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 چكيده

ورود پساب هاي شهري، روستايي و روانابهاي  و نيز به واسطه امروزه به علت افزايش جمعيت و فعاليتهاي انساني

فيتوپلانكتونها گروهي از  اند. هاي آبي در معرض آلودگي شديد قرار گرفته كشاورزي در منابع آب، اكوسيستم

اد غذايي و اكسيژن براي ساير جانداران، تثبيت جلبكهاي غوطه ور در آب هستند كه نقش مهمي در تأمين مو

ازت و دي اكسيدكربن دارند. اين موجودات به عنوان توليد كنندگان اوليه در اكوسيستمهاي آبي محسوب مي 

شوند. آنها در زيستگاههاي آبي مختلف در تمام جهان يافت مي شوند و تحت تأثير عوامل محيطي نظير اسيديته، 

هاي مختلف  جلبكها در اكوسيستم ر تعيين ميزان آلودگي آب مورد استفاده قرار مي گيرند. نور و دما بوده و د

گيرند. تركيب و تراكم فيتوپلانكتوني  آبي براي ارزيابي كيفيت آب يا ميزان آلودگي آب مورد استفاده قرار مي

وني نشان دهنده تغييرات به عنوان يك نشانگر مكمل ميزان تروفي آب قابل استفاده است. جوامع فيتوپلانكت

 آب ها اكولوژيك بارز مشكلات و مسائل از .محيطي بلندمدت و كوتاه مدت در اكوسيستمهاي آبي مي باشند

 كه است آبي-سبز هاي گونه از بعضي حد جمعيت از بيش ازدياد يا شدن شكوفا آشاميدني هاي آب مخصوصا

 .دارد پي در را انسان و ومير آبزيان مرگ و جدي مسموميت و سم كردن آزاد مواردي و در آب اكسيژن كاهش

به علاوه، بسياري از سيانوباكتريهاي ايجاد كننده شكوفايي مضر متابوليت هاي ثانويه سمي توليد مي كنند كه مي 

مهمترين يكي از  Microcystisجنس تواند مسموميت جدي در پستانداران (شامل انسان) ايجاد نمايد. 

يد كننده بلوم يا شكوفايي در  سيستم هاي آبي بشمار مي رود. جمعيت هاي مختلف اين سيانوباكتريهاي تول

جنس باعث ايجاد شكوفايي در سيستم هاي آبي مي شوند و همين امر موجب مورد توجه قرار گرفتن آنها در 

تروف سالهاي اخير شده است. گونه هاي مختلف اين جنس در آبهاي شيرين ساكن و برخوردار از شرايط يو

جنس  موجود در تمام دنيا گسترش يافته اند و چندين گونه از آنها از قابليت توليد سم نيز برخوردارند.

Microcystis  16از سيانوباكتريها طبق معيارهاي ژنتيكي (توالي مولكوليS rRNA ،مشخص و تعريف شده است (

هاي مورفولوژيكي سنتي آن مورد ترديد  ولي طبقه بندي آن در سطح پايين تر از جنس مبهم است و وجود گونه

مي باشد. با اين وجود، جمعيت هاي اين جنس شكوفايي يا بلوم هاي شديدي در آبهاي يوتروف در سراسر 

جهان بوجود مي آورند و جمعيتهاي متعددي از آن سم توليد مي كنند. بنابراين، شناسايي تنوع طبيعي آن در 

ي برخوردار است. با اين وجود، چندين خصوصيت انواع ريختي  سطح پايين تر از جنس از اهميت خاص

Microcystis  كه به عنوان گونه هاي سنتي طبقه بندي شده اند، واقعا وجود داشته و مكررا در مناطق مختلف جهان

ر د ) مشاهده مي شوند. در حال حاضر آنها را مي توان تنها به طور سنتي به عنوان ريخت گونه (گونه هاي ريختي

نظر گرفت كه به يك ژنوتيپ متعلق بوده و اكولوژي مشابهي دارند. چنين گونه هاي سنتي با صفات فنوتيپي و 

اكوفيزيولوژيكي مشخص را نمي توان به طور كامل حذف كرد. شناسايي آنها براي مطالعات اكولوژيكي، 

) قطعه اي از ITSشده داخلي (ژن جداكننده نسخه برداري  .اكوتوكسيكولوژيكي و غيره  مفيد و ضروري است

از ميزان بالايي از عدم  16S rRNAقرار دارد. اين ژن نسبت به ژن  23Sو  16S rRNAژنوم است كه بين ژنهاي 
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) برخوردار بوده و بنابراين امكان شناسايي بسياري از جنس هاي سيانوباكتريها توسط آن Heterogeneityتجانس (

 وجود دارد.

ايران واقع شده و نقش مهمي از نظر شيلاتي، تامين آب آشاميدني، كشاورزي و فعاليت سد ارس در شمال غرب 

 هاي تفريحي در اين ناحيه دارد. اين پروژه با هدف زير انجام گرفت: بررسي مولكولي جمعيت هاي جلبك

Microcystis  به وسيلهITS .در سد ارس  

نمونه هاي تهيه گرديد.  1393مرداد  25ه نمونه برداري در ايستگا 10نمونه هاي لازم براي آناليز هاي مولكولي از 

در هر ايستگاه از دو عمق متفاوت (آب سطحي و عمق يك متري از  Microcystisلازم براي بررسي مولكولي 

سطح آب) جمع آوري شدند و در داخل ظروف جداگانه تهيه و بدون تيمار اوليه به آزمايشگاه منتقل گرديد. 

تصاوير ميكروسكوپي آن از ايستگاههاي مختلف  Microcystisاسايي مورفولوژيك گونه (هاي) همچنين براي شن

ارسال شد و مورد تاييد قرار گرفت. انجام الكتروفورز با استفاده از پرايمرهاي  Komárekبراي پروفسور 

يد قرار دهد. در اختصاصي سيانوفيسه توانست وجود جلبكهاي سيانوفيسه در نمونه هاي ايزوله شده مورد تائ

 انجام شد.  DGGEراستاي بررسي تنوع نوكلئوتيدي باندهاي حاصل ژل الكتروفورز 

نمونه  10همچنين به منظور تائيد صحت باندهاي حاصل از تكرارهاي فوق تعيين توالي باندهاي حاصل در 

بين نمونه ها بود كه از گونه از جلبكهاي سيانوفيسه در  3صورت پذيرفت. نتايج اين بررسي نشان دهنده وجود 

  نظر ژنتيكي اختلاف زيادي با گونه هاي شناخته شده در بانك ژني بودند. 
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  مقدمه -1

 فيتوپلانكتونها -1-1

فيتوپلانكتونها گروهي از جلبكهاي غوطه ور در آب هستند كه نقش مهمي در تأمين مواد غذايي و اكسيژن براي 

سيدكربن دارند. اين موجودات به عنوان توليد كنندگان اوليه در ساير جانداران، تثبيت ازت و دي اك

اكوسيستمهاي آبي محسوب مي شوند. آنها در زيستگاههاي آبي مختلف در تمام جهان يافت مي شوند و تحت 

 تأثير عوامل محيطي نظير اسيديته، نور و دما بوده و در تعيين ميزان آلودگي آب مورد استفاده قرار مي گيرند. اين

جلبكها پايه اوليه تمام شبكه هاي غذايي در اكوسيستمهاي آبي و جزء عناصر مهم چرخه بيوژئوشيميايي محسوب 

فيتوپلانكتونها موجودات ميكروسكوپي فتوسنتزكننده اي هستند كه چندين شاخه مهم از جلبكها را در  .مي شوند

آبي، دياتومه ها  -سيانوباكتريها يا جلبكهاي سبزبر مي گيرند. شاخص ترين شاخه هاي فيتوپلانكتونها عبارتنداز: 

  يا باسيلاريوفيتا، كلروفيتا، اوگلنوفيتا، دينوفيتا، كريزوفيتا. 

)، ولي اين Smith, 2003كيفيت و ثبات منابع آبي از جمله مسائلي است كه همواره مورد توجه جهاني بوده است (

رض آلودگي قرار دارند زيرا فعاليتهاي انساني تأثير منفي هاي آبريز سيستمهاي آبي داخلي در مع منابع در حوزه

روي كيفيت آب درياچه پشت سدها گذاشته است. اين اثرات منفي اكثراً ناشي از ورود فاضلاب تصفيه نشده و 

روان آبهاي كشاورزي به سدهاست. به عبارت ديگر فعاليت انساني باعث تخليه مقادير زيادي از مواد غذايي به 

گردد كه رشد و تكثير فيتوپلانكتونها را تحت تأثير قرار داده و كيفيت و كميت  پشت سدها مي داخل آب

  .نمايد جمعيتهاي آنها را دچار تغيير مي

  

 هاي آبي گيري اجتماعات فيتوپلانكتوني در اكوسيستم عوامل محيطي موثر بر شكل-2-1

حت تاثير تغييرات فصلي هستند. از عوامل مهمي كه ميزان زيادي ت هاي جهان به فيتوپلانكتونها در اكثر درياچه

ساختار اجتماعات فيتوپلانكتوني را در فصول مختلف سال تغيير مي دهد ميتوان به فاكتورهاي فيزيكي و شيميايي 

شامل نور، دما، شوري، گاز كربنيك و مواد غذايي ضروري) و عوامل بيولوژيك (نرخ رشد و فشار چرندگان) 

بب كنترل جمعيت فيتوپلانكتونها از طريق تغيير تركيب گونه هاي، زيتوده و الگوهاي توليد مي اشاره نمود كه س

) .از اينرو جايگزيني برخي از جلبك ها با يكديگر و غالب شدن بعضي از آنها در فصول Harris, 1986شوند (

  داد. خاص و توالي فيتوپلانكتوني در اكوسيستمهاي فوق را ميتوان به اين عوامل نسبت 

  
 
  هاي آبي توالي فصلي اجتماعات فيتوپلانكتوني در اكوسيستم -3-1

در مناطق معتدل فيتوپلانكتونها توالي ساليانه مشخصي نشان ميدهند به عنوان مثال در بهار شكوفايي دياتومه ها، 

آبي و دينوفلاژله  -در تابستان تاژكداران گوناگون و در پاييز شكوفايي هاي بزرگي از دياتومه ها، جلبكهاي سبز
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). تقريباً گونه هايي كه گاهي اوقات جمعيت شان در سال افزايش مي King et al., 2002ها مشاهده مي شوند ( 

يابد در بقيه اوقات سال به عنوان جمعيت كوچكي در آب حضور داشته ولي حتي ممكن است مشاهده آنها 

تريها در فصل گرم سال رشد زيادي دارند و گاهي يك مشكل باشد. در بسياري از اكوسيستم هاي آبي سيانوباك

يا چند گونه از آن غالب مي شوند. در برخي سالها به علت بالا بودن دماي آب در فصل سرد ممكن است 

شكوفايي سيانوباكتريها در تمام طول سال البته با شدت كمتر در فصل سرد نيز ادامه يابد. روند غلبه اين گونه ها 

  والي ممكن است تاحدودي ثابت بوده يا با تغيير گونه يا گونه هاي غالب همراه باشد.بين سالهاي مت

  

  گيري اجتماعات فيتوپلانكتوني ها در شكل جايگاه سيانوباكتري -4-1

آبي) قديمي ترين موجودات شناخته شده فتواتوتروف توليد كننده اكسيژن در  -سيانوباكتريها (جلبكهاي سبز

ميليارد سال قبل) بيوسفر فاقد اكسيژن را به  5/3ثير آنها در طي دوران پركامبرين (حدود كره زمين هستند. تك

 ).Schopf, 2000شدت تغيير داد كه منجر به ايجاد و تكامل حيات گياهي و جانوري عالي بر روي خشكي شد (

غير هوازي) را دارند،  ) (يك فرايندN2بسياري از گونه هاي سيانوباكتريها توانايي تثبيت نيتروژن اتمسفري (

اين صفات آنها را قادر  همچنين  قادرند فسفر را ذخيره و آهن و طيفي از فلزات نادر و ضروري را جذب كنند.

