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  چکیده
به محیط اطراف می شود. قارچ ها ات سمی اثر با  پساب صنایع چرم هر ساله باعث ورود مقادیر قابل توجهی از فلزات سنگین

بواسطه دارا بودن مسیرهاي متابولیکی متنوع، توانایی رشد در شرایط سخت، و قدرت جذب سطحی بالا، از ابزارهاي امید بخش 
در فرآیندهاي زیست پالایی می باشند. از این رو شناسایی جمعیت هاي قارچی ساکن در این مناطق با کاربرد احتمالی در زیست 

لایی داراي اهمیت است. در این پژوهش جمعیت قارچی ساکن در خاك هاي آلوده به پساب کارخانجات چرم سازي با روش پا
محیطی از خاك آلوده به پساب منطقه چرم شهر مشهد با استفاده از  DNAغیروابسته به کشت شناسایی شده است. به این منظور 

گردید. کیفیت خوانش ها با انجام  Illumina Miseqبا توان عملیاتی بالاي لی از خاك بدست آمد. تعیین توا DNAکیت استخراج 
 Trimmomaticمورد ارزیابی قرار گرفتند. خوانش ها داراي کیفیت پایین و نامناسب توسط نرم افزار  FastQCاستفاده از نرم افزار 

بررسی شدند. بر اساس نتایج شاخه  DADA2لاین اصلاح گردیدند. پروفایل هاي تاکسونومی خوانش هاي با کیفیت از طریق پاپ
Ascomycota  فراوانترین شاخه شناسایی شده در این تحقیق بود. اعضاي وابسته به جنس هايAspergillus، 

Schizosaccharomyces، Candida، Saccharomyces، Zymoseptoria  وLachancea  به ترتیب بیشترین فراوانی را دربین
بودند. بر اساس یافته هاي حاضر، خاك هاي آلوده به پساب صنایع چرم سازي تنوع قارچی بالایی داشته و  جمعیت قارچی دارا

می توانند به عنوان یک منبع جدید جهت جداسازي سویه هاي قارچی به منظور کاربرد در حذف فلزات سنگین مورد توجه قرار 
  گیرند.
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  مقدمه 

آلودگی محیط زیست یکی از چالش هاي مهم در جامعه بشري به دنبال صنعتی شدن است. از میان انواع آلاینده هاي محیط، 
در محیط شامل فلزات سنگین از جمله انواع اصلی تهدید کننده سلامت محیط زیست می باشند. منابع طبیعی فلزات سنگین 

هوازدگی سنگ هاي فلزي و فوران هاي آتشفشانی است. با این وجود نقش اصلی در ورود آنها به محیط را فعالیت هاي بشر زاد 
شامل انتشارات صنعتی ، استخراج معادن ، ذوب و فعالیت هاي کشاورزي دارد. فلزات سنگین در محیط پایدار هستند ، زنجیره 

قرار گرفتن مزمن ). Rai 2009( ده می کنند و به دلیل سمی بودن مشکلات مختلف سلامتی ایجاد می کنندهاي مواد غذایی را آلو
برخی فلزات سنگین همچون جیوه؛ کادمیوم و سرب  در معرض فلزات سنگین در محیط تهدیدي براي موجودات زنده است.



؛ تغییر ساختار پروتیین و جایگزینی DNAسبب آسیب غشاسلولی؛ برهم زدن عملکرد هاي آنزیمی سلول؛ آسیب ساختاري 
فلزات سنگین عناصر غیر قابل تجزیه زیست هستند از این روي روش هاي تجزیه زیستی در حذف آن  عناصر اساسی می شوند.

ارایی ندارد. با این وجود روش جذب زیستی یک روش مقرون به صرفه و کارامد براي حذف فلزات سنگین است. فرآیند ها ک
جذب زیستی با انجام برهمکنش میان فلزات و ساختارهاي پوشش سلولی میکروارگانیزم جاذب  از جمله گروه هاي شیمیایی 

ها، در مقایسه با سایر میکروارگانیسم ها از ویژگی هاي بقایی  قارچ .گیرد انجام می COOH ، -SH ، -OH ، -NH2 ، -PO4H2-مانند 
و غلظت بالاي فلزات سنگین  pHبسیار قابل توجهی برخوردارند؛ چنانکه قادرند در محیط هایی با سطح پایین مواد مغذي، دما، 

