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  چكيده

هـاي  اي گرم منفي با تحمل پذيري بـالا نـسبت بـه اكـسي آنيـون       سويه باكتري نمك دوست نسبي جدا شده از خاكهاي شور يك سويه باكتري ميله              22از ميان   
گيـري  روش رقـت در آگـار بـراي انـدازه         . توانايي رشد دارد  % 32 تا   5/0تري نمك دوست بوده و در محدوده نمك بين           يك باك  MAMسويه  . سمي انتخاب گشت  

سـلنيت، سـديم سـلنيت، سـديم ارسـنات و           تحمل پذيري سويه به اكسي آنيونهاي فلزي و شبه فلزي سديم كرومات، پتاسيم كرومات، سديم سلنات، سديم بـي                  
 درجه سـانتي گـراد صـورت    32نمك و در شرايط گرماگذاري   % 15 و يا    10،  5ت آگار به همراه     همه آزمايشها در نوترين   .  قرار گرفت  پتاسيم تلوريت مورد استفاده   

- ميلـي 450 ميلـي مـول، سـلنيت    400مول، سـلنات   ميلي450ارسنات : كند اكسي آنيونها را تا غلظتهاي زير تحمل ميMAMگرفت نتايج نشان داد كه سويه   
نتايج نشان داد كه سديم نه تنها نقـش مهمـي در رشـد بـاكتري داشـته بلكـه در                     . مول ميلي 1مول و تلوريت     ميلي 25 ميلي مول، كرومات     150يت  سلنمول،بي

 ميلي مول سـديم كرومـات رشـد كـرده در حاليكـه در حـضور       25باكتري در حضور . هاي سمي نيز مهم استافزايش تحمل پذيري سويه نسبت به اكسي آنيون     
لازم بـه يـادآوري اسـت كـه     .  به عنوان تنها منبع نمك محيط ديده نمي شودKClهيچ رشدي در حضور . كند ميلي مول رشد مي   20اسيم كرومات حداكثر تا     پت

وقتـي پتاسـيم    . باشـد  و سلنيوم قرمز رنـگ مـي       اين تركيبات به تلوريوم سياه رنگ      همراه با احياء     MAMهاي سلنيت در سويه     مقاومت به تلوريت و اكسي آنيون     
   ميلـي مـول    20 ميلـي مـول بـه        1 برابـر افـزايش يافتـه واز         20گشت تحمل پذيري به تلوريـت       تلوريت همراه با سديم سلنيت به محيط رشد باكتري اضافه مي          

 .رسيدمي
  

  .اكتري نمك دوست نسبي، تحمل پذيرياكسي آنيون سمي، كرومات، تلوريت، سلنيت، ب :هاي كليديواژه
  

  مقدمه
نيونهــاي ســمي هنگــامي كــه در مقــادير و غلظتهــاي بــالا در  آياكــس

شـوند،    خاكهاي كشاورزي، آبهاي سطحي و آبهـاي زيـر زمينـي يافـت              
 (Kinkle et al. 1994كننـد   آلوده كننده اهميت پيدا ميبعنوان عوامل

(Nriagu and pacyna 1988 .  محيط هاي آلوده با اين تركيبات بخـاطر
هاي صنعتي گوناگون پراكندگي زيادي       ر فعاليت استفاده وسيع از آنها د    

نيونهاي مثل سلنيت، تلوريت و كرومـات داراي         آ اكسي. در جهان دارند  
سميت بالا براي تمـام اشـكال حيـاتي و موتـاژن و كارسـينوژن بـراي                  

 (Conde & Sanz Alaejos 1997 باشــــد  حيوانــــات مــــي
 (Losi & Frankenberger 1994, Summers & Silver 1978 .

ــسم ــي را در    ميكروارگاني ــات نقــش مهم ــن تركيب ــه اي ــاوم ب ــاي مق ه
هاي بيو ترانسفرماسيون اين عناصر سمي و تبديل آنها به عناصر  واكنش

ــد      ــده دارنــ ــه عهــ ــمي بــ ــر ســ ــا غيــ ــمي و يــ ــر ســ  كمتــ
)(Kinkle et al. 1994 . هـاي از   سـويهPseudomonas، Thiobacillus ،

Bacillus   ،Corynebacterium   ،Acinetobacter   وRhodospirillum 
 (McLean & Beveridge 2001جزء بيوترانـسفرمرهاي فعـال هـستند   

