
فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیان
1394پاییز، سومسال سوم، شماره 

Anabaenaبررسی فعالیت ضدباکتریایی و ضدقارچی سیانوباکتري sp.

هاي استان گیلانجدا شده از تالاب

2، جنت سرمد*2، اکبر نورسته نیا1رضا کریمی

94آذر: تاریخ پذیرش94مهر: اریخ دریافتت
چکیده

که به طور ازت هوا هستندکنندهتثبیتهايدار گروهی از میکروارگانیسمهتروسیستسیانوباکترهاي 
ها منبع مهمی سیانوباکتري. کنندها رشد میتالابهاي شیرینطبیعی در خاك مرطوب مزارع برنج و آب

توانند انواع ترکیبات ضدباکتري، ضدقارچ، ضدلارو، ضدپروتوزوآ، میوهاي ثانویه هستندبراي متابولیت
با توجه به کاربردهاي وسیع صنعتی و دارویی . کنندضدجلبک و به طور کلی ترکیبات ثانویه سمی تولید 

هاي استان گیلان مورد مطالعه قرار در تالابAnabaenaهاي بومی جنسها، یکی از گونهسیانوباکتري
هاي باکتريشامل و ضد قارچیفعالیت ضدباکتریاییبررسیاستفاده برايهاي موردگانیسممیکروار.گرفت

Bacillus subtilis ،Pseudomonas aeruginosa ،Escherichia coli وMicrococcus luteus و
Fusariumهايقارچ fujikuroi ،Rhizoctonia solani ،Colletotrichum sp. Saccharomycesو 62

cerevisiaeي آبی، اتانولی، متانولی و استنی به دست آمده از هاقدرت ضدمیکروبی عصاره. بودند
Anabaenaاز طریق )بدون عصاره(با نمونه شاهد هاآنبا روش انتشار دیسک در محیط جامد و مقایسه

ها و مانکوزب براي باکتريتتراسایکلین به عنوان کنترل مثبت براي . گیري هاله عدم رشد بررسی شداندازه
Anabaenaهاي مختلف نتایج به دست آمده نشان داد که عصاره. ها مورد استفاده قرار گرفتقارچ sp. مورد

.هاي مورد آزمایش اثرات بازدارنده نداشتها و قارچاستفاده در این بررسی در مقابل باکتري
.عدم رشد، عصاره ضدمیکروبی، هاله Anabaena:کلیديواژگان

، واحد دامغان، دانشگاه آزاد اسلامی، شناسی، دانشکده علوم پایهگروه زیستدانشجوي دکتراي فیزیولوژي گیاهی، -1
.دامغان، ایران

.، دانشگاه گیلان، رشت، ایرانپایهشناسی، دانشکده علوماستادیار گروه زیست-2
norasteh@guilan.ac.ir:نویسنده مسئول*
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مقدمه
ها و تولیدات طبیعی حاصل از ریزجلبک

هاي غذایی ها  به عنوان مکمليسیانوباکتر
ضروري در زمینه سلامتی مورد استفاده 

هاي ثانویه بررسی متابولیتبه دنبال. هستند
، ترکیبات فعال زیستی با هاسیانوباکتري

ضدمیکروبی شناسایی شده است هايویژگی
)Trias and Gordon, 1997 .(

تر به گروه ها که پیشسیانوباکتري
آبی نیز معروف بودند، -هاي سبزجلبک

یوباکترهاي گرم منفی هستند که تاریخچه 
سال قبل میلیارد5/3به هاآنتکاملی

Thajuddin(گرددبرمی and Subramanian,

هاي مختلف ها در محیطاین باکتري. )2005
و بههستندخاکی، آبی و دریایی پراکنده

گاهی به زیستاي و واسطه تنوع وسیع گونه
هاي آبی زیستگاهعنوان نشانگرهاي زیستی 

فتوتروف بودن و عدم نیاز به . شوندمحسوب می
ها از نظر مواد آلی در کشت سیانوباکتري

فناوري یک مزیت اقتصادي محسوب زیست
دیگر موجودات بهنسبت،هاآنبه شود که می
.هددبرتري می،بینیذره

