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چکیده
میکروارگانیســم هــای نمــک دوســت و تحمــل کننــده ی نمــک، در تطابق 
بــا تنــش محیــط، توانایــی تولیــد مولکولهــای فعــال زیســتی را دارنــد. 
همچنیــن نقــش میکروارگانیســمها در زیســت پالایــی فلــزات ســنگین از 
جملــه نیــکل؛ کــه امــروزه در مناطــق شــهری جــزء آلــوده کننــده هــای 
مهــم آبهــای ســطحی و زیرســطحی بــه شــمار میــرود، شــناخته شــده 
اســت. هــدف از ایــن مطالعــه، بررســی توانایــی تولیــد مولکولهــای فعال 
زیســتی براســاس تنوع ژن PKS در میکروارگانیســم های هالوتولرانت 
و هالوفیــل مقــاوم بــه فلــز نیــکل جــدا شــده از دریاچــه نمــک حــاج علی 
قلــی خــان بــود. میــزان عناصــر آب و خــاک دریاچه به وســیله دســتگاه 
ــط  ــه محی ــمها از س ــد. میکروارگانیس ــری ش ــدازه گی ــی ان ــذب اتم ج
ــب  ــه ترتی کشــت اختصاصــی نمــک دوســتها MH ,SWN و MGM ب
ــمهای  ــپس میکروارگانیس ــدند. س ــدا ش ــک ج ــد نم ــا 10،2 و23 درص ب
ــی  ــه آخــر توانای ــد. در مرحل ــال گردیدن ــکل غرب ــه عنصــر نی ــاوم ب مق
میکروارگانیســمهای مقــاوم بــه نیــکل در تولیــد متابولیتهــای ثانویــه 
بــا کمــک آغازگرهــای اختصاصــی درون ژنــی PKS مــورد بررســی قرار 
گرفــت. از میکروارگانیســمهای کشــت شــده، 50 جدایــه از محیــط کشــت 
ــه از محیــط کشــت  SWN ،22 جدایــه از محیــط کشــت MH و 21 جدای
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مقدمه
امــروزه در سراســر جهــان، بــا توســعه فــن‌‌آوری، فلــزات ســنگین در خــاک و آب مناطــق شــهری،  
ــکل،  ــنگین نی ــزات س ــا فل ــی آب ب ــی، آلودگ ــهرهای صنعت ــال آن در ش ــه دنب ــد. ب ــع یافته‌ان تجم
کادمیــم، ســرب و... بــه مســئله زیســتی تبدیــل شــده اســت )Dixit et al., 2015(. در ایــن میــان 
آلودگــی روزافــزون آب آشــامیدنی و کشــاورزی بــا نیــکل دغدغه ســازمان‌های مســئول ســامت 
ــکل  از راه تنفــس،  ــرود. نی ــه شــمار می ــران ب ــور و محصــولات کشــاورزی ای انســان، دام و طی
خــوردن و آشــامیدن و حتــی جــذب پوســتی اثــرات شــدیدی روی ســامت انســان و حیوانــات 
ــه، و ایجــاد ســرطان از  ــن از کلی ــع پروتئی ــی، افزایــش گلبولهــای قرمــز، دف دارد. حساســیت زای
ــکل  ــا میکرومــولار نی ــر در حــد نانومــولار ت ــه جــذب مقادی ــداران ب ــدن جان ــه واکنشــهای ب جمل

 .)Nordberg et al., 2014(ــد می‌باش
اثرســمیت نیــکل در میکروارگانســیم‌های خــاک مناطــق آلــوده بــه ایــن فلــز نیــز نشــان داده شــده 
اســت )Duda-Chodak and Blaszczyk 2008(. بــا توجــه بــه قــدرت میکروارگانیســم هــا 
در تطابــق بــا تنــش در محیــط )Lushchak 2011( ، توانایــی تولیــد مولکولهــای فعــال زیســتی 
ــت‌پالایی  ــم‌ها در زیس ــرو ارگانیس ــده میک ــناخته ش ــش ش ــز نق )Reddy  et al., 2012( و نی
فلــزات ســنگین )Lopes  et al., 2005( ، در ایــن پژوهــش، امــکان تولیــد ترکیبــات فعــال در 

میکروارگانیســم‌های مقــاوم بــه فلــز نیــکل مــورد بررســی قــرار گرفــت.
دارنــد.  ثانویــه  متابولیــت  تولیــد  بــرای  متنوعــی  ژنــی  میکروارگانیســم‌ها، خوشــه‌های 
ــای  ــا ژن‌ه ــن آن‌ه ــه در بی ــت ک ــان داده اس ــی نش ــه‌های ژن ــن خوش ــرروی ای ــات ب مطالع
بیشــتری  پراکندگــی   )NRPS( غیرریبوزومــی  پپتیدهــای  و   )PKS( ســنتتاز  پلی‌کتایــد 

