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 ها مجله دنیای میکروب
 3131( تابستان 13سال دهم شماره دوم )پیاپی 

 311-311صفحات 

 *( آدرس برای مکاتبه: تهران، خ انقلاب، دانشگاگات تگهگران،  گرکت مگشگکگرکب  گ گا گ  

 amoozegar@ut.ac.irپست الکترکنشک:  95131116220تلفن:    

 جداسازی و شناسایی باکتری های کمولیتوتروف اکسید کننده گوگرد از غار نمکی قشم

 5، محمود شوندی1، سید ابوالحسن شاهزاده فاضلی3، محبوبه دارابی1ملیحه مهرشاد، 2*، محمد علی آموزگار3نینا زمانی
 دانششار  4دکتری، دانشاات تهران، تهران،  دانشجوی6 ا تاد، دانشاات تهران، تهران، 5دانشجوی کار  ا   ار د، دانشاات تهران، تهران، 1

 ا تادیار،  رکت مشکرکب   ا   ک بشوتک ولوژی، پژکهشاات ص عت نفت، تهران  2مرکز مل  ذخایر ژنتشک  ک زیست  ایران، تهران، 

 چکیده

باکتری های کمولشتوترکف نقش مهم  را در چرخه ع اصر در محشط های طبشع  ایفا م  ک  د  برای مثال بخش   ابقه ک هدف:

اکسشداتشو چرخه  و رد تو ط باکتری های اکسشد ک  دت  و رد صورت م   شرد  همچ شن این باکتری ها نقش مهم  را در ص ایع 

هدف از این پژکهش جدا ازی ک   ا ای  باکتری های کمولشتوترکف اکسشد ک  دت   مختلف از جمله فرک وی  زیست  ایفا م  ک  د

  و رد از غار نمکدان قشم بود 

توصشف  پس از نمونه برداری از غار نمکدان قشم ک انتقال نمونه های آب، نمک ک ر وب -در این مطالعه مقطع   مواد ک رکش ها:

انجام  د  مشزان ا شدیته ک دمای نمونه ها اندازت  شری  NaClبه آزمایشاات تلقشح به درکن محشط های غ    ازی با  ه غلظت از 

 16S rRNA د   پس نمونه ها به محشط جامد ک محشط دک فاز م تقل  دند    ا ای  تکمشل   ویه های م تخب تو ط تکثشر ژن 

صورت  رفت  آزمون های مربوط به تشخشص اتوترکف یا هترکترکف بودن انجام  د    جش تودت  لول  نشز با رکش متداکل 

 کدکرت   ج  انجام پذیرفت 

جدایه از نمونه های مختلف جدا ازی  ردید ک  60بر ا اس تفاکت در کیژ   های اکلشه مان د  کل کل   یا  رعت ر د،  یافته ها:

 تعلق دا ت د هالوتشوبا شلوس نمونه برای مطالعه بششتر انتخاب  دند  بر ا اس آنالشزهای فشلوژنتشک این  ویه ها به ج س  2
 خ ث  این غار، جدا ازی باکتری های کمولشتوترکف اکسشد ک  دت  و رد به  pHدرصدی ک  69با توجه به  وری نتشجه  شری: 

باکتری های کمولشتوترکف در مقایسه با باکتری های هترکترکف از ر د بسشار ک دتری   ج س های معدکدی محدکد  ردید

 برخوردارند ک زمان تقسشم برخ  از آن ها به    رکز نشز م  ر د  

 کمولشتوترکف، اکسشد ک  دت  و رد، باکتری هالوفشل، غار نمکدان کاژ ان کلشدی: 

 02ا ف د مات پذیرش برای چاپ:   02دی مات دریافت مقاله: 

 م دمه     

پرککاریوت ها از رکش های متابولشک  مت وع  مان د                                                        

فتوترکف ، لشتوترکف  ک هترکترکف  برای به د ت آکردن انرژی                                                         

ا تفادت م  ک  د  پرککاریوت ها همچ شن قادرند از ترکشب  از                                                          

 (     1این رکش ها نشز برای تامشن انرژی ا تفادت نمای د                                                  

کمولشتوترکف   ا تفادت از مواد معدن  به ع وان م بع انرژی( به                                                             

دلشل ای که به طور اخت اص  ت ها در پرککاریوت ها   ا ای                                                         

(  باکتری های               5 دت اند، مورد توجه بسشار بودت ا ت                                     

کمولشتوترکف غالبا  در  اخه پرکت وباکتری ها قرار  رفته اند ک                                                             

 (     1به دک نو  اجباری ک اختشاری تقسشم م   وند                                            

تمام  کمولشتوترکف ها توانای  ا تفادت از مواد معدن  به ع وان                                                             

م بع انرژی ک م بع کربن غشر آل   عموما  به  کل دی اکسشد                                                        

 کربن( به ع وان کربن  لول  را دارا م  با  د                                              

کمولشتوترکف های اجباری برای بقا کابسته به متابولشسم                                                     

اتوترکف  هست د  در  ال  که انوا  اختشاری قادر به ر د                                                      

صورت هترکترکف  نشز م  با  د  باکتری های کمولشتوترکف                                                     
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نقش مهم  را در چرخه ع اصر ک به کیژت بخش اکسشداتشو                                                   