ها داراي کاربردهاي متنوع در سیانوباکتري
هاي علمی، تولید مواد صنایع دارویی، پژوهش

و با هستندغذایی براي انسان، دام و آبزیان 

داشتن مسیرهاي سوخت و ساز ویژه، امکان 
تر ها بیشدستیابی به ترکیبات جدید در آن

. )Victory, 2009(است
ضدمیکروبیترکیباتاخیرهايسالدر

کهاندشدهجداسازيهاسیانوباکتريازمتعددي
هاباکتريرويمتنوعیاثرداراي طیفهرکدام

تولید یترکیبات ضدقارچ. هستندها قارچو
کتیدها و ها، پلیها شامل پپتیدشده توسط آن

Shishido(استآلکالوئیدها  et al., 2015( .
، Stigonematalesهاي راستهسیانوباکترهاي
Nostocales وOscillatoriales از جمله

رکیباتتکههستندهاسیانوباکتريازهاییگروه
Hapalindole،Fisherellinمانندیمختلف

A،Tjipanazole،Tolytoxin ،
Carazostatin،Nostocyclamide ،

Toyocamycin وScytophycinها در آن
).Abed et al., 2009(است شدهگزارش

مطالعات زیادي که در زمینه با وجود 
ها صورت باکتريترکیبات فعال زیستی سیانو

هاي پژوهش،اما در این میانگرفته است، 
. اندرا به خود اختصاص دادهاندکیداخلی سهم 

مطالعه برخی پارامترهاي به حاضرپژوهش
میکروبی و فیتوشیمیایی سیانوباکتري  ضد
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Anabaena sp.هاي جداسازي شده از تالاب
.استپرداختهاستان گیلان 

هامواد و روش
يجداسازي سیانوباکتر

هاي محیطی متعددي براي جداسازي نمونه
هاي تالابازAnabaenaسیانوباکتري جنس 

سازي با عمل خالص. استان گیلان برداشت شد
و با )Victory, 2009(روش پلیت آگار 

استفاده از محیط کشت زایندر منفی انجام شد 
سیانوباکتریایی هايرشته). 1380علوي، ناصر (

رشد یافته بر سطح پلیت با چندین بار کشت 
شناسایی با استفاده از . مجدد خالص شدند

میکروسکوپ نوري و کلید شناسایی معتبر 
.)Tiwari et al., 2011(صورت پذیرفت 

شرایط کشت
کشت برايمحیط کشت مایع زایندر منفی 

Anabaenaسیانوباکتري  sp. عناصرشامل
FeCl3،NaCl،Na2CO3،CaCO3،KH2PO4،

MgSO4+7H2O،HCl ،Na2EDTA ،
MnCl2+4H2O  ،Na2CO3+9H2O ،

H3BO3 ،CO(NO3)2+6H2O ،LiCl ،KBr ،
Al2(SO4)3+18H2O ،ZnSO4+7H2O ،

CuSO4+5H2O ،KI(NH4)6و

MO7O27+4H2Oسیانوباکتري به درون . بود
100لیتري حاوي میلی250هايارلن
محیط کشت در شرایط استریل لیتر میلی

ها به اتاقک کشت سپس ارلن. منتقل شد
30، دماي pH8با منتقل و در شرایط پایه

میکرومول 60درجه سلسیوس و شدت نوري 
12فوتون بر مترمربع بر ثانیه با دوره نوري 

ساعت تاریکی و با 12و روشناییساعت 
.در دقیقه قرار گرفتندلیترمیلی200هوادهی 

يهاي مختلف سیانوباکترسازي عصارهآماده
Anabaena sp.

ها با استفاده از عصارهتهیهپژوهش،در این 
و  متانولی اتانولی ،چهار نوع حلال آبی، استنی

صورت ) 2013(و همکاران Bharatبه روش 
بدین ترتیب که براي تهیه عصاره آبی به . گرفت

Anabaenaگرم5/0 sp.آب لیترمیلی10تازه
متیل سولفوکسید ديدرصد 10مقطر حاوي 

)DMSO(1سپس سونیکیت. اضافه شد
)Misonix Sonicator 3000به مدت )، ایران

و پس از دقیقه روي یخ صورت گرفت30
دور در دقیقه محلول رویی 3000سانتریفیوژ با 

خشک شده عصارهاز. در دسیکاتور قرار گرفت
) گرم بر لیترمیلی10(براي تهیه استوك اصلی 

1- Dimethyl Sulfoxide
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به براي تهیه عصاره استنی .استفاده شد
10ايصورت قطرهه بسیانوباکتري مذکور 

