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 چکیده

های دقیق تر  ها تنها بر اساس مورفولوژی انجام می گرفت. اما امروزه از شاخص بندی سیانوباکتری در گذشته طبقه  :سابقه و هدف

فازیک  پلی تاکسونومیبه واسطه دار  های هتروسیست شود. هدف از این مطالعه شناسایی تعدادی از سیانوباکتری مولکولی استفاده می

  .باشد ژنی به منظور بالابردن صحت شناسایی می و بررسی رویکرد چند

بررسی وضعیت تاکسونومی و یافتنن روابن    به منظورشناختی و شناسایی اولیه،  های ریخت پس از بررسی شاخص  : ها مواد و روش

، DNAاستفاده شد. بدین منظور پس از استخراج  rpoC1و  tufA ،rbcL ،psbAهای کارکردی  و ژن 16S rRNAاز توالی ژن  فیلوژنی

هنا  ، جایگاه دقیق نمونهMEGAهای مربوطه به کمک نرم افزار  های فیلوژنی از ژن یابی آنها، با رسم درخت تکثیر قطعات ژنی و توالی

  .مشخص شد

توانایی تفکیک بسیار خوبی در سطح جنس نشان داد، به طوری که نتایج  rpoC1های کارکردی مورد مطالعه، ژن  در میان ژن  : ها یافته

 2و  دسمونوستوکنمونه از جنس   4بر اساس نتایج به دست آمده را کاملا تکمیل و تایید کرد و در نهایت   16S rRNAفیلوژنی ژن 

 معرفی شدند. کلوتریکسنمونه از جنس 

را   16S rRNAها و تایید نتایج مورفولوژی و فیلوژنی ژن  در تفکیک درست جنس  rpoC1نتایج این تحقیق قدرت ژن   :نتیجه گیری

کند  ها کمک می سازی ارتباطات فیلوژنتیکی میان سیانوباکتری به شفاف rpoC1دهد. مطالعه فیلوژنتیکی با استفاده مارکر ژنی  نشان می

  باشد. ها می و علاوه بر آن شاهدی بر منشا کلروپلاستی و حضور مسیرهای تکاملی متفاوت میان آن

  ، تاکسونومی، چندژنی.rpoC1سیانوباکتری، هتروسیست، ژن :واژگان کلیدی
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 م دمه     

های فتوسننتنز               ( پروکاریوت           an bacteria  ها        سیانوباکتری                   

ی نیتروژن، کنربنن و                     ای هستند که نق  مهمی در چرخه                              کننده     

میلینارد           5 2ها بی  از             اکسیژن دارند. ساختار اولیه سیانوباکتری                                      

سا  پی  شکل گرفته و تا به امروز ت ییر اساسی و واضحی در                                                        

مورفولوژی، فیزیولوژی پایه و اکولوژی آنها مشناهنده نشنده                                                      

است. این امر بدین معنی است که در تمام طو  تکامل شناهند                                                      

( در /http://creativec mm ns. rg/licenses/b nc/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلاقانه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فق  با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب
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ها در یک ژننوم واحند                      ایی از سیانوباکتری                    تنوع بسیار گسترده                 

ایم. این ژنوم به حدی موفق بوده که آنها را قادر به زندگنی                                                           بوده    

 .     ( 1در تمام کره زمین کرده است                             

جه  به همراه جابجایی ژنوم درون جمعیت سیانوباکتنرهنا و                                                     

های مشنابنه و منرتنبن  منوجن  جنداسنازی                                  بین جمعیت         

ها و افزای  احنتنمنا                       مورفولوژیکی و اکولوژیکی سیانوباکتری                                   

سازگاری سریع آنها به شرای  محیطی مختل  شده اسنت، در                                                    

هنای       این راستا مسیرهای متابولیکی، مجدد تنظیم و یا پروت نینن                                                    

جدیدی برای سازگاری با شرای  جدید محیطی تولید شندنند.                                                    

این مراحل پیوسته، موج  پدیدار آمندن تنعنداد زینادی از                                                   

انحرافات مورفولوژیکی، اکولوژیکی و اکوفیزینولنوژینکنی در                                                     

 (.      2های طبیعی شده است                       جمعیت     

ها بر اساس مورفولوژی انجام                              بندی سیانوباکتری                  در گذشته طبقه             

ی دیگنری بنه ننام روش                      می شد، اما امروزه از روش پی یده                               

شود که تلفیقی از مورفولوژی، مولکولنی،                                        فازیک استفاده می                  پلی   

(.    3بناشند          ها می       فیزیولوژی، بیوشیمی و اکولوژی سیانوباکتری                                        

در آنالیز مولکولی اطلاعات، اغل  به منظور دست ینابنی بنه                                                     

هنمنزمنان بنا               16S rRNAوضو  تاکسونومی بالاتر، توالی ژن                                

 ( و ینا      nternal transcribe  spacer            های تنوالنی             داده    

 رود کنه بنه روینکنرد چننندژننی                           ها به کنار منی              سایر ژن         

  M lti-genic appr ach               4( معروف است  .) 

های تاکسونومنینکنی از                      اکولوژی سیانوباکتری نیز در میان داده                                    

تنوانننند          هنا منی       ایی برخوردار است. سیانوباکتنری                               اهمیت ویژه          

های اکولوژیک منحصر به فردی داشته باشند. به عنننوان                                                    ویژگی     

( و ینا        5توانند در مناطق قنطنبنی                          ها می       نمونه، برخی از آن                 

کنننند. بنننابنراینن                  ( زندگی و رشد می                0های آب گرم                چشمه    

ها با منحنین  و منوقنعنینت                       پراکندگی و توزیع سیانوباکتری                            

ها مرتب  است. تاکنون منحنقنقنینن                               ج رافیایی جداسازی نمونه                       

ها در تثبیت ازت خناک و                         زیادی به اهمیت این میکروارگانیسم                                

افزای  حاصلخیزی آن پرداختند. گزارشات متعدد در رابطه بنا                                                        

زی در مزارع بنرننج                    های خاک         ای بالا در سیانوباکتری                       تنوع گونه         

ها را در تثبیت نیتروژن خناک                              ی اهمیت و نق  آن                  نشان دهنده          

  ننوسنتنوکناسنه         جهت مصرف نهایی توس  برنج است. خانواده                                       

)Nostoc c                         ترینن و          جنس از بزر              32با داشتن نزدیک به

شود، اعضنای              ها محسوب می             های سیانوباکتری                 ترین خانواده              مهم   

باشند و نق  حنیناتنی در                        آن همگی تثبیت کننده نیتروژن می                              

های معرفی شده در این                        بسیاری از جنس             .     کنند      اکوسیستم ایفا می                

   دسنمنوننوسنتنوک          (،     (       A    ostoc        الینوستوک         خانواده مانند               

      s o ostoc       )9     هالوتینا       ( و           ot         )8            در گنذشنتنه )

( بودند که به مرور زمنان                         Nostoc    نوستوک      هایی از جنس               گونه    

