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بیوتکنولوژیکیکاربردهايبرايبالقوهطوربهشورزیستگاهاینازشدهجداهاياکتینومیستکهرسدمینظربهصنعت،درهالوفیلهايباکتريهايیمآنزبودن

.هستندمناسب

هیدرولازهالوفیل،الگري،غرباسترپتومایسس،آمیلاز،.کلیديهايواژه

Enzymatic diversity in the haloactinomycetes isolated from
rhizosphere of the plants in saline soils at the periphery of Dasht-e-

Kavir desert

Ensieh Salehghamari
Department of Cell and Molecular Biology, Faculty of Biological Sciences, Kharazmi University, Karaj, Iran;

(esaleh@khu.ac.ir)

Abstract. Saline rhizospheric areas are untouched environments for isolating actinomycetes with the potential of
valuable salt tolerant enzyme production. In this study, we isolated and evaluated a total number of of 26 actinomycete
strains from plant rhizosphere of the periphery of Dasht-e-Kavir desert. Isolated actinomycetes produced different
enzymes. Among them 50, 46, 39, 27, 10 and 7 % of the isolates produced amylase, lipase, protease, gelatinase,
lecithinase and urease, respectively. The most frequently produced enzymes among the isolates were amylase, lipase
and protease. Combined hydrolytic activity was also detected in some actinomycete strains. Among the isolates, strains
Q1, Q4 and Q11 with the most diverse enzymes production, were identified and their 16s rRNA analysis showed that
they are mostly similar to the Streptomyces scopiformis, Streptomyces argenteolus and Streptomyces manipurensis,
respectively. Finally, due to the enzymatic diversity obtained and the valubility of the halophilic bacterial enzymes in
industry, it seems that actinomycetes isolated from this saline habitat are potentially suitable for biotechnological
applications.
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مقدمه
پروتئازها،آمیلازها،مانندسلولی،خارجهیدرولیتیکهايآنزیم
صنایعدراستفادهپتانسیلزایلانازهاوپلولانازها،لیپازها،
وپزشکیغذایی،هايافزودنیغذایی،صنایعهمچونمختلفی

آنجاییاز).2003al.,etPorro-nchezáS(دارندراشیمیایی
خاصیفیزیکیوشیمیاییشرایطتحتصنعتیفرایندهايکه

بهینهفعالیتبرايراآنهاتواننمیهمیشهوشوندمیانجام
هايغلظتدربتوانندکههاییآنزیمیافتنکرد،سازگارآنزیمی
ازباشندداشتهفعالیتمتفاوتدماهايوpHنمک،مختلف
منبعهالوفیلهاياکتینومیستاست.برخوردارزیادياهمیت
تنهانهآنهاهايآنزیمزیراهستند،هاییآنزیمچنینبرايخوبی

دارندفعالیتنیزبالادماهايدربلکهنمکی،وسیعگسترهدر
)Yin et al., 2015(.

تمامدرحالعیندروسختهاییمحیطشور،پرهايخاك
,Oren(اندشدهگستردهجهاننقاط هامحیطایندر).2006
منبعیگیاهی،ترشحاتبودندارادلیلبهگیاهانریزوسفرخاك
کهمعنااینبهآید.میشماربههالوفیلهاياکتینومیستازغنی

اطرافشخاكبامقایسهدرریزوسفردرمیکروبیتنوعوتعداد
هاياکتینومیستبقايپرشورهايمحیطدراست.بیشتربسیار

هااکوسیستمایندرمختلفهاينمکبهگیاه،باهمزیست
وکنندمیحفظرابالاییسلولیتراکماغلبکهداردبستگی

درکاربردبرايمناسبهايویژگیباهاآنزیمبرايمهمیمنابع
Ma(هستندصنعت et al., ینچنغربالگري).2010

جدیدهايآنزیمرويبرتحقیقبرايهالوفیلیهاياکتینومیست
صنعتیکاربردهايبراينیازموردفعالزیستهايمتابولیتو