(  باکتری های اکسشد ک  دت                           6چرخه  و رد بر عهدت دارند                            

  و رد،  امل لشتوترکف های هوازی ک فتوترکف های                                              

(  پرککاریوت های اکسشد ک  دت  و رد                                    6ب  هوازی هست د                  

 قادرند هشدرکژن  ولفشد،  ولفور،  ولفشت، تشو ولفات ک                                                    

پل  تشونات های مختلف را در  رایط قلشای ، خ ث  ک ا شدی                                                         

 (     4به  ولفات ک  ایر ترکشبات اکسشد نمای د                                         

با مطالعات  که بر رکی جمعشت های باکتری های                                            

کمولشتواتوترکف صورت  رفته مشخص  دت ا ت که این                                               

باکتری ها نقش مهم  در اکو شستم غار ایفا م  ک  د  به این                                                         

ترتشب که نقش تولشد ک  دت اکلشه را بر عهدت دارند ک ر د                                                       

 (       2باکتری های هترکترکف را  مایت م  ک  د                                        

ایران دارای ت وع  از محشط های پر ور م  با د  این محشط ها                                                          

 امل معادن نمک ، بشابان های پر ور، رکدخانه های نمک ،                                                      

غارهای نمک  ک دریاچه نمک ا ت  غارها محشط های م ح ر                                                    

 به فردی به لحا  کمبود یا عدم نور، مقدار بسشار کم مواد آل ،                                                            

غلظت های با ی مواد معدن  ک  رایط فشزیکو شمشای   ابت                                                       

هست د که نش  های اکولوژیک   ابت  را برای ار انشسم های                                                       

 بسشار اخت اص  به کجود م  آکرند                                  

در                    Nغار  نمکدان در موقعشت ج رافشای                                  

کشلومتری  ا ل غرب                       09ا تان هرمز ان ک جزیرت قشم، در                               

متر از  طح               56 هر قشم، در بطن   بد نمک  قشم به ارتفا                                          

 دریا قرار دارد  از دل کوت نمکدان یک جریان زیرزمش   دا م                                                           

م  جو د که دریاچه کوچک  به عمق یک متر در غار ایجاد                                                    

کردت ک در ادامه به بشرکن غار رات پشدا کردت ا ت  پس از  ل                                                          

کردن نمک در مسشر  رکت خود به صورت چشمه نمک در                                               

دام ه کوت  اهر م   ود ک در  ودال مقابل خود  و چه ای                                                     

 (     0طبشع  به رن   فشد به کجود م  آکرد                                     

دلشل انتخاب غار نمکدان قشم برای جدا ازی باکتری های                                                    

کمولشتوترکف اکسشد ک  دت  و رد، پتانسشل های   اخته نشدت                                                        

این غار به ع وان بزر ترین غار نمک  در  طح جهان  ک باق                                                         

ماندن ژ وپار  قشم در لشست یونسکو م  با د  به دلشل نقش                                                       

مهم  باکتری های کمولشتوترکف اکسشد ک  دت   و رد به ع وان                                                         

تولشد ک  دت اکلشه در محشط تاریک ک فقشر غارها ک نشز در بخش                                                           

اکسشداتشو چرخه  و رد، این  رکت از مشکرکار انشسم ها برای                                                         

 جدا ازی از غار نمکدان قشم انتخاب  دند  پس از                                              

 جدا ازی امکان برر   ا رات بشوتک ولوژیک این  رکت از                                                    

 مشکرکار انشسم ها نشز کجود دارد                                  

از جمله فرای د های  که تو ط باکتری های اکسشد ک  دت  و رد                                                          

انجام م   ود م  توان به  ذف  و رد ک ترکشبات ا شا  دت                                                      

 و ردی ا ارت نمود  این ترکشبات  و ردی علاکت بر ای که                                                     

موجب ایجاد بوی بسشار بدی م   وند، ه اام کرکد به                                                 

جریانات آب ، مشزان اکسشژن محلول در آب را کاهش دادت ک                                                      

 (     3 شات موجودات زندت در محشط های آب  را تهدید م  ک  د                                                      

ب ابراین باکتری های اکسشد ک  دت   و رد در ت فشه  پساب ها                                                          

نقش بسشار عمدت ای دارند ک به طور  ستردت مورد ا تفادت قرار                                                           

م   شرند  از موارد دیار کاربرد باکتری های اکسشد ک  دت  و رد                                                             

م  توان به فرک وی  زیست  ا ارت کرد  از مزایای فرک وی                                                        

زیست  م  توان به ا تخرا  فلزات از معادن با عشار پایشن،                                                        

کاهش هزی ه های ا تخرا ، امکان بهرت برداری از م ابع                                                    

زیرزمش   ک دکر از د ترس، بازیاب  فلزات از  ایعات ص عت  ک                                                          

 (      کمتر  دن آلود   محشط  ا ارت نمود                                    

ب ابراین با جدا ازی باکتری های اکسشد ک  دت  و رد امکان                                                        

ا تفادت از آن ها در ت فشه زیست  پساب ها ک نشز فرک وی                                                        

(  این امر موجب انتخاب این  رکت از                                     زیست  کجود دارد                   

