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 چکیده

های زیست محیطی های پیشرفته حذف مشکلات آلودگیها از روشزیست پالایی به کمک میکروارگانیسم

های ناشی از فلز مس و بررسی تغییرات بیانی ژنهای متحمل به آلودگی شناسایی قارچباشند. به منظور می

یکی از  که معدن مس سرچشمهخاک و پساب برداری از  ها، نمونهمرتبط با تحمل فلزات سنگین در آن

 .سازی شدجدایه قارچی جداسازی و خالص 73باشد، انجام شد. در مجموع می دنیابزرگترین معادن روباز مس 

های خالص شده، مورد مختلف سولفات مس بر رشد میسلیومی تمامی جدایههای غلظتسپس اثر بازدارندگی 

ام اثر بازدارندگی از رشد پیپی 4000و  3500، 1500، 1000های داد که غلظتبررسی قرار گرفت. نتایج نشان

های حاوی مس بودند و فقط غلظت ها قادر به رشد در محیطهای قارچی نداشتند و تمامی جدایهبر جدایه

های قارچی در مقایسه با شاهد نشان ام سولفات مس اثر بازدارندگی از رشد میسلیومی در جدایهپیپی 5500

که قابلیت رشد در  S1-7و   S3-1 ،S3-21 سنجی سه جدایه قارچی های زیستداد. بر اساس نتایج آزمون

شدند و مورد شناسایی  ام سولفات مس را داشتند، انتخابپیپی 5500محیط جامد و مایع حاوی غلظت 

مولکولی قرار گرفتند. همچنین تغییرات بیان ژن لاکاز و متالوتیونین در سه جدایه منتخب مورد بررسی قرار 

به  S1-7و  S3-1نشان داد که دو جدایه  ITS1, 5.8S, ITS2گرفت. نتایج شناسایی مولکولی بر اساس ناحیه 

روند  1S-7و  3S-1در دو جدایه تعلق دارد.  Sarocladiumبه جنس  3S-21و جدایه  Pleurotus eryngiiگونه 

که بیان ژن لاکاز در تیمار سولفات مس در روز هشتم در مشابه تغییرات بیان ژن لاکاز مشاهده شد. بطوری

، روند تغییر بیان ژن لاکاز متفاوت و در روز هشتم در 3S-21مقایسه با روز ششم کاهش یافت. اما در جدایه 

مار سولفات مس در مقایسه با روز ششم افزایش )حدود دو برابر( یافت. بیان ژن متالوتیونین در هر سه جدایه تی

دهنده نقش این ژن در تحمل به سولفات مس در در روز هشتم در مقایسه با روز ششم افزایش یافت که نشان

برای اولین  Sarocladium و جنس  iiPleurotus eryngباشد. در این تحقیق گونه های مورد بررسی میجدایه

های متحمل به فلزات سنگین معرفی شدند و بیان دو ژن مرتبط با مقاومت به فلزات بار در ایران به عنوان قارچ

 ها مورد بررسی قرار گرفت. سنگین از جمله مس در آن

 .Pleurotus eryngii،sp. Sarocladiumمتالوتیونین ،  ،کلمات کلیدی: زیست پالایی، سولفات مس، لاکاز
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 و مس سولفات مایپیپ 5500 غلظت با شده ماریت یهانمونه در شده جذب مس ریمقاد - 4-4 جدول

 50 ................................................................................................................................................ .............................شاهد

 امیپیپ 5500 ماریت تحت هیجدا 3 در لاکاز ژن انیب یهاداده انسیوار هیتجز جدول - 5-4 جدول

 55 ...........................................................................................................................مختلف یهازمان در مس سولفات

 مایپیپ 5500 ماریت تحت هیجدا 3 در نیونیمتالوت ژن انیب یهاداده انسیوار هیتجز جدول - 6-4 جدول

 60 ...........................................................................................................................مختلف یهازمان در مس سولفات
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 مقدمه -1-1

 نیا نی. از مهمتراست یطیمح یهایآلودگ کمی و ستیب قرن در یبشر جوامع مشکلات نیبزرگتر از یکی

 حال در هاآن افزون روز استخراج به توجه با طیمح در هاآن مقدار که هستند نیسنگ فلزات هاکنندهآلوده

 زنده موجودات و طیمح نیب آن یط که شوندیم یاچرخه وارد طیمح به ورود با نیفلزات سنگ .است شیافزا

 رهیدر هر مرحله از زنج یستیتجمع ز .گذارندیم زنده موجودات بر یسم اثرات و رندیگیم قرار تبادل مورد

 یخاص تیاز اهم ییانسان به عنوان مصرف کننده نها یمشکل به خصوص برا نیا ،فتدیتواند اتفاق بیم ییغذا

 مثل یمختلف آورانیز میعلا ،فتدیب اتفاق انسان بدن یهااندام از یکی در یستیبرخوردار است. اگر تجمع ز

ممکن  نیبا فلزات سنگ انسانمدت  یطولان مواجههکنند. یم دایبروز پ یکیمونولوژیو ا یعصب ،یگوارش میعلا

 ,.González et al) شود یاتیح یهااندام ریسا و کبد ه،یر ،یعصب مرکز به عملکرد بیاست منجر به آس

2014). 

و استفاده  یابیو باز طیها از محکردن آنخارجها آن یتنها راه پاکساز ،ستندین ریپذ هیتجز فلزات نیآنجا که ااز 

 منگنز ،(Cd) میکادم شامل یاصل نیفلزات سنگ .(Chojnacka, 2010) ها در صورت امکان استمجدد از آن

(Mn)، آهن (Fe)، کبالت (Co)، کلین (Ni)، موکر (Cr)، ( مسCu)، یرو (Zn)، بدنیمول (Mo)،  سرب

(Pb)، فلزات گرانبها طلا (Au)، نقره (Ag و )کیشبه فلزات آرسن (As)، ومیسلن (Seو آنت )موآنی (Sb )

 وجود ،شده دیاکس یهاونیآن ای یونیبه اشکال کات یآب یهامحلولفلزات اغلب در  نیا عتیدر طب هستند.

 شوندیم دهید نامحلول رسوبات در شکلیب ای یستالیکر شکل به هادیاکس ای هانمک صورت به ای و دارند

(Ehrlich, 1997). 

از عناصر از جمله فلزات و شبه فلزات و  یگروه ناهماهنگ یاست برا یعموم ی( اصطلاح1HM) نیفلزات سنگ

 یژگیاست. وشدهمضر شناخته  ستمیاکوس کی یستیز یتمام اجزا یبالا برا یهاغلظتکه در  یآهن ریفلزات غ

 باشدمی 20 از بزرگتر یاتم عدد ای gcm 5-3 از شیوزن مخصوص بداشتن  عناصر نیا انیمشترک م

                                                           
1 Heavy metals (HM) 
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(Malavolta, 1994). میسز ازعناصر مانند یعضب (Ce)،  ومیتور (Th)، سرب (Pb)، ومینیپلات (Pt) و 

 ,Galvão & Corey)نددهیم شیافزا را بیآس شدت و یآلودگ خطر که هستند ویاکت ویراد زین  (U)ومیاوران

1987).  

 به استخراج و یمتالوژ مانند یانسان یهاتیفعال لیدل به که یوقت خصوص به هستند یسم نیفلزات سنگ

 لیدر سراسر جهان تبد ینگران کیبه ها ندهیآلا نیحذف ا. (Peligro et al., 2016) شوندمی وارد طیمح

 هاستمیاکوسدر  یاگستردهباعث اثرات  که اچرداد  لیتقل یسم ریها را به اشکال غتوان آنینم رایز ،استشده

 رغمیعل نیفلزات سنگ رتباط دارد.اها آن یستیبا تجمع ز نیفلزات سنگ تی. سم (Dixit et al., 2015)شودیم

به خود  یبالاتر از آن حالت سم یهاغلظتهستند و در  ازیمورد ن یمشخص یهاغلظتدر  یکیولوژیزیف تیاهم

فراتر از حد تحمل  یهاغلظتدر  زین ،ندارند یکیولوژیزیکه عملکرد ف یفلز یهاونیصورت به .رندیگیم

 ینیگزیجا قیممکن است از طر وهیو ج میکادم ،مانند سرب ی. فلزاترندیگیمبه خود  یها حالت سمکروبیم

 .(Avery, 2001) شوند ویداتیتنش اکس یموجب القا میمستق ریبه طور غ یفلزات عملکرد

 ،میفلزات مثل کلس یکنند. بعضیم فایها امیسکروارگانیم یستیز یهاندیفرآدر  یمختلف یهانقشفلزات  نیا

محسوب  یمغذ زیبوده و ر یضرور یو رو کلین ،میسد ،منگنز ،میزیمن ،میپتاس ،آهن ،مس ،کروم ،کبالت

-همکنش بر قیطر از هامولکول یدارسازیپا در کاهش -شیاکسا یهاندیفرآفلزات در  نیا نیهمچن .شوندیم

 گرید فلزات یبرخ .دارند نقش یاسمز فشار میتنظ در و تلفخم یهامیآنز ساختمان در کیالکتروستات یها

هستند  یضرورریغ یندارند و عناصر یخاص یستینقش ز وهیو ج سرب ،طلا ،ومیکادم ،ومینیآلوم ،نقره مانند

 کنند،عمل می یبه طرق مختلف نیات سنگفلز .(Bruins et al., 2000) ها مضر باشندکروبیم یتوانند برایمو 

 هیو تجز یسلول یغشاها ختنیربهم ،هانیپروتئ 1یتواند سبب دگرسرشتیم یآل باتیها به انواع ترکاتصال آن

 ییغذا باتیترک یدر مقابل برخ تیمتابولیآنتعنوان هها هم قادرند باز آن یاریبس شود. یضرور یهاتیمتابول

 .باشدیم گرید یهاونیکاتو  ونیوجود آن نیفلز سنگ کی تیموثر بر سم گریعمل کنند. از عوامل د یضرور

 ییهاکمپلکس لیها با تشکونیآنجذب فلزات و  یهاستمیسبا رقابت در  میمانند کلس یتیدو ظرف یهاونیکات

                                                           
1 Denaturation 
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 ,Gadd) کنندیمها عمل فسفاتها و کربنات ،هادیسولف مانند نامحلول باتیترک لیتشک ای و دیمانند کلر

2010). 

دو  نیدرنظر اول فلزات سنگ .هستند سلول به ورود مندازین خود یستیز ای یسم نقش یفایا یاکثر فلزات برا

 یهمگ 2Zn+ و 2Mn، +2Pb،  +2Ni، +2Cu+  مثل یتیدو ظرف یهاونیکات .هم دارندبه هیشب یساختار یتیظرف

 خود اطراف در ژنیاکس اتم 4 کیمثل کرومات و سولفات که هر  ییهاونیآن یاکس .دو بار مثبت هستند یدارا

در  ونی افتیدر یهاستمیس نیبنابرا .هستند هیشب اریبس گریکدی به زین هستند یمنف بار دو یدارا و دارند

مورد  یاختصاص ونیها متصل شوند تا بتوانند ونی نیو محکم به ا یاختصاص یگونهبه  دیباها میسکرواگانیم

 .(1390 ،ی)حسن نظر را جذب کنند

اولترا  ،گاما اشعه ز،یالید معکوس، اسمز مانند ییایمیش و یکیزیف مختلف یهاروش گذشته انیسال یدر ط

 ز،یدرولیه ،(دروژنیه دی) توسط ازن و پراکس ونیداسیاکس ،استخراج حلال ،یارسوب لخته ون،یلتراسیف

اما  ،اندقرار گرفته شیو آزما یمورد بررس نیفلزات سنگ یپاکساز یبرا یکروم و کروماتوگراف ماریت ز،یالکترول

 نیبنابرا .(González et al., 2014) بر هستندیگران و انرژ ،ناکامل ،دهیچیپ ،پر خطر ،ها مشکلاکثر آن

با  یکیولوژیب کردیرو کیبه سمت  نیحذف فلزات سنگ یکارآمد برا و دیجد یتکنولوژ افتنی یبرا جستجو

 یکیژنت یهاتیظرف یها داراسمیکروارگانیم. (Das et al., 2008) استشده تیها هداسمیکروارگانیاستفاده از م

 لیتبد و تجمع جذب، از طریق ،نیسنگ فلزات توسط شده جادیا یهایآلودگ یعیاصلاح طب یبرا ییایمیوشیو ب

زا مانند بالا و تنش طیرشد در شرا ییها تواناسمیکروارگانیم .(Dixit et al., 2015) باشندیم، نیفلزات سنگ

و  ییایمیش یهاندهی، آلای، خشکسالید مغذابه مو یمحدود بودن دسترس ،pHبودن درجه حرارت و نییپا

حذف  یطور گسترده براها بهها، مخمرها، قارچیباکترها، مانند جلبک ییهاسمیکروارگانیاز م را دارند. رهیغ

بار  یانمقابله با عواقب ز یبرا هایسمارگانیکروماین  .(Edris et al., 2014) استاستفاده شده نیفلزات سنگ

  .(1-1)شکل  اندارائه داده یکاملا موثر یهایها استراتژیدمتالوئ مواجه با فلزات/
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 (Latha et al., 2012) هاسمیکروارگانیتوسط م نیجذب فلزات سنگ سمیمکان - 1-1 شکل

 

 مس اگزالات یهاستالیکر شکل به را فلز و کنندیم دیاگزالات تول ،مقاوم در برابر مس یهاقارچبرخی از 

 در مس رسوب به منجر تواندیم نیهمچن مخمرها در S2H لیتشک .) et al.,Zhao 2020( دندهیرسوب م

 سمیمکان کیعنوان به S2H لیتشک تیاهم مورد در .) et alSun ,.2020( شود آن اطراف و سلول وارهید

، سموتازید دیسوپراکس مقدار شیافزا با مخمرها در مستحمل  .دارد وجود دیترد مس در مقابل یمقاومت

 شیافزا مشاهده با هاافتهی نیا. دارد ارتباط ،کندیم استفاده یرآلیغ کوفاکتور کی عنوان به مس از که یمیآنز

  .(Montllor-Albalate et al., 2019) ثابت شددر تیمارهای حاوی مس  سموتازید دیسوپر اکس  mRNA سطح

 و شناسیریخت راتییتغ و تنفس زانیم رییبا تغPhycomyces blakesleeanus  مقاومت در برابر مس در

 Neurospora crassa بررسی با دانشمندان توسط ریتفس نیا .بود همراه هااسپورمانی قابلیت زنده

(Subramanyam & Gupta, 1986) و Cunninghamella blakesleeana  (Venkateswerlu & Stotzky, 

 مس است یسم یهاها در محلولپس از کشت سلول یتوکندریم بیدهنده آسکه نشانتایید شد  (1986

(Arnau et al., 1990).  زیادیحد  ها تایوکاریوتها در متالوئیدفلزات و  سمیت مولکولی یزمینهمطالعات در 
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مخمر  شود.می ناشی نانمخمر  ،و متابولوم ینتراکتوما پروتئوم، یپتوم،سترده ژنوم، ترانسکرگ تحلیلو  تجزیهاز 

-زیستبه سوالات مهم پرداختن  یبرا یمدل عال میکروارگانیسم یک، Saccharomyces cerevisiae نان،

العاده پیچیده برای ابزارهای فوق ،زیرا ابزارهای بیولوژیکی، ژنتیکی و بیوانفورماتیک موجود ،استشناسی 

 .(Tamás et al., 2005) هستند  Saccharomycetesاین

به طور قابل  ایاعماق در ییایباکتر یکروبیم تیجمع ،به شدت آلوده یداد که در رسوبات ساحلنشان مطالعات

نشان از ارتباط تنگاتنگ عملکرد  نیا که ،(Quero et al., 2015) ارتباط دارد نیسنگ فلزاتبا غلظت  یتوجه

با  یکروبیم تیجمع ن،یآلوده به فلزات سنگ یهاطیاست. در مح نیسنگ فلزاتها و نوع و غلظت وتیپروکار

 باشندیم یجداساز یبرا یخوب منبع هاآن لذاشوند. یو مقاوم م سازگار نیفلزات سنگ یسم یهاغلظت

(Khan et al., 2019; Tu et al., 2018; Yan & Viraraghavan, 2003). ها توده زیستی زنده و اگرچه قارچ

های اما بطور گسترده برای زیست پالایی آلودگی ،(Hoshino & Morimoto, 2008) باشندمیغالب خاک 

ها ها نسبت به باکتری. قارچ(Harms et al., 2011) اندناشی از فلزات در محیط خاک مورد مطالعه قرا نگرفته

ها، شبکه هیفی و چرخه زندگی آنهای آلوده برتری دارند که به دلیل توده زیستی برای زیست پالایی خاک

های موجود در شرایط آنتاگونیستی توانند با باکتریهای متحمل به فلزات میباشد. همچنین قارچها میآن

ها در زیست پالایی آن گستردهها، کاربرد تر قارچقابلیت متابولیکی وسیع. (Sun et al., 2012) کنندرقابت 

ها به عنوان با توجه به اهمیت قارچ .(Singh et al., 2015) نمایدهای مختلف را فراهم میآلودگی

های ناشی از فلزات به های خاکزی متحمل به آلودگیقارچمیکروارگانیسم غالب خاک و اینکه در ارتباط با 

است، لذا تحقیق حاضر با اهداف زیر انجام نگرفتهپالایی تحقیق گسترده صورت  منظور استفاده در زیست

 ؛گردید

 آلودگی محیط به یون مسهای خاکزی سازگار یافته با شرایط قارچشناسایی  -

 های غالب جداسازی شدهقارچتعیین غلظت قابل تحمل مس در  -

های دخیل در سازگاری قارچ با محیط حاوی فلز مسژنبررسی تغییرات بیان برخی از  -
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  1یستیجذب ز -2-1

 یبا بار منف ییهاگاندیبا بار مثبت به ل یهاونی جذب) 2جذب یهاندیفرآ رندهیدر برگ یستیاصطلاح جذب ز

 ای یواندروالس یهاجاذبه ،یکیالکتر یهاکششمل شا جذب دهیپد یکل بطور باشد.یم( یسلول باتیدر ترک

مربوط است و اغلب  یونیبه تبادل  یکیالکتر یهاکشش .است شونده جذب فاز به محلول ییایمیش جاذبه

 یهاروین لهیشود. جذب به وسیمانجام  یسلول یهاتودهدر  یعیوس شود که به طوریم دهینام یجذب تبادل

تواند یممولکول جذب شده  ،نوع جذب نیدر ا .شودیم دهینام یکیزیف ایآل دهیااغلب جذب  یواندروالس

فعال  ای ییایمیجذب ش ،کنندهجذبماده جذب شده و فاز  نیب ییایمیآزادانه داشته باشد. جاذبه ش یحرکت

در نظر  یبیترک ،جذب دهیمشکل است و عمدتا پد ییایمیو ش یکیزیجذب ف انیم زیشود. البته تمایم دهینام

 برندیم رکا بهرا  یستیاصطلاح جذب ز نیمحقق ،فیبرطرف شدن مشکل در تعر یبرا نیبنابرا .شودگرفته می

(Gaur et al., 2014). 

