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  چکیده 
همزیستی دارند و تاکنون  Symbiodiniumسلولی متعلق به جنس  هاي تک هاي مرجانی با جلبک آبسنگ :هدف زمینه و

نسبت به سایر کلادها از مقاومت و  Dکه از این میان کلاد . هاي مولکولی شناسایی شده است ا روشها ب کلاد از آن 9
ي مرجان نیز در انتخاب نوع کلاد مقاوم حائز اهمیت  هرچند که نوع جنس و گونه. باشد تحمل دمایی بیشتري برخوردار می

  .باشد می
، Siderastrea savignyana ،Cyphastrea microphthalmaگونه مرجان  4در این تحقیق از  :روش بررسی

Platygyra daedalea ،Leptastrea transversa  برداري انجام گرفت مترنمونه 7تا  5در شمال جزیره هنگام از عمق .
ي لزج زوگزانتله توسط پمپ هوا  به آزمایشگاه منتقل شده و بعداز جدا کردن توده% DMSO 20ها در محلول  نمونه

سپس براي بررسی کلادها و زیرکلادهاي . انجام گرفت CTAB-chloroformبه روش  DNAاستخراج 
Symbiodinium از ژن ،Internal Transcribed Spacer-2  و پرایمرGC-clamp  و روشDenaturing 

Gradient Gel Electrophoresis استفاده گردید  
 Denaturing Gradient Gelمختلف به روش يزیرکلادها و کلادها به متعلق باندهاي تفکیک بعداز :ها یافته

Electrophoresis، استخراج بعداز و شده بریده ژل روي از موردنظر باندهاي DNA انجام و ژل توسط کیت از 
 Siderastreaي  نتایج تعیین ترادف ژنی نشان داد که گونه. شدند یابی توالی ها            نمونه پلیمراز، اي زنجیره واکنش

savignyana  داراي کلادC باشد و زیر کلادهاي مختلف کلاد  میD هاي    متعلق به گونهCyphastrea 

microphthalma ،Platygyra daedalea  وLeptastrea transversa باشد می.  
 و غالب بودن آن در  Symbiodiniumو زیرکلادهاي آن نسبت به سایر کلادهاي  Dمقاومت بیشتر کلاد  :گیري نتیجه
  .باشد می محیطی و نوسانات سایر عوامل دمایی شدید تغییرات ي فارس نشان دهنده خلیجشمال 

 ، جزیره هنگامITS2هاي مرجانی، زوگزانتله، کلاد،  آبسنگ :واژه کلیدي
 

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
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 ت فناوري میکروبیپژوهشی زیس - مجله علمی

 …هاي همزیست با شناسایی کلادهاي زوگزانتله

 مقدمه
) سانان گزنه( Cnidariaي  ساز که از شاخه هاي آبسنگ مرجان

    تر از باشند، کم می) هرماتیپیک( Scleractinianي  و راسته
پوشانند و از  را میها و دریاهاي جهان  درصد سطح اقیانوس 1

هاي دریایی جهان محسوب  ترین زیستگاه ترین و مهم متنوع
 این در زیستی تنوع خاص، و آهکی ساختار دلیل به. شوند می

 استوایی هاي جنگل از پس که طوري  است، به بالا بسیار مناطق
 دهند و عمدتا می تشکیل را جهان غنی زیستگاه دومین

باشد  می استوایی نیمه و استوایی هاي آب مناطق ها آن زیستگاه
     درجه 29 تا 23 رشدآنها براي مناسب حرارت و درجه

است  هزار در قسمت 42 تا 32 مناسب شوري و گراد سانتی
)1.( Symbiodinium هاي ها از جلبک همزیست با مرجان    

باشد که با انجام عمل فتوسنتز،  تک سلولی داینوفلاژله می
به عهده داشته و از طرف دیگر باعث رسوب تامین مواد آلی را 

شود  ها و آهکی شدن آنها می کربنات کلسیم به سطح مرجان
هاي  به استرس Symbiodiniumپاسخ فیزیولوژیکی ). 2(

تواند تاثیرات شدیدي بر روي میزبان آن گذاشته و  محیطی می
ي وسیع تغییرات  دامنه.هاي متفاوتی را موجب شود العمل عکس

