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بومي سودوموناس فلورسنس تحت  ةتغييرات پروفيل پلاسميدي چندسوي
 تأثير مقادير مختلف عناصر روي و کادميوم

 4، هوشنگ عليزاده3باقر يخچالي ،2پويان شهيدي صادقي ،1حسينعلي عليخاني

 
 کشاورزی و منابع طبيعی دانشگاه تهران پردیس . دانشيار1
 پردیس کشاورزی و منابع طبيعی دانشگاه تهرانکارشناسی ارشد،  . دانشجوی2
 فناوری . دانشيار پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتيك و زیست3
 . استادیار پردیس کشاورزی و منابع طبيعی دانشگاه تهران4
 

 (11/22/2812ـ تاريخ تصويب:  21/8/2881)تاريخ دريافت: 

 چکيده
هاي مختلف باکتري جنس سودوموناس در برابر آلودگي فلزات سنگين متفاوت است. از آنجـا کـه بـين مقاومـت بـه فلـزات        مقاومت گونه

هاي ريزوباکتري محرک رشد گياه  ها رابطه وجود دارد، در اين مطالعه پروفيل پلاسميدي جدايه سنگين و پلاسميدهاي موجود در باکتري
Pseudomonas flouroscens هاي مورد اسـتفاده بـًلاا از فـراري      در معرض مقادير مختلف کادميوم و روي مطالعه و بررسي شد. باکتري

هاي بيوشيميايي و زيستي شناسايي شدند. سپس براي تعيين ميزان  سازي و با آزمون هاي مذکور خالص گياه سويا جدا شده بودند. جدايه
استفاده شد. براساس ميزان  M.E.Sو   H.E.P.E.Sهاي مختلف عناصر روي و کادميوم در محيط کشت جامد  غلظتها از  مقاومت اين سويه

بندي شدند. سپس دو سويه از هر گروه مقـاومتي بـه مـدت دو مـاه در      ها به چهار گروه دسته رشد در حضور فلزات روي و کادميوم، سويه
هـاي   ها بازکشت شـدند و از کشـت   يوم برار گرفت. پس از طي مدت گرماگذاري، سويههاي روي و کادم هاي مختلف آلاينده معرض غلظت

ها نشان داد اثرات سمي کادميوم حتي در  حاصل، با استفاده از روش ليز بليايي، پلاسميد استخراج و پروفيل پلاسميدي تهيه شد. بررسي
دهند. همچنين سه سـويه داراي مقاومـت    ها پلاسميد از دست مي غلظت کمتر از روي شديدتر است و در تراکم بالاي کادميوم همة سويه

 بودند. 2چندگانه
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1. Multiple Resistance 



 بومی سودوموناس ... سويةعليخانی و همكاران: تغييرات پروفيل پلاسميدی چند  08

 

 مقدمه
ــب     ــد تخري ــزاي  رون ــت و اف ــيط زيس ــودگي مح آل

هاي طًيعي، از جمله خاک، ناشي از رفتـار   اکوسيستم
نامعقول انسان با محيط زيست و استفادة نامناسـب از  

هـاي کشـاورزي    منابع پايه است. توسعة مصرف نهـاده 
ــدهاي زيســت  ــددي را  مشــتلات و پيام محيطــي متع

 Sposito, 1989; Erfanmaneshوجود آورده است ) به

and Afioni, 2000ز مســا ل مهــم (. امــروزه يتــي ا
هـاي کشـاورزي بـه     شـدن خـاک   محيطي آلوده زيست

فلزات سنگين، از جملـه کـادميوم و روي، اسـت. ورود    
ها به خاک سًب حذف تدريجي بسياري از  اين آلاينده

 ,Allowayموجودات مفيد اين زيستگاه شـده اسـت )  

1990.) 
کادميوم از فلزات سنگين مهـم آلاينـدة خـاک    

نابع متعددي، از جمله صـنايع  رود که از م شمار مي به
ــادن،   ــا، اســتخراج مع ــارکرد خودروه ــزات، ک ذوب فل
مصــرف کودهــاي شــيميايي فســفره، و پســماندهاي  

ــي  ــاک م ــنعتي وارد خ ــود ) ص  Mordvert andش

Osborn, 1982; Mulla et al, 1980; Tiller et al, 

ــي(1994 ــة کودهــاي شــيميايي طــي   . مصــرف ب روي
هـاي   يوم در خـاک هاي اخير موجب تجمع کـادم  دهه

زراعي و ايجاد تـثثيرات سـوآ آن بـر جامعـة زيسـتي      
 Soheili 1997; Williams andخـاک شـده اسـت )   

David, 1973 and 1976; Smidle and Van Luit, 

. همچنين افزاي  غلظت عنصر روي در برخي (1993
دليل استفاده از پسماندهاي صنايع و ديگر  ها، به خاک

عث پديدآمدن مشتلاتي در اين کننده، با عوامل آلوده
 – Fergusson, 1990; Kabataها شـده اسـت )   خاک

Pendias and Pendias, 1994; McGrath, 1994; 

Wolt, 1994). 
گسترش علـوم و فنـاوري زيسـتي اسـتفاده از     

ــاکتري   ــارايي ب ــداک ر ک ــاکزي را    ح ــد خ ــاي مفي ه
ــان ــت )  امت ــرده اس ــذير ک . (Hayat et al, 2010پ
ژنتيـــر در جهـــت توليـــد هـــاي مهندســـي  روش

   کادميوم فلزات سنگين، نظير هاي مقاوم به باکتري

ــت.     ــه اس ــوار و پرهزين ــر دش ــال حا  و روي، در ح
هـاي بـومي    آوري بـاکتري  بنابراين، شناسايي و جمـع 

