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 Chlorellaهای عملکردی جلبک بررسی مولکولی و تعیین ویژگی

 بیان ژن هیدروژناز با رویکرد

 
 2 عباس بهاری* و 1 ، وهب جعفريان1 طيبه موسوی سيده

 شناسي، دانشکدۀ علوم، دانشگاه زنجان، زنجان، ايرانگروه زيست 1
 پژوهشکدۀ فناوری نوين زيستي، دانشگاه زنجان، زنجان، ايران 2

 
 یدهچک

هدف از اين هيدروژن زيستي حاصل فرايندهای زيستي در جايگاه يک منبع تجديد شوندۀ انرژی مطرح است. 

توليد حداکثر هيدروژن  رایب Chlorellaسازی بستر کشت مناسب برای پرورش ريزجلبک مقايسه و بهينه ،پژوهش

نشان داد که جلبک  18S rDNAلي و تايپينگ توا PCR ۀهای مولکولي به وسيلبررسي . در اين پژوهش،است

تخاب محيط کشت مناسب از ان ۀمرحل بعد ازشباهت دارد.  درصد Chlorella vulgaris  100کبا جلب شدهپژوهش

نتايج نشان داد سازی شرايط کشت، ( و بهينهBBM،Chu10،TAP  ،Sorokin and Kraussهای کشت )بين محيط

 /نور ۀسلسيوس با دور ۀدرج 30و دمای  =8pHبا  BBMوده در محيط توری برای توليد زيستکه بالاترين بهره

راکتوری با قابليت دستگاه فتوبيو ،القای بيشتر بيان ژن هيدروژناز رایبعد ب ۀ. در مرحلاست ساعت 8/ 16تاريکي 

ور، مختلف )ن ررسي بيان ژن هيدروژناز در شرايطاحي و ساخته شد. سپس عملکرد دستگاه و بتوليد هيدروژن طرّ

pH ين منظور پس از استخراج ه اب. ه شدآزمود....( وگوگردRNA و ساختcDNA ژناز و ژن ، ابتدا تکثير ژن هيدرو

در ادامه  های مربوط روی ژل آگارز بررسي شد.ژن PCR و محصول شد مراز انجامای پليرفرنس با واکنش زنجيره

دهندۀ ارهای يادشده در مقايسه با تيمار شاهد نيز نشاندر تيم Real Time PCRبيان نسبي ژن هيدروژناز با تکنيک 

 و گوگرد در بيان اين ژن بود. PHهای نور، تأثير شاخص

  .Chlorella vulgaris  ،Real Time PCR،  زهيدروژنا، سازی، بيان ژنبهينه :یدیکل یهاواژه
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 .مقدمه

مهرم از زنردگي    ءانررژی يرک جرز    در حال حاضرر، 

درصررد از انرررژی مررورد نيرراز  80. حرردود روزمررره اسررت

مصررف   .دشرو مين مري أهرای فسريلي تر   جهان از سوخت

تريليون وات  15انرژی فعلي در سراسر جهان نزديک به 

در  2050ه نرخ مصرف انرژی در سال ک حالي در ،است

تريليررون  40، 2100تريليررون وات و در سررال  27حرردود 

اً ممسرلّ  (.(Lewis et al., 2006 ورد شده اسرت آوات بر

هرای طبيعري   تمام پديده های فسيلي نيز مانندمنابع انرژی

 ايررنبررر  . عررهوهيافررتديگررر، روزی پايرران خواهررد   

و افرزايش   هرا ايرن سروخت   از احتررا   يناش یهاآلاينده

آن،  یاکسرريدکربن در اتمسررفر و پيامرردها  یغلظررت د

زی تهديرردآمي ناپررذير وتغييرررات برگشررت جهرران را بررا

ای و افرزايش  ديد اثررات گلخانره  ه است. تشکرد روروبه

بالاآمرردن  ي وهررواي زمررين، تغييرررات آب و ۀکررر یدمررا

 Dasشوندمي اين پيامدها محسوب ۀسطح درياها از جمل

et al., 2001; Das et al., 2014) ) .در جامعۀ  در نتيجه

برای حفظ شيوۀ زنردگي، دسترسري بره     پيشرفتۀ امروزی

ای عرضرۀ مرداوم   برپذير منابع انرژی جايگزين و تجديد

های زيسرتي بره   سوخت رسد.نظر مي ضروری به انرژی،

هرايي اشراره دارنرد کره در آن     طيف متنروععي از فنراوری  

 شررودتوليرد سرروخت بررر پايررۀ سيسررتم زيسررتي انجررام مرري 
Wigmosta et al., 2011).) 
دهنردۀ يرک حروزۀ پژوهشري     فناوری جلبک، نشران 

حرال   سررعت در هرای گذشرته بره   وسيع است که در دهه

توانايي رشد سريع،  سبب ها بهجلبکريز گسترش است.

قابليت بالای انجام فتوسنتز، نياز به محريط کشرت ارزان،   

ر، تنهرا  تر شردن راحت بازدهي توليد بيشتر و قابليت صرنعتي 

ديگرر از آن بررای    ۀچند دهر  توان تامنبعي هستند که مي

 ,.Deschamps et al توليد سوخت زيستي استفاده کرد

فرايند فتوسنتز با تبديل انرژی نوراني به انررژی   (.(2009

شيميايي و در نهايت توليد مرواد اوليرۀ مرورد نيراز بررای      

هرای زيسرتي، جايگراه اصرلي را در توليرد      توليد سوخت

 ييتوانرا  بره  هتوجعر  برا هرای زيسرتي دارنرد.    همۀ سوخت

 ،کرررربناکسررريدگررراز دی تثبيرررتدر هرررا کريزجلبررر

 نرو   توليرد چنردين   بره  دشرده يا هرای ميکروارگانيسرم 

قرررادر هسرررتند    هرررای زيسرررتي  سررروخت  از مختلرررف

(Hankamera et al., 2007).  هرا ايرن سروخت   برين از، 

و  ی بررالاژانررر چگررالي دلايلرري همنررون برره هيرردروژن

 برای آينده ترين سوختاميدوارکننده سازگاری،زيست

 ,.Hemschemeier et alشرده اسرت )  در نظرر گرفتره   

بررای   های سروختي راحتي در پيلبه(. اين سوخت 2009

ب آ آناحترررا  اثررر  در شررود ومرري اسررتفاده توليررد بررر 

توليررد شررود. در مجمررو  در حررال حاضررر   توليررد مرري 

و هررا توليرردنکردن آلاينررده سررببهيرردروژن زيسررتي برره 

اسرت  صررفه  بره در دما و فشار پرايين مقررون  امکان توليد 

(Imran et al., 2011)روژن يک کيلوگرم هيرد  . انرژی

 را مقردار انررژی بيشرتری    و اسرت  ليتر بنرزين  5/3معادل 

 اين، بر عهوه .دکنهای فسيلي توليد مينسبت به سوخت

اسرت.  فراوان و قابل تجديد  هيدروژن،منابع دسترسي به 

از موضروعات   زيسرتي روش  اهيردروژن بر   ۀبنابراين تهيعر 

بخرش شرايان تروجعهي از     .آيرد به حساب مري بسيار مهم 

هرا بره فععاليرت فتوسرنتزی     جلبرک هيدروژن در ريزتوليد 

های حاصرل از اکسيداسريون آب   ها از جمله الکترونآن

 Schenk et)فتوسنتزی و آنزيم هيدروژناز بسرتگي دارد 

al., 2008 )      بره آنرزيم هيردروژناز و متابوليسرم آن بره .

