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 تنوع فيلوژنتيكي باكتريهاي قابل كشت درياچه بزنگان و نقش اكولوژي آنها

  2،1فرشته قاسم زاده و *1،2بهار شهنواز
 گروه زيست شناسي دانشكده علوم،دانشگاه فردوسي مشهد،  مشهد، 1

 هاي زيستي جانوري گروه نوآوري ،مركز پژوهشي جانورشناسي كاربرديدانشگاه فردوسي مشهد،  مشهد، 2

 19/4/94 :تاريخ پذيرش    8/2/93 :ريخ دريافتتا

  چكيده

با وجود . يندهاي مهم اكوسيستم نقش دارندآباكتريها فراوان ترين و غني ترين گروه از موجودات زنده اند كه در بسياري از فر
راي درياچه هاي متنوعي ايران دا .ژيكي آنها اطلاعات در مورد تنوع زيستي به ويژه در محيطهاي آبي ناچيز مي باشداهميت اكولو

در نقاط مختلف مي باشد كه هر كدام به دليل اقليم ويژه اي كه در آن قرار دارند، از نظر اكولوژي داراي ويژگيهاي منحصر به 
درياچه بزنگان تنها درياچه مهم و طبيعي استان خراسان رضوي است كه جزء آبهاي كم شور محسوب مي شود . فردي مي باشد
پژوهش حاضر به بررسي تنوع فيلوژنتيكي باكتريهاي قابل . هشي درباره ميكروارگانيسم هاي آن انجام نشده استو تاكنون پژو

صورت گرفت و غربالگري باكتريها منجر به  1391نمونه برداري در آبان . كشت موجود در درياچه بزنگان پرداخته است
  جدايه به منظور شناسايي مولكولي با استفاده از ژن 30. باكتري گرم مثبت گرديد 15باكتري گرم منفي و  51جداسازي 
S rRNA16سويه هاي شناسايي شده متعلق . ، بررسي ويژگيهاي مورفولوژي، بيوشيميايي و آنزيمهاي هيدرولازي انتخاب شدند

ه گرم منفي تنوع جنسهاي متعلق ب. مي باشند Firmicutesو  Bacteroidetesو  beta-Gamma-Proteobacteriaبه گروههاي 
 Flavobacteriumو  Pseudomonas ،Xanthomonas ،Luteibacter ،Varivorax ،Collimonasبيشتر بوده و شامل 

، Bacillus ،Fictibacillusدر حالي كه باكتريهاي گرم مثبت از تنوع و تعداد كمتري برخوردار بوده و شامل جنسهاي . باشند مي
Staphylococcus  وPaenibacillus  بيشترين فراواني مربوط به جنس . باشندميPseudomonas بررسي آنزيمهاي . مي باشد

 .هيدرولازي در بين سويه هاي گرم مثبت و گرم منفي تفاوت معني داري را نشان نمي دهد

 S rRNA16 تنوع زيستي، درياچه بزنگان، باكتريهاي قابل كشت، ژن: كليدي واژه هاي

  shahnavaz@um.ac.ir: پست الكترونيكي ، 051-38805506: نويسنده مسئول، تلفن  *

  مقدمه
نقش مهمي را در ويژه باكتريها ه ميكروارگانيسم ها و ب

چرخه هاي بيوژئوشيميايي مانند كربن و نيتروژن برعهده 
يندهاي تجزيه آاز سويي ديگر اهميت آنها در فر. دارند

زيستي مواد پليمري و آلاينده هاي نفتي، حشره كشها و 
با وجود اين . ر مواد سمي به خوبي شناخته شده استساي

كه ميكروارگانيسم ها به دليل ويژگيهاي منحصر به فرد 
در همه اكوسيستمها پراكنده مي باشند، تنوع  خود تقريباً

ند، مغفول مانده دليل اندازه كوچكي كه دارآنها به زيستي 
 ذايي كاملاًغاست، در حالي كه اثرات آنها در چرخه مواد 

مطالعه تنوع اين گروه ). 20و  11، 10( شناخته شده است
موجب شناخت بهتر فلور طبيعي اين زيستگاهها و افزايش 
ذخيره ژنتيكي و جداسازي گونه هايي مي گردد كه پتانسيل 

عنوان گامي ه استفاده در بيوتكنولوژي را دارا مي باشند، تا ب
  . در جهت استفاده صنعتي از اين دانش برداشته شود

پژوهشگران روشهاي متعدد بررسي تنوع جمعيت باكتريايي 
نتيجه اين تحقيقات نشان ). 9و  8، 5( را مقايسه كرده اند

