
 ها مجله دنیای میکروب
 7431( بهار 43سال یازدهم شماره اول )پیاپی 

 17-17صفحات 

 نمکدان قشمر هتروتروف غا باکتری ها و آرکی های مولکولیتنوع  

 5، محمود شوندی3، سید ابوالحسن شاهزاده فاضلی7، نینا زمانی4، ملیحه مهرشاد7*، محمد علی آموزگار7محبوبه دارابی
  5دانشیار، مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران، تهران،  4دکتری، دانشگاه تهران، تهران، 3 استاد، دانشگاه تهران، تهران، 2  کارشناس ارشد، دانشگاه تهران، تهران، 1

 استادیار، گروه میکروب شناسی و بیوتکنولوژی، پژوهشگاه صنعت نفت، تهران.

 چکیده

بوم،  با توجه به تنوع بالا، کاربردهای زیست فناوری و نقش موثر میکروارگانیسم ها در ایجاد و حفظ تعادل زیست سابقه و هدف:

دوست نیز  ها و آرکی های نمک ها بسیار مورد نیاز است. در این میان، باکتری کسب اطلاعات و توجه به تنوع زیستی میکروارگانیسم

به دلیل اهمیت اقتصادی  و شرایط  خاص اکولوژیکی زیست بوم شان مورد توجه می باشند.  این مطالعه با هدف بررسی تنوع باکتری 

 ها و آرکی های هتروتروف غار نمکدان قشم انجام شد.

انجام شد. تنوع  1332این پژوهش به صورت مقطعی با نمونه برداری از غار نمکدان قشم در آبان ماه سال  مواد و روش ها:

میکروارگانیسم های هوازی هتروتروف ساکن غار با استفاده از روش کشت  مورد بررسی قرار گرفت. باکتری ها و آرکی های هالوفیل 

جدا سازی شدند. جدایه ها براساس تفاوت  MGMو  Marine Agarو هالوتولرانت در شرایط هوازی به ترتیب در دو محیط کشت 

 سویه توالی یابی شد. 32برای  rRNA 16Sهای ریخت شناسی و ویژگی های بیوشیمیایی اولیه تفکیک شدند. در نهایت ژن 

یوری آرکیوتا سویه ترادف یابی شد که از نظر فیلوژنتیک آرکی ها در شاخه    27برای   rRNA  16Sسویه خالص ژن  172بین یافته ها: 
 و در   سباکتریوئیدو فرمی کیوتس و باکتری ها در شاخه های  هالوباکتریوم، هالوآرکولا، هالوفراکس، هالوکوکوس و درجنس های  

سویه  11قرار گرفتند. از بین این سویه ها   پائنی باسیلوس  آلیفودینی بیوس، باسیلوس، پارالیوباسیلوس،اکویی باسیلوس،جنس های 

 درصد با نزدیک ترین سویه استاندارد داشتند که نقطه مرزی برای ارائه گونه جدید میکروبی محسوب می شود. 3/87شباهت کمتر از 

قرار گرفتن جدایه های شناسایی شده در شاخه ها و جنس های مختلف نشان دهنده تنوع بالای اکوسیستم غار نمکدان نتیجه گیری: 

قشم از نظر میکروبی است. ارایه میکروارگانیسم های بومی در گونه ها و جنس های جدید و از اکوسیستم های منحصر به فرد با 

 معرفی محتوای ژنتیکی جدید امکان دست یابی به فرایند ها و ژن های جدید بومی را فراهم می کند. 

 باکتری های نمک دوست، آرکی های نمک دوست، تنوع زیستی، غار نمکدان قشم.واژگان کلیدی: 

 39اردیبهشت ماه پذیرش برای چاپ:      39فروردین ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: تهران، خ انقلاب، دانشگاه تهران، گروه میکروب شناسی.

  amoozegar@ut.ac.irپست الکترونیک:  92191113553تلفن:    

 م دمه     

ها بخش جدایی ناپذیر از تاری  و عم ل ک رد                                       میکروارگانیسم                     

حیات در کره زمین هستند. اک ول وژی م ی ک روب ی  ت ن وع                                               

برهم ک ن ش آن ه ا ب ا                    ها و هم نین چگونگی                  میکروارگانیسم             

یکدیگر و با محیط برای تولید و حفظ این تنوع را مورد بررسی                                                          

ها نقش مهمی در ت ک ام ل                      (. میکروارگانیسم                1قرار می دهد               

بیولوژیکی، ژئولوژیکی، ژئوشیمیایی و اقلیمی زمین دارن د. در                                                          

  های میکروبی به صورت سنتی بر دو زمی ن ه                                    نتیجه اکولوژیست               

 مطالعاتی: تنوع میکروبی شامل ج داس ازی، ش ن اس ای ی و                                                

های مت ن وع و             ها در زیستگاه             کمیت پذیر کردن میکروارگانیسم                            

ه ا در       هم نین فعالیت میکروبی یعنی عملکرد میکروارگانیسم                                               
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تعیین تنوع می ک روب ی و                        زیستگاه خود و نقش شان به واسطه                              

(. تنوع زیستی م ف ه وم                     1های ژئوشیمیایی تمرکز دارند                              چرخه    

زمین را           بسیار مهمی است که پایه و اساس حیات بر روی کره                                             

ت وان ب ا         (. تنوع میکروبی در محیط را م ی                             2دهد       تشکیل می        

ای، تنوع          های متنوعی مانند تنوع فیلوژنتیکی، تنوع گونه                                           شاخص    

 اکولوژی، ت ن وع                 (. مطالعه         1ژنوتای ی و تنوع ژنی بررسی کرد                                 

(. آن ال ی ز           3و تکامل میکروبی بسیار به هم پیوسته هس ت ن د                                            

دهد که ح ی ات             ریبوزومی نشان می                  A  های     ای توالی        مقایسه      