.استضروري
تاوداردوجودایرانکشوردرمتعدديپرشورهايمحیط

صورتبهآنهاازهالوفیلهاياکتینومیستجداسازيکنون
پرشورهايخاكهامحیطاینجملهازاست.نشدهانجامهدفمند
برتیمارانجامبامطالعهایندراست.کویردشتغربیحاشیه
آنهالوفیلهاياکتینومیستمحیط،اینریزوسفريهاينمونه
است.گرفتهقراربررسیموردهاآنآنزیمیفعالیتوشدهغربال

هاروشومواد
غربالگريمنظوربهکشتمحیطوتیماربرداري،نمونه

هالوفیلهاياکتینومیست
ایندرکهاستنخوردهدستاکوسیستمیککویردشت
دقیقه30ودرجه34درکهآنغربیحاشیهناحیهازمطالعه،

شدهواقعشرقیطولدقیقه52ودرجه51وشمالیعرض
ازمختلفنمونهشش).1(شکلشدانجامبردارينمونهاست،
strobilaceumشورپسندگیاهانریزوسفريهايخاك

Halocnemum،(گتک)belangerianaHalostachys

rosmarinusو(مارونگ) Seidlitzia(اشنان)دهوپنجعمقاز
جداسازيازقبلوحملیخرويآوري،جمعریشه،متريسانتی

.شدندنگهداريآزمایشگاهدرسانتیگراددرجه4دمايدر
.بود8تا1/7هانمونهبرايpHمحدوده

.دهدیمنشانرايبردارنمونهمکانفلش.يبردارنمونهمکاننقشه-1شکل
Figure 1. Map of the sampling sites. Arrow shows the sampling site.
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ازکشتقابلاکتینومیستزیاديتعدادجداسازيمنظوربه
پیشتحتاکوسیستمازدهشآوريجمعهاينمونهریزوسفر،
تیمارچهارشاملتیمارهاپیش.گرفتندقرارمختلفتیمارهاي

سانتیگراد،درجه120(خشکحرارت:T1:شیمیاییوفیزیکی
درصد6بهمراهمخمرعصارهدرصد5(T2:SDS،)دقیقه60
بهسانتیگراددرجه50(مرطوبحرارت:T3دقیقه)،30مدتبه

دقیقه)30مدتبهدرصد5/1(فنول:T4ودقیقه)15مدت
بهشدهتیمارپیشهاينمونه).1991al.,etJayashree(بود

بهوشدهرقیقدرصد5نمکیمحلولباw/v(1:10(نسبت
10-4رقتسریالتاهانمونه.شدندمخلوطساعتیکمدت
قرارمختلفانتخابیجداسازيهايمحیطرويوشدندآماده

بر(گرمهاآندهندهتشکیلموادوکشتهايمحیط.تندگرف
شاملکهISP2کشتمحیط:M1است:زیرشرحبهلیتر)

:M2،15آگارو4گلوکز،10مالتعصاره،4مخمرعصاره
کازئین،10نشاستهشاملکهآگارکازئیننشاستهکشتمحیط

شاملکهآگارخاكعصارهکشتمحیط:M3و15آگارو3
15آگارو400شدهاستریلدوبارخاكروییوسپانسیونس

Hong(هستند et al., 2009.(pH8رويکشتهايمحیط
100(پتاسیمکروماتديکشتیمحیطهربهوشدتنظیم
ولیتر)برگرممیلی30(نیستاتینلیتر)برگرممیلی

شداضافهلیتر)برگرممیلی10(اسیدنالیدکسیک
)Salehghamari et al., و5شاملکشتهايمحیط).2017

درکشتهايمحیطبودند.سدیمکلریدنمک)w/v(درصد10
شدند.گرماگذاريهفته8تا1مدتبهسانتیگراددرجه28

