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 نواحيدر  زندگيها ياد مي شود قادر به ها كه به عنوان افراطي دوست از آنبرخي از ميكروارگانيسم
در حد اشباع يكي از  هاي نمك با شوريدرياچه. است مرگ آورهاي ديگر كه براي ميكروارگانيسم هستند

باعث اهميت  ي پرشورهادر محيطها آوري ميكروارگانيسمزيست فنهاي توانمندي. هستندها اين محيط
 در شور فوق هايدرياچه از يكي ودرياچه اروميه بزرگترين سطح آبي كشور . ها شده استبررسي آن

هدف از اين تحقيق . در آمريكاست  Greatكه شبيه درياي پر شور قرار دارد كشور غربي شمال در جهان،
هاي نمك دوست افراطي مناطق مختلف درياچه اروميه با روش مبتني بر كشت بررسي تنوع پروكاريوت

هاي از مناطق مختلف شرق و غرب درياچه نمونه برداري شد و براي جداسازي ميكروارگانيسم. باشدمي
ها جدايه. نمك مختلف استفاده شد با درصد HMو MGM  ،SWNهاي كشتنمك دوست از محيط

هاي بدست آمده از آب، از ميان سويه. شناسي و بيوشيميايي اوليه تفكيك شدندهاي ريختبراساس ويژگي
. آنها تكثير و تعيين ترادف شدند 16S rDNAخاك، لجن و نمك، تعدادي به صورت تصادفي انتخاب و ژن 

يابي شد كه از نظر سويه منتخب، تكثير و ترادف 36براي  16S rDNAاي از سويه حاصل، قطعه 228از بين 
 8/38(  Haloarcula، )درصد Halorubrum )44 گونه و سه جنس 8هاي آركي در فيلوژنتيك سويه

و  Salicolaهاي جدا شده هم به دو جنس باكتري. قرار گرفتند) درصد 1/11( Haloterrigena و) درصد
Pseudomonas  اين ميانتعلق داشتند كه از Pseudomonas ميزان . باكتري نمك دوست افراطي نيست

سويه  5ها، از بين سويه .درصد بود 5/96-100هاي شناخته شده ميكربي بين ها با تاكسونشباهت سويه
ه گونه جديد يهاي استاندارد نشان داد كه محدوده مرزي براي ارادرصد با سويه 7/98شباهت كمتر از 

ها بوده نتايج اين پژوهش نشان داد كه درياچه اروميه محيط غني از ميكروارگانيسم .ميكروبي بومي است
  .كه مشابه نتايج ساير مناطق پرشور بررسي شده است
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   مقدمه
جهان ميكروبي، بزرگترين مخزن ناشناخته از تنوع زيستي بر روي 

حيات تمامي موجودات زنده در طبيعت به فعاليت . زمين است
ها تنوع زيستي ها وابسته است و ميكروارگانيسمميكروارگانيسم
هاي خاك براي بطور مثال ميكروارگانيسم. اي دارندبسيار گسترده
هاي زنده ضروري مواد غذايي و حيات اكوسيستم چرخه مداوم

 Vibha andبوده كه نتيجه آن حفظ و بقا حيات در كره زمين است

Neelam 2012) (.  
ها گستره بسيار متنوعي از موجودات زنده را ميكروارگانيسم

ها از نظر تعداد، انواع گستردگي ميكروارگانيسم. دهندتشكيل مي
طور از نظر متابوليك يست و همينهاي زموجود، گستردگي محيط

بسيار بيشتر از ساير جانداران است، به همين دليل بررسي تنوع و 
ها در دنياي جانداران از اهميت بسيار بالايي گوناگوني آن

براي تضمين توليد موادغذايي و  .(Nee 2004)برخوردار است 
دارويي در آينده و توسعه كشاورزي و صنعت، حفظ ذخاير 

موجود در طبيعت بكر و دست نخورده، امري ضروري  توارثي
ها و تاريخچه تكامل طولاني ميكروارگانيسمشك بي. است

ر چرخه هاي متابوليكي گسترده شان و نقش مهمي كه دتوانايي
هاي بيوتيك، توليد فراوردهپالايش زيستي، توليد آنتي، عناصر

ي و افزايش تخميري و خوراكي، همزيستي با گياهان، بيابان زداي
ترين دلايل اهميت ، اصليكنندايفا مي غيره حاصلخيزي خاك و

از دست  (Truper 1992).  تنوع زيستي ميكربي است بررسي
رفتن تنوع زيستي به عنوان مهمترين مشكلات قرن به دو دليل 
رشد اقتصادي و گسترش سريع جمعيت از دو ميليارد نفر در سال 

ر مورد توجه است كه سبب ويراني ميليارد نف 7به بيش از  1900
 Helm and Hepburn اكوسيستم طبيعي سياره زمين شده است

2012).(  
ها در ميكروارگانيسم توانهاي طبيعي و محيط تنوعبا توجه به 

توان با آوري صنعتي، شيميايي ميهاي دارويي، زيست فنزمينه
ايي جديد تحقيقات در اين زمينه به داروها، فرايندها و مواد شيمي

  .)et al. Philippot  (2013دست يافت
ها غيرقابل كشت هستند و تنوع زيستي آنها ها و آركياكثر باكتري

هاي استاندارد كشت تخمين زد به علاوه توان با روشرا نمي
موجودات مهم كليدي يك اكوسيستم نيز ممكن است در صورت 

- روش سعهتوبا وجود  .غيرقابل كشت بودن ناديده گرفته شوند

هاي ها هنوز هم روششناسايي ميكروارگانيسم در هاي ملكولي
باشند زيرا به هايشان مورد توجه ميمبتني بر كشت به دليل مزيت

توان اطلاعاتي راجع به جرئيات متابوليكي، عملكرد اين ترتيب مي
-ها بدست آورد و امكان دستكاري ژنتيكي نيز فراهم ميارگانيسم

-ايران داراي محيط (Sonia et al. 2010; Van et al. 2012). شود

هاي پرشور است كه تنوع هاي نمكي گوناگوني چون درياچه
 .(Amoozegar et al. 2008)ميكربي در آنها مشخص نشده است 

هاي بالقوه براي وارد نمك دوست داراي توانايي هايپروكاريوت
مهم  هاييكي از ويژگي .هستند آوريزيست فنشدن در دنياي 

له ارشد در تراكم بالاي نمك است و اين مسها ميكروارگانيسماين 
ويژگي ارزشمند ديگر اين . دهدخطر آلودگي فرايند را كاهش مي

  .ها استها، رشد سريع و نيازمندي غذايي ساده آنباكتري
 هدف اين پژوهش، بررسي اكوسيستم نمكي درياچه اروميه از نظر

آن و درك تنوع زيستي  ي ساكن درهاگوناگوني ميكروارگانيسم
-موجود در درياچه و نيز امكان دستيابي به جنس، گونه يا سويه

هاي نمك دوست است و در اين هاي جديد از ميكروارگانيسم
هاي به مخاطره افتاده در راستا حفاظت از تنوع زيستي و گونه

اكوسيستم و ايجاد بانك ژني، به عنوان مواد شروع كننده براي 
  .دسي ژنتيك در صنعت تلاش شدمهن
  

   هامواد و روش
  هاهاي نمونهبرداري و بررسي ويژگينمونه 

 اروميهدرياچه نمك شرق و غرب  از مناطق مختلفبرداري نمونه
مشخصات جغرافيايي دقيق مناطق  .شدانجام  1391در تيرماه سال 

-از مناطق غرب درياچه منطقه. ثبت شد GPSبرداري توسط نمونه

، چي چست، رشكان )مجتمع تفريحي گردشي باري(ي باري ها
، كاظم داشي )منطقه تفريحي دانشگاه علوم پزشكي اروميه(
، ضلع غربي پل شهيد كلانتري، گلمانخانه و از )صخره كاظم خان(

سمت شرق درياچه مناطق رحمانلو، روستاي گميچي، سمت 
مي شرقي پل شهيد كلانتري و از وسط درياچه از جزيره اسلا

نمونه آب، خاك،  85در مجموع . نمونه برداري انجام شد) شاهي(
نمونه  30نمونه آب و  30آوري شدند كه شامل لجن و نمك جمع

- هاي جمعنمونه. نمونه نمك بودند 5نمونه لجن و  20خاك، 

  كيسهو  استريل فالكون هايدرون لوله  منطقه هر   از  شده آوري 
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  برداريمناطق مختلف نمونههاي مشخصات نمونه -1جدول

 نوع نمونه  رنگ آب
 مختصات جغرافيايي )درصد(شوري pH  )درجه سانتي گراد(دما  منطقه نمونه برداري

