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 یسازجهت آماده نینو یو ارائه روش یآهک یهامطالعه نانوپلانکتون یهابر روش یمرور

 یروبش یو الکترون ینور کروسکوپیم یزمان براهم

 نسیم لواسانی و *یفریبا فروغ

 دانشکدگان علوم، دانشکده زمین شناسیایران، تهران، دانشگاه تهران، 

 20/03/1403تاریخ پذیرش:  09/12/1402تاریخ دریافت: 

 چکیده

( Chalky Limestone) یستیز یهاآهک دیعهد حاضر هستند که تول ییایموجودات در یهااز گروه یکی یآهک یهانانوپلانکتون

 قیاز طر ایو در رسوبات عهد حاضر و  ای(، در آب درHaptophytes) تیهاپتوف یکروسکوپیم یهاها توسط جلبک. آنکنندیم

ها انتخاب مطالعه نانوپلانکتون یها براقدم نیتراز مهم یکی. شوندیم افتی نهیرید یهاانوسیموجودات منقرض شده در رسوبات اق

 یسازاستاندارد آماده یهاپژوهش بر اساس نوع و سن رسوبات، انواع روش نیها است. در انمونه یسازآماده حیروش صح

 pippet) پتی(، استفاده از پsmear slideآغشته کردن ) یها(  شامل روشLM)ینور کروسکوپیمشاهده با م یرسوبات برا

strew slideینشست ثقل(، ته (gravity settlingسانتر ،)وژیفی (centrifuging به علاوه ،)یهامربوط به نمونه یسازروش آماده 

 یسازآماده یبرا یروش نیاند. همچنمورد بحث قرار گرفته لیحضور دارند، ارائه شده و به تفص ایعهد حاضر که در آب شور در

 یشرو ن،یاست. علاوه بر ا دهیهم ارائه گرد هاسینانوفاس نییتع یبرا یروبش یالکترون کروسکوپیها جهت مطالعه با منمونه

 زی(  نSEM)یروبش یالکترون کروسکوپی(  و مLM)ینور کروسکوپیزمان مها جهت مطالعه همنمونه یسازآماده یبرا دیجد

 ،یکنواختی زانیم ،یاگونه یحداکثر فراوان زانیم ،یاها، تنوع گونهمطلق گونه یفراوان نییتع یاهشده است. ضمناً روش یمعرف

 نیمورد بحث قرار گرفته است. لذا ا شود،یاستفاده م یشناسبوم یهالیها که در تحلگونه یشدگحفظ زانیو م یاهیشاخص تغذ

 ،یشناسستیمطالعات ز یبرا یآهک یهااستاندارد نانوپلانکتون طالعهو م یسازجهت آماده ییبه عنوان راهنما تواندیپژوهش م

 .ردیمورد استفاده قرار گ زین یشناسبومنهیریو د ینگارنهیچستیز

 (، نانوLM) ینور کروسکوپی(، مSEM) یروبش یالکترون کروسکوپیم ،شناسیبوم نهیرید: واژه های کلیدی

 یآهک هایپلانکتون

  f.foroughi@ut.ac.ir الکترونیکی: پست  مسئول، * نویسنده

 مقدمه

هستند  ییایاز موجودات در یگروه یآهک هاینانوپلانکتون

 نیاول ی( و برا6داشته ) کرونیم 63کوچکتر از  یکه ابعاد

گروه از جانوران  نیشدند. ا ی( معرف16بار توسط لوهمن )

 ها. آنشوندیم یدسته بند تیهاپتوف هایجزو جلبک ییایدر

 میکلسکربنات  ای تیاز جنس آراگون یآهک وارهدی بواسطه

در چرخه  توانندیم شوند،یم دیکه توسط موجود زنده تول

 نهیرید هایانوسیعهد حاضر و اق یاهایآب در ییایمیژئوش

 ییخود سپرها اتحی زمان در ها. نانوپلانکتونندیشرکت نما

کرده که امروزه  دی( را تولCoccolithus) تیبه نام کوکول

استفاده  هاآن از هاگونه یسن نسب نییو تع ییجهت شناسا

را در درون سلول  یصفحات آهک توفورها،ی. کوکولشودیم

 یتا همانند پوشش دهندیساخته و به سطح سلول حرکت م

محافظ، در اطراف سلول مستقر و پس از مرگ سلول از هم 

از دانشمندان معتقدند که  یاری(. بس34) شوندیم ختهیگس

 نیتأم عنوانعلاوه بر حفاظت از سلول به  هاتیعمل کوکول

(. از 9) رودیبکار م توفرهایکوکول ینور جهت فتوسنتز برا
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و روش  شگاهآزمای در هانمونه سازینحوه آماده کهیآنجائ

 یبسزائ ریمطالعات تاث یینها جهیو نت تیفیمورد استفاده در ک

استاندارد و ارائه متمرکز  هایبر روش یارد، لذا مرورد

به پژوهشگران  تواندیم اند،دهکه تاکنون ارائه ش هاییروش

کمک  یآهک هایمطالعات مربوط به نانوپلانکتون نهیدر زم

غالبا از سه نوع  ،یآهک هایمطالعه نانوپلانکتون ی. برادینما

(  LMاختصار)( به Light Microscope) ینور کروسکوپیم

 Scanning Electron) یروبش یالکترون کروسکوپیو م

Microscope( به اختصار )SEMیالکترون کروسکوپی( و م 

(  به Transmission Electron Microscope) یعبور

 سازیآماده های. روششودی( استفاده مTEMاختصار )

 هایبا نمونه یرسوب هایموجود در سنگ یلیفس هاینمونه

 یبرا سازیروش آماده ا،یحاضر موجود در آب درعهد 

 یالکترون کروسکوپیو م ینور کروسکوپیمطالعه با م

همه  ینوشتار به بررس نیکاملا متفاوت است. در ا یروبش

 نیپرداخته شده، همچن دیو جد یمیمعمول، قد هایروش

مان در زمطالعه هم برای هانمونه سازیآماده یبرا یروش

ارائه شده است.  زین یروبش یو الکترون ینور کروسکوپیم

 یشده برا یزساآماده هایمطالعه نمونه هایدر ادامه روش

 ،نگارینهچیستیز ،یشناس ستیانجام مطالعات ز

 هایهیسن لا نییو تع شناسیانوسیکه در اق شناسیبومنهیرید

و  الارضیمطالعات رسوبات سطح یبرا یرسوب

 ه است.شد پرداخته دارد، کاربرد( ها)چاه یالارضتحت

 مواد و روشها

 ینانوپلانکتون هایگونه مطالعه جهت هانمونه سازیآماده

 هایآهک ای یو مارن لیش یرسوب هایموجود در سنگ

و  نهیرید هایانوسیاق هایشده در آب لیتشک یتیلیآرژ

عهد حاضر صورت  ییایدر هایمربوط به آب هاینمونه

به  یبه طور کل یانوسیاق هایاز نهشته برداری. نمونهردیگیم

 کیستماتیس بردارینمونه شود؛یروش انجام م ود

(Systematicو نمونه )اینقطه برداری (Spot-sample .)

