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Microalgae are microscopic algae found in a wide range of habitats including freshwater and 
marine systems. Over the last decades, biotechnological processes based on microalgae have 
been receiving increasing interest due to their potential to produce large quantities of valuable 
products used as human food supplements, pharmaceuticals and animal feed. Microalgae 
have also been proved as an efficient and cost-effective platform for recombinant protein 
production. Most progress in this field has been achieved using Chlamydomonas reinhardtii, 
a photosynthetic unicellular alga which has been mostly considered as a model organism in 
different studies. High growth rate, ease of cultivation, well-established genetics and the ability 
to perform post-translational modifications are the most beneficial attributes that have made 
C. reinhardtii an attractive system for the expression of recombinant proteins. In this review, 
we focus on C. reinhardtii as a novel platform for the development of advanced recombinant 
products and compare them with other commonly used expression systems. We also present 
a comprehensive overview of its structure, life cycle, culture systems, and media in detail and 
then discuss the strategies for engineering its three different genomes to produce recombinant 
cells. Finally, algal culture collections in the world are introduced.
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  انریا

  
  چکيده

های مختلف علمی و صنعتی و  ها در زمینه با توجه به کاربرد گسترده پروتئین
صرفه آنها از منابع طبیعی، بهترین راه چاره  به عدم امکان استخراج بهینه و مقرون

های پیچیده زیستی استفاده از  برای دستیابی به منبعی نامحدود از این مولکول
های حاصل در  های گذشته پیشرفت ت. طی دههتکنولوژی پروتئین نوترکیب اس
ورزی موجودات مختلف منجر به توسعه شمار  زمینه مهندسی ژنتیک و دست

صورت محلول  ها به های بیانی برای تولید انواع مختلف پروتئین زیادی از سیستم
های بیان برای  ترین سیستم و فعال زیستی شده است. امروزه یکی از مطرح

ها گروه بزرگی از  ها هستند. ریزجلبک ای نوترکیب، ریزجلبکه تولید پروتئین
های آبی زندگی  موجودات فتوسنتزکننده میکروسکوپی هستند که در اکوسیستم

سلولی و  ، ریزجلبک یوکاریوتی تک(Chlamydomonas reinhardtii) رینهارتی کلامیدوموناسها در این زمینه با استفاده از  کنند. بیشتر پیشرفت می
عنوان موجود مدل حاصل شده است. در این مطالعه ابتدا  وسنتزکننده، بهفت

مورد  رینهارتی کلامیدوموناسهای بیانی مختلف و مزایای سیستم  سیستم
 بررسی قرار گرفته، سپس به شرح تفضیلی ساختار و چرخه زندگی این جلبک

و ای، کلروپلاستی  های موجود برای مهندسی هر سه ژنوم هسته استراتژی
ها و محیط  های نوترکیب و انواع سیستم منظور تولید سویه میتوکندریایی آن به

های مورد نیاز برای کشت آن پرداخته و در پایان مراکز کشت و نگهداری  کشت
  کنیم. در جهان را معرفی می رینهارتی کلامیدوموناسها، از جمله  ریزجلبک
  سازی وترکیب، همسانهریزجلبک، مهندسی ژنتیک، پروتئین ن ها: کلیدواژه

  
  ۴/۹/۱۳۹۶ تاريخ دريافت:
  ۸/۱۲/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:

  ofoghi@irost.irنويسنده مسئول: *
  

  مقدمه
ای در صنعت و داروسازی دارند. در ابتدا  هاکاربرد گسترده پروتئین

سازی پروتئین از منابع طبیعی  تولید پروتئین به روش خالص
آمد.  شمار می بر به و زمانگرفت که فرآیندی سخت، گران  صورت می

، بویر هربرتو  استنلی کوهنتوسط  DNAسازی  با اختراع همسانه
مهندسی ژنتیک که امکان انتقال سریع و راحت ژن میان انواع 

. [1]سازد، پا به عرصه حیات گذاشت های زیستی را فراهم می گونه
 های نوترکیب این کشف منجر به توسعه و تولید انواعی از پروتئین

 FDAبا کاربردهای صنعتی و درمانی شد. اولین داروی مورد تایید 
نوترکیب تولید شد، انسولین  DNAکه با استفاده از تکنولوژی 

. [2]تولید شد و توسعه یافت ۱۹۸۲در  الی لیلیانسانی بود که توسط 
های نوترکیب  با ورود به هزاره سوم تقاضای جهانی برای پروتئین

های جدید براساس  پیدایش درمان شدت افزایش یافت. به
هایی با  های نوترکیب انسانی و افزایش نیاز به پروتئین پروتئین

برنده در توسعه  کاربرد تشخیصی و صنعتی، نیروی اصلی پیش
صرفه برای تولید  به های بیانی جدید، ایمن و مقرون میزبان
های زیستی نسبت به انواع  های نوترکیب بود. پروتئین پروتئین

تر عمل کرده  یمیایی از مزایای بسیاری برخوردارند، زیرا اختصاصیش
های هدف دارند که این امر  ها و بافت و تاثیر بیشتری بر سلول

منجر به کاهش اثرات سوء دارو و در مقابل بهبود روند درمان 
ها پایدار  شود که پروتئین شود. البته این اثرات زمانی دیده می می

های  ردی و فعال زیستی خود باشند. پیشرفتبوده و در شکل عملک
نوترکیب منجر به توسعه شمار زیادی از  DNAاخیر در تکنولوژی 

های زنده و موجودات شده  های بیانی بر پایه انواع سلول سیستم
سازی  است. اولین مرحله در تولید پروتئین نوترکیب، همسانه DNA ی هدف، سپس بیان و تولید پروتئین در سیستم بیان

ها،  های بیانی شامل باکتری منتخب است. انواع مختلف سیستم
های پستانداران و حشرات، گیاهان،  ها، سلول مخمرها، کپک

ها و حیوانات ترانسژنیک است. درصد استفاده از هر کدام از  جلبک
های بیانی مختلف در تولید مواد دارویی زیستی در  این سیستم

. کیفیت پروتئین، عملکرد، [4 ,3]نشان داده شده است ۱نمودار 
ترین فاکتورهایی هستند که  سرعت تولید و میزان محصول از مهم

در هنگام انتخاب سیستم بیانی مناسب برای تولید پروتئین 
های  های انواع سیستم نوترکیب باید مد نظر قرار گیرند. ویژگی

شود  طور که دیده می . همان[5]مقایسه شده است ۱بیانی در جدول 
؛ جدول ۱سیستم بیانی مزایا و معایب خاص خود را دارد (نمودار  هر
۱.(  
  