ــان داد  ــا نش ــه ه ــز جدای ــه فل ــت ب ــون مقاوم ــد. آزم ــت آم MGM بدس
کــه 65%جدایــه هــا بــه فلــز نیــکل مقــاوم بودنــد و بررســی مولکولــی 
نشــان دادکــه برخــی از ایــن جدایــه هــا توانایــی تولیــد ترکیبــات فعــال 
زیســتی را دارنــد. نتایــج ایــن تحقیــق نشــان مــی دهــد کــه در دریاچــه 
نمــک حــاج علــی قلــی خــان میکروارگانیســم هایــی وجــود دارندکــه بــا 
توجــه بــه مقاومــت علیــه فلــز نیــکل و توانایــی در تولیــد محصــولات 
پلــی کتایدســنتازی میتواننــد درزمینــه زیســت فنــاوری مورد اســتفاده 

قــرار گیرنــد.

واژه هــای کلیــدی: پلیک‌تایــد،  ترکیبات فعــال،  دریاچــه حاج‌علی‌قلی‌خان، 
نیکل، هالوتولرنت،  هالوفیل
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 .)Bode  et al., 2002 Engelhardt  et al., 2010(دارنــد
ــر  ــتند.  ه ــدد هس ــی متع ــای آنزیم ــا فعالیت‌ه ــای ب ــامل ماژول‌ه ــا ش ــی PKS ه ــه‌های ژن خوش
   ketosynthase (KS)، acyltransferase (AT)ــه ــوط ب ــوزه مرب ــه ح ــل س ــاژول PKS حداق م
و پروتئیــن حامــل آســیل )ACP( را کــد میکنــد. از معروفتریــن آنزیم‌هــای PKS  می‌تــوان 
آنزیم‌هــا  ایــن  نمــود.  اشــاره     ketoreductase و  دهیدراتــاز   ،  enoylreductase بــه 
زیرواحدهــای ســاختاری را پــی در پــی قــرار میدهنــد کــه منجــر بــه تولیــد گســتره متنوعــی 
ــا نقش‌هــای ضــد باکتریایــی، ضــد قارچــی، ضــد ویروســی  از مولکولهــای زیســتی فعــال ب
ــرای  ــم‌ها ب ــری میکروارگانیس ــن غربالگ ــد. بنابرای ــرطان می‌گردن ــد س ــات ض ــی ترکیب و حت
ــتی  ــال زیس ــات فع ــد ترکیب ــا در تولی ــی آنه ــر توانای ــد بیانگ ــای PKS می‌توان ــور ژنه حض

.)Ayuso-Sacido and Genilloud 2005( باشــد
جهــت دســتی‌ابی بــه هــدف ایــن پژوهــش، غربالگــری باکتری‌هــای جــدا شــده از خاکهــای شــور 
ــت.  ــکل انجــام گرف ــه نی ــاوم ب ــای مق ــرای جداســازی باکتریه ــک حاج‌علی‌قلی‌خــان ب دریاچــه نم
ســپس امــکان تولیــد ترکیبــات فعــال در ایــن بــا کتریهــا، کــه احتمــالا" تــوان زیســت پالایــی نیــکل 

را نیــز دارنــد، بــا اســتفاده از آغازگرهــای اختصاصــی ژن هــای PKS بررســی گردیــد.
ماده و روش 
نمونه برداری

ــان  ــاج علی‌قلی‌خ ــک ح ــه نم ــی دریاچ ــوب غرب ــه جن ــک و آب منطق ــاک، نم ــرداری از خ  نمونه‌‌ب
)دامغان-ســمنان( در طــی دو مرحلــه بــه ترتیــب در اواخــر آبــان و اوایــل اســفندماه ســال 1392 

انجــام و نمونه‌هــا در شــرایط ســترون و دمــای مناســب بــه آزمایشــگاه منتقــل‌ شــدند.
بررسی شيميايي آب و خاک درياچه نمک

بررســی شــیمیایی نمونه‌هــای خــاک بــرای تعییــن مقــدار عناصــر مــس، کادمیــم، کبالــت و نیــکل 
 Agilent Technology( در دانشــکده شــیمی دانشــگاه ســمنان بــا روش طیــف ســنجی جرمــی

Series AA 200( انجــام شــد. 