 و زیست توده غیر فعال جذب بیولوژیکی فلزات سنگین توسط زیست توده زنده -2-2

است. گرفتهر قرا ژهیمورد توجه و یت توده قارچسیزجذب بیولوژیکی فلزات سنگین توسط  ریاخ یهادر سال

 ،Aspergillus، Fusarium، Mucor مانند ییهاجنس ومیسلیاست مدادهگزارش نشان  نیچند

Penicillium،Trichoderma ، Piriformospora را  نیحذف فلزات سنگ یکیولوژیجذب ب تیظرف رهیغ و

 . (Viraraghavan & Srinivasan, 2011; Yaghoubian et al., 2019) دارند

 لیو تبلور، تبد یدگیچی، پیخارج سلولرسوب  ؛قارچ نقش دارند شامل یکه در بقا یکیولوژیب یهاسمیمکان

 ی، محفظه داخل سلولیرینفوذ ناپذ ای تبادلها، کاهش و رنگدانه یسلول وارهیبه د یکیولوژیفلزات، جذب ب

 نیفلزات سنگ تجمع یمحل اصل هافیه وارهیکه د استداده نشان هایبررس .(Wahab et al., 2017) است

در سطح سلول  یراتییمنجر به تغ نیها با فلزات سنگقارچ یاست که سازگارگزارش شده نی. همچناست

از  دیاستاممختلف مانند گروه  ییایمیش یهاتوان به گروهیتجمع را م .(Ge et al., 2011) شودیها مفیه

                                                           
1 Biosorption 
2 Absorption 
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 در لیکربوکس و لیدریسولف یهاو گروه دیآم و نیآم ها،کینوکلئ دیاس در فسفات و نویآم یهاگروه ن،یتیک

 را جذب کنند یفلز یهاونیتوانند یها مگروه نیها نسبت داد. ادیساکار یدر پل لیدروکسیو ه هانیپروتئ

(Baik et al., 2002). شده رفعالیتوده غ ستیاز ز نیحذف فلزات سنگ یبرا یارشته یهاقارچ از یبرخ، 

 رفعالیغ جذب ندیفرآ کی فقط مرده یکروبیم توده ستیز از استفاده با یکیولوژیجذب ب. کنندیماستفاده 

 هیو تغذ یبه نگهدار یازیتوده ن ستیرا دارد که پس از بدست آوردن ز تیمز نیاما ا ،محدود در سطح است

 یداخل سمیمتابولدارای که چرا تواند سودمند باشدیمنیز زنده  یهااستفاده از سلول ،گریاز طرف د .ستین

جذب تواند یم سلول داریپا رشد با یستیفلز و تجمع ز ییزداسممانند  ییهاسمیمکان .هستند فلزبه  مقاومت

 ستیز استفاده ازدر مورد  یادیز یهاگزارش .(Chen & Cutright, 2003; Malik, 2004) دهد شیفلز را افزا

 جینتاو  شداستفاده Pb (II) حذف یبرا Mucor rouxii از گونه یقیتحق در. فعال وجود داردریغ وتوده زنده 

 درصد 22/25فعال ریتوده غ تسیز و است از فلزدرصد  69/35 قادر به حذف توده زنده ستیزکه  داد نشان

 بیبه ترت یقارچ گونه نیا و فعال رفعالیغ توده ستیزتوسط  زین Zn (II) نی. همچندینمایمحذف  را فلز از

 .(Yan & Viraraghavan, 2003) شدحذف  درصد09/11و  درصد 62/16  زانیبه م

 4/79 توانستنداستفاده کردند و  Pb (II) حذف یبرا Aspergillus niger قارچ از (2006) و همکاران آوفلوویرف

 ,.Awofolu et al) کنند حذففعال ریتوده غ ستیبا ز را درصد  9/28 و زنده توده ستیبا ز رااز فلز  درصد

 مورد فلز نوع به بسته رفعالیغ ای زنده توده ستیز توسط نیسنگ فلزات حذف که دهدیم نشان نیا .(2006

 قرار یشتریب شیآزما موردفعال را ریزنده و غتوده ستیز تا کرد قیتشو را نیمحقق هاافتهی .است متفاوت نظر

 از یاریبس یحت وجود نیبا ا .رندآوبدست  ،جذب ندآیفر یط نهیاستفاده به یبرا یکاف یهاداده و دهند

 یاندازها چشم و است هیپا سطح در هنوز استشده انجام قارچ توده ستیز از استفاده مورد در که یمطالعات

 .(Gomes et al., 2014) است محدود یکاربرد
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 نیسنگ فلزات یکیولوژیب جذب در یخارج عوامل ریتاث -2-3

است  یمهم موضوعتوده زنده ستیزفلزات با استفاده از  1یابیو باز یکروبیم نهیبر رشد به یخارج عوامل ریتاث

به   pH .(Contreras-Cortés et al., 2020) ردیگیمفلز مورد توجه قرار  یستیجذب ز شیکه به منظور افزا

است و به طور شده ییشناسا نیفلزات سنگ یکیولوژیاهداف جذب ب یها براشاخص نیاز مهمتر یکیعنوان 

 شودیممرتبط  یجذب سطح یها برامحلکردن فعالدر  دروژنیه یهاونیرقابت  ییبا توانا میمستق

(Lodeiro et al., 2006). مس مشخص شد، ونیبا تباط رادر  یبررس کی درpH  شیباعث افزا یدیاس 

)Chia-شودیم 2Cu+ یستیجذب ز شیمنجر به افزا دهد وافزایش میجذب را  زانیشود و میمفعال  یهامحل

Chay et al., 2010). 

 یداریپا بر و شود ییایمیش یهابخش ونیزاسیونیتواند باعث یم و دارد یرینظیب ریتاث جذب ندیفرآ در دما

 تحت همزمان طور به است ممکن شده جدا یهاقارچ در اتصال یهامکان .گذارد ریتاث سلول وارهید شکل و

 نی. بنابراشوند توده زندهستیز با کار هنگام ژهیو به نیسنگ فلزات حذف کاهش باعث و رندیبگ قرار دما ریتاث

مورد  یهاسمیکروارگانیم یدما برا نیتا بهتر شود یابیارزجذب  ندیفرآ یزیربرنامههنگام  دیبا شاخص نیا

عمدتا از  نیحذف فلزات سنگ ندیفعال فرآ ریتوده غ ستیبا استفاده از ز گریاز طرف د انتخاب شود. ،استفاده

 زیناچ اریبس یبه انرژ وابسته یهاسمیمکاندما بر  ریحالت تاث نیشود که در ایمانجام  ییایمیو ش یکیزینظر ف

 .(Bayramoğlu et al., 2003) است

 جداسازی کیمکز کشور در  San Pedro رودخانه رسوبات از مس متحمل به فلز یبوم یهارچقا یقیتحقدر 

 از استفاده با یکیولوژیب جذب تیظرفدر این تحقیق  .گرفترمورد بررسی قرا مس حذف یبرا هاآن توانایی و

 و قارچ رشدنوع  دو هر یبرا pH و دما نهیبه طیشرا .شدبررسی جامد محیط درقارچ  مرده و زنده توده ستیز

 یسلول یو اجزا مانیزنده لیوتحل هیتجز .(Gomes et al., 2014) گرفتقرار مطالعه مورد مس جذب حداکثر

را  مارهایزنده در تمام ت یهاحضور سلول،  2Cu+فلورسانس پس از قرار گرفتن در معرض کروسکوپیتوسط م

، شدداده صیتشخ  2Cu+از ام پیپی 250 زنده در غلظت ریغ یهااز سلول ی، مقدار بالاترحال نیبا ا .نشان داد

                                                           
1 Recovery 
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 شودیم مس حذف در آن ییتوانا جهیمس مانع زنده ماندن قارچ و در نت ادیدهد غلظت زیکه نشان م

(Contreras-Cortés et al., 2020).  

فلز  کیکند و به عنوان یمشرکت  یکروبیم سمیدر متابول میکه مس به طور مستق استداده نشان مطالعات

عمل  سموتازید دیسوپراکس ،کاتالاز جمله از ویداتیاکس تنش دخیل در میآنز نیچند فعالیت یبرا یضرور

 & Cervantes) دیگنجان هادراتیکربوه سمیها و متابولمیمتالوآنزاز  یاریبسزمره توان در یممس را  کند.یم

Gutierrez-Corona, 1994) . ها در ها شود تا آنقارچ سمیمتابول شیتواند منجر به افزایم شدن مساضافه

تحمل  فیط نیمحقق یبرخ .)et alrtés Co-Contreras ,.2020( زنده بمانند 4CuSOاز یخاص یهاغلظت

 و .Phanerochaeta chrysosporium، Aspergillus sp یهاقارچ یبرا امپیپی 300تا  10مس را در حدود

Funalia trogii اندکرده شگزار (Kahraman et al., 2005; Sing & Yu, 1998) . 

 Xylaria و Diaporthe، Nigrospora یهاشامل جنس یقارچ هیجدا نیچند از( 2018) همکاران و وانگ

 نیمحقق نیا جینتا نیهمچن .ندکردگزارش  امپیپی 1000 دوددر ح را 2Cu+یونتحمل  زانیو م ندکرداستفاده 

 دارد یو به گونه مورد استفاده بستگمتفاوت است  ،مختلف یهاگونهدر  نیتحمل فلزات سنگ که دادنشان

)2018., et alWong (. قارچ  داد که سازگاریمطالعات نشان Aspergillus australensis به مس (4CuSO )

 )کنترل شود  ،ل اتصال فلزات مختلف استوکه مسو نیونیمتالوت نیپروتئ دیل تولوتواند توسط ژن مسویم

 )1998Dameron & Harrison,  .سموتازید دیو سوپر اکس 1نیتوکلاتیاجزا مانند ف ریها سانیونیعلاوه بر متالوت 

 .(Price et al., 2001) توانند در اتصال فلزات شرکت کنندیم زین

 هابرای جذب فلز مکانیسم میکروارگانیسم -2-4

 ییایمیکوشیزیف ندیفرآ کی که یکیولوژیجذب ب از؛ عبارتندوجود دارد که جذب فلز  بدنبال یاصل سمیمکان دو

 برقرار تعامل یعملکرد یهاشوند و با گروهیم ثابتها قارچ وارهیدر سطح د یفلز یهاونیدر آن و  باشدیم

مانند  ییهامیسمکانسلول با  یبه سطح خارج یفلز یهاونیاتصال . (Akinkunmi et al., 2016) کندیم

                                                           
1 Phytochelatin 
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 ,.Farooq et al) است ریامکانپذ یفلز یهاونیتجمعات و رسوب  از طریق یکیولوژیو انتقال ب یونیتبادل 

و  یفلز یهاونی ونیزاسیونیحالت  ،سلول وارهید ییایمیش حالت به یادیز یبستگ یستیجذب ز .(2010

 . (Baltazar et al., 2019)سلول دارد وارهیدر د موجود ییایمیش یهاو گروه یفلز یهاونی یوستگیپ

 نیشود. ایمزنده انجام  یهاسلولاست که فقط توسط  یستیتجمع ز ،تواند رخ دهدیمکه  یسمیمکان نیدوم

کنند یمسلول نفوذ  یبه غشا یفلز یهاونیاست و پس از آن  یجذب انرژ ندیفرآ شامل اول مرحله در ندیفرآ

 وابسته سلول سمیمتابول به کاملا ندیفرآ نیا .ابدییمها تجمع اندامکدر  ردیکه در داخل سلول قرار گ یو وقت

 باعث افزایش ،pH در این حالت .(Abbas et al., 2014) است فلز شدنانباشته و انتقال به مربوط و است

 .(Chia-Chay et al., 2010) دهدافزایش می را جذب زانیشود و میمفعال های محل

 هاسمیکروارگانیانتقال مس در م -2-5

 یبرا یحساس یهاسمیمکان دیها باسمیرگانکروایم ،)ضروری بودن/ سمیت(دو گانه مس نقش به باتوجه

تداخل  یعیفلز طب یرا داشته باشند که با هموستاز یسطح محدود نیدرون سلول در چنمس  ینگهدار

ها گزارش سمیکروارگانیدر مورد انتقال مس در م یاطلاعات کم کند.ن جادیانیز  تیباشد و خطر سمداشتهن

 ,Cervantes & Gutierrez-Corona) مناسب از فلز است زوتوپیواینداشتن راد لیبه دل یاست که تا حدشده

 ،کشقارچ ،(Cooksey, 1990) کشیباکترمس به طور گسترده به عنوان  یحاو باتیمس و ترک .(1994

و ساخته شده توسط  یعیمواد طب محافظت کنندهو  یاهیگ یمواد ضد باکتر ،یدامپزشک ییغذا یهایافزودن

کند که ممکن یمها وارد سمیرگانکروایم بر خاص فشار کی یکل طوربه مس یبالا ریمقاد .شودیمبشر استفاده 

 .(Ashida, 1965; Trevors, 1987) گرددمس به مقاومت  یکیژنت منشاانواع مقاوم با  شیدایاست منجر به پ

 ونیداسیاکس و میفعال آنز یهامکان رییتغ ،کینوکلئ دیاس با آن وانفعالات فعل لیدل به عمدتا مس تیمسموم

 یسم آزاد مواد دیمس در تول ییتوانند به توانایکه م ییهاندیفرآهمچنین  ،(Lippert, 1992) است غشا یاجزا

کمپلکس مس  گریاز طرف د .(Kobayashi et al., 1990; Simpson et al., 1988) باشند مرتبط لیدروکسیه

 .(Zevenhuizen et al., 1979) است یرسمیها نسبتا غسمیرگانکروایم یبرا کیبه صورت ارگان



12 

 

 یکیژنت یهاشاخص یدارا یهاسمیکروارگانیم انتخاب شیافزا باعث طیمح در مس ونی یبالا یهاوجود غلظت

است و ها گزارش شدهیباکتر در دیو پلاسم کروموزوم از نمونه نیشود. چندیمقاومت در برابر مس م یبرا

 و انتقالمقاومت به مس مربوط به کاهش  ییایباکتر یهاسمی. مکاناندشده ییشناسا یمولکول یهاسمیمکان

 شودیم سلول یاجزا توسط مس تجمع ای مس کمپلکس ای یفلز یهاونی انیجر شیافزا ،مس ییجابجا

(Cervantes & Gutierrez-Corona, 1994). شود در انجام کشت در حضور مس یوقت داد، نشان هایبررس

 ,.Penicillium italicum (Somers, 1963،) P. ochro-chloron (Fukami et al یهاقارچ یسلول یهاوارهید

1983)، Neurospora crassa (Somers, 1963; Subramanyam et al., 1983)، Aureabasidium 

pullulans ( Gadd, 1984) و Mucor rouxii شودیم رهیفلز ذخ (Cervantes & Gutierrez-Corona, 1994). 

 Rhizopus stolonifer، Cunninghamella blakesleeana یهاقارچ مقاوم به مس یهاجدایهدر  نیهمچن

(Garcia-toledo et al., 1985) و M. rouxii حساس یوالد یهاجدایه از شتریب یتوجه قابل زانیمس به م 

  .(Cervantes & Gutierrez-Corona, 1994) شودیم متصل یومیسلیم توده به مس به

 شد کشت( μM 6/1) در حضور غلظت کم فلز Mucor rouxii قارچ مس از بهمقام  یجدایه کی یقیتحق در

سلول  وارهیدر بخش د شتریبرابر ب 10مقدار مس  ،فلز به حساس والد جدایهبا  سهیکه در مقاداد نشان جیو نتا

اختلاف در  ،(μM2/3در حضور غلظت بالاتر مس) کهیدر حال است.شدهو غشا جمع  توزولیاز س یو در نقاط

کاهش  مقاوم جدایهغشا  /توزولیاما در س .افتیسلول کاهش  وارهیدر بخش د درصد 50تجمع فلز به مقدار 

مقاومت در برابر  جادیدر ا وارهیدهنده نقش دننشاکه  ،(Cervantes & Gutierrez-Corona, 1994) نداشت

در  رسد کهیم نظر به حال نیبا ا .(Gadd, Chudek, et al., 1984; Garcia-toledo et al., 1985) استمس 

 باشندداشته مشارکت زین فلز تحمل ندیدر فرآ ییغشا باتیترک ایو  یتوزولیس یاجزا  M. rouxii قارچ

(Cervantes & Gutierrez-Corona, 1994). 