مي سازد محيط هاي متنوع خشكي و آبي، فقير و غني از مواد غذايي را در سراسر جهان به تصرف خود در 

 آورند.

وفيزيولوژيكي از خود نشان داده اند كه به آنها امكان داده تا از تغييرات اخيرا سيانوباكتريها، استراتژي هاي اك

ايجاد شده توسط انسان در اين محيط ها ، مخصوصا تغييرات مربوط به غني شدن شديد و هيدرولوژيك در 

  اكوسيستم ها ي متنوع از درياچه هاي كوهستاني تا سواحل اقيانوسها، بهره برداري نمايند.

  

  ها در آبهاي شيرين ي سيانوباكتريشكوفاي -5-1

 حد از بيش ازدياد يا شدن شكوفا آشاميدني هاي آب مخصوصا ها آب اكولوژيك بارز مشكلات و مسائل از

 مسموميت و سم كردن آزاد مواردي در و آب اكسيژن كاهش كه است آبي-سبز هاي گونه از بعضي جمعيت

تجزيه باكتريايي سيانوباكتريهاي مرده ممكن است منجر به  .دارد پي در را انسان و آبزيان ومير مرگ و جدي

فقدان اكسيژن و تلفات ماهيها شود. به علاوه، بسياري از سيانوباكتريهاي ايجاد كننده شكوفايي مضر متابوليت 

 Chorus(هاي ثانويه سمي توليد مي كنند كه مي تواند مسموميت جدي در پستانداران (شامل انسان) ايجاد نمايد 

and Bartram, 1999(.  

شكوفايي مضر سيانوباكتريها يكپارچگي و ثبات اكولوژيكي اكوسيستم هاي آبي را با مصارف مختلف نظير آب 

  آشاميدني، آبياري، ماهيگيري و تفريحي تهديد مي كند. 
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عوامل اكولوژيك كنترل كننده ديناميك شكوفايي جلبكي سيانوباكتريهاي  -1-5-1

  آورزيان

  ود مواد غذاييور -1- 1-1-5

نظرات و جمع بندي ها نشان مي دهد كه غني شدن بيش از حد آبهاي شيرين و اكوسيستم هاي دريايي به وسيله 

مواد غذايي ناشي از منابع انساني (شهري، كشاورزي، و صنعتي) گسترش و تداوم شكوفايي جلبكي 

). فسفر به طور سنتي به عنوان Huisman et al., 2005; Paerl et al., 2001سيانوباكتريهاي مضر را افزايش داده است (

عنصر غذايي اصلي در نظر گرفته مي شود كه كمبود آن توليد اوليه و انباشته شدن توده زنده جلبكها را محدود 

 مي نمايد.

 آبي داراي -سبز هاي جلبك هاي گونه از بسياري زيرا دارد اهميت نيتروژن با شدن غني از بيش فسفر شدن غني

 .كنند تامين نيار خود را مورد نيتروژن هوا ازت تثبيت با توانند مي تروسيته

  
  تغييرات آب و هوايي و توسعه شكوفايي سيانوباكتريهاي زيان آور -1- 2-1-5

بخشد، تغيير  در حالي كه غني شدن بيش از حد آب با فسفر و نيتروژن شكوفايي سيانوباكتريها را شدت مي

ادر است ازدياد جمعيت آنها را سبب شود. افزايش دماي كره زمين و تغيير الگوهاي شرايط آب و هوايي نيز ق

  ).Jöhnk et al., 2008; Paerl and Huisman, 2009بارندگي شكوفايي سيانوباكتريها را تحت تاثير قرار مي دهد (

ا دماي نسبي زياد تطابق كند، زيرا اين جلبكها ب مي مهيا شكوفايي تشكيل و بيشر رشد براي را محيط دما افزايش

). در اين دماي زياد Reynolds, 2006روي مي دهد ( Cº25يافته اند و حداكثر ميزان رشد آنها در دماي بيشتر از 

سيانوباكتريها معمولا در رقابت بر جلبكهاي يوكاريوت پيروز مي شوند. مخصوصا با افزايش رشد تاكسونهاي 

  سيانوباكتريها به حد مطلوب مي رسد. يوكاريوت در واكنش به دما، ميزان رشد

آبهاي سطحي گرم همچنين در معرض لايه بندي شديد عمودي هستند. قدرت لايه بندي عمودي بستگي به 

اختلاف دانسيته لايه گرم سطحي و آب هاي سرد زيرين دارد. با افزايش دما در اثر تغيير آب و هوا، آب زودتر 

 Peeters etلايه بندي تا مدتي طولاني تر در پاييز تداوم خواهد يافت (شروع به لايه بندي در بهار كرده و 

al.,2007(. 

بسياري از جنس هاي سيانوباكتريها به راحتي با تشكيل ويزيكول هاي گازي در شرايط لايه بندي شده رشد مي 

ئوفوتيك و مجاور كنند كه باعث شناور شدن آنها شده و آنها را قادر مي سازد كه موقعيت خود را در منطقه ا

سطح حفظ كنند. اين شكوفايي سطحي ميزان بالاي فتوسنتز را حتي تحت تاثير اشعه شديد ماوراء بنفش حفظ 

كرده و همزمان سايه به لايه هاي زيرين مي افتد و از رشد فيتوپلانكتونهاي غير شناور  ممانعت مي شود 

)Huisman et al., 2004.( وهاي آب و هوايي و مقدار بارندگي را تغيير مي دهد، گرم شدن كره زمين همچنين الگ

  كه ممكن است باعث افزايش بيشتر غالبيت سيانوباكتريها شود.
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 كنترل تداوم شكوفايي و از بين رفتن آن -6-1

) شكوفايي Pو  Nزماني كه شكوفايي سيانوباكتريايي رخ مي دهد، ممكن است حتي بعد از كاهش مواد غذايي (

بكشد. تبادل مواد غذايي كه قبلا وارد سيستم شده، ذخيره شده و باز چرخش شده، همچنين توليد تا ماهها طول 

مجدد مواد غذايي از طريق چرخه سلولي و باز چرخش آنها بوسيله باكتريهاي و ميكروزئوپلانكتونهاي 

  هتروتروف بين رسوبات و ستون آب مي تواند در تداوم شكوفايي جلبكي نقش داشته باشد.

توان به مواردي نظير چراي آنها توسط زئوپلانكتونها (و  جمله عوامل زيستي مهم در كنترل شكوفايي مي از

 احتمالا فون كفزي و ماهيها)، واكنش هاي باكتريايي و ليز سلول توسط ويروسها اشاره نمود.

 

  )Grazersسيانوباكتريها و چراكنندگان ( -7-1

ئوپلانكتونهاي چرا كننده بر شكوفايي سيانوباكتريهاي مضر وجود دارد. بحث هاي زيادي در مورد ميزان تاثير ز

تحقيقات نشان دهنده آن است كه چرا كنندگان در درياچه هاي اليگوتروف نسبت به درياچه هاي يوتروف تاثير 

مواد غذايي  بيشتري دارند. اين امر احتمالا به علت افزايش توليد اوليه فيتوپلانكتوني ناشي از شرايط غني شدن از

  است كه به سلولها امكان مي دهد كه به راحتي بر اثرات منفي چرا كردن فائق آيند.

آبي با تشكيل  تجمعات رشته اي و كلني از شكار شدن توسط  -بسياري از گونه هاي جلبك هاي سبز

ين جايگزين شدن زئوپلانكتونها جلوگيري مي كنند و مانع از فيلتر شدن توسط دوكفه اي ها مي شوند. بنابرا

آبي ارزش  غذا يي  بخش فيتوپلانكتوني آب را كاهش داده -جلبك هاي مفيد و طبيعي  توسط جلبك هاي سبز

به علاوه، حتي در صورت بلعيده شدن  ).Von Elert and Wolffrom, 2001و احتمال توليد سم را افزايش مي دهد (

آبي و تامين نياز غذايي -هاي سبز نشانگر جذب شدن جلبك ها به وسيله چرا كنندگان، اين امر الزاماً اين جلبك

  بخش مصرف كننده اكوسيستم آبي نيست. 

  

   Microcystis Kützing ex Lemmermann, 1907معرفي جنس  -8-1

مهمترين سيانوباكتريهاي توليد كننده بلوم يا شكوفايي در  سيستم هاي آبي بشمار مي يكي از  Microcystisجنس 

هاي مختلف اين جنس باعث ايجاد شكوفايي در سيستم هاي آبي مي شوند و همين امر موجب  رود. جمعيت

مورد توجه قرار گرفتن آنها در سالهاي اخير شده است. گونه هاي مختلف اين جنس در آبهاي شيرين ساكن و 

ز قابليت توليد سم نيز برخوردار از شرايط يوتروف موجود در تمام دنيا گسترش يافته اند و چندين گونه از آنها ا

 ).Komárek and Komárková, 2002 ; Chorus and Bartram,1999برخوردارند (

اين جلبك كلني هايي نامنظم با سلولهاي كروي و غشائي ژلاتيني بيرنگ دارد. كلني هاي ميكروسيستيس در 

ين زندگي مي كنند و مراحل اندازه هاي ميكرو و ماكرو سكوپي مي باشند و به صورت پلانكتوني در آبهاي شير
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 ,Reynolds et al., 1981; Bittencourt – Oliveiraريختي متفاوتي در طي چرخه رويشي جلبك تشكيل مي دهند (

2000 .(  

سلولها كروي يا كشيده بوده، در تعداد زياد در داخل كلني هاي كروي، بيضوي يا نامنظم و روي هم افتاده يا 

ها در آب شناور و اغلب به كلني هاي دختر چسبيده باقي مي مانند. سلولها در داخل  تور مانند قرار دارند. كلني

موسيلاژ بيرنگ و اغلب شناور قرار داشته و در اطراف سلولهاي منفرد موسيلاژي ديده نمي شود. سلولها اغلب 

لا در جهت عرضي داراي آرايش بسيار متراكم هستند و تقسيم سلولي در تمام جهات و در سلولهاي كشيده معمو

  صورت مي گيرد. واكوئل هاي گازي اغلب در سلولها وجود دارند.

