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 یدهچک

پژوهش با هدف  ینهستند. ا یعیطب یکروبیضدم یباتترک یمنبع غن، یسساسترپتوما یها گونه یژهخاک، به و های یکروارگانیسمم

 هدفبا  یران،ا یر،کو یاز پارک مل یکروبیمواد ضدم یدکنندهتول یسساسترپتوما های یهسو یمولکول ییو شناسا یجداساز ی،غربالگر

 یباتترک یدها در تول آن ییتوانا ابییو ارز یرکو یخاک پارک مل یها از نمونه یسساسترپتوما های یهسو یو جداساز ییشناسا یقتحق

. یدگرد یآور جمع یرکو یخاک از مناطق مختلف پارک مل یها نمونه انجام شد. یمولکول یقدق ییبا تمرکز بر شناسا یکروبی،ضدم

 یهجدا شده عل های یهسو یکروبیضدم یتشدند. فعال یجداساز یکشت انتخاب های یطبا استفاده از مح یسساسترپتوما های یهسو

 ییشناسا ینشان داد، برا یقابل توجه یوبیکرضدم یلکه پتانس R1 یهشد. سو یابیارز یسکپاتوژن با روش انتشار د های یباکتر

 انجام 16S rRNA ژن یر( با هدف تکثPCR) یمرازپل ای یرهبا استفاده از واکنش زنج یهسو ینا ییانتخاب شد. شناسا یمولکول

 ای قطعه یرتکث یبرا RmF/RmR یاختصاص یمرهایباز و از پرا جفت 4500حدود  یهناح یرتکث یبرا یعموم یمرهایگرفت. از پرا

در  قرار گرفتند. یابیمورد ارز یلوژنتیکیف های یلبه همراه تحل PCRحاصل از  یجباز استفاده شد. نتا جفت 500 یبیبه طول تقر

 یهرا عل یکروبیضدم یتفعال یشترینب R1 یه. سویدگرد یجداساز یرکو یمل از پارک یسساسترپتوما یهسو 1مجموع تعداد 

تعلق  Bacillus subtilisبه گونه  R1 یهکردند که سو ییدتا یلوژنتیکیف های یلو تحل PCR یجنشان داد. نتا یشیآزما های یهسو

 یدگرد یینتع Bacillus subtilisبه عنوان  ی،مولکول ییشده بود، پس از شناسا یجداساز یرکو یکه از پارک مل R1 یهسو دارد.

 است. یو کاربرد یدمف های یکروارگانیسمکشف م یبرا یبه عنوان منبع یرکو یپارک مل یلدهنده پتانس نشان ها یافته ینا

 

 16S rRNAژن  ی،مولکول ییشناسا ی،غربالگر یر،کو یپارک مل یکروبی،مواد ضدم یسس،: استرپتومایدیکل کلمات
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 مقدمه. 1

تهدیدها  ترین بزرگ(، به یکی از MDRهای باکتریایی مقاوم به دارو ) ها، ناشی از ظهور سویه بیوتیک بحران جهانی مقاومت به آنتی

های موجود، نیاز مبرم به کشف  بیوتیک با کاهش کارایی آنتی[. 2، 4است ]در قرن بیست و یکم تبدیل شده برای سلامت عمومی 

در [. 1، 3شود ] های اثر متفاوت هستند، بیش از پیش احساس می از ترکیبات ضد میکروبی که دارای مکانیسمهای جدیدی  کلاس

های  ترین تولیدکننده متابولیت عنوان مهم که متعلق به شاخه آکتینوباکترهاست، همچنان به Streptomycesاین میان، جنس 

های بالینی موجود، منشأ آکتینوباکتریایی دارند  بیوتیک حدود دو سوم آنتیکه  طوری شود؛ به ثانویه در صنعت داروسازی شناخته می

های ژنی  فعال، ناشی از وجود خوشه ای از ترکیبات زیست ها در سنتز طیف گسترده کننده استرپتومایسس توانایی خیره [.5]

یشگاهی معمولی خاموش بوده و تنها در ها در شرایط آزما هاست که بسیاری از این خوشه ( فراوان در ژنوم آنBGCsبیوسنتزی )

های اخیر، تمرکز پژوهشگران از منابع در دسترس به سمت  در سال[. 6-8شوند ] های محیطی خاص فعال می پاسخ به سیگنال

