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  چكيده

جلبك قرمز از نظر غذايي ، دارويي و صنعتي  حائز اهميت مي باشد وتوليد آگار مهمترين ويژگي آنها محسوب 

مي شود. كيفيت آگار استحصالي به گونه ، زمان و تناوب نسل ايزومورفيك آنها بستگي دارد . به منظور بررسـي   

واقـع گرديـد. نمونـه هـاي     مولكولي مورد مطالعه از اين گونه  نمونه G. corticata  ،41تمايز جنسيتي جلبك قرمز 

 ) جمع آوري شـد. E´ 49 °60،N´15° 25) و ليپار (E´ 38  °54 ،N´30 °26جلبك از سواحل صخره اي بستانه (

پـرورش يافـت. سـاختار آنـاتومي و      PESنمونه ها به منظور مشـاهده مراحـل مختلـف زنـدگي در محـيط كشـت       

تشريحي ريسه هاي  رويشي و زايشي گياه مورد بررسي قرار گرفت. تترا اسـپوروفيت ديپلوئيـد ، اسـپرماتانژها در    

ريسه هاي گامتوفيت گياه نر و كارپوسپوروفيت و سيستوكارپ گامتوفيـت  گيـاه مـاده مشـخص گرديـد. جهـت       

طح ريسه ها پاك ، و بافت هاي مطلوب و بخش هاي در حال رشـد بـا   ، انگل و اپي فيت ها از س DNAاستخراج 

پرايمر مختلف بر اساس نشانگر  20با استفاده از  DNAاستفاده از نيتروژن مايع خرد و سائيده شد. پس از استخراج 

ن دادن تنوع جنسيتي و ژنتيكي اين جمعيت ها بررسي گرديد و با توجه به قابليت پرايمرها در نشا ISSRمولكولي 

 PopGen و  GenAlexپلي مورفيسمي در نهايت از چهار پرايمر استفاده شد. نتايج حاصل بر اسـاس نـرم افزارهـاي    

نوار تكثير شد كه تمام نوارها پلي مورفيسم بودند. بنـابر ايـن    75مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت . در كل تعداد 

درصد تفكيك پلي مورفيسم پرايمـر   PICاساس شاخص  بود. بر % 100درصد چند شكلي توسط تمام آغازگرها 

C )33/0  نسبت به ساير پرايمر ها بيشتر بود كه نشان دهنده بالاتر بودن قدرت تفكيك بيشتر اين پرايمر نسبت به (

بـرآورد گرديـد.    46/0و  ميانگين شاخص شانون نيز  51/6تا  48/4ساير پرايمرها مي باشد. شاخص نشانگري بين 

بـود . تنـوع    % 96رسي ها نشان مي دهد كه شباهت ژنتيكي جمعيت اين جلبك در مناطق بستانه و ليپار ،  نتايج بر

از تنوع كل ، مربوط به تنوع درون  % 83ژنتيكي بين و درون جمعيت ها اختلاف معني داري داشت بطوري كه   

از تنوع كل ، مربوط بـه تنـوع درون   مربوط به تنوع بين جمعيت ها مي باشد كه درصد بالايي  % 17جمعيت ها و 

مناطق بستانه و  ليپار مي  متعلق به  به ترتيب 35و 5هاي  نمونه جمعيت ها است . بيشترين فاصله ژنتيكي مربوط به 

باشند و اين امر بيانگر وجود تنوع بين جمعيتي علاوه بر تنوع بالاي درون جمعيتي مي باشد. بنابر اين مي توان اين 

در صورت منطبق بودن صفات مورد اصلاح به عنـوان والـد در برنامـه هـاي دو رگ گيـري بـراي        جمعيت ها را

اصلاح گونه ها و بدست آوردن حداكثر هتروزيس در جهت سازگاري با شرايط محيطي استفاده نمود.در تجزيه 

ز يكـديگر  دسـته ا  5فازهـاي ايزومورفيـك در    18/12 متريـك ، بـا بـرش دنـدروگرام در فاصـله      wardخوشه اي 

در ايـن بررسـي   به عنوان روش مكمل نتايج حاصل از تجزيه خوشه اي را تاييد نمود.   PCAتفكيك شدند. آناليز 

توانستند گامتوفيت هاي نـر و مـاده و تتراسـپوروفيت هـاي ديپلوييـد را ازهـم تشـخيص دهنـد          ISSRآغازگرهاي 

ويـژه نـر ايجـادكرد.     bp 300وفيت  ديپلوئيـد و بانـد   ويژه تترااسـپور  bp 1700و  1200دو باند  Aبطوريكه  پرايمر 

نيز ويژه گامتوفيت ماده  ايجاد   bp 500ويژه  تتراسپوروفيت ها ي ديپلوئيد و باند  bp 900و  820دو باند  Cپرايمر 

ويژه تترااسپوروفيت  bp 1900 و  1600ويژه ماده و  باندهاي  bp 520ويژه نر و قطعه  bp 990باند  ABكرد. پرايمر 
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ويژه مـاده و تترااسـپوروفيت هـا ي ديپلوئيـد دو      bp 500ويژه نر و قطعه  bp 1100قطعه   ABC ايجاد كرد  . پرايمر

  توليد كرد .bp 1500و  1200باند 

  :هاي كليديواژه

 ، خليج فارس ، درياي عمان Gracilaria corticata،  جلبك قرمز ، ISSRتنوع جنسيتي ،  
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  مقدمه -1

 گذشـته  اسناد. شود مي استفاده كود و دارو ، دام ،غذاي غذا عنوان به سال ها صد طي در انسان توسط ها جلبك

 جمـع  اروپـا  در بعـد  سال هزار و چين در ميلاد از قبل سال 500  از بشر توسط ها جلبك ماكرو كه دهد مي نشان

 كـه  مـالزي  و انـدونزي  همچنـين  و كـره  و ژاپن ، چين مانند كشورهايي از انسانهامهاجرت . است شده مي آوري

 در امروزه بطوريكه نموده ترويج را نقاط، مصرف آن ساير به شد مي مصرف غذا عنوان به آنها توسط ها جلبك

 كانـادا  و متحـده  ايالات  سواحل  غرب و شرق در.  گردد مي مصرف اروپا در حتي دنيا سراسر كشورهاي اغلب

 سـاحلي  پـرورش  و كشـت  هـايي  شـركت  ، 4و بريتيش كلومبيـا  3، نوا اسكوشيا 2، نيو برانس ويك 1ماين ،اطراف

 در داخلـي  مصـرف  بـا  هـم  آنهـا  بـازار  و كردنـد  آغـاز  مخـازن  در انسـاني  مصرف براي بويژه را ها ماكروجلبك

 ايرلند و ايرلند ).Barsanti et al., 2006. ( يافت رونق ژاپن كشورهاي به محصول صادرات با هم و فوق كشورهاي

 بر علاوه.كردند تجديد  را بود آنها غذايي برنامه  در سنتي  بطور  گذشته در كه  ها  ماكروجلبك مصرف شمالي

 اي قهـوه  هـاي  جلبك ماكرو از آلژينات و قرمز هاي ماكروجلبك از كاراژين و آگار استخراج ، غذايي مصرف

  سـاليانه  برداشت  به توجه با و است افزايش به رو ها جلبك ماكرو از جهاني برداري بهره.گرفت قرار توجه مورد

 Barsanti.(شـوند  مي محسوب پرورشي دريايي  موجودات مهمترين جمله از ها جلبك ماكرو ، آن از  زنده توده

et al., 2006.( 1845 سـال  بـه  ايـران  جنـوبي  سـواحل  در دريايي جلبكهاي شناسايي زمينه در مطالعه سابقه چه اگر 

 طـي . اسـت  شـده  توجـه   ژنتيكـي  تنـوع  هـاي  جنبـه  بـه  كمتر ها فعاليت اين در كنون تا ولي گردد مي بر ميلادي

 هـا  گونـه  از بسـياري  كه شده، شناسايي كشور جنوب سواحل در جلبكي گونه 250 از بيش شده انجام تحقيقات

 ). 1384 پور و ربيعي، سهرابي(  شود مي استفاده آنها از جهاني سطح در و بوده كاربردي خواص داراي

 تحقيقـات  بـه  توجه با. است گرفته قرار توجه مورد دريايي جلبكهاي انبوه كشت اخير، هاي سال در ما كشور در 

 استفاده كه متعددي اثرات به توجه با و كشور جنوبي سواحل هاي جلبك كاربرد و شناسايي زمينه در شده انجام

 لازم و شده مشخص آنها كاربردي هاي قابليت و ذخاير اين شناخت به بيشتر چه هر توجه لزوم دارند، جلبكها از

 بتوان آن اساس بر تا گرفته صورت لازم تحقيقات كشور جنوب سواحل جلبكي هاي گونه اثرات مورد در است

   )1384 پور و ربيعي، سهرابي( داد انجام ملي طبيعي منابع اين از را بهينه برداري بهره مطلوب نحو به

 39 شـامل  كه گرديد سايي شنا عمان درياي و فارس خليج آبهاي در جلبكي گونه 150 مجموع در مطالعاتي طي

 16 و خـانواده  6 ، راسـته  4 شـامل ( اي قهـوه  جلبـك  گونـه  40،)جنس 13 و خانواده 7راسته، 3(سبز جلبك گونه

از راسـته   Gracilaria) مي باشد كه جـنس  جنس 31 و خانواده 19، راسته 8 شامل( قرمز جلبك گونه 71 و) جنس

Gracilariales   و خـانوادهGracilariaceae   شـاملG. arcuata ،G. corticata ، G. folifera،G. gracilis  ،G. millardeti ، 

                                                           
1 . Maine 
2 . New Brunswick 
3 . Nova Scotia 
4 . British Columbia 
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G. pygmaea، G. spinulosa ، G. textorii        و قرنجيـك (در آبهاي خلـيج فـارس و دريـاي عمـان شناسـايي شـده انـد 

  ) .1389روحاني، 

 و  )Barsanti and Gualtieri, 2006( باشـند   مـي  اهميـت  حـائز  صـنعتي  و دارويـي  ، غذايي نظر از قرمز هاي جلبك

 مورد گونه به گراسيلاريا آگار كيفيت.  )Winchester, 1969( گردد مي محسوب آنها ويژگي مهمترين آگار توليد

 دارد بستگي آنها جنسيت و ايزومورفيك نسل تناوب ،)Yee, 1999( رشد محيط ، نمونه آوري جمع زمان ، بررسي

 ،5سيستوكارپ اشكال در كم به زياد از  ترتيب به  Gracilaria verrucosa گونه در استخراجي آگار ميزان بطوريكه

 تترااسپوروفيت  duraGracilaria گونه در  و)  et al.,Whyte 1981(شود مي مشاهده نر گامتوفيت و 6تترااسپوروفيت

 برنامـه  در همچنـين  .) Gupta et al., 2011 (  اسـت  داده نشـان   هـا  گامتوفيت  به نسبت آگارز از برتري كيفيت  ها

 داراي اصـلاحي  هـاي  برنامـه  موفقيـت  براي ژنتيكي تنوع و ژنوتيپ ارتباط ،دانش نباتات اصلاح و ژنتيكي حفظ

 و صـحيح  شناسـايي  نيازمنـد  آن كشـت  توسعه و دريايي جلبك اين از تجاري استفاده طرفي از مي باشد. اهميت

 و تكثيـر  امـر  در زنـدگي  مراحـل  در جنسـيتي  تمـايز  تشـخيص  اهميت بلحاظ و باشد مي آن زيستي چرخه دانش

 حـال  در اينكه به توجه با . )(Törjék et al., 2002 است ضروري گونه اين جنسيتي ساختار تحليل و تجزيه پرورش،

 جـنس  مـاده  و نـر  ،گامتوفيـت هـاي    تترااسـپوروفيت  هـاي  جلبـك  افتـراق  بـراي  اعتمادي قابل روش هيچ حاضر

G.corticata ماركر بكارگيري ندارد وجود ISSR هـاي  برنامه در گونه اين ابتدايي زندگي مراحل جنسي تمايز در 

  . باشد سودمند تواند مي تكثير امر در كاربرد با و پرورش

 ماركرهـاي  مهـم  نقـش  بيـانگر  مشـابه  هاي گونه بندي رده هاي سيستم در مورفولوژيك صفات هاي محدوديت

 تنهـا  نـه  مولكـولي  بيولـوژي  در جديـد  هـاي  روش. باشد مي جلبكي هاي گونه سيستماتيك مطالعات در ژنتيكي

 مـي  فـراهم  را جلبـك  فيلوژنتيـك  و زيسـتي  جغرافيـاي  ، جمعيت ژنتيك ، حيات چرخه دانش از ما عميق درك

 بـين  ارتباطـات  بعـلاوه .كنـد  مـي  كمـك  فيلـوژنتيكي  و تكاملي ارتباطات ابهامات رفع به بلكه ،)Olsen,1990(كند

 بيولـوژي  در جديـد  هـاي  روش توسـعه  و DNA آنـاليز  بكـارگيري  بـا  دريـايي  هـاي  جلبـك  جملـه  از موجودات

 از ميتوكنـدري  و ،پلاسـتيد  هسـته  ريبونوكلئوتيد، داكسي اسيد بطوريكه.مي گردد آشكارتر بيوشيمي و مولكولي

 و  ژنتيـك  مهندسي  ).Yee, 1999( باشند مي فيلوژنتيكي آناليز در بندي رده خصوصيات ضروري و ارزش با منابع

 ايـن  از و شـود  منجر آنها ژنتيكي ساختار در تغيير توسط ها جلبك صفات اصلاح به تواند مي ژنها در دستكاري

 ، صـنعتي  هـاي  فراينـد  و 7كشـت جلبـك    توسـعه  بـا  دريـايي  هـاي  جلبك منابع از اقتصادي استفاده بر علاوه رو

   ).Tseng,1984( دهد مي افزايش را جلبكي محصولات

 سـواحل  در جلبـك  ايـن  هـاي  جمعيـت  درون افـراد  بين جنسيتي تنوع  بررسي به بار اولين براي  گزارش اين در

 بـين  منـاطق  از G. corticata ي هـا  نمونـه  آوري جمع منظور بدين. است شده پرداخته عمان درياي و فارس خليج

                                                           
5.  cystocarp 
6.  tetrasporophyte 
7 .  phycoculture 
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 سـواحل  و) هرمزگـان  اسـتان  در لنگـه  بنـدر  توابـع  از بستانه سواحل( فارس خليج سواحل اي صخره و مدي جزر

 وعمليـات  گرديـد  انجـام 1392 تابستان و بهار طي فصول) بلوچستان و سيستان استان از ليپار سواحل(عمان درياي

 .شد اجرا كشور مراتع و ها جنگل تحقيقات موسسه ژنتيك آزمايشگاه در آزمايشگاهي

 در ISSR نشـانگرهاي  ارزيـابي  و G.corticata جمعيت ژنتيكي ساختار تحليل و تجزيه حاضر مطالعه از كلي هدف

 باشـد  مي تكثير امر در كاربرد براي جنسيتي تنوع تشخيص هدف با امر اين كه  است گونه اين جنسيت تشخيص

  :از عبارتند مطالعه اين اهداف رو اين از

 ISSR  مولكولي ماركر از استفاده با جنسيتي تشخيص تنوع •

 G.corticata آگاروفيت هاي جمعيت درون و بين ژنتيكي ساختار تحليل و تجزيه •

 و مــاده و گامتوفيــت هــاي نــر در زنــدگي مختلـف  مراحــل تشــخيص ويــژه  ISSR نشــانگرهاي ارزيـابي  •

 .تترااسپوروفيت

 G.corticata مختلف هاي جمعيت درون و بين ژنتيكي تنوع برسي •

  

  آنها نتايج بر تاكيد بامنابع  بر مروري -1-1

  قرمز جلبك -1-1-1

 و گونه 2100 و جنس 1800 ها داراي جلبك گياهي جهان تقسيمات در. دارند كلروفيل تالوفيتهاي از ها جلبك

 پيگمانهاي داراي كلروفيل انواع با همراه ها گروه از برخي باشد. ميكلروفيل  داراي آنها همه و  بوده آبزي اكثراٌ

  ).1389قهرمان،(هستند فيكواريترين و فيكوسيانين) گزانتوفيل– كاروتن(كاروتنوئيد مانند ديگري

 همـه  تقريبـا . باشـند  مي قرمز  رنگ به غالباً  و بوده قرمز هاي رنگدانه  حاوي كلروفيل بر علاوه قرمز هاي جلبك

 پـر  ظريـف  هاي شاخه با زيبايي اشكال شاخه  اين در ها ازجنس بسياري.دارند ماوا دريايي هاي زيستگاه در آنها

  )Winchester, 1969. (است برخوردار توجهي قابل اقتصادي اهميت از قرمز جلبك.دارند مانندي

 اسـتفاده  مـورد  نيـز  معدودي عده و دام ،تغذيه ماهيها تغذيه مورد غذايي، ذخيره داشتن علت به قرمز هاي جلبك

 و سـلولي  كننـده،ديواره  فتوسـنتز  هـاي  رنگدانـه  نظـر  از هـا  رده ايـن ).1389قهرمـان، (گيرند مي قرار انسان غذاي

 رشـد  معـدني  مـواد  از غني آبي يا دريايي هاي محيط معمولادٌر ها جلبك. دارند فرق يكديگر با غذايي اندوخته

 آن بيانگر بيوشيميايي شواهد. اند بوده گياهان شاخه جزو ها ،جلبك نيز تر قديمي هاي بندي تقسيم در. كنند مي

 ).1378كافي،. (اند آمده وجود به سبز هاي جلبك از زميني سبز گياهان احتمالاٌ كه است

 بـه  و داده دسـت  از را خود قرمز ،رنگ گيرند قرار خورشيد مستقيم اشعه تابش معرض در اگر قرمز هاي جلبك

 نـام  به آب در محلول هاي رنگدانه بودن دارا به واسطه قرمز  جلبك رنگ).1389قهرمان،(آيند مي در سبز رنگ

 در و شـده  ظـاهر  سـياه  يا تيره اي قهوه حتي يا روشن تا تيره سبز اوقات بعضي اما بوده قرمز معمولاً كه فيكوبيلين
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 مي قرمز رنگ موجب ،  8اريترين فيكو -،آر غالب رنگدانه. شوند مي يافت ساحلي عمق كم مدي و جزر مناطق

 حضـور  نيـز  11فيكوسيانين آر و 10زياكسانتين ، 9،لوتين  كاروتن ،a، d  كلروفيل هاي رنگدانه كه حالي در.  گردد

  ) .Yee, 1999( دارند

. شـود  مي استفاده كيك انواع   ،مربا و نبات آب ، 12دسر ، بستني در ها كننده تثبيت عنوان به قرمز جلبك عصاره

 قرمـز  هـاي  جلبك برخي از تواند مي كه است آگار عنوان تحت ژلاتيني اي ماده شده شناخته محصول مهمترين

 آب  شـدن  سـرد  بـا   كـه  شـد  خواهـد  حل داغ آب در و رسد مي به فروش خشك شكل به آگار. شود استخراج

  .ميگردد ژلاتيني

 مـي  رو، ايـن  از. نـدارد  وجـود  آن هضـم  براي انسان بدن در آنزيمي هيچ و است، پيچيده اي كربوهيدرات آگار

 از اينحـال  بـا . شـود  خـورده  آن تنبلـي  رفـع  بـه  كمـك  نتيجه در و روده محتويات حجم كردن اضافه جهت توان

 اسـتفاده  هـا  باكتري كشت محيط عنوان به چنانكه دارد تري ارزشمند با بسيار استفاده آگار شناس زيست ديدگاه

  )Winchester, 1969(گردد مي

 در را  اجـدادي  ژن محتـواي   آوري شگفت بطور و) Martinez et al., 1999( بوده پايه دو گراسيلاريا قرمز جلبك

 در شــده شــناخته پلاســتيد ژن تــرين كامــل از اي مجموعــه شــامل و ، اســت كــرده حفــظ خــود پلاســتيد ژنــوم

 سراسـر  در آگـار  صـنعت  اسـاس  و پايـه  اين جلبك ).Hagopian et al., 2004. (باشد مي فتوسنتتيك  يوكاريوتهاي

  ). (Destombe  et al., 2004 باشد مي جهان
 

  گراسيلاريا جنس -2-1-1

  و  )Norton et al., 1996(گونه مي باشد 2500تعداد گونه هاي شناسايي شده از جلبك قرمز بيش از 

 و اسـت  شـده  گـزارش  دنيـا  سراسر در گونه 150 از بيشتر با جنس سومين گراسيلاريا دريايي هاي جلبك بين در

  نيـاز  از نيمـي  از بـيش  حاضر حال در)  Byrne et al., 2002( باشد مي تجاري مهم هاي آگروفيت از بسياري شامل

 13تيـره گراسيلارياسـه   ميـان  ،از گراسـيلاريا  جـنس ).  2009et al.Peng ,(كنـد  مـي  تـامين  را آگـار  جهـاني  صـنعت 

 قرمـز  و ،زرد سـياه  شـامل  مختلفي هاي رنگ به هرچند.باشد مي) قرمز جلبك( ردوفيتا شاخه از جنس بزرگترين

 دنيـا  سراسـر  گـرم  آبهـاي  تروپيكـال  آبهـاي  از اي گسترده بطور گراسيلاريا از گونه 100 حدود .ميشوند مشاهده

 ، ،كـره  چـين  ، ،شـيلي  فيليپـين  جملـه  از كشـور  چنـدين  در گراسـيلاريا  پرورش صنعت.)Yee,1999(  دارد وجود

 رو تقاضـاي  تـامين  بـراي ). McHugh, 2003( گردد مي انجام تجاري مقياس در آرژانتين و ويتنام ، نامبيا ، اندونزي

 بين هاي حوضچه در معمول بطور كه G.corticata گراسيلاريا هاي گونه از آگار جهاني صنعت خام مواد رشد به

                                                           
8 . r-phycoerythrin 
9 . lutein 
10 . zeaxanthin 
11 . r-phycocyanin 
12.  pudding 
13.  Gracilariaceae 
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 اســت شــده گــزارش آگــار بــراي خــام مــواد از بــالقوه منبــع يــك عنــوان بــه انــد ســاكن مــدي و جــزر  منــاطق

)(Andriamanantoanina, 2007; Kappanna and Rao,1963    

 G.corticataمربـع  متـر  سـانتي  بر گرم 100 استقامت با ژل ، %16 حدود  بندي درجه  با آگار هند غربي سواحل از 

 گراسيلاريا كشت توسعه آن بر افزون و دريايي جلبك اين از تجاري استفاده).Törjék et al., 2002( كند مي توليد

 راه ژنتيكي اصلاح و رشد نرخ ،افزايش مناسب نهال و.باشد مي آن صحيح شناسايي نيازمند آگار صنعتي توليد و

  Michele et al., 2002) .( .باشند مي دريايي هاي جلبك از تجارتي برداري بهره سازي بهينه جهت هايي

  

  گراسيلاريا بندي رده -3-1-1

  سايت اساس بر آن بندي طبقه و باشد مي قرمز هاي جلبك از گراسيلاررياسه خانواده به متعلق گراسيلاريا جنس

)Algaebase( باشد: مي زير شرح به  
Classification:  
Empire Eukaryota 
Kingdom Plantae 
Phylum Rhodophyta 
Subphylum Eurhodophytina 
Class Florideophyceae 
Subclass Rhodymeniophycidae 
Order Gracilariales 
Family Gracilariaceae 
Genus Gracilaria 

  گراسيلاريا هاي گونه اقتصادي اهميت -4-1-1

 هيـدرو  قبيـل  از توليـداتي  و غـذا  عنـوان  بـه  و بـوده  برخوردار بالا تجاري ارزش ازجلبك هاي قرمز گراسيلاريا 

 دريـايي  هـاي  جلبـك  بـين  در ).Radner, 1996(رسـد  مـي  دلار ميليـون  5/2 بـر  بـالغ ) كاراژينان و آگار( كلوئيدها

 از بـيش  حاضـر  حـال  در)  Byrne et al., 2002( باشـد  مي تجاري مهم هاي آگروفيت از بسياري شامل گراسيلاريا

   ).  et al.,Peng 2009(كند مي تامين را آگار جهاني صنعت  نياز از نيمي

 قرمـز  دريـايي  جلبـك  از اساساً و دارد جهاني بازار در را قيمت بالاترين آگار  1فيكوكلوئيد هاي جلبك ميان در

 مي آن بالاي ذوب نقطه اساس بر آن بودن ژلاتينه دليل به آگار مزيت.شود مي تهيه گراسيلاريا و 2مانند جليديوم

 انسـاني  غـذايي  صـنايع  در استفاده مورد فيكوكولوئيد اولين  گراسيلاررياسه تيره از شده استخراج آگار.باشد مي

  (Yee,1999) .باشد مي

 در.اسـت  شـده  موجـب  را آگـار  محصولات در گراسيلاريا از استفاده افزايش آن كمبود و جليديوم بالاي قيمت

 ممكـن  گراسـيلاريا  از آگار كلي بطور . شود مي كشت شيلي و ،چين تايوان نظير كشورها برخي در حاضر حال

 چند به آن متوكسيل و ،پيرووات سولفات ، مقدار 3 بار چگالي قبيل از خصوصياتي و ژل استقامت به وابسته است

                                                           
1.  phycocolloids 
2.  Gelidium 
3 .  charge density 
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 در را پيروويلاسـيون  و متوكسيلاسـيون  ، سولفاسـيون  از بالاتري درجه گراسيلاريا آگار .گردد تقسيم گروه چند

  . )Yee,1999(دارد را  1سايرين مانند جليديوم و پتروكلاديا با مقايسه

 آنهـا  رشـد  محـيط  و نمونـه  آوري جمـع  زمـان  يـا  ،فصل استفاده مورد گونه به گراسيلاريا آگار كميت و كيفيت

 با آگار توليد براي نژاد ،انتخاب 2دريايي پرورش و كشت برنامه هرگونه از قبل بنابراين.  )Yee,1999(دارد بستگي

 ايجـاد  را مشـكلاتي  است ممكن گراسيلاريا از آمده بدست آگار از متغير كيفيت زيرا است مهم ، خوب كيفيت

 Peng et( اسـت  شده وگزارش استخراج گراسيلاريا هاي ازگونه بيواكتيو مواد از برخي اخيرا . )Yee, 1999(نمايد

al., 2009(  

 براي آن از استحصالي آگار افزون روز ارزش زيرا است اي ويژه اهميت داراي گراسيلاريا گياه زمينه در مطالعه

 بهـره  اگرچه. است توجه قابل رسد، مي انساني تغذيه مصرف به كه آبالون صدف پرورش در آن كاربرد و انسان

 ذخـاير  حفـظ  جهـت  در كمكـي  گراسـيلاريا  پرورش اما است يافته افزايش طبيعي منابع از گراسيلاريا از برداري

 تـامين  بـه  قـادر  و اسـت  محـدود  دنيـا  در گراسـيلاريا  حـاوي  بسترهاي كه گفت بايد. است آبزي گياه اين طبيعي

 مقدور غير منابعي چنين از متقاضيان درخواست منظور به مدت دراز ريزي برنامه و باشند نمي رشد به رو نيازهاي

  ).1383 حسيني،( است

  

  گراسيلاريا بيولوژي -2-1

  گراسيلاريا گياه جنس پراكنش -1-2-1

 اي مديترانـه  و ،اسـتوائي  قطبـي  منـاطق  در آن وجـود  و بـوده  وسـيع  پـراكنش  داراي جهـان  در گراسيلاريا جنس

 سـال  در. نمـود  معرفـي  گونـه  چهـار  بـر  مشتمل را گراسيلاريا جنس  3گرويل ،1830 سال در. است شده گزارش

 سـال  در او.  اسـت  گونـه  23 گراسـيلاريا  جنس هاي گونه تعداد كه داد نشان 4آگارد توسط مجدد بررسي 1852

 گونـه  شـمار  پـس  آن از. رساند گونه يك و شصت به را شده شناسايي هاي گونه مجدد،تعداد بازنگري با 1901

  ).1383حسيني،(اند زده تخمين گونه 150 از بيش را مختلف مناطق در گراسيلاريا شده شناسايي هاي

ــه پــراكنش  ،)Ramírez and  Santelices 1991(   جنــوبي آمريكــاي از 5پــرو  كشــورهاي ،از  G. corticata  گون

)   et al.,Bolton  1996; et al.,Silva 2007  ( كنيـا   ،)  et al.,Ateweberhan 2005( اريتره ،)  et al.,Silva 1996(6جيبوتي

 ، ) et al.,Silva 1996(  سـومالي  ، )et al.,Silva ; Børgesen, 1943 1996 ( 7موريس ،)  et al.,Silva 1996( ماداگاسكار

   )Oliveira et al., 2005 Silva et al., 1996 ;(  تانزانيـا  ، ) ; Iyer et al., 2005 De Clerck et al., 2005( جنـوبي   آفريقـاي 

                                                           
1.  pterocladia 
2. marine culture 
3.  Greville 
4.  Agardh 
5.  Peru 
6 . Djibouti 
7 . Mauritius 
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 ،  لاكـاديف  ، 1كريسـمس  ، آنـدامان  جزايـر  در  هند اقيانوس در واقع جزاير از . است گرديده گزارش آفريقا از

 كشـورهاي  از و اسـت  شـده  مشـاهده  ،)  et al.,Silva 1996( سيشـل  ، 4 ،رودريگـز   3ريونيـون  ،  2نيكوبـار  ،  مالديو

 ,.Silva et al(  ايران ،) Silva et al., 1996; Sahoo et al., 2001; Pareek et al., 2010(  هند توان مي آسيا غربي جنوب

1996; Sohrabipour and Rabii 1999; Yousefi et al., 2013 (، شـرقي  جنـوب  سـواحل  ،  پاكسـتان  ،   عمان ، كويت 

)  et al.,Silva 1996( يمن و)  et al., 1996; Iyer  et al.,Silva 2005( ،سريلانكا)  et al.,Silva 1996( 5كشور هاي عربي 

 نيـز ) Pham et al., 2011( آسـيا  شـرقي  جنـوب  از سنگاپور و) Lee and Kang 2001( آسيا از كره همچنين. برد نام را

  .است شده گزارش

  

  گراسيلاريا گياه ويژگيهاي  -2-2-1

  :ظاهري شكل

 بتـدريج  تـال .  شـود  مـي  آغـاز  6نگهدارنده كوچك شكل ديسكي صفحه يك از افراشته بر تالهاي رشد و ظهور

 در گاهي. نمايد مي متقابل يا متناوب بصورت جانبي انشعابات ايجاد سپس و فشرده تيغ بصورت شده، اي استوانه

 مـي  بشـمار  گياه شناسايي عامل بعنوان گاهي تال ظاهري شكل. شود مي ديده متفاوتي و زياد انشعابات گياه يك

 رنـگ ).1383 حسـيني، . (اسـت  متفـاوت  ديگـر  گونـه  بـا  آن نوك و شاخه يك شكل گونه يك در زماني و رود

 اي بوته ، ،غضروفي مختلف اشكال به و باشد مي اي قهوه تا ارغواني به متمايلGracilaria corticata  قرمز جلبك

 سـطح  روي كـروي  نيمـه  سيستوكارپ. دارد متوالي منظم نا تايي دو تقسيمات ها ريسه و شود مي ديده بادبزني و

 داراي. باشـد  مي قاعده از برخاسته پهن اصلي محور چندين شامل. شود مي ديده زمستان و تابستان فصول در تال

 و قرنجيـك (باشد مي سانتيمتر 5-15 تال ارتفاع و ميليمتر 4-7 اصلي انشعابات پهناي و بوده اي صفحه نگاهدارنه

 .)1389 همكاران،

 
  :گياه ريسه تشريح

 هسـتند  كوچكتر پوست هاي سلول.  است مركزي استوانه و پوست قسمت دو شامل گراسيلاريا گياه رويشي تال

 سلول از مركزي استوانه. باشند مي رنگدانه داراي بيروني هاي سلول و است شده تشكيل لايه دو يا لايه يك از و

 مركـزي  استوانه هاي سلول تعداد و اندازه ، خارجي هاي لايه وضعيت. است شده تشكيل پارانشيمي بزرگ هاي

 حسيني،(باشد مي موثر گراسيلاريا هاي گونه تشخيص در مركزي ناحيه به پوست ناحيه از ها سلول شكل تغيير و

 و پارانشـيمي  هاي سلول توسط مياني ناحيه در مغزي برجسته  هاي سلول رويشي ريسه مقطع در بطوريكه).1383

                                                           
1 . Christmas Island 
2 . Nic.obar Islands 
3 . Réunion 
4.  Rodrigues 
5  . Southeast Arabian coast 
6  . holdfast 
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 شـود  مـي  محسـوب  سـاله  چنـد  گيـاهي  كـه  G.gracilis گونه در. )Salgado, 2011-Marín(گردد مي احاطه 1قشري

)Destombe and Valero,  2001 (تعيـين  تشـريحي  ميكروسـكوپ  توسـط  مشـاهده   بـا  تترااسپوروفيت و بالغ نر افراد 

  ). (Martinez et al., 1999 .ميگردد

 هـا  ماده تالوس روي بر سيستوكارپ گسترش با لقاح از بعد ولي بوده مشكل بسيار لقاح از قبل بالغ ماده تشخيص