مي دهد كه روشهاي موجود كامل نمي باشد، و هر يك از 
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براي بررسي تنوع زيستي . آنها داراي ويژگيهايي مي باشند
ل شامل روشهاي مستق روشهاي مختلفيميكروارگانيسم ها 

در . از كشت و يا وابسته به كشت بررسي شده است
كل از نمونه محيطي  DNAروشهاي مستقل از كشت 

. و آناليز مي شوند تكثيرژنهاي مورد نظر و استخراج شده 
ساختار و  دركي اين روشها ويژگيهاترين  از مهميكي 

تركيب جمعيت ميكروبها، صرف نظر از فعاليتهاي 
ي روشهاهر يك از البته . باشدمي عملكردي آنها در محيط 

مي باشند كه نتيجه حاصل از آن  ييداراي ضعفها مذكور
به . قرار مي دهد تأثيرتنوع جمعيت ميكروبي را تحت 

 ، انتخاب ژن)21 و DNA )18استخراج عنوان مثال روش 
كه در نهايت تكثير ژن  فرآيندانتخاب آغازگرهاي  و يا

وبي و يا ممكن است به حذف برخي گروههاي ميكر
با . )26( تخمين بيش از اندازه گروهي ديگر منجر شود

استفاده از روشهاي وابسته به كشت دستيابي به ژنوم كامل 
ميكروارگانيسم ها، بررسي نقش اكولوژي و قابليت تجزيه 

بايد . زيستي تركيبات مضر در طبيعت امكان پذير مي باشد
رگانيسم بخشي از ميكروادر نظر داشت كه در اين روشها 

در نظر گرفته نمي شود، و ها به دليل غيرقابل كشت بودن 
يا انتخاب روش كشت و شرايط فيزيكي و نوع محيط 

گذار باشد  تأثيركشت انتخابي مي تواند بر نتيجه نهايي 
)12(.  

ايران داراي درياچه هاي متنوعي در نقاط مختلف كشور 
يي مي باشد كه هر كدام به دليل وضعيت خاص آب و هوا

آن، مي تواند از نظر اكولوژيكي داراي ويژگيهاي منحصر 
بسياري از اين درياچه ها مانند اروميه، آران . به فردي باشد

كه جمعيت ميكروارگانيسم هاي آن در سالهاي ...... بيدگل،
اخير مورد بررسي قرار گرفته است، داراي غلظت نمكي 

تنها درياچه درياچه بزنگان ). 22و  16، 3( بالايي مي باشند
كه جزء آبهاي  است رضوي مهم و طبيعي استان خراسان

كم شور محسوب مي شود و تاكنون پژوهشي درباره 
هدف اصلي از . ميكروارگانيسم هاي آن انجام نشده است

باكتريهاي  فيلوژنتيكيانجام پژوهش حاضر بررسي تنوع 

موجود در درياچه بزنگان و مقايسه آن با قابل كشت 
آمده در ساير محيطهاي طبيعي  به دستمشابه  باكتريهاي
  . مي باشد

  شهاومواد و ر
درياچه : نمونه برداري و ويژگيهاي محل نمونه برداري

كيلومتري شرق شهرستان مشهد و  120در فاصله بزنگان 
درجه  36غربي شهرستان سرخس در كيلومتري جنوب 94
 53و دقيقه  28درجه و  60ثانيه شمالي و  48دقيقه و  18و 

درياچه از سطح دريا  ارتفاع .ثانيه شرقي واقع شده است
متر و بيشينه آن در  8، متوسط ژرفاي درياچه متر 860

هكتار برآورد  70- 80مساحت درياچه  متر و 12زمستان 
شور و درياچه اليگوتروف آب درياچه لب .است گرديده
آبهاي فصلي و درياچه بزنگان  منابع تأمين آب). 2(است 
كه شامل سيلابهاي بهاره و مازاد آبهاي  باشدمي سطحي

تعدادي چشمه كه در زير آب  آن علاوه بر. است كشاورزي
چشمه  -چشمه النگ(چشمه دائمي  4 شامل قرار دارند،

و دو ) زيارتگاه چشمه - چشمه شمال درياچه - زيوكهر
از ) زارچشمه ضلع جنوبي و چشمه ني(چشمه فصلي 

به دليل عمق بالا و املاح  .باشنديمنابع تأمين آب درياچه م
. بندددر طول سال يخ نمي سطح درياچه كلر و سديم

