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Abstract 

Introduction: The aquatic sediments of the rivers and the Caspian Sea provide numerous 

microscopic habitats for a large community of microbial organisms that are actively producing 

fuel enzymes due to favorable conditions. 

Materials and methods: Surface sediment sampling of the Sefidrood, Siahrood, and Haraz 

rivers as well as the Caspian Sea was carried out. The samples were cultured in YGC agar 

medium by the pour plate method. Fungi grown on these plates were examined for the presence 

of Protease, Amylase, Lipase, Dnase, Chitinase, Lectinase and Pectinase. Then, the 

differentiation between yeast isolates was performed by chromagar media; the molecular 

identification of the isolated yeasts was performed by PCR and sequencing of PCR products. 

Results: A set of four isolates was isolated from fourteen stations in three stages by sampling of 

rivers and Caspian sediments after continuous sequencing and cultivation on YGC Agar. All 

isolates produced Lipase, DNase and Amylase. Two isolates produced Protease and Lisetinase. 

None of the isolates had the ability to produce Chitinase and Pectinase. Two isolates, SHOO2 

and SHOO7, had the most diverse enzyme production. Biochemical and morphological 

identification of four isolates was also performed accurately, and then genetic identification of 

two isolates SHOO2 and SHOO14 was performed, which were similar to Candida tropicalis 

species and Candida fameta, respectively. 

Discussion and conclusion: Based on the available sources, there have been reports of 

Pectinase and Kinase activity in yeasts isolated from different sources. To justify this 

observation, it can be said that the region was affected by the isolation and the enzymatic 

activity of the isolated yeasts. Aquatic sediments can be a good source of yeasts with the ability 

to produce a wide range of useful enzymes needed in the industry. 
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 كردهچ

را را   ییمتعهدد متعهدد   ییکروسهکوژ کروسهکوژ ییمم  ییهها هها   ستگا ستگا ییزز  ،مناسبمناسب  ططییشراشرا  جادجادییااعلت علت   خزر بهخزر به  ییااییها و درها و در  رودخانهرودخانه  ییرسوبات آبرسوبات آب  مقدمی:مقدمی:

 ..پردازندپردازندبب  ییسوختسوخت  ییهاها  ممییآنزآنز  ددییتولتول  بهبه  فعالانهفعالانه  کهکه  ددکنکن  ییفراهم مفراهم م  ییکروبکروبییمم  ییاز اعضااز اعضا  ییبزرگبزرگ    جامعجامع  ییبرابرا

 ۀرودخانه یرشهت و انزل  یهها  شهرسهتان  ریمسه  یهها  رودخانهه  یبرخه  یرسهوبات سه     یبهردار  نمونه  ها:ها:    مواد و روشمواد و روش

 داد  کیهت  تیه ژل رو  ژهور  بهه آگهار   YGC طیم ها در  نمونهخزر انجام شد.  یایرود، رود هراز و در ا یس درود،یسف

، کیتیناز، Dnaseهای ژروتئاز، آمیلاز، لیپاز،  های یادشد  ازنظر حضور آنزیم های حاصل از رشد روی ژلیت قارچ ند.شد

آگهار انجهام و شناسهایی     ههای کهروم   های مخمری بها م هیط   لسیتیناز و ژکتیناز بررسی شدند؛ در ادامه، افتراق بین جدایه

 نجام شد.ا PCRیابی م صولات  و در ادامه، توالی PCRرو  ه شد  ب های جداسازی مولکولی جدایه

  خهزر خهزر   ییاایه یه دردر  وو  هها هها   رودخانهه رودخانهه   رسوباترسوبات  ازاز  ستگا ستگا ییاا  چهارد چهارد   ازازی ی برداربردار  سه مرحله نمونهسه مرحله نمونه  ییطط  شد شد   ییبررسبررس  یۀیۀچهار جداچهار جدا: : نتایجنتایج

دو دو   وو  لازلازییو آمه و آمه   DNase  پهاز، پهاز، ییلل  ممییآنزآنز  هاها  ههییجداجدا  ۀۀ. هم. همندندآگار جدا شدآگار جدا شد  YGC  ییرورو  کیتکیت  وو  ییدرژدرژ  ییژژ  ییهاها  رقترقت  یۀیۀتهته  ازاز  ژسژس

را نداشتند. را نداشتند.   نازنازییو ژکتو ژکت  نازنازییتتییکک  ممییآنزآنز  ددییتولتول  ییییتواناتوانا  هاها  ههییاز جدااز جدا  ککیی  چچیی. ه. هکردندکردند  ییمم  ددییرا تولرا تول  نازنازییتتییژروتئاز و لسژروتئاز و لس  ممییآنزآنز  ههییجداجدا

و و   ههیه یه چههار جدا چههار جدا   شهناختی شهناختی   ریخهت ریخهت و و   ییییااییممییوشه وشه ییبب  ییییرا داشتند. شناسارا داشتند. شناسا  ییممییتنوع آنزتنوع آنز  ننیییتریترییبب  SH007و و   SH002  یۀیۀدو جدادو جدا

و و   Candida tropicalis  ییهها هها   بهه گونهه  بهه گونهه    ببیه یه ترتترت  انجهام شهد کهه بهه    انجهام شهد کهه بهه      SH014و و   SH002  یهۀ یهۀ دو جدادو جدا  ییککییژنتژنت  ییییسپس شناساسپس شناسا

Candida fameta  بودند.بودند.  ههییشبشب 

و  ینهاز یژکت تیه از فعال ییهها  دسهترس، گهزار    درشهد  در منهابع    انجهام  یهها  یبر اساس بررس  گرری:گرری:  بحث و نترجیبحث و نترجی

بهر   عهلاو   گفهت  توان یمیاهد  م نیا ضیحکه در تو شوند میاهد  میجداشد  از منابع مختلف  یدر مخمرهای نازیتیک

هها   شد  است، ممکن است بهر تولیدشهدن یها تولیدنیهدن ایهن آنهزیم       یجداسازای که مخمر از آن  من قهتأثیر عوامل، 

 تأثیرگ ار باشد.