 ايجـاد  بـه  كـه  كنـد  مي منتشر را ميوزي اسپورهاي ديپلوئيد  هاي تترااسپوروفيت.باشند مي چشم با تشخيص قابل

 مـوارد  از برخي در حال اين با. گردد مي منجر پايه دو هاي گامتوفيت مستقل هاي هاپلوئيد توليد منظور به جوانه

 روي هـا  فيـت  اپـي  عنـوان  بـه  هـا  تالوس هاپلوئيد كوچك هاي گامتوفيت و شوند نمي منتشر ميتوزي اسپورهاي

در محيط  زني جوانه يا 2زني سينتاگامتيك جوانه پديده اين نمايند مي رشد والديني ديپلوئيد هاي تترااسپوروفيت

  ). et al.,Martinez 1999( شود مي ناميده  3طبيعيكشت 
  تترااسپوروفيت

  گـردد  مـي  مشـخص  بيضـوي  تـا  مكعبـي  اشـكال  بـه  صـليبي  تتراسپور حضور ديپلوئيدي،با تتراسپوروفيت مرحله

)Marín-Salgado and Peña-Salamanca, 2011: 125.(مـي  پراكنـده  اپيدرمي بخش روي متراكم بصورت تتراسپورها 

   ).1383 حسيني،( باشد مي شكل صليبي كه است اسپور چهار از مركب تتراسپور هر. باشند
  اسپرماتانژ

 كنسـپتاكل  قرارگـرفتن  طـرز . شـود  مـي  ديـده  تـال  سطح در پراكنده بطور و بيضوي يا كروي بشكل اسپرماتانژها

  ).1383 حسيني،( باشد مي يكديگر از گراسيلاريا هاي گونه شناسايي مهم عامل ذيل صورت سه به اسپرماتانژها

 سـلولهاي  بوسـيله  كـه  يكـديگر  از فاصـله  بـا  يـا  سري بصورت تال سطح در شده پراكنده اسپرماتانژهاي .1

 .شود مي ايجاد اپيدرمي

 .شكل بيضوي تر عميق هاي كنسپتاكل داخل شده واقع اسپرماتانژهاي .2

 .شكل مرغي تخم سطحي هاي كنسپتاكل در شده واقع اسپرماتانژهاي .3

  سيستوكارپ

 بخـش  چهـار  بـه  است ممكن و شده پراكنده ساقه سطحي قسمت در شكل كروي اجزاء صورت به سيستوكارپ

  .شوند تقسيم

 مـي  رنگـي  پيگمانهاي وداراي فشرده بهم ها لايه اغلب كه است سلولي لايه تعدادي شامل: پريكارب .1

 .باشند

 .است پارانشيمي سلولهاي شامل و سيستوكارپ مركز در واقع:  گونيموبلاست .2

 .شود مي ديده مرغي تخم يا اي دايره اشكال به و است گرفته قرار گونيموبلاست بالاي در: كارپوسپورانژ .3

                                                           
1  . cortex 
2 . syntagmatic 
3 . in situ germination 
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 گونه برخي فقط و است داشته امتداد پريكارپ لايه تا گونيموبلاست بافت از كننده جذب فيلامنتهاي .4

 ).1383 حسيني،(باشند مي كننده جذب هاي رشته داراي ها

 مـي  خـارج  كارپوسـپورها  آن انتهايي قسمت از كه  باشد مي آن روي بر كوچكي روزنه واجد  بالغ سيستوكارپ

  )Marín-Salgado et al., 2011: 128(گردند

  

  گراسيلاريا جلبك زندگي چرخه  -3-2-1

1پلي سـيفونيا  قرمز جلبك .است ها جلبك  ديگر از تر پيشرفته و تر پيچيده قرمز جلبك در مثل توليد
 اي نمونـه    

 مـي  ديـده  مجـزا  به صـورت  ماده گياه و نر گياه كه بطوري بوده مجزا ها جنسيت كه است پرمانند و زيبا  دريايي

 اسپرم يك تنها 3آنتريديوم ها از يك هر اما ، يابد مي توسعه 2آنتريدي از بزرگي هاي خوشه نر گياه برروي.شود

 شـوند  مي آزاد ها اسپرم و شده باز شدن شكافته با آنتريدي بلوغ زمان.است متحرك غير كه كند مي توليد منفرد

 بـزرگ  تخـم  و ميشـود  ناميده 4كه كارپوگونيا   كند مي توليد را ماده اندام ماده گياه. گردند مي شناور آب در و

 شـانس  اسـپرم  كـه  زماني و يافته گسترش طويل گردن 5هر كارپوگونيوم در.كند مي توليد آن پايه در را منفردي

گـردن   ناحيـه  از سـلولي  هـاي  ديـواره  كـه  است آنزيمي حاوي اسپرم. چسبد مي  اندام اين به بيابد را آن با تماس

 بدين.نمايد مي بارور را تخم كارپوگونيوم داخل در و ورود از پس اسپرم هسته و ، كند مي حل را كارپوگونيوم

 در.كنـد  نمـي  پيـروي  ميـوز  از اسـت  شده مطالعه جلبكها ديگر در بطوريكه اما گيرد مي شكل ديپلوئيد تخم سان

 ديپلوئيـد  هـاي  تعـداد زيـادي سـلول    و شـده  تقسـيم  6در داخل سيسـتوكارپ   ميتوز لقاح يافته توسطتخم  عوض

 مـي  هاپلوئيـد  گياهـان  توسـط  شـده  توليد اسپورهاي اغلب زيرا است معمول غير كه كند مي توليد   7كارپوسپور

 دهد،و مي رخ ميوز گياه اين بر. شود مي منجر8تترااسپورفيت  ديپلوئيد، به گياه رشد از پس كارپوسپور هر. باشند

 مـي  منجر ماده گياه به ديگر دوتاي و نر گياه به رشد از پس ها اين از تا دو.ميگيرد شكل هاپلوئيد تترااسپور چهار

 :Winchester, 1969 ( ميناميم  ماده و نر گامتوفيتهاي را آنها ، نمايند مي گامت توليد گياهان اين كه آنجا از.  شوند

 در.باشـد  مـي  عـالي  گياهـان  در شايع اي پديده و است شده شناخته نسل تناوب عنوان به پيچيده چرخه اين).172

 سيسـتوكارپ  دوم. اسـت   گامتوفيت هاپلوئيد بزرگ نسل اول. شود مي ديده نسل سه پلي سيفونيا زندگي چرخه

را توليد  اسپوروفيت در نهايت نسل ديپلوئيد كارپوسپور با توليد و 9يافته لقاح تخم رشد از كه است نسلي ديپلوئيد

                                                           
1 . polysiphonia 
2 . antheridia 
3 . antheridium 
4. carpogonia 
5 . carpognium 
6 . cystocarp 
 
7 . carpospores 
8 . tetrasporic  
9 . zygote 
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 را تترااسپورها همچنين و بوده ديپلوئيد كه باشد مي اسپوروفيت نسل ، تترااسپوروفيك گياه سوم. نمايد توليد مي

 دهنـد  مـي  تشـكيل  را بزرگ گامتوفيت نسل و يافته رشد تترااسپورها هنگاميكه چرخه.كند مي توليد ميوز توسط

  ).Winchester, 1969 :173 ( ميگردد كامل

  از تنـاوبي  گراسـيلاريا  جـنس  در بطوريكـه  بـوده  پلي سيفونيا مشابه تغيير كمي با گراسيلاريا جنس در چرخه اين

  گامتوفيـت .دهـد  مـي  نشـان  را   ديپلوئيد اسپوروفيت تترا و هاپلوئيد گامتوفيت بين) ايزومورفيك(ريخت هم نسل

 بـه  سـاختار  يك لقاح از پس. نمايد مي كارپوگونيا توليد ماده پايه و 2 اسپرماتانژ توليد بارور 1نر پايه.هستند دوپايه

اين ساختار بر روي ريسه هاي گامتوفيت ماده با تقسيم ).(Lewmanomont, 1996 گردد مي تشكيل سيستوكارپ نام

 گرد برجسته،  ها ).سيستوكارپGuillemin, 2008:1502ميتوز هزاران اسپور ديپلوئيد (كاپوسپور) را توليد مي كند (

، 4پوسـته  از متشـكل  سيسـتوكارپ  هـر . باشـند  مي پراكنده ماده پايه سطح در ،3پوزه بدون يا با است، كره نيم يا و

 سيسـتوكارپ ). Lewmanomont, 1996(باشد مي جذبي هاي رشته بدون يا با ، و 6و كارپوسپورانژيا  5گونيموبلاست

-Marín(گردند مي كارپوسپورها خارج آن انتهايي قسمت از كه  باشد مي آن روي بر كوچكي روزنه واجد  بالغ

Salgado and Peña-Salamanca, 2011: 128.( بـه  و  شـوند  مـي  آزاد كوچـك  روزنـه  ايـن  طريق از ها كارپوسپورها 

 در عمومـاً  كـه  كنـد  مـي  ايجـاد  را تترااسپورونژيا بالغ تترااسپوروفيت. زنند مي جوانه تترااسپوروفيت  هاي تالوس

 جوانـه  گامتوفيـت  ريسه 4 به كه تترااسپور يا اسپور 4 و شود مي تقسيم دهد و از طريق ميوز مي رخ تالوس پوسته

در اين جلبك علاوه بر چرخه جنسـي ، چرخـه   ).(Lewmanomont, 1996باشند مي ماده تا دو و نر تا دو كه زند مي

تترااسـپوروفيت بـه صـورت طبيعـي و يـا مصـنوعي       نباتي نيز در هريك از گامتوفيت هاي نر و ماده و ريسه هـاي  

  ).Guillemin, 2008:1502مشاهده مي گردد(

  

                                                           
1 . male thallus 
2 . spermatangia 
3 . rostrum 
4 . pericarp 
5 . gonimoblast 
6 . carposporangia 
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  )Guillemin, 2008:1502: چرخه زندگي جلبك قرمز گراسيلاريا( 1- 1شكل 

  

 سـلولي  تقسيم و باشد مي ها گامتوفيت شبيه تتراسپوروفيتها نمو و رشد ، چين آبهاي در G.tenuistipitata  گونه در

 تشـكيل  هـا  همسـفر  روز 2-7 از پس. گيرد مي صورت اسپوورها اتصال از پس روز يك تا دقيقه پانزده مدت در

 مشاهده مانند هلالي جوانه ديسك هر مركز از روز ده از پس.  نمايند مي رشد به شروع ديسكها سپس و شود مي

  ).1383 حسيني،(آورد مي بوجود افراشته بر شكل برگي ساقه بيشتر يا يك تدريجي رشد با و گردد مي

  

 گراسيلاريا گياه رشد بر محيطي فاكتورهاي اثر-3-1

 دهـد  مـي  رخ   1ويسـاخاپاتنام  سـواحل  مـدي  و جـزر  نواحي در Gracilaria corticata زندگي چرخه فصلي تجلي

 و تيـر  تا خرداد در آن اوج كه بطوري بودند دسترس در  ماهه  شش رشد  چرخه  دو با سال سراسر در ها جلبك

 بسـياري . گرديدنـد  مشاهده رويشي گياهان از بيشتري فراواني با سال سراسر در مولد گياهان.باشد مي دي تا آبان

 آزاد پيـك  و ريزنـد  مـي  ماهـه  همـه  صبح 6 تا 2 ساعت بين ساعت  24 مدت  در اسپورها تترا و كارپوسپورها از

  )Subbarangalah, 1983.(باشد مي  مهر تا مرداد و بهمن تا آذر آنها سازي

 تـابش  وبـا  دهـد  مـي  رخ مـد  و جـزر  متوسـط  سـطح  زيـر  متر 6 تا 5بين  2بريتيش كلمبيا بهينه گراسيلاريا در رشد

  سـاله  يـك  قرمـز  هاي  جلبك اسپور ريختن در فصلي تغييرات). Whyte et al., 1981:497(دارد  ارتباط خورشيدي

ــف ــد در مختل ــد هن  Gelidiopsis و Gracilaria corticata، Gelidium pusillium، peterocladia heteroplatos مانن

                                                           
1 . Visakhapatnam 
2 .  British Columbia 
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variabilis بوتـه  تـر  وزن گرم يك ازاي به 1200000 تا 1000  از بيش ماهانه اسپور توليد  بطوريكه شود مي ديده 

  .)Narasimha, 1989:143 ( باشد مي متغيير  بارده

 انـدازه  و باشد مي روز 70 تا 40 از سال مختلف ماههاي در حرارت درجه به توجه با .tenuistipitata G رشد دوره.

 رسـد  مي سانتيمتر 60 تا 30 آن هاي ريسه اندازه مناسب حرارت با سال از فصولي در و رسد مي ميليمتر دو به آن

 نـوك  از ريسـه  سـپس  و شده متوقف ها ريسه رشد رسيد سانتيگراد درجه 29 به آب حرارت درجه كه زماني و. 

 درجـه  31 بـه  آب حـرارت  درجـه  كـه  هنگامي بطوريكه رود مي بين از نهايت در و كرده پوسيدن به شروع گياه

 كـه  جديـد  يافته رشد هاي هاگ از بعضي هنگام اين در و گردد نمي مشاهده بستر در مسن ريسه هيچگونه رسيد

 و شـده  ايجـاد  گيـاه  در سـبز  رنگ دما كاهش با و باشد مي رويت قابل ميليمتر 2 از كمتر اندازه و زرد آنها رنگ

  ).1383 حسيني،( .داد خواهند ادامه رشد به بخوبي

 هـاي  حوضـچه  سـطح  بـر  بلوچسـتان  و سيستان و هرمزگان استانهاي درGracilaria corticata  جلبك رويش محل

 هـاي  اسـتان  كل در بيش و كم پراكنش. است مدي و جزر بين محدوده پايين و مياني هاي قسمت در اي صخره

ــريس،( بلوچســتان و سيســتان و هرمزگــان ــار، ب  مــي زمســتان و تابســتان فصــول در)  تنــگ و كچو،گــورديم ليپ

  .)1389 ، روحاني و قرنجيك(باشد

 26/0ترتيـب  به تابستان و بهار ، زمستان ، پاييز فصول در)جگين( جاسك تا لنگه منطقه از دريا آب دماي ميانگين

 بـه  فصـول  ايـن  در دريـا  آب شوري ميانگين و باشد مي 49/30 ±55/0 و 63/0±57/24 ، ±2/22 35/0 ،±65/26

  .)1374 ، زاده طالب( باشد مي 42/37± 145/0 ، 78/36± 145/0 ، 12/37± 47/0 ، 48/37± 105/0ترتيب

  

  :حرارت درجه -1-3-1

. بـود  سـانتيگراد  درجـه  32 دما بالاترين در و سانتيگراد درجه 15 حرارت در رشد ميزان حداقل ، چين درسواحل

 درجات بين حرارت است ،ممكن بنابراين. بود درصد دو از بيش سانتيگراد درجه 20-30 حرارت در رشد ميزان

  ).1383 حسيني،( باشد گياه رشد براي وضعيت مناسبترين سانتيگراد درجه 30-20

  

  :شوري-2-3-1

 مـاكزيمم  كه داد نشان چين در 1فائو نتايج. باشد مي جلبكها از گونه اين رشد چرخه در موثر و مهم عامل شوري

. داشـت  نوسـان  درصـد  هفت و بيست تا هفت بين كه بود درصد ويك ،بيست آزمايش مورد تانك در گياه رشد

 روز چهار از پس و گرديد گياه نوكهاي شدن رنگ بي سبب روز دو مدت در هزار در سه حد به شوري كاهش

 رشـد  ضـعيف  بسـيار  هـا  ،رشـته  هـزار  در قسـمت   34 ميزان به بالا شوري در و داد رخ) خشكيدن( نكروز حالت

                                                           
1 .  FAO 
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. رفـت  بـين  از هفتـه  دو مـدت  در رويـش  اجزاء رنگ ، هزار در 47 در حاليكه در بودند نرمتر انشعابات و نمودند

  ).1383 حسيني،(

  

 جنسي مراحل تمايز در موثر عوامل -4-1

 تغييـر  Gracilaria cornea قرمـز  جلبك در را سيتوكارپ رسيدگي مختلف ،مراحل 1درونزا هاي آمين پلي سطوح

 رسـيدگي  كـاهش  بـه  منجـر  كه شد يافت لقاح از بعد ابتدايي مرحله بافت در آمين پلي مقادير بالاترين. دهد مي

 القـاء  را سيسـتوكارپ  رسـيدگي  2زاد بـرون  هـاي  آمـين  پلـي  داد نشان انكوباسيون آزمايشات.گرديد سيتوكارپ

 3اسـپرمين  تيمـار  بـا  روز 7 تـا  4 ظـرف  در را سـلولي  توده و دهد مي افزايش را كارپوسپورها آزادسازي و ميكند

 دريـايي  هـاي  جلبك در سيستوكارپ رسيدگي در ها آمين پلي تاثير مورد در گزارش اولين اين. دهد مي توسعه

  )(Unostegui  et al., 2002: 1169.باشد مي
 
  4فيت اپي -5-1

 بطـور . شـود  مي مشاهده كشت تحت و بومي هاي جمعيت در و است عمومي اي پديده گراسيلاريا در  فيت اپي

 .Ceramium spp و .Polysiphonia spp ماننـد  هـايي  در جـنس  . گـردد  مي متصل ميزبان سطح به ، اپي فيت ها  كلي

 كـم  آبهاي در كه مطالعاتي در. ميگذارند اثر آنها باروري و  رشد بر و كنند نفوذ ميزبان بافت درون به توانند مي

 جلبـك  مـاكرو  فيـت  اپي گونه 24  شد انجام Gracilaria cliftonii برپارك دريايي ، پرت ، استرالياي غربي   عمق

  ).  et al.,Munoz 2009( . بود 6كلروفيتا  به متعلق گونه 3 و  5ردوفيتابه  متعلق گونه 21 كه گرديد شناسايي

  

  مولكولي هاي بررسي -6-1

 جـدايي  مورفولـوژيكي  نسـل  تنـاوب  آن در كه دارد مورفيك ايزو فازيك تري چرخه G. cortiacta جلبك قرمز
 گامتوفيت تنها زندگي مرحله سه از. دهد مي رخ ديپلوئيد و هاپلوئيد مرحله از ژنتيكي متمايز حال عين در ناپذير

. شـود  داده تشـخيص  لقـاح  از بعد  ريسه  سطح روي سيستوكارپ حضور توسط آساني به تواند مي ماده هاپلوئيد
 ميكروسكوپي بطور بلوغ از بعد تنها تواند مي تترااسپورفيت و نر گامتوفيت مثال عنوان به زندگي ديگر مرحله دو

 G مـاده  و نـر  ، تترااسـپورفيت  گياهـان  افتـراق  بـراي  اعتمـادي  قابل روش هيچ حاضر حال در.شود داده تشخيص

.corticata كمـك  بـه  زندگي مختلف مراحل طي جنسيتي تمايز و تشخيص. ندارد وجود  رشدي اوليه مراحل در 
 اقتصـادي  مهـم  هـاي  جلبـك  در انتخـابي  صفات ژنتيكي اصلاح اهداف با  هايي برنامه در مولكولي هاي بررسي
  ).(Törjék et al., 2002 باشد مي سودمند

                                                           
1 . endogenous 
2 . exogenous 
3 . spermine 
4 . Epiphytism 
5 . Rhodophyta 
6 . Chlorophyta 
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  :ها جلبك در شده انجام ژنتيكي مطالعات -1-6-1

 داراي هـا  برنامـه  موفقيـت  بـراي  ژنتيكـي  تنـوع  و ژنوتيپ ارتباط دانش ، نباتات اصلاح و ژنتيكي حفظ برنامه در

 و گراسـيلاريا  كشـت  توسعه آن بر افزون و دريايي جلبك اين از تجاري استفاده و )Yee, 1999( باشد مي اهميت

 راه ژنتيكـي  اصـلاح  و رشـد  نرخ ،افزايش مناسب نهال و.باشد مي آن صحيح شناسايي نيازمند آگار صنعتي توليد

  Yee,1999).( باشند مي دريايي هاي جلبك از تجارتي برداري بهره سازي بهينه جهت هايي

 مـورد  هـاي  تكنيـك  از متفاوت،  سلولي ساختار به توجه با ها جلبك و گياهان از نوكلئيك اسيدهاي جداسازي 

 برخـي  يا و سلولز از عمدتا سلول هاي ديواره ها آلگ ماكرو و گياهان در. است حيواني هاي بافت براي استفاده

) RNA خصـوص  بـه (   نوكلوئيـك  اسـيد  جداسـازي  درجه و است، شده تشكيل پيچيده هاي ساكاريد پلي ديگر

 آن زنـدگي  چرخه  از مرحله چه  در كه اين به بسته اي هسته DNA. دارد آن از استفاده  اهداف و قصد به بستگي

 ژنـوم  در خـاص  منـاطق  حـال،  ايـن  با. باشد، داشته وجود سلول هر در نسخه چهار تا يك  از توانند مي دارد قرار

 هـاي  RNA ژنهاي حاوي اي هسته rDNA كه است شده تشكيل يكسان توالي هم سر پشت تكرارهاي از اي هسته

 ,Michele) .( اسـت  آن از اي نمونـه  رونويسـي  غيـر  و رونويسـي   مناطق و ريبوزومي كوچك زيرواحد و بزرگ

2002: 251  
 ميتوكنـدري  ژنـوم .باشـند  مـي   پلاسـتيد  و ميتوكنـدري   ديگر ژنوم دو شامل  همچنين  ها ماكروجلبك و گياهان

 خطـي،   و  حلقوي  شكل  به و باشد مي كيلوباز جفت 100-500 محدوده در كوچك ژنوم  از ها جلبك ماكرو

 شوند مي يافت  ها ياخته تك و ها قارچ به  مشابه

 ). (Michele, 2002: 252سيسـتماتيك،   هـاي  بررسـي  منظـور  به كه قرمز هاي جلبك اي گونه درون  هاي بررسي 

 متكـي  پلاستيد يا و اي هسته هاي نشانگر روي بر است پذيرفته انجام كنون تا جمعيت ژنتيك يا زيستي جغرافياي

 مطالعـات  در ميتوكنـدري  نشـانگر   كـاربرد  چـه  گـر ا(Zuccarello et al., 1999) .ميتوكندري اطلاعات تا است بوده

  هـا  جلبـك  و درگياهـان  آنهـا  از استفاده ،  باشد مي مفيد بسيار حيوانات در 1جغرافيايي تكاملو  جمعيت ژنتيك

 ايـن  و يابـد  مـي  تكامـل  آرامـي  بـه ) mtDNA(  گيـاهي  ميتوكنـدري  DNA نوكلئوتيـدي  تـوالي  زيرا نيست مناسب

  .)(Zuccarello et al., 1999 است شده منجر را اي گونه درون مطالعات در آن كم ،كاربرد آهسته تغييرات

 هـاي  ديـواره  سـولفاته  سـاكاريدهاي  اتصال محكم آن با پلـي  بدليل دريايي جلبك هاي سلول از DNA استخراج

 يـك  ايـن،  بـر  عـلاوه ). Varela-A´lvarez et al.,  2006 (اسـت   گيـر  ووقـت  پيچيده ، سلولي بين ماتريكس و سلول

 و سازي، ذخيره سلولي، ديواره تنوع دليل به اغلب است مناسب جلبكي گروه يك يا و گياه يك  براي كه روش

 .)Doyle and Doyle, 1990 : 13(شود مي مواجه شكست با سايرين با ثانويه تركيبات

  

                                                           
1 .  phylogeographical 
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  DNA توالي تعيين -2-6-1

(در نظـم خطـي بازهـاي نوكلئوتيـدي)با اسـتفاده از      DNA از طريق اطلاعات ژنتيكي موجود در DNAتعيين توالي 

انجام مـي   4به روش گيلبرت 3و تخريب شيميايي نسبي 2به روش سنجر 1روش هاي مانند تعيين توالي دي دآكسي

  .)Yee, 1999: 28(شود

بايد قادر به تشخيص اليگومرهاي طويل ،كه تنها توسط يك نوكلئوتيد در  DNAروش جداسازي در تعيين توالي 

تعيين توالي   liuiواريته  Gracilaria tenuistipitataتوالي ژنوم حلقوي پلاستيد در جلبك قرمز  طول متفاوتند باشند.

 RNA پي از اپرونژن ، از جمله تنها يك ك 238جفت باز تشكيل شده است و شامل  183883گرديد. اين ژنوم از 

از محتواي ژن و نظم را نشان  تريحفاظت قوي Porphyra pupureaدر مقايسه با ژنوم پلاستيد  ريبوزومي مي باشد. 

بطور شگفت آوري  محتواي ژن اجدادي  را در ژنوم پلاستيد خـود حفـظ كـرده اسـت ، و      گراسيلاريا مي دهد.

ترين ژن پلاستيد شناخته شده در يوكاريوتهاي  فتوسنتتيك مي  ، شامل مجموعه اي از كاملردوفيتا همراه با ساير

  ).Hagopian  et al., 2004باشد (

  

  DNA سازي خالص و سازي جدا -3-6-1

 كشت و استفاده از. باشد مي دشوار فرايند يك معمولا گياه و ماكرو جلبك ها   از خالص DNA آوردن دست به

 تميـز   بـه  نسـبت  بايسـتي  است و براي اين منظـور  نوكلئيك اسيد سازي خالص براي روش ترين آل ايده  خالص

 حـذف ) قارچها يا و گياهي حيواني،(موارد انگلي  اپي فيت ها و تمام  و اقدام نمونه هاي جمع آوري شده كردن

 مثـال  يـك . باشد مي اسپور يا گامت توليد هاي بخش يا و فعال رشد حال در هاي بخش مطلوب هاي بافت. شود

 و هسـته  زيـادي  مقـادير  توليـد  بـه  كـه  سيستوكارپ است  قرمز، جلبك در مثل توليد ساختار مورد اين در خوب

. اسـت  انگلـي  مـواد  از عـاري  معمـولا  و در آن ايجاد مي گردد. از ارگانيسم هايي قسمت ساير به نسبت اندامكها

 آن خـالص  نوكلئيـك  اسـيد  مـواد  اما ،  بوده كم آن DNA  مقداري بازده روش اين در آمده دست به مواد بيشتر

  ).Nishiguchi et al., 2005( است

 متاسفانه. باشد مي DNA از مناسب و بالا كيفيت با سازي خالص و جداسازي مولكولي بيولوژي در نخست مرحله

.  نباشـد  مناسـب  ديگـر  گونه براي شايد معين، گياهي گونه براي اجرا قابل  نوكلئيك اسيد جداسازي هاي روش

 قابـل  شـايد )  پليمراز زنجير تكثير مانند( است مناسب معين مولكولي تكنيك در كه DNA سازي خالص همچنين

  ). Yee,1999 ( نباشد 5برشي قطعات طول شكلي چند مانند ها روش ديگر براي اجرا

                                                           
1 . dideoxy :و ���� رشد زنجيره پلي نوكلئوتيدي مي شود  	
  يك نوكلئوتيد تغيير يافته كه فاقد گروه OH ´ 3  ا
2 . Sanger  
3 .  partial chemical degradation 
4 .  Gilbert 
5 . restriction fragment-leangth polymorphism 
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 در مواد از بيشتري مقادير به نياز كه گردد مي پيچيده روشهاي و وقت صرف به منجر اغلب ها پروتكل اين تغيير

 اسـيد  نوكلئيـك  جداسـازي  روشهاي با ها جلبك مولكولي ژنتيك بنابراين. داشت خواهد همراه به را كار شروع

 هـايي  پروتكل ابتدا در. يابد مي توسعه باشند مي مختلف هاي گونه براي اجرا قابل و مناسب و راحت ، سريع كه

 سـزيم   مولكـول  دو يـا  يـك  تركيـب   بـا  معمولاً و بود سخت و زمانبر بودند يافته توسعه DNA استخراج براي كه

  ).Yee,1999( گرديد مي انجام سانتريفوژ اولترا چرخش يك در) CsCl( كلرايد

 طرفـي  از و آنهـا  شـيب  تكنيـك  از اسـتفاده  بـا  DNA كـم  مقـادير   نظير مشكلاتي )1997( همكاران و 1لي هرچند

 قبيـل  از مراحـل  ايـن  رفـع  بـراي  هايي مختلف  تكنيك اينرو از. داشتند اظهار را روش بودن گران و وقت صرف

 و Qiagenوابسـتگي  سـتون  و CTAB پروتكـل  شـامل  سـازي  خـالص  هاي روش ،2 سفاروز چرخش ستون استفاده

 دريايي هاي جلبك از DNA استخراج متاسفانه.  ) Yee, 1999( گرفت قرار استفاده مورد  ژل سازي خالص مراحل

 مـايع  نيتروژن از استفاده با نمونه سائيدن و كردن خرد. باشد مي پيچيده سولفاته هاي ساكاريد پلي حضور به دليل

 بدست محصول و )Yee,1999.  (سازد مي آزاد را DNA به متصل چسبناك محلول هاي ساكاريد پلي معمول بطور

 اتـاق  حـرارت  درجه در بافر در شده خرد بافت از بيشتر %64 مايع نيتروژن در شده پودر 3كلپ بافت توسط آمده

 هيدروكسي آپاتيت اتصالات از استفاده قبيل از هايي تكنيك مشكلات اين رفع منظور به بنابراين. بود

4) Yee,1999  (يافت توسعه 5 استيل تري متيل آمونيوم برميد با تيمار و)  Yee,1999.(   

 بـه  نيـاز  اي قهـوه  جلبـك  و   قرمـز   ،جلبكسبز  جلبك از DNA استخراج براي شده منتشر هاي روش از بسياري

 در شـده  خـرد  جلبكـي  بافـت  بـه  كـه  چسـبناك  محلـول  ساكاريد پلي.دارد مايع نيتروژن در شده خرد هاي بافت

 مشـكلات . (Varela-A´lvarez et al., 2006)سـازد  مـي  مشكل DNA از را آنها سازي جدا  است متصل مايع نيتروژن

ها مي باشـد و   آلاينده ساير و ها ساكاريد پلي به مربوط گراسيلاريا هاي گونه از DNA استخراج در آمده بوجود

 باشــد مــي مــوثرتر هــا روش ســاير بــا مقايســه در كلروفــرم فنــل و CTAB تركيبــي روش از اســتفاده بــا اســتخراج

)Yee,1999( ، جداسازي براي روش اين . رود مي بكار مشكل اين رفع  در برميد آمونيوم متيل تري استيل بنابراين 

DNA تكنولـوژي  هيبريداسـيون  تـوالي،  سـازي،  شبيه براي كه است روشي شد ها ارائه جلبك براي بالا كيفيت با 

 وزن  داراي شـده  اسـتخراج  DNAو باشـد  مـي  مناسـب  ژنـومي  كتابخانـه  سـاز  و ساخت براي نتيجه، در و پروب،

  6تـازه   بافت از گرم 1 از DNA ميكروگرم 10-6 حدود در بازده. است  تخريب از اي نشانه بدون و  بالا مولكولي

 تـازه  هـاي  نمونـه  كـم  مقـادير  از DNA از متعددي هاي نمونه جداسازي براي مناسب و ارزان روش اين.مي باشد

 پـر ) سـانتريفوژ  مـدت  طـولاني  شـيب  CSCL مثال عنوان به( موجود هاي روش از برخي نهايت، در. است جلبكي

                                                           
1 . Lee 
2 . sepharose spin 
3 . kelp 
4 . hydroxyapatite 
5 . cetyl trimenthyl ammonium bromide(CTAB) 
6 . fresh blades 
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 است شده توصيه قوياVarelaً توسط دريايي جلبك DNA استخراج براي شده ارائه پروتكل نتيجه، در.هستند هزينه

(Varela-A´lvarez et al., 2006).  

