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 Background and Objectives: Microalgae are rich sources of active metabolites, which today are 

considered important sources of biofuels in addition to medicinal and food uses. This study used ribosomal 
markers to determine the phylogenetic position of microalgae species isolated from the Caspian Sea's 
southern coast. 

Methods: Microalgae grown in a suspension culture medium were precipitated using iron (III) chloride 
solution for molecular studies. After extraction of genomic DNA by freeze-thawing method, the gene loci 
encoding ribosomal subunits (16srDNA) were amplified using 36 pairs oligos by polymerase chain reaction 
(PCR), the amplified gene loci were inserted into the pTZ57R /T vector by TA cloning technique then 
transformed in the Dh5α bacterial and sequenced follow by purification. 

Findings: Fourteen pairs of primers showed good amplification of the target gene in the microalgae 
genome. The obtained sequences were edited by Vector NTi ver. 11 software and then blasted at the NCBI. 
Sequences with more than 90% similarity were selected. The molecular distance of the data was estimated 
by MEGA 6 software. Phylogenetic analyses were performed by calculating the maximum short molecular 
trees (Maximum Parsimony, MP) for the sequence of the studied genes. Then, the Bootstrap 1000 index 
was used for analysis to test the accuracy of the nodes. 

Conclusion: The phylogenetic tree and similarity matrix with the Maximum Parsimony method for all 14 

gene regions showed that the studied species have the lowest genetic distance with the algal strain 
Spirulina laxissima. 
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 یی(ایعلوم در) پژوهشی همقال
 

 خزر یایدر یشده از سواحل جنوب زولهیا زجلبکیر یکیلوژنتیف ییشناسا

 2پور  یفتحعل جهی، خد،*1 پورآزاد نیحس نینورالد

  ایران اردبیل، ،یلیدانشگاه محقق اردب شهر،نیمشگ یدانشکده کشاورز ،ییدارو اهانیو گ یاهیعلوم گگروه  1

 ایران ساری، ،یسار یعیو منابع طب یدانشگاه علوم کشاورز ،یاهیگ یوتکنولوژیارشد ب یکارشناس 2

 

 چکیده  طلاعات مقالها

 

 12/7/1399تاریخ دریافت: 

 10/11/1400 :بازبینیتاریخ 

 17/4/1400تاریخ پذیرش: 

فعال بوده، که امروزه علاوه بر مصارف  یهاتیاز متابول یاز جمله منابع غن هازجلبکیر پیشینه و اهداف: 

 یبوزمیر یاز نشانگرها قیتحق نیمطرح هستند. در ا یستیز یهابه عنوان منابع مهم سوخت ییو غذا ییدارو

 تفاده شد.خزر اس یایدر یبرداشت شده از سواحل جنوب یزجلبکیگونه ر یکیلوژنتیف گاهیجا نییبه جهت تع

 یریبا بکارگ یونیکشت سوسپانس طیدر مح افتهیرشد  یهازجلبکیر ،یمطالعات مولکول یبرا :هاروش

کد  یژن ینواح خ،یبه روش ذوب و  یژنوم DNA( رسوب داده شدند. پس از استخراج IIIآهن ) دیمحلول کلر

( PCR) مرازیپل یارهیجفت آغازگر با واکنش زنج 36( با استفاده از 16srDNA) یبوزمیر یرواحدهایکننده ز

 هیدر سو یختگیشده و پس از ترار بینوترک pTZ57R/Tدر ناقل  TA Cloning کیو سپس با تکن ریتکث

 شدند. یابییژل، توال یبدست آمده از رو یدهایپلاسم یسازبا خالص Dh5α ییایباکتر

د. نشان دادن زجلبکیمورد هدف در ژنوم ر یژن یاز نواح یقابل قبول ریجفت آغازگر تکث 14 تعداد ها:یافته

 یکیژنت گاهیو سپس در پا شیرایو Vector NTi ver. 11به دست آمده با استفاده از نرم افزار  یهایتوال

(NCBIبلاست گرد )ها با استفاده داده یمولکول لهفاص سهیانتخاب و مقا %90با تشابه بالاتر از  یهای. توالدندی

 Maximum) نیانبرتریم یمولکول یهابا محاسبه درخت کیلوژنتیف یهالیو تحل MEGA 6از نرم افزار 