  
های بیانی مختلف در تولید مواد  درصد استفاده از هرکدام از سیستم )۱نمودار 

  [4 ,3]دارویی زیستی
  

 [5]های بیانی مقایسه انواع سیستم )۱جدول 
سلول   مخمر باکتری  ها ویژگی

پستانداران
حیوانات 
  ترانسژنیک

هان گیا
  ترانسژنیک

  طولانی  طولانی  طولانی  متوسط  کوتاه  زمان تولید مدت
  کم  زیاد  زیاد  متوسط متوسط  هزینه تولید

هزینه افزایش 
  کم  زیاد  زیاد  زیاد  زیاد  مقیاس

 ارزان  گران  گران  ارزان  ارزان  هزینه نگهداری
دمای نگهداری 

نیتروژن   -C٢٠°  -C٢٠°  محصول
  مایع

نیتروژن 
دمای اتاق  مایع

  آسان  پذیر امکان  سخت  آسان  آسان  تکثیر

گاهی انجام   درست  درست نادرست  ندارد  قندگذاری
  شود می

تغییرات پس از 
تا   خیر  ترجمه

  بله  بله  بله حدودی

های  تولید پروتئین
  بله  بله  خیر  خیر  خیر  چندزیرواحدی

متوسط/   زیاد متوسط  میزان محصول
  زیاد  زیاد  زیاد

احتمال خطر 
(آلودگی با 

 های انسانی) وژنپات
  نامعلوم  بله  بله نامعلوم  بله

  متوسط  زیاد  متوسط  متوسط  کم  مسایل اخلاقی
  بالا  بالا  متوسط نامعلوم  پایین  سطح ایمنی

  
های  با توجه به مزایای گسترده گیاهان نسبت به سایر سیستم

ها و سایر  بیانی، طی چند دهه گذشته برای تولید پروتئین
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. با [9-6]ای از آنها شده است ده گستردهمحصولات نوترکیب استفا
های خاص خود را  این وجود این سیستم نیز معایب و محدودیت

توان به موارد ذیل اشاره نمود: رشد اکثر  دارد که از جمله آنها می
گیاهان کند است، احتمال شارش ژن بین محصولات گیاهی وجود 

جر به کاهش دستی پردازشگران بوده و من دارد، فرآیندهای پایین
ها جایگزین  شود. ریزجلبک کیفیت و میزان محصول نوترکیب می

های گیاهی در زمینه تولید محصولات نوترکیب  مناسب سیستم
عنوان منبعی برای استخراج  ها، به . از دیرباز ریزجلبک[10]هستند

مواد طبیعی موثر و باارزش، مورد توجه بسیاری از صنایع 
عنوان  ها به های اخیر استفاده از ریزجلبک . طی دهه[12 ,11]اند بوده

های نوترکیب مورد بحث  صرفه برای تولید پروتئین به میزبانی مقرون
دلیل چرخه زندگی ساده، ژنوم  و بررسی بسیاری قرار گرفته است. به

این ها در  بیشتر پیشرفت (Chlamydomonas reinhardtii) کلامیدوموناس رینهاردتیشده و کشت آسان  شناخته
زمینه، روی این ریزجلبک انجام شده است. مزایای اصلی 

عنوان سیستم بیانی شامل موارد زیر  به کلامیدوموناس رینهاردتی
  :[15-13]است
های نوترکیب در مدت  ) فرآیند انتقال ژن هدف ساده بوده و سویه۱

  شوند. هفته تولید می ۶تا  ۴کوتاهی حدود 
بوده و دستیابی به یک تراکم ) سرعت رشد، تقسیم و تکثیر بالا ۲

زمان کوتاهی میسر  سلولی بالا در نور و هوادهی مناسب در مدت
  شود. می
ها به نسبت ساده بوده نیازهای غذایی آنها  ) کشت این جلبک۳

صرفه  به محدود است. بنابراین افزایش مقیاس کار آسان و مقرون
ک، است. علاوه بر این امکان کشت آن به سه صورت فتوتروفی

  هتروتروفیک و میکسوتروفیک وجود دارد.
  ) توانایی اعمال بسیاری از تغییرات پس از ترجمه را دارد.۴
خوبی  ای، کلروپلاستی و میتوکندریایی آن به ) هر سه ژنوم هسته۵

منظور تولید  شناخته شده و امکان مهندسی هر سه ژنوم به
  های نوترکیب میسر است. سلول
ای برای بیان ژن  شده نشانگرهای شناختهها و UTR) پروموترها، ۶

منظور یافتن قدرتمندترین  هدف وجود دارند؛ هر چند مطالعات به
  پروموترها هنوز ادامه دارد.

شود. این ویژگی مزیت بسیار  ) از موجودات ایمن محسوب می۷
عنوان  مهمی بوده زیرا امکان استفاده از کل سلول نوترکیب را به

  سازد. واکسن خوراکی میسر میماده غذایی، دارو یا 
  های انسانی وجود ندارد. ) احتمال آلودگی آن با پاتوژن۸
) احتمال شارش ژن بین گیاهان، خصوصاً زمانی که در ۹

  های بسته کشت داده شود، وجود ندارد. فتوبیوراکتورها و سیستم
  کلامیدوموناس رینهاردتیریزجلبک سبز 

مورد  رینهاردتی دوموناسکلامیهای گذشته ریزجلبک سبز  طی دهه
به این جلبک مطالعه و بررسی بسیاری قرار گرفته است. مطالعه 

های سلولی مانند  ها، تشکیل ساختارها و اندامک درک تکامل سلول
های سلولی  تاژک، کلروپلاست و میتوکندری و بسیاری از فعالیت

ها مانند حرکت و رشد سلولی، تولیدمثل، فتوسنتز و  در یوکاریوت
نفس سلولی و نیز شناخت ژنتیک سلول کمک شایانی کرده است. ت

کلامیدوموناس های گذشته پتانسیل  علاوه بر این، طی دهه
در زمینه تولید سوخت و انرژی مانند هیدروژن و متان  رینهاردتی

ها و سایر  ها، واکسن ها، پروتئین زیستی و بیان نوترکیب آنزیم
عه بسیاری قرار گرفته است. محصولات نوترکیب مورد توجه و مطال

ها بوده اما  بندی، این ریزجلبک متعلق به یوکاریوت از نظر رده
های سبز و گیاهان دارای پلاستیدی با منشا  مشابه سایر جلبک

پلیمراز موجود در کلروپلاست RNAها و  پروکاریوتی است. ریبوزوم
باکتریایی های  ها مشابه اپران مشابه انواع باکتریایی بوده و اکثر ژن

بندی  . رده[17 ,16]اند سیسترونی سازمان یافته صورت واحدهای پلی به
نشان داده  ۲در جدول  (http://www.MetaMicrobe.com) کلامیدوموناس رینهاردتی

  شده است.
  

