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  چكيده

شور اروميه مورد  درياچةاز  Salinivibrioجنس  نمك دوست نسبي ميكروارگانيسم شناسايي بار اولين براي پژوهش اين در
پرشوري است كه در  درياچةاروميه  درياچة. گرفت كه منجر به شناسايي سويه هاي جديدي از اين جنس گرديد قرار مطالعه

 ابتدا. يران و از معدود درياچه هاي فوق اشباع دائمي در جهان مي باشددائمي ا درياچةواقع شده و شورترين ن شمال غربي ايرا
غني سازي و كشت نمونه بعد از . ، جمع آوري و در شرايط استريل به آزمايشگاه منتقل شدندنمونه ها از مناطق مختلف درياچه

سپس سويه هاي منتخب از نظر . متوالي انجام گرفت ها در شرايط تعريف شده، براي دستيابي به كلنيهاي خالص كشتهاي
از بين كل سويه هاي . مورد مطالعه قرار گرفتند) 16S rRNAتكنيك توالي يابي   هلوسيه ب(فيلوژنتيكي  ويژگيهاي فنوتيپي و

 و S. costicola subsp. alcaliphilus  ترتيب بهه سويه ها نزديكترين تشابه را ب درصد 43و  Salinivibrio sp.  ،57ه متعلق ب
S. sharmensis خصوص ه اروميه ب درياچةاين پژوهش، سعي در ارائه ذخاير ژنتيكي جديد از منابع عظيم ميكروبي  .نشان دادند

  .كاربردهاي وسيعي در دانش بيوتكنولوژي مي باشند دارد كه پايه Salinivibrioانواع 

  اروميه، درياچة  .Salinivibrio spشناسايي، باكتري نمك دوست،  :واژه هاي كليدي

  akhavansepahy@gmail.com :كييالكترون پست ،09121547166: تلفن مسئول، سندهينو* 

  مقدمه
يكي از جالب ترين  ،يست محيطياروميه از نظر ز درياچة

 ونهايي درياچةدر آب . زيست در جهان است محيطهاي
SO4 سولفات ،  -Clكلريد

HCO3 ، بيكربنات -2
 به عنوان  -

 ، كلسيم +Kپتاسيم  ، +Mg2منيزيم  ،  +Naو سديمآنيون 
Ca2+ كاتيون بيشترين فراواني را در بين ساير  به عنوان

و  داخلي ايران درياچةشورترين  اروميه درياچة .يونها دارند
ه درياچ شورترين (Dead Sea) بحرالميت درياچه از بعد

علت وجود غلظتهاي بالاي ه و ب شود مي محسوب جهان
  ). 4و  3(ت چگالي بالاس داراياملاح گوناگون، 

 Thalassohalinاروميه از نوع محيطهاي پر شور  درياچة
مشابه آب دريا  محيطها مي باشد كه تركيبات شوري اين

يونهاي غالب در آنها سديم و كلريد مي باشند بوده و 
 pHوه نتيجه تبخير آب دريا بود محيطهااين ). 1شكل (

ي پر محيطهاترين  مهم .خنثي تا اندكي قليايي دارند اًتقريب
در ايالات   Great Salt Lakeدرياچةشور از اين نوع، 

  ). 19و  18 ،10 ،9( متحده آمريكا مي باشد

ارگانيسمهايي هستند كه قابليت ) نمك دوستها(هالوفيلها 
آنها شرايط سخت . زنده ماندن در محيطهاي شور را دارند

زي را شوري را تحمل مي كنند و ظرفيت تنظيم فشار اسم
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در نتيجه در برابر اثرات تخريبي نمك در محيطشان . دارند
  ). 10(مقاومت مي كنند 

  
  اروميه درياچة - 1شكل 

، آركيها :حياتي قلمروارگانيسمهاي هالوفيل در هر سه 
انواع  باكتريهاقلمرو  .باكتريها و يوكاريوتها وجود دارند
 و) هالوفيل( دوست زيادي از ميكروارگانيسمهاي نمك

صورت شمار ه كه ب -  )هالوتولرنت( تحمل پذير نمك
را  -زيادي از گروههاي فيلوژنتيك گسترده شده است 

  ). 28و  17( شامل مي شود

تنوع بيولوژيكي يك موضوع كليدي براي حفاظت طبيعي 
   .)21(به شمار مي رود 

ي اعضاه بيشتر آنها ك نسبي، دوست نمك يباكتريها
و Salinivibrio  ،  Halomonasجنسهاي

Chromohalobacter ،15 يحاو كشتط محي در هستند -
ين ا .ددهن مي نشان خود از بهينه رشد ،نمك درصد 3

