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 يدهايپپت كنندهديو تول نيهالوتولرانت مقاوم به فلزات سنگ يها هيجدا يغربالگر
  يبوزوميرريغ

  1شكيبا درويش عليپور آستانهو  *2الضحي ابوالمعالي شمس ،1فاطمه شهرستاني

  فناوري گروه زيست دانشگاه سمنان،سمنان، ايران،  1
  شناسي سمنان، دانشگاه سمنان، گروه زيستايران،  2

 16/11/96 :تاريخ پذيرش  14/7/96: دريافتتاريخ 

  دهيچك

 از. است آورده يرو يستيز فعال باتيو ترك عتيطب به سمت ،ييايميو ش ييغذا ،ييدارو عيحل مشكلات صنا يبرا بشر مروزه،ا
 يجداساز سخت اريبس مناطق از كه است ييارگانيسمهاكرويم توسط شده ديتول هيثانو يمتابوليتها بات،يترك نيا منابعجمله 
 يمتابوليتها ديتول يقابليتهابا  خان يقل يعل حاج اچهيدرجدا شده از  هالوتولرانت يها هيسوهدف از اين مطالعه، بررسي . اند شده
يقليعلحاج اچهيدر از كبالت و مس م،يكادم كل،ين به مقاوم نمك كنندهتحمل و دوستنمك يارگانيسمهاكرومي .است هيثانو
 يبا آغازگرها nrpS يژنها ريبا استفاده از تكث ه،يثانو يمتابوليتها ديتول يبرا هاهيجدا نيا يكيژنت يياناتو. شدند جدا خان

 و  75/43،  5/19 ، 13 به ترتيب نمك اچهيدر يارگانيسمهاكرويم يگرغربال از. ديگرد يابيارز NS1/NS2، A3/A7 ياختصاص
بدون نمك  طيمحاز  هاهيجدا از درصد 62/20 وMGM، MH  ،SWN  LNSWNكشت  يمحيطها از هاهيجدا درصد 7/3

 ها هيجدا يفراوان نيشتريب كه داد نشان اچهيدر از شده غربال يهاهيجدا در فلزات به مقاومت سنجش .آمد به دست آگار نتينوتر
انت مقاوم به فلزات با دو هالوتولر يهاهيدر جدا  nrpS يژنها ريتكث جينتا. است ميكادم فلز به تيحساس و كلين به مقاومت در

 و ينسب دوست نمك يارگانيسمهاكرويم نيدر ب nrpS حضور ژن. را نشان داد DNAقطعه  7تا  3 ياختصاص يجفت آغازگرها
  .مي دهد را نشان هيثانو يمتابوليتها ديتول يكيژنت ييتوانا و نيسنگ فلزات به مقاومت نيب ميمستق ارتباط نمك، كننده تحمل

  nrpS، هالوتولرانت، كلي، نمي، كادمنيفلزات سنگ :يديكل ژه هايوا

 s_abolmaali@semnan.ac.ir :، پست الكترونيكي 02331533197: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 يفاضلابهاكارخانجات و  يپسابها ديتول شيافزا امروزه
آب  يآلودگ ،يو معدن يآل باتيترك يسبب رهاساز يشهر

 مانند يعيطب يهافرآيند گرياز طرف د. و خاك شده است
 با. است افزوده يآلودگ نيا به زين آتشفشان زلزله، ل،يس

 كل،ين كبالت، مس، نيسنگ فلزات اخيراً ،فناوريها توسعه
 پساب يهاندهيآلا نيتر مهم به عنوان سربي و رو م،يكادم

 قابل فاضلاب هيتصف متعارف روند با كه اندشده شناخته
 اهانيدر گ نيسنگ فلزات انباشت .)21(باشند ينم حذف

 مضر اثرات نيتردهنده هشدار آلوده، يخاكها حاصل از

 تيسم علي رغم .)5 و 3( است انسان سلامت بر فلزات
 نياز ا يبرخ استخوان ،كبد ،اعصاب يبرا نيسنگ فلزات

 نيسمهاارگاكرويرشد م يبرا ينيفلزات تا سطوح مع
 سميسلول  برايبالاتر از آن  ريمقاد در و بوده يضرور

 و ژن بيان تنظيم در يو رو يكلكبالت، مس، ن. باشند مي
 آنزيم، كوفاكتورهاي يا آنزيمها،مولكولها  زيست فعاليت
  . )19(دارند حياتي نقش

 يصنعت يفاضلابها از يسم فلزات حذف رياخ دهه چند در
 و ونيداسياكس ،آب هيتصف ييايميش و يكيزيف يبه روشها
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 ،ييايميالكتروشروش  ،ونيلتراسيف ،ييايميش رسوب ،اءياح
. است گرفته صورت معكوس اسمز و يوني تبادل ر،يتبخ
 قابل ريغ يفلز ييونها حذف و يقو يمحلولها به ازين
 ن،يا بر علاوه .هستند روشها نيا بيمعا از يبرخ ،ينيبشيپ

 ن،يسنگ فلزات يپاكساز يبرا يقو يمحلولها از استفاده
 ستيز. )13(گردديم ستيز طيمح هيثانو يآلودگ باعث
 يمؤثر به طور توانديم ارگانيسمهاكرويم كمك با ييپالا