 دیمف ومیاوران ژهیو هب فلزات حذف در نیتیک و توزانیک یهادیساکار یها مانند پلقارچ یسلول وارهید باتیترک

 ،Cunnighamella blakesleeana مانند ییهاقارچ در. (Galun et al., 1983; Muzzarelli, 1985) هستند

Rhizopus stolonifer و Mucor rouxii یهاسلول وارهید یخارج یهاهیلادر  توزانیک یقابل توجه مقدار 
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مس کشت  یکه در حضور غلظت سم یهنگام. (Tokunaga & Bartnicki-Garcia, 1971) دارد وجود یشیرو

از  یو نسبت بالاتر نیتیو ک توزانیک یکمتر ریمقاد یحاو  C. blakesleeana یسلول وارهید ،شودیمانجام 

 یقارچ یهاسلول وارهیدر د راتییتغ. استشاهد  یهاسلول با سهیمقا در نیپرول یدروکسیاز ه یغن نیپروتئ

 .(Venkateswerlu & Stotzky, 1986) منعکس شود یبا کشت در حضور مس ممکن است در سطح ساختار

 مس یسم غلظت در که یهنگام Trichoderma viride مس بهمقاوم  یهیسو کیشد که مشاهدهبرای مثال 

 .(Cervantes & Gutierrez-Corona, 1994)شود می ترمیضخبرابر  پنج حدود یسلول وارهید ،شود کشت

تواند یمکه  ،شودیمفلز انجام  ینسبت به اتصال سطح یمعمولا با سرعت کمتر یجذب مس وابسته به انرژ

انتقال  یریگاندازه .(Gadd, 2008) مهار شود یکیمتابول یهادهندهو اتصال  یدیاس pH ،نییپا یتوسط دما

مس جذب  زانیحال م نیبا ا .است دهیچیپ یسلول یهاوارهیدفلز به  یبا اتصال بالا یارشته یهامس در قارچ

و در چند شکل از مقاوم به مس  Penicillium ochro-chloron یهاقارچدر پروتوپلاست  یوابسته به انرژ

 Saccharomyces و مخمر  A. pullulansقارچ است. شده گزارش  Aurcobasidium pullulans یهاقارچ

cerevisiae   با مخمر اما ،هستند گریکدیبه  هیمختلف انتقال مس شب یهاجنبهاز Candida utilis  تفاوت

 نسبت به یجذب مس کمتر  A. pullulans و S. cerevisiae  یگونهدر دو  . (Ross & Parkin, 1989)دارند

Candida utilis شودینممهار  گرید یهاونیکاتتوسط  ندیمخمر فرآ نیدر ا رایز ،وجود دارد (Ross & 

Parkin, 1989) . میزان جذب فلز را نشان دادندتغییر مس و  تحملمطالعات زیادی ارتباط بین (Gadd, 

 ) استشده به سلول مشاهده ومیتیو ل ومیکادم ،مسورود کاهش  ،مس بهمقاوم مخمر  یهاهیسودر ، (2010

Gadd, 2010) .از مقاوم به مس  هیسو کیاست که در شدهگزارش  نیهمچنA. pullulans  جذب مس در

ها پروتوپلاست یبررسبا استفاده از  .(Gadd & Griffiths, 1980) استافتهیحساس کاهش  هیبا سو سهیمقا

 یغشا به جا تبادل یژگیودر  رییتغ لیمس به دل بهمقاوم  هیسو کینشان دادند که کاهش جذب مس توسط 

 .(Gadd, Stewart, et al., 1984 ) استبودهسلول  وارهید یریدر نفوذپذ رییتغ

 مقاومت مختلف یکارها و ساز ،مس یهاونی یسم یهاماندن در حضور غلظتزنده یها براها و قارچیباکتر

مقاومت در  یبرا یمولکول ای یکیژنت یمخمرها اصول اساس یبرخ ی. به استثنااندکرده جادیا را مس برابر در
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ها نیونیمتالوت دیمختلف مقاومت به مس فقط تول یهاسمیمکان انیاست و در مناشناخته مانده شتریبرابر مس ب

 .(Avery, 2001)است شده بررسی یمولکول کیژنت یهاکردیرو یریکارگبه قیاز طر

 نیسنگ فلزات یهایآلودگ جذب و نیونیمتالوت یستیز انیب -2-6

 نیونمتالوتی -2-6-1

هستند که در  ستئنیازس یغن ،(kDa 10>) کم یمتصل به فلز با جرم مولکول یهانیپروتئها نیونیمتالوت 

 Kägi) رودمیبه شمار تحمل مس  برایمتفاوت  سمیمکان کو ی شوندیمسنتز  ییحضور فلزات به طور القا

)1984., et al; Karin 1987Kojima, & . هابه آن طور خلاصهبه MT  فلز و  یبه معنا 1متال شود.یمگفته

) & Nordberg استشدهگرفته  ،سولفور است یها که داراآن (Cys) نیستئیس یاز محتوا  2نیونیپسوند ت

Nordberg, 2009; Yaghoubian et al., 2019) .اتصال به فلز  یبرا یاصل نهیآم دیاس نیستئیس کهنیبا ا

کنند. در یماتصال به فلز استفاده  یبرا یآلریغ یدهایو کلر دهایاز سولف نیونیاز اشکال متالوت یبرخ ،است

نقش  (Zn) یرو اتم به اتصال در نیدیستیه نهیآم دیاس (ییایباکتر انواع در شتریها )بنیونیمتالوتاز  یبرخ

در  یمیبه روش آنز ونیگلوتات یهاواحداست که از  گرید نیونینوع متالوت کی زین PC ای نیتوکلاتیدارد. ف

 یبه فراوان حضور دارد و ییبه تنها یبرخدر  و  MT از موجودات به همراه یدر برخ PC  .دیآیمسلول به وجود 

 .(Nordberg & Nordberg, 2009; Yaghoubian et al., 2019) شودیم دهید اهانیدر گ

 هب .هستند دالتون 14000 تا  3500 نیب یبا وزن مولکول ییهانیها شامل پروتئنیونیمتالوت ینیخانواده پروتئ

 Pleurodeles waltl نام به یستیدالتون از دوز لویک 14تا  5/6 نیبا وزن ب نیونیمتالوت نیپروتئ ،عنوان مثال

مس و  ،ی)رو یستیلزات زفها قادر به اتصال به نیونیمتالوت .(Mounaji et al., 2002) استشده یجداساز

و  وهیج ،نقره وم،یندارند )مانند کادم یزنده نقش یهاکه در سلول 3کیوتیزنوب نی( و فلزات سنگومیسلن

 لیرا تشک شیدرصد واحدها30که  (Cys) سیستئین یهانهیآم دیعمل به واسطه اس نیباشد. ای( مکیآرسن

                                                           
1 Metal 
2 Thionein 
3 Xenobiotic 
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و حفاظت در برابر فلزات  یکیولوژیزیف میدر موجودات احتمالا تنظ نیپروتئ نیشود. نقش ایانجام م ،دهدیم

کنند یجذب فلز را ترشح م یقدرت بالا ی باباتیها ترکسمیرگانکروایم از بسیاریباشد. یم اتیودیاکس یهاتنش

متصل و سپس کمپلکس حاصل  یها در خارج سلول به فلزات خاصنیپروتئ نیشوند. ایمنامیده  1سیدروفور که

 . (Nordberg & Nordberg, 2009) شودیبه داخل سلول جذب م

 هانیونیمتالوت یبنددسته -2-6-2

شونده به متصل نیپروتئ کی ،(Margoshes & Vallee, 1957) یبار مارگوش و وال نیاول یبرا کهنیبعد از ا

جاذب فلز  یهانیپروتئ نیا ،کردند یسازخالصاسب  هینام گرفت را از قشر کل نیونیها متالوتبعدکه  ومیکادم

 رامونیها پسال یو انگلستان برا سیسوئ ،ژاپن ،آلمان ،کایآمر یدانشمندان کشورها مورد توجه قرار گرفتند.

 یعنیآزاد ) یهاکالیراد ندهیربا نیتریقوبه عنوان  MT نیپروتئداد که نشانها آن جیکردند و نتا قیآن تحق

  .(Poladian et al., 2021) باشدیم( سموتازید دیسوپر اکس میهزار برابر آنز 10از  شیب ییبا توانا

 یدارا یککلاس  .کردند یبندطبقهها را به سه کلاس نیپروتئ نی( ا1987) و همکاران فولر بار نیاول یبرا

 و نیستئیاز س یغن یهادیشامل پپت سهکلاس  و یهمولوژ نیبدون ا دواسب بود و کلاس  MT با یهمولوژ

 یهادر گروه نیپروتئ نیحضور ا .دارد قرار هانیتوکلاتیف جداگانه گروه در امروزه که بود یمیآنز شده سنتز

آن تشابه  )ساختار اول( یکه توال یبا وجود است.شدهها تا انسان مشخص وتیپروکارمتنوع موجودات از 

 است.شده دهیدنومیکی وتاکس یهاگروه یوجود تشابه در درون بعض یول ،دهدینمدر جانداران نشان  یعموم

 اریها بسسوم آن ییهستند و ساختار فضا (ادیتفاوت ز یدارا یعنیناهمگون ) زیدوم ن ییاز نظر ساختار فضا

 .(Nordberg & Nordberg, 2009) تر استناهمگون

و در  نیدارند و شامل دو دم یپوستان ساختار دو قسمتسختداران و خارپوستان و مهرهدر   MT ئنیپروت

 با نیدم کی یعنی) یبخش کیها ساختار وتیپروکاردر مخمر و  یول باشد.یمجداگانه  یدو خوشه فلز جهینت

 یهاشاخص یریبه کارگ با( 2001) نزیب و یگاگ. (Nordberg & Nordberg, 2015) دارد (یفلز خوشه کی

                                                           
1 Sidrophore 
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خانواده  15را به  ئنیپروت نیا MT یدر طول توال نیستئیس یهاواحد یپراکندگ یالگو زیو ن یبندرده

 مناطق یریقرارگ نحوه به بسته نوع چهار به که بودند یاهیگ یها MTخانواده  نیکردند. پانزدهم یبندطبقه

 نیمشخص شده که ا. امروزه شدند یبنددستهها( انداز)فاصله  نیستئیس فاقد مناطق و نیستئیس یحاو

 .(Singh & Hanson, 2006 ) دارد نقش فلز به لیتما زین و یداریپا در یانیم منطقه

 هانیونیمتالوت عمل سمیمکان -2-6-3

 دادن دست از ای و فلز کی یجیتدر جذب هنگام در هانیونیمتالوت که دادنشان 1یمولکول کیمحاسبات مکان

 توسط ساختارها نیا که ،کنندیم عبور( فلز عدد هر یجداساز)با  واسطحد یساختارها کی از آن یجیتدر

 فلز کردنخارج با نیستئیس یسولفور واحدها یهااتمعلاوه  به .دارند داریپا حالت یدروژنیه وندیپ یهاشبکه

 کیدهنده نشانتواند یمچرخند که یم نیبه سمت سطح دم نیپروتئ یاهسته نیاز درون دم ،نیپروتئ از

 .(Duncan et al., 2006) باشد فلز سریع جذب واکنش

نقش مهمی در هموستاز فلزات و سم زدایی شوند، تنظیم میتوسط فلزات  کههای رونویسی ژن سیستم

 .(Hill et al., 1991) یوکاریوتی بسیار گسترده هستند موجوداتو در   (Kaegi & Schaeffer, 1988)دارند

ای هاز یوکاریوت mtاست. در پروموترهای  mt هایبهترین نمونه سیستم رونویسی تنظیم شده توسط فلز، ژن

 mt ول القای فلزات سنگین در بیان ژنورا که مس acting-cis هایتوالی 2MREهای متعددی از ، نسخهعالی

 .(Culotta & Hamer, 1989) دهندهستند، تشکیل می

محافظت از سمیت فلز با توانایی چندین یون فلزی، از جمله روی، مس، کادمیوم و غیره، نقش متالوتیونین در 

های تنظیم فلز تاکنون برای مکانیسم .(Zhou & Thiele, 1991) ارتباط دارد mt سازی رونویسی ژندر فعال

. تنظیم استشده ارائههای رونویسی پاسخ دهنده به فلز سیستم و برخی دیگر از mt های رونویسی ژنسیستم

افتد که هم به عنوان گیرنده فلز و هم به عنوان میاز طریق یک پروتئین تنظیم کننده فلز اتفاق  mt هایژن

 .(Carri et al., 1991) کندیک عامل رونویسی عمل می

                                                           
1 Molecular Dynamics 
2 Metal-regulatory element 
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 مرتبط است cup 1به نام ژنیجایگاه مس به  یداد که مقاومت بالانشانمخمر نان ر د یکیمطالعات ژنت

(Brenes-Pomales et al., 1955; Welch et al., 1983). یتوال یمولکول اتیخصوصبررسی و  سازیهمسانه 

DNA پشت  ریتکث لیمقاومت به دل پیداد که فنوتنشانهای حساس های مقاوم در مقایسه با سویهدر سویه

 نیب همچنین. (Welch et al., 1983) باشدیم cup جایگاهدر  بازی لویکدو  یژنوم  DNAقطعه کیسر هم 

 مس به مقاوم یهاهیسو .(Butt et al., 1984) ارتباط وجود دارد DNA ریتکث زانیم و مسبه  مقاومت سطح

)مشخص   cup 1 همسرپشت یهافیرد صورت به kb 2 ینسخه از واحد تکرار 14 تا 2 یحاو مخمر نان در

 را دارند  cup 1ینسخه از توال کیحساس به مس فقط  یهاهیسوکه یحالدر  ،هستند علامت دار( ایشده 

(Fogel et al., 1984). از یسیرونو cup 1  یو رو ومیکادم توسطاما  شودیبرابر القا م 20تا  10با افزودن مس 

 .(Gorman et al., 1986) شودینم القا

 زین  cup II به آن (است  ACE 1 یسیمستلزم مشارکت فاکتور رونو نیاز مس همچن یناش  cup 1ژن انیب

 کیو  دیپپتیپل کیداشتن  ace 1 ژن یتوال لیو تحل هیتجز شود.یمکد   cup zکه توسط ژن) شودیمگفته 

 کمپلکس کی هانیستئیس نیا .(Dameron et al., 1991) دادنشانرا  نیستئیس یایاز بقا یغن  Nیانتها

 یرا برا  ACE 1کهاست شده فیمخمر توص  CU-MTیبرا آنچه مشابه ،دهندیم لیتشک را مس -ولاتیت

 .(Dameron et al., 1991 ) کندیم تیتثب DNA به اتصال

دهد در یمنشان   ACE 1نیپروتئ با ییجز یهمولوژ ای یهمسان که فلز توسط شدهفعال یسیرونو فاکتور کی

 اتیخصوص یسیفاکتور رونو نیا .(Zhou & Thiele, 1991) استشدهگزارش Candida glahrata مرمخ

 1ACE   1 جایگاه .داد نشاندر مخمر نان راcup  ها از آن یکیاست که  1یباز خواندن هایشامل چهارچوب

 کد را ینیپروتئ دیگری .پستانداران است یها MT که مشابه باشدمی نیستئیاز س یغن نیکد کننده پروتئ

 . (Butt & Ecker, 1987 )استنشده فیتعر آن یبرا یعملکرد که کندیم

                                                           
1 ORFs 

 



18 

 

 توان بهیم ،استشده شناساییها از مس در آن یناش نیستئیاز س یغن یهانیپروتئکه  ییهاقارچ گریاز د

Neurospora crassa و Dactylim dendroides کرد اشاره(Lerch, 1980) . زا یماریب هیسو کی یقیتحق در

  DNA یشدن با توالدیبریه تیقابل است که  DNAیهایتوال یکه حاو شد ییشناسا Candida albicans از

 Butt et) کندیمسنتز  مخمر را نیونیمتالوت ماننداز مس  یناش ییالقا یهانیپروتئو  دارد را مخمر  cupژن

al., 1984). یزایماریمخمر ب C. glahrata تشابه  چیاما ه ،کندیم دیرا در پاسخ به مس تول یکوچک نیپروتئ

 .(Butt et al., 1984) ندارد مخمر نان در cup ژن DNA با یو همسان

 یهر دو حاو M. rouxii و  Mucor racemosus یهاستیگومیز دادندنشان (1992) همکاران وکانچولا -کانو

 .M  ها نشان دادند که درآن شوند.یم دیبریه .cerevisiae S  از cup 1 ژن DNA هستند که با DNA یتوال

rouxii ونیلاسیمت که شد مشخص نیهمچن وجود دارد. یژنچندخانواده  کی  DNA انیبcup  رشد  یرا ط

 .(Cano-Canchola et al., 1992) کندیمکنترل  ییایمیشستویهروش  کیبا استفاده از  Mucor یهاسلول

 25 نیپروتئ کی یحاو مس معدن کیجدا شده از  Trichoderma viride در قارچ مس بهمقاوم  یهاهیسو

   cup 1آاندی توالیبا  یشباهت چیاما ه ،حساس به مس وجود ندارد یهاهیسواست که در ن وکیلودالت

 ای یحاو مس ییالقا یهانیپروتئ .(Cervantes & Gutierrez-Corona, 1994) نشد دهید .cerevisiae   Sاز

 اما ،(Shatzman & Kosman, 1979) شوندیم دیتول  Dactylium dendroidesقارچ در نیستئیس فاقد

 ,.Grill et al) یعال اهانیگ و هاجلبک در( فلز محرک یدهایها )پپتنیتوکلاتیفبه ها به شباهت ساختاری آن

  همکاران و رین .(Kondo et al., 1984; Mehra & Winge, 1991)است مشخص نشدهها ازقارچ یو برخ (1986

(Kneer et al., 1992) ندکردگزارش، S. cerevisiae و N. crassa کننده دیتولبه عنوان  مس درحضور که 

MT  بودندشدهشناخته( Butt & Ecker, 1987; Mehra & Winge, 1991) ، ومیکه در معرض کادمیهنگام 

 یرو ایمس  توسط cerevisiae  .Sدر  نیتوکلاتیجالب است که سنتز ف .کنندیم دیتول نیتوکلاتیف ،یرندگقرار

 .(Kneer et al., 1992) شودیم جادیا
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 فلزات حذف در یقارچ یهاگونه عملکرد -2-7

 Sarocladium جنس -2-7-1

 هایاستهر پراکنده در یهاگونهبا  Ascomycota شاخه و بزرگ از دهیچیجنس پ کی Acremonium جنس

جنس این  یبند، طبقهیمولکول کیلوژنتیف اتمطالعاساس  براخیرا  است. Sordariomycetes از رده مختلف

منتقل  ومیساروکلادجنس مهم به  یاهیو گ یوانیح یزایماریب یهاگونهاز  یگرفت و برخقرار یمورد بررس

هستند، اما از نظر  Hypocreales و متعلق به راستهبه هم  هیشب شناسیریختاگرچه هر دو جنس از نظر  شد.