کشت، جداسازی و خالص‌سازی باکتری‌ها
کلریــد   % محلــول 0/9  در  رقــت  ســری  تهیــه  از  پــس  دریاچــه  خــاک  نمونه‌هــای 
ســدیم در دور rpm 180بــه مــدت 4 ســاعت، از رقت‌هــای۴ -10-2-10 بــرروی محیط‌هــای 
 SWN (Jookar et al., 2014) و )Amoozegar et al., 2008) MH،  MGM (Vreeland 2012(
ــد  ــد. رش ــت گردیدن ــک و PH 7/2  کش ــد نم ــد، و 2 درص ــد،10 درص ــا 23درص ــب ب ــه ترتی ب
ــدت 14 روز  ــه م ــاعت ب ــی 24، 48 و 72 س ــای زمان ــد در دوره‌ه ــای جام ــا روی محیط‌ه کلنی‌ه
بررســی و بدنبــال آن خالص‌ســازی صــورت گرفــت. خلــوص هــر جدایــه بــا اســتفاده از بررســی 
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ــد. ــد گردی ــرم تائی ــزی گ ــز رنگ‌آمی ــی و نی ــی کلن ریخت‌شناس
بررسی ریخت‌شناسی، ویژگی‌های بیوشیمیایی جدایه‌ها و نگهداری سویه‌ها

جدایه‌هــا بــر اســاس ویژگی‌هــای ماکروســکوپی )شــکل ظاهــری کلنــی، فــرم، رنــگ، نــوع حاشــیه، 
ــود  ــرم، وج ــزی گ ــگ آمی ــم، رن ــکل میکروارگانیس ــکوپی ) ش ــی(، میکروس ــطح کلن ــی و س بزرگ
ــالاز، اکســیداز و  ــت، کات ــش حرک ــه آزمای ــاي بیوشــیمیائی ازجمل اســپور( و برخــی از ویژگی‌ه
میــزان نمــک دوســتی مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. جدایه‌هــای خالــص شــده درگلیســرول %20 

در فریــزر 70- نگهــداری شــدند.
بررسی مقاومت جدایه‌ها به نیکل 

بــرای تعییــن حداکثــر غلظــت بازدارندگــی رشــد جدایه‌هــا، از محلــول ســولفات نیــکل، اســتفاده 
  MH(10%salt)ــت‌های ــط کش ــل از محی ــای حاص ــزی جدایه‌ه ــت فل ــن روش مقاوم ــد. در ای ش
ــورد  ــای م ــدند. از جدایه‌ه ــی ش ــذاری بررس ــت و لکه‌گ ــاروش میکروپلی وMGM(23%salt)  ب
ــه و از آن  ــد، ســری رقــت تهی ــم مــک فارلن ــا معــادل OD نی ــه رشــد لگاریتمــی ب نظــر در مرحل

ــد.  ــش اســتفاده گردی ــرای آزمای ب
در روش میکروپلیــت، تاثیــر0، 0/5، 1، 3، 6، 12 میلــی مــولار ســولفات نیــکل بــر رشــد 
ــی0، 0/5،  ــظت نهای ــد غل ــت جام ــذاری، محیط‌کش ــد. در روش لکه‌گ ــی گردی ــا بررس جدایه‌ه
1، 2، 3، 5، 7و 10 میلــی مــولار ســولفات نیــکل رقت‌هــای3-10و6-10 از OD معــادل نیــم مــک 
ــذاری  ــکل لکه‌گ ــن نی ــای معی ــا غلظت‌ه ــه ب ــت‌های جداگان ــط کش ــا روی محی ــد جدایه‌ه فارلن
گردیــد )Abolmaali et al., 2008(. ســپس پتری‌دیش‌هــا در دمــای C°  37 و بــه مــدت 24 

ســاعت گرمخانــه گــذاری و مشــاهدات ثبــت گردیدنــد.
استخراج DNA  ژنومی

 DNA ژنومــی جدایه‌هــای مقــاوم بــه فلــز نیــکل کــه در محیــط کشــت MH مایــع رشــد داشــتند 
بــا کمــک کیــت RNX-Plus kit (RN7713C; Cinaclon) اســتخراج گردیــد. DNA اســتخراج شــده 

تحــت تیمــار بــاRNAse A قــرار گرفــت.
بررسی توانایی تولید ترکیبات فعال زیستی در جدایه‌های مقاوم به نیکل

یه‌هــای  جدا در  زیســتی  فعــال  ترکیبــات  تولیــد  نایــی  توا مولکولــی  بررســی 
پلیمــراز و آغازگرهــای دژنــره‌ی  نیــکل بــه کمــک واکنــش زنجیــره‌ای  مقــاوم بــه 

                   Wawrik et al., 2005, Le  (et al., 2014(ژن‌هــای
 (Moffitt and Neilan 2001, Ehrenreich et al., 2005, Chau et al., 2013)  DKR / DKF

PKSII: بــه شــرح جــداول 1و2 انجــام گرفــت.