تفکنینک و بنه            نوستوک        های نوین، از جنس                    و پیدای  روش            

کنلنوتنرینکنس          عنوان جنس جدید معرفی شندنند. جنننس                                
)C  ot r                  رینوولاریناسنه          از خناننواده              1990نیز در سا  

)R  u  r  c                                             شناسایی و معرفی شد. طبق اطلاعات پایگناه

  an D            جنننس       14دارای حندود              ریوولاریاسه          ، خانواده

های این خانواده غالبا شامل                              های شاخص جنس              باشد. ویژگی             می  

هتروسیست در انتهای تریکوم، انتهای باریک شده ترینکنوم و                                                      

باشند. گنزارش هنای                   های مو مانند در انتهای تریکوم می                                  زا ده     

هنای       فیلتیک بودن برخی از جنننس                         متعددی نیز در رابطه با پلی                          

کلوتریکنس          ترین آنها جنس                 این خانواده ارا ه شده است که مهم                                

 (.      12    است   

ازت         های سیانوباکتری تثبینت کنننننده                             حاضر نمونه              در مطالعه         

دار( جداسازی شده از خاک شالیزارهنای اسنتنان                                             هتروسیست         

ژننی،        فازیک و با تاکید بر راهکار چننند                                پلی   مازنداران به روش                  

 . اند     شناسایی و معرفی شده                   
 

 مواد و رو  ها             

تمنامنی       :     آوری شده          های جمع         ال ( مشخصات ج رافیایی نمونه                           

های خالص نشنده از                    های سیانوباکتری بصورت مجموعه                              نمونه     

کلکسیون ژرم پلاست پژوهشکده ژنتیک و زیسنت فننناوری                                               

ها از مناطق شنالنینزاری                        کشاورزی طبرستان تهیه شد. این نمونه                                  

آوری شنده بنودنند.                   جنمنع       1381استان مازندران در سنا                        

  1ها در جندو               مشخصات ج رافیایی و اسیدیته خاک ایستگاه                                      

 آورده شده است.              

سیانوباکتری در محی                      های       نمونه     :     ب( شرای  کشت و نگهداری                      

درجنه         2کشت و در دمای                 2  تقریبی         pبا      G -  0کشت     
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سناعنت        14و     s  -m l m 52- سلسیوس و شرای  ننوری                     

 (.  13روشنایی به مدت سه هفته نگهداری شدند                                       

هنای       سازی ننمنوننه            : به منظور خالص               ها    ج( خالص سازی نمونه                  

سازی پشت سرهم سریالی( استفناده                                 سیانوباکتری، از روش رقیق                        

شد. بدین ترتی  که پس از گذشت سه هفته از زمنان کشنت،                                                   

های یک دهم، یک صدم، یک                          با رقت      های مایع            از کشت        ها    نمونه     

بنر      52  هزارم به وسیله آب استریل رقیق شده و به منقندار                                              

به صورت چمنی کشت داده شدنند.                               G -  0روی محی  جامد               

های مجزا بر روی محی  کشنت رشند                                پس از یک هفته، کلنی                   

 ها چننندینن کنلنوننی بنر اسناس                          کردند. از هرکدام از نمونه                         

ویژگی های  اهری انتخاب و در محی  جنامند واکشنت داده                                                  

شدند. این عمل تا رسیدن به خلو  کامل تکرار گردید. بنرای                                                       

ها اسلاید تهیه شد و                      اطمینان از خلو ، در هر مرحله از نمونه                                     

 (.     با کمک میکروسکوپ بررسی شدند                               

:   های سیانوباکتنری                 د( حذف آلودگی قارچی و باکتریایی از نمونه                                        

بنومیل اسنتنفناده                قار  ک          به منظور حذف آلودگی قارچی از                              

بنا      G -  0شد. به منظور انتخاب بهترین غلظت محی  کشت                                          

  بننومنینل      گرم در لیتر از                  میلی      122و     52،   22،   12،   5های       غلظت    

به منظور حنذف              .     های قارچی روی آن کشت شدند                           تهیه و نمونه            

سازی پشت سنرهنم                 های باکتریایی مجددا از روش رقیق                                 آلودگی      

ها بر سطح             سازی و  هور کلنی                  پس از انجام رقیق                  استفاده گردید.              

کلنی مجزا انتخاب و در منحنین                               2از هر نمونه               محی  کشت،         

 G               کازآمینواسید به مندت                       22 2گلوکز و               2 2مایع حاوی  

و در شنراین               rpm192و سرعت            20  روز در دمای               12

های احتمالی( گرماگذاری شدند. پس                                   تاریکی  برای رشد باکتری                       

میکرولیتر از محی  مایع بر روی محین                                       2از گذشت زمان مقرر                   

  20-32          ها در دمای            کشت شدند. پلیت                n trient agarجامد      

و در شرای  تاریکی به مدت یک هفته نگهداری شدنند و در                                                    

های خالص حنذف                های آلوده شناسایی و از نمونه                              نهایت نمونه           

 (.    2شدند        

: به منظور دست ینابنی                     ها    شناسایی مورفولوژیک سیانوباکتری                              ه(      

ها به کمنک             به دید کلی در مورد میکروفلور منطقه، تمامی نمونه                                               

تنر،       میکروسکوپ نوری بررسی شدند. برای شناسناینی دقنینق                                            

ها، محل قنرارگنینری                    تر مانند سایز و شکل سلو                           جز یات بی           

زاینی        های مختل  مانند اکینت و هتروسیست و نوع شاخه                                             سلو     

ها به کمک آب اسنتنرینل و                         توسعه آنها، ابتدا از نمونه                              و نحوه      

گلیسرو  اسلاید تهیه گردید و س س با کمک مینکنروسنکنوپ                                                 

Ni  n        ها بنا         بررسی و عکسبرداری شدند. عکس                             00   مد

  122و     42نماینی         با دو بزر                 مد        l mp s دوربین        

ها ابتندا بنا               برابر ثبت شدند. شناسایی اولیه و مورفولوژی نمونه                                               

( و س س با کنلنیند                  Desi acharکلید شناسایی دسیکاجاری                          

 (.  15و     14( انجام شد               mare  شناسایی ک مارک                  

  DNAبه منظور استخراج                  :     ها    و( شناسایی مولکولی سیانوباکتری                              

روز بعد از کشت و در منرحنلنه فناز رشندی                                      9-12ها      نمونه     

ها به کنمنک             از نمونه          DNAلگاریتمی برداشت شدند. استخراج                               

 شننمنناره          ime ia  ltrasensitive   rificati n کننیننت     

( ساخت کشور هند، براساس دستنورالنعنمنل                                     M  0کاتالو :        

سازنده با اعما  ت ییرات جزیی صورت گرفت  بدین صنورت                                                   

به ترتی  بنه                 و      Aکه مدت زمان گرماگذاری برای دو بافر                                    

پنس از         DNAهنای       (. نمونه         دقیقه افزای  یافت                       22و     45