مقاوم به اين فلزات و در عين حال داراي خصوصـيات  
هـاي پـالاي     تواند يتي از روش محرک رشد گياه مي

به فلزات سنگين جهت توسعة ارا ي هاي آلوده  خاک
 Alaviشمار آيـد )  زير کشت محصولات کشاورزي به

and Ahoonmanesh, 1997). 
ــاکتري    ــاکزي بـ ــودات خـ ــي از ريزموجـ يتـ
سودوموناس فلورسنس است. سودوموناس فلورسـنس  
نوعي باکتري آزادزي با توانـايي توليـد مـواد محـرک     

ًـود  رشد گياه است که موجب تسريع رشد گيـاه و به 
ــي    ــاهي م ــولات گي ــت محص ــت و کيفي ــود  کمي ش

(Aliasgharzade, 1997; Elliott and Lynch, 

1984; Moenne-Loccoz et al, 1998) ــن . ايـ
ها به محيطي متعادل، از نظر عناصر پرمصرف  باکتري
مصرف و ديگـر عوامـل محيطـي ماننـد بافـت و       و کم

پتانسيل اکسيداسـيون و احيـا و اسـيديته و هـدايت     
 ;Duffy and Défago, 1999)تي، نيـاز دارنـد   التتري

Rainey, 1999)    با اسـتفاده از کودهـاي شـيميايي و .
سموم دفع آفات نًاتي و غيـره ايـن تعـادل محيطـي     

هـا، در   شود و ناچار ايـن بـاکتري   دستخوش تغيير مي
روند يـا بـا    تعادل محيطي، از بين مي خوردن هم اثر به

هايـت از کـارايي   شـوند و در ن  رو مـي  مخاطراتي روبـه 
ــة آن ــي  بهين ــته م ــا کاس ــود ) ه  ;Baath, 1989ش

Fergusson, 1990; McGrath, 1994; Witter, 

هــاي  . مطالعــات نشــان داده يتــي از واکــن  (1992
هــا بــه شــرايط نامســاعد محيطــي تغييــرات  بــاکتري

ــه  پلاســميدي آن ــف، ب ــل مختل ــ ه  هاســت و عوام وي
، هاي محيطي و از جمله تـن  فلـزات سـنگين    تن 
هـا و   تواند و ـعيت پروفيـل پلاسـميدي بـاکتري     مي

 (.Alloway, 1990ها را تغيير دهد ) صفات آن
هـاي   در اين پ وه  تنوع پلاسـميدي جدايـه  
هـاي   باکتري سودوموناس فلورسنس در حضور غلظت

مختلـــف روي و کـــادميوم و تغييـــرات پروفيـــل    
هـاي   هـا تحـت تـثثير غلظـت     پلاسميدي اين جدايـه 

 ادميوم بررسي شد.مختلف روي و ک
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 ها مواد و روش
 جداسازي سودوموناس فلورسنس

صد ايزولـة سـودوموناس کلتسـيون     در اين تحقيق از
ميتروبي گروه مهندسي علوم خاک دانشتدة مهندسي 
و فناوري پرديس کشاورزي و منابع طًيعـي دانشـگاه   

ها طي تحقيقات بًلي از  تهران استفاده شد. اين ايزوله
فراريشة گياه سويا جدا شده بودند. بـراي غربـالگري و   

بـين  هـاي سـودوموناس فلورسـنس از     انتخاب باکتري
گـرم   s1 (21هاي مذکور از محيط کشت جامـد   جدايه

ــاکاروز،  ــي 21سـ ــرول،   ميلـ ــر گليسـ ــرم  5ليتـ گـ
 sodium lauroyl sarcosineگرم  1/2کازآمينواسيد، 

(SLS) ،2  ــرم ــرم  NaHCO3 ،2گ ، MgSO4.7H2Oگ
 21گرم تـري متـوپريم،    ميلي K2HPO4 ،11گرم  5/1

( pH5/7 ليتـر آب مقطـر در    ميلـي  2111گرم آگـار،  
(. بـراي تفتيـر   Gould et al, 1985اسـتفاده شـد )  

ــراي     ــنت و ب ــدة فلورس ــروز پدي ــاکتري از ب ــة ب جداي
هــــاي ميتروبيولــــوژيتي و  شناســــايي از آزمــــون
آميزي گرم، رشـد در دمـاي    بيوشيميايي، از بًيل رنگ

گراد، واکـن  اکسـيداز، کاتـالاز،     درجة سانتي 42و  4
و هيـدروليز  ، هيـدروليز ژلاتـين،   (O/F)مصرف گلوکز 

ــد )   ــتفاده ش ــته اس  Bergey’s manual ofنشاس

determinative bacteriology.) 

 تيمار آلودگي در محيط کشت جامد
اصلي محيط کشت مورد اسـتفاده محـيط کشـت     ةپاي

ــار  ــت آگ ــود (Nutrient Agar) نوترين ــراي   .ب ــا ب ام
هاي پايدار بين  جلوگيري از تشتيل احتمالي کمپلتس

کادميوم و مواد آلـي موجـود در محـيط    عناصر روي و 
 Boppکشت و بروز خطا از نظر ميزان غلظت عناصر )

and Ehrlich, 1988 از بافرهــــاي )H.E.P.E.S  و
M.E.S  گـرم در ليتـر    ميلـي  2211و  2811با مقادير

 و (Angle, 1992) محيط کشت نوترينت آگار استفاده
 محيط کشت

H.M  حاوي بافرهاي(H.E.P.E.S  وM.E.S) ساخته  

 شد.

