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 در ريز برون كاتابوليك يآنزيمها كيفي بررسي وشاليزارهاي برنج  از مخمرها جداسازي
  Pseudozyma از جنس مخمر دو
  شقايق نصر و *صعودي محمدرضااميني،  ليلا

  صنعتي ميكروبيولوژي ملي آزمايشگاه شناسي، زيست گروه پايه، علوم دانشكده الزهرا، دانشگاهتهران، 

  9/10/92 :پذيرش تاريخ  27/1/92 :تاريخ دريافت

  چكيده

متنوع  و مراتب اكولوژيك زيستگاهها ،و گوناگوني سوبسترا يو هواز يژنكم اكس يطهمزمان شرا ايجاد دليل به برنج شاليزارهاي
در اين . آورد يفراهم م ي ريسه دارقارچها، مخمرها و باكتريهااز جمله  ميكروارگانيسم هاي مولد آنزيم يرا برا يمتعددو 

 حاويآگار  YPG و كشت در محيطو پس از غني سازي  از شاليزارطي نمونه برداري  ،مخمر جدايه 46 اي از مجموعهپژوهش، 
از نظر حضور  SA044و  SA006دو جدايه  .ي استراز و نوكلئاز بودندآنزيمهااغلب جدايه ها مولد  .آنتي بيوتيك جدا شدند

ي آنزيمهاتوليد . گرفتند قرار بررسي مورد چاهك پليتروش   به آنها برخي ازبودن  يزبرون ر همچنينو  مختلفي آنزيمها
ي كراتيناز، سلولاز، فيتاز، آنزيمهادر يك يا هر دو سويه نشان داده شد ولي توانايي توليد  پروتئاز، نوكلئاز و ليپازترشحي آميلاز، 

به ترتيب به گونه هاي  SA044و  SA006 جدايه دو. سويه ديده نشددو در هيچ يك از كيتيناز و پكتيناز   زايلاناز،
Pseudozyma antarctica  وPseudozyma aphidis تعلق داشتند. 

  بوليك، بازيديومايكوتا، سودوزيما، شاليزار، مخمركاتا يآنزيمها ترشحي، يآنزيمها: هاي كليدي واژه

 soudimr@gmail.com  :پست الكترونيكي 021-88044051)2733( :تلفن ،نويسنده مسئول *

  مقدمه
 از بخشي و هستند جايي همه هاي ميكروارگانيسم مخمرها

 مي تشكيل را طبيعي ياكوسيستمها اغلب ميكروبي فلور
، خاك مانند محيطها انواع در ها ميكروارگانيسم اين. دهند

درياچه هاي فقير، تالاب ها، رودخانه ها و يخرودها يافت 
ساكنين طبيعي سطح گياهان مي  مخمرها. )9( مي شوند

باشند، با حيوانات در ارتباط هستند و در برخي 
ي ساخته دست بشر مانند انواع غذاها نيز زيستگاهها

خصوصيات فيزيكوشيميايي محيط زيست . حضور دارند
 ميزان بنفش، ماوراء اشعه ميزان هوا، فشار ،pHمانند دما، 

ان عوامل به عنو منطقه جانوري و گياهي فلور شوري،
دارند و  تأثير هااكولوژيكي داخلي و خارجي بر روي مخمر

و رشد و بقاي  آنزيمهاتنوع، فعاليت متابوليكي، ترشح انواع 
 ترين وسيع). 4(قرار مي دهند  تأثيرمخمر را تحت 

 صنعت در مهم مخمري هاي گونه به شده انجام مطالعات
در حالي كه از نظر توليد آنزيم  شود مي مربوط شراب تهيه

زيست  ءمطالعات كمتري بر روي مخمرهاي داراي منشا
ي اخير سالهاالبته در ). 33و  7(محيطي انجام شده است 

ي محيطهامطالعات وسيعي بر روي مخمرهاي جدا شده از 
 هاي سويهمختلف انجام شده است كه هدف آن جداسازي 

به طور كلي مخمرها به علت داشتن  .مولد آنزيم بوده است
يي مانند نگهداري و كشت آسان، نيازهاي محيطي ويژگيها

، )جز در موارد خاص( باكتريهاو غذايي ساده تر نسبت به 
رسيدن به تراكم بالاي سلولي با هزينه كم و در محيط 
كشت ساده، قابليت انجام فرآيندهاي سلولي پس از ترجمه 

 در فراواني اهميت ،ويروسي DNAو فقدان اندوتوكسين و 
مانند  ييزيستگاهها داراي ايران). 16و  14( دارند صنعت



 1394، 1، شماره 28جلد                                                                       )      مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

24 

 غارها، كوهستاني، نواحيمرتفع در  قلل ،درياچه هاي شور
 هاي درياچهكويرها، شوره زارها،  يخرودها، و يخچالها

 يشگاههايو رو يكشاورز يو خاكها راديواكتيو و نمك
بررسي تنوع و . است يرانمنحصر به ا يبوم ياهانگ يعيطب

ي اكوسيستمهاو  ي بومياكوسيستمهاجمعيت ميكروبي 
و به دنبال آن بررسي تواناييهاي خاص  ساخت - انسان

ميكروارگانيسم هاي اين نواحي در حفظ ذخاير ميكروبي و 
 براي خاص تواناييهاي با بومي جديد هاي سويه يمعرف

