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  مقاله كوتاه
 و Nostoc muscorum و رسم منحني رشد دو گونه  (Doubling time) زمان دو تا شدننيتعي

Nostoc ellipsosporum آلن اندازه گيري كلروفيل در محيط كشت با استفاده از تكنيك  
   علي احمدي مقدم وبهاره نوروزي

  گروه زيست شناسي دانشگاه شهيد باهنر كرمان، دانشكده علوم، 

  17/04/85: تاريخ پذيرش   04/07/84: اريخ دريافتت

  چكيده

 در همه جا وجود دارند نقش مهمي را در تثبيت نيتروژن و در نتيجه در نگهداري و سيانوباكتريهاي ديازوتروف كه معمولاً
 بويژه در چرخه زندگي سيانوباكترهاي هتروسيست دار با توجه به نقش آنها در تثبيت ازت. باروري خاك بازي مي كنند

در تحقيق حاضر نمونه برداري، جداسازي و خالص سازي و شناسايي . شاليزارهاي ايران مطالعات ناچيزي انجام شده است
 Nostoc ellipsosporum سيانوباكترهاي هتروسيست دار از شاليزارهاي استان گلستان انجام شد و نتايج نشان داد كه دو گونه

بمنظور رسم منحني رشد، هر گونه بصورت مجزا در محيط كشت مايع آلن . آنها هستند فراوان ترين Nostoc muscorumو
نتايج حاصل از . كشت داده شدند و منحني رشد با استفاده از غلضت كلروفيل رسم و زمان دو تاشدن هر گونه محاسبه گرديد

اراي فاز لگاريتمي و زمان دو تا شدن د N. ellipsosporum شدن نشان داد كه گونه رسم منحني رشد و محاسبه زمان دو تا
 است كه مي تواند باعث افزايش مدت فعاليت نسبت به گونه ديگر و در نتيجه تثبيت  N. muscorumطولاني تري نسبت به 
  .مقدار بيشتر ازت شود

   .Nostoc ellipsosporum، آلن محيط كشت ، Nostoc moscorumمنحني رشد، زمان دو تا شدن، : واژهاي كليدي

 

بعنوان اصلاح ) 4(سيانوباكتريها با قابليت تثبيت نيتروژن 
كنندگان خاك و كود بيولوژيك امروزه در بيوتكنولوژي 

ها نشان نتايج بسياري از مطالعات و بررسي. شوند مطرح مي
شاليزار بعنوان بهترين زيستگاه براي رشد و مي دهد كه 

ا توجه ب). 7(سيانوباكتريهاي هتروسيست دار است پرورش 
قوه سيانوباكتريهاي هتروسيست دار در تثبيت لبه توان با

مين ازت أ اهميت اين موجودات در ت،ازت اتمسفري
شاليزارها و افزايش محصول برنج كه غذاي اصلي نيمي از 

با توجه به   ).10 (جمعيت جهان است آشكار مي شود
اينكه عمل تثبيت ازت در سيانوباكتريهاي هتروسيست دار 

 بودنغرقابي ايط عاري از اكسيژن انجام مي شود در شر
خاكهاي شاليزار و در نتيجه كاهش اكسيژن باعث مي شود 

تا آنزيم نيتروژناز فعال شود و فعاليت تثبيت نيتروژن در 
 در چنين شرايطي ميانگين .رسداين شرايط به حداكثر ب

 كيلوگرم در هكتار 30تثبيت ازت هوا سالانه در حدود 
 90 الي 60بين  زارشهايي از تثبيت ازت هواباشد ولي گ

بعضي از  .)20 (كيلوگرم در سال نيز داده شده است
محققين نشان داده اند كه تثبيت نيتروژن حاصل ازجلبكها 

و تجزيه سلولها در دسترس برنج قرار مي  پس از رشد آنها
بهمين دليل . گيرد و باعث افزايش محصول برنج مي شوند

  نيز(Biofertilizer)  در اصطلاح كود حياتيبه سيانوباكتريها
- تعيين منحني رشد جلبكهاي سبز). 11 و 12 (مي گويند

ثير أو ت آبي محاسبه فاز لگاريتمي و زمان دو تا شدن آنها
اين زمان در تكثير آنها كاملا از نظر اقتصادي توجيه پذير 
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است، لذا تعيين گونه مناسبتر با فاز لگاريتمي طولاني تر و 
ان دو تا شدن بيشتر براي استفاده بعنوان كود بيولوژيك زم