های ساکن در  های آب گرم( معطوف شده است؛ زیرا میکروارگانیسم ها، مناطق شور و چشمه )مانند بیابان” اکستریم“های  زیستگاه

ایران با دارا  [.40،1اند ] متابولیکی دست یافتههای محیطی، به تکامل سازوکارهای پیچیده  این مناطق، برای بقا در برابر استرس

[. 44-43دارد ]های بومی و نوظهور  کشف سویههای بیابانی متنوع، از جمله پارک ملی کویر، پتانسیل بالایی برای  بودن اکوسیستم

ملی کویر، شامل تغییرات شدید دمایی، خشکی مفرط و میزان بالای تابش فرابنفش، این منطقه را به شرایط اقلیمی خاص پارک 

های ثانویه  فرد تبدیل کرده است که ممکن است متابولیت به های مقاوم و منحصر یک منبع بالقوه برای جداسازی استرپتومایسس

رغم غنای تنوع زیستی میکروبی در این مناطق،  ، علیحال بااین [.41کنند ]شده تولید  ی بیولوژیک تقویتها نوینی با فعالیت

ترین دغدغه این  اصلی های بومی این ناحیه بسیار محدود است. بیوتیکی استرپتومایسس مطالعات سیستماتیک بر روی پتانسیل آنتی

های نوظهور است.  قابله با پاتوژنمطالعه، پر کردن شکاف علمی موجود در شناسایی منابع میکروبیِ مناطق کویری ایران برای م

ها  های خاک پارک ملی کویر، غربالگری اولیه آن های خالص استرپتومایسس از نمونه هدف از انجام این تحقیق، جداسازی سویه

ها در  ی آنهای پاتوژنی( و در نهایت ارزیابی توانمند عنوان مدل های استاندارد )به های ضد میکروبی علیه سویه تولید فعالیت ازنظر

های ثانویه فعال است. این پژوهش گامی در جهت شناسایی کاندیداهای بالقوه برای تولید داروهای ضد میکروبی  تولید متابولیت

 .دارد میبر  شده ایران های میکروبی مناطق حفاظت برداری پایدار از ظرفیت جدید و بهره

 

 . روش تحقیق2

 نوع مطالعه. 2-1

 یسساسترپتوما های یهسو یابیو ارز ییشناسا ی،جداساز ی،با هدف غربالگر یاکتشاف یشگاهیمطالعه آزما یکپژوهش  ینا

از خاک،  یبردار مطالعه شامل نمونه ییبود. مراحل اجرا یران،ا یر،کو یپارک مل یها از خاک یکروبیضدم یباتترک یدکنندهتول

 ییشناسا ی،ژنوم DNAکشت، استخراج  یطشرا سازی ینهبه روبی،یکضدم یتفعال یغربالگر ها، ینومیستآکت یهاول یجداساز

 ها بود. داده یآمار یلو تحل 16S rRNAژن  یهبر پا یمولکول

 محل و زمان انجام پژوهش .2-2

با  یبردار انجام شد. انتخاب نقاط نمونه 4105تا  4101 یدر بازه زمان یران،ا یر،کو یخاک از مناطق منتخب پارک مل برداری نمونه

صورت  ها یکروزیستگاهخاک و تنوع م ینسب یخشک، شور یمیاقل یطمنطقه، از جمله شرا یشناخت بوم های یژگیدر نظر گرفتن و

 مربوطه انجام شد. یشگاهدر آزما شناسی یکروبو مطابق اصول استاندارد م یلاستر یطشرا در یشگاهیمراحل آزما یهگرفت. کل
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 خاک یها نمونه یساز و آماده یآور جمع. 2-3

شدند.  یآور جمع ینسطح زم متری یسانت 40تا  5 یبیخاک از عمق تقر یها نمونه ی،بوم های ینومیستاکت یجداساز منظور به

منتقل شدند. پس از انتقال،  یشگاهدربسته به آزما یلبرداشت و در ظروف استر یلها با استفاده از ابزار استر هر نقطه، نمونه یبرا

 ینسب سازی یاسپورزا و غن یرغ های یکروارگانیسمم یتمنظور کاهش جمع خشک و همگن شدند. به یطمح یدماها در  نمونه

 ینقرار گرفتند. ا یقهدق 45مدت   به گراد یدرجه سانت ۵5 یدر دما یها تحت شوک حرارت از نمونه یبخش ها، ینومیستآکت

