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  چكيده
از رسوبات بستر ساحل  Nocardiopsis sp. AHA2بررسي فعاليت ضدميكروبي و شناسايي مولكولي  ،مقالههدف از اين 
انجام شد. شناسايي جنس احل ديلم رسوبات بين جزر و مدي س از 1393برداري در مهرماه نمونهديلم است. 

Nocardiopsis 16يابي ژن با استفاده از تكثير و تواليSr RNA  انجام گرديد. ارزيابي فعاليت ضدميكروبي با استفاده از
هاي براي آزمون Nocardiopsis sp. AHA2كه  ندروش ايجاد چاهك صورت گرفت. نتايج آزمون افتراقي نشان داد

كه اين ايزوله  ندنشان داد SIMباشد. همچنين نتايج آزمون ها منفي مياست و براي ساير آزمون كاتالاز و گرم مثبت
ي، يكه اين ايزوله، نسبت به فعاليت ضدباكتر ندنتايج فعاليت ضدميكروبي نشان داد از طرف ديگر،غيرمتحرك است. 

هاي ايزوله مورد نشان داد كه متابوليت يييافعاليت ضدقارچي بهتري دارد. بررسي هاله مهار رشد در فعاليت ضدباكتر
 9/7(قطر هاله،  Bacillus cereusمتر) و ميلي 86/8( قطر هاله،  .Salmonella spزاي هاي بيماريمطالعه، تنها عليه باكتري

 Aspergillusزاي متر) موثر هستند. همچنين فعاليت ضدقارچي نشان داد كه بيشترين اثر مهار رشد عليه قارچ بيماريميلي

flavus  ،هاي كمياب از گروه متر است. بر اساس نتايج اين تحقيق، رسوبات ساحل ديلم داراي گونهميلي4/14با قطر هاله
 عنوان منـابع غني از تركيبـات فعـال زيستي استفاده نمود.ها بهتوان از آنهستند كه مي هااكتينوميست

  .ارديوپسيس، فعاليت ضدميكروبي، ساحل ديلم، خليج فارسهاي دريايي، نوكاكتينوميست: كلمات كليدي
  
  مقدمه. 1

 2003تا سال  بررسي منشأ جغرافيايي تركيبات فعال زيستي
% توليدات طبيعي دريايي، از استراليا، 67د كه ندهنشان مي

هاي غربي كارائيب، اقيانوس هند، ژاپن، درياي مديترانه و قسمت
 ,.Blunt et al( ندامنشأ گرفته 1هااقيانوس آرام از اكتينوميست

——— 
1 Actinomycetes 
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هاي و آنزيم 1بعد از كشف اكتينومايسين رسد). به نظر مي2007
- ها، توليد بسياري از تركيبات زيستمهم صنعتي در اكتينوميست

 نديافت شد جاندارانفعال تجاري و عوامل ضدتومور، در اين 
)Tanaka et al., 1990; Hamedi et al., 2015.( وم از حدود دو س

جداسازي شده  جاندارانبيوتيك به طور طبيعي از اين هزاران آنتي
)Takizawa et al., 1993اري از اين آنتيـ) و همچنين بسي -

 Doroghazi et( اندبدست آمده 2هاها از استرپتومايسسبيوتيك

al., 2013 بنابراين، اين توليدات طبيعي يك منبع بالقوه براي .(
  ).Sivakumar et al., 2007هستند (توسعه داروهاي جديد 

كه شرايط محيط دريا و خشكي تفاوت زيادي با هم يياز آنجا
هاي هاي دريايي ويژگيرود كه اكتينوميستدارند، گمان مي

متفاوتي نسبت به همتايان زميني خود داشته باشند. بنابراين، 
تلفي از تركيبات فعال زيستي توليد كنند. در ممكن است انواع مخ

واقع، محيط زيست دريايي، عملا يك منبع ناشناخته از 
) Stach et al., 2003; Bull et al., 2005هاي متنوع (اكتينوميست

 ;Fiedler et al., 2005هاي جديد است (و در نتيجه متابوليت

Jensen et al., 2005.( يكي از مهمترين منابع  نوكارديوپسيس
است. اين مطالعه با هدف اميدبخش توليد تركيبات فعال زيستي 

