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چکیده
طیف وسیعی از ها با توانایی تولید هاي سیانوباکترياي متشکل از سویهتهران، اکوسیستم پیچیدهشرقدریاچه لواسان واقع در شمال

ها و حیوانات شوند. با توجه به گزارش حضور ترکیبات طبیعی سمی است که ممکن است منجر به بروز مشکلات فراوان و یا حتی مرگ انسان
دریاچه سازي شده از آب شناختی و فیلوژنی سویه سمی خالصهاي ریختهاي سمی سیانوباکتریایی در دریاچه لواسان، در این مطالعه، بررسیسویه

ژن مبنی بردست آمده از درخت فیلوژنی رسم شده براساس نتایج بهو آي.تی.اس. صورت گرفت. 16S rRNAهاي ژنی نشانگرمذکور، با استفاده از 
16S rRNA ،هاي غیرسمی با سویه سمی سویهAnabaena sp. B3 (CCC B3) ،رسد که بندي نشدند. به علاوه، به نظر میدرون یک کلاد خوشه

سویه ترین تفاوت نشان داد که مهمMfoldبا استفاده از آي.تی.اس. توانایی تولید سم در طول زمان از بین رفته است. نتایج حاصل از آنالیز ژن 
Anabaenaسمی  sp. B3هاي غیرسمیبا سایر سویهAnabaena sp. نی در دو طرفه میاهاي لوپ انتهایی دو طرفه و تعداد لوپ، تعداد نوکلئوتیدهاي

جزو نخستین تحقیقات حاضر،مطالعهها تفاوتی نداشت. کدام از سویهدر هیچB Boxمارپیچ ساختمان است. این در حالی است که D1-D1مارپیچ 
انجام شده روي فیلوژنی مولکولی سیانوباکتریوم سمی در دریاچه لواسان است.

16S rRNA،Internal Transcribed Spacer (ITS)سیانوباکتري، بندي، خوشههاي ساختاري، ژناکوسیستم، هاي کلیدي:واژه

Molecular phylogenetic study of toxic cyanobacterium Anabaena sp. strain B3 isolated from
Lavasan Lake, Tehran (Iran)
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Summary
Lavasan Lake situated in the north-east of Tehran (Iran) is a complex ecosystem of cyanobacterial strains with an ability to

produce a wide range of toxic natural compounds that may lead to many problems or even death of humans and animals. Based on
the report of toxic cyanobacterial strains present in the Lavasan Lake, the morphological and phylogenetic study of the toxic strain
purified from Lavasan Lake water, was performed using 16S rRNA and ITS gene markers. According to the results, the phylogenetic
tree was drawn based on 16S rRNA gene, non-toxic strains with the toxic strain Anabaena sp. strain B3 (CCC B3) were not clustered
within a cloud. In addition, the ability to produce toxins appears to be lost over time. The results of ITS gene analysis using Mfold
showed that, the most important difference between the toxic strain Anabaena sp. B3 with other non-toxic strains of Anabaena sp.
has the number of nucleotides at terminal bilateral bulge and the number of loops at bilateral bulge in the D1-D1 helix. However,
Box B helix structure was not different in any of the strains. This is the first report of molecular phylogeny of a toxin-producing
cyanobacterium isolated from the Lavasan Lake.

Keywords: Cluster, ecosystem, Internal Transcribed Spacer (ITS), structural genes, 16S rRNA
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مقدمه
هایی گرم منفی با سابقه تکاملی ها، باکتريسیانوباکتري

به انجام بسیار طولانی و تنها موجودات پروکاریوتی که قادر 
Price(فتوسنتز اکسیژنیک هستند et al. تنوع در ). 2007

هاي شیرین، شور، به عنوان مثال آب(هاشناسی و زیستگاهریخت
هاي خشک و مرطوب)، نشانگر حضور طیف وسیعی از خاك

هاي ترکیبات طبیعی است که بقاي این موجودات را در مکان
et alLiu.2014,(سازدپذیر میاکولوژیکی و رقابتی امکان

. 2020 a,b,et alNowruzi,. 2021aletJafari Porzani

a2018.et alNowruzi(.ها سموم تولید شده در سیانوباکتري
توسط چندین کمپلکس آنزیمی به طور غیرریبوزومی تولید 

Nowruziشوند (می et al. 2017aهاي ترین جنس) و عمده
,Microcystisسیانوباکتریایی تولیدکننده سم  Planktothrix,

Phormidium, Anabaena/Dolichospermum, Nostoc,

Hapalosiphon وFischerella) هستند(Nowruzi & Porzani

2021.
جانوران آبزيهاي هاي کبدي و مسمومیتشیوع بیماري

در دریاچه لواسان، منجر ها ماهیمرگ و میرافزایش به ویژه 
به انجام تحقیقات وسیعی در زمینه شناسایی سم تولید شده توسط 

.)a2021Lorenzi&Nowruzi(هاي سیانوباکتریایی گردید سویه
هاي سیانوباکتریایی سمی، در واقع، دریاچه لواسان با وجود آرایه

کثیر هاي گرم سال، مکان مناسبی براي تبه ویژه در ماه
ها و بروز شکوفایی جلبکی است هاي سمی سیانوباکتريسویه

)b2021Lorenzi&Nowruzi( . ،شناسایی دقیق بنابراین
بسیار ،هاي تولیدکننده سم و تشخیص نوع سم تولید شدهسویه