آبي داراي دو چرخه ( dimicticاز ديدگاه اكولوژي درياچه 
رنگ آب درياچه ). 1(مي باشد  )يز و بهاريل پاودر فص

برحسب ميزان مواد محلول، رنگ محيط اطراف، عمق، 
. كندمعلق در آب تغيير مي تراكم و نوع پلانكتونها و ذرات

 ،درياچه رنگ آب مايل به زرد بهسيلابها با ورود  در بهار
سبزرنگ و در  شكوفايي پلانكتونها همزمان بادر تابستان 

ي فيزيكي و ويژگيها. مي باشدزمستان مايل به آبي 
شيميايي آب در زمان نمونه برداري و در سالهاي گذشته 

درباره پوشش گياهي  .نشان داده شده است 1در جدول 
اطراف درياچه بزنگان و فون جانوران آن پژوهشهايي در 

  .)2(سالهاي اخير صورت گرفته است 
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از سه ضلع مختلف  1391نمونه برداري در آبان ماه 
در هر ناحيه نمونه برداري در سه  .درياچه انجام پذيرفت

سپس نمونه ها با يكديگر  ،صورت گرفتهنقطه مختلف 
 سه نمونه مورد بررسي قرار گرفت كهنهايت ادغام و در 

نمونه برداري . شامل آب درياچه و رسوبات آن بوده است
در ظروف شيشه اي استريل با رعايت شرايط نمونه برداري 

در دماي نمونه ها تا زمان انجام آزمايش  .انجام پذيرفت
  .محيطي و شرايط تاريكي نگهداري شدند

  و سالهاي قبل 1391ميايي آب درياچه در سال ويژگيهاي فيزيكي و شي -1جدول 
  )فصل پاييز( 1391  )فصل بهار( 1391 1390 سال نمونه برداري

  ابري و خنك  ابري و خنك آفتابي و گرم برداريوضعيت آب و هوا در روز نمونه
  C°( 6/17 18  18(دماي آب 
  pH( 54/9 89/9  67/8(اسيديته 
  EC) (ms/cm( 98/1 22/42  33/50( هدايت الكتريكي

  TDS) (ppt( 87/0 26/21  23/25(مقدار كل ذرات جامد حل شده
  3  - - درصد شوري

جداسازي باكتريهاي حداكثر به منظور  :جداسازي نمونه ها
و   TSB(Tryptic Soy Broth( هتروتروف محيط كشتهاي

R2A  محيط كشتها . انتخاب گرديددرصد نمك  3به همراه
 از. تنظيم گرديد  :7pHمد شده و جاآگار ليتر /گرم 15با 

ي محيطهاو به  گرديد تهيه رقت سري 10- 6ا آب ت نمونه
 30و  20كشت جامد تلقيح گرديد و در درجه حرارت 

. شدند گرماگذاريروز  7تا  2به مدت درجه سانتي گراد 
 تكرار سه با حرارت درجه و رقت سري هر براي آزمايش
  .پذيرفت صورت

بررسي  :يهاي بيوشيمياييبررسي فنوتيپي و ويژگ
آمده مانند فرم و اندازه  به دستي جدايه هاي ويژگيها
گدانه با كشت مجدد نتوليد ر و مورفولوژي سلولكلني، 

به جدايه هاي . انجام گرفت TSAهر يك از آنها در محيط 
هاي هي فنوتيپي به گروويژگيهابراساس آمده  دست

براي شده و به صورت تصادفي  دسته بنديمتفاوتي 
 شتريبي بررس منظور به. مطالعات بعدي انتخاب شدند

 وحركت تست  ،گرمي زيآم رنگ شده، انتخابهاي  هيجدا
 لازيوجود آنزيمهاي هيدرو مانند ييايميوشيبي آزمونها

جدول ( سيتراتاز، ژلاتيناز، آميلاز و پروتئاز صورت گرفت
2(.  