 Chlamydomonasبهترين وجه در جلبک سربز الگرو،   

reinhardtiiهررا سرره سررت. در ريزجلبررک، توجعرره شررده ا

مسير توليد هيردروژن وجرود دارد. اول مسرير وابسرته بره      
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که در اين مسير، انتقال الکترون بره صرورت    2فتوسيستم 

يررد فتوسررنتزی اکسرريژن و هيرردروژن  خطّرري اسررت و تول

های افتد. در اين مورد، الکترونزمان اتفّا  ميطور همبه

توليد هيدروژن ايجادشده در اکسيداسيون آب به فرايند 

 ,.Ghirardim et al شوندبا فععاليت هيدروژناز وارد مي

کرره در ايررن  2دوم، مسيرمسررتقل از فتوسيسررتم  (.(2000

ای اسرت و منبرع   صورت چرخهمسير، جريان الکترون به 

اسرررت کررره در اثرررر  NAD(P)Hالکتررررون، پيرررروات و 

هرررای لازم برررای توليرررد  هرررا الکترررون اکسيدشرردن آن 

 ;Burgess et al., 2011د )شرو مري ن هيردروژن ترأمي  

Sharma et al., 2013)  و سرررومين مسرررير، مسرررير

 (. (Dubini et al., 2015پيونردخورده برا تخميرر اسرت    

اکسرريژن توليدشررده در فتوسررنتز، مررانعي برررای بيرران ژن   

هيدروژناز است. برای حلّ اين مشکل، يک راه حرلّ دو  

 ،اول ۀدر مرحلررشررود. ای برره کررار گرفترره مرري  مرحلرره

شروند و در  ها در شرايط هوازی کشرت داده مري  جلبک

ن ژکرربن تثبيرت و اکسري   اکسيددی ،حضور نور خورشيد

هررا در شرررايط جلبررک ،دوم ۀشررود. در مرحلررتوليررد مرري

ن از طريرر  ژشرروند و هيرردروهرروازی قرررار داده مرريبرري

شررود شررده توليررد مرريتخريررب ترکيبررات عررالي  خيررره 
Rashid et al., 2011; Rashid et al., 2013).) 

Gaffron (1939  متابوليسم هيدروژن را در جلبرک )

( مشراهده کردنرد   1942) Jackو  Gaffronکشف کرد. 

در  Scenedesmus dimorphusکرره وقترري ريزجلبررک 

گيرد، توانايي توليرد  هوازی و تاريکي قرار ميشرايط بي

ها در زمينرۀ توليرد هيردروژن    هيدروژن را دارد. پژوهش

پرذير در  منبرع انررژی تجديد   ورت يرک فتوسنتزی به صر 

( فععاليت 2000و همکاران ) Melisآغاز شد.  1970سال 

 Chlamydomonasتوليد هيدروژن برالا و پايردار را در  

reinhardtii   با حذف گوگرد از محيط کشت گرزارش

 کردند.

ای از کشررررور ايررررران منررررابع وسرررريع و ناشررررناخته 

های پيشرو تواند يکي از کشوردارد که مي هاجلبکريز

 در حرال حاضرر،   .توليد سروخت زيسرتي باشرد    ۀدر زمين

اصلي محصولات يکي از منابع  ،Chlorellaريزجلبک 

هرردف از ايررن   .مطرررح شررده اسررت  زيسررتي بررا ارزش  

سرازی  بهينه لازم برای هایايجاد بسترکاوش و  ،پژوهش

هرای زيسرتي از جملره    محصرولاتي ماننرد سروخت   توليد 

اسررت. بيشررتر  جلبررک  بررومي ايررن  ۀگونرر هيرردروژن از

شرردۀ دنيررا در ايررن زمينرره بررر اسرراس  هررای انجررامبررسرري

ری گراز هيردروژن توليدشرده برر     گيآوری و اندازهجمع

هررای بررومي آن کشررور اسررت. بنررابراين در ايررن  جلبررک

پژوهش عهوه بر معرفّي و تعيرين ويژگري يرک جلبرک     

بومي جديد با قابليرت توليرد هيردروژن، ميرزان بيران ژن      

 در شرررايط Real Time PCR يررکبررا تکنهيرردروژناز 

در يرک فتوبيوراکترور    ....(گروگرد  و pHمختلف )نور، 

 شده برای اين هدف نيز بررسي شده است.طرّاحي

 

 .هامواد و روش

 در اين پرژوهش  شدهبررسيجلبک ريز: تهیّۀ نمونه

(Chlorella)  هرررای پررروری آب آبرررزی ۀاز پژوهشررکد

 ه شد.داخلي در بندر انزلي تهيع

 برررای بررسرري : Chlorellaجلبتتک ریزشتت  ک

لودگي، ريزجلبک مورد نظر در محريط  آسيستماتيک و 

)ترريس اسرتات فسرفات( برا      TAPکشت مرايع و جامرد   

7pH= هررای هرراهری بررا   ويژگرريو  شررد کشررت داده

. کشررت در اتررا   ميکروسررکون نرروری شناسررايي شررد  

درجرۀ سرانتيگراد و دورۀ    30مخصوص کشت برا دمرای   
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سراعت، تراريکي انجرام     8شرنايي و  ساعت، رو 16نوری 

هرای فلورسرانت برا شردعت     شد. روشنايي از طري  لامر  

 ميکرومول فوتون بر متر مربعع بر ثانيه تأمين شد.  120نور 

 سازی شرایط کش بهینه

با توجعه به اين کره  کش  مناسب: انتخاب محیط

هرای متفراوتي بررای    در مقالات مختلف از محيط کشت

استفاده شده است، بررای   Chlorellaکشت ريزجلبک 

انتخاب محيط کشت مناسرب رشرد بهترر و توليرد بيشرتر      

تودۀ سلولي، جلبک در چهار محيط کشرت مختلرف برا    

  BBM، 10Chu،TAPترکيبررات شرريميايي متفرراوت  

 (.1کشت داده شد )جدول Sorokin   & Kraussو

 ليترميلي 1000حجم به   TAP M,BB (B)(C)10Krauss Chu &(D) ,Sorokin,( A) :محيط کشت ۀتهيع برایمواد مورد نياز  -1جدول 

