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 سازى شراىط رشد و نمو سازى و بهينه خالص، جداسازى
 spp Oscillatoria خليج فارسـ از خورتياب  

 
 الادانشگاه آزاد اسلامى واحد تهران شم: مژگان امتيازجو

 مرکز بيوتکنولوژى،   هاى علمى و صنعتى ايران سازمان پژوهش: مهناز مظاهرى اسدى
 سازمان شيلات ايران، زندگى ساوزارت جهاد: على نظامى بلوچى شعبان

 
 چکيده

دارويى و غيره   ،  که توان بالقوه فراوانى در توليد مواد غذايى          هستندرا  ن از سلسله مو    ىسيانوباکتر ها گروه بزرگ  

ده ه در خورتياب مشا    چهار فصل نيسم در    ااين ميکروارگ . اى است  اسيلاتوريا يکى از سيانوباکترى  هاى رشته      . دارند

،  خالص سازى   براى. است ٢ رشد اوليه پس از برداشت از منطقه محيط کشت آب دريا                براىنه  محيط کشت بهي   . شد

   به منظور رشد انبوه      . دشاستفاده   )  درصد آگارز    ٧/٠( نيمه جامد     Z8محيط کشت آب دريا و سيانوکوبالامين و                

 µترين ضريب رشد ويژه    در اين محيط کشت بيش    . گرفته شد  کاره محيط کشت والانس ب   ، سازى شده    نمونه هاى خالص 

اين سيانوباکتر در پنج تيمار از دوره هاى نورى و شش تيمار                 .  سازى انجام گرفت     ماه خالص   ٩طى  . به دست آمد   

۶٠٢/٠ درجه سانتى گراد به دست آمد که مقدار آن         ٣٠در دماى   ) µ(حداکثر ضريب رشد ويژه     . حرارتى قرار گرفت  

ميزان ضريب رشد ويژه در اين      . دش ساعت تاريکى مشخص     ١٠يى و    ساعت روشنا  ١۴،  شرايط نورى  بهترين. است

 . لوکس بود٣۵٠٠ درجه سانتى گراد و شدت نور ٢۵در اين هنگام دما .  است۵٠۶/٠برابر با ، حالت 

 
 پيشينه پژوهش

شور زيست     شور و لب      ،اى است که در آب هاى شيرين           هاى چند سلولى رشته       از سيانوباکترى  ، اسيلاتوريا

 ].٤[،]٣[،]٢[،]١[اين سيانوباکترى داراى پراکنش جهانى است. دکنمى   

واسطه مشارکت در توليد اوليه و هم چنين پديده کشند قرمز حائز اهميت فراوان                        ه محيطى ب  از نظر زيست   

 ].٥[،]٤[ست هکه قادر به توليد ترکيبات با ارزش دارويى گسترده نيز ضمن اين .است

قابل ،  نانومتر است که به صورت مارپيچى        ١٠٠ تا ١جدا به قطر   منظم و جدا   ىها اسيلاتوريا  داراى تريکوم    

 متحرک و با توجه به مسير حرکتشان به سمت راست          تريکوم ها معمولاً  ]۶[ندشوسخت مشاهده مى      انعطاف يا نيمه  

 ].٧[،]٤[ سانتى متر در ثانيه تغيير مى   نمايد١١–١مقدار حرکت از. چرخند  مى   يا چپ
 

 بهينه سازى، اسيلاتوريا ،  سيانوباکترى :اى کليدىواژه ه

-١ sea water medium 
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  و همکارانمژگان امتيازجو                                                             ...سازى شرايط رشد و نمو سازى و بهينه جداسازى خالص

 

 ٦٦٨

هاى  همچنين در اين محيط      ]٨[يت مى   شوند ؤها بهتر ر    غلاف، حرکت و ساکن    در محيط هاى کشت مايع بى       

. ت آبى روشن تا قرمز پررنگ در نوسان اس         -رنگ اين گروه از سبز     . کشت توليد مواد ژله مانند افزايش مى   يابد       

در برخى از گونه ها فايکوسيانين و فايکواريترين فراوانى          . ]٩[اند گونه نيز انطباق کروماتيکى را نشان داده         چند

اسيلاتوريا داراى واريته هاى سمى . د مى   گرد در برخى از آن ها   سبب ايجاد رنگ سياه     امر که اين ، د شومشاهده مى 

، چهار مرحله رشدى شامل سکون      ، انند ساير سيانوباکترها   م ]١٠[،]٥[سمى در اکوسيستم هاى آبى است       و غير 

 .]١١[ شودرکود و مرگ نيز در مراحل زندگى اوسيلاتوريا مشاهده مى   ، ىينما

 
 مشخصات منطقه اى

مساحت آن حدود     .شرقى است  ) ۵۶˚و۵٠′(شمالى و  ) ٢٧˚ و  ۵′(خورتياب منطقه اى در موقعيت جغرافيايى        