 بزرگتـر  اتدازه با نمونه براي و  دارد DNA كميت و كيفيت نظر  از  عملكرد بهترين كلروفرم فنل و  CTAB روش

  ).Sim et al., 2007( است مناسب G. changii مانند

  

  :ها جلبك در استفاده مورد  مولكولي ماركرهاي -4-6-1

 rbcL ژن ماننـد  نشـانگرهاي  از محـدود  نسـبتا  طيف از ها جلبك در مولكولي ژنتيك مطالعات اكثر ،2003 سال تا

 در ماركرهـاي  فقـدان . گرديـد  مي استفاده اي هسته ريبوزومي DNA يا و ميتوكندري 2cox-3جداكننده و  پلاستيد

 حـال  در كـه  حـالي  در.اسـت  بـوده  اي گونـه  درون تنـوع  از شده انجام مطالعات در خصوص به ،مشكل دسترس

 هـا  نشـانگر  از اسـتفاده  همچنـان  شـود،  مـي  اسـتفاده  جلبكي هاي گونه از بسياري در ها ميكروساتلايت از حاضر

  ).(Provan  et al.,2003.شود اعمال  ها گونه از اي گسترده طيف در تواند مي ،  عمومي

 شـده  استفاده موجودات از بسياري براي ژنتيكي ساختار آزمايشات براي آميزي موفقيت بطور  آلوزيمها چه اگر

 در آلـي  ايـده  ابـزار  پليمورفيسـم  پـايين  سـطوح  و دسـترس  در ژن هاي جايگاه كم تعداد بدليل عموماٌ ،آنها است

در  مولكـولي  ماركرهـاي  از متنـوع  اي مجموعـه  زمينـه،  ايـن  در ).Faugeron et al., 2001.( باشـند  نمـي   ها جلبك

 در و Gracilaria gracilisدريـايي  قرمـز  جلبـك  در تلايتهااس ـ ميكـرو  جملـه  از ژنتيكي جلبك ها مطالعات بررسي

 پلـي  تصـادفي  تكثيـر  و ، Alaria marginata كلـپ  در مورفيسـم  پلـي  قطعات طول ،تكثيرLaminaria digitata كلپ

 Faugeron et al(  اسـت  شـده  داده توسـعه  كلـپ  گونـه  چند و قرمز جلبك گونه چند در )DNA)RAPD مورفيك

.,2001 .(  

 اي سـاده  تكنيـك  از آنها شدزيرا مي استفاده جمعيت ژنتيكي ساختار تعيين در اي گسترده بطور RAPDs تكنيك

 تعداد تقريباٌ بنابراين و كند مي تكثير را ژنومي DNA از بسياري نواحي همزمان طور به روش اين. بودند برخوردار

 .(نماينـد  ايجـاد  را گونـاگوني  مورفيسـم  پلـي  هاي الگو ميتوانند و كند مي تهيه را ژن هاي جايگاه از نامحدودي

Faugeron et al., 2001 .( 

  
 :RAPD ماركر •

 همـديگر  از خـوبي  بـه  مشابه هاي گونه افراد و است آسان،سريعيا چند شكلي تكثير شده تصـادفي   1رپيد روش

 سـاير  از برخـي  كـه  كنـد  تعيـين  2سطح درون كلـوني  در حتي را ژنتيكي اطلاعات تواند مي.  شوند مي داده تميز

 اختلافات تعيين براي رپيد از استفاده.باشند روبرو هايي محدوديت با است ممكن آلوزيم و RFLP  قبيل از روشها

                                                           
1 . Random Amplified Polymorphism DNA 
2  . intra clonal 
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 تعيـين  روشـها  ساير از استفاده با نيست ممكن جزئي اختلاف اين و رود مي بكار مشابه هاي گونه افراد بين جزئي

  .گردد

– ژني توالي مانند ها روش ساير. كند نمي فراهم فيلوژني مطالعات براي كافي اطلاعات تنهايي به رپيد  هاي داده

RFLP باشد اطمينانتر قابل اطلاعات تا گردد انجام بايستي تركيبي اطلاعات آوردن بدست براي آلوزيم آناليز يا ) 

Yee,1999.(  

 از نظـر   و گرديـد  بررسـي  رپيـد  روش بـه   نـواحي شـيلي   در Mazzaella laminarioides قرمـز  جلبـك  ژنتيكي تنوع

 288 مجمــوع آنــاليز مشــاهده گرديــد. از مختلــف فواصــل مقيــاس در د اري ژنتيكــي اخــتلاف معنــي ســاختمان

 موضع اين در. گرديد توليد مجزا لوكوس مولتي ژنوتيپ 202 ، مورفيك پلي باند رپيد  17 با هاپلوئيد گامتوفيت

 در مولكـولي  واريـانس  آنـاليز  ) .Faugeron et al .,2001 ( بود 249/0 تا 210/0 از اي دامنه داراي ژني تنوع متوسط

 ميـان  در( بزرگتـر  اي فاصـله  هـاي  مقيـاس  در مقابـل  در. بود دار معني تا حدودي )متر 30 از كمتر( ايستگاههايي

 ها جمعيت بين جدايي افزايش باعث رسد مي نظر به جغرافيايي فواصل افزايش ،)كيلومتر 60 تا 5 از ايستگاههاي

 جـدايي  چنـين  در نقشـي  است ممكن ها رودخانه دهانه يا شني سواحل قبيل از طبيعي موانع وجود بطوريكه شود

 مـي  روي دارند فاصله هم از كيلومتر 60 حداقل با كه هايي مكان ميان قوي ژنتيكي تمايز گذشته اين از. كند ايفا

 جـدا  همـديگر  از 1 متعـارفي  آنـاليز  طريـق  از اصـلي  منشاء با جمعيت هر افراد كه دهد مي اجازه تمايز اين و دهد

 Faugeron et .(اسـت  داده شناسـايي  امكان را ديگر جمعيت به جمعيت يك از بالقوه مهاجران رويكرد، اين.شوند

al., 2001 (.  

Yee بهينـه  دمـاي  تحـت  هـا  نمونـه  همـه  بـراي  مورفيـك  پلي باند الگوي ايجاد جهت پرايمر چهار 1999 سال در 

 جمعيتـي  درون تفـاوت  بـدليل  مطالعه مورد جغرافيايي مقياس با ارتباط در ها پرايمر اين در مجموع. كرد انتخاب

 Gracilaria changii توانسـت  CAGCACCCAC پرايمـر  بـزرگ  جغرافيـايي  فواصل براي هرچند بودند ناتوان زياد،

 گونـه  بين مطالعات در .(Yee, 1999 ) دهد تميز هم از را تايلند از شده آوري جمع Gracilaria changii از را مالزي

 پرايمر كه حالي در كند جدا G.edulis و G.salicornia گونه دو هر از را Gracilaria changii ،اين پرايمرتوانست اي

CAATCGCCGT بـين  هيبريد از امكان يك كه داد نشان G. Changii و G.salicornia  بـين  يـاG. Changii و G.edulis 

  .(Yee, 1999 ).ساختند جدا سارگاسوم هاي نمونه از را گراسيلاريا هاي نمونه  پرايمر فوق هردو. دارد وجود

 69. گرديد استفاده Gracilaria gracilisدوپايه جلبك جنسيتي شناسايي منظور به RAPD روش ، ديگر مطالعات در

 و هاپلوييـد  نـر  5 شـامل  كـه  گرديـد  آزمـايش  DNA از) تـوده  2( گـروه  2 روي بـر  دكامر نوكلئوتيد اليگو پرايمر

 براي bp 430 خاص بخش يك ،  TCGTCACCCC با توالي  پرايمرها اين از يكي . بود هاپلوئيد ماده 5 از ديگري

 مشترك وقوع ،) ها اسپوروفيت تترا( ديپلوئيد افراد. نمود ايجاد ها ماده براي  bp 620 خاص بخش يك نيز و نرها

  .)Martinez et al., 1999:1533( دادند نشان را بخش 2 اين

                                                           
1  . canonical discriminant   
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 تصـادفي  آغـازگر 10از اسـتفاده  بـا  و رپيـد  روش بـه  2و بنـدر ژان شـان   1سواحل كودگدائو در در مطالعات ديگر 

 CGACCAGAGC پرايمـر  توسـط  بطوريكـه  كردنـد  بررسي Gracilaria lemaneiformisدر را جنسيت ويژه باندهاي

 در kb 6/0 بانـد   CCGGCCTTAG پرايمـر  توسـط  و شـد  مشاهده اسپوروفيت تترا و ماده گامتوفيت در kb 4/1 باند

 تتـرا  و  نـر  گامتوفيـت  در را kb 76/0 بانـد  TTCCCCGCGC پرايمـر .شـد  ظـاهر  اسـپوروفيت  تتـرا  و  نـر  گامتوفيت

 تتـرا  و  مـاده  گامتوفيـت  در نيز را kb 72/0 باند) TTCCCCGCGC( پرايمر اين همچنين  و كرد پديدار اسپوروفيت

 Xiangfeng etكـرد(  نمايـان  نـر  گامتوفيت در تنها را kb 37/0 باندTTCCCCGACC پرايمر و كرد ظاهر اسپوروفيت

al., 1998: 147(.  
 

  :AFLP ماركر •

AFLP3 انگشـت   بيشـتري  اطمينـان  و ثبات با كه است ديگري روش نيزشده  تكثير قطعه مورفيسم پلي يا طول

 و RAPD اطلاعـات  بـا  مـرتبط  توانـد  مـي  AFLP آنـاليز  از آمـده  بدسـت  نتـايج .  كنـد  مي فراهم راDNA 4 نگاري

 ارائه فيلوژنتيكي ارتباط و بيولوژيكي تنوع از بهتري ارزيابي و توصيف  ترتيب بدين و باشد تاكسونومي اطلاعات

 و ژن، محل تعيين گونه، شناسايي ، ژنتيكي پيوستگي نقشه براي گسترده طور بهاين ماركر  ).Yee,1999 ( دهد مي

  (Pang et al., 2010 ).گردند مي استفاده كمي صفت جايگاه شناسايي

در سه مكـان   G.lemaneiformisشاخص تنوع ژنتيكي درون و بين جمعيتAFLP با استفاده از هشت جفت آغازگر 

چين ، سطوح پـاييني از تنـوع ژنتيكـي را در ايـن مكـان هـا نشـان         5وي هاي از مكان يك و چينگدائو از سواحل

 چينگـدائو  بـه  مربوط ها آن از يكي كه داد نشان  را اصلي خوشه دو UPGMA ). دندروگرامPang et al., 2010داد(

 تنـوع  و دارنـد  تنگـاتنگي  پيونـد  بـاهم  .G .lemaneiformis  وحشـي  هـاي  جمعيـت  كه دهد مي نشان نتايج اين.بود

  .دارد وجود برداري نمونه مناطق در وحشي پلاسم ژرم در كمي ژنتيكي
  :DNA باركدينگ •

 ،تعلـق  موجودات DNA در كوتاه ژنتيكي نشانگر از استفاده با كه تاكسونومي براي است روشيDNA  باركدينگ

 رده تعيـين  آن اصـلي  هـدف  و اسـت  مولكـولي  فيلوژني از متفاوت و كند مي مشخص را خاص هاي گونه به آن

 گـاهي  چـه  اگـر . باشـد  مـي  شـده  شناخته بندي رده از وضعيتي در ناشناخته نمونه يك شناسايي بلكه نيست بندي

 جدا يا و يكديگر با بايستي هايي گونه چه كه اين تشخيص يا و ناشناخته هاي گونه شناسايي براي باركدها اوقات

 ترديد مورد اهداف اين براي باركدينگ DNA كاربردپذيري  ولي شود مي برده بكار شوند داده قرار يكديگر از

  .است

                                                           
1 . Qidgdao 
2 . Zhanshan Bay 
  3  Amplified Fragment Lentgh Polimorphism  

4 . fingerprinting DNA: از يك توالي اصلي كه منحصر به فرد است DNAالگوي تكرارهاي متغير پشت سر هم  
5. Weihai 
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 شناسـايي  نباشـد،  دسـترس  در ميـوه  يـا  و گل وقتي حتي گياهان برگ شناسايي مثال براي كاربردهاي اين روش،

 اساس بر جانوران غذايي رژيم شناسايياست،  كمتر بالغين به نسبت آنها تشخيصي خصوصيات كه حشرات لارو

) چــوب يــا گيــاهي هــاي مكمــل مثــال بــراي( تجــاري هــاي فــراورده تشــخيص و  مــدفوع يــا معــده محتويــات

)Wikipedia13. October . 2012.(  

 CO1 ،DNA اسـتفاده از تـوالي   و اسـت  مشكل مورفولوژيكي صفات طريق از تنها گرايسلاريا هاي گونه شناسايي

 باركدينگ DNA مي دهد و هاي اين تيره نتايج معتبرتري را نشان گونه تشخيص مرز و حد درك در ميتوكندري

 Kim et(باشـد  تاكسـونومي  و زيسـتي  تنوع زمينه در تحقيقات و اي گونه تشخيص سطح در موثر روشي تواند مي

al., 2010(.  
  : SSR ماركر

 عنـوان  بـه  اي گسـترده  طـور  بـه  حاضـر  حـال  در و شـوند  مـي  ناميـده  نيـز  1ساده توالي ،تكرار ها ساتلايت ميكرو

 مـي  اسـتفاده و علـوم شـيلاتي    دريايي زمينه در زيستي تنوع مطالعات و كاربردي ژنتيك در مولكولي ماركرهاي

. اسـت  يافتـه  توسـعه  هـا  جلبـك  ميكـرو  و هـا  ماكروجلبك براي ميكروساتلايت ماركرهاي حاضر حال در. شود

 ،)CAG(n يـا ) n)CT مثـال  عنوان به  كه باشند مي نوكلئوتيد شش تا يك از كوتاهي هاي توالي ها ميكروساتلايت

 وفور به آنها است پذيرفته انجام كنون تا كه هايي بررسي در. اند شده تكرار بار صدها گاهي و دوازده تا پنج كه

 بـالايي  ،نرخ ها آلل از زيادي تعداد همراه به فراواني اين. باشند مي پراكنده زنده موجودات تمام ژنوم سراسر در

 مفيدي بسيار مولكولي ماركرهاي شود مي باعث و دهد  مي نتيجه آنها ويژه و منظم ساختار دلايل به را جهش از

 ديگر ماركرهاي انواع آن در كه مواردي تواند مي ها بالاي ميكروساتلايت مورفيسم پلي.باشند جمعيت سطح در

 مورفيسم پلي از بالايي درجه فاقد كه هايي گونه براي ويژه طور به دليل همين به و.سازد آشكار را اند بوده  ناكام

 جنسـي  چرخـه  كه پلانكتوني هاي جلبك(كلونال هاي گونه يا و) سويا( شده اصلاح هاي گونه قبيل از باشند مي

 درجـه  هـا  ميكروسـاتلايت  كـه  انـد  داده نشـان  ماركرهـا  مختلف انواع مقايسه.شوند مي استفاده) ندارند مشخصي

 جريـان  و ژنتيكـي  تنـوع  هـم  كه بطوري.دهد مي نشان  عمومي ماركر نوع همه  به نسبت را پليمورفيسم از بالايي

  . ) et alMedlin(2010 ,.گردد برآورد ماركرها اين  توسط تواند مي 2ژن

 و شـد ماركر ميكروسـاتلايت ارزيـابي    6در سواحل شيلي با استفاده از  G. chilensisاز  جمعيت 2 در ژنتيكي تنوع

 بـراي  خـوبي  كانديد جايگاه شش اين.گرديد معلوم  . /51 تا.  ../ از اي دامنه با هتروزيگوتي از پاييني ميزان نسبتاً

 طـول  در متعـدد  نـواحي  در شـديد  بـرداري  بهـره  متحمـل  احتمـالاً  كه هايي گونه در ژنتيكي منابع ميزان ارزيابي

 ده از نمونـه  40 از اسـتفاده  بـا  بررسـي  مـورد  هـايي  گونه ميكروساتلايت پذيري تغيير. باشد مي  اند شده سواحل

 آللـي  تنـوع  كـه  رود مـي  انتظـار  و). مكان هر از نمونه 4.(گرديد آزمايش ساحلي شيلي آبهاي  در مختلف مكان

  ,.Guillemin et al ) 2004.(گرديد تعيين جمعيت 2 در مورفيك پلي جايگاه 6 باشندو زيگوس هترو شده مشاهده
                                                           
1 .  simple sequence repeat 
2 .  gene flow 
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  :ISSR ماركر •

 تجزيه و جنسيتي تشخيص براي آميزي موفقيت بطور  بطور  ماركر بين توالي هاي تكراري سادهيا  1ISSR نشانگر

اسـت. بـا اسـتفاده از     PCRاسـاس ايـن روش مبتنـي بـر      .رود مـي  بكـار  عـالي  گياهان در ژنتيكي ساختار تحليل و

پرايمرهاي اوليگونوكلئوتيدي شامل واحد هاي تكراري و به اندازه كافي نزديك به هم مي باشند.در اين روش از 

توالي هاي تكراري براي طراحي پرايمر استفاده مي شود . سادگي و سريع بودن اين روش، عدم نيـاز بـه دانسـتن    

نانوگرم) ، توزيع تصادفي در سطح ژنوم از مزاياي آن  50تا  5كم ،( DNA، تكرار پذيري بالا، نياز به  DNAتوالي 

 Danilova and Karlov., 2006; Geng et al., 2009; Korpelainen et al., 2008; Li and Jin ., 2008; Song ) بشمار ميرود. 

et al., 2010; Wang et al., 2009; Younis et al., 2008; Yuan et al., 2009 )  .   
 تلايتاميكروس توالي به ISSR پرايمر يك  اتصال از استفاده با 2توسط واكنش زنجير پلي مراز DNA روش اين در

 نشـانگر  يـك  عنـوان  بـه . گردد مي استفاده ژنتيكي تنوع ارزيابي منظور به اغلب تكثير مي يابد و 5' پايانه يا 3' در

 تكامل حال در سرعت به يوكاريوتي ژنوم سراسر در كه را ميكروساتلايت ساده توالي تكرار  ISSR غالب پرايمر

  ).(Qian, 2001دهد مي قرار هدف مورد است

  
  :SSR ،  ISSR ، RAPD،  AFLPS مولكولي ماركرهاي مقايسه •

 مولكـولي  نشـانگر ).  (Powell et al., 1996دهنـد  نشـان  را تنـوع  از مختلف مراتب است ممكن مختلف نشانگرهاي

RAPD اسـتفاده مـي گرديـد     دريـايي  جلبك جنسيت تعيين كه درXiangfeng, 1998; Martinez et al.,  1999; Sim, 

 حتـي  و 3، نامشـخص  ماركري غالب بوده و جايگـاه ژن همسـان   جمله از مختلف هاي ، داراي محدوديت)2007(

. دارد آن سـادگي  و تكثيـر  قابليـت  بـه  بستگي  مولكولي نشانگر انتخاب .دهد مي نشان واكنش شرايط به حساس

 از نظـر نتـايج قابليـت    و  هزينـه  كـم  بايـد  جنسـي  شناسايي و فيلوژنيك ،مطالعات  ژنوم نقشه براي نشانگر بهترين

 مقـدار  بـا  و كمتـر  هزينـه  ، سـادگي  جملـه  از متعددي مزاياي داراي RAPD روش. )(Qian, 2001:441اطمينان باشد

 شـده  گرفتـه  بكـار  موفقيت با گياهي هاي گونه از بسياري براي روش اين.  است پذير انجام گياهي مواد از كمي

 خصـوص  بـه  و نامشـخص   جايگـاه  ،همولـوژي  غالبيـت  جملـه  از مختلفي محدوديتهاي RAPD حال اين با. است

 سـاده  تـوالي  تكـرار  تكثيـر  جديـد  ،روش مشـكلات  ايـن  از برخي حل منظور به. است واكنش شرايط به حساس

 تـوالي  بـه   پرايمـر  يـك   اتصـال  از اسـتفاده  بـا بوسيله واكنش زنجيـر پلـي مـراز     DNA تكثير توسط كه) ISSR( داخلي

 نشانگر يك عنوان به. گردد مي استفاده ژنتيكي تنوع ارزيابي منظور به اغلب و  5' يا  3' درپايانه  ميكروساتلايت

 ، اسـت  تكامل حال در سرعت به يوكاريوتي ژنوم سراسر در را كه ميكروساتلايت ساده توالي تكرار ISSR غالب

 پرايمر هر در را مورفيك پلي قطعات از بيشتري تعداد ISSR تكثير نتيجه يك عنوان به .دهد مي قرار هدف مورد

                                                           
1   Inter simple sequence repeat 
2. PCR 
3. uncertain locus homology 
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. نـدارد  پرايمر طراحي براي DNA توالي از قبلي دانش به نيازي روش اين.  كند مي آشكار RAPD روش به نسبت

  )(Qian, 2001 دهد مي گزارش مورفيك پلي هاي جايگاه تكثير قابليت بلحاظ RAPD به را ISSR برتري اخير مطالعات

 نـرخ  بـالاترين  AFLP نشـانگر  درحاليكـه  ، )60/0(دارند  را انتظار مورد هتروزيگوسيتي بالاترينSSR  نشانگرهاي

 عنـوان  بـه  پلكـس  مولتي نرخ  و انتظار مورد ،هتروزيگوسيتي پارامترهاي ).19(باشد مي دارا پلكس موثررا مولتي

 شـدت  مقايسـه . شـود  مـي  اسـتفاده  نشـانگر  سيسـتم  كـل  ارزيـابي  بـراي  و باشـند  مـي  نشانگر شاخص پارامترهاي

 ايـن  بين تجانس ، SSRو AFLPs    ، اساس بر وحشي و پرورشي سويا تودة در ژنتيكي شباهت ماتريس همبستگي

 زيـرا .بـود  كمتـر  ها سيستم ساير به نسبت RAPD نشانگر هاي داده همبستگي حال اين با. دهد مي نشان را ها تست

RAPDs  ميزند تخمين خود ذاتي خصوصيت  شباهتهاي از بالاتري  برآورد)Powell, 1996.(  

 محصولات بيشتر مقادير كيفيت اصلاح براي نژاد انتخاب جهت آنها پرورش در دريايي جلبك در جنسيتي تمايز

 .)Whyte, 1981( .است سودمند آنها

 زنـدگي  مرحلـه  نمـايش  و شناسـايي  بـراي  اعتمـاد  قابـل  و مناسـب  مولكـولي  روش يـك  توسـعه  ترتيـب  ايـن  بـه 

 محصـول  بهبـود  بـه  منجـر  كـه  باشـد  مـي  آگاروفيت صنعتي پرورش جهت اي انگيزه آگاروفيت از ايزومورفيك

 بين و اي گونه درون ژنتيكي تنوع بررسي و شناسايي براي ارزشمندي ابزار مولكولي نشانگرهاي. گرديد خواهد

 مراحـل  تشـخيص  بـراي  مولكـولي  نشانگر بكارگيري اين بر علاوه. است بوده 1نژاد هم هاي جمعيت از اي گونه

 نيازمنـد  معمول بطور كه باشد مي  2نابالغي  مرحله در حتي ، ها گونه زندگي مراحل در تمايز براي ابزاري جنسي

 ,.Xiangfeng, 1998; Martinez et al  اسـت  آنهـا  مثلي توليد هاي اندام شناسايي و  توسعه براي طولاني زمان صرف

1999; Sim, 2007)(.   

انتظار مي رود كه دستاوردهاي اين پژوهش بتواند كمك موثري در حل بخشي از ابهامات موجود فرا راه بهره 

تلاشي است در راستاي  برداري و مديريت پوياي ذخاير اين آبزي در آبهاي جنوبي كشور بنمايد. پژوهش حاضر

  دستيابي به اهداف زير:

 ISSRتشخيص تنوع جنسيتي با استفاده از ماركر مولكولي   •

مخصوص در تشخيص مراحل مختلف زندگي در جنس هاي نر و ماده و  ISSRارزيابي نشانگرهاي  •

 تترااسپوروفيت

 G.corticataبررسي تنوع ژنتيكي بين افراد درون جمعيت هاي مختلف  •

  

                                                           
1 . inbreeding 
2 .  juvenile 
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  مواد و روش ها. 2

 . منطقه مورد بررسي 1-2

 سـواحل ( فـارس  خليج سواحل از نواحي در اي صخره ومدي جزر بين مناطق از G. corticata جلبك ي ها نمونه

 و) E´ 38  °54 ،    N´30   °26جغرافيـايي   عرض و طول با ترتيب به هرمزگان استان در لنگه بندر توابع از بستانه

 °  E´ 49  °60،   N ´15   جغرافيـايي  عرض  و طول با ترتيب به چابهار شرق در ليپار منطقه(عمان درياي سواحل

بر اساس روش نمونه برداري تصادفي و از نظر زماني و مكاني  1392 مرداد و خرداد ، ارديبهشت هاي ماه در) 25

 ). 1-2 جدول(گرديد  آوري جمع)1389 ، روحاني و براساس تجريات حاصل از گزارشات تحقيقاتي (قرنجيك

 .است شده داده نشان) 1 -2( شكل در برداري نمونه مكان محدوده

 
 

 1392 - عمان درياي و فارس خليج سواحل در مطالعه مورد مناطق جغرافيايي، موقعيتهاي: 1-2جدول

  
 

  منطقه نام  رديف
  تاريخ

  برداري نمونه
  جغرافيايي طول  جغرافيايي عرض

1  
  بستانه

  )فارس خليج-لنگه بندر غرب(
8/2/92   N ´30   °26   E ´ 38  °54  

2  
  بستانه

  )فارس خليج-لنگه بندر غرب(
7/3/92  N ´30   °26  E ´ 38  °54  

3  
  ليپار

  )عمان درياي-چابهار شرق(
4/5/91  N ´15  ° 25  E ´ 49  °60  
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 ايران جنوبي سواحل در برداري نمونه مناطق نقشه: 1 -2شكل

 

  
  بستانه در جلبك نمونه آوري جمع : منطقه 2-2شكل
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  بردارينمونه روش -2-2

 آن اسـاس  بـر  و تهيـه  مدي و جزر جدول "Iranhydrography.org" سايت به توجه با ها نمونه آوري جمع منظور به

   .گرديد انجام نظر مورد هاي ايستگاه از برداري نمونه مناسب زمان در

نمونـه از   40از منطقه بستانه در هريك از ماه هـاي ارديبهشـت و خـرداد و     G. corticata جلبك از نمونه 30 تعداد

 پـس  جلبكي هاي نمونه  از هريك از)  ريسه( تال چند منظور بدين و شد آوري جمع تصادفي طور بهمنطقه ليپار 

 وهمچنـين  تشـريحي  و شناسـي  ريخـت  بررسـي  ،جهـت  لاي و گـل  از شـدن  پـاك  و دريا آب توسط شستشو از

 از ها لوله خالي فضاي  و شد داده قرار  1ليتري فيكول تيوب ميلي 50برداري نمونه ظروف داخل  DNA استخراج

 موقعيـت  و بـرداري  نمونـه  تـاريخ  و گرديـد  ثبـت  بـرداري  نمونـه  ظـرف  روي بـر  آن كـد  و گرديـد  پر دريا آب

 حمـل  هنگـام  در فقـط  هـا  لوله درب.(گرديد نگهداري يخ روي بر يخدان داخل ها نمونه و يادداشت جغرافيايي

شـد   منتقـل  تهـران  بـه  آزمايشـگاهي  بررسي جهت و) نشود گياه خفگي موجب تا شد بسته محكم هواپيما توسط

 در تـا  گرديـد  ارسـال   آزمايشـگاه  بـه  ها نمونه همراه برداري نمونه محل از دريا آب از ليتر 3 ضمناً). 3-2 شكل(

 مراتع و ها جنگل تحقيقات موسسه ژنتيك آزمايشگاه در آزمايشگاهي عمليات. گردد استفاده 2كشت پس محيط

  .شد انجام كشور

  

  
  

  آزمايشگاه به  G. corticataجلبك هاي نمونه حمل : 3- 2 شكل

  

  آماري روش -3-2

    آماري جامعه -1-3-2

 سيسـتان  استان از ليپار و هرمزگان استان از لنگه بندر توابع از بستانه مناطق در G. corticata گونه قرمز هاي جلبك

  .شد گرفته نظر در آماري جامعه عنوان به بلوچستان و

                                                           
1.  ficoll tube 
2.  PES : Provasolis Enriched Sea water medium 
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  ها داده تحليل و تجزيه روش-2-3-2

 نـرم  محـيط  در هـا  آزمون.  استفاده گرديد مختلف تيمارهاي ميانگين ي مقايسه جهت يكطرفه واريانس آناليز از

 جهـت  Notpad و Excel افـزار  نـرم  توسـط  PCR محصول از شده ايجاد هاي باند. شد انجام SPSS version 18 افزار

  .گرديد سازي آماده  PopGen و Genalex افزارهاي نرم  در لازم بررسي

  مـورد  و شـد  گـذاري  كـد  )0( حضـور  عـدم  يا و) 1( حضور براي ISSR3 توسط  شده ايجاد هاي امتياز دهي باند

 4اصـلي  هماهنـگ  هـاي  مولفه . گرفت قرار PopGen و Genalex افزارهاي نرم از استفاده با آماري تحليل و تجزيه

  .گرديد تحليل و تجزيه ها جمعيت داخل افراد و ها جمعيت بين قرابت يافتن جهت

  

  آزمايشگاهي تحقيق روش  -4-2

  شناسي ريخت برسي  -1-4-2

  قسمتي و)  4-2 شكل(گرديد پاك ها فيت اپي و انگلها از مقطر آب با شستشو و برس بكمك جلبكي هاي ريسه

 نگهداري دريا آب و فرمالين %4 مخلوط  در مورفولوژيكي هاي بررسي جهت شماره حفظ با نمونه هر در تال از

 DNA استخراج جهت) تر وزن گرم 20 تا 5 حدود( رشد حال در هاي بافت از مقداري و )Byrne et al, 2002(  شد

ــه هــر مــابقي  .گرديــد نگهــداري ســانتيگراد درجــه – 80°∁در ) PES )Provasoli, 1968 كشــت محــيط در نمون

��با
m-(ثانيه مربع متر بر فوتون ميكرومول 15 از سفيد سرد نور زير 25±1 دماي در)2Geoاكسيد ژرمانيوم ( ���10

1-s 2  (آن اكسـيژن  هوا پمب كمك به و گرديد نگهداري تاريكي ساعت 12 و روشنايي ساعت 12 نوري دوره با 

  )5 -2شكل).(Byrne et al, 2002(گرديد تامين
  

 
  

 داري نگه منظور به) c تا a( ها فيت اپي و لاي و گل از جلبكي هاي نمونه سازي پاك مراحل:   4- 2 شكل

  – 80∁° در آن رشد حال در هاي بافت

                                                           
3.  ISSR band scoring 
4.  PCA 
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 PES كشت محيط در ليپار و بستانه منطقه هاي جلبك نگهداري:  : 5- 2 شكل

  

 %4 فرمـالين  محلول داخل تال از اي قطعه ابتدا PES كشت محيط در بررسي مورد هاي نمونه از مقاطع تهيه جهت

 ابتدا از كه هايي نمونه براي ولي شد انجام گيري برش عمل سپس و. گرديد فيكس دقيقه 10 مدت به دريا آب با

 گيـري  برش هنگام بافت شدن متلاشي از جلوگيري جهت بودند شده تثبيت و نگهداري دريا آب %4 فرمالين در

 انجـام  گيـري  بـرش  عمل سپس و شد داده قرار  )%96( مطلق الكل در ساعت يك حدود مدت به تال از اي قطعه

 مقـاطع  آميـزي  رنگ و). Byrne et al, 2002(شد انجام معمولي تيغ كمك به و  دستي بصورت مقاطع تهيه. گرديد

 تشـخيص ). Yamamoto, 1986(شـد  داده قـرار  متـيلن  آبـي  رنـگ  در ثانيـه  3 الـي  2 مـدت  بـه  ها نمونه از شده تهيه

 تشـريحي  سـاختار  يـا  و مـاده  جـنس  در سيسـتوكارپ  ماكروسـكوپي  مشـاهده  اسـاس  بـر  هـا  نمونه مورفولوژيك

2BH ميكروسـكوپ  از اسـتفاده  بـا  تتراسـپوروفيت  در تتراسـپورها  و نـر  جـنس  مـورد  در كانسپتاكل اسپرماتانجيال

Olympus هاي لنز با   x10،  x40و x100بزرگنمايي حداكثر و x2000 گرديد بررسي.  

  

  :مولكولي مطالعات -2-4-2

 ,Hu and Zhou(يافتـه   تغييـر   CTAB روش دو  از DNA اسـتخراج  G. corticata قرمـز  جلبـك  مولكـولي  مطالعه در

 جـدول  در مولكـولي  مطالعـات  براي استفاده مورد هاي دستگاه.گرديد انجام) Watfier et al., 2000( SDS و) 2001

  .است شده داده نشان) 2-2(
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  مولكولي مطالعات براي استفاده مورد هاي : دستگاه 2-2 جدول

  دستگاه نوع  دستگاه نوع

  Eppendorfمدل )PCR(ترموسيكلر دستگاه  Eppendorf 5417 Cمدل  )Centrifuge(سانتريفيوژ

  تقويت كننده ولتاژ  سانتريفيوژ با دور پايين مدل سيگما

  ماكروويو   Eppendorf concentrator 5301سانتريفيوژ (خلاء) مدل 

  مانيتور  سوني مشاهده باندها   ماري بن

  Mitsubishi p91چاپگر   ورتكس

 (Shaker)شيكر  Gel Documention 

  الكتروفورز تانك     CECIL CE 2502اسپكتروفتومتر مدل 

  1/0ترازو دقيق دقت.   0001/0ترازو دقيق دقت.