خالصISP2کشتمحیطرويبراکتینومایستیشبههايکلنی
محیطدرسپسوشدندگرماگذاريروز7مدتبهوسازي
سانتیگراددرجه-80درگلیسرولدرصد30حاويکشت

شدند.نگهداري
سلولیخارجهیدرولیتیکفعالیتمنظوربههاسویهغربالگري

جمعیتآنزیمیتنوعمشخصاتبررسیمنظوربه
لسیتیناز،پکتیناز،لیپاز،پروتئاز،آمیلاز،شاملاکتینومیستی

NaClوشدتنظیم8رويهامحیطتمامpHآز،اورهوژلاتیناز

کیفیسنجشروش.شداضافهدرصد5-10نهاییغلظتبه
است:شدهدادهتوضیحزیردرهاسویههیدرولیتیکفعالیت
نشاستهکشتمحیطازاستفادهباها،باکتريآمیلولیتیکفعالیت

کلنیاطرافدرشفافهالهشد.غربالگريI2-KIمحلولوآگار
Rohban(استنشاستهتجزیهمعنايبه et al., وجود).2009

اسکیمکشتمحیطوسیلهبهپلیترويبرپروتئولیتیکفعالیت
کلنیاطرافدرشفافمنطقهیکشد.دادهتشخیصآگارمیلک
Rohban(استپروتئازيفعالیتدهندهنشان et al., 2009.(

نوترینتکشتمحیطوسیلهبهپلیترويبرلیپازآنزیمتولید
منطقهشد.دادهتشخیص20تویین)v/v(درصد1حاويآگار

دهدمینشانرالیپازيفعالیتکلنیاطرافدررسوب
)Rohban et al., تواناییتعیینمنظوربه).2009

مرغتخمزردهکشتمحیطازلسیتیناز،تولیددرمیکروارگانیسم
نشانکلنیاطرافدرسفیدرسوبناحیهشد.استفادهآگار

حضور).1998al.,etThaler(بودلسیتینازيتفعالیدهنده
آگارژلاتیننوترینتکشتمحیطازاستفادهباژلاتینازآنزیم

آنزیمشود،میتولیدژلانینازآنزیمکههنگامیشد.دادهتشخیص
Brown(کندمیمایعراژلاتین & Smith, تعیینبراي).2014
فنلواورهمخمر،عصارهلشامکهبراثاورهآزي،اورهفعالیت

شود،میتولیدآزاورهوقتیگرفت.قراراستفادهمورداست،رد
Brown(کندمیتغییرصورتی- قرمزبهزردازردفنلرنگ &

Smith, 2014.(
منتخبسویهفیلوژنیآنالیزومولکولیشناسایی

در،Q11وQ1،Q4هايسویهمولکولیشناساییمنظوربه
200سانتیگراد،درجه28دروشدندتلقیحISP2کشتحیطم

برداشتبیومسشدند.گرماگذاريروز4مدتبهودقیقهدردور
Keiser(شدگرفتهکاربهDNAاستخراجمنظوربهوشد

16sژن).2000 rDNAازاستفادهباPCR،آنزیمpfu DNAو
´9F)5پرایمرهاي AAGAGTTTGATCATGGCTCAG 3´(

´1542R)5و AGGAGGTGATCCAACCGCA 3´(
ژنومی،DNAمیکرومولار2/0حاويواکنشمحلولشد.تکثیر

pfuواحد25/1 DNA،مولارمیلی2/0پلیمرازdNTP،
DMSO5نهاییحجمدرآغازگرهرازمولارمیلی5/0ودرصد

96دمايدراولیهدناتوراسیونباواکنش.بودمیکرولیتر25
شاملچرخه30سپسوثانیه300مدتبهنتیگرادسادرجه

ثانیه،10مدتبهسانتیگراددرجه98دمايدردناتوراسیون
گسترشوثانیه60مدتبهسانتیگراددرجه55دمايدراتصال

