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دليل توانايي تجزيـه مـواد سـلولزي از اجـزاي اصـلي ميكروفلـور كمپوسـت قـارچ          هاي گرمادوست به كتينوميستآ
هاي گرمادوست ديگر نقش مهمي در فرايند  اين گروه همراه با ميكروارگانيسم.  شوند اي محسوب مي خوراكي دكمه

يايي و مولكولي براي شناسايي اين گروه از هاي مختلف مورفولوژيكي، بيوشيم از روش.  كنند سازي ايفا مي كمپوست
ازجمله آنـاليز الگـوي    (PCR)اي پليمراز  هاي مولكولي مبتني بر واكنش زنجيره روش.  ها استفاده شده است باكتري

هاي برشي روشي سـريع و مطمـئن بـراي شناسـايي      با آنزيم (16S rRNA)ريبوزومي  RNAبرشي جزء كوچك ژن 
هـاي معتبـر    هاي جداشده با الگوي تهيه شده از هضـم تـوالي   يسه الگوي قطعات برشي ايزولهمقا.  ها مي باشد باكتري

بـه صـورت ايـن سـيليكو، روشـي سـريع بـراي شناسـايي          GenBankهـا در   آكتينوميسـت  هاي جنسمنتشر شده از 
سـازي بـر روي    هاي گرمادوست موجود در كمپوست با استفاده از روش رقيق آكتينوميست.  باشد ها مي آكتينوميست

هر ايزوله بـه طـور جداگانـه، بـا      16S rRNAژن .  جداسازي شدند C◦ 46 گذاري در دماي محيط كشت و گرمخانه
الگـوي برشـي هـر آنـزيم بـا      پـس از تعيـين   .  قـرار گرفـت  هضم  مورد هاي برشي تكثير و با آنزيم PCR استفاده از

براي شناسايي ) ARDRA(ريبوزومي تكثير شده  DNAت از تكنيك تجزيه و تحليل قطعا ،الكتروفورز روي ژل آگارز
اي بـه   هاي جداسازي شده از كمپوست قارچ خوراكي دكمه بيشترين آكتينوميست.  هاي ناشناخته استفاده شد ايزوله

داراي اهميـت زيـادي در تجزيـه بقايـاي گيـاهي و توليـد كمپوسـت         اين گروه. جنس استرپتومايسس تعلق داشتند
  .باشند مي
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   مقدمه
اي و خصوصيات دارويـي   به دليل ارزش تغذيه وراكيهاي خ قارچ

تـرين محصـولات باغبـاني بـوده و اهميـت تجـاري قابـل         از مهم
. (Fan et al. 2006; Farsi and Gordan 2009)اي دارنـد   ملاحظـه 

بـراي رشـد بهينـه بـه محـيط رشـد        اي سفيد قارچ خوراكي تكمه
 Singer and)ي به نام كمپوست نيـاز دارد  انتخابي و با كيفيت عال

Harris 1987)  . هـاي   سـازي ميكروارگانيسـم   در فرايند كمپوسـت
هاي گرمادوست  ها، قارچ گرمادوست متفاوتي از قبيل آكتينوميست

هـا   ايـن ميكروارگانيسـم  .  هاي گرمادوست فعاليت دارند و باكتري
يوم علاوه بر فراهم كردن يك محـيط مطلـوب بـراي رشـد ميسـل     

كننـده بـه    هـاي رقابـت   قارچ، سوبستراي نامناسبي براي ارگانيسـم 
  . (Fordyce 1970)آورند  وجود مي

هـا   عنـوان اجـزاي اصـلي ميكروفلـور كمپوسـت      ها به آكتينوميست
ها  بيوتيك ها قادر به توليد آنتي اين گروه از باكتري. اند شناخته شده

هـاي پيچيـده    ولهاي مختلف بوده و توانايي تجزيه مولك ـ و آنزيم
 Lacey)باشـند  مخصوصاً سلولز، ليگنوسلولز و ليگنين را دارا مـي 

1997; Chang and Miles 2004; Busti et al. 2006).   بهبـود
فراينــد تهيــة كمپوســت و بدســت آوردن كمپوســت عــالي بــراي 
پرورش قارچ با بهينـه كـردن تركيـب فلـور ميكروبـي كمپوسـت       