ميلي  250حدود  :و توالي سكانس S rRNA16تكثير ژن 
آب ديونيزه  μl 500م از هر سويه باكتري در گر

درجه  -20در دماي  h 24سوسپانسيون شده و به مدت 
از  μl1 پس از ذوب شدن مجدد، . سانتي گراد قرار گرفت

به منظور تكثير  DNAسوسپانسيون باكتري به عنوان الگوي 
 -F27 )'3با استفاده از پرايمرهاي عمومي  16S rRNAژن 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-'5) (17 ( وR1492 
)'3-GGTTACCTTGTTACGACTT-'5) (13 ( استفاده

با اين روش غالباً ديواره سلولي باكتريها در اثر شوك . شد
سرمايي آسيب ديده و مي توان از سوسپانسيون حاصل به 

در مواردي كه دسترسي . استفاده كرد DNAعنوان الگوي 
استفاده از استخراج با با اين روش ميسر نبود،  DNAبه 

 MP Biomedicals, Qbiogene(FastDNA® SPIN(كيت 

Kit  براساس روش توضيح داده شده انجام پذيرفت .PCR 
، KClميلي مولار  MgCl2 ،5/1ميلي مولار  5/1با استفاده از 

 dNTP ،5/0از هر  Tris-HCl ،2/0ميلي مولار  10
 Taq polymeraseواحد از  6/0ميكرومولار از هر پرايمر و 

با دماي واسرشت كننده اوليه  PCRواكنش . انجام پذيرفت
سيكل  30دقيقه و سپس  2به مدت  درجه سانتي گراد 95

ثانيه،  30به مدت  درجه سانتي گراد 95با دماي واسرشت 
 30به مدت  درجه سانتي گراد 57اتصال پرايمرها در دماي 

 درجه سانتي گراد 72ثانيه، سنتز قطعه مورد نظر در دماي 
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درجه  72ثانيه و گسترش نهايي در دماي  30به مدت 
 PCRمحصول . دقيقه انجام شد 7به مدت  سانتي گراد

استفاده از روش رسوب دهي سديم استات و الكل اتانول 

به منظور تعيين توالي به شركت خالص گرديد و 
MACROGEN كره جنوبي ارسال شد.  

  

  يي سويه هاي جداسازي و شناسايي شده از درياچه بزنگانويژگيهاي فنوتيپي، خصوصيات بيوشيميا -2جدول 

پروتئاز  حركت توليد رنگدانه  مورفولوژي و واكنش گرم نمونه   سيتراتاز ژلاتيناز آميلاز  درصد شباهت Ez-Taxonبيشترين باكتري مشابه در 