 مشکرکار انشسم ها برای جدا ازی از غار نمکدان قشم  ردید                                                         

 از جمله  ویه های جدا ازی  دت نمک دک ت اکسشد                                             

 هالوتشوبا شلوس هالوفشلوس                          ک  دت   و رد م  توان به                         

( ک برخ  از  ونه های ج س                                                       

( ا ارت کرد  در مورد                      .r    r   pp             تشومشکرک پورا             

جدا ازی باکتری های کمولشتوترکف اجباری م  توان به                                                  

 ، تشوبا شلوس              (   r                     تشوبا شلوس تشوپارکس                     

 (     54( ا ارت نمود                                ن وپولشت س            

تا ک ون هش   ونه  زار   مب   بر جدا ازی باکتری های نمک                                                        

دک ت اکسشد ک  دت  و رد در ایران م تشر نشدت ا ت  هدف از                                                        

این مطالعه جدا ازی باکتری های نمک دک ت اکسشد ک  دت                                                    
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  و رد اجباری از غار نمکدان قشم بود                                    

 

 مواد و رو  ها             

توصشف  نمونه              -در این مطالعه مقطع                        الف( نمونه برداری:                  

 انجام  د              1605برداری از غار نمکدان قشم در آبان مات                                      

نمونه های آب داخل ک خار  غار، نمک های غار ک ر وبات                                                    

داخل غار جمع آکری  دند  نمونه برداری در  رایط ا تریل                                                      

 اعت به آزمایشاات م تقل  دند  مشزان                                       54انجام ک در مدت                

متر ک دما                   pHا شدیته ک دمای نمونه ها به ترتشب تو ط                                       

اندازت  شری  ردید  مشزان  وری نمونه ها نشز با ا تفادت از                                                          

( مدل       ettler ole o د تاات مالت  متر  رکت متلر تولدک                                    

 ( پس از انتقال به آزمایشاات                              ulti e e مالت   ون             

اندازت  شری  د  تحلشل  شمشای  ترکشبات نمونه ها برای                                                     

   جش ع اصر موجود در نمونه ها در دانشکدت زمشن   ا                                                      

 دانشاات تهران با ا تفادت از رکش طشف   ج   عله ای                                                  

 ( انجام  د  نمونه ها در                         ima zu  د تاات  شمادز                 

 درجه  لشسشوس ناهداری  دند                             4آزمایشاات در دمای                   

به م ظور جدا ازی باکتری های                             ب( محشط کشت جدا ازی:                      

اکسشد ک  دت  و رد با مطالعه مقا ت مختلف ک با توجه به                                                      

مقدار ع اصر موجود در محشط ک  وری با ی محشط غار ک به                                                     

 م ظور جدا ازی  داکثری انوا   ویه های نمک دک ت                                               

 نمک دک ت  عشف، نمک دک ت نسب  ک نمک دک ت                                          

طرا   ک در  ه                 1افراط ( محشط کشت موجود در جدکل                                

برای جدا ازی                  مو ر  اخته  د                 4،   5،   5 9غلظت نمک            

 باکتری های کمولشتوترکف اکسشد ک  دت  و رد از محشط                                                  

 شب دار نشز ا تفادت  د  این محشط  امل دکفاز جامد ک نشمه                                                         

چ د  انت  متری                (       19  در یک لوله آزمایش بود                                  جامد      

 امل           پایشن لوله ی آزمایش  امل تشو ولفات آ ار                                       

درصد( بود  در با ی                      2 1مشل  مو ر( ک آ ار                       59تشو ولفات             

مل  ایر اجزای محشط کشت به                            ا        لوله نشز محشط نشمه جامد                         

درصد آ ار افزکدت  د  ب ابراین در فاز با ی  محشط                                                   5 9علاکت      

نشمه جامدی قرار دارد که اکسشژن ک تشو ولفات به را ت  از آن                                                           

عبور م  ک د  همچ شن از پایشن به با   شب کاهش  تشو ولفات                                                         

 ک از با  به پایشن  شب کاهش  اکسشژن کجود خواهد دا ت                                                    

    با توجه به هدف جدا ازی این پرکژت، محشط های                                          (       19  

 ابتدا به صورت مایع به م ظور غ    ازی                                        1جدکل      

 باکتری های اکسشد ک  دت  و رد ک  ذف نسب   ایر                                              

باکتری ها  اخته  دند  برای تلقشح نمونه های آب، از ر وب                                                        

 اصل از  انتریفشوژ آب برای تلقشح مستقشم به محشط کشت                                                     

ا تفادت  د  در مورد نمونه های ر وب ک نمک، پس از تهشه                                                      

مشل  لشتر آب                0 رم از نمونه درکن                     1نمونه  اخص، مقدار                   