  

  :CTAB روش به DNA استخراج -

  مي باشد. 3-2استخراج در اين روش طبق جدول  بافر
 به روش استيل تري متيل آمونيوم بروميد: DNA: بافر استخراج 3-2جدول  

  
 ميزان غلظت نهايي 

(pH=8)Tris- HCL 100 mM= 0.1 M 1.5 cc 
 Na2 EDTA 50 mM 1.5 cc 
 Nacl 1.5 M 4.5 cc 
 CTAB 4 % 0.6 gr 

Sodium sulfite 50 mM 0.75 cc 
 �-mercapto ethanol 0.3 % 45 µl 

PVP 1.5 % 0.23 gr 

dd water  15 ccتا حجم   
 cc 15  حجم كل محلول

 
 سائيده بخوبي) LN(مايع نيتروژن در چيني بوته كمك به و گرديد وخشك پاك كاغذي دستمال با ها تالوس •

 بافـت  كـردن   پـودر . يافـت  انتقـال   CC 2 تيـوپ  به آن از گرم5/0 و شود تبديل يكنواختي و نرم پودركاملاً تا شد

 مـي  هـا  سـلول  بـه  اسـتخراج  محلـول  دسترسـي  سـهولت  و سـلولي  ديـواره  تخريـب  موجـب  مايع ازت در گياهي

 .  )6-2شكل شود(
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  : مراحل پودر كردن بافت جلبك در ازت مايع6- 2شكل 

  

 بـه  و شـد  اضـافه  فوق هاي تيوپ از يك هر به بود شده گرم 65℃  در قبلاٌ كه استخراج بافر ميكروليتر 800 •

 دقيقه 10 هر ساعت 5/1 عمل تكان دادن بمدت همواره و گرفت قرار 65℃ گرم آب حمام در ساعت 5/1 مدت

 )7-2شكل گرديد( انجام بار يك

 

 
  65℃: نگهداري نمونه ها در بن ماري 7- 2شكل 

  

 گرديد خنك يخ روي بر 10´ مدت به و گرديد خارج گرم آب حمام از ها لوله •

 گرديد به كمك ورتكس مخلوط) 1:24)(الكل آميل ايزو:  كلروفرم( با خود حجم هم با شده سرد مخلوط •

 .)8-2شكل گرفت( قرار اتاق دماي در 15´ مدت به شيكر روي بر و

 

  
    15´ : نگهداري نمونه ها بر روي شيكر به مدت8- 2شكل 
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 )9-2شكل شد( سانتريفوژ rpm 10500 در 10´ مدت به فوق هاي لوله •

 

  
 

  : سانتريفوژ نمونه ها دردور بالا (شكل سمت راست) و  9- 2شكل 

  مدت زمان كوتاه و موردي (شكل سمت چپ)

  

  شد ريخته جديد تيوپ در روئي مايع سمپلر كمك به و گرديد تكرار 5 و 4 مراحل •

ميزان فوق تيوپ به •
2

3
 در 4 ℃در گرديـد و  مخلـوط  خـوب  و شد اضافه % 70ايزوپروپيليك الكل حجم 	

 شد نگهداري 20´ مدت به -20 ℃يا و شب طول

 .)10-2شكل شود( ايجاد 5تا پليت شد سانتريفوژ rpm 10500 در 10´ مدت به فوق هاي تيوپ •

 

 
: تشكيل پليت از نمونه ها10-2شكل   

 

 rpm11000 در سـپس  و شـد  داده شستشو سرد % 70 اتانول با شده ايجاد هاي پليت و شد ريخته دور رويي مايع •

  گرديد خشك پليت رويي مايع ريختن از پس و گرديد  سانتريفوژ10´ مدت به

 Spin  بعدي مرحله از قبل و شد حل شب طول در 4  دماي در  300 )10:1 (TE	l در فوق شده ايجاد پليت •

 گرديد انجام كوتاه

                                                           
5.  pellet 
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 آب حمـام  در سـاعت  1 مدت به و افزوده} Proteinase k{  2	l و}  4 } RNase A	l ميزان فوق هاي تيوپ به •

 . گرديد نگهداري 37 ℃گرم

    در سانترفيوژ و كوتاه ورتكس و آن نمودن مخلوط و) 1:1)( الكل ايزوآميل:كلروفرم:فنول( حجم هم افزودن •

rpm13000  شد منتقل جديد تيوپ به و  گرديد آوري جمع بالايي لايه و 15´  مدت به 

  در ســانتريفيوژ و كوتــاه ورتكــس و آن نمــودن مخلــوط و) الكــل ايزوآميــل:كلروفــرم( حجــم هــم افــزودن •

rpm13000  گرديد منتقل جديد تيوپ به و آوري جمع آن بالايي لايه و 15´  مدت به. 

 فوق تيوپ به •
1

10
 سـرد  100 %اتـانول  حجـم  2 و) mM10( اسـتات  آمـونيم  يـا ) M 2/0( اسـتات  سديم آن حجم  

 )-70℃ در ساعت 2 يا -70 ℃ در شب طول در.(گرديدد مخلوط و  افزوده

 بـا  سـپس  و شد خشك  شده ايجاد پليت  و گرديد سانتريفيوژ 10´ مدت به دقيقه در دور 14000 در ها تيوپ •

 وكيـوم   از پـس  و گرديـد  شستشـو   الكـل  دورريخـتن  و 3´ مـدت  به rpm13000  در سانتريفيوژ و % 70  الكل

 .)11-2شكل گرديد( نگهداري -70 ℃ در و. شد حل TE) 200)1/0 :10	 100- l	l در نهايتاٌ و شد خشك

 

 
  TE: وكيوم و خشك شدن نمونه ها پس از شستشو و حل آن ها در 11- 2شكل 

 
  :SDS روش به DNA استخراج -

  مي باشد. 4-2استخراج در اين روش طبق جدول  بافر
  :دودوسيل سولفاتسديم به روش  DNA: بافر استخراج 4-2جدول 

  ميزان  غلظت نهايي  

HCL -Tris 100 mM cc6  

 

EDTA  50 mM  cc6  

  

Nacl  500 mM cc6  

  

SDS  20  1.8 

  

PK (پرونئين كيناز)  
�

��20  50 ml 

  

   cc20    حجم كل محلول
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• mg 10 (مايع نيتروژن در چيني بوته كمك به) سليكاژل( در جلبك شده خشك ريسهLN (شـد  سائيده بخوبي 

 شود نگهداري cc2   تيوپ در و شود تبديل يكنواختي و نرم پودركاملاً تا

 شود سائيده ها نمونه تمام تا  يخ روي نگهداري •

 شد داده تكان قوي بطور و استخراج بافر cc 5/1 افزودن •

 مرتب دادن تكان با 30´ مدت به  37℃ در افقي بطور ها تيوپ نگهداري •

 15´ مدت به rpm13000 در سانتريفيوژ •

 جديد تيوپ در ناتانت سوپر انتقال •


	( 15 ،RNase	l افزودن •�

��2( 

 60´ مدت به  37℃ در نگهداري •

 داده شد تكان آرامي به گهگاهي و 30´ براي نگهداري و يخ روي به تيوپ انتقال •

 4℃ در 15´ مدت به rpm13000  در سانتريفيوژ •

 جديد تيوپ به ناتانت سوپر از cc 2/1انتقال •

 )مرتبه چند( شد مخلوط ارامي به و – 20℃ سرد ايزوپروپانل 800	l افزودن •

 شب طول در – 20℃ در ها تيوپ نگهداري •

 4℃ در 30´ مدت به rpm13000 در سانتريفيوژ •

 بـه  rpm 3000 سـاتتريفيوژ  طـي (شـود  شسـته  سـرد  % 70 اتانول ml 1 با مرتبه سه DNA و ريخته دور ناتانت سوپر •

 )دقيقه سه شستشو هر)(شستشو بار سه  براي 10´ مدت

 شد حل TE)10:  1/0( ،بافر 100	l در و شود خشك پليت  •

  : DNA كيفي و كمي كنترل-5-2

 بنـابراين  باشد مي بالا كيفيت با و خالص DNAنيازمند PCR هاي واكنش انجام در مولكولي ماركرهاي از استفاده

 .گردد تعيين شده استخراج DNA خلوص و كيفيت ، ها واكنش شروع از قبل دارد ضرورت

  :DNA كمي كنترل  -1-5-2

 منظوركريسـتال  شد. بدين انجام    CECIL CE 2502 مدل اسپكتروفتومتر دستگاه  توسط ژنومي DNA كمي كنترل

 شـاهد  كريستال با دستگاه كردن، كاليبره جهت و و گرديد شستشو تقطير بار 2 مقطر آب و % 70 الكل توسط  ها

  990	l و نوكلوئيـك  اسيد  10	l   حاوي نيز دوم كريستال و گرديد صفر بارتقطير 2 مقطر آب 1000	l محتوي

 ،اسـيد  سـاكاريد  پلي تعيين جهت ترتيب به  نانومتر 320 و 280 ، 260 ،230 موجهاي طول با بارتقطير 2 مقطر اب

 حسـب  بـر  نيـز  نوكلوئيك اسيد ميزان و شد گرفته نظر در بافت هاي مولكول ساير و پروتئين ، نوكلوئيك�
	�� 

  :گرديد تعيين) 1-2( فرمول توسط
  -1-2فرمول 

� = (�	260 − �	320) × 5000 
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  در اين فرمول:
q=ميزان عددي اسيد نوكلوئيك 
 

 طول موج اسيد نوكلوئيك= 260	�

 طول موج ساير=320	�

 

  
  

  بوسيله اسپكتروفتومتر DNA: كنترل كمي  12- 2شكل 

  

  :DNA كيفي كنترل  -2-5-2

  بافر  همراه % 8/0  آگارز ژل بر DNA يقتزر با CECIL CE 2502 مدل الكتروفروز توسط ژنومي  DNA كيفي كنترل

TBE 1 X  وl	 2  ارزيـابي  آمپـر  25 جريـان  و ولـت  50 ولتـاژ  در  سـاعت  1 تـا  دقيقه 20 مدت به برومايد اتيديوم 

 و مخلـوط  200	l  تيوپ داخل در داي رنگي ماده   1	l بكمك DNA ميكروليتر ، 3  تا 2  از منظور بدين.گرديد

 بـنفش  مـاوراء  نـور  زيـر  در نهايت در و. شد بارگذاري سمپلر كمك به% 8/0آگارز  ژل در چاهك داخل سپس

 كـاملاٌ  آگـارز  ژل روي بـر  شـده  ايجـاد  بانـد  كـه  صـورتي  در همچنين و DNA از حاصل باند شدت .شد مشاهده

 DNA آسيب و پارگي عدم و  DNA بالاي كيفيت بر دلالت باشد اسمير هرگونه بدون و منفرد و واضح ، مشخص

  .دارد شده استخراج

 در ژل روي بر DNA  نوار مشاهده براي برومايد اتيديوم و آگارز ژل روي DNA تزريق مشاهده براي داي رنگ(

  ).شود مي برده بكار داك ژل دستگاه
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  بوسيله الكتروفرز ژل آگارز DNA: كنترل كيفي 13- 2شكل 

  

 DNA  غلظت سازي همسان و سازي رقيق -6-2

DNA 10:1(  توسط شده استخراج(TE  ميزان  تا 
�

 بـار  2 مقطـر  آب توسـط  DNA كردن رقيق.( گرديد رقيق �5�	

  )ميگردد انجام نيز تقطير

  ) 2-2 فرمول(گرديد استفاده زير فرمول از شده تعيين غلظت با DNA هاي نمونه همه غلظت  سازي رقيق براي
  ) 2-2 فرمول(

2V2=N1V1N  

  :آن در كه
1N =  غلظت DNA پايه محلول در  

1V =  پايه محلول حجم  

2N =  ميزان DNA مصرف آماده محلول در نظر مورد نمونه  

2V =  محلول كل حجم 

  

   6پليمراز اي زنجيره واكنش -7-2

  بـه  آغازگرها اتصال دماي بودن مطلوب و منيزيم ،كلريد DNA از مناسب ،غلظت پليمراز اي زنجيره واكنش در

DNAاتصالات  باعث آن رعايت عدم بطوريكه باشد مي اهميت حائز واضح باندهاي مشاهده براي اي رشته تك 

  .شود مي  باند تكثير عدم يا و اختصاصي غير

  

                                                           
6 . PCR 
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  پرايمر  سازي رقيق -1-7-2

 2 مقطـر  آب بكمـك  سازنده شركت دستورالعمل اساس بر ، پرايمرها حاوي هاي تيوپ كوتاه سانتريفوژ از پس

 ترتيـب  بـه )ليتـري  ميلـي  PCR )2/0  تيـوپ  20 در منظور بدين.گرديد تهيه 1 به 10 نسبت فوق پرايمر از تقطير بار

 هريـك  از و شـد  اضـافه  تقطيـر  بار 2 مقطر آب  90	l مقادير .... و  A ،B ،C ،AB ، 1ABC ،2ABC پرايمرهاي براي

 ضـربه  و سـمپلر  توسـط   تخليـه  و پر عمل بكمك و گرديد اضافه ها تيوپ به µl 10 ميزان الذكر فوق  پرايمرهاي

  .  گرديد مخلوط نشانه انگشت توسط
 
  پليمراز اي زنجيره واكنش براي نياز مورد مواد -2-7-2

 50در هـر واكـنش    DNAاستخراج شده نمونـه هـاي مـورد بررسـي ، غلظـت       DNAبر اساس نتايج كمي و كيفي 

) بـه هـر يـك از نمونـه هـا تعلـق       Template DNAرقيق شده فـوق(  DNA ميكروليتر از 7/2تا  2ميكروليتري مقادير 

سـه   ، x 10 7ميكروليتـر بـافر    5گرفت و طبق دستورالعمل شركت سازنده پرايمر براي هر يك از نمونه هـا ميـزان   

پلي مـراز   Taqميكروليتر آنزيم  5/0و در نهايت  dNTPميكروليتر  1،  1:10ميكروليتر پرايمر 2Mgcl ، 5/2ميكروليتر 
براي هر يك از نمونـه هـا بـه     9بار تقطير  2ميكروليتر آب مقطر  36تا  4/35و محلول فوق توسط  منظور گرديد 8

ــم  ــنش      50حج ــر واك ــام ه ــراي انج ــد.ولي ب ــانده ش ــر  رس ــم  PCRميكروليت ــتفاده   25حج ــر از آن اس ميكروليت

  ). 5-2يدجدول (گرد
  : مواد مورد نياز براي واكنش زنجيره اي پلي مراز 5-2جدول 

  غلظت نهايي  )µlحجم مورد استفاده(  اجزا

  x 10 5  x 1بافر 

Mg Cl2 3  mM 1  

  µM 10  5/2  پرايمر

d NTP 1  µM 2/0  

  u 5/2  5/0  پليمراز Taqآنزيم 

DNA 2  7/2تا  ng 5  

O2dd H   50تا    

  پليمراز زنجيره واكنش در استفاده مورد گرهاي آغاز -3-7-2

تهيـه   02/0چگـالي نـوري   آلمان بـا   QIAGEN)  و سفارش به شركت  6-2پرايمرهاي مورد استفاده طبق جدول (

 گرديد.

 گـروه از آنهـا ،قابليـت  پلـي مورفيسـمي       4استفاده گرديد كه تنها  ISSRآغازگر مولكولي  20در اين مطالعه از 

DNA نشان دادند.صد درصد ژنومي را  

  با توجه به قابليت پرايمرها در نشان دادن پلي مورفيسمي در نهايت از چهار پرايمر استفاده شد.

                                                           
7 . 10 x PCR Buffer 
8 . Taq DNA polymerase 
9 . Dionised H2o 



٣٨  ��
��� / '&ارش #"
!�  �ح �

 

  ISSRآغاز گرهاي مورد استفاده براي نشانگر   - 6-2جدول 

  
  پرايمر كد  پرايمر توالي  پرايمر كد  پرايمر توالي

3'-AG6(GA)-5' C1 3'-C8(AG)-5'  A  
3'-GT6(GA)-5' C2 3'-CC6(GT)-5' A1 

3'-6(CGG)-5' C3 3'-GT7(GA)-5' A2 
3'-CC6(GA)-5' AB 3'-AC6(GA)-5' A3 

3'-7(ACG)-5' AB1 3'-GT6(CA)-5' B 
3'-7(GAC)-5' AB2 3'-6(GAA)-5' B1 
3'-6(CCA)-5' AB3 3'-7(AAG)-5' B2 
3'-GG6(GA)-5' ABC1 3'-6(GGA)-5' B3 
3'-GG6(CA)-5' ABC2 3'-7(CGA)-5' B4 

3'-C8(GA)-5' ABC3 3'-T8(AG)-5' C 

  

   حرارتي چرخه -4-7-2

 )14 -2شـكل  (10ترموسـايكلر  دسـتگاه  ريـزي  برنامه با ژنومي DNA و ISSR آغازگرهاي از استفاده با DNA تكثير

 ،14آغـازگر  توسـعه  ، 13 ،اتصـال  12سـازي  ،واسرشـت  11اوليه سازي واسرشت مراحل منظور بدين. گرفت صورت

 سانتيگراد درجه 4 دماي در  PCR محصول نگهداري پاياني مرحله ،) آغازگر سنتز تكميل( آغازگر نهايي توسعه

 7-2 جدول طبق مرحله هر زمان مدت و ABC1 و  A ،C  ، AB پرايمر براي تكراري هاي چرخه و  استفاده زمان تا

 .گرفت انجام

   از يك هر در بسط و ،اتصال شدن باز مرحله سه براي لازم دماي و زمان  -7-2 جدول

 ترموسايكلر دستگاه در ISSR آغازگرهاي حرارتي هاي چرخه

  
 هاي چرخه

  تكراري

-2 مراحل(

4(  

  5 مرحله  6 مرحله

 نهايي توسعه

  آغازگر

  4 مرحله

 توسعه

  آغازگر

  3 مرحله

  اتصال

  پرايمر

  2مرحله

 واسرشت

  سازي

  1 مرحله

 واسرشت

  اوليه سازي

 كد

  پرايمر

ن
زما
)

دقيقه
(  

دما
)c

°(
  

ن
زما
)

دقيقه
(  

دما
)c

°(
  

ن
زما
)

دقيقه
( 

دما
)c

°(
 

ن
زما
)

دقيقه
( 

دما
)c

°(
 

ن
زما
)

دقيقه
( 

دما
)c

°(
 

ن
زما
)

دقيقه
( 

دما
)c

°(
 

40 ∞ 4 10 72 5/1 72 1 38 1 95 5 95 A 

40 ∞ 4  10  72  5/1 72 1 35 1 95 5 95 C 

40 ∞ 4  10  72  5/1 72 1 28 1 95 5 95 AB 

40 ∞ 4  10  72  5/1 72 1 30 1 95 5 95 ABC1  

                                                           
10.  Mastercycler gradien 
11 . Pre denaturing stage 
12. Denaturing stage 
13. Annealing stage 
14. Extention stage 
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  مراز پلي زنجيره واكنش در ژنومي DNA تكثير جهت ترموسايكلر دستگاه:  14- 2 شكل

  

 همديگر از مكمل هاي رشته و شده انجام ) سانتيگراد درجه  95( زياد دماي در الگو DNA سازي واسرشته مرحله

  .شوند مي جدا

 مـي  صـورت  سـازي  واسرشـت  مرحلـه  به نسبت) سانتيگراد درجه 28 -38( كمتر دماي در آغازگر اتصال مرحله

  .شود مي فراهم الگو DNA روي بر مكمل ناحيه به اليگونوكلئوتيدي ي آغازگرها اتصال گيرد تا شرايط

 از جديـد   DNA شـدن  سـاخته  ، گيرد مي صورت سانتيگراد درجه 72 دماي در معمولاً كه آغازگر توسعه مرحله

 شـدن  پليمريـزه  و موجـود  DNA رشـته  از الگـوگيري  مبنـاي  بـر  آغازگر انتهاي به نوكلئوتيدها شدن افزوده طريق

 dTTP, dCTP ) نوكلئوتيد اكسي دي 4 حضور در اليگونوكلئوتيدي آغازگرهاي. شود مي پذير امكان نوكلئوتيدها

, dATP , dGTP)ناحيـه  نتيجه در و يابند مي توسعه خاص بافري شرايط و DNA  مـي  تكثيـر  آغـازگر  دو بـين  الگـو 

 برابـر  دو هـدف  ناحيـه  هـاي  كپي تعداد و شود مي ايجاد جديد رشته دو PCR  دور نخستين در ترتيب بدين. شود

 خـواهيم  را اوليـه  هـاي  رشـته  از كوتـاهتر  جديد رشته دو ، اوليه هاي رشته PCR دور اولين از پس يعني شود، مي

 آنـزيم  از اسـتفاده  بـا  پليمـراز  اي زنجيـره  واكـنش . شوند مي تكرار بار 40 تا PCR 25 هاي چرخه معمولاٌ. داشت

DNA فراواني مزاياي است شده گرفته آكواتيكوس ترموس بنام دوست گرما باكتري نوعي از كه 15 پليمراز تك 

 الگـو  DNA هـاي  رشته آن در كه اي چرخه هر از پس بنابراين. باشد مي ثبات داراي دما برابر در آنزيم اين. دارد

 مـي  منتفـي  جديـد  پليمـراز  افـزودن  بـه  نياز و دهد نمي دست از را خود فعاليت شود مي باز هم از حرارت توسط

 بـين  از دهـي  امتيـاز  قابـل  بانـدي  الگـوي  اسـاس  بر و شد انجام ISSR  آغازگرهاي  از استفاده با تحقيق اين.گردد

 بـا  DNA قطعـات  تكثيـر . گرفـت  قـرار  بررسـي  مـورد    G. corticata جلبك هاي جنسيت تنوع  آغازگرها، تمامي

 در ژنومي  DNA سازي واسرشت با  PCR واكنش. گرفت انجام ليتر ميكرو 25 حجم در مراز زنجيره پلي واكنش

 سـانتي  درجـه  95 دمـاي  در سازي واسرشت شامل چرخه 40 با و آغاز دقيقه 5 مدت به سانتيگراد درجه 95 دماي

 جديـد  رشـته  توسعه دقيقه يك مدت به آغازگر هر براي مناسب دماي در آغازگر اتصال ، دقيقه 1 مدت به گراد

                                                           
15. Taq DNA polymeraz 
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 دقيقـه  10 مـدت  بـه  سانتيگراد درجه 72 دماي در نهايي توسعه و دقيقه 5/1 مدت به سانتيگراد درجه 72 دماي در

  .شد دنبال

 °cاز دسـتگاه  دمـاي   دقيقـه  10 مدت در  آغازگر نهايي توسعه مرحله انجام و  4 تا 2 مراحل از  تكرار 40 از پس

 و كيفـي  كنتـرل  جهـت  اسـتفاده  زمـان  تـا  PCR محصـولات  و گرديده خاموش دستگاه و رسيد خواهدc° 4 به 72

  .گرديد نگهداري الكتروفرز

  

  مراز پلي زنجيره واكنش محصول كيفي كنترل -8-2

  بـا  كـه % 1 آگـارز  ژل  روي بـر   PCR محصول الكتروفروز توسط مراز پلي زنجيره واكنش محصول كيفي كنترل

 و ولـت  57 ولتـاژ  در  سـاعت  3 تـا  2 مـدت  به  و شد رانده است شده تهيه برومايد اتيديوم   2	lو  TBE 1 X  بافر

 ايجـاد  چاهـك  داخـل  PCR محصول از ميكروليتر 25 منظور بدين.) 15 -2گرديد(شكل  ارزيابي آمپر 27 جريان

 16داك ژل دسـتگاه  در بـنفش  مـاوراء  نـور  زيـر  در نهايـت  در و. شد بارگذاري سمپلر كمك به ژل روي بر شده

   الكتروفـورز،  شـروع  بـا . دارد مسـتقيم  نسـبت  ولتاژ با ژل روي شده ايجاد باندهاي حركت سرعت. شد مشاهده

DNAغاظـت  بـا  و مولكـول  اندازه با آن حركت سرعت و كند مي حركت مثبت قطب طرف به دارد منفي بار كه 

 اسـتفاده  نوكلئوتيـدي  جفت 100 و 50 17مقياس از ژل روي قطعات اندازه مقايسه براي. دارد عكس نسبت آگارز

 زنجيـره  واكنش الكتروفرز  ژل در درX 10 در بافر موجود رنگي ماده وجود بدليل كه است ذكر به لازم. گرديد

  .باشد نمي داي رنگ به نيازي مراز پلي

  

  

  
  

    PCR محصول الكتروفروز توسط مراز پلي زنجيره واكنش محصول كيفي كنترل: 15 - 2شكل 

 

                                                           
16. Gel documentation 
17. Ladder 
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  نوارها امتيازدهي-9-2

 بـراي  هـا  جمعيت تمام باندي الگوي آنها، تصاوير اسكن و داك ژل دستگاه از استفاده با ژل تصاوير تهيه از پس

 در DNA باندهاي  حضور عدم يا و حضور اساس بر دهي امتياز عمل و گرديد رسم جداگانه بصورت آغازگر هر

 يك امتياز باند، حضور صورت در جمعيت هر در كه ترتيب بدين. شد انجام bp 3000 تا bp  250 باندي محدوده

 تشـكيل  از بعـد . گرديـد  تشـكيل  يـك  و صـفر  مـاتريس  و شـد  داده صـفر  امتيـاز  ، باند حضور عدم صورت در و

 نسـخه  PopGen و 4/6 نسـخه  GenAlex افـزار  نـرم  به ها داده ، Notepad و Excel  افزار نرم در يك و صفر ماتريس

  .آمد بدست WARD روش به اي خوشه تجزيه و شد منتقل 32/1

  

  ها داده تحليل و تجزيه براي آماري هاي روش -10-2

 52نمونه  جلبك كه مورد بررسي مورفولوژيكي و آناتوميكي واقع گرديد، تعداد  100در اين بررسي از مجموع 

نمونه  توسط واكنش  41استخراجي ، نهايتاً  DNAانجام پذيرفت و با توجه به   كيفيت  DNAنمونه استخراج 

به توالي ميكروساتلايت به منظور ارزيابي تنوع ژنتيكي انجام  ISSRزنجير پلي مراز با استفاده از اتصال  پرايمر 

  گرديد.

  

  18ژنتيكي فاصله -1-10-2

 هـا  جمعيـت  يا ها نمونه افراد بين ژنتيكي ارتباط ميزان تعيين در اساسي معيارهاي از  يكي ژنتيكي فاصله برآورد 

 توصـيف  اللـي  اخـتلاف  توسط تواند مي كه موجود دو بين تفاوت " صورت به را ژنتيكي فاصله 19ني.  باشد مي

 برخـي  بـا  كـه  هـا  گونه يا ها جمعيت بين ژني تفاوت ميزان" ني به خود توسط بعداً واژه اين. نمود تعريف "شود

  )Nie, 1979(.شد داده تغيير "است شده گيري اندازه عددي هاي كميت

  

  20ژنتيكي شباهت يا فاصله گيري اندازه -2-10-2

 آمـاري  هـاي  روش بـا  مطالعه مورد هاي داده نوع به بسته فرد يا جمعيت ژنوتيپ، دو بين ژنتيكي شباهت و فاصله

 بـه  هـا  نمونه جفت بين تنوع بيان براي توانند مي ها شاخص اين. شود مي محاسبه متفاوتي هاي روش به كه است

 جـدول  يـك  در و بنـدي  گـروه  هـا  نمونـه  آوري جمع مبدأ حسب بر تواند مي همچنين. رود كار به مستقيم طور

 ورودي فايـل  يـك  عنـوان  بـه  دو بـه  دو) فاصله يا( تشابه ماتريس اكثراً). Menkir, 1997(شود داده نمايش فراواني

  ).  Weising, 2005( رود مي كار به مختلف متغيره چند تحليل و تجزيه هاي روش براي

  

                                                           
18. Genetic distance  
19. Nei 
20 . Genetic similarity 
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  مولكولي ماركرهاي در فاصله يا شباهت محاسبه هاي روش -11-2

 داده اسـاس  بر) ها جمعيت يا ها ژنوتيپ( افراد بين ژنتيكي فاصله برآورد براي آماره متداولترين اقليدوسي فاصله

 مولكـولي  ماركرهـاي  و ايزوزايمها مانند گياهي توسط نشانگرهايي  خصوصيات اما باشد مي مورفولوژيكي هاي

)Beaumont, 1998; Menkir, 1997; Weising, 2005 (دوئي دو هاي داده صورت به)از شـوند  مي دهي امتياز) باينري 

 بـر  مختلفـي  آمـاري  هـاي  مقيـاس  بـا  اسـت  ممكـن  فرد يا جمعيت ، ژنوتيپ دو بين ژنتيكي فاصله و تشابه رو اين

 آللـي  هاي فراواني براساس كه جمعيت دو فاصله گيري اندازه هاي شاخص از. شوند محاسبه ها داده نوع حسب

  :نمود اشاره زير ضرايب به توان مي شوند، مي محاسبه

  

  21تشابه ضريب -1-11-2

( باشـد  مـي  فـرد  دو شـباهت  و تشـابه  عـدم  بيـانگر  ترتيب به كه است، يك و صفر بين ضرايب اين تغييرات دامنه

Kosman, 2005 .(22ضـريب ديـك   گيـرد،  مـي  قـرار  اسـتفاده  مـورد  معمـول  بطـور  كـه  تشابه هاي شاخص از يكي  

  :آيد مي بدست زير رابطه از و )Nei, 1979شود( مي ناميده نيز ،  23ضريب ني كه )Dice, 1945است(
S=

�	�	��
����� 

  

 را فرد دو هر در مشترك نوارهاي تعداد abn  و b و a  افراد در حاضر نوارهاي تعداد ، ترتيب به bn و an  آن در كه

 مشـترك  نوار وجود عدم مفهوم به صفر كه آيد، بدست يك و صفر بين مقداري هر ، تواند مي S. دهد مي نشان

ــه يــك و   24ضــريب جاكــارد ، رود مــي بكــار معمــولا، كــه ديگــري شــاخص .اســت هماننــد الگــوي معنــاي ب

  :)Jaccard, 1908است(
S=

�	��
��������� 

 

 نتـايج  اغلـب  و پذيرنـد،  مـي  هـا  داده بـين  در را) دو هـر  در نـوار  حضور( مثبت هاي تطابق فقط اخير شاخص دو

 را بيشتري وزن جاكارد ضريب با مقايسه در  لي و ني تشابه ضريب).Weising et al., 2005(دهند مي را اي همبسته

 مـي  نشـان ) 0-1 يـا  1-0(دارد وجـود  افراد از يكي در نوار يك فقط كه حالتي به نسبت مشترك نوارهاي بوجود

  ).Kosman, 2005(  دهند

  

                                                           
21.  Similarity coefficient 
22 . Dice 
23 .  Nei 
24 .  Jaccard 
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 ژنتيكي فاصله و تفاوت ضريب -2-11-2

 مكمـل . شـود  مـي  محاسـبه  شـد،  ذكـر  قـبلاً  كه تشابهي ضريب مكمل عنوان به اغلب ها نمونه بين ژنتيكي فاصله

 بـه  ، فواصـل  هـاي  برآوردكننده ترين رايج از يكي همچنين. شود مي ناميده 25گاور شاخص ، ساده تشابه ضريب

 گانـه  گاور چند  شاخص با واقع مساوي در پارامتر اين است،كه اقليدسي فاصله ، كلاستر تجزيه براي مثال عنوان

 زيـر  رابطـه  از كه ).Weising, 2005(مي شود  بندي امتياز نوارهاي كل تعداد وسيله و به )Gower, 1971شده است (

  :است محاسبه قابل

  

D! =" (#� − #�)� 
  

  ، وقتي نوار وجود دارد. =X 1وجود ندارد  و bيا  a، وقتي نوار در افراد =X 0در اينجا   

  

 26 مولكولي واريانس تجزيه -12-2

 كـار  بـه  غالـب  ماركرهاي هاي داده براي اغلب كه است روشي) Excoffier et al, 1992( مولكولي واريانس تجزيه

 مي محاسبه را شده تعيين پيش از هاي گروه درون و بين واريانس افراد، بين فاصله از استفاده با كه. شود مي برده

 آزمـون  انجـام  بـراي  ، تبـديل  آزمـون . كند مي فراهم را مختلف اجزاي براي آزمون يك ،امكان AMOVA .كند

. شود مي  استفاده افراد بين فاصله مربع ماترس اساس بر اي آشيانه واريانس اجزاي از يك هر بودن دار معني هاي

 مشاهدات جفت همه بين فاصله مربع ماتريس روي از مستقيماً مولكولي واريانس اي آشيانه ،تجزيه روش اين در

 تجزيـه  مربعـات  مجمـوع  بجـاي  مربعـات  جفـت  همـه  بـين  انحرافـات  مربـع  مجمـوع  اصطلاح از و شود مي انجام

 مـي  داده تـرجيح  اقليدسـي  فاصـله  ،مجـذور  كـار  اين براي اصولاً). Li, 1976(شود مي استفاده ، معمولي واريانس

  ).Excoffier et al, 1992( است آمده بدست جاكارد تشابه ضريب از استفاده با مشابهي خيلي نتايج ولي. شود

 واريـانس  تجزيـه  كـه  اسـت  شـده  ثابـت . شوند محاسبه ،)آشيانه( ترتيبي هرسطح براي توانند مي واريانس اجزاي

 گرفته منشاء مختلف مناطق از كه ، ارقام هاي گروه بين و وحشي هاي گونه در واريانس تفكيك براي مولكولي

 مربـع  مجمـوع  تجزيـه  بـراي  مولكـولي  واريـانس  تجزيه كلي طرح).Weising et al., 2005.(است كارآمد بسيار اند

 بـين  مربعـات  ،مجمـوع  ) SSD(wp)( هـا  جمعيـت  درون مربعـات  مجمـوع   از ،)Total( SSD(( جمعيـت  كـل  انحرافـات 