. )15(گردد ستيز طيمح در نيسنگ فلزات كاهش باعث
 از نيسنگ فلزات حذف يبرا ارگانيسمهاكرويم ييتوانا

 يليم 100 ات 1 از كمتر محدوده در به ويژه ،يآب يمحلولها
 شيپالا يروشها گريد از را ييپالاستيز روش م،گر
 يرو بر ياديز قاتيتحق ر،ياخ  دهه در. )2(دينمايم زيمتما
 يژگيو دو به توجه با توانا يارگانيسمهاكرويم يمعرف

به  توجه با و گرفته انجام يسازگارستيز و ييپالاستيز
 انكنشيم يبررو ياريبس مطالعات تيخصوص همين

 .)19(است انجام حال در يسم فلزات با ارگانيسمهاكرويم
محمدزاده و همكاران در يك مطالعه  2014در سال 

توصيفي، از خاك آلوده به لجن فاضلاب مزارع مجاور 
ي باكتريهاكرده و ي خانه غرب اهواز نمونه بردار تصفيه

مقاوم به كادميم و نيكل را جداسازي و ميزان تجمع زيستي 
را مورد  باكتريهانيكل و كادميم توسط اين و جذب زيستي 
ي جداسازي باكتريهادر اين مطالعه . )18( مطالعه قراردادند
 Bacillus ،Staphylococcusي جنسهاشده به 

تعلق داشتند كه از اين ميان  Actinomyceteو
Actinomycete  بيشترين مقدار تجمع زيستي را براي هر دو
، مقدار تجمع زيستي ي كمترغلظتهادر . فلز نشان داد

كادميم و نيكل بيشتر از جذب زيستي و در سطوح آلودگي 
در هر دو روش زيست . بالا مقدار جذب زيستي بيشتر بود

توانايي بيشتري براي پالايش كادميم نسبت  باكتريهاپالايي، 
  .)18(به نيكل نشان دادند

 در ياديز تنوع ارگانيسمهاكرويمبا توجه به اينكه 
 و هيثانو تيمتابول يرهايمس دارند يكيتابولم يواكنشها
 يبرا را آنها ،ارگانيسمهاكرويم در شده ديتول يهافراورده

 با مقابله و متنوع يكياكولوژ يزيستگاهها در يسازگار
 از توانديم امر نيا كه كنديم آماده يطيمح يتنشها
موارد،  نيدر ا .)5(رديگ قرار توجه مورد يصنعت يها جنبه
 نيسنگ فلزات با مقابله در سلولها كه يفرآيند نيترياساس
 نيا كردن بند هم جامد،نيب ييپالاستيز به تا برنديم به كار

 هم بند زين و سلول سطح در يعامل يگروهها با يونهاكات
 اما. باشديم سلول درون در يخاص يپروتئينها با كردن
 تنوع و سو كي از يسم فلزات و باتيترك تنوع

به  كه شوديم باعث گريد يسو از يسمهاارگانكرويم
 يسم باتيترك و فلزات با مقابله يبرا زين يگريد يروشها

  .)17 و 8(شود توجه سلول در

پپتيدهاي پلي كتايد و پپتيدهاي غيرريبوزمي دو دسته مهم 
اي باكتريايي هستند كه در توليد  ي ثانويهمتابوليتهااز 

م و تحمل شرايط هاي بيولوژيك در ميكروارگانيس فراورده
اين دسته از . كنند ميايفاء  سخت محيطي نقش مهمي

ي آنزيمها يفعاليتها حاصل كه متنوع ساختار با دهايپپت
با فلزات  بيترك ييهستند، توانا nrpS يژندستجات 

 يميآنز چند تركيبات  nrpS يآنزيمها. )9(را دارند نيسنگ
 يليتهافعا گسترده فيط با ياختصاص يپروتئينها كه هستند

 وزن و متفاوت يساختارها با ييدهايپپت از را يستيز
. سازند مي دياس كينوكلئ از مستقل يروشه ب كم، يمولكول

 مانند يباتيترك د،يپپت ساخت يبوزوميرريغ سازوكار نيا در
 ييسازهاشيپ از لاكتونهادويپپت و دهايپپتيدپس دها،يپوپپتيل

 ك،ينوژنيوتئرپريغ يدهاينواسيچرب، آم يدهاياس :شامل
شده،  لهيمت تروژنيبا ن دهاينواسيآم ،دهاينواسيآم يدروكسيه

يم يبند بيترك دهاينواسيآم- Dو  دهاينواسيشبه آم
 ييتواناهدف از اين مطالعه بررسي . )23(گردند

 كبالت، كل،ين نيسنگ فلزاتمقاوم به  يارگانيسمهاكرويم
 خان يقل يعل حاج نمك اچهيدر از شده غربال مس و ميكادم
در اين مطالعه . بود nrpS يژنها محصولات ديتول يبرا
 ديتول ييتوانابا  نيسنگ فلزات به مقاوم يارگانيسمهاكرويم

  .معرفي شدند nrpSي ژنها محصولات
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  روشها و مواد
ي مختلف جنوب غرب نواحياز  يبردارنمونه: يبردارنمونه

 موقعيت جغرافيايي(سمنان  خان يقل يعل حاجنمك  اچهيدر

N3550 تا N3600 و E5426 تا E5454( تصادفي  به صورت
درياچه بود  شامل خاك، آب و نمكها  نمونه. انجام گرفت