براي بهينه نمودن تركيـب  .  دهد تواند عملكرد قارچ را افزايش مي
ميكروفلور كمپوست، بايستي قارچها و باكتريهايي كـه در مرحلـه   

 اولدر مرحله .  كمپوست سازي دخالت دارند شناسايي شوند دوم
دوم دهند و در مرحله  كمپوست سازي فرايندهاي شيميايي رخ مي
 با شناسايي دقيـق .  افتد كمپوست سازي تخمير ميكروبي اتفاق مي

كمپوست سازي و تلقيح انتخـابي   دومدر مرحله  موثر هاي باكتري
را به خـوبي پشـت سـر گذاشـته      اول آنها به كمپوستي كه مرحله

است مي توان كمپوستي انتخابي توليد كرد كـه از رشـد ميسـليوم    
 .Pakdin et al)داشـته باشـد  قارچ خوراكي بيشـترين حمايـت را   

1389; Farsi and Gordan 2009).  از محققـين بـه منظـور     برخـي
كمپوست يا افزايش عملكرد قارچ،  هسرعت بخشيدن به فرايند تهي

هاي گرمادوست را به طور مصنوعي بـه   تعدادي از ميكروارگانيسم
هاي گرمادوسـت در   قارچ به طور مثال.  كمپوست اضافه كرده اند

هـا را بـا    آكتينوميسـت  انـد و يـا  شـده  كمپوست اضـافه  هحين تهي

افـزايش در   بـه طوريكـه   هزني مخلوط كرد زمان مايهكمپوست در 
  . (Fordyce 1970; Wiegant 1992) شده استعملكرد گزارش 

هـــاي  هـــاي هـــوازي از روش بـــراي شناســـايي آكتينوميســـت
مورفولوژيكي، تعيين خصوصيات شيميايي ديواره سلولي، قندهاي 

هـاي بيوشـيميايي    تشخيصي موجود در عصـاره سـلولي و تسـت   
هـا بـه صـرف هزينـه و      با اين وجود، اين روش.  شود مياستفاده 

تواننـد يـك ايزولـه را بـه يـك       زمان زيادي نياز داشته و غالباً نمي
يـك راه   PCRهـاي مبتنـي بـر     روش. جنس خاص منتسب كننـد 

 Cook and)اند  ها ارائه كرده سريع و مطمئن براي شناسايي باكتري

Meyers 2003)  . 16ژنS rRNA  و  عمـومي  يـايي يـك ژن باكتر
 Goto et)باشـد   مـي  محافظت شده با اعمال ثابت و بسيار محدود

al. 2000; Li et al. 2005)  .   اين ژن به اندازه كافي بـزرگ بـوده و
اي كـافي بـراي بررسـي تمـايز بـين       داراي چندشكلي بـين گونـه  

پايگـاه  عـلاوه بـراين وجـود    . (Clarridge 2004)باشد  اي مي گونه
هـاي   بـاكتري  16S rRNAاز توالي ژن وري شده آ بزرگ جمعداده 

توانـد   مـي هـا   مختلف در تعيين روابط فيلوژني يا شناسايي باكتري
شناسـايي   بنـابراين . (Goto et al. 2000)مورد استفاده قـرار گيـرد   

مفيــدترين و يكــي از  16S rDNAهــا بــر اســاس تــوالي  بــاكتري
بت بـه  ايـن روش نس ـ .  باشـد  شناسـايي مـي   هاي ترين روش دقيق
هاي شناسايي متابوليكي  هاي مرسوم مورفولوژيكي و تكنيك روش

در  . (Misbah et al. 2005) اسـت تر و قابل اعتمـادتر   بسيار دقيق
ريبـوزومي تكثيـر شـده     DNAتكنيك تجزيـه و تحليـل قطعـات    

(ARDRA)،   16بعد از تكثيـر ژنS rRNA      قطعـه تكثيـر شـده بـا
الگـوي هضـمي بدسـت    . شـود  هاي برشي مختلف هضم مي آنزيم

مقايسـه شـده و تفـاوت ميـان      ARDRAآمده با الگوهاي برشـي  
اين تكنيـك   .(Dijkshoorn et al. 1998)گردد  ها شناسايي مي گونه

 هاي باكتريايي در يك جنس، به عنوان مثال، براي تمايز ميان گونه
كلستريديوم و تمايز نژادهاي باكتريايي در يـك گونـه، بـه عنـوان     