 انجام شد. رزاتر و اسپو مقاوم های یسساسترپتوما یاحتمال جداساز یشبا هدف افزا تیمار یشپ

 یهو کشت اول یمتوال یها رقت یهته .2-4

مدت  معلق و به یلاستر یزیولوژیسرم ف یا یلآب مقطر استر لیتر یلیم 10گرم از هر نمونه در  40خاک،  یونسوسپانس یهته برای

 یبر رو ی. از هر رقت، حجم مشخصیدگرد یه( ته40-6( تا )40-4از ) یمتوال یده ده یها همگن شد. سپس رقت یخوب مناسب به

دوره  یانروز انکوبه شدند. پس از پا 5مدت  به گراد یدرجه سانت 28 یدر دما ها یت( کشت داده شد و پلPDA)کشت  یطمح

 ی،ا رشد رشته ی،پودر یا یشامل ظاهر گچ یکمورفولوژ های یژگیبر اساس و یسسمشکوک به استرپتوما های یکلن یون،انکوباس

 انتخاب شدند. ینمشخص ژئوزم یو بستر، و بو ییهوا یسلیومرنگ م

 ها یزولها یو نگهدار یساز خالص .2-5

تا  یساز کشت تازه پاساژ داده شدند. خالص یطمح یمرحله بر رو ینبه کشت خالص، چند یابیمنظور دست منتخب به های کلنی

و  یمناسب نگهدار یطشده در مح خالص های یزوله. ایافتادامه  یشناس یختر های یژگیو ازنظر یکنواخت های یزمان حصول کلن

 استفاده شدند. یمولکول ییرشد و شناسا یطشرا سازی ینهبه ی،تیسز یشامل غربالگر یبعد های یبررس یبرا

 ها یزولها یکمورفولوژ های یژگیو یبررس .2-6

رنگ  یرنظ یصفات ی،ماکروسکوپ یابیشدند. در ارز یبررس یکروسکوپیو م یماکروسکوپ یاتخصوص ازنظرآمده  دست به های ایزوله

 ی. در بررسیدمترشحه ثبت گرد یها دانه و رنگ ییهوا یسلیومعدم وجود م یاوجود  ی،بافت سطح کلن یه،نوع حاش ی،کلن

اسپورها در صورت مشاهده، مورد توجه قرار  یرهزنج یاحتمال یوم منشعب و الگویسلیم ی،ا رشته یساختارها یزن یکروسکوپیم

 استفاده شد. یلیتکم یها شاخص جهت آزمون های یزولهانتخاب ا یبرا ییعنوان مبنا اطلاعات به ینگرفت. ا

 یکروبیضدم یتفعال یهاول یغربالگر .2-7

 یهها عل آن یبازدارندگ یتفعال یکروبی،ضدم یباتترک یددر تول یسساسترپتوما های یزولها ییتوانا یابیارز منظور به

 یونروش، ابتدا سوسپانس ینشد. در ا ی( بررسKirby–Bauer) یفیوژند یسکهدف با استفاده از روش د های یکروارگانیسمم

 یا یتآغشته به متابول های یسککشت مناسب پخش شد. سپس د یطسطح مح برو  یهآزمون ته های یکروارگانیسماستاندارد از م

مناسب انکوبه شدند و پس از  یطدر شرا ها یتقرار داده شدند. پل یطبر سطح مح یمورد بررس های یزولهعصاره حاصل از کشت ا

 یجادا یدارترتر و پا بزرگ یکه هاله مهار ییاه یزولهشد. ا یریگ اندازه متر یلیقطر هاله عدم رشد بر حسب م یون،زمان انکوباس یانپا

 انتخاب شدند. یبعدمراحل  یبرتر برا های یهعنوان سو کردند، به

 برتر های یهانتخاب سو .2-8

منتخب در نظر  های یهعنوان سو هدف نشان دادند، به یها پاتوژن یهرا عل یاثر مهار یشترینکه ب هایی یزولها یه،اول یپس از غربالگر

رشد  یفیتمستقل و ک یها در آزمون یکروبیضدم یتفعال یریانتخاب شامل وسعت هاله عدم رشد، تکرارپذ یارگرفته شدند. مع

 بود. یشگاهیکشت آزما یطدر شرا یهسو

 یکروبیضدم های یتمتابول یدرشد و تول یطشرا سازی ینهبه .2-9

 یتبر رشد و فعال وشیمیایی یزیکف یپارامترها یمنتخب، اثر برخ های یهتوسط سو یکروبیضدم یباتترک یدتول یشافزا منظور به

