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  مقدمه
 کـه   Actinomycetes در راسـته باکتریـایی       هـا  استرپتومایسس

 قـرار   ،ای هـستند    بدون حرکت و رشـته     ،های گرم مثبت   باکتری
   شبیه  شاخه خود  ای شاخه  ها در ساختار رشته    این باکتری . دارند

  
  

هـای گـرم     ها نیز پروکـاریوت     استرپتومایسس .ها هستند  به قارچ 
ــت ــپور ،مثب ــده اندوس ــیمیوارگانوتروف  ، تولیدکنن ــوازی و ش  ه

های استرپتومایسس با ظاهر گچی و بوی شبیه         کلونی. باشند می

 چکیده
ها همواره به عنوان     استرپتومایسس. باشند ای می  های استرپتومایسس، گرم مثبت، غیرمتحرک و رشته       باکتری :و هدف زمینه  

تحقیق،  در این . اند های صنعتی جهانی مورد توجه بوده      بیوتیک های ثانویه متنوع و آنتی     یک منبع اصلی تولیدکننده متابولیت    
هـای   های خاک از شهرستان    باکتریال نمونه  سترپتومایسس با خاصیت آنتی   منظور شناسایی جنس ا   ه  هدف غربالگری خاک ب   

  .باشد خوی، ماکو در ایران، در فصول مختلف سال می تبریز، مرند،
 150. آوری گردیـد   های تبریز، مرند، خوی، ماکو در فصول مختلف سال جمع          های خاک از شهرستان    نمونه :روش بررسی 

هـا بـه طـور وسـیعی جهـت مطالعـه خاصـیت               این ایزوله . هرهای فوق جداسازی شد   های ش  ایزوله اکتینومایست از خاک   
  . ندثانویه مورد مطالعه قرار گرفت های گرم مثبت و منفی در طی دو مرحله غربالگری اولیه و ضدمیکروبی بر علیه باکتری

دست آمده بر علیـه     ه  های ب  ادکه ایزوله نتایج نشان د  . های پاتوژن نشان دادند    ایزوله فعالیت قوی بر علیه نمونه      20 :ها یافته
متر فعالیت   میلی10کلی و پروتئوس ولگاریس با ناحیه بازدارندگی بیشتر از           اشریشیا های استافیلوکوکوس اورئوس،   باکتری

های بیوشـیمیایی و مورفولـوژیکی بـرای شناسـایی           تست. عنوان اکتینومایست جداسازی شدند   ه   ب  ایزوله 12. قوی داشتند 
ای بیوشیمیایی   نتایج حاصل از آنالیز داده . و نتایج با استفاده از ماتریکس تعریف شده برجیز بررسی شد انجام شدا ه نمونه

 نـژاد، در یـک گـروه        8 گروه قرار دارند گروه اول شامل      3ها در     صفت مورد استفاده، بیانگر این موضوع بود که نمونه         18
عنوان جنس استرپتومایـسس  ه گروه اول با توجه به نتایج، ب. تفاوت از بقیه بودیک نمونه م   نمونه و  3مشابه بود و گروه دوم    

  . های متفاوت مشخص شد با گونه
ای از تنـوع اکتینومیـستی    های مناطق مختلف آذربایجان دارای پتانـسیل بـالقوه      مطالعه حاضر نشان داد خاک     :گیری نتیجه

  .باشند می
  .های بیوشیمیاییدمیکروبی، ویژگیاسترپتومایسس، فعالیت ض :های کلیدیواژه

   دانشگاه آزاد اسلامیفناوری میکروبی زیست مجله علمی 
  18- 22صفحه ، شماره اول، ، دوره یکم1388تابستان 
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  اول، شمارهکمی، دوره 88 تابستان

19  علیرضا دهناد و همکاران
ها به طـور وسـیعی       این باکتری . به بوی خاک خود قابل تمایزند     

ژه در خاک زیست کرده و تجزیـه        اند و به وی    راکندهپدر طبیعت   
 گونـه شـناخته     500در حدود   . های بسیار مهمی هستند    کننده

 ترین تولید  شده از این جنس وجود دارد که بسیاری از آنها مهم          
هـای ثانویـه     ها و دیگر متابولیت    بیوتیک های صنعتی آنتی   کننده