 ممییآنزآنز  ،،ییرسوبات آبرسوبات آب  ،،مخمرمخمر  ییجداسازجداساز  های کلردی:های کلردی:  واژهواژه
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 مقدمی
 هستند ها قارچ مهم یها ررد یز از یکیمخمرها 

 و رمت رکیغ ،یوتیوکاری ،یسلول تک شکل که به

اندازۀ . شوند دید  می ها یباکتر از تر بزرگ معمولا 

میکرومتر که عرض  0/5میکرومتر با طو   71تا  5آنها 

و ممکن است کروی، است آنها متفاوت 

موجودات  نیا ؛ 0) شکل یا دراز باشند مرغی تخم

ارتباط  واناتیبا ح ،هستند اهانیس ح گ یعیطب ناساکن

نند دست بیر ماۀ ساخت یها ستگا یز یو در برخ دارند

 ییایمیکوشیزیف های ویوگیانواع غ اها حضور دارند. 

 ۀاشع زانی، فیار هوا، ماسیدیتهمانند دما،  ستیز طیم 

 یجانور و یاهیگ فلور ،یشور زانیم ماوراءبنفش،

که  اند بیرونی و رونید یکیاکولوژ عوامل...  و من قه

 و ها میآنز انواع ترشح ،یکیمتابول تیفعال تنوع، بر

قرن  طی  .7 و 1)گ ارند  می ریتأث  مخمر یبقا و رشد

 عیدر صنا یا گسترد  کاربرد یخاک یمخمرها ،گ شته

 دیتول و واتانو یب ،یینانوا عیصنا ازجمله مختلف

 توجه ؛ باوجوداین،اند داشته ییدارو یها نیژروتئ

. است شد  مع وف ییایدر یمخمرها به یاندک

 ییایدر یمخمرها ندا  داد نیان ریاخ های ژووهش

نسبت به  یفرد و عال من صربه ویوگی نیچند

ت مل  یآنها دارا دارند؛ برای نمونه، یخاک یمخمرها

و  یتریب ییایمیش ۀویو یور بهر  یتر،یب یفیار اسمز

نیان  هستند که دارای تولید آنزیم صنعتی بییتر

استفاد   یبرا یعال یلیژتانس ییایدر یمخمرها دهد یم

 یآب یها ستمیاکوس . 0) دارندمختلف  عیدر صنا

 ریزموجوداتی هستند ازجملهمختلف  یها گونه زبانیم

ژستانداران بزرگ و  ییمواد غ ا ۀشبک یۀکه ژا

 دهند، را تیکیل می ها ستگا یز نیا ۀموجودات زند

 ۀشبکو  عناصری ها چرخه یاصل یدهایاز کل یکی

و بالقو   ی هستندافراط یها طیدر م  ییمواد غ ا

 یبرا ی رافرد من صربه یستیز یها  مولکو توانند می

، برنارد 0230در سا   .5) ی ارائه کنندژزشک و صنعت

 اطلس انوسیاق ازرا  یآب یمخمرها نخستین 0فییر

 هایشد  است مخمر  میخص  .6) کرد یجداساز

 ،7پازیل ،1لازیآم ازجمله یستیز فعا  مواد ییایدر

 و ونیگلوتات ،آمینواسید، C نیتامیو تاز،یف ،0ژروتئاز

 دانیمندان  .5)کنند  می دیرا تول گلوکان

کیف را  ییمواد غ ا یمانند مخمرها ریزموجوداتی

 ؛ 3)ارتباط دارند انسان  یبا زندگ ند که ا  کرد

 یکمترهای  هم الع ،میآنز دیازنظر تول که یدرحال

  انجام ی یم  ستیمنیأ ز یدارا یمخمرها یرو

با مواد  سهیقادر م ی یادشد ها میآنز  .2)اند  شد 

 ستیز طیم  با تر و سازگار ارزان ،تر مناسب ییایمیش

  .3) هستند

 یمتنوع و مختلف یها ستگا یز یدارا رانیکیور ا

 ،یکوهسهتان  ینهواح  ن،یریشه  و شهور  یها اچهیدر مانند

. اسههت ... و بههرن  یزارهایشههال زارههها، شههور  رههها،یکو

 یبهوم  یها ستمیاکوس یکروبیم تیو جمع تنوع یبررس

 خهههاص یهههها ییتوانههها یبررسههه ،آن دنبههها  بهههه و

 یکروبه یم ریذخها  حفه   در ینهواح  نیه ا ریزموجودات

 یگههر غربهها  و  یسههتیز ریذخهها یههها بانههک قالههب)در 

 یخهاص بهرا   یهها  ییبها توانها   یبهوم  دیجد یها هیجدا

 نیه در ا اسهت؛  دیه مف اریبسه  مختلهف  عید در صنارکارب

علهت حضهور انهواع     خهزر بهه   یایه رودخانهه و در  ،انیم

 سههتمیاکوس ۀژههروژ ،یآبههز اهههانیگ ،یآبههز وانههاتیح

 رانیه شهما  ا  یهۀ ناح ییایه و رسهوبات در  یرسوبات آبه 

 هها  میمخمهر مولهد آنهز    یها هیجدا یگر منظور غربا  به

  یمخمرههها یمههیآنز هههای ویوگههی از شههد و یبررسهه

