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Aims Microorganisms are present not only in common environment, but also in extreme 
environments. Salt lakes with near or at saturating salinity are spread all over the world. Urmia 
Salt Lake is one of these hypersaline environments. The present study aimed at evaluating 
prokaryotic diversity in hypersaline environment by culture-independent method.
Materials & Methods In this experimental study, different regions of Urmia Lake were 
sampled and the genomic material extracted from the water sample was used as a pattern for 
the amplification of 16S rDNA and a fragment of the bop gene via polymerase chain reaction. 
By cloning, each of the amplified fragments belonging to a single strain was amplified by T/A 
cloning vector. To further investigate the biodiversity of Haloarchaea, the biodiversity of bop 
gene was studied in addition to studying 16S rDNA.
Findings By cloning and sequencing, 6 bacteria genera, including Acaryochloris, Adhaeribacter, 
Brachybacterium, Gloeocapsopsis, Cesiribacter, and Bacillus were identified. Archaeal library 
belonged to 5 genera, including Halonotius, Halolamina, Haloquadratum, Halomicroarcula, 
and Halorhabdus. The clone libraries of bacterial belonged to 4 phyla, including Bacteroidetes, 
Cyanobacteria, Actinobacteria, and Firmicutes. . The clone libraries of bop gene (as a molecular 
marker) belonged to genera, including Halorubrum, Natrialba, Haloquadratum, and Natrinema. 
The bop phylogeny was closely related to the 16S rDNA phylogeny.
Conclusion By cloning and sequencing, 6 bacteria genera, including Acaryochloris, 
Adhaeribacter, Brachybacterium, Gloeocapsopsis, Cesiribacter, and Bacillus were identified. The 
bop phylogeny is closely related to the 16S rDNA phylogeny.
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  چکيده

های افراطی هم  های معمولی در محیط ها علاوه بر محیط میکروارگانیزم :فاهدا
  های نمک با شوری در حد اشباع در سراسر جهان پراکنده حضور دارند. دریاچه

هدف مطالعه حاضر ر دریاچه ارومیه است. های پرشو هستند. یکی از این محیط
به روش غیرقابل  دریاچه ارومیه های اکوسیستم شور بررسی تنوع پروکاریوت

  کشت بود.
در پژوهش تجربی حاضر از مناطق مختلف دریاچه ارومیه  ها: مواد و روش

عنوان الگو  شده از نمونه آب شاخص به برداری شد و ماده ژنومی استخراج نمونه
ای  از طریق واکنش زنجیره bopای از ژن  و قطعه 16S rDNAثیر قطعه برای تک

پلیمراز مورد استفاده قرار گرفت. با روش کلونینگ هر یک از قطعات تکثیرشده 
برای وکتور تکثیر یافتند.  T/Aکه مربوط به یک سویه منفرد بودند توسط کیت 

تنوع  ،16S rDNAموزات بررسی  ها به بررسی بیشتر تنوع زیستی هالوآرکی
  نیز مطالعه شد. bopزیستی ژن 

 شاملجنس باکتری  ششیابی  با روش کلونینگ و توالی ها: یافته

باکتر و  ، سیزریگلوئوکپسوپسیزباکتریوم،  باکتر، براکی ، ادهیریآکاریوکلوریس
شامل  ها متعلق به پنج جنس . کتابخانه ژنی آرکیندشناسایی شد باسیلوس

 .هالورهابدوس بودند و ا، هالوکوادراتوم، هالومیکروآرکولاهالونوتیوس، هالولامین
 ،سیانوباکتر ،های باکتریایی نیز در چهار راسته باکتریوئیدز کتابخانه کلون

 bopای از ژن  های کتابخانه قطعه کلون  قرار داشتند. و فرمیتیکوس تراکتینوباک
 ،هالوروبروم(به عنوان یک مارکر مولکولی) متعلق به چهار جنس شامل 

 16S rDNAبا فیلوژنی  bop. فیلوژنی نترینما بودند وهالوکوادراتوم  ،آلبا نتری
  رابطه تنگاتنگی نشان داد.

 شاملجنس باکتری  ششیابی  با روش کلونینگ و توالی گیری: نتیجه
باکتر و  ، سیزریگلوئوکپسوپسیزباکتریوم،  باکتر، براکی ، ادهیریآکاریوکلوریس

رابطه تنگاتنگی  16S rDNAا فیلوژنی ب bop. فیلوژنی ندشناسایی شد باسیلوس
  دارد.

  هالوآرکیژنوم، ، متاbopن ژمحیط پرشور،  ها: کلیدواژه
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  مقدمه

بخش بسیار نسبت به  ها، بشر با وجود تعداد زیاد میکروارگانیزم
های باکتریایی  گونه% ۱تا  ۱/۰دارد. تاکنون  دانشا اندکی از آنه

  .[2 ,1]اند موجود توصیف شده
با توجه به محدودیت روش کشت در شناسایی تنوع میکروبی 

های مولکولی غیروابسته به کشت برای بررسی  استفاده از روش
ها نیز  ها توسعه یافت که این روش تنوع زیستی میکروارگانیزم

  .[3]دهایی دارن محدودیت
های مولکولی و مستقل از کشت که اغلب با  دسترسی به تکنیک

های غیرقابل  سبب شد گونه ،کنند شده کار می ماده ژنتیکی استخراج
تر به  توان بهتر و دقیق و به این ترتیب می شوندکشت شناسایی 