1 A6 منفي مثبت مثبت مثبت مثبت سفيد ميله اي گرم مثبت Bacillus thuringiensis 64/99  

2 A33 منفي منفي منفي منفي منفي سفيد ميله اي گرم مثبت Bacillus oceanisediminis 23/99  

3 A9 مثبت منفي مثبت مثبت مثبت سفيد ميله اي گرم مثبت Bacillus simplex 100 

4 A12 منفي منفي مثبت مثبت منفي زرد ميله اي گرم مثبت Bacillus simplex  65/98  

5 A20  منفي مثبت منفي مثبت منفي سفيد گرم مثبتميله اي Bacillus thuringiensis 100 

6 B9 مثبت منفي منفي مثبت منفي سفيد ميله اي گرم مثبت Bacillus simplex 43/99  

7 A29 منفي منفي منفي مثبت مثبت سفيد ميله اي گرم مثبت Bacillus muralis 54/99  

8 B1 منفي منفي مثبت فيمن منفي نارنجي ميله اي گرم مثبت Fictibacillus barbaricus 71/99  

9 A10 منفي منفي مثبت منفي منفي سفيد ميله اي گرم مثبت Fictibacillus barbaricus 5/99  

10 B18 منفي منفي منفي منفي مثبت سفيد كوكسي گرم مثبت Staphylococcus epidermidis 100 

11 B21 منفي منفي مثبت مثبت منفي سفيد ميله اي گرم مثبت Paenibacillus terrae  82/98  

12 A24 منفي منفي مثبت منفي منفي نارنجي ميله اي گرم منفي Pseudomonas chlororaphis 99.45 

13 A23 منفي منفي منفي منفي مثبت نارنجي ميله اي گرم منفي Pseudomonas thivervalensis 98.86 

14 B3 منفي منفي مثبت مثبت تمثب نارنجي ميله اي گرم منفي Pseudomonas prosekii 99.54 

15 B29 منفي منفي منفي منفي مثبت سفيد ميله اي گرم منفي Pseudomonas prosekii 99.38 

16 A14 مثبت منفي منفي منفي منفي سفيد ميله اي گرم منفي Pseudomonas trivialis 98.9 

17 A15 منفي منفي ثبتم منفي منفي نارنجي ميله اي گرم منفي Pseudomonas rhodesiae 15/99  

18 A7 مثبت مثبت منفي مثبت منفي سفيد ميله اي گرم منفي Pseudomonas simiae 98/98  

19 A18 منفي منفي منفي منفي منفي سفيد ميله اي گرم منفي Pseudomonas asturiensis 26/98  

20 B16 منفي منفي مثبت منفي منفي سفيد گرم منفي ميله اي Pseudomonas frederiksbergensis 3/99  

21 B33 منفي منفي منفي مثبت مثبت نارنجي ميله اي گرم منفي Xanthomonas hyacinthi 100 

22 B6 منفي منفي مثبت منفي مثبت نارنجي ميله اي گرم منفي Luteibacter rhizovicinus 32/99  

23 B8 مثبت نفيم منفي مثبت منفي سفيد ميله اي گرم منفي Luteibacter rhizovicinus 86/99  

24 B10 مثبت منفي منفي مثبت منفي سفيد ميله اي گرم منفي Luteibacter rhizovicinus 19/97  

25 B11 مثبت منفي منفي مثبت منفي سفيد ميله اي گرم منفي Variovorax boronicumulans 04/98  

26 B22 منفي منفي يمنف منفي مثبت سفيد ميله اي گرم منفي Collimonas pratensis 02/99  

27 B7 منفي منفي مثبت منفي مثبت نارنجي ميله اي گرم منفي Flavobacterium frigiddimaris 32/98  

28 B23 منفي منفي مثبت منفي مثبت نارنجي ميله اي گرم منفي Flavobacterium oncorhynchi 03/99  

29 A31 منفي منفي منفي بتمث مثبت زرد ميله اي گرم منفي Flavobacterium hydatis 8/98  

30 B28 منفي منفي مثبت منفي منفي سفيد ميله اي گرم منفي Flavobacterium aquidurense 72/98  
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آمده در بانك ژني  به دستتوالي هاي : آناليز فيلوژنتيك
NCBI  ثبت و شماره ژني مربوط به هر كدام دريافت

 .مي باشند KT188819تا  KT188790گرديد كه از شماره 
آمده با يكديگر و با  به دستقرابت فيلوژنتيكي جدايه هاي 

-Ezو  NCBIسويه هاي موجود در پايگاههاي اطلاعاتي 

taxon تواليهاي موجود با استفاده از . مورد بررسي گرفت
آناليز داده . )25( سازي شدندهمراستا ClustalWنرم افزار 

 MEGA (Vrsionاده از نرم افزار آمده با استف به دستهاي 

انجام  Maximum Likelihoodو با استفاده از الگوي  (6
بررسي اعتبار شاخه هاي درخت با استفاده از  ).24( دش

صورت  1000با تكرار  bootstrap analysisنرم افزار 
  . گرفت

  بحث و نتيجه گيري
بخش عمده اي : ي فنوتيپي جدايه هاويژگيهاشمارش و 

. زمين توسط ميكروارگانيسم ها اشغال شده استاز كره 
بررسي تنوع ميكروبي اكوسيستمهاي مختلف اجازه مي 

ر طبيعي اين زيستگاهها ددهد شناخت بهتري از فلور 
ايران داراي درياچه هاي متنوعي در  .دسترس قرار گيرد

نقاط مختلف مي باشد كه هر كدام به دليل وضعيت خاص 
داراي ويژگيهاي منحصر به  آب و هوايي آن، مي تواند

رغم تنوعي كه اين مناطق دارند،  از طرفي علي. فردي باشد
 صورتجمعيت ميكروبي آنها مطالعات محدودي درباره 

يكي از اين مناطق درياچه بزنگان مي باشد كه . گرفته است
تنها درياچه طبيعي در شمال شرقي ايران است كه تاكنون 

انيسم هاي آن ارائه نشده گزارشي مبني بر تنوع ميكروارگ
 pH ،Electricalدرياچه مانند  ي اكولوژيويژگيها .است

conductivity: EC (ms/m)  وTotal dissolved solid: 

TDS (mg/l)  8,67±0,05اندازه گيري شد كه به ترتيب ،
  ).1جدول (آمدند  به دست 25,23± 0,42و  0,58±50,33

اييز و در يك در پژوهش اخير، نمونه برداري در فصل پ
روز ابري صورت پذيرفته است، مقايسه داده هاي موجود 

كاهش حجم آب، با اطلاعات مربوط به سالهاي گذشته 

را نشان مي دهد  آب pHافزايش درجه شوري و تغييرات 
 به دليل خشكساليهاي اخير در منطقه كه بيشتر مي تواند

، يايت الكتريكيونهاي محلول و هد ميزانبنابراين  .باشد
مقدار كل ذرات جامد معلق و كدورت آن و درصد شوري 
آب افزايش يافته است كه مي تواند روي جمعيت ميكروبي 

