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دانم که از تشویقها و پیگیریهاي همچنین لازم می. مهربانی هر چه تمامترشان کمال تشکر و قدردانی را دارم

.ده و نیز مهندس زهرا منافی یاد نمایمي استاد عزیز دکتر سید حسین مجتهدزامجدانه
هاي فیزیولوژي، پردیس کرج، آزمایشگاه-در نهایت از تمامی دوستان عزیز حاضر در دانشگاه تهران 

ژنومیکس و کشت بافت دانشکده زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه تهران و همچنین واحد تحقیق و امور 
. ین حقیر، کمال تشکر و قدردانی را دارمتوسعه مس سرچشمه، به خاطر همراهی و تحمل ا



VI

مطالبفهرســــــــت

کلیات-1فصل
2.........................................................................................................................................مقدمه-1-1
4.....................................................................مروري بر اکتشافات ژئومیکروبیولوژیکال در ایران-1-2
4...................................................................................ي ژئومیکروبیولوژي اکتشافیتاریخچه-1-2-1
6..........................................................................................اساس ژئومیکروبیولوژي اکتشافی-1-2-2
9......................................................................................وبیولوژي اکتشافیروشهاي ژئومیکر-1-2-3
۹....................................... ................................ تکنیکهاي وابسته به کشت آزمایشگاهی میکروبها-۲-۳-۱- ۱
9..............................................................تکنیکهاي مستقل ازکشت آزمایشگاهی میکروبها-1-2-3-2
11.........................................................................................مروري بر کارهاي قبلی انجام شده-1-2-4
12.......................................................................تعریف موضوع مورد تحقیق و ضرورت انجام آن-1-3
13......................................................................................................................روش انجام تحقیق-1-4
13..................................................................................................................یان نامهسازماندهی پا-1-5

شناسی مناطق مورد مطالعهموقعیت جغرافیایی و زمین-2فصل
16........................................................................................................................................مقدمه-2-1
16....................................................................................................................معدن مس سونگون-2-2
16.......................................................................................................موقعیت جغرافیایی معدن-2-2-1
18..........................................................وضعیت آب و هوایی و زیست محیطی منطقه سونگون-2-2-2
19..................................................................................................................شناسی منطقهزمین-2-2-3
20.............................................................................................معدن مس دره زرشک و علی آباد-2-3
21.......................................................................................................موقعیت جغرافیایی منطقه-2-3-1
22...................................زرشکدره -آبادي علیوضعیت آب و هوایی و زیست محیطی ناحیه-2-3-2
مناطق علی (شناسی نواحی غرب و جنوب غربی یزد هاي قبلی درباره زمینرخی از نتایج پژوهشب-2-3-3

22...............................................................................................................................)زرشکآباد و دره
26.............................................................................................................معدن متروکه مس جارو-2-4
26........................................................................................................رافیایی معدنموقعیت جغ-2-4-1
27............................................................وضعیت زیست محیطی و آب و هوایی روستاي جارو-2-4-2
27.................................................................................................................زمین شناسی جارو-2-4-3



VII

ي نمونه برداري ژئومیکروبیولوژیکال                                                                            پروسه-3فصل
30........................................................................................................................................کلیات-3-1
30....................................................................................................................اصول نمونه برداري-3-2
31...................................................................................................نمونه بردارييشبکهطرح -3-2-1
31................................................................................................................نمونه گیريفواصل-3-2-2
32....................................................................................................................گیريمحل نمونه-3-2-3
32...........................................................................................................................تذکّرات-3-2-3-1
34...................................................................................................................عمق نمونه گیري-3-2-4
34.............................................................................................................................مقدارنمونه-3-2-5
35..........................................................................................................مدت زمان نمونه گیري-3-2-6
35.........................................................................................هاي برداشتیمحل نگهداري نمونه-3-2-7
36....................................................................................................دماي محل نگهداري نمونه-3-2-8
36............................................................................................................................موارد دیگر-3-2-9
37.............................................................................برداريهاي آزمایشگاهی پس از نمونهفعالیت-3-3
37...............................................................................................گیري از محلهاي تعیین شدهنمونه-3-4

مطالعات ژئومیکروبیولوژیکی-4فصل
44.........................................................................................................................................مقدمه-4-1
44............... ................................................................................................بیوانفورماتیککارهاي -4-2
45.............. ................................................................................................بررسی مطالعات قبلی4-2-1
blast................................45ور با استفاده از نرم افزار باکتریهاي مذک16S rRNAبررسی ژن -4-2-2
clustalw2..........................................................47با نرم افزار 16Sي ناحیهبررسی هومولوژي -4-2-3
48........................................................................................................................طراحی پرایمر-4-2-4
51................................................................................................................باسیلوس سروس-4-2-4-1
52.............. ................................................................................................باسیلوس پامیلوس-4-2-4-2
54..................................................................................................تیو باسیلوس فرواکسیدان-4-2-4-3
4-2-4-4-Staphylococcus pasteuri.............................................................................................55
4-2-4-5-Proteus mirabilis..........................................................................................................63
4-2-4-6-Pseudomonas chlororaphis........................................................................................66
4-2-4-7-Pseudomonas putida....................................................................................................68



VIII

70........................................................................................................................سنتز پرایمر-4-2-4-8
70............... ................................................................................................هاي آزمایشکاهیتست-4-3
70.......................................................................سازي باکتري مقاوم به مسجداسازي و خاص-4-3-1
NB.......................................................................................................71ي محیط کشت تهیه-4-3-2
71.................................................................................................هاي خاكاضافه کردن نمونه-4-3-3
73..........................................................................................................................سازيخالص-4-3-4
NA..............................................................................................73ي محیط کشت جامد تهیه-4-3-5
75...........................................................................................................................کشت جامد-4-3-6
80................................................................................کشت جامدبیوتیک به محیطتزریق آنتی-4-3-7
UV..............................................................................................................................83تست -4-3-8
DNA(...............................................................83و RNAشامل هر دو روش (ي ملکولی پروسه-4-4
83.............. ................................................................استخراج و خالص سازي ناکلئیک اسیدها-4-4-1
84..................................................استخراجیDNAیاRNAدففزونسازي ژن هاي معرف ه-4-4-2
87.............. ................................................................................................ارزیابی تنوع ژنتیکی-4-4-3
87.....................................................................................................................تستهاي ملکولی-4-4-4
87......................................................................، با استفاده از روش فیزیکیDNAاستخراج -4-4-4-1
89.....................................................................................با نانودراپDNAهاي تست نمونه-4-4-4-2
PCR................................................................................................................91سازي بهینه-4-4-4-3
97....................................................................................، با استفاده از کیتDNAاستخراج -4-4-4-4
glassmilk....................................................................100، با استفاده از روش DNAبی بازیا-4-4-4-2
102...............................................................................................................................یابیتوالی-4-4-5

نتایج و پیشنهادات-فصل پنجم
105.........................................اکتشافیژئومیکروبیولوژييحال توسعهدروهاي آتیتکنولوژي-5-1
108..........................................................................................................................................نتایج-5-2
108..............................................................................................................................نتایج کلی-5-2-1
109........................................................................................................نتایج حاصله از این طرح-5-2-2
110..............................................................................................................................پیشنهادات-5-2-3



IX

نابع و مآخذم
113...........................................................................................................................مراجع فارسی-)الف

115...........................................................................................................................مراجع انگلیسی-)ب
119...................................................................................................................سایتهاي مورد استفاده-)ج

8....................................................یکروبیولوژي اکتشافی با سایر علومارتباط شماتیک ژئوم-1-1شکل
17......................................................................................................موقعیت معدن سونگون-1-2شکل
18.....................................................................................................راه دسترسی به سونگون-2-2شکل
18.................................................................یاهی معدن سونگونژئومورفولوژي و پوشش گ-3-2شکل
19..............................................................................................شناسی سونگوني زمیننقشه-4-2شکل
C-C.......................................................................20عیار مس در سونگون با توجه به مقطع -5-2شکل
21...............................................................)1:1000000اطلس راههاي ایران (راه دسترسی به منطقه-6-2شکل
25.............................................................................)1:100000(شناسی خضرآبادنقشه زمین-7-2شکل
26............................................................................................موقعیت جغرافیاي معدن جارو-8-2شکل
31..............................................................................................طوط نمونه گیري تصادفیخ-1-3شکل
35...................................................................................................................لایروب اکمان-2-3شکل
47..................................................................، باسیلوس سروس16S rRNAتوالی کامل ژن -1-4شکل
blast....................................................................................................48ي نرم افزار صفحه-2-4شکل
nblast...................................................................................................49خروجی نرم افزار -3-4شکل
49.......................................................................................انتخاب و بررسی تفاوتهاي توالیها-4-4شکل
bioedit.................................................50م افزار در نرnblastافزار فایل فستاي خروجی نرم-5-4شکل
50................................................................................................ژنوم کامل باکتري پروتئوز-6-4شکل
51.....................................با استفاده از ژنوم کامل باکتريcDsدر ژن 16S rRNAانتخاب -7-4شکل
clustalW.........................................................................................52پنل ورودي نرم افزار -8-4شکل
53....................................................................، هومولوژي بدclustalW2خروجی نرم افزار -9-4شکل
54.............................................................................................................هومولوژي خوب-10-4شکل
55.............................................باسیلوس سروس16S rRNAژن nblastحاصله از ينتیجه-11-4شکل
56..............................................................باسیلوس سروس16S rRNAهومولوژي بد ژن -12-4شکل
56.......باسیلوس سروس16S rRNAهومولوژي بسیار خوب پس از اصلاح فایل فستاي ژن -13-4شکل



X

27F..................................................56باسیلوس سروس با پرایمر16S rRNAژن nblast-14-4شکل
27F....................................57باسیلوس پامیلس با پرایمر16S rRNAن بخشی از ژnblast-15-4شکل
57....................................................................باسیلوس پامیلس16S rRNAقسمتی از ژن  -16-4شکل
57..........................................................باسیلوس پامیلس16S rRNAبخشی از ژن nblast-17-4شکل
58.............. ................................باسیلوس پامیلس16S rRNAهومولوژي خوب بخشی ژن -18-4شکل
58...........................................................................................ژنوم کامل باسیلوس پامیلوس-19-4شکل
59........................................................باسیلوس پامیلس cDsدر ژن 16S rRNAب انتخا-20-4شکل 
27F...............................59باسیلوس پامیلس با پرایمر cDsدر ژن 16S rRNAژن nblast-21-4شکل
1492R..........................59باسیلوس پامیلس با پرایمر cDsدر ژن 16S rRNAژن nblast-22-4شکل
60.........................باسیلوس پامیلس با پرایمر عمومیcDsدر ژن 16S rRNAژن nblast-23-4شکل
F1........................................60تیوباسیلوس فرواکسیدان با پرایمر 16S rRNAژن nblast-24-4شکل
60...............................................................تیوباسیلوس16S rRNAهومولوژي خوب ژن -25-4شکل
Staphylococcus pasteuri 16S rRNA................................ ..............61هومولوژي ژن -26-4شکل
Staphylococcus pasteuri 16S ribosomal RNA gene................................ ...........61-27-4شکل
27F..........62با پرایمر nblastStaphylococcus pasteuri 16S ribosomal RNA gene-28-4شکل
1492R.....62با پرایمر nblastStaphylococcus pasteuri 16S ribosomal RNA gene-29-4شکل
62......با پرایمر عمومیnblastStaphylococcus pasteuri 16S ribosomal RNA gene-30-4شکل
16S rRNA Proteus mirabilis.............................................................63هومولوژي ژن -31-4شکل
64.............................با پرایمر nblastProteus mirabilis 16S ribosomal RNA gene-32-4شکل
64.......................با پرایمر دومnblastProteus mirabilis 16S ribosomal RNA gene-33-4شکل
Proteus mirabilis strain HI4320, complete genom................................ ..............64-34-4شکل
65..................جفت مبنا546داراي cDsProteus mirabilisژن در 16S rRNAانتخاب -35-4شکل
65............ ................................4-2با پرایمر عمومی جدول 35-4، ناحیه ژنی شکل nblast-36-4شکل
65.................................................4-4با پرایمر اول جدول 35-4، ناحیه ژنی شکل nblast-37-4شکل
16S rRNAPseudomonas chlororaphis...................................................66توالی ژن -38-4شکل
16S rRNAPseudomonas chlororaphis................................ ...........66هومولوژي ژن -39-4شکل
27F...........................67با پرایمر 16S rRNAPseudomonas chlororaphisژن nblast-40-4شکل
1492R......................67با پرایمر 16S rRNAPseudomonas chlororaphisژن nblast-41-4شکل
67.......................با پرایمر عمومی16S rRNAPseudomonas chlororaphisژن nblast-42-4شکل
27F...................................68با پرایمر 16S rRNAPseudomonas putidaژن nblast-43-4شکل



XI

1492R..............................68با پرایمر 16S rRNAPseudomonas putidaژن nblast-44-4شکل
16S rRNAPseudomonas putida.....................................................................69ژن -45-4شکل
16S rRNAPseudomonas putida....................................................69هومولوژي ژن -46-4شکل
72.......................................................................................................همزن برقی اجاق دار-47-4شکل
72...........................................................................................................................اتوکلاو-48-4شکل
74.......................................................................................................................هود لامینار-49-4شکل
75................................................................................................................انکوباتور شیکر-50-4شکل
ACM(........................................76(آباد و خاك معدن علی) W1(فالکونها ، خاك شاهد-51-4شکل 
77......................................................................................................کشت با لوپ پاشکل -52-4شکل
77....................................نمونه کشت خطی در محیط کشت جامد شامل رشد زیاد باکتري-53-4شکل
78.......................................................................................................ها در پلتتک کلون-54-4شکل
78..............................................................................................دیشها در پتريتک کلون-55-4شکل
79..........................................................................................اي از تقسیم پتري دیشنمونه-56-4شکل

W2(........................................................................................................79(شاهدينمونه-57-4کلش
W1(............................................................80(کلونهاي بسیار کم باکتریها در نمونه شاهد -58-4شکل
W2(................................................................82(بیوتیک ي شاهد، شامل هر دو آنتینمونه-59-4شکل
82............................................................ي خاكنمونهو بیوتیک محیط کشت با دو آنتی-60-4شکل
86.................ي پلی مرازواکنش زنجیرهاستفاده ازهدف باDNAنماي شماتیک فزونسازي-61-4شکل
86.............. ................................................................اولیهجفت510آگارزژل الکتروفورز-62-4شکل
90.............................................................................................................نانودراپدستگاه-63-4شکل
90........................................استخراجی با استفاده از نانو دراپDNAي ي تست نمونهنتیجه-64-4شکل
91........................................استخراجی با استفاده از نانو دراپDNAي ي تست نمونهجهنتی-65-4شکل
93............... ................................گراددرجه سانتی54، با دماي آنلینگ PCRتصویر سیکل -66-4شکل
94...........................گراد گرادیاندرجه سانتی50-54، با دماي آنلینگ PCRتصویر سیکل -67-4شکل
94.....................گوي اولیهالDNAحاصل ازPCRي نتیجه؛آگارزتصویر ژل الکتروفورز-68-4شکل
95...............................الگوDNAحاصل از PCRي ؛ نتیجهتصویر ژل الکتروفورز آگارز-69-4شکل
95..........گرادي سانتیدرجهPCR5/52؛ با استفاده از سیکل تصویر ژل الکتروفورز آگارز-70-4شکل
touch down............................................................96، با طرح دمایی PCRتصویر سیکل -71-4شکل
97.......................................................................الگوDNAتصویر ژل الکتروفورز آگارز-72-4شکل
98......7-4جدول PCRبا استفاده از سیکل PCRي ؛ نتیجهتصویر ژل الکتروفورز آگارز-73-4شکل



XII

99...............................الگوDNAحاصل از PCRي ؛ نتیجهتصویر ژل الکتروفورز آگارز-74-4شکل
AAM1(................................101(بازیابی شده باکتریال معدن علی آبادDNAي تست نمونه-75-4شکل
ABM2PT(.............................102(بازیابی شده باکتریال معدن علی آبادDNAي نهتست نمو-76-4شکل
27F.................103با پرایمر آبادباکتري خاك معدن علیDNAيحاصل سنتز نمونهتوالی-77-4شکل
Bioedit..........103با در نرم افزار آبادباکتري خاك معدن علیيDNAي توالی سنتز نمونه-87-4شکل
106........... ................................نالیزهاي بیان حالت ژنی متفاوت در آDNAهاي میکروآرایه-1-5شکل

33......................واحی مختلفنB,Aافقدر)CFU/g(هاي باسیلوس سروسمقایسه جمعیت-1-3جدول
39........................................................................................برداري از معدن علی آبادنمونه-2-3جدول
40............................................................................................هاي معدن دره زرشکنمونه-3-3جدول
41......................................................................................................هاي معدن جارونمونه-4-3جدول
42....................................................................فته شده از معدن مس سونگونسه نمونه گر-5-3جدول
46................................................................................باکتریهاي مقاوم به مس در  مقالات-1-4جدول
51..................................................................ي نخست بررسیپرایمرهاي فرضی در مرحله-2-4جدول
55.........................................، براي شناسایی تیوباسیلوسPCRپرایمرهاي مورد استفاده در -3-4جدول
pcoA...............................................................63پرایمرهاي مورد استفاده براي تکثیر ژن -4-4جدول
74..................................................................................................ي اولها در مرحلهنمونه-5-4جدول
DNA.............................................................88ترکیب محلول مورد استفاده در استخراج -6-4جدول
PCR....................................................................................................................92سیکل -7-4جدول



XIII



1

کلیات- 1فصل 



2

مقدمه-1-1

یگر متمادي نیاز آشکار خود به منابع معدنی را هویدا نموده است؛ سرنیزه هاي آهنی و دآدمیزاد طی سالیان 
امروزه نیز این احتیاجات از آدمی رفع . تجهیزات جنگی انسانهاي نخستین این مطلب رابه اثبات می رساند

روشهاي جدیدي جهت کشف منابعی نشده بلکه فزونی هم یافته است؛ لذا دانشمندان همیشه برآن بوده اند تا
ع منابع معدنی داراي رخنمون به راحتی که از نظر روشهاي معمول اکتشاف دور مانده اند را ابداع کنند، بطب

کشف شده و به موازات آن رفته رفته کانسارهاي سطحی، کم عمق و عمیق توسط روشهاي جدید اکتشاف 
دورسنجی و روش مستقیم حفاري، روشهاي ژئوفیزیکی و زمین شناسی،علاوه بر روشهاي غیرمستقیم. کشف می شوند

.آیدي مهم در این زمینه به حساب میژئوشیمیایی اکتشاف کانسارها از روشها

اکتشاف سعی برپارامترهاي فیزیکی موجودتعیین خواص فیزیکی زمین وروشهاي ژئوفیزیکی با
-ازجمله روشهاي مهم ژئوفیزیکی می توان به لرزه نگاري، گراویمتري، ثقلسنجی، مغناطیس.دارندکانسارها

تشاف نیز با ربط مسائل زمین به شیمی و استفاده از مواردي سنجی و غیره اشاره کرد؛ روشهاي ژئوشیمیایی اک
- از روشهاي معروف ژئوشیمی بررسی هاله. دارندها گام برمیراجع به این موضوع در راستاي کشف کانی

- می... هاي هیدروژئوشیمیایی، گازي، روشهاي بیوژئوشیمیایی و ي هالههاي اولیه و ثانویه کانسارها، مطالعه

ي رخنمون آشکار می شوند به خوبی کشف شده و مستقیماً تمام پارامترها ارهایی که به واسطهکانس. باشد
ي ضخیم اي جلب شده است که لایهبنابراین امروزه نظر اکتشاف معدن به نواحی. گیري هستندقابل اندازه

ر کشورهاي پیشرفته در استرالیا و دیگ. (Reith and Rogers, 2007)روباره کانی سازي را پنهان کرده است
رسوبی و آبرفتی پوشیده شده است که گاهی 1هايدنیا، قسمت هاي زیادي از زمینها توسط سنگپوش

.(Reith et al., 2005)رسدضخامت این رسوبات به صدمتر نیز می

کارآیی روش ژئوشیمی اکتشافی در شناسایی نهشته هاي کم عیار و پوشیده با مواد آبرفتی، ذرات آواري 
که شناخت اي استو ذخایر کانساريهاه براي نهشتهچالی و خاك می باشد؛ این روش به ویژیخ

مانند نهشته هاي کانساري -غیرممکن بوده و تعیین محل و موقعییت آنهاسخت و حتی آنها 2ماکروسکوپی
.همراه می باشدبا مشکل –پنهان مفید (Reith and Rogers, 2007)

فرآیندهاي منجر به پراکندگی یا وتبین ده تکنیکهایی موفق هستند که با فهم در مورد نواحی ذکر ش
تمرکز عناصر کمیاب در سطح یا نزدیک سطح بتوانند، ارتباطی را بین این فرآیندها با کانی سازي پنهان، بیان 

د تا با فعالیتهاي میکروبی شناخته شدن.(Reith and Rogers, 2007; Parduhn, 1995; Reith, 2007)کنند

1- Regolith
2- Macroscopic
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بسیاري از عناصر کمیاب6و قابلیت تحرك5، پراکندگی4، مسایل مهاجرت3به کارگیري تکنیکهاي میکروبی
. (Reith and Rogers, 2007; Parduhn, 1995)ي  وسیعی از شرایط مطرح کنندرا در بازه

بر روي رفتهمطالعات صورت گ. بکارگیري میکروبها در اکتشاف منابع طبیعی چیز چندان جدیدي نیست
مبانی 1936در سال  8و سکولوف1938در سال 7ي روشهاي کشف نفت و گاز توسط موگیلفسیتوسعه

(Brooks et al., 1995)آیداولیه روشهاي کشف نفت خام به حساب می

در بررسی ژئوشیمی خاك، رسوبات و آبها میکروبها منابع غنی از اطلاعات می باشند، چرا که آنها خود 
، 10و کاهش9هایی چون اکسیداسیونآنها از طریق واکنش. خصوصیات شیمیایی محیط وفق می دهندرا با 

باکتریها قادر به . (Parduhn, 1995)و غیره قادر به سازگاري با محیط هستند12، الکلاسیون11شدنژلاتینی
هاي سمی ؛ براي مثال برخی یون(Brown, 1995)فلزات میباشند13حفظ خود برابر تأثیرات زهرآگین

ترشح می شود، به ي باکتریهابوسیلهبر اساس نیازهاي متابولیک، هایی که توسط آنزیم+As3+ ،Hg2مثل
از دیگر .(Drewniak et al., 2008; Parduhn, 1995)آینددر میAs5+،Hg0وضعیت غیر سمی یعنی

کردن و جذب ان به هیدروکسیدکردن، سولفیديتومیمعروف در ژئومیکروبیولوژي، هاي باکتریالمکانیسم
.(Ehrlich and Newman, 2009)ساکاریدها اشاره نمودي پلیبواسطه

ي نظیر متابولیک یک گونهتوانایی میکروبها براي وفق دادن خود با محیط شیمیایی، نیازهاي بیعلاوه بر
هاي آتروتروفیک در مثلاً ارگانیسم؛ (Parduhn, 1995)ي مفیدي می دهدخاص به آنها یک ارزش بالقوه

کنند رشد می+Mn2و +Fe2یونها چون ونمونه ي  سولفوري عناصردیگروH2Sحضور موادمعدنی، مانند
,Ehrlich and Newman)و بعلاوه قادر به تحمل چنین شرایطی هستند 2009; Parduhn, 1995) ؛ بالطبع این

نواحی مانند-انرژي مهیا استهایی که منابع مناسبی ازستگاهزیها به صورت متغیر درمیکروارگانیسم
.(Parduhn, 1995; Reith and Rogers, 2007)شوندیافت می-١٤کانساري

هاي که قابلیت تکمیل روشمنافعی هستندوداراي یکسري تواناییهاجوییروشهاي میکروبی پی
اي را تعریف و مورد استفاده هاي ترکیبی ویژهتوان شاخصژئوشیمیایی استاندار را داشته و با تکیه بر آنها می

;Reith  and Rogers, 2007; Parduhn, 1995; Reith, 2007)قرار داد  Brooks et al., 1995).

