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 یبرا علمیو  یتجار تياهم ی متنوعی را که حائزهاسميکروارگانيم تيجمع گرمآب یهاچشمه

ها  کيوتيب یها، قندها، املاح سازگار و آنت ميآنززيست فناوری فعال در حوزه  عيصنامحققان و 

با شرايط زيستی  یهاطيمح نيدر چنزيستی تنوع  ليو تحل هيتجز. باشندمیبرخوردار هستند، 

 باتيترک يیشناسا یفرصت برا دليل ايجاد و بهمتنوع و منحصر به فرد  یاکولوژ سبب ايجاد سخت

 یها چشمه .کاملاً مورد توجه قرار گرفته استو ساير خصوصيات زيستی ديگرادر ن یها و ژن

به سنگ  کيدر مناطق نزد pHهستند و  یدياغلب اس یآتشفشان یها طيگرم در مجاورت مح آب

های  ها در سال بوماگر چه مطالعات متعددی روی ميکروبيوم اين زيست. است يیايقل یآهک کم

های اکستريم بومی  کنون مطالعات کمی روی چنين محيط است اما تا اخير در دنيا صورت گرفته

کشور ايران دارای مناطق ژئوترمال و آتشفشانی مختلف بوده و . ايران انجام گرفته است

فرد دارای خصوصيات ضد ميکربی و ضد قارچی، ضد بهگرم متعدد و منحصر های آب چشمه

باور  نيساکنان و مردم ا نيدر ب. ای داده استروماتيسم و ساير دردهای عضلانی را در خود ج

در برابر  یخواص درمان یگرم دارا آب های چشمهبعضی از وجود دارد که آب  عمومی

های  ثر از خواص فيزيکوشيمايی و يا ويژگیأتواند مت که می است یمختلف پوست یها یماريب

 یها سميارگان یجداساز یبرا مطالعات وابسته به کشتاز سوی ديگر  .ها باشد ميکروبيولوژيک آن

 یابيکشت ارزاز مستقل  یها ها ارزشمند است، اما روش آن یهايیو کاوش در دارا ديجد

در اين مطالعه شناسايی ترکيب و تعيين فراوانی . دهند یرا ارائه م یکروبياز تنوع م یتر جامع

عنوان يکی از  به گرم قوتورسويی های مختلف جامعه باکتريايی و آرکيايی چشمه آب تاکسون

های نسل  های مستقل از کشت و با استفاده از تکنيک گرم جهان با روش های آب ترين چشمه اسيدی

ترتيب  جهت پروفايلينگ کمی جوامع باکتريايی و آرکيايی مربوطه، به. دشيابی انجام جديد توالی

 V3و  V5تا  V4نوميک بندی تاکسو از دو ناحيه عملکردی طبقه 16S rRNAهای ژن  ساخت کتابخانه

-MGهای  ها با سامانه با آناليز بيوانفورماتيکی داده. های بارکد شده صورت پذيرفت با آغازگر V4تا 

RAST 00های مختلف باکتريايی و  ها و جنس تاکسون مختلف مربوط به خانواده 02، تعداد 

 .اسايی قرار گرفتندهای مختلف آرکيايی مورد شن ها و جنس تاکسون مختلف مربوط به خانواده

 های کلیدی‬واژه
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گرم نقش مهمی در متابولیسم های آبزیست بوم باکتریایی چشمه

های تلاش. (Cai et al. 2013)کنند  انرژی و چرخه مواد ایفا می

نقش اکولوژیک جامعه مداومی جهت شناسایی و رمزگشایی 

 .Blank et al) گرم صورت گرفته استهای آبمیکروبی چشمه

رغم مطالعات  علی. (Lio et al. 2016؛ Hou et al. 2013؛ 2002

های مختلف  دلیل تفاوت اکوسیستم کنون، بهمتعدد انجام شده تا

در زمینه جوامع های بسیاری  گرم، هنوز ناشناختههای آب چشمه

های ها، روابط زیستی و سازگاری گونه میکروبی این چشمه

مختلف باکتریایی نسبت به زیست در شرایط فوق سخت وجود 

تمرکز بر ت صورت گرفته ملعااکثر مطا. (Lau et al. 2009) اردد

ها کوههای رشتهدر کوهپایه گرمهای آب نقاط ظهور پرتعداد چشمه

 Bohorquez et) های آتشفشانی فعال یا خاموش بوده استیا قله

al. 2012; Hedlund et al. 2015; Kumar et al. 2014; Liu et al. 

