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  سیانوباکتريشناسایی مولکولی و مطالعه فیزیولوژیک و مورفولوژیک 
 Nostoc sp. ISC101 تحت تیمارهاي مختلف نفت خام  

  

  5مهروز دزفولیان ،4، شادمان شکروي3مند، سارا سعادت2، ندا سلطانی1*فریبا امیرلطیفی
 تهراندانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات،  گروه زیست شناسی،دانشجوي دکتري  1

 تهرانپژوهشکده علوم پایه کاربردي جهاد دانشگاهی،  گروه میکروبیولوژي نفت،دانشیار 2
  تهرانتحقیقات،  دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و گروه زیست شناسی،استادیار 3

 گرگانگرگان،  واحد اسلامی آزاد دانشگاه شناسی،زیست گروه دانشیار4
 کرجکرج،  واحد اسلامی آزاد دانشگاه میکروبیولوژي، گروهاستادیار 5

  
 14/12/91تاریخ پذیرش:                7/8/91تاریخ دریافت: 

  
  چکیده

شود. زیست محسوب میهاي اصلی محیطکنندهی از آلودهیکو هاي بیولوژیک نفت یک فرآورده سمی براي سیستم
بررسی اثر در این شوند. هاي دریایی یافت میدر محیط هاي نفتی معمولاًکننده هیدروکربنهاي تجزیه میکروارگانیسم

  Nostoc sp. ISC101سیانوباکتري کفیزیولوژیهاي پاسخو  ار سلولیتساخ، شناسیریختنفت خام بر بیومتري، 
. پس از انجام پذیرفت 16s rRNAو شناسایی مولکولی توسط بررسی توالی جزئی ژن  رد آزمایش قرار گرفتمو

درصد)  7و  5، 5/2، 1، شاهد، تحت تیمارهاي مختلف نفت خام (0BG11خالص سازي، نمونه در محیط کشت مایع 
نتایج  .انجام گردید) SEM( ونیو الکتر توسط میکروسکوپ نوري و ساختاري هاي مورفولوژیکبررسی قرار گرفت.

مشاهده نشد. سنجش ها با تغییرات نفت هاي رویشی و هتروسیستداري در اندازه سلولکه تفاوت معنی نشان داد
نتایج فیزیولوژیک حاکی از آن بود ها در فاز لگاریتمی و با روش طیف سنجی انجام شد. کلروفیل و فیکوبیلی پروتئین

. نفت خام مشاهده شد درصد7، بیشترین میزان رشد در تیمار ش میزان نفت خام افزایش یافتیزان رشد با افزایمکه 
داري ها در شاهد و تیمارها اختلاف معنیپروتئینفیکوبیلیمیزان کلروفیل در نمونه شاهد بیشترین مقدار بود. میزان 

نفتی براي  مال شده حفظ نموده و ترکیباتکه نمونه بقاي خود را در تیمارهاي اع این تحقیق نشان دادنتایج . نداشت
  .آن سمی نبود

  

  .16s rRNA، مورفولوژي، نوستوكفیزیولوژي، بیومتري، ساختار سلول، : آلودگی نفتی، کلیدي واژگان
  

  1مقدمه
هاي زیست آلودگیترین جدياز آلودگی نفتی 

مشکل آلودگی نفتی به  شناخته شده است.محیطی 
نفت مانند خلیج فارس که  همناطق تولیدکنندویژه در 
نفت انتقالی جهان در آن تولید  درصد 60حدود 

                                                             
  amirlatifi100@yahoo.com: نویسنده مسئول*

کم عمق  شود و از طریق این دریاي محصور ومی
  .)Al Hasan et al., 2001( شود حادتر استمنتقل می

نفت خام یک ترکیب پیچیده از هزاران ترکیباتی 
وسط گروه بزرگی از تواند بالقوه تاست که می
ها ریزجلبکهاي خاك و آب تجزیه شود. میکروارگانیسم

همی از هستند و بخش م هاي هیدروکربنتجزیه کننده
 دهند که بخش قابل توجهاکوسیستم خاك را تشکیل می
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 ي میکروبی خاك استزي توده )درصد 27(
)Megharaj et al., 2000 .(ها رفتار این میکروارگانیسم

ر شرایط ا دمقاومت و بردباري بالاي این موجودات ر
 .)Diestra et al., 2007(دهد افراطی محیطی نشان می

هاي نفتی به هاي جدي که هیدروکربنگذشته از آسیب
اثرات سمی آنها روي  بررسیکنند محیط وارد می

. اهمیت داردهاي خاك و فعالیت آنها روارگانیسممیک
اي نفتی به ویژه نفت خام در هاثرات هیدروکربن