هایی  شوري بالا و کدورت باعث ایجاد محدودیت دماي آب،
  ).3(هاي مرجانی شده است  براي رشد آبسنگ

هاي مرجانی عمق آب  یکی از عوامل محدود کننده آبسنگ
متري یا کمتر  25ي مرجانی در اعماق   ها اغلب آبسنگ. باشد می

محدودیت توسط عمق به دلیل نیاز . کنند از آن رشد می
بدون نور کافی میزان فتوسنتز . ه نور استهاي مرجانی ب آبسنگ

 در موجودات این دلیل، همین زوگزانتله کاهش یافته و به
 ندارند، وجود) Upwelling( فراجوشی مناطق و کدر هاي آب
 شدن بسته به منجر رسوبات نشینی ته و معلق مواد که چرا

شده و به همراه  ها مرجان شدن خفه و اي تغذیه هاي مکانیسم
ي کربنات کلسیم و تولید  ها براي ذخیره نایی مرجانآن توا
  ).4(یابد هاي مرجانی کاهش می آبسنگ

 جوامع شدگی سفید پدیده در زوگزانتله اهمیت به توجه با
 بین زیستی رابطه اهمیت منظور به و ساز آبسنگ مرجانهاي

 آنها همزیست هاي جلبک و ساز آبسنگ هاي مرجان
)Zooxanthellae (چگونگی همچنین و سفار خلیج در 

 سخت و نامساعد شرایط برابر در ها مرجان بقاء و پایداري
 تک مقاوم کلادهاي نوع شناسایی و تعیین محیطی، زیست
 برابر در Symbiodinium جنس از تاژکی دو هاي سلولی
 از اصلی اهمیت عنوان به محیطی هاي استرس و سخت شرایط

 هدف از این تحقیق، .است شده گرفته نظر در تحقیق این انجام
باشد  می Symbiodinium جنس مقاوم کلادهاي نوع شناسایی

 سخت و همچنین شرایط و محیطی هاي استرس برابر در که
 مؤثر پرتولید و اهمیت پر اکوسیستم این حفظ و بازسازي در

  .بود خواهد
  

  روش بررسی
گونه مرجان  4برداري از  نمونه :DNAبرداري و استخراج  نمونه
 Siderastrea savignyana ،Cyphastreaساز  گآبسن

microphthalma ،Platygyra daedalea  وLeptastrea 
transversa  7تا  5در جزیره هنگام از یک ایستگاه در عمق 

 `N ،55˚ 55 ˝24.67 `39 ˚26متر در مختصات جغرافیایی 
1.13˝ E  ها در  و نمونه) 1شکل(با عملیات غواصی انجام گرفت

، NaCl، اشباع شده با DMSO 20% )EDTA 250 mMبافر 
pH=8.0 (به آزمایشگاه منتقل شدند.  
  

  
 برداري مختصات جغرافیایی محل نمونه. 1شکل

  
ي لزج زوگزانتله توسط دستگاه شستشو  بعد از جداسازي توده 

به  DNAهاي مرجانی،  و شناسایی گونه DNABبا هوا و بافر 
بدین منظور، ابتدا  .استخراج شد -Chloroform CTABروش 
ها سانتریفیوژ شدند و تشکیل دو فاز متفاوت را دادند، به  نمونه

کرده و اضافه  SDS10%و  DNABبافر  ،نشین شده قسمت ته
سپس از پروتئیناز . ماري قرار داده شد ساعت در داخل بن 5/1
K)20 mg/ml (و از   براي هضم پروتئینCTAB 
ي سلولی  براي تخریب دیواره )آمونیوم بروماید متیل تري ستیل(

. جدا شد DNAها توسط کلروفرم از  استفاده شد و ناخالصی
% 1، کیفیت و کمیت آن توسط ژل آگارز DNAاز استخراج  پس

  .مورد بررسی قرار گرفت
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، دوره چهارم، شماره چهاردهم91پاییز   

  و همکاران پرگل قوام مصطفوي

با  ITS2ژن هدف : )(PCRاي پلیمراز واکنش زنجیره
در دستگاه  1 استفاده از آغازگرهاي اختصاصی جدول