استخراج  به کمک ژ  آگارز و دستگاه اس کتروفتومتری تعیینن                                                        

 ینابنی کنامنل ژن              کیفیت و کمیت شدند. برای تکثیر و توالنی                                     

16S rRNA                    از یک جفت پرایمر اصلی و                              و هم نین منطقه

پرایمر داخلی استفاده گردید. بدین ترتی  که از دو پنراینمنر                                                          5

اسیدیته 

 خاک

طو  و عرض 

 ج رافیایی
 کد نمونه ایستگاه  شهر مکان

  45  8. 64 N 6 
 8. 99 E0   

 A47  1 نکا کمربندی شهر

  88 48.90  N 6 
  .04  E0   

   A  2 ساری گوهرباران

9 0   .    N 6 
 9. 84 E0   

 A4- A 4  3 آمل لامیزده

  83 44.    N 6 
 0.4 6 E0 0 

  A  4 تنکابن دوهزار

  83 4 .7 9 N 6 
46. 6  E0   

 A49  5 گلوگاه خورشیدکلا

برداری شده  های نمونه موقعیت ج رافیایی و اسیدیته مکان: 1جدو  

 .(12و  11های شرق استان مازندران   جدایه

 .16S rRNAموقعیت پرایمرهای اصلی و داخلی در ژن : 1شکل 
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،    pC   ،pبرای تکثیر ژن و از پراینمنرهنای                                S   و   pAاصلی      

p r   ،p r     وp r                                  ینابنی        به همراه دو پرایمر اصلنی در تنوالنی

 (.    2، جدو         1استفاده شد  شکل               

طو  قطعه تکثیر شده با توجه به جنس و گونه منورد بنررسنی،                                                        

محاسبه شد. تکثیر ژن یادشده بنراسناس                                         bp  2222-1522مت یر و           

ی دمایی واقنع در                       (، برنامه           3ترکیبات و مقادیر یادشده در جدو                                      

 (.  10انجام شد                   i  a کم انی                 (  و در دستگاه                  4جدو           

تر      به منظور شناسایی مولکولی دقیق                             :     ز( تکثیر ژن های کارکردی                       

هنای کنارکنردی               زمان از ژن            های سیانوباکتری، به طور هم                            سویه    

rbcL   ،rpoC1 ،tufA    وpsbA                              5نیز استفاده گردید  جدو  .)     

ی دماینی           ( و برنامه          3های یادشده بر اساس اطلاعات جدو                                     ژن  

سنازی شندنند.              ( تکثیر و س س خالنص                  0قید شده در جدو                    

 تمامی قطعات به روش سانگر و در مرکز ملی منابع مینکنروبنی                                                      

    N M                                                واقع در شهر پونا  کشور هند( و به کمک دسنتنگناه )

 7 0 l a t mate  se  encer        Applie   i   stems   )

 یابی شدند.            توالی     

یابی به کمک ننرم                   های حاصل از توالی                   توالی     :      ( آنالیز مولکولی                 

ینابنی        سرهم شدند، دقت و صحت تنوالنی                             hr mas  r افزار       

ها در صورت خوان  نامناس  حذف                                بررسی و دو انتهای توالی                       

های معتبر موجنود در                      با توالی            16S rRNAهای ژن          شدند. توالی           

( و     E  i cl           https://   .e bi cl   .netپایگاه داده             

(   N           https://   .ncbi.nlm.nih.g vهم نین در پایگاه                  

ردیفی بنرای              هایی با بالاترین میزان هم                          بلاست و در نهایت توالی                     

هنای       رسم درخت و در نهایت شناسایی انتخناب شندنند. ژن                                           

منوجنود در            in er     کارکردی نیز ابتدا با استفاده از ابزار                                       

/N           http://   .ncbi.nlm.nih.g v/pr  ectsپننایننگنناه        

g rf/                                            مورد بررسی قرار گرفت و س س به منننظنور بندسنت )

     Nهایی با بالاترین میزان شباهت، در پاینگناه                                          آوردن توالی           

تنر      بلاست شدند و از نتایج بدست آمده برای شناسایی دقنینق                                                

هنا در         ها استفاده گردید. در نهایت تمامی تنوالنی                                        سیانوباکتری           

 ثبت شدند.              Nپایگاه داده             

هنا      تمامی آنالیزهای فیلوژنتیک سیانوباکتری                                     :      ( آنالیز فیلوژنیک                  

صورت گرفت. به منننظنور                         A   افزار         نرم     5با استفاده نسخه                 

هنای بندسنت آمنده از                    ، از تنوالنی          16S rRNAآنالیز ژن           

بنه         Nهای مناسن              و هم نین توالی                    E  i clپایگاه      

زمان استفاده شد. ابتدا بهترین مد  برای رسم درخنت                                                   طور هم      

  a esian  nf rmati n  riteri n در نرم افزار به کمک امتیاز                            

نشان دهنده بنهنتنرینن                        ( انتخاب شد  کمترین امتیاز                                   

افنزار،          مد  است( س س با بکارگیری بهترین مد  پیشنهادی نرم                                                

   Nها با سه روش مختل                       درخت فیلوژنتیک رسم شد. درخت                           

    Neighb r-  ining    ،)M         Ma im m li elih        و )M    

    Ma im m  arsim n                                   رسم شدند و در نهایت برای بررسی )

ها به صورت یک ارچه در یک درخنت                                 ی درخت        تر، همه         راحت    

تکنرار در            1222ها با         b  tstrapگنجانده شدند. تمام امتیازات                             

های کارکردی نیز با توجه به میزان غنننی                                        نظر گرفته شدند. ژن                  

 پرایمرنام  ( - )توالی  جایگاه  باز( منبع

10 29-9 AGAG   GA    GG   AG PA ( ) 

1  2222-1522     G     G G G   AGG     S (R) 

  

10 

  

301-341   A GGGAGG AG AG GGG pC 

829-829 AAA   AAAGGAA  GA GG p  

519-530 G A  A  G GG  G  G p r 

1253-12 3 A GAG  GA GA AG  A G p r 

1522-1542 AAGGAGG GA   AG  G A p r 

  .16S rRNAپرایمرهای مورد استفاده جهت تکثیر ژن : 2جدو  

 (μlم دار ) ترکیبات

 5 2 (12      بافر 

 5 2 از هریک( mM 12دزوکسی نوکل وتیدتری فسفات  

 mM 52) 1کلرید منیزیوم  

 l pm l 12) 1 آغازگر  

DNA   پلی مراز l   5) 2 2 

 9 18 آب

  .16S rRNAپرایمرهای مورد استفاده جهت تکثیر ژن : 3جدو  

 فاز تعداد سیکل زمان ( ˚)دما 

 واسرشت سازی اولیه 1 دقیقه 5 84

 ثانیه 32 84
  

35 

 واسرشت سازی

 اتصا  آغازگر ثانیه 45 52

 گسترش دقیقه 1 2 

 گسترش نهایی 1 دقیقه 12 2 

  .16S rRNAبرنامه دمایی مورد استفاده به منظور تکثیر ژن : 4جدو  
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هنا و        ها در تفکیک جنننس                 های داده و توانایی ژن                       بودن پایگاه           