 نمك خاك   لجن  آب

 N:37.59.7.87 24/25 41/7 27  آبي  ×  ×  ×  ×
E:45.4.5.87 

 باري

 N:37.32.23.45  4/28  41/7  28  آبي  ×    ×  
E:45.26.25.11 

 گلمانخانه

 N:37.35.33.45 16/28 2/7 28  آبي  ×  ×  ×  ×
E:45.16.35.11 

 چي چست

 N:37.35.21.4 8/26 1/7 27  آبي  ×  ×  ×  
H:45.14.12.3 

  كاظم داشي

 N:37.30.20.1  13/25  3/7  26  آبي  ×    ×  
H:45.47.19.3 

  رحمانلو

 N:37.21.12.3 49/27 4/7 27  آبي  ×    ×  
H:45.56.54.3 

  ضلع شرقي-پل شهيد كلانتري

 N:37.23.13.4 8/26 4/7 26  آبي  ×    ×  
H:45.52.51.4 

  ضلع غربي-پل شهيد كلانتري

 N:37.20.11.2  22/25  3/7  27  آبي  ×  ×  ×  
H:45.57.58.2 

  رشكان

 N:38.05.30.3 49/27 5/7 27  قرمز  ×  ×  ×  ×
H:45.35.10.7 

  روستاي گميچي

 N:37.46.52.8 15/24 28/7 26  آبي  ×      
H:45.25.35.6 

اطراف جزيره (هوسط درياچ
  )شاهي(اسلامي

  
ها با دماسنج در محل، ريخته شدند و دماي نمونه پلاستيكي هاي
انتخاب اين مناطق براساس نقاط قابل . گيري و ثبت شداندازه
. هاي ظاهري هر منطقه از درياچه بودبرداري و ويژگينمونه
به گراد و در طي يك روز درجه سانتي 4دماي  ها درنمونه
 4ها پس از انتقال به آزمايشگاه به نمونه. ندايشگاه منتقل شدآزم

گرم از هر  200. بندي شدنددسته آب، خاك، لجن و نمك دسته
هاي خاك، لجن و نمك به منظور تهيه نمونه شاخص يك از نمونه

 200با هم مخلوط شد و همچنين از هر يك از نمونه آب نيز 
هاي از نمونه .تهيه شد ليتر با هم مخلوط و نمونه شاخصميلي

و تركيبات  pHشاخص لجن و خاك براي محاسبه شوري، 
گل اشباع تهيه  Rhoades (1982(شيميايي بر طبق روش استاندارد 

براي اين منظور ابتدا خاك در معرض هوا كاملا خشك و . شد
 mesh (< 2.0 mm) 10 سپس كوبيده شد و بعد با الكي با منافذ

گرم از آن به آرامي آب ديونيزه  200±5سپس به . غربال شد
. استريل افزوده شد تا كاملا يكنواخت شده و گل اشباع آماده شود

ساعت  4روي ظرف حاوي گل اشباع را پوشانده و بعد از 
خصوصيات گل اشباع بررسي شد و اگر لازم بود مجددا به آن 

خاك يا آب اضافه شد تا مجددا خصوصيات گل اشباع ايجاد شود 
وجه داشت كه تمام منافذ و فضاهاي خاك با آب پر شده و بايد ت

گل را از روي كاغذ صافي  .روي سطح گل، آب جمع نشده باشد
به كمك پمپ خلا عبور داده تا حدي كه گل خشك شده و روي 

فيلتر كردن تا زمان ايجاد ترك روي گل . گل ترك ايجاد شود
افي، در صورت كدر بودن مايع صاف شده توسط ص. متوقف شد

-HCO3 و -CO32 دقيقه اول ميزان  5در همان . دوباره فيلتر شد

جدا شد و از آن براي  سنجيده وفاز آبي گل اشباع با ايجاد خلا
 Zhang et)استفاده شد  pHتعيين غلظت عناصر محلول، شوري و 

al. 2005). متر  ها با استفاده از دستگاه مالتي ميزان شوري نمونه
محاسبه و سپس ميزان   Multisevenمدل Mettler Toledoشركت 

 عناصر سديم، كلر، آهن، پتاسيم، منيزيم، كلسيم، كربنات و
شناسي ها در آزمايشگاه دانشكده زمين دهنده نمونهسولفات تشكيل

يون كلر با تيتراسيون با نيترات . گيري شد دانشگاه تهران اندازه
اندازگيري شد  1924در سال  Mohr نقره بر طبق روش

.(Doughty 1924) منيزيم با اسپكتروفتومتري جذب اتمي و  نيو
اي و يون كلسيم با روش يون سديم با اسپكتروفتومتري نشر شعله
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 (Sheen and Kahler 1938).  كمپلكسومتري اندازگيري شدند

 برداري،مشخصات جغرافيايي محل نمونه pH  و ميزان شوري
 1درياچه در جدولآوري شده از مناطق مختلف هاي جمعنمونه

هاي شاخص نمونهpH ميزان شوري و  2جدول. آورده شده است
درصد تا  14هاي شاخص از دهد كه شوري نمونهرا نشان مي

تركيب  3جدول. بود 77/6- 37/7بين  pHاشباع نمك بود و ميزان 
هاي شاخص تهيه شده هاي موجود در هر يك از نمونهو نوع يون
- دهد و يونوب و نمك را نشان ميهاي آب، خاك، رساز نمونه

هاي سديم و كلر به ترتيب بيشترين ميزان كاتيون و آنيون را در 
هاي شاخص تهيه شده به خود اختصاص تركيب هر يك از نمونه

  .دهنده ماهيت تالازوهالين اين درياچه استدادند كه نشان
  

  هاي شاخصمشخصات نمونه -2جدول
 pH درصد شوري  نوع نمونه

 20/7 08/28  آب
 77/6 00/14  خاك
 31/7 39/32  لجن
 37/7 80/96  نمك

  
  هاسازي ميكروارگانيسمكشت، جداسازي و خالص

هاي هتروتروف براي دستيابي به تنوع كاملي از ميكروارگانيسم
با توجه به شرايط . هاي متنوعي استفاده شدهوازي از محيط كشت

ها، ميكروارگانيسم هاي متنوعاقليمي درياچه و همچنين نيازمندي
با اسيديته خنثي انتخاب  MGM و  MH،SWNهاي محيط كشت

هاي خاك، رسوب و نمك با استفاده از روش تلقيح نمونه. شدند
هاي مورد استفاده بر روي محيط 10- 10هاي متوالي تا رقت رقت

هاي آب، از رسوب براي تلقيح نمونه. براي جداسازي انجام شد
ب براي تلقيح مستقيم به محيط كشت حاصل از سانتريفوژ آ

ميكروليتر  100هاي حاصل مقدار  از هر كدام از رقت. استفاده شد
 Dyall-Smith 2008)((MGM)  Mediumهاي كشت  به محيط

Modified Growth  به ميزان تركيبات درصد نمك شامل  23با
 MgSO4.7H2O (26.9); NaCl (184.8); MgCl2.6H2Oليتر گرم بر

(23.1); KCl (5.4); CaCl2.2H2O (0.8); peptone (10.0); yeast 
extract (2.0); agar (15.0);   و محيط(Caton et al. 2004; 

Vreeland 2013) moderate halophilic medium (MH)  12با 

 yeast extract; درصد نمك شامل تركيبات به ميزان گرم بر ليتر

(10); proteose peptone (5); glucose (1); NaCl (100); 
MgCl2.H2O(7); MgSO4.7H2O (9.6) CaCl2.2H2O (0.36); 

KCl (2); NaHCO3(0.06); NaBr (0.026);   تغيير يافته و محيط
(SWN) (Bowman et al. 2003) Sea water Nutrient Agar   با

 ;NaCl (20)درصد حاوي تركيبات به ميزان گرم بر ليتر سهنمك 

MgCl2.6H2O (3) ; MgSO4.7H2O (5); CaCl2. 7H2O (0.05); 
KCl (0.5); peptone (5); yeast extract (1); meat extract (2); 

و با استفاده از ها تلقيح شده براي هر يك از محيط 2/7برابر pHبا 
 هايسركج در سطح پليت پخش و تمامي محيطاي  شيشه  ميله

MH و  SWN يطو مح گراددرجه سانتي 34تلقيح شده در دماي 
MGM  كلني .شدند گرماگذاري گراددرجه سانتي 40در دماي-

هاي در دوره SWNو MHهاي جامد هاي رشد كرده روي محيط
سازي شدند و به ساعت جداسازي و خالص 72و  48، 24زماني 
اي هفته دوها نگهداري شده و در بازه زماني ماه پليت 6مدت 

هاي رشد كرده كلني. هاي جديد جداسازي شدندبررسي و كلني
پس از گذشت حداقل هشت هفته بررسي و  MGMروي محيط 

هاي بدست آمده ها، هر كدام از جدايهضمن شمارش تعداد كلني
كشت داده  هايي كه از آنها جدا سازي شده بودند مجددامحيط در