 به لياستر طيشرا در و يكدگذار يبردارنمونه محل دركه 
  . كشت آماده شدند يبرا و منتقل شگاهيآزما

 1 ،و نمك خاك يهانمونه از: ارگانيسمهاكرويم يجداساز
 اچهيدر آب نمونه از و يولوژيزيسرم ف تريليليم 10 بهگرم 

نمونه.  شد اضافه يولوژيزيف سرم تريليليم 9 به تريليليم 1
، 10 - 1 شاملهاي  رقت سري در نمك، و آب خاك، يها

دو  به مدتجداگانه  به صورت كيهر  10 - 3، 10 - 2
 عيمااز . ديگرد يگرماگذاردور در دقيقه  200 در ساعت

، 7، 3با  )مرك( براث نتينوتر كشت طيمح در آنها ييرو
 يمحيطهاو ) مرك( ميسد ديكلر درصد 20 و 15، 10

)  SWN (Sea water  Nutrient Agar  )10(، )MH(كشت 
Moderate  halophilic medium  )16( ،)LNSWN( Low 

nutrient Modified halophilic medium ، MGM) ( 
Medium Modified Growth )24( و  2،10، 2با  به ترتيب

 24 يكشت انجام و در فواصل زمان ميسد ديكلر درصد 23
با  ه،يروز پس از انجام كشت اول 14ساعت و  72ساعت، 

. شدندو خالص  يجداسازاي،  روش كشت چهار مرحله
 زريو در فر درصد 20 سروليخالص شده درگل يهاهيجدا
  .نگهداري شدندسلسيوس درجه  - 70

 و يشناس ختير يويژگيها ساسا بر هاهيجدا ييشناسا
 ،ارگانيسمهاكرويم يسازخالص از بعد: ييايميوشيب

جداسازي  كشت طيمح يبررو آنها هر يك از ييشناسا
 ،يكلنشامل اندازه  يماكروسكوپي ويژگيهااساس  برشده، 
 انجام يكلن جنس و هيحاش سطح، رنگ، ،يظاهر شكل
 يويژگيهابر اساس  ييشناسا بعد مرحله در. گرفت

 ،يكرو ،يالهيم( سميكروارگانيشامل شكل م يكروسكوپيم
 در ارگانيسمهاكرويم گرفتن قرار نحوه اندازه،، )يچيمارپ

 نوع، )آنها اجتماع وشكل پراكنده ايمجتمع ( لام يرو
 شكل و محل اسپور، وجود گرم، يزيآمرنگه ب واكنش
 داز،ياكس و كاتالاز حركت، يآزمونها با .شد انجام اسپور
 در. ديگرد نييتع ها هيجدا ييايميوشيب يويژگيها از يبرخ
 3 دروژنيه ديپراكس از ،هاهيجدا يكاتالاز تيفعال يبررس
 يبررس يبرا و سميكروارگانيم تازه جامد كشت و درصد
 لنيپارافن ليتترامت درصد 1 محلول از ،يدازياكس تيفعال
  .)10(شداستفاده  ديدروكلرايهيد نيآميد

: ميسد ديكلر نمك تحمل زانيم ساسا بر يگرغربال
 ،ارگانيسمهاكرويم بودن هالوتولرانت اي ليهالوف نييتع يبرا
 ميسد ديكلر درصد با طيمح يرو بر هاهيجدا از كي هر

 كشت ،خود يجداساز طيمح به نسبت شتريب ايكمتر 
 MGM طيحاصل از مح يهاهيجدا كه بيترت  دينب شدند؛

 درصد 2( SWN طيمح يرو) ميسد ديكلر درصد 23(
 طيحاصل از مح يها هيو برعكس و جدا) ميسد ديكلر

MH )10 مذكور  طيهر دو مح يرو) ميسد ديكلر درصد
  .دنديكشت گرد

لكه يروشهابا  فلز به مقاومت اساس بر يغربالگر
 يارگانيسمهاكرويم: تيكروپليم و جامد طيمح در يگذار
ه جداي 21( ميسد ديكلر درصد 23 تا درصد 10 به مقاوم

به ) MHو  MGM يكشتها طيمح از يجداسازحاصل از 
 ,NiSO4. 6H2O  ن،يمقاومت به فلزات سنگ يبررس منظور

CdCl2. H2O, CoSO4. 7H2O, CuSO4. 5H2O  انتخاب 
  . دنديگرد

لكه روش با فلزات به اه جدايه مقاومت سنجش يبرا
 مس، كل،ين فلزات حاوي  MHكشت  طيمح )1(، يگذار

صفر  و  7، 5، 3، 2، 1، 5/0  يغلظتهابا   ،ميكبالت و كادم
- 6و  10- 3 يرقتهاسپس با استفاده از . شد هيمولار ته يليم

ي گذارهكل  MH طيدر مح  هر باكتري  فارلند مك مين 10
 ساعت 36 به مدت پليتها. گرفتي انجام ا نقطه به صورت

  . شدند يگرماگذار سليسيوس درجه 37 يدما در
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 ميكروليتر 200 ،تيكروپليماز  كچاهدر هر  )2(روش  در
، mM 5/0 ،1 ،12/3 يغلظتهاحاوي  MHكشت  طيمح
  رقتميكروليتر 20. اضافه گرديد  50، 25، 5/12، 25/6