 (گـردد  مـي  تشـكيل   ) AGSSD)(( هـا  گـروه  بـين  مربعـات  مجمـوع  و)  SSD(AP/WG)( هـا  گـروه  درون هاي جمعيت

Excoffier et al., 1992.(  

  

                                                           
25 . Gower 
26 . AMOVA(Analysis of molecular variance) 
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 اي خوشه تجزيه -13-2

 مـي  اطـلاق  باشـد،  مـي  افراد بندي گروه آنها اوليه هدف گه متغييره چند روشهاي از گروهي به اي خوشه تجزيه

 نتيجه در. گيرند مي قرار هم كنار در واحد خوشه يك در بررسي مورد صفات نطر از مشابه افراد بطوريكه. گردد

 هاي خوشه در كه افرادي و زيادي هاي شباهت داراي گيرند، مي قرار خوشه يك در كه افرادي بندي دسته اين

 افـرادي  ، باشـد  گرفته انجام صحيح بطور بندي طبقه اگر بنابراين. دارند زيادي تفاوتهاي گيرند مي قرار جداگانه

 قـرار  جـدا  هـاي  خوشـه  در كه افرادي و گرفته قرار هم كنار در هندسي نمايش در دارند قرار خوشه يك در كه

 تجزيه در  1فاصله بر مبتني هاي الگوريتم بيشتر اي خوشه تجزيه روشهاي بين در. بود خواهند دورتر هم از دارند،

 مورد ورودي عنوان به فاصله ماتريس آن در كه فاصله بر مبتني هاي روش. گردد مي استفاده ژنتيكي تنوع تجزيه

 مـي  ارائه قابل درختي صورت به يا دندوگرام مانند گرافيكي صورت به خروجي و گيرد مي قرار تحليل و تجزيه

 .3مراتبي سلسله غير و  2مراتبي سسلسله عبارتنداز كه شوند مي تقسيم گروه دو به فاصله بر مبتني هاي روش.گردد

 ايـن  دارد، گيـاهي  هـاي  گونـه  ژنتيكـي  تنوع تحليل و تجزيه در زيادي كاربرد مراتبي سلسله هاي روش .3مراتبي

 را تحليـل  و تجزيـه  عمل ها، زيرگروه به گروه يك افراد بندي تقسيم يا ها گروه در افراد كردن تركيب با روشها

. شـود  مـي  گرفتـه  نظـر  در خوشـه  يك عنوان به فرد هر ابتدا  4تركيبي مراتبي سلسله روشهاي در. دهند مي انجام

 بيشـترين  كـه  هـايي  گـروه  يـا  افـراد  سپس. باشد مي افراد تعداد به ها خوشه تعداد صفر ژنتيكي فاصله در بنابراين

 اسـاس  بـر  گروههـا  كـردن  تركيـب  لـذا  گيرند، مي قرار خوشه يك در و شده ادغام همديگر دارند،با را شباهت

 روش در.گردنـد  مـي  منتصـب  واحـد  خوشـه  يك به ها ژنوتيپ تمام نهايت در. گيرد مي صورت تشابهات ميزان

 هـت  شـبا  اساس بر افراد گروه درون سپس و گيرند مي قرار گروه يك در افراد تمام ابتدا 5تقسيمي مراتب سلسله

 تقسـيم  شـباهت  كاهش ميزان اساس بر افراد گروه زير هر داخل در طور همين و شوند مي تقسيم گروه زير دو به

 ميـانگين  حسـب  بـر  ادغـام  روش تركيبـي،  مراتب سلسله هاي روش تمام بين در.  برسند فرد به تا شوند مي بندي

 سـاير . دارنـد  اي خوشـه  تجزيـه  بـراي  را كـاربرد  بيشترين 7وارد حداقل واريانس روش و 6UPGMA يا ها همسايه

 تنـوع  تحليـل  و تجزيـه  بـراي  محققـين  از برخـي  توسـط  همسايه دورترين و همسايه نزديكترين مانند نيز ها روش

 فرد دو بين شباهت اساس بر خوشه هر ، اوليه هسته تشكيل از پس UPGMA روش در. شوند مي برده بكار ژنتيكي

 شـباهت  يـا  فاصـله  ميانگين صورت به خوشه يك درون افراد با فرد هر تفاوت يا شباهت سپس.  شود مي تشكيل

 يك ابتدا ژنوتيپ هر و شود مي شروع گروه  nتشكيل با روش اين. شود مي گرفته نظر در خوشه افراد از فرد آن

                                                           
1 . distance 
2 . Hierarchical 
3 . Non Hierarchical 
 
4 . Agglemerative 
5  -  Divisive Hierarchical 
6 . un weighted paired group method using arithmetic average 
7.  Ward 
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 ، مرحلـه  هـر  در كه است اساس اين بر ها خوشه ادغام و ها خوشه در فرد گرفتن قرار و دهد مي تشكيل را گروه

  ).Gordon, 1981(باشد گروهي بين واريانس از كمتر بايد گروهي درون واريانس

  

 1 اصلي هاي مولفه به تجزيه -14-2

 بـين  همبستگي عدم. باشد مي مستقل هاي شاخص ايجاد جهت متغيير چند از تركيبات ،يافتن تجزيه اين از هدف

 را هـا  داده از متفـاوتي  هاي ،جنبه ها شاخص كه است معني اين به زيرا ، است  مفيد ويژگي يك ها شاخص اين

  ) 1380 ، فرشادفر(نمايند مي گيري اندازه

 زيادي كاربرد داراي كه است متغيره چند هاي روش از يكي اي خوشه تجزيه با همراه اصلي هاي مؤلفه به تجزيه

 پـلات  از ناحيـه  يـك  در افراد تجمع برد، كار به افراد پراكنش بعدي دو نمايش براي توان مي را روش اين است

 يك و صفر مقادير و بوده كيفي ها داده مطالعه اين در اينكه دليل به. باشد مي افراد آن ژنتيكي تشابه دهنده نشان

 بـه  اصلي مختصات به تجزيه.شد استفاده 2 اصلي مختصات به تجزيه از اصلي هاي مؤلفه به تجزيه جاي به گرفتند

 كل تغييرات توجيه و متغيير چند يا دو بين روابط ساختن روشن منظور به ها داده حجم كاستن براي روشي عنوان

 باشـد،اين  مـي  اصلي مختصات نام به مستقل جديد هاي متغير از محدودي تعداد وسيله به اوليه و اصلي هاي داده

 كاسـته .سـازد  مـي  ممكن را ها گروه همه مشاهده و داده افراد بين را ها تفاوت شدن نمايان اجازه بندي دسته نوع

 مختصـات  عنـوان  بـه  كـه  جديـدي  مسـتقل  هـاي  متغير به اصلي هاي داده خطي تبديل بوسيله ها داده حجم شدن

 توجيـه  را اوليـه  هـاي  داده تغييرات مقدار بيشترين مؤلفه اولين بطوريكه گيرند، مي انجام شوند مي شناخته اصلي

 ذكر به لازم. آخر الي و كند مي توجيه اوليه مؤلفه از بعد را باقيمانده تغييرات مقدار بيشترين دوم مؤلفه و كند مي

  ).Gordon, 1981( است نشده بيان قبلي هاي مؤلفه توسط كه كند مي توجيه را تغييراتي مؤلفه هر كه است

  

  نشانگرها اطلاعات محتواي هاي معيار -15-2

  مي باشد 4نشانگري شاخص و3شكل چند اطلاعات محتواي شامل نشانگرها اطلاعات محتواي معيارهاي
 
  شكل چند اطلاعات محتواي -1-15-2

 هـر  در هـا  آلـل  تعـداد  وسيله به را ماركر يك دهندگي تشخيص قدرت از تخميني شكل چند اطلاعات محتواي

 كه باشد مي نشانگر يك شكلي چند ميزان دهنده نشان PIC واقع در. دهد مي ها آلل آن نسبي فراواني و لوكوس

 بـراي  شـكل  چنـد  بـالاي  فراوانـي  بيـانگر  باشـد،  بزرگتـر  عدد اين چقدر هر. باشد متغيير يك تا صفر از تواند مي

 ژنتيكـي  تنـوع  بررسـي  در اسـتفاده  مورد آغازگرهاي كارايي يررسي بمنظور. است مطالعه تحت جمعيت جايگاه

                                                           
1 . (PCA) Principle component analysis 
2 . principle coordinate analysism 
3 . PIC(Polymorphism information content) 
4.  MI  (marker index) 
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 فرمـول  از اسـتفاده  بـا  آغازگر هر به مربوط PIC شكلي چند اطلاعاتي محتواي مقادير مطالعه، مورد هاي جمعيت

 ).Gordon, 1981( شد محاسبه زير

PIC=2pi (1-pi) = 2piqi 

  .اشدب مي دارند حضور كه ماركري باندهاي فراواني  i p و آغازگر هر شكلي چند اطلاعات ميانگين  PIC آن در كه

  

  شاخص نشانگري -15-2 -2

  ):Tams et al, 2005(شد محاسبه زير فرمول با نيز  نشانگري شاخص
MI = PIC× n 

 زيـر  رابطه از نيز مورفيسم پلي باند تعداد. باشد مي مورفيسم پلي باند تعداد ، n و ماركري ،شاخص MI آن در كه

  آيد مي بدست
n = N × β 

 ايـن  بنـابر . اسـت  شده توليد  گر آغاز هر توسط كه شكل چند باندهاي درصد β و ها باند كل تعداد ، N آن در و

 اينكـه  دليـل  بـه  MI كـه  تفاوت اين با كنند مي بيان را ماركر يك دهندگي تشخيص قدرت ميزان شاخص دو هر

  .باشد  PIC  به نسبت بهتري شاخص تواند گيردمي مي نظر در را باندها كل تعداد

 داده فراواني نيز و) ne( موثر هاي آلل تعداد و)  na( شده مشاهده هاي آلل تعداد) Nei )h ژنتيكي تنوع شاخص از

 در كـه  اسـت  ژنتيكـي  تنـوع  كل از نسبتي  ها، جمعيت بين تنوع ضريب يا Gst و ).Nei, 1973 (شود مي محاسبه ها

  )1391 ، كاملي( آيد مي دست به زير رابطه از و است استفاده قابل ها زيرجمعيت تمايز و تفكيك

$%& = 1 − (%(& 
Hsهتروزيگوسيتي قابل انتظار درون جمعيت :  

Ht هتروزيگوسيتي كل جمعيت :  
 

Ne مـي  بدست زير رابطه از كه باشد مي جمعيت در موجود گذار تاثير هاي الل مجموعه مؤثر هاي آلل تعداد يا 

 ).1391 كاملي،(آيد

)* = 1
1 − ℎ 

h (هتروزيگوسيتي) تنوع ژني :  

  
1Nm زيـر  رابطـه  از اسـتفاده  بـا  ژنـي  جريان تخمين. است لوكوس هر براي نسل هر در ها مهاجرت تعداد ميانگين 

  )1391 ، كاملي. ( آيد مي بدست
Nm =(1-Gst/ 2Gst) 

  

                                                           
1.  Number of migrant 
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  :پروژه اين در شده انجام آماري محاسبات خلاصه -16-2

 درجـه  ، جمعيـت  درون و كـل  ژنتيكـي  تنوع ، نمونه هر در نوارها ،تعداد شكل چند نوارهاي كل تعداد •

) Nei( ني  ژني تنوع شاخص از استفاده با گر آغاز هر براي ها جمعيت درون ژني تنوع ميزان ، ژني تمايز

 .شد برآورد

 بندي گروه براي Ward روش به دندروگرام و محاسبه ني ضريب اساس بر ها جمعيت بين ژنتيكي فاصله •

 .شد رسم ها جمعيت

 اسـاس  بـر  اصـلي  هماهنـگ  هـاي  مؤلفـه  بـه  تجزيه ها جمعيت بين ژنتيكي روابط تر دقيق تشخيص براي •

 شد انجام ني ژنتيكي فاصله

 كـل  واريـانس  تفكيـك  بـراي  اقليدسـي  فاصـله  مربـع  اسـاس  بـر ) AMOVA( مولكـولي  واريـانس  تجزيه •

 ).Excoffier et al., 1992 (آمد عمل به ها جمعيت درون و بين واريانس به مولكولي

 
  ها داده تحليل و تجزيه براي استفاده مورد افزارهاي نرم -17-2

 GenAlex )Peakall and و PopGen افـزار  نـرم  از. شـد  استفاده مولكولي هاي داده كردن وارد براي Ecxel برنامه از

smouse,2006 (آوردن بدست و مختلف تشابه ضريب با دندروگرام رسم براي PCOA گرديد استفاده.  
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  نتايج  -3

ژنوم موجودات به طور طبيعي داراي تفاوت هايي در رديف بازهاي خطي مـي باشـند. ايـن تغييـرات طبيعـي كـه       

سبب گوناگوني در افراد يك جمعيت مي شود چند شكلي ژنتيكي نام دارد كه در بين و داخل يك گونه اساس 

قرمـز ابـداع شـده انـد از جملـه      ايجاد تنوع ژنتيكي مي باشد .چندين روش براي ارزيابي تنوع ژنتيكي در جلبك 

نشانگرهاي مورفولوژيك كه در جلبك هاي بـالغ كـاربرد دارد و بـه ايـن نشـانگرها ، نشـانگرهاي كلاسـيك يـا         

ظاهري هم گفته مي شود كه در واقع همان صفات يا خصوصيات فنوتيپي قابل رويت هستند. به عبارتي ديگر اين 

هري يك صفت مي باشند. نشانگرهاي مولكـولي از ديگـر روش هـا    نشانگرها مبتني بر پلي مورفيسم در شكل ظا

ژنـومي مـي شـوند. از جملـه ايـن       DNAسيستمي  است كه قادر به شناسايي و برآورد تنوع موجود در توالي هاي 

كـه در ايـن مطالعـه اسـتفاده      ISSRنشانگر هـاي   نام برد. RAPD ،AFLP ،SSR  ،ISSR, DAF روش ها مي توان از 

اطلاعات اوليه در زمينه ژنوم وطراحي آغازگر ها نياز ندارد، در حضور يك آغازگر مكمل نسبت به  به گرديد ،

ريز ماهواره هدف، تكثير مي يابد. اين آغازگرها بدون جايگاه انتخابي، ولي داراي نوكلئوتيد هاي تكراري مانند 

AC,AG,GT  آغازگر استفاده مي شوند. اين تكنيك سريع به عنوان  باز 16-25است و از ريز ماهواره هايي با طول

و سودمند  بوده  ،  قابليت تكرارپذيري بالايي دارد و پرايمرهـا خيلـي اختصاصـي نبـوده و بـه آسـاني قابـل سـنتز         

هستند.و ناحيه قلاب شده آغازگر ، اجازه اتصال محكم تر آغازگر به جايگاه هدف در نمونه الگو را مي دهد .از 

ي توان به داشتن چندين جايگاه چند شكل ، قابل كاربرد با تعداد زيادي نمونه ، هزينه پايين نام ديگر مزاياي آن م

جفت باز دارد و قابل تشخيص بـا الكتروفـورز ژل آگـارز و     2000تا  200 برد و محصول توليد شده طولي برابر با

براي برخي تركيبـات آغـازگري از   پلي آكريل آميد مي باشد .از معايب آن اين است كه نشانگري غالب بوده و 

  نتيجه بخشي كم و توليد تعداد كمي باند برخوردار است.

  

  بررسي نتايج ريخت شناسي و آناتومي   -1-3

  مشاهده مي گردد.7-3تا  1-3و شكل هاي  1-3خصوصيات ريخت شناسي نمونه هاي مورد بررسي در جدول
  )1392جمع آوري شده از مناطق بستانه و ليپار( G. corticata:نسل هاي ايزومورفيك  جلبك  1-3جدول 

مكان نمونه 

  برداري

ماه  نمونه 

  برداري

تعداد 

  كل

  تعداد مورد بررسي

  نا بالغ  تتراسپوروفيت  ماده  نر

  30  -  -  -  30  ارديبهشت  بستانه

  18  6  4  2  30  خرداد  بستانه

  -  28  4  8  40  مرداد  ليپار
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نمونه هاي مورد بررسي تنها در جلبك هايي با بلوغ كامل مشاهده شد. خصوصيات مراحل ويژه ايزومورفيك در 

از مجموع نمونه هاي جمع آوري شده از منطقه بستانه در نوبت اول همگـي نابـالغ بـوده و هيچكـدام  از مراحـل      

  .)1-3شكل جنسيتي از طريق خصوصيات ريخت شناسي قابل تشخيص نبود(
 

 
 

  ) 1392در منطقه بستانه (ارديبهشت  G.corticata: برش عرضي و سطحي از نمونه هاي نابالغ 1- 3شكل 

  

a 10 0: مقطع  عرضي از ريسه جلبك با استفاده از رنگ آميزي كالمن و آبي متيل و بزرگنمايي 

b در ناحيه مياني ، سلولهاي برجسته مغزي (: مقطع  عرضي از ريسه جلبكcmتوسط سـلول هـاي پارانشـيمي (    ) ، احاطه شدهcp و (

  40 0با استفاده از رنگ آميزي كالمن و آبي متيل و بزرگنمايي ) cxقشري( 

c : 40 0مقطع  سطحي از ريسه جلبك با استفاده از رنگ آميزي آبي متيل و بزرگنمايي  

  

نمونـه بـه    4ه عنـوان نـر ،   نمونه ب ـ 2نمونه نوبت دوم ، كه با يك ماه فاصله زماني جمع آوري شده بود فقط  30از 

  ).2-3نمونه نيز نا بالغ بودند(شكل  18نمونه به عنوان تتراسپورفيت تشخيص داده شد و  6عنوان ماده و 

  

  
  

  در منطقه بستانه G.corticata: برش عرضي  و سطحي از نمونه هاي بالغ 2- 3شكل 

a  با استفاده از رنگ آميزي آبي متيل و : مقطع عرضي از تترااسپوروفيت  برجسته در بخش قشري ريسه جلبك

  2000 بزرگنمايي

b 2000: تترااسپوروفيت در مقطع  سطحي از ريسه جلبك با استفاده از رنگ آميزي آبي متيل و بزرگنمايي 
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 4نمونـه بـه عنـوان نـر ،      8نمونه منطقه ليپار كه  مورد بررسي مورفولوژيك قرار گرفت كـه تعـداد    40از مجموع 

 ).6-3تا  3-3نمونه  به عنوان تتراسپوروفيت مشخص گرديد (شكل  28ان ماده و نمونه  به عنو

  
  پراكندگي تتراسپورانژيا بطور متراكم در سطح ريسه 3- 3شكل 

  

 % 40از نظر شكل ظاهري بين نمونه هاي نابالغ در ارديبهشت و خرداد منطقه بسـتانه اختلافـي مشـاهده نشـد ولـي      

بالغ بودند كه تنها بالغين ماده با سيستوكارپ نيمه كروي برجسته بر روي ريسه هـا بـا   نمونه هاي سري دوم بستانه 

چشم غير مسلح از نابالغين تميز داده مي شد و تتراسپوروفيت هاي بالغ و گامتوفيت هاي نر بالغ در مناطق بستانه و 

  ليپار تنها به كمك ميكروسكوپ قابل تشخيص از نابالغين بودند.
 

  
  

  

  

  

) و نمايش سطحي از زوائد سيستوكارپ نيمه كروي بالغ با اسـتفاده  a:شكل ظاهري گامتوفيت ماده ( 4-3شكل 

  )bاز استريو ميكروسكوپ(

  اسپرماتانژها در  داخل حفره هاي عميق تر بيضوي شكل قرار مي گيرند G.corticataدر جنس نر 

  
  .G.corticata در 1كانسپتاكلاسپرماتانژيا  : برش عرضي از گامتوفيت نر با5 - 3شكل 

                                                           
1. spermatangial conceptacles 
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ريسه ها فشرده تا برگي شكل ،  رنگ ريسه ها سبز ، زرد تا قرمز متمايل به ارغواني متغييـر مـي باشـد. محـور آن     

 صاف بوده و انتهاي ريسه ها دو بخشي با انشعابات نا منظم و لبه هاي صاف مي باشد. 

 10-16تتراسپورفيت از پرپشتي كمتري برخوردار بوده و بلنـدي  آن  نمونه هاي نر در مقايسه با نمونه هاي ماده و 

سانتيمتر ارتفاع و سيستوكارپ نيمـه كـروي در سـطح     8-10نمونه هاي ماده و  ميليمتر بوده 4-6سانتيمتر و پهناي 

ر سـانتيمت  6-10تتراسپوروفيت ها ريسه هاي منشعب پر پشت تـري داشـته و   آن مشاهده گرديد و  بالغ ريسه هاي 

  ).7 -3بلندي آن مي باشد(شكل

  

  DNA نتايج حاصل از  استخراج  و جدا سازي  -2-3

،  DNA 2با تغييراتي  انجام گرديد. محصـول   SDSو  CTAB با استفاده از پروتوكل G.corticataاز  DNAجداسازي 

  ارائه شده است.   3-3تا  2-3بدست آمده از نمونه ها در جدول  P=λ260 / λ280و ضريب  DNAغلظت 
  

در مجموع مناطق  با استفاده از از روش هاي G.corticataجداسازي شده از  DNA:كميت و كيفيت  2-3جدول 

CTAB  وSDS  

روش 

  استخراج

تعداد 

  نمونه
P=λ260 / λ280   غلظتDNA)n g/	l(  

  حداكثر  حداقل  ميانگين  حداكثر  حداقل  ميانگين

CTAB  30  45/1  00/1  00/2  17/49  00/5  00/240  

SDS  21  59/1  20/1  80/1  95/70  00/20  00/145  

  

 در مجموع مناطق مورد بررسيG.corticataاز  DNAمقايسه خلوص و كيفيت   : 3-3جدول 

مكان 

جمع 

  آوري

تعداد 

  نمونه

P=λ260 / λ280   غلظتDNA)n g/	l(  

  حداكثر  حداقل  ميانگين  حداكثر  حداقل  ميانگين

بستانه و 

  ليپار
51  51/1  00/1  00/2  14/58  00/5  00/240  

  

بـود در حـالي كـه    00/2الـي   00/1از  4-3تـا   2-3 و جـداول   260/280pبدست آمده  بر اسـاس   DNAدامنه خلوص 

ngدر دامنه   DNAمحصول 
μ��5  اليng

μ��240 8-3شكل  .بود )a ژل آگارز (DNA  ژنوميG.corticata  با  استفاده

  از اين پروتكل ها را نشان مي دهد.

  

                                                           
2. DNA yield 
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  از منطقه ليپار G.corticata: نمايش مقاطع عرضي سيستوكارپ 6 - 3شكل 

  

a   ) سيستوكارپ بالغ با روزنـه كوچـك بـر روي آن :o       كـه از قسـمت انتهـايي آن كارپوسـپورها خـارج مـي (

 ) 100بزرگنمايي  است.(سپور با پيكان نمايش داده شده .كارپوگردند

b پيكان روزنه را نشان مي دهد.  400: نمايش روزنه سيستوكارپ بالغ با بزرگنمايي  

cسپور با پيكان نمايش داده شده است.كارپو 400: نمايش كارپوسپورانژ با بزرگنمايي  

 d  وe: 1000نمايش كارپوسپورانژ با بزرگنمايي .  
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  G. corticata:نمايش اشكال ايزومورفيك  جلبك  7 - 3شكل 

a - ، تترااسپوروفيتb – گامتوفيت نر  وc – گامتوفيت ماده  
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تا  34(نمونه هاي  SDS)و  33تا  1(نمونه هاي  CTABبه  روش  DNA): ژل الكتروفروز از استخراج a( 8-3شكل 

52(  

  

، در    RNase Aميكروليتر از  15تا  5با استفاده از مقادير   SDSو   lµ 4،RNase Aو استفاده از   CTABدر روشهاي 

نيز مشاهده شد كه پس از شستشو توسط  RNAمقادير زيادي  DNAژل الكتروفوز برخي از نمونه ها علاوه بر نوار 

  .))b( 8-3(شكل حذف گرديدند  RNAو  DNA، كليه نوارهاي  RNase Aميكروليتر  6
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 lو اسـتفاده از   CTABبـه  روش   DNAاز اسـتخراج   a 18 و R 16 aژل الكتروفورز نمونه هـاي   -) b(8-3شكل 

RNase aµ 4  و شستشوي مجدد آنها توسطl RNase aµ 6 )R 16 b و b 18(  

 

  

     ISSRتحت آغازگر هاي  PCRنتايج محصولات  -3-3

مشاهده شـد و اغلـب    ABCو   ABدر تحقيق انجام شده بيشترين و كمترين تعداد باندها به ترتيب در آغازگرهاي 

DNA  جداسازي شده از نمونه هايG.corticata  الگوي باند پلي مورفيك  درISSR .نشان دادند  

  

  ISSR- Aآغازگر  PCRمحصولات -1-3-3

تكثير نمودكه از بين آنها قطعه (باند) تترااسپوروفيت هـا    bp 3000-300باند در محدوده  20اين آغاز گر در كل 

 9 -3 تـا )a(9 -3ويژه نـر ايجـاد كـرد. (    bp 300توليد كرد و قطعه (باند)  bp 1700و  bp 1200ي ديپلوئيد دو باند 

)e(يجاد نكرد.).اين پرايمر باندهاي واضحي براي گامتوفيت ماده ا  
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 1  نمونهبه ترتيب از چپ به راست  G. corticataدر جمعيت  ISSR- Aآغازگر  PCR. محصولات  )a(9 -3شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bpبستانه .  منطقهمربوط به  10الي 

  

  
  

 نمونـه به ترتيب از چپ به راست  G. corticataدر جمعيت  ISSR- Aآغازگر  PCR. محصولات  )b(9 – 3شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bpليپار  . منطقه مربوط به  36و  17الي  12هاي  نمونهمربوط به  بستانه  و  11
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 18 نمونهبه ترتيب از چپ به راست  G. corticataدر جمعيت  ISSR- Aآغازگر  PCR. محصولات )c(9 -3 شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bpليپار. 27تا 

  

  

  
      

 نمونـه به ترتيب از چپ به راست  G. corticataدر جمعيت  ISSR- A آغازگر PCR. محصولات  )d( 9 -3 شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bpمربوط به ليپار   . 35الي  28
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 نمونـه  به ترتيب از چپ به راسـت   G. corticataدر جمعيت  ISSR- Aآغازگر  PCR. محصولات  )e( 9 -3شكل 

  .L : Ladder 50 , 100 bpمربوط به ليپار 42و  41،  40، 39،   38،  37

  

  با اين پرايمر تكثير نگرديد .  52تا  42هاي  نمونه

  

  ISSR- Cآغازگر  PCRمحصولات  -2-3-3

ويـژه    bp 900و  bp 820تكثير نمود.و از بين آنها دو باند   bp 1500-250باند در محدوده  18اين آغاز گر در كل 

نيز ويژه گامتوفيت ماده  ايجاد كرد. ولي بانـدهاي    bp 500تتراسپوروفيت ها ي ديپلوئيد توليد كرد و قطعه (باند) 

  ). )d(10 -3تا  )a(10 -3ويژه اي براي تشخيص مراحل گامتوفيت هاي نر  تشكيل نگرديد (شكل 

  
  

  نمونـه  به ترتيب از چپ به راست  G. corticataدر جمعيت  ISSR- Cآغازگر  PCRمحصولات ).a(10 -3 شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bp مربوط به بستانه. 10الي  1
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بـه ترتيـب از چـپ بـه راسـت       G. corticataدر جمعيت  ISSR- Cآغازگر  PCR. محصولات )b(10 – 3 شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bpمربوط به  ليپار  . 20تا  12 نمونهمربوط به  بستانه  و  11 نمونه 

  

 
  

 نمونهبه ترتيب از چپ به راست  G. corticataدر جمعيت  ISSR- Cآغازگر  PCRمحصولات  ).c(10 -3 شكل 

 :Ladder 50 , 100 bp  Lليپار  ،  30تا  21
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به ترتيب از چپ به راست  G. corticataدر جمعيت  ISSR- Cآغازگر  PCRمحصولات  ). d( 10 -3 شكل     

  L : Ladder 50 , 100 bpليپار   ،. منطقه  41الي  31 نمونه

  

  

  .ISSR- ABآغازگر  PCRمحصولات  -3-3-3

ويژه نـر و   bp 990تكثير نمودكه از بين آنها قطعه (باند)   bp 3000-400باند در محدوده  21اين آغاز گر در كل 

 -3قطعـات ويـژه تتراسـپورفيت ايجـاد كـرد  (      bp 1900 و  bp  1600ويژه ماده ايجاد كرد. باندهاي  bp 520قطعه 

11)a( 11 –3 تا)d( (   

  
  

  نمونهبه ترتيب از چپ به راست  G. corticataدر جمعيت  ISSR- ABآغازگر  PCR. محصولات )a(11 -3شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bpمربوط به بستانه.  10الي  1
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به ترتيـب از چـپ بـه راسـت      G. corticata در جمعيت ISSR- ABآغازگر  PCRمحصولات ). b(11 – 3 شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bp.مربوط به  ليپار   20تا  12مربوط به  بستانه  و نمونه  11 نمونه 

  
 

مربـوط بـه نمونـه     G. corticata  31تـا   21در جمعيت  ISSR- ABآغازگر  PCRمحصولات  ). c(11 – 3 شكل 

 L : Ladder 50 , 100 bp.  هاي ليپار
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به ترتيب از چپ بـه راسـت    G. corticataدر جمعيت  ISSR- ABآغازگر  PCRمحصولات ). d(11 – 3 شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bpمربوط به نمونه ها ي ليپار .   41الي  32 نمونه

  

  ABC -ISSR 1آغازگر  PCRمحصولات  -4-3-3

ويژه نر و  bp 1100تكثير نمودكه از بين آنها قطعه (باند)   bp 3000-300باند در محدوده  16اين آغاز گر در كل 

 -3توليـد كـرد (  bp 1500و  bp 1200ويژه ماده ايجاد كرد. تتراسـپوروفيت هـا ي ديپلوئيـد دو بانـد      bp 500قطعه 

12)a( 12 -3  تا)d(.(  

  

  
  

  نمونه هـاي از چپ به راست  G. corticataدر جمعيت  ISSR- ABC 1آغازگر  PCRمحصولات  ).a(12 -3شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bp.    ي بستانهمنطقه مربوط به  10الي  1
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به ترتيب از چپ بـه راسـت    G. corticataدر جمعيت  ISSR- ABC 1آغازگر  PCRمحصولات  ).b(12 -3 شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bpمربوط به ليپار  . 21تا  12مربوط به بستانه و  11 نمونه

  

  
  

  ليپار ،  G. corticata 31تا  22نمونه در  ISSR- ABC 1آغازگر  PCR. محصولات )c(12 -3شكل 

L : Ladder 50 , 100 bp  
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مربـوط بـه    G. corticata  41الـي   32نمونه هاي در  ISSR- ABC 1آغازگر  PCRمحصولات  ).d(12 -3شكل 

  L : Ladder 50 , 100 bpليپار   ،. منطقه 

  

   ISSRتخمين سطح تنوع ژنتيكي با استفاده از نشانگرهاي مولكولي - 4-3

در دو  G. corticata جلبـك قرمـز    ازنمونـه   ISSR ،41آغازگر   20با استفاده از در اين بررسي  سطح تنوع ژنتيكي

ايجـاد كـرد.   آغازگر باند هاي پلي مورفيسمي صـد در صـد    4منطقه بستانه و ليپار بررسي گرديد. از اين تعداد  ، 

باند براي هر پرايمر  ايجاد كرد و دامنه باند هاي ايجـاد   75/18باند با ميانگين  75پرايمر كلاٌ  4). اين 4-3(جدول 

نـوار و كمتـرين    21بـا   ABبود. بيشترين تعداد باندهاي تشكيل شده مربوط به آغازگر   bp 3000تا  250 شده بين.

  % 100نوار بود. بيشترين درصد چند شـكلي توسـط آغـاز گرهـا      16با  ABC1نوار تشكيل شده مربوط به آغازگر 

بود.  و پرايمر هـا بـا مجمـوع     30/0با ميانگين  33/0و  28/0براي اين آغازگرها بين  PICبود . دامنه مقدار عددي 

 ). 4-3باند تكثير شده، صد درصد  پلي مورفيسم نشان دادند( جدول   75

  
تعداد باندهاي توليد شده و شاخص هاي محتواي اطلاعات پلي مرفيسمي و شاخص مـاركري و   -4-3جدول 

 G.corticataجلبك  DNAدر تكثير  ISSRشاخص شانون  توسط آغاز گرها پرايمر 

كد 

  آغازگر

تعداد   )5´-3´توالي(

كل 

  باندها

دامنه باندهاي توليد 

  )bpشده(

  تعداد باندهاي

  پلي مورفيسم

درصد پلي 

 مورفيسم

PIC MI I 

A 3'-C8(AG)-5' 20  2700- 300  20  100 %  28/0  60/5  43/0  

C 3'-T8(AG)-5' 18  1500- 250  18  100 %  33/0  94/5  48/0  

AB 3'-CC6(GA)-5'  21  3000-400  21  100 %  31/0  51/6  47/0  

1ABC  3'-GG6(GA)-5' 16  3000-300  16  100 %  28/0  48/4  44/0  

  ---  ---  ---  % 100  75  250-3000  75 --- مجموع

  46/0  63/5  30/0  % 100  75/18  ---  75/18 ---  ميانگين
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نسبت به سـاير پرايمرهـا بيشـتر بـود كـه       Cو  ABدرصد تفكيك پلي مورفيسم پرايمر  MIو  PICبر اساس شاخص 

  نشاندهنده بالاتر بودن قدرت تفكيك جمعيت اين پرايمرها نسبت به ساير پرايمرها مي باشد.
 