  .[4]ها دسترسی پیدا کرد دنیای میکروارگانیزم
متعلق به بیوم) وای از ژنوم (متاژنوم یا میکر مجموعه

طور اتفاقی از  کنند و به هایی که با هم زندگی می میکروارگانیزم

شوند را متاژنومیک  تعیین ترادف میشده و  برداری محیط نمونه
ها  گویند. از طریق دسترسی مستقیم به ژنوم میکروارگانیزم می
ای، تکامل و  توان دیدگاه کاملی در مورد تنوع ژنتیکی، گونه می

  .[5]نش با اجتماع میکروبی محیط را فراهم کردک میان

نمونه محیطی  DNA/RNAها کل  برای تشخیص میکروارگانیزم

ها شناسایی  میکروارگانیزم PCRهای مبتنی بر  و با روش استخراج

های کل  حاصل شامل مخلوطی از ژن PCRشوند. محصولات  می
ست. های محیط شامل قابل کشت و غیرقابل کشت ا میکروارگانیزم

ها انتخاب  شده اختصاصی پروکاریوت های حفاظت ژن ،برای تکثیر
شده و  شوند که از نظر عملکرد و ساختار شامل مناطق حفاظت می

توانند  ای مناسب دارند و می ها اندازه . این ژنهستندمتغیر 
  .[5 ,2]استاندارد طلایی در مطالعات اکولوژی میکروبی باشند

های  که فعالیتیافته است  هایی تمرکز اخیراً مطالعات پیرامون ژن
 16Sکنند. مطالعه تنوع با استفاده از توالی اکولوژیکی را کد می

rDNA 16 توالی .هایی دارد عنوان مارکر ژنتیکی محدودیت بهS 

rDNA شده است و اطلاعات ژنتیکی در سطح گونه  بسیار حفاظت
اکولوژیکی  /کند ولی اطلاعات فیزیولوژیکی یا زیرگونه را فراهم می

  .[6]دهد نمیارایه 
برای مطالعه تنوع زیستی تاکسونومیک در یک حوضچه نمک بهتر 

های مرتبط با فعالیت اکولوژیکی  ، ژن16S rDNAاست در کنار 
  .[7]عنوان یک مارکر بررسی شوند نیز به باکتریوردوپسیننظیر 

دوست  های نمک بار در آرکی های پروکاریوتی برای اولین ردوپسین
ها گروهی متنوع از  ها کشف شدند. ردوپسین افراطی و هالوآرکی

عنوان کروموفور هستند که  های غشایی شامل رتینال به پروتئین
ای در عملکرد، فیزیولوژی و انتشار دارند. این  تنوع قابل ملاحظه

عنوان پمپ پروتون در غشا، گرادیان الکتروشیمیایی  ها به پروتئین
  ع تولید انرژی از نور خورشید است.د که منبنکن ایجاد می

در شرایط فقر غذایی باکتریوردوپسین مکانیزم بسیار مفیدی برای 
های نمکی به  این پروتئین در محیطکند.  کسب انرژی فراهم می

میزان قابل توجهی حضور دارد که با آنالیز از طریق 
آنالیز  های دیگر قابل شناسایی است. اسپکتروفتومتری یا روش

های محیطی میزان تنوع زیستی قابل  ف باکتریوردوپسینتراد
  .[7]دهد توجهی را در سطح زیرگونه نشان می

شود که در  کد می bopساختار پروتئین باکتریوردوپسین توسط ژن 
(پروتئین وابسته به  brp شامل ژن دیگر ۳یک کلاستر حداقل با 

 blp کننده باکتریوردوپسین) و  (فعال batباکتریوردوپسین)، 

  .[8](محصولات مرتبط با باکتریوردوپسین) حضور دارند
های اکوسیستم شور  بررسی تنوع پروکاریوتهدف مطالعه حاضر 

  به روش غیرقابل کشت بود.

  

  ها واد و روشم

برداری از مناطق مختلف دریاچه  در پژوهش تجربی حاضر نمونه
نمک ارومیه انجام شد. مشخصات جغرافیایی دقیق مناطق 

های مختلف  ثبت شد. نمونه GPSبرداری توسط  نمونه
های فالکون استریل و  شده از هر منطقه درون لوله آوری جمع
ها با دماسنج در  های پلاستیکی ریخته شدند و دمای نمونه کیسه

گیری و ثبت شد. انتخاب این مناطق براساس نقاط  محل، اندازه
  دریاچه بود. های ظاهری هر منطقه از برداری و ویژگی قابل نمونه

و طی یک روز به آزمایشگاه منتقل شدند. از  C۴°ها در دمای  نمونه
لیتر با هم مخلوط و نمونه  میلی۲۰۰های آب  هر یک از نمونه

ها با استفاده از  نمونه pHشاخص تهیه شد. میزان شوری و 
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؛ ایالات متحده) متلرتولدو(  Multisevenمتر مدل دستگاه مالتی
  محاسبه شد.

 تعیین توالی: - تنوع زیستی با استفاده از روش کلونینگ بررسی
های شاخص آب  روش غیرقابل کشت برای نمونه اتنوع زیستی ب

 DNAها،  انجام شد. برای این منظور بدون جداسازی میکروارگانیزم
 16Sصورت مستقیم از محیط استخراج و با تکثیر و آنالیز ترادف  به

rDNA ای از ژن  و قطعهbop  های موجود  میکروارگانیزمتنوع
  بررسی شد.