).aletRajabpour.2019(دهنده خواهد بود آگاهی
ها، مشکلات هاي سیانوباکتريشناسی متنوع سویهریخت

ها ایجاد نموده، چرا که اغلب بسیاري را براي تاکسونومیست
هاي نادرست شده است. بنابراین، براي بررسی موجب شناسایی

هاي نشانگرشود که از ها، توصیه میارتباطات ژنتیکی بین سویه
در واقع، . )b0212Nowruzi & Lorenzi(مولکولی استفاده گردد 

ایجاد شده در دلیل واریاسیون بهکلیدهاي شناسایی موجود 
، امروزه نیاز به هاي سیانوباکتريشناختی سویههاي ریختویژگی

دهد که تاکسونومی بازنگري دارند. تحقیقات جدید نشان می
ها با شناسی نمونههاي ریختصحیح باید ترکیبی از خصوصیت

شامل اطلاعات ) polyphasic approaches(هاي چندفازيروش
تاکسونومی فنوتیپیک، کموتاکسونومیک و ژنوتیپی باشد. 

هاي ژنتیکی، امکان استنباط فیلوژنی موجودات را براساس توالی
در برابر بسیاري از DNAهاي سازد. در واقع، توالیفراهم می

هاي عوامل محیطی در مقایسه با تعداد فراوانی، از ویژگی
).b2018.et alziNowru(شناختی تأثیرپذیر نیستند ختری

هاي مولکولی، آنالیز توالی ژندر میان بسیاري از روش
S rRNA16اي مفید براي جستجوي روابط عنوان وسیلهبه

ها به اثبات رسیده است. در فیلوژنتیک در میان سیانوباکتري
غیرکدکننده هايهاي مولکولی توالی ژننشانگراستفاده از واقع،

نقش مهمی در استنتاج روابط فیلوژنتیکی و پروتئین
هاي ها دارد. آر.ان.اي. ریبوزومی یا ژنشناسایی سیانوباکتري

کننده، به عنوان نشانگرهاي فیلوژنی در میان رمزگذاري
هاي متنوع، به خوبی رواج دارد. به علاوه،میکروارگانیسم

rRNAهاي قدیمی و بسیار محافظت شده هستند. ها، مولکول
ها، ثبات پراکنش عمومی در پروکاریوت، S rRNA16ژن 

عملکردي دارد که ضمن دارا بودن نواحی حفاظت شده و تنوع، 
اي بزرگ و همچنین محتواي نسبتا زیاد اطلاعات داراي اندازه

خوب درنشانگراست که همه این موارد، آن را به یک ژن 
S rRNA16هاي ژن سازد. به علاوه، توالیفیلوژنی مبدل می

گیرند و پایگاه اطلاعاتی بزرگی را به آسانی روي هم قرار می
پذیر ها را امکاندهند و همین امر مقایسه بین سویهتشکیل می

هنوز S rRNA16پذیري ژن سازد. به هر حال، قدرت تفکیکمی
Nowruziدر حد جنس است ( et al. 2017b.(

و میزان S rRNA16طبیعت محافظت شده به دلیل 
کنندههاي رمزگذاريدر مقایسه با ژن،تکامل و تنوع کمتر

هاي به هم مرتبط، پروتئین، براي مطالعات فیلوژنتیکی ارگانیسم
. در نتیجه، محققان، مناطق متنوع باشدمیکمتر قابل استفاده 

16S-23Sرونویسی شدهدیگري مانند مناطق فضایی داخلی 

(ITS)ها، منطقه دهند. در سیانوباکتريرا مورد استفاده قرار می
16S-23S ITSهاي ، ژنtRNA هم در طول و هم در توالی

نوکلئوتیدي بسیار متنوع است. بنابراین، اطلاعات توالی این 
تواند وسیله ارزشمندي براي تحقیقات فیلوژنتیکی منطقه می

وS rRNA16ونی رونویسی شده بین فضاي درITSباشد. 
S rRNA23ها از سطوح تیره تا است که براي شناسایی آرایه

گونه کاربرد دارد. 
اگرچه منطقه آي.تی.اس. خود هیچ ژنی را رمزگذاري 

هاي آر.ان.اي. بسیار مهم و کند، اما ممکن است شامل ژننمی
tRNAGluو یا tRNAAlaو tRNAIIeکاربردي مانند 

ها علاوه، انتقال افقی ژن. به )2021Nowruzi & Soares(باشد
ها نیز نقش بسیار مهمی در تشکیل ساختمان ژنومیک باکتري

ها ها و هم حذف تعدادي از ژندارد. در واقع، هم انتقال افقی ژن
هاي هاي سمی در سویهدر طول زمان منجر به پراکنش ژن
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Tillettها شده است (مختلف سیانوباکتري et al. 2001,

Mikalsen et al. 2003, Jenke-Kodama et al. 2006,
Zhaxybayeva et al. 2006, Moustafa et al. 2009, Szöllősi

et al. 2012,.(
در ایران، مطالعات بسیار اندکی که روي چندفازي 

ها انجام شده، بیشتر محدود به بررسی بیوسنتز سیانوباکتري
Nowruziاطق مختلف است (ترکیبات زیست فعال در من et al.