 Kumar et( ب شیرین مطالعه شدههاي دریا و آجلبک

al., 2009; Agbozu and Opuene, 2009; Atlas and 
Bragg, 2009; Dubey et al., 2011،(  ولی اطلاعاتی

ها و ي اثرات نفت روي جمعیت سیانوباکتريدرباره
در ایران و سطح هاي خاك ها در اکوسیستمجلبک

  منتشر شده است. المللی کمتر بین
لحاظ متابولیسمی توانایی استفاده  ازها میکروارگانیسم

تواننـد در ایـن از منابع هیدروکربنی را داشته بنـابراین می
عنـوان بـه ها معمولاًآلودگیهاي آلوده زندگی کنند. خاك

عمـل هـا هسـتند. میکروارگانیسـماین منابع انرژي براي 
زیسـت ها توسط موجـودات زنـده کـه پاکسازي آلودگی

هاي کاتابولیکی فرایندي است که از توانایی نام دارد،پالایی 
ها حذف آلودگی هاي زنده براي تقویت سرعتارگانیسم

 طریــق اســتفاده از کنــد. زیســت پــالایی ازاســتفاده مــی
هـا و بولیکی موجـود در میکروارگانیسـممتـا هايپتانسیل

هـاي کـد عملکردهاي کاتابولیکی یا از طریق معرفـی ژن
 Ilynia( کنده تجزیه دست پیدا میاین عملکردها ب کننده

et al., 2003.( هـاي متفـاوت گونـه دهدشواهد نشان می
ی هم ترکیبات آروماتیک طور طبیعآبی به - هاي سبزجلبک

ایـن کننـد. ها را تجزیه مینوبیوتیکها و هم زهیدروکربن
ها به اجزایـی بـا وزن مولکـولی فرایند با اکسیداسیون آن

بـه اجزایـی بـا قطبیـت بیشـتر انجـام  کمتر یا با تغییر آن
   ).Gamila et al., 2003( پذیردمی

توانـد هـاي نفتـی مـیها به هیدروکربنپاسخ جلبک
میـزان  هـا درماهیت هیـدروکربن همچنینمتفاوت باشد. 

مطالعـات زیـادي روي اثـر مهـم اسـت. نیـز سمیت آن 
ـــدروکربن ـــامحلول در زيهی ـــی ن ـــوده  هـــاي نفت ي ت
طبیعی در قسمت شمالی اقیانوس هنـد  هايفیتوپلانکتون

هـاي انجام شده است و نشان داده شد که اثر هیدروکربن
هـاي بستگی به گونه و ماهیت هیدروکربننفتی نامحلول 

ـــی دارد ـــی از  ).Megharaj et al., 2000( نفت برخ
هـا توانایی تجمع دادن هیـدروکربنداراي ها سیانوباکتري

سکوپ الکترونی نشان داد ومطالعات با میکر .را دارنددر 
ها هیدروکربن را در فضـاي بـین هاي این سویهکه سلول

تواننـد هـا نمـیکنند. این سـویهئید خود ذخیره میتیلاکو
را تجزیـه کننـد ایـن کـار را هاي تجمع یافته هیدروکربن

هـا در در همکاري با سیانوباکتري هایی که معمولاًباکتري
 Al-Hasan( دهنـدمـی انجام ندموجودهاي طبیعی محیط

et al., 2001.(  
که در این بررسی  Nostoc sp. ISC101 سیانوباکتري

هاي داراي قرار گرفته اسـت، از سـیانوباکتري مورد توجه
تواند دلیل داشتن هتروسیست میه. بباشدهتروسیست می

هـاي خـاص را در ایـن انـدامعمل تثبیت ازت مولکولی 
یـک مثـل مورفولـوژي ولوژهـاي مورفویژگی انجام دهد.

هـا، ها و آکاینـتهاي رویشی، هتروسیسـتریسه، سلول
لول انتهــایی، وجــود غــلاف و شــکل کلنــی، شــکل ســ

ــول ــوزیک ــاي گ ــینه ــدگی ازي، همچن ــیکل زن از  س
مورفولوژیک مورد هاي هایی هستند که در بررسیویژگی

از و  )Rajaniemi et al., 2005( گیرنـداستفاده قـرار مـی
ساختار سـلولی  بررسیبراي  SEMونی هاي الکترعکس

 ).Diestra et al., 2005( شـودها استفاده مـیسیانوباکتري
هــاي خصــوص اثـر نفــت خــام بـر پاســخ چنـین درهم

ــفیزیول و  Diestra) و Ibrahim )2004و  Gamila، کوژی
ــر روي رشــد 2007( همکــاران ــی) ب ــام بررس هایی انج

کـه تیمـار  دهـداند. نتایج ایـن آزمایشـات نشـان میداده
هاي جلبکی با نفت خـام باعـث افـزایش سـرعت کشت