 مختلف استفاد  کرد. عیدر صنا توان یم شد  یجداساز
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 ها روش و مواد

 یها رودخانه یبرخ یت س  از رسوبا یبردار نمونه

 های رودخانهشامل  یرشت و انزل یها شهرستان ریمس

در سه  خزر یایرود، رود هراز و در ا یس درود،یسف

 یها انجام شد. نمونه زییفصل ژا طیمرحله 

 10در کمتر از و  یی یحاولاسک در ف شد  یآور جمع

 011 مقدار ،ادامه در ند؛منتقل شد یگا یساعت به آزما

رو   بهآگار  YGC طیم  یاز نمونه رو تریلکرویم

 31 کم دستمدت  به ها تیژل . 01) شد کیت تیژورژل

گ اری  گرمخانه گراد یسانتۀ درج 71 یساعت در دما

 لاز،یآم از،ژروتئ یها میآنز حضور ،انتها در شدند و

 یها در قارچ 3نازیو ژکت 6نازیتیلس ،5نازیتیک ،Dnase پاز،یل

 .شد یبررسی یادشد  ها تیژل یحاصل از رشد رو

کیت خالص  :یمخمر یها ییجدا ینگهدار

روز به  71 طی حاضر جداشد  در ژووهش یمخمرها

 منظور بهشد. منتقل  آگار YGC ۀو تاز یغن طیم 

ها از م لو   هیجدا مدت یطولان ینگهدار

در  ینگهدار ی  برا01 و 00) درصد 01 سرو یگل یآب

 طیو از م  گراد یسانت ۀدرج 31 منفی زریفر

 ۀدرج 0 یدر دما ینگهدار یسابرودکستروزآگار برا

  .07)استفاد  شد  گراد یسانت

 ریتخم های آزمون :ییارمروشرب یها آزمون یبررس

 ونیلاسیقندها، ج ب منابع کربن مختلف، دکربوکس

 تیفعال ،انپتوفیتر آمینواسید یۀتجز ن،یزیل آمینواسید

ه ب ند؛انجام شد اتترین یایو اح ها هیجدا یکیتیژروتئول

مدنظر  طیم  یمخمر رو ۀاز کیت تاز ،منظور نای

ساعت در  31مدت  کیت به طیم  و کیت داد  شد

 سپسگ اری و  گرمخانه گراد یسانت ۀدرج 71 یدما

  .00 و 0)شد  یبررس
 کمک بی یمخمر یها ییجدا نرافتراق ب

مخمر با ۀ تاز ونیاز سوسپانس :آگار کروم یها طرمح

آگار کیت داد   کروم یها طیم  یلوپ رو استفاد  از

 71 یساعت در دما 31مدت  به ها تیسپس ژل ؛شد

 نی. افتراق بندگ اری شد گرمخانه گراد یسانت ۀدرج

 شد انجاما نهآ یبه رنگ کلن مخمر باتوجه یها هیجدا

(05.  

 های آزمون :ییارمروشرب یها یژگیفراتر و ییش اسا

 ت ملرصد، د 1و  0 دیمیهگزکلویمقاومت به س

 تو ،یمان ،گلوکز از دیاس دیتول ودرصد  0 دیاس کیاست

 تو ،یسورب نوز،یراف نوز،یآراب ترهالوز، گالاکتوز،

 0) انجام شد مالتوز و ساکارز لاکتوز، لوز،یزا فروکتوز،

مختلف  های اسیدیتهدر دماها و  ها هیرشد جدا  .00و 

  .06) شد یبررس
 یها ییجدا در ها میآنز وجود یفرک یبررس

ها، ابتدا کیت تاز  از  ر تمام آزمایشد :یمخمر

 آگار تهیه شدYGCهای مخمر روی م یط  جدایه

 یرو یا نق ه شکل کیت  و سپس به شیژ طی)م 

کیت داد   یمیآنز مادۀ ژیش دارایجامد  یها طیم 

در نظر  میهر آنز یبرا هیتکرار از هر جدا ؛ سهشد

 .ندودب کسانیدر هر بار   یو نتاگرفته شد 

 یبررس منظور هب :رروتئاز میآنز وجود یفرک یبررس

 طیم  یرو مخمر یها هیجدا، ژروتئاز میآنز دیتول

.  03) کیت داد  شدند 2یچرب بدون ریش دارای جامد

 ۀدرج 71 یروز در دما ژن تا  دومدت  به ها تیژل

شفاف  ۀهال ۀمیاهد ند وگ اری شد گرمخانه گراد یسانت

 .بود ژروتئاز میحضور آنز ۀدهند نیان یدر اطراف کلن

بررسی  منظور هب :لازرآم میآنز وجود یفرک یبررس

جامد  طیم  یمخمر رو یها هیجدا، لازیآم میآنز دیتول

مدت  به ها تیژل  .02)نیاسته کیت داد  شدند  دارای

 گراد یسانت ۀدرج 71 یروز در دما ژن تا  دو

 تیژل س ح ،مدت نیا از ژس و گ اری شدند گرمخانه

 هاله شفاف در ۀژوشاند  شد. میاهد 3لوگل معرف با
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 لازیآم میآنز وجود ۀدهند نیان تیرنگ ژل بنفشۀ نیزم

 بود.