SB-540F / SB-1100R
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جدول1: نام و توالی آغازگرهای بکار برده شده در این پژوهش 

)F : آغازگر پیشرو، R :آغازگر بازگشتی(

-540F / SB-SB و DKF/ DKR جدول2: برنامه دمایی مورد استفاده در واکنش برای آغازگرهای

1100R جهت تکثیر قطعات ژن پلی کتاید سنتاز

نتایج
بررسی شيميايي خاک درياچه

  ppm نمونه‌هــای آب، 7/2 و خــاک 7/3بــود. نتایــج بررســی شــیمیایی خــاک غلظــت نیــکل را pH 
1/01 نشــان داد. در حالــی کــه غلظــت منگنــز 3/47 و یــون ســدیم ppm 869/75 بــود. 

کشت، جداسازی و بررسی ویژگی های ریخت شناسی و بیوشیمیایی جدایه‌ها
ــی،  ــذی و معدن ــواد مغ ــی م ــت فراوان ــه عل ــاک ب ــه خ ــرداری، نمون ــه ب ــه نمون ــر دو مرحل در ه
بیش‌تریــن جدایه‌هــا حــدود 70%، و نمونه‌هــای آب و نمــک بــه ترتیــب بــا فراوانــی 20 و %10، 
 SWNــد. 93 میکروارگانیســم از محیط‌هــای ــه خــود اختصــاص دادن ــه را ب ــن تعــداد جدای کمتری
ــداد 21، 22 و 50  ــن تع ــدند. از ای ــازی ش ــاوت، جداس ــای متف ــد نمک‌ه ــا درص MH, MGM , ب

جدایــه بــه ترتیــب در شــرایط 23%، 10% . 2% نمــک توانســتند رشــد کننــد. بیش‌تریــن تعــداد 
جدایه‌هــا از محیــط SWN؛ حــاوی نمــک کمتــر) 2% (، بــه دســت آمــد. فراوانــی بیشــتر جدایه‌هــا 
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ــت و  ــرم مثب ــای جــدا شــده گ ــد. 90% از باکتریه ــر بودن ــارچ کمت ــی ق ــری و فراوان شــامل باکت
ــیری  ــرم و ش ــز، ک ــای قرم ــده پیگمان‌ه ــت آم ــه دس ــای ب ــد. کلنی‌ه ــیلوس بودن ــس باس از جن
داشــتند. بررســی تکمیلــی صفــات بیوشــیمیایی آنهــا نشــان داد کــه بیشــترین جدایه‌هــا حرکــت 

ندارنــد، کاتــالاز مثبــت و اکســیداز مثبــت هســتند.  
بررسی مقاومت جدایه ها به نیکل 

ــه  ــا روش میکروپلیــت در جدایه‌هــای رشــد یافت ــکل ب ــه نی ــزان مقاومــت میکروارگانیســم‌ها ب می
بــرروی محیــط MGM و MH نشــان داد کــه اکثــر جدایه‌هــا بــه نیــکل مقــاوم اســت. بطوریکــه 
حــدود 65% ایــن جدایــه هــا در غلظــت 6 میلــی مــولار نیــکل توانایــی رشــد دارنــد و 5% ایــن 

ــد.  ــکل رشــد کردن ــی مــولار نی جدایه‌هــای هالوتولرانــت درغلظــت12 میل
غربالگــری جدایه‌هــای مقــاوم بــه فلــز نیــکل در غلظت‌هــای مختلــف ســولفات نیــکل بــر اســاس 
میلــی مــولار بــا روش لکه‌گــذاری در شــکل 1 نشــان داده شــده اســت. نتایــج نشــان داد کــه 27 
درصــد ســویه‌ها تــا غلظــت 7 میلــی مــولار نیــکل را تحمــل کردنــد. جدايه‌هــای شــماره 11، 150، 
141، 155و 145 تــا غلظــت بيــش از 5 و کمتــر از 12ميلــی مــولار نيــکل را توانســتند تحمــل کننــد 
ــش از 1  ــا بي ــه شــماره 135 ت ــی مــولار و جداي ــا غلظــت 0/5 ميل ــا ت ــه شــماره 5 تنه ــی جداي ول
ميلــی مــولار نيــکل را تحمــل کــرد. در تمامــی آزمایشــات جدایــه‌ی کنتــرل، در محیــط کشــت فاقــد 

نمــک نیــکل رشــد کــرده اســت. 

