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Abstract 

Background & Objectives: The carotenoid-producing yeasts have a widespread distribiution  

worldwide. However, isolation of carotenoid-producing yeasts with valuable astaxanthin have 

been only reported from limited areas and specific habitats. The aim of this study was to apply the 

multiple polymerase chain reaction method for faster molecular screening of isolates for the yeasts 

in the exudation sap from birch trees (Betula pendula Roth.) in Alborz Province of Iran with 

astaxanthin  production capacity and toevaluate its efficiency. 

Materials & Methods: This cross-sectional study was carried out by sampling in May 2018 from 

one of the natural habitats of birch trees Batula Pendula in Alborz Province, Iran. After isolation 

of yeasts using selected media and purification of yeast colonies with various pink to red colors, 

yeasts genomic nucleic acids were extracted and molecular screening for astaxanthin-producing 

detection of isolates was performed by multiple polymerase chain reaction (Multiplex-PCR). 

Results: Out of 42 pigmented colonies during sampling and isolation in one cross-sectional study, 

23 pink to red colonies were evaluated by Multiplex-PCR method. Of these isolates, three were 

positive and the rest were negative. The results were validated by determining the ribosomal gene 

sequencing.  

Conclusion: The present study demonstrates the specificity of the multiple polymerase chain     

reaction method in fast and cost-effective molecular screening of astaxanthin-producing yeast   

isolates and the applicability of this method to study other natural habitats of these yeasts.  

Keywords: Yeast, Carotenoid, Astaxanthin, Multiple polymerase chain reaction (Multiplex-PCR), 

Birch trees.  
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 ها مجله دنیای میکروب
 9911( زمستان 54سال سیزدهم شماره چهارم )پیاپی

 951-941صفحات 

 غربالگری مولکولی مخمرهای مولد آستاگزانتین تراوشات درختان توس استان البرز

 2، جعفر همت* 2، محسن واعظ9فائزه اجرلو

 دانشجوي دكتري، سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران، پژوهشكده زيست فناوري. 1
 استاديار، سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران، پژوهشكده زيست فناوري. 2

 چکیده

باشند. در اين بین جداسازي مخمرهااي  مخمرهاي مولد كاروتنوئید داراي پراكنش وسیعي در مناطق مختلف دنیا مي  : سابقه و  هدف

اند. اين مطالعه با هدف باكاارگایاري  هاي خاص گزارش شده مولد كاروتنوئید با ارزش آستاگزانتین تنها از مناطق محدود و زيستگاه

ها با توان تولید آستاگزانتین از تراوشات درخاتاان  اي پلیمراز چندگانه براي غربالگري مولكولي سريعتر جدايه روش واكنش زنجیره

  توس استان البرز و بررسي كارآيي آن انجام شد.

هاي طبیعي درختان تاوس  از يكي از رويشگاه 1931برداري در ارديبهشت ماه  اين پژوهش بصورت مقطعي با نمونه:  ها مواد و روش

هايي باا  سازي كلني هاي انتخابي و خالص در استان البرز صورت پذيرفت. پس از جداسازي مخمرها بر روي محیط بتولا پندولاگونه 

ها از نظر قاابالایات تاولایاد  هاي متنوع صورتي تا قرمز، اسیدنوكلئیک ژنومي مخمرها استخراج و غربالگري مولكولي جدايه رنگ

 اي پلیمراز چندگانه بررسي گرديد. آستاگزانتین با واكنش زنجیره

هاي صورتي تا قرمز باا  كلني به رنگ 29برداري و جداسازي اولیه، تعداد  كلني واجد رنگدانه در هنگام نمونه 22از مجموع يافته ها: 

ها سه مورد مثبت و بقیه منفي تشخایاص داده  اي پلیمراز چندگانه مورد ارزيابي قرار گرفتند. از بین اين جدايه روش واكنش زنجیره

 با تعیین ترادف ريبوزومي تايید شد. شدند. صحت نتايج

اي پلیمراز چندگانه در غربالگري مولكولي سريع و مقرون به صارفاه  مطالعه حاضر بیانگر قابلیت روش واكنش زنجیره  گیري: نتیجه

  باشد. هاي طبیعي ديگر اين مخمرها مي هاي مخمري مولد آستاگزانتین و امكان بكارگیري اين روش براي بررسي زيستگاه جدايه

  اي پلیمراز چندگانه، درختان توس. مخمر، كاروتنوئید، آستاگزانتین، واكنش زنجیرهواژگان كلیدي: 

 193399921پذيرش مقاله:                                   19339991ويرايش مقاله:                                 193391921 دريافت مقاله:

 *( آدرس براي مكاتبه: تهران، سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران، پژوهشكده زيست فناوري. 

 mvaez@irost.irپست الكترونیک:      02115215020تلفن:  

     م دمه     

مطالعات انجام شده توسط بسیاري از محققین مشخص ناماوده 

كه مخمرها در كره حیات پراكندگاي تصاادفاي ناداشاتاه و 

هاي آنها، يكي از مشخصات ويژه  اجتماعات مخمري و زيستگاه

(. در ايان 1و 2گیرد ) ها را در بر مي اين دسته از میكروارگانیسم

بین مجموعه عوامل زيستي، شیمیايي و فیزيكي بر پراكانادگاي 

گردند تا اجتمااعاات  موفق مخمرها دخالت دارند و موجب مي

هاي مختلفي را تصرف نموده و گاه با يكديگر  مخمري زيستگاه

(. در بین اجتماعات مخمري، آنهاياي 1پوشاني داشته باشند ) هم

كه به شكل ثابت در يک زيستگاه يافت شده و جزء اساساي و 

دهاناد  لاينفک میكروبیوتاي آن جايگاه خاص را تشكایال ماي

( آن زيساتاگااه autochthonousتحت عنوان مخمرهاي بومي )

هايي كه به شكل متغیر و اتفاقي در ياک  شوند و گونه نامیده مي

شوند تحت عنوان مخمرهاي غایار باوماي        زيستگاه يافت مي

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نويسندگان محفوظ است. اين مقاله با دسترسي آزاد و تحت مجوز مالكیت خاققااناه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاري فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلي مجاز است. در فصلنامه دنیاي میكروب
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 (allochthonousنام برده مي ) ( در مبحث اكاولاوژي 1شوند .)