در گذار باشد، هر چند در مورد جمعيت ميكروبي تأثير
  . هيچ گونه اطلاعاتي در دسترس نمي باشدسالهاي گذشته 

گرچه باكتريهاي قابل كشت درصد ناچيزي از مجموعه 
وجود را تشكيل مي دهند، جداسازي و باكتريهاي م

به جهت دستيابي به ژنوم كامل آنها و شناسايي اين باكتريها 
بررسي فعاليت فيزيولوژي آنها از اهميت ويژه اي 

باكتريها  و جداسازي شمارشبه منظور . برخوردار مي باشد
در . استفاده گرديد R2Aو  TSBاز دو محيط كشت 

كلني از  85رسوبات و  كلني از 110(كلني  195مجموع 
كلني از رسوبات و  115(كلني  201و  R2Aدر محيط ) آب
نتايج  .جداسازي شد TSAدر محيط ) كلني از آب 86

شمارش باكتريها نشان مي دهد كه تعداد كلي باكتريها در 
و به  دو محيط نامبرده تفاوت معني داري با يكديگر ندارند

تنوع . شدمي با CFU/ml 103× 2,73صورت ميانگين 
آمده از نمونه هاي آبي  به دستمورفولوژي در كلنيهاي 
 .بيشتر از رسوبات مي باشد

درك ساختار و عملكرد : تنوع سويه هاي شناسايي شده
گروههاي باكتريها به منظور درك بهتر اكوسيستمهاي آبي 

مطالعاتي كه در سالهاي اخير  با وجود. ضروري مي باشد
وژيكي آنها مغفول مانده صورت گرفته است، فهم اكول

جدايه  66آمده،  به دستاز مجموع باكتريهاي . است
از  .براساس تفاوتهاي فنوتيپي و مورفولوژي انتخاب شدند

 درصد 6/10ميله اي گرم منفي، ) 37( درصد 56اين تعداد 
كوكوباسيلي گرم ) 4( درصد 6سي گرم منفي و ككو) 7(

بت به صورت تعداد جدايه هاي گرم مث. مي باشندمنفي 
ميله ) 12( درصد 18/18معني داري كمتر مي باشد و شامل 

 06/6كوكسي گرم مثبت و ) 7( درصد 03/3اي گرم مثبت، 
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در ). 1شكل (كوكوباسيلي گرم مثبت مي باشند ) 4( درصد
در مورفولوژي كلني سويه كه تفاوت بيشتري را  30نهايت 

ايش و شكل و آر) سطح كلني، اندازه و توليد پيگمان(
ميكروسكوپي نشان مي دادند، به منظور بررسي و تكثير با 

ي مورفولوژي، ويژگيها. انتخاب شدند SrRNA١۶ژن 
آنزيم هاي هيدرولازي سويه هايي بررسي و واكنش گرم 

نشان  2مولكولي شناسايي شده اند، در جدول  به روشكه 
داراي  ،آمده به دستباكتريهاي گرم منفي  .داده شده است

-betaي شاخه باكتريايسه متعلق به  و الاتري بودهتنوع ب

Gamma-Proteobacteria ،Bacteroidetes در . مي باشند
و تمامي  تنوع در باكتريهاي گرم مثبت كمترحالي كه 
مي  Firmicutesآمده مربوط به شاخه  به دستجنسهاي 

جنس مختلف به صورت مولكولي  10در مجموع . باشند
جنسهاي متعلق به باكتريهاي گرم منفي شناسايي شدند كه 

، Pseudomonas ،Xanthomonas ،Luteibacterشامل 
Varivorax ،Collimonas  وFlavobacterium ) 2شكل( 

، Bacillus ،Fictibacillusل وگرم مثبت شام
Staphylococcus  وPaenibacillus 3شكل ( مي باشند( .

، ).A12 )Bacillus spبرخي سويه هاي شناسايي شده مانند 
A18 )Pseudomonas sp.( ،B10 )Luteibacter sp.( ،B11 

)Varivorax sp.(و ، B6 )Flavobacterium sp. ( درصد
را در مقايسه با داده هاي موجود در  7/98مشابهت كمتر از 

ن است معرف پايگاههاي اطلاعاتي نشان مي دهند كه ممك
اسايي براي رسيدن به اين منظور شن. گونه جديدي باشند

ي فنوتيپي، بيوشيميايي و مولكولي ضروري ويژگيهاتكميلي 
  .مي باشد

داراي بيشترين ميزان  Gamma-Proteobacteriaشاخه 
به عنوان جنس غالب مي  Pseudomonasو  بودهفراواني 