1- Microbial techniques
2- Migration
3- Dispersion
4- Mobilization
5- Mogilevsky
6- Sokolov
7- Oxidation
8- Reduction
9- Chelation
10- Methylation
11- Toxic effects
1- Ore deposite areas
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ها حضور کانی سازي پنهان زیرسطحی را مشخص مطالعات قبلی نشان دادند که برخی میکروارگانیسم
Parduhn, 1991; Reith)کنندمی et al., 2005; Melchior et al., 1994; Michaels and Riese, 1986)

بعنوان اندیکاتوري براي طلا و دیگر فلزات به طور موفق آمیز در ١٥به عنوان مثال از باسیلوس سروس
;1386مهرنیا، (استفاده شده است ... کشورهاي بلژیک، آرژانتین، مکزیک، چین، استرالیا، ایران و 

Hongmei et al., 2003; Reith and McPhail, 2006; 2007; Melchior et al., 1994; Michaels and

Riese, 1986 .(و زرخیز، ١٦هاي بیشماري از سلولهاي باسیلوس سروس درخاکهاي پلی متالیککلنی
ه با با اصول متعددي در مقایس. تر از حد زمینه بود؛ دارندخصوصاً آن خاکهایی که عیار طلا در آنها بالا

;Hongmei et al., 2003).خاکهاي حاوي مقدار زمینه طلا بوجود آمدند Parduhn, 1995; Reith and

Rogers, 2007)در ادامه . نمایدکه این موارد انطباق بالاي باسیلوس سروس و خاکهاي فلزي را تصدیق می
ها، محیط طبیعی گانیسماي براي درك ارتباط بین میکرواربعنوان زمینه١٧ژئومیکروبیولوژي اکتشافی

.شودژئوشیمیایی آنها و فرآیندهاي مربوط به اکتشاف کانسارها تشریح می

مروري بر اکتشافات ژئومیکروبیولوژیکال در ایران -1-2

ي ژئومیکروبیولوژي اکتشافیتاریخچه-1-2-1

و موگیلفسکی در 18وانیناتوسط سالفلزيذخایراکتشاف دراستفاده از میکروبها ي شاید نخستین بار ایده
؛(Parduhn, 1995)و در ایالت شوروي سابق مطرح شده باشد19در انستیتو تحقیقات نفتی1957سال

ها در اکتشاف معادن را از مقالات موگیلفسکی ي استفاده از میکروارگانیسمسالوانینا اذعان داشت که ایده
سالوانینا اثر . کتشاف ذخایر نفت و گاز پرداخته بودها در اگرفته است؛ موگیلفسکی به نقش میکروارگانیسم

خاکهاي مولیبدن، منگنز، سرب، روي، مس و تنگستن را بعنوان محرك یا بازدارنده ي رشد باکتریهاي 
در طول سالهایی که برروي . ها و نمونه هاي آسپرژیلوس بررسی نموداکسیداسیون، نیتراسیون، آزتوباکتري

خصوصاً (ها شد، پیشنهادات او در مورد بکارگیري میکروارگانیسمبحث میاکارهاي ابتدایی سالوانین
همراهی باسیلوس سروس با 20کارمارنکو و لیالیکوا. در اکتشاف معدن نیز مورد بررسی بود) باکتریها

طرح هاي 1961و 1962در سالهاي 21کانسارهاي سولفیدي را مطالعه نمودند؛ همچنین کارمارنکو و پریزنوا

2- Bacillus cereus
3- Polymetalic soils
4- Exploration geomicrobiology
5- Salvanina
6- PRI: petroleum research institute
1- Karmarenko and N.N.Lyalikova
2- Prizrenova
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جویی و اکتشاف ارائه دادند، اما دي جهت استفاده ازگونه هاي خاصی از باکتریها، براي اهداف پیمتعد
.(Parduhn, 1995)متاسفانه هیچکدام از این محققین فکري راجع به روشهاي اکتشاف میکروبی نیاندیشیدند

علم به بعنوان شاخه اي ازي ورنادسکی با انتشار کتاب لتونوا، ژئومیکروبیولوژي اکتشافی رابعدها مؤسسه
ي  رفتارهاي ي خود، حاصل از مطالعهساله20؛ لتونوا تجربیات (Parduhn, 1995)جهانیان معرفی کرد

گوناگون و بررسی روش هاي مختلف سازگاري میکروبها با محیط هاي 22میکروبی در برابر ایالت فلززایی
(Parduhn, 1995).آوردي فلزي و سمی را درکتابشآلوده

در 24هاي تیوباسیلوس و دسولفوویبرووجود نمونه1983به سال 23ي آمریکا نیز میلردر ایالت متحده
جویی گوگرد مورد بررسی قرار داد؛ او نتیجه گرفت که اگرچه از باکتریهاي را به عنوان طرحی براي پی

توان بهره برد اما بکارگیري این میي  سولفور جهت تعیین محل سولفیدها و سولفورخالصمتابولیسم کننده
. (Parduhn, 1995)جویی تیپهاي دیگر کانساري ثمربخش نخواهد بودباکتریهاي شیمیوآتروتروف براي پی

ژئوشیمیایی و با این همه، ژئومیکروبیولوژي اکتشافی امروزه بعنوان روشی قدرتمند درکنار روشهاي 
یقت تلفیق روشهاي میکروبی و بیوژئوشیمیایی نتایج مهم و شود، در حقبیوژئوشیمیایی بکار گرفته می
.(Reith and Rogers, 2007)قدرتمندي را به دست داده است

اساس ژئومیکروبیولوژي اکتشافی-1-2-2

سالها بعد پس از انتشار کتاب لتونوا، در تحقیقات بعدي سه پیش فرض مهم اولیه جهت گسترش روشهاي 
:(Parduhn, 1995)این سه پیش فرض عبارتند از؛یف شدندژئومیکروبیولوژیکال تعر

هاي باکتریال خاك ها و فلز یا تنها فلزات را در جمعیتبیوتیکبسط روشهایی که مقاومت آنتی) الف
.کانسار نشان می دهند

از روشهاي دفاعی باسیلوس سروس در -باسیلوس سروس ) 25اسپور(توسعه ي روش سنجش هاگ ) ب
دورلند، (ي بالاي فلز در محیط یا بااصطلاح محیط هاي آلوده فلزي، تولید هاگ می باشدهابرابر غلظت

.هاي تولیدي باسیلوس سروس می تواند فلز موجود در خاك را شناسایی و تعیین کندافزایش هاگ-)1384

.باشند26آشکارسازي باکتریهایی که ممکن است، قادر به تولید بتالاکتاماز) ج

3- Metallogenic provinces
4- Miller
5- Desulfovibrio
1- Spore assay
2- Beta-lactamase
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اي بالقوه جهت اکتشاف کانسار بحث الوانینا از مقاومت فلزات در باکتریها بعنوان وسیلهس1957در سال 
، کشت 27سنجیکدري: روشهایی که منجر به کشف تنوع فلزات در باکتریها شده است، شامل. کرده است

ک هاي آغشته به نمو جایگزینی دیسک28با نمک فلزات) یا باصطلاح اصلاح شده(روي آگار جبران شده 
.(Parduhn, 1995)می باشد29فلزات درسطح آگار

بعدها نشان دادند گرفت، که مطالعات محیطی و پزشکیژئومیکروبیولوژي اکتشافی بر این اساس شکل
ها را در جمعیتهاي باکتریال بومی حضور فلزات سنگین در خاك، فرکانس مقاومت فلزات و آنتی بیوتیک

ها در بیوتیکنطباق خوبی بین فرکانس مقاومت فلزات و آنتیا. (Parduhn, 1995)خاك بالا می برد
- ي مکان مشترك، که ژنها با واژهي فلزي دیده شد، افزایش مقاومت در باکتريهاي محیط آلودهباکتري

.    (Reith and Rogers, 2007)سوارند تعریف می شودهاي مقاومت در آن بر روي پلاسمید
لذا به منظور تعیین سازي ثانویه هستندحلال و رسوب کانسارها و ایجادکانیها قادر به انمیکروارگانیسم

فرآیندهاي بیوژئوشیمیایی که پراکندگی و تمرکز فلزات را در خاك مشخص می کنند و تشخیص کیفیت 
- سازي پیشسینتیک عکس العمل این فرآیندها در مواد مختلف، ژئومیکروبیولوژي اکتشافی با ابزارهاي مدل

. (Ehrlich and Newman, 2009)بیوژئوشیمیایی کمک شایانی به اکتشاف کانیها می نمایندگویی 
هاي بیوژئوشیمیایی و ژئوشیمیایی هایی را در اختیار مدلژئومیکروبیولوژي اکتشافی با تکنیکهاي خاص، داده

، مهاجرت، حمل و نقل هایی همچون پراکندگی، تمرکزدهد، تا با استفاده از آنها بتوان پدیدهعددي قرار می
گویی نموده و محل کانه را مشخص گذاري فلزات و عناصرکمیاب را اطراف زون کانی سازي پیشو رسوب

هاي فوق می گردد، موفق به کشف به وقوع پدیدهاین رشته با شناختن فرآیندهاي میکروبیالی که منجر. کرد
سازي پنهان براي آشکارسازي کانیمیکروبیي بیوسنسورهايین توسعههاي معرف و همچنمیکروارگانیسم

.(Reith and Rogers, 2007; Parduhn, 1995)می شود

ها به خوبی تشریح شد، کانیترکیب و فرم و رسوبدر تمرکز، انحلال، پراکندگی، تغییرنقش باکتریها
اي ثانویه را به صورت هالهها با اعمال فرآیندهاي نامبرده کانی سازي باکتریها و به طور کلی میکروارگانیسم

لی ژئومیکروبیولوژیکال شناخته این فرآیند طبیعی بعنوان آنوما. آورنداطراف زون کانی سازي بوجود می
هایی براي ي اهتمام ژئومیکروبیولوژي بر این اصل استوار است که بتواند راهکارها و تکنیکشود و همهمی

هاي جدید و دقیقی را به صنعت ئوشیمیایی ابداع کرده و طرحو بیوژکهاي ژئومیکروبیولوژیکشف آنومالی
.اکتشاف کانسارها ارائه دهد

اند که قابلیت تحرك و انحلال فلزات و عناصر باکتریها و قارچ هاي ساکن در ریزوسفرگیاهان نشان داده
,Sردیابی همچون  Zn, Se, Ni, Hg, Cu, Cd, As منجر به را تحت کنترل خود داشته و به طور درست

3- Turbidimetry
4- Culturing on agar amended with metal salts
5- Placement of paper disks impregnated with metal salts on agar surfaces
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بنابراین مطالعات بعدي (Lin et al., 2010; Khan, 2005).شوندي این عناصر در گیاه میافزایش فزاینده
موجود در ریزوسفر شاید تحت شرایط مختلف، مقدار فلز گیاه را با جذب 30مشخص کرد که میکروبیوتاهاي

ي  روي دیواره33بلوري کردن، رسوب و32، کمپلکس سازي31سطحی یا فرآیندهایی همچون مبادله ي یونی
.(Khan, 2005)شان، کاهش بدهند سلولی

مربوط به عناصر کمیاب ي  ها و حضور موجودات زندهارتباط مابین حل کردن و رسوب میکروبی کانی
و ژئومیکروبیولوژي 35، در کاربرد بیوژئوشیمی اکتشافی) ي  گیاهي  ریشهزون احاطه کننده(34در ریزوسفر

ها و گیاهان به طور حقیقی به هم می باشد، زیرا فعالیت هاي بیوژئوشیمیایی میکروارگانیسماکتشافی م
ساختار و فعالیت میکروبیوتاهاي مقیم خاك، به طور نیرومندي تحت تاثیر شرایط .یکدیگر پیوسته است

لی نشان میمطالعات قبمحتواي فلزي خاك هستند،مقدارکاهش و-اکسایشEh, pHژئوشیمیایی معمول 
(Parduhn, 1995).کانی سازي پنهان زیرسطحی را تعیین میکنندحضورهادهندکه برخی میکروارگانیسم

ي  موفق ابزارهاي ي  وسیع علم، فهم جمعیت هاي میکروبی و عملیاتی که مستلزم توسعهمطالعه در این شاخه
ارتباط بین 1-1می آورد؛ شکلهاي بیوژئوشیمیایی را فراهمجویی و مدل سازي پیش گوییپیبیو

-توسط موجود زنده را روشن می36هاژئومیکروبیولوژي اکتشافی، فرآیندهاي بیوژئوشیمیایی و فرآوري کانه

(Reith and Rogers, 2007).کند

هاي مختلف کانسارهاي فلزي به طور مادام الازدیاد در حال کاربرد اکتشاف کانسارها براي کشف تیپ
است، چرا که ذخایر مهم دنیا در حال اتمام است، لذا روشهاي موثر و جدید اکتشاف نیاز اهمیت پیداکردن

(Parduhn, 1995)به توسعه و گسترش دارند که این امکان در ژئومیکروبیولوژي اکتشافی داده شده است

1- Microbiota
2- Ion-exchange
3- Complexation
4- Crystallization
5- Rhizosphere
6- Exploration biogeochemistry
7- Predictive biogeochemical modeling
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Reith and)آرایی و اکتشافبا نواحی پژوهشی و صنعت کانه)خاکستري(و بیوژئوشیمیاییتصویر شماتیک ارتباط ژئومیکروبیولوژي اکتشافی با فرآیندهاي ژئومیکروبیولوژیکال: 1-1شکل

Rogers, 2007)

روشهاي ژئومیکروبیولوژي اکتشافی-1-2-3

Ehrlich)شوند هاي میکروبی به دو دسته تقسیم میي  گونهبه طور کلی روشهاي مطالعه and Newman,

2009) :

37میکروبکها درآزمایشگاهتکنیکهاي وابسته به کشت -1

38آزمایشگاهتکنیکهاي مستقل از کشت میکروبها در-2

تکنیکهاي وابسته به کشت آزمایشگاهی میکروبها-1-2-3-1

اند و با استفاده از راههاي مختلف کشت مصنوعی معروف شده٣٩ها به نام روشهاي کلاسیکاین تکنیک
کنند، در برخی خاك تقویت کرده و آنها را از خاك جدا میي ها را در نمونهپرناترینت، میکروارگانیسم

,Reith and Rogers, 2007; Parduhn)شونداي براي روشهاي ملکولی محسوب میمواقع این روشها مقدمه

بسیارکمی ازمقدارمایع بایاهاي کشت جامدمحیطدر٤٠با استفاده از انکوباسیونهااین تکنیک.(1995
و درجه pHها  تحت شرایط مختلف مانند میکروارگانیسمرشدمحل وداشته شده ازي  خاك برنمونه

1- Culture-dependent techniques
2- Culture-independent techniques
3- Classical methods
4- Incubation
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Reith and)اندي متابولیکی شناخته شدههاي متفاوت، ترکیبات گازي و مقدار ناترینت یا بازدارندهحرارت

Rogers, 2007).
کشتهاي انتخابی، هاي منحصر به فرد در محیطکشتهاي مخصوص آزمایشگاهی،  با بدست آوردن نمونه

مسیر را براي تحلیل و آنالیزهاي جامع مطالعات بیوشیمیایی، فیزیولوژیکی و تعیین خصوصیات ژنتیکی همین 
.(Reith and Rogers, 2007)کنند ها هموار مینمونه

تکنیک هاي مستقل ازکشت آزمایشگاهی میکروبها-1-2-3-2

، بمنظور شناسایی و تعیین خصوصیات جمعیتهايهاي مستقل ازکشت آزمایشگاهی میکروبهاتکنیک
، همچون دئوکسی ٤١ي آنالیز اجزاء سلولیتوسعه یافته و بر پایهي خاك، درسال هاي اخیرمیکروبی نمونه

شکل ) PLFA(٤٤اسیدهاي چرب فسفولیپیدیا)RNA(43ریبونوکلئیک اسید،)DNA(42ریبونوکلئیک اسید
,Reith and Rogers)اندگرفته 2007; Ehrlich and Newman,2009). اجزاء سلولی نامبرده مستقیماً از

ي مهمی استخراج می شوند و مهمترین مزیت روشهاي ملکولی سلولهاي مقیم خاك،  بدون هیچ کشت اولیه
تري از جوامع میکروبی هاي زنده نداشته و لذا اطلاعات صحیحاین است که آنها اصرار بر کشت ارگانیسم

45دهند، چرا که ترکیب و فعالیت جوامع میکروبی در شرایط در محلي خاکی بدست میهاساکن نمونه

ترین روش موجود ژئومیکروبیولوژي اکتشافی شاید امید بخش.(Widada et al., 2002)شودبررسی می
ي ي پرتوزا است و قطعه، که یک سوسپانسیون خالص شدهDNAباشد؛ نوعی از ردیاب ٤٦ردیاب ژنی

Widada)شودهاي نوکلئوتید هومولوژس هیبرید میاي با رشتهاست که به طور ویژهDNAرد منفرد استاندا

et al., 2002) .هاي نوکلئوتیدي مخصوص در ها به محقق امکان تعیین حضور و مقدار توالیاین تکنیک
- را فراهم  میکامل و مستقیماً استخراج  شود DNAهایی که هاي خاك، رسوب و آب را در مکاننمونه

محتوي تمام یا قسمتی ازسکانس هاي DNAي ردیاب هنگامیکه قطعه. (Widada et al., 2002)آورد
نامند و مستقیماً براي تعیین اساس ژنتیکی بمنظور نوکلئوتید یک ژن دست نخورده باشد، آنرا ردیاب ژنی می

Reith).گیردمورد استفاده قرار می، چون مقاومت آنتی بیوتیکی یا فلزي٤٧ارزیابی خصوصیات فنوتیپیکی

and Rogers, 2007; Parduhn, 1995)هاي کلیدي، ساختار جوامع روشهاي فیلوژنتیک با تعیین ارگانیسم
هدفمند شده ) در پزشکی قانونیDNAهاي ژنتیکی نگاريمانند انگشت(هاي ژنتیکی میکروبی و ارتباط

5- Celluar components
1- deoxyribonucleic acid
2- ribonucleic acid
3- Phospholipid fatty acid
4- in situ
5- Gene probe
6- phenotypic
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یعنی rRNA ،rDNAو آنالیزهاي 50کانس بندي، س49، انگشت نگاري٤٨است و بر اساس فزونسازي
(Widada et al., 2002).اندپایه گذاري شده٥١نوکلئوتیدهاي ریبوزومال

ها و آنزیم٥٢روشهاي ارزیابی میکروبی با تبیین کارکرد ژنهاي هدف جوامع میکروبی که با کدگذاري
شوند و ر عهده گرفته  وارد فاز عملیاتی میهاي بیوژئوشیمیایی شاخص را بها، مسؤلیت تغییر شکلپروتئین

ژنهاي ) RNAبر اساس (٥٤و حالت)  DNAبر اساس (٥٣هاي حضوراین روشها به طور خلاصه شامل بررسی
هاي مسئول اکسیداسیون، کاهش و توان به ژنویژه، می٥٥هاي عملکرديباشد، از ژنعملکردي ویژه می

روشهاي ملکولی را به طور کلی می توان (Widada et al., 2002).مقاومت فلزي سولفور و آهن اشاره کرد
(Widada et al., 2002; Ehrlich and Newman,2009):به دو شکل زیر خلاصه کرد

هاي این روشها با بررسی حضور یا عدم حضور ژن: DNAي روشهاي ملکولی شکل گرفته بر پایه-1
ر به تسریع در روند آزمایشات مشخص را معرفی میي میکروبی قادجامعهي خاك،بخصوصی در نمونه

.کنند
هاي ي حالت فیزیکی ژنها بمنظور مطالعهاین روش: RNAروشهاي ملکولی برپا شده بر اساس -2

-شوند و فعالیت اتخاذ شده توسط جوامع میکروبی را در زمان نمونهي خاك استفاده میمیکروبیوتاهاي نمونه

.کنندبرداري بررسی می
اند؛ اما گسترش کاربردي ها مورد مطالعه بودهسالی در آزمایشگاهDNA  ،20هاي ردیاب اگرچه روش

اولین آماده سازي ردیاب ژن مقاومت فلزي، براي ارزیابی . سال اخیر، به خوبی صورت گرفته است5آن در 
هاي آزمایش شد، بعدها رشته1985در سال ٥٦، در مطالعات زیست محیطی توسط بارکی+Hg2مقاومت 

+Cd2+Co2ردیاب، براي تعیین , Zn2+, و براي تعیین خصوصیت مقاومت این فلزات در جمعیت هاي
ن ؛ نظیر چنی(Parduhn, 1995)ي فلزي، در بلژیک مورد آزمایش قرارگرفتباکتریال خاکهاي آلوده

ي پژوهش وارد فاز عملیاتی شده استآزمایشات فوق تکنولوژیک ژئوشیمیایی امروزه عملی و از حیطه
(Reith and Rogers, با پیشرفت تکنولوژي و کمبود زمان و هزینه، ژئومیکروبیولوژي 21و در قرن (2007

(Ehrlich and Newman,2009)اکتشافی نیازش را به چنین تستهاي ملکولی آشکار نموده است

7- Amplification
49- fingerprinting
50- Sequencing
51- Ribosomal nucleotides
52- Encode
53- presence
54- Expression
55- Functional genes
1- Barkey
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مروري بر کارهاي قبلی انجام شده-1-2-4

اي با این هدف تا به امروز صورت چنین طرحی کاملاً نو محسوب شده و در دانشگاههاي کشور پروژه
اي از و بکارگیري گوشه)2(تنها به معرفیتوان برشمرد کهرا میي فارسینگرفته است، البته دو مورد مقاله

گردد؛ اکتفا نموده که در ادامه ذکر می) 1(روشهاي سنتی کشت
ي مطالعه-بخش معدنیشناسایی مناطق امیدنقش عوامل میکروبیولوژي در« . رضامهرنیا، سید-1

.1386»موردي اندیس طلاي تکمه داش در آذربایجان شرقی 

فتن معرفی روش ژئومیکروبیولوژي اکتشافی جهت یا« کمالی، مهدي و مجتهدزاده، سید حسین -2
.1388»یشنهاد استفاده از آن در ایران کانسارهاي فلزي و پ

در مورد کار اولی نیز به کشت یک نمونه از خاك اندیس طلاي تکمه داش اکتفا شده است و بدون 
.شک تبیین واضحی از ژئومیکروبیولوژي به دست نمیدهد

تعریف موضوع مورد تحقیق و ضرورت انجام آن-1-3

باشد؛ ی به سمت فلزاتی نظیر طلا، نقره، مس، مولیبدن و اورانیوم روز بروز در حال افزایش میاشتیاق جهان
اند این در حالیست که بسیاري از کانسارهاي بزرگ دنیا بیش از یک قرن است که مورد اکتشاف قرار گرفته

ت اکتشاف ذخایر در هاي اکتشافی افزایش چشمگیري داشته است اما سرعو با وجود اینکه امروزه بودجه
عمق کشف در حقیقت این مسئله به خاطر این است که کانسارهاي داراي رخنمون و کم. شدن استحال کم

ي عقیم یا خاك روي آنها اند چنانچه اغلب شرکتهاي اکتشافی با ذخایري که صدها متر سنگ روبارهشده
توان لش روبرو است که حال چگونه میي اکتشاف با این چالذا رشته. قرار گرفته است روبرو هستند

توان با روشهاي ژئوفیزیکی  و ژئوشیمیاي آیا می؟متر را کشف نمود100ي بیش از کانسارهایی با روباره
موجود چنین ذخایري را شناسایی نمود و محل دقیق آنها را پیشگویی کرد؟ پاسخ شاید مثبت باشد، اما با چه 

حفاري جوابگوي نیاز صنعت اکتشاف معادن خواهد نگاري وی چون لرزهاي؟ آیا روشهاي گرانقیمتهزینه
بود؟ شاید استفاده از این روشها در اکتشافات تفصیلی یک کانسار مقرون به صرفه و اقتصادي باشد؛ اما در 

توان از روشهاي ژئوشیمیایی سنتی نیز نمی. بري کاربردي نداردي شناسایی هرگز چنین روشهاي هزینهمرحله
- بنابراین باید دنبال روش اکتشافی. در مناطقی که تفاوت آشکاري در ژئوشیمی روباره وجود ندارد بهره برد

. اي بود که اهداف مذکور؛ یعنی شناسایی و حتی اکتشاف ذخایري با عمق بیش از صد متر را برآورده کرد
ي سعی در این طرح همه. رددگدر ژئومیکروبیولوژي اکتشافی تا حد بسیار زیادي این مشکلات مرتفع می

ترین حالات به بهترین جواب ممکن در راستاي اکتشافات محققین بر آن خواهد بود که بتوان با ساده
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ي نوپاي علمی را در کشور باز اي از این شاخهژئومیکروبیولوژیکال در اکتشاف ذخایر مس رسید و دریچه
سی تمامی ابعاد ژئومیکروبیولوژي اکتشافی نبوده است، بدیهی است که در این فرصت کوتاه امکان برر. نمود

اما با توجه به تمامی موارد و مضایق موجود در نهایت این طرح تا این مرحله منجر به معرفی یک روش 
اکتشافی ساده در شناسایی ذخایر مس و همچنین معرفی بیومعرف احتمالی مس گردید؛ که اگر بتوان در 

تریها را در خاکهاي دیگر تصدیق نمود، براي نخستین بار در دنیا چنین چنین مراحل بعدي حضور این باک
.گیردکاري صورت می

روش انجام تحقیق-1-4

:مراحل کلی طرح بصورت ذیل پی گرفته شد
نمونه، یک نمونه از 3معدن مس طلادار هر معدن 4گیري ژئومیکروبیولوژیکال از ي نمونهپروسه-1

اهد اي بعنوان شمنطقه
ها در محیط کشت انتخابی بمنظور استخراج و خالص سازي باکتریهاي مقاوم به مسکشت نمونه-2
تزریق آنتی بیوتیک به محیط کشت-3

از باکترياستخراج و خالص سازي دئوکسی ریبونوکلئیک اسید -4
Amplification of target gene from(ي استخراج شده DNAکپی سازي ژن هاي معرف هدف از -5

extracted DNA ( طراحی پرایمرها و دستگاه ترموسایکلر با استفاده از(PCR) .