سلولی متعل  به یکی از سه قلمرو  باکتری، آرکی و یوکاری وت                                                         

 (.    4است       

تعریف موجودات در این سه قلمرو اص ل ی ن ه ت ن ه ا ی ک                                               

چارچوب فیلوژنتیکی اساسی ارائه داده است که پ ی ش از آن                                                     

اکولوژی میکروبی و میکروبیولوژی آن را نداشت، ب ل ک ه در                                                     

نهایت منجر به ایجاد اصل مهم در اکولوژی می ک روب ی ش ده                                                    

هایی که با            است. یعنی ناتوانی در کشت درصد زیادی از باکتری                                             

های شمارش مستقیم قابل مشاهده هستند که ب ه ع ن وان                                                  روش   

 (.      5یک مان  در اکولوژی میکروبی مطر  است                                       

غارها ف ای خالی و طبیعی زیر زمینی هستند که هی   گ ون ه                                                     

ابعاد خاص و مشخصی ندارد و عموما  دارای یک ده ان ه ب ه                                                    

ه ای     ت وان ب ه روش           (. غارها را م ی              7و   9سط  زمین هستند                  

بندی      ها دسته       متعددی دسته بندی کرد. از رای  ترین این   روش                                            

اغ ل ب      (.      5بر اساس نوع صخره و چگونگی ایجاد غار است                                           

های آهکی ایجاد شده ان د.                         غارها از سن  آهک یا دیگر صخره                             

 انواع دیگر غار که البته به تع داد م ح دود وج ود دارن د از                                                      

 جنس گ ، گرانیت، تالوس، کوارتزیت، ی  و م اس ه س ن                                                  

   (.  /باشند         می  

های فق ی ر ب ه ل ح ا                   ها غارها به عنوان اکوسیستم                          برای سال        

(. چ ن ی ن         3شدند        توده و تنوع زیستی در نظر گرفته می                                 زیست    

های اولی ه           شد: فقدان تولید کننده                     مفهومی از چند دلیل ناشی می                          

ها، محدودیت ف ا و این حقیقت که ب ی ش ت ر                                      در بیشتر قسمت             

های ج رافیایی معتدل ان ج ام                           مطالعات بر روی غارها در عر                            

گرفت که در آن غارها به لحا  تنوع زیس ت ی نس ب ت ب ه                                                می  

  (. با وجود اینکه مطالعه                       3همتایان گرمسیری خود نسبتا  فقیرند                                       

ها در غارها قدمت زیادی ندارد و نسبتا  محدود                                             ها و آرکی         باکتری      

ها در اکولوژی غار ب وده                        است اما تائیدی بر اهمیت این ارگانیسم                                    

 (.  19است       

های موجود در غار ب ازت اب ی از                             از بسیاری جهات تنوع باکتری                          

ت ری ن      (. بنابراین هم ن ان ف راوان                         11-14محیط پیرامون است                    

  پروت وباکتر هستند و هر پن  زیرشاخه                                    ها از اع ای شاخه                باکتری      

رسد ک ه گ روه             شوند. اما به نظر می                   آن در این محیط یافت می                      

هایی ک ه در غ ار                (. سایر گروه            11-14تر است          اپسیلون غالب            

  (،    A          r    اکت ی ن وب اک ت ری ا               شوند شامل           مشاهده می         
فلیوباک ت ری اr            r     ،)              8       باکتروئیدس8کلروبی                   

   فرم ی ک ی وت س          (،         r        r            باکتروئیدس            
      r           ،)              نیتروس ی را            و  (                     پلنکتومایستس    

انواع ژئولوژیکی غار از جمله: س ن                                      ها در     هستند. این باکتری                 

شوند. این تنوع فیلوژنتیک ی                           ای و گرانیتی یافت می                    آهکی، گدازه           

 ه ا ه م راه          به این میکروارگان ی س م                      وابسته        های پی یده          با گروه       

ت وان د ش ام ل            شوند. ب  عنوان نمونه، پوشش میکروبی م ی                                     می  

های گوگرد و نیتروژن باشد                          های ارگانوتروف، اکسیدکننده                          باکتری      

 (.  11-14کنند        که همگی به عنوان جمعیت میکروبی عمل می                                     

های محی ط ی           های هتروتروف موجود در غارها یا باکتری                                     باکتری      

معمولی هستند که به صورت تصادفی توسط جریان آب سطحی                                                   

( ی ا      15اند       ها وارد غار  شده                یا ورود و خرو  حیوانات و انسان                              

 ی زندگی خ ود را در غ ار                       هایی  هستند که کل چرخه                      باکتری      

 (. اخیرا  از دو نظر به  میکروارگان ی س م ه ا در                                             19گذرانند           می  

غار ها توجه شده است: اول  به دلیل این که  تولید ک ن ن دگ ان                                                         

اولیه هستند و دوم: به دلیل ت ییر در شکل غار مورد توجه خاص                                                           

 (.    3قرار دارند              

دهی ف ای داخ ل ی                توانند نقش اصلی را در شکل                         ها می     باکتری      

غار در فرآیندی به نام اس ل وژنسیس بر عهده داش ت ه ب اش ن د.                                                        

ه ا ب ه       ها و سایر میکروارگانیس م                       است که باکتری             مشخص شده          

(. این امر توس ط                 /کنند        های غار کمک می              محلول سازی دیواره                   

فیزیکی، تولید اسید، ت ن ش ن م ک و                                 فرآیندهایی مانند حمله                     

(. در جهان غار های ن م ک ی                         17ها امکان پذیر است                     اگزوآنزیم         

محدود واندکی وجود دارد. به عنوان نمونه می توان به غار ه ای                                                           
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ترین      کشورهای شیلی، رومانی و فلسطین اشاره نمود. اما طولانی                                                   