Parsimony, MPها ازشاخص صحت گره زانیآزمون م یمورد مطالعه انجام، و سپس برا یهاژن یتوال ی( برا

 .دیاستفاده گرد هالیتحل یبرا 1000استرپ بوت

 Maximum Parsimonyتشابه با روش  سیو ماتر یلوژنیحاصل از رسم درخت ف جینتا گیری:نتیجه

 Spirulina یجلبک هیرا با سو یکیفاصله ژنت نینشان داد که گونه مورد مطالعه کمتر یژن هیناح 14هر  یبرا

laxissima .دارد 

 واژگان کلیدی:

 انوباکتریس

 نایرولیاسپ

 بوزومیر

 یمولکول یبند طبقه

16s DNA 

 

 نویسنده مسئول*
 gmplant21@gmail.com 

 



1400، پاییز 47، شماره 12شناسی: جلد اقیانوس  JOC. 12 (47): Autumn 2021 

 

 قدمهم

که با  هبود یاچند سلولی رشتهمیکروارگانیزم های  هاسیانوباکتر
 10-۵0و عرض  200-300ظاهر مارپیچ و بدون شاخه، به طول 

به سه شکل مختلف شده که بطور عموم میکرومتر شناخته 
ثابت شده است که  .[1] شوندیمدیده مارپیچ، راست و مواج 

ریزجلبکها از منابع غنی از متابولیتهای زیستی فعال، تعداد زیادی 
از لیپوپپتیدهای با خاصیت ضد باکتریایی، ضد قارچ و ضد 

هم چنین ریزجلبکها، به عنوان منابع  .[2] ویروسی هستند
سوختهای زیستی مطرح بوده که توانایی تولید حجم بالایی از 
متابولیت های ضروری را در مدت زمان اندک دارند، سازگاری 
این میکروارگانیزم ها با شرایط مختلف کشت و امکان تولید آنها 
در شرایط خارج فصل، نرخ بالای رشدی، جذب دی اکسید کربن 

بهبود کیفیت هوا، تجدید پذیری، عدم تداخل با منابع غذایی،  و
وجود مقادیر زیاد از لیپیدها و کربوهیدراتها در ساختار سلولی 

را بیش از پیش به عنوان مهمترین و  هازمیارگاناین میکرو 
 شناخته شده ترین منابع سوختهای زیستی مطرح نموده است

اولین ( Orthospirae platensis)ارتواسپیرا پلاتنسیس  .[3]
ین ابرای اولین بار توالی یابی شد، که ژنوم آن  یاریزجلبک رشته

 8/6که حاوی  بودهشکل  یارهیکروموزوم دا دارای یکریزجلبک 
ژن کدکننده پروتئین در  6630. باشدیم G-C %3/44مگاباز با 

 RNAژن آن مربوط به  49این ریزجلبک کشف شده است که 
یم tRNAژن  40و  rRNAمجموعه از ژن  2حاوی  واست 
 ییهاموجود در این ریزجلبک با ژن یهاژن %78 بطور کلی. باشد

با عملکرد نامشخص در دیگر موجودات مشابهت دارند در صورتی 
 .[4] شناخته شده تشکیل شده است یهاژنوم آن از ژن %22که 

ی اساسی در مطالعات ژنتیکی ریزجلبکها نحوه هاچالشیکی از 
، در تحقیقی روش باشدیمدستیابی به مواد ژنتیکی با کیفیت 
ی هاگونهاز  هانیپروتئلی شوک حرارتی جهت استخراج فیکوبی

با ملاحظه انواع فاکتورهای مختلف  Arthrospiraمختلف 
ی زمانی مختلف و هادوره، درجه حرارت، هاحلال همچون

مقدار درجه حرارت بهینه  ی ذوب و یخ بکار گرفته شد،هاکلیس
و مدت زمان اعمال آن جهت دستیابی به بالاترین میزان 

ر با تغییر و تکرار متوالی فرایند ذوب و یخ د هانیپروتئفیکوبیلی 
ساعت و درجه  2درجه سانتیگراد به مدت  -80شرایط دمایی 

ساعت حاصل گردید  24+ درجه سانتیگراد بمدت 2۵حرارت 
در بیشتر موارد، نشانگرهای مولکولی بعنوان ابزاری راحت و  .[۵]