بررسی توانایی ژنتیکی تولید ترکیبات فعال زیستی در جدایه‌های مقاوم به نیکل
ــج  ــدند. نتای ــاب ش ــی انتخ ــورت اتفاق ــه ص ــاس ب ــاوم و حس ــه مق ــا، 15 جدای ــن جدایه‌ه از بی
ــا 3  ــا آغازگرهــای F540, R1100 پيشــرو و بازگشــتی تقریب حاصــل از تکثیــر قطعــات DNA ب
طــرح متفــاوت و مشــخص را نشــان داد )شــکل 2 الــف(. طــرح اول در جدايه‌هــای شــماره 155 
، 5، 138و 130 شــامل قطعاتــی بــا طول‌هــای متفــاوت از حــدود 150 تــا 600 جفــت بــاز ظاهــر 
گردیــد. طــرح دوم فقــط در جدايــه شــماره 151 بــا قطعــه مشــخص حــدود 400 جفــت بــازی و 
ــامل  ــماره 139، 3، و 150 ش ــای ش ــد. و جدايه‌ه ــاهده ش ــازی مش ــت ب ــدود 200 جف ــات ح قطع
قطعاتــی بــا طول‌هــای متفــاوت از حــدود 150 تــا 200جفــت بــاز، طــرح ســوم الکترفــورزی در 
ایــن مطالعــه بــود )شــکل 2 ب(. بعــاوه، الکتروفــورز قطعــات DNA تکثيــر شــده بــا آغازگرهــای 
پيشــرو و بازگشــتی R F540, 1100 در جدايه‌هــای شــماره 11، 141، 140و 145 هيــچ محصــول 

مشــخصی را نشــان نــداد. 
تکثيــر  DNA جدایــه هــا بــا آغازگرهــای پيشــرو و بازگشــتی DKF  DKR, فقــط در جدايه‌هــای 
ــا 2000  ــدود 300 ت ــاوت از ح ــای متف ــا طول‌ه ــی ب ــر قطعات ــه تکثی ــر ب ــماره 150و 135 منج ش
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شکل2: الکتروفورز قطعات DNA تکثير شده با آغازگرهای پيشرو و بازگشتی 

F540, R 1100 از باکتريهای مقاوم و حساس به نيکل.

الــف- طرح‌هــای الکتروفــورزی مشــاهده شــده در جدايه‌هــای 155، 5، 138و 130 شــامل 
ــه  ــه 151 قطع ــاز، جداي ــت ب ــا 600 جف ــدود 150 ت ــاوت از ح ــای متف ــا طول‌ه ــی ب قطعات
ــای  ــازی و جدايه‌ه ــت ب ــدود 200 جف ــات ح ــازی و قطع ــت ب ــدود 400 جف ــخص ح مش
139، 3، و 150 شــامل قطعاتــی بــا طول‌هــای متفــاوت از حــدود 150 تــا 200جفــت بــاز 

بــود kb M) 1 شــرکت کيــاژن(. 
ب- الکتروفــورز در جدايه‌هــای 11، 141، 140،و 145 هيــچ محصــول مشــخصی را نشــان 

نــداد kb:M) 1 شــرکت کياژن(.

ــا آغازگرهــای  ــش ب ــه باکتري‌هــای مــورد آزماي ــر DNA بقي ــد )شــکل 3(. تکثي ــاز گردی ــت ب جف
پيشــرو و بازگشــتیDKF  DKR, نتيجــه‌ای بــه همــراه نداشــت.
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بحث
بــرای جداســازی بیشــترین تنــوع گونه‌هــا، در غربال‌گــری میکروارگانیســم‌ها بــا توجــه 
بــه مطالعــه مهرشــاد و همــکاران، از محیــط کشــت‌های؛ MH ،SWN ،MGM، استفاده‌شــد 
)Mehrshad et al., 2012(. نتایــج مطالعــات نشــان داد کــه میکروارگانیســم‌های دریاچــه 
ــوی )2  ــا ق ــف ت ــت‌های ضعی ــن نمک‌دوس ــراً بی ــک اکث ــل نم ــه تحم ــاظ دامن ــمنان از لح ــک س نم
ــرم  ــیل گ ــم‌ها را باس ــن میکروارگانیس ــی از ای ــد بالای ــد. درص ــرار دارن ــک( ق ــد نم ــا 23 درص ت
مثبــت، هــوازی تــا بی‌هــوازی اختیــاری تشــکیل می‌دهــد. برخــی ســویه‌ها دارای توانایــی تولیــد 
ــرایط  ــد. در ش ــت بودن ــیداز مثب ــالاز و اکس ــرک، کات ــا غیرمتح ــه‌ی جدایه‌ه ــاً هم ــپور، تقریب اس
اکولوژیکــی مشــابه باباولیــان و همــکاران )2007(، در مطالعــه باکتــری هــای دریاچــه نمــک آران 
ــد کــه 44 ســویه آن‌هــا باســیل گــرم مثبــت  ــدگل 83 ســویه نمک‌دوســت نســبی جــدا کردن و بی
بودنــد )Babavalian et al., 2009(. در بررســی‌های بعــدی کــه توســط دیــداری خمســه مطلــق 
ــرم  ــیل‌های گ ــتری از باس ــی بیش ــد، فراوان ــام ش ــه انج ــن دریاچ ــر روی همی ــری ) 2009( ب و باق
 Zununi 92 درصــد ســویه‌های جــدا شــده توســط .)Didari et al., 2012( مثبــت گــزارش شــد
 .)Vahed, et al., 2011( از دریاچــه نمــک ارومیــه گرم منفــی بودنــد )و همکارانــش )2011 Vahed