  

  Microcystisاهميت مطالعاتي جنس  -9-1

Microcystis  در مناطق گسترده اي از جهان در آبهاي شيرين در فصل گرم سال رشد بيش از حد از خود نشان

ه اين امر بر كيفيت و كاربرد آبهاي شيرين تاثير منفي داده و باعث ايجاد شكوفايي جلبكي در اين آبها مي شود ك

دارد. در موارد متعددي اين جلبك كلني هاي بزرگي ايجاد مي كنند كه با چشم غير مسلح قابل مشاهده اند. اين 

جنس كلني ها در سطح آب شناور مي مانند و ممكن است سطح وسيعي از يك اكوسيستم آبي را بپوشانند. 

Microcystis  16سيانوباكتريها طبق معيارهاي ژنتيكي (توالي مولكولي ازS rRNA ،مشخص و تعريف شده است (

ولي طبقه بندي آن در سطح پايين تر از جنس مبهم است و وجود گونه هاي مورفولوژيكي سنتي آن مورد ترديد 

ا بلوم هاي شديدي ). با اين وجود، جمعيت هاي اين جنس شكوفايي يKomárek and Komárková, 2002مي باشد (

در آبهاي يوتروف در سراسر جهان بوجود مي آورند و جمعيتهاي متعددي از آن سم توليد مي كنند. بنابراين، 

  شناسايي تنوع طبيعي آن در سطح پايين تر از جنس از اهميت خاصي برخوردار است.
 
  Microcystisمطالعه تاكسونوميك جنس  -1-9-1

از نظر ريخت شناسي وجود  Microcystisزيادي بر روي تعيين ارزش گونه هاي از آغاز قرن بيستم، بحث هاي 

داشته است. معيارهاي اصلي تفكيك گونه ها در اين جنس به طور عمده شكل كلني، ماهيت، وجود يا عدم 

 Microcystisتقسيم بندي سلسله مراتبي جنس    وجود موسيلاژ پيرامون كلني و شكل و اندازه سلول ها مي باشد.

 آمده است. 1-1در جدول 
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 Microcystisتقسيم بندي تاكسونوميكي جنس   - 1-1جدول 

 
  

  

  

  

  

  

  

  

  رده بندي فنتيكي -2-9-1

امروزه، معيار گونه در سيانوباكتريها مسئله ي مشكلي به شمار مي رود. در حال حاضر اين ايده وجود دارد كه 

) بلكه در ساير جنسهاي سيانوباكتريها نيز Microcystis )Otsuka et al., 2000, 2001مفهوم گونه نه تنها در جنس 

كه به  Microcystis  1). با اين وجود، چندين خصوصيت انواع ريختيCastenholz, 2001توجيه پذير نمي باشد (

عنوان گونه هاي سنتي طبقه بندي شده اند، واقعا وجود داشته و مكررا در مناطق مختلف جهان مشاهده مي شوند. 

2ر آنها را مي توان تنها به طور سنتي به عنوان ريخت گونه (گونه هاي ريختيدر حال حاض
در نظر گرفت كه به  )

يك ژنوتيپ متعلق بوده و اكولوژي مشابهي دارند. چنين گونه هاي سنتي با صفات فنوتيپي و اكوفيزيولوژيكي 

 3ژيكي، اكوتوكسيكولوژيكيمشخص را نمي توان به طور كامل حذف كرد. شناسايي آنها براي مطالعات اكولو

آنها در شرايط كشت آزمايشگاهي نيز از صفات با ثباتي برخوردارند. به نظر مي  .و غيره  مفيد و ضروري است

 .M. aeruginosa, M. ichtyoblade, Mرسد يكي كردن تاكسونوميكي تمام ريخت گونه هاي اصلي ميكروسيستيس (

viridis, M. novacekii, M. wesenbergii(  تا زماني كه دلايلي براي تنوع فيزيولوژيكي و مورفولوژيكي آنها وجود

  ).Komárek and Komárková, 2002دارد، امري غيرقابل حل خواهد بود (

  آورده شده اند. 2-1در جدول  Microcystisمعروفترين گونه هاي جنس 
  

  

                                                      
1- Morphotypes 

2- Morphospecies 
3- Ekotoxicological 

 تاكسون فارسي لاتين

Bacteria سلسله باكتريها 

Eubacteria زير سلسلسله يوباكتريها 

Cyanobacteria 

 شاخه سيانوباكتريها

Cyanophyceae  

 رده سيانوفيسه

Oscillatoriophycideae زير رده اسيلاتوريوفيسيده 

Chroococcales راسته كروكوكالز 

Microcystaceae  

 خانواده ميكروسيستاسه

Microcystis Kützing, 1833 جنس ميكروسيستيس 
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 Microcystisنام و مؤلفين گونه هاي جنس  - 2-1جدول 

  نام گونه

سرفرن  
 
Microcystis aeruginosa (KÜTZING) KÜTZING 

 
Tab. Phycol. 1: 6, 1846 
 

 
Microcystis ichthyoblabe KÜTZING 
 

 
Phyc. Gener., p. 170, 1843 
 

 
Microcystis firma (KÜTZING) SCHMIDLE 
 

 
Engler Bot. Jahrb. 23: 57, 1902 
 

 
Microcystis flos-aquae (WITTROCK) KIRCHNER ex FORTI 
 

 
Syll. Myxophyc., p. 86, 1907 
 

 
Microcystis novacekii (KOMÁREK) COMPÈRE 
 

 
Cah. O.R.S.T.O.M., Hydrobiol. 8(3-4), 1974 
 

 
Microcystis smithii KOMÁREK & ANAGNOSTIDIS 
 

 
Preslia, Praha, 67: 21, 1995 
 

 
Microcystis viridis (A.BRAUN in RABENHORST) 
LEMMERMANN 
 

 
Abh. Nat. Ver. Bremen 17: 342, 1903 
 

 
Microcystis wesenbergii (KOMÁREK) KOMÁREK in 
KONDRATEVA 
 

 
Cvetenie vody, Naukova Dumka Kiev, p. 32, 
1968 
 

 

  

گونه به طور سنتي به عنوان پايه معيار تاكسونوميكي براي تمام موجودات زنده در نظر گرفته مي شود، با اين 

) طبق معيارهاي طبقه بندي مدرن، مفهومي cyanoprokaryotes, cyanophytesوجود اين تاكسون در سيانوباكتريها (

  گيج كننده و پيچيده است. 

ي اخير، جنس ميكروسيتيس خوشه ژنوتيپي مجزا ومشخصي ارايه مي نمايد كه طبق بازنگري تاكسونوميكي فنوتيپ

تنها شامل گونه هاي شناور با وزيكولهاي گازي در داخل سلول مي باشند. با اين حال، تفاوتهاي ژنتيكي بين 

گونه هاي ريختي درون جنس بسيار كوچك و موقتي هستند و امكان مشخص كردن گونه را نمي دهد. كل 

 Katoامل تعداد بي شماري از اختلافات كوچك هستند كه با ريخت گونه هاي سنتي مطابقت نمي كند (جنس ش

et al., 1991, Otsuka et al. 2000, 2001.(  با اين حال، چندين ريخت گونه مشخص مكررا در آبهاي شيرين

گونه ها كم و بيش پايدار  تريخ ). اينM. wesenbergii و  M. viridisيوتروف يافت مي شوند (به عنوان نمونه

) و گاهي نيازهاي اكولوژيكي مشخص تعريف مي شوند. ,Reynolds et al. 1981هستند و توسط چرخه زندگي (

  نشده اند.  آشكار 16S rRNAباشند كه توسط تعيين توالي بنابراين، ريخت گونه ها بايد مربوط به بخش هايي از ژنوم 

Heidari ) يانوباكتريها را در چهار چشمه آب گرم ايران بر اساس خصوصيات ) تنوع س2013و همكاران

 UPGMAمورفولوژيك (فنتيك) مورد بررسي قرار دادند. در روش فنتيك از آناليز خوشه اي با استفاده از روش 
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 استفاده كردند و روابط فنتيك بين گونه ها را با استفاده از تاكسونومي عددي و رسم دندروگرام بررسي و تعيين

كردند. نتايج نشان داد كه بررسي فنتيكي جنس ها را از يكديگر تفكيك مي نمايد ولي براي تفكيك 

بر اساس ميزان تنفس  M. aeruginosaسويه  17سيانوباكتريها در سطح گونه كافي نمي باشند. همچنين بررسي 

وليد ميكروسيستين و مساحت تاريكي، ظرفيت فتوسنتزي، حداكثر توليد كوانتوم، ميزان رشد حداكثر، ميزان ت

سطح مقطع سلول به عنوان صفات فنتيكي نشان داد كه تنها سطح مقطع سلول نشان دهنده منشاء جلبك از 

). مطالعات فوق نمونه هايي هستند كه نشان مي دهند كه López-Rodas et al., 2013آبگيرهاي مختلف مي باشد (

ناخت و ديد كاملي از تقسيم بندي سيانوباكتريها مخصوصا جنس تنها با تكيه بر روش هاي فنتيكي نمي توان ش

Microcystis .در سطح گونه بدست آورد  

 

 رده بندي فيلوژنتيك -10-1

نشان مي دهد كه تمام  ITSاز مناطق مختلف بر اساس ژن ناحيه  M. aeruginosaمطالعه فيلوژنتيكي جمعيت هاي 

كروسيستين بود، مشابه يكديگرند. نتايج اين مطالعه نشان مي سويه ها به جز يك سويه كه داراي بيشترين توليد مي

با يكديگر همبستگي و ارتباط ندارند  M. aeruginosaدهد كه روش فنتيكي و فيلوژنتيكي در جمعيت هاي 

)López-Rodas et al., 2013 همچنين بررسي رده بندي فيلوژنتيكي سيانوباكتريها در چشمه هاي آب گرم بر .(

نشان مي دهد كه روش فيلوژنتيكي نه تنها اختلالي در تاكسونومي عددي يا  16S rRNAت ژن اساس خصوصيا

  ). Heidari et al., 2013فنتيك آنها ايجاد نمي كند بلكه مكمل آن است (

  

 Microcystisماركرهاي فيلوژنتيك بكار گرفته شده در مطالعه جنس  -1-10-1

 ITSبررسي توالي  -1-1-10-1

براي آشكار  16S rRNA) از ژن 1997( Turner) و 1992و همكاران ( Wilmotteختلفي نظير جلبك شناسان م