ی گیاهی و جانوری ناشناخته هاگونهقابل اعتماد جهت شناخت 
 Trameteقارچ  یهاگونه، در تحقیقی جهت شناسایی باشندیم

طراحی شده  ITSشانگرهای جمع آوری شده از کشور نیجر از ن
آغازگرهای مبتنی بر واکنش . [6]استفاده شد  rDNAاز نواحی 

( طراحی شده از نواحی ریبوزومی PCRپلیمراز ) یارهیزنج
16SrDNA  18وSrDNA  با ترکیب خصوصیات

شناسایی ریزجلبکهای جدا شده از دریاچه مورفولوژیکی جهت 
. در تحقیق دیگر [7] مانینجو در سوماترای شرقی بکار گرفته شد

ی هاگونهای مورد اعتماد در شناسایی به جهت معرفی آغازگره
مختلف ریزجلبک، از آغازگرهای متعدد طراحی شده از نواحی 

جهت شناسایی ریزجلبکهای کشت  18SrDNAژنی ریبوزمی 
داده شده استفاده گردید، از مجموعه آغازگرهای استفاده شده 

ی مختلف ریز هاگونهآغازگر جهت تمایز مولکولی بین  34تعداد 
. در موسسه تحقیقات [8]سب تشخیص داده شد جلبک منا

استفاده از نشانگرهای  سویه از ریزجلبکها با ۵دریای برونئو، تعداد 
را مورد  18SrDNAنواحی ژنومی ریبوزومی طراحی شده از 

قی تلفی یهاارزیابی قرار دادند، نتایج نشان داد بکارگیری روش
مولکولی و روشهای کلاسیک از جمله پارامترهای مورفولوژیکی 

 باشدیریزجلبکی م یهابعنوان روشی دقیق در شناسایی گونه
. شناسایی دقیق ریزجلبکها از مهمترین ضروریات جهت [9]

، باشدیممعرفی این میکروارگانیزمها جهت بکارگیری در صنایع 
با این دیدگاه در تحقیق حاضر، از نشانگرهای ریبوزومی به عنوان 

تیکی جایگاه فیلوژنبه جهت شناسایی قویترین و دقیقترین ابزار 
برداشت شده از سواحل جنوبی دریای خزر  ریزجلبک گونه

 استفاده گردید.

 روش پژوهش

 یریگنمونه. 1

خزر  ی ریزجلبکی ناشناخته از سواحل جنوبی دریایهانمونه
جمع آوری شده و سپس به آزمایشگاه فایکولب جهت کشت و 

 ارزیابی مولکولی انتقال داده شدند.

 . کشت در محیط آگار2

ی ریزجلبکی هانمونهمیکرولیتر از  1۵00طبق پروتکل به میزان 
برداشت شده از آبهای دریا بر روی محیط کشت آگار جامد در 

در دمای  ظروف کشت بطور یکسان پخش شده وجهت رشد
25±2°C  [10]در اتاقک رشد قرار داده شدند. 

 . محیط کشت سوسپانسیونی3

محیط کشتهای مختلفی برای ریزجلبکها در دسترس است، یکی 
، در این تحقیق باشدیمآنها محیط کشت گیلارد  نیتریعموماز 

 -از محیط کشت گیلارد تغییر یافته با افزودن ویتامین ب
 .[6]کمپلکس در محیط کشت ریزجلبک ها استفاده شد 

 . ضد عفونی محیط کشت4

جهت آماده سازی  g/l 12-13از آب دریای خزر با غلظت شوری 
بستر محیط کشت استفاده گردید، بسترهای محیط کشت 

 املاا کبایستی قبل از تلقیح شدن با سلولهای ریزجلبک بایستی 
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ی کشت از روشهای هاطیمحاستریل گردند، در ضد عفونی 
مختلف، همچون اتوکلاو، فیلتراسیون و محلول کلرین به جهت 
فراهم سازی محیط مناسب رشد عاری از آلودگی با هرگونه 

 %70، از بین این روشها از محلول کلرین شودیمآلودگی استفاده 
به دلیل مقرون به صرفه بودن از نظر مدت زمان ضدعفونی و 

 ردن میکروارگانیزم ها استفاده گردید.کارایی بالا در از بین ب

 ی کشتهاطیمح. تلقیح 5

لیتر از آب ضدعفونی شده در ظرفهای پلاستیکی به  ۵مقدار 
درصد حجمی  %2۵لیتر ریخته شده و به هریک از آنها  8حجم 

