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 قابل كشت در و تحمل كننده نمك ينمك دوست نسب يهايباكتر يستيتنوع ز يبررس
  نچه برونيتالاب پرشور ا

  3انيمحمدرضا فلاح و2،*آموزگار ي، محمدعل 1سا زرپروريپر
  بخش زيست شناسي، قاتيتحقوواحد علوم  تهران، دانشگاه آزاد اسلامي ، 1

  زيست شناسي و قطب تبارزايي موجودات زنده، بخش ميكروبيولوژيتهران، دانشگاه تهران، پرديس علوم، دانشكده  2
  تهران، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران شمال، دانشكده علوم پايه، گروه ميكروبيولوژي 3

 5/12/91 :تاريخ پذيرش  21/3/91 :تاريخ دريافت

  ده يچك

 در . است قابل توجهآن  pH  راتييتغ و يشور ده وتركمنستان واقع ش مرز يكيران در نزدينچه برون در شمال ايا تالاب
. ديگرد PCR  سويه 55و  يساز جدايه خالص 400 .شد  نمونه برداري تالاب طقه من 4از آب ، خاك و نمك    1389ور يشهر

 9( Kocuria ،)درصد 16(  Halomonas،)درصد 16( Marinobacte ،)درصد Bacillus )18 يجنسها
 5(  Chromohalobacter،)درصد 6( Virgibacillus،)درصد 7(  Dietzia،)درصد 7(  Oceanobacillus،)درصد
 ،)درصد 3( Halobacillus، )درصد 2( Paenibacillus، )درصد 3( Micrococcus  ، )درصد 2(   Rhodococcus،)درصد

Thalassobacillus )2 درصد(، Arthrobacter )2 درصد( وDesmospora  )2 تميزان شباه ويهس 13در  .جدا شدند) درصد 
بود كه بيانگر تفاوت قابل ملاحظه اي در سطح  درصد 97كمتر از  سويه 7ودر   درصد 97-4/98بين  16S rRNAدر ترادف ژن 

 تحمل كننده نمك سويه 33و نسبي دوست نمك سويه 22  ينمك ه رشدبهين يبا بررس. است  ا در برخي حتي جنسگونه و ي
متعلق  ين فراوانيشتريو ب گرم مثبت  يباسيلها آنعمده ترين توليد كنندگان  كه  ديگرد يم هيدروليتيك بررسيآنز 4د يتول. بودند

  . بودناز و پروتئاز يژلات يآنزيمهابه 
  نچه برون يتالاب اتحمل كننده نمك ، يهايباكترنمك دوست ،  ي، باكتر يستيتنوع ز :يديكل يهاواژه 

  amozegar@khayam.ut.ac.ir  :پست الكترونيكي،  021-61113557: تلفن ،نويسنده مسئول* 
  مقدمه 

براي تضمين توليد مواد غذايي و دارويي در آينده  و 
توسعه كشاورزي و صنعت، حفظ ذخاير توارثي موجود در 

بي شك . طبيعت بكر و دست نخورده، امري ضروري است
ي تواناييهاسم ها و تاريخچه تكامل طولاني ميكروارگاني

 ،ر چرخه عناصرمتابوليكي گسترده شان و نقش مهمي كه د
هاي  فرآوردهتوليد ك ،پالايش زيستي، توليد آنتي بيوتي

بيابان زدايي و ، همزيستي با گياهان تخميري و خوراكي،
، اصلي ترين مي كنندايفاء  ....افزايش حاصلخيزي خاك و

ربي بوده تنوع زيستي  ميك دلايل اهميت بررسي 
ي سلامت هر شاخصهاامروزه يكي از  .)28(است

هاي آن در بوم و پايداري آن، تنوع ميكروارگانيسمزيست
ي با تنوع بومهاطوري كه زيست به. مي شود نظر گرفته

يي در معرض خطر، حساس و نيازمند محيطهاتر، كم
رفتارهاي انساني و يا . شوندمراقبت خاص محسوب مي

را به سوي كاهش تنوع  بومهازيستعوامل طبيعي كه 
ند منجر به تخريب مي توان، كنندميكربي آن هدايت مي

 .)17و  2( شوند آفتهاگيريها و بوم و يا بروز همهزيست

ي عمده در تعيين تنوع زيستي چالشهايكي از 
ترين  رايج.  ستآنها مشكل جداسازي ها، ميكروارگانيسم

از  كشتها، تهيه  يسمروش براي شناسايي انواع ميكروارگان
حاوي  ط جامديمحخاك، آب، رسوب و رشد روي  نمونه
ها  مغذي است كه انواع مختلفي از ميكروارگانيسم باتيترك

ي اخير، بررسي سالهادر طول  .روي آن قادر به رشد هستند
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ي مولكولي، بيشتر بر روشهاها با  تنوع زيستي پروكاريوت
ها  لي ژني سويهو تعيين توا 16S rRNAاساس تكثير ژن 
كشت از وابسته به ي روشهاآنچه كه  )5﴿انجام شده است 

بخش بسيار كوچكي از  دهندجامعه ميكربي نشان مي
بيشتري با شرايط توان سازگاري كه  است جامعه ميكربي

نمونه  را آنها مي توانكه نشته اند كشت مصنوعي دا
ي كشت روشهاتوسعه  اما شاخصي از وضعيت كلي دانست

ي جديد ميكربي مدنظر گروههاصوص جايي كه به خ
و  2( استضروري  مولكوليي روشهاهستند به همراهي 