 یبررسمنظور  به :هازرل میآنز وجود یفرک یبررس

 یمخمر رو ۀاز کیت تاز پاز،یل میآنز وجود یفیک

 ها تیژل. کیت داد  شد نیتوئ مادۀ دارای ژیش طیم 

 گراد یسانت ۀدرج 71 یز در دمارو ژن مدت دو تا  به

 ۀمیاهد ،مدت نیا از ژس و گ اری شدند گرمخانه

 میآنز حضور ۀدهند نیان یکلن اطراف در رسوب سفید

 . 0) بود پازیل

 یبررسمنظور  به: DNase میوجود آنز یفرک یبررس

 یمخمر رو ۀاز کیت تاز، DNase میوجود آنز یفیک

 ها تیژل  .03)کیت داد  شد  DNA یدارا طیم 

 گراد یسانت ۀدرج 71 یروز در دما ژن تا  سهمدت  به

 تیس ح ژل ،مدت نیا از ژس و ندگ اری شد گرمخانه

نرما  ژوشاند   کی HClبا م لو   قهیدق 11مدت  به

 ۀهال ۀمیاهداز گ شت مدت زمان یادشد ،  ژسشد. 

 میحضور آنز ۀددهن نیان تیکدر ژل ۀنیزم شفاف در

DNase بود. 

 یبررسه  منظور به : ازرترک میآنز وجود یفرک یبررس

 یمخمهر رو  ۀاز کیهت تهاز  ، نهاز یتیک میآنز وجود یفیک

  .11)کیههت داد  شههد  نیتههیک مههادۀ دارای ژههیش طیم هه

 ۀدرجه  71 یروز در دمها  ژهن  مهدت سهه تها     بهه  هها  تیژل

 ،مهدت ایهن   از ژهس  ند وگ اری شد گرمخانه گراد یسانت

 حضهور  ۀدهند نیان یکلن اطراف در شفاف ۀهال ۀهدمیا

 .بود نازیتیک میآنز

 یبررس منظور به:  ازرترل  میآنز وجود یفرک یبررس

 یمخمر رو ۀاز کیت تاز ناز،یتیلس میآنز وجود یفیک

کیت داد  شد  مرغ تخم ۀزرد مادۀ ژیش دارای طیم 

 ۀدرج 71 یروز در دما هفتمدت  به ها تیژل . 10)

 ،مدت نیا از ند و ژسگ اری شد گرمخانه دگرا یسانت

 یدر اطراف کلن درنگیرسوب سف ۀهال ۀمیاهد

 .بود نازیتیسل میحضور آنز ۀدهند نیان

 یبررسه منظهور   به:  ازرركت میآنز وجود یفرک یبررس

 یمخمهر رو  ۀاز کیهت تهاز  ، نازیژکت میآنز وجود یفیک

  .11) کیههت داد  شههد نیژکتههمههادۀ  دارای ژههیش طیم هه

 ۀدرجه  71 یبهه مهدت سهه تها ژهن  روز در دمها       هها  تیژل

 ،مهدت  نیه ا از ژهس  ند وگ اری شد گرمخانه گراد یسانت

اضافه شد.  تیبه هر ژل قهیدقدو  مدت به دیدی-دیم لو  

 نهاز یژکت ۀدکننهد یتول یها هیدر اطراف جدا یمناطق شفاف

 شدند. لیتیک

 یها ژوسته :ررتقال روست از نراستخرا  ركت

و کاملا   ختهینرما  ر کی HClژرتقا  در  درنگیسف

صاف  ژرتقا  یها و ژوسته دیمخلوط اس ند.مخلوط شد

شد  افزود   به م لو  صاف یآرام درجه به 36الکل  و

موجود در م لو   نیاز افزودن الکل، ژکت ژس .شد

 یآور جمع یآمد  با صاف دست رسوب به کرد.رسوب 

ب رسو ،و شد. در انتهاتیآب مق ر شسبا بار  نیو چند

 ۀدرج 51 یدما دارایآمد  در آون  دست به درنگیسف

  .17) شدو با هاون ژودر  کخی گراد یسانت

 یها ییجدا یكروسكوررم و یش اخت ختیر یبررس.

