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  چكيده
قليايي و اسيدي، فشار هيدروستاتيك بالا و  pHهايي با دماي بالا و پايين،  هايي را كه قادر به زندگي در زيستگاه ميكروارگانيسم

يـا تحمـل كننـده نمـك گروهـي از        دوسـت  هـاي نمـك   ميكروارگانيسم. نامند فيل ميغلظت بالاي نمك هستند، اصطلاحاً اكسترمو
 .انـد  هاي شور تطـابق يافتـه   ها هستند كه قادر به رشد در محيط واجد نمك سديم كلرايد هستند و براي زندگي در محيط اكسترموفيل

سـازي   چـرم   هـاي مختلـف كارخانـه    گيري از آب خلـيج فـارس و بخـش    دوست نسبي نمونه هاي نمك براي جداسازي باكتري
هـا در محـيط كشـت اختصاصـي      نمونـه . در شـهريور مـاه انجـام شـد    ) پوست نمـك زده، روده نمـك زده و پسـاب كارخانـه    (

براي بررسي . سازي و سپس شناسايي شدند ها به روش كشت خطي روي پليت خالص سازي شد و باكتري ها غني دوست نمك
ها،  بر رشد آن pH، و براي بررسي اثر تغييرات )Drop plate method(از روش قطره پليت ها،  اثر تغييرات دما بر رشد آن

سـويه از آب خلـيج    8باكتري از كارخانـه و   8در اين پژوهش  .ا استفاده شدسنجي و دستگاه قرائت گر الايز از روش كدورت
در بررسـي رشـد كلـي     .هـا انجـام گرديـد    اي روي ايـن بـاكتري   فارس جداسازي شد و مطالعـات فنـوتيپي و بيـوتيپي گسـترده    

درجـه   37دسـت آمـده، درجـه حـرارت      كشـت، برابـر نتـايج بـه      حسـب درجـه حـرارت محـيط     سازي شده بر هاي جدا باكتري
از طرف ديگـر، مناسـبترين درجـه    . هاي جدا شده از آب خليج فارس است گراد مناسبترين درجه حرارت، براي باكتري سانتي

هـاي جـدا    براي رشـد بـاكتري   pHگراد و بهترين درجه  درجه سانتي 28هاي جدا شده از كارخانه،  ريحرارت براي رشد باكت
  .بوده است 2/7كارخانه  شده از آب خليج فارس و

  
  نسبي، قطره پليت، كدورت سنجي، نمك سديم كلرايد     دوست هاي نمك باكتري :هاي كليدي واژه

  
  مقدمه

ه متنـوعي از  دوسـت مجموع ـ  هاي حقيقي نمـك  باكتري
دهند كه از نظـر فيزيولـوژي    ها را تشكيل مي ميكروارگانيسم
هـاي مـذكور بـه     باكتري. هاي متفاوتي هستند متعلق به جنس

ــك  ــروه نم ــده   دو گ ــل كنن ــت و تحم ــيم    دوس ــك تقس نم
هـا در   رشـد آن   هايي كه بهينـه  ميكروارگانيسم -1: شوند مي

ريا باشـد،  تر از نمك د هاي پايين محيط فاقد نمك يا غلظت
كننـد،   هاي نسبتاً بـالاي نمـك را نيـز تحمـل مـي      ولي تراكم
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هاي  ميكروارگانيسم -2شوند،  نمك ناميده مي  تحمل كننده
دوست قادر به رشد در محيط فاقـد نمـك نيسـتند، در     نمك

توانند رشد كنند و داراي بهينـه   شوري متفاوتي مي  محدوده
ــا ميــزان شــوري نســبتاً   رشــد در محــيط ــالا هســتند هــايي ب ب

(Margesin et al., 2001) . بسياري از فرايندهاي صنعتي
به اين . شوند تحت شرايط فيزيكي و شيميايي ويژه انجام مي

ــترموفيل  ــل، اكســ ــا ارزش     دليــ ــم و بــ ــيار مهــ ــا بســ هــ
در اروپـا، كنسرسـيومي   . (Ventosa et al., 1998)هسـتند 

ــيله     39از  ــه وس ــيم تشــكيل شــده اســت كــه بودجــه آن ب ت
Biotech-program شــود و در حــال  اروپــايي تــأمين مــي

هـا بـا پتانسـيل     تحقيق براي جداسازي و انتخاب اكسترموفيل
ــت  ــنعتي اسـ ــاي صـ ــترموفيل . كاربردهـ ــين اكسـ ــا،  از بـ هـ

هاي نسبي خصوصيات در خور توجـه بيشـتري    دوست نمك
دهند كه بر اهميت تحقيـق   نسبت به سايرين از خود نشان مي

 Vereeland et al., 1993( د افزاي ـ هـا مـي   در مـورد آن 

and. Ventosa et al., 1998.(  
و  NaCl، تـراكم نمـك   pHعوامل محيطـي نظيـر دمـا،    

هــاي مختلــف روي رشـــد    هــا و آنيــون   حضــور كــاتيون  
عوامل مـذكور، عـلاوه بـر    . ها بسيار مؤثر است دوست نمك

دوسـتي ميكروارگانيسـم نيـز     تأثير بر ميزان رشـد، در نمـك  
بنـدي   توانند حتـي در طبقـه   اي كه مي گونهدخالت دارند؛ به 