 . انجام گرفتترموسایکلر 
  )5(آغازگرهاي استفاده شده . 1جدول 

ITS2clamp:5′CGCCCGCCGCGCCCC
GCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGG 
GATCCATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-

3 

آغازگر 
 جلوبرنده

ITSintfor2: 5′-
GAATTGCAGAACTCCGTG-3′ 

آغازگر 
  معکوس

  
مولار  میلی MgCl2  ،2/0مولار  میلی 5/1: شامل PCRواکنش 

dNTPs Mix ،3/0  میکرولیتر آنزیم)Taq DNA 
polymerase ( پیکومول بر میکرولیتر آغازگر جلوبرنده و  5و

جهت واسرشت  C˚94دقیقه در  5معکوس با الگوي حرارتی
دقیقه 1واسرشت ثانویه،  C˚94ثانیه در  30و  DNAي  رشته

ثانیه در  30ي هدف و  جهت اتصال آغازگرها به رشته C˚56در 
C˚72 ي مکمل و یک  سیکل جهت ساخت رشته 30 براي

دقیقه در  5ي مکمل به مدت  ي نهایی ساخت رشته مرحله
C˚72 محصول . صورت گرفتPCR  بدست آمده بر روي ژل

 PCRدرصد مورد سنجش قرار گرفت و محصول  2آگارز 
 Denaturing Gradient Gel( حاصل با روش
Electrophoresis( DGGE  در نتیجه ژل. بررسی شد 

 1Xدرصد و  40-80ي  آکریلامید با گرادیان مواد دناتوره کننده
TAE Running Buffer 6ها با استفاده از  تهیه و نمونهX 
DNA loading Buffer ها  در چاهکLoad سپس در . شدند

ساعت  20به مدت  50گراد و ولتاژ  درجه سانتی 60دماي 
دیوم بروماید آمیزي ژل با استفاده از اتی الکتروفورز شده و رنگ

بعداز بریدن باندهاي . گرم بر لیتر صورت گرفت میلی 001/0
از ژل آکریلامید با استفاده از کیت  DNAمورد نظر و استخراج 

K0513  شرکتFermentase جهت تقویت باندها، واکنش ،
زنجیره اي پلیمراز به همان ترتیب قبلی انجام شد و کیفیت 

درصد مورد سنجش  2توسط ژل آگارز  PCRوکمیت محصول 
  . قرار گرفت

با  DNAتعیین ترادف  :تعیین توالی ژنی و آنالیز فیلوژنی
در کره  Bioneerتوسط شرکت  استفاده از روش ختم زنجیره

 آمده بدست هاي توالی سازي آماده و براي ویرایش. انجام شد
هایی که قبلا در بانک  جهت بررسی حداکثر تشابه با سایر نمونه

 نرم و با کمک  Blastافزار آنلاین،  است، از نرم ژنی ثبت شده
 تعیین انجام گرفت و) Chromas pro )Version: 1.5افزار 

 هاي داده براساس اولیه شناسایی و همپوشانی تشابه، میزان
 مورد هاي نمونه اولیه شناسایی از بعد .گرفت صورت مولکولی
 مشابه ايه گونه DNA  توالی ،Blast افزار نرم براساس مطالعه

 ژنتیکی اطلاعات  بانک از مطالعه مورد هاي نمونه مشابه نسبتاً یا
 مورد هاي گونه DNA هاي توالی همراه به و گردیده استخراج

سازي به  و هم طول Fastaسازي به فرمت  تبدیل از پس مطالعه
) Clustal X )Version: 2,0,12-win-msiافزار  کمک نرم

هاي  شده و درخت) MEGA5 )Version: 5.05افزار  وارد نرم
هاي استفاده  سکانس .ترسیم گردید 1000فیلوژنی با اعتبار 

   .باشد می 2شده در درخت فیلوژنی طبق جدول 
  

 NCBIهاي گرفته شده از  سکانس. 2جدول

  
  

 Gyrodiniumي  گونه  درخت فیلوژنی مربوطه بر ریشه
instriatum )JN020162 (رسم گردید.  