 تیاز برداشت نمونه از بخش هوازده، با رعا یریجلوگ یبرا

 مترییسانت 70تا  50از عمق  یاصول عدم آغشتگ

از  یریشگیپ یبرا نیمچن. هشودیانجام م بردارینمونه

برداشت هر نمونه از دستکش  یبرا دیبا هانمونه یآلودگ

مصرف استفاده کرد و پس از برداشت هر نمونه  بارکی

از آب  برداریجهت نمونه نیچکش را شستشو داد. همچن

 هایعهد حاضر، با توجه به هدف مطالعه از آب هایانوسیاق

 دشویانجام م برداریاز اعماق مختلف نمونه ایو  یسطح

(4.) 

 نتایج

 در هانانوپلانکتون هاینمونه سازیآماده هایروش

ل به چند روش استاندارد قاب ایو آب در یرسوب هایسنگ

 به آن اشاره شده است:  ریکه در ز باشدیاجرا م

روش توسط  نیا (:Smear Slideروش آغشته کردن ) -1

داده شده است. ابتدا  حی( توض21) لسنی( و پرچ ن6بون )

چاقو تراش  ای غیبا استفاده از ت یاز نمونه سنگ یسطح کم

تا بخش هوازده کنار زده شده و نمونه مورد  شودیداده م

برداشت شود. سپس  یاستفاده از سطح تازه و بدون آلودگ

و با  شودیداده م قرارلام  یاز نمونه بر رو یکم اریمقدار بس

. پس از آن با گرددیآغشته م دو قطره آب مقطر یال کی

 بر هانمونه ،یکینازک پلاست لهیم ایاستفاده از خلال دندان 

مرحله در  نی. در اشوندیسطح لام پخش و صاف م روی

آب مقطر اضافه نمود تا نمونه  توانیبودن م ظیصورت غل

 یاز نمونه بر رو یازکسطح صاف و ن کیکاملا حل شود و 

-hotمرحله با استفاده از صفحه داغ ) نیبماند. در ا یلام باق

plate )لامپ  ایUV شودیم عیروند خشک شدن نمونه تسر .

چسب )مثل چسب  ختنیپس از خشک شدن سطح لام، با ر

آماده  دیلامل و چسباندن آن به لام، اسلا یانتلان( بر رو

همه انواع  سازیآماده یبراروش  نی(. از ا1)شکل  گرددیم

انجام مطالعات  یروش برا نی. از اشودمی استفاده هانمونه

 در هانانوپلانکتون یاز غنا نانیو اطم نگارینهچیستیز

 نییتع برای و هاو مارن لیبرداشته شده از ش هاینمونه

 . شودیاستفاده م ینسب یفراوان
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سطح لام قرار داده  یاز رسوب خرد شده بر رو ی(، مقدارaلام ) کی برداشتن از پس. کردن آغشته روش به هانمونه سازیمراحل آماده -1 شکل

بودن  ظی. در صورت غلشودی( نمونه حل مdسطح لام ) ی( و با حرکت دادن خلال دندان بر روcآب مقطر اضافه شده ) ی(، سپس مقدارb) شودیم

خشک شدن  ی(. سپس براgبماند ) یباق دیاسلا یاز نمونه بر رو یسطح صاف و نازک تی( تا در نهاf) شودیآب مقطر اضافه م ی( مقدارeنمونه )

 (.h) شودیقرار داده م UVلامپ  ریدر ز ای( hot plateصفحه داغ ) کی یرو د،یاسلا

 

 نیا(: Pipette Strew Slide) پتیاستفاده از روش پ -2

مختلف  سندگانیتوسط نو یمتفاوت هایروش با دستورالعمل

( معتقد است پس از تراش دادن 6ارائه شده است. بون )

از  یسطح نمونه با چاقو جهت حذف بخش هوازده، کم

آب مقطر  ینمونه درون هاون خرد شده و سپس با مقدار

که همان  Calgon ی. پس از آن مقدارگرددیمخلوط م

افه شده و فوق اض بیاست، به ترک میسدهگزامتافسفات 

حاصله استراحت داده  بیبه ترک یمدت ی. براشودیمخلوط م

 هایشده و نانوپلانکتون ننشیتا ذرات درشت ته شودیم

از بخش  ی. سپس مقداررندیقرار گ ییدر بخش بالا یآهک

شده و سپس با  ختهیر یگریمخلوط درون ظرف د ییبالا

 یمقدار. در آخر شودیم قیآب مقطر رق یاضافه کردن کم

تا  شودیم ختهیلامل ر یرو پتیاز محلول بدست آمده با پ

 نیو گارد بولتی. تشودیخشک شده و به لام چسبانده م

روش پس از خرد کردن نمونه در  نی( معتقدند که در ا30)

آب مقطر  ترلییلیم 50از نمونه با  گرمیلیم 50هاون، مقدار 

 کیاولتراسوندرون دستگاه  هیثان 15شده و به مدت  بیترک

و  شودیم ختهیلامل ر یشود. سپس ماده بر رویقرار داده م

 50 گرید ی. در روششودیپس از آن به لام چسبانده م

آب مقطر همراه با  ترلییلیم 50از نمونه به همراه  گرمیلیم

در دستگاه  یریمخلوط شده و پس از قرارگ اکیآمون

و تکان دادن محلول، نمونه  هیثان 8تا  5به مدت  کیاولتراسون

. استفاده از دستگاه ردگییدر مرحله سکون قرار م قهیدق 2

 هااز لخته شدن نانوپلانکتون یریجهت جلوگ کیاولتراسون

موجود در نمونه  هایرس یونیبردن حالت امولس نبی از و

لامل و  یشدن بر رو ختهیر یاست. پس از آن نمونه برا

. پس از چسباندن لامل به لام، شودیآماده م مچسباندن به لا

( قرار داد تا روند UVنور فرابنفش ) ریآن را در ز توانیم

 نمود.  عیخشک شدن چسب را تسر

بسط داده شد:  ریروش به شرح ز نیحاصله، ا اتیتجرب طبق

 شینمونه درون لوله آزما رهوازدهیپس از قرار دادن بخش غ

 م،یهگزامتافسفات سد یو اضافه کردن آب مقطر و مقدار کم

 و ها( نانوپلاکتونaggregateاز لخته شدن ) یریجهت جلوگ

( و Coccosphereاز کوکوسفر ) هاتیکوکول شجدای
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 جای به هارس یونیبردن حالت امولس نیاز ب یبرا نینهمچ