  کلامیدوموناس رینهاردتیبندی  رده )۲جدول 
  گیاهان  فرمانرو (سلسله)

  گیاهان سبز  زیرفرمانرو (زیرسلسله)
Infrakingdom  جلبک سبز - کلروفیتا  

  algues vertes - جلبک سبز - کلروفیتا  دسته
  Chlorophytina  زیردسته

  Chlorophyceae  رده
  کلامیدومونادالس  راسته
  کلامیدوموناسه  خانواده
  کلامیدوموناس  جنس
  کلامیدوموناس رینهاردتی  گونه

  
  کلامیدوموناس رینهاردتیشناسی  ریخت

شکلی است که  سلولی بیضی موجود تک کلامیدوموناس رینهاردتی
میکرومتر طول داشته، دارای چند میتوکندری، دو تاژک ۲۰تا  ۱۰

گیری، یک پیرنوئید بزرگ برای تثبیت  رکت و جفتقدامی برای ح CO2یابی در هنگام شنا  ، یک لکه چشمی حساس به نور برای جهت
و یک کلروپلاست دارای دستگاه فتوسنتز و محلی برای انجام 

کلامیدوموناس تک کلروپلاست مسیرهای متابولیکی مهم، است. 
م سلول را % حج۶۰تا  ۴۰هسته را احاطه کرده و حدود  رینهاردتی
دیواره سلولی این جلبک اساساً متشکل از . [18]کند اشغال می

پرولین بوده و هیچ سلولزی  های غنی از هیدروکسی گلیکوپروتئین
  ).۱(شکل  [19]در ساختار آن وجود ندارد

  

  
  کلامیدوموناس رینهاردتیساختار سلولی  )۱شکل 

  
  کلامیدوموناس رینهاردتیژنوم 

ای، کلروپلاستی و  دارای سه ژنوم هسته تیکلامیدوموناس رینهارد
ترین ژنوم است. این ژنوم  ای بزرگ میتوکندریایی است. ژنوم هسته

 ۱۷ژن داشته، متشکل از  ۱۵۰۰۰باز و  میلیون جفت۱۱۰تا  ۱۰۰حدود 
های هسته از  %) است. وراثت ژنGC )۶۵کروموزوم بوده و غنی از 



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــی افق دهیحمو  زیر شبنم شمع ۲۱۴

  ۱۳۹۸، بهار ۲، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                                        مدرس تربیت دانشگاه فناوری زیست

گیرد.  ری صورت میهای مندلی بین گامت مادری و پد طریق کراس
کامل  ۲۰۰۷در سال  کلامیدوموناس رینهاردتیتعیین توالی ژنوم 

  .[20 ,19]شد
شود.  کلروپلاست ژنوم خاص خود را داشته که پلاستوم نامیده می

ژن  ۹۹باز و  کیلوجفت۲۰۰حلقوی متشکل از حدود  DNAپلاستوم 
سد. ر %) بوده و تنها از گامت مادر به ارث میAT )۶۶است، غنی از 

. [21]دهد تکراری تشکیل می DNA% توالی پلاستوم را ۲۰
پلوئیدی داشته و  حالت پلی کلامیدوموناس رینهاردتیکلروپلاست 

  .[22]شود کپی یکسان از پلاستوم در آن دیده می ۸۰تا  ۵۰حدود 
 ۱۲باز و  جفت۱۶ژنوم میتوکندریایی کوچک و خطی بوده و حدود 

  .[23]رسد ت پدری به ارث میژن دارد. ژنوم میتوکندری از گام
  کلامیدوموناس رینهاردتی چرخه زندگی

صورت دو نوع جفت  هاپلوئید بوده و به کلامیدوموناس رینهاردتی
وجود دارد. این دو نوع  (-mt)و  (+mt)متمایز از نظر ژنتیکی 

صورت غیرجنسی از طریق تقسیم دوتایی تکثیر یافته و در  سلول به
کنند. کمبود نیتروژن منجر به  طی می زمان نیاز چرخه جنسی را

های مخالف شده و سلول دیپلوئید (زیگوسپور)  گیری گامت جفت
شود. زیگوسپور دیواره خارجی بسیار محکمی داشته که  تشکیل می

کند. زمانی که  از آن در مقابل شرایط نامساعد محیطی محافظت می
ز انجام سطح نیتروژن به حالت عادی برگردد، تقسیم جنسی یا میو

شود  شده و چهار سلول هاپلوئید (دو تا از هر جفت) ایجاد می
  .[19]) ۲(شکل 

  

  
  است. mateمخفف واژه  mt؛ کلامیدوموناس رینهاردتیچرخه زندگی  )۲شکل 

  
  کلامیدوموناس رینهاردتیمهندسی ژنتیک 

موجودی مدل برای انجام مطالعات جامع  کلامیدوموناس رینهاردتی
های  ژنتیک و نیز میزبان بیانی برای بیان ژن در زمینه مهندسی

های گذشته، تحقیقات  ها است. طی سال هدف خارجی در ریزجلبک
های موثر و  ای روی این جلبک انجام شده و روش گسترده

ای،  قدرتمندی برای مهندسی ژنتیکی هر سه ژنوم هسته
کلروپلاستی و میتوکندریایی آن ابداع شده است. با وجود پیشرفت 

منظور تولید  های حاصل، مهندسی ژنوم میتوکندری به موفقیت و
مزایا و معایب  ۳محصولات نوترکیب رایج نیست. در جدول 

های  منظور تولید سلول ای و کلروپلاستی به ژنوم هستهمهندسی 
  اند. نوترکیب با یکدیگر مقایسه شده
  ای انتقال ژن هدف به ژنوم هسته

ذشته، انتقال ژن هدف به ژنوم طی دو دهه گروش انتقال: 
گسترده مورد مطالعه قرار  طور به کلامیدوموناس رینهاردتیای  هسته

ای (بیولیستیک)،  های مختلفی شامل بمباران ریزذره گرفته و روش
زدن در  ای، هم پلاسمیدی و ذرات شیشه DNAورتکس در حضور 

و ، الکتروپوریشن silicon carbide whiskersو  DNAحضور 
ودگی با آگروباکتریوم برای انتقال ژن هدف به داخل سلول آل

ها، ورتکس جلبک و  . از میان تمام این روش[28-26]اند توسعه یافته DNA دلیل عدم نیاز به تجهیزات خاص  ای به در حضور ذرات شیشه