) 1992و همكاران ( Foxكردن روابط فيلوژنتيكي جنس هايي از سيانوباكتريها استفاده كرده اند. با اين وجود، 

فراهم نمي كند و براي زمينه كافي براي شناسايي گونه ها را  16S rRNAنتيجه گرفتند كه يكسان بودن توالي 

مطالعات در سطح زير جنس مناسب نيست. در نتيجه، محققان به طور فزاينده اي به مطالعه نواحي متنوع تري از 

) قطعه اي از ژنوم است ITSتمايل پيدا كرده اند. ژن جداكننده نسخه برداري شده داخلي ( 16S- 23S ITSژن نظير 

از ميزان بالايي از عدم تجانس  16S rRNAارد. اين ژن نسبت به ژن قرار د 23Sو  16S rRNAكه بين ژنهاي 

)Heterogeneity برخوردار بوده و بنابراين امكان شناسايي بسياري از جنس هاي سيانوباكتريها توسط آن وجود (

 ).Janse et al., 2003دارد (

از ژنوم اين جنس در نواحي مختلف  نشان مي دهد كه اين ناحيه Microcystisدر جنس  ITSآناليز مولكولي ناحيه 

جهان به ميزان زيادي حفظ شده است. براي توضيح اين حالت دو فرضيه پيشنهاد شده است: اول اينكه اين 
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ژنوتيپ جديدا تمايز يافته است و اين امر يا پراكنش سريع ژنوتيپ در سراسر جهان دنبال شده است. فرضيه دوم 

حفظ كرده است  ITSاست كه ميزان بالايي از تشابه را در اين توالي هاي اين است كه اين يك انتخاب طبيعي 

)Humbert et al., 2005 اين واقعيت كه برخي از ژنوتيپ هاي .(Microcystis  در سراسر جهان پراكنده شده اند قبلا

دند كه اين حالت ). آنها نشان داZwart et al., 1998نيز در مورد گونه هاي باكتريو پلانكتون گزارش شده است (

را مي توان با داشتن قابليت هاي عملكردي بي نظير اين موجودات زنده نسبت داد كه قادرند با موفقيت در دامنه 

فراواني بالاي افراد در گونه  Finlay (2002)وسيعي از محيط هاي آب شيرين رقابت نمايند. همچنين طبق عقيده 

ارتباط با اندازه كوچك آنها) پراكنش جهاني اين گونه ها را هايي مثل گونه هاي جنس ميكروسيستيس (در 

  توجيه مي كند. 

  

  Microcystisپيشينه مطالعات انجام شده روي جنس  -11-1

  (ايجاد شكوفايي)  بوم شناسي -1-11-1

Crow )1923 به وسيله پروفسور  1903) نمونه هايي از آبهاي شيرين سيلان را كه در سالFritsch ه جمع آوري شد

احتمالا بخش مهمي از فيتوپلانكتون اين  Microcystisبود، مورد بررسي قرار و نشان داد كه اعضاي جنس 

اكوسيستم ها را تشكيل مي دهند. گونه هاي ميكروسيستيس در بسياري از نمونه ها غالب بوده و شكوفايي بوجود 

  آورده بودند.

  

  تاكسونومي -2-11-1

سال جزء  150سيانوباكتريها به مدت  Stanier et al. (1978)و  ) Gibbons and Murray  (1978پيش از مطالعات

جلبكهاي يوكاريوت در نظر گرفته مي شدند. قرار گرفتن سيانوباكتريها تحت قوانين كد باكتري شناسي منجر به 

جمع آوري سويه هايي به صورت كشت خالص به جاي نمونه هاي هرباريومي كه براي سيستماتيك گياهي 

ضروري است، گرديد. تشخيص سيانوباكتريها به عنوان موجودات پروكاريوت امكان بررسي تكامل تاكسونهاي 

  ). Doolittle, 1982آنها با توجه به ساير باكتريها و موجودات فتوسنتزي گرديد (

  
  ريخت شناسي -1-2-11-1

توصيف كرد، كه شامل گونه هاي  بيست وسه گونه از جلبك ميكروسيستيس را 1932در سال  Geilterاولين بار 

) نشان دادند كه تنها سلولهاي 1971و همكاران (  Stainerداراي وزيكول گازي و گونه هاي فاقد آن بود. سپس، 

) وزيكول 1994و همكاران ( Holtدر نظر گرفت و  Microcystisداراي وزيكول هاي گازي را بايد جزء جنس 

معرفي كردند. بنابراين، گونه هاي جنس  Microcystisاي شناسايي جنس هاي گازي را به عنوان يكي از معياره
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Microcystis  با داشتن وزيكولهاي گازي، شكل كروي سلولي، تمايل به تشكيل مجموعه ها يا كلني ها و موسيلاژ

  .(Holt et al., 1994)يا غلافي بي شكل مشخص مي شوند

 Somdeeدر تايلند توسط  Microcystisي با تاكيد روي جنس تراكم و تنوع سيانوباكتريهاي سمي چهار سد تفريح

) مورد بررسي قرار گرفت. سيانوباكتريهاي سمي مهم در اين سدها عبارت بودند از: 2013و همكاران (

Cylindrospermopsis sp. ،Microcystis sp. ،Oscillatoria sp.  وPseudoanabaena sp. آناليز ريختي جنس . 

Microcystis 16ود در اين سدها و بررسي ژن موجS rRNA  آن نشان داد كه ارتباط نزديكي باM. aeruginosa .دارد  

  
  مولكولي -2-2-11-1

زماني كه با روشهاي سنتي مبتني بر صفات ريختي و فيزيولوژيكي  DNAآناليزهاي فيلوژنتيكي بر اساس توالي 

ريها محسوب مي شوند. تاكسونومي جنس تركيب مي شوند، روشي مهم و مفيد در تاكسونومي سيانوباكت

Microcystis  تاكنون وابستگي زيادي با صفات ريختي داشته است. تركيبي از روش هاي سنتي و مولكولي براي

  ارزيابي مجدد تاكسونومي سيانوباكتريها ضروري مي باشد.

تبديل شده است. امروزه، آناليز استفاده از آناليزهاي ژنتيك مولكولي در تاكسونومي سيانوباكتريها به روشي مهم 

به صورت گسترده اي در تاكسونومي كلي باكتريها به كار گرفته مي شود و  16S rDNAفيلوژنتيكي بر پايه ژن 

) از اين روش براي 1997و همكاران Woose, 1987 .(Neilan )مزيت هاي اين روش مورد تاييد قرار گرفته است (

وسيستيس استفاده كرده اند. با اين وجود، آنها هيچ همبستگي بين بررسي روابط بين گونه اي در ميكر

  پيدا نكردند. Microcystisخصوصيات ريختي و فيلوژني در داخل جنس 

Otsuko ) سويه ميكروسيستيس شامل پنج ريخت گونه و دو نوع  15) آناليز فيلوژنتيك روي 1998و همكاران

انجام دادند. تمام توالي ها تشابه بالايي و در برخي  16S rRNAلي ژن تركيب رنگدانه فيكوبيلين به وسيله تعيين توا

تشابه بين ريخت گونه هاي مختلف نشان دادند. درخت تبارنماي حاصل رابطه نزديكي را بين  ٪100موارد تا 

سويه هاي مختلف ميكروسيستيس با و بدون فيكواريترين آشكار ساخت. نتايج اين مطالعه نشان مي دهد كه 

تيپ ميكروسيستيس لزوما فيلوژني آنها را منعكس نمي كند و اينكه لازم است كه تاكسونومي موجود در فنو

 سطح گونه بازسازي شود.

Otsuka ) اولين گروه تحقيقاتي بودند كه از تعيين توالي مستقيم 1999و همكاران (ITS  براي بررسي فيلوژنتيكي

همبستگي كاملي با ريخت  ITSافتند كه فيلوژني مبتني بر داده هاي استفاده كردند. آنها دري Microcystisدر جنس 

 ITSندارد، اگرچه همبستگي آنها با توليد ميكروسيستين به اثبات رسيد. اخيرا توالي هاي  Microcystisگونه هاي  

  ). Li, 2000و  Iteman et al., 2000همچنين براي چندين گونه از نوستوك گزارش شده است (
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 ان هدفبي -12-1

 پژوهش حاضر با اهداف زير صورت پذيرفته است:

در درياچه سد ارس بر اساس صفات ريختي و مولكولي با استفاده  Microcystisشناسايي دقيق گونه (ها) ي جنس 

  ؛ ITSاز نشانگر ريبوزومي 

 ncbiثبت توالي ژني در بانك ژني 
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  مواد و روشها -2

   اتيهاي مطالع ايستگاه -1-2

رودخانـه ارس  باشد.  هاي شمالغرب ايران و حوزة آبريز درياي خزر مي رودخانه ارس يكي از بزرگترين رودخانه

از كشورهاي تركيه و آذربايجان (نخجوان) سرچشـمه گرفتـه و در ناحيـه ميرقـاپو (شـمال غربـي)، مـرز ايـران و         

ربي) از ناحيه دشت ماكو خارج مـي شـود.   جمهوري آذربايجان را تشكيل داده و در روستاي دره شام (جنوب غ

مترمكعب برثانيه است. اين رودخانـه بـا طـولي     339مترمكعب در ثانيه و حداقل آن  2260حداكثر دبي رودخانه 

كيلومتر در شمال كشور، به درياي خزر سرازير شده و از بـزرگ تـرين رودخانـه هـاي موجـود در       1072بالغ بر 

آبزياني نظير ماهي و خرچنگ، به واسطه وجود درياچه سد ارس و اقليم مناسب  كشور به شمار مي آيد. توليدات

 رودخانه بسيار قابل توجه است.

 145متـر و مسـاحتي حـدود     20كيلـومتر و عمـق متوسـط     8كيلومتر و عـرض متوسـط    52مخزن درياچه به طول 

 770است. اين درياچه در ارتفاع  ميليون مترمكعب 1350هكتار را اشغال  نموده و حجم كل آن  14500كيلومتر، 

درجه سانتگراد و حداقل بـرودت آن   40متر از سطح دريا واقع شده و حداكثر حرارت هواي منطقه در تابستان تا 

درجه سانتيگراد زير صفر ثبت شده است. آب مخزن درياچه سرشار از مواد مغـذي اسـت و بـه     20در زمستان تا 

پلانكتون ها، موجودات بنتيكي و در نهايت ماهيان موجود در اين اكوسيستم  همين دليل زنجيره غذايي آن، يعني

تن از انواع گونه هاي مرغـوب مـاهي از درياچـه     700آبي، از تنوع و كميت خوبي برخوردارند و ساليانه بيش از 

بور بسيار قابـل  صيد مي شود. ذكر اين نكته لازم است كه ميزان توليدات اوليه پلانكتوني و بنتوزي در درياچه مز

ملاحظه و بيشتر از منابع آبي ديگر استان است و امكان بهره برداري بيشتر از آن با برنامه ريزي و كنترل دقيـق تـر   

  ذخاير وجود دارد.