و  Luteibacterدر اين شاخه جنسهاي . باشد
Xanthomonas با فراواني كمتري ديده مي شوند. 
ا در بسياري از چرخه هاي بيوشيميايي چرخه پروتئوباكتريه

ي آبي نقش دارند و غالب بودن آنها در محيطهاهاي 
 14( ي آبي گزارش شده استمحيطهااكوسيستمهاي برخي 

از تجزيه كنندگان مهم تركيبات آلي  Pseudomonas ).23و 
. ثري در چرخه كربن داردؤبه شمار مي رود و نقش م

 شاخهدر  Varivoraxو  Collimonasجنسهاي 
بررسي . داراي فراواني كمتري مي باشد بتاپروتئوباكتريها

و آناليز ژن  T-RFLPبا روش  Dongpingرسوبات درياچه 
S rRNA16 ،آمد كه  به دستشاخه باكتري  شانزده

 Bacteroidetesدر شاخه  ).23( بودندپروتئوباكتريها غالب 
هاي جنس. شناسايي شد Flavobacteriumتنها جنس 

Pseudomonas  وFlavobacterium ه هايي داراي گون
  ).19( چرخه نيتروژن دارند هستند كه ارتباط نزديكي با

  
  فراواني باكتريهاي گرم منفي و گرم مثبت براساس مورفولوژي آنها -1شكل 
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ررسي اعتبار شاخه هاي درخت با استفاده ب. دانجام ش Maximum Likelihoodبا استفاده از الگوي درخت فيلوژني باكتريهاي گرم منفي  -2شكل 

توالي باكتري . سويه هاي به دست آمده در اين پژوهش با دايره هاي سياه نشان داده شده اند. صورت گرفت 1000با تكرار   bootstrapاز آناليز
Bacillus simplex به عنوان گروه بيروني آورده شده است.  

  

برخي از گروهها برخي مطالعات نشان داده اند كه حضور 
در درياچه هاي . با حالت تعادل درياچه در ارتباط مي باشد

و در درياچه هاي صاف  Cyanobacteriaگل آلود بيشتر 
Bacteroidetes  در اين پژوهش، ). 27(غالب مي باشند

باكتريهاي به دست آمده از نظر متابوليسمي هتروتروف مي 
، Pseudomonasباشند و بسياري از آنها مانند 

Flavobacterium ،Xanthomonas  وBacillus  از تجزيه
كنندگان سوبستراهاي مختلف در طبيعت به شمار مي روند 

نتيجه حاصل مي تواند به دليل موقعيت مكاني و فصل ). 6(

نمونه برداري در فصل پاييز در حاشيه . نمونه برداري باشد
در اين زمان گياهان موجود در . درياچه انجام پذيرفت

حاشيه به تدريج از بين مي روند و سوبستراي حاصل از 
آنها منبع غذايي مناسبي به منظور تقويت باكتريهاي تجزيه 

ساختار جمعيت ميكروارگانيسم ها . كننده مواد مي باشد
مي تواند با بسياري از متغيرهاي محيطي ديگر مانند 
شوري، ميزان مواد آلي و معدني يا مواد غذايي در دسترس 

  ).15(ارتباط باشد در 
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بررسي اعتبار شاخه هاي درخت با استفاده . دانجام ش Maximum Likelihoodبا استفاده از الگوي درخت فيلوژني باكتريهاي گرم مثبت  -3شكل 

توالي باكتري . اند سويه هاي به دست آمده در اين پژوهش با دايره هاي سياه نشان داده شده.صورت گرفت 1000با تكرار   bootstrapاز آناليز
Pseudomonas orientalis به عنوان گروه بيروني آورده شده است.  
از طرفي حاشيه اطراف درياچه به تدريج و به دليل كاهش 

و به نظر مي بارندگي در سالهاي اخير عقب نشيني كرده 
در . رسد غلظت نمك موجود در آن رو به افزايش باشد

ز ساخت و سازهايي كه پس ادر غرب تركيه  Bafaدرياچه 
به منظور كنترل سيل صورت پذيرفت،  1985در سال 

 ميكروارگانيسم هاجمعيت . شوري درياچه افزايش يافت
در طول يك سال مورد بررسي قرار گرفتند كه نشان مي 

تركيبي از جمعيت آبهاي  تغيير يافته وجمعيت اين دهد 
 ينكهبا ابنابراين  ).7( مي باشد شوري محيطهاشيرين و 