B  A 

25 g NaNO3 

 

40  g NH4CL 

2.5 g CaCl2.2H2O 5    g CaCL2.2H2O 

7.5 g MgSO4.7H2O 10  g MgSO4.7H2O 

7.5 g K2HPO4 14.34  g K2HPO4 

15 g KH2PO4 2.26 g KH2PO4 

2.5 g NaCL 242 g Tris base 

50 g EDTA 100 ml Acetic Acid 

31 g KOH 5 g EDTA-Na2 

5 g FeSO4.7H2O 11.14 g H3BO3 

11.5 g H3BO3 22 g ZnSO4.7H2O 

9 g ZnSO4.7H2O 5.1 g MgCL2.4H2O 

1.5 g MnCL2.2H2O 5 g FeSO4.7H2O 

0.7  g MoO3 1.6 g CaCL2.6H2O 

1.5 g CuSO4.5H2O 1.6 g CuSO4.5H2O 

0.5 g CO(NO3)2.6H2O 1.1 g (NH4)6Mo7O24 

D  C 

1000 ml H2O 

 

1000 ml H2O 

20 mg Ca(NO3)2.4H2O 1.25 g KNO3 

25 mg MgSO4.7H2O 1.25 g KH2PO4 

2.5 mg H3BO3.4H2O 1 g MgSO4.7H2O 

1.5 mg MnCL2.4H2O 85 mg CaCL2 

6 mg KH2PO4 115 mg H3BO3 

20 mg Na2CO3 50 mg FeSO4.7H2O 

25 mg Na2SiO3 15 mg MnCL2.4H2O 

0.25 ml HCL 90 mg ZnSO4.7H2O 

1 mg (NH4)6Mo7O24.4H2O 7 mg MOO3 

2 mg EDTA 16 mg CuSO4.5H2O 

1 mg FeCL3 500 mg EDTA-Na2 
 

تنظريم و در   =7pHهرا پرس از تهيعره در    کشرت محيط

دقيقره اتروکهو شردند     20مدعت درجۀ سانتيگراد به  121

کشررت در اتررا   گونرره آلررودگي دور باشررند.   تررا از هر

 ۀدرجر  30هفتره در دمرای    4ت مردع  مخصوص کشت بره 

و  سرراعت( 16)روشررنايي  ۀدور انجررام شررد. سررانتيگراد 

روشنايي از طري   .( در نظر گرفته شدساعت 8تاريکي )

ميکرومررول  120ت نررور هررای فلورسررانت بررا شرردعلامرر 

  د.شمين أت فوتون بر متر مربعع بر ثانيه
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 ۀنروری بره وسريل    چگرالي : رشتد  یابی میزانزرا

در ( DR2700, Hach, USA)اسرپکتروفتومتر  دسرتگاه  

صررري هرررای مشخّنرررانومتر در زمررران 680مررروج  طرررول

شررده از طررول مرروج درنظرگرفترره  . گيررری شررد انرردازه

کشرت   ه بره محريط  مورد نظر برا توجعر   ۀکردن نموناسکن

 (.  (Sharma et al., 2011دست آمد )شاهد( به

گيری برای اندازهگیری میزان کلروفیل: هانداز

ليترر  ابتدا به هر لولۀ سانتريفيوژ سه ميلري ميزان کلروفيل، 

از سوسپانسيون جلبک انتقال داده شد و سپس بره وسريلۀ   

 ,UNIVERSAL 320 R, Hettich)دستگاه سانتريفيوژ 

Germany ) دور در  3000دقيقه برا سررعت    10 مدعتبه

آرامي جردا شرد و   محلول رويي به دقيقه سانتريفيوژ شد.

درصرد   80ليتر استون به رسوب جلبکي حاصل، سه ميلي

 10مردعت  دوبراره بره   زدن کامرل،  اضافه شد. پس از هرم 

دقيقه عمل سانتريفيوژ تکرار شد. محلول رويي جدا شرد  

نرانومتر   645، 663هرای  و جذب نوری آن در طول موج

 .((Melis et al.,2001گيری شد اندازه

برر   bو  aهرای  يرل، ميرزان کلروفيرل     از طري  رابطه

گررم در ليترر سوسپانسريون جلبکري محاسربه      حسب ميلي

 Richmond, 2004).شد )

Ch.a: 14/7 (A663) – 2/69 (A645) 

Ch.b: 22/9 (A645) – 4/64 (A663) 

برای تعيرين   :بهینه برای رشد جلبک pH تعیین

pH محرريط کشررت   ،بهينررهBBM و در  هتهيعررpH ی هررا

. پررس از تلقرريح،  ( تنظرريم شررد10، 9، 8، 7، 6مختلررف )

درجررۀ  30در دمررای ثابررت   کشررت ر محرريطجلبررک د

بررداری از  نمونره  در اترا  رشرد قررار گرفرت.     سانتيگراد

محيط کشت در فواصل زماني يک روز در شرايط اسرتريل  

 .نانومتر محاسبه شد 680ها در انجام و جذب نمونه

 تحلیل ریقجلبک از طمولکولی ریز بررسی

s rDNA18 :  بررا توجعرره برره ايررن کرره گونررۀ ريزجلبررک

سربب تنروع  بسريار    شده مشخصّ نبود و همننرين بره   تهيعه

هررای هررای ريزجلبکرري، ممکررن اسررت روشزيرراد گونرره

هررای معمررول ماننررد مشرراهدۀ ميکروسررکوپي و بررسرري  

هررا کررافي نباشررد. از سرروی مورفولرروژی در شناسررايي آن

هرای بيولروژی   وزافزون روشديگر با توجعه به پيشرفت ر

مولکولي و همننين اطمينان و راحتي شناسايي از طرير   

شده در سطح جنس و گونۀ ريرز  های حفاهتمقايسۀ ژن

 s rDNA18هرا، اسرتفاده از تحليرل مولکرولي     جلبرک 

 روشي مناسب است.  