ولــی در مطالعــه مهرشــاد و همــکاران )2011( بــر روی دریاچــه ارومیــه نیــز باســیل‌های گــرم 
مثبــت دارای بیشــترین فراوانــی؛ 59.9، درصــد، بودنــد)Mehrshad et al., 2012(. ایــن نتایــج بــا 
نتایــج بــه دســت‌آمده در پژوهــش حاضــر  بخاطــر شــرایط محیطــی بســیار مشــابه، نزدیک‌تــر 
 Bacillus و همــکاران )2012( یــک گونــه جدیــد از باســیلوس‌ها را به‌نــام Bagheri .اســت
iranensis sp. Nov از لجــن و رســوبات شــور دریاچــه آران و بیــدگل جــدا کردنــد، ایــن ســویه 

 ,DKF  DKR تکثيــر شــده بــا آغازگرهــای پيشــرو و بازگشــتی DNA شــکل 3: الکتروفــورز قطعــات

ــدود  ــاوت از ح ــای متف ــا طول‌ه ــی ب ــامل قطعات ــای 150و 135 ش ــورزی در جدايه‌ه ــای الکتروف طرح‌ه

300 تــا 2000جفــت بــاز بــود. kb :M( 1 شــرکت کيــاژن(.
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متعلــق بــه جنــس باســیلوس‌ها، یــک نمک‌دوســت متوســط میلــه‌ای شــکل، گــرم مثبــت، 
ــای  ــود )Bagheri et al., 2012(. تفاوت‌ه ــپور ب ــد اس ــی تولی ــا توانای ــوازی، ب ــدت ه ــه ش ب
ــه  ــوان ب ــف را می‌ت ــور مختل ــای ش ــط ه ــم‌های محی ــوع میکروارگانیس ــده در تن ــاهده ش مش
ــه  ــی هــر منطق ــف آب و هوای ــاوت زیســتگاه‌ها نســبت داد. ویژگی‌هــای مختل ویژگی‌هــای متف
و نــوع بســتر خــاک، در تعییــن تنــوع زیســتی مــورد انتظــار در آن ناحیــه تأثیرگــذار خواهــد 
ــرد آن محســوب  ــه ف ــای منحصرب ــوع زیســتی هــر زیســتگاه از ویژگی‌ه ــه تن ــود، به‌طوریک ب

 .)Oren 2002, Roberts 2005, Oren 2006( می‌شــود 
ــد،  ــت جام ــذاری در محیط‌کش ــه روش لکه‌گ ــکل، ب ــه نی ــت ب ــه مقاوم ــری برعلی ــج غربالگ درنتای
بیشــترجدایه‌ها عــاوه بــر تحمــل 10 و 23 % نمــک توانســتند تــا غلظــت 7 میلــی مــولار نیــکل را 

نیــز تحمــل کننــد.
 باکتــری نمک‌دوســت نســبی ( .Staphylococcus sp(  کــه از مصــر، توســط Gaballa و همــکاران 
 .)Gaballa et al., 2003( جــدا شــد، قابلیــت تحمــل بــه نیــکل تــا 10 میلــی مــولار را داشــت )2003(
خدابخــش و همــکاران )2011( باکتــری هالوفیــل نســبی Salinivibrio Costicola را از دریاچــه 
ــت 10  ــا غلظ ــود و ت ــکل ب ــه نی ــاوم ب ــه مق ــد ک ــازی کردن ــان جداس ــدگل در کاش آران و بی
میلــی مــولار نیــکل را تحمــل کــرد )Khodabakhsh et al., 2011(. براســاس شــواهد 
ــط ســبب  ــش غلظــت NaCl در محی ــکاران )2005(، افزای ــوزگار و هم ــه شــده توســط آم ارائ
ــردد  ــی گ ــکل م ــه نی ــزات ســنگین از جمل ــه فل ــه ب ــورد مطالع ــت ســویه‌های م ــش مقاوم افزای
 Hedi (2009) (Hedi et al., 2009)، Rathgeber نتایج مطالعات .)Amoozegar et al., 2005(
ــز  Mohabat   (Mohammadzadeh et al., 2014) ، (Rathgeber et al., 2002) (2002) نی