 طيحاصل از مح يهاهيجدا فارلندمك مين ODاز  10- 1
 حيتلق عيما طيبه مح،  MHكشت  طيو مح MGMكشت 
 بدون كشت طيمح و فلز روش، نيا در. شدند

 يحاو كشت طيمحو  يشاهد منف به عنوان سم،يرگانكروايم
شاهد مثبت در نظر  به عنوان فلز بدون سميكروارگانيم

 36 به مدت حاوي هر جدايه پليتهاكرويم. گرفته شدند
 يگرماگذار سليسيوس درجه 37 يدما در ساعت
  .)1(شدند

به  nrpSوجود ژن  يبررس و يژنوم DNA استخراج
از  DNA استخراج: ازمريپل يا رهيواكنش زنج روش
از شركت  DNP TM KIT تيبا استفاده از ك هاهيجدا
   DNA  . انجام شد تيطبق روش ارائه شده در ك ناژنيس

 يبررس .ديگرد خالص   RNAse Aماريت با شده استخراج
 باو  مرازيپل يارهيزنج واكنش به وسيله nrpSوجود ژن 

زا اج. انجام شد) 1جدول( ياختصاص يآغازگرها كمك

- 1X،mM  )2الگو، بافر   DNAنانوگرم 1واكنش شامل 
5/1( MgCl2،  mM )25/0 (dNTP،mM  25/0  از هر
 Taq Polymerase ميواحد آنز 1 و) 1جدول ( مريپرا

اوليه در دماي  يواسرشتگ. بودميكروليتر  25 ييدرحجم نها
با كمك دستگاه دقيقه  5 به مدتدرجه سانتي گراد  95

 .انجام شد  Labcycler (SensoQuesT)ترموسايكلر مدل
درجه  95در دماي  يواسرشتگ: چرخه شامل 35در  ريتكث

- 56در دماي  يشدگ ثانيه، جفت 30 به مدتسانتي گراد 
در  يساز ليطوثانيه و  40 به مدت درجه سانتي گراد 45

. دقيقه انجام گرفت 1 به مدتدرجه سانتي گراد  72دماي 
درجه سانتي  72 دمـاي در نيز يينها شدن ليمرحله طو

مـحصـول  ـتيدر نـها. دقيقه انـجـام شد 10 به مدت گراد
 از استفاده با فورزوالكتر به روش مرازيپل يارهيزنج واكنش

واكنش  طيشرا .ديگرد يبررس درصد 8/0 آگارز ژل
شامل  MgCl2متفاوت  يغلظتهابا كمك  مرازيپل يا رهيزنج

، 51، 47 يفت شدگج هايمولار و دما يليم 2 و 8/1، 5/1
 يسازنهيدر هر مورد بهدرجه سانتي گراد  57 ،55 ،53
  .ديگرد

  مشخصات پرايمر مورد استفاده -1جدول 

Ref 
Annealing (ºc) 
temp (˚C) 

Sequence (5'-3') Genes Primer ID 

)4(  60 GCSTACSYSATSTACACSTCSGGnrpS A3 
SASGTCVCCSGTSCGGTASnrpS A7 

)27( 64-52 
CAACCCCTATGCCTTTTGAA nrpS NS1 

TAAACAACCCATGCTCCACA nrpS NS2 
تجزيه وتحليل آماري، نتايج اين پژوهش با  :ها آناليز داده

 p  > 05/0انجام گرفته و ميزان  SPSS22كمك نرم افزار 
  .تفاوت آماري معني دار در نظر گرفته شد به عنوان

  نتايج
 MGM، 20 تكش طيمح از: ارگانيسمهاكرويم يجداساز

 LNSWN ، 6؛هيجدا SWN ،  70؛هيجدا MH، 31 ؛هيجدا
 يخالص ساز هيجدا 33 ميدسديبدون كلر NA و هيجدا

 يمحيطها در ارگانيسمهاكرويم رشد زمان. ديگرد
SWN،LNSWN  و NA 1 -2 طيروز، در مح MH 2 نيب-

  .بود روز 10 تا 2 نيب MGM طيروز و در مح 3

غربال شده نشان داد كه  يهاهيجدا يماكروسكوپ مشاهدات
 يصورت و ياقهوه به ليما ،يريش رنگ،يب يرنگها كلنيها

 يها هيجدا در اغلب قرمز گمانيپ. داشتند قرمز به ليما
 كلنيها مشاهده شده است و اندازه MGM طيحاصل از مح

قطر ( بزرگ تا) متريليم 1 حدود قطربا ( كوچك اريبس از
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رهيدا به صورت كلنيها شكل. بود ريمتغ) سانتيمتر 1 حدود
 سطوح دار،جوانه/ يديزوئير رمنظم،يغ/ منظم هيحاش با يا

 قوام. بود فرورفته سطوح ده،يچروك/ صاف برجسته يكلن
لزج وكشسان  ،متفاوت جامد، سفت يحالتها هاكلني
  . داشت

براساس نتايج : اههيجدا يشناس ختير يويژگيها
 باسيل هاهيجدا درصد 90 حدود يكروسكوپيمي بررسيها

 ،يمنف گرم يباسيلها شامل باقيمانده درصد 10 و مثبت گرم
. بودند Actinomycete و يمنف گرم مثبت، گرم يهاكوكسي
 و ييانتها ،يمركز( اسپور يدارا هاهيجدا درصد 5 حدود