 ميان اين در. است مفيد بسيار مختلف صنايع در كاربرد
خاك زراعي و رطوبت  بودن غني علت به برنج شاليزارهاي

گياهان علفي،  كوچك، جانورانبالاي زمين، حضور انواع 
 به مغذي و غني محيطي ها ميكروارگانيسم انواع و هاجلبك
 اكوسيستم پروژه اين در علت همين به و رود مي شمار
 هاي جدايه غربالگري منظور به برنج هاي شاليزار بومي
 گرفته قرار بررسي مورد ترشحي يآنزيمها مولد مخمر
  .است

  روشها و مواد
از برخي  مرحله دو در برداري نمونه :برداري نمونه

شاليزارهاي مسير شهرستانهاي بابل، بابلسر، آمل و 
خزانه ها ي  خاكآب و  نمونه ها از. فريدونكنار انجام شد
 از كمتر در يخ حاوي فلاسك در د ودستي جمع آوري ش

  .شد منتقل آزمايشگاه به ساعت 24

ميكروليتر از نمونه آب  100مقدار : نمونه هاي آب كشت
 بيوتيك آنتي mg/l250آگار حاوي  YPGبر روي محيط 

 72پليتها به مدت حداقل. شد داده كشت كلرامفنيكل
  .گرديدگرماگذاري درجه سانتي گراد  30ساعت در دماي 

گرم از نمونه هاي خاك  10معادل : خاك هاي نمونه كشت
ميلي ليتر محلول رينگر سوسپانسيون شد و پس از  90در 

 µl100، مقدار درجه سانتي گراد 30گرماگذاري در دماي 
 mg/l250آگار با غلظت  YPGو بر روي محيط  هبرداشت

 72پليتها به مدت حداقل. )21( شد هكلرامفنيكل كشت داد

. گرديدماگذاري گر درجه سانتي گراد 30ساعت در دماي 
ميلي ليتر  10منظور غني سازي بيشتر نمونه هاي خاك،  به

از سوسپانسيون خاك تهيه شده در محلول رينگر به محيط 
YPG  30براث افزوده و پس از دو ساعت همزني در دماي 

 كلرامفنيكلآنتي بيوتيك  به هر فلاسك، ،درجه سانتي گراد 
ساعت  4فلاسكها . شد افزوده mg/l250غلظت نهايي  با

 اينپس از . ديگر نيز در همان دما و دور اوليه همزني شد
محلول كلريد سديم (نرمال سالين  در فلاسك هر از مدت،

روي محيط  بر وتهيه شد  10- 3تا رقت  )گرم در ليتر 9
YPG  ساعت  72و به مدت  كشتآگار داراي كلرامفنيكل

پس از اين . شدگرماگذاري درجه سانتي گراد  30در دماي 
  .گرديدبررسي  هااز نظر حضور مخمر پليتها مدت،

 مخمرهايخالص  كشت: جدايه هاي مخمري نگهداري
روز به محيط غني تازه  30شده در اين پژوهش هر  جدا

)YPG نگهداريبراي  علاوه بر اين، .انتقال داده شد) آگار 
 درصد 10طولاني مدت جدايه ها از محلول آبي گليسرول 

 درجه سانتي گراد - 70در فريزر  نگهداريبراي ) 15 و 11(
درجه  4دماي  در نگهداريآب مقطر براي  همچنينو 

  ). 28( شد استفادهسانتي گراد 

 SA006در دو جدايه مخمري  آنزيمهاكيفي حضور  بررسي
 شده ذكر مخمرهاي تازه كشت از منظور بدين: SA044و 

ي جامد واجد سوبستراي آنزيمي به محيطهابر روي 
ي بررسي شده به آنزيمها. صورت نقطه اي كشت داده شد

  :شرح زير است

 چربي بدون شيرمحيط جامد واجد  از: پروتئاز آنزيم
)Skim milk( استفادهتوليد آنزيم پروتئاز  يبراي بررس 

درجه  30روز در دماي  5تا  2به مدت  پليتها .)5( شد
 اطراف در شفاف هاله مشاهده. شدگرماگذاري  سانتي گراد

 .است پروتئاز آنزيم حضور دهنده نشان كلني

 بررسي براي نشاسته واجد جامد محيطاز : آميلاز آنزيم
 5تا  2به مدت  پليتها .)19( شد استفادهتوليد آنزيم آميلاز  

 از پس. شدگرماگذاري  درجه سانتي گراد 30روز در دماي 
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 مشاهده. شد پوشانده لوگل معرف با پليت سطح مدت اين
 وجود دهنده نشان پليت رنگ بنفش زمينه در شفاف هاله
  .است آميلاز آنزيم

 Tween( 80 تويين واجد جامد محيط از: استراز آنزيم

 پليتها .)8( شد استفادهتوليد آنزيم استراز  بررسي براي)80
 درجه سانتي گراد 30روز در دماي  5تا  2به مدت 

 در رسوب مشاهده مدت اين از پس. شدگرماگذاري 
  .است استراز آنزيم حضور دهنده نشان كلني اطراف

: با استفاده از سوبستراي تانيك اسيد -الف :لاكاز آنزيم
توليد آنزيم  بررسي براي اسيد تانيك واجد جامد محيط از