(Gel electrophoresis)ژل الکتروفورز-6

سازي مس تعیین باکتري معرف کانی-7

سازماندهی پایان نامه-1-5

کند؛ در فصلی میاین مجموعه با پنج فصل، ژئومیکروبیولوژي اکتشافی را بعنوان روشی کاربردي معرفی
ي روشهاي اکتشاف میکروبی و توجیه که از نظر گذرانده شد به شرح مختصري از اساس و تاریخچه

.بکارگیري این روشها در ایران و طرح مسئله اکتفا شد
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اي که از در فصل دوم با عنوان موقعیت جغرافیایی و زمین شناسی مناطق مورد مطالعه، به معرفی نواحی
گیري صورت گرفت، پرداخته شده؛ این در حالی است که وضعیت زیست محیطی، موقعیت آنها نمونه

.جغرافیایی و وضعیت زمین شناسی این نواحی نیز آورده شده است

در این فصل اصول .  برداري ژئومیکروبیولوژیکال اختصاص داده شده استي نمونهفصل سوم به پروسه
مندرجات این فصل از منابع . ابسته به ان مورد بررسی قرار گرفته استبرداري میکروبی و تمامی موارد ونمونه

با در نظر . باشدبندي آنها تحت عناوین مختلف، صرفاً دید نگارنده میمتعددي آورده شده است و طبقه
گیري ژئومیکروبیولوژیکال مذکور در این فصل، رسد، روند نمونهگیري صورت گرفته، بنظر میگرفتن نمونه

.گیري باشدي عملی نسبتاً کاملی از این دست نمونهند پروسهبتوا
در این . شودهاي خاك پرداخته میدر فصل چهارم به مطالعات میکروبی صورت گرفته بر روي نمونه

فصل کارهاي بیوانفورماتیک، تستهاي آزمایشگاهی و همچنین آنالیزهاي ملکولی صورت گرفته آورده شده 
.است

ي ژئومیکروبیولوژي اکتشافی هاي آتی و در حال توسعهآخر این مجموعه، تکنولوژيدر نهایت در فصل 
.شودتشریح شده و در ادامه به نتایج حاصل از این پایان نامه و پیشنهادات حاصله پرداخته می



14

موقعیت جغرافیایی و زمین شناسی مناطق مورد -2فصل 
مطالعه                                
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مقدمه-2-1
نجائیکه در این طرح هدف ارزیابی و شناسایی باکتریهاي مقاوم به مس بوده است، لذا چهار منطقه آاز 

گیري انتخاب شدند، در ادامه به شرح خصوصیات این بعنوان معدن مس و دو منطقه بعنوان شاهد براي نمونه
.شودمناطق پرداخته می

سونگون معدن مس -2-2

با هدف استخراج معدن به روش نوین، تولید کنسانتره با عیار بالا جهت تامین مواد سونگونمسطرح
اولیه مورد نیاز صنایع مولد کشور، دستیابی به ارزش افزوده بیشتر، انتقال دانش فنی به کشور و نیز اشتغال 

7فاز انجام گرفته است؛ فاز اول که تا سال طراحی معدن براي دو. )1381؛ نژادرشیدي(زایی انجام گرفته است
سال 31عمر معدن -تا پایان عمر معدن 7میلیون تن سنگ معدن و از سال 7به طول خواهد انجامید، سالانه 

900ظرفیت اسمی کارخانه پرعیار سازي در فاز اول . میلیون تن استخراج خواهد شد14-برآورد شده است
اي متشابه فاز اول براي فاز دوم کارخانه. تن بر ساعت خواهد بود19کنسانتره تن بر ساعت و میزان تولید

ظرفیت تولید معدن و به تبع آن کانسنگ استخراجی دو برابر خواهد 7احداث خواهد گردید و از سال 
بطور کلی طرح مس سونگون از چهار بخش عمده شامل؛ پروژه معدن، طرح ). 1381؛شرکت ایتوك ایران(شد
لازم به . )1381؛ نژادرشیدي(خانه، پروژه تامین آب و دفع پسآب و پروژههاي زیربنایی تشکیل شده استکار

بصورت آزمایشی آغاز نموده است که هم 1385ذکر است که طرح مس سونگون فعالیت خود را از سال 
.)1386؛ سمیعی و همکاران(اکنون در حال تجهیز و استخراج معدن می باشد

عیت جغرافیایی معدنموق-2-2-1

قعیت موکیلومتري شمال غرب اهر واقع شده،75و تبریزنشهرستايکیلومتر31ن در سونگونمعد
شرکت ایتوك (ستاهشدقعجغرافیایی واضعردقیقه 43درجه و 38طول و قیقه د43وجهدر46فیاییاجغر

ي معدن تا در واقع فاصله).1-2شکل(اردو در همسایگی جمهوري آذربایجان و ارمنستان قرار د)1381ایران؛ 
بنابراین از ؛ )1386سمیعی و همکاران؛ (کیلومتر است25رود ارس که مرز ایران و کشورهاي مذکور است، تنها 

فعالیتهاي معدنکاري در . موقعیت استراتژیک مهمی در مقایسه با دیگر کانسارهاي مس ایران برقرار است
سمیعی (باشدطولانی بوده و اولین فعالیت ثبت شده مربوط به دوره قاجار میيروستاي سونگون داراي پیشینه

اولین فعالیت معدنکاري در امتداد رودخانه سونگون و در ضلع شرقی کانسار به منظور یافتن ). 1386و همکاران؛ 
یافته و از در نیمه قرن گذشته رفته رفته عملیات معدنکاري سازمان . ماده معدنی پرعیار صورت گرفته است
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، 1386سمیعی و همکاران؛ (استخراج کانسنگ پرعیار بطور نیمه پیوسته ادامه داشته است1350تا 1337سال 

Ziaii et al., 2009(

، در واقع )2-2شکل(باشدسونگون می-ورزقان-ي اهرراه اصلی دسترسی به معدن از طریق جاده
).1381،شرکت ایتوك ایران؛ 1386سمیعی و همکاران؛ (کیلومتري شهر ورزقان واقع شده است32سونگون در 

)Ziaii et al., 2009(موقعیت معدن سونگون در شمال غرب ایران: 1- 2شکل
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وضعیت آب و هوایی و زیست محیطی منطقه سونگون-2-2-2

و رشته ) ارسباران(ي کوهستانی قره داغ ي سونگون واقع در استان آذربایجان شرقی در منطقهناحیه
، بجز بخشهاي حاشیه جنوبی اطراف معدن، بقیه مناطق داراي )3-2شکل(کوههاي میشو و علمدار قرار دارد

رود ). 1386، سمیعی و همکاران؛ 1381رشیدي نژاد؛ (باشندمتر می2000قلل متعدد و با ارتفاع متوسط بیش از 
پوشیده از جنگل و داراي چراهگاهاي پرآب ارس در شمال منطقه معدنی قرار دارد؛ لذا محدوده معدن 

).3-2شکل(باشدطبیعی مرغوبی می

)Google map(راه دسترسی به معدن: 2- 2شکل

)Ziaii et al., 2009(ژئومورفولوژي و وضعیت پوشش گیاهی اطراف معدن: 3- 2شکل
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شناسی منطقهزمین-2-2-3

توان دریافت که در محدوده نی سونگون، میي معدناحیه250000/1و 100000/1هاي ي نقشهبا مطالعه
ترین اهر سنگهاي دوران دوم و به ویژه سنگهاي دوران سوم گسترش چشمگیري دارند؛ در واقع قدیمی

سنگهاي این محدوده را احتمالاً سنگهاي ژوراسیک و کرتاسه آغازین که متشکل از فیلیت، میکاشیست و 
).Ziaii; 1996، 1384شرکت پارس اولنگ؛ (دهندشد را تشکیل میباسنگهاي آتشفشانی با ترکیب حد واسط می

پلوتونیک بزرگ است که در اثر ماگماتیسم کالک -توده معدنی سونگون قسمتی از یک نوار ولکانو
کارهاي .)1384شرکت پارس اولنگ؛ (آلکالن ترشیري نواحی کوهستانی محدوده سونگون را تشکیل داده است

و % 661/0میلیون تن مس با عیار 995ي معدن را در محل، ذخیره)5-2و 4-2کل ش(اکتشافی صورت گرفته
(Ziaii et al., 2009).برآورد کرده استppm (240(مولیبدن با عیار 

(Ziaii et al., 2009)ي زمین شناسی سونگوننقشه: 4- 2شکل
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C-C(Ziaii et al., 2009)میزان عیار مس با توجه به مقطع : 5- 2شکل 

معدن مس دره زرشک و علی آباد -2-3

قراردادي بین سازمان 1349به منظور اکتشاف ذخایر مس دره زرشک و علی آباد یزد در اوایل سال 
عملیات اکتشافی این شرکت از . گسترش و نوسازي صنایع ایران و شرکت فرانسوي کوفیمین منعقد گردید

مطالعات شرکت کوفیمین منجر به اکتشاف و . رفتمیلادي صورت پذی1971تا جولاي 1970سپتامبر 
تا عمق حداکثر ) درصد4/0عیار حد (درصد 9/0میلیون تن با عیار متوسط 23اي در حدود برآورد ذخیره

فرآوران عملیات اکتشافی تفضیلی را با حفر گمانه و پس از آن شرکت ایرانی کانی. متري گردید155
30تا 26فرآوران بین ذخیره به دست آمده توسط شرکت کانی. یره نمودچاهک تکمیل و اقدام به تعیین ذخ

زرشک به شرکت ملی صنایع مس ایران کانسار دره1381در سال . درصد میباشد68/0میلیون تن با عیار مس 
عملیات حفاري سیستماتیک در منطقه شروع و هم اکنون به پایان رسیده و 1382واگذار و از اوایل سال 

.ت فنی و اقتصادي معدن انجام گرفته شده استمطالعا
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موقعیت جغرافیایی منطقه-2-3-1

زرشک، از سمت یزد به سوي شهرستان تفت حرکت نموده و دره-براي دستیابی به منطقه علی آباد 
کیلومتر10کیلومتر به معدن مس علی آباد و پس از طی 35پس از گذراندن تفت به سوي شیراز، با طی 

).6-2شکل(رسیم زرشک میدیگر به منطقه معدنی دره
کیلومتري جنوب غربی 45-30کیلومتري جنوب غربی شهرستان یزد و 60-50ي مذکور در فاصله منطقه

- زرشک در غرب روستاي درهکانسار مس دره.شیراز واقع شده است–شهرستان تفت در مسیر جاده یزد 

این . واقع شده است36و 28جاده اصلی تفت به ابرکوه درکیلومتر زرشک و منطقه مورد مطالعه در کنار 
تا 48َ̊53طولهاي جغرافیایی شرقی يمحدودهه زرشک و درعلی آباد و درروستايدر مجاورت هاکانسار

). دسازمان زمین شناسی کشور، نقشه زمین شناسی خضرآبا(قرار دارد37َ̊31تا 30َ̊31و عرضهاي شمالی 54َ̊53

هاي زاگرس کوهاین ناحیه،  در حاشیه غربی ارتفاعات شیرکوه در حد فاصل فلات مرکزي ایران و رشته
در 

- قسمت اعظم منطقه تقریبا به شکل تپه ماهور و قله. متر واقع است2600بین دو ستیغ آهکی به ارتفاع حدود 

خضرآباد 1:100000شناسی ي نقشه زمینآباد و دره زرشک بر رودو کانسار علی. هاي متعدد دیده می شود
).سازمان زمین شناسی کشور، نقشه زمین شناسی خضرآباد(علی آباد قرار گرفته است1:250000و برگه توپوگرافی 

)1:1000000اطلس راههاي ایران (راه دسترسی به منطقه: 6- 2شکل 
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زرشک دره-آبادي علیوضعیت آب و هوایی و زیست محیطی ناحیه-2-3-2

باشد و به دلیل قرار گرفتن در ناحیه کویري این منطقه از نظر آب و هوایی جزو مناطق گرم و خشک می
درجه حرارت منطقه بسیار متغیر بوده و به طور کلی دو تناوب . داراي آب و هواي بیابانی و خشک است

روز و شب به خصوص در اختلاف دماي . فصلی گرم و خشک و نیمه مرطوب و سرد قابل شناسایی است
). 1387یزدي؛ (زمستان زیاد است

ها هستند در این مناطق رود یا نهر دائمی وجود ندارد و منابع آبی موجود شامل جویبارهاي فصلی و چشمه
چند قنات محلی و چند چشمه کوچک تامین کننده آب مورد نیاز عملیات . کنندرا تامین میمصرفیکه آب 

. شوداي آهکی که بهترین جایگاه تجمع آب زیرزمینی است، در منطقه زیاد دیده میسنگه. کاري استمعدن
زرشک یک رودخانه نسبتا کوچک دایمی از سمت شمال به جنوب در جریان است که از کنار روستاي دره

ها نیز در منطقه گسترش کمی داشته است و فقط چندین آبراهه کوچک از شمال سیستم آبراهه. کندعبور می
).سازمان زمین شناسی کشور، نقشه زمین شناسی خضرآباد(به جنوب منطقه در جریان است

زرشک یک رودخانه اصلی در شرق کانسار وجود دارد که از سمت شمال به جنوب در در منطقه دره
و گیرندها که از کوه کله کفترو سرچشمه میتعدادي از این آبراهه. جریان است و تقریبا حالت دایمی دارد

شوند و زرشک به رودخانه اصلی متصل میپس از طی تمامی منطقه مورد مطالعه در کنار روستاي دره
گیرند که روند عمومی آنها نیز شرق به غرب است و به هاي گارو سرچشمه میتعدادي آبراهه نیز از کوه

ر، نقشه زمین شناسی سازمان زمین شناسی کشو(شوندزرشک ملحق میرودخانه اصلی در اطراف روستاي دره
).خضرآباد

این منطقه به طور کلی به دلیل کمبود بارندگی از نظر پوشش گیاهی فقیر است به جز چند دهستان در 
همچنین . گیردهاي کشاورزي دارند فعالیت مشخص کشاورزي انجام نمیاطراف کانسار منطقه که زمین

- در منطقه یافت می... کوهی وپند، گون، بادامگیاهان خودرو نظیر یوشم، شور، خارشتر، خارچوبه، اس

).1387یزدي؛ (شوند

شناسی نواحی غرب و جنوب غربی هاي قبلی درباره زمینرخی از نتایج پژوهشب-2-3-3
)زرشکمناطق علی آباد و دره(یزد 
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د و آدربلندان نیز آباغربی یزد علاوه بر توده نفوذي گرانیتوئیدي شیرکوه، دو توده کافیدر جنوب
) سیمیرین پسین(رسد اولین و مهمترین مرحله ماگماتیسم منطقه در ژوراسیک میانی به نظر می. رخنمون دارند

هاي از طرفی دگرگونی سنگهاي آهکی کرتاسه در اطراف توده. )1370زارعی؛ (در منطقه اتفاق افتاده باشد
هاي متعدد در هاي دیوریتی و نیز تشکیل اسکارنها، دایکآباد و آدربلندان در اثر نفوذگرانیتنفوذي کافی

اند و  زایی بعدي جایگزین شدههاي نفوذي مذکور طی فازهاي کوهکه توده) 7-2شکل(دهد ها نشان میآن
بنابراین باتولیت گرانیتوئیدي شیرکوه داراي محدوده وسیع پلوتونیسم طی زمان ژوراسیک بوده است که 

.)1370زارعی؛ (ژوراسیک میانی اتفاق افتاده استمهمترین مرحله در 

کیلومتري از 22غرب یزد و به فاصله آباد و آدربلندان که در جنوببه احتمال زیاد دو توده نفوذي کافی
دار کرتاسه اطراف خود حداقل از کرتاسه زیرین هاي اربیتولینهم قرار دارند به دلیل دگرگونی آهک

ها را گرانودیوریت، گرانیت و با مقدار کمتر تونالیت، کوارتزسینیت و تودهجوانترند، قسمت اعظم حجم 
آباد و آدربلندان در مجموعه گرانیتوئیدهاي همزمان و پس از که گرانیتوئیدهاي کافیدهندسینیت تشکیل می

-سنگی کافیهاي هاي سنگ شیرکوه پرآلومین و اکثر نمونهتمام نمونه). 1387یزدي؛ (گیردزایی قرار میکوه

دهد که احتمالا آنها از یک ماگماي مادر غنی از این موضوع نشان می. آباد و آدربلندان متاآلومین هستند
).1370زارعی؛ (هاي گرانیتوئیدي منطقه بیشتر ماهیت کالکوآلکالن دارندتوده. اندآلومینیوم مشتق شده

کانسارهاي فلزي نظیر آهن، مس، سرب، هاي وسیع تراورتن، مرمر و اسکارن وبه لحاظ اقتصادي پهنه
هاي هاي در ارتباط با تودهپگماتیت. شودروي و کانیهاي غیر فلزي مانند کائولینیت و فلدسپات مشاهده می

آباد و آدربلندان به لحاظ ژنتیکی گرانیتوئیدهاي کافی. نفوذي، خیلی کم بوده و فاقد ارزش اقتصادي هستند
بندي ژنتیکی از نوع دهند و بر طبق تقسیمنشان میSها گرایش به نوع از نمونههستند، تعداد کمیIاز نوع 

هاي نفوذي به لحاظ مقایسه سنگ). سازمان زمین شناسی کشور، نقشه زمین شناسی خضرآباد(.هیبرید هستند
نفوذي هايدهد که سنگهاي نفوذي مشابه در سایر نقاط جهان نشان میشناسی با سنگژئوشیمیایی و کانی

ها با مناطق تواند نشانه ارتباط این سنگزایی نوع آند شباهت دارند و این امر میمورد مطالعه با سري کوه
ها از اعماق هاي نفوذي نشانگر جایگزینی این تودهشناسی تودهشواهد بافتی و ترکیب کانی. فرورانش باشد

سی، ژئوشیمیایی و نمودارهاي تشخیص محیط شنااز طرفی دلایل کانی).1370زارعی؛ (متوسط تا کم است
اي را زایی و کمانهاي ماگمایی نوع قارهتکتونیکی تعلق سنگهاي گرانیتوئیدي به مناطق تکتونیکی نوع کوه

اي براي سنگهاي منشا گوشته فوقانی و یا پوسته اقیانوسی فرورونده شامل آلودگی با مواد پوسته. دهدنشان می
).1370زارعی؛ (شوداد مینفوذي مورد نظر پیشنه

شوند؛ این سنگها، داراي سنگهاي آتشفشانی در سه مقطع زمانی ائوسن، نئوژن و کواترنري دیده می
سنگهاي فوق به ).1370زارعی؛ (باشندآندزیت، داسیت و ریولیت میترمهاي مختلف بازالت، آندزیت، تراکی

سنگهاي آتشفشانی از ائوسن تا کواترنري از نوع اند که ماگماي سازندهدو صورت گدازه و توف ظاهر شده
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- نمودارهاي مختلف تکتونوماگمایی نشان می).1370زارعی؛ (باشدکالکوآلکالن متوسط تا غنی از پتاسیم می

اي و زایی و مربوط به حواشی مخرب قارهها از ائوسن تا کواترنري از نوع کوهدهد که بازالتها و آندزیت
مقایسه نمودارهاي عنکبوتی مربوط به سنگهاي آتشفشانی با الگوي مربوط به مناطق . ندحاشیه فعال قاره هست

نماید ها را نشان داده و تطابق آنها با ولکانیسم حاصل از مناطق فرورانش را تایید میفرورانش شباهت بین آن
.)1387ي؛ یزد(شودکه این موضوع توسط خصوصیات شیمیایی و محیط تکتونیکی سنگها نیز تایید می

وجود فواصل زمانی طولانی بین فورانهاي هر دوره مانع از آن است که منشا همه آنها را از یک مخزن 
دهنده این است که به احتمال زیاد سنگهاي مشترك بدانیم ولی نحوه قرارگیري سنگها در طبیعت نشان

دهد که ماگماي سازنده میهاي مختلف نشانبررسی. انداسیدي از ذوب بخشی قشر گرانیتی حاصل شده
رسد که منشا ولکانیسم ائوسن تا سنگهاي آتشفشانی مورد نظر یک ماگماي اولیه نبوده است و به نظر می

کواترنري در منطقه مورد مطالعه از بخشی پوسته اقیانوسی فرورونده نئوتتیس به زیر پوسته ایران مرکزي و 
.)1387، یزدي؛ 1370زارعی؛ (احتمالا ذوب بخشی سنگهاي پوسته تحتانی باشد

-ماین و نیز برخی از کارشناسان شرکت کانیفرآوران به نقل از شرکت کوفیشرکت مهندسی کانی

زرشک زایی مس در مناطق علی آباد و درهشناسی و کانیفرآوران در گزارشات منتشره خود به زمین
):1378قمیان؛ (اند که خلاصه  و اهم آن به شرح ادامه استپرداخته

خورده زاگرس کوههاي چینشرق و رشتهزرشک و علی آباد، بین فلات ایران مرکزي در شمالمنطقه دره
ساختی به ترتیب معادن مس میدوك و سرچشمه نیز در همین موقعیت زمین. غرب واقع شده استدر جنوب

وجود در منطقه را سنگهاي انداز مشرق یزد قرار دارند، بیشترین چشمکیلومتري جنوب280و 190در فواصل 
:هاي زیر استدهد که از پایین تا بالا شامل توالیرسوبی مزوزوئیک تشکیل می

کنگلومرا -

سنگ و شیلهاي تیرهماسه–
شیلهاي قرمز و سیلت-
با 58که داراي مقادیر زیادي فسیل عمدتا از نوع اربیتولوئید) 57سنومانین-آپتین(آهکهاي ماسیو -

رسوبی متعلق به ائوسن بر روي تشکیلات مزوزوئیک قرار –متر سنگهاي آتشفشانی 400ضخامت حدود 
زارعی؛ (شودغربی ناحیه، با گسترش محدود دیده میگرفته و به صورت ناودیس در بخشهاي غربی و جنوب

1370.(

1- Aptian-Cenmanian
2- Orbitoloids
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)ادسازمان زمین شناسی کشور، نقشه زمین شناسی خضرآب(خضرآباد1:100000بخشی از نقشه : 7- 2شکل
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مس جارومتروکه معدن -2-4

شود؛ فعالیتهاي استخراجی در منطقه را برخی ر محسوب میمعدن مس جارو از معادن متروکه مس و نقره کشو
دانند، اما هم اکنون معدن بصورت متروکه رها شده است و مربوط به دوران شدادي و حتی قبل از آن می

هاي اکتشافی متعددي در کند؛ بطوریکه در سالهاي اخیر گمانهمیي اکتشاف را تجربه گویا دوباره  مرحله
شناسی سازمان زمین(هاي حاصل از حفاري در حال مطالعه هستندمغزهوي معدن حفر گردیده  محدوده

). 1370کشور؛ 

موقعیت جغرافیایی معدن-2-4-1

شهرستان از کیلومتري59فاصله با با همین نام،روستاهاي استان البرزیکی ازمعدن جارو در حوالی 
این ).1370شناسی کشور؛ سازمان زمین(واقع گردیده استاشتهاردکیلومتري شهر15در ،)8-2شکل(کرج

درجه 35ثانیه و عرض شمالی 25درجه و 33درجه و 50شرقیمحدوده شهرستان کرج در طول معدن  در 
.)1378خوئی و همکاران؛ (دقیقه جاي دارد41و 

)Google map(موقعیت جغرافیاي معدن جارو: 8- 2کلش
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وضعیت زیست محیطی و آب و هوایی روستاي جارو-2-4-2