 ضدتوموری  ، ضدسرطانی ، ضدویروسی ، ضدقارچی ،ضدباکتریایی
رکلـسترولومیکس هـستند    پهی هـا و آنتـی     رسنتپنوسوو نیز ایم  

های باکتری استرپتومایسس از نظر متـابولیکی قادرنـد          گونه.)1(
 آمینواسـیدها   ،ها  الکل ،بسیاری از ترکیبات متفاوت شامل قندها     

هیـدرولیتیک متـابولیزه    هـای  و ترکیبات حلقوی را توسط آنزیم
بندی  ی در دستهاین میکروارگانیسم از نظر تاکسونوم ).2( کنند

  :گیرد ذیل قرار می
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria(class); 
Actinobacteriade; Actinomycetales; Streptomycineae; 
Streptomycetaceae; Streptomyces 

بیوتیـک   ها به خاطر توانایی تولید و سنتز آنتی        استرپتومایسس
های این جنس باکتریایی     ونهاغلب گ . اند همواره مورد توجه بوده   
ایـن  . بیوتیـک منحـصر بـه فـرد هـستند          در مسیر تولیـد آنتـی     

کنند که در شـرایط کمبـود        ها به باکتری کمک می     بیوتیک آنتی
هـای خـاک رقابـت       مواد غذایی محیطی با دیگر میکروارگانیسم     

هـای دیگـر     این رقابت با ممانعت از رشد میکروارگانیـسم       . کنند
 سـنتز   هـا منحـصراً    بیوتیـک  ی از ایـن آنتـی     بـسیار . همراه است 

دهند و بـه ایـن ترتیـب از رشـد            ثیر قرار می  أپروتئین را تحت ت   
  .کنند میکروارگانیسم ممانعت می

ــی  ــین آنت ــسس   اول ــده از استرپتومای ــشف ش ــک ک ــا،  بیوتی ه
واکــسمن و  توســط1940استرپتومایــسین اســت کــه در ســال 

دی حـدود    سـال بع ـ   50همکاران کشف شد و به دنبـال آن در          
ــی4000 ــه     آنت ــده اســت ک ــایی ش ــک شناس ــا اءمنشبیوتی  آنه
هـای   این متابولیت ). 3(های شاخه اکتینومایست هستند      باکتری

ثانویــه تنــوع وســیعی را از نظــر ســاختارهای شــیمیایی نــشان 
هــای  دهنــد کــه ایــن ســاختارهای شــیمیایی شــامل گــروه مــی

، آنسامابـــــسین، )آمینوســـــیکلیتول(آمینوگلیکوزیـــــدی 
ها، ماکرولیدها، نوکلئوزیدها، پپتیـدها      ها، بتالاکتام  روسایکلینآنت

های خارج از این     بیوتیک ها و دیگر آنتی    ها، تتراسایکلین  ان و پلی 
با تحقیقات جدیدی که بر روی      . باشند های تعریف شده می    گروه

 انجام شـده بـه نظـر    Streptomyces scabiesتعیین توالی ژنوم 
هـای بیـشتر نیـز کـه         بیوتیـک  ق آنتـی  رسد که امکان اشـتقا     می

هــای اســتفاده از  پــروژه .انــد، وجــود دارد تــاکنون کــشف نــشده
های جدید اکنون در حال      بیوتیک های ژنومی در سنتز آنتی     داده

در حال حاضر مطالعات بر روی امکان استفاده از          .باشند اجرا می 
 جدیـد از  مهندسی ژنتیک به منظور ایجاد مواد شیمیایی کـاملاً        

های تولید شده توسط باکتری،       mRNAطریق پیرایش متفاوت    
هـای   بیوتیـک  تحقیق و مطالعـه بـر روی آنتـی   . اند متمرکز شده

هـای   ثر در فعالیـت   ؤهـای مبکروبـی م ـ     جدید و سایر متابولیـت    
زیستی بـه دلیـل دارا بـودن پتانـسیل اسـتفاده در کـشاورزی،               