باآخردروثانیه،90مدتبهسانتیگراددرجه72دمايدر
ثانیه300مدتبهسانتیگراددرجه72دمايدرنهاییگسترش

آگارز،ژلالکتروفورزباPCRمحصولاتآنالیزازپسشد.انجام
Macrogenشرکتبهتوالیتعیینوسازيخالصبرايآنها

وهاجدایهفیلوژنتیکیرابطهشناسایی.شدندارسالکرهسئول،
16sتوالیهايشباهتمحاسبه rDNAسرورازاستفادهبا

)http://www.ezbiocloud.net/eztaxon(Eztaxonانجام
CLUSTALافزارنرمازاستفادهباهاتوالی.شد Xهمردیف

الحاقروشبافیلوژنتیکتحلیلوتجزیهوشدندسازي
افزارنرمازاستفادهبا)Neighbor-joining(همسایگان

MEGA11شدانجام.Mycobacterium avium MG13Tبه
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وتجزیه.شداستفادهدرختترسیمدرخارجیگروهعنوان
1000انجامبادرختیتوپولوژيارزیابیبراياسترپبوتتحلیل
Salehghamari(شدانجامتکرار et al., 2017; Badoei-

Dalfard A & Parhamfar M., 2021.(

نتایج
حاشیهریزوسفريهايخاكهالوفیلهايجدایهجداسازي

کویردشت
چندینتاثیرتحتشدهوريآجمعریزوسفريهاينمونه

.شدندکشتمختلفهايمحیطدروگرفتندقرارمختلفتیمار
محیطیهاينمونهازدوستنمکاکتینومیست26مجموعدر

رشدبهترینهاآنتمامیوشدندسازيخالصشدهآوريجمع
ازهاسویهدرصد78داشتند.درصد10تا5نمکدررا

10عمقازدرصد22ومتريسانتی5عمقدرریزوسفر
ازشدهسازيجداهايجدایهفراوانی.شدندجدامتريسانتی

دارايآنهااکثربود.برابرتقریباگیاهیگونهسههرریزوسفر
مانندچرمیاگچیهايکلنیهوازي،تنفسپایین،رشدسرعت
رنگباهواییمیسلیومتولیدبهقادرهاجدایهتمامی.بودند
خاکستري،اي،قهوهقرمز،سویهچندونارنجیزرد،ید،سفهاي
.بودندسبزوآبی
جداسازيبرايمختلفکشتمحیطسهوتیمارچهاراز

شدهانجامتیمارچهاراز.شداستفادههااکتینومیستجمعیت
هاایزولهبیشترها،اکتینومیستجداسازيبرايهانمونهرويبر
حالیدرآمد،دستبهمرطوبرارتیحعملیاتازدرصد)43(

جداسازيبهمنجرشیمیاییوخشکحرارتیتیمارهايکه
.شدرنگدانهوکلنیمورفولوژينظرازفردبهمنحصرهايسویه

جداسازيبراياستفادهموردمختلفهايمحیطمیاندر
محیطازاکتینومیستهايسویهتعدادبیشتریناکتینومیست،

M1)42هايمحیطآنازپسو)درصدM2وM3شدجدا
).2شکل(

هالوفیلهايجدایههیدرولیتیکفعالیت
کیفینظرازشدهجداریزوسفريهاياکتینومیستتمام

ژلاتیناز،پروتئاز،لیپاز،شاملمهمآنزیمششتولیدبراي
ازمطالعهایندر.شدندغربالگريآمیلازوآزاورهلسیتیناز،

بههاجدایهازدرصد7و50،46،39،27،10یه،جدا26بین
تولیدآزاورهولسیتینازژلاتیناز،پروتئاز،لیپاز،آمیلاز،ترتیب
بیندرترشحیهايآنزیمترینرایجبنابراین،.کردند

پروتئازولیپازآمیلاز،ترتیببهشدهجداهاياکتینومیست
بسیاريدررکیبیتهیدرولیتیکفعالیتکهاستجالب.بودند