و بزرگترین غار نمکی جهان در ایران واق  ش ده اس ت. غ ار                                                     

در             و            نمکدان قشم در موقعیت ج رافیایی                                

استان هرمزگان و جزیره قشم واق  شده اس ت. ای ن غ ار در                                                    

متر از سط  دریا در انتهای جنوب غرب ی ج زی ره                                             237    فاصله     

قرار گرفته است. طویل ترین غار گنبد نمکی قشم به ن ام غ ار                                                        

  95/9در قسمت جنوب غربی این گنبد ب ا درازای                                        3نمکدان        

 (.      /1شود       متر به عنوان طویل ترین غار نمکی جهان شناخته می                                              

ه ای     در این مطالعه با نمونه برداری از غار با استفاده از روش                                                      

های ساکن در غار و                   قابل کشت برای جداسازی میکروارگانیسم                                   

ت ن وع          16S rRNAس س شناسایی مولکولی با استفاده از ژن                                      

 های غار مورد بررسی قرار گرفت.                             زیستی میکروارگانیسم                   

 ها  مواد و رو           

در ابتدا از آب، رسوب و بلورهای ن م ک                                    الف( نمونه برداری:                    

نمونه ب رداری ان ج ام                      1332غار نمکی قشم در آبان ماه سال                              

گرفت. نمونه ها در کوتاه ترین زمان ممکن و در شرایط سترون                                                         

ه ا ب ه       به آزمایشگاه منتقل شدند. میزان اسیدیته و دمای نمون ه                                                   

متر و دماسن  قابل حمل در مح ل ن م ون ه                                        ترتیب توسط            

ها نیز با استفاده از                      برداری اندازه گیری شد. میزان شوری نمونه                                       

( م دل       Mett er  o e o    متر شرکت متلر تولدو                     دستگاه مالتی            

ها به آزمایش گ اه                 ( پس از انتقال نمونه                    Mu ti e en    مولتی سون         

ها برای سن ج ش              گیری شد. آنالیز شیمیایی ترکیبات نمونه                                     اندازه      

شناس ی دانش گ اه               زمین      ها در دانشکده             عناصر موجود در نمونه                    

ه ا    ای انجام شد. نمونه                  تهران با استفاده از روش نورسنجی شعله                                    

 داری شدند.            سلیسیوس نگه             درجه      4تا زمان استفاده در دمای                         

ه ای     محیط کش ت        ها:     ها و آرکی         ب( کشت و جداسازی باکتری                       

مورد استفاده با توجه به شرایط اقلیمی غار ک ه دارای م ی زان                                                         

نمک بالا است انتخاب شدند. به منظ ور ج داس ازی ط ی ف                                               

 ه ای   ه ا م ح ی ط       ه ا و آرک ی         ت ری از ب اک ت ری             گست رده      

MGM      Marine agar         وmarine agar              استف اده

آورده شده است. ت ل ق ی                          1شدند که ترکیبات آنها در جدول                              

 آب به دو صورت مستقیم و س ان ت ری ف ی وژ ش ده و                                           نمونه     

ب ر        19-7سریال رقت تا رقت                    های رسوب و نمک با تهیه                      نمونه     

ه ای     های آماده شده انجام گرفت. در نهایت محی ط                                       روی محیط        

ب رای        49         ه ا و      برای باکتری               39         تلقی  شده در دمای                   

ه ا    های رشد کرده بر روی پلی ت                        ها نگه داری شدند. کلنی                      آرکی    

شناختی  شک ل، ان دازه،                      از نظر  تفاوت در ویژگی های ریخت                               

رن ، قوام، حاشیه و برآمدگی سطح ی( ج داس ازی ش دن د.                                                

هم نین برای جداسازی انواع کند رشد پلیت های اول ی ه ب ه                                                     

مدت یک ماه با تامین رطوبت گرماگذاری شدند. در نهایت ب ا                                                       

استفاده از پارافیلم دور پلیت به مدت شش ماه نگهداری و در                                                         

ه ای ج دی د          ای برای جداسازی کلنی                    های زمانی دو هفته                   بازه    

هایی که پس از پن  بار کشت م ت وال ی در                                     بررسی شدند. کلنی                

رن  آمیزی گرم و خصوصیات ریخت شناختی رفتار ثابت ی از                                                    

خود نشان دادند، به عنوان کشت خالص در نظر گرفته ش دن د.                                                      

 ب ه ع ن وان ری ز م   ذی                         از محلول            MGMدر محیط         

     race e ement                                         استفاده شد که ترکیبات آن در زی ر آورده )

 شده است:        

گرم(،  O   .  Fe     185،میلی لیتر( 19          

O   .2 o     139  ،)میلی گرمO  . 2Mn     199  میلی

 ترکیب ردیف
 (g/l)م دار در محیط 

MGM 23% 
Marine 

Agar 10% 
Marine 

Agar 3% 
1 NaCl 183/0 80 19/45 
7  Mg   2283 /8/ /8/ 
4  Mg O 298/ - - 

3 Pe tone 19 5 5 
5 Yea t extract 2 1 1 
1   O  a - 3824 3824 
1   a   3 18/ 18/ 
8 K   5839 2 9855 
3   a  O - 9819 9819 
71 Ferric citrate - 981 981 
77 KBr - 989/ 989/ 
77   r   - 9893 9893 
74   iO  a - 98994 98994 
73  aF - 989924 989924 
75   O    - 989919 989919 
71  BO   - 9892 9892 
71   PO  a - 9899/ 9899/ 
78 Agar - 15 15 

 مشخصات محیط کشت های مورد استفاده به منظ ور ج داس ازی  : 1جدول 

 (.13باکتری ها و آرکی ها  

( انجام i      پوند بر این  مرب  15و فشار   121   سترون سازی محیط ها ی کشت در دمای * 

 تنظیم شد. 785تا  7محیط ها بین    گرفت. 
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میلی گرم(،  BO     9   میلی گرم(، 2Zn     79گرم(، 