 زدن بودند. کشت، دما و سرعت هم یطمح pHمورد مطالعه شامل  یشد. پارامترها یها بررس آن یستیز
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 pHاثر  یبررس. 2-9-1

کشت داده شدند. پس از  5/5و  5، 1/5 یهاpHکشت با  های یطمنتخب در مح های یهسو یط،مح یدیتهاثر اس یابیارز برای

 یسهمقا یقطر هاله مهار یریگ با اندازه یطحاصل از هر شرا یکروبیضدم یترشد و فعال یزانشده، م کنترل یطدر شرا یونانکوباس

 شد.

 اثر دما یبررس .2-9-2

دوره رشد،  یانانجام شد. پس از پا گراد یدرجه سانت 30و  28، 25 یمنتخب در دماها های یهکشت سو ینه،به یدما یینتع منظور به

 قرار گرفت. یابیدر هر دما مورد ارز یو شدت اثر بازدارندگ یکروبیضدم های یتمتابول یدتول

 زدن اثر سرعت هم یبررس. 2-9-3

 یقهدور در دق 450و  435، 420 یها در سرعت یعما یها کشت یت،متابول یدبر رشد و تول یطو اختلاط مح یاثر هواده یینتع برای

 یباتمؤثر ترک یدتول یزدن برا سرعت هم ینتر شدند تا مناسب یبررس یکروبیضدم یتفعال ازنظرها  انکوبه شدند. پس از رشد، نمونه

 گردد. یینفعال تع

 یژنوم DNAاستخراج . 2-11

 ینانجام شد. بد CTABمنتخب با استفاده از روش  های یزولهاز ا یژنوم DNAبرتر، استخراج  های یهسو یمولکول ییشناسا برای

 یبها در بافر استخراج مناسب سوسپانده شده و پس از تخر شد. سپس سلول یهاز کشت تازه ته یکروبیم توده یستمنظور، ابتدا ز

 یرو سا ها ینشد. در ادامه، جهت حذف پروتئ یساز خالص CTABاز محلول  ستفادهبا ا DNA ی،سلول یو غشاها یوارهد

وشو و  پس از شست DNAبا الکل سرد رسوب داده شد. رسوب  DNAو  یدمناسب استفاده گرد یآل یها از حلال ها یناخالص

معمول  یها از روش ستفادهشده با ا استخراج DNA یتو کم یفیتحل شد. ک TEبافر  یا یلاستر یونیزهخشک شدن، در آب د

 شد. یابیارز یشگاهیآزما

 PCRبا روش  16S rRNAژن  یرتکث .2-11

 یبا استفاده از آغازگرها PCRانجام شد. واکنش  16S rRNAژن  یرتکث یهمنتخب بر پا های یزولها یمولکول شناسایی

 یکسرفت و برگشت، مسترم یالگو، آغازگرها DNAژن صورت گرفت. مخلوط واکنش شامل  ینا یمناسب برا ی/عمومیاختصاص

اتصال آغازگر  ی،ساز واسرشت یمتوال یها چرخه یه،اول یساز واسرشت لهشامل مرح PCR یبود. برنامه حرارت یلاستر یونیزهو آب د

 درصد 4 با استفاده از ژل آگارز PCRمحصولات  یر،شد. پس از تکث یمتنظ ییمرحله گسترش نها یتو گسترش رشته، و در نها

 حاصل در حضور رنگ مناسب مشاهده و ثبت شدند. یالکتروفورز شده و باندها

 یمولکول ییو شناسا یابی یتوال. 2-12

آمده با استفاده از  دست به یها به روش سنگر ارسال شدند. کروماتوگرام یابی یمناسب جهت توال یفیتبا ک PCR محصولات

داده  یگاهشده در پا ثبت های یبا توال یینها های یتراز شدند. سپس توال و هم یرایشو ی،بررس BioEditو  Chromas یافزارها نرم

NCBI منتخب در  های یزولهحاصل، ا یج. بر اساس نتایدگرد یینشباهت تعبر اساس درصد  ها گونه ترین یکشدند و نزد یسهمقا

 شدند. ییسطح جنس و در صورت امکان در سطح گونه شناسا

 یلوژنتیکیف یلتحل. 2-13

مشابه  های یبا توال یتراز آمده پس از هم دست به های یمرجع، توال های یهمنتخب با سو های یزولها یروابط تکامل یبررس منظور به