و  Singhشـود. رشد و تولیـد زیـاد بیـومس جلبکـی می
ــاران ( ــد 2012همک ــر آن را در تولی ــا و اث ــاط دم ) ارتب
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ها مورد بررسی قرار دادند. ایـن مطالعـه فیکوبیلی پروتئین
 بیان کرد که خوگیري به دما همـراه بـا سـازگاري رنگـی

)CCA( وفیکوسیانین وـانین، آلـــوسیــد فیکــولیـــو ت 
 هاي مقاوم به دما ازفیکواریترین در برخی از سیانوباکتري

  .بود Oscillatoria sp. N9DMجمله 
هدف از این تحقیق مطالعه بررسی اثر ترکیبات نفتـی 

 و فیزیولوژيساختاري بر تغییرات بیومتري، مورفولوژیک، 
جداســازي شــده از  Nostoc sp. ISC101 ســیانوباکتري

  .سواحل شمال ایران بود
  

  هامواد و روش
شمال  سواحلاز  Nostoc sp. ISC101 سیانوباکتري

از انتقال به آزمایشگاه بر روي  و بعدآوري جمعایران 
. پــس از شــدهــاي کشــت جامــد کشــت داده محــیط

خـاص مربـوط بـه نمونـه هاي پاساژهاي متوالی کلنی
 شـدندهاي مجزا قـرار داده تو بر روي پلیجداسازي 

)Andersen, 2005(به محـیط کشـت  هاپس نمونه. س
تیمارهاي مختلف . منتقل شدند 0BG11تخصصی مایع 

در محـیط درصـد)  7و  5، 5/2، 1 شـاهدنفت خـام (
طور ه ها ببه ریزجلبکفاقد منبع کربنی  0BG11کشت 

و تحت شرایط مطلوب کشت از نظر  شدجداگانه داده 
میکرومول فوتون  60 نور، گراددرجه سانتی 30±2 دما

  .گرفتندو هوادهی قرار   7pH برمتر مربع بر ثانیه،
ــا روش  ــرخ رشــد ب ــاران ( Soltaniن ) 2006و همک

ها بـا سلول شد. براي تعیین غلظت کلروفیل، گیرياندازه
ساعت در دماي  24و بعد از  متانول خالص استخراج شد

ف سنجی در طـول ، توسط روش طیگراددرجه سانتی 4
ــدازه nm 665 مــوج ). Marker, 1972گیــري شــدند (ان

استخراج شد و  ها بعد از شوك اسمزيپروتئین فیکوبیلی
هاي به روش طیف سنجی در فاز لگاریتمی در طول موج

 Bermejoگیري شـدند (اندازهنانومتر  562 و 615، 652

et al., 2002.(  

ــاردهی ــداي تیم ــیوناز ابت ــعیت کلنیزاس و  ، وض
مـورد بررسـی قـرار بصورت متوالی ها بیومتري نمونه

منظور اسلایدهاي نیمه دائمی از تیمارهـا . بدینگرفت
گیـري از هتهیه شده و آنالیزهاي مورفولوژیک بـا بهـر

   .این اسلایدها انجام گرفت
از یک  هاو سلول هابراي مطالعه مورفولوژي ریسه

و  Olympus CX 40 داردوربین میکروسکوپ نوري
 Olympus Dp Softافزارالیز تصاویر از نرمنبراي آ

version 4.0 software .هاي در بررسی استفاده شد
ها، رنگ آن و هاشکل کلنیبیومتري، و  شناسیریخت

هاي تخصصی مانند هاي رویشی و سلولابعاد سلول
، شکل سلول انتهایی و هاها و شکل آنهتروسیست

 گرفتورد بررسی قرار موجود یا عدم وجود غلاف 
)Gugger and Hoffmann, 2004(.  

میکروسکوپ الکترونی تهیه عکس با استفاده از براي 
)SEMدرصد  5/2ساعت در  4مدت  ها به)، نمونه

) PBSگلوتارآلدهید فیکس شدند، و در بافر فسفات (
و در  هها سانتریفوژ شدده شدند. سپس نمونهشستشو دا

 100و  90، 70، 50، 30، 10متوالی الکل ( هايغلظت
ها بر روي ) دهیدراته شدند. در نهایت، تمام نمونهدرصد

اي از طلا پوشش قطعات فلزي گذاشته شده و با لایه
  ).Diestra et al., 2007( داده شدند

هاي مولکولی نیـز بـراي شناسـایی سـویه تکنیک
Nostoc sp. ISC101  .منظـور شناسـایی بهاستفاده شد

از نمونه تازه بـا  DNAنه مورد نظر، ابتدا مولکولی نمو
 ژنومی شرکت فرمنتاز DNAاستفاده از کیت استخراج 