که در فریزر يدرصد50استن لیترمیلی
مخلوط به مدت . اضافه شد،نگهداري شده بود

درجه4دماي (ساعت در یخچال 24
درثانیه10آن پس از نگهداري و) سلسیوس

درجه4در دماي دور در دقیقه 3000
در مایع رویی. سانتریفیوژ شدسلسیوس 

.دسیکاتور و مراحل قبلی تکرار شد
با اتانول وبا روش سوکسلهاتانولیعصاره

گرم پودر 7/2ابتدا . درصد انجام شد100
حلال لیتر میلی200به همراه سیانوباکتري 

ساعت در دستگاه 4درصد به مدت100اتانول 
سپس توسط روتاري. گیري شدسوکسله عصاره

)DV-42N-250درجه45در دماي )، آمریکا
تر تغلیظ صورت گرفت و تغلیظ بیشسلسیوس

درخلاء و با کاهش فشار در دسیکاتور انجام 
عصاره خشک شده در ظرف استریل در . شد

. شدیخچال نگهداري سلسیوسدرجه4دماي 
گرم 5/0براي تهیه عصاره متانولی ابتدا به 

90متانول لیتر میلی20، سیانوباکتريپودر 
دقیقه 20سپس به مدت .شداضافه درصد

درجه4ساعت در دماي 24سونیکیت شد و 
قرار داده شد، محصول با کاغذ واتمن سلسیوس

چند ساعت در براي تبخیر حلال و شد صاف 
.گرفتانکوباتور قرار 

10(ها استوك اصلی عصارههمهاز 
تمام . تهیه شد) لیترگرم بر میلیمیلی

، )مادر(بالا زمان تهیه استوك اصلی هايعصاره
میکرومتر استریل 22/0توسط فیلتر با منافذ 

.شدند

ضدمیکروبیفعالیتتعیین
هايعصارهضدمیکروبیفعالیت

1نیم مک فارلندکدورتروي سیانوباکتریایی

هايباکتري) CFU/ml108×5/1معادل (
Bacillus subtilis ،Pseudomonas

aeruginosa ،Escherichia  coli و
Micrococcus luteusهايو قارچ

Fusarium fujikuroi ،Rhizoctonia

solani ،Colletotrichum sp. و
Saccharomyces cerevisiae به روش

Jassbi صورت گرفت) 2002(و همکاران .
میکرولیتر 100باکتریاییضدانجام آزمون براي 

به دیسکها توسط سمپلر از هر کدام از عصاره
) ساخت شرکت پادتن طب ایران(بلانک هاي

هايگذاري روي پلیتتا براي دیسکشدتلقیح
متیل دي. تلقیح شده با باکتري آماده شوند

1- McFarland’s Turbidity
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نیز به عنوان شاهد تحت % 10سولفوکسید
. بلانک تزریق شدشرایط ذکر شده به دیسک 

ها به منظور ایجاد شرایط رشد مساعد پلیت
درجه سلسیوس به 37باکتري، در انکوباتور 

گیري با اندازه. ساعت قرار داده شدند24مدت 
ها در اطراف دیسکقطر هاله عدم رشد باکتري

Anabaenaحاوي عصاره هاي sp. شدتعیین .
.بار تکرار شد5این عمل 

هايپلیت،فعالیت ضدقارچیبراي بررسی 
به مدت هاي دیگر قارچو مخمر تلقیح شده با 

) سلسیوسدرجه30(ساعت در دماي اتاق 72
نیستاتین مرحلهدر این.قرار گرفتند

)IU/mL100٫000( مانکوزب ،)g/mL2 ( و
مثبت و از شاهدبه عنوان ) g/mL3(کاپتان 

به عنوان شاهد 10%متیل سولفوکسیددي
نیستاتین از شرکت دارو (منفی استفاده شد 

سازي جابرابن حیان تهیه شد و سایر قارچ 
ها از خدمات کشاورزي لاهیجان فراهم کش

).شدند

فیتوشیمیایی مقدماتی هاي سنجش
براي متانولیسنجش فیتوشیمیایی عصاره

آلکالوئیدهاجملهازثانویههايمتابولیتشناسایی
)Mayer’s Test(ها، تانن)Gelatin Test( ،

)Foam Testآزمون ایجاد کف یا (ها ساپونین
Shinoda's(فلاونوئیدها و Test ( انجام شد
)Tiwari et al., 2011(.