29.(  
ري تعيين ، فاكتور شو آب و خاك يمحيطهاست يز در

خاكهاي داراي  .بي محسوب مي شودكننده جمعيتهاي ميكر
نمك محلول، خاك شور ناميده مي  درصد 2/0بيش از 

در مناطق خشك فراوان  ژهبه ويشود كه در سراسر جهان و 
اقيانوسها، درياها، درياچه هاي شور و  ).2( وجود دارد

 ي آبي شور شناخته شدهمحيطهامردابهاي نمك از جمله 
 ءجز درصد 3/0درياچه هاي با ميزان نمك بالا ي . اند

تراكم  آبهاي پرشور، .درياچه هاي شورمحسوب مي شود
تنوع  دنمك بسيار بالاتري نسبت به آب دريا دارن

موجودات نمك دوست وتحمل كننده نمك در 
ي آبي و خاكهاي شور بسيار گسترده بوده و اكوسيستمها

مجموعه اي از موجودات ماكروسكوپي وميكروسكوپي را 
 امروزه مطالعه بر روي  .)22و  2(در برمي گيرد 
ي ويژه تواناييهابه دليل  نمك دوست يميكروارگانيسم ها

شوار، توليد انواع متابوليت ها، اي كه در تحمل شرايط د
تجزيه ماكرومولكول هاي گوناگون و پالايش زيستي دارند  
در جنبه هاي مختلف فيزيولوژي، اكولوژي، ژنتيك و 

  ).5(بيوتكنولوژي توسعه يافته است 
مي  رانيمناطق پرشور ا يانجام گرفته بر رو يبررسيهااز 
نمك ميكروارگانيسمهاي  يستيتنوع ز يبه بررس توان

سواحل غربي  در  ر قابل كشتيقابل كشت و غ دوست
در ك يتيدروليه يمهايد آنزيو تول ) 9(ياچه اروميه 

).  7(اچه اشاره كرد ين درينمك دوست ا يهايباكتر

درياچه نمك  ،)6( حوض سلطان فصلي درياچه ن يهمچن
در غرب  واقع درياچه بختگان و) 5و2 ،1( آران و بيدگل

نمك  يسمهايكروارگانينظر تنوع مز از ين) 4( ني ريز
ي هيدروليتيك آنزيمهاو توليد دوست وتحمل كننده نمك 

   .نده اشد يبررس
 هالوفيلهاز مطالعاتي كه بر روي تحمل پذيري و مقاومت ا

نسبت  به  تركيبات سمي انجام گرفته مي توان به بررسي 
مقاومت به اكسي آنيونهاي سمي تلوريت ، سلنيت ، سلنات 

 ت و كرومات در باسيلوس هاي هالوفيل بومي ايران، ارسنا
ظرفيتي  توسط باكتري  ششبررسي احياء كروم  )8(

 Nesterenkonia sp. strainهالوفيل نسبي مقاوم به كروم 

MF2 )10 ( بررسي اثر اكسي آنيونهاي مختلف بر و
 :مقاومت به تلوريت در باكتريهاي نمك دوست 

Halomonas elongate  ،Halomonas maura  ،
Virgibacillus salexigenes litoralis Halobacillus  ،

Halobacillus karajensis  ،Halobacillus halophillus 
،Bacillus halophillus   ،Salinococcus iranensis ، 

Salinivibrio proteolyticus 8( اشاره كرد (.  

(  پژوهش، بررسي يك اكوسيستم پرشور هدف اصلي  اينا
از نظر گوناگوني ميكروارگانيسم هاي )  ب اينچه برون تالا

، ساكن و درك گوشه اي از تنوع زيستي موجود در آن 
شناسايي توانمندي ميكروارگانيسم هاي نمك دوست در 

گونه  و امكان دستيابي به جنس و توليد متابوليتهاي ثانويه 
 راستاي در كشور ژنتيكي ذخاير به  افزودن يبرا جديد هاي

 خريد از نيازي بي و غني كربييم بانك يك داشتن اختيار در

  .بوده است خارج از كشور  ميكربي بانكهاي از سويه

مكان انجام اين پژوهش تالاب پر شور اينچه برون است  
 3كيلومتري شمال شهر آق قلا ، در فاصله  25كه در 

 ( مرز پل در استان گلستان –كيلومتري شرق جاده آق قلا 
N :37.8.57 و  E: 54.51  ( 

هكتار مساحت  100اين تالاب حدود . ده استواقع گردي
آزاد  ياين نقطه تالاب از سطح دريق تريارتفاع عمدارد و 
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در طبقه بندي كنوانسيون رامسر در گروه  و متر است 4
    .)3( ردتالابهاي داخلي لب شور و دائمي قرار مي گي

   روشهامواد و

از آب، خاك ، لجن  1389ر در اواخر شهريو: يرينمونه گ
منطقه  4، ولايه ضخيم نمك سطحي وعمقي ، كريستالها

تصوير ماهواره اي تالاب  .اين تالاب نمونه گيري انجام شد
 نشان داده شده است 1در شكل  يو نقاط نمونه بردار

  .)1شكل (

  
  تصوير ماهواره اي از تالاب اينچه برون و مناطق نمونه برداري  -1شكل 

به آزمايشگاه  و در حداقل زمان دماي محيط ها در نمونه
آناليز . گيري گرديداندازه آنها و شوري pH و منتقل شد