مشل  لشتر از آن به                      1مو ر تلقشح  د   پس                      4،   5،   5 9نمک     

              529مشل  لشتر محشط کشت مایع موجود در ارلن                                         199

 تلقشح  ردید  تمام  ارلن ها در  شکر انکوباتور با دمای                                                      

قرار دادت  دند                    rpm    159درجه  لشسشوس ک دکر همزن                           69

 ارلن ها از قبل به م ظور  ذف هر نو  مادت آل  به مدت                                                    

 اعت در مایع  ستشوی ا شدی قرار دادت  دت بودند                                                   54

نمونه ها به صورت هفتا  اندازت  شری ک با                                           pHمشزان       

 g/l pHم دار برحسب  اجزای محیط کشت نام محیط کشت

0/2S 
2S 

S4 

K2HPO4 9 2 

  2-   

NH4Cl 1 

MgCl2
* 9   

CaCl2
* 9 2 

NaHCO3
* 9  4 

KCl 5 

Thiosulfate* m 59 

NaCl 10  ،113 ،  

1J 
Thiosulfate 

Agar 

m 59 
12 

  

2J  2      رم در لشتر( 5به جز تشو ولفات به همرات آ ار    تمام اجزای محشط کشت-  

 موارد  تارت دار به صورت جدا انه اتوکلاک ک به محشط ا افه  دند  *

 اجزای محشط کشت مورد ا تفادت در مطالعه : 3جدول 
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 NaHC                                  هفته ک با برر                      ا تریل ت ظشم  د  پس از  ذ ت

 مشکرک کوپ  ر د باکتری ها، از این ارلن ها به مشزان                                                 

مشل  لشتر به درکن ارلن های کاجد محشط کشت تازت تلقشح                                                       2

 ردید  پس از  ه هفته، از ارلن های  ری دکم مجددا  به همشن                                                          

نحو کشت مجدد تهشه  د  این عمل برای نمونه های آب ک                                                   

بار، ک برای نمونه ر وب هر  ه هفته                                     6تا      1نمک هر  ه هفته                

بار انجام  د  به طور هم زمان از ارلن های  ری یک تا                                                       تا      1

 ه برای نمونه آب ک نمک ک ارلن های  ری یک تا هشت                                                 

مشکرکلشتر بر رکی محشط                         199برای نمونه ر وب  به مشزان                           

درصد آ ار( تلقشح                    2 1به ا افه            1جدکل         جامد  محشط های                

 د  از کشت مجدد دکم نمونه های ر وب ک آب ک نمک با                                                  

 ( تلقشح انجام  رفت                            رن  ا تریل به داخل محشط                            

مات  یه ای از باکتری ها داخل لوله ها مشاهدت                                               6پس از  ذ ت            

درجه  لشسشوس                69(  محشط های تلقشح  دت در دمای                               11 د      

 رما ذاری  دند  کل   های ر د کردت بر رکی محشط جامد در                                                       

رکزت جدا ازی ک خالص  ازی                             5ک     51،   14دکرت های زمان                 

 دند  به م ظور د تر   به بششترین مشزان ت و  ک جدا ازی                                                       

انوا  ک د ر د، پلشت ها با ا تفادت از تامشن رطوبت در محشط                                                          

مات       3ناهداری ک ا تفادت از پارافشلم دکر پلشت ها به مدت                                                  

هفته ای برر   ک کل   های                            5ناهداری  دند ک در بازت زمان                               

جدید جدا ازی  دند  برای جدا ازی باکتری ها از محشط دک                                                      

فاز، پس از مشاهدت  یه ر د در لوله  اکی محشط، محتوای                                                     

لوله ها زیر هود مشکرکب  ک در  رایط  ترکن خار   دند                                                  

(   یه ر د که در بخش با ی  نشمه جامد  کل  رفت                                               1  کل      

با پ س ا تریل به یک لوله درب دار  اکی محشط کشت م تقل                                                      

 درجه  لشسشوس                69ک به مدت یک هفته در دمای                          

 مشکرکلشتر از مایع به محشط                             199قرار دادت  د   پس                   

کشت جامد م تقل  ردید  در هر مر له کل   های دارای                                                  

 کیژ   های متفاکت ریخت   ا     کل، اندازت، رن ،                                                

 (   15قوام،  ا شه ک برآمد    طح ( جدا ازی  دند                                            

به م ظور           ( خالص  ازی، ناهداری ک ناماذاری  ویه ها:                                           

خالص  ازی جدایه ها، کشت متوال  از تک کل   ها انجام                                                    

 د  کل   های  که پس از پ   بار کشت متوال  بر رکی محشط                                                       

های با مشخ ات  ابت از نظر کاک ش  رم ک ریخت   ا                                                    

رفتار  ابت  از خود نشان دادند، به ع وان کل   خالص در نظر                                                          

 (   16 رفته  دند              

 ویه ها بر ا اس                     در این مطالعه             د( توصشف اکلشه  ویه ها:                         