نتایج
دست آمده نشان داد که هیچ یک نتایج به

سیانوباکتري استنی ،اتانولیهاي آبی،از عصاره
Anabaena sp. و مخمر ها و باکتريبر روي

مورد آزمایش اثر  ضدمیکروبی هاي دیگر قارچ
نداشتند و هاله عدم رشد مشاهده نشد 

هاي عدم در حالی که هاله). 2و1هاي جدول(
بیوتیک هاي آنتیرشد در اطراف دیسک

).1شکل(استاندارد مشاهده شد 

هاي فیتوشیمیاییسنجش
در آزمایش فیتوشیمیایی مقدماتی در این 
پژوهش، وجود آلکالوئید و ساپونین در عصاره 

Anabaenaمتانولی سیانوباکتري  sp. بومی
جداسازي شده نشان داده شد، اما حضور کیفی 

نتایج ). 3جدول (فلاونوئید و تانن مشخص نشد 
فیتوشیمیایی ترکیباتبرخیشناساییازحاصل

Anabaenaدر عصاره متانولی  sp. در جدول
.نشان داده شده است3
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هاي مورد در باکتريAnabaenaيهاي مختلف سیانوباکتررشد عصارهعدمهالهقطرمیانگین:1جدول
)خطاي استاندارد±میانگین (مطالعه 

)mm(هالهقطر

E. coliP. aeruginosaM. luteusB. subtilis

0000آبیعصاره 
0000اتانولیعصاره 
0000متانولیعصاره

0000استنیعصاره 
14±122±151±172±2*شاهدعصاره 
14±152±142±132±1**شاهدعصاره 

بیوتیک اریترومایسین استانداردآنتی*
بیوتیک تتراسایکلین استانداردآنتی**

هاي مورد قارچدر Anabaenaيمختلف سیانوباکترهاي عصارهرشد عدمهالهقطرمیانگین:2جدول
)خطاي استاندارد±میانگین (مطالعه 

)mm(هالهقطر

Fusarium fujikuroiColletotrichum sp.Saccharomyces cerevisiae

000آبیعصاره 
000اتانولیعصاره 
000متانولیعصاره

000استنیعصاره 
16±122±151±2*شاهدعصاره 
30±142±122±1**شاهدعصاره 
-20±2-***شاهدعصاره 

مانکوزب*
کاپتان**

نیستاتین***
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و )چپبالا سمت (Micrococcus luteus، )بالا سمت راست(Escherichia coliهاله عدم رشد :1شکل 
Bacillus subtilis)سیانوباکتريعصاره اتانولیحاوي ) پایینAnabaena sp.در مقایسه با

آبیعصارهاریترومایسین و ،هاي  تتراسایکلینبیوتیکآنتی

Anabaenaسیانوباکتري در هاي فیتوشیمیایی مقدماتی نتایج سنجش: 3جدول  sp. جدا شده از
)خطاي استاندارد±میانگین (هاي استان گیلانتالاب

نتایجمشاهده مثبتمعرف به کار رفتهدر عصارهماده موثره موجود 
+ایجاد کدورت و رسوبMayer’s Testآلکالوئید
+ایجاد کف پایدارFoam Testساپونین
-رنگ ارغوانیShinoda's testفلاونوئید

-ایجاد رنگ آبی یا سبز در رسوبGelatin Testتانن
.موثرهعدم حضور ماده: -. موثرهحضور ماده: +
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بحث
ها و بیوتیکرویه آنتیبیاستفاده