ایش مصارف دارویـی و کابردهـای صـنعتی پیوسـته رو بـه افـز              
های جنس استرپتومایـسس     و در این میان باکتری    ) 4( باشد می

های  همچنان به عنوان یکی از منابع اصلی تولیدکننده متابولیت        
واضـح اسـت کـه       پـر ). 5(جدید زیـستی مـورد توجـه هـستند          

های مناطق مختلف ایران دارای تنوع وسیعی از این جنس           خاک
بـع بـسیار خـوبی از       تواند به عنـوان من     باکتریایی هستند که می   

های جدیـد    بیوتیک های ثانویه مهم و آنتی     لحاظ تولید متابولیت  
  .مورد بررسی و مطالعه قرار گیرد

  

  روش بررسی
 شــرایط اســتریل بــه آوری شــده بــا هــای خــاک جمــع نمونــه

  رقیـق  ،سـازی   از سری رقـت    آزمایشگاه منتقل شده و با استفاده     
 کـشت   10-2 از رقـت     ،هـای مختلـف     و پس از تست رقـت      شده

ها به درون انکوباتور با دمـای         پس از تلقیح، پلیت    .صورت گرفت 
oC29 های باکتریایی پـس     نمونه.  روز منتقل گردید   7مدت  ه  ب  و
و از  ساختار میکروسکوپی جـدا      روز با توجه به مورفولوژی و     7از  

 از  باکتریـال  برای تست خاصـیت آنتـی     . کلونی تهیه شد   آنها تک 
هـای   نمونـه در گزینش اولیه     . استفاده شد  گزینش اولیه و ثانویه   

جدا شده به صورت عمود در وسط پلیت حـاوی نوترینـت آگـار              
 .شـدند  درجـه رشـد داده       29 روز در دمـای      7مدت  ه  کشت و ب  
ــه ــیاکلی   نمونــ ــاکتری اشرشــ ــای بــ  ،)ATCC:10536( هــ

 ولگـاریس    ، پروتئـوس  )ATCC:9341( استافیلوکوکوس اورئوس 
)83241:ATCC(،   هـا بـه     نه باکتری کشت و پلیـت      عمود بر نمو

 24 پـس از  .)6( شدند درجه منتقل 37درون انکوباتور با دمای 
 جـواب مثبـت تلقـی       ،تسهای مورد ت ـ   ساعت عدم رشد باکتری   

های مثبت برای استخراج مـاده       نمونه در گزینش نهایی،     .گردید
 ـ  کـشت و S.C.Aباکتریال با اتیل استات در محیط مایع    آنتی ه ب

 درجــه بــه انکوبــاتور منتقــل 29روز در دمــای  14 یــا 7مــدت 
  و داده شـده   عبور/. 2ها از فیلتر     پس از رشد کامل نمونه    . گردید

 میزان مساوی اتیـل اسـتات افـزوده       ه  دست آمده ب  ه  به عصاره ب  
 rpm/minبـا دور   سـاعت در شـیکر انکوبـاتور       2مـدت   ه   و ب  شد

ات  پس از سپری شدن زمان فوق فاز اتیل اسـت          . انکوبه شد  250
. )7(گرفـت   قـرار    oC80 -70 دمـای  ساعت در    1مدت  ه  جدا و ب  
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 علمی زیست فناوری میکروبیمجله 

 ...های جنس استرپتومایسس دارای فعالیتغربال باکتری20

هـای ایجـاد     مایع باقی مانده پس از زمان فوق به درون چاهـک          
ــده در ــت ش ــاکتری  پلی ــا ب ــه ب ــایی ک ــای ه ــیا ه ــی، اشرش  کل

بـود  تلقـیح شـده      ولگاریس   استافیلوکوکوس اورئوس، پروتئوس  
هاله  .ندشد درجه منتقل    37منتقل وسپس به انکوباتور با دمای       

هـای   نمونـه  .)8( گردیـد های تست شده ثبت      عدم رشد باکتری  
عنــوان ه  ســانتیمتر بـ ـ1  بــیش ازدارای هالــه عــدم رشــد  