تعششن صفات اکلشه ماکرک کوپ ، مشکرک کوپ  ک فشزیولوژیک                                                      

توصشف  دند  برای مشاهدت کیژ   های ماکرک کوپ  کل  ،                                                    

از محشط جامد با ترکشب مورد ا تفادت برای جدا ازی ا تفادت                                                         

 د   کل، ارتفا ،  ا شه،  طح ک رن  کل    ویه ها مورد                                                     

توجه قرار  رفت   کل مشکرک کوپ   ویه ها تو ط                                             

مشاهدت  د  برای تایشد                         1999مشکرک کوپ نوری ک بزر  مای                             

نتای   اصل از رن  آمشزی  رم از رکش پتا شم هشدرککسشد                                                     

(     14( ا تفادت  د                 aro  ه درصد توصشه  دت تو ط بارکن                                

 رکت  لول با ا تفادت از رکش  م مرطوب ک با بزر  مای                                                      

مشکرک کوپ نوری برر    ردید  به م ظور برر                                                499

 اعته  ویه ها ک پراکسشد                           54فعالشت کاتا زی، از کشت                        

درصد به ع وان معرف ا تفادت  د  ک تولشد  باب                                               6هشدرکژن         

به ع وان کاک ش مثبت در نظر  رفته  د  برای برر   فعالشت                                                        

 (   12اکسشدازی از دیسک های آمادت اکسشداز ا تفادت  د                                                 

 برای این م ظور، ابتدا از                          ت(   ا ای  مولکول   ویه ها:                             

ژنوم           N  ویه  ها تودت زیست  تهشه  د ک پس از ا تخرا                                              

 (، تکثشر ژن مربوط به زیر کا د کوچک                                    13 ویه ها           

 ( انجام  د  این تکثشر با                          16S rRNAریبوزکم             

 ک  یه ر د باکتری   محشط : 1 کل  با توال             5ا تفادت از پرایمرهای عموم  باکتریای                                       
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  -          C    C C  -            ک پرایمر        

 انجام  د              -  CC      C  C     -  با توال           

مشکرکلشتر             4مشکرکلشتر  امل                  29در  جم           C کاک ش       (       15  

    a مشل  مو ر(، آنزیم                     2 9تا      4 9از هر کدام از پرایمرها                          

      N مشکرکلشتر             4کا د در مشکرکلشتر(،                       2 5پل  مراز            

 (،      مشل  مو ر از هر نوکل وتشد(، بافر آنزیم                                            4 9  

   N مشل  مو ر( ک                2 5تا      2 9مشکرکلشتر کلرید م شزیم                            6

الاوی باکتریای  به مشزان م ا ب انجام  رفت  در این مطالعه از                                                             

الاو به ع وان ک ترل م ف  ا تفادت  ردید                                             N نمونه فاقد            

 آلمان( با                e   ue t ر د تاات ترمو ایکلر                     د      C کاک ش       

 دقشقه کا ر ت  دن ابتدای  در دمای                                    2 رایط دمای              

چرخه  امل کا ر ت                    69درجه  لشسشوس ک در ادامه                           02

 انشه، ات ال در                   39درجه  لشسشوس به مدت                       02 دن در دمای             

 انشه،  سترش در                   39درجه  لشسشوس به مدت                        2تا      23دمای      

 انشه ک در نهایت                    39درجه  لشسشوس به مدت                       5 دمای      

دقشقه          درجه  لشسشوس به مدت                       5  سترش نهای  در دمای                     

مح ول نهای   اصل از کاک ش زنجشرت ای پل  مراز                                              انجام  د            

به  کل رفت ک بر شت تو ط                             N تو ط خاتمه   تز                 

 رکت ماکرکژن کرت ج وب  توال  یاب   ردید  نتای   اصل با                                                        

کیرایش  د ک با                     . . C roma   roا تفادت از نرم افزار                      

 با توال  های معتبر  بت                               ا تفادت از نرم افزار                      

 ( مقایسه  ردید                   z a o       1  دت در پایاات دادت                    

نزدیک ترین  ویه ا تاندارد مشابه با  ویه های مورد برر   از                                                           

مشخص  ردید  به م ظور ر م                            16S rRNAنظر توال  ژن              

 ا تفادت  د                   درخت فشلوژن  نشز از نرم افزار                               

برای          ک( برر   ر د هترکترکف   ویه های جدا ازی  دت:                                            

تشخشص اتوترکف یا هترکترکف بودن باکتری جدا ازی  دت،                                                    

 رم در          1 9آزمون ر د باکتری در محشط پایه معدن  به ا افه                                              

لشتر ع ارت مخمر انجام  د   ویه ها بر رکی این محشط کشت                                                       

رکز یک  بار برای مشاهدت ر د                               5رکز، هر           19دادت  دند ک تا                

(   ویه های جدا ازی  دت برای                               1برر    ردیدند                 

ناهداری موقت به مرکز مل  ذخایر ژنتشک  ک زیست  ایران                                                     

 فر تادت  دند              

ز(   جش تودت  لول  به رکش کدکرت   ج  ک ر م م ح                                                    
برای این م ظور مشزان جذب نوری  و پانسشون باکتری                                                 ر د:      