شيميايي نمك درياچه جهت سنجش عناصر موجود در 
محيط زيست طبيعي باكتريهاي اين درياچه و به كار گيري 

كشت مناسب كه امكان جداسازي  آن در طراحي محيط
كتريها را  فراهم سازد، توسط تري از باطيف گسترده

  . خاك آزما صورت گرفتن يبه شركت

از نمونه هاي منتقل : سويه ها شناساييخالص سازي و 
 يباكتريهاشده به آزمايشگاه براي جدا سازي و كشت 

 10- 6 تا رقت تحمل كننده نمك، نمك دوست نسبي و
 محيطخالص سازي از وكشت  يبرا .تهيه شد سري رقت

گرم در (شامل Moderate halophiles(12% salt) جامد
 NaCl   :104 ،MgCl2.6H2O  :4/5 ،7H2O.MgSO4: )تريل

 :3/8 ، CaCl2.2H2O :41/0 ،KCl  :66/1 ،NaHCO3  :
08/0 ،Yeast Extract :5 ،Glucose  :1 ،Peptone from 

meat  :8  وAgar  :15 يدوستهانمك  يجداساز يبرا 
 Seawater Nutrient Agar (3% salt) ط جامد يمحو ينسب

، NaCl   :20 ،MgCl2.6H2O  :3:  : )تريگرم در ل(شامل
7H2O.MgSO4  :5 ، CaCl2.2H2O :5/0 ،KCl  :5/0 ،

Yeast Extract :1، Meat  :Extract  2: Peptone  from 

meat  : 5  وAgar  :15 يها تحمل كننده يجداساز يبرا 
    .)2(دياستفاده گرد نمك

تحمل كننده نمك و نمك دوست  يهاجدايهافتراق 
باكتريهاي تحمل كننده نمك علاوه بر توانايي رشد  :نسبي

ند غلظتهاي بالاي نمك را نيز مي تواندر محيط فاقد نمك 
به اين دليل كه . تحمل كرده و در اين شرايط نيز رشد كنند

در تركيب مواد مورد استفاده در تهيه محيط كشت مثل 
اره گوشت نمك وجود دارد و پپتون، عصاره مخمر و عص

د نيازمندي به نمك را در باكتريهاي مي تواناين نمك 
در محيط فاقد  آنها دوست پوشش دهد و موجب رشدنمك

تر عصاره يگرم در ل 5 ينمك گردد، از محيطي كه فقط دارا
نمك هاي با درصد محيط كشت اين .مخمر بود استفاده شد

با  محيط  pH ،شد هتهي 20، 15، 10 ،5/7 ،5،  3،/.5، 0
تنظيم  5/7در يك نرمال  HClاستفاده از سود دو نرمال و 

دقيقه  15و به مدت  سانتي گراددرجة  121 شد و در دماي
اي كه در افتراق اين باكتريها مدنظر نكته .اتوكلاو گرديد

قرار گرفت بهينه رشد بود،  زيرا تنها توانايي رشد در 
ننده جدايه را تحمل ككه يك محيط فاقد نمك براي اين

براي انتخاب محيط  .ست ين، كافي نمك در نظر گرفت
ساعت از  12نمك،  پس ازگذشت بهينه از نظر درصد 
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 قرارگرفت مقايسه مورد محيطهاهر يك از اين زمان كشت، 
دار باكتري در ينمكي بهينه انتخاب شد كه اولين رشد پا و

جدايه  400از  .)5و2( آن درصد نمك صورت گرفته باشد
تصادفي براي تعيين  به صورت ه يسو 55خالص شده ، 

ومطالعات تكميلي انتخاب گشته و   16S rRNAترادف ژن 
و تعيين ترادف نتايج  PCR، انجام  DNA  پس از استخراج

ي  اطلاعاتي مقايسه بانكهاحاصله با تواليهاي ثبت شده در 
   .گرديد

 ،ة تودة زيستيتهيپس از  :مطالعات فيلوژنتيك
روش دستورزي شده  طبق ،هاباكتري  DNAاستخراج

 .)20( انجام گرفت  Marmur (1994)پيشنهاد شده توسط 
جهت تأييد استخراج انجام شده، الكتروفورز ژل آگارز 

 .)19( صورت گرفت  kolmodin (1997) براساس روش
  27Fاز پرايمر هاي عمومي 16S rRNAبراي تكثير ژن 

 ،AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG :باترادف
 CGG TTA CCT TGT TAC : با ترادف 1488R مريپرا

GAC TTC ACC 1492مر يوپراR با ترادف: GGT TAC 

CTT GTT ACG ACT T  ل يدل به  .)25( استفاده شد 
ها با يك جفت پرايمر تكثير نشد دو ه يتمام سو كهاين

به كار گرفته  27F-1488Rو  27F -1492Rجفت پرايمر 
 با طول  16S rRNA ژن ده از اين پرايمرهابا استفا . شد

براي حصول اطمينان از . شد تكثير نوكلئوتيد 1500 حدود
شاهد منفي با  PCRعدم آلودگي مواد مورد استفاده در 

اوي مخلوط الگو در ويال ح DNAافزودن آب به جاي 
دماي اتصال پرايمرها ، مدت زمان  .واكنش به كار رفت

  .دجداگانه بهينه گردي به طور يهاتصال وسنتز براي هر سو

  ورانآ ژن فناز طريق شركت   PCRتعيين توالي محصول 
 به دست آمده با استفاده از نرم افزار هايترادف. انجام شد