 که یاست در حال Bionectriaceaeخانواده به  متعلق Acremonium جنساز هم دور هستند:  کیلوژنتیف

 .(Summerbell et al., 2011) شودیمدر نظر گرفته  incertaesedisهنوز به عنوان  Sarocladium جنس

 دهیکش یدهایالیف رایکرد، ز زیمتما ومیآکرمونجنس از  شناسیریختتوان از نظر یمرا  ومیساروکلادجنس 

کند یم دیاند، تولشدهکه به صورت پراکنده منشعب  ییوفورهایدیدر کن ای یشیرو یهافیه یرو ییبه تنهاکه 

 Acremonium جنس مقابل، در در .شودیم طویل یهایدیکنفراوان و  یدهایالیآدلوف جادیکه باعث ا

هستند و  ترمتنوعاز نظر شکل  هایومدیهستند، کن انشعابات کمی یدارا ایعمدتا بدون انشعاب  وفورهایدیکن

 .(Summerbell et al., 2011) معمولاً وجود ندارند دهایالیآدلوف

 یزایماریبعامل ، Sarocladium oryzae گونه .باشدیمگونه  10 دارای در حال حاضر ومیساروکلادجنس 

 .(Ayyadurai et al., 2005) شودیم( .Oryza sativa Lغلاف برنج ) یدگیاست که باعث پوس یاهیمهم گ

) et alGerald ,. کندیم دیتول 2نینو سرول1 کیهلوول دیمانند اس یکروبیمضد هیثانو یهاتیمتابول نیهمچن

 J. D. Chen) برنج هستند یزایماریبعوامل  زین S. sinenseو  Sarocladium attenuatum یهاگونه .(2004

et al., 1986). یگونه Sarocladium mycophilum ،که در Cortinarius subsertipes شد، تنها گونه افتی

 کیلوژنتیدر مطالعه ف( 2011سامربل و همکاران ) .(Helfer, 1991) جنس است نیا یتکوپارازیما

Acremonium یمرتبط بر اساس توال یهاو جنس rDNA،  یهاگونهاز  یبرخجایگاه  Acremonium تغییر را 
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 و A. strictum و A. kiliense بیماریزا مهم یهاگونهاز جمله  ،گرفتند قرار Sarocladium جنس دادند و در

 .A. zeae ذرت تیاندوف

در حذف روغن  ییبالا ییکه کاراشوند شناخته می یمخمر یهاهیسوهمچنین به عنوان  Sarocladium جنس

است که متعلق  کیتوسپوریقارچ م کی Acremonium pinkertonie یگونه .دارند وسورفاکتانتیب دیخام و تول

ها ستگاهیاز ز یعیوس فیدر طساپروفیت به عنوان  شتریاست که بشدهشناخته  مترک یهااز قارچ یبه گروه

 .Aگونهکشت  .(Samuels, 1976) باشندمی یوانیو ح یاهیگ بیمارگرهایعنوان به ای و کنندیم یزندگ

pinkertoniae فلز مس، بالا مقادیردر داد که نشانسولفات مس افزایش غلظت جامد همراه با  طیمح در 

در  یستالیکر یساختارها لیو تشک شناسیریخت راتییبا تغکه شود میایجاد  یمشخص یرنگ آب هب ومیسلیم

 . (Blaudez et al., 2000) استشده همراه  میسلول ضخ یهاوارهید

 Pleurotus جنس -2-7-2

 Agaricomycetesرده، Agaricomycotina زیرشاخه، Basidiomycotaشاخه  متعلق به ،Pleurotus جنس

، (1-2)شکل شودیمشناخته  یعنوان قارچ صدفبه و باشدیم  Pleurotaceae خانواده و Agaricales راسته ،

 ییخواص دارو یخود، دارا ییها علاوه بر ارزش غذاهستند. آن یگونه دارد و همه معمولاً خوراک 40 باًیتقر که

 یعیجنس به طور طباین  .(Gregori et al., 2007) هستند یکننده سلامت تیو اثرات تقو دیاثرات مف ریو سا

 Pleurotus یهاگونههستند. و عامل پوسیدگی سفید چوب چوب  هیمسئول تجزو  شودیم افتیها جنگلدر 

ها در سراسر جهان مورد استفاده سالهاست که توسط انسان و هستندو خوراکی ارزشمند  یمنبع مواد مغذ

 ییمهم دارو یهاتیبا فعال بیترک نیچند یحاو رایز شود.نیز شناخته می ییبه عنوان قارچ دارو و ردیگیقرار م

از جمله تجمع فلزات  ییپالا ستیز یهاییتوانا لیبه دل دیسف یدگیپوسعامل  ومیسلی. ماست یاهیتغذو 

 کیولوژیدر انتقال ب نیهمچن Pleurotus کلردار مشهور است. جنس آروماتیک یهادروکربنیو ه نیسنگ

 .(Jedinak & Sliva, 2008; Smiderle et al., 2008) قابل استفاده است شباعا ریغ دیترپنوئ باتیترک
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 (http://mycoportal.org( رشد یافته روی تنه درختان Pleurotusکلاهک قارچ جنس  -1-2 شکل

 

 یهامیاز آنز یمختلف یهازوفرمیاها هستند که میکروارگانیسمترین فعالاز پوسیدگی سفید مولد های قارچ

باعث تجزیه لیگنین و کنند یم دیمنگنز( تول یدازهای، لاکازها، پراکسنیگنیل یدازهای)پراکس کیتینولیگنیل

 .(Akcil et al., 2015)باشد می مقاومنسبت به تخریب بسیار  است ویک بیوپلیمر پیچیده  کهشوند می

 جذب زیستی فلزات سنگین در لاکاز میآنزنقش  -2-8

تولید ها هایی بستگی دارد که در آنفلزات سنگین به میزان زیادی به آنزیم پالایش درعوامل بیولوژیک  توانایی

 حذفها برای تخریب زیستی فلزات سنگین از طریق اکسیداسیون، احیا، . این بیوکاتالیستیابدو تجمع می

در میان عوامل  .(Chandra & Chowdhary, 2015) کنندمی عملیون هیدروژن، پلیمریزاسیون و غیره 

که  باشندمیوکتاز دهای اکسیدورآنزیمعنوان یک گروه جذاب از بهها ماهیتی جهانی دارند و زکابیولوژیکی، لا

های زکالا .(Mate et al., 2010) پالایی و بیوتکنولوژی هستندزیستای در زمینه العادهدارای پتانسیل فوق 

هستند و همراه  کیتینولیگنیل ستمیاز س یبخش( EC 1.10.3.2 قارچی )بنزندیول: اکسیدوروکتازهای اکسیژن ؛

دارند که با کاهش قرار 2اکسیدازهای مس آبی نیها در بمیآنز گریو د 1نی، سروپلاسمدازهایبا آسکوربات اکس

                                                           
1 Ceruplasmin 
2 Blue copper oxidases 

http://mycoportal.org)/


22 

 

را کاتالیز سوبستراهای آروماتیک بسیاری از  همزمان اکسیژن مولکولی به آب، اکسیداسیون یک الکترون،

 .(Hernández-Monjaraz et al., 2018) کنندمی

های متعدد لاکازهای میکروارگانیسم. (Mansur et al., 1998) شوندمیلاکازها به شکل چند ایزوآنزیم یافت 

 آروماتیکهای اکسیداسیون ترکیبات مختلف واکنشکه توانایی کاتالیز  کنندتولید میو یا داخل سلولی  خارج

ها( را به همراه فنولها و پارادی آمیندیآریلها، فنولها، لیگنین، پلی آمینوفنولها، آمین)پلی روماتیک آغیرو 

ها را ، آنکنندمیفنولیک و فنولیک را اکسید -آلی دارند. لاکازها همچنین اسیدهای متوکسیغیرهای یون

وجود چندین ژن  دهند.میانجام  را متیلاسیون که در دپلیمریزاسیون لیگنین نقش دارددکرده و  هدکربوکسیل

علاوه بر این، بیان ژن لاکاز به شرایط  است.رسیدهبه اثبات  هاهای مختلف لاکاز در قارچایزوآنزیمکد کننده 

است. در شدههای تنظیم شده متفاوتی برای کنترل تولید لاکاز گزارش سیستممحیط کشت بستگی دارد و 

 به مقدار زیادها را قارچشده، یون مس رونویسی ژن لاکاز در بسیاری از  بررسیمیان القاکنندگان مختلف 

 . (Chandra & Chowdhary, 2015)دهدمیافزایش 

( T2) 2 نوع (،T1) 1 شوند: نوعیم میمس به سه دسته تقس ونیچهار  نیاو  اتم مس هستند 4 یها حاوازلاک

 1 (EPR) الکترون سیمغناطپارا دیتشد یسنجفیطو  UVتوان با استفاده از یمسه نوع را  نی(. ا3T) 3و نوع 

است،  EPR صینانومتر که قابل تشخ 610طول موجبا جذب  مس 1، نوع ونیداسیدر حالت اکس داد. صیتشخ

 یمس حاو 3است و نوع  EPR صیقابل تشخ ولیدهد یمس رنگ نم 2نوع  .دهدیم نیبه پروتئ یرنگ آب

کند اما توسط یم جادیا یفیجذب ضع UV کینزد هیاست که در ناح یادو هسته بیترک کیجفت اتم در  کی

یم لیتشک یامرکز سه هسته کی 3و  2مس نوع  .(Thurston, 1994)شودیداده نم صیتشخ EPR گنالیس

 .(Gianfreda et al., 1999) نقش دارد میآنز یزوریکاتال زمیدهند که در مکان

ای و پوسیدگی نرم ، پوسیدگی قهوه های پوسیدگیتوان به سه گروه قارچهای لیگنینولیتیک قارچی را میآنزیم

آنزیم را بهبود یندهای کاتالیز شده با آکارآیی و اثربخشی فر بیشتر،فعالیت آنزیمی . بندی کردسفید طبقه

زیرا فعالیت متابولیکی و رشد  ،های پوسیدگی سفید بسیار مهم استبخشد. از این نظر، القای آنزیمی قارچمی

                                                           
1 Electronic paramagnetic resonance 
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های ها( با اثر آنزیمها و قارچهای ساپروفیتیک )باکتریها بستگی به شرایط محیطی دارد. میکروارگانیسمآن

شوند، لیگنین را که جزء زیست توده گیاهی است ترشح می شدههکلونیزلیگنینولیتیک که از میسلیوم به مواد 

 Chmelová) استهای قارچی انجام شدهدر کشت لاکازکنند. توجه زیادی به عوامل موثر بر فعالیت تجزیه می

& Ondrejovič, 2021) . 

شود. بیان ژن و تولید آنزیم تحت تأثیر ترکیب محیط کشت یا در فاز متابولیسم ثانویه رشد تولید می لاکاز

 Baldrian) گیردپیروگالول و مس قرار می ،وراتریل الکل ،اسید فرولیکهایی مانند زایلیدین، افزودن القا کننده

& Gabriel, 2002) .  سولفات مس به طور موثر به عنوان یک القا کننده برای افزایش تولید لاکاز مورد استفاده

که مس یک القا کننده کارآمد لاکاز است که در محیط به شکل است مطالعات قبلی نشان داده است.هقرار گرفت

 .(Vrsanska et al., 2016) همراه استسولفات مس با افزایش رونویسی و فعالیت آنزیم 

ها نقش های آنزیمی هستند و از این نظر، غلظت آنهای قوی واکنشطور کلی مهارکنندهفلزات سنگین به

شوند. چ سمی میکند. معمولاً فلزات در غلظت چند برابر بیشتر از مقدار مورد نیاز برای قاربسیار مهمی ایفا می

ها شود، اما به طور همزمان به عنوان اکسیداتیو باعث آسیب اکسیداتیو پروتئین تنشتواند با ایجاد مس می

 Cu (II) مقادیر میلی مولاردر نتیجه، افزودن  .(Vrsanska et al., 2016) کندکوفاکتور در کاتالیزور عمل می

برای تحریک تشکیل لاکاز وثر تواند یک روش آسان و مها میفعال در حال رشد بازیدیومیست های محیطبه 

تواند راهی جذاب برای تحریک تولید لاکاز باشد، که کاربردهای صنعتی توسط این موجودات باشد. این می

 & Galhaup)دارد  در صنعت خمیر کاغذ، حسگرهای زیستی یا پالایش زیستی ازجمله استفاده گسترده

Haltrich, 2001) .  گزارش در گذشته اگرچه تأثیر مثبت افزودن مس )به شکل سولفات مس( بر فعالیت لاکاز

ه وضوح مشخص نیست و کند، ب، اما دلیل اینکه چگونه مس سنتز لاکاز را به طور موثر تحریک میاستشده

 .(Vrsanska et al., 2016) استتأثیر ساختار القا کننده مس بر فعالیت آنزیم هنوز مطالعه نشده همچنین

 استشرح داده شده Pleurotus ostreatus و Trametes versicolor تأثیر مهم مس بر سنتز لاکاز در

(Galhaup & Haltrich, 2001) . 
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 چهار مورد از ،(Pezzella et al., 2009) کندمیچندین ایزوآنزیم لاکاز ترشح  Pleurotus ostreatus گونه

 poxa 1b و poxc (Giardina et al., 1996)، (Palmieri et al., 2000) poxa 1w ، poxa 2  هاینامها، به آن

(Giardina et al., 1999)، در اند. چهار ژن مختلف لاکازشده شناساییسازی و خالص P. ostreatus  وcDNA-

باعث  P. ostreatusافزودن سولفات مس به محیط رشد  .اندشدهیابی توالیسازی و شبیهها های متناظر با آن

 Piscitelli et) شودمی poxa1b و عمدتا poxc هایفعالیت کل لاکاز و القای رونویسی ژنافزایش چشمگیر 

al., 2005). 
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 هانمونه یسازآماده و یبردارنمونه -3-1

 ژن نو بررسی تغییرات بیا های متحمل به آلودگی ناشی از فلز مسشناسایی قارچدر این پژوهش به منظور 

های معدن مس و خاک های اطراف معدن مس سرچشمهها و پسابدر گونه غالب از خاک مرتبط با این ویژگی

معدن مس سرچشمه یکی از بزرگترین معادن روباز . شد به آزمایشگاه منتقلها برداری انجام و نمونهنمونه اهر

کیلومتری رفسنجان و در ناحیه ای کوهستانی  50کیلومتری جنوب غرب کرمان و  160که در استمس دنیا 

 و دویست میلیون تن سنگ سولفوری با عیار شناسی معدن بالغ بر یک میلیاردذخیره زمین است. واقع شده

دارد شناسی روی کمربند جهانی مس قرار . معدن مس سرچشمه از دیدگاه زمینشودمیبرآورد  درصد7/0

)شکل  آوریجمعها نمونه از پساب دوهای اطراف معدن و نمونه از خاک در این تحقیق پنج (.1391نام،  )بی

 . گردیدثبت   GPS توسط دستگاهمحل جمع آوری و موقعیت  (3-1

   

 آوری نمونه خاک و پساب از اطرف معدن مس سرچشمهتصاویر محل جمع  -1-3 شکل

 یقارچ یهاهیجدا یسازخالص و یجداساز -3-2

 سپس .خشک شدنددر معرض هوا  ها در دمای آزمایشگاهنمونه خاکبه منظور جداسازی قارچ از خاک، ابتدا 

آب  لیترمیلی 49در گرم از هر نمونه خاک  بدین ترتیب که یکشد.  سریال رقت تهیهسوسپانسیون و ها از آن

لیتر در یک میلیاز هر رقت  سوسپانسیون شد و سپس سریال رقت از نمونه اصلی بدست آمد. سترونمقطر 
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کشت شد و برای هر نمونه سه تکرار در نظر گرفته  (PDA) آگار -دکستروز -زمینیمحیط کشت عصاره سیب

های پرگنه روز نگهداری شدند. 7به مدت  درجه سلسیوس 25±2دمای  با انکوباتور درها سپس پتریشد. 