28حدود.شدمشاهدهنیزشدهجدااکتینومیستهايسویهاز

11کهحالیدربودندآنزیمسهتولیدبهقادرهاسویهازدرصد
چهارشود،میQ11وQ1،Q4هايسویهشاملکهآنهاازدرصد
آنزیمکنندگانتولیدبیشترینهمچنینکردند.تولیدآنزیم

تعدادبیشترینوشدندجداسازياشنانیاهگریشهازپروتئاز
ازژلاتینازآنزیمکنندهتولیدهالوفیلهاياکتینومیست

هاآنزیمبقیهتولیدفراوانیشدند.جدامارونگگیاهریزوسفر
مجموعدرنهایتاًنداد.نشانریزوسفرسهبیندرخاصیتفاوت

نشانراآنزیمیتنوعترینغنیمارونگواشنانگیاهریزوسفر
).3شکلو1(جدولداد

هايجدایهفیلوژنتیکیآنالیزومولکولیشناسایی
هالوفیلاکتینومیستی

وهواییمیسلیومرنگمانندهاییویژگیاساسبر
جنسبهمتعلقهاجدایهکهرسیدمیبنظراسپور،مورفولوژي

عتنوبیشترینکهسویهسهآنها،میاناز.باشنداسترپتومایسس
16sژنتوالیتعیینبرايبودند،دادهنشانراآنزیمی rRNA

16sژنهايتوالی).4شکل(شدندانتخاب rRNAهايسویه
(> 1000 nt) Q1،Q4وQ11دادهپایگاهدرEz-taxonمورد

16sژنتوالیشباهتتحلیلوتجزیهگرفتند.قراربررسی

rRNAهايسویهکهدادنشانهاسویهاینبیندرQ1

Streptomycesگونهبهرادرصد)98(شباهتمقداربیشترین

scopiformis.سویهداردQ4بهراشباهتمیزانبیشترین
Streptomycesگونه argenteolus)8/97(ودادنشاندرصد

گونهبهشباهتدرصد99میزانQ11سویهآخردر
Streptomyces manipurensisداد.نشانرا

حثب
هايمیکروارگانیسمازغنیمنابعیشورریزوسفريهايخاك
شدهجداهايمیکروارگانیسمدرصدبیشترینهستند.هالوفیل

آنگیاهانریشهبامجاورهايخاكاززیستیتنوعمطالعاتدر
Arani(شودمیجداسازيمنطقه et al, گرچه).2021

هايمحیطازهااکتینومیستجداسازيبرايمتعدديمطالعات
,Parera-Valadez(استشدهانجاممختلف et al., 2019;

Ramesh & Mathivanan, مطالعاتحالاینبا)،2009
هايخاكازهالوفیلهاياکتینومیستجداسازيمورددرکمی

بهایران،درویژهبه.استشدهانجامشورمناطقریزوسفري
تنوعوجداسازيمورددرمستقیمیتحقیقرسدمینظر

شورمحیطگیاهانریشهبامجاورهايهالواکتینومیستآنزیمی
کشتهايمحیطازاستفادهباتحقیقایندر.استنشدهانجام

خاكازهالوفیلاکتینومیستتعداديمختلف،تیمارهايو
شد.جداسازيکویردشتحاشیهریزوسفر
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دادهنشانطوسیونارنجیآبی،هايرنگبهترتیببه3تا1کشتهايمحیط.اکتینومیستیهايسویهيجداسازبریمارهاتوکشتهايمحیطتاثیر- 2شکل
.اندشده

Figure 2. The effect of media and pre-treatments on isolation of actinomycetes. Media 1 to 3 are shown in blue,
orange, and gray colors, respectively.