از محیط کشت گیلارد تغییر یافته به عنوان مواد غذایی مورد 
ی هاطیحمد. برای تلقیح ها اضافه گردینیاز رشد سلولی ریزجلبک

ی رشد هایکلنسوسپانسیونی آماده شده با سلولهای ریزجلبک، 
یافته در محیط کشت آگار جامد با سوزنهای استریل برداشته 

 هاطیمحی کشت تلقیح گردند سپس تمامی هاطیمحشده و در 
به سیستم هوادهی مداوم با پمپ هوا متصل گردیده و در زیر نور 

 .[11]کس قرار داده شدند لو 1700با شدت 

 . شمارش سلولی6

ی کشت پس از تلقیح با ریزجلبکها و هاطیمحارزیابی باروری 
روند رشد سلولی با استفاده از روش سنجش تراکم سلولی در 

ی کشت با بکارگیری روش هاطیمحواحد حجم از 
ساعت  24نانومتر در هر  684اسپکتروفتومتری در طول موج 

صورت گرفت. در طول دوره رشدی در فاز تکثیر همبستگی بین 
نانومتر و میزان  684ده در طول موج چگالی نوری اندازه گیری ش

غلظت سلولی با شمارش سلولها در واحد سطح با لام هماسیتومتر 
 .[13, 12]( 1تعیین گردید )شکل 

 

 
 تکرار مختلف سه در نانومتر 680 موج طول در اسپکتروفتومتر دستگاه با ریزجلبک در محیط کشت سلولی غلظت گیری اندازه :1شکل 

Fig. 1: Measurement of microalgae cell concentration by spectrophotometer at 680 nm in three replications. 

 

 ی پلیمرازارهیزنجمشخصات آغازگرهای استفاده شده جهت تکثیر نواحی ژنی در واکنش  :1جدول 
Table 1: Specifications of the primers were used in polymerase chain reaction (PCR) 

Target fragment 
length (bp) Oligos sequences Oligos cods Num. 

1200 
5΄-CGA CTG CTA ATA CCC GAT GT- 3΄ CYAG1 F 1 

5΄-ATG CTG ACC GGC GAT TAC TA- 3΄ CYAG1 R 2 

950 
5΄- GCT AGT TGG TGG GGT AAT GG- 3΄ CYAG2 F 3 
5΄- CCT CCT TAC GGT TGG AGT AA- 3΄ CYAG2 R 4 

1100 
5΄- GGG AAG AAC ACA ATG ACG GTA- 3΄ CYAG3 F 5 

5΄-GTA CGG CTA CCT TGT TAC GAC- 3΄ CYAG3 R 6 

1000 
5΄-CGT CTG ATT AGC TTG TTG GTG A- 3΄ CYAG4 F 7 

5΄-TGT CCG TAG CAT TGT AGT ACG TG- 3΄ CYAG4 R 8 

700 
5΄-AGA GTT TGA CTA TGG CTC AG- 3΄ 27 F 9 

5΄-GACTAC TGG GGT ATC TAA TCC CATT-3΄ 780 R 10 

750bp 
5΄-AGA GTT TGA CTC TGG CTC AG- 3΄ 27 F 11 

5΄-GACTAC TGG GGT ATC TAA TCC CATT-3΄ 781 R 12 

800 bp 
5΄-AGA GTT TGA CTM TGG CTC AG- 3΄ 27 F 13 

5΄-GACTAC TGG GGT ATC TAA TCC CTT T-3΄ 782 R 14 
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 برنامه واکنش پلیمرازی تنظیم شده جهت تکثیر هر یک از آغازگرها :2جدول 
Table 2: Adjusted PCR program for each oligos. 

PCR stages Temperature (c˚) Cycle and Time 
  1 

Initial denaturing 94 Min3 
  35 

Denaturing 94 0:30 S 
Anealing * Min1 
Extension 72 Min2 

  1 
Final Extention 72 Min5 

*Anealing temperatures for all oligos includes: CYAG 1F, CYAG 2R, CYAG 2F, CYAG 2R, CYAG 3F, CYAG 3R, CYAG 4F, 
CYAG 4R, 27 F, 780 R, 781 R and 782 R were calculated; 45, 51, 50,48, 55, 52, 44, 53, 48, 46, 52 and 50 respectively. 