بارش معمولاً در زمستانها میزانباشد کهمیکوهستانی خشکوهواي سردآب و جارو  داراي روستاي
رفته کاسته از سرماي هوا رفتهدر اسفند ماه، شودشروع میآبانفصل سرد از ماه .)1371؛دانشفر(زیاد است

؛ شود و در اوایل خرداد هوا نسبتاً گرم استشود و در اواخر فروردین هوا با سرعت بیشتري گرم میمی
دماي درجه و سردترین ماه سال دي ماه با40تا 30دماي متوسط هاي سال در مرداد و شهریور باترین ماهگرم

.)1371؛دانشفر(استیک درجه سانتی گراد گزارش شده

به دلیل ، شده استگیرياندازهمیلیمتر در طی سال 500-300بارندگی عمدتاً کم بوده و به مقدار میزان
- نمیصورتدر منطقهفعالیت کشاورزيواز نظر پوشش گیاهی فقیر استروستاي جارو کمبود بارندگی 

).1371دانشفر؛ (گیرد

زمین شناسی جارو-2-4-3

این منطقه از نظر تقسیمات تفاعات کوه جارو واقع گردیده است؛ دامنه شمالی اردرعدن جاروم
دختر و از لحاظ متالورژي در بخش غربی زون -ي ارومیهبخش کوچکی از پهنهرسوبی کشور،-ساختمانی

اد زون نایین قرار دارد که در آن نفوذ توده هاي گرانیتی و دیوریتی منجر به ایج-کاشان-دار ساوهطلا-مس
گیري کرد توان نتیجهبا توجه به بررسیهاي انجام گرفته در منطقه می. )1371؛ دانشفر(هاي کانه دار شده است

ام گرفته و هاي خالی انجاي بوده و به روش پر کردن فضاتاً به صورت رگهعمدکه کانی سازي در این منطقه 
روند . )1371، دانشفر؛ 1370کشور؛شناسیزمینانسازم(هاي موجود در منطقه مرتبط استبه طور مستقیم با گسل

متر است که 200متر و عرض کمتر از 1200غربی در طول کمتر از -امتداد شرقیراصلی کانی سازي د
).1371دانشفر؛ (متر می باشد2تا 1) ضخامت رگه ها(ضخامت کانی سازي 

رفیري، آندزیت و توف بوده و شکل سنگهاي ناحیه معدنی جارو شامل ولکانیکهاي ائوسن، داسیت پو
اي و همایند کانه اي آن کالکوسیت، کالکوپیریت، گالن، مالاکیت، آزوریت کریزوکولا ماده معدنی رگه

از لحاظ کانی شناسی، کانی هاي مالاکیت و آزوریت در قسمت سطحی و ).1378خوئی و همکاران؛ (است
؛ تر منطقه اکتشافی دیده می شودر بخش هاي عمیقکانیهاي کالکوپیریت،کالکوسیت، بورنیت، کوولیت د

نقره، سرب، روي و به مقدار کم طلا را نشان آنالیز نمونه هاي گرفته شده از حفریات، وجود فلزات مس، 
با توجه به مطالب ).1371دانشفر؛ (درصد است5و عیار متوسط مس ppm985عیار متوسط نقره  . داده است

.ده معدنی جارو یک معدن کوچک مس و نقره می باشدفوق می توان گفت که محدو
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ي نمونه برداري ژئومیکروبیولوژیکال                                                                                پروسه-3فصل
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کلیات-3-1

عاده مهم و تأثیر گذار می باشد، به فوق العاملی ي نمونه برداري در ژئومیکروبیولوژي اکتشافی پروسه
هاي زیست محیطی را تحت نظر تا حدودي فعالیت باکتریال نمونهRNAطوریکه روشهاي ملکولی براساس 

هاي ي تستدر نتیجهیکی از موارد تعیین کننده.(Reith and Rogers, 2007; Parduhn, 1995)دارند
این پروسه شامل تمام مواردي که شرایط تطابق کهاستي صحیح نمونه برداريژئومیکروبیولوژیکال، نحوه

. (Parduhn, 1995; Glazer and Nikaido, 2007)با محیط زیست طبیعی را فراهم می آورد، می باشد
شود که در طی مراحل مختلف، ي نمونه برداري ژئومیکروبیولوژیکال مجموعه عملیاتی را شامل میپروسه
ي صورت گرفته و منجر به افزایش یا کاهش جمعیت میکروبیال  نمونهگیري تحت شرایط استریلنمونه

. ها باشدها و بویژه میکروارگانیسماي حقیقی از محیط زندگی ارگانیسمخاك  نگردد و به طور کلی نمونه
ي نمونه برداري، براي تمام روشهاي ژئومیکروبیولوژي اکتشافی تقریباً یکسان بوده و بسته به شرایط پروسه

,Parduhn, 1991; 1995; Reith and Rogers, 2007; Glazer and Nikaido). گیردمحیطی صورت می

ي برداشتی و درصد آنچه در این پروسه، داراي اهمیت وافري می باشد، معرف واقعی بودن نمونه(2007
(Parduhn, 1991; 1995)باشدي میکروبی و محیط زیست آن میحقیقی بودن نمونه نسبت به جامعه

همان گونه که ذکر شد، موفقیت ژئومیکروبیولوژي اکتشافی مستلزم روند صحیح برداشت نمونه و تفسیر 
به طور قطع، سهم نمونه برداري در . نتایج و فهم مقاومت فلزي و آنتی بیوتیکی، در جمعیتهاي باکتریال است
ر به ابطال تمامی نتایج و شکست این مهم، بسیار بیشتر بوده و الزاماً اتخاذ روش نمونه برداري، منج

آید، از مراجع متعددي گرفته شده است؛ که مواردي که در ادامه می. ژئومیکروبیولوژي اکتشافی می گردد
ي نمونه به نظر می رسد ارائه جامع و نزدیک به واقعیتی از پروسه. ي پروژه تیتر شده استتوسط گردآورنده

این ژي اکتشافی را تا حد بسیار زیادي برآورده می کند؛ در ادامهبرداري باشد که اهداف ژئومیکروبیولو
.اصول به ترتیب تشریح خواهد شد

اصول نمونه برداري-3-2

که این . انددمیک در خاك پراکنده شدهیهاي میکروبیال نامنظم و به صورت غیر اپبه طورکلی جمعیت
,.Parduhn et al)دقت زیادي در این زمینه استي نمونه برداري را دچار مشکل نموده و طالب معظل پروسه

خاص نمونه برداري ژئومیکروبیولوژیکال، این پروسه، ساده و فاقد اثرات مخرب ولی با تمام ظرافت . (1985
توان به صورت زیرمیبطور کلی اصول نمونه برداري را.)1388کمالی و مجتهدزاده؛ (زیست محیطی می باشد

:برشمرد
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)الف

)  ب

ي  نمونه برداريبکهشطرح-3-2-1

باشد چرا که هدف ژئومیکروبیولوژي اغلب گیري مهم نمیي نمونهدر ژئومیکروبیولوژي خیلی شبکه
-شناسی و فرآیندهاي ژئومیکروبیولوژیک میباشد و بیشتر به بررسیهاي زمیني معدنی نمیاکتشاف ذخیره

,.Hao et al)شود شته میبردات تصادفیبه صورنمونه ) 1-3شکل(Zیا Mپردازد؛ لذا  در طول حروف 

، پروفیلچنددر امتداد و ) سیستماتیک(به روش منظم گیريي اکتشاف معدن  نمونهاما در حوزه. (2010
برداري ي نمونهشبکه؛ براي همین (Dong, 2010)گیردمیعموماً عمود بر روند فرضی کانسار است صورت

Parduhn, 1995; Reith)شود حی میطرامربعی معمولاً منظم و ترجیحاً and Rogers, 2007).

)ب(Zو) الف(Mتصادفیگیريخطوط نمونه: 1- 3شکل

نمونه گیريفواصل-3-2-2

اند و غیر واقعی هایی که نامنظم درخاك متمرکز شدهگیري در رابطه با جمعیتدلیل مشکل نمونهبه 
- 15فواصل (هاي نمونه برداري در مقیاس محلی ها، برنامهوارگانیسمبه محل زندگی میکراین مهمنمودن 

Parduhn, 1995; Ehrlich and)کمتر مستعد پیچیده شدن توسط پارامترهاي غیرمعدنی بوده) متر200

Newman, 2009)و براي تعیین محل دقیقتر حفاري مناسبتر است)Parduhn, 1991; 1995; Reith and

Rogers, 2007; 2008 ( باشداي بیشتر میدر مقیاس ناحیهنتایجدرحالیکه پیچیده شدن(Watterson te al.,

1986; Watterson, 1985) ،
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بینی شده، متغیر بوده و در مراحل هاي نمونه برداري، بسته به ابعاد ساختمان کانسار پیشي  محلولی فاصله
;(دمتر در نظر گرفته میشو1000تا500بین اولیه عموماً Reith et al., 2006; 2007; 2009 کمالی و
.)1388مجتهدزاده؛ 

گیريمحل نمونه-3-2-3

گیري از رسوبات، شوند؛  اما نمونهها از خاك رویی کانسار احتمالی و از زون ریزوسفر گرفته مینمونه
Robe et al., 2003; Schmidt)آب نیز  بکار گرفته  شده استبیوفیلمهاي رویی سنگها و and Reith;

در سال 59دهنامتفاوت می باشد، پر) C,B,A(شدت جمعیت هاي باکتریال در افقهاي مختلف خاك . (2007
,Parduhn)هاي مختلف خاك آمار متفاوتی دارنددریافت که جمعیتهاي باسیروس سروس در افق1985

ع جمعیت باکتریال راتوزیجدول مذکور،؛)1-3جدول (تایج کارش را در جدولی خلاصه کرداو ن. (1985
.دهدنواحی متفاوت محیطی نشان میخاك در)میانه(Bو)سطح آلی(Aافقدر

، نشانگر شدت پراکندگی باسیلوس سروس و بطورکلی باکتریها نه تنها درمیان افق هاي 1-3جدول 
هاي کی در محیطخاکهاي غنی از مواد ارگانی. باشدي گوناگون میخاك، بلکه درمیان خاك و هواي منطقه

اگرچه خاکهاي فقیر و خالی از مواد . جنگلی مرطوب محتوي بالاتري میزان باسیلوس سروس می باشند
ارگانیکی و آب و هواي خشک و نیمه خشک داراي پایین ترین درصد این باکتري است؛ نتایج مطالعات 

اي صورت دقت و مراقبت ویژهدهد که بمنظور مقاصد اکتشافی، جمع آوري خاك باید با پرداهن نشان می
- میهاي خاك هر کدام جهت سازگاري و مقاومت باسیلوس سروس در آنها متفاوتچرا که قسمت. گیرد

.(Parduhn, 1985)باشند

تذکّرات-3-2-3-1

ي خاك باید یکسان باشد و درصورت تغیر حتماً ذکر ي نمونه برداري، افق اتخاذ شدهدر طول پروسه) الف
.)Parduhn, 1991; 1995; Reith and Rogers, 2007; 2008(گردد

ي نمونه برداري منطقه، گیري از افق یکسان خاك در طول پروسهعلاوه بر دقت، اطمینان در نمونه) ب
به سرزمینهاي (باشد چگونگی برخورد با هر بخش بعنوان یک واحدآماري جداگانه، فوق العاده با اهمیت می

).نگاه کنید1-3لسبز و خشک و کویري جدو

1- parduhn
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Parduhn, 1995)نواحی مختلف زیست محیطیAوBدر افق) CFU/g(مقایسه جمعیت هاي باسیلوس سروس : 1- 3جدول

.نمونه هستند، مگر مواردي که ذکر شود10ي  جدول میانگین مقادیر درج شده: هاکتهن
.امکان نمونه گیري نبوده استنبوده یانظرآشکارافق خاك مد)- (
Golden sceptre north zone,ontario,canad)( ي ناحیه شمالی گلدن اسکپتر، اونتاریو، کانادا  خاکها- 1

)Emipre,Colorado(ي امیپر، کلرادو  خاکها-2
)(Redding,Californiaي ردینگ، کالیفرنیا خاکها-3
)( Washoe county , Nevadaي شهرستان وشو، نواداخاکها-4
)Northern Arizona Hualpai Reservation( ي آریزوناي شمالی، منطقه ي اختصاصی هالپاي خاکها- 5
(Imperid county,colifornia)ي ایالت اسپریال، کالیفرنیا   کهاخا-6

1- Poplay/ brich
2- Boreal forest
3- Manzanita
4-Creosote
5- Mesquite

وضعیت زیست محیطیAافقBافق
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- اشتباه نمودن در تعیین نوع هر منطقه، منجر به ایجاد جمعیتهاي غیر مرتبط به محل کانی سازي و آنومالی) ج

;Parduhn, 1991; 1995; Reith et al., 2006; 2007; 2009, Reith and Rogers)شودهاي کاذب می

هاي ژئومیکروبیولوژي اکتشافی، تا حد بسیار زیادي به حذف آمیز از روشي موفقیتاستفاده. (2007
,Parduhn)متغیرهاي غیرمرتبط و جبران متغیرهاي مرتبط با زون مینرالیزه بستگی دارد 1991; 1995).

چرا که همانطور که در جدول نشان داده .شرایط آب و هوایی و وضعیت پوشش گیاهی منطقه ذکرشود) د
بدیهی . شد؛ رشد جمعیتهاي باکتریال خاك در شرایط مختلف محیطی و آب و هوایی متفاوت می باشد

در صورت تغییر وضعیت پوشش گیاهی منطقه و احیاناً شرایط آب و هوایی، لازم به خاطرنشان کردن است
.آن می باشد

عمق نمونه گیري-3-2-4

ي مورد مطالعه گیري بسته به انتخاب افق خاك، پوشش گیاهی و وضعیت آب و هوایی منطقهنهعمق نمو
سانتیمتري 15-10ي زیر پوشش گیاهی و یا از عمق ها از ناحیهتواند متغیر باشد؛ ولی به طور کلی نمونهمی

در . (Schmidt and Reith, 2007: Reith and Rogers, 2008; Parduhn, 1991; 1995)شودبرداشته می
متري زمین، توسط 5سانتیمتري تا 150ي خاك از عمق نواحی بایر و خشک فاقد پوشش گیاهی نمونه

شود؛ در متري است، گرفته میمیلیPVC ،32که داراي یک پایپ ي اوگر دستیي مناسب، مانند متهوسیله
,.Reith et al)پذیردگیري صورت میشوند و در شرایط استریل نمونهها با اتانول شسته میپایپ نمونه

30ي کف دریا، در عمقی حدود گیري از رسوبات سخت نشدهبراي مناطق پوشیده از آب نیز، نمونه(2009
- نمونه، 2- 3در شکل (Ehrlich and Newman,2009).سانتی متر از کف دریا نتایج رضایت بخشی داده است

.گیري نشان داده شده استمونهي مورد استفاده در این تیپ ناي از وسیله

مقدارنمونه -3-2-5

- گرم  می10تا 1/0ي مصرفی در فرآیند روشهاي ملکولی  و کشت در روشهاي کلاسیک، مقدار نمونه

تا (Parduhn, 1991; 1995)گرم100گیري  از هر نقطه براي نمونهاما.(Reith and Rogers, 2008)باشد
.شودنیز برداشته می(Reith et al., 2005)گرم500
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۳ -۲ :(Ehrlich and Newman, 2009)

مدت زمان نمونه گیري-3-2-6

چرا که . بر باشداي زمانطول زمان نمونه برداري نباید خیلی زیاد باشد؛ یعنی نمونه برداري نباید پرسه
یابد گیري، کاهش میي آنها در ظرف نمونهبا طول کشیدن زمان ذخیرهنمونه گرفته شده،باکتریهايتعداد 

(Melchior et al., 1994) . از طرفی روشهاي ملکولیRNA یکی از وظایفشان، کنترل حالت میکروبها در
گیري ي این موارد اهمیت زمان نمونه؛ که همه(Reith and Rogers, 2007)باشدگیري میطول زمان نمونه

.دهدرا نشان می

هاي برداشتی اري نمونهمحل نگهد-3-2-7

ها، شود و کلاً مراحل جمع آوري نمونههاي نمونه برداري استریل شده جمع آوري میها درکیسهنمونه
هاي کیسه. (Reith and Rogers, 2008; Reith et al., 2009)تحت شرایط استریلیزه صورت گیردباید

Schmidt and Reith, 2007; Marrufo)نمونه گیري پلاستیکی et al., 2002)، کتانی و فاقد هرگونه مواد
ي  در نهایت ترکیب کیسه. (Schmidt and Reith, 2007; Parduhn, 1991)انداثرگذار و رنگی ذکر شده

.ها محسوب نشوداي باشد که بعنوان ناترینت براي ارگانیسمگیري باید به گونهنمونه
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دماي محل نگهداري نمونه-3-2-8

دماهاي گوناگون، متفاوت است و آنها تحت هر دمایی قادر به برابرمیکروبی مختلف درقاومت جوامعم
ي سانتیگراد نگهداري درجه8-4ها تا رسیدن به آزمایشگاه، در دمایی بین فعالیت هستند و لازم است نمونه

.Schmidt and Reith, 2007; Parduhn, 1991; 1995)(شوند تا از فعالیت آنها جلوگیري شود

دیگر موارد-3-2-9

خاك مورد نظر در مطالعات میکروبی باید از رطوبت لازم  برخوردار  باشـند، چـرا کـه اگـر خـاك      -
آن پــایین باشــد، باکتریهــا غیــر فعــال و در حالــت moisture capacityخشــک باشــد و باصــطلاح 

.  (Hongmei et al., 2003)باشند و  لذا تعدادشان کم استمی65اسپورینگ

اگـر از رخنمـون سـنگی    . گیري باید بخوبی شسته شده و بعداً با الکل و شعله استریل شوندبزار نمونها-
(Ehrlich and Newman, 2009).شود باید با چکش استریل نمونه برداشته شودنمونه گرفته می

ریل اسـت 66سطحی که در تماس با نمونه خواهد بـود بـا اسـتفاده از اسـپري متـانول ویولـه دوژانسـیون       -
.(Ehrlich and Newman, 2009)شود

.(Marrufo et al., 2002)گیري از دستکش استریل استفاده شوددر تمام مراحل نمونه-
-میکرون مورد استفاده مـی 125 ،200، (Melchior et al., 1994)میکرون80ها با سایزهاي زیر نمونه-

Reith).رسندباشند که با الکهاي استریل به سایز مذکور می et al. , 2007)

ي مـواد  هاي سطحی عاري بوده و نمایندههاي سطحی باید از عمقی گرفته شوند که از آلودگینمونه-
.(Melchior et al., 1994)ارگانیکی باشند

(Reith et al. , 2005).شوندگیري با چسبهاي پلاستیکی مهر و موم میهاي نمونهعموماً کیسه-

فصل بارش منطقـه انجـام شـود؛ چـرا کـه رشـدمیکروبها بیشـتر بـوده و         گیري پس از بهتر است نمونه-
.(Reith and Rogers, 2008; Reith et al., 2009)آشکارسازي آنها راحتتر است

(Reith and Rogers, 2008; Parduhn, 1991; 1995)در اغلـب مطالعـات ژئومیکروبیولوژیکـال   -

شـود و مـواردي از ایـن دسـت     گیري مید اندازهو دیگر موارpH, Ehپارامترهایی چون دما، شوري، 
.ي جوامع میکروبی موثر هستنددر توسعه

ــیمیایی    - ــري اتموژئوشـ ــه گیـ ــل نمونـ ــان مراحـ ــوا همـ ــا هـ ــري از آب یـ ــه گیـ ــورد نمونـ و 67در مـ
؛ با این تفـاوت کـه برخـی    (Ehrlich and Newman, 2009)شودپی گرفته می68هیدروژئوشیمیایی

1- Sporing
2- Carbol-gentian violet methanol spray
67 Atmogeochemical
68 Hydrogeochemical
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ومیکروبیولوژیکال ماننـد وسـیله نگهـداري نمونـه در آن رعایـت مـی       مراحل خاص نمونه برداري ژئ
.شود

برداري هاي آزمایشگاهی پس از نمونهفعالیت-3-3

باشد در روشهاي سازي نمونه نیز متفاوت میي اکتشاف ژئومیکروبیولوژیکال آمادهتکنیکهابسته به نوع 
ي سازي اولیهیکه روشهاي ملکولی نیازي به آمادهسنتی نیاز به کشت میکروبها  در آزمایشگاه است، در حال

.نمونه به آن شکل ندارند
در روشهاي کشت آزمایشگاهی براي جداسازي باکتري خاص خاك و بررسی وضعیت آن، نیاز به 

توان محیط فشاري میبا یکسري مواد شیمیایی خاص تحت استرسهاي دما و.باشدمحیط کشتهاي انتخابی می
بعنوان نمونه براي جداسازي باسیلوس سروس در نواحی .(Reith et al., 2005)بی را تهیه نمودکشت انتخا

.استمورد استفاده(Watterson, 1985)زرخیز اغلب دستورالعمل وترسون
گیري باید  ناکلئیک اسیدها از خاك استخراج شوند که براي اینکار از در روشهاي ملکولی پس از نمونه

از پرکاربردترین کیتها که در مطالعات مورد استفاده بوده است، . شوداستفاده میDNAکیتهاي استخراج
: (Robe et al., 2003; Kauffmann et al., 2004; Smalla et al., 1993)توان موارد زیر را برشمردمی

MoBio Laboratories Inc., USA; PowerSoil®DNA Isolation Kit; UltraClean-Soil DNA
Isolation Kit.

Cinna pure cell, Soil sample DNA extraction kit.