روز در دماي  5تا  2به مدت  پليتها .)24( شد استفادهلاكاز 
 مدت اين از پس. شدگرماگذاري  درجه سانتي گراد 30

 نشان كلني اطرافزير و  در رنگ اي قهوه هاله مشاهده
  .است لاكاز آنزيم حضور دهنده

محيط جامد  از: با استفاده از سوبستراي گوايكول - ب
 شد استفادهآنزيم لاكاز  توليد بررسيواجد گوايكول براي 

درجه سانتي  30روز در دماي  5تا  2به مدت  پليتها .)24(
 قرمز رنگ مشاهده مدت، اين از پس. شدگرماگذاري  گراد
 آنزيم حضور دهنده نشان كلني زير و اطراف در اي قهوه تا

  .است لاكاز

محيط  از: استفاده از سوبستراي رنگي كريستال ويوله با
توليد آنزيم لاكاز  بررسيجامد واجد كريستال ويوله براي 

 30روز در دماي  5تا  2به مدت  پليتها .)1( شد استفاده
 مدت، اين از پس. شدگرماگذاري  درجه سانتي گراد

 حضور دهنده نشان كلني اطراف در شفاف هاله مشاهده
  .است رنگ تجزيه و لاكاز آنزيم

بررسي  براي فيتات سديم واجد جامد محيط از: فيتاز آنزيم
 5تا  2به مدت  پليتها .)19( شد استفادهتوليد آنزيم فيتاز 

پس از . شدگرماگذاري  درجه سانتي گراد 30روز در دماي 
 درصد 2 يآبرنگ آميزي افتراقي با محلول  ازاين مدت، 

)w/v (25/6 يومآمون يبداتمحلول آبي مول ،كبالت يدكلر 

 درصد 42/0 يومدات آموناو محلول آبي وان) w/v( درصد
)w/v ( استفاده شد)مشاهده هاله شفاف در اطراف . )2

  .است فيتاز آنزيم حضورنشان دهنده  يكلن

 براياز محيط واجد سوبستراي چربي كره : ليپاز آنزيم
 شماره استاندارد( شد استفاده ليپاز آنزيم توليد بررسي
 به پليتها ).ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسه 4779
. شد گرماگذاري درجه سانتي گراد 30 در روز 5 تا 3 مدت
 كلني اي فيروزه يا و آبي رنگ مشاهده مدت اين از پس
  .است ليپاز آنزيم حضور دهنده نشان

 براياز محيط واجد سوبستراي كراتين : كراتيناز آنزيم
 به پليتها ).17( شد استفاده كراتيناز آنزيم توليد بررسي
 گرماگذاري درجه سانتي گراد 30 دماي در روز 6 مدت
 كلني اطراف در شفاف هاله مشاهده مدت اين از پس. شد

  .است كراتيناز آنزيم حضور دهنده نشان

براي بررسي توليد  DNAاز محيط داراي : DNase آنزيم
روز  5تا  3به مدت  پليتها ).20( شد استفادهآنزيم نوكلئاز 

پس از اين . شدگرماگذاري  درجه سانتي گراد 30در دماي 
به نرمال هيدروكلريك اسيد  1مدت سطح پليت با محلول 

دقيقه، مشاهده هاله  20پس از . دقيقه پوشانده شد 20مدت 
شفاف در زمينه كدر پليت نشان دهنده حضور آنزيم 

DNase است.  

از محيط واجد سوبستراي كربوكسي متيل : سلولاز آنزيم
 ).8(شد  ستفادها سلولاز آنزيم توليدبررسي  برايسلولز 
 درجه سانتي گراد 30روز در دماي  5تا  3به مدت  پليتها

پس از اين مدت سطح پليت با معرف . شدگرماگذاري 
 1دقيقه پوشانده و پس از آن توسط  10قرمز كنگو به مدت 

 در شفاف هاله مشاهده). 36( شد شسته كلريد سديممولار 
  .است سلولاز آنزيم حضور دهنده نشان كلني اطراف

براي  زايلان سوبستراي واجد محيط از: زايلاناز آنزيم
به  پليتها .)32( شد استفادهبررسي توليد آنزيم زايلاناز  

گرماگذاري  درجه سانتي گراد 30روز در دماي  7مدت 
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پس از اين مدت سطح پليت با معرف قرمز كنگو به . شد
كلريد  مولار  1دقيقه پوشانده و پس از آن توسط  10مدت 
 كلني اطراف در شفاف هاله مشاهده). 36(شسته شد  سديم
  .است زايلاناز آنزيم حضور دهنده نشان

 بررسياز محيط واجد سوبستراي كيتين : كيتيناز آنزيم
 5تا  3به مدت  پليتها .)8( شد استفاده زاكيتين آنزيم توليد

 از پس. شدگرماگذاري  درجه سانتي گراد 30روز در دماي 
 دهنده نشان كلني اطراف در شفاف هاله مشاهده مدت اين

  .است كيتيناز آنزيم حضور

از محيط واجد سوبستراي زرده تخم مرغ : لسيتيناز آنزيم
به  پليتها .)30( شد استفاده ليپاز آنزيم توليد بررسيبراي 
گرماگذاري  درجه سانتي گراد 30روز در دماي  7مدت 

 در رنگ سفيد رسوب هاله مشاهده مدت اين از پس. شد
  .است لسيتيناز آنزيم حضور دهنده نشان كلني اطراف