 متر و داراى       ٨حداکثر عمق اين خور         . الاب هاى ساحلى و مصبى است         هکتار برآورد شده و داراى ت            ٣٠٠

. اين خور در ارتباط  کامل با آب خليج فارس و تحت تأثير جزر و مد آن است                                      . تپه هاى شنى متعدد است      

داراى غناى   ، که اين منطقه حساس      است   ده   ش کم آن سبب         هاى مانگرو اطراف اين خور و عمق نسبتاً               جنگل

 .]١٢[دواع سيانوباکترى ها باشويژه اى از ان

 

 روش کار
و از ابتدا تا بخش مشرف به دريا در يکى از                   شد   بررسى    بردارى ابتدا منطقه خورتياب کاملاً         نمونه براى

 مشخص شد   GPS ايستگاه ها با    تبردارى انتخاب و مختصا    سه ايستگاه با سه عمق براى نمونه       ، انشعابات اصلى 

 : که عبارتند از

)″٠٢ ،′۴٨ ،˚۵۶–″١۵ ،′٠۴،˚٢٧)(″٣١، ′۴٩ ،˚۵۶ –″٠′، ٠٨۵،˚٢٧)(″٠۴ ،′۵٠، ˚۵۶-″٠′، ١٨۵،˚٢٧( 

 ٧انجام و از هر ايستگاه در هر عمق           نمونه بردارى  ، ١يسکيننبردارى    نمونه از طريق ، متوالىنج فصل   پدر  

 ۴۵/٠ميلى پور هر نمونه آب بر روى چهار صافى               .]١٤[،]١٣[ کشت و پرورش برداشت شد          براىليتر آب     

 و   Z8، کاغذهاى صافى در چهار محيط کشت آب دريا مايع و جامد               ، و در نهايت     شد  استريل فيلتر  مترىميکرو

اکسيد  به محيط هاى کشت مزبور سيکلوهگزاميد و دى            . والانس کشت و در شرايط نورى مناسب قرار گرفت                

 لوکس و   ٣۵٠٠ شدت نور    ،مرحلهدر اين   . کاريوت ها و قارچ ها افزوده شد       يو   جلوگيرى از رشد   براىژرمانيوم  

 :سپس مراحل جداسازى به روش هاى زير انجام شد. دشگراد انتخاب    درجه سانتى٣٠درجه حرارت 

 ١٠تلوريت پتاسيم   ، بيوتيک  ها استفاده از آنتى  ، قطعه قطعه نمودن ترايکوم    ، ]١۵[استفاده از کشت  هاى متوالى    

 استفاده از ميکروسکوپ اينورت و ، ]١[ز تيمار هاى مختلف حرارتىگيرى ا بهره، پرتوفرابنفش، گرم درليتر ميلى

Nesskin-١ 
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 ٦٦٩

 براى به دست آوردن     ، ماه کار بر روى پروسه جداسازى      ٩ پس از حدود     ]١٧[،]١٦[،]٧[روش پيپت پاستور  

 . قرار گرفت و تحت تيمار هاى مختلف شرايط بهينه رشد نمونه  ها داخل دستگاه ژرميناتور 

 درجه سانتى گراد و پنج تيمار دوره نورى         ٣۵،۴٠، ٢۵،٣٠، ١۵،٢٠شش تيمار حرارتى    مل    اين شرايط  شا   

 در طول دوره     .بودبراى آزمايش    ، ساعت تاريکى /  ساعت روشنايى   ١٠/١۴، ١٢/١٢، ١٠/١۴، ٨/١۶، ١٨/۶

ر و در هنگام تغيي   )  ساعت تاريکى  ٨ساعت روشنايى و  ١۴(٨/١۴زمانى که حرارت متغير بود طول دوره نورى          

  هاى پس از گذر از هر تيمار نمونه  ها روى صافى           .  درجه سانتى گراد انتخاب شد     ٢۵زمان نورى درجه حرارت      

د شوزن قبل و پس از فيلتراسيون براى برآورد ضريب رشد ويژه محاسبه               . دش فيلتر   مترى ميکرو ۴۵/٠پور ميلى

 : د محاسبه ش١ - با استفاده از معادلهµو سپس

T
InxInx t

∆
= − .)(

µ 

 : در اين فرمول
µ =  ضريب رشد ويژه  ، x = وزن ماده خشک در زمانt ،  N =  وزن ماده خشک در زمانt 

 
 نتاىج و بحث

،  نمونه  ها بر روى چهار محيط کشت        .مرحله نخست کشت به رشد  اسيلاتوريا از آب دريا اختصاص داشت                