گیري از محلهاي تعیین شده نمونه-3-4

با توجه به اینکه در این طرح بیشتر تمرکز بر روي شناسایی باکتري معرف احتمالی کانی سازي مس بوده  
ذا با در نظر گرفتن ملاحضات بخش کی اطراف خاکهاي آلوده به مس بوده است، لنتیژهدف ارزیابی تنوع و 
گیري در نهایت چهار محل که خصوصیات و ویژگیهاي آنها در فصل دوم آمده است براي نمونه3-2-3

.انتخاب شدند
، بطوریکه قطعاً دستخوش آلودگی 70اشتهارد-و کرج69شیراز-ي یزدهاي شاهد نیز از کنار جادهنمونه

ها از آباد، دره زرشک و جارو، نمونهدر معادن علی. ونه برداشته شدنم3از هر محل . نباشند برداشته شدند
هاي اکتشافی برداشته شدند و در معدن مس سونگون یک نمونه از دپوي انبار، کارخانه و اطراف گمانه

1- witness 1
2- witness 2
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هر معدن (ها با توجه به کم بودن تعداد نمونه). 5-3و 4-3و 3-3، 2-3جدول (ي معدن برداشته شدنددیواره
هاي اکتشافی موجود در محل گیري از اطراف گمانهگیري طراحی نشد و نمونهي نمونه،  شبکه)نمونهسه 

گیري خیلی مد نظر نبود اما همچنین فواصل نمونه. بصورت تصادفی از خاك رویی کانسار صورت پذیرفت
20، 10گیري از عمق نمونه .ها با توجه به آشنایی قبلی با منطقه از نواحی کانساري گرفته شدندي نمونههمه

گرم بود که از هر 100اي که از هر محل برداشته شد حدود مقدار نمونه. متري صورت گرفتسانتی30و 
-نمونه. نقطه برداشته شد و در نهایت روي هم ریخته شدند و بعنوان معرف آن نقطه در نظر گرفته شد3محل 

دار که قبلا در هاي پلاستیکی زیبستکشهاي استریل در کیسهها با بیل آتش خورده و آغشته به الکل با د
بار استریل شدند، ذخیره شدند و در دماي 1درجه سانتیگراد و فشار 121اتوکلاو بمدت نیم ساعت در دماي 

. درجه سانتیگراد تا آزمایشگاه برده شدند؛ براي این کار از یونولیت پرشده با یخ استفاده شد4

گیري بدلیل شرایط محدود کننده کار، در فصل تابستان انجام شد، لذا باکتریها که نمونهلازم به ذکر است
توانستند جواب واضحی براي ما در حالت منفعل و احتمالاً در فاز اسپورینگ قرار داشتند، براي همین نمی

نقاط آبیاري شدند؛  گیري را مشخص نموده و با حاضر شدن سر زمین، آنداشته باشند؛ لذا ابتدا نقاط نمونه
گیري اصلی پس از یک هفته بعد نمونه؛این کار چند روز تکرار شد، آنگاه یک هفته به حال خود رها شدند

.انجام گرفت
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برداري از معدن علی آبادنمونه: 2- 3جدول 

)آبادعلی-تفت-یزد(گیري از معدن علی آباد نمونه
Nameتوضیحات

سانتیمتري زون ریزوسفر گرفته 10و از عمق متر 102با عمق E-38نمونه از نزدیک گمانه 
1390بعدازظهر هشتم مرداد 5شده است ساعت 

Am
1

A

Am.سانتیمتري زون ریزوسفر گرفته شده است15نمونه از محل فوق و از عمق 
2

Amسانتیمتري زون ریزوسفر گرفته شده است20نمونه از محل فوق و از عمق 
3

سانتیمتري  زون ریزوسفر گرفته شده است بمنظور تست 10از محل فوق و  عمق نمونه 
براي سنجش مقدار اکسید مس و دیگر عناصر فلزي در خاك

AX

5:30سانتیمتري زون ریزوسفر گرفته شده است ساعت 5و از عمق E-30نمونه از گمانه 
1390ظهر هشتم مرداد 

Bm
1

A

Bmسانتیمتري  زون ریزوسفر گرفته شده است15عمق از E-30نمونه از گمانه 
2

Bmسانتیمتري زون ریزوسفر گرفته شده است25نمونه از محل فوق عمق 
3

BXمتري از زون ریزوسفر گرفته شده است براي آنالیز عناصرسانتی25نمونه از همان  عمق 

. ر زون ریزوسفرگرفته شده است سانتیمتري د25از عمق 2/101با عمق E-25نمونه از گمانه 
. کانیهاي آزوریت و مالاکیت بوفور در محل موجود بوده و کنده هاي اکتشافی نیز دیده شد

1390عصر هشت مرداد6ساعت 

Cm
1

CA

سانتیمتري گرفته 30نمونه  کنار گونه گون  و از زون ریزوسفر در همان محل نمونه بالا با عمق 
.شده است

Cm
2

Cm.خصات بالا برداشته شدشسسانتیمتري با م5مق نمونه از ع
3

CX.سانتیمتري جهت انالیز عناصر برداشته شد25نمونه مانند فوق از عمق 

:Cmiنمونهi ام نقطهC  ،جهت تستهاي میکروبیCX : نمونه نقطهCبمنظور تست میکروبی
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نمونه گیري از معدن دره زرشک: 3-3جدول 
)یزد- تفت(زرشکن درهگیري از معدنمونه

Nameتوضیحات
ي پایین دست محل باطله برداري کنونی سانتیمتري و از زون ریزوسفر  از تپه10نمونه از عمق 

گرفته شده است که مشرف بر کانسار است و مرکز پیت اصلی معدن در آینده می باشد گرفته شده است، 
1390بعدازظهر هشتم مرداد 1ساعت 

A
m1

D
A.سانتی متري شرق گرفته شده است5ونه از همان محل مذکور در فوق و از عمق نم

m2
A.سانتیمتري همان محل مذکور در فوق گرفته شده است20نمونه از عمق 

m3
نمونه از زون ریزوسفر گرفته شده است بمنظور تست براي سنجش مقدار اکسید مس و دیگر 

عناصر فلزي در خاك
AX

ن ریزوسفر که بعلت باطله برداري و ایجاد پله توسط بولدوزر مشخص شده بود نمونه از زو
هشت مرداد 1:15ساعت . سانتیمتري دقیقا کنار محل باطله برداري پایینی در سر پیت5گرفته شد از عمق

1390

B
m1

D
B.سانتیمتري از زون ریزوسفر همان محل مذکور در فوق گرفته شده است15نمونه از عمق 

m2
B.سانتیمتري زون ریزوسفر گرفته شده است محل فوق25نمونه از عمق 

m3
BXسانتیمتري  زون ریزوسفر گرفته شده است براي آنالیز عناصر25نمونه از عمق 

متر گرفته شد، 30سانتیمتري زون ریزوسفر درست نزدیک گمانه با عمق 5نمونه از عمق 
بعدازظهر هشت مرداد3ساعت

Cm
1

C
D

Cm.سانتیمتري و از زون ریزوسفر در همان محل نمونه بالا گرفته شده است20نمونه از عمق
2

Cm.سانتیمتري با مشخصات بالا برداشته شد30نمونه از عمق 
3

CX.سانتیمتري جهت آنالیز عناصر برداشته شد25نمونه مانند فوق از عمق 

ــاعت   ــه در س ــن نمون ــک 4ای ــر نزدی ــداز ظه ــق  بع ــا عم ــه ب ــق  530گمان ــفر در عم ــري و از زون ریزوس مت
.سانتیمتري برداشته شده است30

-G

ــه خشــک    ــه از کــف رودخان ــن نمون ــان     20ای ــا هم ــب جــاده برداشــته شــده اســت ب ــوق ل ــه ف ــري گمان مت
. ساعت نمونه گیري فوق

-H

:Cmiنمونهi ام نقطهC  ،جهت تستهاي میکروبیCX : نمونه نقطهCت میکروبیبمنظور تس
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هاي معدن جارونمونه: 4- 3جدول 

)کرج-اشتهارد(گیري از معدن جارونمونه
Nتوضیحات

ame

سانتیمتري از زون ریزوسفر گرفته شده است 10و از عمق BHمتري شرق گمانه 20نمونه از 
1390بعدازظهر چهارم مرداد 1ساعت 

A
m1
J

A.سانتیمتري از زون ریزوسفر گرفته شده است15مق و از عBHمتري شرق گمانه 20نمونه از 
m2

Aسانتیمتري از زون ریزوسفر گرفته شده است20و از عمق BHمتري شرق گمانه 20نمونه از 
m3

سانتیمتري از زون ریزوسفر گرفته شده است 10و از عمق BHمتري شرق گمانه 20نمونه از 
و دیگر عناصر فلزي در خاكبمنظور تست براي سنجش مقدار اکسید مس 

AX

Bmسانتیمتري از زون ریزوسفر گرفته شده است5و از عمق BHمتري شرق گمانه 40نمونه از 
1

J Bmسانتیمتري از زون ریزوسفر گرفته شده است15و از عمق BHمتري شرق گمانه 40نمونه از 
2

Bmتري از زون ریزوسفر گرفته شده استسانتیم25و از عمق BHمتري شرق گمانه 50نمونه از 
3

سانتیمتري از زون ریزوسفر گرفته شده است 25و از عمق BHمتري شرق گمانه 50نمونه از 
براي آنالیز عناصر

B
X

مشرف بر تپه ماهور محل ترانشه و چاهک هاي  اکتشافی از BHمتري غرب گمانه 20نمونه از 
کانیهاي آزوریت و مالاکیت بوفور در محل موجود . گرفته شده است سانتیمتري در زون ریزوسفر25عمق 

.بوده و کنده هاي اکتشافی نیز دیده شد

C
m1

C
J

سانتی متري کنار گونه گون  و از زون ریزوسفر در همان محل نمونه بالا گرفته 40نمونه از عمق 
.شده است

Cm
2

Cm.ته شدسانتیمتري با مشسخصات بالا برداش30نمونه از عمق 
3

CX.سانتیمتري جهت انالیز عناصر برداشته شد25نمونه مانند فوق از عمق 
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سه نمونه گرفته شده از معدن مس سونگون: 5-3جدول
Sungo

n
A SA :از روبروي انبار از محل دمپ کنسانتره گرفته شده است.

Sungo
n

D SD :ده استاز دیواره اصلی معدن و از زون ریزوسفر برداشته ش .

Sungo
n

K SK:از خوراك ورودي کارخانه گرفته شده است.
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مطالعات ژئومیکروبیولوژیکی                                                                                     -4فصل
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مقدمه-4-1

.شودمحسوب میواي بسیار جوان و نمینهزاي،رشتهبیناي ژئومیکروبیولوژي اکتشافی به عنوان شاخه
ي این تلاشها منجر به ند که در نهایت همهدروشهاي گوناگون آزمایش شمذکور، براي همین در طرح

به طورکلی تلاشهاي صورت گرفته براي شناخت .کشف باکتري منحصر به فردي در این زمینه گشت
-72،2کارهاي نرم افزاري-1:ه دسته طبقه بندي نمودتوان در سرا میس م71باکتري احتمالی معرف

، DNAشامل استخراج (روشهاي ملکولی-3و ) در حضور ناترینتها و غیرهشامل کشت(تستهاي آزمایشگاهی
....).وPCR،بهینه سازي PCRتعریف سیکل

یکروبیولوژي در دن و ژئومولوژي اکتشافی در صنعت اکتشاف معژئومیکروبیروز افزون توجه به اهمیت با
کانسارها و روشی سیستماتیک را در اکتشاف اینک دیگر میتوان با توجه به طرح صورت گرفته،علوم زمین،

افزودن یک ،نیزي سعی نگارندگان و محققین این پروژهدر واقع همه. ذخایر مس تعریف نمودبطور اخص، 
ه است که به نظر می رسد تا حد بسیار مهندس اکتشاف معدن بود73روش اکتشافی جدید به جعبه ابزار

.شوددر ادامه روش کار و مراحل صورت گرفته تشریح میبرآورده شده است،این مهم زیادي

بیوانفورماتیککارهاي -4-2

اي را براي مطالعات مهم و کارا، زمینه75یک پایگاه اطلاعاتی، بعنوانNCBI74علوم زیستی سایت در 
16S rDNAو 16S rRNAبراي طراحی پرایمرها و همچنین بررسی هومولوژي ژن .آوردژنتیکی فراهم می

ي نرم افزارهاي موجود در لازم بود که ژنهاي مذکور این باکتریها، بواسطه-مقاوم به مس-باکتریهاي مد نظر
NCBIبیوانفورماتیک، مورد بررسی قرار گیرند؛ اصطلاحاً به چنین کارهاي ژنتیکی ،Sainsboury; 2006)

(Singleton andشوددر ادامه مراحل کار باختصار تشریح میگردد؛اطلاق می .

بررسی مطالعات قبلی4-2-1

براي طراحی پرایمر کلی، بایستی نام باکتریهاي مقاوم به مسی که احتمالاً در خاك نیز وجود داشتند را 
ري مقاوم مس درآنها آمده نام باکتحتی ه هایی کسعی شد تمامی مقالات و نوشتهدانستیم؛ براي همین می

1- bioindicator or biomarker
2- bioinformatic
3- tool box
4- National center for boitechnology information
5- Data base
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در واقع این مقاله ها،کهمقاله در مرحله جست و جوي اولیه انتخاب شدند70حدود .آوري گرددگردبود،
.ي مقالاتی بود که می توانست مورد بررسی قرار گیرندموجود در اینترنت و همهم مقالات تما

توانستد ه و نمیارتباط به موضوع بودد بسیار زیادي از مقالات بیتعداي مقالات مذکور،مطالعهيدر ادامه
، ژن خاص مقاوم به از اندام گیاههایی اشاره نمود کهبه مقالهتوانراهگشاي کار ما باشند، بعنوان نمونه می

یا ژنهایی بررسی شده بودند که، مسئول کدگذاري (Bender and Cooksdy; 1987)مسی جدا شده بود
نها درپروتئی

در ریز شدیم کهیوم به مساباکتري مقروي  پس از این مرحله . (kim et al., 2001)شدندنظر گرفته می
را انتخاب ،بودندمطالعه شده هاي خاکی محیطوي مقالاتی که در خاك لذا همه،داشته باشندخاك وجود

در مقالات، تحت عنوان باکتري ؛ البته لازم بذکر است که برخی از باکتریهایی که)1-4جدول (نمودیم
توانستد موجود باشند؛ را نیز بعنوان هایی بودند که در خاك نیز میخاك بررسی نشده بودند اما باکتري

.باکتري مد نظر، انتخاب نمودیم

blastباکتریهاي مذکور با استفاده از نرم افزار 16S rRNAژن بررسی-4-2-2

- 4شکل (جستجو شدنددر پنل نوکلئوتید ،NCBIدر سایت1-4دولي جباکتریها، 16S rRNAژن
در نهایت با تعیین ،مورد ارزیابی قرار گرفتblastنرم افزار توسطباکتریها 16S rRNAتوالی اًبعد،)1

، 16S rRNAنرم افزار با اطلاعات ورودي توالی کامل ژن ،nblastيگزینهانتخاب با پارامترهاي  مطلوب و
باکتري مد ،16S rRNAبر روي ژن در واقع این نرم فزار تمامی کارهاي صورت گرفته). 2-4شکل (ران شد

نظر که در سایت موجود است را پالایش نموده و چیدمان آرایش الیگونوکلئوتیدها در کارهاي مختلفی که 
ه در آنها تفاوت هایی کتوالیدر ادامه ). 3-4(کندبر روي این ژن خاص صورت گرفته است را مشخص می

تبدیل ،FASTAنرم افزار به فرمت هايخروجیدر آخر نیز،. )4-4و3-4شکل (انتخاب شدندبودمشهود
16Sژن که توالی کامل،کار متوجه شدیمحین انجامدر.)5-4شکل(و در هارد دیسک ذخیره شدند

rRNA سایت دربرخی از باکتریها
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به مس در  مقالاتباکتریهاي مقاوم : 1- 4جدول 

AuthorsBacteria name

Andreazza., et al (2010)a,  Andreazza., et al(2010)bPseudomonas putida

Cooksey (1987), Lim and Cooksey (1993), McLean
and Beveridge (2001), Zevenhuizen., et al (1979),

Voloudakies., et al (1993)

Pseudomonas syringae

Konstantinidis., et al (2003), Shakoori and Muneer
(2002),  Williams., et al (1993), Santo., et al (2010)

Escherichia. coli

Parungao., et al (2007)Stenotrophomonas maltophilia

Basim., et al (2005),  Cooksey et al (1990)Xanthomonas campestris

Yu., et al (2009)Agrobacterium tumefaciens

Lin Yan He., et al (2010)Bacillus cereus, Pseudomonas
chlororaphis, Microbacterium

lactium, Rahnella aquatilis

DRESSLER., et al(1991)Alcaligenes denitrificans

Andreazza., et al(2011)Bacillus pumilus, Saphylococcus
pasteuri

Ojo, et al(2008)Proteus mirabilis

Rawlings and Kusano(1994),  Peng., et al (2005)Thiobacillus ferrooxidans
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NCBI ،ياحیهن، کامل باکتري76لذا با استفاده از ژنوم،موجود نیستCDSکه در آن ژن77ايrRNA16s

لازم به .)7-4و 4-6شکل.(را بر روي این ناحیه ژنی انجام دادیمnblastانتخاب نموده ورا وجود داشت 
ر است که این کار زمان زیادي از این پروژه را به خود اختصاص داد که یکی از دلایل آن را می توان کذ

.در نظر گرفتتیا دسرعت کم تبادل

، باسیلوس سروس16S rRNAتوالی کامل ژن : 1- 4شکل 

clustalw2با نرم افزار16Sي احیهنبررسی هومولوژي -4-2-3

عنوان ورودي در نرم افزار به بودند؛ ذخیره شدFASTAکه با فرمت nblastخروجی نرم افزار
clustalw2،9-4در نهایت نتایج حاصل از این نرم افزار به صورت شکلهاي ). 8-4شکل(بکار گرفته شدند

، هومولوژي وجود 4-9؛  در شکل هومولوژي بهتر استيهاي بیشتر نشانهستارهبه دست آمدند،، 10- 4و 
اگر . این باکتري براي بررسی یکسان نبوده و مثمر ثمر واقع نخواهد شد16S rRNAندارد و در واقع ژن 

Bioeditبا استفاده از نرم افزارباکتري مذکور، 16S rRNAژن ي fastaهومولوژي ها مناسب نبودند فایل

version 5.0.610-4شکل(تا بهترین هومولوژي را  به دست دهدآنقدر دستکاري شدند؛ و هاصلاح شد(.

1- genom
2- coding sequences gene
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طراحی پرایمر-4-2-4

و پرایمر 27Fو 1492Rپرایمرهايو با رجوع به اصل مقالات،1-4ي جدول به باکتریهاتوجهبا
16Sژن nblastي حاصل از Fastaدر ادامه فایل ؛ انتخاب شدندبراي بررسی )2-4جدول (کلی rRNA

. شدند و بررسی هاي لازمه انجام شد2nblast-4جدول هايپرایمردیگر با رباباکتریها براي 
ي حاصل از کار با نرم افزارهاي مذکور،  براي هر یک از باکتریها بصورت ادامه باختصار به نتیجهدر 

.جداگانه پرداخته خواهد شد

blastي نرم افزار صفحه- 2- 4شکل 
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nblastخروجی نرم افزار : 3- 4شکل 

انتخاب و بررسی تفاوتهاي توالیها: 4- 4شکل 
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bioeditدر نرم افزار nblastافزار فایل فستاي خروجی نرم: 5- 4شکل 

ژنوم کامل باکتري پروتئوز : 6- 4شکل 
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)6- 4ل شک(با استفاده از ژنوم کامل باکتريcDsدر ژن 16S rRNAانتخاب : 7- 4شکل 

78باسیلوس سروس-4-2-4-1

-4شکل(، موجود بودNCBI، باسیلوس سروس در سایت 16S rRNAبا توجه به اینکه توالی کامل ژن 
، clustalwنتایج حاصل از نرم افزار . ذخیره شد) 11-4شکل (fasta، فایل آن با فرمت nblast، لذا پس از )1

ي ژن مذکور، در نهایت باعث ایجاد fastaبا اصلاح فایل ؛ اما در ادامه )12-4شکل(در ابتدا جالب نبود
). 13-4شکل(هومولوژي خوب گردید

، 27F(Lin et al., 2010)و 1492R، ژن هدف با پرایمرهاي nblastدر ادامه نیز براي طراحی پرایمرها از 
.ي مشاهده شد، شباهت ناچیز27fتنها با پرایمر. ، خلاصه شده است14-4استفاده شد که نتیجه در شکل 

ي نخست بررسیپرایمرهاي فرضی در مرحله: 2- 4جدول 

1- bacillus cereus

E. Coli position 27F:

5′-AGATTTGATCMTGGCTCAG-3′

E. coli position 1492R:

5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′

AGGGTTTGATCCTGGCTGAG
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clustalWپنل ورودي نرم افزار : 8- 4شکل 

79باسیلوس پامیلوس-4-2-4-2

1492Rآورده شده است، در حالیکه با پرایمر ،15-4در شکل، 27Fمر یبا پراnblastي حاصل ازجهنتی

باسیلوس 16S rRNAژن80توالیبودن بخاطر بخشیاین موضوع احیاناًکه، مشاهده نشد هیچ شباهتی
نیز شباهت ،)2-4جدول(مر کلییبا پراnblastينتیجه.)16-4شکل (باشد، میNCBIپامیلوس در سایت 
.)17-4شکل(بشرح تصویر داشتند

2- bacillus pumilus
3- partial sequence
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clustalwاین ژن نیز هومولوژي خوبی را در نرم افزار MSAیا همان 81هاي توالیبندي چندگانهردیف

16Sو جستجوي )19-4شکل(با توجه به ژنوم کامل این باکتريبعداً؛)18-4شکل(نشان دادند rRNA در
را با )20-4شکل(این ژن در آن موجود استاي که cDsبط با مرت82تعداد جفتهاي پایه،صفحه مربوطه

، 21-4شکل(بشرح شکل دیده شدی هایشباهتو نمودهnblast،)Andreazza et al., 2011(کلیهايپرایمر
).23-4و 4-22

، هومولوژي بد clustalW2خروجی نرم افزار : 9- 4شکل 

4- Multiple Sequence Alignmen
5- base paire(bp)
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هومولوژي خوب: 10- 4شکل 

83رواکسیدانتیو باسیلوس ف-4-2-4-3

16Sداشتند، ژن 24-4شباهتهایی به شرح شکل 3-4ژن مد نظر این باکتري نیز با پرایمرهاي  جدول 

rRNA25-4شکل (تیوباسیلوس فرواکسیدان نیز هومولوژي بسیار خوبی را نشان داد.(
)1389ارس و همکاران؛ (، براي شناسایی تیوباسیلوسPCRپرایمرهاي مورد استفاده در : 3- 4جدول

6- Acidithiobacillus ferrooxidans

Product size(bp)Sequence(5′→3′)NameAmplifies

384AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CATTGCTTCGTCAGGGTTG

F1
RAF

At.thiooxidans
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4-2-4-4-Staphylococcus pasteuri

MSA 16ژنS rRNA این باکتري  هومولوژي خوبی را در نرم افزارclustalw2؛ )26-4شکل(نشان داد
16Sژن  Andreazza et al., 2011( ،nblast(هاي معدنی جدا شده استاکتري از خاك و باطلهاین ب

rRNA27با پرایمرهاي کلی و  ) 27-4شکل(این باکتريF 1492وR نتایجی را به شرح شکل در  ،
).30-4و 29-4، 28-4شکل(برداشت

باسیلوس سروس16S rRNAهومولوژي بد ژن : 12- 4شکل 

باسیلوس سروس16S rRNAهومولوژي بسیار خوب پس از اصلاح فایل فستاي ژن : 13- 4شکل 
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27Fباسیلوس سروس با پرایمر16S rRNAژن nblast: 14- 4شکل 

27Fباسیلوس پامیلس با پرایمر16S rRNAبخشی از ژن nblast: 15- 4شکل 

باسیلوس پامیلس16S rRNAقسمتی از ژن  : 16- 4شکل 
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2- 4عمومی جدول باسیلوس پامیلس با پرایمر16S rRNAبخشی از ژن nblast: 17- 4شکل 

باسیلوس پامیلس16S rRNAهومولوژي خوب بخشی ژن : 18- 4شکل 

ژنوم کامل باسیلوس پامیلوس: 19- 4شکل 
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جفت مبنا606باسیلوس پامیلس داراي cDsدر ژن 16S rRNAانتخاب : 20- 4شکل 

27Fباسیلوس پامیلس با پرایمر cDsدر ژن 16S rRNAژن nblast: 21- 4شکل 

1492Rباسیلوس پامیلس با پرایمر cDsدر ژن 16S rRNAژن nblast: 22- 4شکل 
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باسیلوس پامیلس با پرایمر عمومیcDsدر ژن 16S rRNAژن nblast: 23- 4شکل 

3- 4جدول F1پرایمر تیوباسیلوس فرواکسیدان با 16S rRNAژن nblast: 24- 4شکل 

تیوباسیلوس16S rRNAهومولوژي خوب ژن :  25- 4شکل 
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Staphylococcus pasteuriهومولوژي ژن : 26- 4شکل  16S rRNA

Staphylococcus pasteuri: 27- 4شکل  16S ribosomal RNA gene
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27Fپرایمر باnblastStaphylococcus pasteuri 16S ribosomal RNA gene: 28-4شکل 

1492Rبا پرایمر nblastStaphylococcus pasteuri 16S ribosomal RNA gene: 29- 4شکل 

nblastStaphylococcus pasteuri: 30- 4شکل  16S ribosomal RNA geneبا پرایمر عمومی
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4-2-4-5-Proteus mirabilis

، موجود نبود براي NCBIآن در 16S rRNAژن  این باکتري نیز از آن باکتریهایی بود که توالی کامل 
، 4-4از پرایمرهاي جدول nblastبراي . همین با بخشی از توالی ژن و همچنین ژنوم کامل باکتري کار شد

.استفاده شد

pcoA(Ojoپرایمرهاي مورد استفاده براي تکثیر ژن : 4- 4جدول et al., 2008)

16S،ژن nBlastهمچنینو ) 31-4شکل(افزار نشان داد، هومولوژي خوبی را در نرم16S rRNAژن 

rRNAل به شرح شک،4-4هاي جدول شباهت نداشته و با پرایمر) 2-4جدول(با پرایمر کلیاین باکتري
).33-4، 32-4شکل(شتشباهت دا

16S rRNAهومولوژي ژن : 31- 4شکل  Proteus mirabilis

Sequence(5′→3′)Amplifies

ACYTACTGGTAYCACAGCCATTC
CCACATVCCRTGCAGGTG

copper resistance (pcoA) gene in
P.mirabilis
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Proteus mirabilisبا توجه به  strain HI4320, complete genom)و پیدا نمودن ژن ) 34-4شکل
16S rRNA ، درcdsل ) 2-4جدول (و همچنین بلاست با پرایمر کلی)35-4شکل(مرتبطو پرایمر سطر او

.شان ندادشباهتی ن4-4جدول ولی با پرایمر دومی )37-4و 36-4شکل(نتایج بشرح شکل داد4-4ل جدو

4- 4با پرایمر اول جدول nblastProteus mirabilis 16S ribosomal RNA gene: 32- 4شکل 

nblastProteus mirabilis: 33- 4شکل  16S ribosomal RNA gene 4- 4با پرایمر دوم جدول

Proteus mirabilis: 34- 4ل شک strain HI4320, complete genom
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cDsProteusدر ژن 16S rRNAانتخاب : 35- 4شکل  mirabilis جفت مبنا546داراي