(Kessi et al. 1999 . تشخيص توانايي ميكروارگانيسمها و تحمل پذيري
توانـد بـه مـا در         نيونها و فلزات سمي مي    آآنها به غلظتهاي بالاي اكسي      

  (Mata et al. 2002هـــا كمـــك كننـــده باشـــد تعيـــين گونـــه
(Burton et al. 1987, Trevors et al. 1985 . در ســالهاي گذشــته

هاي نمك دوست بويژه در       مقاومت به فلزات سنگين در ميكروارگانيسم     
 (Ventosa et al. 1998جنس هالوموناس مورد مطالعه قرار گرفته است 

(Nieto et al. 1989 .      اما مطالعات نـسبتاً كمـي در زمينـه مقاومـت بـه
 شبه فلزي در اين باكتريها صـورت گرفتـه كـه            اكسي آنيونهاي فلزي و   

در رابطه بـا   (Souza et al. 2001) و همكاران Souzaتوان از مطالعه  مي
هاي متعلق بـه جـنس هالومونـاس داراي مقاومـت بـالا               شناسايي سويه 

ــه    ــلنات، مطالع ــون س ــسي آني ــه اك ــسبت ب   Jablonski و  Pearionن
(Pearion & Jablonski 1999)  ـ  ا مقاومـت بـالا نـسبت بـه     در رابطـه ب
ــاكتري  و ) آركــي (Natronococcus acealutusتلوريــت پتاســيم در ب

 در رابطـه بـا   (Rathgeber et al. 2002) و همكاران Rathgeberمطالعه 
 همچنـين   .هاي هالوتولرنت مقاوم به تلوريـت و سـلنيت نـام بـرد              سويه

مثبـت   تحمل پذيري باكتريهاي گرم      1383آموزگار وهمكاران در سال     
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  4 شماره) 1386 (و سومسيجلد ، مجله علوم دانشگاه تهران        6

 را نسبت به فلـزات سـمي مـورد          دوست را توليد كننده اندوسپور نمك     
  . مطالعه قرار داده است

 از خاكهـاي شـور يـك         مختلـف  جدايه هـاي   از ميان    در اين مطالعه  
نيونهاي سـمي بـه خـصوص ارسـنات و          آ مقاومت بالا به اكسي   با  سويه  

حـت   و ت   شناسايي  متعلق به جنس هالوموناس بود     كهسلنيت و تلوريت    
  .گذاري گشت نامHalomonas sp strain MAMعنوان 

هاي مقاوم بـه اكـسي         شناسايي سويه  -1: هدف از انجام اين مطالعه    
نيونهاي سمي فلزي سديم كرومات و پتاسـيم كرومـات و شـبه فلـزي            آ

 -2سلنيت و پتاسـيم تلوريـت       سديم ارسنات، سديم سلنيت، سديم بي     
 اثر  -MIC (3( اكسي آنيونها    تعيين حداقل غلظت مهار كننده رشد اين      

 تعيين اثر سلنيت    -MIC 4 روي مقدار    NaClهاي مختلف نمك      غلظت
آنيونهـاي سـمي      سديم بر افزايش مقاومـت بـاكتري نـسبت بـه اكـسي            

  .بودتلوريت پتاسيم و بي سلنيت سديم 
  

  مواد و روشها
  هاي كشت سويه باكتري و محيط

هاي خاك پرشور  ه از نمونMAMيك باكتري نمك دوست نسبي، سويه 
)w/v 25 % كشت شده در شرايط هوازي در محيط نوترينـت         ) نمك كل

تركيب محلـول نمكـي     . ،جدا شد g/l 100برات داراي غلظت نمكي كل      
، NaCl 81 ،  MgCl2 7 ، MgSO4 6/9) گـرم در ليتـر  : (عبارت بـود از 

CaCl2  36/0 ،KCl 2 ،NaHCO3 06/0 ،NaBr, 0.026 026/0  
)Nieto et al. 1989 .(  گـرم آگـار   15در موارد لزوم محيط بـا ) مـرك( 

 pH. ايران جدا گـشت   -هاي بالا از منطقه گرمسار      نمونه. گشتجامد مي 
 34ها در دمـاي   كشت.  تنظيم گشت5/7 در KOHمحيط با استفاده از   

 Orbital گردشـي  دهنـده با تكـان گراد روي يك انكوباتور  يدرجه سانت

Incubator SI50) (Stuart Scientific در دور rpm 150 48 بــراي 
 ،براي مطالعه مقاومت سويه به اكسي آنيونهـا       . ساعت گرماگذاري گشت  