 قهیدق 15به مدت  ومیاز پمپ آکوار کیدستگاه اولتراسون

حاصله  بیترکبه  قهیدق 2. پس از آن شودیاستفاده م

لوله  ینیپائ مترییسانت 2تا  پتیاستراحت داده شده و پ

لامل  یفرو برده شده و بعد از برداشت نمونه، بر رو شیآزما

لام  یبا چسباندن لامل بر رو تی. در نهاشودیداده م نتقالا

 نیذکر است که از ا انی(. شا2)شکل  گرددیم هیته دیاسلا

انجام همه  یمشهور است، برا 50-50روش که به روش 

 ینسب یفراوان نییو تع شناسیبومنهیریمطالعات خصوصاً د

 . شودمی استفاده هانانوپلانکتون

 

(، سپس نمونه با اضافه کردن آب a) شودیم ختهیر شیاز رسوب درون لوله آزما یمقدار پت،پی فروبردن روش به هانمونه سازیمراحل آماده -2 شکل

به  ومیارپمپ کردن نمونه، لوله پمپ آکو ی( و براcاضافه شده ) میاز پودر هگزامتافسفات کلس یکم اری(، پس از آن مقدار بسb) رسدیمقطر به حجم م

لوله  ییانتها متریسانت 2تا  پتی( و پس از آن پeشود )یم در حالت سکون قرار داده قهیدق 2(، پس از گذشت d) شودیفرو برده م شیداخل لوله آزما

 (.h) گرددیم هیته دیو اسلا شودیم ختهیلامل ر یبر رو ای(، در آخر قطرهg) گرددی( و نمونه برداشت مfفرو برده شده ) شیآزما

 

روش  نیا (:Gravity Settling) ثقلی نشستروش ته -3

 1977( و در سال 19) چیو ارل تزمشکوی توسط 1976در سال 

 یروش که بر مبنا نی( ارائه شده است. در ا12) یتوسط ه

( cm33از نمونه )حدوداً  تریشیقانون استوک است، مقدار ب

شود. بر اساس می استفاده هاروش ریبا سا سهیدر مقا

 بخش ن(، پس از برداشت6روش توسط بون ) نیا فیتوص

نمونه، خرد کردن آن در هاون و اضافه کردن آب  رهوازدهیغ

در  قهیدق 2تا  1حاصله به مقدار  بیمقطر و هم زدن آن، ترک

 یگری. سپس در ظرف دشودیحالت سکون قرار داده م

در حالت سکون قرار داده  قهیدق 15تا  10شده و  ختهیر

از  وشده  ختهیمخلوط دور ر ییبار بخش بالا نی. اشودیم

 . گرددیم هیته دیآن اسلا ماندهیباق

بسط داده شد:  ریروش به شرح ز نیحاصله، ا اتیتجرب طبق

شده و با  ختهیر یترلییلیم 250بشر  کیابتدا نمونه داخل 

 اری. مقدار بسشودیاستفاده از آب مقطر به حجم رسانده م

مرحله به بشر اضافه  نیدر هم میهگزامتافسفات سد یکم

 یریلخته جلوگ جادیرسوبات و ا یدگچسبیاز بهم تا شودیم

نمونه در آب  ساندنیساعت از خ 24. پس از گذشت دینما

پمپ  ومیبا استفاده از پمپ آکوار قهیدق 15مقطر، به مدت 

تا رسوبات از حالت سخت خارج شده و هم  شودیزده م

از کوکوسفر  هاتکوکولی هم و رسوبات از هانانوپلانکتون

 8 نیجدا شوند. پس از آن با توجه به نوع و سن رسوبات، ب

. سپس شودیحاصله استراحت داده م بیبه ترک قهیدق 10تا 

 80بشر  کیبه  یبه آرام بیترک یاز بالا متریسانت 2
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انتقال داده شده و با آب مقطر مجدداً به  گرید یترلییلیم

 قهیدق 1مذکور  بیکمرحله تر نی. در اشودیم دهیحجم رسان

سانت  2در حالت سکون قرار داده شده و پس از آن مجدداً 

شود. یم ختهیر گرید یترلییلیم 80بشر  کیآن درون  ییبالا

 بیترک ییانتها متریسانت 2بار  نیمرحله، ا نیبا تکرار مجدد ا

. شودیم ختهیدور ر ماندهیدرون بشر نگه داشته شده و باق

 پتیمربوط به بشر سوم، با استفاده از پ ییسانت انتها 2 نیاز ا

. پس از شودیم ختهیلامل ر ینمونه برداشت شده و رو

لام که به چسب آغشته شده به  یخشک شدن لامل، رو

روش  نی(. از ا3)شکل  شودیآن قرار داده م یرو یآرام

مطالعات  یو برا یسنگ هایهمه انواع نمونه هیجهت ته

روش  نیبا ا دیاسلا هی. تهشودیاستفاده م نگارینهچیستیز

 ازین تریشیزمان ب ،سازیآماده هایروش رینسبت به سا

است که رسوبات  نیروش ها ا گریآن بر د تیمز یدارد ول

 زتریو نمونه ها تم ابندییکاهش م یلیفس ریغ یو اجزا

از  یشتریروش، چون حجم ب نیهستند. علاوه بر آن در ا

 هایقاعدتاً تعداد گونه ردگییقرار م یررسرسوب مورد ب

 یروش برا نی. لذا ارندگییقرار م یابیمورد ارز زین تریشیب

 مثل) است کم هاآن در هاکه حجم نانوپلانکتون یرسوبات

(، ابعاد ینییکرتاسه پا لیو اوا کیژوراس ای استری رسوبات

 کم هاو تنوع گونه یفراوان زانمی و بوده کوچک هانمونه

 . رسدیبه نظر م دیمف اریروش بس نای است،

 
هگزامتافسفات  یآن با آب مقطر و مقدار کم بینمونه درون بشر و ترک ختنی. پس از رثقلی نشستته روش به هانمونه سازیمراحل آماده -3 شکل