4- 2با پرایمر عمومی جدول 35- 4، ناحیه ژنی شکل nblast: 36- 4شکل 

4- 4با پرایمر اول جدول 35- 4، ناحیه ژنی شکل nblast: 37- 4شکل 
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4-2-4-6-Pseudomonas chlororaphis

، نشان clustalw، هومولوژي بسیار خوبی را در نرم افزار )38-4شکل(این باکتري16S rRNAژن 
؛ )42-4، 41-4، 40-4شکل (صورت گرفتnblast، 2-4با استفاده از پرایمرهاي جدول ).  39-4شکل(داد

,.Lin et al)ریبوزومال  این باکتري بوفور استفاده شده استبراي تکثیر ژن 1492Rو 27Fاز  پرایمرهاي 

2010).
16S rRNAPseudomonasتوالی ژن : 38- 4شکل chlororaphis

16S rRNAPseudomonasهومولوژي ژن : 39- 4شکل  chlororaphis
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16S rRNAPseudomonasژن nblast: 40- 4شکل  chlororaphis 27با پرایمرF

16S rRNAPseudomonasژن nblast: 41- 4شکل  chlororaphis 1492با پرایمرR

16S rRNAPseudomonasژن nblast: 42- 4شکل  chlororaphisبا پرایمر عمومی
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4-2-4-7-Pseudomonas putida

Pseudomonas putidaشود که این باکتري توان بکارگیري در حقیقت بعنوان باکتري خاك شناخته می
,.Andreazza et al)باشدلیچینگ را نیز دارا میدر بیو 2010a; b) .16آمپلیفاي ژن . استفاده شده استS

rRNA 27با استفاده از پرایمرهايf 1492وRبا ساتفاده از پرایمرهاي مذکور نتایج . صورت گرفته است
، نیز موجود 16S rRNAتوالی کامل ژن ). 44-4و 43-4شکل (باشد، به شرح شکل میnblastحاصل از 

).46-4و 45-4شکل (بوده و هومولوژي خوبی را نشان داد

16S rRNAPseudomonasژن nblast: 43- 4شکل  putida 27با پرایمرF

16S rRNAPseudomonasژن nblast: 44- 4شکل  putida 1492با پرایمرR
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16S rRNAPseudomonasژن : 45- 4شکل  putida

16S rRNAPseudomonasژن هومولوژي : 46- 4شکل  putida
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سنتز پرایمر-4-2-4-8

براي طراحی پرایمر و همچنین بررسی ،الذکرفوقکارهاي صورت گرفته با استفاده از نرم افزارهاي 
چرا که هومولوژي خوبی اگر در این ژن وجود در باکتریها صورت گرفت،16s rRNAهومولوژي ژن 

خارج از طرح آنها که آیداي بوجود میت عدیدهاشکالا،PCRدر طراحی پرایمر و مراحل ،ه باشدنداشت
.حوصله ي این بحث است

نتیجه بر آن ،هایی از این دستو بررسیي ژنینهایت با توجه به شباهتها و تفاوتهاي پرایمرها با ناحیهدر 
.مورد استفاده باشندPCRر طراحی واکنشی دمبعنوان پرایمرهاي عمو،24Fو 1492Rشد که پرایمرهاي 

.سفارش داده شد84لذا براي سنتز و ساخت آنها به شرکت سیناژن

هاي آزمایشکاهیتست-4-3

با نمونه گیري مناسب از تست هاي آزمایشگاهی نیز شروع شدند،در کنار کارهاي بیوانفورماتیک،
85یکیتوع ژنتنموجود در این خاکها و ارزیابی اقدام به شناسایی باکتریهاي اطراف رگه هاي کانساري،

ي شروع روشهاي ملکولی تشریح اطراف نواحی کانساري شد، در ادامه مراحل کار آزمایشگاهی تا نقطه
.خواهد شد

سازي باکتري مقاوم به مسجداسازي و خاص-4-3-1

شناسی اقتصادي به چنین یندر علوم زم-براي اینکه بتوانیم یک وجه تمایزي، بین خاکهاي آلوده به مس 
قائل شویم، -86نواحی داراي مقدار زمینه مس –و دیگر خاکها -شوداي، کانسار یا ذخیره اطلاق مینواحی

نیاز بود تا شرایطی همچون خاك نواحی کانساري بوجود بیاید؛ به عبارتی میبایستی محیط کشتی تهیه شود 
دار، استفاده شد؛ آندرزا و لذا از محیط کشت انتخابی مسکه منعکس کننده محل زندگی باکتریها باشد؛

؛ 87اندهمکاران از این محیط کشت براي بررسی قدرت جذب بیولوژیکی مس توسط باکتریها استفاده نموده

1- CinnaGen Co., Head Office: 5th floor, no. 56, Azimi St., Phase 1, Shahrak Ekbatan, Tehran, Iran
2- Assessing genetic diversity
3- background
4- Andreazza, R., S. Pieniz,  B.C. Okeke and F.A.O. Camargo (2011), Evalution of copper resistant bacteria
from Vineyard soils and mining waste for copper biosorption, Brazilian Journal of Microbiology, 42: 66-74.
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ي جداسازي باکتریهاي مقاوم به شود و نحوهي ساخت چنین محیط کشتی اشاره میدر ادامه به تشریح نحوه
. گرددمیمس باختصار تشریح

NBي محیط کشت تهیه-4-3-2

و بصورت محلول در نمودهمیلی لیتر آب مقطر حل500، را با 88NBيمحیط کشت آمادهاز گرم 4
باضافه یک مگنت ، )47-4شکل (89دارهمزن اجاقبراي این کار از ، (Andreazza et al., 2011)میاوریم 

در نظر گرفته ) گرادي سانتیدرجه25حدود (ن دماي اتاق هما، دماي مورد نظرشدبراي چرخش استفاده 
گرم بر لیتر میلی300آنگاه . استفاده شدلیتري درب آبی میلی500فلاسک از،این کار براي انجام . شد

محلول را در pHو (Andreazza et al., 2011)به محلول اضافه نموده، )CuSO4.5H2O(سولفات مس
و لیترمیکرو100این کار  با استفاده از سمپلر .رسانده شد7به بودسک در حال چرخش حالی که مایع در فلا

NaOH ،میکرومتر 100صورت گرفت هر غلیظNaOH 2، حدود./،pH بردمیتغییر و به عبارتی بالارا .
1محیط کشت مذکور را به مدت بعداً. آماده استدار،مسNBحال دیگر محلول یا همان محیط کشت 

؛بار  قرار داده تا استریل گردد1فشار سانتیگراد  وي درجه121در دماي )48-4شکل (ساعت در اتوکلاو
توان محیط کشت را  در می. هاي خاك آماده استاکنون محیط کشت مذکور، براي اضافه نمودن نمونه

.است تا دوباره  استریل شود، لازم پس از هر بار استفاده اده و بعداً استفاده نمود؛ امادیخچال قرار 

هاي خاكاضافه کردن نمونه-4-3-3

فالکون برداشته و در اتوکلاو قرار داده شدند، براي اینکار از -)5-4جدول(نمونه14–ها به تعداد نمونه
با و در رك چیدهپس از اینکه فالکونها در اتوکلاو استریل شد، آنها را . میلیمتري استفاده شد50فالکونهاي 

.برده تا زیر هود کار شود) 49-4شکل( استریل شده داخل هود لامینارNBمحیط کشت 
هاي خاك را روشن بوده و تمامی وسایل بجز نمونهUVي هود، بمدت  نیم ساعت لامپ قبل از استفاده

. ر گرفتندها  در هود قرارا خاموش نموده و نمونهUVقبل از شروع کار، لامپ . داخل هود قرار داده شد
، به فالکونها با محیط کشت استریل اضافه (Andreazza et al., 2011)حجمی خاك/ درصد وزنی1آنگاه 

گرم خاك به 1/0شد؛ که در این کار، سی رسانده میسی100گرم خاك،  باید به حجم 1شد، در واقع 
سر فالکونها .   استفاده شد0001/0میلی لیتر رسانده شد؛ براي این کار از ترازوي دیجیتالی با دقت 10حجم  

1- nutrient broth
2-Hot plate Stirrer
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در ادامه فالکونها جداگانه، داخل انکوباتور . بسته شده و با برچسب، نام هر کدام معین شدبا پارافیلم
. قرار داده شدند) 50-4شکل(90شیکر

دارهمزن برقی اجاق: 47- 4شکل

3- incubator shaker
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اتوکلاو: 48- 4شکل 

دور در دقیقه تنظیم شدند؛ انکوبـاتور  بـه   150نتیکراد و ي سادرجه30دما و دور انکوباتور به ترتیب روي 
.ساعت در این وضعیت قرار داده شد24مدت 

سازيخالص-4-3-4

میلیلیتـر بـا اسـتفاده از محـیط     5میکرولیتر  از محیط کشت غنی شده  بـه حجـم   50ساعت، 24پس از طی 
همان شرایط قـرار داده شـدند، ایـن کـار دو     ، رسانده و باز داخل انکوباتور شیکر باNBي کشت استریل شده

ي آخـر،  هنگامیکـه قـرار بـود     در مرحلـه . تمامی این مراحل نیز زیر هود لامینـار کـار شـدند   . مرتبه تکرار شد
هـاي   شوند، متوجه شـدیم کـه یکـی  از فـالکون    ها  از محیط کشت مایع، داخل پلتهاي جامد کشت داده نمونه

اي در آن رشـد  بر باکتریال نیست؛ این مهم باین معنـا بـود کـه هـیچ بـاکتري     ، داراي اNBحاوي محیط کشت 
توانـد باشـد کـه در فصـل     ي بسیار مهمی در اکتشاف معـدن مـی  این موضوع، نکته). 51-4شکل (نکرده است

.شودبعدي، تحت عنوان نتایج راجع به  آن بحث می

NAي محیط کشت جامد تهیه-4-3-5
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، 93مخمر% 3/0، 92پپتون%5/0، 91آگار% 5/1فاده در این آزمایش، شامل مورد استNAمحیط کشت 
,.Andreazza et al)باشدمیCuSO4.5H2Oمیلی گرم بر لیتر 300و (Wikipedia)94نمک طعام% 5/0

2011) .pH درجه سانتیگراد یا همان دماي اتاق تنظیم شد25دماي در8/6محلول(Wikipedia) .

ي اولها در مرحلهنمونه: 5- 4جدول

کشت جامد-4-3-6

بایستی داراي باکتریهـاي مقـاوم بـه    هاي حاوي نمونه میسازي، اینک دیگر فالکوني خالصپس از مرحله
شت داده شوند، تا بتـوان آنالیزهـاي بعـدي را صـورت داد؛     مس باشند، لذا نیاز بود روي محیط کشت جامد ک

، در ادامه با استفاده از سمپلر (Andreazza et al., 2011)انتخاب شدNA95براي   اینکار محیط کشت جامد 
، تزریق نموده NAمیکرولیتر از نمونه هاي داخل فالکون را به محیط کشت 200-150میکرولیتر، 100-1000

ي خـالص سـازي دو نمونـه، بـدون     در طـول مرحلـه  . کفشی به چند صورت کشـت داده شـد  و توسط لوپهاي 
رقیـق  JAM1و G1هـاي  نمونـه . نمونه وجود داشتند16خالص سازي در شرایط قرار گرفتند؛ در واقع اینک 

. نمونه روي محیط کشت جامد، کشت داده شدند14نشده و به همین نام،  با همان شرایط 
میکرولیتـر محلـول بـه    200-150ر شد؛ کشت بصورت کشیدن لوپ کفشـی،  بـا  تزریـق    همانگونه که ذک

24بـه  مـدت   پتري دیش حاوي نمونـه 16در ادامه، . بعداً پتري دیشها با پارافیلم ایزوله شدند.  آگار انجام شد
. درجه سانتی گراد در انکوباتور قرار داده شد30ساعت در دماي 

2- agar
3- pepton
4- yeast extract
5- NaCl
1- nutrient agar

DBMJAMSKAAMJCMABMHSDSAJBMACMG
Witness1

Witness2
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)ACM(آباد و سمت چپی شامل خاك معدن علی) W1(سمت راستی شامل خاك شاهدفالکونها ، : 51- 4شکل 

کـه بـراي دیگـر بـار،     ) 52-4شـکل (ساعت بدلیل رشد زیاد باکتریها، پلتها قابل شناسایی نبودنـد 24پس از 
اي و ، تهیه و داخل پلتها توزیع گردید؛ در ادامه از هر دو روش کشت خطی بـا لـوپ دایـره   NAمحیط کشت 

و تزریق به محـیط کشـت   NBمیکرولیتر از محیط کشت 20با لوپ کفشی استفاده شد؛ در حقیقت، با کشت 
هـا داخـل   سـاعتی نمونـه  24پـس از رشـد   . و همچنین کشت خطـی، آزمایشـات پـی گرفتـه شـدند     NAجامد 

در . )53-4شـکل ( ي سانتیگراد، باز رشد باکتریها بـیش  از حـد مطلـوب بـود    درجه30انکوباتور تحت دماي 
. شد تا بتوان تک کلون گرفتواقع باید روشی  اتخاذ  می

اي نمونـه  از آنجایی که هدف گرفتن  تک کلون بود، از محیطهاي جامد قبلـی  بـا اسـتفاده از لـوپ دایـره     
برداشته و در یک پتري دیش جدید کشت انجام شد؛ یعنی یک ذره از محیط کشت جامد قبلـی را برداشـته و   

pهاي گرفته شده از جامد بـا انـدیس   نمونه.  استفاده از کشت خطی کشت صورت گرفتدر پلت نوکشت با

اي، به هاي خاك دوباره در محیط کشت مایع کشت داده شدند و این دفعه با لوپ دایرهمشخص شدند؛ نمونه
داخل فالکو
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.دهدکشت با لوپ پاشکل که زیادي رشد را نشان می: 52- 4شکل

خطی در محیط کشت جامد شامل رشد زیاد باکترينمونه کشت: 53- 4شکل

ماننـد  . از یکـدیگر متمـایز گشـتند   Lها، با اندیساین پتري دیش. زده و روي محیط کشت جامد پخش شدند
SKL یاSAP .

و 54-4شـکل  (هـا مشـاهده شـد   اي که صورت گرفت تک کلون در پتري دیشدر ادامه با کشتهاي خطی
و گرفتن یک کلـون  ) 56-4شکل (لونیها،  پتري دیش به چندین قسمت تقسیمبا مشخص شدن تک ک). 4-55

از هر قسمت و کشت آن بصورت خطی در نقطه ي متناظر آن در پتـري دیـش جدیـد سـعی در تـک کلـونی       
. کردن کامل آنها شد

اصـلاً اثـري از بـاکتري    کلونهـاي باکتریهـا کـم یـا     هـاي شـاهد،   لازم بذکر است که در پتري دیش نمونـه 
) 58-4و 57-4شکل(نبود
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دیشها در پتريتک کلون: 55-4شکل 
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ها در پلتتک کلون: 54- 4شکل 

اي از تقسیم پتري دیشنمونه: 56- 4شکل 

)W2(شاهدينمونه: 57- 4شکل 
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)W1(کلونهاي بسیار کم باکتریها در نمونه شاهد : 58- 4شکل 

شت جامدکبیوتیک به محیطتزریق آنتی-4-3-7

اولین مطالعات مربوط به چگونگی ارتباط بین جمعیت هاي باکتریال مقاوم فلزسنگین، آنتی بیوتیک و 
انجام شد، نتایج این تحقیقات که در طول زهکشی در بخشی 1986در سال 96سازي توسط میشلنواحی کانی

ادفی ما بین مقاومت ارتباطی به صورت تص: صورت پذیرفت، چنین گزارش داده شد97از معدن تومیچی
آنفلیکول و کاناماسین وجود دارد که باکتریهاي هتروتروفیک و حضور فلزات سنگین نیز به آنها مرتبط کلرم

، به منظور تخمین درصد باکتریهاي مقاوم 99، از لومینمتري1990در سال نیز، 98رابینسون. و وابسته می باشد
گزارش داد که در نواحی اشباع از بخار سطح رویی یک فلز در آبهاي گرم و بخارآب استفاده کرد، او

ها عددي بیشتري توسط استفاده از لومینمتري مشخص شده است؛ که در مقایسه با کانسار سولفیدي شاخصه
هاي رسوبات تبخیري بهتر جواب داده آنالیزهاي معمول ژئوشیمیایی براي آن عنصر روي نمونه

.(Parduhn, 1995)اند

1- Michaels
2-Tomichy mine
3-Robinson

.می باشدATP-luci feraseلومینومتري یک روش تخمین سلولی براساس عکس العمل دربرابرنشرنوري-4
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مقاومت ساحل لجنی نیویورك باکه توزیع فلزات درکشف کرده بود،1978در سال 100تیمونی
،(Parduhn, 1995)نمونه هاي باسیلوس سروس منطبق شده استها دربیوتیکآنتیسنگین وچندین فلز

در ت پنیسیلین وممقاکه آیاوترسون به این موضوع علاقمند بشودسال بعدچندباعث شدهمین کشف او
ي همجوارکانسار مطابقت خاکهاي دست نخوردههاي طبیعی فلزات سنگین درآنومالییلوس سروس باباس

وترسون خاکهایی رویی چند کانسار فلزي مشهور را .(Watterson et al., 1986)دارد یا چنین چیزي نیست
یلوس سروس عمدتاً جمع آوري کرده و مورد آزمایش قرار داد؛ او مشاهده کرد که مقاومت پنیسیلین در باس

.(Watterson et al., 1986)با محتواي فلزي خاك ارتباط دارد
محیط کشت آنتیبیوتیک تزریق شود، با توجه به کارهاي صورت گرفته پیشین، تصمیم بر آن شد که به  

زاي دیشها بود به اي توزیع در پتري، هنگامیکه از اتوکلاو برداشته شده بود و آمادهNAلذا به محیط کشت 
ي حاوي تک کلون به ازاي هر نمونه. بیوتیک اضافه گردیدلیتر از محیط کشت یک میکرون آنتیهر میلی

- دیش آمپی سیلین، به دیگري کانامایسن و به پتريسه پتري دیش تهیه شد؛ به این صورت که به یک پتري

گرم 1بیوتیک، ستوك  آنتیي ابراي تهیه.اضافه گردید102و کانامایسین101سیلینآمپیدیش آخر، هر دوي 
سی از محیط کشت سی1لیتر آب دوبار تقطیر حل شد و به ازاي هر میلی10سیلین یا کانامایسین در از پنی

.یک میکرون از استوك اضافه شد
ها بعنوان نمونه، نام نمونه.  ها سفت شدند، عمل کشت صورت گرفتدیشدر ادامه هنگامیکه پتري

یکدفعه داخل محیط کشت جامد قرار SKيمفهوم این یعنی این که،  نمونه. یافتتغییر SKPTAبصورت 
دیش مقدار کمی برداشته شده  و در محیط کشت جامد دیگري کشت داده شده گرفته است، باز از آن پتري

. ددیش دیگر کشت داده ش، بعداً  این نمونه به چند قسمت تقسیم و از هر قسمت در پتري)SKPنمونه (است 
- ها در پتريپس از رشد گونه) SKPTنمونه (در ادامه از تک کلونها برداشته و در پلت جدید قرار داده شده 

برداري از پلت قبلی صورت بیوتیک تهیه شده و در آن رشد با تکهدیش، باز پلتی با محیط کشت حاوي آتنی
.مشخص شدند(a, c, 1, 2)بیوتیک و تعداد آنها نیز با حروف؛ نام آنتی)SKPTA(گرفته است 

ها شامل باکتري هاي خاکی گرفته شده از نواحی کانساري در پتري دیشدر نهایت مشاهده شد که نمونه
این موضوع دریافت ). 60-4و 59-4شکل (هاي شاهد اثري از حتی یک تک کلون نیستبوده و در نمونه
.دگردتوانست باشد که در فصل بعدي تشریح میبسیار مهمی می

1- Timoney
2- ampicillin
3- canamycin
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)W2(بیوتیک ي شاهد، شامل هر دو آنتینمونه: 59- 4شکل 

چپ بیوتیک و تصویر سمتي معدن جاروشامل محیط کشت با دو آنتیپتري دیش سمت راست مربوط به نمونه: 60- 4شکل 
آباد در پتري دیش شامل آمپی سیلین ي خاك معدن علیمربوط به نمونه

UVتست -4-3-8

ي کشت و همچنین تصدیق نبود آلودگی در محیط کشت ، در مرحلهE.coliحضور بمنظور تعیین عدم 
توانست بود و  از طرفی هم این باکتري  میE. Coliدر آزمایشگاه احتمال حضور . این کار صورت گرفت

در محیط کشت اختصاصی ما رشد کند و حتی وجود داشته باشد؛ چرا که در کارهاي قبلی حضور این 
;Konstantinidis et al., 2003)دار ثابت شده بوداحی مسباکتري در نو Shakoori and Muneer 2002;

Santo et al., 2010)



79

، UV، برآن شدیم تا تست DNAهاي ملکولی و استخراج لذا براي اطمینان از این موضوع قبل از بررسی
را در معرض –حاوي باکتریها پتري دیش–ها ها صورت بگیرد؛ بنابراین تعدادي از نمونهبر روي نمونه

گیرد ، هنگامی که در این وضعیت قرار میE. Coliي ماوراء بنفش قرار داده شد؛ از آنجائیکه باکتري اشعه
ها این باکتري وجود داشت، میبایستی پلت حاوي اي ساطع کند، اگر در نمونهباید از خود نور سبز مغز پسته

هاي ما مضهود نبود و این یعنی اینکه د؛ که چنین چیزي در نمونهنمونه رنگ مذکور را از خود ساطع کن
. ، در خاکهاي معادن مورد مطالعه وجود نداشتE. Coliي گونه

)DNAو RNAشامل هر دو روش (ي ملکولی پروسه-4-4

استخراج و خالص سازي ناکلئیک اسیدها -4-4-1

سازي جداسازي و تصفیه و خالصDNAوRNAهاي ملکولی ترین گام در تکنیکاولین و مهم
هاي بعدي بر لزوم کیفیت و باشد؛ چرا که گامهاي خاك میاز نمونه) DNAیا RNA(ناکلئیک اسیدها 

,Reith and Rogers)کمیت همین ناکلئیک اسیدهاي استخراجی تأکید دارند 2007).
:(Hurt et al., 2001)باشدرح ادامه میهاي خاکی به شمنطقی برداشت ناکلئیک اسیدها از نمونهروال

ي تأثیر ناکلئیک اسـیدها، بایـد خیلـی بـالا باشـد و سـتمگیري آن بـه معـرف نبـودن ناکلئیـک           درجه
.اسیدهاي استخراجی جوامع میکروبی طبیعی، نباید جدي باشد

هـاي رشتهRNAوDNA     اي بـزرگ باشـند؛ کـه بتـوان از آنهـا در     اسـتخراج شـده، بایـد بـه انـدازه
.یابی ژنتیکی جوامع، یا آنالیزهاي بیان حالت ژنی، بهره برداي همچون؛ اطلاعاتمطالعات ملکولی

RNAوDNA  103ي کـافی خـالص باشـند؛ تـا بمنظـور هضـم آنزیمـی       بدست آمده، باید بـه انـدازه ،
ــوس    ــاخت معک ــازي س ــیون، فزونس ــته  RNAهیبریداسس ــنش رش ــتفاده از واک ــا اس ــراز  ب ــی م ي پل

.، قابل اعتبار باشند)PCRمعکوس ترنسکریپتاز(
RNA وDNA         باید به طور همزمان، از نمونه هـاي خـاك جـدا شـوند؛ تـا بتـوان آنالیزهـاي جـامع و

.مستقیمی را روي آنها صورت داد
ي ممکن، ساده و قابل فهم باشـد؛ تـا عمـل اسـتخراج     سازي، باید تا اندازهمقدمات استخراج و خالص

.دسریع و کم خرج صورت گیر
هاي مختلف خاکی باشدمراحل استخراج و مقدمات آن باید قوي، مطمئن و قابل تعمیم به نمونه.

1- Enzyme digestion
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به منظور برآوردن معیارهاي DNAوRNAاغلب وسایل و اسباب کار اقتصادي موجود استخراج
هاي ر بودن تستاند؛ بنابراین آزمایشات اولیه زیادي جهت تعیین کارآرایی و فراگیفوق تهیه و طراحی شده

ي ي اقتصادي از ابزارهاکه هدفشان یافتن چگونگی استفاده. استخراج ناکلئیک اسیدها در حال  انجام هستند
هاي مختلف خاکی هست، چرا که خاکهاي موجود و پیشنهادي بمنظور استخراج ناکلئیک اسیدها از گروه

,Reith and Rogers)اندشان را نشان دادهرسی و مواد ارگانیکی تأثیر مهم کارآیی 2007).