هـا در    سديم كلرايـد اسـتفاده شـد پليـت         g/l 100نوترينت آگار داراي    
 محـيط قبـل از   pH درجه سانتي گـراد گرمـا گـذاري شـد و     34دماي  

يم كلرايـد   اثر غلظتهاي مختلف نمك سد    .  تنظيم گشت  5/7اتوكلاو در   
  .مورد ارزيابي قرار گرفت) گرم در ليتر150 و 50(
  

  هاي تشخيصي باكتري ويژگي
ويژگي هاي مورفولوژيكي و فيزيولوژيـك سـويه روي محـيط نوترينـت             

. سديم كلرايد صورت گرفـت    % w/v (10(آگار و يا نوترينت برات داراي       
 انجام شـد و نتـايج بوسـيله تـست    ) Burke method(رنگ آميزي گرم 

KOH تاييد شد (Baron & Finegold 1990) .له روش لام حركت بوسي
كاتالاز، . (Murray et al. 1994)ه بررسي شد زمرطوب و رنگ آميزي تا

اكسيداز و فعاليت اوره ازي ، احياء نيترات، هيدروليز اسـكولين، متيـل             

) 1994( رد، وژزپروسكوئر و توليد انـدول بـر اسـاس روش پيـشنهادي            
Smibert & Krieg بـر  20 و تـوئين  80هيدروليز توئين . مطالعه گشت 

ــده   ــيف شـــ ــاس روش توصـــ  Harrigan & McCanceاســـ
(Harrigan & McCance 1976) مـصرف منـابع مختلـف    . انجام گرفت

 Leifson) 1963(كربن و توليد اسيد بر اساس روشـهاي توصـيه شـده             
 سـديم   )w/v% (10همه تستها با استفاده از محيط داراي        . انجام گرفت 

  .كلرايد انجام گرفت
 درجه 55،10،15،20،25،30،35،40،45،50رشد در دماهاي مختلف

 10 تا 5 بين pH رشد در محدوده .سانتي گراد مورد بررسي قرار گرفت
 pH از بافر تريس و 6 هاي بالاتر از pHبراي . مورد مطالعه قرار گرفت

  . از بافر استات سديم استفاده گشت6پايين تر از 
هاي فيزيولوژي و بيوشيميايي بـر اسـاس مطالعـات قـبلاً               تست ساير

 ,Mata et al. 2002) Quesada et al. 1984انجام شده صـورت گرفـت   
(Ventosa et al. 1982.  

  

  مواد شيميايي
 .ز شركت مرك تهيه گـشت     تاً ا  آزمايش شده عمد   اكسي آنيونهاي سمي  

 از  سـديم ، بـي سـلنيت      ديم، كرومات پتاسيم، سلنيت سديم    كرومات س 
 از  ، سـلنات سـديم و تلوريـت پتاسـيم       شركت مرك و ارسـنات سـديم      

محلولهاي استوك در آب مقطر تهيه گـشته        . شركت سيگما تهيه گشت   
 m µ  22/0 منفـذ وبا فيلتراسيون از طريق فيلترهاي غـشايي بـا قطـر            

 روز در   5 بـراي     حـداكثر  محلولهـاي فلـزي   ). ميلي پـور  ( استريل گشت 
  . گراد قرار داده شد درجه سانتي4يخچال 

  
   سميآزمايش مقاومت به فلزات

ــزات     ــه فل ــت ب ــين مقاوم ــراي تعي ــميب ــار س ــت در آگ   ، از روش رق
(Washington & Sutter 1980)ميلـي  100بـه ارلنهـاي   . ه شد استفاد 

نوترينـت آگـار ذوب شـده داراي         ميلي ليتر از محيط      20 حاوي   ليتري
-داخل پليتهاي شيشه   غلظت خاصي از فلز اضافه گشته و سپس          نمك،

 اكسي آنيونها ميزان غلظت براي تمامي     .  سانت ريخته شد   8اي به قطر    
  :مورد آزمايش بر حسب ميلي مولار بصورت زير بود

 1/0  ،5/0  ،1،5/1، 2  ،4،10  ،15  ،20  ،25  ،30،50،100،150  ،200 ،
  .500 و450، 400، 350، 300، 250

 دقيقـه  30 بمـدت   درجـه سـانتيگراد    45پليتهاي آگار دار در دماي      
 10 بشان خشك شود و سپس بوسيله سـمپلر       قرار گرفت تا سطح مرطو    