شناسـايي  .  وكوكوس مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت    مثال، لاكت
هـاي   هاي هـوازي متعلـق بـه جـنس     چندين گونه از آكتينوميست

آكتينومادورا، گوردونيا، نوكارديا، رودوكوكوس، ساكارومونوسپورا، 
اسپورا، استرپتوميسس و تسوكامورلا كه از نظر پزشكي  ساكاروپلي

  (1988گرفتـه اسـت  باشند بـا ايـن روش انجـام     داراي اهميت مي
(Dietz .  علاوه بر اين از تكنيـكARDRA     بـراي مطالعـه روابـط
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 زانتامونــاس موراكســلا و ،كلوســتريديوم،فيلوژنيــك در باسيلوس
  .(Vaneechoutte 1998)ه است شداستفاده 

ــايي  ــازي و شناسـ ــق جداسـ ــن تحقيـ ــدف از ايـ ــولي هـ  مولكـ
 هاي گرمادوست موجود در كمپوست قارچ خـوراكي  آكتينوميست

اي بود تا با ايزوله نمودن نژادهاي خالص و تكثير و معرفـي   دكمه
، تـاثير  سـازي  دوم كمپوسـت  آنها به كمپوسـت در اوايـل مرحلـه   
آوري كمپوسـت و در نتيجـه    انفرادي و يا چند تايي آنها بر عمـل 

  .دشوعملكرد قارچ خوراكي بررسي 
  

   هامواد و روش
 هاي كمپوست نمونه  

اده در ايـن تحقيـق در زمـان هـاي مختلـف      هاي مورد استف نمونه
هـاي خـوراكي    تهيه كمپوست از مركز تحقيقات قارچ دوم مرحله

دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد و كارخانجات صنعتي 
. توليد قارچ خوراكي در استان خراسان رضوي جمع آوري شدند

 C◦ 4هـاي پلاسـتيكي در دمـاي     در كيسه بررسي ها تا زمان نمونه
  .هداري شدندنگ

 هاي جداسازي روش

هاي سريالي بـراي جداسـازي    سازي و تهيه غلظت از تكنيك رقيق
هـاي   براي بررسي تاثير محيط كشـت .  ها استفاده شد آكتينوميست

هـاي   يط كشـت حها از م يمختلف در جداسازي اين دسته از باكتر
آب  با غلظت نيمه،، نوترينت آگار Rainey) (1989 كمپوست آگار

 Czapek Dox(دكـس آگـار    زاپـك و  (WYA) ه مخمر آگارعصار

Agar( (Atlas 2004)   حاوي قارچ كش نيستاتين)واحـد در   100
در . هـا، اسـتفاده شـد    به منظور جلوگيري از رشد قـارچ ) ليترميلي

ســديم دودســيل ســولفات  درصــد 05/0تيمــار ديگــر از محلــول 
(SDS) اسـپور   هاي ناخواسـته و فعـال كـردن    براي كشتن باكتري

 هـا  جداسازي انتخابي باكتريبه منظور  .شدها استفاده  آكتينوميست
بـه محـيط   ) ليتـر  ميكروگـرم در ميلـي   5(ريفامپيسـين   بيوتيك آنتي

نگهـداري و بـه    C◦46 پليت هاي جداسازي در  .اضافه شدكشت 
هـاي   تـك كلنـي  . مدت دو هفته روزانه مورد بررسي قرار گرفتنـد 

 .سـازي شـدند   يد منتقـل و خـالص  ظاهر شده به محيط كشت جد
 هاي شناسايي روش

هـاي   هـا از مشـاهده ميكروسـكوپي و تسـت     در شناسايي بـاكتري 
فست جزئـي، هيـدروليز اوره،    -آميزي اسيد بيوشيميايي مانند رنگ

 كاتالاز و تست مقاومت بـه ليـزوزيم اسـتفاده شـد    احياي نيترات، 
(Schaad 1988)  . ط كشـت  هـا بـر روي محـي    ظاهر كلني بـاكتري

هاي متفاوت از نظر  كلني.  آگار نيز مورد بررسي قرار گرفت -آب
و بيوشيميايي بر روي محـيط كشـت جديـد بـراي      شكل ظاهري

.  شـدند  نهـا بـه صـورت مخطـط كشـت داده      آاطمينان از خلوص 
DNA   هـاي   ي ژنومي باكتري از هر كشت خـالص، بـراي بررسـي