و بررسي فعاليت ضدميكروبي  نوكارديوپسيسايزوله  جداسازي
  هدف يافتن تركيبات فعال زيستي صورت گرفت.  اآن ب

  هامواد و روش. 2

  برداري و شناسايي نمونه 2-1

صورت گرفت. رسوبات بين جزر  1393نمونه برداري در مهرماه 
 30دقيقه شرقي و  9و درجه  50و مدي ساحل ديلم با موقعيت 

 آوري شدند.متري جمعساتي 10دقيقه شمالي تا عمق  3درجه و 
 Cinnaهاي گرم مثبت باكتري DNAها و كيت استخراج كليه آنزيم

Pure PR881614 برداري در اژن تهيه شدند. نمونهـركت سينـاز ش
صورت گرفت. رسوبات بين جزر و مدي ساحل ديلم  1393مهرماه 

دقيقه شمالي  3درجه و  30دقيقه شرقي و  9درجه و  50با موقعيت 
اتيلن استريل قرار داده هاي پليها در كيسهنمونه آوري شدند.جمع

 )2016ها براساس روش جباري و همكاران (اكتينوميست شدند.
- براي جداسازي اكتينوميست ).Jabari et al., 2016جداسازي شدند (

——— 
1 Actinomycin 
2 Streptomyces 

 ر با آب درياي استريل رقيق شدند.هاي رسوبي به طور مكرها، نمونه
 mlگرم رسوب با آب درياي استريل به حجم  16بدين منظور، مقدار 

درجه  28ساعت روي شيكر در دماي  1تهيه گرديد و به مدت  100
هاي گراد تكان داده شد. سپس از سوسپانسيون تهيه شده، رقتسانتي

رديد. به و همچنين بدون رقت آماده گ 10- 6تا  10- 1 مختلفي از
ها از محيط كشت استارچ كازئين آگار منظور رشد اكتينوميست

)SCAشناسي براساس شكل و رنگ ) استفاده شد. شناسايي ريخت
ها از ها با استفاده از فصل شناسايي باكتريكلني و شكل ميسليوم
شناسايي  ) انجام شد.Buchanan et al., 1974كتاب راهنماي برجي (

هاي استاندارد انجام شد ها توسط روشبيوشيميايي ايزوله
)Shrilling et al., 1966.(  در اين مطالعه به منظور استخراج

DNAهاي گرم مثبت، ، از كيت باكتريCinna Pure PR881614 
 DNAان استفاده گرديد. پس از حصول اطمينان از خلوص و ميز

 استخراج شده، براي تكثير قطعه ژن موردنظر از يك جفت پرايمر
) كه 16S rDNA)Monciardini et al., 2002  يونيورسال

اي به قطعه PCRآمده است، براي  1 مشخصات آن در جدول
 ,.Monciardini et al( جفت باز استفاده شد 1500طول تقريبا

 DNAس از انجام چند مرحله تكرار و تغيير در غلظت ). پ2002
ن شرايط براي ، بهتريRو  Fهاي ، دما، غلظت پرايمرMgCl2الگو، 

  ).3و  2 هايولبرگزيده شد (جد PCRواكنش 

 : مشخصات پرايمر مورد استفاده1 جدول

  نام پرايمر  توالي آغازگر  دماي اتصال
°C50 

°C50  
F: 5ʹ-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3ʹ 
R: 5ʹ-GGTTACCTTGTTACGACTT-3ʹ 

F27 
R1492 

 PCR: مواد و مقادير مصرفي در واكنش 2 جدول

  ميكروليتري 25دار براي واكنش مق  غلظت  ماده
DNA ميكروليتر 2  نانوگرم 100  استخراجي  

  ميكروليتر Taq polymerase 5U/µ  5/0آنزيم 
PCR Buffer x10  5/2 ميكروليتر  

Mgcl2 50 ميكروليتر 1  ميلي مولار  
dNTP 10 ميكروليتر 5/0  ميلي مولار  

  ميكروليتر 2  پيكومول 10  1آغازگر 
  ميكروليتر 2  ولپيكوم 10  2آغازگر 

  ميكروليتر 5/14  -  آب تزريقي

  PCRچرخه حرارتي دستگاه  :3جدول 
  تعداد سيكل (چرخه)  زمان  گراد)درجه حرارت (سانتي  مراحل
  1  دقيقه 2     95  سازي  اوليهواسرشته