 400000ارس كه در شهرستان پلدشت استان آذربايجان غربي قرار دارد، آب لازم براي آبياري حدود   سد

. سد ارس (Filipuzzi and Faramarzi, 2007)را در ايران و آذربايجان فراهم مي نمايد هكتار از زمينهاي قابل كشت 

نقش اقتصادي مهمي به عنوان منبع آب آشاميدني و فعاليت شيلاتي در منطقه دارد. مشخصات مورفومتريك و 

 ارائه گرديده است.   2 -3هيدرولوژيك سد ارس در جدول 
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  هيدرولوژيكي سد ارسخصوصيات مورفومتريك و - 1-2جدول 

                                 
  

  

 

  

 

 
 
 
  

مورد استفاده قرار گرفت.  Microcystisبراي اندازه گيري ابعاد سلولها و كلني هاي  Motic Image Plus 2.0نرم افزار 

تصاوير ميكروسكوپي آن از ايستگاههاي مختلف  Microcystisهمچنين براي شناسايي مورفولوژيك گونه (هاي) 

  د و مورد تاييد قرار گرفت.ارسال ش Komárekبراي پروفسور 

  

  Microcystisمطالعه فيلوژنتيك جنس  -2-2

در آبهاي شيرين و به ويژه نقش آن در شكوفايي جلبكي و  Microcystisبا توجه به اهميت اكولوژيكي جنس 

اثرات منفي ناشي از آن بر كاركردهاي طبيعي اكوسيستم درياچه سد ارس، بخشي از اين پايان نامه به بررسي 

اختصاص يافت. در بخش مطالعه فيلوژنتيكي اين جنس از  Microcystis مورفولوژيكي و فيلوژنتيكي جنس

  استفاده گرديد.  ITSروشهاي مولكولي رايج براي بررسي فيلوژنتيكي سيانوباكتريها نظير بررسي ژن 

  

  نمونه برداري -1-2-2

يستگاه تعيين شده در طول بدنه اصلي سد انجام ا 10از  Microcystisنمونه برداري جهت بررسي مولكولي جلبك 

). در هر ايستگاه دو نمونه جمع آوري شد: يك نمونه از سطح آب و نمونه دوم از عمق يك 2-3شد (تصوير 

متري. نمونه برداري از آب در دو عمق مختلف با هدف تعيين اختلافات احتمالي در خصوصيات مورفولوژيك 

ميكروني عبور داده  150نظر انجام شد. نمونه ها در حين عمليات از فيلتر  هاي جنس مورد و ژنتيكي جمعيت

ليتر  100شدند تا زئوپلانكتونها از نمونه ها حذف شوند. حجم آبي كه در هر نمونه از الك عبور داده شد، حدود 

اه نمونه بود. نمونه هاي تهيه شده را در ظروف نمونه برداري ريخته و برچسب حاوي مشخصات و محل ايستگ

برداري بر روي آنها الصاق شد. نمونه ها را جهت انتقال به آزمايشگاه در داخل جعبه مخصوصي كه آنها را 

  خنك نگه مي داشت، قرار داديم.

  

 مقدار خصوصيت

 كيلومترمربع 102000 مساحت حوزه آبريز

 ميليون مترمكعب  1350 حداكثر ظرفيت

 ميليون مترمكعب 1150 ظرفيت قابل استفاده

 كيلومترمربع 153 حداكثر مساحت 

 متر 5/27 حداكثر عمق

 متر 20 عمق ميانگين

 متر 36 ارتفاع تاج سد
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 نقشه موقعيت منطقه و ايستگاههاي نمونه برداري براي بررسي مولكولي -1-2شكل

  در سد ارس Microcystisجنس  

  

  Microcystisجلبكهاي جنس ايزوله سازي  -2-2-2

در ايزوله كردن جلبكهاي تك سلولي روشهاي مختلفي از جمله خالص سازي مستقيم توسط ميكروسكوب و 

كشت استريك بر روي محيط كشت جامد دارند كه در تحقيق حاضر از تركيبي از هر دو روش استفاده 

 . )Richmond, 2004شد(

 
  ايزوله سازي مستقيم زير ميكروسكوپ -2- 1-2-2

نه آب هر ارلن را آنقدر رقيق شد (با استفاده از آب با شرايط واقعي خود نمونه جلبك) كه وقتي در زير نمو

ميكروسكوب به آن قطره آب نگاه ميشد در هر ميدان ديد يك جلبك ديده شود. سپس نوك يك پيپت پاستور 

كه انگشت خود را در انتهاي ديگر  را بر روي شعله كمي بكشيد تا بسيار بلند و باريك تر شود. بوسيله اين پيپت

ميلي  2آن قرار داده ايد در حين نگاه كردن زير ميكروسكوب اين جلبك را برداشت شد و به يك ميكرو تيوب 

ميليتري آب و محيط كشت انتقال شد. همين تيوبها را در زير لامپ مهتابي قرار شد تا اينكه رشد  1ليتري حاوي 

نظر شكل و مورفولوژي شبيه هم هستند را در اين كار در يكجا دسته بندي  نمايد. تمامي جلبكهايي كه از

خواهيم كرد ابتدا چند قطره از نمونه هاي استوك اوليه كشت يافته را داخل يك پتري ديش شيشه اي ريخته و 
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كلني  حجم آن با آب مقطر افزايش يافت. با استفاده از يك ميكروپيپت و بوسيله ميكروسكوپ اينورت سلولها و

سي سي حاوي آب مقطر استريل,  100و  50هاي مورد نظر را از پتري ديش برداشته و داخل ارلن هاي كوچك 

سلول يا بيشتر از جلبك مورد نظر داخل هر ارلن قرار داده شد. سپس بار ديگر  20ريخته شد. تعداد حداقل 

اره تكثير يافته و سبز شوند. البته دقت اين محيط كشت به آنها افزوده شده و در مقابل نور قرار گرفتند تا دوب

روش پايين است و هميشه تعدادي سلول از انواع ديگر به طور ناخواسته همراه با جلبك مورد نظر  انتقال مي 

يابد. به همين جهت و براي بالا بردن درصد خلوص اين كار چندين بار تكرار شد و هر بار كه ارلن ها سبز شدند 

  ). Richmond, 2004جلبك مورد نظر جدا شده و در ارلن ديگري كشت شد(دوباره از آنها 

  
  ازي با استفاده از محيط كشت جامدايزوله س-2- 2-2-2

با آب مقطر رقيق شد. سپس آن را بر روي  1:50و  1:20و  1:10يك ميلي ليتر از آب هر يك از ارلنها به نسبت  

رت كشت استريك (از يك ناحيه غليظ به يك ناحيه محيط كشت جامد كه پيش از اين تهيه شده هست بصو

درصد آگار ميكروبي+ همان محيط كشت  1رقيق) كشت شد. جهت تهيه محيط كشت جاند در پتري ديش از 

 40) استفاده شد. يادتان باشد ويتامين را در زمانيكه دماي محيط كشت به زير F2جلبك (آب+ محيط كشت 

پس پتري ديشها را در زير نور مهتابي كنار ارلنها در شرايط استريل كشت درجه سانتي گراد رسيد اضافه شد. س

  روز سبز خواهد شد. 7شد. در مدت 

) زمانيكه خلوص جلبك هدف به حد قابل Streak platingدر روش كشت استريك بر روي محيط كشت جامد (

ني آگار  به محلول كشت مايع  قبولي رسيد از كشت جامد استفاده شد. محيط كشت جامد با  افزودن مقدار معي

تهيه مي شود. براي حل شدن كامل آگار در مايع و استريل نمودن، از اتوكلاو استفاده مي شود. پس از آنكه 

محلول حاوي آگار اندكي خنك شد، درون پتري ديش هاي پلاستيكي يكبار مصرف خالي مي شود. محلول 

با آب مقطر رقيق كرده يك آنس كه روي شعله استريل  هايي كه چندين بار مراحل خالص سازي را طي كرده

شده، داخل محلول فرو برده و روي محيط كشت جامد به صورت زيگراگ حركت داده شد. اين كار كنار شعله 

انجام گرفت. دور پليت هاي پلاستيكي با پارافيلم كاملا پوشانده شد تا از تبخير آب محيط كشت و ورود هر 

در جه  20ل پتري ديش جلوگيري شود. پليت ها درون انكوباتوري كه دماي آن روي شيء ناخواسته به داخ

سانتي گراد تنظيم شده بود قرار داده شد. اين دما براي رشد بسياري از جلبك ها مناسب است. پليت ها در 

قرار گرفتند. پس از دو تا سه هفته كلني هاي سبز  جلبك  µmol m⁻2 s⁻150 معرض نورممتد فلورسنت به شدت 

  ها  داخل پليت ها ظاهر شدند. هر كلني حاصل از چند صد تقسيم يك سلول اوليه فعال است. 
 




 #"ح ١٨� ه�, �+*�*��
 / )'ارش %$�

 

  
  جلبك هاي كشت شده روي آگار و نگهداري آنها در انكوباتور  -2-2شكل 

  

گونه هاي مختلف با هم آميخته نشده باشند در اين اگر بين كلني ها فاصله مناسب وجود داشته باشد و كلني 

صورت برداشت سلولها از آنها راحت تر و قابل اطمينان تر است. پس از بررسي نوع كلني ها زير ميكروسكوپ، 

ميلي ليتري جهت تكثير در محلول مايع انتقال داده  200و سپس  50كلني خالص مورد نظر به ارلن هاي كوچك 

 22و دماي  µmol photon m⁻2 s⁻1100 ي شده با محيط كشت اختصاصي در شدت نور شد. جلبك خالص ساز

روز در آب مقطر استريل با هوادهي ملايم كشت داده شدند. در ساعت معيني از 14درجه سانتي گراد به مدت 

  . هر روز شمارش تعداد سلولها انجام گرفت و منحني رشد مربوط به دو نمونه خالص سازي شده رسم گرديد

  

  كشت انبوه جلبكهاي تك سلولي پس از ايزوله سازي-3-2-2

  روش كار كشت انبوه جلبك درآزمايشگاه

   

  شرايط فيزيكي اتاق كشت -2- 1-3-2

  نور -

اي است تا نور خورشيد نتواند وارد اتاق شود. نور  ) فاقد هر گونه پنجره يا دريچه1اتاق كشت جلبك (شكل

هاي مختلف توسط دو  شد. براي اين كار ارلن هاي فلورسنت تأمين مي مورد نياز در كشت جلبك توسط لامپ