هـا در محـيط    نيتك كلبراي اين منظور  . شد مولكولي جداسازي 
سـاعت بـا    24بـه مـدت    گرادسانتيدرجه  46در  LBكشت مايع 

بـاكتري،   رسـوب براي تهيـه    .رشد داده شدنددور در دقيقه  200
 13000ثانيـه در   90ليتر محيط كشت باكتري به مـدت   چهار ميلي

 TE )7/7حاصـل در بـافر    رسـوب . سانتريفيوژ شـد دور در دقيقه 
pH (ــه مــدت دو دق  دور در دقيقــه 10000يقــه در حــل شــد و ب

بدست آمـده   رسوبدور ريخته شد و  مايع رويي. دشسانتريفيوژ 
ها  ميكروتيوب.  بصورت محلول درآمد TEليتر بافر  ميكرو 500در 

هـا بعـد از    نمونه. شدند دقيقه در آب جوش قرار داده  10به مدت 
جوشيدن به مدت پنج دقيقه در دماي محيط براي سرد شدن قـرار  

بــه مــدت ســه دقيقــه  دور در دقيقــه 7500و ســپس در فتنــد گر
هـاي   بـه تيـوب  ) ليتر ميكرو 300(محلول رويي . شدند سانتريفيوژ 

 گرادسانتيدرجه  4 منتقل و براي آزمايشات بعدي در دماي جديد
   .دش نگهداري 

  اي پليمراز واكنش زنجيره
 'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3-'5هاي عمومي  آغازگراز 
براي تكثير تـوالي   'ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3-'5و 

ژن  تكثيـر   .(Weisburg et al. 1991)استفاده شد  16S rRNAژن 
16S rRNA با استفاده از واكنشPCR    ميكـرو   50با حجم نهـايي

مـواد لازم بـراي انجـام    .  ليتر براي هر مخلوط واكنش انجام شـد 
 PCR چرخه حرارتـي .  واكنش از شركت سيناژن خريداري شدند

درجـه   96 به صـورت مرحلـه واسرشـت سـازي اوليـه در دمـاي      
درجـه   96مدت دو دقيقه، واسرشت سازي در دمـاي  به گرادسانتي
مرحلـه اتصـال در    هـا،  ثانيه در بقيه چرخـه  45مدت  به گرادسانتي
شدن در  طويلثانيه، مرحله  45مدت  به  گرادسانتيدرجه  56دماي 
مرحلـه  . ت دو دقيقه انجام گرفتمد به گرادسانتيدرجه  72 دماي
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چرخـه   30ايـن برنامـه در   . دقيقه بود 7آخر طويل شدن به مدت 
براي اطمينان از انـدازه صـحيح قطعـه تكثيـر شـده از       .تكرار شد

  . استفاده شد درصد يكالكترفورز در ژل آگارز 
در  NCBIموجود در پايگـاه داده   16S rRNAهاي ژن  هضم توالي
 اين سيليكو

موجـود  گرمادوسـت   هاي آكتينوميست 16S rRNAاي ژن ه توالي
بندي بـا اسـتفاده از    پس از استخراج و دسته NCBIدر پايگاه داده 

هـاي برشـي تجـاري     با آنـزيم  NebCutter v2افزار تحت وب  نرم
هايي كه  ، آنزيمبراساس الگوهاي برشي بدست آمده.  هضم شدند

دارا بودند از بـين   هاي گرمادوست را توانايي تفكيك آكتينومايست
  .موجود انتخاب شدندآنزيم هاي 

   هاي برشي و تجزيه و تحليل الگوهاي برشي هضم با آنزيم
 ,MboI, KpnI, SphI, PstI, HindIII, SnaBIهاي برشـي   از آنزيم

SalI, ScaI, AgeI, AsnI     16بـراي تجزيـه و تحليـل ژنS rRNA 
 .Fermentas, St) هـا از شـركت فرمنتـاز    ايـن آنـزيم  . استفاده شد

Leon-Roth, Germany) هضــم محصــولات .  خريــداري شــدند
.  براساس شرايط بهينه براي هر آنزيم انجـام گرفـت   PCRواكنش 

الكتروفـورز   درصـد  5/1محصولات هضم آنزيمـي در ژل آگـارز   
افــزار  الگوهــاي برشــي بدســت آمــده بــا اســتفاده از نــرم .شــدند

TotalLab TL120 تجزيه و تحليل شدند.  
  