روش  ابررر DNAاسرررتخراج  DNA:استتتتخرا  

حردود   (. (Dellaporta et al., 1983شددلاپورتا انجام 

کره جلبرک در   ليتر سوسپانسيون سلولي )زمانييک ميلي

 5/1ی اسرت( بره يرک ميکروتيرون     رشد تصاعد ۀمرحل

در  دور 5000)وژ يسررانتريفو  منتقررل ،ليتررر اسررتريلميلرري

کروليترر برافر   يم 300. سرپس  شد (دقيقه 5ت مدع دقيقه به

ميلرري مررولار  100دربردارنرردۀ غلظررت ) شرردهاسررتخراج

مرولار اتريلن دی آمرين    ميلي 50ظت ، غل=8pHتريس با 

مررولار ميلرري 500، غلظررت =8pHتترررا اسررتيک اسرريد بررا 

( مولار بتا مرکاپتو اترانول ميلي 10کلريد سديم و غلظت 

 65دقيقره در دمرای    20مردعت  به تودۀ سلولي اضافه و به 

اسررتات  کروليتررريم 150درجررۀ سررانتيگراد انکوبرره شررد.  

 10مدعت ضافه شد و به ر، فنل و کلروفرم امولا 5پتاسيم 

درجۀ سانتيگراد قرار داده شد. سرپس   27دقيقه در دمای 

سوسپانسيون سلولي، سانتريفيوژ و فاز برالايي جردا شرد.    

ايزوپروپانرل بره آن اضرافه شرد و مجردداً       ليترر يک ميلي

 70شرده برا اترانول    سانتريفيوژ انجام شد. فاز رويري جردا  

آمده دستبه در نهايت، رسوب درصد شستشو داده شد.
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بررررای اطمينررران از ميکروليترررر آب، حرررل شرررد.  30در 

 1از نمونررره روی ژل  ميکروليترررر DNA، 5اسرررتخراج 

شرده  تخلريص  DNAهای آگارز برده شرد و بانرد   درصد

-UVITECBTS-20) برره کمررک دسررتگاه نمايررانگر ژل

MS, UVitec, UK) شد. مشاهده 

 s rDNAبررای شناسرايي تروالي   : احی پرایمرطرّ

فررد و   منحصر بره  کامهً هایا لازم بود که پرايمرابتد 18

هررای ه پرايمرکرر طرروریبرره  ؛احرري شرروداختصاصرري طرّ

دست فقط تروالي هردف را شناسرايي و    بالادست و پايين

اسرتفاده از  با  Rو  Fين منظور پرايمرهای ه اب .تکثير کنند

افرررزار و نررررم CLUSTALو  BLASTهرررای سرررايت

GeneRunner ّز بررره شررررکت  سرررنت بررررایاحررري و طر

 شد. ارسالتکاپوزيست 

برررای : (PCR)ای پلیمتتراز واکتتنز زنریتتره

 ACC-5تکثير توالي مورد نظر از جفت پرايمر پيشررو ) 

TGC TTG ATC CTG CCA G-3 5)( و پيرو-AGG 

GCA GGG ACG TAA TCA AC-3)    اسرتفاده شرد

ای پليمرراز، يرک ناحيره بره طرول      که در واکنش زنجيره

را تکثيرر   s rDNA 18از تروالي  جفت براز  1700تقريبي 

ميکروليترر   25 کنند. مخلوط واکرنش برا حجرم کلّري    مي

ايرن صرورت   های ترموسايکلر بره  تهيعه شد. برنامۀ چرخه

درجررۀ  94دقيقرره، دمررای  5مرردعت زمرران  طرّاحرري شررد:

 94سريکل شرامل يرک دقيقره در دمرای       35سانتيگراد و 

درجررۀ   50 درجررۀ سررانتيگراد، يررک دقيقرره در دمررای    

و  درجررۀ سررانتيگراد  72 دقيقرره در دمررای  2سررانتيگراد، 

 درجرۀ سرانتيگراد   72 مرحلۀ پايراني، ده دقيقره در دمرای   

قرار گرفرت. بردون فاصرله پرس از پايران مرحلرۀ تکثيرر        

وسرريلۀ  ، محصررول واکررنش برره    PCRترروالي و انجررام  

يررديوم درصررد دارنرردۀ ات 1الکتروفررورز روی ژل آگررارز 

 آميزی شد.برمايد، جداسازی و رنگ

برای تعيرين تروالي، محصرول    : یابی و تطبیقتوالی

PCR       پس از تخليص بره وسريلۀ کيرت تخلريص محصرول

PCR       به شرکت تکاپو زيسرت فرسرتاده شرد و بره منظرور

حاصل از تعيرين   s rDNA18مقايسۀ ميزان شباهت توالي، 

 .داده شدتطبي   NCBIهای موجود در توالي با توالي

 .طرّاحی و ساخ  دستگاه فتو بیوراکتور

های کم اکسريژن  آنزيم هيدروژناز در حضور غلظت

روژن در هيدن و کسيژاين طبيعت شرررود و امهرررار مررري 

توليد در تا  اسرررررت هباعث شد، سنتزی فتررررروهاکنشوا

فتري  پيشر ،محيطري يط اشردر سبز ی هاژن جلبکروهيد

توليرررد  بررسررري رونررردرای بررردر نتيجررره  .دحاصل نشو

هرا، دسرتگاه فتوبيوراکتروری بررا    هيردروژن از ريزجلبرک  

قابليت کشت و توليد هيدروژن در مقياس آزمايشرگاهي  

احرري و سرراخت  احرري و سرراخته شررد. هرردف از طرّ   طرّ

يک سيستم جامع توليد هيردروژن زيسرتي    ۀدستگاه، ارائ

جلبررک بررا امکرران کنترررل   تررودۀزيسررتو در کنررار آن 

ر در عملکررد  ثّؤشريميايي مر   تعدادی از عوامل فيزيکي و

جريران محريط، کنتررل     ، pHت نرور، سيستم از قبيل شدع

شرده  . فتوبيوراکتور ساختهتوليد اکسيژن و هيدروژن بود

هررايي داشررت، از جملرره، سيسررتم بسررتۀ توليررد     مزيررت

هيدروژن، توليد نرخ بيشتری از ترودۀ زيسرتي در محريط    

کرررامهً اسرررتريل و بررردون آلرررودگي، کشرررت سررراير     

 ها.کننده مانند سيانوباکتریهای فتوسنتزرگانيسمميکروا

 .بررسی بیان ژن هیدروژناز

کشد از آن جا که مدعتي طول مي: کش تهیّۀ پیز

شروند  ای کره وارد آن مري  ها به محيط ترازه تا ريزجلبک

آوردن تودۀ سلولي مطلروبي  دستسازگار شوند، برای به
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ت اقردام  کشر که در مرحلۀ رشد فععال است به تهيعۀ پريش 