  شدند. نوردهي مي cm 15عدد لامپ فلورسنت از فاصله 

  دما -

 .كنترل شد c 24- 18دماي اتاق كشت ما بين 

  هوا -

هاي هوادهي متصل به پمپ مركزي انجام گرفت. براي جلوگيري از ورود هر گونه  هوادهي از طريق لوله

  هاي فيلتردار استفاده شد. گي از طريق هوا، از پيپتآلود
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- pH   

 pHحفظ گرديد. خروج از محدوده  8 - 5/8در حدود  محيط پرورشpH  فوق، باعث از هم پاشيده شدن بسياري

رود كه اين  محيط بالا مي pHهاي زياد جلبك،  شود. در غلظت از فرايندهاي سلولي و در نتيجه مرگ سلول مي

 اكسيد كربن برطرف كرد. توان با افزودن دي  نقص را مي

  

  
  اتاق پرورش جلبك -3-2شكل 

  

  

  )1970، 1سازي محلول والنه و ويتامين (والنه ي آماده  تركيب شيميايي و نحوه - 2-2جدول 

 تركيبات مقادير

 (يك ميلي ليتر در هر ليتر محيط پرورش) Aمحلول  

g 8/0  كلريد آهن(Fecl3) 

g /6/33 وريكاسيد ب 

g 45  EDTA, di sodiumsalt 

g 20  سديم دي هيدروژن ارتو فسفات(NaH2po4. 2H2o2) 

g 100 نيترات سديم (NaNo3) 

ml 1  محلولB 

 در يك ليتر آب شيرين حرارت داده شود تا حل شوند 

 Bمحلول 

                                                      
1 Walne 
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 تركيبات مقادير

g
2

 (ZNC12)كلريد روي  1

g
2

 (COCI2.4H2O)ت كلريد كبال 1

g 9/0  موليبدات آمونيوم(NH4)6 MO7O24.4H2O  

g 2  سولفات مس(CuSo4.5H2O) 

ml 10  اسيد كلريد غليظ(HCl) 

 ليتر آب شيرين حرارت داده شود تا حل شوند ميلي 100در  

 ليتر براي هر ليتر محيط پرورش) ميلي C )1/0محلول 

g 2/0 ) ويتامينB1( 

m1 25  محلولD 

 ميلي ليتر آب شيرين درست شود 200در  

  Dمحلول 

g 1/0 ) ويتامينB2( 

 ميلي ليتر آب شيرين درست شود 250در   

 
  

  
  نسبت هاي مورد استفاده در كشت جلبك - 3-2جدول 

 )mlويتامين( )mlوالنه( )mlحجم آب شور(

 قطره 1- 2 0.02 20

40 0.04 0.02 

400 0.4 0.04 

1000 1 0.1 

3000 3 0.3 

12000 12 1.2 

50000 50 5 
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  كشت انبوه جلبك در حجم هاي بالا -4-2شكل 

  

  روشهاي مولكولي-4-2-2

   DNA استخراج -2- 1-4-2

ميلي ليتري ريخته شده و در سانتريفيوژ با  5/1جهت اين كار ابتدا نمونه هاي جلبك در داخل ميكروتيوبها 

بر اساس  DNAقه رسوبداده شدند. رسوب جدا شده در پروتكل استخراج دقي 5دور در دقيقه در مدت  100000

  بصورت زير اقدام بكار رفتند. )Sambrook et al ,.1989كلروفورم ( - SDSروش 

 به آن اضافه گرديد . Kپروتئيناز  lµ 10در هر يك از اپندروفها ريخته شد،  SDS 5/0٪از بافر  lµ 800مقدار 

نگهداشته شد در طول  C60-55°دقيقه در دماي  30-60تور جوش ) منتقل و مدت به حمام آبي (انكوبا سپس -

  اين مدت هر ده دقيقه يكبار خوب بهم زده مي شد.

بمدت نيم ساعت سانتريفوژ گرديد، لايه بالايي كه صافتر بود به اپندوفهاي جديد با همان  5000با دور  -

ميزان حجم محلول موجود، فنل به هر يك اضافه شد مشخصات قبلي منتقل و مابقي دور ريخته شد سپس به 

  سانتريفوژ گرديد (اين مرحله دوبار تكرار شد ). 5000دقيقه با دور  15مدت دو دقيقه بهم زده شد و 

لايه بالايي محلولها به اپندروفهاي جديد منتقل و مقدار نصف سري قبل فنل و به همان اندازه كلرفورم  -

سانتريفوژ شد  5000دقيقه با دور  15آنها اضافه گرديد. مدت دو دقيقه بهم زده شد و  ) به24:1ايزوآميل الكل (

  (اين مرحله نيز دوبار تكرار گرديد). 
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دوباره لايه بالايي محلولها به اپندروفهاي تازه منتقل گرديد و هم حجم محلول داخل تيوبها كلروفورم  -

  در دقيقه سانتريفوژ شد. 5000با دور دقيقه  15) اضافه شد و مدت 24:1ايزوآميل الكل (

  cاضافه گرديد و مدت يك شب در دماي ETOH(100٪برابر حجم محلول داخل اپندروفها اتيل الكل ( 5/2 -
  نگه داشته شد . -°20

  دقيقه سانتريفوژ گرديد.  15بمدت  14000سپس در دور -

سانتريفوژ  14000دقيقه در دور  5باز مدت  قرار داده شد و ٪70در اتانل  DNAاتانل رويي دور ريخته شد و  -

  گرديد.

  كاملا خشك گرديد. c   °37الكل كه در بالابود دور ريخته شد و تيوبها در انكوباتور -

درجه سانتي گراد بمدت يك شب نگه  4در دماي  TEبافر  lµ50هاي بدست آمده در  DNAدر مرحله آخر  -

  عدي استفاده گرديد.ها جهت كارهاي ب DNAداشته شدند و از اين 

نمونه ها با استفاده از دستگاه بيوفوتومتر اندازه گيري شد كه تمامي آنها از  DNAپس از پايان مرحله استخراج، 

 غلظت مناسب برخوردار بودند. 

  
  پرايمرها تهيه و رقيق سازي  -2- 2-2-4

از جفت پرايمرهاي ويژه اي  Microcystisبا توجه به احتمال وجود خطا در شناسايي جلبكهاي سيانوفيسه از جنس 

به اين منظور استفاده شد كه منحصرا قادر به شناسايي جلبكهاي سيانوفيسه مي باشند. پرايمرهاي مورد نياز ما در 

با ترتيب نوكئوتيدي زير مي باشند. اين پرايمرها با توجه به توالي  16S rRNA geneاين آزمايش از ناحيه ژنومي  

 ,.Bone et alانتخاب شدند ( Microcystisنك ژني در مربوط به نمونه هاي گونه هاي مختلف ژنوم موچود در با

  ). پرايمرها به سفارش شركت دنا زيست مشهد در كشور كره ساخته شدند.2002
Forward:   (5/ - act-cct-acg-gga-ggc-agc-ag- 3/ )  

(5/ -att-acc-gcg-gct-gct-gg-3/ ) Reverse:  
 

) مي رسانيم و براي اين كار از آب pmolپيكومول ( 10مونه هاي اصلي پرايمرها حجم آنها را به جهت استفاده ن

ديونيزه استريل طبق فرمولي كه معمولا همراه نمونه اصلي وجود دارد عمل مي كنيم. قابل ذكر است كه شرايط 

لزوم مي توان پرايمر را در مي باشد و در صورت  -C20°نگهداري پرايمر در هر غلظتي براي كوتاه مدت دماي 

 تا زمان طولاني تري نگهداري كرد. -C 80°دما 
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  )( PCR ampliphication واكنش زنجيره اي پلي مراز  -3-4-2-2

پلي مراز و PCR  ،, dNTpase  Taqبافر ،Mgcl2مواد مورد نياز جهت واكنش زنجيره اي پلي مراز شامل آب، 

ش در بيشتر موارد از نسبت مواد بصورت جدول زير استفاده گرديد پرايمرهاي مي باشند كه در اين آزماي

  .)2-5(جدول 

  
  )PCR)(واكنش s)16=s12در تهيه فراگمنت  perPCRنسبتهاي مواد مورد استفاده  - 4-2جدول 

 مواد  µlمقداربرحسب 

5.2  H2O 
1 Buffer 

1.4 Mgcl2 
0.2 P1 

0.2 P2 

0.2 Taq  ply A 
0.8 dntps 

    
اين نسبتها در هر آزمايش ممكن است جهت دستيابي به نتيجه بهتر تغيير داده شوند كه قضاوت آن بر  كه البته

  .اساس نتايج حاصل از عمل الكتروفورز خواهد بود

) كاملا بهم زده شدند و به اندازه تعيين 2مواد (جدول  ابتدا نمونه اصلي هر يك از PCRجهت اجراي واكنش 

اپندروفها (به تعداد نمونه ) و يك نمونه شاهد منفي ريخته شد سپس به هر يك از شده و به نسبت مساوي در 

روغن مينرال  µl10و سپس مقدار  µl1خاص آن به مقدار  DNAظرفها با توجه به ايستگاه و شماره آن نمونه 

Mineral oil  اضافه گرديد بعد از اتمام، نمونه ها به دستگاهPCR  مطابق يك برنامه ) منتقل گرديدند 2-6(تصوير

از فراگمنت مورد نظر كپي برداري نمايد. كه برنامه مورد استفاده جهت  PCRخاص اجازه داده شد كه دستگاه 

 ) بود.2-6اين آزمايش بصورت (جدول 

 
  )S12جهت كپي فراگمنت ( PCRبرنامه بكار گرفته شده در دستگاه  -5- 2جدول 

 
 
 
 
 

 Time            Temperature        
5 min 940C  

60 sec 940C 
 

60 sec  550C 
35cycle 

120 sec 720C 
 

10 min  720C 
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  دستگاههاي ترموسايكلر و بيوفتومتر -5 -2شكل 

  

  الكتروفورز-5-2-2

بافر  ml100 جهت انجام الكتروفورز ابتدا بايد ژل مورد نياز آن تهيه مي گرديد. براي اينكار محلول حاصل از 

TBE  گرم آگارز در ماكروويو جوشانده مي شد و بعد از اضافه كردن حدود  3/1  – 8/0وµl3  اتيديوم برومايد

دقيقه طول مي كشيد تا سفت شده و جهت انجام  35-40به آن، در تشتك الكتروفورز ريخته مي شد كه مدت 

نظر و دو نمونه شاهد منفي و  الكتروفورز آماده گردد. بعد از انتقال ژل به ظرف الكتروفورز نمونه هاي مورد

)، به ژل مورد نظر تزريق مي شدند. ضمناً دو  Loading Bufferبافر ويژه ( µl2مثبت پس از مخلوط كردن با حدود 