2012, 2013, Nowruzi et al. 2018c, Nowruzi et al. 2019

a,b که در مطالعات اخیر توسط نوروزي و همکاران ). از آن جایی
)a2021 از چهار سویه مطالعه شده ،(Anabaena sp. تنها یک ،

کننده و تولیدana Cسویه حاوي ژن کلاستر بیوسنتزکننده 
، )a2021Lorenzi&Nowruzi(بود aنوروتوکسین هموآناتوکسین 

لذا در مطالعه حاضر، بر آن شدیم تا به مطالعه فیلوژنی مولکولی 
هاي با تکثیر ژنAnabaenaشناسی سیانوباکتري سمیو ریخت

ساختاري در دریاچه لواسان بپردازیم. استراتژي استفاده شده در 
ها و نقش به گسترش دانش تنوع سیانوباکترياین مطالعه،

ها در تاریخ تکاملی ترکیبات سمی در این انتقال افقی ژن
اکوسیستم کمک به سزایی خواهد کرد.

روش بررسی
آوري، کشت و آنالیزهاي فنوتیپیکالف) جمع

شرق شمالهاي آب از دریاچه لواسان واقع در نمونه
از ، E443651 ،N364835با مختصات جغرافیایی تهران

متري دریاچه به کمک تا عمق ده سانتیآب سطح 
علاوه برها برداريآوري گردید. نمونههاي پلاستیکی جمعبطري

بنتیک و چسبیده به سطوح ، از هاي پلانکتونیسیانوباکتري
قسمت کهدقت شد،برداريهنگام نمونه. شدانجام نیز مختلف 

باشد شتهدادفوقانی ظروف خالی بماند تا هوا به اندازه کافی وجو
)a2021Nowruzi & Lorenzi( . 11محیط کشت جامدBG فاقد

هاي سیانوباکتري آماده سازي سویهبراي کشت و خالصنیترات
تنظیم گردید. 1/7محیط کشت مورد نظر در حد pHگردید. 
هاي سیانوباکتریایی در داخل هاي پتري محتوي پرگنهتشتک

متر برفوتونمیکرومول 60تا 40اتاقک رشد با شدت روشنایی 
درجه سلسیوس قرار داده شدند 28±2و دماي مربع بر ثانیه

)a2021Lorenzi&Nowruzi(.
مختلفيهاسازي سویهخالصبه منظور جداسازي و 

Anabaena،هاي مختلف در شرایط مقداري از هر پرگنه با رنگ
سترون و زیر لومینار فلو توسط لوپ برداشته و روي محیط 
کشت جامد به صورت زیگزاگ کشت داده شد. به منظور 

هاي به دست آمده، سه تا ها از کشتسازي سیانوباکتريخالص
شد تا کاملا از خالص بودن آن پنج بار کشت مجدد تهیه 

چهار هفته تابین یک ،اطمینان حاصل شود. جهت انکوباسیون
2020Nowruzi.et alHosseini(زمان در نظر گرفته شد 

ها، از تلقیح در منظور اطمینان از خالص بودن سویهبه ). 2019,
R2ALAB163محیط کشت  (R2A) استفاده گردید. بعد از

آماده شدن هر محیط، با سر سرنگ سترون زیر لومینار فلو، 
هاي خالص شده به صورت نقطه نقطه دور مقداري از نمونه کشت

تا دور تشتک پتري تلقیح شد. در طول آزمایش سعی گردید از 
برداري انجام شود. سپس تمام سطح کشت خالص شده، نمونه

درجه سلسیوس 22شده، در دماي هاي پتري تلقیح تشتک
3درجه سلسیوس به مدت 30روز و یا در دماي 7تا 5به مدت 

روز قرار داده شد و پس از رشد، وجود و یا عدم وجود پرگنه در 
). et alAbbaspour.2020اطراف هر نقطه بررسی گردید (

با میکروسکوپ نوري ها، شناختی سیانوباکتريریختاحلمر
. )1(شکل گردیدبرداريعکسمجهز به میکرومتر مدرج 

&1989Anagnostidis,معتبر (ها براساس کلیدهاي شناسایی

Komárek2020Komárek(.پارامترهاي در نظر صورت گرفت
عبارت بودند از: طول شناسی ریختهاي گرفته شده براي بررسی

هتروسیست و آکینت، شکل هاي رویشی، و قطر سلول
ها، فاصله بین سلول انتهایی، شکل فیلامنتشناسیریخت

ترین ها و همچنین فاصله بین هتروسیست و نزدیکهتروسیست
ي هاها). پرگنهبه عنوان تعداد سلولآکینت (محاسبه شده

در مجموعه کشت میکروبی هرباریوم البرز Anabaenaهايسویه
واقع در دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات با کدهاي 

قرار داده شد.CCC B1و CCC B3 ،CCC B5 ،CCC B6دسترسی 
16S-23S rRNA ITSب) شناسایی مولکولی براساس توالی 

CTABبه روش دستی DNAاستخراج 

)Cetyltrimethylammonium bromide .براي ) انجام گردید
هم از روش کیفی به کمک قرار دادن روي DNAتعیین کیفیت

ی به کمک دستگاه نانودراپ ژل الکتروفورز و هم به روش کم
)Thermo Scientific Spectrophotometer ( .استفاده گردید

استخراج شده، کیفیت بالاي باندها را DNAکیفیت مطلوب 
16S-23Sجفت بازي 1494تا 1454کند. قطعات تضمین می

rRNA ITSبه کمکPCR، میکرولیتر تکثیر 50حجم در
در PCRگردید. محتواي محلول واکنش، پرایمرها و برنامه 