 Bold's Basalکشررتشررد. برره ايررن منظررور، محرريط  

Medium ) BBM)  ليتررر تهيعرره و ميلرري 500برره حجررم

بره   جلبک مورد پژوهش در آن کشت داده شرد. سرپس  

درجرۀ   30مدعت دو هفته در اتا  رشد با شررايط دمرايي   

برودن  کننرده سانتيگراد و نور ممتد )برا توجعره بره فتوسرنتز    

آوردن حداکثر تودۀ سرلولي(  دستها برای بهريزجلبک

ترودۀ سرلولي از طرير     قرار داده شرد. پرس از دو هفتره،    

 .آوری شدسانتريفيوژ جمع

ابترردا  :کشتت  ریزجلبتتک در فتتتو بیوراکتتتور

ليترر  ميلري  4000به حجم  =pH 8 با BBMکشت  محيط

کشررت . سررپس ((Rashid et al., 2013  تهيعرره شررد

نرور مطلر  برا     مردعت سره روز در  ها در راکتور به جلبک

، ميکرومول فوتون بر مترر مربعرع برر ثانيره     120شدعت نور 

درجرررۀ سرررانتيگراد و هررروا دهررري برررا گررراز   30دمرررای 

. برررای اطمينرران از درصررد انجررام شررد 5اکسرريدکربن دی

هرای  بيوتيرک جلوگيری رشد باکتری در محيط، از آنتي

ليترر( و کانامايسرين   ميکروگرم بر ميلي 100سيلين )آمپي

ليتر( در غلظت نهايي استفاده شد روگرم بر ميليميک 50)

 .(1)شکل 

 
 کشت ريزجلبک در فتوبيوراکتور -1شکل 

: Chlorella هتتای جلبتتک شتتمارش ستتلو 

 يرن ه ار انجرام شرد. بر   تسايتومها با لام هموشمارش سلول

هررا ابترردا ارلررن شررمارش تعررداد سررلول برررایکرره  ترتيررب

 هرا بره  لبرک ترا ج  شرود داده مي رامي حرکت دورانيآبه

ليترر  گاه يرک ميلري   نآ. شوندصورت يکنواخت پخش 

 10زمرايش منتقرل و   آ ۀسوسپانسيون جلبکي به يک لولر 

زمرايش  آ ۀيد به هرر لولر   دارندۀميکروليتر محلول لوگل 

و ثابرت   ندها از حرکت باز ايسرت تا جلبک شودمياضافه 

روی  ،سپس يک قطرره از سوسپانسريون جلبکري    .بمانند

و  شرود مري  ر ريختره تلام هموسرايتوم مخصروص   ۀمحفظ

ها در فواصرل زمراني   پس از قراردادن لامل، تعداد سلول

 40نمرايي  ميکروسکون نوری برا برزر    به وسيلۀن معيع

ليترر از  هرا در يرک ميلري   سپس تعداد جلبرک  و شمارش

  محاسبه شد. ،سوسپانسيون

کره ترراکم   زمراني القای بیتان ژن هیتدروژناز:   

، تودۀ سلولي از طري  سانتريفيوژ رسيد 1×710سلولي به 

با  ml 3000به حجم  BBMکشت جداسازی شد. محيط

8pH=   تهيعرره شررد. در تهيعررۀ محرريط کشررت جديررد برررای

تحريک بيان ژن هيردروژناز، گروگرد از محريط کشرت     

هررای حررذف شررد؛ برره ايررن طريرر  کرره برره جررای نمررک  

هررای کلريرردی اسررتفاده شررد. تررودۀ گرروگردی از نمررک

ده در محيط کشت بردون گروگرد در   آمدستسلولي به

 ,.Song et alدرجررۀ سررانتيگراد  37شرررايط دمررايي  

 48سراعت تراريکي و    24، دورۀ نوری متنراوب  ((2011

ميکرومرول فوترون برر     120ساعت روشنايي، شدعت نرور  

و هوادهي با گراز آرگرون، کشرت داده     متر مربعع بر ثانيه

عنروان   مرولار بره  ميلري  30شد. در اين مرحله از گلروکز  

 منبع کربن استفاده شد.

و ستاخ    RNAگیری برای استتخرا   نمونه

cDNA : هروازی  در سوعمين روز القا که محيط، کامهّ بري

شررده بررود و بيرران ژن هيرردروژناز، بيشررترين نرررخ خررود را  
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و سرراخت  RNAگيررری برررای جداسررازی داشررت، نمونرره

DNA   .انجام شد 

گيرری در روز سروم کشرت    نمونره : RNAاستخرا  

طبر    RNAاسرتخراج  انجرام شرد.    RNAبرای اسرتخراج  

شرده از  تهيعره  TMRiboExشده در کيت آورده دستورعمل

. پيش از شرو  کار، همۀ مواد و انجام شد شرکت پيشگام

هرا و سرر سرمپلر در    وسايل مورد اسرتفاده از جملره تيرون   

بررار اترروکهو  121درجررۀ سررانتيگراد و فشررار   121دمررای 

برا اسرتفاده از دسرتگاه     RNAت غلظر شدند. سپس تعيرين  

 .نانودرآن )مدل، کشور( انجام شد

 RTاز کيرت   cDNAبررای سرنتز   : cDNAساخ  

Premix CycleScript شده از شرکت تکاپو زيسرت  تهيعه

اسرت،   cDNAکه دربردارندۀ مواد مورد نياز بررای سرنتز   

منظور، ابتدا ترکيرب موجرود در کيرت    اين استفاده شد. به 

يتر آب دپس، حل شد و يک ميکروليترر از  ميکرول 19در 

RNA دسرتورعمل   اسراس به آن اضافه و برر شده استخراج

 یبررا  موجود در کيت در شرايط واکنش قرار داده شرد. 

، TMC1000 مردل دستگاه ترموسرايکلر )  از cDNAتکثير 

 (C1000™Thermal Cycle, Biorad, USA)شررکت  

ايررن برره هررای ترموسررايکلر و برنامررۀ چرخرره شررد اسررتفاده

ثانيره در دمرای    30سيکل شرامل   12 صورت طراّحي شد:

درجرررۀ  42دقيقررره در دمرررای   5درجرررۀ سرررانتيگراد،   20

و مرحلرۀ   درجۀ سانتيگراد 55ثانيه در دمای  55سانتيگراد، 

در نظررر  درجررۀ سررانتيگراد 95 دقيقرره در دمررای 5پايرراني، 

 گرفته شد.