و هزینه کم روش ارجح و مقدم است. در این فرآیند عمل سایشی 
وقتی در دیواره و غشای سلول ذرات شیشه باعث ایجاد منافذ م

شود. کارآیی این  هدف وارد سلول می DNAگشته که از طریق آنها 
های فاقد دیواره  یافته یابد که از جهش روش زمانی افزایش می

به  DNA. یک مشکل اصلی در انتقال [29]کند را تسهیل می DNAسلولی یا دارای نقص در دیواره استفاده شود زیرا نبود دیواره ورود 
ای نبود امکان نوترکیبی همولوگ بوده که منجر به ورود  ژنوم هسته
شود. در نتیجه  صورت تصادفی در داخل ژنوم می ژن هدف به

منظور جداسازی انواعی با  های حاصل به یافته غربالگری جهش
بر  بیشترین میزان بیان پروتئین هدف کاری بس دشوار و زمان

  خواهد بود.
  ای مورد استفادهپروموترها و مارکره

ای تاثیرگذار هستند که از  های هسته فاکتورهای مختلفی بر بیان ژن
. بر این اساس [30]توان در بیان ژن هدف استفاده کرد آنها می

منظور بیان موثر ژن هدف  پروموترها و نشانگرهای مختلفی به
  اند. ترتیب، ذکر شده ، به۵و  ۴های  اند که در جدول توسعه یافته

  
ستی ای و کلروپلا مقایسه مزایا و معایب مهندسی ژنوم هسته )۳جدول 

  کلامیدوموناس رینهاردتی
مهندسی ژنتیک 
کلامیدوموناس 
  رینهاردتی

  ها محدودیت  مزایا

  اعمال تغییرات پس از ترجمه - [24 ,15]ای ژنوم هسته
  قندگذاری - 

ورود ژن هدف به ژنوم  - 
صورت تصادفی انجام  به

شده که منجر به اعمال 
ژنیک و  اثرات اپی

  شود. خاموشی ژن می
رده ساختار ژنوم فش - 

بوده و مهندسی آن را 
  سازد. دشوار می

میزان محصول  - 
  نوترکیب کم است.

  [25 ,15 ,1]ژنوم کلروپلاستی

صورت هدفمند از طریق  ژن به - 
نوترکیبی همولوگ وارد ناحیه 

خاصی از ژنوم کلروپلاست 
  شود. می

  خاموشی ژن وجود ندارد. - 
امکان بیان چندین ژن به طور  - 

وجود  همزمان به صورت اپران
  دارد.

انتقال ژن هدف و مهندسی  - 
تر بوده و از  ژنتیک پلاستوم ساده
آنجایی که هر سلول 

فقط  کلامیدوموناس رینهاردتی
یک کلروپلاست دارد دستیابی به 

های هموپلاسم و بیان  سویه
  یکنواخت آسان است.

بیان قدرتمند بوده و میزان  - 
  محصول نوترکیب بالا است.

ها و  چپرونکلروپلاست دارای  - 
سولفید ایزومرازهایی است که  دی

به تاخوردگی صحیح 
های پیچیده کمک  پروتئین

  کند. می
عنوان اتاقکی از  کلروپلاست به - 

محصول نوترکیب در برابر 
پروتئازهای سلولی محافظت 

  کند. می

قندگذاری انجام  - 
  شود. نمی
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ای در بیان ژن هدف در  ای مورد استفاده پروموترهای هسته )۴ جدول
  کلامیدوموناس رینهاردتی

مرجع  توضیحات  منبع  پروموتر
cyc6 سیتوکروم   کلامیدوموناس رینهاردتیc6 [31] 
psaD  پروتئین کمپلکس فتوسیستم   کلامیدوموناس رینهاردتیI  [32] 

hsp70A 70رارتی پروتئین شوک ح  کلامیدوموناس رینهاردتیA  [33] 
nia1  [34]  ردوکتاز نیترات  کلامیدوموناس رینهاردتی 
cop  کلامیدوموناس رینهاردتی  Chlamyopsin  [35] 

rbcs2  کلامیدوموناس رینهاردتی  
Small subunit of ribulosebisphosphat carboxylase 

[36] 

CaMV 
35S  

Cauliflower mosaic 
virus  

Cauliflower mosaic virus 35S  [37] 
Nos  [38]  سنتاز نوپالین  کلامیدوموناس رینهاردتی 

Nos 
فشنس  آگروباکتریوم تومه

(Agrobacterium 
tumefaciens)  

Nopaline synthase fromAgrobacterium 
tumefaciens 

[38] 

-2-tubβ [30]  توبولین- ٢-بتا  کلامیدوموناس رینهاردتی 
  

ای  ژن هدف به ژنوم هستهنشانگرهای مورد استفاده در انتقال  )۵جدول 
 کلامیدوموناس رینهاردتی

ژن 
مرجع  اساس گزینش  محصول ژن  نشانگر

Ble  
پروتئین اتصالی 
 [39 ,36]  مقاومت به زئوسین/فلئومایسین  فلئومایسین

aphVIII
 - ٣´آمینوگلیکوزید 

 [40]  مقاومت به پارومومایسین  ترانسفراز فسفو

aadA  
 - ٣´آمینوگلیکوزید 

  فرازترانس آدنیلیل
مقاومت به  

 [41] اسپکتینومایسین/استرپتومایسین

aph7  
آمینوگلیکوزید 
 [42]  مقاومت به هیگرومایسین  فسفوترانسفراز

CRY1-1 
پروتئین ریبوزومی 

  [44 ,43]  مقاومت امتین  S14سیتوسولیک 

GAT  
فسفات  گلی

 [45]  فسفات مقاومت به گلی  آمینوترانسفراز

ALS  [46]  سولفومتورون به متیلمقاومت   استولاکتات سنتاز 
NIT1  [47]  رشد در حضور نمک نیترات  ردوکتاز نیترات 

ARG7  [49 ,48]  رشد در عدم حضور آرژینین  لیاز آرجینیوسوکسینات  
NIC7  [50]  رشد در عدم حضور نیکوتینامید  سنتار کوئینولینات 

OEE1  Oxygen-evolving enhancer protein1  [51]  رشد فتواتوتروفیک 

  
  قش اینترونن

ها برای بیان موثر و فعال  اند که حضور اینترون ها نشان داده بررسی
ضروری است.  کلامیدوموناس رینهاردتیای در  های هسته اکثر ژن

های خودی باشد زیرا حذف  اگرچه ژن هدف نباید دارای اینترون
پذیر نیست.  ها طی فرآیند پیرایش امکان صحیح این اینترون

های همولوگ طراحی  ی از ژن هدف به همراه اینترونبنابراین ترکیب
  .[52]ای است منظور بیان موثر هسته آلی به ایده
  های ژن هدف سازی کدون بهینه