 های یزولها ینسب یگاهجا یینامکان تع یلتحل یناستفاده شدند. ا یلوژنتیکیدرخت ف یمترس یداده، برا یگاهموجود در پا

 فراهم کرد. Streptomycesجنس  یاعضا یانرا در م شده ازیجداس
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 ها داده یآمار یلتحل. 2-14

 یگزارش شدند. برا معیار انحراف ± یانگینصورت *م ها به مستقل انجام شدند و داده یحداقل در قالب تکرارها ها یشتمام آزما

 ینب دار یکه اختلاف معن یاستفاده شد. در موارد One-way ANOVAمختلف، از آزمون  یمارهایت ینب ها یانگینم یسهمقا

با استفاده از  یآمار های یلتحل یهانجام گرفت. کل Tukeyبا استفاده از آزمون  ها یانگینچندگانه م یسهشد، مقا مشاهدهها  گروه

( p < 0.05برابر با ) یآمار داری یانجام شد و سطح معن GraphPad Prism version 9و  SPSS version 26 یافزارها نرم

 در نظر گرفته شد.

 نتایج

 یسساسترپتوما های یهسو یکمورفولوژ های یژگیو یو بررس ی. جداساز3-1

( ی)شوک حرارت یزیکیف تیمارهای یش. پس از اعمال پیدگرد یآور جمع یرکو ینمونه خاک از نقاط مختلف پارک مل 40مجموع  در

 های یکلن یل)تشک ها یبر اساس ظاهر کلن Streptomycesمشکوک به جنس  یزولها 8تعداد  ی،اختصاص های یطمح یو کشت رو

خالص به  یزولها 1 یتدر نها ی،متوال یساز خالص یندهای. پس از انجام فرآندشد یی( شناسایا و رشد رشته مانند یسخت، چرم

شده  خالص یزولها 1 ینشان داد که تمام یکروسکوپیو م یماکروسکوپ های بررسی شدند. ییدتأ یسساسترپتوما های یهعنوان سو

 یاصل یصیتشخ های یژگیکه از و دهند یم یلاسپور را تشک های یره( بوده و زنجیی)بستر و هوا یا منشعب و رشته یسلیومم یدارا

( را هنگام کشت در ینخاص خاک )ژئوزم یشده، بو یزولها های یهتمام سو ین،. همچنشود یمحسوب م یسسجنس استرپتوما

 .خلاصه شده است 4شده در جدول  خالص های یزولها یکمورفولوژ های ویژگی .کردند یآزاد م یاختصاص یطمح

 شده خالص های یزولها یکمورفولوژ های ویژگی. 1جدول 

دانه رنگ شکل زنجیره اسپور ساختار میسلیوم بافت کلنی کد ایزوله  

R1 زرد روشن مارپیچی انشعابات فراوان پودری / مخملی 

R2 سفید منعطف انشعابات متراکم ای چرمی / پوسته 

R3 رنگ صورتی کم شبکه باز انشعابات متوسط پودری 

R4 خاکستری مارپیچی انشعابات متراکم دار مخملی / دانه 

 

های مجزا با  ها کلنی شود، ایزوله طور که مشاهده می آورده شده است. همان 4ها در شکل  سازی ایزوله ای از نتایج خالص نمونه

 آوری شده از این منطقه است. های خاک جمع دهنده پتانسیل بالای نمونه اند که نشان های متنوع ایجاد کرده مرفولوژی
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های ایزوله شده از نمونه خاک پارک ملی  دهنده کلنی ( که نشانR4-7کشت )کد نمای ماکروسکوپی از پلیت . 1شکل 

 .کویر است

 یسساسترپتوما های یزولها یکروبیضدم یتفعال یابی. ارز3-2

و  Staphylococcus aureusشاخص، شامل  یدو باکتر یهعل یسسشده استرپتوما خالص های یزولها یکروبیضدم فعالیت

Escherichia coli اثر  یدارا ها یزولهاز ا ینشان داد که تعداد یجشد. نتا یابیقطر هاله عدم رشد ارز یریگ استفاده از اندازه، با

قرار  متر یلیم 4۵تا  44 یبیشده در محدوده تقر بودند. قطر هاله عدم رشد مشاهده مونآز های یباکتر یهعل یقابل توجه یمهار