مکانیسم هاي مختلفی همچون ته نشینی درون و برون زنده مانده و رشد کنند. قارچ ها توانایی سم زدایی فلزات سنگین از طریق 
آن ها قادر به تثبیت فلزات سنگین و   )Mehra et al., 1994( را نشان داده اند بیولوژیکی آنها به دیواره سلولی سلولی و جذب

ارچی با نفوذ در شان هستند. همچنین هیف هاي ق جلوگیري از انتشار آنها در محیط از طریق قسمت هاي مختلف میسیلیوم هاي
خاك و به دام انداختن مواد آلاینده می توانند امکان پالایش آن را افزایش دهد. از این روي قارچ ها امروزه نقش مهمی در فرآیند 

%) قارچ ها تا 57دارند. با این وجود و در مقایسه با باکتري ها ( 1ویژه با فرآیند هاي جذب زیستیزیست پالایی فلزات سنگین ب
تا کنون در . )Quintella et al., 2019) (13٪به میزان کمتري در مطالعات زیست پالایی بکار گرفته شده اند (در حدود  کنون

میلیون  12000000گونه قارچی از طبیعت جداسازي و شناسایی گردیده است. تخمین زده می شود در حدود  120000حدود 
درصد از گونه هاي قارچی کره زمین شناسایی شده است. 1بنابراین تاکنون در حدود  .گونه قارچی در کره زمین وجود داشته باشد

با توجه به اینکه شناسایی این جمعیت عظیم قارچی غیر ممکن به نظر می رسد و همین طور با توجه به محدودیت هاي روش 
مانند ژنومیک معکوس جلب شده است. در ، امروزه توجه به جداسازي هدف دار میکروارگانیزم ها با روش هایی 2کشت در پلیت

این رویکرد با بکارگیري روش هاي غیر وابسته به کشت ابتدا میکروارگانیزم هاي یک زیست بوم شناسایی وسپس با هدف قرار 
 3ریبوزومی با ابزارهایی مانند جداسازي بر مبناي ویژگی فلورسانسی سویه هدف RNAدادن مولکول هاي آن مانند توالی هاي 

همین طور شناسایی سویه هاي موجود در یک زیست بوم ). Lewis et al., 2021(سبت به جداسازي آن از محیط اقدام می گرددن
  امکان فراهم کردن شرایط کشت سنتی سویه ها بر اساس نیازمندي هاي گروه هاي تاکسونمی شناخته شده را فراهم می کند.

، جهش بزرگی در معرفی سویه هاي میکروبی موجود در زیست بوم هاي  4ه بالامعرفی روش هاي تعیین توالی نسل بعد با بازد
بدلیل کارایی بالاتر در مقایسه با سایر  Illumina ، تکنیکDNAمختلف ایجاد کرده است. از میان روش هاي مختلف تعیین توالی 

امروز به گزینه اول براي این هدف تبدیل گردیده است. این روش با مکانیسم ختم قابل  DNAتعیین توالی  روش هاي موجود
بازگشت همانندسازي قادر به خوانش ده ها میلیون قطعه در یک زمان می باشد. تحلیل حجم بالاي داده ها در این روش ها 

  نیازمند ابزارهاي مخصوص به خود مبتنی بر دانش بیوانفورماتیک است. 
لعه حاضر به منظور شناسایی تاکسون هاي قارچی با توانایی احتمالی در زیست پالایی، خاك آلوده به پساب صنایع چرم در مطا

متاژنومی از خاك آلوده به پساب کارخانجات  DNAسازي، به عنوان یک منبع اصلی ورود فلزات سنگین به محیط، انتخاب گردید. 

                                                           

1  Biosorption 
2  Great plate count anomaly 
3  Fluorescence- activated cell sorting 
4  High-throughput Next generation sequencing 



براي  Illumina Miseqتوسط دستگاه  ،با بازده بالاتوالی یابی  با استفاده از روشو  چرم سازي در منطقه چرم شهر مشهد استخراج
  قارچ ها توالی یابی گردید. جمعیت قارچی موجود با استفاده از آنالیزهاي بیوانفورماتیکی معرفی گردیده است. ITS2و ITS1ناحیه

 
  

  مواد و روش ها
  جمع آوري نمونه

). ١در این پژوهش از خاك آغشته به پساب کارخانجات چرم سازي در شهر مشهد نمونه برداري انجام گردیده است (شکل 
 DNAخاك برداشت و در ظروف پلاستیکی استریل  به آزمایشگاه منتقل گردید. نمونه ها تا زمان استخراج   5cmنمونه از عمق 