    نتايج و بحث
سـازي نقـش    هاي دخيـل در كمپوسـت   از آنجا كه ميكروارگانيسم

نماينـد،   اي در كيفيت نهايي كمپوست و عملكرد آن ايفا مـي  عمده
توان با شناسـايي و دسـتورزي ميكروفلـور كمپوسـت در طـي       مي

سازي و مهيـا كـردن زمينـه رشـد      مراحل مختلف فرايند كمپوست
بـا  .  ه اهداف مورد نظر دست يافـت هاي مطلوب، ب براي ارگانيسم

توجه به اين كه فلور ميكروبـي كمپوسـت تحـت تـاثير تركيبـات      
شناسـايي   ،متفاوت مـواد خـام آن و نـوع اقلـيم قـرار مـي گيـرد       

بـراي   آنهاو گزينش  كنندگي بالا هاي با قدرت تجزيه آكتينوميست
خـوراكي  به افزايش عملكرد قـارچ   دومتلقيح به كمپوست مرحله 

  .  مايدن كمك قابل توجهي مياي  دكمه
يط كشـت كمپوسـت آگـار نسـبت بـه      حهاي باكتري روي م كلني

و  WYAو  بــا غلظــت نيمــههــاي نوترينــت آگــار  كشــت محــيط

در مـدت زمـان    C◦46 دكس آگار نگهداري شـده در دمـاي   زاپك
دليل اين امرتشـابه   .تري داشتند كوتاهتري ظاهر شده و رشد سريع

 ـ  ا شـرايط طبيعـي رشـد ايـن دسـته از      تركيب اين محيط كشـت ب
به علـت ضـعيف    WYAمحيط كشت . باشد ها مي ميكروارگانيسم

ــراي جداســازي    ــودن از نظــر غــذايي محــيط بســيار مناســبي ب ب
هاي ناخواسته به نـدرت   در اين محيط باكتري.  ها بود آكتينوميست
هرچند مدت زمان نسبتا طولاني براي ظـاهر شـدن   .  رشد نمودند
محيط كشت  ها به خوبي در آكتينوميست.  ها نياز بود كلني باكتري

هاي ديگر نيـز بـه    زاپك دوكس آگار رشد كردند، هر چند باكتري
عملا هيچ كلني باكتريايي به علت . خوبي داراي اين توانايي بودند

هاي گرمادوست در محيط نوتريت آگـار   رشد بسيار سريع باكتري
نيستاتين در مـدت زمـان     كش قارچ.  از اين محيط جداسازي نشد

هـا   چ صـورت كامـل از رشـد قـار      ها بـه  جداسازي و رشد باكتري
افــزودن ريفامپيســين بــه محــيط كشــت ســبب . جلــوگيري كــرد

هايي شد كه در آزمايشات بعد مشخص  جداسازي انتخابي باكتري
ــه جــنس دشــ هــاي ترمومونوســپورا و استرپتومايســس  متعلــق ب
انجام  SDS درصد 05/0استفاده از  در تيمار ديگر كه با.  باشند مي

هاي ناخواسـته در محـيط كشـت     شد، علاوه بر اينكه رشد باكتري
هاي با ظاهر گچي و خشبي در محـيط ظـاهر    محدود شد، باكتري

بعـد از  .  هـا بـود   شدند كه نتيجه فعال شدن اسـپور آكتينوميسـت  
ها، ظاهر كلني برخي از آنهـا بـر    جداسازي و خالص كردن باكتري

  .  آگار با سه محيط ديگر متفاوت بود محيط كشت كمپوست روي
  

  
  اندام هوايي و ظاهر گچي بر روي محيط كشت كمپوست آگار -1شكل 
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 )برابر 25بزرگنمايي (ها روي محيط كشت آب آگار  ظاهر كلني باكتري  -2شكل 

  
هــا در محــيط كشــت  هــاي هــوايي و ظــاهر گچــي بــاكتري انــدام

، درحـالي كـه در سـه    )1شكل (ار كاملاً مشخص بود آگ كمپوست
شد يا بعد از مدت  هاي هوايي تشكيل نمي محيط ديگر يا اين اندام