 نياز رشد سريع، مانند هايييويژگ داشتن دليل به باكتريها

 ماكرومولكولهاي گوناگونز ا استفاده توانايي و كم غذايي

 در يآلودگ ايجاد عدم و انرژي دريافت منبع تنها به عنوان

مطلوب  صنعتياي ه يندآفر در استفاده براي زيست،ط محي
  ). 24و  16( دهستن

S. costicola به عنوان بلاًق Vibrio costicola  طبقه بندي
 كشف شد 1980ل در سا Smithط ساولين بار تو. شده بود

و   Bergey's Manualهاي ويرايششامل و سپس 
Approved Lists of Bacterial Names  25(گرفت  قرار( .  

را   V.costicolaو همكاران توصيف Garcia، 1987در سال
و  Huang، 2000 سرانجام در سال. )12( تصحيح كردند

 را شرح داده و S. costicola subsp. vallismortisهمكاران 
جنس . اصلاح كردند اًرا مجدد S. costicolaتوصيف 

Salinivibrio  ق به ي هالوفيل نسبي متعلباكتريهاشامل
مي  Gamma-proteobacteriaاز Vibrionaceae  خانواده
نماينده اي براي مطالعات  به عنوان S.costicola. باشد

ي نسبي مطرح شده و در بررسي هالوفيل باكتريها
يم اسمزي در هالوفيلهاي مكانيسمهاي فيزيولوژيكي و تنظ

  ). 20و  14( ته استرفنسبي مورد استفاده قرار گ

، احتياج و تحمل  V.costicolaفرد بودن  هدليل منحصر ب
  ). 12و  11(مي باشد  NaClگسترده آن براي 

كه گروه مهمي از آنزيمها هستند،  ي هالوفيليكپروتئاز ها
  .salinivibrio spهاز گونه هاي مختلف باكتريايي از جمل

   .)7. (جداسازي و شناسايي شده اند

از همچنين سلولازهاي هالوفيل و هالوتولرنت  
salinivibrio sp.  29(مورد شناسايي واقع شده اند( .  

يشان، يبا عملكرد ضد باكتريا باكتريوسينها و هالوسينها
در  پلي ساكاريد هاگزو ا سورفكتانت در اصلاح زيستي،بيو

ها در صنايع ليپوزوم  افزايش بازيافت ميكروبي نفت،
  (PHA)پلي هيدروكسي آلكانوات ها آرايشي و دارويي،

 در توليد بيوپلاستيكها،) باكتريايي كيبات ذخيره شدهتر(
دهنده هاي خوراكي در صنايع غذايي،  افزودنيها و رنگ

انتقال خاصيت تحمل پذيري نمك از ميكروارگانيسمهاي 
نمونه ...   دوست به محصولات با ارزش كشاورزي و نمك

. شمار مي رونده هايي از كاربردهاي وسيع هالوفيلها ب
توليد كننده  به عنوانروارگانيسمهاي هالوفيل همچنين ميك

هاي آنزيمهايي مثل آميلاز، نوكلئاز، سلولاز، گزيلاناز، ليپاز 
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بالقوه اي در زيست  داراي كاربردهاي...  و پروتئاز و
  ). 16و  15( فناوري هستند

اكوسيستمهاي شور مي تواند گامي در ه از اين رو مطالع
 دوست گانيسمهاي نمكجهت بررسي تنوع زيستي انواع ار
گوشه حاضر،  پژوهش در. و شناخت پتانسيلهاي آنها باشد

 درياچةدومين  به عنواناروميه  درياچةاي از تنوع زيستي 
  .گرفته استقرار مورد بررسي شور دنيا، 

  مواد و روشها

با شروع  1390 در اوايل ارديبهشت ماه :نمونه برداري
مختلف درياچه در بارشهاي بهاري، نمونه گيري از مناطق 

نمونه ها توسط شيشه هاي . دو نوبت صورت گرفت
متري آب سانتي 50تا  30درب دار و از عمق استريل 
ه جمع آوري و در شرايط استريل به ارومي درياچة

همچنين در كنار نمونه گيري از  .آزمايشگاه منتقل شدند
آب هر منطقه، نمونه هاي نمك آن منطقه هم جمع آوري 