 یها هیجدا یماکروسکوژ یبررس منظور هب :یمخمر

مخمر  ۀاز کیت تاز ،یکلن یها یوگیو نییو تع یمخمر

داد   کیت یکلن تک شکل  آگار به YGC طیم  یرو

 71 یگ اری در دما روز گرمخانه سهشد و ژس از 

قوام،  ،یازنظر برجستگ یکلن ر، ظاهگراد یسانت ۀدرج

  .0) شد یبررس کروسکوپیومیاستر با هیرنگ و حاش

 ..شده یجداساز یها ییجدا یمولكول ییش اسا

 عیکیت ما طیدر م  یباکتر ابتدا :DNA استخرا 

 از بافر لیتر میلی 0 استخراج، منظور هب. شد داد  کیت

 CTAB، 01ژودر درلیتر  گرم 11 یحاو) استخراج
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 01 مولار، یلیم 011با غلظت  Tris-HClدرلیتر  گرم

 5 مولار، یلیم 0/0ا غلظت ب NaCl درلیتر گرم

 1و  مولار یلیم 511با غلظت  EDTA درلیتر گرم

 تریلکرویم 511با   مرکاژتواتانو  تریلکرویم

 0مدت  و به بیمر ترکمخ یحاو عیما کیت طیم 

 داد  شد؛قرار  گراد یسانت ۀدرج 65 یساعت در دما

 2111با سرعت  قهیدق 0مدت  سپس نمونه به

مخلوط  تریلکرویم 611 شد و وژیفیسانتر قهیردقددور

به م لو   10 0الکل و کلروفرم با نسبت  لیزوآمیا

تکان داد   یآرام به قهیدق 0مدت  افزود  و لوله به ییرو

 01111با سرعت  قهیدق 2مدت  به مخلوط پسو س شد

 هیلا دو ،وژیفیاز سانتر ژس .شد وژیفیسانتر قهیدوردردق

منتقل  یگرید ۀبه لول ییرو یۀلا ؛شد جادیدر مخلوط ا

سرد افزود  شد. مخلوط  زوژروژانو یا ،حجم آن و هم

ی با دما زریساعت در فر 0 مدت تکان و به یآرام به

از  ژس. داد  شدقرار  گراد یسانتۀ درج 11 منفی

با  قهیدق 5مدت  به گ شت زمان یادشد ، مخلوط

شد و  وژیفیسانتر قهیدوردردق 01111سرعت 

درصد  31دو بار با الکل اتانو   DNA یها مولکو 

 01111با سرعت  قهیدق 0مدت  و هر دو بار به شستیو

 1مدت  شدند. رسوبات به وژیفیسانتر قهیدوردردق

قرار داد  شدند گراد  ۀ سانتیدرج 73 یساعت در دما

آب  تریلکرویم 011حاصل در  DNA. شوندتا خیک 

ۀ درج 11 ی منفیبا دما زریفرمق ر حل و در 

  .10) شد ینگهدارگراد  سانتی

: : PCRمخمرهییا بییا اسییتفاده از روش   مخمرهییا بییا اسییتفاده از روش     ییییش اسییاش اسییا..

شهد  در  شهد  در    ههای مخمهر بررسهی   ههای مخمهر بررسهی     منظهور شناسهایی گونهه   منظهور شناسهایی گونهه     بهبه

واحههد ریاز ز D1/D2 ۀمن قههتکثیههر   م العههۀ حاضههر، م العههۀ حاضههر، 

 NL1واسه ۀ آغازگرههای    بهه  rDNA (LSU) بزرگ

(5′-GCATATCAATAAGCGGAAAAG-3′)  و
NL4 (5′-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3′) 

گهزار    0 جدو در  PCR واکنش مخلوطانجام شد. 

نیان  1 جدو ر د PCR ۀاجراشدۀ . برنام 1)شد  است 

 م صولات تیفیاز ک نانیمنظور اطم داد  شد  است. به

 م صهولات  از هرکهدام از  تهر یکرولیم 5 ،آمد  دست به

 شد. یولت بررس 31ولتاژ  درصد با 0ژ  آگارز  یرو

از  تریل کرویم 01 ،یتوال نییمنظور تع بهی: ابی یتوال

 یتریل یلیم 1/1 یها وبیکروتیمبه  PCRم صو  

به  یتوال نییتع یها برا نمونه ،تیدرنهاو شد منتقل 

  ینتا تیفیکشرکت ماکروژن کر  ارسا  شدند. 

 Mega 4و  Finch TV هایافزار نرم با یتوال نییتع

موجود  یها یتوالحاصل با  یتوال ،و در ادامه یبررس

شدند و نوع  Gen Bank، BLAST ۀداد گا یژا در

 .شد میخصمخمرها در س ح گونه 

 
 PCRواکنش  مخلوط یۀته در رفته کار بهو مواد  ریادمق -0 جدو 

شد  استفاد  مواد حجم  

میکرولیتر 5/1  PCR Buffer (10X) 

میکرولیتر 5/0  MgCl2 (25 mM) 

میکرولیتر 0  dNTPs (10 mM) 

میکرولیتر 0  Primer Forward (10 pmol/μl) 

میکرولیتر 0  Primer Reverse (10 pmol/μl) 

میکرولیتر 15/0  Taq DNA Polymerase (5U/μl) 

میکرولیتر 0  Template DNA 

میکرولیتر 35/05  ddH2O 

میکرولیتر 15  Total volume 

 
 PCR واکنش انجام یبرا رفته کار به طیشرا -1 جدو 

 زمان دما مرحله

اولیه دناتوراسیون دقیقه 5  گراد درجۀ سانتی 30   

  چرخه 75) چرخه آغاز

گراد درجۀ سانتی 30 دناتوراسیون ثانیه 71   

آغازگر اتصا  دمای گراد درجۀ سانتی 52  ثانیه 05   

گراد درجۀ سانتی 31 تکثیر یقهقد 0   

چرخه ژایان  

نهایی تکثیر گراد درجۀ سانتی 31  دقیقه 5   
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 .جینتا
 بهه رو  رسوبات  یها مجموع مراحل کیت نمونهاز 