ــی  ــدگان آنت ــاب  تولیدکنن ــک انتخ ــایی از   و  بیوتی ــرای شناس ب

ــف  روش ــیمیایی مختل ــای بیوش ــتفاده  ه ــداس در روش  .گردی
 موعـاً های بیوشـیمیایی مج   شناسایی با استفاده از قندها و تست      

   ).2 و 1جداول (ها انجام شد   تست بر روی ایزوله18
آماری بـرای ایـن صـفات و روش تجزیـه            های در نهایت تجزیه  

 بــرای تعیــین فاصــله UPGMAکلاســتر بــا اســتفاده از برنامــه 
  .فیلوژنتیکی ایزوله ها انجام شد

  
 

  زی شدههای جداسا های بیوشیمیایی تست شده برای شناسایی نمونه  ویژگی-1جدول 

  تجزیه نشاسته  تست کاتالاز  مصرف فروکتوز  مصرف گالاکتوز  مصرف رافینوز  مصرف رامنوز  تست کازئین  تست اکسیداز

-  +  +  +  ±  +  +  +  R2 94  
-  +  +  +  +  +  +  +  67R1 
-  +  +  +  +  +  +  +  67R3 
-  +  +  +  +  +  +  +  39R3 
-  +  +  +  +  +  +  +  31Rr 
-  +  +  +  +  +  +  +  32R4 
-  +  +  +  +  +  +  +  70R3 
-  +  +  +  +  +  +  +  10R1 
-  +  +  +  +  +  +  +  10R1 
 R5.1عج  +  +  +  ضعیف+   +  +  +  -
-  +  +  +  +  +  +  +  21/3 Gr 
-  +  +  +  +  +  +  +  72R3 

  
  های جداسازی شده های بیوشیمیایی تست شده برای شناسایی نمونه  ویژگی-2جدول 

مصرف   رنگ سطح کلونی  رنگ پشت کلونی
  گزیلوز

مصرف 
  اینوزیتول

صرف م
  آرابینوز

مصرف 
  مانیتول

مصرف 
  سوکروز

مصرف 
  گلوکز

رشد در 
  %5نمک 

رشد در 
  %3نمک 

رشد در 
  C°45رشد در   %5/1نمک 

albidus albus  +  +  +  +   +ضعیف  +  -  -  -  +  R2 94  
flavus  albus  +  +  ±  +  +  +  -  +  +  -  67R1 
fardia  albus  +  +  ±  -   +67  -  +  +  +  +  ضعیفR3 

cinneacoloris  cinneacoloris  +  -  +   +39  -  +  +  -  +  -  ضعیفR3 
fardia  albus  ±  ±  +  -  -  +  +  +  +  -  31Rr 

cinneacoloris  albidus  +  +  +  -   +32  -  +  +  -  +  ضعیفR4 
cinneacoloris  cinneacoloris  +  +  +  +  +  +  +  -  +  -  70R3 
cinneacoloris  cinneacoloris  +  +  +  -  +  +  +  -  +  +  108R1 
cinneacoloris  albus  +  -  +   +107  -  +  -  -  +  +  ضعیفR1 

albus  albus  +  +  +   +عج  -  +  +  +  +  -  ضعیفR5.1 
albus  albus  +  +  +  +  -  +  -  +  +  -  21/3 Gr 

cinneacoloris  cinneacoloris  +  +  +  -  -  +  -  +  +  -  72R3 

Cinneacoloris :ای،  قهوهfardia :  ،قرمزflavus : ،زردalbidus : ،کرمalbus : ،سفیدnegative :- ،positive+ :  
  

  

  ها یافته
هـای تبریـز و       مناطق مختلـف شهرسـتان      نمونه خاک  100 از

های خـوی و مـاکو    شرقی و شهرستان مرند در استان آذربایجان
   قلیـایی حـدود  pHهـای بـا    غربی از خـاک  در استان آذربایجان

  .  بیشترین تعداد باکتری استرپتومایسس جداسـازی شـد        ،8- 9

  
  

مورفولـوژی کلـونی و      کلـونی بـر اسـاس        150 دادتع ـ مجموعاً
ــگ ــرم رن ــزی گ ــدآمی ــرای بررســی خاصــیت  . انتخــاب گردی  ب
، )ها به دلیل کثرت نمونه(دست آمده ه های ب باکتریال نمونه  آنتی