، شوري و  pH مشخصات نمونه ها از جمله دما،ساير . شد
آورده شده  1مشخصات جغرافيايي نقاط مربوطه در جدول 

  .است
  
  

  مشخصات محلهاي نمونه گيري -  1جدول 
 دما  زمان طول و عرض جغرافيايي محل نمونه گيري  نمونه

(˚C) 

pH  كل شوري  

38S 0516914 كاظم داشي  1
4212350 

'9:55 14 7,20 34%  

 38S 0508193 يبار  2
4205915 

'11:10 16 6,90 33%  

 پل شهيد كلانتري  3
  ضلع غربي ، سمت جنوب

38S 0527776
4180091 

'12:30 16 7,37 24%  

 پل شهيد كلانتري  4
  ضلع شرقي ، سمت شمال

38S 0530952
4181940 

'13:00 16 6,65 36%  

38S 0524422 سواحل گلمانخانه  5
4160858 

'13:40 16 6,35 33%  

 38S 0554403  جزيره آرزو  6
4155666 

'8:58  9 7,11 34%  

38S 0549579 جزيره اسپير  7
4155046 

'9:15 13 7,14 32%  

 38S 0540712  تپه مياني  8
4154011 

'9:28  13 7,11 34%  

38S 0534303 وسط درياچه  9
4157435 

'9:56 13 7,13 34%  

 38S 0523190  گلمانخانه  10
4162056 

'10:45  11 7,27 30%  
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براي افزايش حضور باكتري، لازم بود نمونه  :غني سازي
ي محيطهادر از اين رو نمونه ها . ها غني سازي شوند
  .غني سازي شدند عمومي و اختصاصي

غني سازي در محيط نوترينت براث بر اساس روش : الف
با . انجام گرفت) Amoozegar et al., 2008  )8پيشنهادي 

  :شكل صورت گرفت ين روش به دواين تفاوت كه ا
افزودن نمونه ها بدون سانتريفيوژ كردن و انتقال نمونه  - 1

  .مستقيم به محيط نوترينت براث طوره هاي شوراب ب
 3000ر دوافزودن نمونه ها بعد از سانتريفيوژ كردن با  - 2

  .به محيط نوترينت براث دقيقه 5ت و به مد
 5 تبراث با غلظ نوترينت ونه ها به محيطنمهر دو سري 

و در انكوباتور  منتقل   =7,2pH-7,4 و نمك درصد
و در دماي  r.p.m 150 ساعت، با 48- 72 شيكردار به مدت

در نتيجه رشد  .ندشد گرماگذاريدرجه سانتي گراد  35
  . در محيط نوترينت براث، كدورت ايجاد شد باكتريها

در براي جداسازي باكتري ويبريو، لازم بود نمونه ها : ب
   .يك محيط اختصاصي ويبريو غني سازي شوند

پيشنهادي احمد غني سازي در اين محيط بر اساس روش 
 10 براي اين منظور،. انجام گرفت )6(هلاكو و همكارانش 

ت دور در دقيقه و به مد 3000ر از هر نمونه با دوميلي ليتر 
از نمونه ته لوله ميلي ليتر  1س سپ .فيوژ شدي، سانتردقيقه 5
، با دو Alkaline Peptone Waterمحيط ميلي ليتر  9 رد

 24- 48 مدته ريخته و ب، درصد 10 و 5ف مختل غلظت
ي شد گرماگذار درجه سانتي گراد 37 ردر انكوباتو ساعت

  .گرديد، كدورت ايجاد باكتريهاو در نتيجه رشد 
 1ز ، توسط  لوپ اانجام غني سازيپس از  :كشت

بر اساس روش پيشنهادي ( سانتيمتري قسمت بالايي محيط
 Laboratory Procedure – Health productsكشت در 

and food branch ( )13 ( محيط روي ر بو  هبرداشته شد
 5ت با غلظ( Nutrient Agarو MacConkey Agar  رداآگار
 4 صورته ب كشت. گرديد منتقل =pH 8 و) درصد 10 و

درجه  35- 37  در دمايپليتهاي فوق  و انجام گرفت يخط
ساعت شاهد  24- 48ز بعد ا. ندگرماگذاري شد سانتي گراد

و براي دستيابي به كلنيهاي خالص،  رشد كلنيها بوده
  .شدمتوالي انجام  كشتهاي

از هر كدام از كلنيها لام تهيه  ابتدا :بررسي مورفولوژيك
، رنگ ي تهيه شده به روش رنگ آميزي گرملامها .شد