گرم متنوعی در های آبعدد و چشمهنقاط متدر ایران نیز . (2016

چشمه  00های البرز و زاگرس وجود دارند که  دامنه رشته کوه

گرم شناسایی شده روستایی نقش مهمی در گردشگری آب

گرم در کشور رغم وجود این تعداد آب علی. سلامت ایفا می کنند

مطالعات جامعی در ارتباط با شناسایی ظرفیت ژنتیکی و زیستی و 

 .Golshiri et al)ها صورت نگرفته است چشمه میکروبی این

های عمده تحقیقات انجام شده در ایران بر شناسایی آنزیم (.2015

پذیر این چشمه های کشتگرمادوست و یا جداسازی باکتری

 .Farahmand et al. 2009; Heidari et al)تمرکز داشته است 

2013; Nourmohammadi et al. 2018)) .این تحقیق با  در

های نسل کشت که بر پایه تکنیکاز های مستقل استفاده از روش

یابی استوار است جامعه میکروبی و سایر خصوصیات جدید توالی

عنوان قوتورسویی بهگرم بیولوژیک و فیزیکوشیمیایی چشمه آب

ها ترین چشمهاسیدیگرم ایران و یکی از چشمه آب تریناسیدی

 . تر قرار گرفتاوش دقیقلعه و کدر دنیا مورد مطا

 

 - 55950/40: ییایطول جغراف) ییقوتورسو یدیچشمه داغ اس

شهر در استان نیدر جنوب مشک( 3300/35: ییایعرض جغراف

سبلان واقع  یدر دامنه کوه آتشفشان رانیا یدر شمال غرب لیاردب

 یاست و برا هیدر ثان تریل 13چشمه  نیا انیجر زانیم. شده است

(. 1شکل )است  شدهشناخته  یخوب به یپوست یهایماریرفع ب

 37 ها، آن DNAها و استخراج  منظور جداسازی میکروارگانیسم به

پمپ وکیوم و واحد فیلتراسیون لیتر آب این چشمه با استفاده از 

 ,Sartolab® 150V)میکرومتر  2/7 مصرف خلاء یکبارتحت

PES) (Sartorius Stedim Co. Germany M,-18080Cat No.:) 

منظور حذف تاثیر تفاوت دمایی در اثر انتقال آب  آوری و به جمع

 (.     2شکل )د ش در محل چشمه فیلتر

 و pHگیری پارامترهای فیزیکوشیمیایی آب از جمله دما، اندازه

گرم برداری در محل چشمه آبدر زمان نمونه( TDS)سختی آب 

صورت ر قابل حمل طبق روش کار مربوطه تم pHبا استفاده از 

 .(Prieto-Barajas et al. 2017) گرفت

DNA  اشده و میکرومتری جد 2/7کل با شستشوی فیلتر ژنومی

استخراج قرار مورد سیداپورا شده  پروتکل اصلاح استفاده از با

 مویکروبیبه م یابیمنظور دست به. (Siddhapura et al. 2010) گرفت

های جدا شده، ها و آرکیجهت حل کردن باکتری و بهشده،  لتریف

به قطعات کوچکتر خرد شده و در  لیاستر طیدر شرا لتریقطعات ف

 mM 100) روزنهباش کیبه مدت  ونیبافر سوسپانس تریل یلیم 15

Tris–HCl (pH 8.2); 100 mM EDTA (pH 8); 1.5 M NaCl) 

دور در  277 باانکوباتور  کریگراد در ش یدرجه سانت 30 یدر دما

 ظیجهت تغل یکروبیم ونیسوسپانس. قرار گرفتند ماریتمورد  قهیدق

 .دندش وژیفیسانتر قهیدور در دق 2777با دور  یریگو رسوب

 یهامتنوع جنس بیترک لیدل بهو  یکیزیف تخریب منظور به

 با هدفو  یکروبیم ونیدر سوسپانس ییایآرک و ییایمختلف باکتر

 یکیزیف ماریت نیدتریاز شد یبی، ترکییایمیش هضمتر مناسب ریتاث

درجه همراه با  05 یو دما عیو ذوب متناوب در ازت ما خیشامل 

شده  وژیفیسانتر رسوب یرو شهیتوام با ذرات ش دیشد زنشهمبر

اولیه محصول  ،ییایمیش جهت هضم .صورت گرفت ونیسوسپانس

 ییایمیکننده شهضماز بافر  تریل یلیبا پنج ماز تیمار فیزیکی حاصل 

 ;SDS; Lysozyme 20 mg/ml (w/v ,%20)ترکیب  متشکل از

ProtinaseK10 mg/ml; N-lauroyl sarcosine 10 mg/ml; 1% 

(w/v) CTAB  گراد  یدرجه سانت 05 یساعت در دما 45به مدت

در ای دو رشته DNAغلظت . قرار گرفتند ماریمورد ت یدر بن مار

  مقدمه

  ها مواد و روش
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 dsDNA Quant-iTبا استفاده از کیت سنجشمحصول استخراجی 

dsDNA و فلورومتر Qubit (Invitrogen, USA )تعیین شد. 