 اندازههم زين يبرخ و سلول از تربزرگ اندازه با) انتها مين
 . سلول بودند

 ،MGMكشت  طيا شده از محجد يهاهيسو درصد 20
 همه. بودند مثبت كاتالاز درصد 80 و يمنف كاتالاز

كاتالاز  MHكشت  طيجدا شده از مح يهاارگانيسمكرويم
كشت  طيجدا شده از مح يهاهيسو درصد 10. مثبت بودند

MGM، نشان رنگ رييتغ داز،ياكس آزمون محلول افزودن با 
 را بنفش به ديشد رنگ رييتغ هاهيسو درصد 80.ندادند

 رنگ گر،يد درصد 10 در و) يقو دازياكس( دادند نشان
 در). فيضع دازياكس( شدديده  بنفش به ليما يكم كلنيها
 MH، 42كشت  طيجدا شده از مح يهاهيسو مورد
 رييتغ دازياكس معرف به پاسخ در ارگانيسمهاكرويمدرصد
داراي  هاهيسو درصد 6، )يمنف دازياكس( ندادند رنگ
به  ليما يكم هاكلني رنگ درصد 52 در و يقو زداياكس

  ).دازمثبتياكس(بنفش شد 

 به مقاومت سنجش در: ها هيجدا فلز به مقاومت يبررس
ازنظر مورفولوژي  كه MGM  محيط يهاهيجداتمامي  فلز

. وخصوصيت بيوشيميايي يكسان نبودند، بررسي شدند
 اومتمق نيشتريب  ت،يكروپليروش مدر  نتايج نشان داد كه 

 فلز به نسبت را تيحساس نيشتريب و كلين فلز به نسبت را
در  ارگانيسمهاكرويم كه يغلظت نيشتريب. دادند نشان ميكادم

فلزات  يو برا mM 6 كليفلز ن يآن رشد كردند برا
. بود mM 5/0و  5/0، 3 به ترتيبو مس  ميكبالت، كادم

 روش نيا در شود،يم مشاهده 1 تصوير در كه طورهمان
فلز مس  mM 5/0كه در غلظت  ييارگانيسمهاكرويم عدادت

  .)1تصوير( بود مياز كادم شتريرشد كردند ب

  
فلز كبالت،  Mm3  كل،يفلز ن mM 6حداكثر  هاهيجدا. تيكروپليم به روش ميكادم و مس كبالت، كل،ين فلزات به مقاومت يبررس جينتا -1تصوير
mM 5/0 ون؛يكلكس شاخص بدون و شماره با فقط هاهيجدا شناسه تصوير بهتر وضوح يبرا. را تحمل كردند ميمس و كادم DDBCC نشان داده ،

  .شده است

 كليبه فلز ن نسبتهالوتولرانت  يهاهيجدا مقاومت يبررس
 درصد 10 جامد نشان داد كه طيدر مح يگذارلكه روشبا 

- يليم 2 هاهيجدا درصد 30 مولار،يليم3 حداكثر هاهيجدا

 هاهيجدا درصد 5 مولار،يليم 1 هاهيجدا درصد 5 مولار،
 چيه هاهيجدا درصد 20 و كلين فلزاز  مولاريليم 5/0

مشابه نسبت به  يدر بررس. از فلز را تحمل نكردند يغلظت
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 5 مولار، يليم 3 غلطت هاهيجدا درصد 25فلز كبالت، 
 هاهيجدا درصد 25 مولار، يليم 2 غلظت هاهيجدا درصد
- يليم 5/0 غلظت هيجدا درصد 10 مولار، يليم 1 غلظت
نسبت به فلز كبالت حساس  هاهيجدا درصد 5 مولار،
 فلز به نسبت هاهيجدا نيا كه است يحال در نيا. بودند
 فلز به نسبت يول نداشتند رشد يغلظت چيه در ميكادم
 درصد 25 مولار، يليم 2 غلظت هاهيجدا درصد 25 مس،
 غلظت هاهيجدا درصد 20 مولار، يليم 1 غلظت هاهيجدا
عدم رشد را  هاهيسو درصد 30 و كردند تحمل را صفر

مقاوم به  هيجدا كي يبرا شيآزما نيا جهينت. نشان دادند

 هيجدا كيو  ميكبالت، مس و حساس به كادم كل،يفلز ن
مقاوم به  نسبتاًو  ميحساس به فلزات كبالت، مس و كادم

شماره  هيجدا .داده شده است نشان 2، در تصوير كلين
و كبالت تا  كليفلزات ن يكشت حاو طيمح يرو 151

جدايه حداكثر  نيا. داشت يفيرشد ضع مولاريليم 3حدود 
 يبررو رشد به قادر ولار مس رشد داشت امام ميلي 2روي 
 فقط 11 شماره هيجدا. نبود ميكادم يحاو كشت طيمح

 يرشد. رشد كرد كلين مولاريليم 2 يحاو طيمح يبررو
 مولاريليم 1 اي و 5/0 يدارا يمحيطها يبررو هيجدا نيا از

  .مشاهده نشد ميكبالت، مس، كادم

  
 به مقاوم نسبتاً 11هيجدا) ب( مس؛ و كبالت كل،ين فلزات به نسبت مقاوم 151 هيجدا) الف( ،يگذار لكه به روش ها هيجدا يغربالگر جينتا -2 تصوير