. نمك تأثيرگذار باشند  دوست يا تحمل كننده ها به نمك آن
هـاى   دوست نسبى از بخش هاى نمك در اين تحقيق باكتري

زده،  پسـاب، پوسـت نمـك   ( سـازى   چـرم   مختلف كارخانـه 
و آب خليج فارس جداسـازي و شناسـايي   ) زده  روده نمك

هـا   بـر روي رشـد آن   pHيطي دما و شدند و تأثير عوامل مح

سـازي گـردد    هـا بهينـه   بررسي شد تا شرايط رشـد بـراي آن  
)Vreeland et al., 1993 and Kaye et al., 2004.(  

هـاي نمـك دوسـت     با توجه به اهميت و كاربرد باكتري
ــل     ــأثير عوام ــانوتكنولوژي و ت ــوژي و ن ــبي در بيوتكنول نس

او غلظـت بهينـه   محيطي مختلف، به ويـژه دمـا بـر رشـد آنه ـ    
هـاي مـذكور    نمك براي رشد آنها، در اين پژوهش باكتري

بـر رشـد آنهـا     pHجداسازي شد و تأثير تغيير عوامل دمـا و  
  .مورد بررسي و تحقيق قرار گرفت

  
  ها مواد و روش

  هاي باكتريايي و شرايط رشد سويه
ــاكتري  ــازي ب ــراي جداس ــاي نمــك  ب ــبي   ه ــت نس دوس

هـاي   ليج فارس و بخـش گيري از بخش سطحي آب خ نمونه
هـا   نمونـه . سازي در اصفهان انجام شد چرم  مختلف كارخانه

واجـد محـيط    هـا  دوسـت  در محيط كشت اختصاصي نمـك 
ــراث داراي غلظــت نوترنيــت  غنــي  g/l (71( نمكــي كــل  ب
گـرم در  : ( تركيب محلول نمكي عبارت است از . گرديدند

ــر  NaCl ،7;  MgCl2  ،6/9 MgSo4 ;  ،36/0 ;51 )ليتـ
CaCl2 ; ،2;  KCl  ،06/0 ; NaHCo3 ،026/0NaBr ;  ،

و  rpm 130در انكوبـاتور شـيكردار بـا دور     هـا  سپس نمونـه 
سـاعت قـرار    48تـا   24گراد به مـدت   درجه سانتي 28دماي 

 Amoozegar et al., 2003 and Nieto et(داده شـد  

al., 1989 .(ــه ــالص     در مرحل ــور خ ــه منظ ــد ب ــازي  بع س
سـازي   وپ از هر نمونـه بـه محـيط خـالص    ها، يك ل باكتري

هـا واجـد محـيط نوترينـت       دوست كننده و اختصاصي نمك
آگار به همراه غلظت نمكي مذكور انتقال يافت و بـه روش  

محــيط بــا  pH. داده شــد كشــت خطــي روي پليــت كشــت
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ــتفاده از  ــولار روي   KOHاسـ ــك مـ ــد   4/7يـ ــيم شـ تنظـ
)Amoozegar et al., 2003.(  

  
  اي جداسازي شدهه شناسايي باكتري

ها از خصوصـيات ماكروسـكوپي    براي شناسايي باكتري
آميـزي   مورفولوژي و رنگ(، ميكروسكوپي )رنگ كلوني(

، واكنش كاتالاز، اكسـيداز  )KOHگرم و تاييد آن با تست 
تخميــر قنــدها، احيــاي نيتــرات، (هــاي بيوشــيميايي  و تســت

 Brenner et(اسـتفاده شـد   ) ژلاتين هيـدرولاز و حركـت  

al., 2005 and Holt et al., 1994 .(اي  هاي ميله باكتري
نمـك    منفي كه قادر به رشد در دامنه وسيعي از غلظـت  گرم

NaCl     بودند، علاوه بر مطالعات فنـوتيپي و بيـوتيپي توسـط
اختصاصـي بـراي   ) پرايمرهـاي اكتـوئين  (يك جفت پرايمر 

) Halomonas(هاي متعلـق بـه جـنس هالومونـاس      باكتري
طول قطعـه  ). Zanjirband et al., 2008(شدند شناسايي 

تـوالي   .جفـت بـاز بـود    277تكثير شده توسط اين پرايمرها 
  :پرايمرها به شرح زير است

Forward ectoine primer: 5'-GGTAAYTGGGAYAGYACRC-3' 
Reverse ectoine primer: 5'-GBGGHGTRAAKACRCADCC-3' 

y=C or T (pyrimidine) 

H=A, C or T 

K=G or T ( keto ) 

R=A or G (purine 

B= C, G or  

D=A, G or T 

هــاي  از بــاكتري DNAدر ايـن تحقيــق بــراي اســتخراج  
براي . دوست نسبي، از روش جوشاندن استفاده گرديد نمك

آميزي آن  ، از ژل الكتروفورز و رنگDNAبررسي كيفيت 
همچنـين، بـراي بررسـي و    . با اتيديوم برومايـد اسـتفاده شـد   

استخراج شـده در طـول    DNAدقيق، جذب نوري  ارزيابي

ــوج ــاي  مـ ــبت    280و  260هـ ــد و نسـ ــت شـ ــانومتر قرائـ نـ
OD260/OD280     به دست آمد و بـراي بررسـي محصـول