كوپ نوري مورد بررسي و در زير ميكروس گرديدآميزي 
 .ييد شدأت KOHت توسط تسنتايج سپس  .قرار گرفت

براي بررسي حركت باكتري، از هر كدام از كلنيها لام 
  بزرگنماييمرطوب تهيه شده و در زير ميكروسكوپ با 

 40 x
  .بررسي گرديد 

براي اين منظور از  :تستهاي تشخيصي و بيوشيميايي
ي محيطهاميايي و نيز ي معمول براي تستهاي بيوشيمحيطها

لازم . اختصاصي ويبريو براي افتراق اين باكتري استفاده شد
يي همراه با محيطهابه توضيح است تمامي تستها در 
كه اشاره  گونه همان .درصدهاي نمك مربوطه انجام گرفت

ترين  مهمويبرو باكتري گرم منفي و متحركي است كه شد، 
مورفولوژي آن رنگ آميزي گرم و ، آنتشخيصي  هايتست

كاتالاز  ،اكسيداز هايتستدر بررسيهاي ميكروسكوپي و نيز 
ساير تستهاي بيوشيميايي نيز انجام گرفته  .دنمي باش OFو 

  .درج شدند 2و نتايج در جدول 
تشخيص براي تكميل كار پژوهشي و  :شناسايي مولكولي

 PCR نمونه ها،از  DNAاستخراج  ،كلنيهاي جدا شده دقيق
براي  .تگرفانجام  16S rRNA توالي يابي تيكيآزمون ژن و

 ، سويه هاي نزديكمورد مطالعهه سوي 80اين منظور از بين
، بر اساس مقايسه با تستهاي به ويبريو و مشكوك تر تر

 OF،كاتالاز، اكسيدازنيز با توجه به تستهاي مرجع و 

(GLU) ،  خواص حركت و همچنين بررسي تست
شكل و رنگ و بو، نظر  ي موجود ازمورفولوژي كلنيها

   .، انتخاب شدند  PCRتكنيك سويه براي انجام 15تعداد 
ژنومي سويه هاي جدا شده، از كيت  DNAبراي استخراج 

مركز ملي ذخاير ( IBRC استخراج باكتري گرم منفي
-Gram negative bacteria miniژنتيكي و زيستي ايران

prep genomic DNA extraction kit  ،مبر نسخه سپتا
مربوطه ژنوم  دستور كاراستفاده شد و بر اساس ) 2011
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سپس با انجام الكتروفورز نمونه . نمونه ها استخراج گرديد
آنها مورد  DNAهاي منتخب بررسي شده و استخراج  

منظور تكثير ژنوم استخراج شده، با ه ب .ييد قرار گرفتأت
-′5  :با توالي نوكلئوتيدي  27F: استفاده از دو پرايمر

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′  1492وR  با
-GGTTACCTTGTTACGACTT-′5  :توالي نوكلئوتيدي

  :زير انجام شد دور و با برنامه 30در   PCRتكنيك، 3′
، دقيقه 3مدت و به درجه سانتي گراد  94 :واسرشتي اوليه

 :اتصال، دقيقه 1و به مدت درجه سانتي گراد  94 :واسرشتي
 72 :، گسترشدقيقه 1به مدت  ودرجه سانتي گراد  57- 58

 72 :گسترش نهايي، دقيقه 5/1و به مدت  درجه سانتي گراد
 25: دارياي نگهدمدقيقه،  10به مدت  درجه سانتي گراد
  .يهثان 10به مدت و  درجه سانتي گراد

 16S rRNA براي اطمينان از تكثير درست و مناسب ژن 

 .رسي شدسويه هاي منتخب، با انجام الكتروفورز نتايج بر
به  PCRنتايج حاصل از  16S rRNAبراي تعيين توالي 

سپس نتايج حاصل از تعيين . فرستاده شد جنوبي كشور كره
در  و ويرايش شد .Chromas Proتوالي با استفاده از برنامه 

، تشابه تواليهاي حاصل با توالي  EzTaxonپايگاه اطلاعاتي
قرار مورد مقايسه Gen Bank  سويه هاي ثبت شده در

و در  گرفته و درصد تشابه آنها با انواع شناخته شده تعيين
  .ثبت شد 3جدول 

، درخت ClustalXپس از هم راستا كردن ترادفها با برنامه 
 MEGA5فيلوژنيكي سويه ها با استفاده از نرم افزار

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis)  به روش
Neighbour-joining رسم گرديد.  