به محیط ها آنمتنوع، سبب ورود هايکشآفت
ها و مقاوم باکتريهايزیست و افزایش سویه

در پژوهش حاضر اثرات . ها شده استقارچ
ضدمیکروبی و ضدقارچی در هیچ کدام از 

Anabaenaسیانوباکتري هايعصاره sp. با
آبی،  استنی، متانولی و اتانولی هايحلال

احتمالا یکی از دلایل مشاهده . مشاهده نشد
نشدن خواص ضدمیکروبی و ضدقارچی در 

مطالعه .استگونه مذکور آبزي بودن این گونه 
Drobac-Cik2007و همکارانش در سال

اي بر روي  مطالعهها آن.نتایج مشابهی داشت
Anabaenaمختلف هاي سویه sp.وNostoc

sp. خاك، (دو محیط آبی و خاکی هر از
و مشاهده کردند ندانجام داد) غیرهشالیزار و

آبی این دو جنس هايکه عصاره متانولی سویه
.Eهايباکتريرويییباکتریاضداثرهیچ coli،

Staphylococcus oxfordii ،S. aureusو
S. pyogenes اي و تأثیر قابل توجهندادنشان

Rhizopus(مورد آزمایش يهاروي قارچ sp. ،
Trichoderma sp. ،Penicillium sp. ،

.Aspergillus sp ،Cladosporium sp. ،
Candida albicans وSaccharomyces

sp. (هايسویهتربیشکهدر حالی. نداشت

پیداخاکزي که در سطح خاك و شالیزارها 
شدند خواص ضدباکتریایی و ضدقارچی نشان 

.  )Drobac-Cik et al., 2007(دادند
هايعواملی چون میزان و نوع متابولیت

، همچنین نوع محیط سیانوباکتريموجود در 
، روش سیانوباکتريکشت، مرحله رشد 

گیري، غلظت عصاره، نوع حلال مورد عصاره
، نوع سویه و نوع گونه گیريعصارهاستفاده در 

مورد بررسی، بر اثرات ضدمیکروبی آن موثر 
در سال El-Kassasو Khairyبررسی . است

اتیل (عصاره متفاوت 5با استفاده از  2010
از ) متانول و آبدي اتیل اتر،استات، کلروفرم،

.Anabaena flos ،Aسیانوباکتري سه 

variabilis وOscillatoria angustissima

: از جمله(گرم مثبت هايبر روي باکتري
Bacillus subtilis ،Bacillus cereus و

Staphylococcus aureus(،گرم هايباکتري
Escherichia coli ،Pseudomonas(منفی 

aeruginosa وVibrio fluvialis ( و دو قارچ
)Aspergillus nigerوAspergillus flavus(

اتیل استاتی بر روي هايکه عصارهندنشان داد
تري هاي مورد آزمایش تأثیر بیشباکتري

عصاره اتیل .داشتها نسبت به سایر عصاره
دو بررا اثربالاترین Anabaena flosاستاتی 

کهدریافتندپژوهشگراناین.داشتمذکورقارچ
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ها اثرات ضدمیکروبی با افزایش غلظت عصاره
Khairy and(یابدمیافزیش  El-Kassas,

) 2013(Sharmaو Tiwariبررسی. )2010
هاي اثرات ضدقارچی عصارهنشان داد که 

بر Anabaena variabilisمتانولی و اتانولی  
و Aspergillus nigerضد دو پاتوژن گیاهی 

Rhizopus stoloniferمثبت بود.
Farag نشان دادند که ) 2014(و همکاران

سیانوباکتري گونهاتانولی هاي آبی وعصاره
Anabaena circinalisبر ضدSerratia

marcescens وEscherichia coli فعالیت
ضدباکتریایی داشت، با این حال تنها عصاره 

Klebsiellaباکترياتانولی آن علیه

pneumonia و قارچAspergillus flavus

.موثر بود
د که دماي رشد، هستنمعتقدپژوهشگران

pH،مدت رشد، شدت نور و نوع محیط کشت
محیط کشت فاکتورهاي موثري براي تولید 

,.Mundt et al(هستند اییباکتریضدعوامل 

دماي رشد بهینه براي پژوهشگران . )2003
تر ثانویه توسط بیشهايتولید متابولیت

Anabaenaجملهازسیانوباکترها sp. را
Robats(دانند میسلسیوس درجه 30-25

and Zohary, 1987.(

سه اثرات ضدباکتریایی در یک مطالعه 
-Nاتیل استات و کلروفرم،(عصاره آلی 

ازجمله (سیانوباکتري از ده گونه ) بوتانول
Anabaena variabilis ،A. solitaria ،A.