رشد (ميكروليتر از محيط مايع كه ميكروب مورد نظر در آن رشد كرده             
د بود بر روي محيط  لوله مك فارلن  5/0بود و غلظت آن برابر      ) لگاريتمي

ــرار ــا 105ميكــروب تلقــيح شــده ( گرفــت آگــار دار ق ــاكتري106 ت    ب
سـديم كلرايـد    % 15 و   5 براي غلظت هاي     آزمايشات مشابه ). ليتريميل
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 Halomonas sp strain MAM7      اي با مقاومت بالا نسبت به اكسي انيونهاي سمي سويه  

ــود كــه  .نيــز انجــام گرفــت ــز ب ــدون فل  كنترلهــا شــامل محيطهــاي ب
  . كردميكروارگانيسمهاي كشت شده روي آن رشد مي

 هـاي  درجه سانتي گـراد در سـاعت      34پليتها پس از گرماگذاري در      
كـاملاً  لظتي از فلز كـه    پايين ترين غ  .  مورد مطالعه قرار گرفت    72 و   48

حـداقل غلظـت مهـار      (  ناميـده شـد    MICگـشت   مانع رشد باكتري مي   ً
ها در سه بار متوالي مـورد بررسـي      براي تمام سويه    MIC). كننده رشد 
بايد توجه داشـت كـه نمكهـاي فلـزي و تركيبـات محـيط               . قرار گرفت 

 توانند با هـم واكنـشهاي داشـته باشـند و در نتيجـه             ميكروبيولوژي مي 
 مورد اسـتفاده قـرار      كنند به همين دليل غلظتهاي    تفسير را مشكل مي   

بوسيله سـاير محققـين بـراي انجـام مطالعـات روي يـو              قبلاً   كه   گرفت
 Neito et al. 1989( باكتريهـــــا اســـــتفاده شـــــده بـــــود

 Rathgeber et al. 2002،McLean & Beveridge 2001 ( اين تفاوت با
بعلـت مقاومـت    ( نگرديـد  لحـاظ    له مسئ  در مورد ارسنات سديم اين     كه

با توجه به اينكـه اسـتاندارد       ). بسيار بالاي بعضي از باكتريهاي جداشده     
ي فلـزي بـراي محققـين وجـود         مشخصي براي مقاوم بودن به غلظتهـا      

 5 هاي نمك دوست نـسبي خـود را كـه رشدشـان بوسـيله     سويهندارد،  
، سـلنات و      ميلي مولار ارسنات   10 ميلي مولار كرومات و بي سلنيت و      

هـاي  شود سـويه   متوقف نمي   ميلي مولار تلوريت پتاسيم    1/0 و   سلنيت
  .ه شدمقاوم ناميد

 

  نتايج
 كيلـومتري   20اك پرشور از    خيك سويه باكتري نمك دوست نسبي از        

% 25ميزان نمـك كـل ايـن خـاك          (ايران جدا شد    –شهرستان گرمسار   
 يـك   MAM باكتري سويه .  ناميده شد  MAMو سويه   ) گيري شد اندازه

كوكوباسيل گرم منفي متحرك با دو تاژه قطبي و كناري، كاتالاز مثبت            
 يـك بـاكتري نمـك       MAMسـويه   . باشـد   و اكسيداز مثبت ضعيف مـي     

% 32 تـا    5/0دوست نسبي بوده و در محدوده وسـيعي از شـوري بـين              
اي در  اين باكتري توانايي فوق العاده. باشد سديم كلرايد قادر به رشد مي

آنيونهاي سمي فلزي و شبه فلزي داشـته و همچنـين             ه اكسي مقاومت ب 
مطالعـات فنـوتيپي گـسترده بـر        . نسبتاً به فلزات سنگين نيز مقاوم بود      

بر .  آورده شده است   1روي اين باكتري انجام گشته كه نتايج در جدول          
هـاي ايـن بـاكتري بـا سـاير            اساس مطالعات فنوتيپي و مقايسه ويژگي     

ــيل ــي ن  باس ــرم منف ــاي گ ــده   ه ــناخته ش ــسبي ش ــت ن ــك دوس   م
Mata et al. 2002) (Yoon et al. 2003, ايــن بــاكتري در جــنس 

Halomonas  قرار گرفت.  
  