  ايجنت
لوژي هر يك مورد بررسي قرار پس از رشد كلنيها، مورفو

روش رنگ  در. و از هر كدام از آنها لام تهيه شد گرفت
گرم منفي قرمز رنگ، ي باكتريهابه وضوح،  آميزي گرم نيز

بدون اسپور و ميله اي شكل كوتاه و خميده مشاهده 
نيز در تمامي نمونه  KOH در نتايج حاصل از تست .گرديد

حالت چسبناكي مشاهده و گرم منفي بودن تمامي نمونه  ها،
توسط لام  انجام گرفتهطبق بررسيهاي  .ييد شدأها ت

مرطوب، حركت تند باكتري ويبريو به وضوح قابل مشاهده 
اكسيداز  همچنين ظهور رنگ بنفش تيره در ديسكهاي. بود

هيدروژن  و نيز آزاد شدن حبابهاي گاز اكسيژن در حضور
نشانه اكسيداز و كاتالاز مثبت بودن ، درصد 3 پراكسيد

و ظهور رنگ زرد در  OFاسيدي شدن محيط  .نمونه ها بود
 :داراي پارافين - هوازي  :فاقد پارافين( OFهر دو محيط 

ساير تستها . مثبت گزارش شد OFصورت ه ب) هوازي بي
، تستهاي يز انجام شد و مشخصات مورفولوژيكن

ناسايي شده در اي شايي سويه هيتشخيصي و بيوشيم
  .ثبت گرديد 2جدول 

 ياييمشخصات مورفولوژيك، تستهاي تشخيصي و بيوشيم -  2جدول 

URM I URM B URM 17   
 

Centrifuge 
NB 
NA 
5% 

 
Centrifuge 

APW 
Mac A  
10% 

 
Centrifuge 

APW 
Mac A  

5% 

  

  سانتريفيوژ نمونه
  محيط غني سازي
  محيط كشت جامد
شت نمك محيط كشتها

ط ك
محي

  

  رنگ كلني  صورتي  تيره صورتي  كرمي

ريز ، گرد ، محدب ،
  گوشه ها صاف ،كدر

گرد ، محدب ، گوشه
  هاي صاف

ريز ، گرد ، محدب ،
  صاف  يگوشه ها

  شكل كلني

  شكل سلول باسيل كوتاه خميده باسيل كوتاه خميده باسيل كوتاه خميده
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  گرم رنگ آميزي منفي منفي منفي

+  +  +  KOH 

  حركت  +  +  +

  اكسيداز  +  +  +

  كاتالاز  +  +  +

-/+  -/+  -/+  O / F 

/+-/-  /+-/-  /+-/-  S / I / M 

  Urease  -  -  ضعيف

+  +  +  Nitrate  

-  -      -   Simmons’ Citrate  

A/A K/A  A/A TSI  

+  -  -  MR 

-  -  -  VP 

+  +  +  Gelatin  

+  +  +  Aesculin 

-  -  -  Lysine decarboxylase 

-  -  -  Ornithine decarboxylase 

-  -  -  Aarginine dihydrolase 

                        

NB :Nutrient Broth; NA :Nutrient Agar; APW :Alkaline Peptone Water; Mac A:MacConkey Agar 

به دست آمده و آناليز نتايج  16S rRNAر اساس توالي ژن ب
 ، تشابه سويه هاي منتخب با EzTaxonدر پايگاه اطلاعاتي

و درصد تشابه آنها گرديد انواع شناخته شده مقايسه 
سويه هاي تعيين توالي شده، از ميان كل  .شدمشخص 

  . بود  Salinivibrioجنس سويه ها متعلق به  درصد 46,7

از سويه هاي جداسازي و شناسايي شده  درصد 57حدود 
 ، قرابت نزديكي در گونهSalinivibrioاز جنس 

Salinivibrio costicola زيرگونه alcaliphilus  و حدود

 از اين سويه ها، بيشترين شباهت را به گونه درصد 43
Salinivibrio sharmensis داشتند.  