های بدست آمده، سازی جدایهبه منظور خالص شدند.منتقل  PDA سازی و به محیطجدایافته،  رشد قارچی

 استفاده شد. PDA دو درصد و( WA) آگار روی محیط کشت آباز روش نوک ریسه و تک اسپور 

بذور کنجد، شاهدانه و ذرت  جمع آوری شده از روش طعمه گذاری بانمونه پساب به منظور جداسازی قارچ از 

ها از قوه نامیه آنشدند تا  جوشاندهدقیقه  10مدت  آب مقطر سترون بهبا مقداری  بذرهااستفاده شد. ابتدا 

در  ها. پتریشد ها اضافههای پساب به آنخل پتری قرار داده شد و مقداری از نمونهاسپس بذرها د بین رود.

 بررسیزیر میکروسکوپ نوری بطور روزانه ها پتری درجه سلسیوس نگهداری شدند. 25±2دمای انکوباتور در 

ها . پتریشد انتقال داده PDA و WA با سوزن سترون جدا و به محیط یافته روی بذورهای رشد ریسه ند وشد

 خالص گردید. و نوک ریسه مانند قبل  تک اسپور ها، به روشپرگنهاز رشد نگهداری و پس انکوباتور در 

 ی قارچ یهایهجدا یسنجستیز -3-3

 هابررسی تاثیر مس بر رشد رویشی قارچ -3-3-1

های قارچی بدست آمده، از روش اختلاط های مختلف مس بر رشد رویشی جدایهبه منظور بررسی تاثیر غلظت

، 1500، 1000 مختلف هایوی غلظتحاPDA  یطشده روی مح خالص یهاجدایهشد.  کشت استفادهبا محیط

تیمار سه تکرار در نظر کشت شدند. برای هر  (O2H ,54CuSO)سولفات مس ام پیپی 5500و  4000، 3500

 25±2ها در انکوباتور در دمای شد. پتری شد و از محیط کشت بدون مس بعنوان شاهد استفاده گرفته

 یبازدارندگ درصد سپس .شد ی متوقفریگاندازه شاهد در یپتر شدن پر از پس و شدند ینگهدارسلسیوس 

 .(Peerzada et al., 2020) شد محاسبه ریاستفاده از فرمول ز بابا شاهد  سهیمقا در یومیسلیم رشد از

GI= [(C-T)/C]×100 

GI ،درصد بازدارندگی از رشد C  در شاهد،میزان رشد بیمارگر T میزان رشد بیمارگر در تیمار 
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های مختلف مس، غلظت موثر انتخاب و به منظور بررسی و تایید نتایج بدست آمده پس از بررسی غلظت

ندگی از رشد رگیری بازداها دو بار روی محیط کشت حاوی غلظت مورد نظر کشت شدند و اندازهتمامی جدایه

 شد، محاسبه گردید.  مانند آنچه گفته

 عیما طیمح در هاقارچ رشد بر مس ریتاث یبررس -3-3-2

به منظور بررسی تاثیر مس بر رشد قارچ در محیط مایع، از غلظت بهینه مس در مرحله قبل استفاده شد. 

 20جدایه که در مرحله قبل از نظر میزان بازداندگی از رشد در گروه بازدارندگی کم )کمتر از  15همچنین 

های انتخاب شده در درصد( قرار گرفتند، انتخاب شدند. جدایه100درصد( و زیاد ) 60تا  30متوسط ) درصد(،

مس کشت شدند و روی شیکر در دمای  امپیپی 5500دکستروز حاوی  -زمینیمحیط مایع عصاره سیب

سه تکرار روز نگهداری شدند. برای هر جدایه  7مدت دور در دقیقه به 135درجه سلسیوس، چرخش  25±2

های قارچی در محیط مایع پس شد. میزان رشد پلاگ برای تیمار و شاهد )محیط بدون مس( در نظر گرفته

 شد. ارزیابیاز هفت روز در مقایسه با شاهد 

 ها بررسی تاثیر اسیدیته محیط بر رشد جدایه -3-3-3

منتخب در محیط مایع حاوی مس های ها، جدایهبه منظور بررسی تاثیر میزان اسیدیته محیط بر رشد جدایه 

شد.  کشت شدند و میزان رشد در این دو محیط، با شاهد )محیط مایع بدون مس( مقایسه 7و 5/3با اسیدیته 

 ها در محیط مایع پس از هفت روز در مقایسه با شاهد بررسی شد.میزان رشد پرگنه قارچ در اطراف پلاگ

 قارچ ومیسلیم توسط شده جذب مس زانیم یریگندازها -3-4

های روزه جدایه 7یک قرص آگار از کشت  ، ابتداقارچ گیری میزان جذب مس توسط میسلیوماندازهبه منظور 

ام مس پیپی 5500حاوی غلظت  PDB به محیط کشت مایع PDA روی محیطمقاوم به فلز مس قارچی 

 مس به عنوان شاهد استفادهشد و از محیط کشت بدون  . برای هر جدایه سه تکرار در نظر گرفتهشد منتقل

نگهداری  درجه سلسیوس( 25±2دور در دقیقه، دمای  120) شیکر انکوباتورروز در  10به مدت  هاشد. نمونه

 دست آمده با استفاده از کاغذ صافی جدا و با آب مقطر سترون شستشو دادهبه یمیسلیومتوده سپس  .شدند
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ها سپس نمونه .گیری شداندازه )بدون سولفات مس( مس( و شاهد)حاوی سولفات  های تیماروزن تر نمونه .شد

ها نمونه .گیری شدها اندازهوزن خشک آن وساعت( منتقل شد  24درجه سلسیوس به مدت  40به آون )دمای 

ها توسط آن محیط کشت مایع فیلترشدههای تیمار و شاهد و نمونه در مس درون هاون پودر شده و میزان فلز

 .(2-3)شکل  گیری شدب اتمی اندازهدستگاه جذ

 

 توسط قارچ گیری میزان مس جذب شدههای قارچی آماده شده برای اندازهنمونه -2-3 شکل

 ها( جدایهSEM) بررسی میکروسکوپ الکترونی روبشی -3-5

 -زمینیهای منتخب در محیط مایع عصاره سیبجدایه، (SEM) جهت بررسی میکروسکوپ الکترونی روبشی

درجه سلسیوس،  25±2ام سولفات مس کشت شدند و روی شیکر در دمای پیپی 5500دکستروز حاوی 

ها در محیط مایع بدون مس به عنوان شاهد روز نگهداری شدند. جدایه 7مدت دور در دقیقه به 135چرخش 

 ,Echlin)کردن به روش زیر انجام شد ها شامل: تثبیت، آبگیری و خشکسازی جدایهکشت شدند. فرآیند آماده

2011). 

درصد به مدت  5/2یافته در محیط مایع توسط کاغذ صافی جدا و در گلوتارآلدهید توده قارچی رشدابتدا زیست

 مولار سه بار شستشو داده 1/0ها با بافر فسفات گرفت. سپس جدایهردرجه سلسیوس قرا 4یک شب در دمای 
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 100و  95، 90، 80، 70، 50، 30توسط سریال رقت اتانول )توده قارچ شستشوی زیست با شدند. روند آبگیری

 ها در دسیکاتور خشک شدند.در نهایت جدایه شد. درصد( انجام

 یکروبیم تیجمع و خاک در موجود مس زانیم نیب ارتباط یبررس -3-6

گیری ب اتمی اندازهذتوسط دستگاه ج ،آوری شدهمیزان مس موجود در هر نمونه خاک جمع در این آزمایش

شد، سوسپانسیون و  گیری جمعیت میکروبی، ابتدا مانند آنچه در بخش جداسازی آوردهشد. به منظور اندازه

درجه  25±2ها در انکوباتور با دمای (. پتری3-3کشت شدند )شکل  PDAسریال رقت تهیه و در محیط کشت 

شمارش  یافتههای رشد پرگنهپس از کشت جمعیت روز  7و  4، 2در فواصل زمانی سلسیوس نگهداری شدند و 

شد. برای هر نمونه سه تکرار در نظر گرفته شد و  ( محاسبهcfu/ml) ند و جمعیت میکروبی در واحد حجمشد

 آزمایش دو بار تکرار شد. 

 

 آوری شده در این تحقیقهای خاک جمعبررسی جمعیت میکروبی در نمونه - 3-3 شکل

 یقارچ یهاهیجدا یمولکول ییشناسا -3-7

 یژنوم آانید استخراج ،یسنجستیز یهاآزمون در منتخب یقارچ یهاهیجدا یمولکول ییشناسا منظور به

های قارچی ابتدا در محیط کشت مایع عصاره جدایهشد.  انجام (2005صفایی و همکاران ) به روش هاقارچ

روز در  7تا  5دور در دقیقه به مدت  135( کشت شدند و روی شیکر با سرعت PDB) دکستروز -سیب زمینی



31 

 

به منظور دمای اتاق قرار گرفتند. سپس توده میسلیوم به کمک کاغذ صافی سترون جداسازی و آبگیری شد. 

هاون ها، درون ی میسلیومی فریز شده هر یک از جدایهگرم از توده 50تا  40ژنومی، ابتدا  آیاندیاستخراج 

میکرولیتر بافر استخراج  400شد و پس از افزودن نیتروژن مایع، ساییده شد. سپس مقدار  چینی قرار داده

شد و  یوم پودر شده اضافهلمولار( به میس 4/1سدیم  میلی مولار، کلرید EDTA 5، میلی مولار 100)تریس 

 65دقیقه در حمام آب گرم در دمای  15ها به مدت محتویات میکروتیوب به خوبی مخلوط شدند. میکروتیوب

شدند. پس  آرامی تکان داده ها بهشدند. در طول این مدت دو تا سه بار میکروتیوب درجه سلسیوس قرار داده

دور در  10000ها روی یخ )به مدت پنج تا ده دقیقه(، محتویات میکروتیوب با سرعت از انتقال میکروتیوب

دقیقه سانتریفیوژ شد. محلول رونشین به میکروتیوب تمیز و  10به مدت درجه سلسیوس  4دقیقه در دمای 

دقیقه با سرعت  15حجم آن ایزوپروپانول سرد اضافه گردید. میکروتیوب به مدت  سترون دیگری منتقل و هم

ت گرفشد. رسوب حاصل در معرض هوای اتاق قرار دور در دقیقه سانتریفیوژ شد و فاز بالایی دور ریخته 13000

شب اضافه و یک  آانمیکرولیتر آب دیونیزه سترون به رسوب دی 30ی الکل تبخیر شود. سپس تا باقیمانده

آ پنج میکرولیتر از محلول انآ در آب حل گردد. برای بررسی کیفیت دیاندر یخچال نگهداری شد تا دی

 از شدهاستخراج آانبررسی کمیت دیمنظور درصد الکتروفورز شد. همچنین به 8/0آ روی ژل آگارز اندی

 شد.استفاده (Implen NanoPhotometer) نانودراپدستگاه

  ITS4 و ITS1با استفاده از آغازگرهای  ITS1-5.8s-ITS2 ها، ناحیهجهت شناسایی جنس و گونه جدایه 

(White et al., 1990) آورده شده  1-3ه در جدول تکثیر و تعیین توالی شدند. توالی آغازگرهای مورد استفاد

 است.

 فهرست و توالی آغازگرهای مورد استفاده در این تحقیق -1-3 جدول

 آغازگرنام (’3   → ’5) لیتوا (ºC) دمای اتصال منبع

White et al., 1990 56 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G ITS1 

White et al., 1990 56 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC ITS4 
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 1میکرولیتر مخلوط واکنش،  10 ؛میکرولیتر شامل 20( با حجم نهایی PCR) پلیمراز ایواکنش زنجیره

نانوگرم در  50آ الگو با غلظت انمیکرو لیتر دی 1میکرولیتر آغازگر پیشرو، یک میکرولیتر آغازگر معکوس، 

استفاده از با  PCR های دمایی برای واکنشچرخهشد.  مانده آب دیونیزه انجاممیکرولیتر و حجم باقی

درجه سلسیوس،  94دقیقه در دمای  5سازی اولیه به مدت شامل؛ یک چرخه واسرشت ITS1/ITS4 آغازگرهای

درجه  72دقیقه در 1درجه سلسیوس،  57ثانیه در  30درجه سلسیوس،  94دقیقه در  1چرخه شامل  35

 شد. درجه سلسیوس انجام 94دقیقه در دمای  10سلسیوس و بسط نهایی 

 تحت تیمار مس  منتخب هایجدایه در ژن تغییرات بیان بررسی -3-8

های قارچی منتخب شناسایی در جدایهو متالوتیونین در تولید آنزیم لاکاز  ژن دخیل یانب یبه منظور بررس

ام پیپی 5500حاوی  PDB های قبل آورده شد در محیط مایعها مانند آنچه در قسمتشده، ابتدا جدایه

در دقیقه  121درجه سلسیوس با دور  25±2و روی شیکر انکوباتور در دمای سولفات مس کشت شدند 

روز  8، 6، 3های شد. سپس در زمان(. از محیط بدون مس به عنوان شاهد استفاده4-3نگهداری شدند )شکل

های مذکور از محیط خارج یافته در محیط در زمان شد. توده میسلیومی رشدبرداری انجامپس از کشت نمونه

درجه سلسیوس منتقل گردید. برای هر  80شد و بلافاصله به فریزر منفی  و توسط آب مقطر استریل شسته

 شد. نمونه در هر زمان سه تکرار تیمار و شاهد در نظر گرفته

 

 ام سولفات مسپیپی 5500های قارچی منتخب در محیط حاوی رشد جدایه -4-3 شکل
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 کل RNA استخراج  -3-8-1

)شرکت سیناکلون( انجام شد. ابتدا مقداری از توده میسلیومی در هاون  RNX-Plus  به کمک RNAاستخراج 

میکرولیتر  750لیتری منتقل و میلی 5/1کوچک حاوی ازت مایع کاملاً خرد شد. بافت خردشده به میکرو تیوپ 

در  دقیقه 5شد. سپس به مدت کوتاهی ورتکس شد تا همگن شود و به مدت  به آن اضافهRNX-Plus  بافر

 ثانیه به آرامی مخلوط شد 15شد و به مدت میکرولیتر کلروفرم اضافه 200دمای اتاق نگهداری شد. در ادامه 

دقیقه با سرعت  15در مرحله بعد، محلول حاصل به مدت گرفت. دقیقه روی یخ قرار 5و سپس به مدت 

رونشین به میکروتیوب جدید دور در دقیقه در دمای چهار درجه سلسیوس سانتریفیوژ گردید. سپس  12000

دقیقه  15شد و به مدت میکرولیتر ایزوپروپانول سرد به آن اضافه گردید و به آرامی مخلوط 400انتقال یافت و 

دور در دقیقه در دمای چهار درجه  12000دقیقه با سرعت  15ها به مدت شد. میکروتیوبروی یخ نگهداری

درصد اضافه شد و به  70سی اتانول به رسوب حاصل یک سی سلسیوس سانتریفیوژ و رونشین حذف گردید.

دقیقه  8درجه سلسیوس به مدت  4دور در دقیقه در دمای  7500سانتریفیوژ با سرعت  .آرامی ورتکس شد

 میکرولیتر آب 50شد و در مجاورت هوا خشک ها درانجام شد و رونشین حذف گردید. سپس میکروتیوب

DEPC  دقیقه قرار  10به مدت  سلسیوسدرجه  55حل گردید. در نهایت داخل حمام آب گرم در دمای

 گرفت.