ها، به منظور رسم درخت تبارزایی منورد بنررسنی قنرار                                                  گونه    

 . گرفتند      

 

 ها    یافته     

:   و تکثنینر قنطنعنات ژننی                 ها      سازی سیانوباکتری                  ال ( خالص         

هنای       های سیانوباکتری و جداسازی ننمنوننه                                 سازی نمونه            خالص    

ها بنا         سازی با موفقیت انجام گردید. نمونه                                   آلوده، به روش رقیق                  

سازی و واکشنت                بار رقیق          توجه به میزان آلودگی بعد از چندین                                 

از یکدیگر جدا شدند و به آنها کدهای مستقل داده شد. از مینان                                                           

های بکار رفته برای کنتر  آلودگی قارچی، نهایتا غلظنت                                                      غلظت    

mg/     22                           ترین غلظت بنه منننظنور                      از بنومیل به عنوان مناس

کن       کنتر  آلودگی قارچی انتخاب شد. به کمنک اینن قنار                                              

های قارچی کنتر  و حذف شدند. در نهاینت از                                           تمامی آلودگی            

 هر نمونه حداقل یک تکرار سالم نگهداری شد.                                        

های سیانوباکتری خالص شده و در پی                                    از نمونه          DNAاستخراج         

 به خوبنی اننجنام گنردیند                          ها بواسطه ی               آن تکثیر توالی              

ها قابل قبو  بنود و                      یابی برای اکثر نمونه                      توالی         (. نتیجه        2 شکل      

هنا      هایی که خوان  نشدند پس از ارسا  مجدد، توالی آن                                                نمونه     

 مورد خوان  قرار گرفت.                     

: بررسنی         دسمونوستوک          جنس       ب( نتایج مطالعات مورفولوژیک                           

نشان داد            A49 و      A    ، A 4 ،  A های       مورفولوژی نمونه               

و جنننسنی          نوستوکاسه         ها همگی متعلق به خانواده                            که این سویه           

هایی مشابه بنا                 ها ویژگی          هستند. تمامی نمونه                    نوستوک      نزدیک به          

های مورفولنوژینکنی                   نشان دادند. ویژگی                   نوستوک      جنس کلیدی           

زا، حضنور            های ایزوپولار، تک ردیفه و غیرشاخه                                  مانند فیلامنت            

های میانی و انتهایی و احاطه بودن در لاینه                                           اکینت و هتروسیست                

موسیلاژی در اسلایدهای میکروسکوپی قابل تشنخنینص بنود                                               

هایی در بسنیناری از                     (. اگرچه متاسفانه چنین ویژگی                            3 شکل      

ها حتی با فاصله ژنتیکی زیناد ننینز مشناهنده                                          ها و سویه           گونه    

 شود.        می  

:   دسموننوسنتنوک          جنس     ج( نتایج مطالعات مولکولی و فیلوژنی                                    

،    A در نمونه های                  16S rRNAنتایج بلاست نشان داد که ژن                           

 A 4     و A               با ننمنوننه            3 89  و    5 89 ،    4  8به ترتی  

و       s o ostoc         s  (دسمونوستوک دانکسیانسنه                       

سیلیندروس رمنوم اسنتنگنننالنه                           با نمونه             A49    8  4 نمونه       

)C     rosp r u  st                          تشابه دارند. ژنpsbA          نینز در

ننوسنتنوک        با نموننه            A49 و      A    ، A 4 ،  A های       نمونه     

 ،    30 81 ،    24 82به ترتی                 Nostoc pu ct for(پانکتیفرمه          

  تشابه داشتند، این مقادیر برای تشنابنه ژن                                          59 84  و      1 84

rpoC1            به ترتین             29 83  و     52 81 ،    5 81 ،    54 81برابر با  

 (.   بود  جدو              A49 و      A    ، A 4 ،  A های       برای نمونه          

  و     31 82به ترتنین             A49 و       A در دو نمونه               rbcLژن    

بنه      A 4 و      A و نمونه           نوستوک پانکتیفرمه                   با نمونه            34 85

 نام پرایمر (3-5)توالی  (bpطول ) دمای انیلینگ منبع

19 52 932 
 A G DGA  G   NGGNA AG  G رفت 

tuf A 
A N G   N  DGG A AA  A     برگشت 

18 53  28 
   G NAA GA  GGGAA G رفت 

rpoC1 
G      G A  A   G       برگشت 

22 55  22 
GA    A  AAAGA GA GAAAA A  رفت 

rbcL 
GAA   GAA    A         A برگشت 

21 50 829 
   A G GGG  GG   GG رفت 

psbA 
 GAG A  A G   G G  برگشت 

 ها. های کارکردی و توالی آن پرایمرهای ژن: 5جدو  

 فاز تعداد سیکل زمان (C˚)دما 

 واسرشت سازی اولیه 1 دقیقه 3 84

 ثانیه 32 84
  

32 

 واسرشت سازی

 اتصا  آغازگر ثانیه 32 4بر اساس جدو  

 گسترش دقیقه 1 2 

 گسترش نهایی 1 دقیقه   2 

 های کارکردی. برنامه دمایی مورد استفاده به منظور تکثیر ژن: 0جدو  
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سیلیندروس رموم استگنننینل                          با نمونه            15 81  و     8  82ترتی        
نیز بنه          A49 و      A های       نیز در نمونه              tufA. ژن      تشابه داشتند            

  تشنابنه بنا ننمنوننه                  28 95  و     22 90ترتنین  دارای             

نیز به ترتی                   A و     A 4 و نمونه           سیلیندروس رموم استگنیل                      

   آنننابنننننا سننیننلننیننننندریننکننا                   تشننابننه بننا            50 95  و     95

  A  b     c     r c                      نشان دادند  جدو )  ).   

 .: کنتر  منفی(  N:دو سویه متفاوت،    و      : سایز مارکر،   سازی.    قبل از خالص      ی    های تکثیر شده به وسیله   استخراج شده و ژن   DNAتصاویر  : 2شکل  

( هورموگونیا در a.  دسمونوستوکهای شناسایی شده از جنس  سویه:  3شکل 

های قطبی در  ( گرهA   ،c ( هتروسیست انتهایی در نمونه A   ،b نمونه 

 ، A ( هتروسیست میانی در ننمنوننه  ،  A هتروسیست میانی در نمونه 

e های رویشی در حا  تقسیم در نمونه  (سلو A49 ،f هتروسیست میناننی )

 ( هتروسیست اننتنهناینی A 4 ،h ( هورموگونیا در نمونه A49 ،g در نمونه 

 . A 4 در نمونه 

 b  tstrapمقادیر   . دسمونوستوکهای جنس  درخت فیلوژنی نمونه:  4شکل 

  Mو   N  ،Mرونوشت و به ترتی  از چپ به راسنت  1222بر اساس 

  در شنکنل نشنان داده شنده انند. 52های بالاتر از  هستند. بوت استرپ

بنه   ( S   c ococcus   o   t s    سینه کوکوکوس الانگناتنسسیانوباکتری 

 (در نظر گرفته شده است.tgr  p  عنوان گروه خارجی  
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های یادشنده بنا                 های مورفولوژی نمونه                     با وجود شباهت ویژگی                   

اما همان طور که در درخت فیلوژنی مشخنص                                      نوستوک،         جنس     

در گنروه           A 4 و      A     ، A های       (، نمونه        4است  شکل          

ی     قرار گرفته اند. نمونه                       نوستوک        و جدا از جنس              دسمونوستوک          

 A49                            و هنمن نننینن          نوستنوک        با کمی فاصله خارج از کلاد

قرار دارد و  از این رو بایستی بررسی بیشتری بر                                               دسمونوستوک            

 روی آن انجام شود.                 