در اين  Salinivibrio شدهسويه هاي شناسايي در ميان كل 
 URM 17 و  URM B، URM I سويه هاي  پژوهش،

 .Salinivibrio costicola subspبا  درصد 99تشابه بيش از 

alcaliphilus كه سويه در حالي. را داشتند URM 7  درصد
 Salinivibrioرا با ) درصد 8/95( درصد 97تشابه كمتر از 

costicola subsp. alcaliphilus  نشان داد كه بيانگر تفاوت
قابل ملاحظه اي در سطح گونه و يا حتي جنس بين اين 
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 مي باشد كهژن  سويه ها و سويه هاي ثبت شده در بانك
 در گونهمي توانند ، DNA-DNAبدون انجام هيبريداسيون 

  . گيرندبجديدي قرار 
 درصد 99با بيش از  URM 15و  URM 9 هاي سويه

 متعلق به درصد 92تشابه  با URM 14 سويهتشابه و 

Salinivibrio sharmensis نتايج حاصل از مقايسه  .ندبود
با سويه هاي مورد مطالعه  16S rRNAميزان شباهت ژن 

در  EzTaxonدر پايگاه  سويه هاي استاندارد ثبت شده
   .نشان داده شده است 3جدول 

  رد مطالعه با سويه هاي استاندارد سويه هاي مو 16S rRNAمقايسه ميزان شباهت ژن   -  3جدول 
  سويه مورد مطالعه سويه استاندارد ثبت شده در بانك ژن  درصد تشابه

٩۵٫٨  
٩۵٫۶  
٩۵٫٣  

Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359(T) 
Salinivibrio sharmensis BAG(T) 
Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 701(T) 

 
URM 7 

٩٩٫٣  
٩٨٫۶  
٩٨  

Salinivibrio sharmensis BAG(T) 
Salinivibrio siamensis ND1-1(T) 
Salinivibrio proteolyticus AF-2004(T) 

 
URM 9 

٩٢٫١  
٩٢  
٩١٫۴  

Salinivibrio sharmensis BAG(T) 
Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359(T) 
Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 701(T) 

 
URM 14 

٩٩٫١  
٩٧٫٩  
٩٧٫٨  

Salinivibrio sharmensis BAG(T) 
Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359(T) 
Salinivibrio siamensis ND1-1(T) 

 
URM 15 

٩٩٫٣  
٩٨٫۵  
٩٧٫٣  

Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359(T) 
Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 701(T) 
Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 8285(T) 

 
URM 17 

٩٩٫٣  
٩٨٫۶  
٩٧٫۴  

Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359(T) 
Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 701(T) 
Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 8285(T) 

 
URM B 

٩٩٫٧  
٩٨٫٩  
٩٧٫٨  

Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359(T) 
Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 701(T) 
Salinivibrio sharmensis BAG(T) 

 
URM I 

سويه هاي قرابت نشان دهنده كه  درخت فيلوژنتيكي
توالي  بر اساس  .Salinivibrio sp با ديگرشناسايي شده 

16S rRNA سويه گرديده ودرج  2 مي باشد، در شكل 
Halomonas alkaliphila 18bAGT(AJ640133) به عنوان 

outgroup انتخاب شده است.  
  بحث

همانگونه كه اشاره شد، باكتريهاي نمك دوست نسبي از 
به دليل دارا بودن ويژگيهاي خاص،  Salinivibrio جنس 

اهميت زيادي در فرآيندهاي صنعتي و زيست فناوري 
  ). 24و  16(دارند 

 Salinivibrio costicolaزيستگاه باكتريهالوفيل نسبي 
  ).20(ي نمك سود شده و شورابها معرفي شده است غذاها

بيشترين جدايه هاي محيطي كه قادر به توليد آنزيمهاي 
و Salinivibrio هيدروليتيكي هستند به دو جنس گرم منفي 

Halomonas   تعلق دارند كه به طور وسيعي در محيطهاي
  ). 27و  26(پرشور توزيع شده اند 

ر مطالعات انجام گرفته د  Salinivibrioانواع گونه هاي
. پيشين، از مناطق مختلف دنيا گزارش شده اند

Salinivibrio costicola subsp. vallismortis  در بررسي
در كاليفرنيا با  Death Valleyانجام شده بر روي تالاب 
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و   =3/7pHدرجه سانتي گراد و  37بهينه رشد در دماي 
NaCl 5/2  14(درصد جداسازي شد.(  

 .Salinivibrio proteolyticus spو همكارانش نيز آموزگار 
درصد از نمك كل جدا  17را از درياچة بختگان با غلظت 

  ). 8(كردند 

از اين رو جداسازي اعضايي از اين باكتري نمك دوست از 
درياچة پرشور اروميه نيز بعيد به نظر نمي رسيد كه 