پژوهش برای بررسري بيران   در اين طراّحی پرایمر: 

فرررد و  منحصررر برره  کررامهًژن هيرردروژناز، پرايمرهررای  

بره   gapdhشد. همننين از ژن رفرنس احي اختصاصي طرّ

 بررا روشگيررری بيرران ژن عنرروان شرراهد داخلرري در انرردازه

exon junction targeting افرررزاردر نررررمBeacon 

Designer ver8  (.2استفاده شد. )جدول 

 PCRشده در واکنش توالي آغازگرهای استفاده -2جدول 

 توالی آغازگرها ژن

 هیدروژناز
 `GCTGACCTGACCATTATGGAGGAGG-3`-5               رف    

  `CATGGGCAGTGGCTCCTCCTTGTTG-3-`5                 برگش 

 خانه دار
 `CTTGGAAGCTAGGAGTATGTC-3` -5                           رف   

                      `GATCTTAATCTTGCCACTCATTC-3-`5برگش  
 

شرامل   PCRمراحرل  : ای پلیمرازواکنز زنریره

درجرۀ   94سازی اولري در دمرای   واسرشت اين موارد بود:

صرورت   چرخه به 45دقيقه، سپس  3مدعت سانتيگراد و به 

دقيقرره، دمررای  1مرردعت درجررۀ سررانتيگراد و برره  94دمررای 

درجرۀ   58و  52ترتيب برای رفرنس و هيدروژناز هاتصّال ب

درجرۀ سرانتيگراد    72و دمرای  ثانيره   45مدعت سانتيگراد به 

درجررۀ  72دقيقرره و در مرحلررۀ آخررر، دمررای   1مرردعت برره 

 دقيقه. 10مدعت سانتيگراد به 

 بررا درصررد الکتروفررورز و 2روی ژل  PCRمحصررول 

ژل از  ديردن  برایآميزی شد. رنگ اتيديوم برومايد رنگ

مروج   با طول UVد دستگاه ترانس لومينومتر )دستگاه مولّ

 ,UVITECBTS-20-MS, UVitec) نانومتر( 245-365

UK) استفاده شد. 

بررستتی بیتتان ژن هیتتدروژناز بتتا استتت اده از 

:Real Time PCR نتايج حاصرل از واکرنش    در تکميل

 Real بره وسريلۀ  ای پليمرراز، بيران ژن هيردروژناز    زنجيره
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Time PCR  .منظرور از پرايمرهرای    به اين نيز بررسي شد

. (2اسرررتفاده شرررد )جررردول    gapdhژن هيررردروژناز و 

در  Real Time PCR های دمايي مراحرل مختلرف  چرخه

درجرۀ   94دو مرحله انجام شد: واسرشت سرازی اولري در   

 94چرخره در دماهرای    45دقيقره و   2مردعت  سانتيگراد بره  

ثانيره و   40گرراد  جۀ سانتيدر 58دقيقه،  1درجۀ سانتيگراد 

ثانيره. پرس از آن، تحليرل     40مدعت درجۀ سانتيگراد به  72

 بودن واکنش استفاده شد. وب نيز برای تأييد اختصاصي

 .نتایج

هررای سيسررتماتيک، جلبررک   بررا توجعرره برره پررژوهش  

شررده بررر اسرراس خصوصرريات هرراهری )کررروی،  بررسرري

ايي ياخته، کلروپهست فنجاني و بدون تاژک( شناسر تک

 (.2تأييد شد )شکل  Chlorellaعنوان جلبک  و به

 
 40نمايي شکل ميکروسکوپي ريزجلبک با بزر  -2شکل 

کشرت  برای بررسري آلرودگي، ريزجلبرک در محريط    

کشت داده شد. پس از مدعت زمران دو هفتره    TAPجامد 

 های باکتری مشاهده شرد. از به همراه نمونۀ جلبکي کلوني

شران  به ساختار ديرواره  بز با توجعههای سکه جلبکآن جا 

هرا  به سطح بالای اشعۀ مراورای برنفش نسربت بره براکتری     

برررای ( Holzinger and et al., 2006هسرتند )  مقراوم 

سازی محيط از باکتری، ابتدا از اشعۀ مراورای برنفش   پاک

مترر مربعرع بره    ميکرووات بر ثانيه بر سرانتي  20000با تابش 

شررررد و در نهايرررررت از  دقيقرررره اسررررتفاده    20مرررردعت  

ليترر(  گرم بر ميليميلي 100سيلين )های آمپيبيوتيکآنتي

ليتررر( هنگررام تهيعررۀ گرررم بررر ميلرريميلرري 50و کانامايسررين )

زمان اسرتفاده شرد و از ايرن طرير      طور همکشت بهمحيط

 آلودگي باکتريايي از بين برده شد.

کشت مناسب، نتايج حاصرل  در مرحلۀ انتخاب محيط 

ليل واريانس نشان داد که اثر زمران و محريط کشرت    از تح

و رشررد ريزجلبررک  bکلروفيررل  ،aبررر ميررزان کلروفيررل 

دار اسررت درصرد معنري   1نرانومتر( در سررطح   680)جرذب 

 (.3)جدول 

 Chlorella جلبکريز درشده بررسيواريانس )ميانگين مربعات( زمان و محيط کشت از نظر سه صفت  تحليل -3 جدول
 

  اتمیانگین مربع

(680جذب )  منابع تغییر درجۀ آزادی aکلروفیل  bکلروفیل  
 زمان 7 301/5 ** 576/1** 134/0**
 محيط کشت 3 526/8** 349/0** 058/0**

 زمان× محيط کشت  21 034/1** 226/0** 020/0**

 اشتباه آزمايشي 31 003/0 024/0 0006/0

 (درصدضريب تغييرات )  115/4 961/20 498/12
 داردرصد و غير معني 1 دار در سطح احتمالترتيب اختهف معنيبه nsو  **

 مقايسررۀ ميررانگين رشررد ريزجلبررک در چهررار محرريط

 BBMکشررت کشررت مختلررف نشرران داد کرره محرريط    

برررالاترين ميرررزان توليرررد ترررودۀ زيسرررتي را در برررين      

 (.3 شکلهای ديگر دارد )کشتمحيط
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دار در دهندۀ نبودن اختهف معنري شده )حروف يکسان نشانکشت بررسيدر چهار محيط  Chlorellaک مقايسۀ ميانگين رشد ريزجلب -3شکل 

 ای دانکن انجام شده است(.درصد است که با آزمون چنددامنه 1سطح احتمال 

 b ( و4)شکل  aهمننين با مقايسۀ ميانگين کلروفيل 

 کشررت مختلررف، بررالاترين ( در چهررار محرريط5شررکل )

 برررای BBMکشررت  د کلروفيررل در محرريطميررزان توليرر

 bگرم در ليتر و کلروفيل ميلي 361/4برابر با  aکلروفيل 

دست آمد که اين نيرز   گرم در ليتر بهميلي 205/2برابر با 

جلبرک  برای کشت ريرز  BBMکشت  بودن محيطنشانۀ 

 شده است.بررسي

 
کننردۀ نبرودن اخرتهف    شده )حروف يکسران، بيران  کشت بررسي در چهار محيط Chlorellaدر ريزجلبک  aمقايسۀ ميانگين کلروفيل  -4شکل 