 
  3محتواي اطلاعات چند شكلي  -1-4-3

محتواي اطلاعات چند شكلي با استفاده از فراواني اللي براي هر آغازگر بطور جداگانه محاسبه گرديد . بالاترين 

مقام دوم و سـپس   31/0با    AB).و بعد از آن آغازگر 4-3بود (جدول  33/0برابر  Cمربوط به آغازگر  PICمقدار 

اكثـر آغـاز    PICكمترين مقدار را بـه خـود اختصـاص دادنـد.      28/0معادل  PICبا مقدار   ABC1و  Aآغاز گرهاي 

  گرها عدد بزرگي بود كه نشان دهنده انتخاب صحيح و كارايي بالاي اين آغازگرها در اين بررسي مي باشد.

  

   4شاخص نشانگري -2-4-3

مـي توانـد بـه     MIي باشد. بطور كلي شاخص نشانگري يك معيار كارا در تخمين پلي مورفيسمي يك آغاز گر م

عنوان يك معيار كلي براي ارزيابي نشانگر در يك ژرم پلاسم استفاده گردد.بـر ايـن اسـاس شـاخص نشـانگري      

) . 4-3متغيير است (جـدول   51/6تا  48/4براي تمام آغازگرها محاسبه گرديد و اين شاخص در اين بررسي  بين 

 48/4بـا ميـزان    ABC1نسبت به نشـانگر   60/5و  94/5و   51/6به ترتيب با مقدار عددي  Aو  AB  ،Cآغازگرهاي 

در مطالعـات ژرم پلاسـم    ISSRبالاترين مقدار را به خود اختصاص دادند.بنابر ايـن مـي تواننـد بـه عنـوان مـاركر       

  جلبك استفاده گردد.
 
  5آناليز تنوع ژنتيكي ني -3-4-3

در  G.corticataجلبك  نمونه  41از باندهاي توليد شده توسط هر آغاز گر براي  آناليز تنوع ژنتيكي براي هر يك

عدد و تعداد  الل هـاي   41نشان داده شده است. در اين جدول تعداد نمونه ها براي هر لوكوس  پيوست 1جدول 

مربوط بـه مكـان   )، 9988/1مي باشد. بيشترين تعداد آلل هاي مؤثر ( 2) در هر لوكوس  به تعداد naمشاهده شده (

) 0500/1مي باشـد و كمتـرين آن (   7و  18،  7به ترتيب در مكان ژني  ABC1-7  ،AB1-18 ،A1-7هاي  ژني آغازگر

 1و  18، 5،  16،  8، 1بـه ترتيـب در  مكـان ژنـي      AB1- 21و A1-1 ،A1-8 ،A1-16  ،C1-5  ،C1- 18در آغازگرهاي 

و  ABC1-7و   A1 ،AB1-18 7-) در پرايمرهـاي 4997/0نـي ( بيشـترين مقـدار تنـوع ژنتيكـي      مشـاهده شـده اسـت.    

مشـاهده گرديـد. بيشـترين     AB1-21و  A1-1 ،A1-8 ،A1-16 ،C1-5 ، C1-18) در پرايمـر هـاي   0476/0كمترين آن (

و كمتـرين   1ABC  ،18-1AB ،7-1A-7) مربوط به مكان ژني آغازگرهـاي   6928/0مقدار شاخص اطلاعاتي شانون (

  مشاهده شد. 1A-1 و  1AB، 18-1C ،5-1C ، 16-1A  ، 8-1A-21)مربوط به آغازگر 1147/0آنها نيز (

                                                           
3 . PIC: Polymorphism information content 
4. MI : Marker index 
5 . Nei 
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 4997/0بـا مقـدار بيشـينه      1ABC-7و  1A ،18-1AB-7)در مكـان هـاي ژنـي آغـاز گرهـاي       Htهتروزيگوسي كـل ( 

 مشاهده گرديد.  1AB-21و  1A ،8-1A ،16-1A ،5-1C ،18- 1C-1) متعلق به مكان هاي ژني 0476/0وكمترين آن (

و   I (4562/0و شـاخص اطلاعـاتي شـانون  h (2989/0    )(، تنـوع ژنتيكـي نـي   4898/1) neميانگين آلل هاي موثر(

  برآورد گرديد. Ht (2968/0هتروزيگوسي كل (

 .Gبررسي تجزيه و تحليل آماري اختلاف ژنتيكـي در جايگـاه هـاي ژنـي  بـر اسـاس  مقايسـه جمعيـت جلبـك          

corticata  در مناطق بستانه و ليپارتوسط نرم افزارPOPGEN   جايگاه چندشكلي  در جمعيت بسـتانه   51انجام شد و

  پلي مورفيسمي در منطقه ليپار مقايسه گرديد. % 92جايگاه چندشكل با  69پلي مورفيسمي و  % 68با 

با ميـانگين   9200/1± 2731/0و  6800/1± 4696/0)در اين دو منطقه به ترتيبna(  تعداد آلل هاي مشاهده شده

و  و  3445/1± 3636/0) آن  در اين دو منطقـه بـه ترتيـب     neبرآورد گرديد كه تعداد آلل هاي موثر( 0/2آللي 

و ميانگين شاخص شـانون نبـز    5000/0در اين دو منطقه ،  Neiبود.اختلاف ميانگين تنوع ژني  ±3150/1 2892/0

  )6-3) و (5-3برآورد گرديدجدول ( 3340/0± 2134/0و   3154/0± 2687/0به ترتيب 

  
تجزيه و تحليل آماري اختلاف ژنتيكي در جايگاه هاي ژني  بر اساس دو جمعيت منطقه بسـتانه   - 5 – 3جدول 

  POPGENتكرار)توسط نرم افزار  30تكرار)و جمعيت منطقه ليپار( 11(

  

I* h*  ne*  na*  حجم نمونه
  

لوكوس هاي 

 پلي مورفيسم
  جمعيت

ف  جلبك
انحرا

معيار
ميانگين 

ف  
انحرا

معيار
ميانگين 

ف  
انحرا

معيار
ميانگين 

ف  
انحرا

معيار
ميانگين 

 

%
تعداد 

 

  بستانه 51  68  11  6800/1  4696/0  3445/1  3636/0  2058/0  1914/0  3154/0  2687/0

  ليپار 69  92  30  9200/1  2731/0  3150/1  2892/0  2063/0  1556/0  3340/0  2134/0
 
 

* na  تعداد آلل هاي مشاهده شده :    

ne* تعداد آلل هاي موثر :  

h*  تنوع ژني :Ne i  

I* شاخص شانون :  
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تجزيه و تحليل آماري اختلاف ژنتيكي در جايگاه هاي ژني  بر اساس مجموع دو جمعيت  - 6 – 3جدول 

 POPGENتكرار)توسط نرم افزار  30و جمعيت منطقه ليپار( تكرار) 11منطقه بستانه (

 جمعيت بستانه و ليپار

na*  
  0000/2  ميانگين

  0000/0  انحراف معيار

ne*  
  3319/1  ميانگين

  2859/0  انحراف معيار

h*  
  2186/0  ميانگين

  1475/0  انحراف معيار

I*  
  3559/0  ميانگين

  1949/0  انحراف معيار

Ht 
  2218/0  ميانگين

  0232/0  انحراف معيار

Hs  
  2061/0  ميانگين

  0201/0  انحراف معيار

Gst 0710/0  ميانگين  

Nm*  5472/0  ميانگين  
  

Ht هتروزيگوتي كل جمعيت :  

Hs هتروزيگوتي قابل انتظاردرون جمعيت :  

Gst نسبتي از كل تنوع ژنتيكي است كه در تمايز زير جمعيت ها قابل استفاده است :  

Nm* تخمين جريان ژني : 

 

) مهاجرت تدريجي ژنها از يك جمعيت به جمعيت ديگر توسط عوامل مختلف مي باشد Nmتخمين جريان ژني (

ميانگين تعداد مهاجرت ها در هـر نسـل بـراي هـر      Nmكه سبب تغيير فراواني ژني در جمعيت مي گردد. بنابراين 

گر بـرآورد گرديـد كـه نشـان     5472/0لوكوس است. تخمين جريان ژني در اين بررسي براي تمامي لوكـوس هـا   

 فراواني ژن در اين جلبك مي باشد. 

نشان مي دهـد   را  در مناطق بستانه و ليپار G. corticataشباهت و فاصله ژنتيكي جمعيت جلبك  Neiسنجش منشاء 

شـباهت ژنتيكـي دارنـد  و از يـك گونـه        % 96ن شاخص جمعيت هاي جلبـك  در ايـن دو منطقـه    و بر اساس اي

   7-3محسوب مي شوند.جدول 
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در مناطق بستانه و ليپار بـر   G. corticataشباهت و فاصله ژنتيكي جمعيت جلبك  Neiسنجش منشاء  -7-3جدول 

 6اساس داده هاي نرمال شده

 
  2  1  شباهت جمعيت

1  ****  9685/0  

2  0320/0  ****  

  در بالاي قطر و فاصله ژنتيكي در پايين قطر مشخص شده اند. Nei ****  مقادير شباهت ژنتيكي                     
 
  تجزيه واريانس مولكولي -5-3

به منظور بررسي تنوع ژنتيكي بين و درون جمعيت هاي مورد مطالعه از تجزيه واريـانس مولكـولي اسـتفاده شـد.     

د مطالعه در سطح احتمـال  نتايج تجزيه واريانس مولكولي نشان دادكه تنوع ژنتيكي بين و درون جمعيت هاي مور

از تنـوع كـل ،     % 17از تنوع كل ، مربوط به تنـوع درون جمعيـت هـا و      % 83). 8-3معني دار است (جدول  % 1

). درصـد بـالايي از تنـوع كـل ، مربـوط بـه تنـوع درون        13-3مربوط به تنوع بـين جمعيـت هـا مـي باشد(شـكل      

  است.هجمعيت

  
نشـانگر     بر اساس داده هـاي مولكـولي   G. corticataگونه  نمونه 41تجزيه  واريانس مولكولي براي  8-3جدول

ISSR  با استفاده از نرم افزارGENALEX   

  منابع تغيير
  درجه آزادي

)df(  

مجموع مربعات 

  )SSDانحرافات(

ميانگين 

  )MSمربعات(

اجزاء 

 واريانس

درصد 

 واريانس
 مقدار

  166/0  % 17  108/2  496/44  496/44  1  بين جمعيت ها

    % 83  561/10  561/10  894/411  39  درون جمعيت ها

    % 100  669/12    390/456  40  كل

 

  P <  0.01)( % 1**معني دار در سطح احتمال               
  

                                                           
6 . Unbiased 
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  نمايش درصد واريانس مولكولي درون و بين جمعيت -13- 3شكل 

 
 

 برآورد تنوع ژنتيكي بين جمعيت هاي جلبك مورد مطالعه -6-3

) و  در بين آن ها  پيوست 2، تنوع ژنتيكي در بين جمعيت ها بر آورد شد( جدول  7بر اساس شاخص تنوع ژني ني

 33تـا   1هـاي   نمونـه هـاي   با يك نـوار كمتـرين بانـد را نشـان داد.       40 نمونهنوار  بيشترين باند و  33با   3 نمونه 

) به ترتيب توسط 5)  و حداقل تعداد باند(35حداكثر تعداد باند( CTABآن ها با استفاده از روش  DNA،استخراج 

 بود. 06/21± 92/5حاصل شد. ميانگين باندهاي توليدشده آن  10و     5هاي   نمونه 

)  و حـداقل تعـداد   22حـداكثر تعـداد بانـد(    SDSآن ها با اسـتفاده از روش   DNA،استخراج  41تا  34هاي  نمونه 

  حاصل شد. ميانگين باندهاي توليدشده آن 40و     38هاي   نمونه) به ترتيب توسط 1باند(

 CTABباند هاي واضـحي نسـبت بـه روش     SDSتوسط   DNAغم اينكه از استخراجلي ر بود.كه ع ±50/10 38/7 

  وليد مي كند.آن باند هاي كمتري ت PCRايجاد مي شود ولي محصول 

داراي يك باند اختصاصـي مـي باشـد. از بانـد اختصاصـي مـي تـوان بـراي          30و  24،  14،  11،  9، 1هاي  نمونه

اهداف كاربردي نضير شناسايي ، تعيين خلوص و بررسي اختلاط جمعيت ها استفاده نمود . سطوح تنوع جمعيتها 

  داده شده است. نمايشپيوست   1و شكل پيوست 2و اطلاعات تكميلي در جدول
 
 
 
 

                                                           
7. Nei 

بين جمعيت 

%17ها  

درون جمعيت 

%83ها 

درصد واريانس مولكولي
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 G. corticataبرآورد فاصله و شباهت ژنتيكي بين جمعيت هاي جلبك قرمز  -7-3

از مناطق بستانه و ليپـار   G. corticataازجلبك قرمز   نمونه 41تجزيه وتحليل شباهت ژنتيكي و فاصله ژنتيكي براي 

بررسي گرديد و ميزان شباهت ژنتيكي و ميانگين فاصله ژنتيكي ني بر اسـاس داده هـاي نرمـال شـده(غير اريـب)      

  ).پيوست3انجام گرفت (جدول  POPGENافزار  بكمك  نرم ISSRدرون جمعيت با استفاده از ماركر 

متغيــر بــود . كمتــرين فاصــله  7911/0تــا  0000/0فاصــله ژنتيكــي بــين جمعيــت هــاي جلبــك مــورد بررســي از  

ها با داشتن كمتـرين فاصـله ژنتيكـي ،     نمونهاز منطقه ليپار بود و اين  23و 22ژنتيكي(صفر ) مربوط به نمونه هاي 

بيشترين شباهت ژنتيكي را نشان دادند به طوري كه در جدول شباهت ژنتيكي بـا شـباهت ژنتيكـي (يـك) داراي     

  بيشترين شباهت مي باشد. . 

ليپار  مي باشد كه اين دو به ترتيب متعلق به منطقه بستانه و  35و 5هاي  نمونه)بين 7911/0بيشترين فاصله ژنتيكي(  
ها با داشتن بيشترين فاصله ژنتيكي  نمونهمي باشد. لذا اين  نمونهمي باشد. و اين امر بيانگر وجود تنوع بين اين دو 

هـا را در صـورت منطبـق بـودن صـفات       نمونهكمترين شباهت ژنتيكي را نسبت به هم دارند.بنابراين مي توان اين 
گيري براي اصلاح گونه هاي جنس جلبكـي و بدسـت آوردن    مورد اصلاح به عنوان والد در برنامه هاي دورگ

  حداكثر هتروزيس در جهت سازگاري با شرايط محيطي استفاده نمود.
نشان  1744/0همگي فاصله ژنتيكي  25با 22، 24با  21، 15با  13، 39با  9، 4با  2، 3با  2هاي  نمونهدراين جدول  
مـي باشـند.از نظـر      1589/0نيز همگي داراي فاصله ژنتيكي  26با  22و 25با  21، 9با  7هاي  نمونهدادند. همچنين 
هـاي   نمونـه بودند. تشابه و فاصله ژنتيكي  9333/0همگي  41با  37و  41با  36، 40با  39هاي  نمونهتشابه ژنتيكي 
به ژنتيكي تشا 11با  8هاي گامتوفيت نر  نمونهبرآورد گرديد و  1128/0و  8933/0به ترتيب  5با  3تتراسپوروفيت 

نيـز بـه  ترتيـب     33و  32نشان داد.تشابه و فا صله ژنتيكي  گامتوفيت هاي مـاده   2400/0و فاصله ژنتيكي  7867/0
  برآورد گرديد. 0690/0و  9333/0

  

  :8به روش وارد ISSRتجزيه خوشه اي حاصل از داده هاي   -8-3

 Wardاز مناطق بستانه و ليپـار توسـط روش     G. corticataازجلبك قرمز   نمونه 41تجزيه و تحليل خوشه اي براي 
)). دندروگرام بـر اسـاس فاصـله ژنتيكـي بـا اسـتفاده از نـرم افـزار         پيوست4و جدول  15-3انجام گرفت  ( شكل 

popgen   براي هر سه فاز زندگيG.corticata     ، در  نمونـه  41انجام گرديد.در تجزيه كلاستر بـا بـرش دنـدروگرام
قرار  11،  8، 9، 7، 6، 4، 2، 1 نمونه هايبه پنج گروه مجزا دسته بندي شدند. در گروه اول  18/12فاصله متريك 

گرفته است كه با توجه به بررسي هاي آناتوميكي ،جمعيت جلبك هاي نر منطقه بستانه را تشكيل مي دهند.گروه 
تتراسپوروفيت در اين منطقه مي باشد. گروه سـوم   كه طبق مشاهدات آناتوميكي جمعيت جلبك 5و  3 نمونهدوم 
را  19و 15، 20، 17، 13، 18، 16،  14، 12هـاي   نمونـه جلبك هاي تترااسپوروفيت  از منطقـه ليپـار بـوده و     نمونه

مربـوط بـه    38و  41، 35،  33،  32،  37،  36،  40،  39،  34هـاي شـماره  ،    نمونـه شامل مي شـود.گروه چهـارم   
از منطقــه بســتانه مــي باشــد. گــروه پــنجم شــامل جلبــك هــاي   10 نمونــهه در منطقــه ليپــار و جلبــك هــاي مــاد
  مي باشد. 27و  26، 25، 23، 22، 29، 28، 31، 30، 24، 21هاي شماره  نمونهتترااسپوروفيت 

                                                           
8. Ward 
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بر اساس فاصله متريـك بـه روش    G. corticata  نمونه  41حاصل از تجزيه خوشه اي  دندروگرام – 15-3شكل 

ward   مورد بررسي.در مناطق B بستانه؛ .L ليپار؛.T تترااسپوروفيت؛.Mگامتوفيت نر؛.Fگامتوفيت ماده.  
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  :9تحليل داده ها بر اساس  تجزيه به مولفه هاي اصلي -9-3

نيـز مـورد بررسـي و     PCAجلبك مورد بررسي بـر اسـاس روش    نمونه 41داده هاي حاصل از مطالعات مولكولي 

 )16 -3تحليل قرار گرفت. نتايج حاصل از اين آناليز تائيد كننده نتايج حاصل از آناليز خوشه اي مي باشد(شكل 

از اطلاعات به دست آمده از نشانگر ها ترسيم مي گردد در حـالي كـه    % 89تجزيه به مولفه هاي اصلي بر اساس 

نشانگرها انجام مي شود. بنابراين تفاوت جزئي بين دنـدروگرام و تجزيـه بـه    اطلاعات  % 100دندروگرام براساس 

از تغييـرات   % 69/23مولفه هاي اصلي ناشي از اين مورد است. نتايج نشان دادكـه دو مولفـه اصـلي اول مجموعـاً     

ود و براي اينكـه  درصد از تنوع كل را تعيين نم 8/10و مولفه دوم  % 85/12داده ها را در بر مي گيرد . مولفه اول 

مولفه براي تغييرات كل آنها لازم است. اين موضوع نشان دهنـده ايـن اسـت كـه      20تغييرات را شامل شود  % 89

پرايمرهاي انتخاب شده با بخش هاي مختلف ژنوم توانسته اند بيشترين تنوع ژنتيكي را نشان دهند كـه  در نتيجـه   

بعدي جمعيت ها بر اساس دو مولفه اصلي ، گروه بندي حاصل از بيشترين پلي مورفيسمي ايجاد شد .  نمايش دو 

تجزيه خوشه اي را با تفاوت جزئي تاييد نمود و توانست جمعيت هاي مورد بررسي را مانند تجزيـه خوشـه اي از   

  . ) 9 -3و (جدول  )16-3هم تفكيك نمايد (شكل 
 
  

 ولفه هاي مختلفدرصد تجمعي و تغييرات جمعيت ها با استفاده از م - 9 -3جدول 

  مولفه  1  2  3  4  20  26  34

  درصد واريانس  85/12  84/10  80/8  30/7  54/1  87/0  28/0

  درصد تجمعي واريانس  85/12  69/23  49/32  80/39  87/88  15/95  22/99

  

                                                           
9. PCA(Principal Component Analysis) 
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  ) PCAدياگرام حاصل از جمعيت جلبك مورد بررسي بر اساس آناليز مولفه اصلي (   -16- 3شكل 
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  بحث و نتيجه گيري-4

 تفسير داده هاي ريخت شناسي و آناتومي  -1-4

 G  و G. foliiferaبدليل تنوع در ريخت شناسي گياه ممكن است با جلبك هايي نظير   اغلب G. corticataدر گونه 

.millardetii )اشتباه گرفته شودIyer et al., 2004    جنـوبي گـزارش   در آفريقـاي   2004) بطوريكه اين گونـه تـا سـال

نگرديده بود كه احتمالاٌ بدليل ظاهر متغيير آن مي باشد كه مشكلات متعددي را در شناسايي اين گونه ايجاد مـي  

 .Gگونـه  بـه   G.foliifera).و بر اساس مطالعات فيلوژني نشـان داده شـد كـه در آبهـاي هنـد      (Iyer et al., 2004 كند

corticata  نزديك تر است در حالي كهG. salicornia  وG. foliifera ).از اجداد مشترك سرجشمه گرفته اندPareek 

et al., 2010.(  

   G. foliifera   در آبهاي استان هاي هرمزگان(هرمز، لارك و قشم) و سيستان و بلوجستان (بـريس و گـورديم) در

قرمز  G. corticataانند فصول زمستان تا اوايل بهار گزارش شده است و از نظر ريخت شناسي اگر چه رنگ آن هم

متمايل به ارغواني تا قهوه اي يا سبز و ريسه هاي آن نواري و كشيده است ولي انشعابات آن با تقسيمات دوتـايي  

 .Gمنظم و متوالي  بوده و انتهاي انشعابات دو شاخه اي با رئوس تيز است و پهناي انشعابات اصلي آن باريكتر از  

corticata  1389، و روحاني (قرنجيك سانتيمتر مي رسد. 10-20بوده و ارتفاع آن به(.  

 % 40از نظر شكل ظاهري بين نمونه هاي نابالغ در ارديبهشت و خرداد منطقه بسـتانه اختلافـي مشـاهده نشـد ولـي      

روي ريسه هـا بـا    نمونه هاي سري دوم بستانه بالغ بودند كه تنها بالغين ماده با سيستوكارپ نيمه كروي برجسته بر

چشم غير مسلح از نابالغين تميز داده مي شد و تتراسپوروفيت هاي بالغ و گامتوفيت هاي نر بالغ در مناطق بستانه و 

  ليپار تنها به كمك ميكروسكوپ قابل تشخيص از نابالغين بودند.

از مجموع نمونه هـاي   تنها در جلبك هايي با بلوغ كامل مشاهده شد.تشخيص جنسيت بر اساس ساختار آناتومي 

جمــع آوري شــده از منطقــه بســتانه در نوبــت اول همگــي نابــالغ بــوده و هيچيــك از مراحــل جنســيتي از طريــق  

مـاه فاصـله    3و  1خصوصيات ريخت شناسي قابل تشخيص نبود. ولي نمونه هايي كه از نظر زمـاني بـه ترتيـب بـا     

  قابل تشخيص بود.  %100و  %40زماني در ماههاي خرداد و مرداد نمونه برداري شده بود 

انجـام شـد هيچكـدام از      G. corticata) در آفريقاي جنوبي بر روي 2004و همكاران (  Iyer  در بررسي كه توسط

مراحل  سيستوكارپ گياه ماده، تترااسپوروفيت و اسپرماتانژيال كانسپتاكل گياه نر مشاهده نشد كـه ايـن موضـوع    

  . جنسي در نمونه هاي مذكور مي باشدرسيدگي  احتمالا، بدليل عدم 

در تشريح گياه با استفاده از رنـگ آميـزي آبـي متيـل و كـالمن سـلول هـاي لايـه قشـري پوسـت و سـلول هـاي             

پارانشيمي كه در بر گيرنده لايه مغزي است مشاهده گرديد.از نظر رنگ آميزي رنگ آبي متيل به تنهايي كفايت 

لمن نمي باشد.در منابع ديگـر از رنـگ هـاي سـافرانين وآبـي تولوئيـدين. نيـز        دارد و نيازي به استفاده از رنگ كا

  كه نتايج مشابهي با روش فوق داشت. )Marín-Salgado and Peña-Salamanca, 2011(  توصيه گرديد 

در بررسي  ريسه گياه گراسيلاريا،  تال رويشي شامل دو قسـمت پوسـت و اسـتوانه مركـزي اسـت . سـلول هـاي        
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كوچكتر هستند و از يك يا دو لايه تشكيل شده است و سـلول هـاي بيرونـي داراي رنگدانـه مـي باشـند.       پوست 

استوانه مركزي از سلول هاي بزرگ پارانشيمي تشكيل شده است. وضعيت لايه هـاي خـارجي ، انـدازه و تعـداد     

تشـخيص گونـه هـاي     سلول هاي استوانه مركزي و تغيير شكل سـلول هـا از ناحيـه پوسـت بـه ناحيـه مركـزي در       

).بطوريكه در مقطع ريسه رويشي سلول هاي  برجسـته مغـزي در ناحيـه    1383گراسيلاريا موثر مي باشد(حسيني، 

  )Marín-Salgado and Peña-Salamanca, 2011(مياني توسط سلول هاي پارانشيمي و قشري احاطه مي گردد

سيستوكارپ شم غير مسلح قابل تشخيص مي باشد. گامتوفيت ماده با مشاهده زوائد سيستوكارپ نيمه كروي با ج

كارپوگونيا)  بر روي ريسه ماده بوجـود ميĤيـد كـه    ( بالغ پس از لقاح گامتوفيت نر(اسپرماتانژيا)با  گامتوفيت ماده

پس از رسيدگي  روزنه كوچك بر روي آن  ايجـاد شـده  كـه از قسـمت انتهـايي آن كارپوسـپورها خـارج مـي         

ده با استفاده ازمطالعات آنـاتوميكي در تحقيـق فـوق مقـدور نبـود كـه ايـن موضـوع در         . تشخيص ريسه ماگردند

تشخيص ماده بالغ قبل از لقاح بسيار مشـكل بـوده و پـس از     مطالعات ساير محققين نيز عنوان شده است بطوريكه

بـر روي   cystocarpتخريب بافت توسط ميكروسكوپ تشريحي قابل تشخيص است.ولي بعد از لقاح بـا گسـترش   

).سيستوكارپ بـه صـورت اجـزاء    Martinez et al., 1999تالوس ماده ها قابل تشخيص با چشم غير مسلح مي باشند(

كروي شكل در قسمت سطحي ساقه پراكنده شده و ممكـن اسـت بـه چهـار بخـش پريكـارب ، گونيموبلاسـت،        

ه پريكـارپ امتـداد داشـته و فقـط در     كارپوسپورانژ و  فيلامنتهاي جذب كننده كه از بافت گونيموبلاست تـا لاي ـ 

پريكارب: شامل تعدادي لايه سلولي است كه اغلب لايه ها بهم  ).1383(حسيني، برخي گونه ها مشاهده مي شود

فشـرده وداراي پيگمانهـاي رنگـي مـي باشـند. گونيموبلاسـت:  واقـع در مركـز سيسـتوكارپ و شـامل ســلولهاي           

گونيموبلاست قرار گرفته است و به اشكال دايره اي يا تخم مرغي ديده  پارانشيمي است. كارپوسپورانژ: در بالاي

 ).1383(حسيني، مي شود.

 آزاد مي شـوند  و بـه تـالوس هـاي     11سيستوكارپ از طريق يك روزنه كوچك يا دهانه در بالاي 10كاپوسپور ها 

جوانه مي زنند.  در مقطع عرضي تترااسـپوروفيت  برجسـته صـليبي در بخـش       13يا چهار هاگي 12تترااسپوروفيت 

قشري ريسه جلبك با استفاده از رنگ آميزي آبـي متيـل مشـاهده گرديـد و در سـطح اپيـدرمي ريسـه نيـز بطـور          

 متراكم ديده مي شود.تترااسپوروفيت بالغ تترااسپورونژيا را ايجاد مي كنـد كـه عمومـاً در پوسـته تـالوس رخ مـي      

تالوس گامتوفيت جوانه مي زند  4اسپور يا تترااسپور كه به  4دهد.تترااسپورانژيوم بطور چليپايي تقسيم مي شود و 

اسپرماتانژهادر  داخـل   G. corticataدر جنس نر  ).,Lewmanomont (1996مي باشند  كه دو تا نر و دو تا تالوس ماده

شكل كروي يا بيضوي و بطور پراكنده در ه اسپرماتانژها بكنسپتاكل هاي عميق تر بيضوي شكل مشاهده گرديد. 

                                                           
10.  Carpospore 
11. cystocarp 
12. tetrasporophytes 
13. tetrasporic 
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سطح تال ديده مي شود. طرز قرارگرفتن كنسپتاكل اسپرماتانژها عامل مهـم شناسـايي گونـه هـاي گراسـيلاريا از      

  ).1383حسيني، ( يكديگر مي باشد
 

 DNAاستخراج  و جدا سازي تفسير داده هاي  -2-4

معمولا فرايند دشوار مي باشد.بايسـتي نسـبت بـه  تميـز      14خالص از گياه و ماكروجلبك ها DNAبه دست آوردن 

حـذف شـود. بافـت هـاي      15كردن ريسه هاي جلبكي نمونه برداري شده اقدام و  تمام مـواد انگلـي و اپـي فيـت     

 ).Nishiguchi et al., 2005مطلوب بخش هاي در حال رشد فعال و يا بخش هاي توليد گامت يا اسپور مـي باشـد  (  

مي باشد. متاسفانه  DNAمرحله نخست در بيولوژي مولكولي جداسازي و خالص سازي با كيفيت بالا و مناسب از 

 روش هاي جداسازي اسيد نوكلئيك  قابل اجرا براي گونه گياهي معين، شايد براي گونه ديگر مناسـب نباشـد (  

Yee,1999 .(  كيفيتDNA  است ،و  لي مراززنجير پعامل مهمي در واكنشDNA   كيفيت پايين منجر بـه تكثيـر    با

  از جلبك قرمز به دليل فعاليت بالاي آنزيم هاي هسته اي DNAجداسازي  ).Wang et al ., 2007( ضعيف مي شود

)Shivji et al., 1992(  و مقادير  زياد پلي ساكاريدها، كه از فعاليـتDNA   ممانعـت  مـي نمايـد    پليمـراز) Jin et al., 

بــدليل جداســازي همزمــان  DNAاســتخراج .همچنــين )Chesnick and Cattolico 1993)بســيار دشــوار اســت(1997

ايـن   .(Sosa and Oliveira,1992; Chesnick and Cattolico, 1993) هيدروكلئوتيد ها (آگار و كاراژينان) مشكل است.

پلي مرازها ممانعت  DNAعاليت اندونوكلئازها و تركيبات محلولهايي با ويسكوزيته بالايي  توليد مي كنند كه از ف

تحت اولترا سانتريفوژ  Cs Clپلي ساكاريدها به طور موثري با استفاده از غلظت  ). Jin et al.,1997بعمل مي آورند(

حـذف مـي    16 و يا خالص سازي تحت ستون هيدروكسي آپاتيت و خالص سازي توسط الكتروفروز ژل آگارز، 

با كيفيت بالا توليد مي نمايند ولي آنها  DNA اگر چه پروتكل هايي با اين مراحل  ).  Watfier et al., 2000گردد. (

مشكلاتي نظير  مقـادير كـم   ).  Watfier et al., 2000علاوه بر وقت گير بودن به مقادير زيادي از مواد نيازمند است(

DNA منجـر بـه توسـعه روشـهاي     1997، 17يبا استفاده از تكنيك شيب آنها ، صرف وقت و گران بودن روش(ل ـ (

و ســتون  CTABروش هــاي خــالص سـازي شــامل پروتكــل    18جديـد از قبيــل اســتفاده ســتون چـرخش ســفاروز  

و فنل كلروفرم بهترين عملكـرد  از  نظـر كيفيـت و كميـت       CTABروش  .) Yee., 1999گرديد ( Qiagenوابستگي

DNA بزرگتر ماننـد  با اتدازه  دارد  و براي نمونهG. changii   مناسـب اسـت )Sim et al.,2007.(     متاسـفانه اسـتخراج

DNA    كـردن و سـائيدن    رداز جلبك هاي دريايي بدليل حضور پلي ساكاريد هاي سولفاته پيچيـده مـي باشـد. خ ـ

را آزاد مـي   DNAنمونه با استفاده از نيتروژن مايع بطور معمول پلي سـاكاريد هـاي محلـول چسـبناك متصـل بـه       

  ).Yee,1999سازد.  (

                                                           
14. macroalgal 
15. epiphytic 
16 . Hydroxyapatite 
17 . Lee 
18 . sepharose spin 
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از جلبك سبز ، جلبـك  قرمـز و جلبـك قهـوه اي نيـاز بـه        DNAبسياري از روش هاي منتشر شده براي استخراج 

بافت هاي خرد شده در نيتروژن مايع دارد.پلي ساكاريد محلـول چسـبناك كـه بـه بافـت جلبكـي خـرد شـده در         

بنابراين استيل تري متيـل آمونيـوم برميـد     مشكل مي سازد ، DNAنيتروژن مايع متصل است  جدا سازي آنها را از 

 )Varela-بود 19گرم از بافت  تازه 1از  DNAميكروگرم 10-6در  رفع اين مشكل بكار مي رود . بازده در محدوده 

A´lvarez., et al 2006) . روشCTAB  بطور گسترده اي براي جداسازيDNA    گياهان عالي و جلبك ها بكـار بـرده

 Murray and Thompson,1980; Stewart) ، فعاليت رسوبي خواهد داشـت   DNAدر تركيب با  CTABمي شود زيرا  

and Via, 1993; Ho et al., 1995; Milligan, 1998).  