متاژنومی استخراج شده از یک محیط میکروبی  DNAدر مورد 

ریبوزومی با تکثیر قطعات این ژن از  16Sساخت کتابخانه ژن 

. پذیر است ها با استفاده از آغازگرهای عمومی امکان همه باکتری

باشد  دا و انتهای توالی میبتکثیر این توالی از طریق آغازگرهای ات

 16Sکه به لحاظ بیولوژیک باید علاوه بر تکثیر اختصاصی ژن 

را ها و آرکیها ریبوزومی توانایی تکثیر این ژن در همه باکتری

آغازگر  و 27Fاین آغازگرها شامل، آغازگر مستقیم . داشته باشند

ژن پوشش  را از این V3تا  V1که ناحیه باشند  می 534R معکوس

 (. 1جدول )دهند  می

همچنین روی آغازگرهای متاژنومی، توالی خاصی برای استفاده 

که مکمل یک رشته دیگر بر روی ذره  NGSیابی  در فرآیند توالی

و  Libگیرند که اصطلاحاً  باشد قرار می یابی می واحدهای توالی یا

مستقیم  در هر دو آغازگر Libهای  الیتو. شوند یا آداپتور گفته می

ها  گیرند و در واقع این توالی و معکوس مورد استفاده قرار می

پرایمر  ها گردند و به آن یابی استفاده می عنوان آغازگر توالی به

توالی این قطعات . شودنیز گفته می( Fusion Primers)امتزاجی 

-′5 یابی برای آغازگر مستقیم شاملمخصوص توالی

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC-3′ آغازگر  و

 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC-3′-′5 معکوس
برنامه تکثیری این آغازگرها جهت انجام واکنش مربوطه . باشد می

 2گراد به مدت  درجه سانتی 95دمای  چرخه بامشتمل بر یک 

 27سازی به مدت  درجه واسرشت 95از دمای  چرخه 37دقیقه، 

ثانیه و دمای تکثیری  37درجه به مدت  50اتصال  ثانیه و دمای

 .باشند دقیقه می 5درجه به مدت  02

 FLX 454 titaniumبا پلتفرم  16S rRNAیابی کتابخانه ژن  توالی

باشد  باز را دارا می 577که توانایی خوانش قطعات بزرگ تا 

یابی بر اساس مبنای فناوری این نوع توالی. صورت گرفت

emPCR  وpyrosequencing های انبوه حاصل آنالیز داده. باشد می

-SILVAngs (https://ngs.arbیابی با پایپلاین  از توالی

silva.de/silvangs )های خام فرایند آنالیز داده. صورت گرفت

. وسیله پنج ماژول بنیادی صورت گرفت هتوسط این پایپلاین ب

، کنترل (align)ردیف سازی مراحل مختلف فرایند آنالیز شامل هم

، (dereplication)ها  ، تقلیل توالی(quality control)کیفی 

. باشد می( classification)بندی  و طبقه( clustering)سازی  خوشه

 multi fastaهای ورودی این پایپلاین بر اساس فرمت  داده

تمامی ( کنترل کیفی اولیه)سازی  ردیفدر هم. باشد می

های دارای  یص و حذف خوانشهای ورودی جهت تشخ خوانش

 SINAتوسط ماژول ( PCRمانند قطعات کاذب )نقص یا مشکل 

(http://www.arb silva.de/aligner/sina download/ ) مورد

دی آنالیز عدر مراحل بهای نامناسب رار گرفته و توالیبررسی ق

منظور  به ،سازیها و خوشهدر مرحله تقلیل توالی. گیرندقرار نمی

تمامی  ،افزاری انجام آنالیز پذیری نرممان و امکانکاهش ز

های کنترل کیفی شده موفق در حالت تشابه صددرصدی خوانش

در نهایت . گیرند بندی شده قرار می های دسته در قالب خوشه

و بر اساس پایگاه  Blastترین خوانش از هر خوشه با ابزار  بلند

 . گیرند قرار میبندی تاکسونومیک  مورد طبقه SILVAهای  داده

 
 

 

 پرایمرهای مورد استفاده جهت ساخت کتابخانه تکثیریتوالی و  مشخصات -1جدول  

 

 

 

 

 

 

Sequence (5′ to 3′) Primer name Target variable 

region 
Amplification 

organisms 
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA 515F V4-V5 Bacterial  

CCGYCAATTYMTTTRAGTTT 926R   
GYGCASCAGKCGMGAAW 349F V3-V4 Archaeal 

GACTACHVGGGTATCTAATCC 785R   
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Sabalan mt. 