 سنجي آزمون مقاومت
حـاوي مقـادير صـفر )شـاهد      H.Mابتدا محيط کشت 

ــي(  ــي 211 ،211، 81، 11، 41، 11منف ــرم در  ميل گ
، 51ليتر عنصر کادميوم و مقادير صفر )شـاهد منفـي(   

گرم در ليتر عنصر  ميلي 811 ،151، 111، 251، 211
طور جداگانه در ظروف ارلن ير ليتري تهيه و  روي به

دبيقـه اسـتريل و در    81مـدت   بـه  c °212 ر دمايد
د. در ش ـدر ظروف پتري اسـتريل توزيـع    c°45دماي 
 H.Mبعد هر ظرف پتري حاوي محيط کشـت   ةمرحل

مـورد   ةبه چهار بسـمت مسـاوي تقسـيم و هـر سـوي     
با استفاده  ،(Drop plateگذاري ) آزمون به روش بطره

 CFU/mlسوسپانسيون خالص باکتري حاوي  µl 5از 
در چهار بخـ  پليـت تلقـير گرديـد. بـدين      ، 5×218

سويه و براي هر سـويه چهـار    در هر پليت ير ،صورت
بخ  ير ظرف پتري اختصـا  يافـت. جهـت رشـد     

 c°18هــاي بــاکتري، ظــروف پتــري در دمــاي  ســويه
ــدند.  ــذاري ش ــوني   14گرماگ ــر کل ــد، بط ــاعت بع س

گيـري شـد و سـپس     بين مدرج اندازه ذره باها  باکتري
روز ادامه پيـدا کـرد. در پايـان     81مدت  اري بهذگرماگ
هـا   ها براساس ميزان مقاومـت آن  روزه، سويه 81 ةدور

به سطوح مختلف عناصر سـنگين روي و کـادميوم بـه    
و خيلـي   ،حسـاس، مقـاوم   حسـاس، نيمـه   ةدست چهار

 ةبنـدي بـر پاي ـ   بندي شدند. اساس دسـته  مقاوم دسته
 .ها بود رشد مناسب و افزاي  بطر کلوني
هـا رونـد افزايشـي     منظور از رشد مناسب سويه

گرماگـذاري تحـت تيمـار     ةبطر کلـوني در طـول دور  
ــت. در    ــادميوم اس ــر روي و ک ــف عناص ــادير مختل مق

حسـاس عـدم    هاي حساس و نيمه صورتي که در سويه
افزاي  نامحسوس بطر کلوني و حتـي   و رشد باکتري

 توبف رشد کلوني مشاهده شد.

 پروفيل پلاسميدي ةتهي
 و شدندکشت  N.Bهاي خالص در محيط کشت  سويه

 دور در دبيقـه در  221سـاعت در   24الي  21مدت  به
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 ,Glazer and Nikaido شد داده شدند ) c°59دماي 

يل ف و  ليز اليايي و پروي. استخراج پلاسميد به2007
ها با استفاده از  و  الکتروفو ز ژل پلاستميدي ستويه  
ي. Sambrook and Russell, 2001آگا ز انجام شتتتد )

د صد د   7/1وستيلة ژل آگا وز  محلول پلاستميدي به 
دايقه الکتروفو ز شد. ژل  91ول  به مدت  111ولتاژ 

د ليتر اتيديوم برومايد  محلول نيم ميکروگرم د  ميلي
 بردا ي شد.کسآميزي و   نك

د  الکتروفو ز از ما کر پلاستميدي سوپر کويل  
ي. کلية مراحل و Ibidم زلة استتاندا د استفاده شد ) به

هاي تح  تيما  آلودگي انجام  مليات مذکو  بر سويه
دس  هاي مذکو  بهشتد و پروفيل پلاستميدي ستويه   

آمد. پس از اين مرحله، تغييرات حاصله بر پلاسميدها 
 مطالعه و بر سي شد. LABWORKS 5.6زا  افبا نرم

 ها و بحثيافته
 جداسازي و شناسايي سودوموناس فلورسنس

از صتد جداية اوليه پ جاه جدايه براستتاس واک ش گرم  
د جه،  51د جه و  دم  شتتتد د   5م في،  شتتتد د  

واک ش کاتالاز، اکستتتيداز، گلوکز، هيد وليز ژلاتين، و 
هاي سودوموناس م زلة سويه دم هيد وليز نشاسته، به

فلو ست س انتخاب و د  مراحل بعدي تحقي  استفاده  
ها، د  محي  ستتويهم استت  جه   شتتد  pHشتتدند. 
دست  آمد. کربوهيد ات م است    به H.M ،2/0کشت   

گرم  1ها ا د گلوکز بود که به مقدا  جه   شتد سويه 
 د  ليتر محي  کش  استفاده شد.

 ها به عناصر روي و کادميومتعيين مقاومت سويه
ها به چها  ستت جي، اين ستتويههاي مقاوم با آزمايش

اند  و رير  هاي حستتاس ) شتتد بسيا دستته ستويه  
 51گيري د  اولين ستتتط  آلودگي، اتتابتتل انتتدازه

گرم بر ليتر ميلي 21گرم بر ليتر کتتادميوم، متيلي 
هاي حساس ) شد کم و کلونيهاي نيمه ويي، ستويه 

متر رير لعابي و مستتط  و خشکيده د  ميلي 5حدود 
 111متيلي گرم د  ليتر کتتادميوم و   51حضتتتو  

هتاي مقاوم ) شتتتد  گرم د  ليتر  ويي، ستتتويته ميلي
متر مستتط  و ميلي 5هاي کمتر از متوستت  و کلوني

گرم د  ليتر کادميوم ميلي 01گاهي خشک د  رلظ  
هاي خيلي گرم د  ليتر  ويي، و ستتتويته ميلي 121و 