spiroides ،A. circinalis ،Oscillatoria

ornataوO. prolifica( بر روي چهار
Aeromonasباکتري پاتوژن ماهی از جنس 

)A. salmonicida ،A. hydrophila ،A.

formicansوA. liquefaciens  ( بررسی
مورد استفاده، هايعصارهاز بین همه. شد

.Aعصاره اتیل استات به دست آمده از 

variabilis وA. circinalisتر از بقیه بیش
موثر Aeromonasهايگونهها بر روي عصاره

. )Neveen and Ibraheem, 2008(بود
بنابراین استفاده از حلال مناسب در استخراج 

ها حائز اهمیت ترکیبات موثر بر روي باکتري
. است

ترکیبات فیتوشیمیایی از جمله ترکیبات 
که به عنوان متابولیتهستندخاص گیاهی 

Oktay(کنند ثانویه  عمل میهاي et al.,

در آزمایش فیتوشیمیایی مقدماتی در . )2003
یفراوانهايها و ساپونینآلکالوئید،پژوهشاین 

Anabaenaسیانوباکتري در عصاره متانولی 

sp.جدول (وجود داشت،بومی جداسازي شده
هاي انتشار یافته آلکالوئیدها بر اساس داده).  3
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، هاسیانوباکتريبه عنوان مواد موثره موجود در 
اثرات بازدارندگی هاي پاتوژن بر برخی باکتري

Ebana et(کنند میرا مهار ها آندارند و رشد 

al., 1991( .شناختی، ساپونیناز نظر زیست
گیاهی نیز از ترکیبات دفاعی در برابر هاي

پاتوژن و علفخواران محسوب هايمیکروب
ها ساپونین. )Osbourn, 1996(شوند می

. داراي خواص مفیدي براي انسان هستند
از منابع GlycyrrhizaوPanaxگیاهان 

داروهاي گیاهی حاوي ساپونین و گلیسیریزین 
شوند میبا اثرات دارویی متنوع محسوب 

)Tiwari et al., 2011 .( بر اساس شرایط
Anabaenaسیانوباکتري کشت  sp. و نوع

پژوهش روش شناسایی ترکیبات ثانویه در 
حضور موثر فلاونوئید و تانن مشاهده ،حاضر
ثانویه هايمتابولیترسد تولیدمینظربه. نشد

محیط باشد شرایطتأثیربه شدت تحت

)Becerro and Paul, 2004; Gairola et

al., 2010; Hrouzek et al., 2011.(
ترکیبات موثره ضدمیکروبی در جنس 

Anabaena تا حد زیادي وابسته به شرایط
در از این رو.سیانوباکتري استرشد این 

زاد آبی مقادیر درونهايشرایط رشد در محیط
در . بابدمیبه مقدار قابل توجهی کاهش ها آن

مورد استفاده در این هاينتیجه، حداقل غلظت
مطالعه هیچ گونه اثر ضدمیکروبی در محیط 

تغلیظ . نکردرشد باکتریایی و قارچی ایجاد 
و سیانوباکتري به دست آمده از این هايعصاره

آلی و هايتري از حلالاستفاده از طیف وسیع
ها شاید بتواند راهی براي میکروارگانیسم

از ترکیبات بهتربرداري شناخت و بهره
.موجود در این منبع زیستی باشدضدمیکروبی
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Abstract
Heterocyst-forming cyanobacteria are a group of N2-fixing microorganisms

which normally grow in the damp soil of rice farms and fresh water wetlands.
Cyanobacteria are important source of secondary metabolites. They have been
shown to produce a variety of antibacterial, antifungal, antilarval, antiprotozoan,
antialgal, and generally, cytotoxic secondary metabolites. Considering the
extensive industrial and pharmaceutical uses of blue-green algae, antimicrobial
activity of the native Anabaena sp. from Guilan wetlands studied. Studied
Bacteria included Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
and Micrococcus luteus and fungi included Fusarium fujikuroi, Rhizoctonia
solani, Colletotrichum sp. 62 and Saccharomyces cerevisiae. Antimicrobial
effects were detected by Disk Agar Diffusion method. Tetracycline was used as
a positive control for bacteria and mancozeb was used for fungi. The inhibition
zone diameter was measured. The results showed that the extracts from
Anabaena sp. were not effective against studied bacteria and fungi.
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