  
  یافته ها

DNAگونه  4هاي همزیست با  ي استخراج شده از جلبکها
 Siderastrea savignyana ،Cyphastreaمرجان 

microphthalma ،Platygyra daedalea  وLeptastrea 
transversa بوده و براي انجام   ها فاقد پروتئین در چاهک

بر  PCRپس از انجام واکنش  .باشد مناسب می PCRواکنش 
و بدست  ITS2 Symbiodiniumریبوزومی  RNAروي ژن

، کلادهاي )2شکل( bp 350ي  آوردن محصولی به اندازه
از هم جدا و توالی یابی  DGGEمتفاوت توسط روش 

  ). 3شکل(شدند
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 …هاي همزیست با شناسایی کلادهاي زوگزانتله

 
 
 
  

  
  
  
  
  
  

  
  استخراج  شده DNAحاصل از  PCRمحصول . 2شکل

  
 
  

  
 DGGEژل آکریلامید بدست آمده از . 3شکل 

1:S.savignyana،2:C.microphthalma،3:P.daedalea،4:
L.transversa 

  
  

و  Cو  Dي حضور کلاد  دهنده نتایج تعیین ترادف ژنی نشان 
 Symbiodiniumدر  D1-4-6و  D1 ،D1a ،D5زیر کلادهاي 

باشد که در درخت فیلوژنی رسم شده  ها می همزیست با مرجان
 .)4شکل(نیز این غرابت اثبات شد 

  

  
هاي ریبوزومی  ژنوتیپاز  Likelihoodدرخت فیلوژنی .4شکل

ITS2 هاي جزیره هنگام هاي همزیست مرجان جلبک  
  
  بحث 

در مطالعه ي حاضر که بر روي برخی از مرجانهاي آبسنگ ساز 
متري جزیره ي هنگام انجام شد، دو نوع  5-7غالب در عمق 

در  شناسایی شده است که Dو چهار نوع زیرکلاد  Cو  D کلاد 
و  Cکلاد  Siderastrea savignyanaي  متر گونه 5-7عمق 
و  Dداراي کلاد  Cyphastrea microphthalmaي  گونه

 Platygyraي  ، گونهD1-4-6و  D1 ،D1aزیرکلادهاي 
daedalea  داراي زیرکلادهايD5  وD1-4-6  و گونه ي

Leptastrea transversa  داري زیرکلادD1-4-6  در عمق
  .باشند می

ي  آبسنگ ساز در حوضه هاي شناسایی تنوع زوگزانتله مرجان
و همکاران  Bakerفارس و دریاي عمان اولین بار توسط  خلیج

را در  Dو  A  ،C انجام گرفت که کلادهاي 2004در سال 
مصطفوي و همکاران ). 6(سواحل عربستان شناسایی کرده اند 
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  و همکاران پرگل قوام مصطفوي

گونه مرجان در  8را در  C90و  Dکلاد  2007نیز در سال 
متر  8متر و  7-10متر،  3-5 هاي جزیره کیش و لارك در عمق

 D، کلاد 1388همچنین آزادبادي در سال ). 7(گزارش کردند 
 3- 5هاي  را در همزیست مرجان هاي نرم جزیره لارك در عمق

و رحمانی و همکاران در ) 8(مترشناسایی کرد  9- 11متر و 
هاي سخت  هاي مرجان را در همزیست Dکلاد  2011سال 

  ).9(متر بدست آوردند  7-10جزبره فارور در عمق 

Rowan  وKnowlton  اي بر روي  مطالعه 1995در سال
و  Aهاي دریاي کارائیب انجام دادند که کلاد  همزیست مرجان

B هاي ساکن در عمق کم آب  در کلنی)m3-0یافت ) ، نور بالا
هاي  هایی در عمق در کلنی A-Cشدند، در حالیکه کلادهاي  

هایی  در کلنی Cو کلاد ) متر 6تا  3(شدند  متوسط آب یافت 
  ).10(حضور داشت ) متر، نور کم 14تا  6(هاي عمیق  در آب

به طور  Symbiodiniumهاي هرماتیپیک، پراکنش  در مرجان
و اقیانوس هند تغییر پیدا  اي بین دریاي کارائیب قابل ملاحظه

، ) متر 7کمتر از (هاي کم  در عمق). 13، 12، 11(کند  می
اي اقیانوس اطلس  در شرق مناطق حاره A-Dکلادهاي 