های ژن هدف و میزبان بیانی با یکدیگر  معمولاً فراوانی کدون
های مورد استفاده  های سازگار با کدونtRNAمتفاوت هستند. نبود 

گیری اسیدهای آمینه اشتباه در رشته و در ژن هدف منجر به قرار
شود. یک روش  پپتیدی می شدن زنجیره پلی ترجمه ناقص و کوتاه

سازی ژن هدف بوده که  موثر برای کاهش یا حذف این مشکل بهینه
های غالب میزبان بیانی  های نادر ژن هدف با کدون در آن کدون
وانی های ژن هدف براساس فرا سازی کدون شوند. بهینه عوض می
ای یک روش موثر در افزایش میزان بیان  های ژنوم هسته کدون

% موارد ۸۵بوده و تقریباً در  GCای غنی از  است. ژنوم هسته

سازی ژن بر خاموشی  . بهینه[53]است Cیا  Gنوکلئوتید سوم کدون 
برداری نیز بسیار  برداری و تغییرات پس از نسخه ژن در مرحله نسخه

  .[54]موثر است
  کلامیدوموناس رینهاردتیل ژن هدف به کلروپلاست انتقا

از معدود موجوداتی است که  کلامیدوموناس رینهاردتیاز آنجایی که 
خوبی مطالعه و بررسی شده است،  انتقال کلروپلاستی در آن به

عنوان موجود مدل برای مطالعات مولکولی و ژنتیکی ژنوم  به
کلروپلاست محل  کلروپلاستی انتخاب شده است. علاوه بر این،

انجام بسیاری از مسیرهای بیوسنتزی مهم بوده و جایی است که 
شوند.  های غشایی در آن ذخیره می های محلول و پروتئین پروتئین

بنابراین این اندامک محل مناسبی برای سنتز و تجمع محصولات 
ای، ورود  . برخلاف انتقال هسته[55 ,26 ,22]نوترکیب ارزشمند است

پلاستوم از طریق نوترکیبی همولوگ بوده و انتقال  ژن هدف به
شود (شکل  صورت دقیق به محل خاصی درون پلاستوم انجام می به
هدف باید  DNAمنظور انجام نوترکیبی و انتقال پایدار ژن،  ). به۳

صورت دنباله در دو طرف  های همولوگ با پلاستوم به دارای توالی
باز در هر  کیلوجفت ها حدود یک طور معمول این توالی خود باشد. به

تر نیز  های کوتاه . با این وجود با توالی[56]سمت ژن هدف هستند
به ارث  (+mt)انتقال موثر صورت گرفته است. پلاستوم تنها از مادر 

گیری از بین  طی فرآیند جفت (-mt)رسیده و پلاستوم پدر 
صورت اپران  بهتوانند  های ژنی می . علاوه بر این، گروه[57 ,18]رود می

وارد پلاستوم شده و هیچ اثر خاموشی ژنی بر آنها اعمال 
شرح داده  ۳طور کامل در جدول  . مزایای کلروپلاست به[17]شود نمی

  ).۳شده است (شکل 
  

  
 کلامیدوموناس رینهاردتیانتقال ژن هدف به کلروپلاست  )۳شکل 

  
  تیکلامیدوموناس رینهاردهای انتقال ژن به کلروپلاست  روش
کلامیدوموناس ترین روش برای انتقال ژن هدف به کلروپلاست  رایج

-PDSای بوده که در اکثر موارد از دستگاه  مباران ریزذره رینهاردتی



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــی افق دهیحمو  زیر شبنم شمع ۲۱۶

  ۱۳۹۸، بهار ۲، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                                        مدرس تربیت دانشگاه فناوری زیست

1000/He شود. قبل از  برای انجام این انتقال استفاده می
باید روی محیط کشت  کلامیدوموناس رینهاردتیهای  بمباران، سلول

د. دستگاه بمباران با استفاده از فشار بالای جامد پخش و ثابت شون
شده روی ذرات طلا یا تنگستن را به سمت  ثبیت DNAهلیوم 
که در فشار  کلامیدوموناس رینهاردتیشده  های ثابت سلول
کند. از این تکنیک برای  اتمسفری قرار دارند، شلیک می ساب
  .[59 ,58]توان استفاده کرد های دارای دیواره نیز می سویه

فاکتورهای مختلفی شامل نوع، اندازه، سرعت ذرات، فاصله تا 
های هدف بمباران، خطی یا  شده، تعداد سلول های تثبیت سلول
هدف همگی در  DNAبودن پلاسمید نوترکیب و غلظت  حلقوی

بهبود و افزایش کارآیی انتقال ژن با استفاده از این تکنیک نقش 
دست و یکنواخت هستند و  یک دارند. ذرات طلا از نظر شکل و اندازه

دهند. حداکثر انتقال پایدار  با سایر مواد واکنش شیمیایی نمی
شود که ریزترین ذرات طلا مورد استفاده قرار  زمانی حاصل می

گیرند، احتمالاً به این دلیل که سلول دچار آسیب کمتری شده و 
ندازه یابد. در مقابل ذرات تنگستن از نظر شکل و ا تر بهبود می سریع

توانند  نامنظم و ناهمگن بوده، گاهی برای سلول سمی هستند و می DNA  هدف متصل به خود را مرور زمان تجزیه کنند. مزیت ذرات
  .[59 ,58]تر بودن آنها است تنگستن به طلا ارزان

با وجود کارآیی بالای این روش، قیمت بالای دستگاه بمباران و 
تر و  های ساده مواد مورد استفاده باعث شد تا روش

تری پیشنهاد شوند. روش جایگزین بمباران  صرفه به مقرون
های فاقد دیواره  زدن سوسپانسیونی از سلول ای، هم ریزذره

ای با  و ذرات شیشه DNA(پروتوپلاست) یا دارای نقص در دیواره، 
رسد در اثر عمل فرسایشی ذرات  استفاده از ورتکس است. به نظر می

شوند  وی سلول و غشای کلروپلاست ایجاد میای منافذی ر شیشه
شوند. در این  به کلروپلاست می DNAکه موجب ورود مستقیم 
عنوان سد فیزیکی عمل کرده و مانع ورود  روش دیواره سلولی به DNA توان از طریق جهش یا هضم  شود. دیواره سلولی را می می

گیری  فتآنزیمی با استفاده از اتولیزین (آنزیمی که طی فرآیند ج
طور که گفته شد کلروپلاست  .همان[60]فعال است) از بین برد
کپی از پلاستوم است و برای  ۸۰دارای  کلامیدوموناس رینهاردتی

کپی باید نوترکیب  ۸۰های هموپلاسم تمام این  دستیابی به سویه
  شوند.