  Halomonas sp.strain MAM هاي فنوتيپي باكتري  ويژگي-1جدول
  

  

  

  MAMسويه   ويژگي
  )كوكوباسيل(اي  ميله  شكل ظاهري
  سفيد  توليد رنگدانه

  +  )مكن% 10و% 5در محيط داراي (حركت 
  +  كاتالاز
  ضعيف+   اكسيداز
  %)10بهينه رشد در نمك % (32 تا NaCl(%)   5/0محدودة رشد در 

  نتي گراد درجه سا49 تا 10  محدودة دمايي
  )pH=8/7بهينه  (10 تا pH  5محدودة 

    :هيدروليز
  –  ژلاتين
  –  كازئين
  –  نشاسته
  +  اسكولين

    فعاليت آنزيمي
DNase  –  

  +  از اوره
  –  آلانين داميناز يلفن

  +  احياءنيترات
    :توليد اسيد از
  +  ادونيتول
  +  آرابينوز

  +   گلوكز-د
  +   فروكتوز-د
  +  گالاكتوز-د

  تخميري  )براي گلوكز (OFتست 
  –  VPتست 

  –  متيل رد
  –  توليد اندول

  –  H2Sتوليد 
  –  هموليز
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ي سـديم  آنيونهـاي فلـزي و شـبه فلـزي سـم      توانايي تحمل بـه اكـسي   
كرومات، پتاسيم كرومات، سديم ارسنات، سديم سلنات، سديم سلنيت،         
سديم بي سلنيت و پتاسيم تلوريت در اين باكتري مـورد ارزيـابي قـرار               

مت بالا نسبت به اكسي آنيونهاي سمي سـلنيت، سـلنات،           وگرفت و مقا  
 كلنـي بـاكتري سـويه       1شكل  . ارسنات و كرومات مشاهده شد      تلوريت،
MAM    مول سديم سلنيت و       ميلي 25محيط نوترينت آگار داراي      را در

همـانطور كـه در شـكل       . دهـد   مول پتاسيم تلوريـت نـشان مـي          ميلي 5
  .مشخص است مقاومت به تلوريت همراه با احياء آن است

نيونهاي فلزي و شـبه فلـزي        آ  به اكسي  MAMميزان مقاومت سويه    
ترين    پايين .تسديم كلرايد مورد بررسي قرار گرف     % 10سمي در محيط    

 ميلي مول و بيشترين تحمـل را نـسبت بـه            1تحمل نسبت به تلوريت     
مـول نـشان       ميلـي  400آنيونهاي ارسنات، سـلنيت و سـلنات بـا            اكسي

 اثر غلظتهاي مختلف نمك بر ميزان مقاومت اين سويه به اكسي          .داد  مي
 نشان داده شده    2در شكل   ) MICبيان شده بر حسب     (نيونهاي سمي   آ

لاترين مقاومت به سديم سـلنيت، سـديم سـلنات، سـديم بـي              با. است
سـديم كلرايـد    % 5سلنيت و سـديم ارسـنات در محـيط كـشت داراي             

در حاليكه  )  ميلي مول  450 و   100،  400،  450به ترتيب   ( بدست آمد   
بالاترين مقاومت به پتاسيم كرومات، سديم كرومات و پتاسيم تلوريـت            

، و  25،  20به ترتيـب    (اهده شد   سديم كلرايد مش  % 15در محيط داراي    
  ). ميلي مول1,5

  

    
  

  مول پتاسيم تلوريت  ميلي5مول سديم سلنيت و   ميلي25را در محيط نوترينت آگار داراي   MAMكلني باكتري سويه - 1شكل 
  

  

  

  

 MAMميزان مقاومت سويه     - 2شكل
انيونهاي فلزي و شبه فلـزي       آ به اكسي 

  رايدسديم كل% 10سمي در محيط 
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 Halomonas sp strain MAM9      اي با مقاومت بالا نسبت به اكسي انيونهاي سمي سويه  
  

ــف ســديم ســلنيت   ــاي مختل ــر غلظته  100 و 50، 25، 20، 10، 5(اث
 نسبت به   MAM سويه Halomonasپذيري    بر افزايش تحمل  ) مولميلي
سلنيت مورد بررسي قرار       آنيون سمي پتاسيم تلوريت و سديم بي        اكسي
 ميلي مولار بهترين اثـر را       25ظت  لو از ميان غلظتهاي مختلف غ      گرفت

   25 همـراه كـردن غلظـت        ).تـايج نـشان داده نـشده اسـت        ن(نشان داد   
سـلنيت سـبب    مول سديم سلنيت با پتاسيم تلوريت و سـديم بـي          ميلي