 2استراحت ، مقدار  قهیدق 1( پس از bپمپ زده شده ) ومیبا پمپ آکوار قهیدق 15مدت (، سپس به a) شودیم ساندهیساعت خ 24 ینمونه برا م،یسد

 ییبالا متریسانت 2استراحت،  قهیدق 1مرحله پس از هم زدن و  نی(، در اc) شودیشده و با آب مقطر به حجم رسانده م ختهیدر بشر دوم ر ییسانت بالا

شده  ختهیر وربشر د ییبالا یاستراحت، محتوا قهیدق 1(. بعد از هم زدن و e) شودیمقطر مخلوط م ( و مجددا با آبdشده ) ختهیآن درون بشر سوم ر

( و پس از خشک شدن gشده ) ختهیلامل ر یاز نمونه بر رو یمقدار پتی(. با استفاده از پf) شودینگاه داشته م دیاسلا هیته یبشر برا ینییسانت پا 2و 

 (.h) شودیلام چسبانده م یرو

 

روش  نیا شرح(: Centrifuging) وژیفیروش سانتر -4

؛ 6مورد بحث قرار گرفته است ) یادیتوسط پژوهشگران ز

( ابتدا 6منبع موجود ) نیدتری(. بر اساس جد28؛ 23؛ 14؛ 7

مخصوص  شیدرون لوله آزما رهوازدهیاز نمونه غ یبخش

و با آب مقطر مخلوط  ختهی( رtest-tube) وژیفیدستگاه سانتر

قرار گرفته و  وژیفی. سپس لوله درون دستگاه سانترشودیم
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 نی. پس از اشودیم میتنظ r.p.m. 350 یرو هیثان 15 یبرا

 نیلوله به لوله دوم منتقل شده و در ا ییبالا یمرحله، محتوا

دارند  کرونیم 30از  شیب یصورت ذرات رسوب که ابعاد

 .r.p.m یرو هیثان 30 یستگاه برابار د نی. اشوندیحذف م

 ختهیلوله دور ر ییبالا یشده و پس از آن محتوا میتنظ 1000

 ترذرات رسوب با ابعاد کم شودیکار باعث م نی)ا شودیم

ظرف  ییانتها یحذف شوند(. سپس به محتوا کرونمی 2 از

شود. پس از آن مجدداً  قیتا کاملا رق شودیآب مقطر اضافه م

شده و  میتنظ r.p.m. 1000 یرو هیثان 30 یدستگاه برا

 ی. در آخر از محتواشودیم ختهینمونه دور ر ییبالا یمحتوا

. شودیاستفاده م دیاسلا هیته یلوله برا یدر انتها ماندهیباق

روش به نوع  نینمونه با استفاده از ا سازیمدت زمان آماده

 نیدارد. ا ینوع و سن رسوبات بستگ وژ،یفیدستگاه سانتر

 کروسکوپینمونه جهت مطالعه در م سازیآماده یروش برا

مناسب بوده و چون  اریبس یبشرو یالکترون

و  مانندیم یظرف باق انتهای در تربزرگ هاینانوپلانکتون

مطالعه در  یبرا زیتم اینمونه شوند،یذرات کوچک حذف م

 دسترس خواهد بود. 

 یآهک هاینانوپلانکتون هاینمونه سازیروش آماده -5

 (:SEM) یروبش یالکترون کروسکوپیمطالعه در م یبرا

 یالکترون کروسکوپیدر م یآهک هایمطالعه نانوپلانکتون

دارد چرا که قبل از شروع  ازین یروش متفاوت یروبش

 هایاز روش یکی به را هاابتدا نمونه دیبا سازیآماده

 ینور کروسکوپیم رینمود تا در ز سازیآماده الذکرفوق

و  ردیقرار گ بررسی مورد هانمونه شدگیحفظ زانیم

مرحله  نیهستند در ا یخوب شدگیحفظ یکه دارا ییاهنمونه

 یالکترون کروسکوپیجهت مطالعه با م یسازآماده یبرا

در ظاهر،  یآماده شوند. لازم به ذکر است گاه یروبش

 ینور کروسکوپیم رزی در هانانوپلانکتون شدگیحفظ

 یالکترون کروسکوپیم ریدر ز یول رسدیمخوب به نظر 

 ی. برادهندیرا نشان نم یوبمطل شدگیحفظ یروبش

 ینور کروسکوپیم ،یآهک هاینانوپلانکتون صیتشخ

 ینور کروسکوپیم قیاز طر یگاه یول کند،یم تیکفا

دست  یآهک هاینانوپلانکتون قیدق ییبه شناسا توانینم

 یابیجهت ارز یروبش یالکترون کروسکوپیلذا م افت،ی

 ییشناسا و هاسینانوفاس صتشخی ها،نانوپلانکتون یغنا

 یغنا یابیارز ی. براشودمی استفاده هااز گونه یبعض قیدق

از نمونه  یکوچک ارینمونه سنگ، مقدار بس یهاسینانوفاس

بر  ی(، با جهت خاصPolishداده شده ) قلیکه سطح آن ص

(. 1) شودی( چسبانده مStubمخصوص ) هایهیپا یرو

 ء،خلا قهیدق 6سپس در دستگاه قرار گرفته و پس از 

 توانیم بیترت نیو به ا ردگییصورت م یعکسبردار

روش  نی(. امروزه از ا2داد ) صیسنگ را تشخ سینانوفاس

 هیکه امکان ته هاییسنگ سینانوفاس نییتع یبرا توانیم

معمول و  هایروش به هااز آن یکروسکوپیمقاطع نازک م

که  هاییسنگ یاستاندارد وجود ندارد و مطالعه بر رو

 ری)نظ باشدمی کم هاآن در هااحتمال حضور نانوپلانکتون

 یگفتگو"( استفاده کرد کیو ژوراس اسیتر یرسوبات انتها

 سیذکر است که نانوفاس انی. شا"Gardin, 2011 ،یشفاه

 ای. استفاده ردگییروش مورد مطالعه قرار م نیبا ا زنی هامارن

 ی( نمونه توسط عناصرCoatingعدم استفاده از پوشش )