    ثانيه 30    95  واسرشته سازي
  30  ثانيه 30    50  الحاق
    ثانيه 45    72  بسط

  1  دقيقه 5    72  بسط نهايي
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با باند مطلوب جهت تعيين توالي، به PCR محصولات 
هاي آوران ارسال شدند. كروماتوگرام تواليشركت ژن فن

افزار آوران ابتدا به وسيله نرمبدست آمده از شركت ژن فن
Chromas بررسي و ويرايش شدند. رسم درخت  6/2، نسخه

نجام شد ا 6، نسخه MEGA6افزار فيلوژني با استفاده از نرم
)Tamura et al., 2013.(  

  بررسي فعاليت ضدباكتريايي 2-2

فعاليت ضدباكتري عصاره باكتريايي به روش انتشار ديسك، با 
هاي گرم و باكتري Bacillus cereusاستفاده از باكتري گرم مثبت 

و  .Escherichia coli ،Klebsiella sp. ،Proteus spمنفي 
Salmonella sp. اليت ضدقارچي به روش ايجاد انجام گرفت.فع

 Aspergillus flavus ،Aspergillusهاي چاهك، با استفاده از قارچ

niger ،Microsporum gypseum ،Trichophyton 

mentagrophytes ،Candida albicans  وPenicillium sp.  انجام
هاي مورد استفاده از بانك ميكروبي ها و قارچگرفت. باكتري
شكي زنجان تهيه شدند. بدين جهت ابتدا باكتري دانشگاه علوم پز

و همكاران  Jabariدر محيط القايي كشت داده شد و مطابق روش 
هاي ترشحي جهت بررسي ) محيط كشت حاوي متابوليت2016(

  فعاليت ضد باكتريايي استفاده شد.
و  Matroodiبراي بررسي فعاليت ضدقارچي از روش 

ها روي س از كشت ميكروب) استفاده گرديد. پ2013همكاران (
متري به ميلي 5هاي استريل پليت، توسط يك پنس استريل ديسك

) و Balouiri et al., 2016دقت در محيط آگار قرار داده شدند (
به آن افزوده شد. به منظور  1سپس محيط فيلتر شده باكتريايي
سيلين با غلظت بيوتيك پنيكنترل نتايج آزمون نيز از آنتي

mg/ml100 بيوتيكي كه حداقل روي به عنوان كنترل مثبت (آنتي
ها اثر مهار رشد داشته باشد و هاله مهاري را نشان يكي از پاتوژن

دهد، به عنوان كنترل مثبت استفاده شد) و محيط كشت القايي به 
  عنوان كنترل منفي استفاده گرديد.

ز و ا 16، نسخه  SPSSافزارها از نرمبراي آناليز آماري داده
 ,.Nisbet et alاستفاده شد ( براي آناليز واريانس Fآزمون 

2009.(  

——— 
1 Supernatant 

  نتايج و بحث. 3

تعداد زيادي تركيبات فعال زيستي توليد شده توسط 
 ;EL-Masry et al., 2002خشكي وجود دارند ( 2ريزاندامگان

Woo et al., 2002 هاي فراواني براي رسيدن ). با وجود آن، تلاش
ايي به عنوان منابعي با پتانسيل توليدتركيبات به ريزاندامگان دري

 ;Lodeiros et al., 2001فعال زيستي در حال انجام است (

Slattery et al., 2001; Liu et al., 2002 جداسازي .(
هاي مهم در هاي نادر و ناشناخته به يكي از بخشاكتينوميست

 ,.Lazzarini et alيافتن تركيبات فعال زيستي تبديل شده است (

2000; Hayakawa et al., 2004 در اين تحقيق ايزوله.(
هاي ظاهري، تك كلوني سفيد گچي، نوكارديوپسيسبا ويژگي

ميسليوم زميني سفيد رنگ، ميسليوم هوايي سفيد، رو و پشت 
هاي سفيد رنگ از رسوبات ساحل ديلم جداسازي شدند كلوني

  ).1(شكل 

  
هاي ظاهري در (كليه ويژگي AHA2 نوكارديوپسيس شناسيريخت :1شكل 

هاي . ظاهر سفيد گچي كه يكي از شاخصهندتصوير قابل تشخيص نيست
 توان مشاهده نمود).اكتينوميست است كه در تصوير مي