در پژوهش حاضر روش  از محیط: DNAاستخراج مستقیم 
 DNAدست آوردن  و همکاران برای به بنلوکشده توسط  ارایه

شده با انجام ژل  استخراج DNA، سپس [9]محیطی به کار رفت
  ).۱شکل الکتروفورز ارزیابی شد (

  

  

  های شاخص آب از نمونه آمده دست به DNAژل الکتروفورز  )١شکل 

  

با استفاده از  bopو ژن  16S rDNAای از ترادف  تکثیر قطعه
DNA :16ای از  تکثیر قطعه محیطیS rDNA  با استفاده از

-´21F 5 [10]آغازگرهای عمومی شامل 

TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3´ 27ها و  مخصوص آرکیF	

(5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) [11]  مخصوص
-´1492R (5 [12]شمول برگشت و پرایمر جهانها  باکتری

GGTTACCTTGTTACGACTT-3´)  برای هر دو قلمرو انجام
-’bop1 5نیز با استفاده از آغازگرهای bopای از ژن  شد. قطعه

GACTGGYTGTTCACSACRCC-3’ 5 و’-

ASGTCRAKSACCATGAA-3’ bop2 [6]تکثیر شد.  

 16S rDNAای از  قطعه ژنومی و تکثیر DNAاستخراج 
باز) با استفاده از  جفت۴۰۰( bopای از ژن  باز) و قطعه جفت۱۵۰۰(

محصول  ).۳و  ۲ های شکلالکتروفورز ژل آگارز تایید شدند (
نتایج حاصل از شد، سپس  ای پلیمراز تعیین ترادف زنجیره شواکن

  .های فیلوژنتیک مورد استفاده قرار گرفت آن برای تجزیه و تحلیل

  

  

  16S rDNAای  ز حاصل از تکثیر قطعهژل الکتروفور )۲شکل 

  

 bopژن ای  ژل الکتروفورز حاصل از تکثیر قطعه )۳شکل 

  

ای  منظور تکثیر قطعات مورد نظر با استفاده از واکنش زنجیره به
در ترکیب نهایی، کلریدمنیزیم با غلظت  1Xپلیمراز بافر با غلظت 

لظت با غ فسفات نوکلئوتیدتری دئوکسیمول،  میلی۵/۰تا  ۵/۲
و 1U پلیمراز به میزان DNA Taqمول از هر کدام، آنزیم  میلی۴/۰

تا  ۴/۰کدام به میزان  آغازگرهای رفت و برگشت ذکرشده از هر
الگو به میزان مناسب استفاده شد. برای  DNAمول و  میلی۵/۰

حصول اطمینان از عدم آلودگی مواد مورد استفاده در واکنش 
الگو در  DNAجای  با افزودن آب بهای پلیمراز شاهد منفی  زنجیره

  ویال حاوی مخلوط واکنش به کار رفت.

واسرشت اولیه با دمای  ،ای پلیمراز برای انجام واکنش زنجیره
°C۹۵ چرخه تکرارشونده شامل واسرشت با  ۳۰دقیقه و ۵مدت  به

تا  C۵۰°دقیقه و اتصال با دمای بین  مدت یک به C۹۴°دمای 
°C۵۵ ه و سنتز با دمای ثانی۶۰تا  ۵۰مدت  به°C۷۲ ثانیه ۶۰مدت  به

برای  C۷۲°چرخه برای سنتز نهایی با دمای  ۳۰و پس از اتمام 
  دقیقه در نظر گرفته شد.۷مدت 

ای پلیمراز توسط روش  محصول نهایی حاصل از واکنش زنجیره
به شکل رفت و برگشت تعیین ترادف شد  DNAختم سنتز 

  (ماکروژن؛ کره جنوبی).

صحت اندازه توالی  های تکثیرشده از ژل: ات ژنسازی قطع خالص
 ندبا مقایسه با توالی نشانگر مشخص شد PCRمحصولات واکنش 

از ژل  DNA)، سپس با استفاده از کیت استخراج ۳ و ۲ های شکل(
)Roche ؛ سوییس) استخراج شد. محصولات فاقد باند

 منظور انجام کلونینگ استفاده غیراختصاصی و با غلظت مناسب به
شدند. با استفاده از روش کلونینگ هر یک از قطعات تکثیرشده از 

که مربوط به یک سویه  bopای از ژن  و قطعه 16S rDNAقطعه 
وکتور (فرمنتاز؛ ایالات  T/Aمنفرد هستند با استفاده از کیت 

 .Eو درون باکتری  ندانتقال یافت pTZ57R/Tمتحده) به وکتور 

coli  سویهXL1-Blue شدند.یزبان کلونینگ تکثیر عنوان م به  

میکرولیتر  میکرولیتر شامل یک۳۰واکنش اتصال در حجم نهایی 
و  rATPمیکرولیتر  میکرولیتر وکتور، یکT4 ligase ،۳آنزیم 

پس از ورودی بسته به غلظت انجام شد.  DNAمیکرولیتر بافر و ۶
ساعت قرار ۱۶برای مدت  C۲۲°افزودن همه ترکیبات، ویال در دمای 

شده میزان ژن  های ارایه شد. براساس توصیه کیت و فرمول داده
  نانوگرم به دست آمد.۷/۵ورودی 



ـــــــــــــ و همکاران یفرشته جوکار کاش  ۱۴۰ ـــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــ ـــــــــــــــــــــ ــــــــــ ــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــ ــــ ـــــــ ـــــــــــــــ ــــــــــــــ ـــــــــــــــ ـــــــــــــــ  ـ