 یمورد بررس های یزولها ی،کل طور به با شدت اثر متفاوت است. یکروبیضدم یباتترک یددر تول ها یزولها ینا ییتوانا یانگرداشت که ب

 یوارهبه اختلاف در ساختار د تواند یتفاوت م یننشان دادند. ا E. coliنسبت به  یتر مناسب یمهار یتفعال S. aureus یهعل

 مولاًمع E. coliمانند  یمنف گرم های یدر باکتر یخارج یغشا که یطور مربوط باشد، به یمنف مثبت و گرم گرم های یباکتر یسلول

 ی، مشاهده هاله عدم رشد در برابر هر دو باکترحال باایندارد.  یکروبیضدم های یتاز متابول یارینسبت به بس یکمتر یرینفوذپذ

با  فعال یستمواد ز یدتول یبرا یرکو یپارک مل یها از خاک شده یجداساز یسساسترپتوما های یزولها یلدهنده پتانس آزمون نشان

مطالعات  یعنوان منابع بالقوه برا به توانند یم شده یجداساز های یهکه سو دهد ینشان م ها یافته ینا است. سباثر نسبتاً منا یفط

 .یرندمورد توجه قرار گ یکروبیضدم یباتترک یساز و خالص ییاستخراج، شناسا ینهدر زم یشترب
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 بر اساس قطر هاله عدم رشد یسساسترپتوما های یزولها یکروبیمضد یتفعال. 2جدول 

 Staphylococcus aureus (mm) Escherichia coli (mm) کد ایزوله

R1 4۵ 46 

R2 43 42 

R3 41 44 

R4 45 41 

 

 برتر یهانتخاب سو. 3-3

و  یشتریندارا بودن ب یلبه دل R1 یهسو زا، یماریعوامل ب یهجدا شده عل یاییباکتر های یهسو یکروبیضدم یتفعال یابیاز ارز پس

 .یدانتخاب گرد سازی ینهو به یمطالعات بعد یبرتر برا یهبه عنوان سو ی،بازدارندگ یتخاص ینمؤثرتر

 یکروبیضدم های یتمتابول یدرشد و تول یطشرا سازی . بهینه3-3-1

کشت،  یطمح pHشامل  یدیکل یپارامترها یر، تأثR1 یهتوسط سو یکروبیضدم های یتمتابول یدراندمان تول یشمنظور افزا به

 یهاpHدر  R1 یهسو یحاصل از بررس یجنتا قرار گرفت. یمورد بررس یکروبیضدم یتزدن بر فعال و سرعت هم یونانکوباس یدما

 pHشد، در  یدهقطر هاله ممانعت سنج یریگ که با اندازه یکروبی،ضدم یتفعال یشترین( نشان داد که ب5.5و  5.0، 1.5مختلف )

مختلف  یدماها یرتأث یبررس .یافت شکاه یبه طور قابل توجه تر یینپا یهاpHدر  یت. فعالید[ مشاهده گردpH = 5.5برابر با ]

 گراد یدرجه سانت 28 یاز آن بود که دما یحاک S1 یهسو یکروبیضدم های یتمتابول ید( بر تولگراد یدرجه سانت 30و  28، 25)

دور  450و  435، 420زدن متفاوت ) هم یها در سرعت یعما یها کشت یابیارز شد. یو شدت اثر بازدارندگ یزدهمنجر به حداکثر با

 یباتمؤثر ترک یدتول یرا برا یطشرا ینتر مطلوب یقه،دور در دق 435 ینهزدن عدد سرعت به ( نشان داد که سرعت همیقهدر دق

 .یافت یشها افزا سرعت یرنسبت به سا یبه طور محسوس دارندگیباز یتسرعت، فعال ین. در اآورد یفراهم م یکروبیضدم

 R1 یهسو یلوژنیف یلو تحل یمولکول ییشناسا

نشان  PCRحاصل از الکتروفورز محصولات  یجانجام شد. نتا یمولکول های ی(، بررسR1منتخب ) یهسو یقدق ییبه منظور شناسا

در  16S rRNA( از ژن bpباز ) جفت 4500 یبیبا اندازه تقر یا قطعه یرموفق به تکث R16F/R16R یعموم یمرهایداد که پرا

 500با اندازه  یا قطعه آمیز یتموفق یرمنجر به تکث RmF/RmR یاختصاص یهایمراستفاده از پرا ین،شدند. همچن S1 یهسو