از بين محيط  هاى کشت مذکور آب غنى         .  و محيط کشت والانس برده شد        Z8، آب درياى غنى شده مايع و جامد        

باکترى  هاى ، شمارى از سيانوباکترى  ها  شد که به همراه اين گروه   با سيانوکوبالامين باعث رشد تعداد بى     دريا  شده  

 . هتروتروف نيز مشاهده شد

رشد اسيلاتوريا را به صورت     ، امد ج Z8محيط  هاى کشت جامد آب غنى شده دريا و         ، سازى در مرحله خالص  

، در اغلب نمونه  ها    .  درصد آگار استفاده شد        ۵/١براى جامد نمودن اين محيط کشت از            . ترى نشان داد     مطلوب

 ، بدين لحاظ   . ولى اسيلانوريا رشد مناسبى نداشت       کردند؛کروکوکال  ها و باکترى  هاى هتروتروف به خوبى رشد            

 .آگارز مورد استفاده قرار گرفت

محيط کشت به   اگر  ساز حاکى از آن است که          البته نتايج آزمايش هاى متوالى بر روى نوع و ميزان مواد ژل              

که در  نکته قابل توجه اين. پذير مى   گردد رشد اسيلاتوريا بهتر امکان، ) درصد آگارز  ٧/٠(صورت نيمه جامد باشد   

. کلنى  هاى شکل گرفته در هم تداخل نداشته باشد        تاجا شود   ه رامى جاب  آ و به باشد   محيط کشت بايد ساکن      ،اين حالت 

 بيوتيک کلرام فنيکل و آب          شستشو با آنتى     پس از چندين بار کشت متوالى و            ،  خالص اسيلاتوريا    کشت تقريباً  

 .   و والانس نيمه جامد به دست آمد            Z8در محيط هاى کشت  ، سيکلوهگزاميد و تلوريت پتاسيم    ، دريا استريل شده 
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 ٦٧٠

مانع ، در محيط هاى کشت اسيلاتوريا     Synechoccus و  Phormidium, Lyngbyaاکتر ها نظير وجود سيانوب 

دام انداختن   ه   در واقع رشته  هاى اين سيانوباکترى  ها داخل هم رفته و با ب                            . اصلى تهيه کشت خالص بود           

 .دشوسينوکوکوس مانع تهيه کشت خالص مى   

ايجاد حرکات دورانى در دور  هاى      ، هوادهى،  پرتو فرابنفش   هم چنين  ياد شده  از روش هاى     مجدداً ،سبببدين  

از  .که از سيانوباکترى   هاى مزاحم است    مى شود   لينگبيا   تر   بهتر و گسترده  هوادهى سبب رشد    . مختلف استفاده شد  

 در   )شيکر(هم زن، براى جداسازى اسيلاتوريا از لينگبيا         .  در تيمار  هاى بعدى هوادهى انجام شد              همين روى  

کارگيرى اين تيمار      ه با ب  . دگردياستفاده     دور در دقيقه               ٢٠٠و١٠٠،١٢٠،١۴٠،١۶٠، ٨٠ر  هاى مختلف  دو

نين چند هم کمى   ايجاد  نگبيا آکنيت    ليولى  است؛  ه  کرد دور در دقيقه رشد          ١۶٠ که اسيلاتوريا در     گرديدمشخص  

با هم زن   روى    نمونه   ها س از قرار دادن    روز پ  ٣ هنگام مشاهده اين حالت که تقريباً     . فرميديوم قطعه قطعه مى   شود   

رشته   هاى اسيلاتوريا را مى   توان به      با پيپت پاستور و ميکروسکوپ معکوس      ، دور در دقيقه رخ مى   دهد     ١۶٠دور  

باعث  درياشده   شوى اين رشته   ها با آب استريل              و   همچنين شست    .کردو جدا     داد   راحتى از لينگبيا تشخيص         

 . کاسته شود، ترين انواع سيانوباکترى   ها است داد سينوکوکوس که يکى از مقاوممى   شود که از تع

زن محيط کشت حاوى اين            هم  با ،پس از ايجاد يک مخلوط همگن           ، سازى نهايى اسيلاتوريا      خالص  براى

). ٢ و١شکل( ميکرون صاف شد و کشت خالص اسيلاتوريا به دست آمد  ٢/١ و ٣/٠باکترى  روى کاغذ  هاى صافى    

براى تيمار  هاى بعدى از اين محيط        ، ى.از همين ر   . د بهتر اسيلاتوريا در محيط کشت والانس انجام پذيرفت            رش

 .کشت استفاده شد

کارگيرى تيمار  هاى مختلف   ه با ب .  روز مشاهده شد   ١٣طور ميانگين در طول     ه   ب  اين سيانوباکترى     رشد چرخه