PCR     از ژل آگـارز اسـتفاده شـد)Mcpherson et al., 

2000 and Sambrook et al., 2001.(  برنامهPCR   بـه
  :طور خلاصه به صورت زير است

  Cº 94 5) دقيقه(، }  C º 98،20)ثانيه(، Cº 57 60)ثانيه(، Cº72، 60) ثانيه( {×30
  ).Zanjirband et al., 2008( Cº 72 10) دقيقه(و 

  
هـاي   روش بررسي اثر دما بر روي رشـد بـاكتري  

  ها دماي رشد آن  جداسازي شده و تعيين بهينه
براي انجام ايـن مرحلـه از تحقيـق، از روش قطـره پليـت      

)Drop plate method (ابتــدا بــاكتري بــه . اســتفاده شــد
نمـك سـديم كلرايـد      كننده با غلظت بهينـه  محيط مابع غني

سـپس كشـت مجــدد در   . تلقـيح و كشـت شـبانه انجــام شـد    
محيط مشابه انجام گرديد تا كدورت باكتري مطابق بـا لولـه   

هـاي مختلـف    از اين محـيط رقـت  . فارلند برسد مك 5/0ي 
نوترينـت  (سـازي   خالص سپس پليت حاوي محيط. تهيه شد

) رشد باكتري مورد نظـر   املاح و غلظت بهينه  آگار به اضافه
ــه  ــمپلر،      4ب ــط س ــد و توس ــيم ش ــاوي تقس ــمت مس  10قس

برداشـته،  ) با رقت مشـخص (ميكروليتر از يك سوسپانسيون 
ايـن  . قسمت يك پليـت تلقـيح گرديـد    4در يك قسمت از 

ك پليـت  مرتبه انجام شد و لذا در يـك قسـمت از ي ـ   5كار 
ــه آن رقــت خــاص اســت، دقيقــاً    10  قطــره 5كــه مربــوط ب

اين عمل در يـك قسـمت ديگـر    . شود ميكروليتري ديده مي
شود و در نهايت، بعـد از جـذب قطـرات     پليت نيز تكرار مي
ساعت تـا يـك    24هاي مورد نظر به مدت  روي پليت، پليت

ــه در دماهــاي  گــراد  درجــه ســانتي 55و  45، 37، 28، 4هفت
دمـاي مختلـف در نظـر     5بـراي هـر بـاكتري    (ه شـدند  انكوب
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هــا صــورت  و ســپس شــمارش كلــوني) گرفتــه شــده اســت
به منظور شمارش كلوني، بعد از مـدت زمـان لازم،   . گرفت

ها در  ها تمام كلوني با بررسي پليت) روز 10ساعت الي  24(
 5هر قطـره شـمارش شـده، بـا هـم جمـع شـده و تقسـيم بـر          

 30تا  3ست كه از نظر آماري تعداد شايان ذكر ا. (گردد مي
 ,.Baron et al.) (كلـوني در هـر قطـره قابـل قبـول اسـت      

1990 and Stachebrant et al., 1995.(  
  

محـيط كشـت بـر     pHروش بررسي اثر تغييـرات  
دوست شناسايي شده  هاي نمك روي رشد باكتري

  ها براي رشد آن pH  و تعيين بهينه
ســنجي و  ش كــدورتبـراي انجــام ايــن آزمــايش، از رو 

 ,.Emtiazi et al)كننده الايزا اسـتفاده شـد    دستگاه قرائت

كننـده بـا    براي اين كار، باكتري به محيط مابع غنـي . (2005
هاي نسبي به  نمك دوست(نمك سديم كلرايد   غلظت بهينه

مـول نمـك سـديم كلرايـد رشـد       5/2تا  5/0طور نرمال در 
ح و كشـت انجـام   ، تلقي)Ventosa et al., 1998(كنند مي
مـولار   KOH 1يـا    HCl  ها به وسـيله  محيط كشت pH. شد

 Vreeland et(تنظــيم شــد  7/9و  9، 8، 2/7،  6، 5روي 

al., 1993 .( الكـل و    چـاهكي را بـه وسـيله    96ميكروپليت
هـاي  pHكشـت بـا    استريل نمـوده، سـپس محـيط    UV  اشعه

ه تايي اضافه شد؛ به اين ترتيب ك12مختلف در يك رديف 
ــماره  ــك شــ ــدار  2و  1  در چاهــ ــر از  100مقــ ميكروليتــ

هاي  ريخته شد و به ترتيب در چاهك pH=5كشت با  محيط
هاي مذكور بـا دو  pHميكروليتر محيط كشت با  100بعدي 

ــد  ــه هــر چاهــك  . تكــرار اضــافه گردي ــر از  100ب ميكروليت
برابر همان چاهك   pHكشت با  باكتري رشد يافته در محيط

به اين ترتيـب، در هـر   . اضافه شد CFU/ml 105×5با رقت 

، B ،C ،D ،Eهـاي   رديف(بار آزمايش، رشد هفت باكتري 
F ،G  وF ( در شــشpH   متفــاوت)7/9و  9، 8 ،2/7، 6، 5( 

هـا گذاشـته شـد و     پس از آن، درب ميكروپليت. مقايسه شد
ها با پارافيلم بسته شد و بـا توجـه بـه دمـاي مطلـوب       دور آن