: اسلایندهنای            د( نتایج مطالعات مورفولوژیک جنس کلوتریکس                                        

هر دو با            A47 و     A4 های       میکروسکوپی نشان دادند که نمونه                              

های مورفولوژیکی خا  و مشابه، نزدیک بنه جنننس                                             ویژگی     

مشاهده می گردد،                   5هستند. همان طور که در شکل                           کلوتریکس          

 منتنقنارن        هایی با دو اننتنهنای ننا                      هر دو نمونه دارای فیلامنت                        

     eter p lar                                           هستند، بطوری که تریکوم در ابتدای فیلامنننت )

شوند. رن  ماکروسکوپی این                            تر می       ترند و در انتهاها باریک                         پهن   

ایی و به صورت لایه ضحیم و پارچه مانندی روی                                             ها قهوه         سویه    

پنوشنانند. در ابنعناد منینکنروسنکنوپنی                               محی  کشت را می              

اینی       ها قنهنوه         ( و فیلامنت          a-5ها سبز مایل به زرد                        هتروسیست        

ها همیشه حضور داشته و گناهنی                              (. غلاف      c-5هستند  شکل            

ها بیرون زده و زا ده دم منانننندی تشنکنینل                                        اوقات از تریکوم               

 (.  c-5دادند  شکل              می  

: ننتناینج         نتایج آنالیز مولکولی و فیلوژنی جنس کلوتریکنس                                           ه(      

نشان داد کنه               A47 و     A4 دو نمونه              16S rRNAبلاست ژن         

    Nنزدیک ترین سویه در پایگاه داده 
 میزان شباهت

)   

میزان هم پوشانی 

)   

طو  قطعه
(bp) 

 کد سویه نام ژن کد دسترسی

  s o ostoc         s  
M  9  67.  

8  4 122 1390 M 770 66 16SrRNA-ITS 

 A  

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

82 24 122 933 M 6   97 psbA 

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

81 54 88 010 M 6   99 rpoC1 

C     rosp r u  st           74 7 
  00 64 .  

81 15 122  08 M 6   98 rbcL 

C     rosp r u  st           74 7 
  00 64 .  

90 22 122 921 M 6   00 Tuf  

  s o ostoc         s  
M  9  67.  

89 5  84 1540 M 64     16SrRNA–ITS 

 A 4 

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

81 30 122 402 M 6   94 psbA 

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

81 5 122 04  M 6   9  rpoC1 

C     rosp r u  st           74 7 
  00 64 .  

82  8 122  15 M 6788 0 rbcL 

A  b     c     r c      7    
  00 6 9.  

95 8   89 M 6   96 Tuf  

  s o ostoc         s  
M  9  67.  

89 3 84 1549 M 64     16SrRNA-ITS 

 A   

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

84 1  122 328 M 66 8   psbA 

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

81 52 122 013 M 66 8   rpoC1 

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

82 31 122  92 M 66 8   rbcL 

A  b     c     r c      7    
  00 6 9.  

95 50 122  55 M 66 8 4 Tuf  

C     rosp r u  st           74 7 
  00 64 .  

8  4  122 1342 M 64   8 16SrRNA-ITS 

 A49 

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

84 59 122 553 M 66 8   PsbA 

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

83 29 122 025 M 66 8 7 rpo   

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

85 34 122   2 M 66 8 6 rbc  

C     rosp r u  st           74 7 
  00 64 .  

95 28 88  41 M 668    Tuf  

 .دسمونوستوکجنس  های سیانوباکتری های جداشده از نمونه ژن مشخصات:  جدو  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DWSXNAU6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DWPEZSDX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP003642.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=DWRWBJ2V014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP003642.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DWUHT3WR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DX8E5H88014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DX9T7RR6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP003642.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DX8YYEAX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP003659.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXAXM0UP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DZ08UD7A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DZ0XMD6H015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DZ0U28PD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP003659.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DZ2CR23E014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E2B5V06E014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E2D55MPN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E2BNE7V6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP003642.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E2DV9S2C014


 سارا کبیر نتاج  و همکاران. ژنی دار مزارع برنج استان مازندران با تاکید بر رویکرد چند های هتروسیست برخی از سیانوباکتری شناسایی .1389ها، سا  دوازدهم شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

 

220 

هنای       ها بیشترین تشابه را بنه تنرتنین  بنا جنننس                                     این سویه        

     3 85  و     12 85بنا           A  b(    آنابنا      و   دسمونوستوک            

ها از لحاظ مورفولوژیکنی                          میزان تشابه داشتند. اگرچه این جنس                                 

از هم خیلی فاصله دارند ولی ممکن است در درخت تبارزاینی                                                      

های اشتباه پیشین، در کنار هم قرار بگیرند. در                                                به دلیل شناسایی               

    2 98  و     20 98به ترتی               ropژن      A47 و     A4 دو نمونه          

و ژن      (     Ro o t       o      s s        روهولتیلا موجاوینسیس                   با    

rbcL             تشابه           نوستوک پانکتیفرمه                   با      22 81  و     44 81به ترتی

 (.  9نشان دادند  جدو                   

هایی هستند که ننیناز بنه                         هم از جمله جنس              کلوتریکس          جنس     

(   0بازبینی دارد همان طور که در درخت فینلنوژننی  شنکنل                                               

مشخص است این جنس سه گروه مجزا تشکیل داده است کنه                                                 

فیلتیک بودن این جنس  اسنت. احنتنمنالا در                                       نشان دهنده پلی              

جداشده و          کلوتریکس          های متعددی از                 های پی  رو جنس                سا    

 به عنوان جنس جدید معرفی خواهند شد.                                  