  گرم قوتورسویی در دامنه کوه سبلان، استان اردبیل از چشمه آب گیری محدوده جغرافیایی مکان نمونه -1شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 
 خلاءبرداری با سیستم فیلتراسیون  قوتورسویی در محل نمونهجداسازی میکروبیوم آب چشمه  -2شکل 

 

بررسی خصوصیات فیزیکوشیمیایی نمونه چشمه آبگرم 

و با  50/2درجه اسیدیته نشان داد که این چشمه با  قوتورسویی

ترین چشمه کلرایدی ایران به شمار اسیدیمیزان بالای یون کلراید 

ترکیبات شیمیایی و خصویات فیزیکی دیگر آب این . رود می

 .ده استشذکر  2چشمه در جدول 

 
 قوتورسوییخصوصیات فیزیکی و ترکیبات شیمایی چشمه آبگرم  -2جدول 

 قوتورسوییچشمه آبگرم  پارامتر فیزیکوشیمیایی

pH 2.87 

Temp. 37.9 °C 

TDS 1771 (mg/L) 

Cl 26500 (mg/L) 

SO4 620 (mg/L) 

As 0.02 (mg/L) 

Na 139.6 (mg/L) 

K 29.3 (mg/L) 

Ca 23.7 (mg/L) 

شده در قابلیت تکثیر متاژنومی استخراج DNAو کیفیت  غلظت

. بسیار حائز اهمیت است 16S rRNAبهینه و ساخت کتابخانه ژن 

شده این چشمه که با استفاده از دستگاه  استخراج DNAمحلول 

اسپکتروفتومتر و خاصیت جذب نوری صورت گرفت دارای 

 معادل A260/A280و نسبت کیفی جذب  ng/µL 5/00غلطت 

در دستگاه با  PCRبعد از تکثیر . دشگیری  ندازها 770/2عدد 

و ساخت  PCRروش و پروتکل مذکور، جهت تأیید انجام موفق 

 یک درصداز محصول روی ژل آگارز  16s ،µl3کتابخانه ژن 

 (.الف و ب 3شکل )د شالکتروفورز 
جامعه باکتریایی چشمه آبگرم  تاکسون شناسایی شده در 20در 

تاکسون غالبیت نسبی در فراوانی محاسبه شده  17 ،قوتورسویی

دهنده تنوع متوازن در ترکیب و  برای این محیط دارند که نشان

  .(4شکل ) فراوانی جامعه باکتریایی این محیط دارد
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 باکتریایی 16S rRNAکتابخانه تکثیری ژن ( ب متاژنومیک استخراج شده و DNA( الکتروفورز الف -3شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 قوتورسویی آبگرم چشمه باکتریایی جامعه فراوانی و ترکیب نمودار -4 شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 قوتورسویی آبگرم چشمه آرکیایی جامعه فراوانی و ترکیب نمودار -5 شکل

 

جامعه آرکیایی چشمه آبگرم تاکسون شناسایی شده در  11در 

ه شده تاکسون غالبیت بیشتری در فراوانی محاسب 4، قوتورسویی

 Candidatusهای برای این محیط دارند که تاکسون

Nitrosocaldus  وpGrfC26 باشند که  های غالب می تاکسون

 دهد درصد این جامعه را تشکیل می 23و  07ترتیب بیشتر از  به

 .(5شکل )

( hierarchical)سلسله مراتبی همبستگی عملکردی در شبکه 

 Lactobacillusورسویی جوامع باکتریایی در نمونه آب چشمه قوت

و  Moraxelaceaeهای  کمترین و تاکسون Sediminibacteriumو 
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Enterobacteriaceae بیشترین مشارکت عملکردی را دارند 

  .(0شکل )

آب چشمه اعضای جامعه آرکیایی ای  دایره در شبکه همبستگی

 Halobacteriaceaeشود که تاکسون  قوتورسویی مشاهده می

و  Desulfurococcaceaeو با تاکسون نقش محوری دارد 

Haloarcula (0شکل ) ارتباط عملکردی متقابلی دارند. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
شبکه همبستگی عملکردی جوامع باکتریایی نمونه آب چشمه  -0شکل 