   ۱۳۹۶ زمستان، ۱، شماره ۹دوره                                                                                                     فناوری دانشگاه تربیت مدرس زیست

ورودی با مقایسه آن با غلظت توالی  DNAحجم مورد نیاز از 
  شد. نشانگر محاسبه

و سپس شدند های میزبان برای انتقال وکتور ابتدا مستعد  سلول
ک حرارتی فرآیند ورود وکتور به سلول انجام شد. از روش شو 

برای انتقال پلاسمید درون باکتری  C۴۲°دقیقه در دمای ۲مدت  به
های واجد پلاسمید نوترکیب  مستعد استفاده شد. جداسازی سلول

های سفید  با استفاده از غربالگری سفید و آبی انجام و کلنی
  ای از آنها تهیه شد. کتابخانهشدند، سپس  انتخاب

دو قلمرو آرکی و باکتری) برای ژن به این ترتیب دو کتابخانه ژنی (
16S rDNA  و یک کتابخانه ژنی برای ژنbop  ایجاد شد. تعدادی

منظور  صورت تصادفی انتخاب شدند. به کلون از هر کتابخانه به
 لیتر محیط کشت میلی۵های منتخب در  استخراج پلاسمید کلون

 تلقیح و پس از یک ،بیوتیک واجد آنتی )LB( برتانی آگار- لوریا
گذاری پلاسمیدها با استفاده از کیت استخراج  شب گرمخانه

با  استخراج شدند.؛ کره جنوبی) Miniprep )Gene Allپلاسمید 
به  DNAانجام الکتروفورز صحت مراحل استخراج و ورود قطعه 

  ).۴کل وکتور با توجه به اندازه پلاسمید روی ژل ارزیابی شد (ش

  

  

  bopژن و  16S rDNA ای قطعه ژل استخراج پلاسمید واجد )۴شکل 

  

برای حصول اطمینان از ورود قطعه مورد نظر به پلاسمید با استفاده 
 DNAعنوان قطعه  و پلاسمید به M13از پرایمرهای رفت و برگشت 

روی ژل  PCRو سپس محصول  صورت گرفت PCRالگو واکنش 
و  ۱۵۰۰با طول بیش از  یحضور باندهای .الکتروفورز ارزیابی شد

. در بوددهنده ورود قطعه مورد نظر به پلاسمید  باز نشان جفت۴۵۰
 M13نهایت پلاسمیدها با استفاده از پرایمرهای رفت و برگشت 

  مربوط به وکتور تعیین توالی شدند (ماکروژن؛ کره جنوبی).

 Pro 2.1.8افزارهای  آمده با استفاده از نرم دست های به توالی

Chromas  وBioedit ین از نظر وجود کایمر با همچن، ویرایش
شده برای  های ویرایش توالی بررسی شدند. Bellerphonافزار  نرم

  مطالعات فیلوژنتیکی بعدی ذخیره شدند.

 شده های معتبر ثبت با توالیشده  ویرایش 16S rDNAهای  توالی
-http://eztaxon به آدرسEztaxon  در پایگاه

e.ezbiocloud.net ژن  و توالیbop اه در پایگNCBI  با
های مذکور مقایسه شد. تحلیل  ترین سویه از نظر توالی ژن نزدیک

های مشابه و  ها پس از یافتن توالی فیلوژنتیک سویه
 ها، ویرایش و رسم درخت فیلوژنتیک همراستاسازی توالی

، Clustal X2 2.0 [13]افزارهای  با استفاده از نرم )۶و  ۵های  شکل(

[14] BioEdit   وMEGA 5 [15] همسایگی  -و با الگوریتم اتصال
)Neighbor-joining( انجام شد.  

 analysisهای درخت با استفاده از الگوریتم  بررسی شاخه

Bootstrap  [16]گیری انجام شد بار نمونه ۱۰۰۰با.  

و مرز  MUSCLEافزار  شده با استفاده از نرم های ویرایش توالی
، بندی لف تقسیمهای تاکسونومیکی مخت به گروه% ۹۷تشابه 
های کایمر در  آمده پس از حذف توالی دست های به توالیسپس 

  ثبت شدند. NCBIبانک ژنی 

  

  

کتابخانه ژنومی برای نمایش روابط  های آرکی درخت فیلوژنتیک جدایه )٥ شکل
همبستگی و  -شده با استفاده از روش اتصال های جداسازی فیلوژنتیک سویه

 ١٠٠٠از   Bootstrapگیری اب نشانگر درصد نمونهاعداد ذکرشده در محل انشع
  نمونه است.

 Methanobrevibacter( کورواتوس متانوبریویباکتراز  MCU62533سویه 

curvatus MCU62533( عنوان  بهoutgroup .قرار داده شد  

  



ــــــــــ ـــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــ ـــــــــــــــ ــــــ ـــــ ــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــ ــــــ  ۱۴۱  کشت رقابلیشور به روش غ مستیاکوس یها وتیتنوع پروکار یبررســـ  ـــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                          Volume 9, Issue 1, Winter 2018 

 

و یابی  آمده در پژوهش حاضر با استفاده از روش کلونینگ و توالی دست به باکتریایی کتابخانه ژنومی 16S rDNAهای  همسایگی توالی - اتصالدرخت فیلوژنتیک  )۶ شکل
  نمونه است. ١٠٠٠از  Bootstrapاعداد ذکرشده در محل انشعاب نشانگر درصد نمونه گیری 