های معرفی شده به کمک ژن کنارکنردی                                   و( آنالیز فیلوژنی سویه                      
rpoC1            های کارکردی بررسنی شنده، ژن                             : از میان ژنrpoC1  

یابی شد، نتناینج                  ها تکثیر و توالی                  علاوه بر اینکه در تمامی سویه                           

ها و هنمن نننینن               آنالیز فیلوژنی آن نیز نتایج موفولوژیکی نمونه                                            

 (.     را تایید کرد  شکل                     16S rRNAنتایج فیلوژنی ژن                  

،    A هنای       همانطور که در شکل زیر مشخص است ننمنوننه                                    

 A 4     و A                              نوستوک انتوفیتوم                بیشترین نزدیکی را به جنس  

    Nostoc   top  tu                                  نشان دادند، شناینان ینادآوری اسنت ) 

 جنننس         که این جنس در منطنالنعنات بنعندی در دسنتنه                                  

 ننینز بنا          A49 اسنت. ننمنوننه              قرار گرفنتنه          دسمونوستوک            

دسموننوسنتنوک            های مورفولوژیک مشابه با                           وجودی که ویژگی              
 16S rRNAهمان گونه که در درخت رسم شنده بنا ژن                                        دارد    

 ننوسنتنوک          (، در خارج از دسنتنه                  4نیز مشخص است  شکل                     

 قرار گرفته اسنت و بنننابنراینن ننیناز بنه                                   دسمونوستوک            و     

 تری خواهد داشت.                   های دقیق          تحقیقات و بررسی               

نیز بیشترین نزدیکی را بنا جنننس                                A47 و     A4 های       نمونه     

نشان داده اند و بنابراین ننتناینج منورفنولنوژی و                                            کلوتریکس          

 . کنند      فیلوژنی پیشین را تایید می                         

مربو  به جنس  A47 و  A4 های  مشخصات مورفولوژیکی نمونه:  5شکل 

ها در ابتدای فیلامنت، کروی و سبنز رنن  در  ( هتروسیستa  کلوتریکس.

( غلاف ژلاتینی اطراف ترینکنوم A4  c ( هورموگونیا در سویه A4  b سویه 

  A4 ی غلاف که مانند دم شنده اسنت در سنوینه  ایی رن  و ادامه قهوه

 .A47 ( هورموگونیا در سویه A47 e,f ( هتروسیست در سویه  

    Nنزدیک ترین سویه در پایگاه داده 
 میزان شباهت

)   

میزان هم پوشانی 

)   

طو  قطعه
(bp) 

 کد سویه نام ژن کد دسترسی

  s o ostoc         s  
M  9  67.  

85 12 122 1414 M 9 6 0  16SrRNA-ITS 

 A4 

Ro o t       o      s s 
  4     .  

98 20 122 024 M 99     rpoC1 

Nostoc pu ct for       7  0  
  00 0 7.  

81 44 122  12 M 96740  rbcL 

A  b     c     r c      7    
  00 6 9.  

82 2  122 501 M 99  44 Tuf  

A  b     c     r c      7    
N _ 0 4 7.  

85 3  88 1412 M 9 6 08 16SrRNA-ITS 

 A47 

A    ostoc  orp op  st cu  
  40 609.  

81 2  122   8 M 99   0 PsbA 

Ro o t       o      s s 
  4     .  

98 2 122 011 M 99  4  rpoC1 

Nostoc pu ct for       7  0 , 
  00 0 7.  

81 22 122 084 M 9674 7 rbcL 

 . کلوتریکسجنس  های سیانوباکتری های ایزوله شده از نمونه ژن مشخصات: 9جدو  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY423331.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=DWN69KAE014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_186463002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=DWMZ47BH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP003659.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=DWNE2WAB015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY401609.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E2A2363801R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY423331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E2B24H9T01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP001037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E2AFEFPD01R
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 بح    

مورد توجه  1882تنوع زیستی موضوعی است که از دهه 

محققین قرار گرفته است، این مطالعات با اهداف متفاوتی چون 

ها و یا اکوسیستم صورت  بررسی تنوع ژنتیکی، شناسایی گونه

  an D  گرفته است. بر طبق اطلاعات موجود در پایگاه داده 

 323گونه سیانوباکتری از مجموع  2089تعداد  2213تا سا  

شود این گروه از  جنس معرفی شده است و تخمین زده می

(. 22گونه داشته باشند   0292ها حدود  میکروارگانیسم

نوستوک ی مورفولوژیکی نشان داد که جنس  مطالعات گسترده
( و نیاز به اصلاحات تاکسونومیکی 9جنسی پلی فیلتیک است  

نوستوک های مختلفی از جنس  دارد. در سا  های اخیر جنس
( که  uscoru  .    دسمونوستوک موسکوروماند.  تفکیک شده

(  N.  uscoru   نوستوک موسکورومدر مطالعات قبلی با نام 

های متعدد با  بود، به دلیل مطالعات و بازبینی گزارش شده 

فازیک معرفی شد. اگرچه بسیاری از مشخصات  رویکرد پلی

است، اما وجود  نوستوکمورفولوژیک این جنس مشابه با 

های  های بلند، اکینت های شاخصی چون فیلامنت ویژگی

های  های موسیلاژی ضخیم و تریکوم زنجیروار و نبود لایه

هم پیچ خورده، شناسایی مورفولوژیکی این جنس را  فشرده به

های نوین شناسایی و  کند. هم نین با پیدای  روش تر می آسان

های  اضافه شدن سایر پارامترها در امر شناسایی مانند روش

های  های اکولوژیک، تفاوت مولکولی و در نظر گرفتن ویژگی

مشخص شده است که  نوستوکهای جنس  بیشتری میان گونه

های مختل  اما با  در نهایت منجر به تفکیک این جنس به جنس

های مشابه بیشتری شد. علاوه بر این، جنس  ویژگی

 در درخت تبارزایی نیز خارج از کلاد جنس دسمونوستوک

نیز اولین بار در کلوتریکس (. جنس 23گیرد   قرار می نوستوک

های  معرفی شد. این جنس عمدتا شامل گونه 1990سا  

های در  ی درختان و درخت ه اپیفیتیک  محل زندگی: پوسته

ها( است به طوری  حا  رشد( و اپیلیتیک  محل زندگی: صخره

های  اند و گونه گونه از این دست شناسایی شده 02که حدود 

 (. 24اند   محدودی نیز در مناطق ساحلی گزارش شده

بنر   b  tstrap  مقادیر.   A47 و  A4 های  درخت فیلوژنی نمونه: 0شکل 

  Mو   N  ،Mرونوشت و به ترتی  از چپ به راسنت  1222اساس 

انند.    در شنکنل نشنان داده شنده52های بالاتر از  هستند. بوت استرپ

( tgr  p  به عنوان گروه خارجی   سینه کوکوکوس الانگاتسسیانوباکتری 

 در نظر گرفته شده است.