و يا به عبارتى        ) ١نمودار(تى گراد بهترين رشد      درجه سان     ٣٠مشاهده شد که در حرارت               ١جدول حرارتى

 . يد آبه دست مىترين ضريب رشد ويژه  بيش

طور عمده  ه    اثر درجه حرارت بر روى رشد اسيلاتوريا تحقيقات زيادى انجام شد که اين تحقيقات ب                زمينه  در  

گرديده  ارائه   ١٩٨۵ سال   که در  ١بررسى هاى الژن از آن جمله     . بر روى گونه   هاى آب شيرين انجام گرفته است          

 .قابل ذکر است،است

 ؛ درجه سانتى گراد گزارش شده است     ٢۵-٢٣درجه حرارت مناسب براى رشد اسيلاتوريا       ، در اغلب تحقيقات  

 .]١٩[،]١٧[ درجه سانتى گراد به دست آمد٣٠آن که در اين پژوهش درجه حرارت مناسب ى که حالدر 

 ٣٠ن سيانوباکتر که در خليج فارس و در عرض جغرافيايى حدود               گاه اي  با توجه به شرايط اکولوژيک زيست      

  .بدود با اين حرارت سازش ياخبراين طبيعى است که اين سيانوباکتر در طول دوره حياتى   بنا،درجه شمالى است

از سوى ديگر واريته   هاى گوناگون داراى بهينه حرارتى        . و جايگاه اکولوژيک ويژه آن سبب اين اختلاف باشد        

 . ]١٩[هستندمختلف 
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B                  ↑ 

 
 

A -در سمت چپ و پاىين سلول  هاى روىشى تراىکوم به ابعاد متوسط:  آناليز تصوىرى اسيلاتورىا 
 . شود ميکرون مشاهده مى٢٩/۶١  ٣٠/۴ و هرموگونيا به ابعاد ١/۴۶   ۴/٣٠ 

B- تصوىر مربوط به Order: Oscillatoriales  
Genus: Oscillatoria,  γ = 400x 

 

به دست   که نتايج    ،کار گرفته شد  ه  نيز ب  ٢همچنين در اين پروژه پنج تيمار مختلف از دوره   هاى نورى جدول              

 ساعت تاريکى ضريب رشد ويژه              ١٠ساعت روشنايى و         ١۴ حاکى از آن است که در دوره نورى                         آمده

 .انتخاب شد درجه سانتى گراد ٢۵حالت دما در اين ) ٢نمودار( مقدار استداراى حداکثر، اسيلاتوريا
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 ٦٧٢

  بر حسب سانتى گراددر درجه حرارت   هاى مختلف) µ( ميزان ضرىب رشد وىژه.١جدول

C˚ميانگين گروه سوم گروه دوم گروه اول دما 

١۵ ۴٢ ١٠/٠۵۴/٣ ٢٧٩/٠ ٠۴١/٠ 

٢٠ ۶٣٧٧/٠ ٢٩٩/٠ ١١/٠ ۴٢٩/٠ 

٢۵ ۴٩١/٠ ۴۵٣٢ ٠/٠۵/٠ ۴٢٢/٠ 

٣٠ ۵٩۶/٠ ۶٠١/٠ ۶١١/٠ ۶٠٢/٠ 

٣۵ ۵١١/٠ ۴١٣/٠ ۵٩١/٠ ۵٠۵/٠ 

۴٢ ٠۵۴/٣١ ٢٧٧/٠ ٠۶/٢٨٢/٠ ٠ 

  تارىکى ساعت/روشناىى بر حسب ساعت در دوره   هاى مختلف نورى ) µ(ميزان ضرىب رشد وىژه. ٢جدول 

 دوره نورى

 تارىکى/ روشناىى 

 ميانگين گروه سوم گروه دوم گروه ا ول

۶/٣٢٣/٠ ١٨ ۴٣ ١٧/٠۴۵/٣ ٠۶١/٠ 

٨/١۶ ۴٨٩/٠ ۴٣٩/٠ ۴١٢/٠ ۴۴۶/٠ 

١٠/١۴ ۴۵٣/٠ ۵١١/٠ ۵۵۵/٠ ۵٠۶/٠ 

١٢/١٢ ۴٧٣/٠ ۵٠١/٠ ۴٩٧/٠ ۴٩٠/٠ 

١۴/٣١ ٢١١/٠ ١٠۵/٢٧٨/٠ ٣١٠/٠ ٠ 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 گراد تغييرات ضرىب رشد وىژه اسيلاتورىا در دماهای مختلف بر حسب درجه سانتی. ١نمودار 
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 ٦٧٣

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 های مختلف نوری تغييرات ضرىب رشد وىژه اسيلاتورىا در دوره. ٢ودارنم

 )تارىکی / روشناىی (  بر حسب ساعت
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