 بـه ايـن     MAM سـويه    Halomonasافزايش شديد در تحمـل پـذيري        
 نـشان داده شـده      4 و   3هاي  شود كه در شكل   آنيونهاي سويه مي  اكسي
 25لرايد همراه بـا     سديم ك % 10تحمل پذيري باكتري در محيط      . است
رسد كه  مول مي  ميلي 20مول سديم سلنيت به پتاسيم تلوريت به        ميلي

 برابر بيشتر از مقاومت در شرايطي اسـت كـه پتاسـيم تلوريـت بـه                 20
در محيط  % 15به  % 5افزايش درصد نمك از     . شودتنهايي بكار برده مي   

 مول سديم سلنيت سبب افزايش مقاومت نـسبت        ميلي 25كشت داراي   
 15 حـداكثر تـا      5%به تلوريت شـده، بـاكتري در محـيط داراي نمـك             

 و  10كند در حاليكـه در محـيط نمـك          مول تلوريت را تحمل مي    ميلي
رسد كه اين اثر نمـك مـشابه         ميلي مول مي   20تحمل پذيري به    % 15

الگوي است كه در مورد تحمل پذيري باكتري بـه محـيط كـشت تنهـا             
  .شودداراي پتاسيم تلوريت ديده مي

  
   MAMاثـر سـلنيت سـديم بـر افـزايش تحمـل پـذيري سـويه                  - 3شكل

  نسبت به تلوريت پتاسيم
  

  
  

   MAMاثـر سـلنيت سـديم بـر افـزايش تحمـل پـذيري سـويه                  - 4شكل  
  نسبت به بي سلنيت سديم

  

  25در محــيط كــشت داراي % 15بــه % 5افــزايش درصــد نمــك از 
سلنيت ت به سديم بي   مول سديم سلنيت تاثيري در افزايش مقاوم      ميلي

ندارد در حاليكه در هنگامي كه سديم بي سلنيت به تنهايي بكار بـرده              
ديم كلرايد مشاهده گشت و در      س% 5، بالاترين مقاومت در نمك      شدمي

  .هاي بالاتر نمك تحمل پذيري كمتري مشاهده شددرصد
 MAMبه ترتيب رنگ آميزي گرم باكتري سـويه         ) a,b,c,d (5شكل  

سديم كلرايد، نوترينت برات % 10پايه نوترينت برات داراي را در محيط   
 ميلي مول پتاسيم تلوريت، نوترينـت بـرات         5/0داراي  %) 10(نمك دار   

مـول سـديم     ميلـي  25 ميلي مول پتاسيم تلوريـت و        4نمك دار داراي    
 ميلـي مـول سـديم سـلنيت و          25سلنيت، نوترينت برات نمكي داراي      

  مـول پتاسـيم كرومـات نـشان        ميلـي  10نوترينت برات نمك دار داراي      
مـشخص اسـت، شـكل ميكروسـكوپي       هاهمانطور كه در شكل   . دهدمي

بـاكتري در   . باكتري در حضور اكسي انيونهاي مختلـف متفـاوت اسـت          
اي شده و در قـسمتهاي از سـاختار         حضور پتاسيم كرومات كاملاًٌ رشته    

سـيم  بـاكتري در حـضور پتا     . شـود رشته بصورت قطعه قطعه ديده مـي      
تلوريت به اشكال ميله اي ديده شده و نسبت به باكتري رشد كـرده در               

شـود،  محيط نوترينت برا ت پايه باكتري لاغرتر و نـازكتر مـشاهده مـي    
شود كه  همچنين در سر تاسر باكتري دانه هاي سياهرنگي مشاهده مي         

احتمالاً علت تغيير رنگ، تغيير در سـاختار ديـواره سـلولي بـاكتري در               
  .باشدآنيون سلنيت ميحضور 

  
  بحث

در طي مطالعه بر روي باكتريهاي نمك دوسـت نـسبي بـومي ايـران و                
  مقاومت اين باكتريها بـه اكـسي آنيونهـاي سـمي يـك سـويه بـاكتري                

سـت نـسبي كـه از خـاك پـر شـور             اي شكل گرم منفي نمـك دو      ميله
ايران جداگشته مقاومـت بـسيار بـالايي را نـسبت بـه اكـسي                -گرمسار
براساس مطالعات فنوتيپي انجام شده باكتري      . ان داد ي سمي نش  آنيونها