EU167539.2سویه  ( دیسولفورکوکوس کامچاکنزیزاز   Desulfurococcus kamchatkensis EU167539.2| عنوان  به)	 out group اده شد.قرار د   

  

  ها یافته

  بود. ۲/۷ برابر pH و% ۲۸ شاخص های نمونه یمیزان شور

 منتخب های کلون 16Sr DNA توالی شباهت میزان مقایسه طبق
 پایگاه در شده ثبت استاندارد های سویه با ها آرکی ژنی کتابخانه از

 در% ۲/۹۳ کمترین و% ۹۹ شباهت، بیشترین ،Eztaxon داده
  شد. مشاهده ها کلون میان

های هالونوتیوس  های آرکی متعلق به جنس کلون
)Halonotius( هالولامینا ،)Halolamina(،  هالوکوادراتوم
)Haloquadratum( هالومیکروآرکولا ،)Halomicroarcula(  و

  دند.بو )Halorhabdus(هالورهابدوس 

شده آرکی شامل سویه  های تعیین ترادف از نظر فیلوژنی کلون
AY498641  پتروئیدز هالونوتیوساز )Halonotius 

pteroidesAY498641 ۲۰؛ ،(%Halonotius EF459704_s 

EF459704 )۱۰% سویه ،(JX192605  هالولامینا سالینااز 
)Halolamina salinaJX192605 سویه ۱۰؛ ،(%AM180088 

 Haloquadratum walsbyi( والسبی وکوادراتومهالاز 

AM180088 سویه %۱۵؛ ،(AB766180  هالومیکروآرکولااز 
)، %۵؛ Halomicroarcula pellucidaAB766180( پلوسیدا
 Halorhabdus( هالورهابدوس تیاماتااز  EF127229سویه 

tiamatea EF127229 سویه %۵؛ ،(JQ237122  هالوبلوساز 
)، %۵؛ Halobellus inordinatus JQ237122( اینوردیناتوس

Halonotius AM947462_s AM947462 )۵ ،(%
Halorubrum FN391263_s FN391263 )۵ سویه ،(%

AM491830  ینورنسایج هالوروبروماز )Halorubrum 

ejinorense AM491830 ۵؛ ،(%Halonotius 

AM947475_s AM947475 )۵% سویه ،(GU951426  از
؛ Halobellus litoreus GU951426هالوبلوس لیتوروس (

۵ ،(%EF106538_s EF106538 )۵%.بودند (  

و  )Euryarchaeota( باستانیان پهن ها در راسته تمام این کلون
  ).۱جدول قرار داشتند ( هالوباکتریاسهخانواده 

های منتخب  کلون 16S rDNAطبق مقایسه میزان شباهت توالی 
شده در پایگاه  های استاندارد ثبت ها با سویه از کتابخانه ژنی باکتری

% در ۲/۸۲و کمترین % ۷/۹۰، بیشترین شباهت، Eztaxonداده 
  .)۲جدول ها مشاهده شد ( میان کلون

های  های آرکی به گروه کلون 16Sr DNAهای  بندی توالی تقسیم )۱ جدول
  EzTaxonشده در پایگاه  ترین میکروارگانیزم شناخته تاکسونومیکی و نزدیک

درصد شباهت  با بیشترین میزان شباهتسویه استاندارد  کد کلون

W7 Halonotius pteroides AY498641٥٤/٩٦  

W19Halonotius EF459704_s EF459704٦/٩٨  

W28Halonotius pteroides AY498641٠٤/٩٩  

W24 Halolamina salina JX192605٠٩/٩٩  

W25 Haloquadratum walsbyi AM180088٠٣/٩٩  

W31Halonotius pteroides AY498641٤٤/٩٨  

W10Haloquadratum walsbyi AM180088٤٧/٩٦  

W4 Halomicroarcula  pellucida AB766180٧٨/٩٤  

W13Halorhabdus tiamatea EF127229٦٨/٩١  

W15 Halobellus inordinatus JQ237122٤٢/٩٠  

W16Halonotius AM947462_s AM947462٩٣/٩٦  

W20Halorubrum FN391263_s FN391263٩٩/٩٧  

W27Halorubrum ejinorense AM491830٨٧/٩٣  

W30Halonotius EF459704_s EF459704٦٤/٩٨  

W1Halobellus salinus HQ451075٢٨/٩٧  

W5Halonotius AM947475_s AM947475٦٢/٩٧  

W3-1Halobellus litoreus GU951426٤٩/٩٠  

W24-1Haloquadratum walsbyi AM180088٠٣/٩٩  

W26Halonotius pteroides AY498641٢٩/٩٣  

W3EF106538_s EF106538٨٦/٩٠  

  

های  باکتری به گروه 16S rDNAهای  بندی توالی تقسیم )۲ جدول
  EzTaxonشده در پایگاه  ترین میکروارگانیزم شناخته تاکسونومیکی و نزدیک

 درصد شباهت  سویه استاندارد با بیشترین میزان شباهت کد کلون

W3 Acaryochloris marina CP000828٧٦/٩٠  

W33Adhaeribacter aerophilus GQ421850٨٢/٨٢  

W18 Brachybacterium saurashtrense EU937750٧٣/٨٢  

W2Gloeocapsopsis crepidinum FJ589716٩١/٨٧  

W26 Adhaeribacter aquaticus AJ626894٧٤/٨٢  

W33-1Cesiribacter roseus HM775387٢/٨٨  

W18-1Bacillus persicus HQ433471٤٣/٨٧  

W2-1Acaryochloris marina CP000828٢٩/٩١  

  