CTAB  مي تواند در حضورNaCl    به اسيد نوكلوئيك متصل شـود و اسـيد نوكلوئيـك-CTAB     وقتـي كـه غلظـت

NaCl  كاهش مي يابد رسوب مي كند ( 35/0به  7/0ازMurray and Thompson, 1980.(  

  et Watfierرا افزايش مي دهد( DNAاز تجمع مواد مي كاهد و آزادسازي   20تكان دادن  عمل DNAدر استخراج 

., 2000al  (    د و عمـل . مقادير زيادي از پلي ساكاريد ها و پروتئين ها به عنوان كمپلكس نمـك رسـوب مـي كن ـ 

).  2000et alWatfier ,.تيـوپ هـا مـي توانـد رسـوب را افـزايش دهـد (        آرام  21بـار واژگـوني   3توسط   تكان دادن

بـا تغييراتـي  انجـام گرديـد.       SDSو   CTABبا اسـتفاده از پروتوكـل   G. corticataاز جلبك قرمز   DNAجداسازي 

نانوگرم بر  130تا  5با دامنه اي از  l 36/31	ng/ از نمونه ها  در منطقه بستانه و ليپار به ترتيب DNAميانگين غلظت 

 DNAنـانوگرم بـر ميكروليتـر  بـود و ميـانگين دامنـه خلـوص         240تـا   10با دامنه اي از  l 50/65	ng/ ميكروليتر  و

بـه ترتيـب در ايـن منـاطق از      λ (P= 260/280 ( 280بـه  260بدست آمده  بر اساس چگالي نوري نسبت طول موجهـاي 

  ) تعيين گرديد.2تا  1( 56/1) و  و 7/1تا  1(33/1

نمونه برداري شده از  سواحل مالزي ، جزيره كاري و تايلنـد   Gracilaria changeاز  جلبك قرمز   DNAاستخراج 

گـزارش   452/2تـا   1آن  260/280ي نانوگرم بر ميكروليتر و نسبت طول موجها 528تا  CTAB 10با استفاده از روش 

 ).Yee, 1999گرديد(

و  17/49بـا ميـانگين    CTABجداسازي شده از جلبك مورد بررسي در مناطق مورد بررسي به روش  DNAكميت 

نـانوگرم   145تا  20و دامنه اي از  SDS  ،95/70نانوگرم بر ميكروليتر و ميانگين آن به روش  240تا  5دامنه اي از 

 SDS) بـه روش  8/1تـا   2/1(59/1و  CTAB) بـه روش  2 -1(45/1بر ميكروليترتعيين گرديد و كيفيـت آن هـا نيـز    

  برآورد شد.

بـود در  00/2الـي   00/1، از  260/280نسـبت طـول موجهـاي     بدست آمده  بر اسـاس  DNAدر مجموع دامنه خلوص  

ngدر دامنه   DNAحالي كه محصول 
μ��5  اليng

μ��240  .مي باشد  

                                                           
19 . Fresh blades 
20 . shaking 
21 . inverting 
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). امـا تركيبـات فنلـي بـه آسـاني بانـدهاي       Saunders, 1993استفاده مي گردد( DNAدر استخراج  SDSو  Kپروتئين 

V( % 5تا  2به  22مركاپتواتانول -را اكسيد مي كند. اگر غلظت بتا  DNA مولكول  V� افزايش يابد از اكسيد اسيون (

  ).(Hu and Zhou, 2001فنل بطور موثري ممانعت مي شود 

حاصـل  در   DNA، باند هاي واضحي بر ژل آگارز بدست  مي آيـد ولـي   DNAتحت چنبن شرايطي در استخراج 

  ).Hu and Zhou, 2001 مناسب نيست كه بدليل وجود پلي ساكاريد ها مي باشد.( PCRتكثير 

 DNAميكروگـرم   5ميلي گرم وزن خشك گياه)، حدود  10با مقادير كم نمونه ( SDSبه روش  DNAاج در استخر

بـراي ليـز سـلولي،     37 ℃).در ايـن روش دمـاي   Watfier et al., 2000با وزن مولكولي بالا مي توان دسـت يافـت (  

و يـا   65 ℃). افزايش درجـه حـرارت انكوباسـيون بـه       (Yee, 1999 استخراج پلي ساكاريد ها را كاهش مي دهد

نخواهد داشت ولـي بطـور وسـيعي مقـدار      DNAدوبرابر كردن زمان انكوباسيون افزايش معني  داري در محصول 

  37 ℃).سانتريفوژ بعد از مرحله ليز در Watfier et al., 2000استخراج همزمان پلي ساكاريد ها را افزايش مي دهد (

)Patwary and van der Meer, 1994 ) و سرد كردن رسوب نمـك (Dellaporta et al., 1983     كمـك بـه حـذف پلـي (

  ). Watfier et al., 2000ساكاريد ها با وزن مولكولي بالا مي گردد(

برروي ژل آگـارز   CTABنسبت به روش  SDSاستخراج شده به روش   DNAدر اين بررسي اگرچه كنترل كيفي  

آن باندهاي كمتر و در نتيجـه  پلـي مورفيسـمي     PCRاز باندهاي نسبتاً واضح تري برخوردار بود ولي در محصول 

و نسـبت   DNAاصـلاح شـده بـالاترين محصـول      CTABروش كمتري  مشاهده گرديد.  در بررسي هاي قبلي نيز  

 )(Wang et al ., 2007 ). بود. موفقيت آميز RAPD-PCRرا توليد و در   260/280طول موج  

بـا سـطوح بـالايي از پـروتئين هـا و پلـي       SDS  (Watfier et al., 2000)به دست آمده با استفاده از روش  DNAنمونه 

 نبـود   PCRو مناسب براي  )12/1و  25/1كم نشان داد (را  260/230و  260/280ساكاريدهاي آلوده بودند و  نسبت 

 ,.Wang et al مناسـب تـرين بـود    Gracilariaاز نمونـه   DNAاصلاح شده بـراي جـدا كـردن     CTABبنابراين، روش 

2007).(  

  

 ISSRتفسير داده هاي مولكولي  -3-4

جلبـك  ، تنوع جنسيتي و ژنتيكـي   ISSRپرايمر مختلف بر اساس نشانگر مولكولي  20در اين تحقيق  با استفاده از 

G.corticata     بررسي گرديد و با توجه به قابليت پرايمرها در نشان دادن پلي مورفيسمي در نهايـت از چهـار پرايمـر

اين نشانگر توانست بخوبي جنس هاي ايزومرفيك ايـن گونـه   جهت بررسي تنوع جنسيتي و ژنتيكي استفاده شد.  

از تنوع كـل ، مربـوط بـه     %83و   را از يكديگر تفكيك نمايد و پلي مورفيسم درون گونه اي بالايي را نشان دهد

  از تنوع كل ، مربوط به تنوع بين جمعيت ها مي باشد . %17تنوع درون جمعيت ها و 

                                                           
22  - B – mercaptoethanol 
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با وجود  در مناطق بستانه و ليپار 23شاخص سنجش منشاء نيبر اساس  G. corticataشباهت ژنتيكي جمعيت جلبك 

) 1982تـورپ (  ز يـك گونـه  محسـوب مـي شـوند.     شباهت ژنتيكـي دارنـد و ا   % 96فاصله جغرافيايي بسيار زياد 

در جمعيت ها  به  يكسان بودن گونه دلالت دارد  و مقادير پايين تر 85/0پيشنهاد كرد كه مقادير شباهت بالاتر از 

 ''نشـان دهنـده يـك    85/0و  45/0به احتمال زياد نشان دهنده گونه هاي جداگانه مي باشـد. مقـادير بـين     45/0از 

 ).Thorpe, 1982(ي ديگري لازم است.ااست كه براي شناسايي گونه معياره ''خاكستريمنطقه 

شباهت درون  در چينگدائو ،  RAPDبا استفاده از روش   Gracilaria lemaneiformisدر مطالعات انجام شده برروي 

با جنسـيت   Gracilaria lemaneiformisو تشابه بين جمعيت وحشي جلبك  و گزارش گرديد 96/0جمعيت بيش از 

كــه بــا توجــه بــه تفــاوت  چينگــدائوهاپلوئيــد نــامعلوم و جمعيــت وحشــي بــا جنســيت هاپلوئيــد مــاده از منطقــه  

 Wang etبرآورد گرديد  RAPD 606/0 جمعيت مجزا در نطر گرفته شده بود با استفاده از روش  2مورفولوژيكي 

al ., 2007).(  

در ناحيـه    Mazzaella laminarioidesآناليز واريانس مولكولي داده هـاي مولكـولي بـه روش رپيـد جلبـك قرمـز         

در مقابل در مقياس هاي فاصله اي  اختلاف معني داري نداشت متر)  30مركزي شيلي در ايستگاههايي (كمتر از 

جغرافيـايي بـه نظـر مـي رسـد باعـث افـزايش         كيلومتر)، افزايش فواصـل  60تا  5بزرگتر (در ميان ايستگاههاي از 

جدايي بين جمعيت ها شود بطوريكه وجود موانع طبيعي از قبيل سواحل شني يا دهانه رودخانه هـا ممكـن اسـت    

كيلومتر از هم  60نقشي در چنين جدايي ايفا كند. از اين گذشته تمايز ژنتيكي قوي ميان مكان هايي كه با حداقل 

د و اين تمايز اجازه مـي دهـد كـه افـراد هـر جمعيـت بـا منشـاء اصـلي از طريـق آنـاليز            فاصله دارند روي مي ده

از همديگر جدا شوند.اين رويكرد، مهاجران بالقوه از يك جمعيت به جمعيت ديگر را امكان شناسايي  24متعارفي

  ) .Faugeron et al., 2001 داده است.(

مطالعـه بـا اسـتفاده از تجزيـه واريـانس مولكـولي  در سـطح        بررسي تنوع ژنتيكي بين و درون جمعيت هاي مورد 

 % 17از تنوع كل مربوط به تنوع درون جمعيـت و   % 83اختلاف معني داري را نشان داد بطوري كه   % 1احتمال 

نيز مربوط به  تنوع بين جمعيت ها  مي باشد. درصد بالايي از تنوع كل ، مربوط به تنوع درون جمعيـت هـا اسـت    

در اين بررسي اهميت روي افراد بيشتر از جمعيت ها مي باشد و اين بدان معني است كه هر فرد در يـك   بنابراين

جمعيت به دليل داشتن ويژگي هاي خاص از لحاظ مورفولوژيكي و ساير صفات بايد به طور مجزا بررسي شـود.  

 5بــين جمعيــت هــاي  )79115/0بخــش زيــادي از تنــوع درون  جمعيــت هــا ناشــي از بيشــترين فاصــله ژنتيكــي (

(گامتوفيت ماده ) به ترتيب از مناطق بستانه و ليپار مي باشد. اين امر بيانگر وجود تنوع بـين   35(تتراسپوروفيت )و 

جنسيت هاي اين دو جمعيت مي باشد. بنابر اين از آن مي توان در برنامه هاي اصلاح نـژاد و افـزايش هتـروزيس    

                                                           
23 . Nei 
24  - canonical discriminant 
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وجود تفاوت درتعـداد آلـل هـاي     35و  5ه ژنتيكي زياد بين جمعيت هاي بهره جست. يكي از دلايل وجود فاصل

  آن دو مي باشد . اين تفاوت ممكن است بيانگر وجود آلل هاي منحصر به فرد در يك گونه باشد. 

جمعيت مورد بررسـي  بـر    41نشان داد ،  ISSRنتايج حاصل از خوشه بندي وارد با استفاده از داده هاي مولكولي 

 گروه تقسيم مي شوند. 5) به 18/12هت هاي جنسيتي  و فاصله متريك (اساس شبا

مي باشد و شامل گامتوفيـت نـر از منطقـه بسـتانه مـي       11و  9،  8،  7،  6،  4،  2، 1گروه اول شامل جمعيت هاي 

  باشند.

ت هـاي  تترااسپوروفيت  از منطقـه بسـتانه بـوده  و گـروه سـوم شـامل جمعي ـ       5و  3گروه دوم شامل جمعيت هاي 

  از منطقه ليپار مي باشد.    20و 19،  18،  17،  16، 15،  14، 13، 12تتراسپوروفيت  

 34،  33، 32مربوط به گامتوفيت ماده از منطقه بستانه و جمعيتهاي شـماره    10گروه چهارم شامل جمعيت شماره 

  مربوط به گامتوفيتهاي ماده منطقه ليپار مي باشند.  40و   39،  38،  37، 36، 35،

از منطقـه   31و  30،  29،  28،  27،  26، 25، ، 24، 23، 22، 21گروه پنجم شـامل جمعيـت هـاي تترااسـپوروفيت     

  ليپار مي باشند. 

جمعيت همگي متعلق به يـك گونـه مـي باشـند و بـا توجـه بـه         41دندروگرام حاصل از داده ها با توجه به اينكه 

طراحي پرايمر براي تعيين جنسيت ،دسته بندي جمعيـت هـا در گـروه هـاي مختلـف مـي توانـد ناشـي از وجـود          

كـه جلبـك تترااسـپوروفيت از منطقـه      5و  3شد بطـوري كـه جمعيـت    جنسيت هاي مختلف در اين دسته جات با

مي باشد ، در يك شاخه نزديك به هم قرار گرفته انـد.از طرفـي    8933/0بستانه با شباهت ژنتيكي درون جمعيت 

كه هردو متعلق به جنسيت تترااسپوروفيت منطقه ليپـار مـي باشـند بـا شـباهت ژنتيكـي و فاصـله         27و  24جمعيت 

با وجودي كه در يك گروه قـرار گرفتـه انـد ولـي در شـاخه       2570/0،  7733/0رون جمعيت به ترتيب ژنتيكي د

هاي جدا گانه اي واقع مي باشند كه اين نشان دهنـده تنـوع درون گونـه اي ناشـي از تفـاوت ژنتيكـي و احتمـالاً        

  تفاوت در تركيبات حاصل از بيان ژن هاي آنها مي باشد. 

از منطقه ليپار بود و اين جمعيت ها با داشتن كمتـرين   23و 22ژنتيكي(صفر ) مربوط به نمونه هاي كمترين فاصله 

فاصله ژنتيكي ، بيشترين شباهت ژنتيكي را نشان دادند به طوري كه در جدول شباهت ژنتيكي با شباهت ژنتيكـي  

ز ويژگي مهمي است كـه مـي   (يك) داراي بيشترين شباهت مي باشد. . وجود شباهت بين اين دو جمعيت يكي ا

  توان از آن در برنامه تلاقي و توليد صفات جديد استفاده نمود.

بكار گرفته شـده اسـت و از واريتـه هـاي      Laminaria japonica در چين ژنتيك و اصلاح نباتات در كشت صنعتي

معمـولي حاصـل شـد     بيشتر از گياهان 20-58محصول بيشتري توليد گرديد و مقدار يد به ميزان %  8-40جديد %

)Wu and Lin, 1987.(     استفاده تجاري از جلبك دريايي و افزون بر آن توسعه كشت گراسيلاريا و توليـد صـنعتي

آگار نيازمند شناسايي صحيح آن مي باشد.و نهال مناسب ،افزايش نرخ رشد و اصـلاح ژنتيكـي راه هـايي جهـت     

  Michele et al., 2002) .( ي مي باشندبهينه سازي بهره برداري تجارتي از جلبك هاي درياي
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انجام  CTABآنها به روش  DNA، تنوع ژنتيكي در بين جمعيت هايي كه استخراج  بر اساس شاخص تنوع ژني ني 

بانـد)  اسـت  سـپس     33و  35داراي  بيشترين تعداد بانـد (  3و   5پذيرفته است  برآورد شد. در اين ميان جمعيت  

بانـد) ،جمعيـت    5(بـا   10باند در رتبه بعدي قرار گرفته اند درحالي كه در جمعيت  27با  17و  14، 12جمعيتهاي 

  به ترتيب كمترين باندها را تشكيل داده اند.    باند) 15(با  28باند) و جمعيت  13(با  29و  9هاي 

گامتوفيت  10گامتوفيت نر و جمعيت  9همگي تتراسپوروفيت بوده و جمعيت  17و  14،  12،  5،  3جمعيت هاي 

 ماده مي باشد. 

شد بيانگر ميزان تنوع اللي ناشي از وجود الل هاي جديد در هر جمعيت مي با 25ميزان  هتروزيگوسيتي قابل انتظار

كه يكي از عوامل بروز آن موتاسيون است يعني تا زماني كه موتاسيون رخ ندهد الل هاي جديد ظاهر نمي شوند. 

 41و بطوري كه مشاهده مي شود در جمعيت جلبكـي مـورد بررسـي ميـانگين  هتروزيگوسـيتي قابـل انتظـار  در        

انه و ليپار مي باشد و اين امر بيانگر تنوع بود كه نشان دهنده تنوع ژني كم در دو  جمعيت مناطق بست 2/0جمعيت 

اللي ناشي از وجود الل هاي جديد در هر جمعيت مي باشد.يكي از عوامل بروز اين نوع الل ها ، موتاسيون اسـت  

  كه بواسطه  آن الل هاي جديد ظاهر مي شوند.

غنـي شـده از    DNAماركر ميكروساتلايت پلي مورفيك از كتابخانـه   6تعداد  2004 گيل مين و همكاران در سال

Gracilaria chilensis  جمعيت ارزيابي شـد و نسـبتاً ميـزان پـاييني از هتروزيگـوتي بـا        2جدا كرد. تنوع ژنتيكي در

  .,.Guillemin et al )2004 ( معلوم گرديد51/0تا  00/0دامنه اي از 

،هتروزيگوسيتي مورد انتظار و  نرخ مولتي پلكس به عنوان پارامترهاي شـاخص نشـانگر مـي باشـند و     پارامترهاي 

  ).Powell, 1996براي ارزيابي كل سيستم نشانگر استفاده مي شود (

نسبتي از كل تنوع ژنتيكي است كه در تفكيك و تمايز زيرجمعيت ها قابل استفاده  26ضريب تنوع بين جمعيت ها

  ).1391كمتر از يك خواهد بود (كاملي،  Gstبزرگتر از صفر باشد  Hsچه است . و چنان

براي هر لوكوس مورد بررسي كمتر از  يك است كه نشان دهنده ميزان بالاي  تفكيك  Gstدر اين بررسي ميزان 

 و تمايز براي هر دو  جمعيت بستانه و ليپار  مي باشد.

ك جمعيت به جمعيت ديگر توسط عوامل مختلف مـي باشـد   مهاجرت تدريجي ژنها از ي  27تخمين جريان ژني  

ميانگين تعداد مهاجرت ها در هـر نسـل بـراي هـر      Nmكه سبب تغيير فراواني ژني در جمعيت مي گردد. بنابراين 

مي باشد كه بيانگر  5472/0لوكوس است.  ميزان تخمين جريان ژني  در اين بررسي در دو جمعيت ليپار و بستانه 

 ژن در يك لوكوس خاص از جمعيت ها نسبت به يكديگر مي باشند  وجود فراواني

                                                           
25 .  Hs 

٢٦  Gst :نسبتي از كل تنوع ژنتيكي است كه در تمايز زير جمعيت ها قابل استفاده است 
27 .  Nm 
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 4926/0، 4997/0بــه ترتيــب   ABC1و  A ،C ،AB1بــراي آغــازگر هــاي  28بيشــترين مقــدار هتروزيگوســيتي كــل 

مــي باشــد و كمتــرين مقــدار  ABC 1-7و  A، 6-1 C  ،18-1 AB  1-7در مكــان هــاي ژنــي  4997/0و  4997/0،

،  Cو بـراي آغـازگر    A ،8-1 A ،16-1 A 1-1در مكان هاي ژني A  ،0476/0هتروزيگوسيتي كل  براي آغازگر 

،  ABC1و بـراي آغـازگر    AB 1-21در مكان ژنـي  AB1  ،0476/0و براي آغازگر  C 1-18در مكان ژني 0476/0

مـــي باشـــد.همچنين ميـــانگين  ABC 1-16و ABC  ،2-1 ABC ،8-1  ABC 1-1در مكـــان هـــاي ژنـــي 0928/0

  برآورد گرديد. 2968/0  ± 1926/0هتروزيگوسيتي كل

جمعيت مورد بررسي  و نيز مشاهده فواصل بين جمعيت ها تجزيه به مولفـه   41به منظور تعيين روابط ژنتيكي بين 

به عنوان روشي مكمل براي تجزيه خوشه اي انجام گرفت  و نتـايج حاصـل از ايـن آنـاليز      29هاي هماهنگ اصلي

از  % 49/23تائيد كننده نتايج حاصل از آناليز خوشه اي مي باشد . نتايج نشان دادكه دو مولفه اصلي اول مجموعاً 

د و از اين مقـدار بـراي مولفـه دوم    از تنوع كل را تعيين نمو % 85/12تغييرات داده ها را توجيه كردند. مولفه اول 

هر چه مولفه هاي اصلي درصد تغييرات كمتري را توجيه كنند بيانگر ايـن اسـت    PCAدرصد بود. در آناليز  8/10

كه توزيع مناسبي در سطح ژنوم دارند . به همين دليل براي بررسي تنوع ژنتيكي بهتـر مـي باشـند. اگـر نشـانگر از      

شده باشد همبستگي بين آنها كم خواهد بـود و در نتيجـه تعـداد بيشـتري مولفـه       بخش هاي مختلف ژنوم انتخاب

تغييـرات را در بـر مـي گيـرد و بـراي       % 7/23براي تغييرات كل آنها لازم است. در اين بررسي دو  مولفه اصـلي  

نده اين اسـت  مولفه براي تغييرات كل آنها لازم است. اين موضوع نشان ده 20تغييرات را شامل شود  % 89اينكه 

كه پرايمرهاي انتخاب شده با بخش هاي مختلف ژنوم توانسته اند بيشترين تنوع ژنتيكي را نشان دهنـد. و نمـايش   

دو بعدي جمعيت ها بر اساس دو مولفه اصلي ، گروه بندي حاصل از تجزيه خوشه اي را با تفـاوت جزئـي تاييـد    

  ه خوشه اي از هم تفكيك نمايد.نمود و توانست جمعيت هاي مورد بررسي را مانند تجزي

بـود و   33/0برابـر   Cبا استفاده از فراواني اللي مربوط به آغـازگر   30بالاترين مقدار محتواي اطلاعات چند شكلي 

كمتـرين   28/0معـادل   PICبـا مقـدار     ABC1و  Aمقام دوم و سـپس آغازگرهـاي    31/0با    ABبعد از آن آغازگر

اكثر آغاز گرها عدد بزرگي بود كه نشان دهنده انتخاب صحيح و كـارايي   PIC مقدار را به خود اختصاص دادند.

  بالاي اين آغازگرها در اين بررسي مي باشد.

باند   75بود.  و پرايمر ها با مجموع  30/0با ميانگين  33/0و  28/0براي اين آغازگرها بين  PICدامنه مقدار عددي 

در  ISSRبـا اسـتفاده از نشـانگر    G. duraدنـد.اين مقـادير در جـنس    تكثير شده، صد درصد  پلي مورفيسم نشـان دا 

  ). Gupta et al., 2011محاسبه گرديد (31/0با ميانگين  85/0الي  05/0سواحل غربي هند دامنه اي از 

) داراي RAPDبه روش رپيد ( Chileanدر ناحيه مركزي   Mazzaella laminarioidesمتوسط تنوع ژني جلبك قرمز   

 ) (Faugeron et al .,2001 گزارش گرديد  249/0تا  210/0دامنه اي از 

                                                           
28 .  Ht 
29 .  PCA 
30.  PIC :Polymorphism information content 
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 48/4يك معيار كارا در تخمين پلي مورفيسمي يك آغاز گر مي باشد و در اين بررسي  بين   31شاخص نشانگري

بت بـه  نس ـ 60/5و  94/5و   51/6بـه ترتيـب بـا مقـدار عـددي       Aو  AB  ،Cبرآورد گرديـد. آغازگرهـاي    51/6تا 

بالاترين مقدار را به خود اختصاص دادند كه نشاندهنده بالاتر بودن قدرت تفكيـك   48/4با ميزان  ABC1نشانگر 

در مطالعـات ژرم   ISSRجمعيت اين پرايمرها نسبت به ساير پرايمرها مي باشد. بنابر اين مي توانند به عنوان ماركر 

 99/2در سواحل غربي هند  ISSRبا استفاده از نشانگر G. duraپلاسم جلبك استفاده گردد. اين شاخص در گونه  

  ). Gupta et al., 2011محاسبه گرديد (

تخميني از قدرت تشخيص دهندگي يك ماركر را بوسيله تعـداد آلـل هـا در هـر لوكـوس و فراوانـي        PICمقدار 

از صفر تا يك متغيير است و هر چه اين عدد بزرگتر باشد  PICنسبي آنها را بيان مي كند. با توجه به اينكه مقادير 

بـدليل اينكـه     MIبيانگر فراواني بيشتر پلي مورفيسم براي آن جايگاه در جمعيت تحت مطالعه است. ولـي مـاركر   

  تعداد كل باند ها در محاسبه آن منظور مي شود به عنوان شاخص ماركري در نظر گرفته مي شود. 

گرها توانستند فاصله ژنتيكي ژنوتيپ ها را مشخص كنند بنابراين مي توان از اين آغازگرهـا  در مجموع اين آغاز 

  به خوبي براي آناليز مجموعه ژرم پلاسم هاي ديگرجلبك ها نيز بهره گرفت. ISSRي 

 G. corticataنتايج  تجزيه و تحليل آماري اختلاف ژنتيكي در جايگاه هاي ژني  بر اساس  مقايسه جمعيت جلبك 

جايگـاه چندشـكل    69پلي مورفيسمي و  %68جايگاه چندشكلي  در جمعيت بستانه با  51در مناطق بستانه و ليپار، 

  پلي مورفيسمي در منطقه ليپار نشان داد. % 92با 

درصـد در جلبـك قرمـز      8/55تـا   0/27، بانـدهاي پلـي مورفيسـم     ISSRآناليز تنوع ژنتيكي با استفاده از آغازگر 

Chondrus crispus نشان داد(Wang et al., 2008 ). 

با ميـانگين   9200/1± 2731/0و  6800/1± 4696/0)در اين دو منطقه به ترتيبna(  تعداد آلل هاي مشاهده شده

و  و  3445/0± 3636/0) آن  در اين دو منطقـه بـه ترتيـب     neبرآورد گرديد كه تعداد آلل هاي موثر( 0/2آللي 

و ميانگين شاخص شـانون نبـز    5000/0در اين دو منطقه ،  Neiبود.اختلاف ميانگين تنوع ژني  ±3150/1 2892/0

  برآورد گرديد3340/0± 2134/0و   3154/0± 2687/0به ترتيب 

 46/0با ميـانگين   44/0و  47/0،  48/0،  43/0به ترتيب  ABC1و  A  ،C  ،ABشاخص شانون  توسط آغاز گرها ي 

محاسـبه   33/0در سـواحل غربـي هنـد     ISSRنشـانگر بـا اسـتفاده از    G. duraبرآورد گرديد. اين شاخص در گونـه   

 32، شاخص شـانن  ISSR) و در بررسي ديگر  آناليز تنوع ژنتيكي با استفاده از آغازگر  al et Gupta,. 2011گرديد (

  ( Wang et al., 2008)نشان داد Chondrus crispusدر جلبك قرمز   30/0ا ت 16/0

                                                           
31.  MI : Marker index 
32. Shannon’s index 
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مشـاهده گرديـد. در    bp 3000 – 250لوكـوس در محـدوده بـين     ISSR  ،75آغازگرهاي بطور كلي با استفاده از 

انـدازه قطعـات تكثيـر شـده در محـدوده           G.duraبـر روي جـنس    ISSR مطالعات انجام شده با استفاده از نشانگر 

bp1600- 150 گزارش شده است  )Gupta et al., 2011 .(  

تكثيـر نمودكـه از بـين آنهـا قطعـه        bp 3000-300باند در محدوده  20در كل  ISSR- Aآغازگر  PCRمحصولات 

ويـژه نـر ايجـاد     bp 300عه (باند) توليد كرد و قط bp 1700و  bp 1200(باند) تتراسپوروفيت ها ي ديپلوئيد دو باند 

  كرد. اين پرايمر باندهاي واضحي براي گامتوفيت ماده ايجاد نكرد.

 bpتكثير نمود.و از بين آنها دو باند   bp 1500-250باند در محدوده  18در كل  ISSR- Cآغازگر  PCRمحصولات 

نيـز ويـژه گامتوفيـت مـاده        bp 500ويژه  تتراسپوروفيت ها ي ديپلوئيد توليد كـرد و قطعـه (بانـد)     bp 900و  820

  ايجاد كرد. ولي باندهاي ويژه اي براي تشخيص مراحل گامتوفيت هاي نر  تشكيل نگرديد. 

ن آنهـا قطعـه   تكثير نمودكه از بـي   bp 3000-400باند در محدوده  21در كل  ISSR- ABآغازگر  PCRمحصولات 

قطعـات ويــژه   bp 1900 و  bp  1600ويـژه مــاده ايجـاد كــرد. بانـدهاي     bp 520ويـژه نــر و قطعـه    bp 990(بانـد)  

  تتراسپورفيت ايجاد كرد  .

تكثير نمودكه از   bp 3000-300باند در محدوده  16اين آغاز گر در كل  ABC -ISSR 1آغازگر  PCRمحصولات 

ويژه ماده ايجاد كرد. تتراسپوروفيت ها ي ديپلوئيـد دو بانـد    bp 500ويژه نر و قطعه  bp 1100بين آنها قطعه (باند) 

bp 1200  وbp 1500. توليد كرد  

اسـتفاده گرديـد.    Gracilaria gracilisبه منظور شناسايي جنسيتي جلبك دوپايـه   RAPDدر مطالعات ديكر ، روش 

نـر هاپلوييـد و    5آزمايش گرديد كـه شـامل    DNAتوده) از  2گروه ( 2پرايمر اليگو نوكلئوتيد دكامر بر روي  69

بـراي   bp 430، يك بخش خاص   TCGTCACCCCتوالي  ايكي از اين پرايمرها ب ماده هاپلوئيد بود . 5ديگري از 

جاد نمود. افراد ديپلوئيد (تترا اسپوروفيت ها) ، وقوع مشترك براي ماده ها اي  bp 620نرها و نيز يك بخش خاص 

  ).Martinez et al., 1999بخش را نشان دادند ( 2اين 

بـه روش   ,چـين    34و خليج ژان شان 33در سواحل چينگ دائو Gracilaria lemaneiformisباندهاي ويژه جنسيت در 

RAPD  و با استفاده از پرايمرCGACCAGAGC  باندkb 4/1      در گامتوفيت ماده و تتـرا اسـپوروفيت مشـاهده شـد و

در گامتوفيـــت نـــر  و تتـــرا اســـپوروفيت ظـــاهر شـــد. پرايمـــر  kb 6/0بانـــد   CCGGCCTTAGتوســـط پرايمـــر 

TTCCCCGCGC  بانــدkb 76/0   )را در گامتوفيــت نــر  و تتــرا اســپوروفيت پديــدار كــرد و  همچنــين ايــن پرايمــر

TTCCCCGCGC باند (kb 72/0 نيز در گامتوفيت ماده  و تترا اسپوروفيت ظاهر كـرد و پرايمـر   را TTCCCCGACC 

  ).Xiangfeng et al., 1998 ( را تنها در گامتوفيت نر نمايان كرد kb 37/0باند 

تمايز جنسيتي در جلبك دريايي در پرورش آنها جهت انتخاب نژاد براي اصلاح كيفيت مقادير بيشتر محصولات 

                                                           
33 . Qindgdao 
34 . Zhanshan Bay 
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. به اينترتيب توسعه يك روش مولكولي مناسب و قابل اعتماد براي شناسايي و )Whyte, 1981( آنها سودمند است.