مطالعات انجام شده در . از اهميت بسزايي برخوردار است
ايران در اين زمينه بسيار كم است لذا نياز به تحقيقات 
. بيشتر در زمينه سيانوباكتريها در كشور محسوس است

بهمين دليل در اين تحقيق سعي شد قدمي در راه پيشبرد 
  . هدف برداشته شوداين

 از خاكهاي مختلف پنج شاليزار استان 1383در پاييز 
) 18(گلستان نمونه برداري بر طبق روش رانگاسوآمي 

محيط كشت  جهت كشت نمونه هاي خاك،. انجام شد
BG-11  كه نمكهاي نيتروژن از آن حذف شده بود مورد

 pHبعد از آماده سازي محيط كشت . استفاده قرار گرفت
سپس ). 5 و3( تنظيم و سپس اتوكلاو گرديد 1/7 در حد

پتريديشهاي محتوي اينوكولوم سيانوباكتريها در داخل 
 لوكس و دماي 2000 تا 1500اتاقك رشد با شدت نوري 

 بمنظور .)13و14(گراد قرار داده شد   درجه سانتي28
 هر ليتر محيط كشت مايع جداسازي و خالص نمودن ب

BG-11شناسايي بر طبق . فه شدده گرم آگار نيز اضا
 آناگنوستيديس و ،)17 (كليدهاي شناسايي پرسكات

، )21(، استاينر )3 (، آناند)9 (، دسيكاچاري)2(كومارك 
در ميان .  انجام شد)20 (، سنترا)19(ريپكا و همكاران 

 وN . ellipsosporum بيست گونه شناسايي شده دو گونه 
N. muscorum داري شده كه در تمام مناطق نمونه بر

بمنظور ). 16، 15(حضور فراواني داشتند انتخاب شدند 
 Nostoc muscorum , Nostocآگاهي از سيكل سلولي 

ellipsosporum منحني رشد اين دو گونه با استفاده از ، 
ت كلروفيل با ظدر واقع غل. غلظت كلروفيل رسم گرديد

 شاخصي )8(توجه به تحقيقات انجام شده در اين زمينه 
ب براي تعيين تراكم سيانوباكتريها در طول سيكل مناس

، دو نمونه انتخابي در محيط در اين روش. زندگي آنهاست
 تكرار 3از هر نمونه . كشت داده شدند) 1(آلن كشت مايع 

جهت . انتخاب و بطور جداگانه به محيط كشت اضافه شد
اندازه گيري غلظت كلروفيل، از روز اول تلقيح ، بصورت 

 ميان مقدار كلروفيل در نمونه هاي جلبكي يك روز در
جذب كلروفيل بصورت كمي با خواندن . اندازه گيري شد

 نانومتر با دستگاه 663جذب محلول حاصل در طول موج 
 با استفاده از يك ضريب جذب Cary 50اسپكتروفتومتري

 £=A.  )8(شد  بر اساس فرمول زير تعيين 74/78ويژه 

*b*c) =A ،74/78=£ ضريب جذب  جذب خوانده شده 
) غلضت كلروفيل =c سانتيمتر و b=1سانتيمتر، . گرم بر ليتر
فورمولهاي زمان دوتا شدن دو گونه با استفاده از . مي باشد

محاسبه گرديد )  الف وب-1 هايشكل(زير و با توجه به 
)6(    .  

 K = ln (N2/N1)/ (t2/t1) )  نرخ رشد(   

Div. day-1= K/ ln2 )ي هر روزتقسيم به ازا (  

= 1/Div.day-1  ) كه در آن      )زمان دو تا شدنN2 و N1 
ت كلروفيل كه خود شاخصي از تراكم ظميزان غل

سيانوباكتريها در ابتدا و انتهاي فاز لگاريتمي يعني در 
 و Nostoc muscorumبراي گونه =t2 11 وt1 =5روزهاي

3 =t111 و=  t2 براي گونهNostoc ellipsosporumاست .  