Chromas  مرتب شده و با نرم افزارBLAST  ي تواليهابا
و  GenBankثبت شده موجود در پايگاه اطلاعات ژنومي 

Eztaxon هاسويهترين اين ترتيب نزديكبه . مقايسه شد 
 PCR منتخب هايسويهبا مشابه  16S rRNA ژن ترادفبا 

منتخب با  هايآناليز فيلوژنتيك باكتري .تعيين شد شده
  Clustal xاستفاده از نرم افزاربا  آنها هب نزديكهاي سويه

 با استفادهدرخت فيلوژني . صورت گرفت )ويرايش دوم(
با الگوريتمهاي ) يش پنجمويرا(MEGA از نرم افزار 

Maximum likelihood  وMaximum parsimony  رسم
هاي درخت با استفاده بررسي اعتبار شاخه .)27(گرديد 

گيري بار نمونه 1000و با   Bootstrap analysisالگوريتم 
  ).13(صورت گرفت 

شناسي و  ي ريختآزمايشهابا منتخب  يه هايجدا
بر گرم  لني، رنگ آميزيبيوشيميايي نظير بررسي شكل ك

، بررسي شكل ميكروسكوپي )Hucker )21اساس روش 
 ،)14( لام مرطوببه روش  باكتري باكتري، حركت سلول

  Schaeffer-Fultonرنگ آميزي اسپور بر اساس روش 
 كسيد هيدروژنپرا درصد 3محلول  با توليد كاتالاز ،)14(
) 15(ه آماد يسكهايبا استفاده از د  اكسيدازتست  ،)16(

زان نمك ياز نظر دما ، م شرايط بهينه رشدو  احياي نيترات
آميلاز  ي هيدرولازيآنزيمهاتوليد  .بررسي گرديدند pHو 

مطابق با دستور ذكر شده در ، پروتئاز ، ليپاز و ژلاتيناز 
به  NaClه ياز سويبسته به ن .ديگرد يبررس 1 جدول
به  يح همگيافزوده شد و پس از تلق يميآنز يمحيطها
 يگرما گذار سانتي گراددرجه  35 يهفته در دما 2مدت 
     )1جدول (  .شدند
   جنتاي

ز با توجه به نتايج حاصل  از آنالي :ييو شناسا يجداساز
، تالاب  -Clو  +Naبه دليل  بالا بودن ميزان يونهاي  آب،

اينچه برون در گروه مناطق پرشور تالازوهالين با منشاء 
  .دريايي قرارمي گيرد

 بي را داشتبيشترين بار ميكرباكتري  cfu 1055 با 4محل 
 1نمونه برداري از منطقه متعلق به  كمترين تعداد جدايهو

سازي گرديد كه  جدايه خالص 400در مجموع . بود 
 pHنمك و   درصد 12با   MHبيشترين جداسازي از محيط
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  .)2جدول (ي گرم مثبت بودند باسيلها بيشتر جدايه ها، 2جدول با توجه به نتايج ذكر شده در . انجام گرفت 5/5

  
  نمودار فراواني و تنوع جنسهاي جدا شده از پژوهش -2شكل 

  
  ي كشت بررسي توليد آنزيممحيطهاتركيب  -1جدول 

  روش تشخيص )گرم در ليتر(محيط توليد آنزيم  آنزيم

  آميلاز

Soluble starch : 10 ,    Beef extract : 3                  
 15 :Agar  

درجه  115تنظيم شده و در دماي  5/7محيط بر روي  pHپس از آماده سازي 
 .)12(دقيقه اتوكلاو شد 10سانتي گراد براي مدت 

بر روي محل رشد ) يديد پتاسيم( افزودن لوگل   
باكتري و ايجاد هاله شفاف پاسخ مثبت در نظر 

  .گرفته شد

  پروتئاز

Meat extracts : 3 , Peptone : 5 , Skim milk : 20 
  15 :Agar  

درجه  110در نيمي از حجم آب محيط حل شده و در دماي  Skim Milkپودر 
دار كه  دقيقه اتوكلاو شد و بعد از آن به محيط پايه آگار 10به مدت سانتي گراد 

درجه سانتي  121در دماي  تنظيم شده pH  5/7پس از آماده سازي بر روي 
  ). 24(اضافه شد دقيقه اتوكلاو شده است، 15، گراد

ها نشانه  وجود هاله شفاف در اطراف كلوني
هيدروليز پروتئين كازئين بوده و به عنوان پاسخ 

  مثبت در نظر گرفته شد

  ليپاز

CaCl2.H2O: 0/1 , Peptone :10, Tween 80:  10 
    15 :Agar  

درجه سانتي گراد به مدت  115محيط بعد از تهيه در دماي  توئين موجود در اين
تنظيم  pH  5/7محيط پايه نيز پس از آماده سازي بر روي . دقيقه اتوكلاو شد 20

دقيقه  15به مدت  درجه سانتي گراد 121شده و به صورت جداگانه در دماي
  .)23(دو محيط پس از اتوكلاو به هم اضافه شد. اتوكلاو شد

اطراف كلني ها، به صورت  رسوبايجاد نواحي 
دانه هاي سفيد همراه با هاله كدر نشان دهنده 