)K0512( استخراج شد )Nübel et al., 2000.(  تکثیر
در نمونـه ذکـر شـده  PCRبه وسـیله rRNA   16Sژن

 براي اولین بار و با استفاده از دو گـروه پرایمـر رفتـی
PA (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') 

 PH (5'-AAG GAG GTG ATC CAGو برگشـتی 

CCG CA-3')   صورت گرفت. براي نشان دادنDNA 
حـاوي  درصـد 2/1ژل آگارز ز افقی راز ژل الکتروفو

الکتروفـورز گردیـد و نتیجـه  DNA safe stainرنـگ 



 ...شناسایی مولکولی و مطالعه فیزیولوژیک و مورفولوژیک سیانوباکتري

70 

 Gel Documentationالکتروفورز با استفاده از دستگاه 
جهـت  PCRل محصـوگرفت.  مورد عکسبرداري قرار

تعیین توالی به شرکت ژن فناوران ارسال گردید. پـس 
از تعیین توالی ژنی ناحیه مورد نظر، توالی ژنی حاصل 

هاي ثبـت شـده با توالی ژن BLASTبا انجام عملیات 
هاي جهانی ژن مقایسه و درصـد تشـابه ژنـی در بانک

ژن  هاي موجـود در بانـکنمونه مورد نظـر بـا نمونـه
درصد  16S rRNA 97هاي ژن در توالیتعیین گردید. 

ـــه  هـــاي مشـــاهده شـــد. توالی Nostocشـــباهت ب
 NCBIنوکلئوتیدي شرح داده شده در این بررسی بـه 

  ارائه شد. NCBI: JX972170تحت شماره الحاقی 
افزارهایی مانند اطلاعات بدست آمده توسط نرم

Excel،  SPSS 18رفولوژيبراي تجزیه و تحلیل نتایج مو 
براي تجزیه و تحلیل نتایج  NCBIاه اطلاعاتی و پایگ

. آنالیزهاي آماري بر گرفتمولکولی مورد استفاده قرار 
طرفه اساس سه تکرار در هر آزمون و آنالیز واریانس یک

ANOVA  و طرحTukey  گرفتانجام.  
  

  جنتای
منظـور بررسـی میـزان رشـد در این پـژوهش بـه

ــام ــت خ ــف نف ــاي مختل ــیانوباکتري در تیماره از  س

  .گیري وزن خشک استفاده شدازهاند
  

  
 .Nostoc spسیانوباکتري مقایسه وزن خشک  .1 شکل

ISC101 در تیمارهاي مختلف نفت خام.  
  

نه تنها وجود نفت طبق نمودار وزن خشک نمونه، 
خام بازدارنده رشد نبوده بلکـه تیمارهـاي نفـت خـام 

). مـاکزیمم 1 (شـکل موجب افزایش رشد نمونه بـود
نفـت خـام در  درصد 7خشک جلبک در غلظت وزن 
که  حالی ، درmg mL 725/1-1تلقیح به میزان  12روز 

 1در غلظـت  mg mL 383/1-1کمترین وزن خشـک 
که این اختلاف بین نمونه شاهد  نفت خام بوده درصـد

 دار بوده اسـتبا دیگر تیمارها معنی درصد 1و غلظت 
)05/0P<.( 

  
  Nostoc sp. ISC101هاي مختلف نفت در سیانوباکتري وسنتزي در غلظتهاي فتمیزان رنگیزه .1جدول 

 هاپروتئینفیکوبیلی آلوفیکوسیانین فیکوسیانین  فیکواریترین کلروفیل نفت خام
         )µg mgdw-1(                                                       )درصد(        

 b24/1±782/4 a34/0±380/0 a15/0±109/0 a08/0±047/0  a69/0±782/0 شاهد

1 a22/0±535/0 a18/0±189/0 a17/0±172/0 a17/0±190/0 a71/0±762/0 

5/2 a49/0±709/0 a31/0±194/0 a42/0±241/0 a34/0±255/0 a66/1±074/1 

5 a20/0±477/0 a21/0±123/0 a22/0±126/0 a13/0±127/0 a94/0±639/0 

7 a12/0±454/0 a10/0±057/0 a10/0±057/0 a16/0±090/0 a61/0±353/0 

  دار است. حروف یکسان نشان دهنده عدم تفاوت معنی
  دهند.را نشان می SE  X±هاداده

  

گیـري محتـواي نتایج حاصـل از انـدازه، 1جدول 
با  هاي تحت تیمارنمونه شاهد و کلروفیل را در نمونه

بیشـترین  دهد.نفت خام نشان می مختلفهاي غلظت

شاهد نمونه در  µg mL 782/4-1میزان کلروفیل با میزان 
نتایج آنـالیز آمـاري اخـتلاف  با توجه به .مشاهده شد