استخراجیDNAیاRNAفزونسازي ژن هاي معرف هدف-4-4-2

اغلب ١٠٥هاي خاك بمنظور استفاده و نمودارگیري با ژل الکتروفورزدر نمونه١٠٤هاي هدفتمرکز ژن
خیلی کم است؛ علی الخصوص که فزونسازي ابتدایی هم روي آنها صورت نگرفته باشد، بنابراین ژنهاي

، ژن هدف با استفاده از DNAهاي در روش(Widada et al., 2002).هدف باید تقویت و افزایش یابند
سیکل دو 20- 60در طول هر DNA، ژن PCRشود، در روش فزونسازيگسترش و تقویت میPCRروش 

يویژههاي ، چندین میلیون کپی از پهنکPCRبطوریکه در پایان یک سلسله). 61-4شکل (شودبرابر می
DNAتولید شده است(Singleton and Sainsboury, 2006; Reith and Rogers, 2007).

106ي نهایی که توسط ژل الکتروفورز آگاروسروي نتیجهPCRبمنظور تعیین موفقیت روش فزونسازي 

اسازي ي استفاده از ژل الکتروفورز آگاروس امکان جد؛ بواسطه)62-4شکل(می شود دست آمده اعمال نظر
هاي متفاوتی براي شود شیوهفراهم می) یعنی تعداد پرایمرها(ي سایزهاي ملکولی بر پایهDNAقطعات 

ساختار ملکولی RNA؛ چرا که (Widada et al., 2002)مورد استفاده استRNAروشهاي ملکولی 
به RNAبدیل ملکول تRNAدارد، لذا اولین قدم براي اغلب تکنیکهاي ملکولی بر اساسDNAمتفاوتی با 

DNAمراز ي پلیمشابه بمنظور استفاده در واکنش زنجیرهRNA سازي معکوس )RT-PCR (می -

هدف مورد توجه، پرایمرهاي RNAیا DNAفزونسازي ویژه براي بمنظور.(Widada et al., 2002)باشد
.(Widada et al., 2002)مورد استفاده هستندPCRمخصوصی براي ژنها در واکنش 

استخراج شده از خاك، DNAهستند که به انتهايDNAهاي مختصر و کوچکی از پرایمرها رشته
گردند؛ این پرایمر محسوب میPCRي شروعی از فزونسازي متصل شده و بعنوان ژنهاي آغاز کننده، نقطه

ي فیلوژنتیک و همههاي هاي منحصر بفرد، گروهبمنظور ارزیابی ژنهاي عملکردي یا ریبوزومال نمونه
بنابراین امکان ارزیابی فعالیت و حضور . (Widada et al., 2002)یابندهاي آنها توسعه و افزایش میزیرگروه

1- Target genes
2- Electrophoresis gel
3- Agarose electrophoresis gel
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Reith and)شودهاي خاکی داده میهایی چون باکتریها در نمونههاي منفرد و منحصر بفرد، گروهنمونه

Rogers, 2007).
) زمان حقیقیRNA)PCRوDNAهدف جوامعDNAيقی براي توسعهامروزه آنالیزهاي کمی دقی

ژنهاي مخصوصی که در خاك حضور دارند را ١٠٧هايتوان تعداد کپیتوسعه یافته است؛ با این تکنیکها می
هایی که تولید چنین ژنهایی در این نتایج به تعیین مقدار نهایی ارگانیسم. (Widada et al., 2002)تعیین کرد
زمان حقیقی، روش PCRروش . شوندکنند و نرخ فرآیندهاي بیوژئوشیمیایی در خاك منجر میخاك می

قدرتمندي بعنوان ارتباط دهنده ماشینی بین اجزاي ژنتیکی جوامع میکروبی و فرآیندهاي ژئوشیمیایی اداره 
Widada et)باشدمی-که اتفاقاً در رابطه با ژئوشیمی اکتشافی است-شده توسط میکروبها در مواد خاکی

al., 2002).

(Singleton and Sainsboury, 2006)ي پلی مرازواکنش زنجیرهاستفاده ازهدف باDNAنماي شماتیک فزونسازي: 61- 4شکل  (PCR)

1- copies
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534Rجفتهاي اولیهحاصل ازPCRي نتیجه؛)P6 510(جفت اولیه510آگارزژل الکتروفورز: 62- 4شکل ,Z7-G ندهدهتوسعه -

جفت پایه، تعداد قطعات 100، شامل M، ستون 108ذرات طلاي بدست آمده از معدن طلاي هیت یامیس16S rDNAي 
)100,200,300,400,500,600,700,800,900M1000,1500(هم محصول 19تا 1مسیرهاي. باشدمیPCR از فزونسازي ،DNA باکتریال

) - (بعنوان بررسی منفی MilliQدرطول فزونسازي و آب استریل (+) مثبت ، بعنوان بررسیE.Goli DNA. مجاور ذرات طلا هستند
(Reith and Rogers, 2007)استفاده بوده استمورد 

١٠٩ارزیابی تنوع ژنتیکی-4-4-3

هاي زیست محیطی، هاي کلیدي جوامع میکروبی در نمونهبمنظور ارزیابی تنوع ژنتیکی و تعیین گونه
هاي ، با دیگر رشتهDNAهاي اند؛ در این کتابخانه رشتههاي ناشناخته خلق شدهنمونهاز DNAهاي کتابخانه

DNAشوند که این کار راهی سریع و دقیق، ها مقایسه میخاکهاي کانساري در پایگاه اطلاعات جهانی رشته
ي هاي مرتبط با زون میزالیزه است؛ درست از همین روش براي نمونهDNAجهت شناسایی و تشخیص 

DNA شوداستفاده می... انسان در پزشکی قانونی و دیگر امور، جهت شناسایی افراد و(Widada et al.,

2002).

تستهاي ملکولی-4-4-4

بیوتیک و دیگر آزمایشات مذکور، اکنون دیگر زمان تستهاي ملکولی رسیده بود، چرا پس از تزریق آنتی
اشت و بایستی کار استخراج نوکلئیک اسید مد نظر یعنی هاي مطلوبی از باکتریها وجود دکه تک کلون

.شوددر ادامه مراحل کار ملکولی صورت گرفته بیان می. دئوکسی نوکلئیک اسید ضورت گیرد

1- Hit or miss Gold
2- Assessing genetic diversity
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، با استفاده از روش فیزیکیDNAاستخراج -4-4-4-1

پلت برداشته و پس از اینکه تک کلونها داخل پتري دیش مشخص شدند، تعدادي از آنها، با لوپ از روي 
سی سی10داخل  فالکون شناور شدند؛ براي هر تک کلون یک فالکون در نظر گرفته شد؛ فالکونها  حاوي 

ي سانتیگراد و به مدت درجه28پس از اتمام این کار، فالکونها در دماي . ،  استریل بودندNBمحیط کشت 
.ساعت در انکوباتور شیکر قرار داده شدند24

ي ابر باکتریال روز، فالکونهاي داخل انکوباتور بررسی شدند؛ رشد باکتریها به واسطههپس از یک شبان
در ابتدا، براي . ، آماده بودندDNAاکنون دیگر باکتریها براي استخراج . موجود در ظرف مشهود بود

, DNA extraction)آید، پی گرفته شداز سلول باکتریال، روش معمولی که در ادامه میDNAاستخراج

University of Toledo)1500 1.5)(میکرولیتر mL از محیط کشت شامل باکتري که در فالکونها موجود
ریخته و نام هرکدام جداگانه مشخص شد، این کار زیر هود لامینار mL 1.5بود، برداشته و داخل تیوبهاي 

.وبها اضافه شد، تهیه و در ادامه به تی6-4صورت گرفت، آنگاه محلولی با ترکیبات جدول 

DNAترکیب محلول مورد استفاده در استخراج : 6- 4جدول

با ترازوي . ي مقدار گرم مواد مصرفی با توجه به وزن مولی اقدام به ساخت محلول شدپس از محاسبه
را داخل فلاسک درب آبی یک لیتري Trisابتدا .  به مقدار لازم برداشته شدندTrisو EDTAدیجیتالی 

محلول PHچرا که غلیظ به هشت رساندیم،HClمحلول را با استفاده از PHحاوي آب مقطر، حل نموده و 
لازم به ذکر است که . به محلول اضافه گردیده و صبر شد تا خوب حل شودEDTAآنگاه . بود15حدود 

ي پذیر است که فلاسک بر روي همزن بوده و محلول داخل آن بواسطهاین مراحل در صورتی امکانتمام
. صورت گرفت،NaOHتنظیم شد که این کار با استفاده از 8روي Phمگنت در حال چرخش باشددر ادامه 

pH=810 mM Tris

pH=81mM EDTA

--------5% tween 20

X- 1001% Triton
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EDTA تنها، درPH=820%آن را با میکرولیتر از500موقع تقسیم محیط کشت داخل تیوبها، . شودحل می
آوري شدند؛ در ادامه با استفاده از ازت مایع، مخلوط نموده و در تیوبهاي جداگانه جمع) 100(%گلیسرول

این کار براي اطمینان از دست نرفتن . ي سانتیگراد ذخیره شدنددرجه-70ها فریز شده و در دماي نمونه
.باقی بماندباکتریها صورت گرفت، چرا که سلول باکتریال دست نخورده 

قرار داده g5000دقیقه داخل سانتریفوژ، با دور 5میلی لیتري حاوي محیط کشت به مدت 5/1تیوپ هاي 
داخل آنها دور ریخته و جامد ته نشین 110شدند، پس از اتمام کار دستگاه، تیوبها برداشته و محلول رویی

.نگه داشته شد111شده
بصورت 112به هر تیوپ اضافه شده و با ورتکس، )6-4جدول (شده در فوق، از محلول تهیه1ccدر ادامه 

پس از این تیوبها در رك مربوطه چیده شدند و به . آنگاه تیوبها در ازت مایع فریز شدند. محلول درآمدند
1به مدت g5000در ادامه بلافاصله داخل سانتریفوژ با دور . مدت سه دقیقه درآب جوش گذاشته شدند

.ددقیقه قرار داده شدن
باکتري  DNAباکتري استخراج شده است و محلول رویی هر تیوب در واقع، همان DNAاکنون دیگر

بعداً در . در ادامه محلول مذکور با سمپلر کشیده شده و داخل تیوبهاي جدید ذخیره شدند. مد نظر است
لول رویی با سمپلر کشیده دقیقه گذاشته شدند؛ پس از این، دوباره مح1به مدت g5000سانتریفوژ با دور 

. شده و به تیوب جدید منتقل شدند

. هاي بعدي ذخیره شدندي سانتیگراد براي استفادهدرجه-20در دماي ،DNAهاي نمونه

با نانودراپDNAهاي تست نمونه-4-4-4-2

113نانودراپبدست آمده، چند نمونه برداشته شد تا با استفاده از دستگاه DNAهاي براي بررسی نمونه

،  به سنسور دستگاه آغشته بمیکرولیتر از هر تیو2. استخراجی تعیین گرددDNA، غلظت )63-4شکل(
در واقع دستگاه نانودراپ، میزان . گیري شداندازهDNAدر ادامه با استفاده از نرم افزار غلظت . نموده شد

، 64-4شکل (کندمحاسبه مینمونه، را در یک مایکرولیتر DNAي خلوص غلظت بر حسب نانوگرم و درجه
4-65 .(

1- supernutant
2- plate
3- vortex
4- nano drop
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نانومتر 230شود، پیکهاي خیلی خوبی در طول موج مشاهده می65-4، و 64-4همانگونه که در شکلهاي 
که مربوط به جذب پروتئین هست نیز پیک مشهود است؛ که یکی از 260شود و در طول موج مشاهده نمی
جهت واکنشهاي ) 460و 780(ها اما غلظتهاي نمونه. ی باشداستخراجDNAتواند ناخالص بودن دلایلش می

PCRبسیار مناسب است ،.
چرا که بعنوان . ، واکنشهاي آن و غیره مهم باشدPCRتواند در طراحی سیکل ، میDNAمیزان غلظت 

. مثال، میزان غلظت بالا تبعاتی را در باند خروجی خواهد داشت و باید رقیق گردد
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ستگاه نانودراپد: 63- 4شکل 

استخراجی با استفاده از نانو دراپ DNAي ي تست نمونهنتیجه: 64- 4شکل 
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استخراجی با استفاده از نانو دراپ  DNAي ي تست نمونهنتیجه: 65- 4شکل 

PCRسازي بهینه-4-4-4-3

براي . ، استفاده شودPCR، نیاز است تا از دستگاه ترموسایکلر یا همان ماشین DNAبمنظور تکثیر قطعات 
گیرند و در نهایت دستگاه با تولید سیکلهاي ها با اضافه شدن موادي به آنها در دستگاه قرار میاینکار، نمونه

ي در ادامه نحوه. گرددمیDNAي دهد موجب تکثیر قطعهدمایی متفاوت و فرآیندهایی که صورت می
.شوداه تشریح میها و همچنین طرز کار با دستگسازي نمونهآماده

ها چرا که تعداد نمونهنمونه تدارك دیده شد،15براي ، PCRجهت واکنش مورد نیاز 114مسترمیکس
14. ي بیشتري در نظر گرفته شدعدد بود و به خاطر خطاهاي دستی و دستگاهی احتمالی مقدار نمونه14
دند و در ظرف یخ نگهداري آنها داخل رك چیده ش؛لیتري برداشتهمیلی5/1و یک تیوب PCRب تیو

مسترمیکس به تیوبها، زیر هود و تحت شرایط استریل صورت و اضافه نمودن تمامی مراحل تهیه. شدند
( آب. ، مقدار مواد لازم به شرح ادامه اضافه گردیدPCRمیکرولیتري 20ي یک واکنشبراي تهیه. گرفت

-2(  ،MgCl2(x-10، بافر )2/11 1.5mM)8/0( ،dNTP)1(پرایمر ،Forward-0.5mM)5/1( ،
.اضافه شدDNAمیکرولیتر 2میکرولیتر به ) 2/0(Taqو ) Reverse-0.5mM)5/1پرایمر

1- master mix
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- باین منظور هر کدام از مواد . ي مستر میکس شدنمونه دیده شده بود، اقدام به تهیه15چون تدارك 
تمام مواد مذکور در سطور فوق بجز . آوري شدجمع5/1ضرب شده و در تیوب 15در -قطعاً بجز نمونه 

بعداً تیوب . ، اضافه شدندPCRها هرکدام دو میکرولیتر به تیوبهاي در ادامه نمونه. اضافه شد(Taq)آنزیم   
میکرولیتر از 18در ادامه به هر تیوب . و آنزیم به آن اضافه گردیدمسترمیکس نزدیک یخچال برده

اسم هر نمونه نیز، روي تیوبها نوشته . ستگاه ترموسایکلر آماده استاکنون خوراك د.  مسترمیکس اضافه شد
، به ترتیب PCRسیکل  35. ، چیده شدند و دستگاه ران شدPCRها در چاهکهاي میانی ماشین نمونه. شد

ي درجه11695سازي بعديدقیقه، واسرشته5ي سانتیگراد به مدت درجه11595دماي واسرشته سازي اولیه
11872دقیقه، دماي تکثیر1ي سانتیگراد به مدت درجه11754ثانیه، دماي آنلینگ30ه مدت سانتیگراد ب

دقیقه، بکار گرفته 5ي سانتیگراد به مدت درجه72دقیقه و تکثیر نهایی 1ي سانتیگراد به مدت درجه
).7-4و جدول 66-4شکل (شد

ي درجه54-50با دماي آنلینگ 119ان، بصورت گرادیPCRنمونه، سیکل 3لازم به ذکر است که ابتدا با 
هاي قرار گرفته در ،  تنها نمونهPCRدر نهایت با روي ژل بردن محصول ). 67-4شکل(سانتیگراد تعریف شد

-لذا براي تمام نمونه). 68-4شکل(ي سانتیگراد، باند مطلوب را نمایش داددرجه5/52و 54چاهکهاي دمایی 

.د در نظر گرفته شدي سانتیگرادرجه54ها دماي آنلینگ  
آورده شدند و % 2روي ژل آگارز 121و لدر120ها را با استفاده از داي پس از اتمام کار ترموسایکلر، نمونه

پس از اتمام . دقیقه به حال خود رها شد45، تنظیم شد و براي 90Vالکتروفورز ران شد، ولتاژ دستگاه روي 
.   هیچ باندي روي ژل وجود نداشتد،، گذاشته شUVکار دستگاه هنگامی که باند زیر 

PCRسیکل : 7- 4جدول 

2-initial denaturation
3- subsequent denaturation
4- annealing
1- extension
2- gradient
3- dye
4- ladder; Gene Ruler TM DNA Ladder Mix

950C 5/ (95  30 //, 540C 60// , 720C 60//)35 720C 5/
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گراددرجه سانتی54، با دماي آنلینگ PCRتصویر سیکل : 66- 4شکل 

ل چاهکهاي ها داخنمونه122براي بارگذاري. ، حاصل گشت69-4لاگ، تصویر با استفاده از دستگاه ژل
براي گرفتن باند مطلوب، به ناچار دوباره .  شدندمیکرولیتر داي، مخلوط2میکرولیتر از نمونه با 7ژل آگارز، 

تمامی موارد مانند حالت قبل در نظر گرفته . ، شدPCRاقدام به تهیه مسترمیکس و همچنین تعریف سیکل 
متاسفانه باز هم باندي از ژل به دست . یف شدگراد در تعري سانتیدرجه5/52شد، بجز دماي آنلینگ که 

گراد، در نظر گرفته شد؛ باز هم باندي زیر ي سانتیدرجه50ي دیگر دماي آنلینگ دفعه). 70-4شکل(نیامد
UVي کار از در ادامه. ، مشاهده نشدMgCl2  با غلظتهاي)mM (3 ،2 میکرولیتري 20براي واکنشهاي 5/1و

گراد، استفاده شد که در نهایت ي سانتیدرجه50و همچنین دماي آنلینگ 7-4ل با سیکل متناظر با جدو
.هیچ یک از موارد فوق منجر به باند بر روي ژل آگارز، نشد

ي ، از پی گرفته شد؛ پس از استخراج دوباره1-4-4-4ي کار باز تمامی مراحل مذکور در بند در ادامه
DNAکنشهاي ، براي دیگر بار اقدام به تعریف واPCRها بار با توجه به تازه بودن نمونهاین. و سیکل آن شد

از 

5- loading



90

گراد گرادیاندرجه سانتی50- 54، با دماي آنلینگ PCRتصویر سیکل : 67- 4شکل 

که 67- 4شکل PCRبا استفاده از سیکل الگوي اولیهDNAحاصل ازPCRي نتیجه؛آگارزتصویر ژل الکتروفورز: 68- 4شکل
و (SAa1)، سونگون(DBM1)لدر، دره زرشک- به ترتیب از  چپ به راست- باکتریال خاك معادن 16S rDNAي ژن دهندهه توسع

گراددرجه سانتی54و 5/52، 50جفت مبنا ، از چپ به راست دماي آنلینگ 500شامل (ABM1)علی آباد

500bp
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، فاقد باند66- 4شکل PCRالگو با استفاده از سیکل DNAحاصل از PCRي ؛ نتیجهتصویر ژل الکتروفورز آگارز: 69- 4شکل

شامل دماي آنلینگ PCRالگو با استفاده از سیکل DNAحاصل از PCRي ؛ نتیجهتصویر ژل الکتروفورز آگارز: 70- 4شکل
گراد، فاقد باندي سانتیدرجه5/52
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گراد در نظر گرفته شد ي سانتیدرجه55، استفاده شد؛ باین صورت که دماي آنلینگ toch downسیکل 
، مقدار مواد مصرفی نیز مانند حالات )71-4شکل (رسدگراد میي سانتیدرجه50سیکل به 10که در طی 
ها در و بارگذاري نمونهPCRپس از اتمام کار ماشین .  میلی مولار تعریف شدندMgCl23قبل براي 

. شدچاهکهاي ژل آگارز باز هم باندي مشاهده ن
، شد که در نهایت تصمیم به استفاده از کیتهاي تجاري DNAلذا دیگر اقدام به تعویض روش استخراج 

. ي این کار شدویژه

touch down، با طرح دمایی PCRتصویر سیکل : 71- 4شکل 
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، با استفاده از کیتDNAاستخراج -4-4-4-4

،  با استفاده از پروتکل مخصوص 123شرکت سینا ژنیالاز سلولهاي باکترDNAي کیت استخراج با تهیه
ها پس از این سه عدد از نمونه. ، شدDNAشرکت و همچنین مواد مصرفی موجود در کیت اقدام به استخراج 

). 72-4شکل(مراز روي ژل آگارز برده شدندي پلیبدون واکنش زنجیره

الگوDNAتصویر ژل الکتروفورز آگارز: 72- 4شکل

1- Cinna Pure DNA kit for the isolotion of DNA from gram positive bacteria
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در ادامه . باشد، میDNAي روال منطقی و صحیح استخراج ، نشان دهنده72-4دهاي مشهود در شکل بان
، استفاده PCRي تیوبهاي تعریف و از مسترمیکس شرکت سیناژن براي تهیه7-4، همانند جدول PCRسیکل 

ها بر گاه و لود نمونهمیکرولیتري ران شد که پس از اتمام کار دست20ي دستگاه ترموسایکلر با سه نمونه. شد
شد تعداد جفتهاي مبنا را ، با استفاده از لدر می)73-4شکل(روي ژل باندهایی به شرح شکل مشاهده شدند

باکتریهاي مذکور در سطور فوق مشاهده گردید 16S rRNAجفت در نظر گرفت که با رجوع به ژن 1500
. که باند مطلوب بالاخره حاصل شده است

که 7- 4جدول PCRالگوي اولیه با استفاده از سیکل DNAحاصل از PCRي ؛ نتیجهژل الکتروفورز آگارزتصویر: 73- 4شکل
JAMa)جارو- به ترتیب از چپ به راست- باکتریال خاك معادن 16S rDNAي ژن دهندهتوسعه  و علی (SKPTA1)، سونگون(
Gene Rulerی آب دو بار تقطیر و لدر ي کنترل منفجفت مبنا بوده، نمونه1500شامل (AAM1P)آباد TM DNA Ladder Mix.

، گذاشته شدند و باندهاي دلخواه بر PCRها  در ماشین ي نمونهدر ادامه با استفاده از شرایط فوق، همه
). 74-4شکل(روي ژل نمایان شدند

کنترل منفی

1500bp
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که 7- 4جدول PCRولیه با استفاده از سیکل الگوي اDNAحاصل از PCRي ؛ نتیجهتصویر ژل الکتروفورز آگارز: 74- 4شکل
، )G(، دره زرشک ( ,AAM1PT)علی آباد- به ترتیب از چپ به راست- باکتریال خاك معادن 16S rDNAي ژن دهندهتوسعه 

و علی ) SAPT(،  سونگون(ABM2PTA, AAM1)، علی آباد)JAM2PTA1(، جارو)DBMPTA2, GTA1(، دره زرشک (SKPTA)سونگون
Gene Rulerي کنترل منفی آب دو بار تقطیر و لدر جفت مبنا بوده، نمونه1500شامل )ABM2P(آباد TM DNA Ladder Mix.