منربنو  بنه تنمنامنی   Nبه روش  rpoC1درخت فیلوژنی ژن :   شکل 

روننوشنت  1222بر اسناس  b  tstrap  مقادیر.  های مورد بررسی نمونه

 باشد. می
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برداری شده در این تحقیق همگی شالیزارهای  مناطق نمونه

شوند. این  اند که در فصل کشت غرقاب می استان مازندران بوده

ها  مناطق با رطوبت بالا شرای  مساعدی برای رشد سیانوباکتری

ها با تثبیت نیتروژن  کنند، هم نین این میکروارگانیسم فراهم می

رسانند. طبق نتایج بدست آمده  به رشد گیاه برنج یاری می

های سیانوباکتری در این مطالعه  به خوبی در محی   نمونه

های تمایز یافته هتروسیست  رشد کرده و سلو  G -  0کشت 

در فقدان نیتروژن کاملا  اهر شدند و مراحل شناسایی 

ها به  مورفولوژیک را تسهیل کردند. آلودگی سیانوباکتری

سیانوباکتری و باکتری به کمک رقیق سازی سریالی کاملا 

از  mg/   22حذف گشته و آلودگی قارچی نیز به کمک افزودن 

قار  ک  سیستمیک بنومیل به محی  جامد کنتر  گردید، 

اگرچه در مطالعات مختل  جهت کنتر  آلودگی قارچی از 

 (. 25شود   ترکیبات دیگری مانند سیکلوهگزامید هم استفاده می

ها،  باوجود این که شکل فیلامنت، موقعیت و شکل هتروسیست

ی موسیلاژی اطراف  حضور و نبود اکینت و هم نین لایه

های آشکار و مهمی در شناسایی موفولوژی  ها از نشانه تریکوم

ها است، اما نتایج مورفولوژیک بدست آمده  سیانوباکتری

بایست با نتایج مولکولی و فیلوژنتیکی تکمیل شود. چرا که  می

ها در تاثیر شرای  محیطی است و  مورفولوژی سیانوباکتری

های مختل   اهری متفاوتی داشته  ممکن است در محی  کشت

(. در مطالعه حاضر، پس از شناسایی مورفولوژی، 20باشد  

یابی شد  پرایمر داخلی توالی 5به کمک  16S rRNAتوالی ژن 

ها و در نتیجه  تر توالی تر و دقیق که نتیجه آن خوان  کامل

های سیانوباکتری بوده است.  صحت بالای شناسایی نمونه

هایی که به عنوان مارکرهای مولکولی در آنالیز فیلوژنی به  ژن

روند می بایست عمومی باشند، به صورت افقی انتقا   کار می

پیدا نکنند و هم نین فاقد موتاسیون در مناطق خاصی باشند. 

  r NAاگرچه توالی نوکل وتیدی زیرواحد کوچک 

 16S rRNAها دارد  ( بیشترین کاربرد را در شناسایی پروکاریوت

و ابزار قدرتمندی در آنالیز فیلوژنتیکی است ولیکن به دلیل 

سرعت آهسته در تکامل و انتقا  افقی آن، اغل  برای شناسایی 

در سطح گونه مناس  نیستند و علاوه بر این، انعکاس تکامل 

ایی نیست. در واقع با وجود  یک ارگانیسم با یک ژن کار ساده

اینکه شناسایی با یک ژن سرعت بالایی دارد ولیکن قدرت 

ها ندارد. از این رو امروزه برای  کافی در نشان دادن تفاوت

های متعدد به صورت هم زمان  تر، از توالی شناسایی دقیق

(. در 4شود که به رویکرد چندژنی  معروف است   استفاده می

های نوکل وتیدی  ی اخیر گزارش های متعددی توالی دو دهه

، r  ،rpoC1،rpo 1 ،rbcL  ی پروت ین مانند  های کد کننده ژن

tufA  وpsbA  16را در کنارS rRNA  در راستای این رویکرد و

 (. 21اند   تر سیانوباکترها به کار برده برای شناسایی دقیق

تری نسبت  در مقالات متعدد به عنوان مارکر مناس  rpoC1ژن 

در تفکیک جنس و گونه ها معرفی شده  16S rRNAبه ژن 

های نزدیک بهم در  است. چرا که نواحی متفاوت در میان گونه

باشد. با این وجود  می 16S rRNAبسیار بیشتر از ژن  rpoC1ژن 

تر  توانند به شناسایی دقیق های کارکردی اگرچه می توالی ژن

های داده در مورد این  کمک نماید، اما به دلیل غنی نبودن پایگاه

ی  ها، نتایج بدست آمده اغل  چندان دقیق نیستند و از نمونه ژن

های  ی زیادی دارد. در این تحقیق از ژن مورد بررسی فاصله

به منظور شناسایی  psbAو  tufA ،rbcL،  rpoC1کارکردی 

 rpoC1و  rbcLها استفاده شد. از این میان دو ژن  تر نمونه دقیق

یابی شدند و برای رسم درخت  ها تکثیر و توالی در تمامی نمونه

ها  دقت بالاتری در تفکیک نمونه rpoC1استفاده شدند. اما ژن 

را کاملا  16S rRNAنشان داد. به طوری که نتایج فیلوژنی ژن  

( از γکدکننده زیر واحد گاما   rpoC1تکمیل و تایید کرد. ژن 

پلیمراز است. زیرواحد گاما از دو بخ  تشکیل  NA آنزیم 

شود.  کد می  rpoCو  rpoC1ی ژن های  شده است که بواسطه

 rpoC1ژن   188( در سا   le   &  aleni  تلدو و پالنیک  

در  16S rRNAرا به عنوان ابزار مفیدی به منظور کمک به ژن 

راستای شفافیت بیشتر در ارتباطات فیلوژنیک عنوان کردند. 

در تفکیک درست  rpoC1نتایج تحقیق حاضر نیز قدرت ژن 

 دهد و نتایج مورفولوژی و فیلوژنی ژن ها را نشان می جنس

16S rRNA کند.  را تایید می 

سازی  فیلوژنتیکی با استفاده از این مارکر به شفاف  مطالعه

ها و ساختار و تفاوت  ارتباطات فیلوژنتیکی میان سیانوباکتری
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کند و علاوه  های سیانوباکتری کمک می ایی جمعیت درون گونه