نشان داده شده است.2و 1هاي جدول
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PCRمواد و مقادیر لازم براي واکنش - 1جدول 

Table 1. Reagents needed for the PCR reaction
Reagentμl needed/reaction

Water ultrafilter (BioPak)328.5

)PCR buffer, FinnzymesTMDyNAzyme(Buffer: 10 x45

dNTP(dATP, dGTP, dCTP, dTTP)9

Forward primer22.5

Reverse primer22.5

DNA2
1-µlU2DNA polymerase)II DNA polymerase, FinnzymesTMDyNAzyme(4.5

در این بررسیاستفاده شدهPCRهاي هدف، پرایمرها و برنامه ژن-2جدول 
Table 2. Target genes, oligonucleotide primers and PCR program used in this study

Target
gene/

sequence
Sequence Thermal profile Reference

16S
rRNA

PA (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')
B23S (5'-CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT-3') 94 ˚C, 3 min, 30 x (94 ˚C, 30 s;

55 ˚C, 40 s; 72 ˚C, 1.30 min),
72 ˚C, 3 min; 4 ˚C, ∞

Taton
et al. 2003

16S-23S
rRNA ITS

ITS-F (5'-TGTACACACCGCCCGTC-3')
ITS-R (5'-CTCTGTGTGCCTAGGTATCC-3')

Iteman
et al. 2000

ج) ترسیم درختان فیلوژنتیک و ثبت ژن
مشابه هايتوالیبراي یافتن نوکلئوتید ست جستجوي بلا

NCBIدر™GenBankهاي دادهکه در پایگاه 16S rRNAژن 

16S rRNAژن توالی سازي ردیف، انجام گردید. همموجود است

مشابه هايبررسی به همراه دیگر توالیدست آمده در این ه ب
انجام erVMAFFT.7با استفاده از برنامهGenBankاز برگرفته

رسم درختان فیلوژنتیک با ،انتخاب بهترین مدلگردید. پس از 
Maximumآنالیزبا استفاده از و Iqtree serverبرنامه 

Likelihoodکمک برنامه انجام گردید. ویرایش درخت حاصله به
Figtree وInkscape انجام شد. عملیات ثبت ژن با استفاده از

هاي توالیانجام گردید. براي اخذ کد دسترسی Bankitافزار نرم
هاي در پایگاه دادهچهار سویه ،یابی شدهنوکلئوتیدي توالی

DNA Data Bank of Japan, DDBJ) ثبت شدند و به آن رمز (
اي ویژه همان توالی تعلق گرفت.یا شماره

16S-23S rRNA ITSد) آنالیز ساختار ثانویه 

16S-23S rRNA ITSبه منظور رسم ساختار ثانویه

Zuker) استفاده شد (3/2نسخه(Mfoldجستجوگر شبکهاز 

،D2 ،D3، مارپیچ D1-D1مارپیچ مناطق مختلف ). 2003
طبق BBoxوtRNAAla، ژن V2، مارپیچ tRNAIleژن

)2000(Iteman et al. بینیپیشجستجو گردید. به علاوه، براي
tRNAscan-SEاز سایت tRNA Alaو tRNA Ileهاي حضور ژن

استفاده گردید.

نتیجه
شناختیهاي ریختویژگی-

هاي ، جزو سیانوباکتريNostocaceaeهاي تیره سویه
هاي تخصصی (هتروسیست و اي غیرمنشعب داراي سلولرشته

باشند. مطالعه هاي متنوع میهایی در شکلآکینت) و تال
Anabaenaشناختی سویه سمی ریخت sp. B3 (CCC B3) ،

ها راست و فاقد ها به رنگ سبز روشن، تریکومنشان داد که ریسه
دون غلاف مشخصی بودند. خوردگی، گاهی خمیده و بپیچ

ها منفرد، کروي، بینابینی و یا انتهایی و سلول هتروسیست
شدگی داشتند که انتهایی مخروطی شکل و در انتها کمی باریک

هاي اي شکل بودند. سلولهاي رویشی استوانهداراي سلول
Anabaenaرویشی در  sp. B5 (CCC B5) کاملا کشیده و ،
هاي رویشی در سلولها، کروي بودند. همچنین، هتروسیست

Anabaena sp. B6 (CCC B6)ها، اي شکل و هتروسیست، بشکه
ها و هتروسیستهاي رویشی اي شکل بودند. سلولکروي تا بشکه
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Anabaenaدر  sp. B1 (CCC B1)اي شکل تا ، بشکه

هايکدام از سویهآکینت در هیچکشیده بودند. به علاوه، 
Anabaena sp. 3مطالعه شده یافت نگردید (جدول.(

هاي تحت بررسی برداري توسط میکروسکوپ نوري از سویهعکس
ه است.نشان داده شد1در شکل 

Anabaenaشناختی در چهار سویه هاي ریختویژگی-3جدول 

Table 3. Morphological characteristics of the four Anabaena strains

Strain
Vegetative cell Heterocyte

Shape Size (µm) Shape Size (µm)

Anabaena sp. B3
(CCC B3)

Cylindrical-
shaped

2.4–6.5 × 4.2–7.4 Barrel-shaped 5.0–6.7 × 6.7–7.5

Anabaena sp. B5
(CCC B5)

Elongated-
shaped

3.4–5.2 × 5.4–6.7 Spherical-shaped 5.6–8.2 × 6.2–6.7

Anabaena sp. B6
(CCC B6)