 S. costicolaپژوهش حاضر منجر به جداسازي و شناسايي 

subsp. alcaliphilus وSlinivibrio sharmensis  از اين
  .درياچه شد

  

  
  صد Boot Strapضريب و  Neighbour-joiningبا استفاده از روش  درخت فيلوژنتيكي سويه هاي شناسايي شده -2شكل 

 S. costicola subsp. alcaliphilusهوازي  عدم رشد بي
ه را از ساير گونه هاي اين جنس متمايز مي اين زيرگون

 به عنواناين زيرگونه نه تنها يك هالوفيل است بلكه . كند
و  Romanoيك هالوآلكاليفيل شناخته شده است كه توسط 

در ايتاليا شناسايي شده  Campaniaهمكارانش از منطقه 
 درصد NaCl (w/v) 25 - 2 است كه در محدوده نمكي

  ).22(رشد داشته است 
ه با اين زير ك حاضر سويه هاي جداسازي شده در مطالعه

 درصد 10و  5 داراي كشت محيط در گونه قرابت داشتند
  . رشد داشته اند )نمك درياچه( نمك

گراد  درجه سانتي 10- 45همچنين محدوده دمايي بين 
نيز با شرايط جداسازي اين زيرگونه در اين   =6pH -10و

  .)22(تحقيق هماهنگي داشت 
و همكارانش در  Romanoپژوهش ديگري كه توسط  در

 Slinivibrio لوآلكاليفيلباكتريهابه انجام رسيد،  2011سال 

sharmensis  نمكي در مصر جداسازي شد كه  درياچةاز
با بررسيهاي ليپيد قطبي، اسيدهاي چرب سلولي، محتواي 

G+C  و هيبريدDNA-DNA جديدي از  صورت گونهه ب
Slinivibrio  مشخصات دمايي، . شدمعرفيpH  و درصد

 - 40ترتيب بين ه اين باكتري ببراي رشد  (NaCl)نمكي 

 Strain URM 7 

 Strain URM 17 

 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 701T(X95527) 

 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359T(AJ640132) 

 Strain URM 14 

 Strain URM I 

 Strain URM B   

 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T(DQ092443) 

Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 8285T(AF057016)

Salinivibrio siamensis ND1-1T(AB285018) 

 Salinivibrio sharmensis BAGT(AM279734) 

 Strain URM 9

 Strain URM 15 

Halomonas alkaliphila 18bAGT(AJ640133)

87 

88

88

78

51

 52 

0.02 
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شده گزارش  درصد 6 - 16و  6 - 10گراد،  درجه سانتي 25
   .)23(است 

جداشده از  S. sharmensisنيز سويه هاي  در اين پژوهش
كه  -  Alkaline Peptone Water از محيطاروميه،  درياچة

pH  مي باشد و يك محيط قليايي  6/8 ± 2/0ن نهايي آ
 10و  5 با - غني كننده و افتراقي براي ويبريوناسه است

درجه  37 گرماگذاري و دماي ) نمك درياچه(نمك  درصد
  .گراد جداسازي شدند سانتي

و همكارانش  Sanchez-Porroبررسي انجام شده توسط در 
جنوب اسپانيا نيز بيشترين جدايه ي پرشور محيطهابر روي 

  ).24(است بوده  Salinivibrioا مربوط به جنس ه
رهبان و همكاران بر روي  پژوهشصورتي كه در در 

باباوليان و همكاران بر  تحقيقاتو حوض سلطان  درياچة
هيچ سويه اي از جنس آران و بيدگل  درياچةروي 

Salinivibrio  گزارش نشد كه اين موضوع را به غلظت
 درصد 30تا حدود  اه درياچهاين بسيار بالاي نمكي 

 NaCl 10 - 2,5 رشد اين باكتري چرا كه بهينه. دنسبت دادن
حداكثر غلظتي كه قادر به رشد و تكثير است  بوده و درصد
NaCl 17 5و  2(است  درصد  .(  

اروميه  درياچةلازم به ذكر است در نمونه گيري نخست از 
كه در شرايط كم آبي شديد و غلظت  89در بهمن ماه 

الاي شوري انجام گرفت تمامي كشتها منفي بوده و بسيار ب
لذا منتظر بارشهاي بهاره و . هيچ سويه اي جداسازي نشد

افزايش آب درياچه و به دنبال آن كاهش غلظت شوري 
كه نتايج فوق پس از شروع بارشها و با نمونه گيري  هبود