 داري بین مقدار کلروفیل نمونه شاهد با تیمارهايمعنی
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همچنین . نفت خام مشاهده شد درصـد 7و  5، 5/2، 1
 هاي فیکوبیلی پروتئینی را دراین جدول مقادیر رنگیزه

دهد. همـانطور هاي مختلف نفت خام نشان میغلظت
داري گردد، اختلاف معنـیملاحظه می 1جدول که در 

  .نداشتبین شاهد و تیمارها در این خصوص وجود 
و  2 این سویه در جدول شناسیریخت مشخصات

ها در محیط کلنینشان داده شده است.  2-4هاي شکل
اي رنـگ هاي کوچک قهوهکشت جامد به شکل توپ

 Bشـکل  کـه در همـانطور .)Aشدند (شکل  مشاهده
بعد از انتقال بـه محـیط مـایع و  ،داده شده استنشان 

هاي سیانوباکتري در نمونه شـاهد تودهتیمار نفت خام 
 گرفتنــد(بــدون تیمــار نفتــی) در پــایین ظــرف قــرار 

زیر لایه  در نفت خام درصـد 7که در نمونه  درصورتی
بـالاي  تمایلدهنده  نشان پدیدهاین  نفتی قرار گرفتند.

هاي هیدروکربنستفاده و تجزیهاین سیانوباکتري براي ا
  .بودعنوان منبع کربن هنفتی ب

  

  
  ) و رشد نمونه در محیط Aدر محیط کشت جامد ( Nostoc sp. ISC101تشکیل کلنی سیانوباکتري  .2 شکل

  (سمت راست) نفت خام درصد 7و نمونه تیمار (سمت چپ)  نمونه شاهد در )B( .کشت مایع
  

شـود شـکل ده مـیمشاه 3همانطور که در شکل 
انفرادي قرار بصورت ها بصورت منحنی و بیشتر ریسه

هاي انتهایی هم در نمونه شاهد و . شکل سلولگرفتند
 ود شهاي تیمار شده گرد تا بیضوي دیده هم در نمونه

بـود. هاي رویشی قابل تشـخیص از دیگر سلول کاملاً
اي و هاي رویشی در نمونه شاهد اسـتوانهشکل سلول

، هـاي نفتـیهـاي تیمارمستطیل، و در نمونـه به شکل
هـاي هـا و سـلول. رنگ ریسهاي و مربعی بوداستوانه

. ایـن ده شـدرویشی در همه تیمارها به رنگ سبز دیـ
هـاي تخصـص یافتـه هتروسیسـت نمونه داراي سلول

 ،ها بیشتر بینابینی بودهباشد و وضعیت هتروسیستمی
ت رأسی نیز ها هتروسیست به صوراما در برخی ریسه

 .Nostoc spهاي نمونه ریسه راست، 3شکل  .دیده شد

ISC101 طراف قطـرات ترکیبـات نفتـی نشـان را در ا
همچنین شکل هتروسیست در تمامی تیمارها دهد. می

. همچنـین ایـن نمونـه داراي اي بودبیضوي و استوانه
هـاي الکترونـی کـه در عکـسغلاف موسیلاژي بوده 

SEM  نفت خام به وضـوح  درصد 7در نمونه شاهد و
   ).4 (شکل شددیده 
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  درصد  7) و تیمار سمت چپدر نمونه شاهد ( Nostoc sp. ISC101هاي سیانوباکتري شکل سلول .3 شکل

  توسط میکروسکوپ نوري )سمت راستنفت خام (
  

) نیز بـراي SEMتکنیک میکروسکوپ الکترونی (
یر تعیین تغییـرات مورفولوژیـک اسـتفاده شـد. تصـاو

و دهـد کـه طـول نشان مـی SEMبدست آمده توسط 
تیمـار درصـد  7هاي رویشـی در نمونـه سلولعرض 

دار معنـیاخـتلاف نسبت بـه نمونـه شـاهد  نفت خام
یب و انحطاط نسـبی در دیـواره ر. همچنین تخنداشت
مشاهده  نفت خام درصد 7هاي رویشی در تیمار سلول

  .نشد
 

  
   درصد 7) و تیمار چپدر نمونه شاهد ( Nostoc sp. ISC101ري هاي سیانوباکتشکل سلول .4شکل

  SEMتوسط میکروسکوپ الکترونی  (راست) نفت خام
  

نشـان داده شـده اسـت  2که در جـدول  همانطور
نفـت خـام درصد  5هاي رویشی در تیمار طول سلول

نفـت خـام  درصـد 7و در تیمار  میکرومتر 4/1±97/9
هاي عرض سلولین بیشتر. بود میکرومتر 73/1±83/8

و  میکرومتـر) 65/6+45/0( درصـد 1رویشی در تیمار 
. بـود میکرومتر) 47/5+59/0(در نمونه شاهد کمترین 