 MoO  a   39  ،)میلی گرمO   .2 i     24  ،)میلی گرم

O  . 2 u     2  )مقدار       میلی لیتر(. 1891 و آب مقطر میلی گرم  

لیتر از این محلول اتوکلاو شده و برای هر یک لیتر از                                                   میلی      25

 (.      13میکرولیتر از این استو  استفاده شد                                       MGM   ،599محیط      

ماکروسکوپی،               بررسی صفات اولیه                ها:     سویه       ( توصیف اولیه              

های     میکروسکوپی و فیزیولوژیک سویه ها انجام گرفت. ویژگی                                                 

ها شامل شکل، ارتفاع، حاشیه، سط  و رن                                        ماکروسکوپی سویه               

ها در محیط جامد با ترکیب گفته شده در                                      کلنی هریک از جدایه                  

، کاتالاز و اکسیداز و                       KOهای     مشخص شد. از تست                 1جدول      

 (.    29روش لام مرطوب استفاده شد                           

ه ا از ن ظ ر             برای تفکیک سویه               تحمل نمک:             د( تعیین محدوده               

دوست افراطی، نسبی یا تحمل کن ن ده                                   های نمک             تعل  به گروه            

نمک از محیط با کمترین میزان ماده آلی استفاده شد که ت ام ی ن                                                          

مورد استفاده شام ل                     ها باشد. محیط کشت پایه                        کننده رشد سویه                

g    ea t extract    5     وg   agar    15                          بوده که با درصدهای نم ک

  39و     2785،   25،   2385،   29،   1785،   15،   1285،   19،   9،   4صفر،      

های منتخب بر روی ت م ام ی ای ن                            تهیه شد و هریک از جدایه                       

 ه ا و    برای باک ت ری             39         ها کشت داده شد و در دمای                          محیط    

روز       19ها گرماگذاری شدند. گرماگذاری  تا                                  برای آرکی           49         

ادامه یافت. درصدی از نمک که نخستین رشد ادامه دار در آن                                                        

نمک برای رشد آنها در ن ظ ر                            مشاهده شد به عنوان درصد بهینه                             

  نم ک       15تا      3های با رشد بهینه در محدوده                                گرفته شد. سویه              

دوست نسبی و سویه های با توانای ی رش د در                                            عنوان نمک           به    

  به عنوان نمک دوست واقعی در ن ظ ر                                  15میزان نمک بالای                

 (.  29گرفته شدند              

ها    سویه      A  در ابتدا              ز( شناسایی مولکولی و آنالیز فیلوژنتیک:                                      

( استخرا  شد. به منظور تک  ی ر ژن                                 Marmurبا روش مارمور                 

16SrRNA                                                      باکتریایی و آرکیایی از توالی های یاد شده در جدول

ای پلی م راز از                (. برای انجام واکنش زنجیره                          21استفاده شد                2

میکرولیت ر از                185در ترکیب نهایی،                     محیط بافری با غلظت                    

 Mg          mM    5    ،)1                می ک رول ی ت ر از   P         mM    19  ،) 2  

میکرولی ت ر از ه ر                   2پلی مراز،             a    A آنزیم       میکرولیتر از              

الگو به م ی زان م ن اس ب                       A  ( و     M     19 کدام از پرایمرها                  

از آب م ق ط ر              A  استفاده گردید. برای کنترل منفی به جای                                       

(. چرخه دمایی برای انجام واکن ش                                29دوبار تقطیر استفاده شد                          

P             16نشان داده شده است. ژن                         3در جدولSrRNA        به ط ول

جفت باز پس از تک یر در دستگاه ترموسایکلر ب ی وم ت را                                                    1499

Biometra                                      987( ساخت کشور آلمان، بر روی ژل آگ اروز  

برای توال ی                Pدرصد الکتروفورز گردید. در نهایت محصول                                       

 یابی به شرکت ماکروژن در کره جنوبی ارسال شد.                                           

افزار کروم اس                  ترادف دریافت شده توسط نرم                          ( آنالیز آماری:                  

( بازخوانی و ویرایش شد. س س با استف اده                                        roma Pro  پرو       

های ثبت شده در                  ( نوکل وتید با توالی                        B Aاز ابزار بلاست                 

و       B   GenBan  های داده اط لاع ات ژن وم ی                         پایگاه        

 ztaxon                                           ه ای       مقایسه گردید و میزان شباهت آن ب ا س وی ه

 (.  22مختلف ثبت شده، تعیین گردید                              

 یافته ها        

ه ای     مشخصات فیزیکوشیمیایی نمونه شاخص و ترکیب ی ون                                           

آورده شده است. از                     5و     4موجود در غار به ترتیب در جداول                                

سویه مربو  به م ح ی ط کش ت                          /3سویه، تعداد               172مجموع       

’5توالی پرایمر) نام پرایمر Cدمای اتصال ) (’3
◦) 

27F )باکتری( AGAG   GA  M GG   AG 5983 

1492R ( باکتری و
 GG  A    G  A GA    54 (آرکی ها

 21F)آرکی ها(    GG  GA    G  G 5387 

 مشخصات پرایمرهای مورد استفاده در واک ن ش زن ج ی ره ای  : 2جدول 

 (.29پلی مراز  

 نام مرحله
دما )درجه 
 سلیسیوس(

 زمان )ثانیه(

مخصوص 
 باکتری

 زمان )ثانیه(

مخصوص 
 آرکی

تعداد 
 چرخه

 1 1/9 399 35 واسرشت شدن اولیه
 15 99 34 واسرشت شدن

 اتصال 39
  باکتری( 57
 39 99  آرکی( 51

 52 59-99 72 گسترش
 1 429 429 72 گسترش نهایی

 منظور تک ی ر ژن نامه واکنش زنجیره ای پلیمراز مورد استفاده به بر : 3جدول 

16SrRNA  29.) 
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Marine Agar            سویه مربو  به م ح ی ط کش ت                          53، تعداد