 بر اساس فرمول فوق Nostoc muscorumمان دو تا شدن ز
  :دست آمدبصورت زير ب

K= ln ( 6125/0  ÷ 17/0 ) / 6 = 2136/0 Div. day-1= 

2136/0  ÷ 693/0 = 30822/0  

30822/0 ÷1 = زمان دو تا شدن = 244/3      N2 = 6125/0         

N1= 17/0     Ln2= 693/0  

 اساس فرمول ر بNostoc ellipsosporum زمان دو تا شدن 
  :دست آمدفوق بصورت زير ب

K= ln 6282/(  ÷ 12/0 ) / 8 = 2069/0       Div. day-1= 

2069/0  ÷ 693/0 = 2998/0  

2988/0 ÷1 = زمان دو تا شدن = 33/3       N2 = 6282/0            

N1= 12/0              Ln2= 693/0  
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دست آمده ميانگين سه تكرار براي هر گونه در سه اعداد ب
نتايج حاصل از . باشند  ميلي ليتري جداگانه مي500رلن ا

نشان داد كه اين گونه در  N. ellipsosporum  منحني رشد
 در فاز 11 تا 3خيري و از روز أ در فاز ت3 تا 1فاصله روز 

 -1شكل( در فاز ثابت است 19 تا 11لگاريتمي و از روز 
 N. moscorumدرحاليكه نتايج حاصل از منحني رشد ) الف

خيري و  در فاز تأ5 تا 1 گونه در روزهاي نشان داد كه اين
 در 19 تا 13 در فاز لگاريتمي و در روزهاي 13 تا 5از روز 

فاز ثابت است و از اين روز به بعد وارد فاز مرگ مي شود 
نتايج حاصل از اندازه گيري زمان دو تا ).  ب-1شكل(

 (G=3.244) با زمان كمتر N. muscorumشدن نشان داد كه 
 فاز لگاريتمي N. ellipsosporum (G=3.33)نسبت به 

با توجه به نتايج . خيري طولاني تري داردأكوتاهتر و فاز ت
حاصل از ترسيم منحني رشد و محاسبه زمان دو تا شدن 

 نتيجه مي N.muscorum   و N.ellipsosporumدر دو گونه
فاز خيري كوتاهتر و أ فاز ت N.ellipsosporumشود كه گونه

لگاريتمي طولاني تري و زمان دو تا شدن بيشتري نسبت به 
 دارد كه اين امر نشان مي دهد كه گونه  N.muscorumگونه

N.muscorum  با زمان دو تا شدن كمتر و نرخ رشد بيشتر 
 فاز سريعتر فاز لگاريتمي خود را به پايان رسانده و وارد

گونه از دليل اينكه اين دو همينطور ب. ايستايي مي شود
خيري در هر أمحيط كشت جامد به مايع منتقل شدند فاز ت

 در آنخيري كه سلولهاأدو مشاهده مي شود و زمان فاز ت
شوند مي واجد آنزيمهاي لازم براي استفاده از مواد غذايي 

و همينطور خود را با شرايط جديد وفق دهند در گونه 
N.muscorumاما در گونه .  طولاني تر است

N.ellipsosporum  اين دوره با سرعت بيشتري خاتمه مي 
با توجه به توان بالقوه . يابد و وارد فاز لگاريتمي مي شود

سيانوباكتريها در تثبيت ازت اتمسفري و اثر فوق العاده آن 
ه غذاي نيمي از جمعيت جهان در افزايش محصول برنج ك

زيادي در بسيار حقيقات دهد، ت خود اختصاص ميرا ب
 ونومي اين موجودات در هند انجام شده استمورد تاكس

 و نتايج نشان داده است كه سيانوباكتريهاي )21(

هتروسيست دار بيشترين فلور جلبكي را در شاليزارها 
استفاده از سيانوباكتريها بعنوان كود بين . تشكيل مي دهند

  اولين بار در هندوستان ابداع شد1972 تا 1960سالهاي 

به نتايج حاصله مي توان انتظار داشت حال با توجه . )11(
 با زمان تقسيم كمتر تعداد بيشتري سلول N.muscorumكه 

حاصل از تقسيم در شاليزار آزاد مي كند كه در صورت 
مين شرايط محيطي احتمال توليد بيومس بيشتر وجود أت

دارد و در عين حال زودتر به مرحله مرگ مي رسد و مواد 
 از اين رو پيشنهاد مي. ت دار آن به محيط رها مي شوداز

با فاز لگاريتمي كوتاهتر و فاز   N.muscorum شود كه 
خيري طولاني تر بعنوان كود حياتي ارجح نسبت به گونه أت