نانومتر در برابر محشط کشت تلقشح نشدت به                                           399در طول مو             

ع وان  اهد در د تاات ا پکترکفتومتر خواندت  د  به م ظور                                                        

ر م م ح   ر د  ویه های اتوترکف اجباری اکسشد ک  دت                                                     

مک فارل د             2 9تهشه  د  از غلظت معادل                               و رد، محشط             

 مشل  لشتر داخل محشط تازت تلقشح  د                                       1نمونه ها به مشزان                   

درجه  لشسشوس ک                  69نمونه ها در  شکر انکوباتور با دمای                                    

  اعت پس از تلقشح، هر                        54قرار دادت  دند                    rpm129دکر     

رکز خواندت  د   پس به مدت                             4 اعت جذب نمونه ها تا                        15

 اعت یک بار جذب خواندت  د ک بدین ترتشب                                           رکز هر          4

 (   10م ح   ر د ر م  ردید                       

 یافته ها        

کیژ   های فشزیک  نمونه های آب، ر وب ک                                         5در جدکل         

 نمک در داخل ک خار  از غار نمکدان قشم آکردت  دت ا ت                                                    

Naدر این مطالعه مقدار یون های                             
     ،       ، g            کCa

موجود               

ک     1 9،   32 11،   4  15در نمونه  اخص آب غار به ترتشب                               

e  رم در هر لشتر ک مقدار یون                              53 6
مشل   رم در               113 9        

لشتر اندازت  شری  ردید  بر ا اس تفاکت در کیژ   های اکلشه                                                          

 جدایه از            60از قبشل تفاکت در  کل کل   ک ر د، تعداد                                        

نمونه ها ک محشط های مختلف به د ت آمد  بر ا اس  رعت                                                    

  6 ویه برای مطالعات بششتر انتخاب  دند  جدکل                                             2ر د،      

 کیژ   های ریخت   ا  ، فشزیکو شمشای  ک بشو شمشای                                                   

  ویه های جدا  دت را نشان م  دهد                                   

 TDS اسیدیته درصد شوری دما )درجه سلیسیوس( نمونه رسوب نمونه نمک نمونه آب منط ه نمونه برداری

 0 54 6   50 65  5     √ خارج غار

 6 55 1   02  5 2  5  √  √ √ داخل غار

 مشخ ات نمونه های  اخص م اطق نمونه برداری : 5جدکل 
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بر ا اس آنالشزهای فشلوژنتشک این  ویه ها به ج س                                                

 ( تعلق دا ت د                                  هالوتشوبا شلوس                

درخت فشلوژنتشک  ویه های جدا ازی  دت نشان                                            5در  کل        

دادت  دت ا ت  نتای   اصل از مقایسه  ویه های م تخب از                                                      

با  ویه های               16S rRNAنظر مشزان  باهت در توال  ژن                             

آکردت         4در جدکل            zta o ا تاندارد  بت  دت در پایاات دادت                                  

م ح   ر د پ    ویه م تخب از مشان                                    1 دت ا ت  در نمودار                    

 ویه های جدا ازی  دت ر م  دت ا ت  با کجود یکسان                                                 

بودن ج س ک  ونه چهار مورد از  ویه ها زمان نسل آن ها                                                     

 متفاکت بود              

 ، هواده  ک            pHبه طور کل  با توجه به  رایط بهش ه دما،                                        

 درصد نمک برای ر د، این  ویه ها نشاز به زمان نسبتا                                                     

 طو ن  تری برای ر د در مقایسه با باکتری های دیار دا ت د                                                        

 

 بح      

باکتری های کمولشتوترکف در مقایسه با باکتری های هترکترکف                                                         

 از ر د بسشار ک دتری برخوردارند ک زمان تقسشم برخ  از                                                     

 (  کل   برخ  از این                      آن ها به    رکز نشز م  ر د                              

 (       1باکتری ها بسشار  فاف ک ریز ا ت                                  

 هزار        oot  trap ک  ریب          eig  or  oi i g درخت فشلوژنتشک  ویه های جدا ازی  دت برای نمایش رکابط فشلوژنتشک با ا تفادت از رکش                                                                                  :   5 کل   

 SL1 SN4 SN3 SN2 SN1 آزمایش شناسایی

 با شل با شل با شل با شل با شل شکل

 - - - - - واکنش گرم

           حرکت

 -   -     اکسیداز

   - - - - کاتالاز

           رشد اتوتروفی

 - - - - - رشد هتروتروفی

 4   4   4   4   2   اسیدیته بهینه

 64 64 64 64 62 دمای بهینه

خ وصشات ریخت   ا  ، فشزیولوژیک  ک بشو شمشای   ویه های :  6جدکل 

 جدا  دت از غار نمکدان قشم 

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 نش ا زمان  ک همکاران جدا ازی ک   ا ای  باکتری های کمولشتوترکف اکسشد ک  دت  و رد از غار نمک  قشم    1603ها،  ال دهم،  مارت دکم تابستان  دنشای مشکرکب