  .توليد آنزيم ليپاز توسط باكتري است
  

  ژلاتيناز

Meat extracts : 3   , Peptone : 5,  Gelatin : 120  
محيط ابتدا آب تا دماي نزديك جوش گرم شده و نمك و محيط كشت به آرامي  

تنظيم شده و  5/7زان محيط آماده شده بر روي مي pH. به اين تركيب اضافه شد
محيط آماده شده به . درجه سانتي گراد اتوكلاو شد 121دقيقه در دماي  15براي 

  )24( .كشت داده شد Stabروش 

محيطهاي رشد كرده را به همراه يك نمونه منفي 
درجه سانتي گراد قرار داده  پس از  4در دماي 

دقيقه در صورت مايع بودن محيط نتيجه  20
  .ش شدتست مثبت گزار
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  مختصات مناطق نمونه برداري وتعداد جدايه هاي خالص سازي شده – 2جدول 
  به تفكيك محل و نتايج لام گرم 

منطقه نمونه 
 برداري

 pH ميانگين ميانگين شوري   مختصات جغرافيايي
باسيل گرم 

 منفي

باسيل گرم 
 مثبت

س گرم وكوك
 مثبت

 جمع

 41 2 22 17 بستر نمكي

 :N :37.13.438  E 1محل 
54.30.224 

26.8 4.2 24 35 6 65 

 :N: 37.13.932  E 2محل 
54.30.081 

28.7 5.2 40 50 5 95 

 3محل 
37.13.829:N      

E:54.30.307 
28.4 5.2 39 37 2 78 

 :N: 37.13.517 E 4محل 
54.30.657 

23.3 6.45 64 50 7 121 

 400 22 194 184  جمع كل

 16S rRNAژن  ترادف سويه  55در  :يلوژنيف يبررس
جنس  15كه با توجه به نتايج در   مورد بررسي قرار گرفت

و   Micrococcusاز اين تعداد جنسهاي   ،. قرار گرفتند
Rhodococcus    يهاجنس.جدا شده اند  1فقط از محل  

Kocuria  وDietzia   و 4 و 3فقط محل Desmospora و  

Chromohalobacter   تنوع  .شدند جدا 4فقط از محل
آورده شده است  2راواني جنسهاي جداشده در شكل وف
  .)2شكل (

سويه  كه متعلق به  13سويه  تعيين ترادف شده ،  55از 
 , Bacillus  Virgibacillusجنس 5گونه هاي مختلف از 

Oceanobacillus ,Dietzia   وHalomonase  بودند  ،
 داشتند، كه  16S rRNA   در ترادف درصد 100شباهتي 

ه به بانك ميكربي به عنوان ئرا از نظر ارا آنها
.  ميكروارگانيسم بومي شناسايي شده حائز اهميت مي سازد

 ,Bacillusجنس   3سويه  كه متعلق به  13همچنين در 

Marinobacter وVirgibacillus   بودند ، ميزان شباهت بين
-DNAبود كه با انجام هيبريداسيون    درصد 97- 4/98

DNA هاي نزديك و بررسي صفات فنوتيپي ممكن  با گونه
سويه شباهتي بين   22. گونة جديدي قرار گيرند است در

سويه درصد  7در .در تعيين ترادف داشتند  8/99تا  5/98
بود كه بيانگر تفاوت قابل  درصد 97شباهت كمتر از 

نه و يا در برخي حتي جنس، بين ملاحظه اي در سطح گو
 هاي ثبت شده است و اين جدايه هاها و گونهاين جدايه 

هاي نزديك، با گونه DNA-DNAهيبريداسيون  انجامبدون 
در . )26(هاي جديد مطرح شوند  ند به عنوان گونهمي توان

 سويه هاي ميان فنوتيپي در شباهتهاي براساس اين مطالعه

 نسبي دوست نمك سويه  22 نهايت در تعيين ترادف شده ،

نمك  گرديد كه در  سويه  تحمل كننده نمك جدا 33و
بيشترين فراواني  متعلق به جنسهاي  نسبي دوستهاي

Marinobacter  وHalomonas  بود وعمده ترين تحمل
 ,Oceanobacillus , Dietzia كنند ه هاي نمك به جنسهاي

Bacillus   وKocuria   هاي تعيين  سويه.قرابت داشتند
 درصد 40(ردة  3ترادف شده از نظر سيستماتيك  در 

Firmicutes(، )24 درصد( Actinobacteria و رده )36 
ها اغلب  سويه .قرار گرفتند  γ-Proteobacteria )درصد

بودند كه درختهاي فيلوژني رسم  Firmicutesمتعلق به ردة 
 شده  به روش Maximum likelihood و  براي هر رده

 در در آن، شده يبررس يه هايل قرار گرفتن سومح
  .)5و 4، 3يشكلها(شده است  نشان داده  5و 4 ،3يشكلها

ه تعيين ترادف شده  يسو 55: يدرولازيه يآنزيمهاد يتول
آميلاز ، پروتئاز ،  ياز نظر توليد آنزيمها در اين پژوهش،

 ليپاز و ژلاتيناز  بررسي گرديدند و با توجه به نتايج ،
ي گرم مثبت بيشترين سهم را در توليد انواع هاباسيل

. ژلاتيناز وآميلاز داشتند به ويژهي هيدروليتيك  آنزيمها
. نزيم پروتئاز قابل توجه بودسويه در توليد آ  25توانايي

ي گرم باسيلها يه هاي توليد كننده اين آنزيم در بينسو

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1393، 1، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