نيز در اول و آخر نمونه ها تزريق مي شدند سپس توسط الكترودهاي  Ladder ,1Kb)( DNA) ماركر µl2قطره (

وصل مي شدند ( بايد دقت شود كه جهت جريان از منفي  120-170اژي حدود منفي و مثبت به جريان برق با ولت

دقيقه به  35-40به مثبت باشد) بعد از اطمينان از برقراري جريان روي ظرف با وسيله اي پوشانده مي شد و مدت 

نمونه ها اجازه داده مي شد كه روي ژل حركت كنند كه برحسب وزن موجود خود ايجاد باند مي نمودند 

). بدليل كاربرد مواد سمي از جمله اتيديوم برومايد در عمل الكتروفورز از اتاقي كاملاً ايزوله استفاده 2(تصوير 

مي شد كه تمام مواد و وسايل مورد استفاده در همان جا نگه داشته مي شدند و جهت اطمينان بيشتر در اين اتاق 

  از يك جفت دستكش اضافي استفاده ميگرديد.
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 دستگاه الكتروفورز -6-2شكل 

 

  س برداري از ژل عك -6-2-2

بعد از سپري شدن زمان مورد نظر دستگاه الكتروفورز خاموش و ژل به دستگاه عكس برداري از ژل منتقل و در 

به بررسي باندهاي بدست آمده كه روي صفحه مانيتور نشان داده مي شدند پرداخته مي شد كه در  UVزير اشعه 

را نشان داد يعني در  bp1500وزن مولكولي  Ladderزمايشي كه ما انجام داديم باند مورد نظر ما در مقايسه با اين آ

است وزني  -منطقه ژنهاي ريبوزومي -ميتوكندريايي  DNA) كه مربوط به s16-s12واقع فراگمنت مورد نظر ما (

نمونه تهيه شده مشاهده و تصوير باند  150ند در هر ) و اين باBossier et al , 2004دارا مي باشد ( bp 1500معادل 

  ).3(تصويرز نمونه هاي مورد نظر تهيه گرديد تعدادي ا

  

  

  

  

  

  

  

  

  حاصل از الكتروفورز دستگاه عكس برداري از ژل جهت نمايان شدن باندهاي مورد نظر -7-2شكل 
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  آميد: اكريل پلي ژل

, بيس آكريل  مونومريك و مونومر ايجادكنندة پيوند متقاطع آميدآكريل آميد با پليمريزاسيون آكريلژل پلي

آميد در برابر حرارت پايدار، شفاف، مقاوم و از لحاظ شيميايي نسبتاً خنثي و از اكريلژل پلي.گيردآميد شكل مي

آميد اكريلها در ژل پليباشد.اندازه متوسط سوراخها داراي ميدان عمل وسيعي ميلحاظ اندازه سوراخ

- ها ميها اجازه مهاجرت يكنواخت را به اكثر پروتئيندرصد، حدود پنج نانو متر است. درشت بودن سوراخ5/7

هر چه غلظت  .توان اندازه و ميزان خلل و فرج داخل ژل را تغيير داد آميد ميدهد. با تغيير غلظت مقدار آكريل

هاي داراي وزن مولكولي نزديك به مولكولاكريل آميد بيشتر باشد قدرت تفكيك ژل بيشتر خواهد بود و پلي

تك  DNA اي و قطعات  دو رشته DNA معمولاً براي تفكيك قطعات كوچك.نمايد هم را بهتر تفكيك مي

  ).1389شود (پاشاپور،  اكريل آميد استفاده مياي از ژل پلي رشته
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  نتايج-3

نمونه هايي مشابه با  18، 16، 15، 12، 11، 6، 5، 4، 3 ،2از تعدادي از نمونه هاي آب تهيه شده با شماره هاي 

جدا شد. با توجه به سايز بسيار كوچك اين جلبكها و احتمال  Microcystisمورفولوژي جلبكهاي تك سلولي 

 اشتباه در شناسايي اين جلبكها تكنيك مولكولي براي شناسايي آنها بكار رفت.

  

  
 سد ارس در زير ميكروسكوپنمونه هاي جلبك ميكروسيستيس  -1-3شكل 

 
 ي هاي مولكولينتايج بررس-1-3

انجام الكتروفورز با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي سيانوفيسه توانست وجود جلبكهاي سيانوفيسه در نمونه هاي 

 DGGEايزوله شده مورد تائيد قرار دهد. در راستاي بررسي تنوع نوكلئوتيدي باندهاي حاصل ژل الكتروفورز 

 شد.  انجام

  

  
  نمونه هاي خالص جلبك ميكروسيتيس PCRباندهاي حاصل از الكتروفورز محصولات  -2-3شكل 
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: e، 5نمونه  d، 4: نمونه c، 3: نمونه b، 2: نمونه aمختلف. به ترتيب   مربوط به نمونه هاي DGGEژل  -3-3شكل 

 .18: نمونه j ،16: نمونه i، 15: نمونه h، 12: نمونه g، 11: نمونه f، 6نمونه 

  

نمونه  10همچنين به منظور تائيد صحت باندهاي حاصل از تكرارهاي فوق تعيين توالي باندهاي حاصل در 

گونه از جلبكهاي سيانوفيسه در بين نمونه ها بود كه از  3صورت پذيرفت. نتايج اين بررسي نشان دهنده وجود 

 بانك ژني بودند. نظر ژنتيكي اختلاف زيادي با گونه هاي شناخته شده در 

  

CLUSTAL format alignment by MAFFT (v7.245)  
 

Z82786.1|       aattttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaacgccgcgtgagggaggaaggtcttt 
Z82785.1|       aattttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaacgccgcgtgagggaggaaggtcttt 
Z82808.1|       aattttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaacgccgcgtgagggaggaaggtcttt 
Z82783.1|       aattttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaacgccgcgtgagggaggaaggtcttt 
AB023283.1|     aattttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaacgccgcgtgagggaggaaggtcttt 
AB023284.1|     aattttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaacgccgcgtgagggaggaaggtcttt 
AB023286.1|     aattttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaacgccgcgtgagggaggaaggtcttt 
Z82784.1|       aattttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaacgccgcgtgagggaggaaggtcttt 
CY-4            aattttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaatgccgcgtgagggaggaaggccctt 
CY-2            aattttcccaattgggcgaaagcctgacggagccatgccgcgtgagggacgaaggccttc 
CY-16           atatttcccaattgggcgcaagcctgatccagcaatgccgcgtgagggaagaaggccctc 
                *  *****  * ****** ********.  *** *.************* *****.*.*. 
 
Z82786.1|       ggattgtaaacctcttttctcaaggaagaagttctgacggtacttgaggaatcagcctcg 
Z82785.1|       ggattgtaaacctcttttctcaaggaagaagttctgacggtacttgaggaatcagcctcg 
Z82808.1|       ggattgtaaacctcttttctcaaggaagaagttctgacggtacttgaggaatcagcctcg 
Z82783.1|       ggattgtaaacctcttttctcaaggaagaagttctgacggtacttgaggaatcagcctcg 
AB023283.1|     ggattgtaaacctcttttctcaaggaagaagttctgacggtacttgaggaatcagcctcg 
AB023284.1|     ggattgtaaacctcttttctcaaggaagaagttctgacggtacttgaggaatcagcctcg 
AB023286.1|     ggattgtaaacctcttttctcaaggaagaagttctgacggtacttgaggaatcagcctcg 
Z82784.1|       ggattgtaaacctcttttctcaaggaagaagttctgacggtacttgaggaatcagcctcg 
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CY-4            gggttgtaaacctcttttctcaaggaagaaaaaatgacggtacttgaagaataagcatcg 
CY-2            gggttgtaaacctcttttgttagggaagaaaacgaccctataccttacaaaaatgcaccg 
CY-16           gggttttaaacctcttttttcagggaagaaaatgatcctgcgtgcctgaaaaagacccac 
                **.** ************ *.*.*******.      * .... .   .**   .* .   
 
Z82786.1|       gctaactccgtgccagcagccgcggtaat 
Z82785.1|       gctaactccgtgccagcagccgcggtaat 
Z82808.1|       gctaactccgtgccagcagccgcggtaat 
Z82783.1|       gctaactccgtgccagcagccgcggtaat 
AB023283.1|     gctaactccgtgccagcagccgcggtaat 
AB023284.1|     gctaactccgtgccagcagccgcggtaat 
AB023286.1|     gctaactccgtgccagcagccgcggtaat 
Z82784.1|       gctaactccgtgccagcagccgcggtaat 
CY-4            gctaactccgtgccagccgccgcggtaat 
CY-2            gctaaatccgtgcccccagccgcggtaat 
CY-16           ccttaatc--tcccagcccgcccggtaat 
                 ** * **  * **  *   * ******* 

 
 

گونه شناخته شده از جلبك  3نمونه از  8نمونه مورد مطالعه در مقايسه با  3توالي مرتب شده  -4-3شكل 

Microcystis.شماره هاي قيد شده در هر نمونه مربوط به كدهاي بانك ژني مي باشد . 
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  بحث و نتيجه گيري-4

  Microcystisبررسي هاي مولكولي جنس  -1-4

خصوصيات مورفولوژيكي ميتواند اطلاعات مهمي در باره موجود زنده مورد مطالعه ارائه نمايند، با اين حال، 

است در نظر داشته باشيم كه برخي از موجودات زنده را نمي توان تنها بر پايه خصوصيات ريختي طبقه لازم 

در شرايط كشت نشان مي دهد كه تفكيك آنها  Microcystisبندي كرد. مشاهده ريخت گونه هاي مختلف جنس 

العات خود نتيجه گرفتند كه ) از مط2000و همكاران Otsuko et al., 2000 .(Otsuko )مبهم يا غير ممكن است (

) ممكن strainبر اساس خصوصيات مورفولوژيكي معتبر نمي باشد و يك سويه ( Microcystisتقسيم بندي جنس 

است اشكال كلني متفاوتي داشته باشد. بر اين اساس، امروزه دانشمندان براي تشخيص دقيق گونه هاي 

Microcystis  مولكولي استفاده مي نمايند. از تلفيقي از روشهاي مورفولوژيكي و  

مقايسه نتايج مطالعه حاضر با يك مطالعه قبلي نشان داد كه الگوي شكوفايي سيانوباكتريها در سد ارس افزايش 

تغيير يافته است.  Ps. Limnetica به جلبك رشته اي فاقد كلني Microcystis داشته و از جلبك تشكيل دهنده كلني

افزايش اثرات انساني، گرم شدن و تغييرات آب وهوايي نسبت داد. يافته هاي اين اين تغييرات را مي توان به 

رساله نشان داد كه سد ارس تحت تاثير روانابهاي كشاورزي و فاضلاب تصفيه نشده قرار دارد. بنابراين، استفاده 

  .رار گيردمناسب از كودها و تصفيه فاضلاب بايد در برنامه هاي حفاظتي و مديريتي اين سد مد نظر ق

نشان مي دهد كه اين ناحيه از ژنوم اين جنس در نواحي مختلف  Microcystisدر جنس  ITSآناليز مولكولي ناحيه 

جهان به ميزان زيادي حفظ شده است. براي توضيح اين حالت دو فرضيه پيشنهاد شده است: اول اينكه اين 

ژنوتيپ در سراسر جهان دنبال شده است. فرضيه دوم  ژنوتيپ جديدا تمايز يافته است و اين امر يا پراكنش سريع

حفظ كرده است.  ITSاين است كه اين يك انتخاب طبيعي است كه ميزان بالايي از تشابه را در اين توالي هاي 

در سراسر جهان پراكنده شده اند قبلا نيز در مورد گونه هاي  Microcystisاين واقعيت كه برخي از ژنوتيپ هاي 

نكتون گزارش شده است. آنها نشان دادند كه اين حالت را مي توان با داشتن قابليت هاي عملكردي باكتريو پلا

بي نظير اين موجودات زنده نسبت داد كه قادرند با موفقيت در دامنه وسيعي از محيط هاي آب شيرين رقابت 

فيد براي شناسايي سريع و روشي م ITS) ژن PCR- DGGEروش مولكولي ژل الكتروفورز شيب واسرشته (نمايند. 