 

 ها. برداشت توده سلولی ریزجلبک7
ریزجلبک رشد یافته از  یهادر این مرحله به جهت تخلیص توده

( به غلظت IIIمحیط کشت سوسپانسیونی از محلول کلرید آهن )
دا ج یهاشده و سپس جهت آبگیری کامل، توده مولار استفاده 1

دقیقه  2میلی لیتری به مدت  ۵0شده با قرار گیری در فالکون 
میلی گرم از توده  100 سانتریفیوژ شدند. rpm8000 با سرعت

میلی لیتری ریخته  ۵/1ریزجلبکی خالص شده در میکروتیوبهای 
 .ای ژنومی نمودیم انیدو طبق پروتکل اقدام به استخراج 

 و همسانه سازی (PCR)ی پلیمراز ارهیزنج. واکنش 8
تکثیر نواحی ژنی کد کننده زیرواحدهای ریبوزمی 

(16srDNA با استفاده از تعداد )جفت آغازگر طراحی شده  36
ژنی حفاطت شده در  یهابر پایه مکان، 7اولیگو  با نرم افزار

واکنش در طی برنامه (، 1)جدول  ریزجلبکهامختلف  یهاگونه
 .[14] ( صورت پذیرفت2( )جدول PCRپلیمراز ) یارهیزنج

بر روی ژل آگارز  PCRمیکرولیتر از محصولات  10درنهایت 
 Lambda)با بکارگیری نشانگر وزنی لامبدا  (0.7%)

DNA/EcoRI + HindIII)  ساعت  1به مدت  80در ولتاژ
تفیک شده و جهت بکارگیری در فرآیند همسانه سازی ارزیابی 

از  با استفاده تکثیر یافته نواحی ژنیبدین صورت که  شدند.
الحاق گردیده و  pTZ57R/Tدر ناقل  TA Cloningتکنیک 

و با تکثیر  Dh5αپس از تراریختگی در سویه باکتریایی 
از روی ژل با استفاده از  بدست آمده یدهایپلاسم یسازخالص

به دست آمده با  یهای. توالگردیدند یابیی، توالRoche تیک
 و سپسویرایش  Vector NTi ver. 11استفاده از نرم افزار 

 .[1۵] ست گردیدندبلا (NCBI)در پایگاه ژنتیکی 

 نتایج و بحث

ای ژنومی بر روی آگارز  انیدالگوی الکتروفورزی حاصل از 
نشان داد که روش استخراج شوک حرارتی به عنوان  (0.7%)

ای ریزجلبک ها جهت استفاده  انیدروشی مناسب در استخراج 
 انیدکیفیت  دییتأ. پس از باشدیمدر تحقیقات ژنتیک مولکولی 

ی ژنی با استفاده از آغاگرهای هامکانای استخراجی، تکثیر 
نوع آغازگر طراحی شده  36پذیرفت، از بین طراحی شده صورت 

ی هاادهدنوع تکثیر قابل قبولی داشتند که این به عنوان  14تعداد 
پایه جهت آنالیزهای فیلوژنتیکی مورد استفاده قرار گرفتند. 
تمامی قطعات ژنی تکثیر یافته که اگوی الکتروفورزی تعدای از 

استفاده از روش  ( آورده شده، با۵، 4، 3، 2ی )هاشکلآنها در 
لیگاز در ناقل  T4و در حضور آنزیم  TAهمسانه سازی 

الحاق گردیده و سپس ناقل  pTZ۵7R/Tهمانندسازی 
 α ۵یخ جهت تکثیر در باکتری  -نوترکیبی به روش زوب

E.Coli- DH  ی هاناقلانتقال داده شده و پس از جداسازی
ارای د ی نوترکیب کههاناقلنوترکیب تکثیر شده در باکتری، 

ی تکثر یافته از آغازگرهای انتخابی بودند جهت توالی هایتوال
(. اندازه باندی 7)شکل  یابی از روی ژل آگارز تخلیص گردیدند

ی هایتوالی ناقل و هایتوالی نوترکیب مجموع اندازه هاناقل
به  یهایتوال(. 6)شکل  باشدیمتکثیر یافته هر یک از آغازگرها 
 Vector NTi ver. 11افزار دست آمده با استفاده از نرم