نمايش مرحله زندگي ايزومورفيك از آگاروفيت انگيزه اي جهت پرورش صنعتي آگاروفيت مي باشد كه منجر 

ي تنـوع ژنتيكـي   به بهبود محصول خواهد گرديد. نشانگرهاي مولكولي ابزار ارزشمندي بـراي شناسـايي و بررس ـ  

بوده است. علاوه بر ايـن بكـارگيري نشـانگر مولكـولي      35درون گونه اي و بين گونه اي از جمعيت هاي هم نژاد

مـي باشـد     36براي تشخيص مراحل جنسي ابزاري براي تمايز در مراحل زندگي گونه ها ، حتي در مرحله  نابالغي

 ,Xiangfeng  و شناسايي اندام هاي توليد مثلي آنها است كه بطور معمول نيازمند صرف زمان طولاني براي توسعه 

1998; Martinez et al., 1999; Sim, 2007)(.  
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  هاپيشنهاد

تمايز جنسيتي در جلبك دريايي در پرورش آنها جهت انتخاب نژاد براي اصلاح كيفيت مقادير بيشتر محصولات 

يك روش مولكولي مناسب و قابل اعتماد براي شناسايي و نمـايش مرحلـه    به اينترتيب توسعه آنها سودمند است.

  زندگي ايزومورفيك منجر به بهبود محصول در پرورش صنعتي آن خواهد گرديد.

تشخيص مراحل ايزومورفيك جلبك موررد بررسي توسط  تشريح ساختار آناتومي و  بكمك ميكروسكوپ تنها 

لذا با توجه به نتايج حاصل از اين پروژه مشخص گرديد مـاركر مولكـولي    در مورد بالغين اين گونه كاربرد دارد

ISSR  در تمايز جنسي مراحل اوليه زندگي اين گونه  مي باشد . در نتيجه با بكارگيري اين ماركر مي ابزار مناسبي

در جـنس هـاي نـر ،    توان اقدام به تهيه نهال مناسب در برنامه هاي پرورشي نمود  و با توجه به اينكه كيفيت آگار 

ماده و تتراسپوروفيت متفاوت بوده مي توان با تهيه ريسه هاي مناسب از اين جلبك اقدام بـه پـرورش و تكثيـرآن    

  لذا موارد زير جهت ادامه كار پيشنهاد مي گردد.در مقياس هاي وسيع  اقدام گردد.

 و ساير گونه هاي جلبك قرمز G. corticataبررسي كيفيت و كميت آگار در نسل هاي ايزومورفيك جلبك قرمز  •

بـا اسـتفاده از مـاركر      بررسي تنوع جنسيتي جمعيت هاي مختلف سـاير  گونـه هـاي جلبـك قرمزگراسـيلاريا      •

 ISSRمولكولي 

 بررسي صفات مختلف جلبك قرمز گراسيلاريا و شناسايي و تعيين توالي ژنهاي مربوطه •

 .اصلاح كيفيت مقادير بيشتر محصولاتت بررسي امكان دورگه گيري از جلبك هاي قرمز جه •
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  تشكر و قدر داني

و معاونين محترم موسسه به ويژه جناب آقـاي   موسسه تحقيقات علوم شيلاتي كشوربدين وسيله از رياست محترم 

 ،مدير محترم امور اداري جناب آقاي مهندس توكل، مدير محترم دفتـر خـدمات پژوهشـي   دكتر شريف روحاني 

از جمله كليه عزيزاني كه در مسير انجام تحقيق از مساعدت آنها برخوردار بوديم  و   جناب آقاي مهندس بابايي 

  تشكر و قدرداني مي گردد.جناب آقاي دكتر كيمرام رئيس بخش بيولوژي و ارزيابي ذخاير موسسه تحقيقات 

موسسه تحقيقات جنگل ها و مراتع كشور و اساتيد و كارشناسان  آزمايشگاه  محترم همچنين از رياست و معاونين 

كـه در  و سـركار خـانم مهنـدس جبلـي     بويژه سركار خانم عباس عظيمي ژنتيك مولكولي و آناتومي اين موسسه 

 از كليـه عزيزانـي كـه در امـر نمونـه بـرداري      انجام اين تحقيق نهايت همكاري و مساعدت نمودند ، سپاسگزارم .

و  مهنـدس شـوقي   ،مهندس رامشـي   انبويژه آقايجلبك از سواحل خليج فارس و درياي عمان همكاري نمودند 

  قدرداني مي گردد. مهندس آژنگ 
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 : PESطرز تهيه محيط كشت 

  

طبق دستورالعمل زير اضافه گردد وحجـم محلـول  بـا آب      ESغني شده  بار تقطير مواد 2آب مقطر  ml90 به  .1

 )Provasoli, 1968( رسانده شود. ml 100 مقطر به 

2. ES-enrichment: 

  

3
NaNO 350 mg  

O 
2

5 H
. 

glycerophosphate 
2

Na 50 mg  

Fe-solution  25 mL  
PII metal-solution  25 mL  

12
vitamin B 10 &micro;g  
thiamine  0.5 mg  
biotin  5 micro;g  
Tris buffer (Sigma Co.)  500 mg  

3. ml 20  از محلول فوق بهml 1000 آب دريا فيلتر شده و پاستوريزه شده اضافه شود 

4. Ph  تنظيم شود و در لوله آزمايش  8/7محلول درml 20 ذخيره شود10  ℃توزيع گردد و پس از اتوكلاو در 

آب دريـا اتـوكلاو    cc 980از محلـول فـوق بـا     cc 20 ميزان  PESجهت نگهداري جلبك ها در محيط  كشت  .5

) اضـافه   Geo2گـرم پـودر اكسـيد ژرمـانيوم (     5/0شده مخلوط و استفاده شود و به محيط كشـت فـوق ميـزان    

 گرديد.

 

  تهيه آب دريا  توسط نمك دريا

استفاده گرديد. بـراي ايـن    37دريابدليل محدوديت تهيه آب دريا براي سري سوم نمونه ها از منطقه ليپار از نمك 

 PPT ليتر آب مقطر اتوكلاو شده اضافه گرديد ( شوري آن توسط شوري سنج  1گرم از نمك فوق به  41منظور 

آب دريا فيلتر شده واتوكلاو شده  cc 300محلول فوق با  cc 700ثبت گرديد).و جهت نگهداري جلبك ها از  37

  .استفاده گرديد

  مي باشد. CI ،2-4So،+Na،2+g M  ،+2Ca  ،+K  ،Br ، ،+Sr  ،+3B  ،-Fمك دريا شامل يون هاي عناصر تشكيل دهنده ن

  

  طرز تهيه رنگ آبي متيلن:

مـي   CC 100آب مقطـر ، بـدون حـرارت حـل كـرده و حجـم آن را بـه         CC 20-10يك گرم رنگ آبي متيل در

  )Yamamoto, 1986(رسانيم و سپس رنگ را از كاغذ صافي عبور داده و مورد استفاده قرار مي دهيم

                                                           
 SALT BLEND(Neo Marine Bright Well)    ساخت آمريكا با مارك :   نمك دريا37
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جلبـك مـورد مطالعـه در     نمونـه  41) براي هريك از بانـدهادر  Neiخلاصه آناليز تنوع ژنتيكي ني ( -1جدول 

  مناطق بستانه و ليپار

  
تعداد  لوكوس

  نمونه

تعداد 

اللهاي 

مشاهده 

 )naشده(

تعداد 

اللهاي 

  موثر

)ne( 

شاخص 

تنوع 

ژنتيكي 

 )hني (

شاخص 

اطلاعات 

  شانون

)I( 

هتروزيگوسيتي 

 )Htكل (

A1-1  41 2.0000 1.0500 0.0476 0.1147 0.0476 
A1-2 41 2.0000 1.1023 0.0928 0.1949 0.0928 
A1-3 41 2.0000 1.1569 0.1356 0.2618 0.1356 
A1-4 41 2.0000 1.2137 0.1761 0.3197 0.1761 
A1-5  41 2.0000 1.6464 0.3926 0.5816 0.3926 
A1-6 41 2.0000 1.1023 0.0928 0.1949 0.0928 
A1-7 41 2.0000 1.9988 0.4997 0.6928 0.4997 
A1-8 41 2.0000 1.0500 0.0476 0.1147 0.0476 
A1-9 41 2.0000 1.8173 0.4497 0.6420 0.4497 

A1-10 41 2.0000 1.5844 0.3688 0.5555 0.3688 
A1-11 41 2.0000 1.7639 0.4331 0.6246 0.4331 
A1-12 41 2.0000 1.7639 0.4331 0.6246 0.4331 
A1-13 41 2.0000 1.9434 0.4854 0.6785 0.4854 
A1-14 41 2.0000 1.1023 0.0928 0.1949 0.0928 
A1-15 41 2.0000 1.2725 0.2142 0.3708 0.2142 
A1-16 41 2.0000 1.0500 0.0476 0.1147 0.0476 
A1-17 41 2.0000 1.7639 0.4331 0.6246 0.4331 
A1-18 41 2.0000 1.9434 0.4854 0.6785 0.4854 
A1-19 41 2.0000 1.5213 0.3427 0.5263 0.3427 
A1-20 41 2.0000 1.3950 0.2832 0.4570 0.2832 
C1-1 41 2.0000 1.3331 0.2499 0.4163 0.2499 
C1-2 41 2.0000 1.1023 0.2499 0.1949 0.0928 
C1-3 41 2.0000 1.1569 0.1356 0.2618 0.1356 
C1-4 41 2.0000 1.5213 0.3427 0.5263 0.3427 
C1-5 41 2.0000 1.0500 0.0476 0.1147 0.0476 
C1-6 41 2.0000 1.9707 0.4926 0.6857 0.4926 
C1-7 41 2.0000 1.9081 0.4759 0.6689 0.4759 
C1-8 41 2.0000 1.2725 0.2142 0.3708 0.2142 
C1-9 41 2.0000 1.6464 0.3926 0.5816 0.3926 

C1-10 41 2.0000 1.5213 0.3427 0.5263 0.3427 
C1-11 41 2.0000 1.4579 0.3141 0.4936 0.3141 
C1-12 41 2.0000 1.6464 0.3926 0.5816 0.3926 
C1-13 41 2.0000 1.9081 0.4759 0.6689 0.4759 
C1-14 41 2.0000 1.7066 0.4140 0.6045 0.4140 
C1-15 41 2.0000 1.9081 0.4759 0.6689 0.4759 
C1-16 41 2.0000 1.7066 0.4140 0.6045 0.4140 
C1-17 41 2.0000 1.7639 0.4331 0.6246 0.4331 
C1-18 41 2.0000 1.0500 0.0476 0.1147 0.0476 
AB1-1 41 2.0000 1.1023 0.0928 0.1949 0.0928 
AB1-2 41 2.0000 1.1023 0.0928 0.1949 0.0928 
AB1-3 41 2.0000 1.8173 0.4497 0.6420 0.4497 
AB1-4 41 2.0000 1.7066 0.4140 0.6045 0.4140 
AB1-5 41 2.0000 1.4579 0.3141 0.4936 0.3141 
AB1-6 41 2.0000 1.6464 0.3926 0.5816 0.3926 
AB1-7 41 2.0000 1.6464 0.3926 0.5816 0.3926 
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AB1-8 41 2.0000 1.3331 0.2499 0.4163 0.2499 
AB1-9 41 2.0000 1.9081 0.4759 0.6689 0.4759 

AB1-10 41 2.0000 1.3950 0.2832 0.4570 0.2832 
AB1-11 41 2.0000 1.4579 0.3141 0.4936 0.3141 
AB1-12 41 2.0000 1.3331 0.2499 0.4163 0.2499 
AB1-13 41 2.0000 1.4579 0.3141 0.4936 0.3141 
AB1-14 41 2.0000 1.9893 0.4973 0.6905 0.4973 
AB1-15 41 2.0000 1.3331 0.2499 0.4163 0.2499 
AB1-16 41 2.0000 1.3331 0.2499 0.4163 0.2499 
AB1-17 41 2.0000 1.3331 0.2499 0.4163 0.2499 
AB1-18 41 2.0000 1.9988 0.4997 0.6928 0.4997 
AB1-19 41 2.0000 1.2137 0.1761 0.3197 0.1761 
AB1-20 41 2.0000 1.7066 0.4140 0.6045 0.4140 
AB1-21 41 2.0000 1.0500 0.0476 0.1147 0.0476 
ABC1-1 41 2.0000 1.1023 0.0928 0.1949 0.0928 
ABC1-2 41 2.0000 1.1023 0.0928 0.1949 0.0928 
ABC1-3 41 2.0000 1.1569 0.1356 0.2618 0.1356 
ABC1-4 41 2.0000 1.2725 0.2142 0.3708 0.2142 
ABC1-5 41 2.0000 1.5844 0.3688 0.5555 0.3688 
ABC1-6 41 2.0000 1.4579 0.3141 0.4936 0.3141 
ABC1-7 41 2.0000 1.9988 0.4997 0.6928 0.4997 
ABC1-8 41 2.0000 1.1023 0.0928 0.1949 0.0928 
ABC1-9 41 2.0000 1.9707 0.4926 0.6857 0.4926 

ABC1-10 41 2.0000 1.7639 0.4331 0.6246 0.4331 
ABC1-11 41 2.0000 1.2725 0.2142 0.3708 0.2142 
ABC1-12 41 2.0000 1.7066 0.4140 0.6045 0.4140 
ABC1-13 41 2.0000 1.8173 0.4497 0.6420 0.4497 
ABC1-14 41 2.0000 1.1569 0.1356 0.2618 0.1356 
ABC1-15 41 2.0000 1.9707 0.4926 0.6857 0.4926 
ABC1-16 41 2.0000 1.1023 0.0928 0.1949 0.0928 

       
Mean 41 2.0000 1.4898 0.2989 0.4562 0.2968 

St. Dev  0.0000 0.3189 0.1514 0.1926 0.0235 
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  G.corticata جمعيت 41الگوي باندي داده ها براي  -2جدول 

  

 Pop1 Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6 Pop7 Pop8 Pop9 Pop10 ها نمونه

 5 13 19 18 21 35 19 33 21 21 تعداد باند ها

تعداد باندها با فراواني 

≤5% 

21 21 33 19 35 21 18 19 13 5 

تعداد باندهاي 

 اختصاصي

1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

تعداد باندها با فراواني 

≤25% 

4 3 9 4 12 7 7 6 4 1 

تعداد باندها با فراواني 

≤50% 

14 14 25 14 26 14 13 13 7 3 

 Pop11 Pop12 Pop13 Pop14 Pop15 Pop16 Pop17 Pop18 Pop19 Pop20 ها نمونه

 26 16 19 27 20 20 27 26 27 15 تعداد باند ها

تعداد باندها با فراواني 

≤5% 

15 27 26 27 20 20 27 19 16 26 

تعداد باندهاي 

 اختصاصي

1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

تعداد باندها با فراواني 

≤25% 

4 9 7 11 3 4 7 8 4 5 

تعداد باندها با فراواني 

≤50% 

10 21 18 19 11 14 18 15 11 18 
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  2ادامه جدول 

  

  

Pop2  ها نمونه

1 

Pop2

2 

Pop2

3 

Pop2

4 

Pop2

5 

Pop2

6 

Pop2

7 

Pop2

8 

Pop2

9 

Pop3

0 

 

  22 13 15 22 23 26 17 26 26 17  تعداد باند ها

تعداد باندها با 

  %5≥فراواني 

17 26 26 17 26 23 22 15 13 22  

تعداد باندهاي 

  اختصاصي

0 0 0 1 0 0 0 0 0 1  

تعداد باندها با 

  %25≥فراواني 

0 5 5 2 3 3 5 1 2 6  

تعداد باندها با 

 %50≥فراواني 

10 18 18 10 17 14 15 9 9 13  

Pop3 ها نمونه

1 

Pop3

2 

Pop3

3 

Pop3

4 

Pop3

5 

Pop3

6 

Pop3

7 

Pop3

8 

Pop3

9 

Pop4

0 

Pop4

1 

 16 1 3 22 11 11 16 4 18 21 21 تعداد باند ها

تعداد باندها با 

 %5≥فراواني 

21 21 18 4 16 11 11 22 3 1 16 

تعداد باندهاي 

 اختصاصي

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

تعداد باندها با 

 %25≥فراواني 

4 8 8 1 5 2 1 8 0 0 4 

تعداد باندها با 

 %50≥فراواني 

14 14 12 3 12 6 6 17 1 0 11 
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 % 50،  % 25،  % 5باندهايي با  فراواني مساوي و يا بيشتر از  -باند هاي اختصاصي -تعداد باندهانمودار  -1شكل

  در جمعيت مورد برسي

  

 

ميزان شباهت ژنتيكي و فاصله ژنتيكي ني بر اساس داده هاي نرمال شده(غير اريب) درون جمعيت  -3جدول 

  POPGENاز مناطق بستانه و ليپارتوسط نرم افزار  ISSRبا استفاده از ماركر  G. corticataجلبك 

  

    

0

5

10

15

20

25

30

35

40

اد
د
تع

جمعيت

الگوهاي باند در جمعيت مورد بررسي

No. Bands

No. Bands
Freq. >= 5%

No. Private
Bands

No. LComm
Bands
(<=25%)

pop ID       1             2             3             4               5              6                 7            8              9              10            11           12            13             14            15            16            17            18            19           20             21        

= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

1           ****    0.9200    0.7600    0.7867    0.7067    0.7067    0.7467    0.7067    0.7333    0.6800    0.7867    0.6267    0.6667    0.5467    0.7467    0.6133    0.7067    0.6800    0.6933    0.7467    0.7333    0.6933    0.6933    0.7067    0.7200

2         0.0834      ****    0.8400    0.8400    0.7867    0.7867    0.7733    0.7067    0.7333    0.7067    0.7600    0.6267    0.7200    0.6000    0.8000    0.6667    0.7067    0.6533    0.7467    0.7733    0.7600    0.6933    0.6933    0.7067    0.7467

3         0.2744    0.1744      ****    0.7600    0.8933    0.7333    0.6933    0.6267    0.6267    0.5733    0.6267    0.5733    0.6400    0.5733    0.6667    0.6133    0.6533    0.5733    0.5867    0.6933    0.6267    0.6667    0.6667    0.5733    0.6933

4         0.2400    0.1744    0.2744      ****    0.7067    0.7600    0.8267    0.7067    0.7867    0.7333    0.7067    0.6267    0.7200    0.6000    0.7200    0.7200    0.6800    0.6800    0.7467    0.7200    0.7600    0.6667    0.6667    0.6533    0.7200

5         0.3472    0.2400    0.1128    0.3472      ****    0.7333    0.7200    0.6000    0.6000    0.5467    0.6000    0.5200    0.5867    0.5467    0.6400    0.5867    0.6000    0.5467    0.5600    0.6400    0.6267    0.6400    0.6400    0.5467    0.6933

6         0.3472    0.2400    0.3102    0.2744    0.3102      ****    0.8267    0.7600    0.7600    0.7333    0.6800    0.6000    0.6667    0.5733    0.7200    0.6667    0.6533    0.5733    0.6667    0.6400    0.7067    0.6933    0.6933    0.7067    0.7200

7         0.2921    0.2570    0.3662    0.1904    0.3285    0.1904      ****    0.8000    0.8533    0.7467    0.6933    0.6667    0.6533    0.5867    0.6800    0.7067    0.6133    0.6400    0.7067    0.6533    0.7467    0.6533    0.6533    0.6667    0.6533

8         0.3472    0.3472    0.4673    0.3472    0.5108    0.2744    0.2231      ****    0.7600    0.7867    0.7867    0.7067    0.6667    0.6267    0.6933    0.7200    0.6533    0.6800    0.6933    0.7200    0.7067    0.6933    0.6933    0.7067    0.6400

9         0.3102    0.3102    0.4673    0.2400    0.5108    0.2744    0.1586    0.2744      ****    0.7867    0.7333    0.6533    0.6667    0.5733    0.6933    0.7467    0.6000    0.6800    0.6933    0.6400    0.7867    0.6400    0.6400    0.7333    0.6933

10        0.3857    0.3472    0.5563    0.3102    0.6039    0.3102    0.2921    0.2400    0.2400      ****    0.7867    0.6533    0.6667    0.7067    0.7467    0.7733    0.6267    0.6800    0.7733    0.6400    0.7600    0.6400    0.6400    0.7867    0.6400

11        0.2400    0.2744    0.4673    0.3472    0.5108    0.3857    0.3662    0.2400    0.3102    0.2400      ****    0.6267    0.6400    0.6000    0.6933    0.6400    0.6000    0.6800    0.7467    0.6933    0.6800    0.6133    0.6133    0.7333    0.6400

12        0.4673    0.4673    0.5563    0.4673    0.6539    0.5108    0.4055    0.3472    0.4257    0.4257    0.4673      ****    0.7200    0.7067    0.7467    0.6933    0.7333    0.7333    0.7200    0.7200    0.6800    0.5600    0.5600    0.6533    0.6133

13        0.4055    0.3285    0.4463    0.3285    0.5333    0.4055    0.4257    0.4055    0.4055    0.4055    0.4463    0.3285      ****    0.6933    0.8400    0.7333    0.7733    0.6667    0.7333    0.8133    0.7200    0.6267    0.6267    0.6133    0.6800

14        0.6039    0.5108    0.5563    0.5108    0.6039    0.5563    0.5333    0.4673    0.5563    0.3472    0.5108    0.3472    0.3662      ****    0.7200    0.7467    0.7067    0.6533    0.7200    0.7200    0.6000    0.5333    0.5333    0.6000    0.5067

15        0.2921    0.2231    0.4055    0.3285    0.4463    0.3285    0.3857    0.3662    0.3662    0.2921    0.3662    0.2921    0.1744    0.3285      ****    0.7067    0.8000    0.6400    0.7867    0.8133    0.7733    0.7067    0.7067    0.7200    0.7600

16        0.4888    0.4055    0.4888    0.3285    0.5333    0.4055    0.3472    0.3285    0.2921    0.2570    0.4463    0.3662    0.3102    0.2921    0.3472      ****    0.7200    0.7200    0.7067    0.7333    0.7200    0.6000    0.6000    0.6400    0.6000

17        0.3472    0.3472    0.4257    0.3857    0.5108    0.4257    0.4888    0.4257    0.5108    0.4673    0.5108    0.3102    0.2570    0.3472    0.2231    0.3285      ****    0.8133    0.6933    0.9067    0.6800    0.7200    0.7200    0.6533    0.6933

18        0.3857    0.4257    0.5563    0.3857    0.6039    0.5563    0.4463    0.3857    0.3857    0.3857    0.3857    0.3102    0.4055    0.4257    0.4463    0.3285    0.2066      ****    0.7200    0.8000    0.6800    0.6133    0.6133    0.6533    0.6133

19        0.3662    0.2921    0.5333    0.2921    0.5798    0.4055    0.3472    0.3662    0.3662    0.2570    0.2921    0.3285    0.3102    0.3285    0.2400    0.3472    0.3662    0.3285      ****    0.7333    0.7467    0.6267    0.6267    0.7200    0.6533

20        0.2921    0.2570    0.3662    0.3285    0.4463    0.4463    0.4257    0.3285    0.4463    0.4463    0.3662    0.3285    0.2066    0.3285    0.2066    0.3102    0.0980    0.2231    0.3102      ****    0.7200    0.7067    0.7067    0.6667    0.6800

21        0.3102    0.2744    0.4673    0.2744    0.4673    0.3472    0.2921    0.3472    0.2400    0.2744    0.3857    0.3857    0.3285    0.5108    0.2570    0.3285    0.3857    0.3857    0.2921    0.3285      ****    0.8000    0.8000    0.8400    0.8533

22        0.3662    0.3662    0.4055    0.4055    0.4463    0.3662    0.4257    0.3662    0.4463    0.4463    0.4888    0.5798    0.4673    0.6286    0.3472    0.5108    0.3285    0.4888    0.4673    0.3472    0.2231      ****    1.0000    0.7200    0.8400

23        0.3662    0.3662    0.4055    0.4055    0.4463    0.3662    0.4257    0.3662    0.4463    0.4463    0.4888    0.5798    0.4673    0.6286    0.3472    0.5108    0.3285    0.4888    0.4673    0.3472    0.2231    0.0000      ****    0.7200    0.8400

24        0.3472    0.3472    0.5563    0.4257    0.6039    0.3472    0.4055    0.3472    0.3102    0.2400    0.3102    0.4257    0.4888    0.5108    0.3285    0.4463    0.4257    0.4257    0.3285    0.4055    0.1744    0.3285    0.3285      ****    0.8267

25        0.3285    0.2921    0.3662    0.3285    0.3662    0.3285    0.4257    0.4463    0.3662    0.4463    0.4463    0.4888    0.3857    0.6799    0.2744    0.5108    0.3662    0.4888    0.4257    0.3857    0.1586    0.1744    0.1744    0.1904      ****

26        0.3472    0.3102    0.3857    0.3472    0.4257    0.3857    0.4463    0.4257    0.3857    0.3857    0.3857    0.4673    0.3662    0.6039    0.2570    0.4463    0.2744    0.3857    0.4055    0.3285    0.2400    0.1586    0.1586    0.2744    0.0980

27        0.4463    0.4055    0.4888    0.4055    0.5333    0.4055    0.4257    0.4888    0.3285    0.3662    0.5333    0.4055    0.3857    0.6286    0.3472    0.3472    0.3662    0.4055    0.5108    0.3857    0.1904    0.2400    0.2400    0.2570    0.2066

28        0.3102    0.2744    0.3472    0.2744    0.4257    0.2744    0.3285    0.3857    0.2744    0.2400    0.3857    0.4257    0.3662    0.4673    0.2921    0.3285    0.3102    0.3857    0.3662    0.3662    0.2400    0.2231    0.2231    0.2744    0.2570

29        0.3472    0.3102    0.4257    0.2400    0.4673    0.2744    0.3662    0.4257    0.3102    0.2400    0.3857    0.5563    0.4055    0.4257    0.2921    0.3285    0.3472    0.3857    0.3662    0.4055    0.3472    0.3285    0.3285    0.3472    0.3285

30        0.4463    0.4055    0.6286    0.4463    0.6286    0.3662    0.4673    0.3662    0.4055    0.3662    0.4463    0.4888    0.3857    0.5333    0.2400    0.4673    0.3662    0.5333    0.3102    0.3857    0.3662    0.2400    0.2400    0.2921    0.2744

31        0.4673    0.3857    0.5108    0.3472    0.5108    0.3102    0.3662    0.3857    0.3102    0.3472    0.4673    0.4673    0.4055    0.5563    0.3285    0.3662    0.4257    0.5108    0.3285    0.4055    0.2066    0.2231    0.2231    0.2400    0.2570

32        0.5108    0.4673    0.6039    0.5563    0.6039    0.3857    0.4463    0.5108    0.3472    0.3857    0.4673    0.6039    0.4463    0.6539    0.4463    0.4055    0.5563    0.4673    0.4888    0.5798    0.3472    0.4463    0.4463    0.3857    0.3285

33        0.4888    0.4463    0.6286    0.4888    0.5333    0.4055    0.4257    0.4888    0.3662    0.3285    0.4888    0.6799    0.5563    0.6286    0.4257    0.4257    0.5798    0.4463    0.4673    0.6039    0.3662    0.4673    0.4673    0.4055    0.3472

34        0.3662    0.3662    0.5798    0.3662    0.6799    0.3662    0.3472    0.3662    0.2570    0.0980    0.2921    0.4888    0.4257    0.4463    0.3102    0.3472    0.4463    0.3662    0.2744    0.4673    0.2921    0.4257    0.4257    0.2231    0.3857

35        0.4888    0.4463    0.6799    0.4888    0.7911    0.5333    0.5108    0.4463    0.4055    0.2921    0.4055    0.4463    0.3857    0.4463    0.3857    0.4257    0.4055    0.4055    0.3472    0.4257    0.3285    0.4673    0.4673    0.3662    0.4673

36        0.3472    0.3472    0.5563    0.4257    0.6039    0.4257    0.4055    0.3472    0.3102    0.2400    0.2744    0.4257    0.3662    0.4257    0.2570    0.4463    0.3857    0.3857    0.2570    0.3662    0.2400    0.3285    0.3285    0.2400    0.3285

37        0.3472    0.3472    0.5563    0.4257    0.6039    0.4257    0.4055    0.3472    0.2744    0.2400    0.2744    0.4257    0.3662    0.4257    0.2570    0.3662    0.4257    0.3857    0.2231    0.4055    0.2400    0.4055    0.4055    0.2400    0.3285

38        0.5333    0.4888    0.6799    0.5333    0.7340    0.5798    0.5563    0.4463    0.4888    0.3662    0.4463    0.5333    0.4257    0.4463    0.4257    0.4673    0.4888    0.4463    0.3857    0.5108    0.3662    0.5108    0.5108    0.4055    0.4673

39        0.3472    0.3472    0.6039    0.3102    0.6039    0.3472    0.2921    0.3102    0.1744    0.1128    0.2744    0.4257    0.4055    0.4257    0.2921    0.2570    0.4257    0.2744    0.2231    0.4055    0.2400    0.4055    0.4055    0.2744    0.4055

40        0.3472    0.3472    0.6039    0.3102    0.6039    0.3472    0.2921    0.3102    0.2066    0.0834    0.2400    0.4257    0.4055    0.4257    0.2921    0.2921    0.4257    0.2744    0.2231    0.4055    0.2400    0.4055    0.4055    0.2744    0.4055

41        0.4055    0.4055    0.6286    0.4888    0.6799    0.4888    0.5108    0.4055    0.3662    0.2921    0.3285    0.4888    0.4257    0.4463    0.2744    0.4673    0.4463    0.4463    0.3102    0.4257    0.2570    0.3857    0.3857    0.2570    0.3472
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  وارد 38خوشه بندي سلسله مراتبي -4جدول 

Number 

of 

Cluster

s 

Distance Leader Joiner Number 

of 

Cluster

s 

Distance Leader Joiner 

20 3.81698 6 9 40 0 22 23 
19 4.065856 15 19 39 0.80439 39 40 
18 4.306695 22 25 38 1.238546 36 37 
17 4.376379 16 18 37 1.605103 32 33 
16 4.459206 12 14 36 2.015854 34 39 
15 4.748249 10 36 35 2.128935 1 2 
14 4.828287 21 30 34 2.160254 25 26 
13 5.543857 21 28 33 2.174418 17 20 
12 5.593817 6 8 32 2.316352 3 5 
11 5.951915 13 15 31 2.472935 10 34 
10 6.036989 12 16 30 2.513495 35 41 
9 6.419205 1 6 29 2.811702 30 31 
8 7.114796 21 22 28 2.947224 6 7 
7 8.104431 32 35 27 2.956782 28 29 
6 8.529309 12 13 26 3.235522 21 24 
5 10.30157 10 32 25 3.445519 1 4 
4 12.18027 1 3 24 3.501132 35 38 
3 13.88223 1 12 23 3.566953 8 11 
2 13.9757 10 21 22 3.693494 25 27 
1 18.91295 1 10 21 3.773756 13 17 
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Abstract: 
In conformity with the sex determination of Gracilaria corticata in the Persian Gulf and Oman Sea, a total of 41 
samples were collected from two stations of Bostaneh region (northern Persian Gulf, 54° 38´ E / 26° 30´ N) and 
Lipar regions (northern Oman Sea, 60° 49´ E / 25° 15´ N). The specimens were cultured in PES media for 
observing the different life stages. The anatomical structures of thallus were taken into consideration. The 
diploid tetrasporophytes and spermatangia in thallus of male’s gametophytes; and Carpospore and cystocarps of 
female were determined. Due to DNA extraction, the parasites and epiphytes were cleaned and then the under 
growing sections were sectioned using liquid nitrogen. After extraction of DNA, by using 20 different primers 
according to ISSR molecular indicator, the sex diversity and genetic diversity of populations were studied; and 
four primers were selected ultimately . The obtained results were analyzed by GenAlex and PopGen softwares. 
In total, 74 bands, all polymorphisms, were propagated. According to PIC index, polymorphism separation of 
primer C (0.33) was higher than other primers. The Marker Index was measured between 4.48 and 6.51 with 
mean Shannon’s index of 0.46. The genetic similarity amongst algae was 96%. The genetic diversity inter and 
intra populations had significant differences of which 83% of total diversity was related to the intra diversity and 
17% was related to inter diversity populations. The highest genetic distance belonged to the specimens 5 
(Bostaneh) and 35 (Lipar), and it indicated the inter populations diversity in addition to intra population. As an 
overall conclusion, these populations can be considered as broodstocks for hybrid production for further species 
breeding and also to attain the maximum heterosis in adaptation with environment. In Ward clustering analysis, 
the dendrograms showed 5 different clusters in genetic distance of 12.18 of isomorphic phases. The PCA 
analysis as a complementally method was used for attest the findings. In this research, the ISSR primers could 
determine the male and female gametophytes and diploid tetrasporophytes in which the primer A (bands of 1200 
& 1700 bp) specific for diploid tetrasporophyte and band of 300 bp specific for male were produced.  The primer 
C showed the bands of 820 & 900 bp for diploid tetrasporophyte, and 500 bp for female gametophyte. The 
primer AB (990 bp) for male, 520 bp for female and 1600 & 1900 bp for diploid tetrasporophyte were specified.  
The primer ABC showed the specific band of 1100 bp for male; 500 bp for female; and 1200 & 1500 bp for 
diploid tetrasporophytes. 
 
Keywords:  
Sexual diversity, ISSR, red algae, Gracilaria corticata,  Persian Gulf , Oman Sea 
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