 ای دانکن انجام شده است(.درصد است که با آزمون چنددامنه 1دار در سطح احتمال معني
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ن اخرتهف  دهنردۀ نبرود  شده )حروف يکسان، نشانکشت بررسي در چهار محيط Chlorellaدر ريزجلبک  bمقايسۀ ميانگين کلروفيل  -5شکل 

 ای دانکن انجام شده است(.درصد است که با آزمون چنددامنه 1دار در سطح احتمال معني

تنهررا برره درجررۀ حرررارت و نررور  رشررد ريزجلبررک نرره

مناسب نياز دارد، بلکه موادع مغذّی در دسرترس و مقردار   

 کشت نيز تأثير مستقيم روی رشد دارد. آن در محيط 

ترايج تحليررل واريررانس  بهينرره، ن pHدر مرحلرۀ تعيررين  

جلبرک در  بر ميزان رشد ريز pHنشان داد که اثر زمان و 

 (.4دار است )جدول درصد، معني 1سطح 

 در جلبک شدهاز نظر صفت بررسي pHواريانس )ميانگين مربعات( زمان و  تحليل -4جدول 

  میانگین مربعات

(680) جذب  منابع تغییر درجۀ آزادی 

 زمان 7 0.1072 **

**0.1249 4 pH 

**0.0041 28 pH  ×زمان 

 اشتباه آزمايشي 39 0.0018

 (درصدضريب تغييرات )  19.509
 داردرصد و غير معني 1 دار در سطح احتمالترتيب اختهف معنيبه nsو  **

 pHبرا   BBMکشت  همننين مقايسۀ ميانگين محيط

اسرت   =8pHبهينرۀ رشرد    pHهای مختلف نشان داد که 

  (.6)شکل 
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درصد  1دار در سطح احتمال کنندۀ نبودن اختهف معني)حروف يکسان، بيان های مختلف pHبا  BBMکشت  ميانگين محيط ۀمقايس -6شکل 

 ای دانکن انجام شده است(.است که با آزمون چنددامنه

 s تحليرل  مولکولي ريزجلبرک از طرير    در بررسي

rDNA18  پس از استخراجDNA 7)شکل- (A،  ر تکثير

انجرام شرد و    s rDNA18کننردۀ  ژن کرد  و تعيين تروالي 

مربرروط روی ژل آگررارز برررده شررد   ژن PCRمحصررول 

 bp 1700(. انرردازۀ قطعررۀ تکثيرشررده حرردودB-7)شرکل  

  مشاهده شد.

 
 شده از نمونۀ جلبک:استخراج s rDNA18و  ژنومي DNAالکتروفورز ژل آگارز  -7 شکل

A باند مربوط به استخراج )DNA  وB) مربوط به 1،2،3 هایباندbp) 1700) s rDNA18 

  تعيين توالي محصرول  ،جنوبي هکر Bionee شرکت

PCR  با پرايمرهای راF  وR پرس از تعيرين   د. داانجام  را

در نهايررت، ريزجلبررک   NCBIترروالي و انطبررا  آن در  

 درصرررد را بررا ريزجلبرررک  100مررورد نظرررر، همسرراني   

Chlorella vulgaris  نرک جهراني ژن   نشران داد و در با

  ثبت شد. KU720636به نام 

پرررس از در مرحلرررۀ بررسررري بيررران ژن هيررردروژناز  

ژن هيردروژناز  تکثير  ،cDNA ساخت و RNAاستخراج 

ای پليمراز، انجرام شرد و   و ژن رفرنس با واکنش زنجيره

 .شد بردههای مربوط روی ژل آگارز ژن PCRمحصول 

مارشرده و  تي ۀدر نمونر هرم  باند مربوط به ژن هيردروژناز  

امرا   ،مشاهده شد bp 100 ۀشاهد در محدود ۀهم در نمون
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 ۀدهنرد تيمارشده نشان ۀبودن باند هيدروژناز در نمونقوی

. اسرررتافرررزايش بيررران ژن هيررردروژناز در ايرررن نمونررره 

 ۀشرردن بانررد مربرروط برره ژن هيرردروژناز در نمونررمشرراهده

که ژن هيدروژناز موجود در جلبک  دهدنشان مي شاهد

است و در شرايط طبيعي و  مقاوم به اکسيژن هشدبررسي

 (.8)شکل  شوددر حضور اکسيژن نيز بيان مي

 
و  (4تيمارشرده )  ۀنمونر  ،(2شراهد )  ۀ(، باند مربوط به ژن هيردروژناز: نمونر  1) bp 100دهندۀ توالي ژن هيدروژناز: نشان PCRمحصول  -8 شکل

 .(7، نمونۀ شاهد منفي )(5تيمارشده ) ۀنمون (3شاهد ) ۀنمون :(gapdh) رفرنس. باند مربوط به ژن (6نمونۀ شاهد منفي )

ای در تکميررل نترررايج حاصررل از واکرررنش زنجيرررره  

نيرز   Time PCRبره وسريلۀ   پليمراز، بيران ژن هيردروژناز   

 نشرانۀ  نيرز  روشآمرده از ايرن   دسرت بررسي شد. نتايج به

شرده نسربت بره    بهينهژن هيدروژناز در شرايط بيشتر بيان 

 Realتکثيرر واکرنش   هرای نمرودار  های شاهد بود.گروه

Time PCR  هرای شرکل ژن هيدروژناز و ژن رفرنس در 

 .است نشان داده شده (10)و  (9)

 
بر  (Ct) هآستان يکلآوردن سدستهب برایآستانه  خطّ .qPCRدر دستگاه  يدروژنازژن ه (amplification curves) يرتکث ينمودار منحن -9شکل 

حاصل برر   یها Ct. شد يمترس ،شده بودند يتميلگار مرحلۀوارد  ،و کنترل يمارت یهامربوط به گروه یهايمنحن ۀکه هم ييجا ينترنييپا یمبنا

 به وسيلۀنسبت به گروه کنترل  يماردر گروه ت يدروژنازژن ه ينسب يانب در نهايت،و  شدنرمال  spike DNAمربوط به  Ctو  cDNAغلظت  یمبنا

Ctژن رفرنس  یآمده برادستهب یهاgapdh  روش  باوPfaffl افزار در نرمREST 2009  محاسبه( شدPfaffl, 2001). 
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آمده در پژوهش حاضر ابتدا برای دست. ژن رفرنس هدف بهReal Time PCRدر دستگاه  gapdhنمودار منحني تکثير ژن رفرنس  -10شکل 

ژنومي انجام شد. در هر  DNA( برای کنترل آلودگي cDNAبه جای  RNAالگوقراردادن  با PCR)واکنش  RT-يابي شد. آزمون اطمينان توالي

Run،  دستگاهcDNA  متناهر برای ژن هدف )هيدروژناز( و ژن رفرنس به کار گرفته شد. در نهايت ازCtیها gapdh  در جايگاه کنترل داخلي

(internal control) .در بيان ژن هيدروژناز استفاده شد 

منحنرري  وب نشرران داد کرره تحليررل نتررايج  همننررين

تکثيرررر از هرررر گونررره  Real Time PCRواکرررنش 

به دور است )نتايج نيامرده   غيراختصاصي و پرايمر دايمر

 است(.