۵٠ 

 ,Bacillus  , Virgibacillus مثبت متعلق به جنسهاي

Oceanobacillus ,Halobacillus ي گرم باسيلها از بين و
تعلق  Halomonasو   Marinobacter جنس  2منفي به 
جنس   2هاي گرم مثبت فقط  از كوكوس.داشتند 

Arthrobacter  وMicrococcus توليدكننده پروتئاز بودند .
يه هاي متعلق به جنسهاي بر سودر توليد آنزيم ليپاز علاوه 

Thalassobacillus , Bacillus   وMarinobacter   
 Rhodococcusهاي گرم مثبت متعلق به جنسهاي  وس،كوك

, Micrococcus ,  Dietzia   وKocuria  ي پررنگ نقش
روليتيك ي هيدآنزيمهايكي ديگر  از مهم ترين  .دداشتن

ها آميلاز بود كه  توليد  هيتوليد شده توسط اين سو

 .بودند Bacillusس  كنندگان آن گونه هاي مختلفي از جن
هاي گرم مثبت و باسيلهاي گرم منفي شناسايي  كوكوس

 .توليد كننده آميلاز نبودند هيچ كدامشده در اين پژوهش 
هاي گرم مثبت  در توليد آنزيم ژلاتيناز از كوكوس

Kocuria و سپس Micrococcus توليد اين آنزيم نقش در 
ي باسيلها زو ا Halomonas ي گرم منفيباسيلها از داشتند،

توليد كننده   Oceanobacillus ,Halobacillusگرم مثبت
ختلف م يگروههام در يد آنزيسه توليمقا .ژلاتيناز بودند

شكل (نشان داده شده است  6جداشده در شكل  يهايباكتر
6 (.  

  

  
  Maximum likelihood به روش γ-Proteobacteria فيلوژني سويه هاي وابسته به رده درخت - 3شكل
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  Maximum likelihood به روش Firmicutes فيلوژني سويه هاي وابسته به ردهدرخت  -4شكل 

  بحث
پژوهش با روشهاي مبتني بر كشت  كه اينبا توجه به اين

 آن به دست انجام گرفته است، آنچه كه از بررسي نتايج
قابل بحث لاب تاآيد تنها در مورد گروههاي قابل كشت  مي

بر اين اساس و با در نظر گرفتن سهم كوچك . خواهد بود
  هاي قابل كشت در مقايسه با جامعه ميكروارگانيسم

پيش از اين پژوهشي  ، اينكه ميكربي، همچنين با توجه به
هاي غيرقابل كشت اين درياچه  بر روي ميكروارگانيسم

نظر بازده انجام نگرفته است، مقايسه نتايج به دست آمده از 
روشهاي كشت به كار گرفته شده يا تعيين نقش گروههاي 

بوم  ميكربي جداسازي شده در حفظ عملكرد زيست
تنوع ميكربي مشاهده شده، باتوجه  .پذير نخواهد بود امكان
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ها با ابعاد مورد  هاي فيزيكي ميكروارگانيسم به تفاوت اندازه
ردگي شناختي، تابعي از گست مطالعه در پژوهشهاي بوم

به  . برداري است فضاهاي مورد بررسي و تعداد نمونه
همين دليل در بررسيهاي ميكربي، حتي در روشهاي مستقل 

از كشت، بحث از تنوع شناسايي شده خواهد بود ولي 
عموميت دادن آن به تنوع موجود و جامعه اصلي ميكربي از 

  ).18(باشد نظر آماري صحيح نمي

  

  
  Maximum likelihood به روش Actinobacteria يه هاي وابسته به ردهفيلوژني سو درخت -5شكل 

  

  
  ي هيدروليتيكآنزيمهانمودار توليد  - 6شكل 
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بر  يسه با مطالعات قبلين پژوهش در مقايج حاصل از اينتا
و  Caton، مطالعات  به ويژهپرشور  ياكوسيستمها يرو

  Great Salt Plains يبررو 2004در سال  شهمكاران
و همكارانش درمناطق پرشور  Ghozlan ،   )11(كلاهامااو

اچه يبر روي در شو آموزگار و همكاران) 15(كشور مصر 
 يباسيلها ياز نظر فراوان ) 5و 2، 1(نمك  آران و بيدگل 

قابل ملاحظه  ياما تفاوتها. گرم مثبت جدا شده مشابه بود 
دراين  پژوهش كوكوس . مي شود ز در آن مشاهدهين يا

هاي گرم مثبت همگي به وس منفي جدا نگرديد و كوكگرم 
بيشترين تعداد جدايه ها . متعلق بودند  Actinobacteriaرده

بودند كه بيشترين قرابت ژنتيكي  Firmicutes متعلق به رده
 Bacillus , Oceanobacillusرا به جنسهاي 

,Virgibacillus, Thalassobacillus    وHalobacillus 
به  مي تواني مشاهده شده را فاوتهات .نشان دادند

. ي مختلف نسبت دادگاهها زيستي متفاوت ويژگيها
ي مختلف آب و هوايي و زيستي هر منطقه و نوع ويژگيها

بستر آن، در تعيين ميزان و نوع تنوع زيستي مورد انتظار در 
كه تنوع زيستي هر  طوري گذار خواهد بود بهتأثيرآن 

مي  فرد آن محسوب  بهي منحصرويژگيهاگاه از  زيست
ي محيطهابه همين دليل هم اهميت پژوهش بر روي . شود