انـدام هـوايي   . شـدند  مـي  ظـاهر زمان نسبتا طولاني بـا نمـود كـم    
آگار با هـم متفـاوت     هاي مختلف بر روي محيط كشت آب جدايه
روي محـيط  بـاكتري   جدايـه ظاهر كلنـي چنـد    2در شكل . بودند

 يهـا  پس از انتخاب جدايـه .  آگار نشان داده شده است كشت آب
آكتينوميست براساس خصوصيات ظاهري بر روي محـيط كشـت،   

پس از انجام .  هاي شيميايي قرار گرفتند ها مورد بررسي اين جدايه
هاي  باكتري مثبت بودن   گرَم  از  اطمينان براي   گرمَ  آميزي رنگ

فست جزئي، هيـدروليز  -آميزي اسيد هاي رنگ انتخاب شده، تست
كاتالاز و تست مقاومت بـه ليـزوزيم نيـز بـر     احياي نيترات، اوره، 

هـاي بـا ظـاهر مورفولـوژيكي و      جدايـه . ها انجام شد روي جدايه
هاي مولكولي انتخـاب   خصوصيات شيميايي متفاوت براي بررسي

  . شدند
مومي منجر به هاي عآغازگربا استفاده از  16S rRNAتكثير ژن 

  هاي جدايه در   جفت باز  1500تقريبي  طول  با   ايقطعه  توليد

  براساس الگوهاي برشي اين سيليكو بدست. دشآكتينوميست 
 گرمادوست، يها آكتينوميست  16S rRNA  هاي ژن آمده از توالي

ها  بندي جدايه عنوان آنزيم كليدي براي گروه به MboIآنزيم 
 )3شكل( اين آنزيماس الگوي برشي بر اس. استفاده شد
آمده از  ي گرمادوست، كه براساس اطلاعات بدستها آكتينوميست

ها انتخاب شده  تحقيقات انجام گرفته بر ميكروفلور كمپوست
با الگوي باندي متمايز  به سه گروه اصليتوان  ميرا  بودند،

در  Cook and Meyers (2003). كرد بندي تقسيم )1جدول (
ها براي  د اين آنزيم را مبناي گروه بندي آكتينوميستتحقيق خو

هاي برشي قرار  شناسايي بر اساس الگوي هضم حاصل از آنزيم
   .دادند

كمپوست  از  شده  جداسازي  هاي  باكتري ، 1جدول بر اساس 
 آنزيم برشي  الگوي   از  استفاده با  اي  قارچ خوراكي دكمه

MboI   قرار داد  2جدول  گروه   سه يكي از   در توان  مي را . 
ژن  هضم  از  آمده   بدست سيليكو  اين  برشي الگوي  بر اساس 

16S rRNA  4شكل (گرمادوست   هاي آكتينوميست( ،  
  از   استفاده   با    2  شماره   جدول  از   گروه   هر   هاي جدايه
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  MboIگروه بندي آكتينوميست ها بر اساس الگوي برشي آنزيم  - 1جدول

 جفت باز 750كوچكتر از  DNAگترين قطعه ربز  1گروه 

  2گروه 
 :جفت باز 980دو قطعه متمايز كوچكتر از 

 )جفت باز 980تا  760جفت باز و  350تا  300(

 جفت باز 1350تا  DNA :980بزرگترين قطعه   3گروه 

  
 MboI يمبرشي آنز به سه گروه اصلي براساس الگويي آكتينوميست ها بندي جدايه تقسيم -2جدول 

 MboIالگوي برشي با آنزيم  جدايه باكتري

ic24, ic21, ic20, ic19, ic17, ic15, ic11, ic9, ic8, ic7, ic22, ic14, ic12, ic1  1گروه شماره  
ic23, ic18, ic16  2گروه شماره  
ic13  3گروه شماره  

  
 در. مناسب مورد بررسي و شناسايي قرار گرفتهاي برشي  آنزيم
هاي مورد نياز براي شناسايي  الگوي برشي و آنزيم 3شكل

با  .هاي گرمادوست هر گروه نشان داده شده است آكتينوميست
و  PstIو  KpnI, AsnI, SphI, ScaIهاي برشي  استفاده از آنزيم
هاي گرمادوست  آمده از آنها آكتينوميست بدستالگوي برشي 

هاي اين گروه  ميستآكتينو. شناسايي شدندتا حد جنس گروه اول 
در سه جنس استرپتومايسس، نوكارديا و ميكروبيسپورا قرار 