 یهها  نمونهه  یزسها  یو غنه  تیکیت ژورژل م،یکیت مستق
 مخمر یۀچهار جدا ،او ، دوم و سوم ۀمرحل یرسوبات آب

(SH002 ،SH005 ،SH007  وSH014  آمههد دسههت بههه 
خهزر، تهالاب    یایه ، دردرودیسهف  ۀبه رودخان بیترت که به
 یجداسههازمنظههور  ه. بههتعلههق داشههتند انیههلت سههدو  یانزلهه

کیههههت کیههههت   ازاز SH014و  SH002 ،SH005هههههای  هیههههجدا
 SH007  یۀیۀجداجدا  ییآگار و براآگار و براYGC   ططییم م   ییت روت روییژورژلژورژل

و و   بههرا بههرا   YPG  ططییم ههم هه  ییکیههت روکیههت روۀ نمونهه یسههاز یغنههاز 
  151151حهههههاوی حهههههاوی   آگهههههار YPG  ییسهههههپس کیهههههت رو سهههههپس کیهههههت رو 

  ییهها هها   آزمونآزمون    یینتانتا  استفاد  شد.استفاد  شد.  کلکلییکلرامفکلرامفدرلیتر درلیتر   گرمگرم  میلیمیلی
فراتهر  فراتهر    ییییااییممییوشوشییبب  ییهاها  آزمونآزمون    ییها و نتاها و نتا  یهیهجداجدا  ییییااییممییوشوشییبب

 شوند.شوند.  دید  میدید  می  00و و   77  هایهای  جدو جدو ترتیب در ترتیب در   بهبه

 
 یآب رسوبات یها هیجدا یدیکل ییایمیوشیب یها آزمون  ینتا -7 جدو 
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SH002 - - - + + + + + + - - + + + + + + + - - 
SH005 + + - + + + + + + + - + + + + + + + + - 
SH007 - + - + + + + + + + - + + + + + - + - - 
SH014 - + - + + + + + + + + + - - + + - + - - 

 
 یرسوبات آب یها هیجدافراتر  ییایمیوشیب یها آزمون  ینتا -0 جدو 

 در رشد

 های لظتغ

 قند مختلف

 
 دماهای در رشد

 مختلف

 ۀهای اولی اسیدیتهدر  رشد

 رشد م یط
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 مختلف های م یط
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+ + + + + + + + + + - - + + + + + - + + - - - SH002 

+ + + + + + + + + + - - + + + + + - + + - - - SH005 

+ + + + + + + + + + - - + + + + + + + + - - - SH007 

+ + + - + + + + + + - - + + + + + - + + - - - SH014 
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هیای   های مخمر بی کمک محرط افتراق برن جدایی

هههای  گهه اری در م ههیط از گرمخانههه ژههسآگییار:  کییروم

های مخمری با آرایش رشد متفهاوت   آگار، جدایه کروم

ها را فراهم کهرد   ظاهر شدند که امکان افتراق بین جدایه

ههای بیوشهیمیایی و    بهه نتهای  آزمهون     . باتوجهه 0)شهکل  

با  SH007رسد جدایۀ  آگار، به نظر می های کروم م یط

و  Candidaآبهی بهه    های سهبز متمایهل بهه    تیکیل کلنی

ههههای قرمهههز بهههه   بههها تیهههکیل کلنهههی  SH005جدایهههۀ 

Rhodotrull  15)شباهت داشته باشد.  

 یی  در چهیار جدا  هیا  میآنیز وجیود   یبررس جینتا.

SH002، SH005، SH007 و SH014: از کیهههههت  ژهههههس

و  مهدنظر  مهادۀ  دارای ژهیش جامد  طیم  یرو ها هیجدا

  یمهههدت مناسهههب، نتههها   یگههه اری بهههرا  گرمخانهههه

ند شهد  یبررسه  هها  میآنز نداشتنو حضور داشتنحضور

  .6-1های  و شکل 5)جدو  

هها   هیه جدا ی،کروسهکوژ یشهکل م  یبررسه  منظور هب

 یزیآم رنگبلو  لاکتوفنل با وکیت آگار  YGC یرو

 . 01-3های  ند )شکلمیاهد  شد کروسکوپیم ریزو 

جداشههد  بهها  یهههامخمر یههابی نتههای  تههوالی ۀسههیمقا

با اسهتفاد    یاطاعات ژنوم گا یژاموجود در  یها یتوال

مهدنظر بهر    یمخمرهاانجام شد و  BLASTافزار  از نرم

نتای  نیهان   .ندشد ییشناسای ژنوم یتوال ت لیلاساس 

 Candidaبا  درصد 011 زانیمبه  SH002 یۀجدادادند 

tropicalis یۀو جدا SH014 بها   درصهد  011 زانیه به م

Candida fameta دارد. یوژنیلقرابت ف 

 

 
با  ها تیژل گراد، یسانتۀ درج 71 یدر دما یگ ار ساعت گرمخانه 02از  ژس ؛آگار کروم طیم  یرو یرسوبات آب یها هیجدا یبررس -0کل ش