ها  منظور دسترسي به بيشترين ميزان جداسازي، پليت  به. شدند
اي مورد بررسي  ي زماني چهار هفتهها نگهداري شده و در بازه

در هر . جديد جداسازي شدند  هاي رشد كرده قرار گرفته و كلني
شكل، اندازه، (شناسي هاي داراي مشخصات ريخت مرحله كلني

 .متفاوت جداسازي شدند) رنگ، قوام، حاشيه و برآمدگي سطحي
به  .شدانجام ها كشت متوالي براي اطمينان از خالص بودن جدايه

هاي كند رشد تا شش ماه پس از نظور جداسازي كلنيم
- هاي جامد مشابه جداسازي و خالصگرماگذاري روي محيط

سازي ادامه يافت و پس از رشد و ظاهر شدن كلني، حتي المقدور 
 ها كشت خالص به عمل آمداز تك كلني .(Caton et al. 2004) 

س روش آميزي گرم بر اساها رنگبراي تاييد خالص بودن كلني
Hucker  انجام شد.(Gerhardt and Murray 1994) هاي  جدايه
گذاري شده و با برداري نام سازي شده بر اساس محل نمونه خالص
دو پليت ذخيره براي هر سويه با استفاده از كشت تك كلني   تهيه

متري در سرد خانه با دماي چهار درجه  بر روي پليت شش سانتي
  به منظور جلوگيري از خشك شدن،  . دندش نگهداري  گراد  سانتي
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  هاي شاخص درياچههاي موجود در نمونهتركيب و نوع يون - 3جدول

 نمونه    
  نوع يون

 نمك
  )ميلي گرم در ليتر(

 آب

 )ميلي گرم در ليتر(
  لجن

  )ميلي گرم در ليتر(
  خاك

 )ميلي گرم در ليتر(
Fe2+  037/0  425/1  6/0  8/14  
Na+  540000 42000 100000  60500  
Cl−  11981250  156200  3337000  1863750  
K+  1500 1800 8000  1500  

Mg2+  81000  15467  14000  950  
Ca2+  25750 800 550  1200  

HCO3−  72200  134200  366000  976000  
SO4

2−  16500 4224 240000  4080  
  

بررسي خصوصيات فنوتيپي و . ه شدندها با پارافيلم بستپليت
 Simbert and (1994)ها با استفاده از روش مام سويهبيوشيميايي ت

Krieg انجام شد.  
نمك و تعيين  ههاي نمك دوست نسبي و تحمل كنندتفكيك سويه

 هاي منتخبمحدوده نمك رشد سويه

هاي نمك دوست نسبي ها از نظر تعلق به گروهبراي تفكيك سويه
ي كه تامين يا تحمل كننده نمك از محيطي با كمترين ميزان ماده آل

 5تركيب محيط كشت شامل . ها باشد استفاده شدكننده رشد سويه
اين محيط با استفاده pH گرم در ليتر عصاره مخمر است كه ميزان 

هايي سويه. تنظيم شد 2/7دو مولار در مقدار  NaOH و HClاز 
كه علاوه بر توانايي رشد در محيط فاقد نمك داراي رشد بهينه در 

بودند، به ) معادل غلظت نمك دريا(صد نمك كمتر از سه در
هاي تحمل كننده نمك و آن دسته كه بهينه رشد در عنوان سويه

بالاي سه درصد نمك داشتند و قادر به رشد در محيط فاقد نمك 
نبودند به عنوان نمك دوست در نظر گرفته شدند و محدوده رشد 

  .ها تعيين شدنمك در اين باكتري
  هاي منتخبناليز فيلوژنتيكي سويهشناسايي ملكولي و آ

-هاي منتخب با تكثير و تعيين توالي قطعه شناسايي تكميلي سويه

ژنومي  DNAبدين منظور ابتدا . انجام گرفت 16S rDNAاي از 
 Marmurتخب به روش نهاي مسويه ، به اين شرح (1961)

  .استخراج شد
  

شده  حل TEدر بافر هاي منتخب توده زيستي تهيه شده از سويه
به مدت  و شد اضافه) ليترميلي گرم در ميلي 10(ليزوزيم  به آنو 
سپس به . گرماگذاري شد گراددرجه سانتي 37ر دماي د دقيقه 30

  نازيپروتئ، SDSآن  Kو RNase  چند بار به آرامي افزوده و
- درجه سانتي 37 دماي در دقيقه 60سپس به مدت  شد معكوس

 5 محلول كلريد سديم اين دوره بعد از طي .قرار داده شد گراد
 درجه 65مولار افزوده پس از چند بار معكوس كردن در بن ماري 

در مرحله بعد با  .دقيقه قرار داده شد 20 به مدت گرادسانتي
سازي انجام شد خالصايزوآميل الكل - كلروفرم-فنلاستفاده 

رسوب رسوب داده شد و  ايزوپروپانولبا استفاده از  DNAسپس 
رسوب نهايي در دماي . شسته شددرصد  70و  درصد 96كل ال با

 DNA .حل شد TEبافر  µl50 و در نهايت در  اتاق خشك شده

 گراددرجه سانتي - 20نگهداري به فريزر  شده براياستخراج 
با استفاده از  16S rDNAاي از سپس تكثير قطعه .منتقل شد

-´21f 5 هايتوالي شامل آغازگرهاي عمومي

TTCCGGTTGATCCYGCCGGA -3´ Cytryn et al. 2000)( 
 1492R (5´-GGTTACCTTGTTACGACTT-3´) (Turner etو 

al.1999) استخراج . انجام گرفتDNA اي از قطعه ژنومي و تكثير
16S rDNA )bp 1500(  با استفاده از الكتروفورز ژل آگارز تاييد

و  اي پليمراز تعيين ترادف شده هاي زنجيرهمحصول واكنش. شدند
هاي فيلوژنتيك مورد  نتايج حاصل از آن براي تجزيه و تحليل

  با   16S rDNA اي ازتكثير قطعه به منظور  . گرفتند قرار  استفاده 
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در تركيب  1X اي پليمراز بافر با غلظتاستفاده از واكنش زنجيره
با غلظت  dNTPمول، ميلي 5/0تا  5/2با غلظت  MgCl2نهايي، 

 1 پلي مراز به ميزان DNA Taqكدام، آنزيم  مول از هرميلي 4/0

U  5/0و آغازگرهاي عمومي رفت و برگشت از هركدام به ميزان 
براي . الگو به ميزان مناسب استفاده شد DNAمول و ميلي 4/0تا 

حصول اطمينان از عدم آلودگي مواد مورد استفاده در واكنش 
الگو  DNA اي پليمراز شاهد منفي با افزودن آب به جايزنجيره

براي انجام واكنش . در ويال حاوي مخلوط واكنش به كار رفت
گراد درجه سانتي 95اي پلي مراز از واسرشت اوليه با دماي زنجيره

چرخه تكرار شونده شامل واسرشت با  30دقيقه و  5به مدت 
دقيقه و اتصال با دماي  يكگراد به مدت درجه سانتي 94دماي 

 72ثانيه وسنتز با دماي  60تا  50د به مدت گراسانتي 59تا  56بين 
چرخه براي  30ثانيه و پس از اتمام  60گراد به مدت درجه سانتي

دقيقه در  7گراد براي مدت درجه سانتي 72سنتز نهايي با دماي 
اي پلي محصول نهايي حاصل از واكنش زنجيره. نظر گرفته شد

ت به شكل رفت و برگش DNAمراز توسط روش ختم سنتز 
  ).شركت ماكروژن كره جنوبي(تعيين ترادف شد 

 Chromas proافزار نتايج حاصل از تعيين توالي با استفاده از نرم
هاي معتبر با توالي BLASTويرايش شده و با استفاده از نرم افزار 

 ;/Eztaxon (http://eztaxon-e.ezbiocloud.netثبت شده در پايگاه

Kim et al. 2012)  ترين سويه از نظر توالي و مقايسه با نزديك
16S rDNA ها پس از يافتن تحليل فيلوژنتيك سويه. مشخص شد

ها، ويرايش و رسم درخت هاي مشابه و همراستاسازي تواليتوالي
 (Larkin et al. 2007)افزارهاي فيلوژنتيك با استفاده از نرم

Clustal X2، BioEdit (Hall 1999)  وMEGA (Tamura et al. 

. رسم شد Neibour-joiningو با الگوريتم ) ويرايش پنجم( (2011
 analysis هاي درخت با استفاده از الگوريتمبررسي شاخه

Bootstrap   گيري انجام شد بار نمونه 1000با)Felsenstein 

1985.(  
ثبت شدند  NCBIي هاي حاصل از اين پژوهش در بانك ژنتوالي

 ها در بانك ژنيمتعلق به اين توالي Accetion Numberو 

KJ634427-KJ634462 باشدمي.  
  