 

140 

این مسا ل جدا ازی ک خالص  ازی این باکتری ها را بسشار                                                      

د وار م   ازد  در مرا ل جدا ازی باکتری های                                            

کمولشتوترکف اکسشد ک  دت   و رد از غار نمکدان قشم مسا ل                                                        

مختلف  مشاهدت  د  از این مشان م  توان به طو ن  بودن                                                     

هفته به            مرا ل غ    ازی ا ارت نمود  به طوری که هر بار                                              

بار متوال  این غ    ازی صورت  رفت  در                                         6طول انجامشد ک               

هفته زمان صرف غ    ازی نمونه ها  د  در مورد                                               54مجمو        

نمونه های ر وب این مدت زمان به م ظور  ذف بار آل                                                   

ر وبات مدت زمان بششتری را به خود اخت ا  داد  در ادامه                                                       

به م ظور جدا ازی باکتری ها، مقداری از محشط غ    ازی  به                                                         

 محشط کشت جامد م تقل  ردید                             

جدا ازی اکلشه با توجه به ریز بودن ک  فافشت کل   ها به                                                       

 خت  صورت  رفت  زیرا تمایز کل   های  فاف از یکدیار                                                    

بسشار د وار بود  در هر مر له از خالص  ازی این مشکلات                                                     

کجود دا ت ک با توجه به ک د ر د بودن این باکتری ها زمان                                                        

 زیادی صرف خالص  ازی  د                          

ژنوم   ویه ها تعداد زیادی پلشت از                                      N به م ظور ا تخرا                   

هر  ویه کشت  د  زیرا این باکتری ها زیست تودت بسشار                                                    

اندک  را تولشد م  نمای د  با توجه به ای که در آزمایشاات برای                                                              

جدا ازی  رایط هوازی اعمال  د، ب ابراین جدا ازی                                                

درصدی ک           69فتوترکف ها دکر از انتظار بود  با توجه به  وری                                               

 رایط نوترکفشل غار نمکدان قشم، جدا ازی باکتری های                                                   

کمولشتوترکف اکسشد ک  دت  و رد به تعداد کم  از ج س های                                                       

این  رکت محدکد  ردید  به طور کل  تعداد ج س های هالوفشل                                                        

 ک هالوتولرانت باکتری های اکسشد ک  دت  و رد محدکد ا ت                                                      

(  باکتری های لشتوترکف جدا ازی  دت در این پژکهش در                                                    1  

رکز دارند  م ح                       تا      2 رایط بهش ه زمان تقسشم در  دکد                                

 ردیف
نام سویه 
 منتخب

 سویه استاندارد با بیشترین میزان شباهت
درصد 
 شباهت

3  N  
                  ydr    r         ) 

                                     ) 
      k        r              C    ) 

0    
0  5 
06 4 

2  N  
                  ydr    r         ) 

Halothiobacillus halophilus DSM6132(T) 
      k        r              C   ) 

00 5 
0    
04 4 

1  N  
                  ydr    r         ) 

                                     ) 
      k        r              C   ) 

0  0 
0  4 
04 5 

1  N  
                  ydr    r         ) 

                                    ) 
      k        r              C   ) 

0  3 
0  3 
06 4 

5     
Halothiobacillus halophilus DSM6132(T) 

Halothiobacillus hydrothermalisR3(T) 
Thioalkalibacter halophilus ALCO(T) 

0    
0  3 
04   

  ویه هگای مگ گتگخگب بگا   16S rRNAمقایسه مشزان  باهت ژن : 4جدکل 

  ویه ا تاندارد 

 م ح   ر د ر م  دت برای پ    ویه کمولشتوترکف اکسشد ک  دت  و رد جدا دت از غار نمکدان قشم : 1نمودار 
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ر د ر م  دت برای پ    ویه جدا  دت موید ک د ر د بودن                                                     

این  ویه ها ا ت  هماناونه که مشخص  دت ا ت جذب هش                                                    

نر شد ک این               1نانومتر به              359یک از  ویه ها در طول مو                           

مورد نشان ده دت زیست تودت بسشار کم  ا ت که تو ط این                                                     

 ویه ها تولشد م   ردد  هر پ     ویه  اتوترکف اجباری،                                                      

بودند  این ج س                    هالوتشوبا شلوس                هوازی، مزکفشل ک از ج س                        

 (     59جزک ردت  اما از  اخه پرکت وباکتری ها هست د                                              

 این ج س  امل  سترت ای از باکتری های  رم م ف ، مشله ای ک                                                         

اکسشد ک  دت  و رد ا ت که م  توان د به صورت اتوترکف                                                      

 این ج س از ج س                  5999ر د نمای د  در  ال                    

( جدا  د ک به ت های  به ع وان یک                                                تشوبا شلوس            