اند  ي ديگري كه بررسي شدهمحيطهاجديد با افزايش 
  .كند كاهش پيدا نمي

از نكات قابل توجه در اين پژوهش مي توان به جداسازي  
  Rhodococcusو  Dietzia  Desmospora ,جنس   سه

ابه بر روي مناطق پرشور اي مشاشاره كرد كه در پژوهشه
 .)9و  6، 5، 4، 2( شده استنشاره ا آنها به جداسازي رانيا

جدايه  تعيين  55كه در بخش نتايج ذكر شده ،  همان طور
آنزيم آميلاز ،  4ترادف شده   در اين پژوهش ،از نظر توليد 

پروتئاز ، ليپاز و ژلاتيناز  بررسي گرديدند و با توجه به 
گرم مثبت بيشترين سهم را در توليد انواع  يباسيلها نتايج ،
. ژلاتيناز وآميلاز داشتند  به ويژهي هيدروليتيك آنزيمها
. سويه در توليد آنزيم پروتئاز قابل توجه بود  25توانايي

در صنايع غذايي و  پروتئاز ها در  توليد دترجنت ها،

لبنيات ، در انعقاد و بهبود طعم شير ودر صنعت توليد كاغذ 
سويه هاي توليد كننده اين . ي اهميت زيادي هستنددارا

   ي گرم مثبت متعلق به جنسهايباسيلها آنزيم در بين

Bacillus  , Virgibacillus, Oceanobacillus 

,Halobacillus جنس  2ي گرم منفي به باسيلها از بين و  

Marinobacter   وHalomonas  از كوكوس .تعلق داشتند
و  Arthrobacterجنس   2هاي گرم مثبت فقط 

Micrococcus توليدكننده پروتئاز بودند.  
آنزيم مورد بررسي بعدي ليپاز بود كه  امروزه در توليد 
دترجنت ها براي حذف  زنجيره ليپيدي ، در صنايع غذايي 
و لبنيات براي  بهبود طعم پنير ،  در صنعت توليد نان  

و  براي بهبود كيفيت خمير با خاصيت امولسيفايري 
همچنين در صنعت توليد كاغذ ، خمير كاغذ و صنايع چرم 

در توليد آنزيم .سازي  مورد توجه زيادي قرار گرفته است 
ليپاز علاوه بر سويه هاي متعلق به جنسهاي 

Thalassobacillus  Bacillus   وMarinobacter   
 Rhodococcus،كوكوس هاي گرم مثبت متعلق به جنسهاي 

, Micrococcus ,  Dietzia   وKocuria   نقش  پررنگي
داشنتد كه در مطالعات مشابه قبلي به آن اشاره اي نشده 

  .است 
يدروليتيك توليد شده توسط اين ي هآنزيمهااز مهم ترين 

يه ها آميلاز بود كه  توليد كنندگان آن گونه هاي سو
بودند  و جالب است كه  Bacillusمختلفي از جنس  

باسيلهاي گرم منفي شناسايي كوكوس هاي گرم مثبت و 
. توليد كننده آميلاز نبودند هيچ كدامشده در اين پژوهش 

از كاربردهاي اين آنزيم در صنعت  مي توان به  ساخت 
دترجنت براي حذف نشاسته ، نرم كردن و حجم دادن به 

صنايع توليد كاغذ  خمير نان ، توليد محصولات كم كالري،
توليد آنزيم ژلاتيناز از  در. و صنايع نساجي اشاره كرد 

 و سپس Kocuriaس هاي گرم مثبت وكوك

Micrococcusداشتند ، از م نقش عمدهتوليد اين آنزي در 
ي گرم مثبت  باسيلها و ازHalomonas ي گرم منفيباسيلها
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Oceanobacillus ,Halobacillus   توليد كننده ژلاتيناز
  .بودند
كي وشيميايي تحت شرايط فيزي ″هاي صنعتي معمولافرآيند

يي آنزيمهافعاليت  مطلوب و بهينه غالباًانجام مي گيرند كه 
كه امروزه استفاده مي شود ،نيست ، بنا به اين دليل 

يي كه بتوانند داراي بهينه فعاليت در شرايط سخت آنزيمها
صنعتي از نظر دما و نمك باشند اهميت بسيار بالايي دارند 

يي آنزيمهابراي چنين منبع احتمالي مناسب  دوستهاو نمك 
 دوستهاآمده از نمك  به دستي آنزيمهاهستند، در حقيقت 

تحمل  آنها نه تنها به نمك تحمل داشته بلكه بسياري از
جدا سازي سويه هاي نمك . پذير حرارت نيز مي باشند

ي خارج سلولي اين امكان را آنزيمهادوست قادر به توليد 
 نهيي بهفعاليتهاك ي مختلف نمغلظتهافراهم مي كند كه در 

   .پذير باشد همچنان امكان
ن تالاب يستم ايمورد اكوس درت يگر نكات حائز اهمياز د
پژوهشي كه سالها در .ن تالاب است يآب ا pHرات ييتغ

توسط بهروزي راد  و همكاران بر روي اين تالاب  قبل
اما  )3(گزارش گرديده است 8آن حدود  pHانجام گرفته ، 

 كارخانه اب مملو از اسيد سولفوريك د پسدليل وروه ب

ن تالاب يدر مجاورت ا 1385كه در سال  يدياستخراج 
تالاب حداقل  pHسال،  4، تنها با گذشت  ده ياحداث گرد