  

  هاتوصيف اوليه سويه
ها بر اساس تعيين صفات اوليه ماكروسكپي، توصيف اوليه سويه

هاي براي مشاهده ويژگي. ميكروسكوپي و فيزيولوژيك انجام شد
مد با تركيب مورد استفاده براي ماكروسكپي كلني، از محيط جا

جداسازي استفاده شد و شكل، ارتفاع، حاشيه، سطح و رنگ كلني 
ها توسط شكل ميكروسكپي سويه. ها مورد توجه قرار گرفتسويه

براي تاييد . مشاهده شد 1000ميكروسكوپ نوري و بزرگنمايي 
سه درصد توصيه  KOHآميزي گرم از روش نتايج حاصل از رنگ

حركت  .استفاده شد Baron and Finegold (1990) طشده توس
براي مشاهده . سلول با استفاده از روش لام مرطوب بررسي شد

براي . ميكروسكوپ نوري استفاده شد 400حركت از بزرگنمايي 
ها و پراكسيد ساعته جدايه 24بررسي فعاليت كاتالازي از كشت 

وليد حباب هيدروژن سه درصد به عنوان معرف استفاده شده و ت
براي بررسي فعاليت . به عنوان واكنش مثبت در نظرگرفته شد

) شركت پادتن طب(هاي آماده اكسيداز اكسيدازي از ديسك
 Murray(استفاده شد  et  al. 1994( . 36به صورت تصادفي 

براي شناسايي تكميلي از نظر خصوصيات ظاهري و  1جدايه
  .شناسي كلني انتخاب شدندريخت

  

تصوير درياچه و موقعيت جغرافيايي مناطق نمونه برداري بر روي 
  نمايش داده شده است 1نقشه در شكل 

- هاي اوليه از قبيل تفاوت در ويژگيبر اساس تفاوت در ويژگي

هاي ها و محيطسويه از نمونه 228هاي كلني و رشد، تعداد 
شاخص  هايهاي اوليه از نمونهتعداد جدايه. مختلف، بدست آمد

بر اين . جدايه بودند 19و نمك  48، رسوب 91، خاك 70آب 
بين  اساس خاك بيشترين جدايه و نمك كمترين جدايه را در

ها به ميزان اوليه جدايه 2در شكل . دها به خود اختصاص دانمونه
آورده شده ) كوكوس، باسيل و پلي مورف(شناسي تفكيك ريخت

 118سويه نمك دوست و  110جدايه، تعداد  228در بين . است
هاي بدست آمده در تعداد كلني .سويه تحمل كننده نمك بودند

  هاي شاخص تهيه شده آب، در نمونه) شمارش زنده(روش كشت 
  

                                                            
1 Isolated 

    ثنتايج و بح
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- برداري با فلش علامتهاي نمونهكه محل http: //earth.google.com در آدرس اينترنتي Googl Mapنقشه مناطق جغرافيايي نمونه برداري در نقشه  -1شكل

  .گذاري شده است
  

  
هاي شاخص آب، خاك، نمك هاي اوليه از نمونهفراواني تعداد جدايه –2شكل

  شناسي و رسوب به تفكيك ريخت

  
نمودار تفكيك تعداد جدايه هاي اوليه از نمونه هاي شاخص آب،  - 3شكل 

  هاي مختلفخاك، رسوب و نمك با استفاده از محيط كشت 

آمده  4هاي مختلف در جدولخاك، نمك و رسوب در محيط
برابر  MGM 10ها از محيط طبق اين نتايج تعداد سويه. است

ها تعداد اوليه سويه 3شكل .بود  SWNو MH بيشتر از دو محيط
 .به تفكيك محيط مورد استفاده براي جداسازي آورده شده است

ها در ن جدايههاي آب و خاك شاخص بيشتريدر نمونه
كمترين  HMو  SWNهاي محيط. جداسازي شدند  MGMمحيط

. هاي اوليه را به ترتيب به خود اختصاص دادندميزان جدايه
هاي منتخب مطابق روش توضيح داده شناسايي مولكولي سويه

هاي ژنومي استخراج شده با الكتروفورز DNA . شده انجام شد
هاي ژنومي سويه DNAژل استخراج  4شكل . ارزيابي شدند

هاي منتخب سويه 16S rDNAتوالي . دهدمنتخب را نشان مي
و  21F(آركي و باكتري با استفاده از آغازگرهاي عمومي مناسب 

1492R  27مخصوص آركي؛F  1492وR مخصوص باكتري (
 16S rDNAاي از تصوير ژل تكثير قطعه 5شكل. تكثير شدند

پروكاريوتي  16S rDNA. دهدهاي منتخب را نشان ميسويه
  .طول دارد bp 1500حدود 
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كه  سويهچند ژنومي  DNAاستخراج  باندهاي حاصل از ژل تصوير -4شكل 

  .اسامي آن در شكل مشخص شده است
  

 هاي شاخصهاي بدست آمده از نمونهفراواني تعداد كلني -4جدول
)(CFU/ml  

 محيط كشت          
  نمونه  

 
MGM  

 
SW  

 
MH 

 6×6/5 105×105  5/6×106 خاك
 7/4×2/3 104×104  2/3×105 آب
 4/1×1/9 102×103  2/2×105 نمك
 5/4×6/2 104×104  6/6×106 لجن

  
 16S اي ازقطعه نتايج حاصل از مقايسه ميزان شباهت توالي

rDNA هاي استاندارد ثبت شده در هاي منتخب با سويهسويه
شترين بي. آورده شده است 5در جدول Eztaxonپايگاه داده 

ها درصد در ميان سويه 5/96درصد و كمترين صدشباهت، 
يابي شده پس از هم راستا هاي ترادفبراي سويه .مشاهده شد
هاي نزديك، درخت فيلوژنتيك با ها با ترادف گونهكردن ترادف

 و  Maximum Parsimony ،Maximum Likelihoodالگوريتم 
Neighbor-Joining  رسم شد.(Tamura and Dudley 2007)  

ها و هاي رسم شده، محل قرارگيري زيرشاخهدر مقايسه درخت
درخت . خواني داشتها در هر سه روش با يكديگر همشاخه

 ،Halorubrumهايي كه با جنس آركي فيلوژنتيك سويه
Haloterrigena  و Haloarcula 8و  7،6 در شكل ،قرابت داشتند 

 هايباكتري وژنتيكفيل درخت نيز 9شكل. نشان داده شده است
نشان داده شده Salicola  و Pseudomonas شده جنس يابيترادف
  .است

  

  
تكثير شده در  16S rDNA اي ازقطعه PCR تصوير ژل محصول -5شكل

هاي منتخب با آغازگرهاي عمومي كه اسامي آن در شكل مشخص چند سويه
  .شده است
شوند مي بنديهاي سخت طبقههاي پرشور در گروه محيطمحيط

هاي ديگري نيز براي رشد كه علاوه بر شوري بالا محدوديت
، فشار، اكسيژن، pHها شامل دما، اين محدوديت. موجودات دارند

هاي پر محيط. دسترسي به منابع غذايي و تشعشعات نوري است
-آب. شوندهاي پر شور تقسيم ميها و آبشور به دو بخش خاك

شود كه غلظت نمك بالاتري ميهايي اطلاق هاي شور به محيط
ه يهاي شور تعريف دقيقي ارا در مورد خاك. نسبت به دريا دارند

درصد  2/0هايي كه بيش از  طور معمول خاك اما به. نشده است
عنوان خاك پرشور در نظر  وزن به حجم نمك محلول دارند را به 

اين مناطق بر اساس نوع و  .(Rodriguez-valera 1998) گيرند  مي
و ناحيه قرار گرفتن ) آتالازوهالين–تالازوهالين(منشا نمك موجود 

 .)Oren 2004(شوند بندي ميتقسيم) ساحل دريا- درون سرزميني(
ها باعث توجه هاي جذاب فيزيولوژيكي آندر دهه گذشته ويژگي

-ويژگي شاخص ميكروارگانيسم .فراوان به اين مناطق شده است

ندگي در شرايط سخت است، به هاي ساكن اين مناطق توانايي ز
هاي پايدار در شرايط  ها منابع جذابي براي آنزيمهمين دليل آن

ساكنين (هاي آركيايي  با توجه به پايداري ويژه آنزيم. حاد هستند
  چنين و شوري افراطي و هم pHدما، فشار،   در  )اصلي اين مناطق
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 Eztaxonهاي استاندارد در پايگاه داده هاي منتخب با سويهويهس 16S rDNAاي از مقايسه ميزان شباهت قطعه -5جدول 

 Accession number طول ترادف  درصد شباهتسويه استاندارد با بيشترين ميزان شباهتمنتخبكد سويه