هـا بـه مـدت     مورد آزمـايش، ميكروپليـت  هاي  رشد باكتري
گـراد قـرار    درجـه سـانتي   37يـا   28ساعت در دماي  24-20

 630هـا در طـول مـوج     سپس جذب نوري چاهك. داده شد
نانومتر با اسـتفاده از دسـتگاه قرائـت كننـده الايـزا قرائـت و       

 Brooks et)هـا بررسـي گرديـد     رشد يا عدم رشـد در آن 

(al., 2001 .  ــوگيري از  شــايان ذكــر اســت ــراي جل كــه ب
رقت از باكتري، از سرم فيزيولوژي   ، براي تهيهpHتغييرات 

مشـابه اسـتفاده    pHاستفاده نشد، بلكـه از محـيط كشـت بـا     
گيــري كــدورت   بــراي انــدازه Aهمچنــين رديــف . گرديــد

ها لحاظ شده اسـت و بـراي بررسـي كـدورت      محيط كشت
شـد  از آن كسر  Aحاصل از رشد باكتري، كدورت رديف 

  .، دو بار تكرار گرديد pHو رشد در هر 
  
  نتايج

 8سـازي و   چـرم   بـاكتري از كارخانـه   8در اين پـژوهش  
مطالعات فنوتيپي و . سويه از آب خليج فارس جداسازي شد

هـا انجـام شـده و نتـايج      اي روي اين باكتري بيوتيپي گسترده
منفـي   اي گـرم  هاي ميلـه  باكتري. آمده است 1آن در جدول 

بـر مطالعـات فنـوتيپي و بيـوتيپي توسـط يـك جفـت        علاوه 
هـاي   اختصاصي بـراي بـاكتري  ) پرايمرهاي اكتوئين(پرايمر 

شناسايي شـدند  ) Halomonas(متعلق به جنس هالوموناس 
نشان داده شده اسـت،   1همان گونه كه در شكل ). 1شكل (

باكتري متعلق به جنس  9اي و گرم منفي،  باكتري ميله 11از 
  .ستندهالوموناس ه
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  ي جداسازي شده در اين تحقيقيهاي باكتريا خصوصيات بيوشيميايي سويه: 1جدول 

تين
ژلا

ليز 
درو

هي
سته  

نشا
ليز 

درو
هي

  

ول
مانيت

لوز  
رها

ت
توز  

لاك
كز  

گلو
نوز  

رابي
آ

ات  
نيتر

داز  
كسي

ا
مان  

پيگ
كت  

حر
ري  

اكت
ام ب

ن
  

ست
ت

  

ي و 
لوژ

رفو
مو

گرم
ش 

اكن
و

  

 H30  -  كرم  +  +  -  -  -  -  -  -  -

 اي ميله

  فيگرم من

  H34  -  كرم  +  +  -  +  -  +  -  -  -
 H51  +  كرم  +  +  -  +  -  +  +  -  -
  H54  +  كرم  +  +  -  +  -  +  +  -  -
  H59  +  كرم  +  +  -  +  +  -  +  -  -
  H60  +  كرم  +  +  +  +  +  +  +  +  -
  H61  -  كرم  +  -  -  -  -  -  -  -  +
  H62  +  كرم  +  +  -  +  -  -  -  +  -
  H2d  -  كرم  +  +  -  +  -  -  -  -  -
 H46  -  كرم  +  +  -  +  -  +  -  -  -
-  -  -  -  -  -  -  +  +  -  +  Ar29 
 اي ميله  HB1  -  كرم  +  +  -  -  -  -  -  +  -

  B1  +  زرد  +  +  -  -  -  +  -  -  -  گرم مثبت
+  +  -  -  -  -  -  +  +  -  +  MA1  كوكسي 

  NH1  -  -  +  -  -  +  -  -  -  -  +  گرم مثبت
 MH1  +  نارنجي  -  -  -  +  -  +  +  -  +

  

  
  ,H29, H30, H34, H46, H51, H54, H59, H60, H61, H62هاي از سويه PCRحصولات تصوير ژل الكتروفورز م -1شكل 

  با پرايمرهاي اكتوئين H2dو 
  (  Halomonas salina ATCC 49509) كنترل مثبت+ : ،  )آب مقطر(كنترل منفي :  - ،  L  :Ladder: توضيح علايم
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بر اساس نتايج به دسـت آمـده، در بررسـي اثـر دمـا، در      
گــراد تنهــا يــك ســويه از   درجــه ســانتي 4جــه حــرارت در

هـــاي شناســـايي شـــده از كارخانـــه و متعلـــق بـــه  بـــاكتري
همچنين در درجه حرارت . رشد نمود  Halomonasجنس

  . گراد هيچ باكتري رشد نكرد درجه سانتي 55
دسـت آمـده از ايـن قسـمت      هاي بـه  تجزيه وتحليل داده 

گراد مناسـبترين   يدرجه سانت 37نشان داد كه درجه حرارت 
هـاي جـدا شـده از آب خلـيج      درجه حرارت، براي بـاكتري 

فارس است، به طوري كه در ايـن درجـه حـرارت ميـانگين     
 43/1× 108 ± 061/0× 108ليتـر   ها در هر ميلـي  تعداد كلوني

از طرف ديگر، مناسـبترين درجـه حـرارت بـراي رشـد      . بود
گـراد   يدرجـه سـانت   28هاي جـدا شـده از كارخانـه،     باكتري