.نمکپرریزوسفريمحیطازهالوفیلجدایه28یدرولیتیکهفعالیت-1جدول

Table 1. Hydrolytic activity of a total of 28 moderately halophilic isolates from saline rhizospheric environments.
GelatinaseUreaseLecithinaseAmylaseProteaseLipase

105105105105105105Root depth
Cm

11---11421-3Halocnemum

32-1--232-14Halostachys

1--12-312422Seidlitzia

823141112Total

بهقادرکهدارندمختلفیفعالهايآنزیمهااکتینومیست
.هستندبیوشیمیاییهايواکنشازبسیاريکردنکاتالیز

پروتئازآمیلاز،مانندمهمیهايآنزیمStreptomycesهايگونه
کنند.میتولیدمختلفصنایعدرتجاريکاربردهايبارالیپازو

موردشدهجداهايسویهتوسطآنزیمتولیدتحقیقایندر
هاسویهاززیاديتعدادکهدادنشاننتایجگرفت.قراربررسی
بهوآمیلازولیپازمیان،ایندر.کنندمیتولیدآنزیمچندین

جمعهايسویهدرشدهتولیداصلیآنزیمسهپروتئازهاآندنبال
Rohban(مطالعهیکدر.بودندشدهآوري et al., روي)2009
انجامسلطانحوضدریاچهاکتینومیستیغیرهالوفیلهايسویه
ومقداربیشتریندرشدهتولیداولآنزیمدوآمیلازولیپازشد،
اولآنزیمسههکاستتوجهجالب.بودندپروتئازهاآنازپس

ازشدهآوريجمعاکتینومیستیغیرهايسویهدرشدهتولید
دشتحاشیهاکتینومیستیهايسویهباسلطانحوضدریاچه

نیتروژنوکربنمنابعدلیلبهاحتمالاًکهبودند،یکسانکویر
منطقهدوایندرهامیکروارگانیسمبرايموجودمشترك

وSanchez-Porroتوسطکهايمطالعهدر.استجغرافیایی
اسپانیادرشوردریاچهیکهالوفیلهايباکتريرويبرهمکاران

سپسوآمیلازشده،جداهايسویهدرغالبآنزیمسهشد،انجام
هردر).al.etPorro-nchezáS,2003(بودندلیپازوپروتئاز

بهقادرمختلفهايسویهکهشدمشاهدهنیزبالامطالعهدو
هستند.آنزیمنوعچندینتولید
هايمتابولیتازمناسبیمنبعهااکتینومیستکهآنجاییاز

درشدهشناساییهايسویهمعرفیهستند،جدیدفعالزیست
-مختلفمیهايآنزیمتولیددرآنهاقابلیتدلیلبهحاضرمطالعه

هايزیستگاهحال،اینبا.باشدبرخورداربالاییارزشازتواند
هنوزکههستندکمیابیهاياکتینومیستانواعدارايطبیعی

.اندنشدهبررسیجدیدهايمتابولیتکشفبراي

سپاسگزاري
ایناجرايدرخوارزمیدانشگاهحمایتازمقالهنویسنده

دارد.راسپاسگزاريوتشکرنهایتتحقیق
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.هاآنجداسازيهايمحیطوتیمارهااساسبرهایهجدایدرولیتیکهیتفعال-3شکل
Figure 3. Hydrolytic activity of isolates based on their treatments and isolation media.

16sژنسکانسیزآنالاساسبریلوژنیفدرخت-4شکل rRNAاست.شدهیمترسهمسایگانلحاقاروشباکهM. aviumیخارجگروهیکعنوانبه
.01/0بار:است.بار1000گرههريبرااسترپبوتتکرارتعداداست.شدهدادهنشانمربوطهانشعابنقاطدراسترپبوتارزشاست.شدهاستفاده

Figure 4. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence analysis, reconstructed by using the neighbor-joining
method. M. avium was used as an out-group. Bootstrap values are indicated at the relevant branching points. Numbers
of branch node are bootstrap value based on 1000 resampling. Bar: 0.01
.
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