تشخيص تاكسونوميكي جلبكها مخصوصا اجتماعات متنوع سيانوباكتريها در نمونه هاي آب مي باشد. سرعت 

اين روش به وسيله روشهاي ديگر دست نيافتني است. در هر حال، با توجه به محدود بودن توالي هاي 

ده است، اين روش هنوز براي ارزيابي تركيب كامل نوكلئوتيدي كه در پايگاههاي داده اي عمومي قرار داده ش

تاكسونوميكي سيانوباكتريها در درياچه ها كافي نيست. در بسياري از روشهاي الكتروفورزي، قطعات اسيد 

بر پايه تركيب  DNAرشته هاي  DGGEنوكلئوتيد بر اساس اندازه آنها از يكديگر جدا مي شوند، ولي در روش 

  .ك مي شوندتوالي آنها از هم تفكي
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از سيانوباكتريها در درياچه سد ارس واقع در خط مرزي ايران و آذربايجان  Microcystisعلل شكوفايي جلبك 

) مورد بررسي قرار گرفت. آنها نتيجه گرفتند كه تشكيل كلني هاي بزرگ و 2012توسط محبي و همكاران (

در زمان نمونه برداري مي باشد. در اين مطالعه،  بالا DOو  pHشكوفايي جلبك ميكروسيستيس بيشتر به دليل دما، 

جلوگيري يا كاهش ورود مواد غذايي به درياچه سد ارس به عنوان اولويت اصلي جهت كاهش شكوفايي 

 جلبك ميكروسيس تيس پيشنهاد گرديد.

) از لحاظ تاثيرپذيري بوسيله 2013آب درياچه زريوار در شمال غرب ايران توسط رحماني و همكاران (

فعاليتهاي انساني و ارتباط آن با اجتماعات فيتوپلانكتوني مورد تحقيق قرار گرفت. در اين مطالعه معلوم شد كه 

  روانابهاي كشاورزي، بيشترين تاثير را روي يوتريفيكاسيون درياچه داشته است.

آمريكا و  در كلرادوي Sheldonتركيب تاكسونوميكي اجتماعات فيتوپلانكتوني در درياچه  2006در سال 

و همكاران مورد بررسي قرار گرفت. وجود استرين هاي  Oberholsterتغييرات فيزيكي و شيميايي آب آن توسط 

در  Microcystis، عامل توليد سم توسط گونه هاي mycسمي سيانوباكتريها با استفاده از ماركرهاي مولكولي ژن 

روش امكان استفاده زود هنگام اصلاحي مخصوصا براي اين درياچه مورد تاييد قرار گرفت. كاربردي كردن اين 

  كه كاربري تفريحي نيز دارد، ميسر مي سازد. Sheldonدرياچه هايي مثل 

Katsiapi ) براي اولين بار اجتماعات فيتوپلانكتوني و كيفيت آب سد ماراتوناس را در يونان 2011و همكاران (

كيب فيتوپلانكتوني نشان دهنده شرايط يوتروفيك در آب اين سد مورد مطالعه قرار دادند. در طي اين مطالعه، تر

كه به عنوان آب آشاميدني مورد استفاده قرار مي گرفت، بود. در اين مطالعه، درصد مشاركت سيانوباكتريها و 

  در اين سد خطر بالقوه آن را براي سلامت انسان نشان داد. Microcystis aeruginosaنيز غالب بودن جلبك 

در  Koninرات فيتوپلانكتوني در كانالها بر اساس اجتماعات درياچه هاي انتخاب شده سيستم درياچه اي تغيي

) مورد بررسي قرار گرفت. او يك رابطه مستقيم بين اين تغييرات Napiórkowska-Krzebietke )2014 لهستان توسط

مطالعه فصلي فيتوپلانكتونها در  و كيفيت آب با در نظر گرفتن شاخص هاي بيولوزيكي مختلف مشاهده كرد.

 Microcystis aeruginosaانجام گرفت. شكوفايي جلبك  Konin Power Plant (EK)و  Warta-Gopo (WG)كانالهاي 

قابل توجه بود. طبقه بندي بر اساس شاخص تنوع شانون نشان WG تنها در كانال  Aphanizomenon flos-aquaeو 

داراي مقدار كمي آلودگي بود و حالت  WGود در حاليكه آب در كانال ب EKداد كه كيفيت آب در كانال 

  اكولوزيكي ضعيفي داشت.

فيتوپلانكتونها به علت حساسيت و واكنش هاي ديناميك به تغييرات محيطي مي توانند به عنوان يك شاخص 

اعات فيتوپلانكتوني در . از آنجا كه اجتم(Padisák et al. 2006)تغييرات كيفيت آب مورد استفاده قرار گيرند 

سدها بشدت نسبت به عملكردهاي بيروني مثل بار هيدرولوژيكي، زمان ركود آب، ورود مواد جامد معلق و 

فعاليتهاي انساني نظير كشاورزي و ورود فاضلاب تصفيه نشده حساس مي باشند، بنابراين جلوگيري يا كاهش 

ويت جهت كنترل رشد بيش از حد سيانوباكتريها در نظر ورود مواد غذايي به داخل سد بايد به عنوان يك اول
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گرفته شود. به علاوه، به كار گيري برنامه پايش مداوم روشي مفيد براي پيش بيني اثرات احتمالي گرم شدن هوا 

  روي اكوسيستم سد ارس به عنوان يك اكوسيستم آب شيرين مي باشد.

تمام دوره مطالعه تاييد شد، ولي وجود كلني هاي اگرچه در مطالعه حاضر حضور جلبك ميكروسيس تيس در 

گزارش نموده  2012ماكروسكوپي اين جلبك در طول دوره مطالعه مشابه به آنچه محبي و همكاران در سال 

بودند، مطابقت نداشت. از آنجا كه اندازه كلني بر حالت شناور بودن و مهاجرت عمودي جلبك تاثير دارد 

)Kromkamp and ealsby, 1990 پراكنش عمودي كلني ها ممكن است تحت تاثير اندازه كلني قرار گيرد و كلني ،(

هاي بزرگ ميكروسيس تيس معمولا به صورت شناور در سطح آب مي مانند، در حاليكه كلني هاي كوچك 

 Wu andميلي متر) و تك سلولي هاي آن تقريبا پراكنش عمودي يكنواختي از خود نشان مي دهند ( 36(كمتر از 

Kong, 2009.(  

در طي چند دهه گذشته، فعاليتهاي انساني كيفيت آب را در تعداد زيادي از درياچه ها و سدها در سراسر جهان 

كاهش داده است. اين امر همراه با ضرورت تامين نيازهاي جامعه براي كيفيت و كميت مناسب آب، نشان مي 

 ,Kennedyنها در دراز مدت امري حياتي است (دهد كه پايش كيفيت آبهاي شيرين براي مديريت مناسب آ

1999.(   
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Abstract 

Today, due to population increase and anthropogenic activities together with sewage and agricultural waste 
water entrance, aquatic ecosystems have been exposed to high pollutions. Phytoplankton is a group of water- 
floating algae that have crucial roles in providing nutrients and oxygen for other organisms, nitrogen and CO2 
fixation.     
These organisms are considered as primary producers in aquatic ecosystems. They are found in various water 
habitats all over the world, affected by environmental variables such as pH, light and temperature and used for 
determination of water pollution degree and quality. 
Phytoplankton composition and density may be used as a complementary indicator of water trophy state. 
Phytoplankton communities indicate short and long term variations of aquatic systems. One of the most obvious 
problems in freshwater ecosystems is algal bloom or over growth of some blue- green algae which can decrease 
oxygen, and in some cases bring about toxin excretion and fish and human kills.   
In addition, many of bloom forming cyanobacteria produce secondary metabolites which can create sever 
poisoning in mammals including human. The genus Microcystis is a key bloom forming cyanobacteria in aquatic 
ecosystems. Populations of this genus form intense blooms in water bodies that has attracted more attentions in 
recent years. Various species of this alga have been distributed in stagnant and eutroph freshwater around the 
world. 
Microcystis has been defined by genetic criteria such as 16S rRNA molecular sequencing, but its classification in 
levels lower than genus is unclear and the presence of its classical morphospecies is doubtful. However, this 
genus creates sever blooms in eutrophic waters all over the world and many species produce toxins. Therefore, 
identification of its natural diversity in the levels lower than genus has high importance.  However, several 
characteristics of Microcystis morphotypes which are classified a traditional species, actually are present and 
observed in different regions of the world. At present, they can be considered as morphospecies that belong to 
one genotype and have similar ecology. These traditional species with definite phenotypic and ecophysiological 
characteristics cannot be eliminated completely. Their identification is essential for ecological and 
ecotoxicological studies. 
Interistic transcribed separator (ITS) gene is a section of genome which is located between 16s rRNA and 23s 
genes. This gene has more heterogeneity than 16s rRNA; so it is used to identify many genera of cyanobacteria. 
The Aras reservoir located in the north-west of Iran plays important roles as fisheries, drinking and agricultural 
water supply and recreational activities in the region. The present thesis was undertaken to: analyze the 
Microcystis sp. populations by molecular methods such as ITS in Aras Reservoir.  
Samples for molecular analysis were collected from 10 sampling sites on 18 August 2013.  
Samples for molecular study of Microcystis were collected from two different depths (surface and 1 m depth) 
and transferred to laboratory without any treatments. Microscopic images of Microcystis were sent to professor 
Komárek and was confirmed. 
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