Barrel-shaped 3.4–8.0 × 0.5–6.6 Spherical barrel-shaped 3.4–8.2 × 2.6–4.5

Anabaena sp. B1
(CCC B1)

Barrel-shaped 3.4–8.8 × 3.2–3.4 Elongated barrel-shaped 3.4–8.2 × 4.5–7.8

Anabaena. سویه A- 1شکل  sp. B5،.BسویهAnabaena sp. B6،.C سویهAnabaena sp. B1،.D-F سویهAnabaena sp. B3

هاي مختلف، ها با تعداد سلولهورموگونیم)b(ها،) هتروسیستa(. با نشانگر مشخص شده است)شناختی برجستههاي ریخت(ویژگی
)cمیکرومتر).10هاي رویشی (مقیاس = ) سلول

Fig. 1. A. Anabaena sp. B5, B. Anabaena sp. B6, C., Anabaena sp. B1, D-F. Anabaena sp. B3. (Morphological
characteristics are well-spotted). (a) Heterocytes, (b) Hormogonia with different number of cells, (c) Vegetative cells
(Bar = 10 µm).

آنالیزهاي فیلوژنتیک-
Gloeobacterاز سویه ،درخت فیلوژنتیکبراي رسم 

violaceus VP3-01)FR798924 به عنوان ریشه استفاده (
گردید. نتایج حاصل از ارزیابی، بهترین مدل براي ترسیم درخت، 

بود. IQ tree server ،TVM+F+I+G4جستجوگر استفاده از 
ز دهنده فراوانی حاصل از آنالیاعداد کنار هر گره انشعابی نشان

Bootstrap است. با توجه به درخت تکرار1000حاصل از

، Maximum Likelihoodشده با روشرسمفیلوژنتیک 
) را معین یا نسل (جدها از نظر نیاکانآرایهروابط بین هر شاخه

ها نسبت به نیاي بیانگر میزان تفاوت، طول شاخه. کندمی
مشترك است. در واقع، طول شاخه تعداد تغییرهایی که در یک 

، فیلوژنتیک. براي ترسیم درختدهدمیشاخه رخ داده را نشان 
استفاده Nostocalesسویه مختلف در راسته 160در مجموع، از 

هاي سویهکهدادشان ترسیم شده، ندرخت فیلوژنتیکگردید. 
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%6/99هاي سمی درون یک کلاد با قرابت فیلوژنتیک فاقد ژن
Anabaenaدر حالی که سویه سمی ،گیرندقرار می sp. B3

(CCC B3) ،بندي با سه سویه غیرسمی درون یک کلاد خوشه
در Bootstrapشود. در واقع، سویه سمی با حمایت بالاي نمی

Anabaenaهاي یک شاخه جدا همراه با سویه sp. 19-

Zadni09،Anabaena sp. 21-Zadni09 ،Anabaena sp. 21-

Drouzk10 ،Anabaena sp. 7-Kutnar09وAnabaena sp.

1LT27S02 در یک کلاد قرار %65/85با قرابت فیلوژنتیک
فاصله بین سویه سمی دهنده گرفت. آنالیزهاي فیلوژنتیکی نشان

مقیاس نشان داده شده در هاي دیگر از لحاظ تکاملی بود. و سویه
بود. جهش به ازاي هر نوکلئوتید 04/0دهندهنشان، 2شکل 
MH453370ها در بانک ژن ژاپن با کدهاي دسترسی توالی

(strain CCC B1) ،MH453372 (strain CCCB3) ،MH453374

(strain CCCB5)وMH453375 (strain CCC B6).ثبت شدند

S rRNA ITS23-S16آنالیز ساختار ثانویه -

)، هفت et alIteman.2000(ایتمن و همکارانبراساس
، مارپیچ tRNAIle، ژن D2 ،D3، مارپیچ D1-D1مارپیچ منطقه 

V2 ژن ،tRNAAla وB Box روي ژنITS .مشخص گردید
لوپ انتهایی ، به صورت D1-D1مناطق مختلف روي مارپیچ 

و (C)، لوپ یک طرفه (B)، لوپ دوطرفه میانی (A)دوطرفه 
B Boxمشخص شد و مناطق مختلف روي (D)ها قاعده لوپ

(B)و لوپ دوطرفه میانی(A)لوپ انتهایی دوطرفه به صورت 

Anabaenasp. B3سویه سمی ترین تفاوت مهممشخص گردید. 

Anabaenaهاي غیرسمی با سایر سویه sp. تعداد نوکلئوتیدهاي ،
دوطرفه میانی در مارپیچ هاي لوپ انتهایی دو طرفه و تعداد لوپ

D1-D1این در حالی است که 5و 4هاي (جدولبود .(B Box

هاي غیرسمی با سایر سویهAnabaenasp. B3سویه سمی 
Anabaena sp.4و 3هاي هیچ تفاوتی نداشت (شکل.(

هاي سیانوباکتریایی مطالعه شده (بولد و هایلایت شده) و سایر سویهsp.Anabaenaروابط فیلوژنتیکی بین چهار سویه-2شکل 
16S rDNA.Gloeobacter violaceusمرتبط براساس توالی ژن  VP3-01 دهنده درصد اعداد کنار هر گره، نشانگروه خارجی (به عنوان

نمایی هستند).استاندارد بوت استرپ/درصد حمایت بوت استرپ براي آنالیز حداکثر بزرگ
Fig. 2. Phylogenetic relationships between studied strain of Anabaena sp. (bold & highlighted) and related
cyanobacteria based on 16S rDNA sequences with Gloeobacter violaceus VP3-01 as out group (Numbers near nodes
indicate standard bootstrap/%age of ultrafast bootstrap support for ML analyses).
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با سایر 3sp. BAnabaenaسویه سمی بین) B helix-Boxو AS rRN23-S16)helix’1D-1Dمقایسه ساختار ثانویه -4جدول 

Anabaenaهاي غیرسمی سویه sp.