ــطه  ــه واس ــت ب ــا هالوتولران ــل و ی ــم‌های هالوفی ــه میکروارگانیس ــت ک ــت اس ــن واقعی ــد ای موی
ــا و  ــل کاتیون‌ه ــی تحم ــا توانای ــه تنه ــا، ن ــیم در آنه ــدیم و پتاس ــای س ــپ ه ــیع پم ــور وس حض
ــرای رشــد آن‌هــا لازم اســت  ــد بلکــه حتــی وجــود یون‌هــای ســمی ب آنیون‌هــای ســمی را دارن
)Leung et al., 2000(.  بنابرایــن اســتفاده از گونه‌هــای بومــی میکروارگانیســم‌ها )به‌ویــژه 
ــه شــمار  ــه مناســب‌تری ب ــه میکروارگانیســم‌های دســت‌ورزی شــده، گزین باکتری‌هــا( نســبت ب

 .)Davison 2005( ــی‌رود م
عــاوه بــر نقشــی کــه میکروارگانیســم‌های مقــاوم بــه فلــزات ســنگین در زیســت پالایــی دارنــد، 
ــد  ــل می‌کنن ــرای میکروارگانیســم عم ــش ب ــک تن ــه ی ــه مثاب ــزات ســنگین ب ــه نظــر می‌رســد فل ب
و ســبب تولیــد مولکول‌هــای فعــال زیســتی متنوعــی می‌گردنــد.  بطورمثــال بررســی‌های 
ــلولاز در  ــتراز و س ــاز، اس ــه آمی ــف از جمل ــای مختل ــور آنزیم‌ه ــوزگار حض ــش و آم خدابخ
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باکتری‌هــای مقــاوم بــه نیــکل را نشــان داد. بــه علــت اهمیــت ایــن آنزیم‌هــا در صنعــت و نقــش 
باکتری‌هــای هالوفیــل در رفــع آلودگــی محیــط ‌زیســت بــه نظــر می‌رســد کــه شــوری پســند‌ها 
 Amoozegar, Salehghamari( ــرای اهــداف زیســت‌فنّاوری دارا باشــند ــی را ب ــی  بالای توانای

.)et al., 2008, Wang et al., 2009

ــای  ــرروی میکروارگانیســم ه ــی ب ــج حاصــل از بررســی مولکول ــه نتای ــی اســت ک ــن در حال ای
ــبب  ــکل س ــه نی ــنگین از جمل ــزات س ــش فل ــه تن ــد ک ــان می‌ده ــی نش ــق دریای ــده از مناط جداش
تغییــر بیــان ژن‌هــای PKS و NRPS گردیــده اســت )نــوروزی و همــکاران مقالــه چــاپ نشــده(. 
برایــن اســاس در ایــن تحقیــق توانایــی ژنتیکــی میکروارگانیســم‌های جداشــده از دریاچــه 
حــاج علیقلــی خــان ســمنان بــرای تولیــد ترکیبــات فعــال زیســتی مــورد بررســی قــرار گرفــت.  
ــد  ــای( PKS  تولی ــور ژن)ه ــان دادن حض ــرای نش ــق ب ــن تحقی ــه در ای ــکار رفت ــای ب آغازگره
کننــده آنزیــم پلی‌کتایــد ســنتتاز هســتند. انتخــاب آغازگرهــای مــورد اســتفاده در ایــن پژوهــش 
ــه‌ ویــژه  بــرای غربالگــری دامنــه ی گســترده ای از میکروارگانیســم هــای دارای ایــن ژن هــا  ب
 .)Ehrenreich et al., 2005, Wawrik et al., 2005, Pang et al., 2008( باکتری‌هــا اســت
میکروارگانیســم‌ها نســبت بــه تنش‌هــای محیطــی از خــود عکــس العمــل نشــان می‌دهنــد و تولیــد 
ــات  ــن ترکیب ــد ای ــر تولی ــی ب ــای محیط ــر تنش‌ه ــی، تأثی ــا از طرف ــد ام ــه می‌کنن ــت ثانوی متابولی
یکســان نیســت.  Haferburg و همــکاران )2009( نیــز در مطالعــه‌ای نشــان دادنــد کــه یــک تغییــر 
در متابولیســم ثانویــه‌ی اکتینوباکتری‌هــا تحــت شــرایط تنــش فلــزی نیــکل رخ می‌دهــد و ژن‌هــای 
  (Haferburg et al.,  2009) .Timsina, B.ــد ــال می‌گردن ــش فع ــن تن ــر ای ــت تاثی ــی تح خاموش
ــز(  ــر فل ــه اث  Aو همــکاران (2013) اثــر شــرایط کشــت )ســطوح pH و ترکیبــات محیــط از جمل