آمده از این تحقیق، از بدست یهایو صحت توال هویرایش شد
ریزجلبک  یهامشابه با سایر گونه یهایطریق مقایسه با توال

 یهادر پایگاه داده BLASTافزار اسپیرولینا با استفاده از نرم
با برابری بالاتر از  یهای( صورت گرفت. توالNCBIژنتیکی )

ژنی تکثیریافته در ریزجلبک انتخاب و با  یهایبا توال 90%
 Bioedit ver 7.09افزار در نرم Clustal Wاستفاده از افزونه 

، و مقایسه مولکولی (9)شکل  ردیفی چندگانه انجام شده هم
فیلوژنتیک،  یهالیو تحل MEGA6افزار ها با استفاده از نرمداده
 Maximumمولکولی میانبرترین ) یهاحاسبه درختبا م

Parsimony, MPمورد مطالعه انجام، و  یها( برای توالی ژن
 1000ها از شاخص بوت استرپ برای آزمون میزان صحت گره

 .(8)شکل  استفاده شد هالیبرای تحل
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(، )ن: %0.7روی ژل ) برای استخراج شده  انیدالگوی الکتروفورزی  :2شکل 

 (، ر: تکرارkb Plus DNA Ladder 1کنترل منفی، ل: نشانگر وزنی 
Fig. 2: extracted DNA electrophoresis pattern with agarose gel 

(0.7%), (n: negative control, L: 1 kb Plus DNA Ladder, r: replication) 

 (F, 781 R 27)با آغازگر  ITS (750bp)تکثیر مکان ژنی  :3شکل  

Fig. 3: Extention the ITS gene locus (75 bp) by primers (27 F, 781 R) 

   

 

 

 

 (1100 bp) (CYAG3F, CYAG3R)با آغازگرهای  ITSتکثیر مکان ژنی  :4شکل 

Fig. 4: Extention the ITS gene locus by primers (CYAG1F, CYAG1R) 
(1200 bp) 

 (1200 bp) (CYAG1F, CYAG1R) آغازگرهایبا  ITSتکثیر مکان ژنی : 5شکل  

Fig. 5: Extention the ITS gene locus by primers (CYAG3F, CYAG3R) (1100 
bp) 

   

 

 

 

 CYAG4 -αDH5( 1000bp) نوترترکیبالگوی الکتروفورزی سازه  :6شکل 
Fig. 6: Recombinant DH5α- CYAG4 construct 

 (CYAG4F, CYAG4R)با آغازگرهای  ITSتکثیر مکان ژنی  :7شکل  
Fig. 7: Extention the ITS gene locus (1000 bp) by primers (CYAG4F, 

CYAG4R) 
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 .با روش ماکزیمم پارسیمونی NCBIسایت ( ثبت شده در CYAG1 Rو  CYAG1 Fدرخت فیلوژنی رسم شده بر اساس توالی ناحیه ژنی )تکثیر شده با آغازگر  :8شکل 

Fig. 8: Phylogenetic tree created by Maximum parsimony method based on amplified primer (CYAG1) and some recorded sequences in NCBI. 

 
 (CYAG1)یری آغازگر ماتریس فاصله تکاملی بر اساس توالی ژنی تکثیر یافته با بکارگ :3جدول 

Table 3: Evolutionary distance matrix based on amplified gene sequence with primer (CYAG1) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1 0.1473            
2 0.1611 0.1183           
2 0.1689 0.0877 0.1095          
4 0.1676 0.0890 0.1108 0.0021         
5 0.1676 0.0890 0.1108 0.1108         
6 0.1702 0.0865 0.1107 0.1107 0.0021 0.0000       
7 0.1715 0.0901 0.1119 0.0021 0.0042 0.0042 0.0032      
8 0.1731 0.0877 0.1107 0.0085 0.0107 0.0107 0.0075 0.0107     
9 0.1730 0.0853 0.1233 0.0248 0.0270 0.0270 0.0237 0.0270 0.0204    
10 0.1731 0.0877 0.1107 0.0085 0.0107 0.0107 0.0075 0.0107 0.0000 0.0204   
11 0.1734 0.0879 0.1098 0.0735 0.0748 0.0748 0.0747 0.0758 0.0688 0.0710 0.0688  
12 0.1721 0.0794 0.1109 0.0803 0.0816 0.0816 0.0791 0.0826 0.0732 0.0815 0.0732 0.0548 