ها و حضور  بر آن شاهدی بر منشا کلروپلاستی سیانوباکتری

 (. 2باشد   ها می مسیرهای تکاملی متفاوت میان باکتری

ها در  دهد پراکندگی سیانوباکتری مطالعات نشان می

های مختل  متفاوت است، بر اساس برخی  اکوسیستم

گزارشات این پراکندگی به فاکتورهایی چون ضری  هدایت 

خاک بستگی   pتر  الکتریکی، سدیم قابل تباد  و از همه مهم

اند که عوامل  (، برخی محققین نیز گزارش کرده11دارد  

، هدایت الکتریکی، محتوی نیتروژن،  pفیزیکوشیمیایی مانند 

ها در  فسفر و کربن آلی تاثیری بر تنوع و پراکندگی سیانوباکتری

ها  بهینه برای رشد سیانوباکتری  pمزارع برنج ندارد. بطور کلی 

باشد اگرچه توانایی بالا در  می 5  -12در شرای  آزمایشگاهی 

موج  گردیده قادر به زندگی   pی بزرگی از  تحمل گسترده

در مناطق وسیع اکولوژیکی شوند، ولیکن تمایل آنها به زندگی 

 های اسیدی است  در شرای  قلیایی بیشتر و بالاتر از محی 

 29  .)p  های نمونه برداری شده نزدیک به قلیایی و در  خاک

گزارش شده است. در این مطالعه بر اساس  45  -0 9بازه 

نمونه  4شناسی و نتایج مولکولی و فیلوژنی،  های ریخت ویژگی

معرفی کلوتریکس نمونه از جنس  2و  دسمونوستوک از جنس

باشد  می نوستوکاسهاز خانواده  دسمونوستوکشدند. جنس 

ی غال  در این بررسی را تشکیل  بنابراین این خانواده، خانواده

با دو نمونه از یک جنس سهم  ریوولاریاسهی  دهد و خانواده می

تری در این مطالعه داشته است. طبق گزارش های پیشین نیز  کم

های  خانواده غال  در مطالعات بر روی سیانوباکتری نوستوکاسه

 (.28و  29باشد   مزارع برنج می

های مهم مزارع برنج است چرا  نیز از جنسکلوتریکس جنس 

ها نشان  (. بررسی32که نق  مهمی در تثبیت ازت دارد  

کیلوگرم نیتروژن در هر هکتار در  9 0-0 32دهد این جنس  می

کند. این جنس در گزارش های متعددی به عنوان  سا  تثبیت می

(. 31و  32سویه تثبیت کننده مزارع برنج معرفی شده است  

ها با توجه به شرای  و  بنابراین تنوع و گستردگی سیانوباکتری

باشد برای مثا  در  های مناطق مختل ، متفاوت می ویژگی

 32دار کلات نادری حدود  های هتروسیست بررسی سیانوباکتری

اند  های مورفولوژیک شناسایی شده نمونه تنها با کمک ویژگی

، کلوتریکس، نوستوککه همگی مربو  به چهار جنس مطر  

ایی  ( و هم نین در مطالعه32اند   بودهآنابنا   وسیلیندروس رمم 

های تثبیت کننده ازت در مزارع برنج  که بر روی سیانوباکتری

جنس شناسایی شدند.   گونه از  22کشور هند صورت گرفت 

ها   گونه بیشترین سهم را در میان جنس 12با  آنابنادر این میان 

(  Au os r   الوسیرا( و A  b   ops s   آنابنوپسیسدارا بود و 

گونه و در  9  نوستوکگونه،  4  سیلیندروس رممگونه،  3هرکدام 

 نودولاریا( و  Ap    zo   o   آفانیزومنوننهایت 
 No u  r   33گونه داشتند   1( هرکدام .) 

دار به دلیل تثبیت کربن بر اسناس  های هتروسیست سیانوباکتری

های فتوسنتزی و تثبیت نیتروژن، یکی از مهمترین تامنینن  فرایند

آینند و  های منابع آلی خاک و حاصلخیزی آن به شمار می کننده

(. علاوه بنر 34شوند   در نهایت موج  افزای  محصولات می

ها، قادرند با اتصا  به ذرات خاک، خصوصیات  این سیانوباکتری

فیزیکی و شیمیایی خاک زراعی را نیز بهبود بخشند و شندت 

فرسای  خاک را کاه  دهند و هم نین موج  بهبود هداینت 

هیدرولیکی و افزای  قابلیت نفوذ خاک شوند. از دیگر فنوایند 

هنای  توان به ترشح هورمنون ها در خاک می حضور سیانوباکتری

تنرینن  (. اکسین متداو 35تنظیم کننده رشد گیاهی اشاره نمود  

ها می باشد کنه  ی سیانوباکتری ترشح شده بواسطه  فیتوهورمون

هنا از جنمنلنه  های گوناگون سیانوباکنتنری تولید آن در جنس

(. بنابراین حضور 30گزارش شده است  کلوتریکس   و نوستوک

ها در مزارع، ضمن افزای  عملکرد منحنصنو  و  سیانوباکتری

بهبود شرای  خاک، از ضررهای ناشی از کودهای شیمیایی ننینز 

 .  ( 3کاهد   می

 

 نتیجه  یری          

ها با اسنتنفناده  نتایج نشان داد مطالعات فیلوژنتیکی سیانوباکتری

سازی ارتباطات فیلوژنتیکی منینان  به شفاف rpoC1مارکر ژنی 

هنای  اینی جنمنعنینت آنها و ساختار و تفناوت درون گنوننه

کند و علاوه بر آن شاهدی بنر منننشنا  سیانوباکتری کمک می

ها و حضور مسیرهای تکاملی متفاوت  کلروپلاستی سیانوباکتری
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 rpoC1باشد. نتایج این تحقیق نیز قدرت ژن  ها می میان باکتری

ها و تایید نتایج مورفولوژی و فیلوژننی  در تفکیک درست جنس

های تثبیت کننده ازت را نشنان   در سیانوباکتری  16S rRNAژن 

 . دهد می

 

 م ح ات اخ قی            

 نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عندم سنرقنت ادبنی، 

انتشار دوگانه، تحری  داده ها و داده سازی را در این منقنالنه 

 رعایت کرده اند.

 ت کر و قدردانی              

 نویسندگان این مقاله از منرکنز منلنی منننابنع منینکنروبنی

  Nati nal  enter f r Micr bial  es  rces )   واقع در شنهنر

پونا، کشور هند و هم نین پژوهشکده ژنتیک و زیست فنناوری 

کشاورزی طبرستان، به دلیل همراهی و فراهم آودن امنکناننات 

 . لازم این پژوه ، کما  امتنان را دارند

 
 تعار  در منافع              

 وجود ندارد.           
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Abstract 

Background & Objectives: In the past, the classification of cyanobacteria was only based on the 

morphological characteristics; however other markers such as accurate molecular methods have 

been recently used. This study aimed to identify several heterocystous cyanobacteria by  

polyphasic taxonomy and to investigate the multigenic approach in enhancing the accuracy of  

 cyanobacterial identification. 

Materials & Methods: After analyzing the morphological features and initial identification, the 

16SrRNA gene along with tufA, rbcL, psbA, and rpoC1 functional genes were used to evaluate the 

taxonomic status and phylogenetic relationships. For this purpose, after DNA extraction,  

amplification and sequencing of gene fragments, the exact position of the strains was determined 

by making phylogenetic trees, based on the corresponding genes using MEGA software.  

Results: Among  the functional genes studied, the rpoC1 gene was able to discriminate genera 

very well, a result that completely confirmed 16SrRNA phylogenetic results. Finally based on the 

results, 4 samples from the Desmonostoc genus and 2 samples from the Calothrix genus were  

introduced.   

Conclusion: The results of this study demonstrate the ability of the rpoC1 gene to discriminate 

genera correctly and confirm the morphological and phylogenetic results of 16SrRNA gene  

analysis. A phylogenetic study using the rpoC1 gene marker helps to clarify phylogenetic  

relationships among cyanobacteria. Moreover, it provides further evidence of their chloroplast 

origin and the presence of different evolutionary pathways among them. 
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