O14 Halorubrum lipolyticum 9-3(T)DG355814 97.8 778 KJ634458 
L18 Halorubrum xinjiangense AY510707   BD-1(T) 99.6 751 KJ634439 

L33-2 Haloarcula amylolytica DQ854818  BD-3(T) 99.3 759 KJ634442 
S51 Haloterrigena thermotolerans AF115478  PR 5(T) 96.5 756 KJ634444 

S67-1 Haloarcula amylolytica DQ854818   BD-3(T) 99.4 786 KJ634443 
S74 Halorubrum lipolyticum DQ355814   9-3(T) 98.9 750 KJ634441 

W5-1 Haloarcula amylolytica DQ854818   BD-3(T) 99.2 750 KJ634440 
W14-1 Halorubrum chaoviator AM048786 100 820 KJ634454 
W20-1 Haloarcula marismortui AY596298 99.5 770 KJ634460 
W48-1 Halorubrum xinjiangense AY510707 98.8 761 KJ634455 
W60 Haloarcula amylolytica DQ826513 99.3 752 KJ634438 
S71 Haloterrigena jeotgali EF077633 99.0 762 KJ634437 
L10 Halorubrum lipolyticum 9-3(T) DQ355814 98.7 771 KJ634436 
L17 Haloarcula marismortui (ex Volcani)  JCM9737(T) 98.8 784 KJ634462 
S57 Halorubrum xinjiangense AY510707 99.7 756 KJ634434 
S60 Haloterrigena thermotolerans AF115478 98.8 777 KJ634433 
S91 Halorubrum lipolyticum DQ355814 98.6 781 KJ634432 
W7 Haloarcula amylolytica DQ854818 99.3 751 KJ634431 
W3 Halorubrum kocurii AM900832 97.8 858 KJ634429 

L22-2 Halorubrum chaoviator AM048786 99.3 750 KJ634451 
L29-3-1 Halorubrum chaoviator AM048786 100.0 774 KJ634448 

W62Halorubrum chaoviator AM048786 99.2 750 KJ634449 
S26-1 Halorubrum lipolyticum DQ355814 98.9 750 KJ634450 
S35 Haloarcula amylolytica DQ826513 99.5 750 KJ634457 

W53-2Haloarcula amylolytica DQ826513 99.6 753 KJ634428 
W67 Halorubrum chaoviator AM048786 98.3 776 KJ634459 
W19 Haloarcula marismortui AY596298 99.6 749 KJ634445 

W13-2Haloarcula amylolytica DQ854818 99.3 763 KJ634446 
W2-1 Haloarcula marismortui AY596298 99.3 756 KJ634461 
L34 Haloterrigena thermotolerans AF115478 98.0 750 KJ634435 
S34Haloarcula amylolytica DQ826513 99.6 700 KJ634453 
S41 Halorubrum chaoviator AM048786 99.4 674 KJ634452 
W66 Halorubrum chaoviator AM048786 97.3 681 KJ634427 
W22 Haloarcula amylolytica DQ826513 99.2 739 KJ634430 
O16 Pseudomonas stutzeri CP002881  ATCC 17588(T) 99.7 777 KJ634456 
L6 Salicola salis DQ129689 99.8 749 KJ634447   

ها و فلزات  ي آلي، دترجنتها پايداري آنها در حضور حلال
هاي قدرتمندي در تبديلات زيستي در  رود ابزار سنگين، انتظار مي

تعداد زيادي  .)Alquéres et al. 2007( شرايط سخت باشند
ها شامل انواع درون اين درياچه. درياچه نمك در ايران وجود دارد

- فصلي و با تركيبات مختلف نمك مي- ساحلي، دائمي-سرزميني

در اين پژوهش تنوع زيستي سواحل شرقي و غربي درياچه  .باشند
درياچه . كشت مورد بررسي قرار گرفت  اروميه با استفاده از روش

غربي ايران بزرگترين درياچه داخلي است  اروميه واقع در شمال
محدوده درصد . بوم قرار دارد كه در معرض خطر نابودي زيست

در فصول كم  درصد است و 22نمك در فصول پربارش سال 

درصد مي رسد كه اين تغيير ميزان  28بارش اين ميزان به تقريبا 
هاي نمك دوست نمك در فصول مختلف بر تنوع پروكاريوت

نتايج اين تحقيق كه در فصل پر بارش انجام گرفت با . موثر است
 .Amoozegar et al نتايج حاصل از بررسي سواحل غربي توسط

در كل اين درياچه . اوت بوده استدر فصل كم بارش متف )(2008
هاي  ميكروارگانيسم براي بسيار مناسبي محيط با شوري بالا

اين . هاي هدف اين پژوهش بود دوست به عنوان گروه نمك
فرد از جمله  گاه با توجه به محيط زيست منحصر به  زيست
رود و سلامت آن نقش  شمار مي  هاي طبيعي جهاني به سرمايه

  . اير موجودات زنده نواحي مجاور داردمهمي در زندگي س
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و اعداد  Neighbor-joiningهاي جداسازي شده با استفاده از روش براي نمايش روابط فيلوژنتيك سويه Halorubrumهاي جنس درخت فيلوژنتيك جدايه –6شكل

قرار  outgroup به عنوان Halomicrobium katae EF533994سويه . نمونه است 1000از  Bootstrapگيري ذكر شده در محل انشعاب نشانگر درصد نمونه
  .داده شده است

  

  
و  Neighbor-joiningهاي جداسازي شده با استفاده از روش براي نمايش روابط فيلوژنتيك سويه Haloterrigenaهاي جنس درخت فيلوژنتيك جدايه –7شكل

 به عنوان |Natronococcus jeotgali EF077631.1سويه . نمونه است 1000از  Bootstrapگيري اعداد ذكر شده در محل انشعاب نشانگر درصد نمونه
outgroup قرار داده شده است.  

Haloterrigena jeotgali EF077633
 
 Natrinema pellirubrum AGIN01000009

 S71 strain IBRC-M 
Haloterrigena saccharevitans AY820137 

Haloterrigena thermotolerans AF115478
 S60 strain IBRC-M 

 L34 strain IBRC-M
 S51 strain IBRC-M

Natronococcus jeotgali EF077631.1| 

86

81

92

94

94

52

0.01

 L29-3-1 strain IBRC-M

 W14-1 strain IBRC-M
Halorubrum chaoviator  AM048786

 S41 strain IBRC-M

 W62 strain IBRC-M

Halorubrum  xinjiangense AY510707

 S57 strain IBRC-M

 L18 strain IBRC-M

 L22-2 strain IBRC-M

 W67 strain IBRC-M 

 W48-1 strain IBRC-M

 W66 strain IBRC-M

 W3 strain IBRC-M 

Halorubrum kocurii AM900832

 O14 strain IBRC-M

Halorubrum lipolyticum  DQ355814

 S91 strain IBRC-M 
 

 S26-1 strain IBRC-M 
 
 S74 strain IBRC-M 
  L10 strain IBRC-M

Halomicrobium katae EF533994

75

89

51

60

84

70

100

86

70

97
86

28

63

63

60

0.02
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و اعداد  Neighbor-joiningهاي جداسازي شده با استفاده از روش نتيك سويهبراي نمايش روابط فيلوژ Haloarcula هاي جنسدرخت فيلوژنتيك جدايه –8شكل

به عنوان  |Methanoculleus receptaculi DQ787476.1 سويه. نمونه است 1000از  Bootstrapگيري ذكر شده در محل انشعاب نشانگر درصد نمونه
outgroup قرار داده شده است.  

  

  
و اعداد ذكر شده در  Neighbor-joiningهاي جداسازي شده با استفاده از روش هاي باكتري براي نمايش روابط فيلوژنتيك سويهدرخت فيلوژنتيك جدايه -9لشك

قرار داده شده  outgroup به عنوان Microbulbifer epialgicus AB266054 سويه. نمونه است 1000از   Bootstrapگيريمحل انشعاب نشانگر درصد نمونه
  .است

Halovibrio denitrificans DQ072718 
 Pseudomonas halophila AB021383

 Halospina denitrificans DQ072719

 L6 strain IBRC-M
Salicola marasensis DQ019934 

 Salicola salis DQ129689
 Marinobacter oulmenensis FJ897726

Marinobacter lacisalsi EU047505

Azotobacter beijerinckii AJ308319

Pseudomonas panipatensis EF424401

Pseudomonas otitidis AY953147

Pseudomonas taiwanensis EU103629

Pseudomonas entomophila AY907566

Pseudomonas benzenivorans FM208263

 O16 strain IBRC-M
Pseudomonas stutzeri CP002881

Microbulbifer epialgicus AB266054

92
68

46

96
99

87

98

100

55

46
58

72

64

0.005

Haloarcula amylolytica DQ854818 

 S34 strain IBRC-M

 W13-2 strain IBRC-M

 W22 strain IBRC-M

 W53-2 strain IBRC-M
Haloarcula amylolytica DQ826513

 W60 strain IBRC-M

 L33-2 strain IBRC-M

 W7 strain IBRC-M

 S35 strain IBRC-M

 S67-1 strain IBRC-M

 W5 strain IBRC-M

 W2-1 strain IBRC-M

 W20-1 strain IBRC-M

 W19 strain IBRC-M

 L17 strain IBRC-M

Haloarcula marismortui AY596298 

Methanoculleus receptaculi  DQ787476.1|

93

49

30

58

30

33

45

0.05
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توجه به اهميت حفظ ذخاير ژنتيكي ملي كه با شرايط موجود با 