آمده از  گروه دوم با استفاده از الگوي برشي بدست. گرفتند
ه و در بررسي شد SphI و,KpnI, PstI, HindIII  AsnIهاي  آنزيم

در . دو جنس ساكارومونوسپورا و ترمومونوسپورا قرار داده شدند
، پس از هضم وم نيز كه تنها داراي يك عضو بودگروه سشناسايي 
 3براساس شكل  ،AsnI با آنزيم   16S rRNAژن  PCRمحصول 
براساس  .استفاده شد AgeI و SnaBI, SalI, SphI  هاي از آنزيم

تجزيه و تحليل الگوي برشي مشخص شد كه اين جدايه متعلق به 
جدايه با  الگوي برشي براي هر. باشد اسپورا مي جنس ساكاروپلي
و  3هاي استفاده شده براي شناسايي در جدول  استفاده از آنزيم

با توجه به  .شده است آورده 4 شناسايي در جدولنهايي نتايج 
هاي  بيشترين آكتينوميست، 4اطلاعات خلاصه شده جدول 

اين دسته از .  يسس تعلق دارنداجداشده به جنس استرپتوم
 و   گياهي  بقاياي  تجزيه در  ها داراي نقش مهم و محوري باكتري

 اين رو  از. (Tuomela et al. 2000) توليد كمپوست مي باشند
اين جنس در جمعيت ميكروبي  مختلف  اعضاي   حضور

در ساير تحقيقات انجام شده  .رسد نظر مي كمپوست منطقي به
بمنظور بررسي جمعيت ميكروبي كمپوست نيز بيشترين 

 Boulter et)ين جنس تعلق داشته اند آكتينوميست به ا هاي جدايه

al. 2002; Ryckeboer et al. 2003; Silva et al. 2009).  ايزوله
ic23  كه در جنس ترمومونوسپورا قرار گرفته است از محيط

.  بدست آمد) ليتر ميكروگرم در ميلي 5(كشت حاوي ريفامپيسين 
خابي بيوتيك در محيط كشت به صورت انت با استفاده از اين آنتي

از . هاي اين جنس پرداخت توان به جدا كردن باكتري مي
ها در چندين تحقيق  ريفامپسين براي جداسازي آكتينوميست

 .Athalye et al. 1981; Zakharova et al)استفاده شده است

سپورا و ميكروبيسپورا از  ساكارومونوسپورا، ساكاروپلي. (2003
هاي گرمادوست نسبت به  هاي متعلق به آكتينوميست ديگر جنس

 جنس استرپتومايسس داراي فراواني كمتري در كمپوست قارچ
 هاي جنس نوكارديا كلني باكتريشكل ظاهري . باشند خوراكي مي

 .باشد مي  ايسساسترپتوم  جنس  شبيه آگار   كشت  محيط  روي
  هاي مورفولوژيكي براي تمايز ميان اين دو جنس استفاده از تفاوت

 ARDRAبه تنهايي كافي نيست، درحاليكه با استفاده از تكنيك 
  براي .توان تفاوت ميان اين دو جنس را به آساني مشخص كرد مي
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از  الگوي هضم تعداديها  ساير چاهك ؛bp 100سايز ماركر  )1پ، چاهك شماره از سمت چ.  MboIبا استفاده از آنزيم  16S rRNAالگوي هضم ژن  -3شكل

  .)نام جدايه در بالاي چاهك آورده شده است( شده ي جداسازيها باكتري
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

در . در پايان مسير برشي مشخص شده است هاي هرگروه جنس. هاي برشي اي براساس الگوي هضمي آنزيم هاي گرمادوست قارچ دكمه بندي آكتينوميست گروه -4شكل 
 .و باندهاي حاصل از هضم در مستطيل نشان داده شده است ×هر مسير پس از هضم با آنزيم برشي ذكر شده در مستطيل، عدم برش با علامت 
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    MboIنه مشخص شده با الگوي برشي آنزيم گا هاي سه هاي برشي مناسب براي شناسايي اعضاي گروه نتايج هضم هر جدايه با استفاده از آنزيم -3جدول 
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ساير   با    ARDRA   تكنيك   اسينتوباكتر   هاي گونه   شناسايي
هاي مولكولي مقايسه شده و توانايي اين تكنيك در شناسايي  روش