 کروسکوپیبه نوع م رهیو غ نیطلا، کربن، پلات رینظ

از  یدارد. در بعض یو نمونه هدف بستگ یروبش یالکترون

زنده  هایعهد حاضر و نمونه هاینمونه برای ها،دستگاه

استفاده از به  یازیو جانوران ن اهانیموجودات از جمله گ

 .باشدیپوشش نم

 یآهک هاینانوپلانکتون هاینمونه سازیروش آماده -6

 یو الکترون ینور کروسکوپمی در زمانمطالعه هم یبرا

 یروبش یالکترون کروسکوپیم با(: LM/SEM) یروبش

قرار گرفته و  ینمونه مورد بررس یسطح شناسیختیفقط ر

 یستالوگرافیکر اتیخصوص ینور کروسکوپیدر م

(. 29است ) بررسی قابل هاسازنده نانوپلانکتون هایالمان

قابل مشاهده  کروسکوپینوع م کیتنها در  یژگیدو و نیا

 نی. بنابراباشدینم تیقابل رو گریدر نوع د کهیبوده در حال

است نمونه به  ازین ق،یدق صیتشخ کیبه  دنیرس یبرا
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 نوع دو هر با زمانشود که هم سازیآماده ایگونه

مطالعه  نیقیقابل مطالعه باشد، چرا که قطع به  کروسکوپمی

اطلاعات خواهد بود  کنندهلیتکم کروسکوپیبا هر دو نوع م

(8.) 

مختلف درباره  سندگانیتوسط نو یادیز هایروش تاکنون

 کی زمانهم مطالعه جهت هانمونه سازیآماده هایروش

ارائه شده است.  هاکروسکوپینوع گونه خاص در انواع م

نمونه  سازیآماده یبرا ی( روش22) لسنیپرچ ن انیم نیاز ا

و  ینور کروسکوپمی در زمانجهت مطالعه هم

 ارائه کرده، پس از آن یعبور یروبش یرونالکت کروسکوپیم

نمونه  سازیجهت آماده ی( روش29و همکاران ) نیرستیت

و سپس مطالعه  ینور کروسکوپیمطالعه در م یابتدا برا

 یمعرف یروبش یالکترون کروسکوپیهمان گونه در م

در  هیجهت مطالعه اول روشی زمان گذشت با. اندکرده

گونه در  انسپس مطالعه هم ینور کروسکوپیم

( و 18) تزیتوسط مشکو یروبش یالکترون کروسکوپیم

 ی. در همان سال روشدیگرد ی( معرف11) گی( و گر19)

 کی زمانهم مطالعه جهت هانمونه یسازآماده یبرا گرید

و  یروبش یالکترون ،ینور کروسکوپیم ریگونه خاص در ز

( 8( ارائه شد. گالاگر )17) یتوسط ما یعبور یالکترون

 سازیمنظور ارائه کرده است که در آن آماده نیا یبرا یشرو

و پس از آن در  ینور کروسکوپیدر م هیمطالعه اول یبرا

. پس از آن، ردگییانجام م یروبش یالکترون کروسکوپیم

 در ییمطالعه ابتدا یبرا ی( روش24و همکاران ) یزانیرادر

 کروسکوپیو سپس در م یروبش یالکترون کروسکوپیم

ه باورند که در روش ارائه شد نیکردند و بر ا یعرفم ینور

نسبت به  یسازسرعت آماده ،یمس دیاستفاده از گر لیبه دل

 .باشدیم ترشی( ارائه کرده، ب29) نیرستیکه ت یروش

 نشستته روش به هاشروع، نمونه یروش، برا نیا نییتب در

. پس از آن، جهت شوندیم سازیکه قبلا ذکر شد، آماده ثقلی

صفحه مشبک به  کیابتدا  ،ینور کروسکوپیمطالعه در م

داده شده است، بر  شینما 4( که در شکل Grid) دینام گر

قطره از  کیو  ردگییقرار م ایشهیلامل گرد ش کی یرو

شود. با یچکانده م دیگر روی هانانوپلاکتون یمحلول حاو

شده  گذاریشماره هایبخش نبی در هاکار، نانوپلانکتون نیا

-CFM عیقطره از ما کیمرحله  نی. در ارندگییقرار م دیگر

2 (Carbon Fiber Material type 2) ختهیر دیگر یبر رو 

 یرو دارد،آن قرار  یرو دیکه گر ی. سپس لامل گردشودیم

 نیسیپلاست ریلام ثابت شده و با استفاده از خم کی

(Placticine با )نمونه شودیپوشانده م یلیلامل مستط کی .

است. در  ینور کروسکوپیمرحله آماده مطالعه با م نیدر ا

گونه مورد نظر  ،ینور کروسکوپیمشاهده در م نیح

 ادداشتیقرار دارد،  دیکه در گر یشده و شماره سلول انتخاب

 کی. پس از آن با استفاده از شودیم یشده و عکسبردار

لام برداشته شده و لامل گرد  یاز رو یلیپنس، لامل مستط

 یالکترون کروسکوپیمخصوص م هیپا یبر رو د،یگر یحاو

 CFM-2بردن اثر  نیاز ب ی. براشودی( ثابت مStub) یروبش

 یمس دیگراتانول،  ریو پس از تبخ شودیاز اتانول استفاده م

گذاشته شده و آماده  یروبش یالکترون کروسکوپیدرون م

 (. 5)شکل  گرددیم یعکسبردار

 

 

و  ینور کروسکوپیبا م دهاگری در هابرگه ثبت نانوپلانکتون -4 شکل

 (.4) یروبش یالکترون کروسکوپیمشاهده در م یبرا یابیمکان
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از چپ به  ازیمورد ن زاتیتجه a. )یروبش یالکترون کروسکوپیو م ینور کروسکوپمی در زماننمونه جهت مطالعه هم سازیمراحل آماده -5 شکل

 یاهنانوپلانکتون یحاو بی، اتانول، ترک2نوع  بریماده کربن فا ن،یسیپلاست ریخم ،یلیمخصوص، لامل گرد، صفحه مشبک، لام، لامل مستط هیراست؛ پا

ابتدا  ؛ینور کروسکوپینمونه جهت مطالعه در م سازیمراحل انجام آماده b) غ،یاستاندارد بدست آمده، ت سازیآماده هایو آب مقطر که از روش یآهک

لام قرار  یو( سپس لامل گرد بر رB) گرددمی اضافه آن به هانانوپلاکتون یاز محلول حاو ی( مقدارAلامل گرد چسبانده شده ) یصفحه مشبک بر رو

 c)، (D) شودیپوشانده م یلیلامل مستط کیبا  نیسیپلاست ری( سپس با استفاده از خمCگردد )یبه آن اضافه م CFM-2قطره  کیو  شودیداده م

(، سپس Eشده ) جدالام  یاز رو غیبا استفاده از ت یلیابتدا لامل مستط ؛یروبش یالکترون کروسکوپینمونه جهت مطالعه در م سازیمراحل انجام آماده