بوم احتمال نابودي بسيار بالايي دارند و خطر نابودي  زيست
درياچه اروميه مطالعه تنوع زيستي اين درياچه ضروري به نظر 

ها به محيط در كشت باكتري، با تلقيح مستقيم نمونه .رسدمي
. آيدعمل ميه ها جلوگيري بجاد رقابت ميان باكتريجامد از اي

هاي رايج معمولا نمونه محيطي را ابتدا در براساس برخي روش
ها از كشت مايع غني سازي كرده و سپس براي جداسازي سويه

كنند، در صورتي كه اين كار باعث هم به كشت جامد منتقل مي
يت دوره در نها. دشوبر هم خوردن تركيب واقعي جمعيت مي

گرماگذاري طولاني امكان ايجاد كلني براي انواع كند رشد 
ها از هر نمونه شامل درصد جدايه. احتمالي را فراهم آورده است

 18/8درصد و از نمك  63/28درصد از خاك و از آب  36/41
ها مربوط به بيشترين جدايه. درصد بود 81/21درصد و از لجن 

داراي ويژگي ذاتي ناهمگوني هاي خاك بودند زيرا خاك نمونه
هاي مختلفي مكاني است كه موجب به وجود آمدن ريز زيستگاه

شود كه داراي شرايط فيزيكي، شيميايي و زيستي متفاوت مي
تر را هاي فراوانهستند و احتمال جداسازي ميكروارگانيسم

از آنجا كه در خاك ماده غذايي بيشتري در  .كندپذير ميامكان
هايي در هاست، وجود چنين ريز زيستگاهارگانيسمدسترس ميكرو

 90(خاك نسبت به شورابه و بلورهاي نمك، كه شوري بسيار بالا 
ها و يكنواختي دارند، براي رشد و تكثير ميكروارگانيسم) درصد

هاي شاخص آب، خاك، در هر يك از نمونه. مكان مناسبي است
. ازي شدندجداس  MGMها از محيطنمك و لجن بيشترين جدايه

درصد نمك و محيط اختصاصي براي  23اين محيط حاوي 
هاي نمك دوست است كه با توجه به شوري جداسازي آركي

هاي باكتري تعداد كم سويه. ها اين نتيجه محتمل استبالاي نمونه
بدست آمده علاوه بر دليل واقعي كمتر بودن آن ها در محيط 

ها ممكن است به علت عدم بكارگيري شرايط نسبت به آركي
در اين پژوهش به . ها نيز مربوط باشدبهينه براي جداسازي آن
هوازي و همچنين كشت هاي كشت بيدليل پيچيدگي روش

 ،اي مستقل را طلب مي كندهاي اتوتروف كه خود مطالعهسويه
  .ها فراهم نشدامكان جداسازي اين گروه

يه بدون در نظر گرفتن محيط و نوع سو 36سويه،  228از بين 
 تجزيهنمونه براي آناليزهاي فيلوژنتيك انتخاب شدند كه نتايج 

با  16S rDNAهاي منتخب از نظر ميزان شباهت در توالي سويه
كه نشان داد  Eztaxonهاي استاندارد ثبت شده در پايگاه داده سويه
   هايجنس  در ها سويه اين   Haloterrigena)1/11  درصد(، 

Halorubrum   )4/44  درصد(،    Haloarcula  )8/38   درصد(، 
Pseudomonas )7/2 درصد( و Salicola )7/2 قرار   )درصد

اعضاي جنس باكتري نمك دوست افراطي  Salicola  .گرفتند
هاي نمك اين باكتري اولين بار از درياچه. بدون رنگ دانه است

در  .)Kharroub et al. 2006( كم عمق در الجزاير جدا شده است
در . باكتري نمك دوست افراطي نيست Pseudomonas كهحالي

هاي شناخته شده متعلق به اعضاي ها بيشتر سويهقلمرو آركي
كه در مطالعه  بودندHaloarcula  و Halorubrum هاي جنس

اين . هاي جدا شده از درياچه بودندترين سويهحاضر نيز فراوان
و  Halobacteriales دوست افراطي در راستههاي نمكآركي
اولين  .(Caton et al. 2004)رند قرار دا Euryarchaeota يشاخه
  هاي نمكي جدا شده است از خاك  Haloterrigena جنسي سويه

)Ventosa et al. 1999 (ها با شباهت به اين و هيچ كدام از سويه
از  Haloterrigena نيزدر اين پژوهش . اندجنس از آب جدا نشده

نتايج مشابهي از ديگر مناطق پر شور . خاك و لجن جداسازي شد
، Halorubrum دنيا گزارش شده است به اين ترتيب كه

Haloarcula  وHalobacterium هاي اصلي جدا شده از گروه
اعضاي  .)Birbir et al. 2007( انددر تركيه بوده Tuzدرياچه نمك 

هاي بدست آمده از درياچه ايهدرصد جد Haloarcula 50 جنس
Maras انددر پرو را تشكيل داده )Matturano et al., 2008( . در

ها متعلق به درصد جدايه 70هاي نمكي استراليا بيش از حوضچه
   ).Burns et al. 2004( بوده استHalorubrum جنس 

تلقيح آب نمك درياچه بر  et al. (2008) Bardavidبر طبق نظر 
حاوي غلظت بالاي نمك و غني از مواد غذايي پيچيده  روي پليت

، Halorubrum موجب جداسازي سويه هاي متعلق به جنس هاي

Haloarcula و Haloferax اين مطلب بيشتر بخاطر . دشومي
واسطه فراواني ه ها در اين شرايط بوده تا اينكه بتوانايي رشد آن

  .ها در محيط باشدآن
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Xuewei et al. (2007) هاي نمك دوست را از درياچه پر كيآر
ها در چين جداسازي كردند كه اين سويه Ayakekumu شور

هاي جنس بودند و Halobacteriaceae جنس از شاخه 6متعلق به 
) درصد 24 ( Natrinemaو ) درصد Halorubrum  )47 غالب
به روش غير وابسته به كشت، دو  Zafrilla et al. (2010)  .بودند

را در اسپانيا بررسي كردند  Penalva و Redondaشور  منطقه پر
 ،Haloarculaهاي هاي شناسايي شده متعلق به جنسكه آركي

Halorubrum ، Haloquadratumو  Halobacterium بودند.   

آركي مورد هاي سويه، Amoozegar et al. (2008)در پژوهش 
اعضاي خانواده  درياچه نمك آران و بيدگلبررسي در 

Halobacteriaceae هاي در جنسHalorubrum )4/55 درصد( ،
Haloarcula )8/17درصد( ،Natrinema )4 

 سه( Natronomonas، )درصدسه (  Halogeometricum،)درصد
، )درصددو ( Halovivax، )درصد دو( Halobacterium، )درصد

Halolamina )درصد يك ( وHalorentalis ) اند بوده) درصديك 

.(Makhdoumi-Kakhki et al. 2012)  
از سواحل  آركي مورد بررسيهاي سويه، در اين پژوهشهمچنين 

 هاياز نظر فيلوژنتيك در جنس درياچه نمك اروميه غربي
Halorubrum،Haloarcula ،Natrinema ،Natronococcus 

،Natronomonas ،Halobacterium ،Halomicrobium 
،Haloterrigena ،Halopelagius ، Halosimplex ،  Halovivax، 

Halobiforma و Halalkalicoccus قرار گرفتند )Asadi 2011( .
كه در پژوهش حاضر كه از تمام نقاط شرق و غرب در حالي

 درياچه اروميه جداسازي انجام شده بود فقط سه جنس
Halorubrum ،Haloarcula  وHaloterrigena   شناسايي شد و

 ، Natronomona، Halomicrobium ،Halopelagiusهاي جنس
Halosimplexs ، Halovivax، Halobiforma، Halalkalicoccus، 

Natrinema و   Natronococcus تفاوت نتايج اين  .گزارش نشدند
-دو پژوهش علل مختلفي دارد نوع نمونه، اختلاف مكان نمونه

از جمله برداري و تهيه نمونه شاخص برداري، تفاوت فصل نمونه
هاي جداسازي شده به علل ذكر تنوع جنس .اين علل مي باشد
هاي حاصل از سواحل غربي درياچه گزارش شده كمتر از نمونه