باکتریایی کتابخانه  16S rDNAهای  درخت فیلوژنتیک توالی
  نشان داده شده است. ۶ژنومی در شکل 

سویه  شده شامل های تعیین ترادف از نظر فیلوژنی کلون
CP000828  آکاریوکلوریس مارینااز )Acaryochloris marina 
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  NCBIشده در پایگاه  ترین میکروارگانیزم شناخته های تاکسونومیکی و نزدیک به گروه bopای از ژن  های قطعه بندی توالی تقسیم) ۳جدول 

 %Query cover  E Value Identنمره کل بیشترین نمرهسویه استاندارد با بیشترین شباهت کد کلون

15 bop  Natrinema altunense strain AB3٦٢  ١٢٨  ١٢٨% 4e-26 ٧٦% 

6 BOP Natrialba magadii ATCC 43099٩٧  ٣٧٥  ٣٧٥% 1e-100 ٨٦% 

18 Bop 
Halorubrum sp. TP265 partial bop gene for 

bacteriorhodopsin, strain TP265
٨٦  ٤١١  ٤١١% 4e-111 ٨٧% 

21 bop  Natrinema altunense strain AB3٦٢  ١٢٨  ١٢٨% 4e-26 ٧٦% 

2 bop Halorubrum sp. TP320٨٤  ٣٧٥  ٣٧٥% 1e-100 ٨٧%  

5 bop Haloquadratum walsbyi DSM 16790٥٧  ١٠٠  ١٠٠%  1e-18 ٦٩%  

17 bop Natrialba magadii ATCC 43099٩٤  ٣٨١  ٣٨١%  3e-102 ٨٦%  

22 bop Halorubrum sp. TP265٧٧  ٣٨٣  ٣٨٣%  8e-103 ٨٧%  

 
bop باکتریوردوپسینای از ژن  های قطعه همسایگی توالی - اتصالدرخت فیلوژنتیک  )۷شکل  آمده دست هب   

گیری  در محل انشعاب نشانگر درصد نمونهشده و اعداد ذکریابی  توالیبا استفاده از روش کلونینگ، حاضر در پژوهش  Bootstrap .بودنمونه  ١٠٠٠از    

DQ812893.1 سویه ( لونولا پیروسیستیساز   Pyrocystis lunula DQ812893.1 عنوان  به ) outgroup .قرار داده شد   

  

CP000828 سویه  %)،۲۵؛GQ421850 باکتر  ادهیری از
؛ Adhaeribacter aerophilus GQ421850( آئروفیلوس

 سارشترنس براکوباکتریوماز  EU937750)، سویه ۵/۱۲%
)Brachybacterium saurashtrense EU937750 ۵/۱۲؛% ،(

 کرپیدینیوم گلوئوکپسوپسیزاز  FJ589716سویه 
)Gloeocapsopsis crepidinum FJ589716 سویه %۵/۱۲؛ ،(

AJ626894  آکواتیکوس باکتر ادهیریاز )Adhaeribacter 

aquaticus AJ626894 سویه %۵/۱۲؛،(HM775387  از
؛ Cesiribacter roseus HM775387( روزئوس باکتر سیزری

 Bacillus( پریسیکوس باسیلوساز HQ433471 )، سویه ۵/۱۲%

persicus HQ433471 بود.%۵/۱۲؛ (  

 )، سیانوباکتر%۵۰راسته باکتریوئیدز ( ۴های باکتریایی در  کلون
 داشتند) قرار %۵/۱۲%) و فرمیتیکوس (۵/۱۲%)، اکتینوباکتر (۲۵(
  ).۲جدول (

آرکی های  شامل سویه bopهای متعلق به کتابخانه ژن  ترادف
، %)۲۵؛ Natrinema altunense( آلتوننز نترینما شامل
 هالوکوادراتوم، %)۲۵؛ Natrialba magadii( مگدی آلبا نتری

) و ۲۵%( Halorubrum sp. TP265، %)۵/۱۲( یوالسب
Halorubrum sp. TP320 )۵/۱۲%۷شکل  ؛۳جدول ( ) است(.  

  

  بحث

تم شور های اکوسیس بررسی تنوع پروکاریوتهدف مطالعه حاضر 
  به روش غیرقابل کشت بود.

کل جمعیت % ۱ لکولی جدید نشان داد که تقریباوهای م روش
  .[17]های موجود کشت داد توان در محیط کشت میکروبی را می

های مستقل از کشت متعددی برای بررسی تنوع  امروزه روش
که اغلب بر مبنای  شوند، استفاده میهای متنوع  بوم زیستی زیست

صورت مستقیم از نمونه   شده به ز ماده ژنتیکی استخراجاستفاده ا
بندی  های فیلوژنتیک و دسته محیطی است. با استفاده از روش

اطلاعات زیادی در زمینه  16S rDNAها براساس  مزمیکروارگانی
و است دست آمده  های محیطی به مزتنوع زیستی میکروارگانی

های موجود شناسایی  ههای زیادی با تفاوت بالا نسبت به گون جدایه
اند. این ابزارها در بررسی شرایط و روابط اکولوژیکی اهمیت  شده

  دارند.بالایی 
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های محیطی در  های موجود در نمونه مزبسیاری از میکروارگانی
و این  ندارندجداسازی  یتهای مورد استفاده قابل محیط کشت