  نشانگر انتخاب
شده با استفاده از  های ترانسفورم طور معمول گزینش سویه به
بیوتیکی  های باکتریایی که موجب ایجاد مقاومت نسبت به آنتی نژ

های  دلیل مسایل و نگرانی . به[62 ,61]گیرد شوند، صورت می خاص می
های باکتریایی  زیستی و ایمنی و امکان انتقال ژن به جنس

بیوتیکی در محصولات تجاری  استفاده از چنین نشانگرهای آنتی
ها و  لاش شده است تا روشنامطلوب است. به همین دلیل ت

هایی جایگزین شوند که با محیط زیست و طبیعت سازگار  استراتژی
واسطه جهش  بیوتیکی به باشند از جمله ایجاد مقاومت آنتی

، احیای قدرت فتوسنتزی با [63]های کلروپلاستی ای در ژن نقطه
های  یافته های فتوسنتزی که باعث تبدیل جهش استفاده از ژن
و نشانگرهای  [61]شوند زی به انواع فتوتروف میغیرفتوسنت

های اگزوتروف به انواع  یافته متابولیکی که باعث احیای جهش
آمینوترانسفراز  اورنیتین . برای مثال استیل[64]شوند پروتوتروف می (ARG9)  یک آنزیم ضروری در مسیر متابولیکی آرژینین است که

و سپس به کلروپلاست کد شده  کلامیدوموناس رینهاردتیدر هسته 
اگزوتروف بوده و تنها قادر  ARG9های  یافته شود. جهش منتقل می

آرابیدوبسیس تالیانا  ARG9به رشد در حضور آرژینین هستند. ژن 

بوده و بیان  A/Tغنی از  کلامیدوموناس رینهاردتیمشابه پلاستوم 
منجر به بازیابی سنتز  ARG9های  یافته آن در کلروپلاست جهش

های اگزوتروف به انواع پروتوتروف  یافته نین و احیا جهشآرژی
. نشانگرهای انتخاب برای انتقال ژن هدف به [64 ,53]شود می

  اند. ذکر شده ۶در جدول  کلامیدوموناس رینهاردتیکلروپلاست 
  

نشانگرهای مورد استفاده در انتقال ژن هدف به پلاستوم  )۶جدول 
  کلامیدوموناس رینهاردتی

 مرجع  اساس گزینش  محصول ژن  ژن مارکر

aadA  ٣´آمینوگلیکوزید - 
  ترانسفراز آدنیلیل

مقاومت به 
اسپکتینومایسین و 
  استرپتومایسین

[65]  

aphA6  ٣´آمینوگلیکوزید 
  [61]  مقاومت به کانامایسین  ترانسفراز 

rrnS&rrnL 
point 

mutation 
16S and 23S  

مقاومت به 
اسپکتینومایسین، 
استرپتومایسین و 

  یترومایسینار

[59]  

psbA mutant  پروتئینD1  فتوسیتمII[66]  رشد فتواتوتروفیک  

atpB β subunitofATP synthase [67]  احیای قدرت فتوسنتز  

nifH [68]  احیای قدرت فتوسنتز  گلوکورونیداز-بتا  
psbA  پروتئینD1  فتوسیتمII [46]  احیای قدرت فتوسنتز  

tscA 
Small RNA that participatesin trans-splicing of the psaA transcript  

  [69]  احیای قدرت فتوسنتز

arg9 
اورنیتین  استیل

  آمینوترانسفراز

احیای قدرت سنتز آرژینین 
یافته  های جهش در سویه

  اگزوتروف
[64]  

  
  (UTRs ’5 & ’3)نشونده  ترجمه ۵´و  ۳´پروموتر، نواحی 

شود  زمانی حاصل میبیشترین میزان بیان ژن هدف در کلروپلاست 
هایی با بیشترین  های اندوژن مربوط به ژنUTRکه از پروموترها و 

، [70]کربوکسیلاز فسفات میزان بیان مانند زیرواحد بزرگ ریبولوزبیس
) psbAو  psbDترتیب  (به IIفتوسیستم  D2و  D1های  پروتئین اده استف [73] (atpA)تری فسفاتاز  آدنوزین- و زیرواحد آلفا [72 ,71]

های قدرتمند UTRشود. اگرچه مطالعات برای یافتن پروموترها و 
هنوز در حال انجام بوده و ادامه دارد اما تا به اکنون، براساس 

 psbAغلظت پروتئین نوترکیب، بهترین نتایج با عناصر تنظیمی 
و نیز  psbA [72]های دارای نقص در  خصوصاً در سویه psaA/5’UTR های  علاوه بر این سیستم .[74]به دست آمده است
منظور کنترل بیان ژن هدف در کلروپلاست نیز  بیانی قابل تنظیم به

ها خصوصاً زمانی  اند. این سیستم مورد مطالعه و بررسی قرار گرفته
حائز اهمیت هستند که محصول ژن هدف برای سلول سمی بوده یا 

لعات آمده از مطا دست باعث تداخل در رشد سلول شود. اطلاعات به
و تجمع آن از طریق  mRNAاند که پایداری  مختلف نشان داده

دهنده  شده نشان شود. مطالعات انجام تعیین می UTR’5پروموتر و 
 mRNAهستند که بر پایداری  UTR’5حضور نواحی خاص درون 

توان از آنها برای افزایش بیان ژن هدف استفاده  تاثیرگذار بوده و می
مربوط  UTR’5تارهای ثانویه ایجادشده در کرد. علاوه بر این، ساخ

های پلاستیدی عناصر کلیدی برای تنظیم در سطح mRNAبه 
به نسبت تاثیر کمی بر میزان  UTR’3. در مقابل، [75]ترجمه هستند

اند که توالی  بیان ژن هدف دارد، هر چند برخی مطالعات نشان داده
اتمه سازی، خ ها نقش مهمی در تنظیم طویلUTR’3و ساختار 

دارند. پروموترهای کلروپلاستی در جدول  mRNAپایداری و تجمع 
  .[76]اند ذکر شده ۷
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ای در بیان ژن هدف در کلروپلاست  پروموترهای مورد استفاده )۷جدول 
 کلامیدوموناس رینهاردتی

پرومو
مرجع  توضیحات  منبع  تر

rbcL 
کلامیدوموناس 
  رینهاردتی

Large subunit of ribulosebisphosphate carboxylase [70] 

psbA 
کلامیدوموناس 
  رینهاردتی

D1 photosystem II reaction center protein [72] 

psbD 
کلامیدوموناس 
  رینهاردتی

D2 photosystem II reaction center protein [71] 

atpA 
کلامیدوموناس 
 [73]  آزATPزیرواحد آلفا   رینهاردتی

  
  سازی کدون بهینه

ای بسیار کمتر و حدود  ستوم نسبت به ژنوم هستهپلا GCدرصد 
در  A/Tهای دارای نوکلئوتید  % موارد کدون۸۰% است و در ۳۳