هاي لعابي هايي که  شتتتد خوب کلونيمقاوم )ستتتويه
 91متر د  رلظتت  ميلي 5تتتا  9برجستتتتتته بتته اطر 

گرم ميلي 511تر کتتادميوم و گرم د  ليتر و بتتالاميلي
هاي د  ليتر و بالاتر  ويي تقسيم شدند. پس از آزمون

سويه از  51 وز، تعداد  91ست جي ري مدت  مقاوم 
هاي مو د آزمايش انتخاب شتتتد تا از بين بين ستتتويه

هاي نهايي و تهية ستتتويته جهت  آزمايش   10هتا  آن
 ي.1هاي پلاسميدي استفاده شود )جدول پروفيل

 

 شده جهت اعمال تيمارهاي آلودگي عناصر روي و کادميومهاي انتخاب. سويه1جدول  
 خيلي مقاوم مقاوم حساسنيمه حساس نوع مقاومت

 S36و  S41 S5و  S8 S77و  S86 S47و  S12 مقاوم به کادميوم

 S36و  S38 S5و  S53 S33و  S88 S8و  S54 مقاوم به  وي

 

هاي هاي اوليه مشتخ  شتتد از بين سويه د  بر ستي 
د  مقابل تيما هاي  90و  9و  2هاي م تخ  ستتتويه

. ده دمختلف  وي و کادميوم  فتا ي يکسان بروز مي
هم د    صر  وي  90و  2هاي بدين صو ت که سويه

و هم د    صتتتر کتتادميوم د  گروه مقتتاومتي خيلي 
  صتتر  وي و نيز هم د   9مقاوم ارا  گرفت د. ستتوية 

حستتتاس ارا  هم د    صتتتر کتادميوم د  گروه نيمه 
گرفت . ب تابراين، بتا توجته بته نتايج، وجود مقاوم       

سمّي    اصر  چ دگانه د  برابر  وامل محيطي، مان د
هتا محتمل استتت   فلزي ستتت گين، د  اين ستتتويته 

(Doelman, 1986.ي 
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 هاي پلاسميديبررسي پروفيل
پروفيل پلاسميدي  951هاي م تخ  جمعاً از باکتري

اي از پروفيل پلاسميدي نمونه 1تهيه شتد. د  شتکل   
حاصتتل از الکتروفو ز پلاستتتميدهاي استتتتخراجي از  

هاي تح  تيما    اصتتتر مو د بر ستتتي آمده باکتري
پروفيل از  5هاي اوليه مشاهده شد د  بر ستي  است . 
شده د  تيما هاي مختلف کادميوم پروفيل تهيه 951

هاي ، که جزء سويه90يدند. سوية و  وي فااد پلاستم 
گرم د  ميلي 91حساس به کادميوم اس ، د  تيما  با 

ه کليتر کادميوم پلاسميد خود  ا از دس  داد، د حالي
د  تيما  شتاهد و سه تيما  ديگر دا اي پلاسميد بود.  

پروفيل واجد يک پلاستميد بودند. ستوية حساس    59
حساس به مههاي نيي و سويه1)شکل  15به کادميوم 
گرم د  ليتر کتتادميوم ميلي 91د   57و  9کتتادميوم 

پروفيل دا اي دو  159دا اي يتک پلاستتتميتد بودند.   
از گروه حساس  15و  90هاي پلاستميد بودند. ستويه  

حساس هاي نيمهاز گروه سويه 57به کادميوم و سوية 
گرم د  ليتر ميلي 01تتتا  1بتته کتتادميوم د  مقتتادير 

هاي پلاسميد بودند. همچ ين سويه 5کادميوم دا اي 
 29و  9هاي از گروه حساس به  وي و سويه 99و  25

حستتتاس بته  وي د  همة مقادير  وي  از گروه نيمته 
پروفيتل حاوي ستتته   7پلاستتتميتد بودنتد.    5دا اي 

هاي مقاوم به از گروه سويه 51پلاستميد بودند. سوية  
گرم د  ليتر کادميوم و ستتتوية ميلي 91کتادميوم د   

گرم ميلي 511هاي مقاوم به  وي د  از گروه سويه 99
پروفيل  27پلاستتتميتد بودنتد.    9د  ليتر  وي دا اي 

از  77و  51هاي دا اي چها  پلاستتميد بودند. ستتويه 
گرم ميلي 01تا  1گروه مقتاوم بته کادميوم د  مقادير   

از گروه  99و  99هتتاي د  ليتر کتتادميوم و ستتتويتته
گرم ميلي 121تا  1مقادير هاي مقاوم به  وي د  سويه

مقاوم  51پلاسميد بودند. سوية  5د  ليتر  وي دا اي 
 91تکرا  تيمتتا  بتتا  5تکرا  از  1بتته کتتادميوم د  

 10پلاستتميد بود.  5گرم د  ليتر کادميوم دا اي ميلي
از گروه  77پروفيل واجد پ ج پلاستتميد بودند. ستتوية 

 01تا  1هتاي مقتاوم بته کادميوم د  مقادير    ستتتويته 

 9پلاستتتميد بود.  2گرم د  ليتر کادميوم دا اي ميلي
از  90و  2هاي پلاسميد بودند. سويه 7پروفيل دا اي 

 91هاي خيلي مقاوم به کادميوم د  مقدا  گروه سويه
پلاستتتميد بودند.  7گرم د  ليتر کادميوم دا اي ميلي
و  2هاي پلاستتميد بودند. ستتويه 9پروفيل حاوي  05
هتاي خيلي مقاوم به کادميوم د   از گروه ستتتويته  90