براي  پكتين سوبستراي واجد محيط از :پكتيناز آنزيم
به مدت  پليتها .)29( شد استفاده ازبررسي توليد آنزيم پكتين

 پس. شدگرماگذاري  درجه سانتي گراد 30روز در دماي  5
روتنيوم  قرمز معرف آبي محلول پليت هر به مدت اين از

سپس . شدساعت اضافه  يكمدت  به) w/v( درصد 05/0
  محيط. گرفتي انجام گ بردقيقه با آب مقطر رن 30براي 
 توليد بيانگر) پكتينتجزيه ( شفاف هاله  داراي كشت
 پكتين توليد نشانه رنگ قرمز حلقه داراي طمحي و پكتيناز

  ).27و 10( است پكتيناز وجود عدم در سترازا

 - الف :آنزيمي تنوع بيشترين داراي جدايه دو شناسايي
هاي دي آزونيوم آبي، هيدروليز آزمون :شناسايي بيوشيميايي

اوره، تخمير قندها، بررسي توليد ريسه، جذب منابع كربن، 
و  01/0جذب منابع نيتروژن، مقاومت به سيكلوهگزيميد 

درصد، توليد نشاسته خارج سلولي، توليد اسيد از  1/0
، رشد در حضور درصد 1گلوكز، تحمل استيك اسيد 

درصد كلريد سديم، رشد در  15و  10، 5، 3، 1ي غلظتها
، 20، 15درصد گلوكز، رشد در دماهاي  60و  50غلظت 

هاي اوليه  pHو رشد در  درجه سانتي گراد 37و  35، 30
براي شناسايي بيوشيميايي دو  14و  12، 10، 8، 6، 4 ،2

 Kurtzman andبر اساس  SA044و  SA006جدايه برتر 

Fell 1998  وBarnett et al. 2000 25و  3( انجام شد(.  

دو جدايه برتر  DNAاستخراج : مولكولي شناسايي - ب
SA006  وSA044  شد انجامتوسط روش فنل كلروفرم 

زيرواحد بزرگ ريبوزومي بر اساس  ’5تكثير انتهاي . )38(
با استفاده از دو  Kurtzman and Robnett 1997روش 
شده  يرقطعات تكث. صورت گرفت NL4و  NL1پرايمر 

در ) w/v( درصد 2ژل آگارز  يتوسط الكتروفورز بر رو
 يديومات  يزيآم و رنگ )X)5TBE بافراز  درصد 5/0غلظت 

به عنوان  bp plusDNA Ladder 50. شد يمرئ يدبرما
  .مورد استفاده قرار گرفت ينشانگر وزن مولكول

 بررسي براي :ماكروسكوپي و ميكروسكوپي بررسي - ج
و تعيين  SA044و  SA006 مخمرهاي كلني ماكروسكوپي

 YPGي كلني، از كشت تازه مخمر بر روي محيط ويژگيها
روز  3آگار به صورت تك كلني كشت داده شد و پس از 

 از كلني ظاهر، درجه سانتي گراد 30گرماگذاري در دماي 
 توسط حاشيه و رنگ قوام، برجستگي، نظر

  ).3( شد بررسي استريوميكروسكوپ

بررسي شكل ميكروسكوپي نيز از جدايه هاي  براي
SA006  وSA044  بر روي محيطYPG بر كشت ،آگار 

درجه  30روز در دماي  3تهيه شد و به مدت  لام روي
 توسط لاملها مدت، اين از پس. شد گرماگذاري سانتي گراد

 جوانه نحوه ،سلولها شكل نظر از بلو لاكتوفنل آميزي رنگ
  .شد بررسي ريسه توليد و زني

 از استفاده با برتر جدايه دو يآنزيمها بودن ترشحي بررسي
 ودنبراي بررسي خارج سلولي ب: پليت چاهك روش
 جدايه دو آميلاز و ليپاز ،DNaseي پروتئاز، استراز، آنزيمها

  .)13( شد استفاده پليت چاهك روش از برتر

  نتايج
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به ترتيب از شاليزارهاي  SA044و  SA006جدايه  دو
و زرگرمحله در محدوده طول و عرض  رضاكلاروستاهاي 
 -'31.213°36و  '35.567°052 -'38.130°052جغرافيايي 

نمونه هاي آب خزانه و خاك  و به ترتيب از '36°36.716
از روش  SA006جداسازي جدايه  براي. شاليزار جدا شدند

آگار حاوي  YPGكشت مستقيم نمونه بر روي محيط 
mg/l250  كلرامفنيكل استفاده شد و جداسازي جدايه

SA044  از طريق غني سازي نمونه خاك در محيطYPG 
آگار حاوي  YPGبراث و سپس كشت بر روي محيط 

mg/l250 شد انجام كلرامفنيكل.  