تر هستند. بنابراین  غالب G/Cجایگاه سوم نسبت به انواع دارای 
های  منظور افزایش میزان بیان، باید ژن هدف براساس کدون به

  .[78 ,77 ,53]سازی و مجدد سنتز شود غالب پلاستوم بهینه
  کلامیدوموناس رینهاردتیانتقال ژن هدف به میتوکندری 

از  DNAورود ژن هدف به میتوکندری مشابه کلروپلاست بوده و 
منظور افزایش  . به[79]شود طریق نوترکیبی همولوگ وارد ژنوم می

سازی کدون نیز باید انجام شود. ژنوم میتوکندری  بیان ژن، بهینه
۵/۴۷ %GC  موارد در جایگاه سوم کدون، ۳۵/۵۱داشته و در %

. انتقال ژن هدف به میتوکندری [53]قرار دارد Cیا  Gنوکلئوتید 
ای و احیای عملکردی تنفسی  بار با استفاده از بمباران ذره اولین
میتوکندری که کدکننده  cobهای دارای نقص در ژن  یافته جهش

 دلیل تعداد بیشتر . به[79]است، انجام شد bسیتوکروم 
های نوترکیب روی  ها در هر سلول ظاهرشدن کلنی میتوکندری

برتر است.  محیط انتخابی نسبت به انتقال کلروپلاستی، زمان
اند  مطالعات زیادی روی انتقال ژن هدف به میتوکندری انجام شده

  اما هنوز انتقال میتوکندریایی یک فرآیند رایج نیست.
  های کشت ریزجلبک سیستم

ه و محصول هدف، سیستم مورد استفاده برای بسته به نیاز سوی
های باز  ها در سیستم کشت و شرایط رشد متفاوت است. ریزجلبک

و بسته قابل کشت هستند. در هر دو سیستم، کشت ریزجلبک به 
روش کشت پیوسته بوده که در آن محیط کشت جدید پیوسته وارد 

شده با سرعت ثابت خارج  سیستم شده و محیط کشت مصرف
عمق  صورت استخرهای باز کم های باز عموماً به ود. سیستمش می

صرفه بوده، ساخت  به . سیستم باز از نظر اقتصادی مقرون[80]هستند
تر است. این سیستم برای کشت در  آن آسان و تمیزکردن آن راحت

حجم بالا و تولید میزان زیادی توده زیستی (بیومس) مناسب 
نترل شرایط از جمله دما و بودن ک است. مشکل این سیستم ضعیف

در محیط و عدم استفاده  CO2وری پایین، پخش  میزان نور، بهره
ای وسیع برای ساخت سیستم،  بهینه از آن، نیاز به منظقه

کردن و هوادهی نامناسب، احتمال آلودگی بالا و تبخیر  مخلوط
های باز نشان  سه نوع از این سیستم ۴سریع آب است. در شکل 

  ت.اس داده شده
های بسته عموماً فتوبیوراکتورها هستند. مزیت اصلی این  سیستم

سیستم کنترل بهتر پارامترهای کشت بوده و از آن برای کشت 
های حساس که قدرت رقابت با سایر موجودات در  سویه

. در این نوع از [81]شود های باز را ندارند، استفاده می سیستم
تولید محصولات با ارزش مانند داروها و مواد های کشت  سیستم

زیستی و نیز محصولات نوترکیب تحت استانداردهای ایمنی و با 

های بسته شدت و طول  پذیر است. در سیستم خلوص بالا امکان
راحتی  های تاریکی/ روشنایی و سایر متغیرها به موج نور، چرخه

ته از طریق های بس قابل کنترل هستند. امکان تامین نور سیستم
طور معمول  منابع طبیعی و مصنوعی، هر دو، وجود دارد. به

فتوبیوراکتورهای آزمایشگاهی با نورهای مصنوعی نوردهی شده و 
راحتی قابل کنترل است. فتوبیوراکتورهایی با مقیاس  دمای آنها به

بالاتر از آزمایشگاه توسط نور خورشید نوردهی شده و کنترل دمای 
 ۵. در شکل [80]های بیشتری است نیازمند هزینهتر و  آنها سخت

های بسته آزمایشگاهی و صنعتی نشان داده  برخی از سیستم
  اند. شده

  

  
  سیستم بازکشت ریزجلبک )۴شکل 

  

  
  فتوبیوراکتورهای (سیستم بسته) کشت ریزجلبک )۵شکل 

  
  پارامترهای عمومی رشد

ن پارامترها دسترسی به منبع نور و شدت و طول موج آن از موثرتری
، خصوصاً در کلامیدوموناس رینهاردتیها از جمله  بر میزان رشد جلبک

شرایط کشت فتوتروفیک است. حضور نور و شدت آن بر میزان 
فتوسنتز و در نتیجه رشد و تکثیر سلولی تاثیرگذار است. افزایش 
شدت نور (تا حد بهینه) و میزان دسترسی به نور باعث افزایش 

ود. نفوذ موثر نور درون فتوبیوراکتورها خصوصاً در ش میزان رشد می
های غلیظ که میزان نور دریافتی در مناطق مختلف برابر  کشت

آید. از طرف دیگر  نیست، یک فاکتور محدودکننده رشد به شمار می
دسترسی به منبع نور و شدت نور بیش از حد نیاز منجر به مهار 

نجام فتوسنتز در محدوده شود. طول موج بهینه برای ا نوری رشد می
طور معمول  به کلامیدوموناس رینهاردتی. [82]نانومتر است۷۰۰تا  ۴۰۰

رشد بهینه را دارد. این بازه دمایی برای سایر  C۲۵°تا  C۲۰°در دمای 
است. میزان  C۳۰°تا  C۱۵°تر و معمولاً بین  ها گسترده ریزجلبک pH واسطه جذب  محیط معمولاً بهCO2  و تولیدO2 سان داشته نو

اما در محدوده خاصی نزدیک به خنثی بر رشد تاثیر منفی ندارد. 
 ۸تا  ۵/۶ کلامیدوموناس رینهاردتیبهینه برای رشد  pHمحدوده 
در محیط کشت باید کنترل شود تا به سطح  O2. میزان [83]است

بر فتوسنتز تاثیر منفی  O2های بالای  بازدارندگی نرسد زیرا غلظت
شود و  % در هوا به محیط اضافه می۵ا غلظت ب CO2دارد. گاز 