 شدهاستخراج RNA تیفیک و تیکم یبررس -3-8-2

 الکتروفورز -3-8-2-1

 مولکولی اندازه با نشانگر با همراه RNA هاینمونه از میکرولیتر 5 آ استخراج شده،انبه منظور تعیین کیفیت آر

بروماید رنگ آمیزی و  اتیدیوم از استفاده با ژل. گردید الکتروفورز درصد 8/0 آگارز ژل روی باز، جفت 100

 . شدند بررسی موردنظر باندهای ژل، برداریعکس دستگاه از استفاده با سپس
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 شده با نانودراپاستخراج RNA تیکم و تیفیک یبررس -3-8-2-2

 میکروگرم 40 معادل( OD1) جذب واحد یک موجطول این در است و نانومتر 260 در آانآر جذب حداکثر

RNA 260 نسبت. است میکرولیتر هر درOD 280 بهOD، خلوص درجه  RNA نسبت این که نمایدمی مشخص را 

(260/280A )ً260 همچنین نسبت. باشد 8/1-2 محدوده در باید تقریباOD 230 بهOD فنلی مواد به آلودگی میزان 

 رقت از روش این در. دهدمی نشان را ساکارید پلی و
1

25
 استفاده نانودراپ دستگاه و مقطر آب در RNA نمونه 

 .شد

 مکمل DNA سنتز -3-8-3

شرکت سازنده،  دستورالعملطبق شد. انجامکره  کشور addbio شرکت کیت از استفاده با مکمل DNA سنتز

 ،oligo(dt) آغازگر میکرولیتر دو ،DEPC با شده تیمار آب میکرولیتر سه شده،استخراج RNA میکرولیتر دو

 را در یک میکروتیوپ مخلوط Addscript Enzyme میکرولیتر بافر و یک میکرولیتر dNTP، 10دو میکرولیتر

 25دقیقه در دمای  10های دمایی ها در دستگاه ترموسایکلر با چرخهو تیوپ( لیتر میکرو 20 نهایی حجم)

 DNA درجه سلسیوس نگهداری شد. 80در دقیقه  5درجه سلسیوس و  50دقیقه در  60درجه سلسیوس، 

 یبرا هاآن ریمقاد و غلظت بات،یترک. شدینگهدار وسیسلس درجه -20 در مصرف زمان تا حاصل مکمل

 .استآورده شده 2-3در هر واکنش در جدول مکمل DNAساخت 

 مکمل DNA اول رشته ساخت واکنش ترکیبات -2-3 جدول

 (µlمقدار برای هر واکنش ) نام و غلظت ماده

2x Reaction buffer 

10 mM dNTP mixture (2.5 mM each) 

10x oligo dt 

20x AddScript Enzyme Solution 

10 

2 

2 

1 

                                                           

1-Optical Density 
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 طراحی آغازگر -3-8-4

 افزار پرایمر بلاست سایتاز نرمو ژن متالوتیونین به عنوان ژن کنترل داخلی برای طراحی آغازگر ژن اکتین 

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)  وPrimer 3 (https://primer3.ut.ee/) شد. همچنین استفاده

های شد. توالیانتخاب (Goudopoulou et al., 2010)آغازگر مربوط به ژن کدکننده آنزیم لاکاز از منابع 

 (، برای سنتز به شرکت بیو مجیک ژن فرستاده شدند. 3-3شده )جدول طراحی

 مشخصات آغازگرهای مورداستفاده جهت بررسی تغییرات بیان ژن - 3-3 جدول

 طول قطعه تکثیری

(bp) 

 (5´→3´) توالی (ºC) دمای اتصال

 

 آغازگرنام 

209 56 AGAGCGGGAAATTGTGAGGG ACT-F 

 56 CGCCAGCTCCTTCAATACCA ACT-R 

221 56 CAACCAGATGGATTTTATCGCTCAA Poxa1bF 

 56 GGAACGATTGGACATTGCGTAACC Poxa1bR 

115 56 ATTGGTCCTACTGCTGGGTC Met F 

 56 TCTTCTGACAACCTGGCACA Met R 

 

 real time- PCRواکنش  -3-8-5

میکرولیتر از  5/0مخلوط واکنش، میکرولیتر  5شامل  real time- PCR در این آزمایش مخلوط واکنش

(. 4-3شد )جدولمکمل اضافه   DNAمیکرولیتر 1که به هر چاهک  میکرولیتر آب است 3هر آغازگر و 

-3دمایی واکنش در جدول  شد. برنامهقرار داده  real time- PCR (StepOne ABI) ها در دستگاهپلیت

 است.آورده شده  5
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 real-time PCR اجزاء مخلوط واکنش -4-3 جدول

 غلظت (µl)مقدار ماده

 - Maxima SYBR Green/high ROX qPCR  (2X) 5 مخلوط واکنش

 µM 0.15 5/0 رفت آغازگر

 µM 0.15 5/0 برگشت آغازگر

 ≤DNA 1 100 ng لگوا

 - 3 آب عاری از نوکلئاز

 - 10 جمع

 

 

 real-time PCR برنامه دمایی -5-3 جدول

 چرخه زمان (ºCدمای اتصال ) مرحله واکنش

 1 دقیقه10 95 سازی اولیهسازی و واسرشتهفعال

 35 ثانیه15 95 سازیواسرشته

  30 56 اتصال

 

   Real time- PCR هایتجزیه و تحلیل داده -3-8-6

 Restرنرم افزای هر ژن با استفاده از گیری شد. بیان نرمال شدهاندازه tC∆∆-2  نرخ بیان ژن با استفاده از روش

 .محاسبه شد
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 فصل چهارم

 نتایج و بحث
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 های قارچیسازی جدایهسازی و خالصجدا -4-1

آوری شده از معدن مس سرچشمه کرمان و یک در این بررسی از پنج نمونه خاک و دو نمونه پساب جمع

سازی شد. فهرست جدایه قارچ جداسازی و خالص 73آوری شده از معدن مس اهر در مجموع نمونه خاک جمع

 است.آورده شده 1-4در جدولها جدایه

 سازی شده در این تحقیق های قارچ جداسازی و خالصفهرست جدایه -1-4 جدول

 ردیف نمونه کد جدایه منبع آوریمحل جمع موقعیت جغرافیایی

 

 

 
 

  طول 45َ51ْ55ً

  عرض 38َ56ْ29ً

 

 

 
 

 معدن مس سرچشمه
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 هاسنجی جدایهزیست -4-2

ام( بر رشد پیپی 5500و  4000، 3500، 1500، 1000مس )سولفات های مختلف در این آزمایش اثر غلظت

ها در سه تکرار انجام شد و های خالص شده، مورد بررسی قرار گرفت. تمامی آزمایشمیسلیومی تمامی جدایه

و  3500، 1500، 1000های داد که غلظتشد. نتایج نشان از محیط کشت بدون مس بعنوان شاهد استفاده

-ها قادر به رشد در محیطهای قارچی نداشتند و تمامی جدایهرشد بر جدایهام اثر بازدارندگی از پیپی 4000

های ام سولفات مس اثر بازدارندگی از رشد میسلیومی در جدایهپیپی 5500های حاوی مس بودند. فقط غلظت 

ات ام سولفپیپی 5500های بدست آمده در غلظت (. لذا داده1-4قارچی در مقایسه با شاهد نشان داد )شکل

های مختلف از نظر داد که جدایهها نشانمس مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. نتایج تجزیه واریانس داده

(. همانطور که در شکل 2-4بازدارندگی رشد در سطح یک درصد با یکدیگر اختلاف معنی دار داشتند )جدول

ام سولفات مس در پیپی 5500تیمار  ها از نظر میزان بازدارندگی از رشد دراست، جدایهنشان داده شده 4-2
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، S1-1 ،S1-6 ،S1-8 ،S1-12سه گروه قرار گرفتند: گروه اول میزان بازدارندگی از رشد صد درصد داشتند )

S3-2 ،S3-8 ،S3-10 ،S3-14 ،S3-17 ،S3-18 ،S3-22 ،W1-5 ،W1-6 ،W1-8 ،W2-2 ،W2-5 ،W2-6 ،

W2-8 ،W2-9 ،S7-3 ،S7-4 ،S2-1) ،درصد داشتند 20-60بازدارندگی بین  گروه دوم درصد (S1-4 ،S1-5 ،

S1-3 ،S1-15 ،S5-13 ،S1-9 ،S5-1 ،S3-15 ،S5-7 ،S5-15 ،S1-13 ،S3-20 ،S3-16 ،W2-4 ،S1-14 ،S3-

5 ،S3-12 ،W1-10 ،S2-2 ،S3-13 ،W1-9 ،S3-11 ،S3-4 ،S1-7 ،S3-9 ،S5-3 ،S3-1 تعدادی از( و در 

مس اثر محرک رشد داشت. این آزمایش ام سولفاتپیپی 5500تیمار  (S3-3،S5-8 ،S3-19 ،S7-1)ها جدایه

 دست آمد.دو بار تکرار شد و نتایج مشابهی به

 مس سولفات امیپیپ 5500 ماریمختلف قارچ تحت ت یهاهیجدااز رشد  یبازدارندگ انسیوار هیتجز -2-4 جدول

 F میانگین مربعات مجموع مربعات درجه آزادی منبع تغییرات

 92/488 ** 89/5256 278615 53 هاهیجدا

  75/10 1161 108 خطا

   279776 161 کل
 92/5 ،راتییتغ بیضر ؛درصد کی سطح در داریمعن** 
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ام پیپی 5500حاوی غلظت  PDAهای قارچی روی محیط کشت اثر بازدارندگی از رشد میسلیومی جدایه -1-4 شکل

-هر تصویر به ترتیب از چپ به راست شاهد و دو تکرار تیمار میسولفات مس در مقایسه با شاهد پس از هفت روز )در 

 باشد(
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 مس سولفات امیپیپ 5500 غلظت ریتاث تحت قارچ یهاهیجدا رشد از یبازدارندگ درصد نیانگیم سهیمقا -2-4 شکل

 ها در محیط مایعبر رشد قارچ pH بررسی رشد قارچ و اثر -4-3

 =5/3) اسیدی  pHمس بر رشد قارچ در محیط مایع و اثرام سولفاتپیپی 5500در این آزمایش تاثیر غلظت 

pHو خنثی ) (7 =pHبر رشد ) شد. از قارچ های مختلف رشدی بررسیجدایه منتخب از گروه 15 

Macrophomina phaseolina و( مثبت)نتیجه آزمایش بصورت رشد  شد. عنوان شاهد آزمایش استفاده به 

( و زیاد 2(، متوسط )1و میزان رشد بصورت کم ) دیگرد یابیارزدر محیط مایع  هاهیجدا( منفی) رشد عدم

-S1-5، S3-19، S3-14، S5-3، S7) هاییشامل جدایهگروه اول : (pH= 7) خنثی pH بندی شد. در ( گروه3)

1، W1-5،W2-4  وM  ) های، جدایهاست که قادر به رشد در محیط مایع حاوی سولفات مس نبودند S3-3 ،

S3-4، S5-8 و W1-9 ( داشتند و جدایه2رشد متوسط )های S1-7، S3-1، S3-21 و S3-9 ( در 3) رشد زیاد

به رشد در محیط هایی که قادر جدایه، (pH =5/3) اسیدی  pH محیط مایع حاوی سولفات مس داشتند. در

هایی که رشد متوسط (، جدایه1رشد کم )  W1-9جدایه ،M و S3-4، S3-14، S5-3، W1-5 مایع نبودند شامل؛

 ( داشتند شامل؛3) هایی که رشد زیادو جدایه W2-4 و S1-5 ،S3-1، S3-3، S3-19، S7-1 ( داشتند شامل؛2)

S1-7، S3-21،S3-9  و S5-8 هایی که میزان شود، تعداد جدایهمشاهده می 3-4همانطور که در شکل  .بودند
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 pH است. در نتیجه میزان بازدارندگی از رشد دراسیدی بوده pH خنثی بیشتر از pH ها صفر است دررشد آن

 . استاسیدی  pH خنثی بیشتر از

داشتند. ( 3اسیدی و خنثی رشد زیاد ) pH در هر دو محیط با S3-9 و S1-7، S3-21 هایهمچنین جدایه

-S1 هایاسیدی رشد متوسط داشت. جدایه pH خنثی رشد زیاد و در محیط با pH در محیط با S3-1 جدایه

5، S3-19، S7-1 و W2-4 فقط در محیط اسیدی قادر به رشد بودند و افزایش pH  از اسیدی به خنثی باعث

در محیط خنثی قادر به رشد بود و  فقط S3-4 که، جدایهها گردید. در حالیبازدارندگی کامل رشد این جدایه

کاهش اسیدیته محیط منجر به توقف کامل رشد این جدایه گردید. این آزمایش دو بار تکرار شد و نتایج 

که قادر به رشد در محیط جامد و مایع با هر دو  S3-1 و S1-7، S3-21 مشابهی داشت. در پایان سه جدایه

 شدند. اسیدیته بودند برای مطالعات بعدی انتخاب

 

 5500در محیط مایع حاوی غلظت  های مختلف رشدیی منتخب از گروههابر رشد قارچ pHبررسی اثر  -3-4 شکل

 .استشاهد آزمایش  Macrophomina phaseolinaجدایه  Mام سولفات مس. پیپی

  هیغلظت و جدا متقابل ثرا -4-4

 ،S1-1) سولفات مس، چهار جدایههای مختلف ها در غلظتبه منظور بررسی روند بازدارندگی از رشد جدایه

S1-5، S1-11 و S1-16سنجی، انتخاب شده در آزمون زیست های مختلف مشخص( بطور تصادفی از بین گروه

ها ارزیابی سولفات مس بر آنام( پیپی 5500و  4000، 3500، 1500، 1000) های مختلفتاثیر غلظتروند و 
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ها شد. نتایج نشان داد که جدایه قالب طرح کاملا تصادفی انجام این آزمایش بصورت آزمایش فاکتوریل درشد. 

دار داشتند و همچنین اثر متقابل جدایه و های مختلف با یکدیگر در سطح یک درصد اختلاف معنیو غلظت

شود، بطور مشاهده می 4-4نطور که در شکل هما(. 3-4دار بود )جدول غلظت نیز در سطح یک درصد معنی

افزایش  S1-5 و S1-16، S1-11یش میزان غلظت فلز مس میزان بازدارندگی از رشد سه جدایه کلی با افزا

است. بیشترین بازداندگی کاهش یافته S1-1ولی با افزایش میزان غلظت مس میزان بازدارندگی در جدایه یافت، 

 S1-11 در جدایهام پیپی 5500و غلظت  S1-1 ام در جدایهپیپی 4000درصد( در غلظت  100از رشد )

ها، شد. با توجه به یکسان بودن شرایط از جمله غلظت و اسیدیته محیط کشت در تمامی آزمایش مشاهده

تواند ناشی از نوسانات احتمالی های مختلف میها در آزمایشتفاوت جزیی در الگوی رشدی برخی از جدایه

 دما در طول دوره رشد باشد.

 سولفات مسغلظت مختلف  5 ماریتحت ت هیجدا 4از رشد  یبازدارندگ انسیوار هیجدول تجز -3-4 جدول

 F میانگین مربعات مجموع مربعات درجه آزادی منبع تغییرات

 هاهیجدا

 غلظت

 جدایه*غلظت

 خطا

3 

4 

12 

40 

7/15251 

8/21426 

6/14612 

1/721 

89/5083 

71/5356 

72/1217 

03/18 

**00/282 

**14/297 

**55/67 

 

   3/52012 59 کل
  50/8دار در سطح یک درصد؛ ضریب تغییرات،** معنی
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 سولفات مسغلظت  5 ماریتحت ت هیجدا 4 یوملیسیاز رشد م یبازدارندگ درصدمقایسه  - 4-4 شکل

 یکروبیم تیجمع و خاک در موجود مس زانیم نیب ارتباط یبررس -4-5

گیری شد. همچنین در این آزمایش ابتدا میزان مس موجود در هر نمونه خاک توسط دستگاه جذب اتمی اندازه

دهنده جمعیت میکروبی در هر نمونه با استفاده از کشت سریال رقت روی محیط کشت بر حسب واحد تشکیل

های دارای شود، در خاکمشاهده می 5-4شد. همانطور که در شکل  ( محاسبهcfu/mlکلونی در واحد حجم )

معیت میکروبی در نمونه خاک شماره است. بیشترین ج مس بیشتر، جمعیت میکروبی کمتری مشاهده شده

 است. گرم/کیلوگرم( بودهمیلی 5/2227شد که دارای کمترین مقدار مس ) مشاهده 3

گذارد. از میان این های خاک اثر میسمیت فلزات سنگین بر تعداد، تنوع و فعالیت میکروبی میکروارگانیسم

تواند با اجزای آلی شیمیایی به شدت انفعالی است. می، از نظر استفلزات، مس که از نظر کشاورزی نیز مهم 

 Dumestre) دهدها رسوب تشکیلدهد و با سولفید، کربنات، هیدروکسید و سایر آنیونو معدنی خاک واکنش

et al., 1999).  و اغلب  استساختار و تنوع جامعه میکروبی خاک به شدت به تغییرات محیطی خاک حساس

مطالعات مختلف تکامل جامعه  .(Tang et al., 2019) رودعنوان شاخص آلودگی خاک به فلزات به شمار می به

 ;Wang et al., 2015) است میکروبی خاک تحت تاثیر آلودگی طولانی مدت به فلزات سنگین را نشان داده
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Song et al., 2018; Tang et al., 2019)( نشان دادند که جوامع میکروبی خاک 2018. سانگ و همکاران )

فیزیکوشیمیایی خاک تغییر های مختلف فلزاتی چون مس و کادمیوم و همچنین خصوصیات تحت غلظت

های آتشفشانی خاک با بررسی تنوع جوامع میکروبی در (2021وانگ و پکورارو ) . (Song et al., 2018) کندمی

 ها نسبت به تغییرات محیطی و جغرافیایی حساسیت بیشتری دارندها در مقایسه با باکترینشان دادند که قارچ

(Wang & Pecoraro, 2021).  نتایج تحقیق حاضر با نتایج سایر محققین در خصوص کاهش جمعیت میکروبی

 زات سنگین در خاک از جمله مس مطابقت دارد.خاک با افزایش غلظت فل

 

 

 

 ی موجود در هر نمونه خاککروبیم تیجمع و مس زانیم 

 یقارچ یهاهیجدا یمولکول ییشناسا -4-6

که قابلیت رشد در محیط  S1-7 و S3-1، S3-21 سنجی سه جدایه قارچیهای زیستاساس نتایج آزمونبر

و مورد شناسایی مولکولی  (6-4)شکل  ام را داشتند، انتخاب شدندپیپی 5500جامد و مایع حاوی غلظت 

در سه جدایه استفاده شد.  ITS4 و ITS1 های قارچی، ابتدا از آغازگرهایقرار گرفتند. به منظور شناسایی گونه

( و تعیین 7-4تکثیر )شکل  ITS2 و ITS1، 5.8S جفت بازی مربوط به ناحیه 700شده قطعه تقریبا بررسی
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و تایید صحت قطعه  NCBI ( در پایگاه اطلاعاتیBlastn) های نوکلئوتیدیکردن توالیشد. پس از بلاست توالی

  افزاربه کمک نرم NCBI شده از پایگاه اطلاعاتیهای دریافتهای مورد نظر با توالیشده، توالی یابیتوالی

Mega X وClustal X  افزارکمک نرمبه همردیف و درخت توافقی Mega X و Mrbays شد. بر اساس  ترسیم

 Pleurotus به گونه HM561985 درصد تشابه با 07/99با  S3-1 جدایه ITS2 و ITS1، 5.8S توالی ناحیه

eryngii و جدایه S1-7  درصد تشابه با 62/92با به FJ379275  جنسبه Pleurotus و جدایه S3-21  با

مربوط  . درخت توافقی ترسیم شدهتعلق داشت .Sarocladium spجنس به KT878333درصد تشابه با  94/97

 ITSمشاهده می شود ناحیه  8-4همانطور که در شکل  است.آورده شده 9-4 و 8-4های ها در شکلبه جدایه

نمی باشد و مطالعات تکمیلی به منظور شناسایی دقیق گونه  Sarocladiumجنس های قادر به تفکیک گونه

 باید انجام شود. 