هايي كه فراواني بيشتر داشتند غالب شده و احتمالا شدند و جنس
-براي بررسي ميكروارگانيسم .ها ممانعت كردنداز رشد بقيه جنس

حسب تعداد كل، تعداد جوامع خاص  هاي طبيعي برها در سيستم
هاي متابوليك آنها نمونه شاخص آناليز و نتايج آن به كل يا فعاليت

نمونه بايد نمايانگر تنوع و تراكم . شوندجامعه تعميم داده مي
هاي براي مثال نمونه. برداري باشدموجودات در كل محيط نمونه

ه عنوان نمونه آوري شده از يك منطقه با هم مخلوط شده و بجمع
تعداد  (Atlas and Bartha 1998). شود شاخص در نظر گرفته مي

برداري،  مختلف نمونه  ، فصلكار گرفته شده هاي به  و تنوع نمونه
و مشخصات  ها در محيط زيست توزيع طبيعي ميكروارگانيسم

مواردي هستند كه در نوع   همگي از جمله شناختي هر منطقه بوم
 Alain and).رنددا اي جداسازي شده اثره ميكروارگانيسم

Querellou 2009) .برداري، در افزايش تنوع  افزايش تعداد نمونه
 .Hughes et al)هاي موجود، تاثيرگذار خواهد بود  ميكروارگانيسم

ها نتايج  در بررسي جوامع ميكروبي با افزايش تعداد نمونه. (2001
علاوه بر محدوديت در روش كشت . آيد دست مي تري به قبول قابل

هاي  دسترسي به تنها حدود يك درصد از ميكروارگانيسم(اصلي 
هاي كشت استفاده شده گستره زيادي  و روش  ها محيط ، )موجود
ها را  رشد گروه خاصي از ميكروارگانيسم امكان تنها و نداشتند

دست آمده از اين روش بيانگر  بنابراين نتايج به. فراهم مي كردند
در روش مولكولي . مل جامعه ميكروبي منطقه نيستواقعيت كا
هاي كشت برداشته شده و دسترسي به محدوديت

ها در شرايط  هاي محيط بدون نياز به رشد آن ميكروارگانيسم
مصنوعي آزمايشگاه حاصل شده با اين وجود دسترسي به ماده 
ژنتيكي و توانايي تكثير ژن مورد نظر در اين روش 

  .كند مي هايي ايجاد محدوديت
هاي مبتني بر كشت با توجه به اساس اين پژوهش كه با روش

آيد تنها در انجام گرفته است، آنچه از بررسي نتايج آن بدست مي
بر اين اساس و . هاي قابل كشت قابل بحث خواهد بودمورد گروه

هاي قابل كشت در با در نظر گرفتن سهم كوچك ميكروارگانيسم
، مقايسه نتايج بدست آمده از نظر روبيمقايسه با كل جامعه ميك

هاي هاي كشت به كار گرفته شده يا تعيين نقش گروهبازده روش
ميكروبي جداسازي شده در حفظ عملكرد زيست بوم امكان پذير 

هاي پر شور در ايران درياچه .(Hughes et al. 2001)نخواهد بود 
ب مثل اروميه، آران و بيدگل، حوض سلطان، مهارلو و تالا

اند هايي هستند كه بررسي شدهگميشان از ديگر اكوسيستم
(Rahban 2008; Bagheri 2009; Didari 2009; Mehrshad 

2010; Asadi 2011). هاي اخير، بررسي تنوع زيستي  در طول سال
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قطعه مولكولي، بيشتر بر اساس تكثير  هاي ها با روش روكاريوتپ
به  .ها انجام شده است هو تعيين توالي ژني سوي 16S rDNA اي از

، الكتروفوزر با Microarryهاي مستقل از كشت مثل كمك روش
يابي، تنوع زيستي ترادف - واسرشت كننده و كلونينگ هشيب ماد

هاي وابسته به كشت گزارش تر از روشها وسيعميكروارگانيسم
ها به راحتي شده است به دليل اين كه بسياري از ميكروارگانيسم

 .Tsiamis et alشوند هاي موجود كشت نميكشتدر محيط 

آيد هاي مستقل از كشت به دست ميآنچه كه در روش .)(2008
هاي حضور ميكروارگانيسم در شناختي است كه براساس نشانه

هاست كه تنوع براساس همين روش. شودطبيعت حاصل مي
هاي و فاصله روششده ها تخمين زده واقعي ميكروارگانيسم

    .شودمي  آن مشخص كشت با

رسد تلاش در پيشبرد همزمان هر دو روش مجموع به نظر مي در
حال حاضر در شناسان بوبه صورت مكمل بهترين گزينه ميكر

هاي هاي كشت به خصوص جايي كه گروهي روشتوسعه. است
هاي ملكولي نظر هستند به همراهي روش جديد ميكربي مد

هاي حاصل از داده آوريجمع. رسدضروري به نظر مي
اي كه به آساني هاي دادههاي مختلف نيز به صورت پايگاهپژوهش

ريزي روش مناسب برداري باشند نقش مهمي در طرحقابل بهره
 براي تحقيقات بعدي خواهد داشت (Alain and Querellou 

هاي مولكولي در مقايسه روش كشت و مولكولي، روش. (2009
- با اين وجود روش. اندع را معرفي كردهتري از تنودامنه گسترده

هاي پلي فازيك شامل استفاده از هر دو روش كشت و مولكولي 
-هاي پر شور ارائه ميتري از تنوع زيستي در محيطنتيجه كامل

  .دهد
  سپاسگزاري

پژوهش حاضر با حمايت مالي مركز ملي ذخاير ژنتيكي و زيستي 
  .ايران انجام گرفته است

  
  
  
  
  

   منابع
Amoozegar MA, Schumann P, Hajighasemi M, Fatemi AZ 
(2008) Salinivibrio proteolyticus sp. nov. a moderately 
halophilic and proteolytic species from a hypersaline lake 
in Iran. International Journal of Systematic Evolutionary 
Microbiology 58: 1159-1163. 
Alain K, Querellou J (2009) Cultivating the uncultured: 
limits, advances and future challenges. Extremophiles 13: 
583-594. 
Alquéres SMC, Almeida RV, Clementino MM, Vieira RP, 
Almeida WI, Cardoso AM, Martins OB (2007) Exploring 
the biotechnological applications in the archaeal domain. 
Brazilian Journal of Microbiology 38: 398-405. 
Asadi B (2011) Diversity of aerobic extreme halophilic 
prokaryotes from western coastal line of Urmia Lake with 
culture-dependent and culture-independent methods. MSc 
Thesis, University of Tehran, Iran (In Farsi) 
Atlas RM, Bartha R (1998) Microbial ecology: 
fundamentals and applications. 4th edition. Addison-
Wesley. California. 
Bagheri M (2009) Diversity of culturable Moderate 
halophilic heterotrophic bacteria in Aran-Bidgol Lake. 
MSc Thesis, University of Tehran, Iran. (In Farsi).  
Bardavid RE, Khristo P, Oren A (2008) Interrelationships 
between Dunaliella and halophilic prokaryotes in saltern 
crystallizer ponds. Extremophiles 12: 5-14. 
Baron F, Finegold S (1990) Diagnostic Microbiology, 8Th 
ed. St. Loui; the CV Mosby Co. 
Birbir M, Calli B, Mertoglu B, Bardavid RE, Oren A, 
Ogmen MN, Ogan A (2007) Extremely halophilic Archaea 
from Tuz Lake, Turkey, and the adjacent Kaldirim and 
Kayacik salterns. World Journal of Microbiology and 
Biotechnology 23: 309-316.  
Bowman JP, McCammon SA, Gibson JAE, Nichols PD, 
Robertson L (2003) Prokaryotic metabolic activity and 
community structure within Antarctic continental shelf 
sediment. Applied Environmental Microbioliology 69: 
2448-2462. 
Burns DG, Camakaris HM, Janssen PH, Dyall-Smith ML 
(2004) Combined use of cultivation-dependent and 
cultivation-independent methods indicates that members of 
most haloarchaeal groups in an Australian crystallizer 
pond are cultivable. Applied Environmental Microbiology 
70: 5258-5265. 
Caton TM, Witte LR, Ngyuen HD, Buchheim JA, 
Buchheim MA, Schneegurt MA (2004) Halotolerant 
aerobic heterotrophic bacteria from the Great Salt Plains of 
Oklahoma. Microbiology Ecolology 48: 449-462. 
Didari Khamseh Motlagh M (2009) Diversity of culturable 
halotolerant aerobic heterotrophic bacteria in Aran-Bidgol 
Lake. MSc Thesis, University of Tehran, Iran. (In Farsi) 
Doughty HW (1924) Mohres method for the determination 
of silver and halogens in other than neutral solutions. 
Journal of the American Chemical Society 46: 2707-2709. 
Dyall-Smith ML (2008) The Halohandbook: Protocols for 
haloarchaeal Genetics. http://www.haloarchaea.com/ 
resources/ halohandbook. 
 