شناخته نشده است،  كاملاً بزنگان جمعيت ميكروبي درياچه
دليل افزايش درجه شوري و تغيير در ه ببه نظر مي رسد 

با تغيير كليماكس ساير عوامل اكولوژيكي اين اكوسيستم 
. كه نيازمند بررسيهاي بيشتر مي باشد شده استمواجه 

 هشناسايي شددر باكتريهاي  خارج سلوليبررسي آنزيمهاي 
، 3/23، 6/26نشان مي دهد كه در باكتريهاي گرم منفي 

به نسبت تعداد كل شناسايي درصد سويه ها  3/3و  7/16

راتازي تبه ترتيب داراي فعاليت آميلازي، پروتئازي، سي شده
در حالي كه در باكتريهاي گرم مثبت . و ژلاتينازي مي باشند

 درصد داراي فعاليت آنزيمهاي 7/6و  7/6، 3/23، 20
 درصد 7/56بنابراين، ). 4شكل (نامبرده مي باشند 

باكتريهاي گرم منفي  درصد 70باكتريهاي گرم مثبت و 
اين . هاي خارج سلولي را دارا مي باشندقابليت توليد آنزيم

نتيجه نشان مي دهد كه در توليد آنزيم هاي هيدرولازي 
و گرم منفي باكتريهاي گرم مثبت تفاوت معناداري بين 

بررسي تنوع زيستي ميكروارگانيسم . نمي شودمشاهده 
هاي حاضر در اكوسيستمهاي مختلف مي تواند نقش 
اكولوژي اين سويه ها را در محيط زيست خود و اثر آنها را 

اين . در ساير زنجيره هاي غذايي موجود آشكارتر سازد
سويه ها داراي توانايي توليد آنزيمهاي هيدرولازي 

در چشم انداز زيست فناوري در باشند، كه مي توانند  مي
  .نظر گرفته شوند
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  درصد فراواني آنزيم هاي خارج سلولي در سويه هاي شناسايي شده -4شكل 

تحقيقاتي با حمايت انجام اين طرح  :و قدرداني تشكر
مالي معاونت پژوهشي دانشگاه فردوسي مشهد در قالب 

ان دست اندركاراز . انجام شده است 2/22220طرح شماره 

و پرسنل آزمايشگاه ميكروبيولوژي دانشگاه فردوسي مشهد 
  . و به ويژه سركار خانم پردلي قدرداني مي شود

  منابع
، تالابهاي ايران، انتشارات سازمان 1387، .بهروزي راد، ب .1

 جغرافيايي نيروهاي مسلح

، .، قرشي الحسيني، ج.قاسم زاده، ف، .اجتهادي، ح، .غلامي، ع .2
گونه هاي گياهي اطراف منطقه حفاظت شده  ، تنوع زيستي1385

 .398-407): 4(19درياچه بزنگان، مجله زيست شناسي ايران، 

، بررسي تنوع زيستي .ر. ، فلاحيان، م.ع. ، آموزگار، م.زرپرور، پ .3
باكتريهاي نمك دوست و تحمل كننده نمك قابل كشت در 
تالاب پرشور اينچه برون، مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

 44ـ  56): 1( 27، )مجله زيست شناسي ايران(
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Abstract 

Bacteria are the most abundant and richest groups of organisms that are involved in 
many important ecosystem processes. Despite their ecological importance, there is little 
literature about biodiversity, especially in aqueous environments. Iran has a variety of 
lakes in different locations, each of which have a special climate, with unique ecological 
features. Bazangan Lake, only natural lake with little salty is located in Khorasan 
Razavi and so far, there has not been researched on its microorganisms. The present 
study examined the phylogenetic diversity of cultivable bacteria in the Bazangan Lake. 
Sampling was conducted in November 2010. The bacterial screening led to isolation of 
51 gram-positive and 15 gram-negative. 30 isolates were selected to molecular 
identification using 16S rRNA, studying Morphology, biochemistry and hydrolase 
enzymes. Identified strains belonged to beta, Gamma-Proteobacteria, Bacteroidetes and 
Firmicutes. Variety of Gram-ngative genus was more including Luteibacter, 
Xanthomonas, Varivorax, Collimonas and Flavobacterium. While Gram-positive 
bacteria is of less diversity including Bacillus, Fictibacillus, Staphylococcus and 
Paenibacillus. The maximum frequency is related to the genus Pseudomonas. The 
significant difference was not observed in gram-positive and gram-negative strains by 
checking hydrolase enzymes.  
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