کمبود آن در شرایط فتوتروفی منجر به ایجاد تغییرات متابولیک و 
منظور هوادهی و جلوگیری  شود. به تجمع میزان زیادی نشاسته می

ها در محیط کشت که باعث تداخل در  اندازی سلول از رسوب و سایه
شود. برای  استفاده می کردن زدن و مخلوط شود، از هم نفوذ نور می

زده  طور مداوم هم ها باید به دستیابی به حداکثر میزان رشد، کشت
  .[85 ,84 ,19]شوند
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های مورد استفاده برای رشد  انواع کشت و محیط کشت
  کلامیدوموناس رینهاردتی

آب، منبع کربن و نیتروژن  کلامیدوموناس رینهاردتینیازهای رشد 
ط کشت رایج آزمایشگاهی برای هستند. سه محی عناصر جزئیو 

 کشت محیط، (TAP)فسفات - استات-کشت شامل تریس
  هستند. [87]سوکا نمک بالای درصد با کشت محیطو  [86]حداقلی
فاقد منبع کربن آلی بوده و برای کشت  حداقلی کشت محیط

شود، در حالی که دو محیط دیگر غنی  فتوتروفیک از آن استفاده می
هتروتروفیک و میکسوتروفیک از رای کشت از کربن آلی بوده و ب

  شود. آنها استفاده می
کلامیدوموناس منظور تامین نیتروژن مورد نیاز برای رشد  به

توان از منابع نیتروژن غیرآلی مثل آمونیوم، نیترات و  می رینهاردتی
. علاوه بر این منابع نیتروژن آلی مانند [88]نیتریت استفاده کرد

نیز برای کشت و رشد  [91]، استامید[90]، آدنین[89]اوره
  مفید هستند. کلامیدوموناس رینهاردتی

  براساس منبع کربن مورد استفاده سه نوع کشت وجود دارد:
عنوان منبع کربن  به CO2) کشت فتوتروفیک که نیازمند نور و ۱

قادر  کلامیدوموناس رینهاردتیغیرآلی است. در شرایط فتوتروفیک 
، فسفر، ها، نیتروژن ل حاوی نمکاست در محیط کشت حداق

کننده انرژی لازم برای  رشد کند. نور تامینپتاسیم و عناصر جزئی 
درون سلول تجمع  ATPحفظ و رشد سلولی بوده و به شکل 

یابد. وقتی میزان نور بیشتر از ظرفیت فتوسنتزی سلول باشد،  می
صورت گرما هدر  تنهای بخشی از آن جذب شده و بخش اعظم آن به

طور معمول میزان نور برای رشد فتوتروفیک  . به[92]رود یم
 بر مترمربع بر میکرومول۵۰- ۱۰۰در محدوده  کلامیدوموناس رینهاردتی

ثانیه  بر مترمربع بر میکرومول۳۵۰-۱۲۰۰ثانیه برای شدت نور کم و 
  .[18]برای شدت نور بالا است

ن منبع عنوا ) کشت هتروتروفیک که در آن از منابع کربنی آلی به۲
کلامیدوموناس  عبارتی دیگر شود؛ به انرژی و کربن استفاده می

قادر به رشد در تاریکی در حضور یک منبع کربن آلی است.  رینهاردتی
مزیت این کشت نسبت به کشت فتوتروفیک حذف محدودیت نور، 

. علاوه [93]وری بیشتر و هزینه کمتر فرآیند است تراکم سلولی و بهره
زهای القاشونده توسط نور در کلروپلاست کمتر فعال بر این، پروتئا

شده و باعث کاهش میزان تجزیه پروتئین در زمان رشد 
تنها زمانی قادر به رشد  کلامیدوموناس رینهاردتی. [94]شود می

باشد. بهترین هتروتروفیک است که منبع کربن آلی آن استات 
مستقیم و  طور است.استات بهاسید  آمونیوم و استیک منابع استات

سنتاز تبدیل به استیل CoAطی یک مرحله تحت تاثیر استیل  CoA شود. این چرخه باعث  اکسالات می شده و وارد چرخه گلی
تولید یک مولکول سوکسینات از دو مولکول استات گشته که در 

  .[95]شود چرخه کربس برای تولید انرژی مصرف می
لا بوده و در آن ) کشت میکسوتروفیک که ترکیبی از دو روش با۳

شود. کشت  هر دو منبع کربنی آلی و غیرآلی متابولیزه می
 کلامیدوموناس رینهاردتیمیکسوتروفیک موثرترین روش برای کشت 

شود. نتایج نشان  است زیرا اثر محدودیت نور کمتر اعمال می
اند زمانی که از غلظت مناسب استات استفاده شود این روش  داده

  .[96]شود رین میزان توده زیستی (بیومس) میمنجر به تولید بیشت
  ها در جهان مراکز کشت و نگهداری ریزجلبک

های کلامیدوموناس را  ها از جمله سویه بسیاری از ریزجلبک
ها در جهان تهیه نمود. از  توان از مراکز اصلی نگهداری جلبک می
  توان به موارد زیر اشاره کرد: ترین این مراکز می بزرگ

1) Chlamydomonas Culture Collections (http://www.chlamy.org) at Minnesota University, USA. 2) Culture Collection of Algae at Goettingen University (SAG), Germany (http://www.uni-goettingen.de/en/184982.html) 3) Culture Centre of Algae and Protozoa (CCAP) (http://www.ccap.ac.uk) in United Kingdom 
 و ها سویه به آسان دسترسی عدم حاضر، مطالعه های محدودیت از

 نگهداری دشواری نوترکیب، تمحصولا تولید برای لازم وکتورهای
 و خریداری های سویه و شده مهندسی های سویه مدت طولانی
 به دسترسی عدم المللی، بین ریزجلبک های بانک از شده تهیه

 بالا، مقیاس در کشت برای نیاز مورد آب و زمین لازم، تجهیزات
 بسیاری در آلودگی کنترل توانایی عدم و استریل شرایط در خصوصاً 

  .است اردمو از
 جلبکی، تحقیقات زمینه در حاضر های محدودیت حل منظور به

 های سویه بانک ایجاد بر علاوه شود می پیشنهاد ایران، در خصوصاً 
 ایجاد جلبکی تحقیقات خاص انجمنی آنها، نگهداری و ریزجلبک

 آسانی به بتوانند زمینه، این در فعالیت به مند علاقه محققان تا شود
 اشتراک به یکدیگر با را خود تحقیقات از حاصل ربیاتتج و ها یافته

  .شوند مند بهره مشترک طور به موجود امکانات از و گذاشته
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