Table 4. Comparison of secondary structure of 16S-23S rRNA (D1-D1’ helix and Box-B helix) between toxic

Anabaena sp. B3 and other non-toxic strains of Anabaena sp.

Anabaenaسویه سمی ITSهاي تشکیل شده در منطقه مقایسه طول و تعداد لوپ-5جدول  sp. B3هاي غیرسمی با سایر سویه
Anabaena sp.

Table 5. Comparison of the nucleotides length of ITS regions of toxic Anabaena sp. B3 and other non-toxic strains of

Anabaena sp.
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Studied strain

30157380741011369Anabaena sp. B5
35157380741011368Anabaena sp. B3
35157380741011264Anabaena sp. B6
35157380741011366Anabaena sp. B1

Anabaenaسویه سمی ’D1-D1بینی ساختار ثانویه مارپیچ پیش- 3شکل  sp. B3هاي غیرسمی در مقایسه با سایر سویهAnabaena sp.

طرفه،. لوپ یکCدوطرفه میانی، . لوپB. لوپ انتهایی دوطرفه، Aدرجه سلسیوس): 37، دما 3/2نسخه، Mfoldجستجوگر شبکه(از 
D ايقاعده. لوپ.

Fig. 3. Predicted secondary structures for the D1-D1’ helices of Anabaena sp. B3 and the other non-toxic strains
Anabaena sp. (generated from Mfold web server, Ver. 2.3, temp. 37 °C default): A. Terminal bilateral bulge,
B. Bilateral bulge, C. Unilateral bulge, D. Basal clamp.

Studied strain

D1-D1
,

helix Box B
Terminal
bilateral
bulge (A)

Bilateral
bulge (B)

Unilateral bulge
(C)

Basal clamp
(D)

Terminal
bilateral
bulge (A)

Bilateral
bulge (B)

No. of
nucleotide

No. of
loop

No. of
loop

No. of
nucleotide

No. of
nucleotide

No. of
nucleotide

Anabaena sp. B5 6 3 1 12 6 11
Anabaena sp. B3 8 2 1 12 6 11
Anabaena sp. B6 6 3 1 8 6 11
Anabaena sp. B1 6 2 1 12 6 11



Anabaenaسمیسویهمولکولیفیلوژنیمطالعه/ریوندي و همکاران  sp. B3 / ...،1400127/127،)1(22جلدرستنیها

Anabaenaسویه سمی Box Bبینی ساختار ثانویه مارپیچ پیش- 4شکل  sp. B3هاي غیرسمی با سایر سویهAnabaena sp.

. لوپ دوطرفه میانی.B. لوپ انتهایی دوطرفه، Aدرجه سلسیوس): 37، دما 3/2نسخه، Mfoldجستجوگر شبکه(از 
Fig. 4. Predicted secondary structures for the Box B helices of Anabaena sp. B3 and the other non-toxic strains
Anabaena sp. (generated from Mfold web server, Ver. 2.3, temp. 37 °C default): A. Terminal bilateral bulge,
B. Bilateral bulge.

بحث
هاي قابل توجهی در در حال حاضر، پیشرفت

هاي مختلف با شرح سویهNostocalesسیستماتیک راسته 
Galhanoصورت گرفته است ( et al. 2011, Werner et al.

2012, Krienitz et al. 2013, Zapomělová et al. 2010,

Hentschke et al. با استفاده از یک ،مطالعهدر این ). 2017
شناختی به علاوه رویکرد چندفازي و ترکیب مطالعات ریخت

هاي مولکولی، سویه سمی موجود در دریاچه تجزیه و تحلیل
Internalو16S rRNAهاي ساختاري لواسان با استفاده از ژن

transcribed spacer (ITS)توالی ژن ،بررسی گردید. در واقع
) یا به طور کامل partialبه طور جزیی (S rRNA16ساختاري 

)full حاوي اطلاعات با ارزش در زمینه تعیین روابط بین ،(
دهد موجودات پروکاریوتیک است. مطالعات انجام شده نشان می
هاي که در بسیاري از موارد، نتایج حاصل از اطلاعات توالی

rRNA با تاکسونومی سنتی یعنی استفاده از مطالعات ،
ها مطابقت دارد. براي مثال، شناختی در سیانوباکتريریخت

قرار دارند و Oscillatorialesهایی که در راسته بعضی از گونه
هاي بندي شدند (شامل سویهگروهsppOscillatoria.به عنوان

Lyngbya, Phormidium, Plectonema, Microcoleus و انواع (
,SynechococcusSynechocystisهاي سلولی که به جنستک

Gloeothece, وGloeocapsaشدند، درون ارجاع داده می
Anandگیرند (انشعابات مختلفی از درخت فیلوژنیتکی قرار می

et al. توان از چگونه میکه ). نتایج این تحقیق نشان داد2019
سلولی و هاي تکبه منظور تمایز جنسrRNAهاي توالی