آمده است، نشان  4گونه كه در جدول آناليزهاي بيوشيميايي همان
گرم و كاتالاز مثبت است و نتايج ساير  AHA2دهند ايزوله مي

و تكثير ژن  DNAي بيوشيميايي منفي بود. پس از استخراج آناليزها
16S rRNA  يابي ژن مورد نظر صورت گرفت. نتايج ) توالي2(شكل

و آناليز درخت فيلوژني نشان  16S rRNAيابي ژن حاصل از توالي

——— 
2 Microorganism  
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 Nocardiopsisبه عنوان جنس  AHA2داد كه ايزوله مورد مطالعه 
 16S بلاست توالي ژن  ). نتايج حاصل از3شناخته شد (شكل 

rRNA  درصد با 98نشان داد كهNocardiopsis dassonvillei strain 

HNS048  ها مانند شباهت دارد و با ساير ايزولهNocardiopsis 

dassonvillei strain HBUM 174177  وNocardiopsis 

dassonvillei strain HBUM174832 ،97 .درصد شباهت دارد  

  هاي جدا شدههاي بيوشيميايي اكتينوميستآزموننتايج  :4 جدول
 ايندول  وي پي ليزين دكربوكسيلاز اورنيتين دكربوكسيلاز سيمون سيترات تي اس آي ام آر  كاتالاز  رنگ آميزي گرم  مشخصات
 - - - - - - - + +  نتايج

  
 .Nocardiopsis sp هايبا گونه AHA2 ايزوله مورد مطالعه

B5(KJ470124) و Nocardiopsis sp. B12(KJ470129)  در يك
اين  .د شدند% تايي40 بالاي 1بوت استرپكلاد قرار گرفتند، كه با 

جداسازي  AHA2دهنده اين باشد كه ايزوله تواند نشاننتيجه مي
اخه ـول شـهمچنين ط است.شده از ساحل ديلم يك گونه جديد 

AHA2 ونهنسبت به گ Nocardiopsis sp. B5(KJ470124) بيش -

 تر اين گونه نسبت به گونهدهنده واگرايي بيشتر بود و اين نشان
Nocardiopsis sp. B5(KJ470124) .است  

  
 DNAدهنده باند حاصل از استخراج نشان gAHA2: ژل الكتروفورز: 2شكل 

وده (در محد 16S rRNAژن  PCRمحصول  AHA2 ،AHA2 ژنومي از ايزوله
  DNAجفت بازي  100: ماركر M است.جفت بازي) 1500

ان ـاكتريايي نشـهاي فعاليت ضدبايشـنتايج حاصل از آزم
هاي تنها نسبت به دو باكتري از باكتري AHA2دهند كه ايزوله مي

مورد مطالعه، فعاليت مهار رشد داشته است. هاله مهاري تشكيل 
متر) در مقايسه با ليمي Salmonella sp. )86/8شده در باكتري 

باشد. نتايج حاصل از متر) بيشتر ميميلي B. cereus )9/7باكتري 
——— 
1 Bootstrap 

دهد كه ايزوله مورد مطالعه فعاليت ضدقارچي نيز نشان مي
متر) ميليA. flavus )4/14بيشترين اثرمهاري را در مقابل قارچ 

 3/13اي به قطر هاله .Penicillium spداشته و در مقابل قارچ 
هاي مورد مطالعه متر تشكيل داده است و در مقابل ساير قارچميلي

  ).5اثر مهاري نداشته است (جدول 

  
بر اساس توالي  AHA2گونه  2: درخت فيلوژني به روش پيوند همجواري3شكل 

به عنوان برون گروه انتخاب  16S rDNA، Streptomyces sp. SF(KF793801)ژن 
 شده است.

ها به صورت ها و باكتريعليه قارچ AHA2وبي عصاره ايزوله : فعاليت ضدميكر5جدول 
اساس ميانگين سه  متر (اندازه هاله مهار رشد برهاله ممانعت از رشد بر حسب ميلي

دار بودن دهنده معنينشان bو  aانحراف معيار محاسبه شده است. حروف  ±تكرار 
  د.)ها هستن% بين ميانگين5كمتر يا مساوي  Pاختلاف در سطح 

هاله مهاري 
 )مترميلي(

هاله مهاري   زاهاي بيماريقارچ
  زاهاي بيماريباكتري  )مترميلي(

9/14 ± 4/0 a A. flavus - Proteus sp. 