هـا در هـر    بوده است؛ به طوري كـه ميـانگين تعـداد كلـوني    
 15/1 × 108± 037/0× 108ليتر در ايـن درجـه حـرارت    ميلي
نشـان داده شـده    2و شـكل   2نتـايج فـوق در جـدول    . است
  .است

  
  لفهاي مخت درجه حرارت و  و غلظت مطلوب نمك pH ها در مقايسه ميانگين وانحراف معيار رشد باكتري -2جدول 

 *ميانگين   سازي منبع جدا  )°C(درجه حرارت 
  انحراف معيار

)× 8 10(  

  048/0  26/1  آب خليج فارس  28
  037/0  15/1  سازي كارخانه چرم

  061/0  43/1  آب خليج فارس  37
  045/0  951/0  سازي كارخانه چرم

  -  -  آب خليج فارس  45
  057/0  509/0  سازي كارخانه چرم

  ليتر در هر ميلي 108 ×يميانگين تعداد كلون: *
  

  
كشت  هاي مختلف محيط درجه حرارت و  و غلظت مطلوب نمك pH  ها در مقايسه تغييرات رشد باكتري -2شكل 

  سازي برحسب منبع جدا
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هـاي جداسـازي شـده از آب     نتايج بررسي تغييرات رشد بـاكتري 
در  pHسـازي در مقـادير مختلـف     خليج فـارس و كارخانـه چـرم   

گونه كـه از جـدول مشـهود     همان. ن داده شده است نشا 3جدول 
هـاي جـدا شـده از     براي رشد بـاكتري  pHاست، مناسبترين درجه 

هـا   بـوده كـه در آن ميـانگين رشـد بـاكتري      2/7آب خليج فارس 

بـترين درجـه    همچنين. بوده است  ±679/0 043/0  بـراي  pHمناس
تـايج  ن. بـوده اسـت   pHكارخانه نيز همين درجه هاي  رشد باكتري

برابر اين نمـودار نيـز ،   . بهتر نشان داده شده است   3فوق در شكل 
 = pH 2/7ها، در هر دو دسته براي رشد باكتري pHبهترين درجه 

  . ها در هر دو گروه تقريباً مشابه است بوده و تغييرات رشد باكتري 
  

  

  هاي جدا شده مقايسه ميانگين وانحراف معيار رشد باكتري -3جدول
  محيط pH خليج فارس وكارخانه در مقادير مختلفاز آب 

pH ميانگين  منبعOD انحراف معيار  

  05/0  338/0  آب خليج فارس  5
  014/0  113/0  سازي كارخانه چرم

  04/0  597/0  آب خليج فارس  6
  049/0  596/0  سازي كارخانه چرم

  043/0  679/0  آب خليج فارس  2/7
  056/0  722/0  سازي كارخانه چرم

  038/0  624/0  خليج فارس آب  8
  051/0  682/0  سازي كارخانه چرم

  029/0  467/0  آب خليج فارس  9
  042/0  570/0  سازي كارخانه چرم

  019/0  338/0  آب خليج فارس  7/9
  032/0  433/0  سازي كارخانه چرم

  
  سازي كشت برحسب منبع جدا يطمح pHها در دما وغلظت مطلوب نمك و مقادير مختلف  مقايسه تغييرات رشد باكتري - 3شكل 
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  گيري بحث و نتيجه
دوسـت نسـبي پتانسـيل بـالايي بـراي       هاي نمـك  باكتري

هـا نـه    بيوتكنولوژي و نانوتكنولوژي دارنـد و بسـياري از آن  
ها، پليمرها، پيگمان و غيـره   تنها تركيبات صنعتي نظير آنزيم

كننـد، بلكـه داراي خصوصـيات فيزيولوژيـك      را توليد مـي 
 كنـد  هـا را تسـهيل مـي    وري از آن هسـتند كـه بهـره   خـاص  

)Margesin et al., 2001 .(     عوامـل محيطـي مختلـف بـر
ــك  ــد نم ــت روي رش ــت   دوس ــؤثر اس ــيار م ــا بس ــاي . ه دم

دوسـتي   كشت علاوه بر تأثير بر ميزان رشد، در نمـك  محيط
توانـد   اي كـه مـي   ميكروارگانيسم نيز دخالت دارند؛ به گونه

ي  دوست يا تحمـل كننـده   ا به نمكه بندي آن حتي در طبقه
 Kaye et al., 2004 and(نمــك تأثيرگــذار باشــد 

Ventosa et al., 1998 .(   به اين دليل، اثر تغييـرات دمـا و
pH  محيط كشت بررسي شد تا شرايط رشد از نظر دما براي
  .سازي گردد ها بهينه آن

دوسـت نسـبي مجموعـه متنـوعي از      هـاي نمـك   باكتري
هـاي   دهند و متعلق به جـنس  ا را تشكيل ميه ميكروارگانيسم
ــاس جــنس شــاخص در خــانواده   .مختلفــي هســتند هالومون

هاي ديگر ، به دليـل   به آساني از جنس هالوموناداسه است و
-NaCl )1/0وسـيعي از نمـك     توانايي رشد و تحمل دامنه

هاي متعلق به اين جنس  سويه.قابل تشخيص است%) 5/32/0
ها اكسيداز مثبت هستند و قـادر بـه    كاتالاز مثبت و بيشتر آن
مـول  ( G+Cهاي مختلف بوده، ميزان  مصرف كربوهيدرات