 ریتبخ زیرفته و اتانول ن نیاز ب CFM-2بگذرد تا  یمقدار زمان دی(، پس از آن باF) شودیاز چند قطره اتانول استفاده م CFM-2بردن  نیاز ب یبرا

 (.H) ردگییقرار م یروبش یالکترون کروسکوپیمخصوص م هیپا ی(، در آخر لامل گرد بر روGشود )

 

از نمونه مورد  تریشیمقدار ب نکهیا یذکر است برا انیشا

سه  ای دو از زمانبه صورت هم توانیم ردیقرار گ یبررس

 نیامکان از ب نیلام استفاده کرد. همچن کی یبر رو دیگر

مخصوص  هیدر هنگام انتقال آن به پا دهایرفتن گر

است و اضافه کردن  ادیز یروبش یالکترون کروسکوپیم

موجب حذف  یگاه CFM-2بردن  نیاز ب یبرااتانول 

سخت و  اریروش بس نیا نکهی. با اشودمی هانانوپلانکتون

 کروسکوپیگونه در م کی مشاهده امکان است، برزمان

 یالکترون کروسکوپیو سپس مطالعه همان گونه در م ینور

 تیحائز اهم اریامر بس نیکه ا کندیرا فراهم م یروبش

 هایگونه یبرا یروش عکسبردار نیا نی. بنابراباشدیم

ها GSSPو  شناسینیزمان زم یمرزها نییخاص، تع

(Global Boundary Stratotype Sections and Points که )

 6. در شکل رودیدارند، به کار م تریقیدق قاتیبه تحق ازین

 ینور کروسکوپمی در زمانهم یاز عکسبردار هایینمونه

 داغ( از رسوبات حوضه کپهSEM/LM) یروبش یو الکترون

 داده شده است. شنمای
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 داغ، حوضه کپهTethys  نهیرید انوسیاز اق یروبش یالکترون کروسکوپیو م ینور کروسکوپیگونه در م کی زماناز مطالعه هم هایینمونه -6 شکل

 .رانای شرق شمال در

(1a-1b). Staurolithites imbricatus, a: XPL, b: SEM; (2a-2b). Rhagodiscus splendens, a: 30º rotated, XPL, b: 

SEM; (3a-3b). Cribrosphaerella ehrenbergii, a: 30º rotated, XPL, b: SEM; (4a-4b): Prediscosphaera cretacea, 

a: 5º rotated, XPL, b: SEM; (5a-5b). Watznaueria barnesiae, a: 30º rotated, XPL, b: SEM; (6a-6b). Retecapsa 

crenulata, a: 30º rotated, XPL, b: SEM; (7a-7b). Broinsonia parca subsp. Constricta, a: 30º rotated, XPL, b: 

SEM; (8a-8b). Ceratolithoides aculeus, a: 30º rotated, XPL, b: SEM. 

 Axioplan Imaging II ینور کروسکوپمی با هاعکس نیا

Zeiss یالکترون کروسکوپیبرابر و م 1570 ییو با بزرگنما 

 یو مار ریندارد در دانشگاه پ  Cotingبه  ازیکه ن یروبش

 .اندشده هی( فرانسه ته6 سی)پار یکور

عهد حاضر در آب  هاینانوپلانکتون سازیآمادهروش  -7

عهدحاضر که  هایاز نمونه یمطالعه و عکسبردار یبرا: ایدر

وجود  یمشکل اساس کیحضور دارند  ایدر آب شور در

 اینمک است. خشک شدن آب در یدارد و آن وجود بلورها
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 کروسکوپی( مstubمخصوص ) هیپا ایلامل و  یبر رو

 ینمک م یبلورها لیغالباً موجب تشک یروبش یالکترون

جهت  سازیآماده ندیقبل از شروع فرآ دیبا نیشود. بنابرا

گردد.  قیرق ایزدوده شود  ایمطالعه، نمک موجود در آب در

 ونی(، فلوتاسMembrane) نیکار سه روش ممبر نیا یبرا

(Flotationو اضافه کردن آب مقطر جهت رق )کردن آب  قی

نکته توجه داشت که  نیبه ا دیباشد. با دیمف تواندیم ایدر

وارد نمودن هر نوع  ایو  ییایمیش مادهاضافه کردن هر نوع 

 شناسیختیر یکه بر رو یریبه واسطه تاث یکیزیفشار ف

 جیو نتا صیخطا در تشخ جادیگذارد، موجب امی هاگونه

سه روش ارائه شده تاکنون  نی. بنابراگرددیمطالعات م یینها

موجود  NaClبردن  نیموجود جهت از ب هایروش نیبهتر

که  یدو قطره از آب ای کی. پس از آن باشندیم ایدر آب در

لام جهت  یبر رو توانیشده را م قیرق اینمک آن زدوده و 

مخصوص  هیپا یبر رو ایو  ینور کروسکوپیم ریمطالعه ز

(stubجهت مطالعه ز )یروبش یالکترون کروسکوپیم ری 

 (. 3) ختیر

 دیبا شگاه،آزمای در هانمونه سازیآماده ندیاز انجام فرآ پس

انجام شوند  شناسیبومنهیریو د نگارینهچیستیمطالعات ز

 .است شده پرداخته هاکه در ادامه به شرح آن

(: پس از Biostratigraphy) نگارینهچیستیز مطالعات

به  دیدر قدم اول با شگاه،آزمای در هانمونه سازیآماده

مطالعات  مبنای. پرداخت هانانوپلانکتون هایگونه ییشناسا

 FO: Firstحضور ) نیدر نظر گرفتن اول نگارینهچیستیز

Occurrenceنی( و آخر ( حضورLO: Last Occurrence )

. لذا پس از باشدی( مIndex Fossilsشاخص ) هایونهگ

شاخص و مشخص کردن  هایگونه یتمام قیدق ییشناسا

استاندارد مربوط به رسوبات مورد مطالعه  یستیز ایهزون

را  نگارینهچیستیجدول ز توانیآن زمان، م انوسیدر اق

بدست آمده را اعلام  یسن نسب تینمود و در نها میترس

 نمود.