 

ماتریس فاصله تکاملی با استفاده توالی حاصل از ناحیه ژنی تکثیر 
یافته در ژنوم ریزجلبک اسپیرولینا با استفاده از آغازگرهای به 

مورد مقایسه استخراج شده از سایت  یهایکار گرفته شده و توال
NCBI روش  باMaximum Parsimony شد محاسبه 
 .(3)جدول 

با  NCBIژنی مورد آنالیز در پایگاه ژنتیکی  یهایدر نهایت توال
ومی ای ژن انیداستخراج  کد دسترسی اختصاصی ثبت گردیدند.

یی همراه بوده که با تغییر در محتویات بافر هاتیمحدودتوام با 
کیفیت و کمیت مواد ژنتیکی استخراج  توانیم pHاستخراج و 

. در این پروژه از روش شوک حرارتی [16]شده را بهبود بخشید 
سلولی جهت استخراج مواد ژنتیکی استفاده برای شکستن دیواره 

در محدود  1.7-1.4که دارای میانگین نسبت جذب نوری  شد
نانوگرم در  -320380نانومتر که معادل با  280/260موج طول 

هر میکرولیتر بود بدست آمد و نشان داد که روش شوک حرارتی 
ای ژنومی در  انیددر استخراج  هاروش نیترمناسباز جمله 

ی هاسلول. به مانند سلولهای گیاهی، باشدیمجلبکها ریز
، باشدیمریزجلبک حاوی مقادیر زیادی از مایعات داخل سلولی 

در طول انجام فرایند استخراج شوک حرارتی تشکیل کریستالهای 
ی دیواره سلولی منجر به شکستن دیواره و به بیرون هاهیلایخ بین 

بدلیل اینکه . [17] شودیمریخته شدن محتویات سلولی منجر 
ابزارهای مولکولی از جمله روشهای دقیق در شناسایی جایگاه 
تاکسنومیکی گیاهان است، طی تحقیقی در موسسه دریایی برنئو 
از نشانگرهای مبتنی بر آغازگرهای طراحی شده از نواحی ژنی 

18S rDNA  سویه ریزجلبکی استفاده  ۵جهت شناسایی تعداد
شد. نتایج حاصل از بلاست توالیهای حاصل شده نشان داد که 

تشابه بالا با سویه ریز جلبکی  دارای هاهیهر یک از این سو
Chaetoceros gracilis (99.77%) ،Thalassiosira 

weissflogii (99.70%) ،Nannochloropsis 

oceanica (100%) ،Isochrysis sp. (99.97%)  دارند که
. [9] جلبکی از همدیگر شد یهاهیمنجر به تفکیک هر یک از سو
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در این تحقیق، از پرایمرهای طراحی شده جهت مکانهای ژنی 
16 siRNA نوم ریزجلبک استفاده شد، بر اساس نتایج در ژ

تطبیقی حاصل از اندازه باندی در الگوی الکتروفورزی آغازگرهای 
( و هم چنین نتایج حاصل از همردیفی در 1تکثیر شده )جدول 

اثبات شده نواحی ژنومی تکثیر یافته دارای تشابه  NCBIسایت 
 Spirulinaدر ژنوم  16SrRNAژنومی  یهایبالایی با توال

laxissima  نتایج دگیر پرایمرها در مقاله آورده 7دارند )شکل ،
همچنین ماتریس تشابه محاسبه شده با  .[19, 18] نشده است(

 تم ژنتیکیبا به کارگیری الگوری MEGA6استفاده از نرم افزار 
Maximum Parsimony  نتایج حاصل از بلاست و درخت

نمود همچنین نتایج حاصل از آزمون  دییفیلوژنی حاصله را تأ
کننده جایگاه قرار گیری گونه مورد نظر با  دییبوت استرپ تأ

همچنین توالی (. 3)جدول  بود Spirulina laxisimaسویه 

(، با توالی ناحیه ژنی 1CYAGمرجع استفاده شده )نشانگر ژنی 
 MEGA6افزار با استفاده از نرم srRNA16به دست آمده 

همردیف شدند و نواحی نوکلئوتیدی محافظت شده و تغییر یافته 
 1CYAGنسبت به توالی پرایمری نشان داده شد. در توالی ژنی 

 631تا  ۵64بیشترین میزان محافظت شدگی بین نوکلئوتیدهای 
 ۵17تا  482نوکلئوتید( و  38) 936تا  898نوکلئوتید(،  42)
در واقع این فواصل نوکلئوتیدی دوره  .نوکلئوتید( قرار داشت 3۵)

کی ژنتی ییزاعوامل جهش ریتکاملی در این توالی ژنی تحت تأث
در این همردیف سازی بیشترین میزان تفاوت در  قرار نگرفتند.