 Cumming et al., 1995 and(هـا بالاسـت    در آن%) 

Ciulla et al., 1997 .(  ــب در ــموليت غال ــوئين اس اكت
ه هالوموناداســه اســت و بــا افــزايش غلظــت نمــك در خــانواد

  ).Deutch, 2002(يابد  محيط ميزان اكتوئين نيز افزايش مي
پرايمرهاي به كار رفته در اين تحقيـق بـراي شناسـايي ژن    

ectC  توليد كننده آنزيم اكتوئين سنتتاز در جنس هالوموناس
داراي دو خصوصـيت   PCRهاي مثبـت   بنابراين نمونه. هستند

اول اين كه قادر به توليد اكتوئين بـراي رشـد در   : ژه هستندوي
محيط واجد نمك سديم كلرايد هستند و ديگر ايـن كـه ايـن    

ــاكتري ــد      بـ ــي گيرنـ ــرار مـ ــاس قـ ــنس هالومونـ ــا در جـ هـ
)Zanjirband et al., 2008.(  

محـيط كشـت روي رشـد      در بررسي اثر تغييرات دمـاي 
و هـــاي جداســـازي شـــده از آب خلـــيج فـــارس   بـــاكتري
هاي آب خلـيج   ميانگين تعداد باكتريسازي  ي چرم كارخانه

ليتر در غلظت مطلوب نمـك و   فارس و كارخانه در هر ميلي
ــب    ــه ترتيـ ــف بـ ــاي مختلـ  34/1×108± 056/0×108دماهـ

  Tاست و انجام آزمون آمـاري  05/1×108±  047/0×108و
باكتري نشان داد كه اخـتلاف بـين ايـن دو     بر روي دو دسته

  . (p = 0.016)داراست  گروه معني
دسـت آمـده از ايـن قسـمت      هاي به همچنين تحليل داده

گـراد مناسـبترين    درجـه سـانتي   37نشان داد درجـه حـرارت   
هاي جدا شده از خلـيج فـارس    درجه حرارت، براي باكتري

است؛ به طوري كه در ايـن درجـه حـرارت ميـانگين تعـداد      
 108± 061/0× 108ليتـر   هاي جدا شـده در هـر ميلـي    باكتري

هـا از آب خلـيج    كه ايـن بـاكتري   با توجه به اين.بود  43/1×
اند و در اين محيط دماي هواي محيط  فارس جداسازي شده

  .گيري مورد انتظار است  و آب بالاست، اين نتيجه
از طرف ديگـر، مناسـبترين درجـه حـرارت بـراي رشـد       

گـراد   درجـه سـانتي   28جدا شـده از كارخانـه ،   هاي  باكتري
هـا در هـر    ه است؛ به طوري كه ميـانگين تعـداد بـاكتري   بود
 15/1×108 ±037/0×108ليتـر در ايـن درجـه حـرارت      ميلي
گيـري   اين نتيجه نيز با توجـه بـه محـل و زمـان نمونـه     . است

  .رسد طبيعي به نظر مي
ها نيز نشان  واريانس بر روي اين داده انجام آزمون آناليز

هـاي   ا در درجه حـرارت ه داد ميانگين تغييرات رشد باكتري
 استمختلف بر حسب منبع جداسازي شده باكتري متفاوت 

(p<0.001)  .     به عبارت ديگر، بـين درجـه حـرارت و منبـع
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داري وجــود دارد كــه بــه محــل  بــاكتري اثــر متقابــل معنــي
 2گونه كه در شكل  همان. ها مربوط است جداسازي باكتري

ليج فارس هاي جداسازي شده از آب خ آمده است، باكتري
گـراد نبـوده، در ايـن دمـا      سـانتي   درجـه  45قادر به رشـد در  

بـا مراجعـه بـه كتـاب مرجـع      . شـود  شيب تندي مشاهده مـي 
ــاكتري  هــاي  سيســتماتيك برگــي ملاحظــه شــد كــه اكثــر ب

كـه متعلـق بـه جـنس     (فـارس   جداسازي شده از آب خلـيج 
 ,.Holt et al(مزوفيل اجباري هسـتند  .) هالوموناس هستند

1994 and Brenner et al., 2005.(  
 Ventosa  وسيله برابر اين نتايج در تحقيق انجام شده به 

ــال  ــه1998در س ــاكتري    ، دامن ــين ب ــا در ب ــل دم ــاي  تحم ه
هـاي معمـول    دوست نسبي جداسازي شده از زيسـتگاه  نمك

 Ventosa et(گـراد اسـت    درجـه سـانتي   15-45اكثراً بين 

al., 1998.(  
هـاي ارائـه    برگي نيز گـزارش  از طرفي، در كتاب مرجع

دوسـت   هاي نمك شده در مورد دامنه تحمل دما در باكتري
گراد اسـت و برخـي در    درجه سانتي 15-45نسبي بيشتر بين 

 Holt et al., 1994 (كنند  گراد نيز رشد مي درجه سانتي 4

and Brenner et al., 2005.(  
Hao  1984در سال، Marquez  1992در سال، Mota 
اثر تغييرات  1995در سال  Stack Brandtو  1997 درسال