م در زنیبرای میکروارگا مد نظرتوان با شرایط رشدی  له را میامس
های مصنوعی  های کشت مرتبط دانست. در بسیاری از محیط محیط

ها غلظت بالای یک فاکتور یا عاملی که باعث  مزکشت میکروارگانی
یا عدم وجود یک فاکتور موثر ، شود شدن شرایط کشت می انتخابی

های  مزها از جداسازی بخشی از میکروارگانی مزدر رشد میکروارگانی
  .[18]کند محیطی جلوگیری می

آید شناختی  یهای مستقل از کشت به دست م آنچه که در روش
م در طبیعت حاصل زهای حضور میکروارگانی هاست که براساس نشان

ها  زمتنوع واقعی میکروارگانی اه ششود. براساس همین رو یم
های کشت با آن مشخص  شو فاصله رو است شده تخمین زده

  .[19]شود یم
شده و دسترسی به ه ت برداشتلکولی سد کشودر روش م

های محیط بدون نیاز به رشد آنها در شرایط مصنوعی  مزمیکروارگانی
با این وجود دسترسی به ماده ژنتیکی و  ،آزمایشگاه مسیر است

هایی ایجاد  توانایی تکثیر ژن مورد نظر در این روش محدودیت
ج های منطقه در برابر روش استخرا مزتمامی میکروراگانید. کن می

DNA روش استخراج ملایم  شده پاسخ یکسانی ندارند. کاربرده هب
و  شدههای موجود  مزبخشی از میکروراگانی DNAمانع از استخراج 

  جایی ندارند. ،شده این دسته در جمعیت میکروبی شناسایی

 DNAحذف  شدن و های شدید استخراج باعث شکسته روش
د. نشو تر استخراج می دهکه ژنوم آنها سا شود میهایی  مزمیکروارگانی

شمول به کار برده شده  در مرحله تکثیر نیز هر چند پرایمرهای جهان
شده برای تمامی  کاربرده است ولی ویژگی پرایمرها و روش تکثیر به

تری  تر تکثیر شده و بخش بزرگ برخی سادهیست، یکسان ن ها سویه
  دهند. شده را تشکیل می از جمعیت شناسایی

 DNAهای مختلف تکثیر  کارگیری روش هبا ب حاضر در پژوهش
  .دارشدن نتایج تلاش شد کاهش جهت منظور بهمحیطی 

جنس باکتری  ششیابی  با روش کلونینگ و توالیدر این پژوهش 
باکتریوم،  باکتر، براکی ، ادهیریآکاریوکلوریس شامل

 در حالی ،ندشناسایی شد باکتر و باسیلوس ، سیزریگلوئوکپسوپسیز
در بررسی سواحل غربی دریاچه ارومیه  شده ای شناساییه جنس که

سال در و همکاران  مهرشادیابی توسط  با روش کلونینگ و توالی
 (همه به باکتر سیزریو  باکتر ، سالینیباکتر ادهیریشامل  ۱۳۹۰
جنس غالب  باکتر سالینی بودند و باکتیوئیدز تعلق داشتند) راسته

در هر دو پژوهش  باکتر یباکتر و ادهیر بود. دو جنس سیزری
  .[20]مشترک گزارش شدصورت  به

دریاچه ارومیه که با روش کلونینگ  باکتر بخش اصلی جمعیت آرکی
و اعضای هالوباکتریال  اعضای راسته شدیابی شناسایی  و توالی

که این نتایج بودند  )Euryarchaeota(باستانیان  پهن شاخه
برای  ۱۳۹۰همکاران در سال  و اسدیمشابه نتایج حاصل از بررسی 

  است.های سواحل غربی دریاچه ارومیه  نمونه
جنس با روش هشت از سواحل غربی دریاچه ارومیه  اسدی

یابی شناسایی کرد در پژوهش حاضر نیز از نمونه  کلونینگ و توالی
 هشتیابی  روش کلونینگ و توالیشاخص آب دریاچه ارومیه با 

هالولامینا، هالوکوادراتوم،  های جنس جداسازی شد. جنس
صورت  بهدر هر دو پژوهش هالونوتیوس، هالوبلوس و هالوروبروم 

، %۴۰ دادن با اختصاص هالونوتیوسمشترک شناسایی شدند. توالی 
شده در سواحل غربی  های بررسی ترین جمعیت میان کلون فراوان

  .[21]بود

و همکاران روی تنوع زیستی  آموزگارتوسط  گرفته صورتمطالعات 
های دریاچه پرشور آران و بیدگل با استفاده از روش کلونینگ و  آرکی
هالورهابدوس  های مرتبط با جنس یابی نشان داد که توالی توالی
 %۱۸در همان پژوهش  .شده بود های بررسی ترین گروه کلون فراوان
 اعضای راسته ،ها آمده در کتابخانه ژنی آرکی دست ههای ب توالی

  .[22]بوده است )Thermococcales( ترموکوکالس
و همچنین پژوهش سواحل غربی دریاچه تمام  حاضر در پژوهش

  بودند. هالوباکتریال ها متعلق به راسته کلون
موزات بررسی ژن  ها به رکیآبرای بررسی بیشتر تنوع زیستی هالو

16SrRNAنیز مطالعه شد.  باکتریوردوپسینی ژن ، تنوع زیست
این پژوهش نشان داد که فیلوژنی باکتریوردوپسین با فیلوژنی 