 ثبت و به ترتیب با کدهای NCBI در پایگاه داده S3-21 و S3-1 ،S1-7 هایتوالی جدایه

MW812027،OK044001  و OK054342  های جنس تحمل فلزات سنگین در گونه .استقابل دسترسی

Acremonium  وPleurotus استتوسط سایر محققین گزارش شده (Blaudez et al., 2000; Pezzella et 

al., 2009 شود.های شناسایی شده در تحقیق حاضر برای اولین بار گزارش می(، اما در گونه 

 

  

 .روز پنجپس از PDA های منتخب رشد یافته روی محیط پرگنه جدایه -6-4 شکل
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 2/1روی ژل آگارز  ITS4 و ITS1F ای پلیمراز با استفاده از آغازگرهاینتایج حاصل از واکنش زنجیره -7-4 شکل

 باشد.کنترل منفی می NC، (NL-1411 Vivantis)نشانگر یک کیلو جفت بازی  Mدرصد )وزنی/ حجمی(. 

 

 

 . ITSبر اساس توالی ناحیه  Mrbaysنرم افزار با استفاده از  S3-21رابطه فیلوژنتیکی جدایه  -8-4 شکل

1000bp 

500bp 

700bp 

M           S3-1         S3-21     S1-7        N 
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بر اساس  Neighbor-Joining بندیبا استفاده از روش گروه S1-7و   S3-1 هایرابطه فیلوژنتیکی جدایه -9-4 شکل

 .ITS توالی ناحیه

 قارچ ومیسلیم توسط دهشجذب مس زانیم یریگاندازه -4-7

، با دستگاه جذب اتمی و میکروسکوپ الکترونی هاو ساختار ریسه توسط میسلیوم قارچ میزان جذب مس

در این بررسی از  .استآورده شده 10-4و شکل  4-4 در جدول این بررسی نتایج شد.بررسی( SEM) روبشی

تعلق داشتند،  Sarocladiumو  Pleurotus که در شناسایی مولکولی به دو جنس S3-21 و S1-7 دو جدایه

 شد.استفاده

همچنین گیری شد، اندازه ختلفدر نقاط مریسه ترکیبات قطر و صورت گرفت،  SEM توسطدر بررسی که 

بخش عمده این دهد که های مختلف ریسه نشان میرا درقسمتترکیباتی ها جذب ای جدایهنقطه EDSآنالیز 

 دهندرا تشکیل می های زندهساختار شیمیایی بافت عمدهبودند که   Cو O، P، K شامل یترکیبات عناصر

دهنده همچنین در برخی نقاط از ریسه عنصر مس علاوه بر عناصر فوق وجود داشت که نشان. (11-4)شکل 

های مختلف ریسه بطور دست آمده جذب مس در قسمت. بر اساس نتایج بهاستجذب مس توسط ریسه قارچ 

 S1-7 در جدایهدرصد )وزنی( بود که  81/23بیشترین مقدار مس موجود در ریسه است. غیر یکنواخت بوده

شده  قطر ریسه در نمونه شاهد و تیمارها نشان داد که، ها در نمونههمچنین مقایسه قطر ریسه .مشاهده شد

ه شود، قطر ریسمشاهده می 4-4 جدول . همانطور که درمتفاوت است ام سولفات مسپیپی 5500با غلظت 

 AY315805.1 Pleurotus cystidiosus subsp. abalonus 

 AB115050.1 Pleurotus pulmonarius 

 HM561973.1 Pleurotus ostreatus  

 JX429937.1 Pleurotus floridanus 

 JX429940.1 Pleurotus sapidus 

 AB286173.1 Pleurotus eryngii 

 EU424308.2 Pleurotus nebrodensis  

 isolate FG1.7

 isolate FG3.1

 AB286159.1 Pleurotus eryngii var. ferulae 

82

58

64

58

53

34

45
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باشد. میکرومتر می 6635/1میکرومتر و در تیمار بطور متوسط  7034/1در شاهد بطور متوسط  S1-7در جدایه 

 4473/1میکرومتر و در تیمار بطور متوسط  163/2در شاهد قطر ریسه بطور متوسط  S3-21 در جدایه

 باشد. میکرومتر می

باشد. با توجه به می S1-7بیشتر از جدایه S3-21 داد که میزان جذب مس در جدایه نتایج جذب اتمی نشان

گیری می اندازه یمیسلیومتوده اینکه در روش جذب اتمی میزان مس جذب شده در ریسه بطور یکنواخت در 

است و با توجه به غیر یکنواخت بودن میزان جذب در گیری شدهای اندازهبصورت نقطه SEM شود و در روش

توان گفت که بدلیل جذب بیشتر این دو روش دور از انتظار نیست. بطور کلی می ریسه، لذا تفاوت در نتایج

مطالعات مختلف نشان است. کاهش قطر ریسه نیز در این جدایه مشاهده شده S3-21 مس در ریسه جدایه

 کاهش قطر ریسه. کندبه دلیل تنش فلزات سنگین تغییر میها قارچدیواره سلولی  شناسیریختاست که داده

دهنده نقش فعال قارچ باشد. این نتایج نشانبه دلیل جذب مس توسط ریسه میتواند میتیمار  در نمونه

در . نتایج تحقیق حاضر با نتایج این محققین (Jacob et al., 2018) درجذب زیستی فلزات سنگین است

 مطابقت دارد.شناسی ریسه در تیمار سولفات مس خصوص تغییر ریخت

 

 و شاهد  مس سولفات امیپیپ 5500شده با غلظت  ماریت یهاشده در نمونه جذبمس  ریمقاد - 4-4 جدول

 

 نمونه

 (mg/kg)جذب اتمی 
 )% وزنی( میکروسکوپ الکترونی روبشی

 محیط فیلتر شده ریسه
 تیمار شاهد

S1-7 198000 575/0 81/23 صفر 
S3-21 249900 242/0 19/4 صفر 
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رشد یافته در  S1-7. جدایه x5000ها با بزرگنمایی جدایه (SEM) تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی -10-4 شکل

رشد یافته در محیط مایع بدون  S1-7ام سولفات مس پس از هفت روز )الف(، جدایه پیپی 5500محیط مایع حاوی 

ام سولفات مس پس از هفت روز )ج(، پیپی 5500رشد یافته در محیط مایع حاوی  S3-21سولفات مس )ب(، جدایه 

 .رشد یافته در محیط مایع بدون سولفات مس )د( S3-21جدایه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  

 ب الف

 د ج
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ام سولفات مس پیپی 5500رشد یافته در محیط مایع حاوی  S1-7. جدایه هانقطه ای جدایه EDS آنالیز  -11-4 شکل

رشد یافته در  S3-21رشد یافته در محیط مایع بدون سولفات مس )ب(، جدایه  S1-7پس از هفت روز )الف(، جدایه 

رشد یافته در محیط مایع بدون  S3-21ام سولفات مس پس از هفت روز )ج(، جدایه پیپی 5500محیط مایع حاوی 

 .سولفات مس )د(

 

 تحت تیمار مس منتخب هایجدایه درلاکاز  ژن تغییرات بیان بررسی -4-8

ام پیپی 5500به غلظت  متحملدراین تحقیق به منظور بررسی تغییرات بیان ژن لاکاز در سه جدایه منتخب 

 مکمل و واکنش DNA سنتز ،RNA شد. سپس استخراج برداری در سه نقطه زمانی انجامسولفات مس، نمونه

real-time PCR 5 با استفاده ازx Hot FIREPOL EvaGreen HRM Mix در دستگاه step one ABI  انجام

. به (Castanera et al., 2012; Fueyo et al., 2014) به عنوان کنترل داخلی استفاده شد اکتینشد. از ژن 

 د ج  

لفا  ب 
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شد )شکل ای پلیمراز با استفاده از آغازگر ژن مرجع انجاممکمل، واکنش زنجیره DNA منظور اطمینان از سنتز

به شمار  real-time PCR سازی واکنشبهینه(. مقدار آغازگر و دمای اتصال آغازگر از فاکتورهای مهم در 4-12

ای فراهم شد که بازدهی واکنش در بهترین حالت ممکن باشد و گونهآید. در این تحقیق شرایط بهینه بهمی

هیچ محصول غیراختصاصی در طول واکنش تولید نشود. این امر با مشاهده یک پیک منفرد در منحنی ذوب 

 (.13-4تائید شد )شکل

 

درصد  5/1مکمل با استفاده از آغازگر ژن اکتین روی ژل آگارز  DNAای پلیمراز نتایج واکنش زنجیره -12-4 شکل

کنترل منفی شامل  N مکمل و لاین DNA مربوط نمونه 4تا  1های جفت بازی، لاین 100نشانگر  M )وزنی/ حجمی(.

 باشد.آب مقطر می

 M        1        2         3        4       N   
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 الف ب

 های لاکاز )الف(، اکتین )ب(.تجزیه و تحلیل منحنی ذوب ژن -13-4 شکل

 

های ام سولفات مس در جدایهپیپی 5500های میانگین بیان ژن لاکاز تحت تیمار تجزیه و تحلیل واریانس داده

های مختلف، تیمارهای مختلف و اثر متقابل قارچ ( نشان داد، جدایه5-4های مختلف )جدول مختلف در زمان

برداری و اثر متقابل قارچ های مختلف نمونهدار داشتند. زمانتیمار در سطح یک درصد با هم اختلاف معنی ×

دار بود. با توجه به اینکه میزان رشد تیمار در سطح پنج درصد معنی ×دار و اثر متقابل زمان زمان غیر معنی ×

ا شاهد اختلاف قابل توجهی داشت و بدلیل عدم روز پس از کشت در مقایسه ب 3زیستی قارچ در تیمارها، توده

های روز سوم در تجزیه و زیستی کافی در تیمار و ایجاد خطا در نتایج بررسی بیان ژن، لذا دادهوجود توده

 تحلیل بیان ژن استفاده نشد.
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در ام سولفات مس پیپی 5500جدایه تحت تیمار  3های بیان ژن لاکاز در جدول تجزیه واریانس داده -5-4 جدول

 های مختلفزمان

 F میانگین مربعات مجموع مربعات درجه آزادی منبع تغییرات

  00541/0 01082/0 2 تکرار

 87/43* 75200/1 504/3 2 قارچ

 ns99/44  79668/1 79668/1 1 زمان

 43/4** 17685/0 17685/0 1 تیمار

 ns 83/51  63220/0 26440/1 2 قارچ*زمان

 31/1** 05241/0 10483/0 2 قارچ*تیمار
 زمان*تیمار

 قارچ*زمان*تیمار

1 

2 

25720/0 

19022/0 

25720/0 

09511/0 

*44/6 

 ns38/2 

  03994/0 87860/0 22 خطا

   18359/8 35 کل
 دارغیر معنی nsدار در سطح یک درصد، درصد، ** معنی 5دار در سطح ؛ * معنی69/18ضریب تغییرات:

 

 8و  6ام سولفات مس پیپی 5500تحت تیمار  3S-21 و 3S، 7-1S-1 جدایهتغییرات بیان ژن لاکاز در سه 

الف 41-4است. همانطور که در شکل نشان داده شده 41-4روز پس از کشت در مقایسه با شاهد در شکل 

حدود  مبرابر شاهد و در روز هشت 10شش روز پس از کشت  3S-1 شود بیان ژن لاکاز در جدایهمشاهده می

برابر شاهد )محیط بدون سولفات مس( بود. بیان ژن لاکاز در روز هشتم در مقایسه با روز ششم در تیمار  5/3

بیان ژن لاکاز در برابر( داشته است.  5/1حاوی سولفات مس کاهش )یک دوم( و در شاهد افزایش )حدود 

برابر شاهد بود. روند تعییرات بیان ژن در تیمار  4برابر شاهد و در روز هشتم  28در روز ششم  ،1S-7 جدایه

بیان ژن لاکاز ب(.  41-4برابر( نشان داد )شکل  2سولفات مس کاهش )یک سوم( و در شاهد افزایش )حدود 

ییرات غتاست. روند هبرابر شاهد بود 2در روز ششم حدود یک برابر شاهد و در روز هشتم ، 3S-21 در جدایه

 41-4برابر( و در شاهد کاهش )دو سوم( نشان داد )شکل  2بیان ژن در تیمار سولفات مس افزایش )حدود 

تعلق داشتند لذا روند مشابه تغییرات  Pleurotus هر دو به جنس 1S-7و  3S-1 ج(. با توجه به اینکه دو جدایه

تعلق داشت،  Sarocladium به جنس که 3S-21 همچنین جدایهبیان ژن در این دو جدایه قابل انتظار است. 

 داد.ها نشانروند تغییر بیان ژن متفاوتی نسبت به سایر جدایه
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 ,.Sjaarda et al) ها استفاده می شودها برای عملکردهای مختلفی از جمله پاسخ به تنشآنزیم لاکاز در قارچ

 شدهکشت Pleurotus ostreatus مولار مس به قارچمیلی 5تا  5/0داد که افزودن مقدار ها نشان. بررسی (2015

روز پس از کشت  12میزان فعالیت آنزیم لاکاز  شمایع حاوی مقادیر محدود نیتروژن موجب افزایروی محیط 

مقدار فعالیت آنزیم افزایشی نشان  12اما قبل از روز  ،ادامه دارد 20تا  12 زشود. روند افزایشی از رومی

غییر تنظیم بیان ژن لاکاز و تولید آنزیم در پاسخ به شرایط کشت . ت(Baldrian & Gabriel, 2002) دهدنمی

 .(Buswell et al., 1995; Ohga & Royse, 2001; Yaver et al., 1996) استتوسط محققین گزارش شده

های فعالیت آنزیم کنند. یکی از تنظیم کنندهترکیبات مختلفی نیز وجود دارند که فعالیت لاکاز را تنظیم می

فلزات سنگین هستند که یا بطور طبیعی در محیط وجود دارند )مانند مس( و یا در نتیجه فعالیت بشر  ،لاکاز

 .(Koeleman et al., 1999)اند )مانند کادمیوم، جیوه و سرب( به محیط اضافه شده

 و POXA1B، POXA2 ( شاملPOX) های فنل اکسیداز( تغییرات بیان ایزوآنزیم2000پالمیری و همکاران )

POXC  رادر قارچPleurotus ostreatus .نتایج این محققین نشان داد  تحت تیمارهای مختلف بررسی کردند

فراوان ترین رونوشت القا  poxa1b . همچنین آر ان آ پیکاستکه مس موثرترین القاگر فعالیت آنزیم لاکاز 

یابد. نتایج نشان داد که فعالیت خارج و مقدار آن تا روز هفتم افزایش می استهای رشدی شده در تمام زمان

باشد و وسترن بلات کاهش قابل توجه در غلظت تا سه روز قابل تشخیص نمی POXA1B سلولی ایزوآنزیم

 گردد. از روز سوم شروع می poxa1b و افزایش رونوشت دهدمیاین ایزوآنزیم رانشان 

 Rhizoctonia است. برای مثال در قارچگزارش شدهوجود بیش از یک ژن کد کننده لاکاز در قارچ های مختلف 

solani چهار توالی متفاوت دی ان آ مکمل (Wahleithner et al., 1996)  ،در قارچ Trametes villosa پنج 

و دو  Pleurotus ostreatus (Giardina et al., 1999) ، سه توالی ژنومی در (Yaver et al., 1996) ژن لاکاز

( به محیط 4CuSO) افزودن سولفات مسمعرفی شد.  ) Agaricus bisporus )1998., et alSmith ژن در

 ,.Giardina et al) می شود POXA1B مایع منجر به افزایش قابل توجه فعالیت لاکاز کل و تولید ایزوآنزیم

1999) . 
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های قارچی مورد لاکاز مورد بررسی قرار گرفت. در جدایه B1POXAدر تحقیق حاضر نیز بیان ایزوآنزیم 

 کاهش و در جنس Pleurotus eryngiiگونه  از روز ششم تا هشتم به بعد در poxa1bبررسی بیان ژن 

Sarocladium آنزیم لاکاز در تحمل به سولفات مس در جنس دهنده نقش است که نشانافزایش داشته

Sarocladium باشد. اما در گونه میPleurotus eryngii رسد از روز ششم به بعد مکانیسم دیگری به نظر می

تا روز هفتم توسط سایر محققین  poxa1b. افزایش بیان ژن استشتهدر تحمل به سولفات مس دخالت دا

(Palmieri et al., 2000نیز گزارش شده )گونه قارچی های موجود به تفاوت در جنس و است. سایر تفاوت

 باشد. مورد بررسی مربوط می
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ها از ژن کردن داده)ج(. برای نرمال S3-21)ب( و  S1-7)الف( و  S3-1تغییرات بیان ژن لاکاز در جدایه  -14-4 شکل

 باشد.* نشان دهنده افزایش بیان ژن لاکاز در تیمار در مقایسه با روز ششم می اکتین استفاده شد.
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 تحت تیمار مس منتخب هایجدایه متالوتیونین در ژن تغییرات بیان بررسی -4-9

به منظور بررسی تغییرات بیان ژن متالوتیونین مانند آنچه در مورد بررسی ژن لاکاز گفته شد، انجام گردید. 