 طیم  در SH007 یۀجدا. SH005، D هیجدا یۀجدا :SH014، C یۀجدا  SH002، B یۀجدا. Aمتفاوت ظاهر شدند.  یها رنگرشد و  شیآرا

 آگار کروم

 
 ها هیدر جدا میآنزحضور  یفیک  یانت -5 جدو 

 جدایه نام
 شد  بررسی های آنزیم

 Dnase ژکتیناز کیتیناز لسیتیناز آمیلاز ژروتئاز لیپاز

SH002 + + + + - - + 
SH005 + + + - - - + 

SH007 + + + + - - + 

SH014 + - + + - - + 
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 از ژس روز ژن  تا دو لازیآم میآنز دیتول یبررس -1 شکل

 در شفاف ۀهال) گراد یسانت ۀدرج 71 یدما در یگ ار گرمخانه

  شد میاهد  معرف کردن اضافه از ژس مخمر یخ  کیت اطراف

 

 
 از ژس روز ژن  تا دو نازیتیلس میآنز دیتول یبررس -7 شکل

 چپ سمت تیژل) گراد یسانت ۀدرج 71 یدما در یگ ار گرمخانه

 تعلق SH005 یۀجدا به ،شد گزار  یمنف و هاله بدونکه  نییژا از

 )دارد

 

 
 از ژس روز ژن  تا دو ژروتئاز میآنز یبررس -0 شکل

 سمت یها شکل) گراد یسانت ۀدرج 71 یدما در یگ ار گرمخانه

  دهند یم نیان را ژروتئاز میآنز چپ و راست

 
 از ژس روز ژن  تا دو DNase میآنز دیتول یبررس -5 شکل

 تیژل چهار هر( گراد یسانت ۀدرج 71 یدما در یگ ار گرمخانه

 )هستند مخمر یخ  کیت اطراف در شفاف ۀهال یدارا

 

 
از  ژهههس روز ژهههن  تههها دو پهههازیل میآنهههز دیهههتول یبررسههه -6 شهههکل

 یدارا تیژل چهار هر) گراد یسانت ۀدرج 71 یدما در یگ ار نهاخگرم

 ،SH007 یۀجدا .A؛ )هستند مخمر یخ  کیت اطراف در شفاف ۀهال

Bجدایۀ . SH005، Cجدایۀ . SH002، D. جدایۀ SH014  

 

 
 آمیزی . رنگB یه،جدا یت. ژلA ؛SH002 یۀجدا یرتصو -3 شکل

 یرز ی. کلنC ،×01 نمایی بزرگ) بلو لاکتوفنلبا  یهجدا

 یومیکروسکوپاستر
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 آمیزی رنگ. B یه،جدا یت. ژلA ؛SH005 یۀجدا یرتصو -2 شکل

 یرز یکلن. C ، ×01 نمایی بزرگ) بلو لاکتوفنلبا  یهجدا

 یومیکروسکوپاستر

 

 
 آمیزی رنگ. B یه،جدا یت. ژلA ؛SH007 یۀجدا یرتصو -3 شکل

 یرز ی. کلنC ، ×01 نمایی بزرگ) بلو لاکتوفنلبا  یهجدا

 یومیکروسکوپاستر

 

 
 آمیزی . رنگBیه، جدا یتژل. A؛ SH014 یۀجدا یرتصو -01 شکل

 یهههرز یکلنهه .C، × 01 نمهههایی )بههزرگ  بلهههو لاکتوفنههل بههها  یههه جدا

 یومیکروسکوپاستر

 بحث

 یرو یعیوس های هم الع ،ریاخ یها سا  طی

اند؛   شد  مختلف انجام یها طیجداشد  از م  یمخمرها

 دارای یمخمرها ها در زمینۀ هم الع یتریب باوجوداین،

توجه  ی یم  یها کمتر به گونهاند و  بود  ییمنیأ غ ا

 مناسب یجداساز و ییشناسا منظور به  .16)شد  است 

 -یکیزیف یها یوگیدر نظر داشت و دیمخمرها با

 نییتع یبرا یشناخت بومعامل مهم  ط،یم  ییایمیش

 یها یوگیبه همرا  و یوگیو نیا ؛استنهآ ستگا یز

  .13) مخمرها نقش دارد ستگا یدر تنوع ز یا هیتغ 

بار، مخمرهایی    برای نخستین1112و همکاران ) 01وانگ

که به اثر مهاری آهن  را از آب دریا جداسازی کردند

تاکنون  شد ، بررسیمنابع  طبق.  12) مقاوم بودند

 مخمر ییو شناسا یجداسازمنظور  هب یبررس گونه چیه

نید    انجام رانیا یاهایها و در رسوبات رودخانه یرو

 را لازیآم میآنز حاضر ژووهش یها هیاست. تمام جدا

 1105و همکاران در سا   00النامانی .کردند دیتول

  جداسازی ی که آنهادادند مخمر نیانژووهیی انجام و 

 کار  ینتا.  13)را دارد توانایی استفاد  از نیاسته کردند 

 ها هیجدا از یبرخ ندداد نیان همکاران و 01کاراسکو

 حاضر قیت ق با که هستند لازیآم دیتول تقدر فاقد

 یمآنز یدقدرت تول یلبه دل تواند یم که ندارد یهمخوان

 در یا رشته یها جامد توسط قارچ یطدر م  یلازآم

استفاد   ینم قق ینا یقکه در ت ق باشد می یعما یطم 

   .71) شد  بود

را  نازیژکت میآنز ها هیتمام جدا ،حاضر ژووهش در

 یروکه   1113و همکاران ) 07لیسه ی. در بررسنداشتند

 جداشد  از کیتیدرولیه یها میمولد آنز یها قارچ

 یها میر ژاکستان انجام شد، آنزخاک د یها نمونه

شدند و نتای   یبررس نازتیو ژک لانازیژروتئاز، زا لاز،یآم
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 که طوری شتند؛ بهدا یهمخوان ژووهش حاضر های با یافته