1500bp

Ladder
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glassmilk، با استفاده از روش DNAبازیابی -4-4-4-2

باین منظور glassmilkشود، لذا از روش 125استخراجی بازیابیDNAلازم بود تا 124یابیتوالیعمل براي 
:(Yang et al., 1979)ه شداستفاد
.با تیغ اسکالپل از روي ژل جدا  شد، UVي ابتدا باند موردنظر زیر اشعه-1
قرار داده شدند و با در نظر گرفتن وزن تیوب خالی، وزن لیتري میلی5/1قطعات ژل درون تیوبهاي -2

.قطعات ژل محاسبه و یادداشت شدند
.مولار به هر تیوب اضافه شد6ي یدید پتاسیم لول تازه تهیه شدهبرابر وزن ژل،  از مح5/2به میزان -3
.دقیقه ذوب شدند2-3ي سانتیگراد به مدت درجه68قطعات ژل در حمام بن ماري و تحت دماي -4
.ي ژل، تیوبها  ورتکس شدندبراي اطمینان از ذوب شدن کامل قطعه-5

.ددقیقه روي یخ نگه داشته شدن10تیوبها به مدت -6
براي تهیه محلول . اضافه گردیدglassmilkمیکرولیتر از محلول ذخیره 10به هر تیوپ به میزان -7

بار شستشو  داده 4-3میکرولیتر آب دوبار تقطیر استریل 50گرم از پودر تجاري آن، در میلی50مذکور،
دقیقه و در آخر 1به مدت ،14000شدند؛ یعنی آب اضافه شد؛ بعداً ورتکس، در ادامه سانتریفوژ در دور 

بار، که در نهایت براي بار آخر محلول 3-4دوباره آب، ورتکس و سانتریفوژ .  محلول رویی دور ریخته شد
.آماده است

به ماتریکس DNAدقیقه روي یخ قرار گرفتند؛ این کار براي اتصال 2تیوبها ورتکس شده و به مدت -8
.دقیقه طول بکشد5از گیرد؛ این مرحله نباید بیش صورت می

رسوب داده شدند، پس از حذف دور در دقیقه14000سرعت ثانیه در سانتریفوژ با 60تیوبها به مدت -9
.فاز فوقانی عمل سانتریفوژ آنقدر تکرار شد تا محلول یدید پتاسیم کاملاً حذف شود

و ورتکس شد و در همان شرایط میکرولیتر از بافر شستشو اضافه 500بار به میزان 3در این مرحله -10
ماکرومولار Tris20سی از بافر شستشو، سی100ي براي تهیه). بار شستشو3.(بالا سانتریفوژ صورت گرفت 

50، %50گرم و اتانول 292/0ماکرومولار، NaCl50گرم و 037/0ماکرومولار، EDTA1گرم، 284/0

1- sequencing
2- recovery



97

HClبا 4/7، روي pHمقطر رسانده شد، در حالیکه سی با آبسی100سی اضافه گردید و به حجم سی

.غلیظ تنظیم شد

میکرو لیتر آب دوبار تقطیر استریل به رسوب اضافه و ورتکس شد 10سپس به تعداد سه بار به میزان -11
DNAدر این مرحله فاز فوقانی حاوي.  دقیقه در دماي اتاق نگهداري و سپس سانتریفوژ شد5و به مدت 

.ژل است که در یک تیوب جدید  ذخیره  شدجدا شده از
DNAدور در دقیقه و انتقال محلول رویی به تیوبهاي جدید، 14000در نهایت با سانتریفوژ با سرعت -12

.ي سانتیگراد نگهداري شدنددرجه-20بازیابی شده بدست آمده و در دماي 
تفاده از نانودراپ تست شدند که بازیابی شده، چند نمونه با اسDNAبراي تعیین کیفیت و غلظت 

.ي خلوص بالایی نشان دادندشود غلظت و درجهمشاهده می76-4و 75-4همانگونه که در شکل 

)AAM1(بازیابی شده باکتریال معدن علی آبادDNAي تست نمونه: 75- 4شکل 
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)ABM2PT(بازیابی شده باکتریال معدن علی آبادDNAي تست نمونه: 76- 4شکل 

یابیتوالی-4-4-5

، به Reverseو Forwardي سانتیگراد ذخیره شده بودند؛ به همراه پرایمرهاي درجه-20ها که در نمونه
ي پس از حدود سه هفته نتیجه. یابی ارسال شدندبمنظور توالیEurofins MWG Operonشرکت آلمانی 

).78-4و 77-4شکل (توالی یابی به شرح شکل تعیین شد
، مورد ارزیابی nblastافزار ي نرم، بواسطهNCBIها در سایت ، توالیBioeditافزار اتمام کار با نرمپس از

ي اسنتوباکترها، هاي ارسالی تنها یک باکتري از خانوادهقرار گرفتند که در نهایت مشخص شد که در نمونه
.موجود بوده استAcinetobacter baumanniiبنام 

شود که در فصل این باکتري و شناسایی آن موفقیت بزرگی در این طرح محسوب میبدست آوردن نام 
.گرددپنجم بتفصیل تشریح می
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با پرایمر ) AAM1PT(آبادباکتري خاك معدن علیDNAيي ارسالی شرکت، توالی مشهود حاصل سنتز نمونهنتیجه: 77- 4شکل
27F

Bioeditدر نرم افزار 27Fبا پرایمر ) AAM1PT(آبادي باکتري خاك معدن علیدهبازیابی شDNAي توالی سنتز نمونه: 87- 4شکل
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نتایج و پیشنهادات                                                                                                     -5فصل
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اکتشافیکروبیولوژيژئومیيحال توسعهدروهاي آتیتکنولوژي-5-1

. را داردشدنجوییي بیوپیکه پتانسیل اساس تکنولوژي آیندهچندین تکنیک ملکولی معین وجود دارد
١٢٦هاي ملکولی، بیوسنسورها و سنجشهاي ایمونواین تکنیکها شامل ردیابهاي ناکلئیک اسیدي، میکروآرایه

آنومال فلزات هاي خاکی با تمرکز ر در نمونهضاهاي متعدد حژنهاي بیومعرف یا تعیین ارگانیسم. باشدمی
- براي بیومعرفهایی که میي  ردیابهاي مخصوص ناکلئیک اسیدها احتمالاً در آینده، منجر به توسعهکمیاب

ردیابهاي ناکلئیک . (Reith and Rogers, 2007)جویی مورد استفاده باشند، بیانجامدتواند مستقیماً در بیوپی
هاي مخصوص گروهیاهاگونهDNAیا  RNAي  ریبوزومال یا عملکردي دادن رشتهاسیدي بمنظور نشان

مجاز، براي ١٢٨فلوئورسنتیو١٢٧همچنین برچسبهاي ایزوتپیکاین ردیابهاکامل می باشند،هاارگانیسم
هاي ناکلئیک اسیديهاي زیست محیطی هستند؛ ردیابها در نمونهآشکارسازي آنها در تمرکز کم ارگانیسم

امکان تعیین فعالیت و مقدارفیلتر، محدود در DNAیا RNAهاي جوامع توانند، با اتصال تودههمچنین می
(Widada et al., 2002)اي را فراهم کنندهاي بیومعرف ویژهارگانیسم

جمع شده و مورد ١٢٩هاي ملکولیتواند در میکروآرایهبیش از چند صد هزار ردیاب ناکلئیک اسیدي می
Gentry)ه قرارگیردمطالع et al., 2008)ي جوامع و هاي ملکولی به محقق توان مطالعه؛ میکروآرایه

- این روش شامل ابزارهاي جدید میکروبیولوژي ملکولی می). 1-5شکل(دهدمیکمپلکسهاي میکروبی را

ا حجم زیادي باشد؛ میکروآرایه ابزار قدرتمندي براي آشکارسازي ژنهاي متعدد نمونه هاي خاك هستند، آنه
در اختیار میکروبیهاياکوسیستمکارکردياختارهاي فیلوژنتیک و سساسااز اطلاعات را در رابطه با 

.(Gentry et al., 2008)دهندمحقق قرار می

هاي زیست محیطی هاي حالت به منظور ارزیابی حالت فیزیکی ژنهاي کشت میکروبی یا نمونهمیکروآرایه
؛ در حقیقت آورندفراهم میها اطلاعات مرتبط با فعالیت میکروبها را نوع از میکروآرایهشوند؛ این ستفاده میا

بنابراین .(Gentry et al., 2008)شودداده مییمیکروبيدر پیامهاي فراهم آمده١٣٠امکان شنود داخلی 
کارکرد بابعنوان نمونه،؛دتواند تعیین گردهاي زیست محیطی میژنهاي کلیدي همجوار با مشخصه

هاي زیاد فلزات سنگین با اهمیت هستند، ژنهایی که در هنگام قرارگرفتن نمونه در غلظتهامیکروآرایه
به عبارتی تعیین ژنهایی که تغییر شکل و جابجایی فلزات . (Reith and Rogers, 2007)شوندمشخص می

شود، هاي مخصوص براي این ژنها میها با ردیابي میکروآرایهسنگین را تسهیل کرده و سپس منجر به توسعه
- از نمونهRNAاین امکانات بعنوان ابزار اکتشافی پس از استخراج . (Gentry et al., 2008)گیردصورت می

1- Immuno-assays
2- Isotopically
3- Fluorescently
4- Molecular micro arrays
5- Listening-in
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- ساخته شدهمخصوص فلزات سنگینکه یسنسورهاي باکتریالدر حقیقت ،باشداستفاده میهاي خاك مورد 

گیري فلزات سنگین متحرك در کند که توان اندازهفراهم میا جویی امیدبخش دیگري ر، ابزارهاي بیوپیاند
.(Reith and Rogers, 2007)خواهد داشتppbخاك را تا سطح 

دوازmRNAدهد، آزمایشات هیبریداسیون نشان میدر آنالیزهاي بیان حالت ژنی متفاوت را DNAهاي میکروآرایه: 1- 5شکل
هر mRNA.باشدمی) هاي اصلاح شده با چند غلظت متفاوت فلزات سنگینمحیطیافته دریعنی باکتریهاي رشد(ي متفاوتنمونه

RNAدو محل نگهداري. ترنسکریپتاز معکوس قرارگرفته و با عامل فلوئورسنت معینی، برچسب گذاري شده استنمونه تحت 

DNAي ي زیادي از هزاران رشتهدستههیبریدیز شده و شاملDNAهاي هم مخلوط شده و میکروآرایهبرچسب گذاري شده و با

شود؛ بدین وسیله ها اسکن شده و از آنها تصویربرداري مخصوصی میمیکروآرایه. باشدمیcDNAي براساس ژنوم، یا رشته
، سبز رنگ شده است و 2ي، قرمز و نمونه1يدر این مثال حالت فیزیکی اغلب ژنهاي نمونه. شودرنگ هر منطقه تعیین می

(Albelda and Sheppard, 2000)با رنگ زرد مشخص استهانهاي یکسان نمونهحالت ژ

ن شبه فلزي همچواین سنسورها، به منظور تعیین تعدادي از عناصر فلزي و 
Co,Hg,Pb,Zn,Co,Na,Cu,Asجویی آزمایش توانند بعنوان ابزارهاي اکتشافی در بیوپیتوسعه یافته و می

هاي قادرند تا غلظت١٣١بیوسنسورها بسیار بهتر از روش هاي شیمی تر. (Reith and Rogers, 2007)شوند

1- Wet chemical methods



103

اي براي پروسه) پادتن(١٣٣هاي ایمونو یا براساس آنتی باديسنجشون کنندییرا تع132ي محلیمقدار زمینه
ي هاي ایمانو با استفاده از پیوندهاسنجنده. کندپیشنهاد میهاي طبیعیهاي فلزي در نمونهآشکارسازي یون

هاي ژنها یا آنتی باديو آنتی بادي هومولوژس آن، به منظور تعیین آنتی) پادگون(١٣٤سفت شده بین آنتی ژن
ها، تعدادي از آنتی بادي. (Reith and Rogers, 2007)کنندکار میي منحصر بفرد مخصوص یک نمونه

,Uعناصري چون روشهاي تست. اندهاي فلزات سنگین توسعه یافتهبمنظور مقابله با کمپلکس Pb, Co, Cd,

Hgبکار گرفته شده است و شاید قابلیت ١٣٥بصورت موفقیت آمیزي در مطالعات اکوتاکسیولوژیکال
.ز داشته باشدیاستفاده جهت مقاصد اکتشافی در آینده را ن (Reith and Rogers, 2007)

کمتري بدلیل تنوع و همه جا راجع به فلزات سنگین، محدودیت ي انسان از باکتریهایل استفادهپتانس
تصورات و مجاهدات 21خواهد داشت؛ این کوچکترین موجودات زنده عالم در قرنیهاحاضربودن باکتر

رسند، چرا که آسا به نظر میاین فرآیندها، کمی معجزه. آدمیان را دوچندان متوجه خودکرده است
توان به حضورشان پی برد، استخدام و به ، نمیهاي قويها نامرئی بوده و جز با الکتروسکوپمیکروارگانیسم

هاي فلزي، تنها مالرویی از شاهراه کارگیري باکتریها بمنظور اکتشاف میکروبیولوژیک و لیچینگ کانه
.(Parduhn, 1995)کاربرد باکتریها در عالم صنعت می باشد

کمی و عملیاتی شدناکتشاف کانسارها، بمنظور صنعتی کردندر شهاي اکتشاف ژئومیکروبیوژیکال رو
هر دوي طبیعت محیط آزمایشگاهی و پا را فراتر گذاشتن از تواندسخت شده بودند، دلیلش هم می

ياي اکتشافی در دورهبیشتر از این روشهي اما امروزه استفاده. باشد)فراتکنولوژي بودن(یکهاي معمول تکن
وشهاي ژئومیکروبیولوژي اکتشافی، اقتصادي و موردکه برخی رزمانی بیشتر این قابلیت را فراهم آورده است

قرن که دربیند و امید داردهاي زیادي روبرو میژئومیکروبیولوژي اکتشافی را با چالشپرداهن.استفاده باشد
2017که تا سال رودانتظار می. تهمین اتفاق افتاده اسکه امروزه نیز ها رفع شودستیبعدي بسیاري از این کا

نمونه در روز صد آنالیز چند قابلیتوکردهپیداات تستهاي اکتشاف ژئومیکروبیولوژیکال بیشتر توسعهتجهیز
رغم تعداد موارد کار اکتشافی ژئومیکروبیولوژیکال، ژئومیکروبیولوژي اکتشافی، به اما علی. درا فراهم کن

هاي کارهاي زیادتر و تلاشکهبدیهی استراحتی نمی تواند، جایگزین روشهاي ژئوشیمیایی سنتی شود و
.(Reith and Rogers, 2007)لازم استدر این زمینهبیشتري

2- in-situ
3- Antibody
4- Antigen
5- Ecotoxicological
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نتایج-5-2

نتایج کلی-5-2-1

ژئومیکروبیولوژي اکتشافی با فرآیندهاي اداره شده توسط میکروبها سروکار دارد که پراکندگی و -1
.کندل میکنترتمرکز ثانویه عناصر اصلی و کمیاب مهم اقتصادي را 

ي است و زمینهساخته شدههاي میکروبیي کمپلکستعدادي از ابزارهاي ملکولی، صرف مطالعه-2
یا رسوب مانند انحلال-میکروبیوتاها توسطهامواد خاکی و عامل تغییر شکل بیوژئوشیمیایی کانیيمطالعه

.کنندفراهم میرا-عناصر کمیاب

ي تعیین فرآیندهاي بیوژئوشیمیایی که منجر به پراکندگی و اسطهاکتشافی بوژئومیکروبیولوژي-3
د و تعیین کمی سینتیک واکنش این فرآیندها در مواد مختلف گردخاك میاندوختن عناصرکمیاب در 

هاي اطلاعات و دادهتوانحال می. بخشدمیهاي بیوژئوشیمیایی را توسعه ابزارهاي مدلسازي پیش گویی
پراکندگی، حمل و نقل و تمرکز عناصر کمیاب را وهاي ژئوشیمیایی عددي تبدیل کردضبط شده را به مدل

. (Reith and Rogers, 2007)زون مینرالیزه پیش گویی نموددر 
گذاري فلزات تعیین و شناخت میکروبیاتا و فرآیندهاي میکروبیالی که انحلال، حمل و نقل و رسوب-4

بیوسنسورهاي هاي معرف و توسعهجر به کشف میکروارگانیسمکنند؛ منخاك کنترل میکمیاب را در 
.گرددمیسازي پنهان میکروبی، بمنظور آشکار نمودن کانی

سود روشهاي  هاي عملیاتی وباید هزینه،براي اینکه بیوسنسورهاي میکروبی حقیقی و عملی شوند-5
.موجود در این حیطه بررسی شده و با صرفه اقتصادي همراه باشد

.باشندمیهاي فراوانهایی از ژئومیکروبیولوژي اکتشافی ارزان، مفید و داراي قابلیتشاخه-6
جویی را بمنظور کند که تجهیزات کار آزمایشهاي بیوپیفراهم میخط مشئی را ي ملکولیتکنیکها-7

.دبخشهاي بیشتر خاك  توسعه میآنالیز همزمان نمونه

سودهاي بیشتري براي ١٣٦سنتی تکمیلیمقایسه با دیگر روشهاي شیمیاستفاده از این روشها، در -8
.اکتشاف کانسارها دارد

پذیر و قابل انتقال و سریع، ارزان، ساده، انعطاففراهم آوردن لایه اي ازاطلاعاتاین روشها علاوه بر -9
بمنظور تعیین ابی سریع،یلذا ژئومیکروبیولوژي اکتشافی یک ارز. باشدداراي دقت و صحت زیادي می

. سازي زمین را فراهم میآوردپتانسیل کانی

1- Supplement traditional chemical methods
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، ١٣٧ي  علمی خصوصاً روشهاي ملکولی این تکنیک، ارزش دو چندانی در زمینهاي سبزاین رشته-10
.(Parduhn, 1995)تعیین کندسریعترهاي نهایی را ارزانتر و تواند محل حفاريداشته و می

ي ژئوشیمی اکتشافی، در بسیاري از موارد جواب داده و سطح این رشته به عنوان مکمل روشها- 11
و ابزارهاي قرارسازي زیر سطحی در اختیار صنعت اکتشاف کانیهاانیجدیدي از اطلاعات را در رابطه با ک

.(Reith and Rogers, 2007)افزوده است138یهاکانمکتشفجدیدي را به جعبه ابزار 

طرح این نتایج حاصله از -5-2-2

برداري بوده و همچنین نمونه) گرم1/0حدود (ي مصرفی در آزمایشات میکروبی کم نمونه-1
گرم خاك سطحی از زون ریزوسفر، 100زند؛ چرا که ژئومیکروبیولوژیکال آسیبی به محیط زیست نمی

. شودکاري و حفاري آنچنانی برداشته میبدون هیچ کنده

ي باکتري مقاوم به مس مشاهده شد که خاکهاي غیر مرتبط سازي و جداسازي خالصدر طول مرحله-2
؛ در حالیکه در خاکهایی مرتبط با )53-4شکل(انداي را در خود جا ندادهگونه باکتريسازي هیچبه کانی

شود؛ چرا که محیط این مهم در اکتشاف معدن خیلی با اهمیت تلقی می. سازي ابر باکتریال مشهود بودکانی
سازي و خاکهاي داراي حد زمینه تواند وجه تمایزي بین خاکهاي مرتبط با کانیه راحتی میکشت انتخابی ب

. باشد

هاي شاهد وقفه ایجاد نموده و در بیوتیک به محیط کشت، در رشد باکتریال خاك نمونهتزریق آنتی-3
.هاي خاك معادن تاثیري نداشتهاي باکتریال نمونهرشد گونه

باین . توان روش اکتشافی نو، مهم، ارزان و سریعی را استخراج نمود، می3و2بند از موارد مذکور در-4
NBها در محیط کشت سازي مس و کشت نمونهي محتمل کانیبرداري صحیح از ناحیهشرح که با نمونه

سازي شده را از مناطق داراي ي کانیدار، ناحیهمس-بیوتیک آنتیNAدار و کشت  در محیط کشت مس
ي هو مشاهد3با مراجعه به فصل 139).63-4و 62-4شکل (ي مس و کمتر از آن مشخص نمودحد زمینه 

گیري از آنها صورت گرفته است پرواضح است که خاکهاي گرفته شده از این اطلاعات معادنی که نمونه

2- Green field
3- The mineral explorer tool box

سرچشمه، در حال پیگیري –ي شرکت ملی صنایع مس ي ثبت اختراع این روش اکتشافی توسط نگارندگان، بواسطهلازم بذکر است که پروسه-1
.است
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سازي و ال آمادهزرشک در حآباد و درهباشد در حالیکه  ذخایر سونگون، علینواحی، آنومالی معدنی می
. باشنداستخراج می

تواند در تعیین حضور و یا عدم حضور ها، در مراحل ابتدایی شناسایی باکتري مینمونهUVتست -5
.، بکار گرفته شودE. Coliباکتري

16Sو فزونسازي ژن PCRتوان ادعا نمود که در انجام با آنالیزهاي ملکولی صورت گرفته، می-6

rRNAي مقاوم به مس، بهترین محصول باکتریهاPCR 1492، با در نظر گرفتن پرایمرهايR 27وF ،
.و مسترمیکس استاندارد شرکت سیناژن قابل حصول است7-4سیکل مذکور در جدول 

ژئومیکروبیولوژي اکتشافی براي نخستین بار در کشور و حتی در دنیا در اکتشاف ذخایر مس بکار -7
توان مراحل اکتشاف ژئومیکروبیولوژیکال را بوضوح تصویر نمود؛ با توجه به گرفته شد و اینک دیگر می

ي سعی نگارندگان بر سیستماتیک نمودن روشهاي اکتشاف ژئومیکروبیولوژیکال در اکتشاف اینکه همه
ي ذخایر بوده است، به نظر این مهم، تا حد بسیار زیادي برآورده شده است و اینک ذخایر مس و حتی کلیه

وان مراحل کار  اکتشاف ژئومیکربیولوژیکال را براي شناسایی باکتریهاي مقاوم به فلزات، اطراف اغلب تمی
.نواحی کانساري بکار گرفته شود

پیشنهادات -5-2-3

1-Acinetobacter baumannii،با . اي بود که در نهایت آنالیزها و تستهاي میکروبی تعیین شدباکتري
توان حضور این ین باکتري و تعریف پرایمر اختصاصی براي باکتري مذکور میا16S rRNAبررسی ژن 

هاي بیشتري صورت ود و باید بررسیمشخص نم،PCRباکتري را بسیار سریع در خاك با استفاده از ماشین 
و گیرد تا مشخص شود؛ آیا هر کجا که آنومالی مس باشد الزاماً این باکتري وجود دارد، که اگر اینگونه بود

بعنوان بیومعرف مس -تعداد واحدهاي سلولی کمتري از آن وجود داشت–در خاکهاي شاهد وجود نداشت 
.معرفی شود

، این باکتري 16S rRNA، که در حقیقت زمان حقیقی است، تعداد ژنهاي RT-PCR140با استفاده از -2
تر و دقیقتري نوعی ارتباط کمیي مس، بررسی شده و بهاطراف نواحی کانساري و نواحی داراي مقدار زمینه

Acinetobacterهاي این ژن خاص باکتري سازي مس و تعداد کپیبین کانی baumanniiدر خاك رسید.

1- real time
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Acinetobacterاي بین تعداد پهنکهاي ، مقایسه16S rRNAبا استفاده از ژن -3 baumannii و دیگر ،
محیط و تعداد پهنکهاي این باکتري فرمولی باکتریهاي خاك صورت گرفته و به نوعی بین مقدار مس 

. تعریف شود

نسبت به مس، امکان استفاده از این باکتري در Acinetobacter baumanniiبا توجه به مقاوم بودن -4
.، بررسی شود9Kمبحث بیولیچینگ با استفاده از محیط کشت 

Acinetobacterمقدار جذب بیولوژیکی یون مس توسط -5 baumannii تعیین شده و در بحث
bioremediation ی مس در پسابهاي صنعتی و معدنی امکان سنجی بکارگیريبمنظور حذف کاتیونهاي سم ،

.این باکتري بررسی شود
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Abstract:

Nowadays, Mineral deposits characterized by outcropping hard-rock mineralization are

well explored and currently being depleted. Consequently, mineral exploration is

increasingly focussing on areas where thick layers of overburden conceal potential.

Success of  explorational techniques in these areas is an understanding of processes that

lead to element dispersion and concentration in the surface soils.

Deposit overburdens rich in elements which are mainly used as a micronutrient for

microbes. Therefore, Microbes by using these elements can flourish and can be put special

biological effects on the soil. These microbial processes, causing the formation of

secondary enrichment zone and microbial haloes in deposit overburden. exploration

geomicrobiology, with an identification of  biogeochemical processes and Recognition of

structures of microbial communities of deposit overburden and other geomicrobiological

processes, Sets out the concepts such as concentration, distribution, migration and

transportion of metallic elements such as, Zn, Au, Cu, Co, Mo, Fe, ... and  by molecular

tools and laboratory culture traditional techniques, trying to explain the geochemical and

geological processes are associated with these elements. The exploration geomicrobiology

consists of culture-independent techniques and Culture-dependent techniques.

In this project, samples took of the four copper mine such as, Sungun, Jaru, Aliabad

and Darezershk geomicrobiologically. And microbial tests including laboratory techniques

and molecular methods were performed On the samples. Simply put, in the current pattern,

with the choice of copper-bearing selective medium and antibiotics injection into the

medium, the differences between mineralized and non-mineralized areas were identified

and consequently, With bioinformatics analysis, primer design and optimization of PCR,

copper resistant bacteria and the copper reserves probable bioindicator identified and

introduced.
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