 2گرم د  ليتر کادميوم و ستتوية ميلي 01تا  1مقادير 
هاي خيلي مقاوم به  وي د  همة مقادير از گروه سويه

هاي خيلي مقاوم به از گروه ستتويه 90 وي و ستتوية 
گرم د  ليتر  وي ميلي 111تتتا  1 وي د  مقتتادير 

پلاسميد  3پروفيل دا اي  9پلاستميد بودند.   9دا اي 
هاي خيلي مقاوم به از گروه ستتتويه 90بودند. ستتتوية 

گرم د  ليتر  وي ميلي 511و  121 وي د  مقتتادير 
 ي.5پلاسميد بود )جدول  3دا اي 

هاي مقاوم پلاسميدي د  يک باکتري وجود ژن
توانتد د  مقابل  وامل خا جي مقاوم  ايجاد ک د.  مي

ري   يک باکتب ابراين، اگر تعداد و ت و  پلاستتميدها د
هاي مقاوم  به  وامل بيشتتر شود، احتمال اي که ژن 

مختلف د  اين باکتري وجود داشتتته باشتتد بيشتتتر   
شتتتود. همچ ين ممکن استتت  پلاستتتميتدهتتاي   مي

اند دا اي هايي که به يک  امل خا جي مقاومبتاکتري 
 ي:Shoeb, 2006شراي  زير باش د )

جود پلاستتتميتدهاي با وزن مولکولي بالا احتمال و  _
ک د. د نتيجه، تعداد بيشتتتتري ژن  ا فراهم مي

احتمتال مقتاومت  بتاکتري حتاوي آن به  امل      
 يابد.خا جي افزايش مي

وجود تعداد زياد پلاسميد د  باکتري احتمال حضو   _
 دهد.هاي مقاومتي  ا افزايش ميژن

ت و  بالاي پلاستتميدها از نظر کيفي د  باکتري نيز  _
اومتي  ا افزايش هتتاي مقتتاحتمتتال حضتتتو  ژن

 .يLakzian and Murphy, 2001دهد )مي
 هاي فلز س گين ممکن اس د  اثر ا مال ت ش

هتاي پلاستتتميد حذف يا به آن  اي از ژناطعته 
ا تتتافه شتتتود؛ که نتيجة آن پديدآمدن ستتتوية 

 .يCastro et al, 2002يافتة باکتري اس  )جهش
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د  اين تحقي  تعتداد و انتدازه و ت و  د  اندازة   

لاستميدها د  مواجهة باکتري با فلزات س گين  وي  پ
هتتاي اوليتته و کتادميوم بر ستتتي شتتتد. د  بر ستتتي  

هاي پلاستتميدي و تعداد و اندازة پلاستتميدها  پروفيل
اي هگونها بهد  هر سويه مطالعه شد. نتايج اين بر سي

بود که انتظا  اوليه  ا تأييد کرد د با ة اين مو و  که 
تر تعداد پلاسميدهاي بيشتر اومهاي مقاحتمالاً ستويه 

 با وزن مولکولي بالاتري دا ند.
 

 
 هاها و درصد فراواني آن. وضعيت پروفيل9جدول 

 

 تحت تيمار مقادير مختلف کادميوم 19s. پروفيل پلاسميدي سوية 1شکل 

 
 کويل پلاسميدي ما کر سوپر 15و  1هاي پروفيل
 تيما  شاهد )فااد کادميومي 2، 5،  9، 5هاي پروفيل

گرم د  ليتر ميلي 51تيما   3، 9، 7،  0هتاي  پروفيتل 
 کادميوم

گرم د  ميلي 51تيما   19، 15، 11، 11هاي پروفيتل 
 ليتر کادميوم

 

گرم د  ميلي 01تيما   19، 17، 10، 12هاي پروفيتل 
 ليتر کادميوم

گرم د  ميلي 91تيما   55، 51، 51، 13هاي پروفيل
 ليتر کادميوم

 هادرصد پروفيل هاتعداد پروفيل هاوضعيت پروفيل

 % 52/1 5 بدون پلاسميد

 % 72/9 59 پلاسميد 1

 % 11/51 159 پلاسميد 5

 % 19/5 7 پلاسميد 9

 % 91/17 27 پلاسميد 5

 % 11/2 10 پلاسميد 2

 % 21/5 9 پلاسميد 7

 % 11/51 05 پلاسميد 9

 % 21/5 9 پلاسميد 3

 111 951 جمع
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ــميـدي بـا مقـاومت به       ارتبـا  بين پروفيـل پلاسـ
 کادميوم

حستتتاس به  90و  15هاي  فت  ستتتويته  انتظتا  مي 
گرم د  ميلي 51کادميوم، که توانايي مقاوم  د  برابر 
ها بستتيا  اند  ليتر کادميوم  ا نداشتتت د و  شتتد آن

اندازة کوچک داشته باش د بود، تعداد پلاستميد کم با  
(Lakzian and Murphy, 2001.ي 

با بر ستتي پروفيل پلاستتميدي اين دو ستتويه   
مشتخ  شتد انتظا ات از اين دو ستتويه د س  بوده   

فق  يک باند پلاسميدي با  90که سوية است . چ ان 
دو  15داشت  و سوية   Kb 9/5وزن مولکولي تقريبي 

و  Kb 5/55باند پلاستتميدي با وزن مولکولي تقريبي 
Kb 2/0  ي.1داش  )شکل 

حستتاستتي  کمي د  مقابل  57و  9هاي ستتويه
ها توانايي مقاوم  د  برابر کادميوم داشت د. اين سويه

گرم د  ليتر کادميوم  ا نداشتتتت د. بر ستتتي ميلي 51
ها نشتتان داد از لحاظ پروفيل پلاستتميدي اين ستتويه

وجود  15تعداد باندهاي پلاستتميدي تفاوتي با ستتوية 
تري دا ند. ندا د. ولي هر دو سويه پلاسميدهاي بز ا

 Kbد  حدود  9وزن مولکولي پلاستتتميدهاي ستتتوية 
و وزن مولکولي پلاستتميدهاي ستتوية  Kb 53و  111
بود کتته هر دو  Kb 2/57و  Kb 31د  حتتدود  57

پلاستتتميد جزء پلاستتتميدهاي با اندازة مولکولي بالا 
 هست د.  