ــان دو ژن PKS درگلســنگ، تشــکیل  ــه و بی ــی، تعــداد متابولیت‌هــای ثانوی ــر روی رشــد کلن را ب
‌شــده از قــارچ Ramalina cellulose را بررســی کردنــد. نتایــج مطالعــات آنهــا نشــان داد کــه 
ــدون  ــت )ب ــط کش ــب محی ــردن ترکی ــر ک ــا فقی ــور ب ــارچ مذک ــه در ق ــای ثانوی ــداد متابولیت‌ه تع
عصــاره مخمــر( افزایــش مــی یابــد. همچنیــن بیــان برخــی از ژن‌هــای PKS در ایــن تحقیــق در 
pH هــای قلیایــی 8/5 و محیــط کشــت مالــت آگار بیشــتر از pH هــای پایین‌تــر و محیــط هــای 

غنی‌تــر بــوده اســت. بــه بیــان دیگــر تنش‌هــای محیطــی و pH قلیایــی کــه مــی توانــد نشــانه‌ای 
ــر  ــه تاثی ــای ثانوی ــداد متابولیت‌ه ــش تع ــد در افزای ــف باش ــزات مختل ــای فل ــور نمک‌ه از حض

 .)Timsina et al., 2013( ــت دارد مثب
در ایــن پژوهــش بررســی توانایــی تولیــد ترکیبــات فعــال زیســتی در برخــی جدایــه هــای هالوفیل 
ــاط  ــا اســتفاده از آغازگرهــای اختصاصــی، ارتب ــکل، ب ــه نی ــاوم و حســاس ب ــت مق و هالوتولران
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ــد  ــی تولی ــا توانای ــت. ام ــده اس ــان داده ش ــکل نش ــه نی ــت ب ــا و مقاوم ــی PKS ه ــوع ژن ــن تن بی
ترکیبــات فعــال درســویه هــای حســاس ممکــن اســت مربــوط بــه ســاخت ترکیباتــی باشــد کــه 
 PKS ارتباطــی بــا مقاومــت باکتریایــی بــه فلــز نیــکل نــدارد. همچنیــن گســتره وســیع ژن هــای
ــا را  ــن ماژول‌ه ــتری از ای ــداد بیش ــی تع ــوان معرف ــا ت ــی ب ــی آغازگرهای ــا، طراح در باکتری‌ه

ــد.  ــروری می‌نمای ض
نتیجه گیری

نتایــج ایــن پژوهــش نشــان داد کــه باکتری‌هــای مقــاوم بــه فلــز نیــکل جــدا شــده در ایــن پژوهــش 
ــه  ــد ک ــر می‌رس ــه نظ ــتند. ب ــز هس ــری نی ــتی بالات ــال زیس ــات فع ــاخت ترکیب ــی س دارای توانای
ــد  ــورت لیگان ــه ص ــم‌زدایی را ب ــل س ــه، عم ــای ثانوی ــنتز متابولیت‌ه ــا س ــا ب ــم ه میکروارگانیس
شــدن بــا عناصــر ســنگین انجــام می‌دهــد. همانطــور کــه نتایــج حاصــل از ایــن پژوهــش، تنــوع 

ــد. ــد می‌کن ــه را تایی ــن فرضی ــکل ای ــه نی ــاوم ب ــی ژن‌هــای PKS در جدایه‌هــای مق توال
سپاسگزاری

ــای  ــید. از آق ــام رس ــه انج ــمنان ب ــگاه س ــی دانش ــت پژوهش ــت معاون ــا حمای ــش ب ــن پژوه ای
دکترعلیرضــا اصغــری بــرای همــکاری در بررســی جــذب اتمــی انجــام شــده در دانشــکده شــیمی 

پردیــس علــوم پایــه، دانشــگاه ســمنان قدردانــی مــی شــود. 
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