 NCBIداده  یگاهدر پا یو بررسشده  یرقطعات تکث یتوال ییننمود. پس از تع ییدتأ یهسو ینباز شد که حضور ژن هدف را در ا جفت

 یجنشان داد. نتا Bacillus subtilisگونه  های یه( را با سوHomologyشباهت ) یزانم ینبالاتر R1 یه(، سوBLAST)توسط 

 16Sژن  ی. بر اساس توالباشد یم Bacillusبه جنس  یهسو ینتعلق ا ییدکننده( تاAlignment) ها یتوال یتراز حاصل از هم

rRNA یهسو یلوژنتیکیف، درخت R1 نشان داد که  یلوژنتیکیدر درخت ف یهسو ینا یتشد. موقع یمترسR1  کلاستر  یکدر

(Cluster واحد با گونه )Bacillus subtilis در  یجنتا ینگونه دارد. ا ینشاخص ا های یهبا سو یکم یو فاصله تکامل گیرد یقرار م

 .کرد ییرا نها Bacillus subtilis strain R1به عنوان  R1 یهسو ییشناسا یکی،مورفولوژ یها کنار داده

 . بحث4

 یر،کو یاز پارک مل یکروبیمواد ضدم یدکنندهتول یسساسترپتوما های یهسو یابیو ارز یجداساز ی،پژوهش، غربالگر ینا یهدف اصل

ها  آن یلپتانس یین، به منظور تعR1 یهجدا شده، از جمله سو های یهسو یمولکول یقدق ییراستا، تلاش بر شناسا ینبود. در ا یران،ا

فرد  منحصربه یکیاکولوژ یطشرا یلبه دل یر،کو یمانند پارک مل یعیطب های یط. محیدمعطوف گرد فعال یستز یباتترک یدتول یبرا

با  یهثانو های یتلمتابو یداز جمله تول یژه،و یکیمتابول های یتبا قابل یدجد های یکروارگانیسمکشف م یبرا یا بالقوه یخود، منابع غن

 یددر تول یرشانچشمگ ییتوانا یلبه طور خاص به دل Streptomycesجنس  یها . گونهشوند یمحسوب م یکروبی،ضدم خواص
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 یقدق ییشناسا ین،اند. بنابرا مورد توجه محققان بوده یربازاز د یکروبی،ضدم یباتترک یرو سا ها بیوتیک یاز آنت یعیوس یفط

 یآت یقاتتحق یبرا ییبلکه مبنا کند، یمنطقه کمک م یکروبیبه درک بهتر تنوع م نها، نه تR1 یهسو یژهجدا شده، به و های یهسو

ژن  یراز جمله تکث ی،مولکول یها پژوهش، از روش ین. در اآورد یها فراهم م آن یکروبیضدم یلاز پتانس یبردار و بهره یابیبا هدف ارز

16S rRNAیهسو یقدق ییبه شناسا یابی دست ی، برا R1 یهسو یمولکول ییپژوهش، شناسا ینا یجنتا. استفاده شد R1  را به

 یجنتا یلو تحل 16S rRNA یدیژن کل یربا استفاده از تکث یافته ین. اکند یم ییدتأ ییبالا ینانبا اطم Bacillus subtilisعنوان 

)حدود  یطولان یهناح یرکه قادر به تکث ی،عموم یمرهایان از پراشده است. استفاده همزم یسرمجزا م یمرحاصل از دو دسته پرا

داده  های یگاهجامع با پا یسهداده و امکان مقا یشرا افزا ییهستند، دقت شناسا 16S rRNAکامل ژن  یباًباز( و تقر جفت 4500

باز را  جفت 500 یبیبه طول تقر یا که قطعه RmF/RmR یاختصاص یمرهای. در کنار آن، استفاده از پراآورد یرا فراهم م یجهان

 ین. انماید یم ینتضم B. subtilisبه  یکنزد یها خاص مرتبط با گونه یوجود توال ییدرا با تأ ییصحت شناسا دهند، یهدف قرار م

از  یناش یاحتمال یخطاها کند، یم ییدرا تأ یاختصاص یژگیو هم و دهد یرا پوشش م یتوال یتدوگانه، که هم جامع یکردرو