16S rDNA ها  شود هالوآرکی رابطه تنگاتنگی دارد. پیشنهاد می
های پرشور ردوپسین  هایی هستند که در محیط تنها پروکاریوت

سین در ها با انتشار باکتریوردوپ تنوع هالوآرکی ،کنند تولید می
  .[6]است موازی های نمکی محیط

 سانتا پولا در دریاچه نمکی ۲۰۰۳در سال  باکتریوردوپسینتنوع ژن 
های نمکی دریای آدریاتیک  حوضچهدر  ۲۰۰۵و در سال  در اسپانیا
در دریاچه ارومیه  حاضربررسی شد که با نتایج پژوهش  در اسلونی

  مشابهت داشت.
متعلق به  آلبا مگدی نتری و یوالسب هالوکوادراتوم های سویه

در بررسی  قبلاً  ،ها که در دریاچه ارومیه گزارش شد دامین هالوآرکی
 در. [7 ,6]دو دریاچه مذکور در اسپانیا و اسلونی گزارش نشده بودند

در پژوهش اسپانیا  هالوآرکولا و هالوباکتریوم که دو جنس صورتی
ر دریاچه د مشاهده شد و باکتریوردوپسینو اسلونی برای ژن 

  ارومیه این دو جنس شناسایی نشدند.
این سویه در  ،در دریاچه ارومیه شناسایی شد آلتوننز نترینما سویه

سانتا دریاچه نمک اسلونی نیز گزارش شده اما در دریاچه نمکی 
 16S rDNA. این سویه در بررسی ژن نشدمشاهده  در اسپانیا پولا

رکی در پژوهش آاین  با روش کلون در این پژوهش شناسایی نشد.
نیز  باکتریوردوپسینبرای ژن  ۲۰۰۵ در سال و همکاران پاسیک

  .[7]گزارش شده بود
به  باکتریوردوپسینهای حاصل از ژن  کلون% ۵/۳۷به میزان 

که البته دو کلون یکی متعلق به  تعلق داشتند هالوروبروم جنس
. این جنس بود TP320و دیگری متعلق به سویه  TP265سویه 

نیز شناسایی شد. این حاضر در پژوهش  16S rDNAبررسی  در
رکی در پژوهش دو دریاچه نمک در اسلونی و اسپانیا برای ژن آ

  نیز گزارش شده بود. باکتریوردوپسین
برداری،  مختلف نمونه  ، فصلرفتهکار های به تعداد و تنوع نمونه

زیست و مشخصات  ها در محیط مزتوزیع طبیعی میکروارگانی
مواردی هستند که در نوع   ناختی هر منطقه همگی از جملهش بوم

افزایش تعداد  .[23]ر دارندیاثتشده  های جداسازی مزمیکروارگانی
های موجود، تاثیرگذار  مزبرداری، در افزایش تنوع میکروارگانی نمونه

ها  در بررسی جوامع میکروبی با افزایش تعداد نمونه .[24]خواهد بود
  آید. دست می ری بهت قبول نتایج قابل

  مطالعه حاضر محدودیت نداشت.
های دیگر نیز  مزمیکروارگانیتر  شود با مطالعه عمیق پیشنهاد می

های دخیل در  های فتوسنتزکننده، باکتری مانند انواع باکتری
هوازی احیاکننده گوگرد و انواع  های بی م گوگرد مانند سویهزمتابولی

و های اتوتروف و غیره مطالعه  هوازی اکسیدکننده و دیگر باکتری
ژل الکتروفورز با گرادیان شیب ماده  های دیگر مثل همچنین روش

  ها استفاده شود. نیز برای شناسایی باکتری )DGGE(کننده  دناتوره
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  گیری نتیجه

 شاملجنس باکتری  ششیابی  با روش کلونینگ و توالی

، پسوپسیزگلوئوکباکتریوم،  باکتر، براکی ، ادهیریآکاریوکلوریس
ها  . کتابخانه ژنی آرکیندشناسایی شد باکتر و باسیلوس سیزری

، هالوکوادراتوم هالونوتیوس، هالولامینا،شامل  متعلق به پنج جنس
های  کتابخانه کلون .استهالورهابدوس  و هالومیکروآرکولا

و  اکتینوباکتر ،سیانوباکتر ،باکتریایی نیز در چهار راسته باکتریوئیدز
(به  bopای از ژن  های کتابخانه قطعه کلون  قرار دارند. فرمیتیکوس

 ،هالوروبرومعنوان یک مارکر مولکولی) متعلق به چهار جنس شامل 

با  bop. فیلوژنی ژن نترینما هستند وهالوکوادراتوم  ،آلبا نتری

  رابطه تنگاتنگی دارد. 16S rDNAفیلوژنی 
  

نویسندگان این مقاله از دانشگاه شاهد برای تشکر و قدردانی: 
  کنند. مایت مالی از این پژوهش تشکر میح

  .ه استموردی از سوی نویسندگان گزارش نشد: اخلاقی تاییدیه
 .ه استموردی از سوی نویسندگان گزارش نشدتعارض منافع: 

(نویسنده اول)، نگارنده  فرشته جوکارکاشی سهم نویسندگان:
(نویسنده دوم)، پرویز اولیاء  %)؛٤٠مقدمه/پژوهشگر اصلی (

(نویسنده سوم)،  محمدعلی آموزگار %)؛٣٠نده بحث (گارن
  %)٣٠شناس ( روش

 .ه استموردی از سوی نویسندگان گزارش نشدمنابع مالی: 
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