داري بین شاهد و تیمارها لی اختلاف معنیکولی بطور
مشاهده نشـد. نتـایج مشـابهی در خصـوص طـول و 

نتایج در مورد ابعـاد ها بدست آمد. عرض هتروسیست
ها در طول هتروسیستگرچه  دادن ها نشاهتروسیست

 درصـد 1 نفت خـام بیشـتر و در تیمـار درصد 7تیمار 
هـا در نمونـه همچنین عرض هتروسیست وکمتر بود 

نفـت  درصـد 1نفت خام بیشتر و در تیمار  درصد 5/2
هـاي اختلاف در ابعـاد سـلول ولی این ،خام کمتر بود

  ).>05/0P( نبوددار ها معنیرویشی و هتروسیست
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 تحت تیمارهاي مختلف نفت خام Nostoc sp. ISC101مشخصات مورفولوژیک سیانوباکتري  .2 جدول
  مشخصات مورفولوژیک  )درصدنفت خام (

 شاهد 1 5/2  5  7

  مورفولوژي ریسه  انفرادي، منحنی انفرادي، منحنی انفرادي، منحنی انفرادي، منحنی انفرادي، منحنی
 غلاف موسیلاژي +  + + + +

  سلول انتهایی شکل  گرد تا نیمه گرد  گرد، بیضوي  گرد  گرد گرد
مربع،  اي،استوانه

 سبز

اي، مربع، استوانه
 سبز

اي، مربع، استوانه
 سبز

  اي، سبزاستوانه مربع، سبز اي،استوانه
هاي وضعیت سلول
 رویشی

a51/0±00/6  a31/1±06/6 a74/0±53/6 a45/0±66/6 a59/0±47/5 
 هاي رویشیعرض سلول

  یکرومتر)(م

a73/1±38/8 a40/1±97/9 a16/1±60/8 a59/1±80/9 a93/0±51/9 
هاي رویشی طول سلول

 (میکرومتر)

بیضوي، بینابینی و 
 رأسی

بیضوي، بینابینی 
 و رأسی

بیضوي، بینابینی و 
 رأسی

بیضوي، بینابینی و 
 رأسی

بیضوي، بینابینی 
 و رأسی

 وضعیت هتروسیست

a00/1±77/8 a75/0±20/8 a19/1±21/9 a66/0±39/7 a84/1±96/8 
عرض هتروسیست 

  (میکرومتر)

a12/2±91/12 a16/1±15/11 a93/1±93/11 a42/1±40/9 a12/2±05/11 
طول هتروسیست 

  (میکرومتر)
  دهند.را نشان می SE  X±هادادهدار است. عدم تفاوت معنیدهنده حروف یکسان نشان

  
  بحث

هاي ر روي سیانوباکتريمطالعات صورت گرفته ب
کنند در مناطق آلوده به نفت زندگی می بومی ایران که

این  ).Soltani et al., 2012( باشدبسیار معدود می
هاي همه جانبه نگر مانند این ر به بررسیمطالعات کمت

رداخته است و این کمبود در مورد جنس پتحقیق 
Nostoc تاکنون تاکسونومی جنس کند. نیز صدق می
Nostoc  برپایه مشخصات مورفولوژیک و فیزیولوژیک

، Nostocهاي است. تنوع مورفولوژیک زیاد گونه بوده
ها مانع با توجه به چرخه زندگی و شرایط محیطی آن

شود هاي منحصر به فرد آن میشناسایی صحیح گونه
)Teneva et al., 2012 لذا استفاده از مارکرهاي .(

فازیک براي مطالعه هاي پلیمولکولی همراه با بررسی
نظر ه ضروري بNostoc هاي جنس و شناسایی گونه

یک از رسد. امروزه در استفاده از صفات مورفولوژمی
 شود، مانندرداري میبنیز بهرههاي دیگري مشخصه

ها. این صفات با ساختار و فراساختار سیانوباکتري
ز توالی مولکولی هاي فیلوژنتیکی مشتق شده ادرخت

ی، رابطه قابل اولین تحقیقات مولکولنیز تطابق دارد. 
ي فنوتیپی و فیلوژنتیکی نشان بندقبولی را بین طبقه

ر بر اساس هاي تکاملی اخیدادند. ولی درختنمی
هاي ، رابطه مناسبی را با تاکسون16S rRNAتوالی ژن 

هاي استخراج شده توالیدهند. سیانوباکتریایی نشان می
هایی نشان داد. سویه در مرحله ابتدایی مشابهت

Nostoc spongiaeforme  77 سویه  با درصدNostoc 

entophytum  است.شباهت داشته  
ــتفاده ا   ــا اس ــتري ب ــات بیش ــات اطلاع ز آزمایش

هاي زیادي از اثرات فیزیولوژیکی بدست آمد. گزارش
هـا وجـود دارد هاي نفتی بر سـیانوباکتريهیدروکربن

)Diestra et al., 2007 محیط کشت فاقد کربن براي .(
دهنـده نتایج فیزیولوژي نشـانآزمایشات استفاده شد. 