 دیقادر به تولجدا کردند،  یی که این ژووهیگرانها هیسو

 به  1113) 05ینیمارت و 00ینیبوز.  3)نبودند  نازیژکت

 پاز،یژروتئاز، ل لاز،یآم یها میآنز یترش  تیفعال یبررس

 ییجداشد  از  یو سلولاز مخمرها نازیتیک ناز،یژکت

 ۀسیمقا .ژرداختند نیسرد شما  آرژانت یها و آب رودها

 دادحاضر نیان ژووهش با  ژووهیگران نیکار ا  ینتا

دارند؛ درنتیجه،  ینازیژکت تیجداشد  خاص یها هیسو

حاضر  های ژووهش یافتهبا های آنها  نداشتن یافته ت ابق

از مناطق سرد و  ها هیجداشدن سوعلت  به ممکن است

 و 06براندون یها ژووهشنتای  .  11)باشد  یخی

 یسلول بیرون یها میآنز یبررس از  1100) همکاران

 یو ژروتئاز مخمرها لازیآم ناز،تیاستراز، سلولاز، ژک

  یبا نتا نیدر آرژانت کیتروفگویال ۀاچیجداشد  از در

و  03ینی. کر 70)د نم ابقت دار حاضر ووهشژ

سلولاز  لاز،یآم  یمیآنز یها یررسه ب  ب1100همکاران )

 King ۀریجداشد  از خاک جز یها و ژروتئاز قارچ

Georage از جداشد  یمخمرهاند داد نیان ژرداختند و 

دارند  یپازیل و یژروتئاز ،یلازیآم تیخاص ینواح نیا

 دندار م ابقت حاضر ووهشژ  ینتا با ها که این یافته

 فیدر ط حاضردر ژووهش  شد  یبررس یها هیجدا . 71)

اسیدیتۀ توانستند  و  بودند قادر به رشد 01تا  1اسیدیتۀ 

برسانند.  3تا  6 یعنیمناسب خود  ۀرا به م دود طیم 

 ۀدر م دودحاضر  در ژووهش شد  یبررس یها هیجدا

 و کردند رشد  یخوب به گراد یسانت ۀدرج 73تا  05 ییدما

  1106و همکاران ) ایشتا های ژووهش  یبا نتا   ینتا

یی که این مخمرها که طوری شتند؛ بهم ابقت دا

دما در  و اسیدیته ت مل ییتوانا ژووهیگران جدا کردند،

 یها ژووهش  ینتا  .77)داشتند  ۀ یادشد  رام دود

 یها   که مخمرها را از آب1106وانگ و همکاران )

و  اسیدیته طیازنظر ت مل شراند، کرد یزجداسا قیعم

 . 70)د نحاضر م ابقت دار ژووهشدما با 

شههد ، شههد ،   هههای انجههامهههای انجههام  بههر اسههاس بررسههی بههر اسههاس بررسههی   گفتنههی اسههتگفتنههی اسههت

نهههازی در نهههازی در تیتیههههایی از فعالیهههت ژکتینهههازی و کی ههههایی از فعالیهههت ژکتینهههازی و کی   گهههزار گهههزار 

کهه  کهه    وجهود دارنهد  وجهود دارنهد  مخمرهای جداشهد  از منهابع مختلهف    مخمرهای جداشهد  از منهابع مختلهف    

شهد  بهر فعالیهت    شهد  بهر فعالیهت      مخمهر جداسهازی  مخمهر جداسهازی    ۀۀمن قه من قه   دهنددهند  نیان مینیان می

 تأثیرگ ار است.تأثیرگ ار است.  آنزیمی آنآنزیمی آن

 
 شده ییش اسا یها ییجدا یتوال

SH002:GGAGGAAAGGAAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAA

GCTCAAATTTGAAATCTGGCTCTTTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTG

GGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAACAGAACGTCACAGGAGAATCCCGTGCGATGAG

ATGATCCAGGCCTATGTAAAGTTCCTTCGAAGTCGGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTG

GGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGT

GATGGAAAGATGAAAAGATTTGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGC

TTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTTCTTCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTATCGG

GCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGCGTTGGAATGTGGCACGGCTTCGGTTGTGT

GTTATAGCCTTCGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGCGGTTTATACCTAGGATGT

TGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCT 

 

SH014:CGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAA

AGCTCAAATTTGAAATCCTGCGGGAATTGTAATTTGAAGGTTTCGTGGTCTGAGTCGGCCG

CGCCCAAGTCCATTGGAACATGGCGCCTGGGAGGGTGAGAGCCCCGTATGGCGCACGCCG

ACTCTTTGCACCGCGGCTCCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTA 
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