 ترشحي و بررسي مورد يآنزيمها حضور بررسي نتايج
با استفاده از روش چاهك  موجود يآنزيمها برخي از بودن
همان طور كه مشاهده . است شده ذكر 1 جدول در ،پليت

تنوع  SA044نسبت به جدايه  SA006مي شود جدايه 
ي پروتئاز و نوكلئاز دو جدايه آنزيمها .آنزيمي بيشتري دارد

 .ترشحي است SA006جدايه  و آميلاز ليپازي آنزيمهاو 
ي استراز و آنزيمهااغلب مخمرهاي مورد بررسي مولد 

  .نوكلئاز بودند

  
  SA044و  SA006در دو جدايه  آنها و خارج سلولي بودن آنزيمهانتايج بررسي حضور  -1 جدول

پاز 
لي

ناز  
راتي

ك
لاز  

آمي
ئاز  

روت
پ

ئاز  
وكل

ن
لاز  

سلو
راز  

است
كاز  

لا
تاز  

في
لاناز  

زاي
ناز  

كيتي
ناز  

سيتي
ل

ناز  
كتي

پ
  

SA006 +s -  +s  +s  +s  -  +  +  -  -  -  +  -  

SA044  -  -  +  +s  +s -  +  -  -  -  -  +  -  

  nd  nd  4%  4%  23%  nd  23%  2%  0%  nd  nd  nd  nd آنزيم مولد هاي سويه درصدنسبت *
  است نشده بررسي: nd       ي برون ريزآنزيمها: s    شده غربال سويه 46 كلاز *
  

 بزرگ واحد زير S rDNA26از  D1/D2قطعه  يراز تكث پس
با  polymerase chain reaction(PCR( واكنش در ريبوزوم

 NL-4 پس رو  يمرو پرا NL-1رو  يشپ يمراستفاده از پرا
 هاي يهجدا DNAجفت باز از  600به طول حدود  يا قطعه

SA006 و SA044 آمده دست به يتواليها .آمد دست به 
 با مقايسه براي، Bioedit افزار نرم توسط ويرايش از پس

 ژنتيكي بانك در مخمرها ساير ريبوزومي DNA يتواليها
NCBI  وCBS،BLASTN  ازيف سيردهم براي .شدند 
نرم  ،تواليها ينا (Multiple sequence alignment) ييچندتا
نرم  فيلوژنتيكيدرخت  يمترس يو برا Clustal Wافزار 
درخت فيلوژني . گرفت مورد استفاده قرار MEGA 5افزار 

  .نشان داده شده است 1حاصل در شكل 

درصد توالي جدايه  100بررسي فيلوژني تشابه  نتايج
SA006  شاخصرا به گونه Pseudozyma antarctica 

 شاخصبه دو گونه  SA044توالي جدايه . دتأييد مي كن
Pseudozyma rugulosa  وPseudozyma aphidis 100 

 SA006 Pseudozymaجدايه هاي برتر. درصد شباهت دارد

antarctica وSA044 Pseudozyma aphidis  به ترتيب با
در  mb-nlim201034و  mb-nlim201036شماره دسترسي 

ملي ميكروبيولوژي صنعتي و با  بانك ميكروبي آزمايشگاه
ر بانك د IBRC30002و  IBRC30003شماره دسترسي 

  .ميكروبي مركز ذخاير ژنتيكي و زيستي ايران ثبت شدند
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با استفاده از  D1/D2اساس ترادف  بر Pseudozyma. Spp  هاي يهسو يگرد باSA044 و   SA006دوجدايه بين رابطه فيلوژنتيكيدرخت  -1شكل

 درصد صورت به) Bootstrap )1000 replication يزانم. دهد يباز را نشان م 641 يبرا Neighbour-joiningبا روش  MEGA5نرم افزار 
دارد و  Pseudozyma antarcticaرا نشان مي دهد كه بيشترين قرابت را با گونه  SA006جدايه  ▲نشانه  .است شده آورده شاخه هر گره در

  .مشخص مي كند Pseudozyma rugulosaو  Pseudozyma aphidisبا بيشترين قرابت به را  SA044جدايه  ■نشانه 
  

 هاي جدايهبيوشيميايي جذب منابع مختلف كربن  آزمون
مشخص شده و  2در جدول  SA044و  SA006 برتر

هر  .ارائه شده است 3تستهاي بيوشيميايي فراتر در جدول 
كه درصد تشابه ژنتيكي (خود  شاخصجدايه با گونه 

از  SA006جدايه . مقايسه شده است) بيشتري با آن دارد
 Pseudozymaنظر ژنتيكي شباهت بسيار نزديكي با گونه 

antarctica )3 ( دارد و جدايهSA044  نيز به گونه هاي
Pseudozyma aphidis  وPseudozyma rugulosa )3 (

جز در  SA044و  SA006جدايه هاي . بسيار شبيه است
برخي موارد جذب منابع كربن و رشد در حضور گلوكز 

خود شباهت  شاخصبه گونه هاي  درصد 60و  درصد 50
  .نزديكي دارند

  

   آنها شاخصمقايسه با گونه هاي  و SA006، SA044دو جدايه  توانايي جذب منابع كربن در -2جدول

  كربن منابع جذب
 تيپيك گونه و جدايه نام
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وكز

گل
    

++  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +SA006 

--  + d + + + + d d d+ + - + + + + + + v + + + +Pseudozymaantarctica 

++  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +SA044 

-+  + + + + + + + + + + + - + + + + + + d+ + + +Pseudozymaaphidis  
-+  + + + + + + + + + + + - + + + + + + d + + + +Pseudozymarugulosa  
d :گرماگذاري روز 7 از پس تاخيري مثبت  
v :متغير  
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  آنها شاخصو مقايسه با گونه هاي  SA006،SA044دو جدايه فراتر در  ي بيوشيمياييآزمونهانتايج  -3جدول 
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 دماهاي در رشد
  مختلف