. تیمار بـا نفـت ودبپذیري فیزیولوژیکی نمونه انعطاف
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تولیـد جر بـه افـزایش نـرخ رشـد و همچنـین خام من
 . این نتـایج مطـابق نتیجـهبیومس جلبکی بیشتري شد

Kumar  ) باشد که اظهار داشتند ) می2008و همکاران
ه در محیط کشت رشـد هاي تیمار داده شدتمام سلول

دلیل تحریک تغییرات باشد که تواند به کردند، این می
ــلول ــراتس ــیم تغیی ــه تنظ ــادر ب ــا را ق ــرایط  ه در ش

هـاي فیزیولوژیکی متفاوت کرده اسـت. میـزان رنگیزه
  هاي نفت خام بستگی دارد. فتوسنتزي به غلظت

Essein  وAntai )2005دلیل کـاهش فیکـوبیلی ( 
ها تحت شرایط تـنش بررسـی ها را در جلبکپروتئین

ها ها بیان کردند که پاسخ به تنش در جلبککردند. آن
ئین است در حالی کـه شـرایط نشان دهنده میزان پروت

اي را در هاي ویژهتواند سنتز پروتئینمی تنش محیطی
همچنـین میـزان نـرخ رشـد در  هـا القـا کنـد.جلبک
هاي متفاوت نفت خـام نشـان دهنـده توانـایی غلظت

 هـا توسـط سـیانوباکتريو هیـدروکربن 2COمصرف 
Nostoc sp. ISC101 باشد. البته انواع مختلف نفت می

هـا دارنـد مایزي بـر روي سـیانوباکتريرات متخام اث
)Lliros et al., 2008 نتایج مـا بـا نتـایج .(Gamila  و

Ibrahim )2004 مطابقت دارد که بر روي اثر غلظت (
آنها نفت خام بر رشد جلبکی مطالعه کردند.  درصد 1

نتیجه گرفتند که تیمار محیط کشـت جلبـک بـا نفـت 
ا تولید بالاي بیومس خام منجر به افزایش رشد همراه ب

) آزمایشات رشـد Singh )1990و  Gaur .شدجلبکی 
آنهـا نتیجـه یمارهاي نفت خام را انجام دادنـد. تحت ت

 دارنده رشد سویه مورد مطالعه بود.گرفتند که نفت باز
) نتایج مشابهی را از Kumar )1981و  Gaurهمچنین 

  جلبک تک سلولی منتشر کردند. 4اثر نفت خام بر 
 ها که به سطحها فیکوبیلی پروتئینانوباکتريیدر س  

اند بـه عنـوان استرومایی غشـاي تیلاکوئیـدي متصـل
عمــل  Πهـاي اولیــه نـوري بــراي فتوسیسـتم گیرنـده

هـا در اختار و عملکـرد فیکـوبیلی پروتئینکنند. سمی
سـت. در حـالی هاي گوناگون متفاوت اپاسخ به تنش

هستند بسـیاري از  ها فتواتوتروفکه تمام سیانوباکتري
کربن زیستی غیر قابل انحـلال  توانند از اجزايآنها می

براي رشد هتروتروفی یا میکسوتروفی در نور استفاده 
  ).Al Hasan et al., 2001( کنند

مورفولوژیک مانند مورفولوژي ریسـه،  مشخصات
هـا و هـاي رویشـی، هتروسیسـتشکل و ابعاد سلول

هـا، شـکل سـلول ها و وضعیت قرارگیـري آنآکاینت
انتهایی، وجود یا عدم وجود غلاف و سـیکل زنـدگی 

هاي مورفولـوژیکی هسـتند کـه ها از جمله ویژگیآن
ــک در ســیانوباکتري ــرات مورفولوژی ــراي تغیی ــاي ب ه

ــانواده  ــد Nostocalesخ  ,Nostoc, Anabaenaمانن

Aphanizomenon, Trichormus, Calothrix, 
Rivularia استفته مورد استفاده قرار گر )Rajaniemi 

et al., 2005; Berrendero et al., 2008; Pan et al., 
2008; Sili et al., 2011(.   