از  یکی(: Paleoecology) شناسیبومنهیرید مطالعات

پس از  یآهک هایمطالعه نانوپلانکتون یکاربردها نتریمهم

انجام  ی. براباشدیم انوسیاق نهیرید طیشرا نییسن، تع نییتع

دو روش استاندارد  یبه طور کل شناسیبومنهیریمطالعات د

 .ردوجود دا کمیمهیو مطالعات ن یبصورت مطالعات کم

انجام  ی(: براQuantitative analysis) یکم مطالعات

از  یمربوطه، تعداد هایوزونیب نییپس از تع یمطالعات کم

 شناسیبومنهیریمطالعات د یتا برا شوندمی انتخاب هانمونه

 هیبر پا دیانتخاب با نیگردند. ا یبررس یو مطالعات کم

 وردضخامت برش م زانیم ها،وزونیب یسن یابیسنجش و ارز

 ی. براردیصورت گ کسانیمطالعه و با انتخاب فواصل 

عدد گونه نانوپلانکتون از هر  300تعداد  ،یمطالعات کم

شمارش بدون در نظر گرفتن  نی. اشودینمونه شمارش م

 ایانتخاب گونه ای( و Field of View: FOV) دید دانیم

از هر گونه، درصد  یری. سپس با درصدگباشدیخاص م

موجود در هر نمونه،  هایاز نانوپلانکتون کی ره یفراوان

 یو برا شودیم دهیمربوطه کش هاییو منحن یابیارز

 نهیرید یآب و هوا ،یشناسبومنهیریمطالعات د

(Paleoclimatologyشرا ،)نهیرید انوسیو اق ایدر طی 

(Paleoceanographyو غ )در ردگییمورد استفاده قرار م رهی .

 Absoluteمطلق ) یفراوان نییتع یراستا برا نیا

Abundance1موجود در  یآهک های( تعداد نانوپلانکتون 

گونه(  300 ی)برا دید هایدانیگرم از نمونه در مساحت م

 (.6( ؛ )5) شودیاستفاده م 1از فرمول  دیدر هر اسلا

(1) X = (N* SL) / (A*F*m) 

موجود در هر گرم از  های: تعداد گونهXفرمول فوق،  در

: مساحت هر SLشمارش شده،  های: تعداد گونهNنمونه، 

: F ،ییبا توجه به بزرگنما دید دانیمساحت هر م: A د،یاسلا

را  g 001/0: مقدار m د،یدر هر اسلا دید هایدانیتعداد م

 .دهندینشان م
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تعداد  یمطلق برا یمحاسبه فراوان یبرا زین گرید یروش

به  2موجود در هر گرم وجود دارد که در فرمول  هایگونه

 (.31آن اشاره شده است )

(2) X = (N*V) / (m*F*A*H) 

موجود در هر گرم از  های: تعداد گونهXفرمول،  نیدر ا

، ml 1000: مقدار Vشمارش شده،  های: تعداد گونهNنمونه، 

m مقدار :g 001/0 ،Fد،یدر هر اسلا دید هایدانی: تعداد م 

Aییبا توجه به بزرگنما دید دانی: مساحت هر م، H مقدار :

 .دهندیرا نشان م متریسانت 2

را  ایتنوع گونه زانی( مShannon Indexشنون ) شاخص

 هاگونه یو عبارت است از نسبت فراوان دنماییمشخص م

( ارائه 27) وریشاخص توسط شنون و و نی. اکسماتری به

 .شودیمحاسبه م 3شده و از فرمول 

(3) Shannon Index= 0- S log2 S 

 .است هاگونه کل تعداد دهنده: نشانSفرمول،  نیا در

 ادیز ینانوپلانکتون یغنا یعنیشود  ادیشاخص شنون ز اگر

 مسأله نیاست. ا افتهی شیافزا یطیمح داریپا طیشده و شرا

 کسانیبه صورت  ییمطلب است که منابع غذا نینشانگر ا

است  نیشاخص کم شود، نشانگر ا نای اگر. اندشده عیتوز

حضور داشته که حجم  طمحی در هااز گونه یکم زانیکه م

 .کردندیاز منابع را استفاده م یادیز

 گرید یتی( کمSpecies Richness) ایگونه یفراوان حداکثر

عه گونه در جام یغلبه نسب توانیاست که با استفاده از آن م

 طیشرا ریتحت تأث زین تیکم نیرا بدست آورد. ا یلیفس

 است. یطیمح داریپا

شود.  نییتع دیبا زنی ها( گونهEvenness) یکنواختی زانیم

ذکر است که شاخص شنون شامل هر دو پارامتر  انیشا

 (. 32) شودیم ایو تنوع گونه ایگونه یحداکثر فراوان

(: با توجه Semi-quantitative analysis) کمیمهین مطالعات

 هایروش و رسوبات در هاوجود نانوپلانکتون زانیبه م

 150تا  100شده(، در حدود  هیته دی)غلظت اسلا سازیآماده

. مثلا در روش آغشته ردگییقرار م یمورد بررس دید دانیم

 دیدر اسلا کلی طور به هاکردن چون تعداد نانوپلانکتون

 ی( مورد بررسFOV) دید دانیم 1000 دینسبتا کم است،  با

 دیدر طول اسلا فیرد 7تا  3 یمطالعات شیمای. با پردیقرار گ

 یو فراوان یپراکندگ زانیم ،یبه صورت تصادف یکروسکوپیم

(. 6؛ 15؛ 33) شودیم دهیشاخص سنج هایلیاز فس کیهر 

 هایلانکتوننانوپ یفراوان زانیم 1سپس بر اساس جدول 

 .گرددیم نییشاخص تع

 

 (.6شاخص ) هایوپلانکتوننان یفراوان زانیم نییجدول تع -1 جدول

FOV=Field of View  Abundance Abbreviation 

10-50 sp. per FOV بسیار فراوان VA 

1-10 sp. per FOV فراوان A 

1 sp. per 2-10 FOVs معمولی C 

1 sp. per 11-50 FOVs کم F 

1 sp. per 50-100 FOVs کمیاب R 

1 sp. per more than 100 FOVs یک گونه S 

 

(: بر Preservation analysis) شدگیحفظ زانیم یبررس

 نیستیریکه توسط راث و ت شدگیحفظ زانیم نییاساس تع

شده است،  لی( تکم25و توسط راث ) دهی( ارائه گرد26)

 فی( و ضعMedium(، متوسط )Goodخوب ) نیب زانیم نیا

(Poorمتغ )انحلال  ای شدگیخورده زانی. مباشدیم ری

(Etching و )هیثانو رشد (Overgrowthدر م )کروسکوپی 

 نیلحاظ شود. ا شناسیبومنهیریدر مطالعات د دیبا زین ینور

 راتیی( همراه با تغ33) نزیمطالعات واتک هیبر پا هایبررس

 (.2)جدول  باشدیم
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 (.33) یآهک هاینانوپلانکتون شدگیحفظ زانیم نییجدول تع -2 جدول