 .Koeleman et al)اده شده است ها نشان د اين گروه از باكتري

هاي سنتتيك از  در بررسي تنوع ميكروبي در كمپوست .(1998
استفاده شده و با استفاده از اين روش شناسايي  ARDRAتكنيك 

هاي  هاي بسيار نزديك به هم آكتينوميست اي از گونه طيف گسترده
 Dees and Ghiorse)موجود در كمپوست انجام گرفته است 

2001) .   
در اين تحقيق نشان داده شد كه با استفاده از تكثيـر ژن محافظـت   

هاي برشي مناسب  و هضم آن با استفاده از آنزيم 16S rRNAشده 
بـا مقايسـه   .  توان براي هر باكتري يك الگوي برشي تهيه نمود مي

الگوي برشي تهيه شده با الگوهاي برشي بدسـت آمـده از هضـم    
 داده  ثبـت شـده در پايگـاه    16S rRNAژن هـاي   سيليكو توالي اين

GenBank بـراي  هاي موجود در كمپوست را  توان آكتينوميست مي
به دليل وجود .  بندي كرد هاي مجزا دسته گروهتسهيل شناسايي به 

هـاي   خصوصيات مختلف در هر جنس و متفاوت بودن مشخصـه 
توانـد كمـك مـؤثري در     بنـدي مـي   ها، اين دسته بيوشيميايي گونه

هاي مورد نظر و متمركز كردن تحقيقـات بـر    كتينوميستانتخاب آ
بمنظور بررسي روابـط   ARDRAعلاوه بر اين از  .روي آنها باشد

 Heyndrickx et)توان استفاده كـرد   ها نيز مي تكاملي ميان باكتري

al. 1996) .    هـا بـا اسـتفاده از تكنيــك     پـس از شناسـايي بـاكتري
ARDRA وشـيميايي بـراي هـر    هـاي بي  آمده از تست نتايج بدست

مقايسـه   Bergeyراهنماي هاي  جدايه با اطلاعات موجود در كتاب
 Buchanan and Gibbons 1974; Goodfellow and Jones)شـد  

ها تـا حـد گونـه هـدف ايـن       بدليل اينكه شناسايي جدايه. (2009
باشد، با وجـود انطبـاق ميـان ايـن نتـايج و اطلاعـات        تحقيق نمي

گيـري كلـي و    مختلف آكتينوميست، نتيجههاي  موجود براي جنس
بمنظور شناسـايي  . ها به يك گونه خاص انجام نشد انتساب جدايه

هاي بيوشيميايي  هاي آكتينوميست جداسازي شده انجام تست گونه
هـاي   تـوان از تكنيـك   علاوه براين مـي . باشد تكميلي مورد نياز مي

 16S rRNA (Janda and Abbott هـاي  يـابي ژن  ديگر مانند توالي

  ١ITS، بررسـي نـواحي    rpoB (Mollet et al. 1997) يـا   (2007

                                                            
1 Internal Transcribed Spacer region 

(Trcek 2005) ٢ و يا تكنيكMLST (Scott et al. 2004)   اسـتفاده
هـاي   در آكتينوميست 16S rRNAآناليز الگوهاي هضم ژن  . نمود

هاي برشـي مـا را قـادر بـه      هوازي گرمادوست با استفاده از آنزيم
هاي جداسازي شـده تـا حـد جـنس      ايزولهبندي و شناسايي  گروه
هـاي باكتريـايي كـه     با استفاده از اين روش مولكولي، كلني.  نمود

داراي خصوصيات مورفولوژيكي و بيوشـيميايي متفـاوت بودنـد،    
هـا عليـرغم وجـود     بررسي شدند و نشان داده شد كـه ايـن كلنـي   

  . توانند به يك جنس تعلق داشته باشند تفاوت مي
هاي قارچ خوراكي  يق حاضر تنها از كمپوستهرچند در تحق

گيري انجام گرفته است،  موجود در استان خراسان رضوي نمونه
هاي گرمادوست  هاي آكتينوميست اما الگوي كلي فراواني و جنس

هاي قارچ خوراكي با توجه به نتايج ساير محققين  در كمپوست
 ARDRAنگاري  بنابراين از الگوي انگشت. باشد نسبتا ثابت مي

توان براي  آمده در اين تحقيق مي هاي آكتينوميست بدست جدايه
ها در  ساخت پايگاه داده براي شناسايي اين گروه از باكتري

  .تحقيقات ديگر استفاده نمود
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