اسپکترومتري شدند. بخشی از نمونه جهت تعیین انواع فلز سنگین با آنالیز (چند ساعت) در تاریکی و دماي محیط نگهداري 
  به آزمایشگاه مرکزي دانشگاه فردوسی مشهد ارسال شد.  5نشري پلاسماي جفت شده القایی

  

 
  منطقه نمونه برداري با فلش مشخص شده است. -خاك آلوده به پساب ناحیه چرم شهر مشهد - 1شکل 

  
 

  محیطی و توالی یابی DNAاستخراج 
گرم خاك با استفاده  2/0 گردید. به این منظوراز نمونه خاك آلوده به پساب کارخانجات چرم سازي مشهد انجام  DNAاستخراج 

)  مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده استخراج گردید. کیفیت Exgene Soil DNA mini kitاز خاك ( DNAاز کیت استخراج 
DNA  .ده ژنتیکی توالی یابی با استفاده از پنج میکروگرم مامحیطی حاصل با استفاده از نانوراپ و ژل الکتروفورز تایید گردید

 100با متوسط خوانش   ITS2و  ITS1و با استفاده از پرایمرهاي   Illumina MiSeqدستگاهتوسط  paired-endاستخراج شده با پروتکل 
  در هنگ کنگ انجام شد. BGI) توسط شرکت PE100جفت باز (

  تحلیل و بررسی بیوانفوماتیکی
 FastQCمورد تحلیل و بررسی قرار گرفتند. به این منظور ابتدا با استفاده از نرم افزار  BGIتوالی هاي خوانش شده توسط شرکت 

بخش هاي داراي کیفیت پایین و ضعیف حذف شدند. سپس فایل   Trimmomaticکیفیت توالی ها بررسی و با بکارگیري نرم افزار 

                                                           

5  Inductively Coupled Plasma 
 



در  ggplot2و  ShortRead، Biostrings، phyloseqو استفاده از پکیج هاي  DADA2توالی هاي ویرایش شده با استفاده از پایپ لاین 
  مورد آنالیز قرار گرفتند. Rنرم افزار 

  

  

  نتایج و بحث
پساب کارخانجات چرم سازي بدلیل بکارگیري فلرات سنگینی مانند کروم، مس و کادمیوم در فرآیند هاي دباغی پوست و ایجاد 

یادي واجد این ترکیبات مضر براي سلامت محیط زیست است. این پساب معمولا وارد محیط خواص مطلوب در چرم به میزان ز
اسپکترومتري نشري آنالیز گردیده و یک زیست بوم انتخابی براي جمعیت هاي میکروبی مقاوم به فلزات سنگین ایجاد می کند. 

   ).1میزان بالاي فلزات سنگین در این منطقه را نشان تایید کرد (جدول  پلاسماي جفت شده القایی
 

 میزان عناصر مختلف در خاك آلوده به پساب کارخانجات چرم سازي -1جدول      
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با توجه به اهمیت قارچ ها در فرآیند زیست پالایی فلزات سنگین این پژوهش با هدف معرفی تاکسون هاي کارا زیست پالایی 
روش هاي غیر وابسته به کشت با بازده بالا، براي شناسایی سویه هاي قارچی ساکن در خاك آغشته به این پساب کارخانجات 

  Ascomycota، شاخه  Illumina Miseqنتایج خوانش هاي بدست آمده از دستگاه چرم سازي استفاده گردیده است. بر اساس 

بخش اندکی از توالی ها را به خود  Basidiomycota). انواع متعلق به شاخه %5/99جمعیت غالب قارچی را تشکیل داده است (
  ).٪5/0اختصاص دادند (

  



  
  توزیع توالی هاي بدست آمده در سطح شاخه و رده - 2شکل

  
در پژوهش هاي مختلفی در خاك هاي آلوده به فلزات سنگین حضور شاخه هاي آسکومیکوتا و بازیدیومیکوتا به عنوان جمعیت 

). در سطح رده، فراوان ترین رده هاي قارچی به ترتیب Ye et al., 2020.Li et al ;2014 ,هاي رایج گزارش شده است (
Eurotiomycetes،Schizosaccharomycetes، Saccharomycetes، Dothideomycetes  وSordariomycetes   2بوده است (شکل.(  

 Eurotiomycetes )Awashti et al., 2021 ،(Schizossharomycetesه قاوت به فلزات سنگین در اعضاي رددر گزارش هاي مختلفی م

)Wunderlich et al., 1995 ، (Dothideomycetes  (Ye et al., 2020) وSordariomycetes ), 2017. (Mohammadian et al نشان داده شده
ارزیابی توالی هاي بدست آمده از خاك آلوده به پساب کارخانجات چرم سازي براي شناسایی فراوان ترین جنس   ٣شکل است.