يوم مقاوم د  مقابل کادم 77و  51هاي ستتتويه
 گرمميلي 01ها د  مقادير بودند. از آنجا که اين سويه

ن  ف  ايد  ليتر کادميوم نيز  شتتتد کردند، انتظا  مي
دو ستتويه پلاستتميدهايي با وزن مولکولي بالا و تعداد 

لي هاي اببيشتتري باند پلاستميدي نستب  به ستتويه   
هاي پلاسميدي دوسويه داشته باش د. مطالعة پروفيل

 91ها د  مقادير کمتر از اد هر دوي اين سويهنشان د
گرم د  ليتر کتتادميوم دا اي چهتتا  و پ ج بتتانتتد ميلي

 Kbپلاستتتميدي متفاوت دا اي وزن مولکولي تقريبي 
51 ،Kb 2/55 ،Kb 2/9 ،Kb 2  ي و 51)ستتتويةKb 

90 ،Kb  52،Kb  55 ،Kb 2/0 ،Kb 9/5  ي 77)سوية
 هست د.

 91هاي بالا )با ا مال تيما  77د  مو د ستتوية 
گرم د  ليتر کتادميومي حتذف پلاستتتميد وجود   ميلي

گرم د  ميلي 91د  مقادير  51نداشت ؛ ولي د  سوية  
 Kb 2ليتر کادميوم سته تکرا  از چها  تکرا  پلاسميد  

 خود  ا از دس  داده بودند.
و  2هاي هاي خيلي مقاوم شتتامل ستتويهستتويه

 91حتي د  بودند. با توجه به اي که اين دو سويه  90
گرم د  ليتر کتتادميوم نيز  شتتتد کردنتتد و جزء ميلي
 ف  هاي با مقاوم  بسيا  بالا هست د، انتظا  ميسويه

هم از لحتاظ اندازة پلاستتتميدي و هم از لحاظ تعداد  
 تر از سه گروه ابلي باش د.باندها ر ي

ها نشان داد هر دو سويه بيشترين تعداد بر سي
 ها دا ند.روهپلاسميد  ا د  بين همة گ

هاي پلاستتتميد با وزن 9تعتداد   2د  ستتتويتة  
، Kb 51 ،Kb 52 ،Kb 2 ،Kb 0/9مولکولي تقريبي 

Kb 5/9 ،Kb 7/5 ،Kb 2/5 ،Kb 5 . وجود داشتتت 
د  تيما هاي با  Kb 2البته پلاستتميد با وزن مولکولي 

گرم د  ليتر کتتادميوم د  هر چهتتا  ميلي 91مقتتدا  
تکرا  حتذف شتتتد؛ اما، با توجه به اي که اين ستتتويه  

گرم د  ليتر ميلي 91 توانايي  شتتد د  مقادير بالاتر از
شتتتده تأثيري بر کتادميوم  ا دا د، پلاستتتميتد حذف  

 مقاوم  آن نداش .
 2هم  فتا ي دايقاً مشتتابه ستتوية   90ستتوية 

 91 خود  ا د  مقتتادير Kb 2داشتتت  و پلاستتتميتتد 
 ي.9گرم بر ليتر کادميوم از دس  داد )جدول ميلي

 ارتبا  پروفيل پلاسميدي مقاوم به روي
هايي که تيما هاي با مقادير مختلف فلز  وي بر سويه

، 99، 90، 99، 9، 2هاي ها ا مال شتد شامل سويه آن
 بودند. 99، 25، 29

اس به ا مال تيما هاي حس 9و  25هاي ستويه 
گرم د  ليتر ميلي 21 وي توانتايي  شتتتد د  مقتادير   

  وي  ا همان د حال  فااد تيما  فلزي نداشت د و  شد
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جزء  25هتا کاهش ياف . با توجه به اي که ستتتوية  آن 

هتاي حستتتاس به تيما  فلز  وي بود، انتظا   ستتتويته 
 ف  از لحاظ تعداد باندهاي پلاستتميدي  تتعيف  مي

ع ي تعداد باندهاي پلاستتميدي کمي داشتتته باشتتد؛ ي
ي. با بر سي پروفيل پلاسميدي اين سويه Ibidباشتد ) 

مشتخ  شد اين سويه فق  دو باند پلاسميدي دا د.  
اين دو باند پلاستتتميدي د  هر چها  تکرا  تيما هاي 

شده حضو  داشت د و تح  شراي  ت شي حذف ا مال
 نشدند.