در مرحلـه اول بـا      .  مرحله تست برای این خاصیت انجام شـد        2

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 

  اول، شمارهکمی، دوره 88 تابستان

21  علیرضا دهناد و همکاران
هـای اکتینومیـست تمـامی       کـه از بـین بـاکتری       توجه بـه ایـن    

ها دارای این خاصیت نیستند، تست بـه صـورت خطـی              باکتری
هـا میـزان جلـوگیری از رشـد          پس از اثردهی باکتری   . انجام شد 

 نمونـه در    20 نمونه باکتریایی حدود     150مشاهده شد و از بین      
ــاده      ــی م ــزان اثرده ــه می ــد ک ــت دادن ــواب مثب ــن روش ج ای

 20 در بـین ایـن    . کـرد   ها فرق می   باکتریال موجود در نمونه    آنتی
  نمونه بـر   6 گرم مثبت،   های  نمونه بر علیه باکتری    8  حدود    نمونه

  نمونه نیز هم بـر گـرم مثبـت و          8های گرم منفی،     علیه باکتری 
 پـس از اسـتخراج مـاده        .ثر شناخته شـدند   ؤهم بر گرم منفی م    

های مـورد تـست هالـه عـدم          باکتریال و اثردهی بر باکتری     آنتی
هـا    هالـه عـدم رشـد بـرای انـواع بـاکتری            . شد گیری اندازهرشد  

و بر علیـه    % 5/58، اشرشیاکولی   % 75استافیلوکوکوس اورئوس   (
هـای ایزولـه     و در هر کـدام از سـویه       % ) 25پروتئوس ولگاریس   

نمونـه دارای هالـه     12 در نهایـت   .استرپتومایسس، متفاوت بـود   
بـه  . شـد اب   سانتیمتر برای شناسایی انتخ ـ    1بیش از   عدم رشد   

های قند بر حسب نوع نمونه که از روی شکل           علت کثرت نمونه  
توان به جنس وگونه خـاص کـه دارای ایـن            کلونی ورنگ آن می   

  بعـد از پـی بـردن بـه گونـه مـورد نظـر             . رنگ هستند پـی بـرد     

هـا انجـام     های بیوشیمیایی مختلفی برای شناسـایی گونـه        تست
آورده  2و   1 ر جدول دقند و بیوشیمیایی    های   تستنتیجه   .شد

ها برای تعیین فاصـله ژنتیکـی        بعد از شناسایی گونه   . شده است 
 بـرای   2 و   1ها تجزیه کلاستر برای صـفات جـداول          میان ایزوله 

 UPGMAافزار   با استفاده از نرم  اکاردجبا ضریب   ها   تمامی نمونه 
 ).1شکل(ها ترسیم شد  انجام شده و درخت فیلوژنتیکی ایزوله

 صـفت و    5 ای بیوشـیمیایی   ج حاصل از آنالیز داده    نتایمقایسه  
 صفت مورد استفاده بیانگر این موضوع بـود کـه هـر چقـدر               18

ها خـصوصیات مـشترک بیوشـیمیایی بیـشتری داشـتند            ایزوله
. نسبت به هم در شجره ترسـیم شـده فاصـله کمتـری داشـتند              

های متفـاوت    هایی را که بر اساس ویژگی      یبنابراین شجره باکتر  
هـای   اند طوری در کنار هم قرار داده است که باکتری  دهتست ش 

  .نزدیک به هم قرار دارند شبیه به هم در کنار هم و
 گروه اول شـامل .  گروه قرار گرفتند3ها در  به طور کلی ایزوله

 3 و گروه دوم )6، 5 ،3، 12، 10 ،2، 11، 4های شماره( سویه 8
. اوت از بقیه بـود متف) 1(سویه  یک و گروه سوم) 9، 8، 7(سویه 

عنوان جـنس استرپتومایـسس بـا       ه  گروه اول با توجه به نتایج ب      
  .های متفاوت مشخص شد گونه
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  ها درخت فیلوژنتیکی ایزوله-1شکل
A : صفت متفاوت5تجزیه کلاستر برای   