اي استفاده کرد. به همین ترتیب، مطالعه توالی نوکلئوتیدي ریسه
هایی که درون یک تیره ، نشان داد که جنسrRNAهاي ژن

هاي تولیدکننده بندي شده و داراي ژنبه صورت اجماع گروه
baeocyte یا اندوسپور هستند، درون کلاسترها یا انشعابات

شوند بندي میگروهمرتبط با هم، درون درختان فیلوژنتیکی، 
)Prabha & Singh ). نتایج تحقیق فوق نشان داد، 2019

هاي تولیدکننده یکسانی داشتند، درون یک هایی که ژنسویه
شدند که دقیقا مطابق با نتایج تحقیق حاضر بود. بندي کلاد گروه

هاي فاقد طور که در قسمت نتایج نیز آشکار است، سویههمان
بندي هاي سمی درون یک گروه خوشههاي سمی با سویهژن

نشدند.
نتایج تحقیقاتی که هم راستا با مطالعه حاضر است نشان 

هاي ژنتیکی معمولا توسط یک ویژگی فنوتیپیک بنديداد، گروه
شوند. در که همان توانایی تولید نودولارین است، حمایت می

براي کشف سریع S rRNA16ژن PCRواقع محققان، از 
کننده نودولارین استفاده کردند که نتایج تولیدهاي سویه

کننده تولیدNodularia spumigenaآن نشان داد، کلاستر 
وN. harveyanaهاي بنتیک سم نودولارین جدا از گونه

N. sphaerocarpa) استGupta et al. 2014, Mahansaria et

al. با ). نتایج حاصل از تحقیق مذکور کاملا هم راستا 2018
تحقیق حاضر بود.

در مطالعه دیگري توسط سیهوونن و همکاران 
)Sihvonen et al. براي 16S rRNAاز توالی ژن ، )2007

؛ به این ترتیب که هاي مختلف استفاده کردندتفکیک جنس
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هايکشت سیانوباکتریایی متعلق به جنس42از بررسی 

CalothrixRivularia, GloeotrichiaوTolypothrix که
شناختی مشابه بودند دریافتند کهاز لحاظ ریخت

Calothrix, Gloeotrichia وTolypothrix یک گروه منوفیلتیک
دهند و داراي تنوع ژنتیکی بسیار زیادي هستند. را تشکیل نمی

، براي 16S rRNAژنی نشانگرکهنتایج این تحقیق نشان داد
کارآیی لازم برخوردار بود.هاي سیانوباکتري از تفکیک جنس

تنوع درون هايبررسیمناسبی براي نشانگرآي.تی.اس.، 
تر از بسیار متنوع،توالیاین ها است. اي در سیانوباکتريگونه
هاي کاربرد زیادي براي تمایز گونهو استS rRNA16ژنتوالی

رهاکووا و همکارن مختلف درون یک جنس دارد. به عنوان مثال، 
)Řeháková et al. براي آي.تی.اس. ) از تنوع ساختار ثانویه 2007

استفاده Nostoc punctiformeو Nostoc communeمقایسه 
Bohunickáبوهونیکا و همکاران (کردند. همچنین،  et al.

براي V3و Box-Bهاي و مارپیچمذکور، از توالی )2015
در استفاده کردند. Roholtiellaجنس تشخیص چهار گونه

کننده سم تحقیق حاضر، نیز به منظور تفکیک بیشتر سویه تولید
هاي غیرسمی یافت شده در دریاچه لواسان از با سایر سویه

استفاده گردید، در حالی که مناطق متنوع موجود در آي.تی.اس. 
هاي یافت شده نشان تفاوتی را بین سویههیچB Boxمنطقه 

اي هاي قابل ملاحظه، شامل تفاوتD1-D1نداد. مارپیچ 
هاي مطالعه شده بود.به منظور تفکیک سویه

در همین ارتباط، تحقیقات بسیاري در زمینه شناسایی 
هاي ساختاري و هاي جدید با استفاده از ژنها و گونهجنس

مثال، نوروزي و شالیگین راي عملکردي انجام شده است. ب
)Nowruzi & Shalygin هاي نشانگربا استفاده از ژن ، )2021

rbcL ،rpoC1 16وS-23S ITS ، موفق به شناسایی گونه جدید
Dulcicalothrix alborzica جدا شده از مزارع استان کرمانشاه

Nowruzi & Soaresهمچنین، نوروزي و سورز (. شدند 2021 (
، با استفاده از ژن در همان استاندر تحقیقات دیگري

16S-23Sهاينشانگر ITS rRNA وMCY ، موفق به معرفی
Alborzia kermanshahicaجنس جدید  gen. nov جدا شده از

Martinsمارتینز و همکاران (. شدندمنطقه یادشدهمزارع  et al.

Ancylothrix، جنس جدید )2016 gen. nov. تیره از
Phormidiaceaeفازیک و استفاده از را براساس مطالعات پلی

-D1مناطق ساختار ثانویه  D1’ وBox-B وV3 .معرفی نمودند
Cai(کاي و همکاران et al. Desmonostocجنس جدید ، )2018

danxiaense sp. nov.از راستهNostocales را از کوهستان
Danxia) در چین، شالیگین و همکارانShalygin et al. 2018 (

Rivulariahalophilaگونه جدید  sp. nov. از راسته

Nostocalesسانتوز و همکاران (-، اسوریوOsorio-Santos et al.