  هاي اوليه محيط رشد  pHدر  رشد
  

در  رشد
 منابع جذب  NaClحضور 

  نيتروژن

C
º

37  
C

º
35  

C
º

30  
C

º
20  

C
º

15  
14  12  10  8  6  4  2  15%  
10%  
5%  
-ال

ين
ليز

ت  
تري
ني

ات  
يتر
ن

  
 تيپيك گونه و جدايه نام

  آن

-  -+-  - -  -  +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  -  +  +  + +  +  SA006 

-  ---  - -  -  v +  n n n n n n n N n -  +  +  ++  +  Pseudozymaantarctica  
-  -+-  - -  -  +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  -  +  +  + +  +  SA044 

-  --n  - -  n  n n n n n n n n n n n n  n  n  + +  +  Pseudozymaaphidis  
-  ---  + +  +  +  +  +  +  n n n n n n n -  n  n  + +  +  Pseudozymarugulosa  

n :است نشده بررسي و نيست مشخص نتيجه  

پس از كشت دو جدايه  ،شناسي ريختمنظور بررسي  به
آگار و گرماگذاري آن، كلني جدايه  YPGبر روي محيط 

از نظر برجستگي، ) 3و 2شكل ( SA044و  SA006هاي 
قوام، رنگ، حاشيه و قطر كلني توسط استريوميكروسكوپ 

، چرمي، صورتي رنگ، SA006ي جدايه كلنيها .بررسي شد
 .بود mm5/2محدب و داراي كناره هاي نامنظم و قطر آن 

تا زرد رنگ، برآمده و  ، غشايي، كرمSA044ي جدايه كلنيها
  . بود mm5/2داراي كناره هاي نامنظم و قطر آن 

  

بر روي محيط  SA044ساعته جدايه  72كلني  -2 شكل
YPG  آگار  

  

 

  

  

  

  
بر روي محيط  SA006ساعته جدايه  72كلني  -3 شكل

YPG  آگار  

بررسي شكل ميكروسكوپي نيز از جدايه هاي  براي
SA006  وSA044  بر روي محيطYPG بر كشت ،آگار 

توسط رنگ  لاملها تهيه شد و پس از گرماگذاري، لام روي
ي سلولهاداراي  SA044. دآميزي لاكتوفنل بلو بررسي ش

درشت و پلي مورفيك از بيضي كوتاه تا ميله اي، داراي 

. ذخيره دانه هاي چربي و مولد ريسه حقيقي و كاذب است
فاقد  سلولهاانجام مي شود و  قطبيجوانه زني به صورت 

ي ميله اي سلولهاداراي  SA006. توليد مثل جنسي هستند
 و است كاذب و حقيقي ريسه و چربي هاي دانه ذخيره با
 زني جوانه. دهد مي تشكيل بلاستوكنيدي موارد اغلب در
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 توليد فاقد سلولها و شود مي انجام قطبي يك صورت به
تصاوير ميكروسكوپي دو جدايه . هستند جنسي مثل

SA006  وSA044  نشان داده شده است 4در شكل.  

  

  

  

  SA006تصوير ميكروسكوپي جدايه  -  SA044تصوير ميكروسكوپي جدايه : از راست به چپ -4 شكل

  بحث
 و عمق جهت به و هستند جايي همه موجوداتي قارچها
 ميكروارگانيسم ترين مهم ءجز اكولوژيك فعاليت گستره
 طول در قارچها). 31( شوند مي محسوب يوكاريوتي هاي

 مورد صنعتي يآنزيمها مهم منبع عنوان به متمادي ساليان
 از آنزيمها اين از نيمي نيز امروزه و اند گرفته قرار استفاده
 يآنزيمها بودن سلولي خارج. آيد مي دست به قارچها
از مايع كشت  آنها از يبرخ استخراج سهولت و قارچي

 كارآيي ،قارچها فيزيولوژيك تنوع و انعطاف  ،)35(
، )GRAS( بودن ايمن موارد اغلب در و آنزيمي يسيستمها

). 18( است قارچي يآنزيمها شدن صنعتي مهم عوامل از
 اكنون ولي باشد صادق كپكها درباره اغلب گفته اين شايد

 قرار توجه كانون در مختلف دلايل به نيز مخمرها تدريج به
 سلولي تك يقارچها ءجزكه ( مخمرها امروزه. اند گرفته
 در اقتصادي، هاي جنبه و توليد حجم نظر از) هستند

 هاي ميكروارگانيسم ساير از بيوتكنولوژيك محصولات
از جمله دلايل اهميت ). 26( اند گرفته پيشي صنعتي

و  نگهداريمخمرها در توليد اين محصولات مي توان به 
كشت آسان و غير ويسكوز، نيازهاي محيطي و غذايي 

قابليت    در محيط توليد با هزينه كم،ساده، تراكم سلولي بالا
انجام فرآيندهاي پس از ترجمه، فقدان اندوتوكسين ديواره 

 اخير يسالها در ).16و  14(ويروسي اشاره نمود  DNAو 
 يمحيطها از شده جدا مخمرهاي روي بر وسيعي مطالعات

 محيطي هاي گونه به ميان دراين. است شده انجام مختلف
 هاي گونه بررسي كه حالي در  ،)7( است شده توجه كمتر