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
93

.9
.3

.7
.0

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

                            14 / 16

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1393.9.3.7.0
http://mg.genetics.ir/article-1-1314-fa.html


  محمدعلي آموزگار و همكاران    …قابل كشت  دوست هاي نمكپروكاريوت زيستي تنوع   
 

 1393 پاييز/3شماره / نهمدوره / ژنتيك نوين 327

 

 
Felsenstein J (1985) Phylogenies and the comparative 
method. American Naturalist 1:1-15. 
Gerhardt P, Murray RGE (1994) Methods for general and 
molecular bacteriology. American Society for 
Microbiology. Washington.  
Hall TA (1999) BioEdit: a user-friendly biological 
sequence alignment editor and analysis program for 
Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium. Series 41: 
95-98. 
Helm D, Hepburn C (2012) The economic analysis of 
biodiversity: an assessment, Oxford Review of Economic 
Policy 28:1-21.  
Hughes JB, Hellmann JJ, Ricketts TH, Bohannan BJM 
(2001) Counting the uncountable: Statistical approaches to 
estimating microbial diversity. Applied Environmental 
Microbiology 67: 4399-4406. 
Kharroub K, Aguilera M, Quesada T, Morillo JA, Ramos-
Cormenzana A, Boulharouf A, Monteoliva-Sánchez  M 
(2006) Salicola salis sp. nov., an extremely halophilic 
bacterium isolated from Ezzemoul sabkha in Algeria. 
International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology 56: 2647-2652. 
Kim OS, Cho YJ, Lee K, Yoon SH, Kim M, Na H, Park 
SC, Jeon YS, Lee JH, Yi H, Won S, Chun J (2012) 
Introducing EzTaxon-e: a prokaryotic 16S rRNA gene 
sequence database with phylotypes that represent 
uncultured species International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology 62:716-721. 
Mehrshad M (2011) Diversity of aerobic heterotrophic 
moderately halophilic and halotolerant bacteria from 
western coastal line of Urmia Lake with culture-dependent 
and culture-independent methods. MSc Thesis, University 
of Tehran, Iran. (In Farsi) 
Makhdoumi-Kakhki A, Amoozegar MA, Kazemi B, Pašic 
L, Ventosa A (2012) Prokaryotic diversity in Aran-Bidgol 
Salt Lake, the largest hypersaline playa in Iran. Microbes 
Environmentes 27: 87-93. 
Maturrano L, Santos F, Rossello-Mora  R, Anton J (2006) 
Microbial diversity in Maras salterns, a hypersaline 
environment in the Peruvian Andes. Applied 
Environmental Microbiology 72: 3887-3895. 
Marmur JA (1961) Procedure for the isolation of 
deoxyribonucleic acid from microorganisms. Journal 
Molocular Biology 3: 207-208. 
Murray RGE, Doetsch RN, Robinow CF (1994) 
Determinative and cytological light microscopy. In: 
Gerhardt P, Murray RGE, Wood WA, Krieg NR, editors; 
Gerhardt P, Murray RGE, Wood WA, Krieg NR, editors. 
Methods for general and molecular bacteriology. 
Washington, D.C: American Society for Microbiology 22-
41. 
Nee S (2004) More than meets the eye. Nature 429: 804-
805. 
Larkin MA, Blackshields G, Brown NP, Chenna R, 
McGettigan PA, McWilliam H, Valentin F, Wallace IM, 
Wilm A, Lopez R, Thompson JD, Gibson TJ, Higgins DG 
(2007) Clustal W and Clustal X version 2.0. 
Bioinformatics 23: 2947-2948. 

Oren A (2004) Prokaryote diversity and taxonomy: current 
status and future challenges. Philosophical Transactions: 
Biological Sciences 359: 623-638. 
Philippot L, Spor A, nault CH, Bru D, Bizouard F ( 2013) 
Original Article. Loss in microbial diversity affects 
nitrogen cycling in soil. ISME Journal 7: 1609-1619. 
Rhoades JD (1982) Soluble Salts. In A.L. Page et al. (ed.) 
Methods of soil analysis. Part 2. Agronomy 9: 167-l 78. 
Rodriguez-Valera F (1988) Characteristics and microbial 
ecology of hypersaline environments. Halophilic bacteria. 
F. Rodriguez-Valera. Boca Raton Fla., CRC Press, Inc. 1: 
3-30. 
Rohban R (2008) Biodiversity of halophilic bacteria 
producing hydrolytic enzyme in Howz Soltan Lake. MSc 
Thesis, Science and Research Branch Islamic Azad 
University, Iran. (In Farsi) 
Simbert RM, Krieg NR (1994) Phenotypic 
characterization. In: Methodes for general and molecular 
bacteriology (eds. Gerhard P, Murray, RGE, Wood WA, 
Krieg NR) American Society for Microbiology, 
Washington 607-655. 
Sheen RT, Kahler HL (1983) Effects of Ions on mohr 
method for chloride determination, Industrial Engineering 
Chemistry Analysis. Ed. 10: 628-629. 
Sonia R, Vartoukian, Richard M, Palmer and William GW 
(2010) Minireview strategies for culture of ‘unculturable’ 
bacteria. FEMS Microbiology Letter 309: 1-7. 
Tamura K, Dudley J (2007) MEGA4: molecular 
evolutionary genetics analysis (MEGA) software version 
4.0. Molecular Biology and Evolution 8: 1596-1599. 
Tsiamis G, Katsaveli K, Ntougias S, Kyrpides N, 
Andersen G, Piceno Y, Bourtzis K (2008) Prokaryotic 
community profiles at different operational stages of a 
Greek solar saltern. Research of Microbiology 159: 609-
627. 
Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, 
Kumar S (2011) MEGA5: Molecular evolutionary genetics 
analysis using maximum likelihood, evolutionary distance, 
and maximum parsimony methods. Molecular Biology and 
Evolution 28: 2731-2739. 
Truper HG (1992) Prokaryotes: an overview with respect 
to biodiversity and environmental importance, 
Biodiversity and Conservation 1: 227-236. 
Turner S, Pryer KM, Miao VPW, Palmer JD (1999) 
Investigating deep phylogenetic relationships among 
cyanobacteria and plastids by small subunit rRNA 
sequence analysis. Journal of Eukaryotic Microbiology 46: 
327-338. 
Xuewei X, Min W, Yuehong W, Huibin Z (2007) 
Culturable halophilic archaeal diversity of Ayakekumu salt 
Lake located in Xinjiang, China. Acta Ecologica Sinica 
27: 3119-3123. 
Zafrilla B, Martínez-Espinosa RM, Alonso MA, Bonete 
MJ (2010) Biodiversity of Archaea and floral of two 
inland saltern ecosystems in the Alto Vinalopó Valley, 
Spain. Saline Systems 13:10. 
 
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
93

.9
.3

.7
.0

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

                            15 / 16

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1393.9.3.7.0
http://mg.genetics.ir/article-1-1314-fa.html


  ار و همكارانمحمدعلي آموزگ   …قابل كشت  دوست هاي نمكپروكاريوت زيستي تنوع
 

 328  1393پاييز/3شماره/نهمدوره/ ژنتيك نوين

 

Zhang H, Schroder  JL, Pittman  JJ, Wang  JJ, Payton ME 
(2005) Soil Salinity Using Saturated Paste and 1:1 Soil to 
Water Extracts. Soil Science Society of American Journal 
69:1146-1151. 
Van HT, Pham and Jaisoo K (2012) Cultivation of 
unculturable soil bacteria. Trends in Biotechnology 30: 
475-484. 
Ventosa A, Gutiérrez M, Kamekura M, Dyall-Smith M 
(1999) Proposal to transfer Halococcus turkmenicus, 
Halobacterium trapanicum JCM 9743 and strain GSL-11 
to Haloterrigena turkmenica gen. nov., comb. nov. 

International Journal of Systematics Bacteriology 49:131-
136. 
Vibha B, Neelam G (2012) Bhardwaj Vibha and Garg 
Neelam., Importance of Exploration of Microbial 
Biodiversity. ISCA Journal of Biological Sciences 1: 78-
83. 
Vreeland RH (ed.) (2013) Advances in Understanding the 
Biology of Halophilic Microorganisms, Chapter 2 Media 
and Conditions for the Growth of Halophilic and 
Halotolerant Bacteria and Archaea Springer 
Science+Business Media Dordrecht 35-58. 

  
  
  
  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
93

.9
.3

.7
.0

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            16 / 16

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1393.9.3.7.0
http://mg.genetics.ir/article-1-1314-fa.html
http://www.tcpdf.org