Marine Agar         سویه مربو  به محیط کش ت                        75وMGM 

ه ای اول ی ه ب ر اس اس ش ک ل                         بودند. تعداد ج دای ه                       

آمده است. از بین  ج دای ه ه ای                               1میکروسکوپی در نمودار                      

سویه نم ک            22سویه شامل             27خالص شده به صورت تصادفی                         

 سویه نمک دوست نسبی برای آن ال ی ز ژن                                   5دوست واقعی و              

16SrRNA                                   ی ت وال ی ژن            انتخاب شدند. نتای  حاصل از مقایسه

  Ztaxon های استاندارد ثبت شده در                          های منتخب با سویه                 سویه    

 است. درخت فیلوژنتیکی ت وال ی ژن ی                                آورده شده           9در جدول         

16SrRNA    های مورد بررسی ب ه روش                           دست آمده از جدایه                   به

 eig  or- oining             و با  ریبBoot tra                       صد و با استفاده از

رسم شد. درخت فیلوژنتیک به تفکیک ب رای                                         M GAافزار         نرم   

یوری آرک وتا              و   فرمی کیوتس            ،   باکتریوئیدس           های به شاخه               جدایه     
 نمایش داده شده است.                     3تا      1در شکل های            

 

 بح    

(.    /های تاریک و با محدودیت مواد غذایی هستند                                           غارها محیط          

موجود در این مناط  نسب ت                           به همین دلیل تنوع موجودات زنده                              

ها به دل ی ل دارا                 به محیط پیرامون  کمتر است. میکروارگانیسم                                        

بودن سبک خاص زندگی و توانایی تحمل شرایط س خ ت در                                                

ها نقش بسزایی دارند. در م ورد                              حفظ و پایداری این اکوسیستم                          

 غار نمکدان قشم علاوه بر دو شر  یاد ش ده ش وری ب الای                                                 

  را نیز باید در نظر گرفت. این غ ار ع لاوه ب ر ش رای ط                                                  39

 اکولوژیکی منحصر به فرد، ب ا ق رار گ رف ت ن در ل ی س ت                                               

 های جهانی ثبت شده توسط سازمان یونسکو                                      ژئوپار          

 ویژگی نمونه شاخص

 دما 27/5

7/2 pH 

22/3 TDS 

28/9 salinity 

 مشخصات فیزیکوشیمیایی نمونه شاخص. :4جدول 

 (g/lم دار ) نام یون
+Na 12/4 

+K 11895 
++Mg 981 
++Ca 3829 
++Fe    mg   98119 

 ترکیب و نوع یون ها.: 5جدول 

 صد.  Boot  traو  ریب   eig  or- oining با استفاده از روش باکتریوئیدسهای شاخه   درخت فیلوژنتیک مربو  به جدایه: 1شکل 

های اولیه به تفکیک نوع میکروارگ ان ی س م، ش ک ل ‌میزان جدایه : 1نمودار 

 آمیزی گرم.‌میکروسکوپی و رن 
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     O                                                 و هم نین به عنوان اولین ژئوپار  ملی از اهمیت )

راهبردی خاصی نیز برخوردار است. در این پژوهش با توجه به                                                        

داده های موجود در مطالعات پیشین در زمینه ت ن وع زیس ت ی                                                     

های غ اری،           ها در محیط          غارها در زمینه تنوع کم میکروارگانیسم                                    

با شبیه سازی هرچه بیشتر شرایط کشت به محیط اولیه سعی بر                                                        

های م وج ود در غ ار                  جداسازی هرچه بیشتر میکروارگانیسم                                

ه ای کش ت دارای               نمکی قشم شده است. در این راستا محیط                                   

های تالازوهالین انتخاب شدند.                             های موجود در محیط                 انواع نمک         

از بین سه نوع محیط کشت استفاده شده با درصدهای متف اوت                                                      

    23ب ا      MGMها مربو  به محیط                  نمک، بیشترین تعداد جدایه                        

شوری بودند که از جمله دلایل آن می توان به شباهت در میزان                                                           

 نمک محیط غار با درصد ن م ک اس ت ف اده ش ده در ای ن                                             

محیط جداسازی و سازگاری م ح ی ط غ ار ب رای ح ی ات                                           

های نمک دوست افراطی اشاره کرد. ب ی ش ت ر                                      میکروارگانیسم               

 های به دست آمده در قلمرو باکتری ه ا دارای ش ک ل                                              جدایه     

 نوع میکروارگانیسم درصد شباهت سویه ی استاندارد با بیشترین میزان شباهت نام سویه ی منتخب ردیف

7 J H    r         r        -      3781 آرکی 
7 K H    r         r        -      3784 آرکی 
4   H                r         A    9       3/8/ آرکی 
3   H   f r x    x   r     M    338/ آرکی 
5 G H   g     r       r  q        M         3381 آرکی 
1 F H                r         A    9       3/8/ آرکی 
1   H    r       r    r    A       9    3783 آرکی 
8    H            rr     A      8     3/85 آرکی 
3 F  H   f r x    x   r     M    3383 آرکی 
71    H    r     j p      J M   8     3/87 آرکی 
77    H   g     r       r  q        M         33 آرکی 
77  9-  H   f r x       rr      GM   .  8     3384 آرکی 
74   -  H   f r x       rr      GM   .  8     3383 آرکی 
73   -  H    r     j p      J M   8     3383 آرکی 
75 8 H    r         r        -      3/ آرکی 
71   H                r         A    9       3/8/ آرکی 
71   H                r         A    9       3/89 آرکی 
78  -  H    r        p      A     9  (T) 378/ آرکی 
73  -  H    r         r        -      3784 آرکی 
71   -  H    r        p      A     9  (T) 3389 آرکی 
77    H   f r x pr                199 آرکی 
77   -  H    r        p      A     9  (T) 3387 آرکی 
74 B                              -       3387 باکتری 
73   -  Aq                 Y M 9        3/87 باکتری 
75   -    r             q   g         Y M-   8    338/ باکتری 
 باکتری 3385                                 -   71
71 9- -  A   f          r      Y M        3985 باکتری 