هاي نمك دوست نسبي  دما را بر روي برخي از باكتري
ها  ها اكثر اين سويه هاي آن بررسي كردند و طبق گزارش

  .باشند گراد نمي درجه سانتي 45قادر به رشد در 
هـا بـا    نتايج حاضر در اين تحقيق به غيـر از برخـي سـويه   

وجــود برخــي . گــر همخــواني داردنتــايج گــزارش شــده دي
ها نيز به محل جداسازي، موقعيت جغرافيـايي و نـوع    تفاوت
  .ها بستگي دارد سويه

ــروتئين  ــور پـ ــود     حضـ ــايي، وجـ ــوك گرمـ ــاي شـ هـ
هاي القا شده در اثر فشـار اسـمزي، تغييـر تركيـب      اسموليت

هــاي چــرب از عوامــل مــؤثر در رشــد  هــا و اســيد فســفوليپيد
تـر   هاي بالاتر و پـايين  بي در دمادوست نس هاي نمك باكتري
 Ventosa et al., 1998(هاسـت   دمـاي رشـد آن    از بهينه

and Vreeland et al., 1993.(  
هاي شوك گرمـايي در كروموهالوبـاكتر    ظهور پروتئين

ماريس مورتوئي آزمايش شـده اسـت؛ بـه ايـن ترتيـب كـه       
مـول نمـك رشـد     1باكتري مذكور كه در حضـور غلظـت   

. گـراد انتقـال داده شـد    سـانتي   درجه 42محيط  كرده بود، به
هـاي نرمـال و القـا     اين امر به ممانعت كامل از سنتز پـروتئين 

هـاي   در سـلول . هاي شوك گرمايي منجر شـد  سنتز پروتئين
  درجـه  42مـول نمـك، شـوك گرمـايي      5/2رشد يافتـه در  

هــاي نرمــال را متوقــف  گــراد ســنتز بعضــي پــروتئين  ســانتي
در . شـود  هـاي شـوك گرمـايي القـا مـي      ينكند و پروتئ نمي
هاي رشد يافته در غلظت بالاتر نمك و در دماي بـالا،   سلول

مشـابه    پديـده . هاي شوك گرمايي ممانعت شد سنتز پروتئين
ايـن بـه دليـل    . در هالوموناس هالوفيلا نيز مشاهده شده است

ــك      ــت نم ــه غلظ ــايي ب ــوك گرم ــتگي ش در  NaClوابس
 Katinakis et al., 1989 and(كشـت اسـت    محـيط 

Ventosa et al., 1998 .(  هـاي   ممانعت از توليـد پـروتئين
و دمـاي   NaClمول  5/2شوك گرمايي در تراكم بالاتر از 

ــه اثــرات حفــاظتي اســموليت   ــالا، احتمــالاً مربــوط ب هــا از  ب
ها در مقابل گرما، انجماد و خشكي است  ها و آنزيم پروتئين

)Vreeland et al., 1993 and Ventosa et al., 

هـا و   با افزايش غلظت نمك، ميزان تجمع اسموليت). 1998
  بنـابراين، دامنـه  . يابـد  در نتيجه اثر حفاظتي آنها افـزايش مـي  

 Lippert et(تحمل دمايي به غلظت نمك نيز وابسته است 

al., 1992 .(  
،برابر نتايج به دست آمده در  pHدر بررسي اثر تغييرات 

ها قادر به رشد در درجـات مختلـف    هاين تحقيق بيشتر جداي
pH )7/9-5 (  ــه ــبترين درج ــد و مناس ــد   pHبودن ــراي رش ب
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شايان ذكر اسـت كـه   .بوده است  2/7هاي جدا شده  باكتري
قليايي نسبت به اسيدي رشـد   pHها در  هر دو گروه باكتري
دست آمده از اين   هاي به تحليل داده. اند بهتري را نشان داده
دهـد،   از آزمون آناليز واريانس نشـان مـي  قسمت، با استفاده 

محيط در دو  pHها در مقادير مختلف  تغييرات رشد باكتري
عبــارت  بــه. (P =0.08)داري نــدارد  گــروه، تفــاوت معنــي

كشـت و منبـع    محـيط pH توان گفت بـين درجـه    ديگر، مي
  .سازي باكتري اثر متقابل وجود ندارد جدا

يســتماتيك برابــر مطالعــات موجــود در كتــاب مرجــع س
ــيط  ــي در محـ ــت برگـ ــراي    كشـ ــده بـ ــي شـ ــاي طراحـ هـ

هـاي جـنس هالومونـاس     هاي نسبي، اكثر گونـه  دوست نمك
هســتند ) pH )8-5قــادر بــه رشــد در درجــات مختلــف     

Brenner et al., 2005).(  
در Brandon همچنين در پژوهش انجـام شـده توسـط    

ــال  ــاكتري  2006س ــي از ب ــدود نيم ــاي نمــك  ح دوســت  ه
% 32اسـيدي بودنـد و    pHدر بـه رشـد در   جداسازي شده قا

  ).Brandon et al., 2006(رشد كردند  pH=5ها در  آن
هاي  از سوي ديگر، در تحقيقات ارائه شده روي باكتري

هـا قـادر بـه رشـد در درجـات       دوست نسبي ،بيشتر آن نمك
هـا   براي رشـد آن pH   اند و بهينه بوده) pH )5/9-5مختلف 