  . نام گذاري شدMAM قرار داده شد و سويه Halomonasجنس در
% 15 و   10،  5 بـه سـديم ارسـنات در حـضور           MAMمقاومت سويه   

ايـن  ). 2شكل(مول است  ميلي 350 و   450،400سديم كلرايد به ترتيب     
 شده در باكتريهـاي گـزارش       تحمل پذيري بسيار بيشتر از مقاومت ذكر      

انـد  مـول را گـزارش كـرده       ميلي 20شده قبلي است كه مقاومت حدود       
)Nieto et al. 1989 .(       200اخيـراً در يـك سـويه قـارچي مقاومـت تـا 

اي در اسـپانيا بـا آلـودگي        مول گزارش شده است كه از رود خانـه        ميلي
تـه مهـم   نك). Cánovas et al. 2003(بالاي فلزات سمي جدا شده است 

   ايـن اسـت كـه ايـن سـويه بـسيار مقـاوم از                MAMدر رابطه با سـويه      
 و ايـن     كـه آلـودگي فلـزات سـمي را نداشـته           اي جدا شده است   منطقه

هـاي مقـاوم بـه فلـز        شاهدي بر اين مطلب است كه پراكنـدگي سـويه         
  .محدود به مناطق آلوده به اين تركيبات سمي نيست
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%) 10(سديم كلرايد، نوترينت بـرات نمـك دار   % 10را در محيط پايه نوترينت برات داراي      MAMرنگ آميزي گرم باكتري سويه      به ترتيب   ) a,b,c,d( - 5شكل  
 25 ميلي مول سديم سلنيت، نوترينت برات نمكي داراي 25 ميلي مول پتاسيم تلوريت و 4 ميلي مول پتاسيم تلوريت، نوترينت برات نمك دار داراي 5/0داراي 

   ميلي مول پتاسيم كرومات10ل سديم سلنيت و نوترينت برات نمك دار داراي ميلي مو
  

كلرايد سديم% 15 و   10 و   5به سديم سلنيت در      MAMمقاومت سويه   
ليكه مول است در حا    ميلي 400 و   400،  450 به ترتيب    MICبر حسب   

  Pseudomonas stutzeri در MICحداكثر مقاومت ذكر شده بر حسب 
 به ترتيب Viceae TAL 1399 بيو وار  Rhizobium leguminosarumو 
  ). Kinkle et al. 1994( مول گزارش شده است ميلي200 و 1/48

% 15 و   10 و   5مقاومت سويه جدا شده نسبت به سديم سـلنات در           
 ميلي مـول اسـت و از ايـن          350 و   400 و 400سديم كلرايد به ترتيب     

 TAL 380   بيـو وار  Rhizobium leguminosarumنظر قابل مقايسه با 
ــد مـــي ــه ) Kinkle et al. 1994(باشـ ــارانSouzaاگرچـ    و همكـ

(Souza et al. 2001)   مقاومت بسيار بالا نسبت به آنيـون سـلنات را در 
، ولـي ميـزان     ) مـول  2(اند   گزارش كرده  Halomonasيك سويه جنس    

  مول بـه بـالا بـسيار نـاچيز بـوده و             ميلي 20رشد اين باكتري از غلظت      
  لازم بـه يـاد آوري اسـت كـه          . توانسته اصـلاً در نظـر گرفتـه نـشود         مي

ه بـا احيـا     پذيري نسبت به اكسي انيونهاي سلنات و سلنيت همرا        تحمل
  .اين تركيبات بوده است

 به سديم كرومات و پتاسيم كرومات در حضور    MAMمقاومت سويه   
، 5 ميلـي مـول و       25 و   20،  10سديم كلرايد به ترتيـب      % 15 و   10،  5

مول است در حاليكـه حـداكثر مقاومـت ارائـه شـده در               ميلي 20 و   15

مــول بــود  ميلــيPseudomonas CRB 5 10كارهــاي گذشــته بــراي 
)McLean & Beveridge 2001 .(   22در يك مطالعه ديگر مقاومـت تـا 

 گـزارش   Corynebacterium hoagii مول در يك كورينه باكتريمميلي
تنها مطالعه در باكتريهاي نمك دوسـت  ). Viti et al. 2003(شده است 

مـول را در يـك       ميلي 20بر روي مقاومت به كرومات، تحمل پذيري تا         
  ). Ríos et al. 2001(دهد   نشان ميSalinivibrio سويه 