اي ستتتويه 25نيز همان د ستتتوية  99ستتتوية 
گرم د  ليتر  وي بود و ميلي 21حستتتاس بته مقادير  

 فت  همتان تد اين ستتتويه تعداد باندهاي    انتظتا  مي 
 هايپلاستتميدي کمي داشتتته باشتتد. بر ستتي پروفيل

فق  دو  99پلاسميدي اين سويه مشخ  کرد سوية 
و  Kb 55بتاند پلاستتتميدي، آن هم با وزن مولکولي  

Kb 2/0ها  تکرا  همة ، دا د. اين پلاسميدها د  هر چ
 شده پايدا  بودند و حذف نشدند.تيما هاي ا مال

 111توانايي  شد د  تيما   29و  9هاي ستويه 
 حساسي.گرم د  ليتر  وي  ا داشت د )نيمهميلي

دو باند پلاستتميدي با وزن  9و  29هاي ستتويه
داشتتت د که بيشتتتر از   Kb 2/55و  Kb 111تقريبي 

حستتاس استت .  وزن مولکولي پلاستتميدهاي ستتوية  
ها د  اثر ا مال تيما هاي فلزي يک از اين ستتويههي 

پلاستتميدهاي خود  ا از دستت  ندادند. دليل مقاوم  
ها احتمالاً وجود پلاستتتميدهايي با وزن اين ستتتويته 

 مولکولي بالا بود.
د  برابر ا مال تيما هاي  99و  99دو ستتتويتة  

فلزي مقاوم  م استتبي نشتتان دادند. ب ابراين انتظا   
 ف  اين دو ستويه تعداد باند پلاسميدي بيشتري  مي

 نسب  به دو گروه ابلي داشته باش د.
نشان داد  99بر سي پروفيل پلاسميدي سوية 

 Kbاين ستتويه چها  باند پلاستتميدي با وزن مولکولي 
71 ،Kb 2/52 ،Kb 9 ،Kb 9/9   دا د. د  هر چهتتا

شتده پلاسميدي حذف  تکرا  د  همة تيما هاي ا مال
 بود.نشده 

باند مختلف پلاسميدي با وزن  5نيز  99سوية 
ي 99تقريباً متفاوت از پلاستتميدهاي ستتويه )مولکولي 

Kb 21،Kb  52 ،Kb 11 ،Kb 9 /5  داشتت . برخلاف
اين سويه د  هر چها   Kb 9/5، پلاستميد  99ستوية  

 گرم د  ليتر  وي حذف شد.ميلي 511تکرا  تيما  با 
ميلي گرم د   511د  مقادير  90و  2سويه هاي       

خوبي  شد کردند و د  برابر ا مالليتر  وي و بالاتر به
 

 . تأثير تيمار کادميوم بر پايداري پلاسميد1جدول 

 گروه مقاومتي
 نام

 سويه

 تيمار منجر
 به حذف پلاسميد

تعداد 
 پلاسميد
در تيمار 

 شاهد

تعداد 
 پلاسميد

 پس از تيمار

شده از کل پلاسميد حذفدرصد 
 پلاسميدها

 %  21 1 5 گرم د  ليترميلي 91 15 حساس

 % 111 1 1 گرم د  ليترميلي 91 90 حساس

 % 21 1 5 گرم د  ليترميلي 91 9 حساسنيمه

 % 21 1 5 گرم د  ليترميلي 91 57 حساسنيمه

 % 52 9 5 گرم د  ليترميلي 91 51 مقاوم

 % 51 5 2 د  ليترگرم ميلي 91 77 مقاوم

 % 2/15 7 9 گرم د  ليترميلي 91 2 خيلي مقاوم

 % 2/15 7 9 گرم د  ليترميلي 91 90 خيلي مقاوم
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 . تأثير تيمار روي بر پايداري پلاسميد4جدول 

 
تيما هاي فلزي مقاوم  بستيا  بالايي داشت د. چ ين  

ها دا اي تعداد بالايي باند  ف  که اين سويهانتظا  مي
 پلاسميدي باش د.

باند پلاستتتميدي متفاوت با  9تعداد  2ستتتوية 
 Kb 51 ،Kb 52 ،Kb 2 ،Kb 0/9 ،Kbوزن مولکولي 

5/9 ،Kb 7/5 ، Kb2/5 ،Kb 5 اش .د 
 نيز از لحاظ تعداد و اندازة  باندهاي  90سوية 

بود. د  بين همة  2پلاسميدي دايقاً مشابه سوية 
هاي مو د آزمايش، اين دو سويه بيشترين تعداد سويه

باندهاي پلاسميدي  ا داشت د و احتمالاً تعداد بيشتر 
 شود.ها ميپلاسميد موج  مقاوم  بالاتر اين سويه

و  1هر چها  تکرا  تيما هاي ها د  اين ستتتويه
باند پلاستتميدي  9گرم د  ليتر  وي ميلي 111و  21

گرم د  ليتر ميلي 511 و 121داشتتت د. د  تيما هاي 
به  Kb 51 وي يک باند پلاستتميدي با وزن مولکولي 

 Kbو نزديک به  Kb 51هاي مولکولي دو بتاند با وزن 
اد دتبديل شد. اين حال  يگانه حال  افزايش تع 9/93

ها و تيما هاي باندهاي پلاستميدي د  بين همة سويه 
 ي.5شده بود )جدول ا مال

هاي حساس به گونه که گفته شتتد، ستتويههمان
ي تعداد کمي پلاستتميد 90و  15هاي کادميوم )ستتويه

  90پلاستتميد و ستتوية  5دا اي  15داشتتت د. ستتوية 

 
هاي حستتاس به  وي پلاستتميد بود. ستتويه  1دا اي 

پلاستتميد داشتتت د.   5ي نيز هر يک 99 و 25)ستتوية 
دليتل تعداد کم و اندازة کوچک   ستتتد بته نظر ميبته 

هتاي کم د  اين  پلاستتتميتدهتا و د نتيجته وجود ژن   
ک  دة اين هاي مقاومپلاستتتميتدها احتمال وجود ژن 