 به ميكروبي ذخاير حفظ بر علاوه تواند مي محيطي
 انواع توليد توانايي داراي بومي هاي جدايه غربالگري
به منظور ) بلكه غذا، درنه ( جديد و مختلف متابوليتهاي

 محيطي هاي گونه. بيانجامد مختلف صنايعكاربرد در 
 ءمنشا داراي هاي گونه و غذايي هاي گونه به نسبت
زيرا  دارند بيشتري تواناييهاي و تنوع انساني و حيواني

برهمكنشها و شرايط محيطي به مراتب پيچيده تر، سخت 
تعريف شده غذا و بدن مي  تر و متغيرتر از محيط تقريباً

ي طبيعي تغييرات زيادي را از نظر متغيرهاي محيطها. باشد
 تغييرات خشكي، ي،غذاي مواد فقر شوري، ميزان ،pHدما، 

. شوند مي متحمل تجزيه سخت تركيبات ورود و انساني
 در تواند مي نواحي گونه اين بررسي كه است بديهي

 يويژگيها و تواناييها با هايي ميكروارگانيسم غربالگري
 بر اخير مطالعات وجود با حتي. باشد مفيد خاص و جالب
 عنوان به متعارف غير و افراطي يمحيطها پتانسيل روي
 مفيد هاي ميكروارگانيسم جداسازي براي زيستي تنوع منبع

 تنوع و برنج شاليزارهاي روي بر بررسي هيچ كنون تا، )6(
 نگرفته انجام آن هاي ميكروارگانيسم پتانسيل و ميكروبي

 زراعي، خاك بودن غني علت به برنج شاليزارهاي. است
 مراحل در زمين شرايط تغييرات زمين، بالاي رطوبت
 كودهاي و مختلف بذرهاي از استفاده برنج، كاشت مختلف
 علفي گياهان و كوچك حيوانات انواع حضور متفاوت،
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 غربالگري براي متفاوت و مناسب محيطي تواند مي مختلف
  .باشد ترشحي يآنزيمها مولد مخمري هاي جدايه

ي جامد واجد سوبستراي آنزيمي محيطهااين بررسي از  در
. به منظور غربالگري جدايه هاي مولد آنزيم استفاده شد

استفاده از محيط جامد براي غربالگري اوليه و سريع جدايه 
در  Anagnostakisو  Hankinهاي قارچي اولين بار توسط 

از سوي ديگر كشت در محيط جامد . ارائه شد 1975سال 
ستگاه طبيعي ميكروارگانيسم به دليل شباهت به شرايط زي

روشي موثر براي غربالگري جدايه هاي مولد آنزيم و 
  ).22(معرفي شده است  متابوليتها

و  SA006جدايه هاي (جدايه بازيديوميست اين بررسي  دو
SA044  ( داشتند چه از  آنزيمهاتوانايي بيشتري در توليد

بر اساس بررسي (نظر تنوع و چه از نظر ميزان توليد 
). اهري قطر هاله به كلني در مدت زمان معين گرماگذاريظ

ي استراز، پروتئاز، آنزيمهااين دو جدايه قابليت توليد 
ليپاز را داشتند و ترشحي  و لسيتيناز، لاكاز ،DNaseآميلاز، 
دست كم  DNaseي آميلاز، پروتئاز، ليپاز و آنزيمهابودن 

در  DNaseي پروتئاز و آنزيمهاو  SA006در مورد جدايه 
  . نشان داده شد SA044جدايه 

مشخص شد كه دو  ها   يهجدا يكيژنت يياز شناسا پس
 Pseudozymaمتعلق به جنس  SA044و  SA006 يهجدا

شماره  با SA006 هيجدا يشباهت برا نيشتريب. هستند
به  درصد 100 بيبه ترت JQ650240 يدسترس

Pseudozyma antarctica به درصد 3/99 و Pseudozyma 

parantarctica در درخت  يهجدا ينا ينهمچن. بود
و مورفولوژيك قرابت  يوشيمياييب يهاآزمونو  يلوژنتيكيف

نشان  Pseudozyma antarctica يهرا با جدا تري يكنزد
 بيترت بهJQ650239 دسترسي شماره با SA044 يهجدا. داد
 ،Pseudozyma aphidisشباهت به  درصد 100 يدارا

Pseudozyma rugulosa به درصد 3/99 و Pseudozyma 

antarctica و  يلوژنتيكيدر درخت ف يهجدا ينا .بود
 Pseudozymaرا با  يي بيوشيميايي قرابت مشابهآزمونها

aphidis وPseudozym arugulosa داد و براساس  نشان
 جدايهرا با  يكتريمورفولوژيك قرابت نزد يآزمونها

Pseudozyma rugulosa تر يقدق يصتشخ جهت .داشت 
حفاظت شده لازم به  يژنها يرو سا ITS يبررس ها، يهسو

  .رسد ينظر م

 سلولي خارج تواند مي قارچها توسط شده توليد يآنزيمها
 طريق از قارچها كلي طور به. باشد ديواره به متصل يا و

 و آورند مي دست به را خود انرژي آلي تركيبات تجزيه
 است وابسته كننده تجزيه يآنزيمها توليد به آنها تغذيه