 سویه های منتخب با سویه های استاندارد. S rRNA16مقایسه میزان شباهت ژن : 9جدول 

ب ا فرمی کیوتس های شاخه ی  درخت فیلوژنتیک مربو  به جدایه:  2شکل 

 صد.  Boot  traو  ریب  eig  or- oining استفاده از روش 
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میله ای بوده و از نظر رن  آمیزی گرم در گروه گرم م بت ه ا                                                         

قرار می گیرند. با توجه به این ن ک ت ه ک ه ای ن ش اخ ه از                                                   

ها قادر به تشکیل اس ور و قرارگیری در ح ال ت                                           میکروارگانیسم             

آنها در شرایط سخت غار  ک ه دارای                                   خفتگی هستند، مشاهده                   

میزان کم مواد غذایی و تاریکی و نمک بالا است مورد ان ت ظ ار                                                        

است. بر اساس نتای  مطالعات پیشین در زمینه حیات میکروب ی                                                        

در محیط های تاریک غارها اینگونه نتیجه گیری شده است ک ه                                                       

 های میکروبی موجود در غاره ا م ت ع ل   ب ه                                       بیشترین گروه            

اکتینوباکتریا، باک ت روئ ی دس8                            ، های اپسیلون پروت وباکتریا                         شاخه    
کلروبی، فلاووب اک ت ری ا8ب اک ت روئ ی دس، ف رم ی ک ی وس،                                            

 (.      3هستند         نیتروس یرا            و     پلانکتومایستس            

 بیشتر مطالعاتی ک ه در زم ی ن ه ب ررس ی ت ن وع زیس ت ی                                             

میکروارگانیسم ها در محیط های غاری صورت گرفته بر روی                                                     

غارهای غیر شور بوده است و گستره وسیعی از جمعیت ه ای                                                    

 میکروبی را در محیط های غاری گزارش کرده اند.                                             

( در ایالت            Kartc nerاز غارهای بزر  کارچنر                           2912در سال        

،   بتاپروت وباک ت ری ا                ،   گاما پروت وباکتریا                  های     آریزونا اع ای شاخه                  

،   کلروفلکسی         ،   دلتاپروت وباکتریا                 ،   آلفاپروت وباکتریا                 ،   پلنکتومایستس            

ها را ب ه          بیشترین جدایه                 به ترتیب            فرمی کیوتس          و    اسیدوباکتریا            

 .   ( 23خود اختصاص دادند                    

در        (    ime tone در بررسی تنوع میکروبی غارهای لیمس ت ون                                      

های جدا شده عمدتا                       میکروارگانیسم               2919جنوبی در سال                کره   

،   گ ام ا پ روت   وب اک ت ری ا                  ه ای       های متعل  به شاخه                   باکتری      

  و     اسیدوباکتریا                آلفاپروت وباکتریا،                      پلنکتومایستس،             ،   بتاپروت وباکتریا                
پژوه ش ان ج ام ش ده در غ ار                            (.    24اند       بوده    فرمی کیوتس            

A tamira          اع  ای         در اس انیا موجب جداسازی                         /299در سال

، بت اپ روت   وب اک ت ری ا،                     گاما پروت وباکتریا                  های باکتریایی                 شاخه    

پلنکتومایستس، آلفاپروت وباکتریا، دلتاپروت وباکتریا، کلروفلکسی،                                                                
 (.  25  شد    باکتروئیدس              و فرمی کیوتس              اسیدوباکتریا،             

واق  در ایت ال ی ا اع  ای                         Fra  a iدر پژوهش دیگری در غار                       

  تیوتریکس        ،   دلتاپروت وباکتریا                 ،   پروت وباکتریا                 اپسیلون       های       خانواده       

T     r x     ،)          بژیاتوئا  gg           )            ها را به خ ود              بیشترین سویه

 o er از غ ار        2994هم نین در سال                 .   (   29اختصاص دادند                

Kane                                            ها م رب و           در ایالت وایومین  در آمریکا  بیشترین جدایه

 باکت روئ ی دس            و     بتاپروت وباکتریا                ،   گاماپروت وباکتریا                     های   به شاخه       

های ج دا ش ده از غ ار                    بیشترین میکروارگانیسم                       .   (   27بودند         

Fair                                           ه ای   در ایالت کلورادو در آمریکا م رب و  ب ه ش اخ ه  

آل ف ا      ،   پل ن ک ت وم ایس ت س            ،   بتاپروت وباکتریا                ،   گاماپروت وباکتریا                 
 س ای ت وف اگ ال س             و ، باکتروئیدس              تس  فرمی کیو        ،   پروت وباکتریا             

 

ب ا یوری آرکیوت ا های شاخه  درخت فیلوژنتیک مربو  به جدایه :3شکل 

 صد.  Boot  traو  ریب  eig  or- oining استفاده از روش 
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      p  g               2( بودند/  .) 

( و اس   ای در             ec ugui  a از غارهای ل وگیا                      2993در سال        

  i er                      ه ای م ت ع ل   ب ه              ( در ن ی وم ک زی ک و ب اک ت ری 

،   پلنک ت وم ایس ت           ،   بتاپروت وباکتریا                ،   پروت وباکتریا             گاما          های   شاخه    

،   اپسیلون پ روت   وب اک ت ری ا                         دلتاپروت وباکتریا،                  ،   آلفاپروت وباکتریا                 
   ک رن وآرک ی وت ا               و  آرک ی وت ا       ی وری    ،   اسیدوباکتری ا            ،   نیتروس یرا          

   r   r                  23( بودند  .) 