از راسته Oculatella، هفت گونه جدید )2014
Pseudanabaenales) لئون تجرا و همکاران ،León-Tejera et

al. Cephalothrixkomarekianaدو سویه جدید ، )2016 sp.

nov. وCephalothrixlacustris sp. nov. ویلانووا و همکاران ،
)Villanueva et al. ، دو سویه سیانوباکتري جدید )2019

geniculatumBrasilonemaوCalothrix dumus جدا شده از
هاي آهکی فلوریداي آمریکا، ماهانساریا و همکاران سنگ

)Mahansaria et al. Oxynemaaestuarii، جنس جدید )2018

Vazاز هندوستان، واز و همکاران (را et al. هاي ، جنس)2015
Pantanalinemaجدید  gen. nov. وAlkalinema gen. nov. را

Jahodářováاز دریاچه شور و قلیایی، جاهوداروا و همکاران ( et

al. Elainella، جنس جدید )2018 gen. nov.رزندیز -و گنزالس
González‐Resendizو همکاران ( et al. دو گونه جدید )، 2018

Phyllonema از تیرهRivulariaceaeهاي را براساس توالی ژن
16S rRNA شناسایی کردند آي.تی.اس.و)Vaz et al. 2015,

Cai et al. 2018, González‐Resendiz et al. 2018, Shalygin
et al. 2018,Mahansaria et al. 2018, Villanueva et al.

2019, León-Tejera et al. 2016, Osorio-Santos et al.

Brito)علاوه، بریتو و همکاران ). به 2014 et al. 2017) ،
براي 23S rRNAو 16S rRNA ،ITSبا استفاده از مناطق 

آوري شده از جمعPleurocapsalesشناسایی جنس جدید 
Brito)سواحل آتلانتیک استفاده کردند  et al. همچنین، . (2017

و مناطق مختلف و حفاظت شده ژن 16S rRNAاز ژن
و شرح جنس Geitlerinemaبراي بررسی جنس آي.تی.اس.

Anagnostidinemaجدید  gen. nov. (Oscillatoriophycidae,

Cyanobacteria) استفاده شد(Johansen et al. 2017).
در بسیاري از tRNAهاي با حضور ژنآي.تی.اس. منطقه 

گشا است موارد براي تمایز دو سویه کاملا متفاوت بسیار راه
Boyer)به عنوان مثال، بویر و همکاران  et al. ، از (2002

، براي آي.تی.اس.و مناطق 16s rRNAآنالیز توالی ژن 
زيفیلوژنی و تنوع ژنتیکی دو گونه سیانوباکتري خاك

Microcoleus استفاده کردند. به این معنا کهM. vaginatus هر
را داشت، در حالی tRNA(tRNA Ile & tRNAAla)دو ژن

.Mکه سویه  steenstrupii، تنها ژنtRNA Ileبود را دارا
(Boyer et al. . در مطالعه دیگري توسط برندرو گومز و (2002

Berrendero Gómez)همکاران  et al. ، از ساختار (2016
Mastigoteuthisبراي تشخیص سه گونهآي.تی.اس.ثانویه 

psychrophilaهاي سرد،جدا شده از محیطMacrochaete

santannae جدا شده از دیوارهاي مرطوب مناطق
Macrochaeteو گرمسیري در آمریکاي جنوبی نیمه
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lichenoidesزیست با گلسنگ جدا شده از اروپا استفاده هم
Berrendero Gómez)کردند   et al. 2016).

کند نتیک پیشنهاد میژنتایج حاصل از رسم درختان فیلو
ها ممکن است نقش مهمی را در پراکنش که انتقال افقی ژن

Anabaenaهاي هاي بیوسنتزي سمی درون آرایهژن sp. داشته
براي آشکار کردن 16S rRNAباشد. در این مطالعه، از آنالیز ژن 

ها در تاریخ تکاملی محصولات طبیعی سمی نقش انتقال افقی ژن
نشان داد، توانایی همچنین استفاده گردید. نتایج تحقیق حاضر 

هاي آنالیز شده در سویهhomoanatoxin-aتولید ترکیب سمی 
کن است در نتیجه حذف انتقال افقی و ممپراکنش وسیعی ندارد 

منتقل نشده باشد. Anabaenaهاي دیگر هاي سمی به جنسژن
homoanatoxin-aهاي بیوسنتزي از آنجایی که ژنبه بیان دیگر، 

Anabaenaدر سویه سمی  sp. B3 هاي سویهقدیمی است، لذا

را از دست homoanatoxin-aتوانایی تولیدAnabaenaمدرن 
هاي دیگر انجام هاي سمی دیگر به سویهو انتقال افقی ژناندداده

Aráoz)نشده است ( et al. 2005, Cadel-Six et al. 2007,

Furey et al. 2003, Méjean et al. 2010, Rantala et al.

,2019Nowruzi & Blanco,2007.et alWood,2011(. در
جایی و جابهها، معمولا با نوترکیبیواقع، انتقال افقی ژن

هاي باقیمانده همراه است که اکنون نقش مهمی در هومولوگ
ها دارد ها و یوکاریوتگیري تاریخ تکاملی پروکاریوتشکل

(Zhaxybayeva et al. . رویکرد استفاده شده در این (2006
B3Anabaenaمطالعه، منجر به شرح سویه سمی  sp. شد که به

هاي سمی در افزایش دانش علمی در مورد تنوع سیانوباکتري
نماید.دریاچه لواسان کمک به سزایی می
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