- A. niger 9/7 ± 5/0 b B. cereus 
- T. mentagrophytes - Klebsiella sp. 
- M. gypseum - E. coli 
- C. albicans 86/8 ± 4/0 a Salmonella sp. 

3/13 ± 7/0 b Penicillium sp.  - 

——— 
2 Neighbor Joining 
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دهند كه ايزوله نتايج حاصل از فعاليت ضدميكروبي نشان مي
نسبت به فعاليت ضدباكتريايي  مورد نظرفعاليت ضدقارچي بالاتري

با قطر  A. flavusدارد. همچنين بيشترين هاله مهاري در مقابل قارچ 
شود ميطور كه مشـاهده متـر تشكيل شده است. همانميلي 9/14

داري وجود اختلاف معني AHA2در فعاليت ضدميكروبي ايزوله 
تواند به دليل وجوداختلاف در ماهيت كيتين دارد كه علت آن مي

- ها وجود دارد و همينباشد كه چندين فرم در ديواره سلولي قارچ

). Matroodi et al., 2013( طور ماهيت ديواره سلولي باكتري باشد
Govindarajan از محيط كشت القايي براي 2014اران (و همك (

و از  Streptomyces sp. JRG-04هاي ثانويه رهاسازي متابوليت
گيري و از روتاري براي تغليظ عصاره حلال كلروفرم براي عصاره

 اره رويـار ديسك استفاده كردند. نتايج اين عصـو به روش انتش
E. coli ) mm20 ،( S. typhi) mm18 ،(P. volgaris )mm20 و (

K. pneumonia ) mm17) گزارش شد (Govindarajan et al., 

2014.( Sirisha ) سويه اكتينوميست از  63)، 2013و همكاران
ايزوله از  10ايزوله  63رسوبات خليج بنگال جدا كردند. از بين 

، AUBT-206 هايخود فعاليت ضدباكتريايي نشان دادند. سويه
AUBT-1404  وAUBT-1501 رين فعاليت ضدباكتريايي در تبيش

ي ـد ولـان دادنـنش B. cereusو E. coli ،P. vulgarisمقابل 
همانند  AUBT-1703و AUBT-201 ،AUBT-702هاي سويه

نشان  P. vulgarisايزوله مورد مطالعه در اين تحقيق فعاليتي عليه 
هاي دريايي جدا شده العه اكتينوميستـندادند. بر اساس اين مط

هاي گرم مثبت نسبت تري عليه باكتريد باكتريايي بيشفعاليت ض
 ).Sirisha et al., 2013هاي گرم منفي نشان دادند (به باكتري

هاي ثانويه ايزوله مورد مطالعات بيشتري براي شناسايي متابوليت
ات موثر ـتخليص و شناسايي تركيب لازم است از جملهمطالعه 

قل غلظت ممانعت كننده و توان حداباشد كه به دنبال آن ميمي
توان گفت ايزوله مورد مجموع مي . دررا بدست آورد كشنده

 كنترلعنوان ه توان بهايي است كه ميمطالعه داراي ويژگي
  نمود.زا استفاده جهت استفاده در كنترل عوامل بيماري 1زيستي

  گيرينتيجه. 4

باتوجه به فعاليت قابل ملاحظه ايزوله مورد مطالعه عليه 
(با   .Salmonella spويژه عليه باكتريه زا،بهاي بيمارياكتريب

——— 
1 Biocontrol 

- متر) و همچنين در فعاليت مقابل قارچميلي 8/8هاله مهاررشد، 

(با هاله مهاررشد،  A. flavus ويژه عليه قارچه زا، بهاي بيماري
توان از اين ايزوله در جهت شناسايي و متر)، ميميلي 9/14

يي و ضدقارچي با كاربردهاي پزشكي تخليص تركيبات ضدباكتريا
  نمود.استفاده 

  سپاسگزاري. 5

 امكان دريايي خرمشهركه فنون و علوم دانشگاه ازوسيله بدين
به عمل  يـقدردان و تشكر، نمودند فراهم را تحقيق اين امـانج
  آيد.مي
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