N. ellipsosporum در شاليزارها مورد استفاده قرار گيرد  .
 .Nبا اين حال وجود فاز لگاريتمي طولاني تر در 

ellipsosporum  مي تواند باعث افزايش مدت فعاليت 
. نسبت به گونه ديگر و در نتيجه مقدار بيشتري ازت شود

 در دوره كمي طولاني تر N.ellipsosporumبنابراين گونه 
بديهي  .مي تواند بعنوان كود برتر مورد استفاده قرار گيرد

است كه قدرت تكثير و ميزان كلروفيل از جمله توانايي 
 با .ها در رشد و غلبه در اكوسيستم هستندؤثر جلبكهاي م

 شرايط محيطي رشد و حال شناخت نيازهاي غذايي،اين
مهمتر از همه ميزان فعاليت آنزيمها و دانستن اين امر كه آيا 
كداميك از اين گونه ها در اين مرحله ازت بيشتري توليد 
مي كند از موارد لازم براي تحقيق بيشتر در راستاي درك 

ز آنجا كه ا. ها استارگانيسماملتر از فعاليت اين ميكروك
هاي فيزيولوژيك و بررسي شرايط تحقيق در زمينه فعاليت

اكولوژيك اين ميكروارگانيسمها انجام نشده است تحقيق 
مسلم . تواند شروع مناسبي در اين امر باشد حاضر مي

هاي ديگر و بر روي گونه است كه با ادامه كار درمحيط
لف زمينه مساعدي در راستاي استفاده از اين هاي مخت

هاي زراعي و غيره ميكرو ارگانيسمهاي مفيد در سيستم
بايد ذكر شود كه در كشورهاي آسيايي . بوجود خواهد آمد

و بويژه هندوستان تحقيقات زيادي در اين زمينه صورت 
گرفته است، بعنوان مثال استفاده از اين ميكروارگانيسمها 
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يزان توانايي آنها در تثبيت ازت از مصرف پس از تعيين م
بي رويه كود هاي ازتي بويژه در شاليزارها جلوگيري كرده 
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 با استفاده از Nostoc ellipsosporumمنحني رشد ): الف (1شكل 

هر عدد ميانگين سه .  روز21اندازه گيري غلظت كلروفيل در طول 
ل است، كه خود شاخصي ت كلروفي ميزان غلظN1 و N2. تكرار است

از تراكم سيانوباكتريها در ابتدا و انتهاي فاز لگاريتمي يعني در روزهاي 
3 =t111 و=  t2 براي گونهNostoc ellipsosporumاست .  
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 با استفاده از اندازه Nostoc moscorumمنحني رشد ): ب (1شكل 

هر عدد ميانگين سه تكرار .  روز21گيري غلظت كلروفيل در طول 
ت كلروفيل كه خود شاخصي از  ميزان غلظN1 و N2كه در آن . است

 5تراكم سيانوباكتريها در ابتدا و انتهاي فاز لگاريتمي يعني در روزهاي
=t1 11 و t2= براي گونهNostoc muscorumاست .  
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Short paper 
 

Determination of generation time and growth curve of Nostoc muscorum 
and Nostoc ellipsosporum by measuring of chlorophyll in modified Allen's 

medium 
Nowruzi B. & Ahmadi Moghadam A. 

Biology Dept., Faculty of sciences, Shahid Bahonar University, Kerman, Iran 

Abstract:  

Diazotrophic cyanobacteria, which are nearly found everywhere, have important role in 
N fixation and play a vital role in improving and establishing the soils. Little studies 
have been carried out on the life cycle of heterocystous cyanobacteria in paddy fields of 
Iran. Sampling, purification and identification of cyanobacteria from paddy fields of 
Golestan province was carried out and showed that Nostoc ellipsosporum and 
N.muscorum are the most abundant species of the sites. To draw the growth curves of 
the species each was grown on Allen culture medium separately and their growth curves 
were drawn according to their chlorophyll amounts. Doubling time of each species was 
also calculated based on the chlorophyll data. The results showed that N.ellipsosporum 
has longer doubling time and logarithmic phase than N.muscorum. Hence, it can have 
longer activity and fix more N in the ecosystem.  

Key words: growth curve, generation time, Nostoc moscorum, Nostoc ellipsosporum, 
modified Allen's medium. 
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