  .ميكادم و مس كبالت، به حساس و كلين

 واكنش از استفاده با nrpSوجود ژن  يبررس جيانت
 NS2و   NS1يكمك آغازگرها با ريتكث: مرازيپل اي هريزنج
 غلظت ودرجه سانتي گراد  50 يشدگ جفت يدما و
 400 نيبات ژني با اندازه قطع وجود مولار، يليم 2 ميزيمن

، 133، 130، 11، 5 يها هيجدا در را يباز تجف 1500تا 
 DNAقطعه  ها هيدر اغلب جدا. نشان داد 151و 144، 138

  ).3تصوير (ظاهر گرديد  يجفت باز 900تا  800نيب

  
با شماره  رهايمس . NS1/NS2ي با استفاده از جفت آغازگرها) ؛ ب A3/A7يبا استفاده از جفت آغازگرها) الف:  nrpSيژنها ريتكث جينتا -3تصوير

  .bp50 يكولنردبان مول Mريمس. اند دهيمشخص گرد ها هيجدا
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 واكنش طيشرا يساز نهيبه يمارهايت جينتابراساس 
 5/1 وmM2 ،8/1  يغلظتها از استفاده با مرازيپل يا رهيزنج
 MgCl2 طيدر شرا  DNAتعداد قطعات نيشتريب MgCl2از 

mM2 ماريت. ديمشاهده گرد MgCl2 mM2 يدما رييتغ 
درجه سانتي  53تا درجه سانتي گراد  47 از يشدگ جفت
  .آمده نداشت به دست DNA بر تعداد قطعاتد تاثيري گرا

  ث و نتيجه گيريبح
در درياچه نمك سمنان ميكروارگانيسمهاي قابل كشت 

اين . شود متري را شامل ميميكربي سهم ك مقايسه با جامعه
پيش از  انجام شده وي قابل كشت گروههاپژوهش برروي 

ل كشت بر روي ميكروارگانيسمهاي غيرقاب پژوهشينيز اين 
مطالعه در  ابعاد مورد. انجام نگرفته است اين درياچه

ي ارگانيسمهاتعداد ميكرو بازده به شناختي ي بومپژوهشها
هاي فيزيكي  اندازه ،ي كشتروشهاغربال شده از 
و نيز فضاهاي مورد بررسي  گستردگي ،ميكروارگانيسمها

در دليل  به همين. وابسته است برداري تعداد نمونه
ازكشت، تنوع  در روشهاي مستقل اسيميكروب شن

دادن آن  و نسبت مورد بحث است،شناسايي شده هاي  گونه
نظر آماري  به تنوع موجود و جامعه اصلي ميكربي از

  . )26(باشد صحيح نمي

قلي خان سمنان از نظر موقعيت  درياچه نمك حاج علي
 جغرافيايي در جنوب شرقي شهر دامغان واقع شده است

متر از  1094تا  1050مربع مساحت و بين  كيلومتر 2391.
هاي خاك آن وجود  آناليز نمونه .سطح دريا ارتفاع دارد

ي فلزي از قبيل كادميم؛ آلودگيهاي سديم و كلر و يونها
گري  بنابراين غربال. كرده است تأييدنيكل و سرب را 

دميم و نيكل در اين پژوهش انتخاب كامقاومت فلزي 
رايط سخت در بوم اين ناحيه تعداد ش به دليلاگرچه . شدند

ازاي هر گرم خاك كاهش داشته ه ب آنها و تنوع باكتريها
ي اين ناحيه به ارگانيسمهابخش اعظم ميكرو ،است

و سپس  Bacillus spي مقاوم باكتريايي از جمله جنسها
Actinomycete شباهت دارند .  

 يارگانيسمهاكرويم يغربالگر در حاضر، پژوهش در
 ،درصد 13 )جدايه20( به ترتيب خان يقل يعل جحا اچهيدر
 6( و درصد 75/43 )جدايه 70( ،درصد 5/19 )جدايه 31(

 ،MGMكشت  يمحيطهاها از  هيجدا درصد 7/3 )جدايه
MH، SWN، LNSWN  از  درصد 62/20 )جدايه 33(و
، آمد به دست آگار نتينوتربدون نمك  طيمحاز  هاهيجدا

هاي  ند كه با حذف جدايهرشد كردجدايه  160 در مجموع 
مشابه از نظر خصوصيت مورفولوژي و بيوشيميايي در 

جدايه براي مراحل بعدي آزمايش انتخاب  21نهايت 
 يباكتر سميكروارگانيم نوع دو ازمذكور  يهاهيجدا. گرديد

 است، كه باكتريهامربوط به  يفراوان نيشتريب. بودند قارچ و
 جهينت نيا مشابه. گيرد يقرار م مثبت گرم يباسيلهادر گروه 

 و دگليب و آران اچهيدر يارگانيسمهاكرويم يبررس در
 تنوع يبررس در. است آمده به دست زين هياروم اچهيدر
و تحمل كننده  دوستنمك يارگانيسمهاكرويم يستيز

 ه،يجدا 217همكاران، از  ونمك توسط آموزگار 
و  يگرم منف ليباس هيجدا 48گرم مثبت،  ليباس هيجدا120
 يبررس در. )16 و 11(گرم مثبت بودند يكوكس هيبق