 قوتورسویی

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
شبکه همبستگی عملکردی جامعه آرکیایی نمونه آب چشمه  -0شکل 

 قوتورسویی

 

 

 ،ازگاری فیزیولوژیک زیست در شرایط اسیدیسمنظور بررسی  به

ها و پوشش  پروفایل آنزیمی، مشارکت کمی و عملکردی تاکسون

مورد  Terpenoid backbone biosynthesisمسیر متابولیسمی 

های شدید قادر به رشد اسیدوفیل. تحلیل و ارزیابی قرار گرفتند

ای هماندگاری در محیط. به صفر هستند نزدیک pHدر مقادیر 

های پروتون و ای از غشاها، پمپاسیدی نیاز به سازگاری گسترده

 اولین(. Vinokur et al. 2016)دارد  DNAهای ترمیم مکانیسم

های گرمادوست بعضی از آرکی در اسیدیته برابر در دفاع خط

باشد که  می C40 اتر تترا های چربی از شده ساخته چربی لایهتک

 بر لیپیدهای مبتنی(. Stern et al. 1992)است  نفوذ غیرقابل بسیار

 شوند می باعث و کنند می تری ایجاد محکم بندی ایزوپرونوئید بسته

 و کوچک هایمولکول به نسبت هاآرکی پذیری غشاهاینفوذ

 .Jacquemet et al)شود  و ثبات اسیدی محیط کمتر اتر پیوندهای

2009 .) 

اربرد اقتصادی و همچنین یک ویژگی بسیار جالب ترپینوئیدها ک

ها در بهبود پوسته پوسته شدن پوست، کاهش  اهمیت پزشکی آن

عروف ثیر مأتورم و خارش و سایر موارد است که با کاربرد و ت

سازگار است  های پوستی کاملاًآب این چشمه در رفع ناراحتی

(Chai et al. 2017 .)  

، ایزوپرونوئیدها همه برای کربنی 5 پیش ماده

مسیر متابولیسمی  توسط است که( IPP) فسفات پیرو ایزوپنتنیل

 تولید هاباکتری برخی و هاآرکی، ها یوکاریوت در میوالونات

 (. Holstein and Hohl 2004)شود  می

شود تا بار فسفریله میها، موالونات یکبا این حال، در بیشتر آرکی

ایجاد شود، سپس به ایزوپنتنیل ( M5P)فسفات موالونات -5

 IPPدکربوکسیله شده و در نهایت دوباره برای تولید ( IP)ت فسفا

 .Dellas et al. 2013 and VanNice et al)د شوفسفریله می

در این زمینه آنزیم های کلیدی یکی از آنزیم(. 2014

باشد که در آرکی  می( EC: 4.1.1.99)دکربوکسیلاز  فسفوموالونات

 VanNice)ه است شناسایی شد Haloferax volcaniiگرمادوست 

et al. 2014 .) 

های محیط آب چشمه قوتورسویی بررسی پروفایل آنزیمی آرکی

 Terpenoid backbone biosynthesisدر مورد مسیر متابولیسمی 

های چشمه قوتورسویی در این زمینه دهنده پتانسیل آرکینشان

 :EC)باشد و غنای آنزیم کلیدی فسفوموالونات دکربوکسیلاز  یم

 .نیز در چشمه قوتورسویی به مراتب بیشتر است ( 4.1.1.99
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های همچنین در دندروبار ذیل مشارکت عملکردی تاکسون

صورت کمی  چشمه قوتورسویی به مختلف آرکیایی نمونه آّب

در محیط قوتورسویی که این مسیر . نشان داده شده است

های این محیط  ی جزیی از استراتژی سازگاری آرکیمتابولیسم

درصد بیشترین نقش را ایفا  30/40با   Haloarculaاست جنس 

 .(5شکل ) می کند

 سپاسگزاری

: کد طرح)این تحقیق با حمایت مالی طرح تحقیقاتی مربوطه 

Mo-1393-029 ) در مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران انجام

لی از همکاری همکاران این مرکز و بانک مولکولی مرکز م. دش

 . آید عمل می ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران تشکر و قدردانی به

 

 

 کمی صورت بهدر مسیر بیوسنتز ترپنوئیدها  قوتورسویی چشمه آّب نمونه آرکیایی مختلف های تاکسون عملکردی مشارکت دندروبارهای -5شکل 
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