در حـضور  .  پايين ترين مقاومت را به تلوريت نشان داد MAMسويه  
ــد،  % 15 و 10، 5 ــديم كلراي ــاك MICس ــراي ب    5/1 و 1 ، 25/0تري  ب

هاي نـسبتاً بـالاي     در حاليكه در مطالعه ديگران مقاومت     . مول بود ميلي
ــت      ــده اس ــزارش ش ــت گ ــه تلوري ــين (ب ــا 1ب ــول 16 ت ــي م   ) ميل

) Yurkov et al. 1996  Kinkle et al. 1994 .(  ٌاخيـراRathgeber و 
اند كه همگـي    هاي هيدرو ترمال جدا كرده    هاي از چشمه  همكاران سويه 

مول تلوريت را تحمـل   ميلي10توانستند تا مك بوده و مي تحمل پذير ن  
ــد ــه روي  . (Rathgeber et al. 2002) كننــ ــا مطالعــ در تنهــ

 و همكاران در آركي   Pearionهاي هالوفيل در اين رابطه      ميكروارگانيسم
مـول را   ميلـي 10 مقاومـت  Natronococcus occulutusنمك دوسـت  

  . (Pearion et al. 1999)گزارش كرده است
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 Halomonas sp strain MAM11      اي با مقاومت بالا نسبت به اكسي انيونهاي سمي سويه  

افـزايش يافـت تحمـل      % 15بـه   % 5هنگامي كه غلظت سديم كلرايد از       
سـلنيت   به اكسي آنيونهاي ارسنات، سلنات، سلنيت و بـي   MAMسويه  

  .كاهش يافت در حاليكه تحمل به تلوريت و كرومات افزايش يافت
در قسمتي ديگر از كار پژوهـشي اثـر تـوام دو اكـسي آنيـون در رشـد                   

م گرفت و اثرات مثبت اكسي آنيـون سـمي          وتحمل پذيري باكتري انجا   
سديم سلنيت بر افزايش مقاومت بـه اكـسي آنيونهـاي سـمي پتاسـيم               

هنگامي كه سـديم سـلنيت      . سلنيت نشان داده شد   تلوريت و سديم بي   
شـود تحمـل    سلنيت استفاده مي  همراه با پتاسيم تلوريت و يا سديم بي       

 بـه پتاسـيم     يابـد و مقاومـت     به شدت افزايش مي    MAMپذيري سويه   
 برابـر بـيش از مقاومـت در         20رسـد كـه      ميلي مول مي   20تلوريت به   

در مورد  . شودشرايطي است كه پتاسيم تلوريت به تنهايي بكار برده مي         
رسد كه نسبت به بكار     ميلي مول مي   200سديم بي سلنيت مقاومت به      

  .گرددبردن اكسي آنيون به تنهايي دو برابر افزايش مقاومت مشاهده مي
در محـيط كـشت     % 15بـه   % 5افزايش درصد نمك سديم كلرايد از       

مول سديم سلنيت سبب افـزايش مقاومـت نـسبت بـه             ميلي 25داراي  
مول آنيون تلوريت  ميلي15حداكثر تا % 5باكتري در نمك . تلوريت شد

تحمـل پـذيري    % 15 و   10كنددر حاليكه در محيط نمك      را تحمل مي  

د كه اين اثر نمك مشابه الگويي اسـت         رس ميلي مول مي   20باكتري به   
كه در مورد تحمل پذيري باكتري به محيط كشت تنهـا داراي پتاسـيم              

  .شودتلوريت ديده مي
 ميلـي مـول     25در محيط كـشت داراي    % 15به  % 5افزايش نمك از    

سديم سلنيت تاثيري در افزايش مقاومت به سديم بي سلنيت ندارد در            
شود بالاترين  به تنهايي بكار برده مي    حاليكه در هنگامي كه بي سلنيت       

 مشاهده گشت و در تراكم بالاتر تحمـل پـذييري           5%مقاومت در نمك    
رود همان آنـزيم ردوكتـازي كـه لازم         تصور مي . كمتري مشاهده گشت  

سـلنيت نيـز مـورد      براي احياء سلنيت است براي احيـاء تلوريـت و بـي           
توانـد اثـر    ا سلنيت مـي   سلنيت و ي  گيرد و تلوريت يا بي    استفاده قرار مي  

  .القايي بر فعاليت آتزيم داشته باشد
  

  تقدير و تشكر
 اين مطالعه با حمايت مالي صندوق حمايـت از پژوهـشگران كـشور بـا               
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