Preservation Abbreviation  

Good G Little evidence of overgrowth or etching, no impairment of species identification 

Moderate M Clear evidence of overgrowth or etching, species identification usually not impaired 

Poor P Clear evidence of overgrowth or etching, species identification often impaired 
 

𝑵𝑰 =
𝒉𝒊𝒈𝒉 𝒇𝒆𝒓𝒕𝒊𝒍𝒊𝒕𝒚 𝒂𝒔𝒔𝒆𝒎𝒃𝒍𝒂𝒈𝒆

(𝒍𝒐𝒘 𝒇𝒆𝒓𝒕𝒊𝒍𝒊𝒕𝒚 𝒂𝒔𝒔𝒆𝒎𝒃𝒍𝒂𝒈𝒆+𝒉𝒊𝒈𝒉 𝒇𝒆𝒓𝒕𝒊𝒍𝒊𝒕𝒚 𝒂𝒔𝒔𝒆𝒎𝒃𝒍𝒂𝒈𝒆)
×  4فرمول   𝟏𝟎𝟎

 

مقدار  یابیارز ی(: براNutrient Index) ایهیتغذ شاخص

 اتیدر زمان ح ایموجود در آب در ییمواد غذا

ه که توسط هرل شودمی استفاده 4 فرمول از ها،نانوپلانکتون

  .(7) ( ارائه شده است13)

 ییمواد غذا یادزی مقدار حضور دهندهنشان ادیز NI مقدار

مقدار  یعنی باشد ترکم NIاست. هرچه مقدار  ایدر آب در

فرمول  نای در چون. است بوده ترکم طیدر مح ییمواد غذا

 نیا شود،یپرداخته م یانتخاب هاینسبت گونه یبه بررس

 کیمطلق  ینسبت به روش محاسبه فراوان یبهتر دیروش د

 . دهدیگونه ارائه م

از  ی(: جهت عکسبردارPhotography) یعکسبردار

است.  یچند نکته ضرور تیرعا یآهک هاینانوپلانکتون

در دو نور  دیبا ینور کروسکوپیبا استفاده از م یعکسبردار

 زهی( و نور پلارPPL: Plane-Polarized Light) یعاد

(XPL: Cross-Polarized Light( در دو جهت ،)یمواز یکی 

 ییبا توجه به نوع گونه شناسا یگریکون و دین یبا محورها

 ینسبت به محورها هیآن با زاو ینور هاییژگیشده و و

 جهت هاگونه و هاجنس ی. در برخردیانجام گ( کونین

 نیکه در ا شودیاستفاده م پسیاز ورقه ژ ترقیدق صتشخی

 نیا ریشود، در غ هیحالت هم عکس ته نیدر ا دیصورت با

ه عکس در هنگام وارد کردن ورقه یبه ته یازیصورت ن

 Uniplanarius هایجنس کیتفک ی. مثلاً براباشدینم پسیژ

دوم  یهاشود. رنگ ربع یاستفاده م سیرقه ژاز و Miculaو 

اول و  یهارنگ و در ربع یآب  Miculaجنسو چهارم در 

در  Uniplanariusدر جنس  ایسوم زرد رنگ است و 

اول و سوم  یهاربع دردوم و چهارم زرد رنگ و  یهاربع

در  پسیوارد کردن ورقه ژ نیرنگ است. بنابرا یآب

 گریکدیدو از  نیا صیتشخ هایاز راه یکی کروسکوپیم

 (.7است )شکل 

 

 .Uniplanariousو  Micula  یهامتفاوت بودن رنگ ربع دوم و چهارم در جنس -7 شکل

(1a, b). Micula staurophora; (2a, b) Micula cubiformis; (3a, b). Uniplanarius sissinghii; (3a, b). Uniplanarius 

sissinghii; (4a, b) Uniplanarius cf. U. sissinghii. 
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 حث و نتیجه گیریب

مطالعه  یرسوبات برا سازیآماده هایروش

آغشته کردن، فرو  هایشامل روش یآهک هاینانوپلانکتون

با هدف اضافه کردن  وژیفیو سانتر ثقلی نشستته پت،یبردن پ

 یمورد بررس ،سازیآماده ندیفرآ ترقیانجام دق یبرا ینکات

 ،شناسیستیمطالعات ز هایاند. انواع روشقرار گرفته

و  یشامل مطالعات کم شناسیبومنهیریو د نگارینهچیستیز

 تنوع ها،مطلق گونه یفراوان پارامترهای هاکه در آن کمیمهین

شاخص  ،یکنواختی زانیم ،ایگونه یحداکثر فراوان ،ایگونه

قرار  بررسی مورد هاگونه شدگیحفظ زانیو م ایهیتغذ

 هاشرو نیپژوهش به طور متمرکز به ا نیدر ا رند،گییم

عهد حاضر  هایبه نمونه میپرداخته شده است و قابل تعم

 در زمانمطالعه هم یبرا دیجد یروش نی. همچنباشندیهم م

 زین یروبش یالکترون کروسکوپیو م ینور کروسکوپمی
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Reviewing Calcareous Nannoplankton studying methods and 

proposing an innovative simultaneous sample preparation 

technique for both Light and Scanning Electron Microscope 

Foroughi F.* and Lavasani N. 

Dept. of Geology, Faculty of Science, University of Tehran, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Calcareous nannoplankton, a group of marine microorganisms, play a significant role in 

producing chalky limestones. They are predominantly associated with microscopic algae 

known as Haptophytes and can be found in seawater and present oceans, sediment, and 

ancient ocean sediments. Selecting the appropriate sample preparation method is crucial 

for nannoplankton studies. This research explores various standard methods for sediment 

preparation for a light microscope (LM), such as smear slide, pipette strew slide, gravity 

settling, and centrifuging, along with methods specific to samples retrieved from 

seawater. A technique for preparing samples for scanning electron microscopy (SEM) to 

analyze nannofacies is also discussed. Furthermore, an innovative sample preparing 

technique for simultaneous study in LM and SEM is proposed. In addition, methods for 

determining the absolute abundance, Shannon diversity index, species richness, evenness, 

nutrient index, and species preservation, which are used in ecological analyses, have been 

discussed. Consequently, this study serves as a comprehensive guide to standard 

preparation techniques and studying methods for calcareous nannoplankton, facilitating 

biological, biostratigraphical, and paleoecological studies. 

Key words: Paleoecology, Scanning Electron Microscope (SEM), Light Microscope 

(LM), Calcareous Nannoplankton 
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