درجه كاهش يافته است  ودر مناطق مجاور خروجي  3
نكته قابل توجه اين است . نيز رسيده است   8/2پساب به 

ز اين تالاب باكتري اسيد كه برخلاف انتظار نه تنها  ا
 يها گونهك به يه نزديسو 2دوست جدا نگرديد بلكه 

 Bacillusو  Halobacillus alkaliphilusآلكالوفيل 

horikoshii  و بهينه رشد براي اغلب جدايه ها در  جدا شد
pH    با استخراج  از سوي ديگر. مشاهده گرديد   8حدود

مضاعفي به تنش  به تالاب نمك و بازگشت آب شيرين
اكوسيستم وارد شده  كه اين مجموعه عوامل  مي توانند 
دلايل  كاهش بار ميكروبي  اين تالاب نسبت به ساير 

است بسياري از  طبيعي. مناطق پرشور بررسي شده، باشند 
تالابها درحال تغيير شكل هستند و به مرور زمان از بين مي 

  .باشدت بشر تسريع كننده اين وضعي روند و نيازي نيست
   :تشكر وقدر داني

خاير ژنتيكي و زيستي ايران اين پژوهش توسط مركز ذ
  .مورد حمايت مالي قرار گرفت 

  منابع
تنوع زيستي باكتريهاي نمك دوست ) 1386.(ميد ح،  انيباباول – 1

درياچه نمك آران و  كنسبي توليد كننده آنزيمهاي هيدروليتي
دانشگاه آزاد اسلامي واحد  ، پايان نامه كارشناسي ارشد ، بيدگل

  ، ايران قم
 نسبي دوست نمك باكتريهاي بررسي تنوع) 1388. (باقري، مريم  -2

 پايان،  وبيدگل آران درياچه هتروتروف ، هوازي وقابل كشت در

  ، دانشگاه تهران، ايران ارشد كارشناسي نامه

 سازمانانتشارات . تالابهاي ايران ) 1387. (بهروزي راد، بهروز-3

  ،تهرانمسلح نيروهاي جغرافيايي

  جداسازي ميكروارگانيسم هاي هالوفيل و) 1383. (حسين ،جاويد -4
 -هالو تولرنت از درياچه بختگان و اثر فاكتورهاي فيزيكي 

دانشگاه ، پايان نامه كارشناسي ارشد ،  .شيميايي بر فراواني آنها
  ، ايرانجهرماد اسلامي واحد زآ

 زيستي بررسي تنوع) 1388. (مريم ديدري خمسه مطلق ،  - 5

 هتروتروف ، هوازي وقابل كشت در نمك كننده تحمل باكتريهاي

، دانشگاه تهران ارشد  كارشناسي نامه پايان،  وبيدگل آران درياچه
  ، ايران

بررسي تنوع زيستي باكتري هاي نمك  ) 1387.(، رخساره  رهبان -6 
ن در درياچه دوست توليد كننده آنزيمهاي هيدروليتيك ساك

، دانشگاه آزاد اسلامي پايان نامه كارشناسي ارشد ،حوض سلطان
  واحد علوم وتحقيقات ، تهران ، ايران

تنوع ميكروارگانيسم هاي نمك دوست  )1386.(شيرين، زهرايي  -7
پايان نامه  ،. توليد كننده آنزيمهاي خارج سلولي در درياچه اروميه

  يراندانشگاه تهران ، ا، كارشناسي ارشد
اثر اكسي آنيون هاي مختلف  )  1386.(زينب السادات متشرعي، - 8

بر مقاومت به تلوريت در باكتريهاي نمك دوست وغير نمك 
 ، دانشگاه تهران ، ايرانپايان نامه كارشناسي ارشد، دوست 

مطالعه تنوع باكتريهاي نمك دوست )  1390. (مهرشاد، مليحه  -9
وف هوازي سواحل غربي نسبي و تحمل كننده نمك هتروتر
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Diversity of culturable moderate halophilic and halotolerant 

bacteria in incheh boroun hyper saline wetland in Iran 
Zarparvar P.1; Amoozegar M.A.2,* and Fallahian M.R.3 
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Abstract 
Incheh Borun hypersaline wetland is located near the border of Turkmenistan,in north 
of Iran. This wetland is remarkable because of salinity and variation in pH range. 
sampling was carried out from soil, water and salt in September 2010. 400 strains were 
purified and 55 strains were selected randomly for PCR. Genera: Bacillus (18%), 
Marinobacter (16%), Halomonas (16%), Kocuria (9%), Oceanobacillus (7%), Dietzia 
(7%), Virgibacillus (6%), Chromohalobacter (5%), Rhodococcus (2%), Micrococcus 
(3%), Paenibacillus (2%), Halobacillus (3%), Thalassobacillus (2%),  Arthrobacter 
(2%) and  Desmospora  (2%) were isolated 13 strains showing 97-98.4 % similarity and 
7 strains had less than 97% similarity in 16S rRNA sequencing which is showed 
significant differences in the level of species or even genus. Optimum growth for salt 
was evaluated and 22 strains were moderate halophile and 33 strains were halotolerant. 
Producing 4 hydrolytic enzymes was evaluated which the main producers of hydrolytic 
enzymes were Gram-positive bacilli and the most frequent enzyme was Gelatinase and 
Protease. 
Key words: Biodiversity, Moderate halophil bacteria, Halotolerant bacteria, Incheh 
Boroun wetland  
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