNA  بااستماده از آنالیز(Mp)  مدلMaxi-Mini Branch and Boundاعداد .bootstrap 2111براساسreplication   .استPauliella 

taeniata  به عنوانoutgroup .انتخاب گرديد 

 

در يدک    pinnate diatomsدر کلیه اين مطالعدات 

 pinnateگیدرد. اگرچده در  گروه منوفايلتیک قدرار مدي  

پارا فايلي وجود دارد  Fragilariophyceaeدياتومه رده 

(Round et al.1990ولي رده باسیو )  لارفیسه در کلیده

مطالعات انجام شدده منوفدايلي را حمدر کدرده اسدت      

(Sims et al. 2006, Sorhannus et al. 1995, 

 Amphora-sp.FJ214169

 Amphora-sp.FJ214161

 Amphora-sp.FJ214167

 Amphora-coffeaformis-AF417682.

 MOS_Iranian

 Amphora-normanniiAM710512

 Mayamaea-atomus-var.-permitis-

 Phaeodactylum-tricornutum-FJ21

 Phaeodactylum-tricornutum-DQ08

 Cymbella-minor-HQ897255

 Cymbella-lacustris-HQ897251

 Craticula-cuspidate-AM710554

 Craticula-importuna-AM710533

 Cymbella-incerta-HQ897245

 Pauliella-taeniata-AF417680

100

100

72

29

43

100

100

88

100

78

69

59

0.02

CHPA1  

CHPA1 

Clad1 

Clad 2 

Clad 3 
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Theriot et al. 2009 در .)blast search  ايزوله  ايراني

(CHPA1) %( را به گونده  19بیشترين درصد شباهت )

A.cofeaeformis های ديگدر از جملده   دارد و با   گونه

A.normanii Rabenhorst       و چندد گونده کده بده ندام

Amphora sp   در بانک ژني  بت شده اند دريک کدلاد

( قددرار گرفتنددد. کددلاد آممددورا يددک کددلاد    2)کددلاد

مونوفايلتیک است و گونه ها در اين کلاد از نظرريخت 

 31- 11شناسي هم بسیار شبیه هستند. اندازه طدول  

رش گدزا  A. cofeaeformisمیکرومتر بدرای گونده       

. انددازه  (Archbald and Scoeman, 1984)شده است 

میکرومتدر مدي باشدد.     11-29طول ايزوله ايراني بین 

Kevkov 31-21اندازه سدلول را بدین    1111در سال 

میکرومتر برای همین گونه گزارش داد. گونه ايراندي از  

 .Aنطر اندازه و ريخدت شناسدي بسدیار شدبیه گونده      

normanii   میکرومتددر اسددت  31-11بددا اندددازه بددین

(Stepanek,2011)      ولي ايدن گونده از گونده هدای آب

 Mayameae atumus (Hustedt)شیرين اسدت. گونده  

 outgroupهای آب شیرين است به عندوان  که از گونه

محسدوب مدي شدود و از نظدر    ريخدت       2برای کلاد 

شناسي هم اگر چه در گروه دياتومده هدايي بدا تقدارن     

ي خصوصیات ريخت شناسدي  شعاعي قرار مي گیرد ول

آن شباهت کمتری به بقیه گونه های ايدن کدلاد دارد.   

در سدال    Lundholmدر بررسي فیلوژني باسیولارفیسه

 maximum likelihood (ML)بر اساس آندالیز   1111

دريدک   A. Coffeaeformisبدا   Entomoneisspگونده  

کلاد قرار گرفتند اگرچه طول شداخه در درخدت فیلدو    

ه بیشتر بوده و واگرايي بیشتری نسدبت بده   ژني از بقی

و  1تصدوير   1بقیه باسیولارفیسه نشان مي دهد. کلاد 

 Phaoductylum tricornutumدو ايزوله مختلف از   3

اندد. ايدن گونده تنهدا گونده در      در يک کلاد قرار گرفته

 De Martino etجنس فائوداکتیلوم مي باشدد           

al.,2007)) درصد بوت اسدتر    211ا و هر دوايزوله ب

 Lundholm (2002) حمايت مي شدوند. در مطالعدات  

( و LSU, D1-D2در ناحیدده مشددابه بددا ايددن بررسددي)

باسیولارفیسدددده هددددا گوندددده                        MPآنددددالیزمولکولي 

A. Coffeaeformis  وPhaoductylum tricornutum 

درصد حمايت در يک گروه منوفايلتیک قرار مي  13با 

يک کلاد منوفايلتیک شدامل دو جدنس    3یرند. کلاد گ

Cymbella  وCarticula  در صددد  211اسددت کدده  بددا

بوت استر  حمايت  مي شوند و هدردو از گونده هدای    

آب شیرين هستند و از نظرريخت شناسي بسیار شبیه 

 Tariq Ali etمي باشند )         1و 2گونه های کلاد 

al.,2006).  و تحقیقات مشدابه  نتیجه کلي اين تحقیق

اينکه آنالیزهای مولکولي نقدم مهمدي درشناسدايي و    

هدا  پیشبرد طبقه بندی دياتومه ها دارند. ايدن تکنیدک  

هددای ريخددت شناسددي مددي تواننددد  در کنددار بررسددي

معماهايي کده در رابطده بدا طبقده بنددی گونده هدای        

دياتومه وجود دارد را حل کند و قبل از اينکه هرگونده  

زير گونه در اين گروه صورت بگیرد تمکیک جنس و يا 

بايسددتي نددواحي بسددیار متغییددر ژنددي مددورد بررسددي  

 فیلوژنتیکي قرار بگیرد.
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