( در       Garma( و گارم ا            onin  از غار یونین                  2994در سال        

،   پ روت   وب اک ت ری ا             گام ا      های   های متعل  به شاخه                 اس انیا باکتری              

اپس ی ل ون         ،   دلتاپروت وباکت ری ا                 ،   پلنکتومایستس            ،   بتاپروت وباکتریا                

  ش اخ ه    اکتینومایست س،               ،   اسیدوباکتریا            ،   ، نیتروس یرا            پروت وباکتریا             

جدا شدند          های غیر گوگردی سبز                    باکتری          و فرمی کیوتس          ،        

های جدا شده از ای ن                    طور که مشخص است شاخه                    (. همان       39    

غارها با وجود منحصر به فرد بودن محیط  کشت شان از ی ک                                                     

کند و از شباهت تقریبی ب رخ وردار                                الگوی مشخص پیروی می                   

های جدا شده از غار نمکدان قشم نی ز ت ن وع ی                                         هستند. گروه             

ها داشت. مطالعات گسترده تر و با استفاده از                                            مشابه با این گروه                 

های غیر قابل کشت اطلاعات مناسبی در زم ی ن ه ت ن وع                                              روش   

های غاری در اختیار قرار داده اس ت. در ع ی ن                                          زیستی محیط            

حال مطالعات بسیار محدودی در زمینه تنوع زیستی میک روب ی                                                      

تواند ناشی از تعداد ک م                        غارهای نمکی انجام شده است که می                               

 های منحصر به فرد در سط  کره زمین باشد.                                      این محیط        

در      2912در پژوهشی که در س ال                     به عنوان یک محیط مشابه                        

معدن نمکی در آناتولی مرکزی در ترکیه انجام گرفت، با استفاده                                                            

ه ای     های حاصل اع ای جنس                  از روش وابسته به کشت جدایه                          

  ( و       H    r    هالوآرک ی ولا            (،             H    هالوکوکوس           
  ( متعل  به قلمرو آرک ی ه ا و در                               H   r  r    هالوروبروم            

 (.    31( بودند                H    r  هالوآرکیا             شاخه    

در زمینه این معدن نمکی که تا حدودی مشابه محیط غ اره ای                                                      

 نمکی است، مطالعه دیگری در زمینه غارهای ن م ک ی و ی ا                                                  

محیط های مشابه گزارش نشده است. علاوه بر اینکه بای د ب ه                                                      

این نکته اشاره شود که یکی از تفاوت های عمده بین م ع ادن                                                       

نمکی و غارهای نمکی، بکر بودن محیط های غار ن م ک ی در                                                   

 مقایسه با معادن و کمتر ب ودن دس ت ورزی انس ان در ای ن                                                  

 محیط ها است.              

 ن ژاد      ی اروم ی ه ک ه ای ران                   انجام شده بر دریاچه                     در مطالعه         

     ranne a                     انجام دادن د ب ی ش ت ر                     2915( و همکاران در سال

 وی ب ری و        س ال ی ن ی      ،   ه ال وم ون اس             از اع ای جنس            ها    جدایه     
    S        r     )       ایدیومارینا           و              r              ای ن        32( بودند .)

گاماپروت وباکت ری ا                       دوست نسبی و از اجزای شاخه                         ها نمک      سویه    
های حاصل از غار نمک دان اج زای ای ن                                  هستند. اما در جدایه                   

ارومیه          دیگری بر روی دریاچه                     جنس دیده نشدند. اما در مطالعه                             

( و همکاران انجام ش د،                       Jo arتوسط جوکار                2914که در سال           

  ه ای ش اخ ه        ها از گرم م بت                همانند غار نمکدان ببیشتر جدایه                              

تواند به دلیل مشابه ت در                         بودند. این شباهت می                       فرمی کیوتس          

 (.    33غذایی باشد                میزان نمک هر دو محیط و شرایط فقر ماده                                     

در بررسی تنوع میکروبی قابل کشت غار نمکی قشم، اع  ای ی                                                     

 از قلمرو باکتری ها و آرکی ها جداس ازی ش دن د. از ب ی ن                                                 

  ی وری        جدایه های تعیین توالی شده، انواع آرکیایی در ش اخ ه                                                

و       فرمی کی وت س          و جدایه های باکتریایی در شاخه های                                   آرکیوتا         

 های باکتریای ی م ط اب   ب ا                        قرار گرفتند که گروه                     باکتروئیدس          

های مورد انتظار در محیط غار بودند که از غارهای دیگ ر                                                     شاخه    

 در سراسر جهان نیز جداسازی شده بودند.                                      

با توجه به شرایط شوری افراطی محیط غار ج دا ش دن ای ن                                                   

ها قادر به تشکیل                  ها دور از انتظار نبود. چرا که این باکتری                                        گروه    

های بلند و کش ی ده                  ساختارهای مقاوم اس ور و هم نین باسیل                                    

برای دست یابی بهتر به مواد غذایی ان د  م وج ود در غ ار                                                    

های حاصل از غار نمکدان به دلیل محیط پرش ور                                           جدایه         هستند.      

آرکیوتا و در              یوری        های متعل  به شاخه                 غار بیشتر از نوع آرکی                     

(   H   f r x    فراکس       لو  ها  ،   هالوآرکیولا          ،   هالوکوکوس         های     جنس   

بودند. این جنس ه ا                   (         H   g     r      هالوژئومتریکوم              و   

قرار می گیرند که دارای اع ای نمک                                  هالوباکتریاسه                   در خانواده          

 دوست افراطی است. بنابراین، ج دا س ازی ای ن گ روه از                                                 

آرکی های نمک دوست افراطی از محیط غار که دارای  ش وری                                                     

جداسازی اع  ای               درصد است دور از انتظار نیست.                                39حدود      

 ب اس ی ل وس         (،             A   f    آلیفودینی بی وس                    های   جنس   
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پ ائ ن ی       (،                r      پارالیوباسی ل وس                (،                  
(             Aq        آکوئی باسیلوس             ( و                    باسیلوس         

از محیط غار نیز نشان دهنده تنوع باکتریایی مح ی ط در ب ی ن                                                       

 اع ای شاخه های مختلف است.                           