  .هاي بعدي حاصل شد

قلمرو  اعضايي از خاني و همكاراندر پژوهش اميرهمچنين 
. شد گزارشاروميه  درياچةنيز از محيط پرشور  هاآركي
جدا ،  Haloarcula sp. IRU1بسيار نمك دوست ي آرك

پرتو  رابربدر  را ييمقاومت بالا ،شده توسط اين محققين
از ن وژفرابنفش و پراكسيد هيدرهاي هاي يون ساز، پرتو 

  ).1( خود نشان داد

در راستاي گسترش بانك حاضر پژوهش 
هاي يكروارگانيسمهاي ايران، به گردآوري ميكروارگانيسمم

 درياچةكيد بر ويبريو هاي هالوفيل أبا ت - پروكاريوت 
خود نمايانگر بخشي از  كه به نوبه پرداخته است - اروميه

، اين مطالعه بر اساس .مي باشد ايران خاير زيستي كشورذ
يك محيط پر شور، زيستگاه  به عنواناروميه  درياچة

خصوص ه دوست ب ري از ميكروارگانيسمهاي نمكبسيا
مي باشد كه شناسايي اين باكتري براي   Salinivibrioجنس

اروميه و معرفي آن مي تواند علاوه بر  درياچةاولين بار از 
شناسايي ذخاير ژنتيكي ميكروارگانيسمهاي بومي اين 
منطقه، كاربردهاي بسياري در صنعت و زيست فناوري 

 . داشته باشد

  :كر و قدردانيتش

اين مطالعه حاصل همكاري و حمايت دانشگاه آزاد 
اسلامي، مركز ملي ذخاير زيستي و ژنتيكي ايران و اداره 

ت استان آذربايجان غربي مي كل حفاظت از محيط زيس
كه بدين وسيله از مسئولين محترم اين نهادهاي علمي  باشد

  .و قدرداني به عمل مي آيدو دولتي كمال تشكر 

  بعمنا
، تعيين شرايط 1391، .، خدابنده، م.، عسگراني، ع.اميرخاني، ح -1

درجه حرارات، (بهينه رشد هالوآركولاي جدا شده از درياچه اروميه 
با استفاده از روش ) NaCl، درصد pHنوع محيط كشت، مقدار 

  .148-156، 1، شماره 25تاگوچي، مجله زيست شناسي ايران، جلد 

، شناسايي و 1388، .ع.، پوربابائي، ا.ع.وزگار، م، آم.باباوليان، ح -2
ي نمك دوست توليد كننده آنزيم هاي باكتريهاتعيين خصوصيات 

هيدروليتيك جدا شده از درياچه نمك آران و بيدگل، مجله زيست 
  .24-46، 1، شماره 22شناسي ايران، جلد

 طبيعت اشك اروميه ، درياچه1378، .ب شبستري، جبارلوي -3

   .رمه نقش تشاراتانران، اي

درآمدي بر مطالعات آبشناسي ، 1380، .ب، جبارلوي شبستري -4
  .اروميه درياچةهمايش  ه،ارومي درياچة
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ي باكتريها، بررسي تنوع زيستي 1388، .ع.، آموزگار، م.رهبان، ر -5
 درياچةنمك دوست توليدكننده آنزيم هاي هيدروليتيك ساكن در 

، شماره 11ط زيست، دوره حوض سلطان، علوم و تكنولوژي محي
4 ،267-251.  

، انتشار گونه 1384، .، فروهش تهراني، ه.، امير مظفري، ن.هلاكو، ا -6
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Abstract 
In this research for the first time identification of moderate halophile microorganism of 
the genus Salinivibrio was studied, which leaded to identification of novel strains of this 
genus. Urmia Lake is a hypersaline lake located at the north-west region of Iran and it is 
the saltiest perennial lake of Iran and one of the rare perennial hyper saturation lakes in 
the world. At first, samples were collected from different sites of Urmia Lake and 
transferred to the laboratory under sterile conditions. After enrichment and culture of 
samples under defined conditions, repeated cultures were carried out to achieve pure 
cultures. Then selected strains were studied regarding phenotypic and phylogenetic (by 
sequencing 16S rRNA technique) characteristics. From total strains of belonging to 
Salinivibrio sp. , 57% and 43% of the strains showed closest similarity with S. costicola 
subsp. alcaliphilus and S. sharmensis, respectively. This study is attempted to present of 
novel genetic pools from great microbial sources of Urmia Lake and especially 
Salinivibrio sp. that they are the base of wide applications in biotechnological science. 
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