کوتا بیشترین فراوانی به هاي قارچی در دو شاخه آسکومیکوتا و بازیدیومیکوتا را نشان می دهد. براساس نتایج در شاخه آسکومی
 Lachancea, Saccharomyces , Zymoseptoria , Candida, Schizosaccharomyces ,Aspergillusترتیب متعلق به جنس هاي 

Thermothelomyces   و Neurospora  وده است. در گروه بازیدیومیکوتا جنس هايب Malassezia  و Cryptococcus   انواع رایج بوده
  است.



  

  فراوانی گونه اي در شاخه هاي آسکومیکوتا (راست) و بازیدیومیکوتا (چپ) - 3شکل       
  

به  2019بوده است. در یک پژوهش مروري در سال   Aspergillusجنسدر این پژوهش فراوان ترین تاکسون بدست آمده متعلق به 
است. در این مقاله بر توانمندي اعضاي این جنس  شده معرفی توانمندي جنس آسپرژیلوس در حذف آلاینده هاي محیطی پرداخته

در گزارش هاي مختلفی به توانمندي تاکسون هاي ). Mukharjee 2016در حذف آلاینده ها بخصوص فلزات سنگین تاکید شده است (
 Botrytis قارچ هايشناسایی در این پژوهش در حذف فلزات سنگین اشاره شده است. به عنوان مثال توانایی حذف فلزات سنگین در 

)Kumar et al., 2019( ،Schizosaccharomyces )Ow 1996 ،(Candida )Ezekoye et al., 2018 ،(Lachancea )Keshemina et al., 2005 ،(
Neurospora )Li et al.,2014  ،(Thermothelomyces )Perigon et al., 2020 (.مشاهده شده است   

با استفاده از  را اولین بار در ایران جمعیت قارچی خاك آلوده به پساب کارخانجات چرم سازينتیجه گیري؛ این پژوهش براي در 
در در پژوهش حاضر توانایی اکثر تاکسون هاي شناسایی شده . کرده استروش هاي غیروابسته به کشت و با بازده بالا تعیین 

خاك هاي آلوده به پساب ، از این رو. شده است ه تاییددر مطالعات گذشتنگین و فرآیندهاي زیست پالایی مقاومت به فلزات س
صنایع چرم به عنوان یک منبع جدید جهت جداسازي سویه هاي قارچی به منظور کاربرد در حذف فلزات سنگین پیشنهاد می 

  شوند.
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Abstract 
Tannery industry effluent discharges remarkable amounts of heavy metals to their surrounding environments. 
According to hazardous effects of these industrial wastes for the environmental health it is necessity to manage these 
effluents before discharging to the environments. Fungi bioremediation is a promising technology especially for 
biosorption based approaches due to their diverse metabolic activity, growth in harsh environmental conditions and 
high surface sorption capacity. In the current study the fungal resident in the tannery effluent contaminated soil, with 
the potentials in bioremediation, were identified by culture in-dependent high throughput DNA sequencing method. 
Environmental DNA was extracted from contaminated soil of charm-shahr, Mashhad. Illumina Miseq high 
throughput DNA sequencing was performed. The received sequences were analyzed by DADA2 pipelines after the 
quality control and trimmed with FastQC and Trimmomatic software, respectively. According to the results, 
dominant fungal taxa, in order of abundant, were as Aspergillus fumigatus, Aspergillus oryzae, Schizosaccharomyce 
pombe, Candida glabrata, Lachancea thermotolerans, Debaryomycetaceae sp., Zymoseptoria sp., 
Thermotheelomyces sp., Neurospora sp., Colletotrichum sp. and Botrytis sp. The results confirm that tannery-
effluent contaminated soil has high fugal diversity that could be considered as new sources for the isolation of fungi 
with high potentials in heavy metals bioremediation. 
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