يي آنزيمهاو برخي مخمرها قادرند  كپكهابيشتر ). 12(
ترشح كنند و تركيبات خارج سلولي را تجزيه و جذب 
كنند اما به دليل اندازه بزرگ مولكولهاي آنزيم و كوچك 
بودن منافذ ديواره سلولي قارچ، امكان ترشح از طريق 

توسط  آنزيمهادر اين موجودات، . انتشار وجود ندارد
انتهاي (ي دستگاه گلژي به محل رشد سلول وزيكولها

منتقل مي شوند و به ) حل جوانه زني مخمرريسه كپك و م
ي حاوي مواد سنتز ديواره به سمت وزيكولهاهمراه ساير 

به سطح  وزيكولهادر برخي موارد اين . محل رشد مي روند
سلول منتقل و ترشح مي شوند در صورتي كه در بيشتر 
موارد متصل به ديواره باقي مي مانند مانند آنزيم 

 12(كه متصل به ديواره است  A.nigerگلوكزاكسيداز كپك 
اين پديده اولين بار در آنزيم سلولاز كلون شده در ). 23و 

ديده شد كه آنزيم از محل جوانه زني  S.cerevisiaeمخمر 
علاوه بر اين، پلي ). 12(مخمر به بيرون ترشح مي شد 

ساكاريدها و ساير ماكرومولكولها مانند پروتئين و ليپيد 
مخمرها نيستند و تنها گونه هاي  جزو سوبستراهاي رايج

 سلولي خارج هيدروليتيك يآنزيمها مخمرهامحدودي از 
با توجه به موارد ذكر شده تعداد ). 34( كنند مي توليد

ي ترشحي توليد كنند آنزيمهامحدودي از مخمرها قادرند 
و  SA006ي آميلاز و ليپاز جدايه آنزيمهااما در اين بررسي 

با استفاده  SA044و  SA006جدايه هاي  DNaseپروتئاز و 
در بيشتر . گزارش شد برون ريزاز روش چاهك پليت 

مطالعات براي بررسي ترشحي بودن آنزيم از روشهاي 
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. سنجش آنزيمي در صاف شده كشت استفاده مي شود
روش چاهك پليت يك روش ساده و ارزان براي تعيين 

و  Dingleست كه اولين بار توسط آنزيمهاترشحي بودن 
يكي از مشكلات . )13( ارائه شد 1953همكارانش در سال 

اين روش اين است كه در صورت عدم مشاهده هاله در 
اطراف چاهك نمي توان به طور قطعي غير ترشحي بودن 

اين امكان وجود دارد كه آنزيم متصل . آنزيم را گزارش كرد
ر به ديواره باشد و يا به مقدار كمي توليد شده باشد كه د

اين موارد استفاده از كيسه دياليز براي تغليظ آنزيم مشاهده 
ي استراز و آنزيمهابه همين علت . هاله را آسان تر مي كند

و نه به طور  احتمالاًلاكاز كه با اين روش جواب ندادند 
با توجه به اين كه هاله . قطعي غير ترشحي گزارش شدند

ي رشد اسلولهآنزيمي در محيط رشد مخمر و در اطراف 

 احتمالاًيافته ديده مي شد مي توان اين طور گفت كه 
. ي استراز و لاكاز جدايه ها متصل به ديواره هستندآنزيمها

مخمرها به طور طبيعي مقادير كمي پروتئين ترشح مي كنند 
 آنها ي ذاتي درپروتئينهاو تنها مثالهاي معدودي از ترشح 

و  SA006وجود دارد در حالي كه در اين بررسي دو جدايه 
SA044  آنزيمهاتوانايي بالايي در توليد و ترشح انواع 
ي ترشحي در مخمرها با پروتئينهاالبته توليد . )37( داشتند
بالا در سويه هاي دستكاري ژنتيكي شده به اثبات  كارآيي

رسيده است اما سويه هاي وحشي مانند جدايه هاي 
SA006  وSA044  با قابليت ترشح پروتئين ذاتي از اين

لحاظ و به عنوان كانديد براي توليد آنزيم بسيار با ارزش 
  .مي باشند
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Isolation of yeasts from rice farms and study of secretory enzyme 
profile in two species of the genus Pseudozyma 

Amini L., Soudi M.R. and Nasr Sh. 

National Laboratory of Industrial Microbiology (NLIM), Biology Dept., Faculty of Sciences, , Alzahra 
University, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Mixed aerobic and anoxic conditions, in addition to substrate versatility, provide a wide 
range of microhabitats and niches for a large number of microbial species including 
bacterian yeasts and filamentous fungi. Among them, study of environmental yeast 
species, especially those producing secretory catabolic enzymes, can be of a great 
importance. After enrichment of water and soil samples and their cultivation on 
antibiotic supplemented YPG Agar, 46 isolates were obtained. Most of the isolates were 
capable of producing nucleases and sterases. Using cup plate method revealed that 
strains SA044 and SA006 were able to produce the greatest number of secretory 
enzymes. Production of at least one secretory amylase, protease, nuclease and lipase 
was recorded in one or both of these isolates. Production of secretory keratinase, 
cellulose, phytase, xylanase, chitinase and pectinase was not observed. Using molecular 
approach and phenotypic examinations, the isolates SA044 and SA006 were identified 
as Pseudozyma aphidis and Pseudozyma antarctica respectively. 

Key words: Basidiomycota, catabolic enzymes, Pseudozyma, rice farm, secretory 
enzymes, yeast 

 

 