ــايج ). Amoozegar et al., 2003(اســت  4/7-2/7 نت
موجود در اين تحقيق با نتايج ارائه شده توسط ساير محققين 
همخواني دارد و وجود تفاوت در بعضي موارد نيز، به محل 

  .جداسازي و نوع سويه مربوط است
دوسـت   هـاي نمـك   عوامل متعددي در توانـايي بـاكتري  
ــف     ــات مختلـ ــد در درجـ ــراي رشـ ــت دارد pHبـ . دخالـ

رشـد   9تـا   7/5متغير از  pHستيكولا كه در ويبريو كا ساليني
و  pHپروتــوني توليــد شــده ، شــيب   يافتــه اســت، نيرومايــه

ولـت   ميلـي  100بـه   170نمايد و از   پتانسيل غشا را حفظ مي
 5/7درون سـلولي را نزديـك بـه     pHها  سلول. كند تغيير مي

معكوس شده، حـداقل در   pHدارند و بنابراين شيب  نگه مي
بـالا،   pHافزايش پتانسيل غشاء در محيط با   سيلهقسمتي به و
  ).Ventosa et al., 1998(شود  جبران مي

ــاكتري دوســت حضــور حامــل   هــاي نمــك در برخــي ب
. قليايي ضروري اسـت  pHدر  ++Na+/Hپورت خاص  آنتي

 +Na+/Hپـورت   هموليتيكوس سه حامل آنتي در ويبريو پارا
حـاملان  . وجـود دارد  NhaDو  NhaA ،NhaBهاي  به نام

و تـراكم    LiClمسؤول مقاومت به  NhaAمذكور، به ويژه 
، +Na+/Hپـورت   ترين نقش آنتـي  مهم. هستند NaClبالاي 

بــه خــارج ســلول بــراي بقــاي ســلول در  +Liو  +Naانتشــار 
مهـار رشـد در   . هاي مذكور اسـت  حضور غلظت بالاي يون

متوسـط محـيط كشـت     pHحضور غلظت بالاي نمـك، بـه   
ــته اســت  ــان   .وابس ــزان بي ــالا و در  pH=5/8در  NhaAمي ب

7=pH  كم است ولي ميزان بيانNhaB  7در=pH  بالا و در
5/8=pH پــورت  آنتــي  در واقــع،. پــايين اســتNa+/H+  در

NhaA  در مقاومت بهNaCl  درpH    ،قليـايي دخالـت دارد
ــه نمــك ســديم   pHدر  NhaBولــي  خنثــي در مقاومــت ب

ــتري دارد   ــت بيش ــد دخال ــابر. كلراي ــت  بن ــان و فعالي اين، بي
محـيط كشـت تحـت تـأثير واقـع       pHها توسـط   پورت آنتي
  ). Karoda et al., 2005(شود  مي

در هالوموناس اسرائيلي، تحريك تنفس بـه وسـيلة يـون    
ــيم در  ــدن      pHپتاس ــايي ش ــا قلي ــت و ب ــي اس ــيدي قطع اس

 pHشـود و در واقـع پتاسـيم در تنظـيم      سيتوپلاسم همراه مي
  ).Ventosa et al., 1998(دروني مؤثر است 
ــا   ــيط ب ــون    pHدر مح ــالاي ي ــراكم ب ــايي و ت ، +Naقلي

دوست و قليـايي پسـند، عـلاوه بـر تطـابق       هاي نمك باكتري
. ها نيـز مطـرح اسـت    در سلول pHاسمزي، نگهداري تعادل 
هاي  هاي جداسازي شده از درياچه برخي از ميكروارگانيسم

ــايي، بهينــه ــراي رشــد آن pH  قلي . اســت 8-10هــا حــدود  ب
بالاست كـه   pHها قادر به فعاليت در  هاي اين باكتري آنزيم
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هـــــاي تطـــــابقي    در حقيقـــــت يكـــــي از مكانيســـــم   
ــم ــا در      ميكروارگانيس ــد و بق ــراي رش ــذكور ب ــاي م  pHه

ــروتئين . بالاســت ــاي  نســبت آمينواســيدهاي اســيدي در پ ه
هـاي   دوست قليايي پسند نسبت به باكتري هاي نمك باكتري
خنثـي، بـه طـور قابـل      pHليـت بهينـه در   دوست با فعا نمك

ــالا از     ــي ب ــين فراوان ــالاً چن ــوجهي بيشــتر اســت كــه احتم ت
آمينواسيدهاي اسـيدي نـه تنهـا بـراي تنظـيم و تطـابق فشـار        

درون سـلولي نيـز    pHاسمزي لازم است، بلكه براي تنظـيم  
درون سـلولي    pHقليايي پسندهاي اجباري، . ضروري است

 pHواحــد از  2د كــه حــداقل دارنــ نگــه مــي 8-9را حــدود 
 Ventosa et al., 1998 Detkova et(محيط كمتر است 

al., 2006 and.(  
 pHدوسـت در   هـاي نمـك   بنابراين، رشد بهتـر بـاكتري  

هـاي تطـابقي    اسيدي، به دليـل مكانيسـم   pHقليايي نسبت به 
ها براي رشد در شرايط قليايي است، نظيـر حضـور    بيشتر آن
اني آمينواسيدهاي اسيدي و بيـان بـالاي   هايي با فراو پروتئين
  .NhaAپورت  آنتي
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