ای پلیمراز با استفاده از مکمل و بهینه سازی دمای اتصال، واکنش زنجیره DNA اطمینان از سنتزبه منظور 

ای بهینه شد گونهبه real-time PCR (. همچنین شرایط واکنش15-4شد )شکل آغازگر ژن متالوتیونین انجام

دست آید ذوب به که هیچ محصول غیر اختصاصی در طول واکنش تولید نشود و یک پیک منفرد در منحنی

 (.16-4)شکل 

 

 5/1مکمل با استفاده از آغازگر ژن متالوتیونین روی ژل آگارز  DNAای پلیمراز نتایج واکنش زنجیره -15-4 شکل

 باشد.مکمل می  DNAمربوط نمونه 4تا  1های جفت بازی، لاین 100نشانگر  M درصد )وزنی/ حجمی(.

 

ام سولفات مس در پیپی 5500های میانگین بیان ژن متالوتیونی تحت تیمار تجزیه و تحلیل واریانس داده

درصد(،  5های مختلف )در سطح ( نشان داد، جدایه6-4های مختلف )جدول های مختلف در زمانجدایه

دار داشتند. اثر تیمار در سطح یک درصد با هم اختلاف معنی ×های مختلف و اثر متقابل زمان تیمارها، زمان

های روز سوم در تجزیه دار بود. در این آزمایش نیز دادهتیمار غیر معنی ×زمان و متقابل قارچ  ×متقابل قارچ 

 و تحلیل بیان ژن استفاده نشد.

 

M           1          2          3          4  
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 الف  ب

 (.های متالوتیونین )الف(، اکتین )بتجزیه و تحلیل منحنی ذوب ژن -16-4 شکل

 

ام سولفات مس پیپی 5500جدایه تحت تیمار  3در  متالوتیونینهای بیان ژن جدول تجزیه واریانس داده -6-4 جدول

 های مختلفدر زمان

 F میانگین مربعات مجموع مربعات درجه آزادی منبع تغییرات

  00834/0 01669/0 2 تکرار

 37/5*   01776/0 03552/0 2 قارچ

 83/9**  02910/0 02910/0 1 زمان

 39/18**  05702/0 05702/0 1 تیمار

 ns 13/2 00660/0 01320/0 2 قارچ*زمان

 ns 63/1 00504/0 01009/0 2 قارچ*تیمار

 زمان*تیمار

 قارچ*زمان*تیمار

1 

2 

05371/0 

01319/0 

05371/0 

00659/0 

**  32/71 
ns 13/2 

  00310/0 06823/0 22 خطا

   29673/0 35 کل
 دارغیر معنی nsدار در سطح یک درصد، درصد، ** معنی 5دار در سطح * معنی ؛67/5ضریب تغییرات: 

 

ام سولفات مس پیپی 5500تحت تیمار  3S-21 و 3S، 7-1S-1 تغییرات بیان ژن متالوتیونین در سه جدایه

است. همانطور که در شکل نشان داده شده 71-4شش و هشت روز پس از کشت در مقایسه با شاهد در شکل 
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هشت روز پس از کشت در مقایسه با روز  3S-1 در جدایه متالوتیونینشود بیان ژن مشاهده می الف 17-4

است. روند بیان ژن در تیمار سولفات مس افزایشی و در شاهد کاهشی برابر افزایش یافته 5/1ششم حدود 

 2با شاهد بدون مس حدود  است. همچنین در این جدایه بیان ژن متالوتیونین در روز هشتم در مقایسهبوده

 برابر بوده است.

برابر افزایش  2هشت روز پس از کشت در مقایسه با روز ششم حدود  ،1S-7 بیان ژن متالوتیونین در جدایه

است. همچنین در این جدایه است. روند بیان ژن در تیمار سولفات مس افزایشی و در شاهد کاهشی بودهیافته

بیان ژن ب(.  71-4)شکل  استبرابر بوده 2روز هشتم در مقایسه با شاهد بدون مس بیان ژن متالوتیونین در 

است. روند برابر افزایش یافته 5/1در روز هشتم نسبت به روز ششم حدود  ،3S-21 متالوتیونین در جدایه

سولفات مس تعییرات بیان ژن در تیمار سولفات مس افزایشی بوده است و در روز هشتم بیان ژن در تیمار 

 ج(.  71-4است )شکل برابر شاهد بوده 2حدود 

نان مخمر  درمس  دخیل در مقاومت بههای قارچی ژن گرفته درخصوصصورتتحقیقات  اغلب

Saccharomyces cerevisiae دو ژن  خاموشی با توجه به اینکه. استهانجام شدcup1  وace1  ایجاد منجر به

هستند. مس های غالب در مقاومت به ژنها آن به نظر می رسد، شودمیدر مخمر نان فنوتیپ حساس به مس 

مکانیسم اصلی در مخمرها  .(Cornelissen, 2004) نیز در هموستاز مس نقش دارند دیگریهای با این حال، ژن

های مس داخل سلولی است که اتم (MT) برای جلوگیری از مسمومیت سلول، تشکیل پروتئین متالوتیونین

متناسب با تعداد کپی  مسنسبت به  هافنوتیپ تمقاومح سط. (Cornelissen, 2004) کندرا به هم متصل می

های حساس به مس معمولاً فقط یک نسخه از ژن سویه است و ممکن است افزایش و کاهش یابد. cup 1ژن 

cup 1 تا  50دارند و معمولاً در محیط مایع نسخه  20تا  10های مقاوم در برابر مس بین را دارند اما سویه

 .(Cornelissen, 2004) کنندتحمل میرا میلی مولار مس  2میکرومولار مس و در محیط جامد بیش از  100

داد که است. نتایج نشاننیز مورد مطالعه قرار گرفته Neurospora crassaژن پروتئین متالوتیونین در قارچ 

باشد و به نظر می رسد این دو ژن از طریق تکامل همگرا تکامل مشابه مخمر نان میمکانیسم مقاومت به مس 

 mRNAالقایی  شد ر N. crassa محیط کشتبه  4OCuSمیلی مولار  5/0ساعت پس از افزودن  17 اند.یافته



62 

 

پستانداران گزارش  MTهای ، بطور قابل توجهی سریعتر از آنچه که برای ژناستبسیار سریع متالوتیونین مس 

 استهتشخیص داده شد های فلزیحضور یونساعت پس از  8تا  4متالوتیونین  mRNA شد که بیشترین میزان

(Kumar et al., 2005) .( بیان ژن متالوتیونین 2009هوانگ و وانگ )BgMT2 را در گیاه Bruguiera 

gymnorrhiza  کمکبا فلزات سنگین بهروز پس از تیمار  7و  3یک، از خانواده شاه پسند qPCR  مورد بررسی

با الگوهای مختلفی افزایش  داد که فلزاتی مانند مس، روی و سرب بیان این ژن رانتایج نشان قرار دادند.

  را در تحمل به فلزات مذکور گزارش کردند. BgMT2دهند. همچنین این محققین نقش ژن می

و جنس  Pleurotus eryngiiدر تحقیق حاضر برای اولین بار نقش ژن متالوتیونین در تحمل به مس در گونه 

Sarocladium  بیان ژن متالوتیونین در هر سه جدایه در روز همانطور که گفته شد، مورد بررسی قرار گرفت و

دهنده نقش این ژن در تحمل به غلظت بالای سولفات است که نشانهشتم در مقایسه با روز ششم افزایش یافته

باشد. نتایج این تحقیق با سایر محققین در خصوص نقش ژن متالوتیونین های مورد بررسی میمس در جدایه

 ها مطابقت دارد.ها از جمله قارچدر یوکاریوت )مس(در تحمل فلزات سنگین 
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 لفا

 ب

 ج

ها از کردن داده)ج(. برای نرمال S3-21)ب( و  S1-7)الف( و S3-1 تغییرات بیان ژن متالوتیونین در جدایه  -17-4 شکل

 باشد.* نشان دهنده افزایش بیان ژن متالوتیونین در تیمار در مقایسه با روز ششم می ژن اکتین استفاده شد.
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 نتیجه گیری کلی -4-10

و با توجه  (Liaquat et al., 2020)است شدن منجر به افزایش آلودگی به فلزات سنگین در خاک شدهصنعتی

چالش بزرگ در عصر جدید ها از خاک یک شوند، حذف آنفلزات سنگین بطور طبیعی تجزیه نمی به اینکه،

های ممکن برای حذف فلزات ها یکی از راه حلاستفاده از میکروب. (Bai & Abraham, 2003) باشدمی

 ها از محیط را دارندها بطور طبیعی توانایی جذب فلزات و حذف آنهای آلوده است. آنسنگین از خاک

(Levinskaite, 2001) . 

باشد. به منظور مدیریت فرآیندهایی نظارتی پالایش محیط زیست میهای محیطی یکی از آگاهی از آلودگی

یافته مزایا و معایب خود را دارد. زیست پالایی و گیاه پالایی به کمک های خاص، هر روش توسعهآلودگی

ها باشند. کاربرد قارچهای زیست محیطی میهای پیشرفته حذف مشکلات آلودگیها از روشمیکروارگانیسم

 Khan et) استها در محل آلودگی بسیار مورد بررسی قرار گرفتهپالایی به دلیل فراوانی حضور آن در زیست

al., 2019; Mtibaà et al., 2020; Tripathi & Kohli, 2013) .ها بسیار از دیدگاه صنعتی، کلونیزاسیون قارچ

را امکانپذیر  pHتند که تحمل طیف وسیع دما و هایی هسها دارای آنزیمباشد، چراکه قارچحائز اهمیت می

ها در مزرعه شامل تولید پالایی توسط قارچ. مشکلات مهم موجود در زیست(Neifar et al., 2015)کندمی

 Chen ) باشدمواد مناسب برای انتقال میانبوه اینوکولوم قارچ، استفاده مناسب اینوکولوم در خاک و انتخاب 

et al., 2018) های مختلفپالایی عناصر کروم و نیکل توسط گونه. زیست Penicillium   وAspergillus 

پالایی توسط زیست درک مکانیسم .(Congeevaram et al., 2007; Nanda et al., 2011) استگزارش شده

ها توانایی جذب دهد که این میکروارگانیسمباشد. بسیاری از مطالعات نشان میها در حال بررسی میقارچ

توانند فلزات را به سطح خود متصل کنند. همچنین مطالعات معدودی زیستی یا تجمع زیستی دارند و می

. (Gönen & Aksu, 2009) استها را نشان دادهرچهایی مانند هیدروبین را در تحمل فلزات در قادخالت ژن

های مشابه تواند مس و سرب را از محیط مایع حذف نماید و مکانیسممی Penicillium simplicissimum قارچ

جذب فلز مس در دیواره سلولی سایر  .(Iskandar et al., 2011) استآنچه در بالا گفته برای آن مشخص شده

محققین گزاش  توسط Mucorو  Penicillium ،Neurospora ،Auerobasidium هایها از جمله جنسقارچ
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. (Somers, 1963; Gadd, Stewart, et al., 1984; Cervantes & Gutierrez-Corona, 1994) شده است

به فلزات کروم، سرب، کادمیوم و آلوده های جدا شده از خاک معدن ( تحمل قارچ2020لیاکوات و همکاران )

 1500های جدا شده قادر به تحمل غلظت داد که تمامی قارچمس را بررسی کردند. نتایج این محققین نشان

 ،Aspergillus sclerotiorum، Aspergillus aculeatus هایقارچام از فلزات مختلف بودند. این محققین پیپی

Komagataella phaffi، Trichoderma harzianum و Aspergillus niger های متحمل به عنوان گونهرا به

قادر به تحمل غلظت   Komagataella phaffi گونههمچنین کردند. فلزات کروم، سرب، کادمیوم و مس گزارش

شناسی قارچ از جمله شکل نامنظم ریسه تحت تیمار با فلزات باشد. تغییرات ریختام کادمیوم میپیپی 5500

( تغییر ریخت شناسی 2016خان و همکاران ) .(Liaquat et al., 2020)شد نیز توسط این محققین گزارش

 ،Aspergillus، Penicillium در مطالعات مختلف تحمل قارچ هایکردند. قارچ تحت تیمار با مس را گزارش

Fusarium و Trichoderma استبه تنش ناشی از فلزات سنگین گزارش شده (Iram et al., 2012; Iskandar 

et al., 2011; Zafar et al., 2007) .یابدبا افزایش غلظت فلز، ظرفیت تجمع زیستی قارچ افزایش می (Liaquat 

et al., 2020; Mishra & Malik, 2012) . 

 sp Sarocladium.و یک جدایه  Pleurotus eryngiiدو جدایه بر اساس نتایج بدست آمده در تحقیق حاضر، 

ام سولفات مس در محیط جامد و مایع پیپی 5500جدا شده از معدن مس سرچشمه توانایی تحمل غلظت 

تیمار سولفات مس منجر به تغییر ها نشان داد که جدایه SEMرا داشتند. همچنین بررسی  7و  5/3با اسیدیته 

 PCR -real timeهای مولکولی با استفاده از ها از جمله کاهش قطر ریسه گردید. بررسیریخت شناسی ریسه

نشان داد که در هر سه جدایه ژن متالوتیونین در تحمل به فلز مس دخالت دارد. آنزیم لاکاز در جنس 

Sarocladium  در تحمل به فلز مس تا روز هشتم دخالت دارد. اما در گونهPleurotus eryngii  بعد از روز

و نقش آنزیم  باشددر تحمل فلز مس دخالت داشتهتواند میمتالوتیونین ششم مکانیسم دیگری از جمله ژن 

های قارچی دیگر مطابقت دارد و گونه نتایج این تحقیق با نتایج سایر محققین روی گونه شود.لاکاز کمرنگ می

eryngii Pleurotus  و جنس.sp Sarocladium گزارش های قارچی متحمل به مس برای اولین به عنوان گونه

 ها مورد بررسی قرارگرفته است.های متالوتیونین و لاکاز در آنشوند و بیان ژنمی
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 تاپیشنهاد

 گردد؛براساس نتایج بدست آمده در تحقیق حاضر موارد زیر برای مطالعات بعدی پیشنهاد می

 های مورد مطالعهبررسی میزان آنزیم لاکاز تولید شده در جدایه -

 های مورد مطالعههای بالای فلز مس در جدایهدخیل در تحمل به غلظتبررسی مکانیسم مولکولی  -

 های متحمل به فلز مسهای ثانویه تولید شده توسط جدایهبررسی متابولیت -
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Abstract 

Bioremediation and phytoremediation using microorganisms are considered as advanced 

method to eliminate environmental contaminations. In order to identify tolerant fungi against 

copper contamination and study of the related genes expression, sampling was carried out from 

the soil and waste water of “Sarcheshmeh Copper Mine”, which is one of the biggest open cast 

copper mines in the world. Totally 73 fungal isolates were obtained and purified. Afterwards, 

inhibitory effect of different concentrations of CuSO4 on mycelial growth was evaluated. 

Results showed that concentrations of 1000, 1500, 3500 and 4500 ppm had no inhibitory effect 

on fungal isolates, as all of them could grow on media culture as well, only 5500 ppm of CuSO4 

inhibited fungal growth compared to control. Based on bioassay experiments, three isolates 

including S3-1, S3-21 and S1-7, which were able to growth on solid and broth media containing 

5500 ppm of CuSO4, were selected and identified using molecular approaches. Also, laccase 

and metallothionein gene expression has been assessed in the selected isolates. According to 

molecular identification using ITS1,5.8s, ITS2 regions, isolates S3-1 and S1-7 were belonged 

to Pleurotus eryngii and isolate S3-21 was belonged to genus Sarocladium sp. In addition, 

Isolates S3-1 and S1-7 showed similar laccase gene expression trend, which it has been 

decreased after 8 days treatment with CuSO4 compared to 6th day. But, the isolate S3-21 has 

represented different pattern and CuSO4 treatment has increased (almost 2 times) laccase gene 

expression from 6 to 8 days. Besides, metallothionein gene expression has increased from 6 

days to 8 days treatment with CuSO4 compared to control which represents its role in fungal 

tolerance against copper in all studied isolates. In this study, Pleurotus eryngii species and 

genus Sarocladium sp. are introduced as heavy metal tolerant fungi and the related gene 

expression against copper was studied for the first time in Iran. 

Keywords: Bioremediation, CuSO4, laccase, Metallothionine, Pleurotus eryngii, Sarocladium 

sp. 
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