 به علاوه تعداد جدایه های توالی یاب ی ش ده از م ی ان ک ل                                                   

جدایه های خالص شده تنها درصدی از جامعه می ک روب ی را                                                   

 نشان می دهد. بر اساس تفاوت در س اخ ت ار ک ل ن ی ان واع                                                 

سویه های خالص سازی شده می توان اینگونه تخمین زد ک ه                                                    

تنوع گونه ای میکروارگانیسم ها در محیط غار نمکی نیز مشاب ه                                                          

سایر غارها دارای تنوع مناسبی از انواع باکتری ها و آرک ی ه ا                                                           

است. در مورد غارهای غیر نمکی گزارش از پژوهش هایی ک ه                                                     

بر روی آرکی های ساکن در مناط  غاری تمرکز کرده ب اش ن د                                                     

کمتر مشاهده شده است. به همین دلیل داده مناسبی در زم ی ن ه                                                        

های غاری غیر نمکی وجود ن دارد.                               انواع آرکیایی ساکن محیط                         

در مطالعات پیشین از غارهای غ ی ر ن م ک ی                                       در همین راستا             

ها بودند. همان طور ک ه اش اره                             ها اغلب از قلمرو باکتری                       جدایه     

تواند عدم تمرکز بر جداسازی این گ روه                                     شد دلیل این امر    می                     

ها به ع ن وان             تر باکتری           ها و یا نقش پررن                      از میکروارگانیسم                

 اولیه در محیط های غاری باشد.                                تولید کننده           

در این مطالعه با توجه به شرایط فو  اشباع نمک در غار و ای ن                                                           

دوست      های نمک       حقیقت که اک ر قریب به اتفا  میکروارگانیسم                                         

ها هستند، تعداد  ق اب ل ت وج ه                            افراطی متعل  به قلمرو آرکی                          

  ب ودن د.        هالوباکتریاسه                 های قابل کشت متعل  به خانواده                             جدایه     

بررسی دقی  نقشه پروکاریوتی غار نمکدان قشم نیازمند استفاده                                                           

های غیر قابل کشت و نمونه برداری در فص ول                                         از انواع روش            

مختلف است که تصور درست و قابل اعتباری را از ج ام ع ه                                                   

میکروبی غار در اختیار قرار دهد. این پژوهش اولی ن گ ام در                                                        

راستای شناسایی تنوع میکروبی این اکوسیستم و ه م   ن ی ن                                                   

غارهای نمکی است. با توجه به شرایط بسیار ویژه و منحصر به                                                         

 فرد این اک وس ی س ت م در س راس ر ج ه ان، ش ن اس ای ی                                         

های بومی این منطقه که در خلال زم ان ب رای                                          میکروارگانیسم             

حیات در این سیستم سازگار شده اند از نظر دست ی اب ی ب ه                                                     

 محتوای ژنتیکی جدید بسیار حائز اهمیت است.                                          

 

 نتیجه گیری          

در این مطالعه جدایه های شناسایی شده از غار ن م ک دان ب ا                                                      

های مرسوم وابسته به کشت جداسازی شدند و                                        استفاده از روش              

   rRNA  16Sیابی ژن           با استفاده از آنالیز فیلوژنی مبتنی بر توالی                                           

های حاصل همانند تنوع                      بررسی شدند. نتای  نشان داد که جدایه                                   

میکروبی به دست آمده از سایر غارها در شاخه ها و جنس های                                                        

مختلف قرار داشتند. این امر نشان دهنده تنوع بالای اکوسیست م                                                          

 غار از نظر م ی ک روب ی اس ت. ای ن م ط ال ع ه ب ا ارای ه                                             

های جدی د و از               ها و جنس        های بومی در گونه                میکروارگانیسم             

یک اکوسیستم منحصر به فرد با معرفی محتوای ژنتیکی ج دی د                                                      

 ه ای ج دی د ب وم ی را                    ها و ژن       امکان دست یابی به فرایند                        

   کند.    فراهم می        
 

 تشکر و قدردانی              
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قشم به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش ک م ال                                                    

 امتنان را دارند.                  
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Abstract 

Background & Objectives: Given the high diversity, biotechnological applications and the  

effective role of bacteria in making and maintaining the ecosystem balance; biodiversity research are 

very important. Meanwhile, the halophilic bacteria and archaea have been considered because of their 

biotechnological importance and specific ecological condition. In this study, we investigated the  

diversity of heterotrophic bacteria and archaea of Namakdan cave in Qeshm Island. 

Materials & Methods: This cross-sectional study was carried out by sampling from Qeshm Namakdan 

cave in November 2013. The diversity of the cave heterotrophic aerobic bacteria was analyzed using 

the culture method. Halophilic and halotolerant bacteria and Archaea under aerobic conditions were 

isolated by MGM and Marine agar media, respectively. Isolates were separated according to  

morphological differences, and primary biochemical features. Finally, 16s rRNA sequencing was  

performed for 32 isolates.  

Results: Among 172 isolates 16S rRNA sequencing was carried out for 27 strains. Phylogenetic  

analysis placed archaea in the euryarchaeota division and Halococcus, Haloferax, Haloarcula,  

Halogeometricum genus branches and bacteria in Firmicutes and Bacteroides divisions and in  

Aliifodinibius, Paenibacillus, Aquibacillus, Paraliobacillus, and Bacillus genus branches. Among the 

sequenced isolates, 11 isolates showed less than 89.7% similarity to the standard species, which is 

considered as a borderline point to present new microbial species. 

Conclusion: Placing the identified isolates in different phylogenetic divisions and genus branches 

demonstrates the wide microbial diversity of Qeshm Namakdan cave ecosystem. Presenting native 

microorganisms in new species and genera from unique ecosystems by introducing new genetic  

content provides access to new native genes and pathways. 
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