نتايج حاصل از بررسي تغييرات بياني ژن هيردروژناز  

بيران ژن   کمعري  افرزايش  دهنردۀ نشان RESTافزار در نرم

گرروه شراهد اسرت     نسربت بره   37/1به ميزان  هيدروژناز

 (.5)جدول 

 بيان ژن هيدروژناز کمعي نتايج بررسي تغييرات -5جدول 

بیاننسب   کارایی واکنز نوع ژن  نتیره 

79/0 هدف هيدروژناز  37/1  افزايش بيان 

gapdh 7527/0 خانه دار  00/1   

 

در پژوهش حاضرر بررای بيران ژن هيردروژناز، طبر       

گروگرد از محريط   ( 2001های ملريس و همکراران )  يافته

هرای سربز،   حذف شد. محروميت از گوگرد در جلبرک 

شردن از بيوسرنتز   سبب مانعپذير فتوسنتز به مهار برگشت

غيرر فععرال و    2شرود. فتوسيسرتم   ها را موجب ميپروتئين

شررود و شرررايط برررای بيرران ژن  هرروازی مرريمحرريط، برري

. ((Melis et al.,2001شررود هيرردروژناز فررراهم مرري 

( 2011وجعه به مطالعات رشريد و همکراران )  همننين با ت

مولار بره صرورت منبرع کرربن     ميلي 30از غلظت گلوکز 

هررا در محرريط کشررت برردون گرروگرد اسررتفاده شررد. آن  

مشاهده کردند که به نسبت کراهش گلروکز در محريط،    

شرود و اسرتفاده از   ميزان بيشتری از هيدروژن توليرد مري  

ر( مناسرب  مرولا ميلري  50و 40های بالای گلوکز )غلظت

شرده )منبرع غنري از    نيست؛ زيرا با توجعه به شرايط اعمال

هوازی( احتمال اين که مسير به سمت کربن و شرايط بي

بيوسررنتز چربرري پرريش رود وجررود دارد. همننررين برررای  
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يابي به بالاترين سرطح توليرد هيردروژن از چرخرۀ     دست

ساعت روشرنايي،   48 -ساعت تاريکي 24نوری متناوب 

د؛ زيرا در شدعت نور بالا با ايجاد مهار نروری،  استفاده ش

هروازی ايجراد   توليد اکسيژن کاهش و شرايط بالقوۀ بري 

هرای  شود. شدعت نور بالا، تخريب نشاسرته و پرروتئين  مي

شده در مرحلۀ يک )رشرد در شررايط هروازی( را     خيره

شرود؛ در نتيجره افرزايش توليرد هيردروژن را      موجب مي

مانرده در  ن، مصرف گروگرد براقي  دربردارد. عهوه بر اي

محيط در شدعت نور بالا نسبت به تاريکي، سريعتر اتّفرا   

 .((Melis et al., 2001افتد مي

 

 .بندی جمع

آمرده در پرژوهش حاضرر،    دسرت با توجعه به نتايج بره 

شررده بررر مبنررای جلبررک بررسرريمشررخصّ شررد کرره ريررز

 Chlorellaهررای سيسررتماتيک و مولکرروليپررژوهش

vulgaris ز جنبۀ توليد هيدروژن، قابل بررسي است.ا 

جلبرک برا توجعره بره تحليرل      شرايط بهينۀ رشرد ايرن ريرز   

اسرت. برا    =pH 8برا   BBMواريرانس، محريط کشرت    

بررسررري عملکررررد دسرررتگاه فتوبيوراکترررور و بيررران ژن  

وضرروح برره Real time PCRهيرردروژناز بررا روش 

شررده در شرررايط بهينررۀ  مشررخصّ شررد کرره ژن بررسرري  

بيرران بيشررتری دارد. از ايررن طريرر  صررحعت  شررده اعمررال

برودن  راکتور )از جنبۀ کنترل بسته عملکرد دستگاه فتوبيو

سيسررتم و کنترررل اثررر مهرراری گرراز اکسرريژن بررر بيرران ژن 

شرود برا   در نهايت پيشنهاد مري  هيدروژناز( نيز تأييد شد.

توجعه به عملکرد مناسب اين جلبک در توليد هيردروژن  

 ليد هيدروژن استفاده شود.زيستي، اين جلبک در تو

 

 .سپاسگزاری

پژوهش حاضر با حمايت مرالي معاونرت پرژوهش و    

 .فناوری دانشگاه زنجان انجام شد
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Abstract 

Biohydrogen production by biological processes are known as a renewable energy source. The aim of 

the investigation was to find and optimize the most appropriate medium for the algae growth to 

produce the maximum amount of hydrogen. First of all, the bioinformatics and biosystematics studies 

were taken for identifying the collected microalgae which was detected as Chlorella with the 

following features: spherical appearance, spent protozoan, Cup-shaped chloroplast with no flagella. 

On the other hand, the molecular analysis by PCR and 18S sequence typing of interested microalgae 

demonstrated 100% similarity to that well known sequences for Chlorella vulgaris. Second, we 

assessed some culture media including BBM, Chu10, TAP, and Sorokin and Krauss for optimum 

growth conditions for Chlorella vulgaris. In general, our results showed that BBM medium had the 

highest efficiency for producing microalgae biomass under following conditions: pH=8, temperature 

of 30 ° with 16 to 8 h light to darkness periods ratio.Third, we designed a more efficient photo-

bioreactor apparatus toward inducing more powerful bio-hydrogen production by hydrogenase enzyme 

activity of our given microalgae. Then, the performance of the apparatus as well as the gene 

expression was scrutinized under different conditions (light, pH, sulphorous, etc.). For this, after 

extracting RNA and constructing cDNA, hydrogenase gene was amplified with PCR and the product 

was evaluated by agarose gel. However, the relative expression of the gene measured by Real Time 

PCR showed the influence of light, pH and sulphourous on the expression as compared with control. 

Key words: Optimization, Gene expression, Chlorella vulgaris, Real Time PCR, Hydrogenase. 
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