 و يپنيشاه توسط شانيگم تالاب يزسخت يباكتريها
 شده، يجداساز يباكتر 224 نيب از زين، )1392( همكاران
 را يفراوان نيشتريب هيجدا 131 با مثبت گرم يباسيلها
 گرم دهيخم اشكال ه،يجدا 54 با يمنف گرم ليباس. داشتند

به  هيجدا 7 با مثبت گرم يكوكوسها و هيجدا 32 با يمنف
  . )22(داشتند قرار بعد يهارتبه در ترتيب

 يارگانيسمهاكرويمنتايج پژوهش حاضر نشان داد كه 
به  نمك درصد 23 و 10 يمحيطها از جداشده هالوتولرانت

 به نسبت توانستند ي سختمحيطها تحمل ييتوانا دليل
 كه يصورت در. دهند نشان يشتريب مقاومت نيسنگ فلزات

 اينمك و  درصد 2 طيجداشده از مح يارگانيسمهاكرويم
 به مقاومت سنجش. ندادند بروزرا  يژگيو نيكمتر چن
نمك  اچهيغربال شده از در يهاهيجدا در فلزات
 بهمقاومت  درها  هينشان داد كه جدا خان يقل يعل حاج

. رندرا دا يفراوان نيشتريب م،يكادم فلز به تيحساس و كلين
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مقاومت مربوط به فلز كبالت و سپس  نيشتريب كليبعد از ن
 مختلف يغلظتها در هاهيجدا رشد يفراوان اگر. مس بود
 در فلز به مقاومت و تيحساس نييتع يبرا يمناسب شاخص

 رشد يفراوان درصد سهيمقا با باشد، ارگانيسمهاكرويم
 كل،ين فلزات شتريب ومولار  يليم 1در غلظت  هاهيجدا
 كه گرفت جهينت توانيم ميكادم و مس بالت،ك
 نيشتريب MH كشتطيمح از شده جدا يارگانيسمهاكرويم

را  تيحساس نيشتريو كبالت و ب كليمقاومت را به فلزات ن
فوق  جينتا مشابه. اندو مس نشان داده ميبه فلزات كادم
. آمد به دست 2003 سال در همكاران وتوسط گابالا 

 , Cd, Cu, Zn پنج فلز با استفاده از الا گاب شاتيمطابق آزما

Ni و Co  برروي مولار  يليم 10تا  5/0 يغلظت بيدر شو
 نيشتريب ،كليمقاومت نسبت به فلز ن نيشتريب ؛گونه 22
ها  گونه درصد 50 بايبود و تقر مينسبت به فلز كادم تيسم

  . )7(حساس بودند ميبه كادم

جام شد، همكاران ان و كه توسط خدابخش يپژوهش در
جدا Salinovibrio costicola  نمك دوست يمقاومت باكتر
 نينسبت به فلزات سنگ دگليآران و ب اچهيشده از در

 شد دهيسنج يسرب، نقره و رو م،يكادم كبالت، مس، كل،ين
 را مقاومت نيشتريب Salinovibrio costicolaي باكتر. )14(

 mM(، كبالت )mM 11( كلين فلزات به نسبت به ترتيب
 ،)mM 5/0( ميكادم، )mM2(، مس )mM 8(سرب ، ) 8
در مورد . نشان داد) mM 05/0(نقره  و )mM 1/0(ي رو
 ميكبالت، مس و كادم كل،يمقاومت به فلزات ن بيترت
  .)14(مشابه پژوهش حاضر است ج،ينتا

 جزء ،يبوزوميرريغ يدهايپپتنكته كه  نيا فيتوص با
و از  نديآيم شماره ب ارگانيسمهاكرويم هيثانو يمتابوليتها

 شواهد، )25(دهستن ارمتنوعيبس عملكرد و ساختارنظر 
 يتنشها به يپاسخ هيثانو يمتابوليتها ديتول كه دهد يم نشان
 نيدر ا. )9(باشديم نيسنگ فلزات تنش جمله از يطيمح

 يمسئول رمزگذار nrpSژن  يفيو ك يپژوهش تنوع كم
 يشاخص ه عنوانب يبوزوميرريغ يدهايسنتزكننده پپت ميآنز

و  هيثانو باتيترك ديدر تول سميكروارگانيم ييتوانا يبرا
مورد مطالعه قرار  نيمقاومت نسبت به فلزات سنگ "احتمالا
 نيدر ب nrpSحضور ژن  يابيارز يبرا .گرفت

 كننده تحمل و ينسب دوست نمك يارگانيسمهاكرويم
دو  خان، يقل يعل حاج نمك اچهيدر از شده غربال نمك،

 استفاده شد A3F/A7Rو  NS1/NS2 )27( آغازگرجفت 
 حفاظت شده يآغازگرها هردو مربوط به نواح نيا. )4(
دو جفت آغازگر با هدف  نيانتخاب ا. )12(هستند A نيدم

 از يادتريز تعداد در ژنها نياز ا يشتريتعداد ب ييشناسا
. نمك انجام گرفت اچهيجدا شده از در يارگانيسمهاكرويم

 در nrpSي ژنها ريحاصل از تكث DNAتنوع قطعات 
 و )4( همكاران و وديساك توسط شده انجام يپژوهشها