توجه به اجتماعات در محیط مایع و آرایـش خـاص 
ها در تیمارهاي مختلف نفت خام بیـانگر ایـن مسـئله آن

عنوان موجـودات هوشـمند در ها بهاست که سیانوباکتري
ار نفت خام از آرایش خاص خود هاي شاهد و تیممحیط

. طریقه قرارگیري اجتماعـات )2 (شکل برخوردار هستند
در کـف  صورت پخش شدنها در محیط شاهد، بهریسه

هـا ریسـهو در نمونـه تیمارهـاي نفـت خـام بـود ظرف 
قـرار گرفتنـد. ایـن صورت مجتمع در زیر لایـه نفتـی به

فت، هاي جلبکی در کنار قطرات نحالت قرارگیري ریسه
به منظور استفاده از این قطـرات نفتـی بـه عنـوان منـابع 
هیدروکربنی براي انجام متابولیسـم سـلولی اسـت. زیـرا 

ها قادرند از ترکیبات آلی اضـافی از برخی از سیانوباکتري
. ایـن طریق هتروتروفی یا فتـوهتروتروفی اسـتفاده کننـد

رفتـار مشـابه توسـط نتایج با نتایج سایر محققان بر روي 
(سـلطانی و  هـاي بـومی ایـران تطـابق داردسیانوباکتري

  ). 1387همکاران، 
هـا دقت در بررسی میکروسکوپی و شـکل ریسـه

نفت خام  درصد 7) در شرایط کنترل و تیمار 3(شکل
نفت خام  درصد 7 ها در تیمارکه آرایش ریسه دادنشان 
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هاي اي در سلولنه تنها برهم نخورد بلکه شکل استوانه
. شـدها حفظ شکل بیضوي در هتروسیست رویشی و

نکته مهم این است که نمونه در شرایط تیمار نفت خام 
هاي رویشـی و از نظر مورفولوژي ریسه، شکل سلول

و این نشان از قابلیت ها تغییر خاصی نکرد هتروسیست
. این داشتسازگاري در تیمارهاي مختلف نفت خام را 

 ) بر2005ران (و همکا  Rajaniemiمشاهدات با نتایج
تکامــل مورفولوژیــک چنــد ســیانوباکتري از خــانواده 

Nostocales هاي این عکس علاوه بر کند.مطابقت می
) نیز این نتایج را تأیید SEMمیکروسکوپ الکترونی (

  .کرد
کـه در نمونـه  دادنتایج آنالیزهاي بیومتریک نشان 

شــاهد و نمونــه تیمارهــاي نفــت خــام از نظــر ابعــاد 
رویشی و هتروسیست از نظر آماري تفاوت هاي سلول
ر محیط و نمونه د )>05/0P( نداشتداري وجود معنی

خـام الگـوي هـاي نفـت بدون ترکیبات نفتی و محیط
نمونه داراي ثبات شکل و و رفتاري یکسانی نشان داد 

  شود. که یکی از صفات مهم محسوب میابعاد بود 
 وفلسفه وجود یا عدم وجود غلاف پیچیده است 

هایی کند. در حالتبا زمان و شرایط محیطی تغییر می
توان این صفت را ناشی از شود میکه مشاهده می

خوگیري با شرایط محیطی یا تأثیرپذیري از محیط 
هاي تاکسونومیکی توجه به این دانست که در بررسی

  نکته حائز اهمیت است.
  

گیري نهایینتیجه  

ــدم وجــود ســمیت ناشــی ــق، ع ــن تحقی از  در ای
 .Nostoc spسـیانوباکتريهاي نفت بـراي هیدروکربن

ISC101  مورد مطالعه توسط آزمایشات مورفولوژیـک
و فیزیولوژیک نشان داده شد. نتایج حاکی از افـزایش 

نفت خام، ایـن نظـر را تاییـد درصد  7رشد در تیمار 
قادر به استفاده از ترکیبات کند که این سیانوباکتري می

. شناسـایی بودراي متابولیسم خود هیدروکربنی نفت ب

 16sها توسط بررسی توالی جزئی ژن مولکولی نمونه

rRNA  انجام پذیرفت. همچنین تصاویر میکروسکوپ
حاکی از حفظ بقاي شکل سـلول و نوري و الکترونی 

اهدات . مشـآن در تیمارهاي نفـت خـام بـود تمامیت
 کند که سیانوباکتري مـوردمذکور این نظر را تایید می

هتروتروفــی داشــته و از  زنـدگی ســتمطالعـه قــادر ا
 .هاي نفتی به عنوان منبع کربن استفاده کندهیدروکربن

کـه نفـت یـک فـرآورده سـمی بـراي  از آنجـاییلذا 
هاي اصلی هاي بیولوژیک و یکی از آلوده کنندهسیستم

نتایج حاصـل از ایـن  ،شودمحیط زیست محسوب می
ل این سیانوباکتري براي تواند بیانگر پتانسیآزمایش می

ــ ــتفاده از آن ب ــتی هاس ــه زیس ــد تجزی ــوان کاندی عن
  هاي نفتی در مناطق آلوده باشد.آلودگی
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