 .دهد یرا کاهش م یعموم یمرهایهدف پرا یدر نواح یجزئ یها حذف یا یا نقطه یها شجه

مختلف  یعو صنا یستیدر علوم ز ها یکروارگانیسمم یناز پرکاربردتر یکی، Bacillus subtilisگونه  یژه، به وBacillus جنس

 فعال یستز یبات(، ترکیپازهال یلازها،)مانند پروتئازها، آم یصنعت های یماز آنز یعیوس یفط یدتول ییتوانا یلبه دل یباکتر یناست. ا

رو،  یناست. از ا یافته یفراوان یتاهم یزوسفر،(، و نقش مؤثرش در سلامت خاک و ریکروبیضد م یدهایپپت و ها بیوتیک ی)مانند آنت

. شود یها محسوب م آن یوتکنولوژیکیب های یلکشف پتانس یبرا یاتیح ای یهجنس، گام اول یندر ا یدجد های یهسو یقدق ییشناسا

است، خبر  B. subtilisشده  شناخته های یهسو یکیآن در نزد یریقرارگ هدهند که نشان یلوژنتیکی،در درخت ف S1 یهسو یگاهجا

، اتکا صرف به Bacillusجنس  یها گونه یبرخ ینب یکیو ژنت یپیفنوت یادز یها توجه به شباهت با. دهد یم یلپتانس یناز هم

همراه  ی( ممکن است با ابهاماتیوشیمیاییب یها گرم، و تست یزیآم رنگ ی،کلن شناسی یخت)مانند ر ییشناسا یککلاس یها روش

 ییدر شناسا ییاستاندارد طلا یک، به عنوان 16S rRNAبر ژن  یمبتن PCRمانند  یمولکول یها راستا، روش ینباشد. در ا

محکم  ییمبنا ی،مولکول ییشناسا ییدمطالعه، با تأ ینحاصل از ا یج. نتاآورند یرا فراهم م یشتریدقت و سرعت عمل ب یک،تاکسونوم

 ینانبا اطم B. subtilisرا به عنوان  R1 یهسو یمولکول ییشناسا هرچند .آورد یفراهم م R1 یهسو یها بر رو ادامه پژوهش یبرا

 یناست. ا یضرور یلیآن، مطالعات تکم یکاربرد های یلو پتانس ییولوژیکب های ییدرک کامل توانا یاما برا کند، یم ییدبالا تأ

 یها ژن تر یقدق ییشناسا ای( برWhole Genome Sequencing - WGSکل ژنوم ) یابی یشامل توال توانند یمطالعات م

 یمی،آنز یتجامع )مانند سنجش فعال یو عملکرد یپیفنوت های یابیارز ینخاص، و همچن یباتترک یدو تول یسمدر متابول یلدخ

 های یهسو یعوس یفط یاندر م R1 یهسو یقدق یگاه( باشند. درک جایک/پتنتوژنیوتیکیخواص پروب یبررس یا ها، یتمتابول یدتول

B. subtilisینهبه یربردا در جهت بهره یندهمطالعات آ یراهنما تواند یاست، م یرپذ امکان تر یقدق یلوژنتیکیف های یل، که با تحل 

 .باشد یهسو یناز ا

 . نتیجه گیری5

 یجانجام شد. نتا 16S rRNAژن  یرتکث یهبر پا PCRبا استفاده از روش  R1 یاییباکتر یهسو یمولکول ییمطالعه، شناسا یندر ا

 RmF/RmR یاختصاص یمرهایباز( و پرا جفت 4500حدود  یکونآمپل ید)با تول یعموم یمرهایحاصل از استفاده همزمان از پرا

مشخص کرد.  Bacillusشده جنس  شناخته یها گونه یانرا در م یهسو ینا یگاه(، جاباز تجف 500حدود  یکونآمپل ید)با تول

محکم  ییمبنا ی،مولکول ییشناسا یناست. ا Bacillus subtilisبالا متعلق به گونه  ینانبا اطم R1 یهنشان داد که سو ها یلتحل

 یت. با توجه به اهمآورد یفراهم م یهسو ینا یو کاربرد یوتکنولوژیکیب یولوژیکی،ب های یلپتانس یبا هدف بررس یآت یقاتتحق یبرا

منجر به  یندهدر آ تواند یم S1 یهسو های یژگیو تر یقدرک دق ها، یستممختلف و نقش آن در اکوس یعدر صنا B. subtilisفراوان 

 .وجود گرددم یندهایفرا سازی ینهبه یا یداکتشافات جد
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