هاي مرجانی یکی از این  معمول هستند و گونه) کارائیب(
اما بعضی مواقع نیز همزمان با چند . شوند کلادها را میزبان می
هاي مشابه در مناطق  در حالیکه در عمق. کلاد همزیستی دارند

 Cو  Dاي اقیانوس هند، مرجان هرماتیپیک با کلادهاي  حاره
  ).14(اند  الب شدهغ

هایی که در اثر شرایط استرس، سفیدشدگی و یا از  مرجان
مانند، یک فرصتی  ها زنده می دست دادن همزیست از بافت

آید تا در طول مدت ترمیم، نوع  براي میزبان به وجود می
همزیست داخلی خود را اصلاح کند و باعث سازگاري بهتر با 

ین خود نوعی از مکانیسم و ا) 15(شود  هاي محیطی می استرس
ها و تغییر آب و  هایی که با گرم شدن اقیانوس بقاء براي مرجان

  ).16(رود  شوند به شمار می هوا روبرو می
در مناطقی که  1998هاي مرجانی سراسر دنیا در سال  آبسنگ

گراد بود به شدت سفید شده  سانتی  درجه 38دما بیشتر از 
هاي مرجانی  شدگی آبسنگ به دنبال این سفید). 17(بودند 

با کلاد  2001تا  2000هاي  خلیج فارس همانند پاناما در سال
D هاي مرجانی  درصد از کلنی 63( اند غالب همزیست شده

هاي مرجانی دریاي سرخ  ، در حالیکه در آبسنگ)ساز آبسنگ
  ).6(داشتند  Dها کلاد  درصد از کلنی 5/1تنها 

در مناطق  2011تا سال  2005همچنین تحقیقاتی که از سال 
 4/77مختلف خلیج فارس انجام گرفته نشان داده است که 

هاي مرجانی مطالعه شده داراي  درصد از کل گونه
Symbiodinium  کلادD  هستند و کلادC  وA  به ترتیب

ي خلیج  هاي مرجانی مطالعه شده از کل گونه% 8/5و % 8/16
  ).19، 18، 7(شوند  فارس را شامل می

هاي جغرافیایی  به علت قرار گرفتن در عرض ارسخلیج ف
هایی را براي جوامع مرجانی به وجود  گرمسیري، محدودیت نیمه

 نشانی تواند می فارس خلیج در D کلاد بودن غالب. آورده است
 آبهاي محیطی نامساعد فاکتورهاي برابر در کلاد این سازش از

   که ستا شوري آب فاکتورها این از یکی. باشد فارس خلیج
قسمت در هزار  50تا  25از  ناحیه این در شوري تواند می

 ممکن دریا سطح حرارت درجه نوسانات همچنین و متغیر باشد
تابستان  فصل در و گراد درجه سانتی 12 به زمستان در که است

 مهمترین از یکی ).20(برسد  گراد درجه سانتی 40از  به بیش
 مقاومت دانست D دکلا ي مشخصه توان می که هایی ویژگی

 اساس بر. بالاست هاي حرارت درجه برابر در کلاد این
 سیستم که است گردیده مشخص شده انجام آزمایشات
 زیاد حرارتهاي برابر در را بالاتري مقاومت D کلاد فتوسنتزي

  .)21(دهد  می نشان کلادها سایر به نسبت

  

  گیري نتیجه
آن در برابر شرایط و زیرکلادهاي  Dبا توجه به مقاومت کلاد 

 خلیج در D کلاد غالب بودن هاي دمایی، سخت و استرس
و  دمایی شدید تغییرات تاثیر اي از تواند نتیجه فارس می

  .باشد محیطی نوسانات سایر عوامل

  تشکر وقدردانی
دریغ مجتمع آزمایشگاهی دانشگاه  بدین وسیله از زحمات بی

ص جناب آقاي آزاد، واحد علوم وتحقیقات تهران، به خصو
هاي آقایان علی  محسنیان و آقاي عصاره و همینطور از کمک

احمدي و حامد دهقانی در بخش نمونه برداري این پایان نامه، 
  .شود تشکر و قدردانی می
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