 (  باکتری های               51ج س جدا انه در نظر  رفته  د                               

(                                    هالوتشوبا شلوس هالوفشلوس                        

                   هالوتشوبا شلوس هشدرکترمالشس                             ک   

 ydr    r                                              از نظر فشزیولوژیک  ک فشلوژنتشک   باهت )

 (   51بسشار زیادی به یکدیار دارند                               

با توجه به م رف کم مواد غذای  تو ط این  ویه ها ک                                                  

متابولشسم م ح ر به فرد کمولشتوترکف  ک اکسشد ک  د    و رد                                                          

تو ط آن ها ک در نتشجه  پتانسشل های بالقوت بشوتک ولوژیک این                                                            

باکتری ها، م  توان از آن ها در مطالعات کاربردی ا تفادت نمود                                                             

(  به لحا  جدا ازی کمولشتوترکف های اکسشد ک  دت                                                55  

 و رد تاک ون فعالشت های بسشاری صورت  رفته که از آن                                                    

 جمله م  توان به جدا ازی های  که تو ط  ورککشن                                              

   oro i                                     56ک     55( ک همکاران صورت  رفته ا ارت کرد       ) 

از      هالوتشوبا شلوس              تا ک ون  زار   مب   بر جدا ازی ج س                                    

غارها م تشر ناردیدت ا ت   ال آنکه این ج س به کفور از                                                      

(  به       56ک     10محشط های اقشانو   جدا ازی  ردیدت ا ت                                        

طور کل  تا ک ون ت ها چ د مورد جدا ازی باکتری                                              

کمولشتوترکف اکسشد ک  دت  و رد از غارها  زارش  ردیدت                                                     

   باشاتوآ       ا ت  به طوری که جدا ازی باکتری های ج س                                        

 از غار         ک تشوبا شلوس                (   r       ، تشوتریکس            (            

(  از این           2( در  شل  از جمله آن ها م  با د                                   a ile ماکیل         

از یک غار نمک  کاملا                         هالوتشوبا شلوس              نظر جدا ازی ج س                 

جدید بودت ک تا ک ون مورد مشابه  برای این کار یافت نشدت                                                        

ا ت  نتای  این مطالعه نشان م  دهد که مشزان بهش ه نمک برای                                                           

مو ر م  با د  در                    4 9 ویه اتوترکف اجباری  دکد                            2ر د     

مو ر        6 ال  که این  ویه ها از محشط  با  وری در  دکد                                              

جدا ازی  دت اند  این امر نشان ده دت تحمل درصد نمک                                                     

با ی این  ویه ها م  با د که در جدا ازی ک   ا ای  های                                                      

 (   56اکلشه این ج گگس در مگوارد مشابگه  گزارش  گدت ا گت                                                     

 نتیجه گیری          

در این مطالعه  ویه های   ا ای   دت از غار نمکدان قشم با                                                         

ا تفادت از رکش های مر وم کابسته به کشت جدا ازی  دند                                                     

 ک با ا تفادت از آنالشز فشلوژن  مبت   بر توال  یاب  ژن                                                     

16S rRNA            برخلاف مطالعات  که در غارهای                                برر    دند

دیار صورت  رفته بود،  ویه های اکسشد ک  دت  و رد جدا                                                     

بودند ک از این                  هالوتشوبا شلوس               دت از این غار متعلق به ج س                             

م ظر یافته های پژکهش فو  م ح ر به فرد م  با د  این                                                    

 ج س تا ک ون بششتر در م اطق اقشانو   جدا ازی  دت ا گگت                                                       

 

 تشکر و قدردانی              
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Abstract 

Background & Objectives: Chemolithotrophic bacteria have an important role in the biogeochemical 

cycle in natural ecosystems. For instance, the oxidative part of the sulfur cycle is handled by sulfur-

oxidizing bacteria. Moreover, these bacteria have an important role in various industrial fields  

including bioleaching. The aim of this study was isolation and identification of chemolithotrophic  

sulfur-oxidizing bacteria from the Namakdan cave Qeshm, Iran. 

Materials & Methods: In this cross-sectional study, after sampling from the Namakdan cave in Qeshm 

and transferring the samples (salt, water, and sediment) to the lab, sample inoculation into enrichment 

media was carried out with three concentrations of NaCl. Following pH and temperature  

measurement, samples were transferred into solid and two-phase media. Further characterization of the 

isolates was performed using 16S rRNA gene amplification. Further analysis was performed to  

characterize the autotrophic or heterotrophic features of the isolates. Biomass was examined using 

classical turbidity method. 

Results: Totally, 39 strains were isolated from samples, based on differences in primary features such 

as colony form or growth rate. A total of 5 isolates were selected for further studies. Phylogenetic  

analysis showed that these isolates belong to Halothiobacillus genus. 

Conclusion: Due to 30% salinity and neutral pH of this cave, isolation of chemolithotrophic sulfur-

oxidizing bacteria was limited to few genera. Chemolithotrophic bacteria have longer growth time in 

comparison to heterotrophic ones, increasing generation time to 30 days. 

Keywords: Chemolithotroph, Sulfur-oxidizing, Halophilic bacteria, Namakdan cave. 
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