وکلئوتید(، ن 6) 134تا  128در فواصل نوکلئوتیدی  دهاینوکلئوت
نوکلئوتید( مشاهده  ۵) 9تا  4نوکلئوتید( و  7) 149تا  142

گردید که تغییر در این نوکلئوتیدها طی تکامل سبب ایجاد 
 (.9مختلف شد )شکل  یهاخصوصیات جدید و در نتیجه گونه

 

 

 

 

 

 
 NCBIدر همردیفی با توالیهای ثبت شده در سایت  CYAG1بخشی از نقاط ژنی حفاظت شده در توالی تکثیر یافته با آغازگر  :9شکل 

Fig. 9: A section with least conservated area on multiple aligment between CYAG1 sequence and the sequences extracted from NCBI. 
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ت نسب ارگانیسم حساسیت بر تواندیم srRNA 16 ژن در جهش
بگذارد، همچنان که تفاوت در  محیطی گوناگون تأثیر عوامل به

منجر به شناسایی  تواندیم srRNA 16 ژنی یهایتوالاین 
ا ز میکروبی عوامل برابر ی مقاوم و حساس درهاهیسوفنوتیپی 
تعداد کل نوکلئوتیدهای تغییر یافته پس از . [16]دهد  تشخیص

 CYAG2, CYAG ,1ژنی  یهایهمردیف سازی ژنی برای توال

CYAG3, CYAG4, (27 F, 780 R), (27 F, 781 R)  27)و 

F, 782 R)  211و  208 ،201، 248 ،220 ،223به ترتیب 
 .نوکلئوتید بود

 گیرینتیجه

ر نوکلئوتیدهای تغییر یافته بیشتبا توجه به اینکه هر چه میزان 
این بوده که توالی مورد نظر طی دوران  یباشد نشان دهنده

عوامل محیطی و جهش قرار گرفته و  ریتکامل بیشتر تحت تأث
آن کاربردی  یماناحتمالاا عملکرد ژن مذکور برای سلول و زنده

نبوده است در نتیجه تغییر در این نوکلئوتیدها طی تکامل حفظ 
 یدهایاظهار داشت با افزایش تعداد نوکلئوت توانیاند و مشده

ژنی با میزان تشابه کمتری برای  یهایتغییر یافته احتمالاا توال
که نتایج حاصل از درخت فیلوژنی  دیآیژن مورد نظر به دست م

نتایج حاصل از درخت تکاملی است. مورد این  اثبات کنندهنیز 
ی ژنی تکثیر یافته نشان داد هایتوالترسیم شده برای هریک از 

ی هایتوالو  هایتوالکه فاصله تکاملی بسیار کمتری بین این 
وجود داشته و در  Spirulina laxissimaمربوط به ریزجلبک 

در یک گروه نزدیک به  هایتوالدرخت فیلوژنتیکی حاصله این 
 دییتأی حاصله هاداده، پس بنابراین اندشدههم دسته بندی 

کننده این ادعا هستند که ریزجلبک ناشناخته جمع آوری شده 
در سواحل جنوبی دریای خزر همان سویه ریزجلبکی 

Spirulina laxissima  شودیمبوده، هرچند که پیشنهاد 
ی در این جهت صورت پذیرد تا ترشرفتهیپمطالعات ژنتیکی 

 .[21, 20]اثبات کننده قوی جهت این شناسایی باشد 

 مشارکت نویسندگان

ی مقاله بصورت مشترک توسط هر دو نویسنده هابخشتمامی 
انجام شده، مکاتبات و پاسخ به داوری و انجام اصلاحات نهایی 

 است.توسط نویسنده اول مقاله انجام شده 

 تعارض منافع

 «.گونه تعارض منافع توسط نویسندگان بیان نشده استهیچ»
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