B:صفت کلی مورد آزمایش18تجزیه کلاستر برای  
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 علمی زیست فناوری میکروبیمجله 

 ...های جنس استرپتومایسس دارای فعالیتغربال باکتری22
  

  بحث
هـــای  در تحقیقـــی کـــه بـــه منظـــور جداســـازی بـــاکتری

باکتریایی از مناطق مختلـف      استرپتومایسس دارای فعالیت آنتی   
 pH شد مشخص شـد در منـاطقی کـه           منطقه آذربایجان انجام  

های استرپتومایسس نسبت به      است جمعیت گونه   7خاک بالای   
های دیگر باکتری بیشتراست که این یافتـه بـا مطالعـات             جنس

 در اسـپانیا صـورت گرفـت        2003بازیلیو و همکاران که به سال       
ــشان داد در  همچنــین بررســی ).9( همخــوانی دارد هــای مــا ن

شت محصولات کشاورزی تنوع جمعیتی     های مناطق زیر ک    خاک
هـا زیـاد اسـت کـه ایـن           ها نسبت به دیگـر خـاک       اکتینومایست

 کـه بـر     2004همکاران بـه سـال       های اسکای و   موضوع، بررسی 
کشاورزی ترکیه صورت گرفتـه      های مناطق جنگلی و    روی خاک 

هـای ثانویـه    کند که دلیل آن را تولید متابولیـت        ید می أیبود را ت  
کــشت شــده عنــوان کردنــد کــه تنــوع      توســط گیاهــان  
ــسس ــا را ســبب مــی  استرپتومای  دهاناســکاران و ).10( شــود ه

هـای منــاطق    اکتینومیـسیت خـاک  2005همکـاران، بـه سـال    
بـرای غربـالگری ثانویـه در     . مختلف هندوستان را مطالعه کردند    

هـای فعـال ضـدباکتریایی از محـیط          جهت اسـتخراج متابولیـت    
ل استات، انیلین، کلروفرم و پریدین    های اتی  کشت مایع، از حلال   

نشان دادند که اتیل استات بهترین حلال برای         استفاده کردند و  
یـد  أیه را ت  ألاستخراج این مواد است که مطالعه حاضر ایـن مـس          

های پاتوژن مورد استفاده در تحقیق حاضـر   باکتری ).6(کند  می
  های  ولههای بیماریزای انسان و حیوان بودند که پاسخ ایز         باکتری

  
  

کـه اشـاره     طـوری  ها همان  استرپتومایسس بر روی این پاتوژن    
های مثبـت    با توجه به هاله عدم رشد نمونه      . گردید متفاوت بود  

بیوتیـک تولیـدی     توان به این نکته اشاره کرد که نـوع آنتـی           می
هـای   بیوتیک تنوع آنتی . های مختلف، متفاوت است    توسط ایزوله 

توانـد باشـد     ها نشانگر این موضوع می     تولیدی از استرپتومایسس  
باشند  های جدید می بیوتیک ها قادر به تولید آنتی که این باکتری

. که برای یافتن این نتایج بایـد مطالعـات زیـادی صـورت گیـرد           
هـای   تواند منجر به شناسایی سویه ها می تفاوت در سویه باکتری   

توانـد منبـع جدیـدی از     جدید گردد کـه بـه خـودی خـود مـی       
 .های ثانویه جدید مورد بررسی قرار گیرد تابولیتم

  

  گیری نتیجه
هـای منـاطق     دهـد خـاک    در مجموع مطالعه حاضر نشان مـی      

ــف  ــالقوه  آمختلـ ــسیل بـ ــان دارای پتانـ ــوع  ذربایجـ ای از تنـ
اکتینومیسیتی داشته که از نظر تولید مواد ضدباکتریایی بـسیار          

جدیدی را یافـت   های   توان با مطالعه بیشتر سویه     اند که می   فعال
  .های نوینی را دارند بیوتیک که قدرت تولید آنتی

 

  تشکر و قدردانی
با تشکر فراوان از پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی مـدیریت         

غرب و غرب کشور که با حمایت مالی و علمی برای انجام             شمال
  .و اتمام این پروژه یاری رساندند
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