، 900 قطعاتنشان داده است كه  )6(همكاران  و شيقارنيا
با استفاده از  يجفت باز 800 و 700، 1000 تا 900

 از ژنوم A3/A7،MTR/MTF2  يآغازگرها
Cyanobacteria  و Actinomycetesدر اين . اند تكثير يافته

 NS1/NS2اختصاصي  ياز آغازگرها استفادهپژوهش كه با 
نشان انجام گرفت، نتايج  nrpS يژنها حضور يبررس  يبرا

 فلزات از يبالاتر غلظت توانستنديم كهايي ه جدايه داد كه
 يشتريبتكثيريافته  قطعات تعداد كنند، تحمل را يسم

   .داشتند

ي رروب  جلنوردناين نتايج، بررسي  تأييددر 
Actinomycetes تعداد قطعات  داد نشانDNA  ظاهر شده
 شده ظاهر باتيترك تعداد با ، nrpS يژنها ريدر واكنش تكث

بسته  هيثانو يمتابوليتها نوع اما. )20( دارد ميمستق نسبت
كه آن متفاوت و متنوع است  ستيو محل ز يبه نوع باكتر

 شاتيمابا آز يستيبا هيثانو باتيترك نينوع و عملكرد ا
تعداد قطعات . گردد نييمختلف تع يستيو ز ييايميش

DNA يژنها ريحاصل از تكث nrpS حضور مؤيد توانديم 
در  ينقش كيگروه باشد كه هر نيمختلف در ا يآنزيمها

 شتريدارند، لذا تعداد ب هيثانو تيساخت متابول ليتكم
 شتريو تعداد ب ميآنز شتريتعداد ب نگريانما DNAقطعات 

. )20(است شتريب هيثانو باتيساخت تعداد ترك مؤيد ميآنز
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 نيسنگ فلزات به مقاومت يگر وغربال يمولكول يبررسيها
 ديتول يكيژنت ييتوانا نيپژوهش نشان داد كه ب نيدر ا
ارتباط  نيو مقاومت به فلز سنگ يبوزوميرريغ يدهايپپت

  .وجود دارد ميمستق

 يهاارگانيسمكرويم كه داد نشان پژوهشاين  جينتا
نسبت به   MGMو  MHيمحيطها از جداشده هالوتولرانت

بنابراين . داشتند يشتريب مقاومت طيمح در نيسنگ فلزات
 يژنها يالقارا نيز عامل  ن،يفلزات سنگ توان حضور مي

 با. دانست هيثانو يمتابوليتهاساخت خاموش مربوط به 
 يمتابوليتها جزء ،يبوزوميرريغ يدهايپپت نكهيا به توجه

و از نظر  نديآيم به شمار ارگانيسمهاكرويم در هيوثان
پژوهش تنوع ژن  نيدر ا .ساختار و عملكرد متنوع هستند

nrpS ،يدهايسنتزكننده پپت ميآنز يمسئول رمزگذار 
 ييتوانا يبرا شاخص به عنواني، بوزوميرريغ
 "احتمالا و هيثانو باتيترك ديتول در ارگانيسمهاكرويم

 .گرفت قرار استفاده مورد نيسنگ فلزات به نسبت مقاومت
 دوست نمك يارگانيسمهاكرويم نيدر ب nrpSحضور ژن 

 به مقاومت نيب ميمستق ارتباط نمك، كننده تحمل و ينسب
را  هيثانو يمتابوليتها ديتول يكيژنت ييتوانا و نيسنگ فلزات
توان از اين  ر، ميت به بيان جزئي. مي دهد نشان
ت مقاوم به فلزات سنگين ي هالوتولرانارگانيسمهاميكرو

به  آنها حالي كهالايي بهره برد، در پ براي اهداف زيست
  . ي ثانويه هم كاربرد دارندمتابوليتهايك مزرعه توليد  عنوان

  يقدردان و تشكر

دانشگاه سمنان  يمعاونت پژوهش تيپژوهش با حما نيا
در  يهمكار يبرا ياصغر رضايدكترعل ياز آقا. شد انجام
 سيپرد يميش دانشكده در شده انجام يتما جذب يبررس
   .شوديم يقدردان سمنان دانشگاه ه،يپا علوم
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Abstract 

Todays, secondary metabolites from microorganisms have been used to improve food, 
pharmaceutical and chemical industries. Extremophile microorganisms are one of the 
resources for the secondary metabolites. The heavy metal resistant halotolerants were 
isolated from Haj AliGholi Khan Salt Lake. The potential of the isolates for producing 
secondary metabolites were molecularly investigated by amplification of nrpS genes 
with specific primers A3/A7 and NS1/NS2. In the screening of Haj AliGholi Khan Lake 
microorganisms; 13% of isolates from MGM, 19.5% from MH, 43.75% from SWN, 
3.7% from LNSWN and 20.62% from normal Nutrient agar were obtained. The 
halotolerants were highly resistant against Ni and highly susceptible to Cd. Three to 7 
PCR products were identified from optimized PCR reaction of nrpS genes of heavy 
metal resistant halotolerant with specific primers. Existence of nrpS genes among 
halotolerant and semi- halophile microorganisms from Haj AliGholi Khan Salt Lake 
revealed a direct relation between heavy metal resistance and genetic potential for 
producing secondary metabolites. 
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