ها نستتتب  به   اصتتتر کادميوم و  وي نيز کم ستتتويه
شود و اين دو سويه توانايي  شد م اس  د  رلظ  مي
هاي گرم د  ليتر کادميوم و بيشتتتتر و رلظ ميلي 51

 بالاي  وي  ا ندا ند.
ي و 59و  9حساس به کادميوم )هاي نيمهسويه

پلاستتتميتد بودند؛ با اين   5ي نيز دا اي ن29و  9 وي )
تفاوت که وزن مولکولي تقريبي هر دو پلاسميد بالاتر 

هاي حساس بود. احتمالاً تفاوت اندازة تقريبي از سويه
هتتاي مختلف، از جملتته وزن مولکولي نتتاشتتتي از ژن

مقاوم ، استت  که با ث بروز نو ي مقاوم  به مقادير 
هاي حستتاس بالاتر کادميوم و  وي نستتب  به ستتويه

 شود.مي
ي، 77و  51هتاي مقتاوم بته کادميوم )   ستتتويته 

هاي مقاوم به  وي پلاستتميد و ستتويه 5و  2ترتي ، به
ن تعداد بيشتتتر پلاستتميد داشتتت د و اي 5ي 99و  99)

ها  ا به پلاستتتميد احتمالاً مقاوم  بالاتر اين ستتتويه
 همراه داش .

گروه 
 مقاومتي

 نام سويه
تيمار منجر به حذف 

 پلاسميد

تعداد پلاسميد در 
 تيمار شاهد

تعداد پلاسميد پس از 
 تيمار

درصد پلاسميد 
شده از کل حذف

 پلاسميدها

 % 1 5 5 ندا د 25 حساس

 % 1 5 5 ندا د 99 حساس

 % 1 5 5 ندا د 9 حساسنيمه

 % 1 5 5 ندا د 29 حساسنيمه

 % 1 5 5 ندا د 99 مقاوم

 % 52 9 5 گرم د  ليترميلي 511 99 مقاوم

 % 1 9 9 ندا د 2 خيلي مقاوم

 % 1 3 9 ندا د 90 خيلي مقاوم
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 هاي مقاوم د  مو د هردو ملاحظه شد که سويه

  صتر  وي و کادميوم نستتب  به دو گروه ابلي تعداد  
 پلاسميد بيشتري داشت د.

و  2هاي خيلي مقاوم به  وي و کادميوم )سويه
ه مشخصاً بالاترين پلاستميد داشت د ک  9ي هر يک 90

هاي مو د بر سي تعداد پلاستميد د  بين همة ستتويه 
بود. احتمتالاً وجود اين تعداد بالاي پلاستتتميد با ث  

ها شتتود.  تتم اً اين ستتويه ايجاد بالاترين مقاوم  مي
مقاوم  چ دگانه نشتان دادند که ممکن اس  با ت و   

 ها مرتب  باشد.پلاسميدي آن
م د  مو د فلز گونه که مشتتخ  شتتد، ه همان

 وي و هم د  مو د فلز کتتادميوم هر چتته مقتتاومتت  
ها بيشتتر باشتد تعداد پلاسميدهاي موجود د    ستويه 
ها نيز بيشتتتر استت  که با نتايج ديگر محققان  ستتويه

 ي.Shoeb, 2006) مطابق  دا د

 گيرينتيجه
ي، 5و  9هاي آمده )جدولدستتت بتا توجه به نتايج به 

کادميوم د  مقايسه با فلز  وي،   سد آثا  فلزنظر ميبه
بتا اي کته مقتدا    صتتتر  وي د  تيما ها بيشتتتتر از    
کادميوم استت ، د  جه  حذف پلاستتميد شتتديدتر   
استتت . حذف يک پلاستتتميد د  تيما هاي کادميوم 

د صتتد استت ؛ د  صتتو تي که د  مو د  وي  972/10
 د صد اس . 2/5

از ستتوي ديگر اثر کادميوم د  حذف پلاستتميد 
که د  مو د   صتتر ها  وي داد؛ د حاليويهد  همة ستت

و آن هم د  بالاترين ستتط   99 وي فق  د  ستتوية 
ي حذف پلاستتميد انجام شتتد. mgl 511-1تيما   وي )

مکانيستم تأثير فلزات ستت گين د  حذف پلاسميد د   
ها ممکن استت  د  همان دسازي پلاسميد اين باکتري

 ود.تري بر آن انجام شباشد که بايد بر سي داي 
شتتتدن افزايش باند پلاستتتميدي د  اثر حذف

ي فق  Deletionپلاستتميد )پديدة  DNAاستتمتي از 
فلز  وي  د  mgl 511-1و  121د  تيما   90د  سوية 

هاي تح  تيما  يک از ستتتويهکه د  هي داد؛ د حالي
کادميوم افزايش باند پلاستميدي مشاهده نشد. پديدة  
حذف، که نو ي جهش د  پلاستتميدهاستت ، احتمالاً  

هتاستتت  که مثلاً  ايجتاد نو ي مقتاومت  د  بتاکتري    
هتتا  ا د  مقتتابتتل فلز ستتت گين افزايش مقتتاومتت  آن

 ي.Ibidدهد)مي

 اين پژوهش از محل رر  تحقيقاتي نو  ششم،مصوب
حوزة معتتاونتت  محترم پژوهش و ف تتاو ي پرديس 
کشتاو زي و م ابع ربيعي دانشتگاه تهران، انجام شد.   
از ستتترکتتا  ختتانتم مه تتدس ليلا محمتتدي، براي   

هاي صميمانة ايشان د  انجام گرفتن کا هاي همکا ي
همکا ي د  آزمايشتتتگاهي، و آااي اکبر اويدل، براي 

 شود.تدوين مقاله، تشکر و اد داني مي
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