مخمرها، به مسائلي مانند نحوه تكثیر مخمرها در طابایاعات، 

كننده رشد مخمرهاي خاص، رقابت بایان  سوبستراهاي حمايت

هاي مختلف مخمري و نیز رقابت بیان آناهاا و ساايار  گونه

ها، اثر تركیبات شیمیايي سوبستاراهاا بار روي  میكروارگانیسم

میكروبیوتاي مخمري، ناقلین موثر بر پراكندگي ماخامارهاا در 

هااي  (. يكي از زيساتاگااه5و 1طبیعت و.... پرداخته مي شود )

مخمرها گیاهان هستند كه به سبب داشتن توانايي فتوساناتاز و 

هاي مانااساباي را باراي  ساختن بسیاري از تركیبات، زيستگاه

سازند. در بسیاري از گیاهان، پدياده  مخمرهاي مختلف مهیا مي

هاي  هاي مختلف از محل زخم ( از بخشfluxingتراوش شیره )

هاي ايجااد  ها و سوراخ ايجاد شده توسط نیش حشرات، شكاف

شده بر روي تنه آنها سبب جريان شیره آباكاي حااوي ماواد 

ها را به خاود  غذايي متنوع گرديده و بسیاري از میكروارگانیسم

نمايد. شیره درخاتاان ماعاماولا باعالات ح اور  جلب مي

ساكاريد در آنها لزج است و باه  ها و تولید پلي میكروارگانیسم

ناامایاده (  slime flux) همین علت تحت نام تراوشاات لازج 

 (.2شوند ) مي

مخمرهاي مولد كاروتنوئید آستاگزانتین تاكنون تنها مشتمل بار 

 Xanthophyllomycesدنادروروس ) گزانتوفیلومايسسگونه 

dendrorhous )  فاافایاا ردوزياماا            و فرم غیر جنسي آن باناام

  (Phaffia rhodozyma  )باشد و جداسازي آن عامادتاا از  مي

تراوشات لزج درختان توس مناطق خاصي از دنیا ماثال ژاپان، 

ها به عنوان جاياگااه  آلاسكا و روسیه انجام شده و اين زيستگاه

(. از طارفاي تاركایاباات 1اصلي اين مخمر گزارش شده اند )

شناسايي شده در اين شیره گیاهي در برابر نور ايجاد اكسایاژن 

كنند و چون اين مخامارهاا داراي  ( ميsinglet oxygenنوزاد )

يک مكانیزم دفاعي كاروتنوئیدي هستند به خنثي نمودن اكسیژن 

هاي آزاد محیاط شاده و  نوزاد و حفظ مخمر در برابر راديكال

شوناد. خاواص  موجب ح ورِ غالبِ  اين مخمر در محیط مي

اكسیداني آستاگزانتین تولیدي اين مخمر سبب جلب   سوپر آنتي

توجه ويژه به اين گونه از لحاظ صنعتاي و كاارباردي شاده    

 (.9و  1)   است

( در اياران باه .Betula pendula Rothاي ) درختان توس نقره

چند ناحیه كوچک در شاماال و شاماال غارب ماحادود      

(. در استان البرز، تنها رويشاگااه درخات تاوس 3)  گردند مي

هاياي  ( در روستاي شهرستانک در بین درهSilver birchاي ) نقره

گاردناد.  در ضلع غربي اين روستا در چند توده مشااهاده ماي

و  o11  29'درختان توس اين منطقه در طول جغرافیايي )شرقي( 

ماتار از  2202در ارتفاع   o91  22'عرض جغرافیايي )شمالي( 

(. شیره تراوش شده از اين درخاتاان 3اند ) سطح دريا واقع شده

ايِ  حاوي مواد مغذي و معدني فراواني است كه نایااز تاغاذياه

بسیاري از مخمرها به وياژه ماخامارهااي كااروتاناوئایادي       

(. هدف از اين مطالعه غربالگري ماولاكاولاي 11و 10باشد ) مي

هاي مخمري مولد كاروتنوئید آستاگزانتایان  ساده و سريع جدايه

روش  هاي مخمري خالص شده صورتي تا قرمز به  از میان كلني

 باشد. اي پلیمراز چندگانه مي واكنش زنجیره

 

 ها مواد و روش

رويشگاه درختان توس واقع در روساتااي الف( نمونه برداري: 

هااي  شهرستانک در ناحیه سردسیر با بستر سنگاي و چشاماه

برداري از شیره تراوش شاده طابایاعاي  باشد. نمونه دائمي مي

درختان و توسط سمپلر و پیپت پاستور در شاراياط ساتارون 

صورت گرفت. همچنین از تراوشات خشک شده بر روي تاناه 

بارداري  اي استريل نموناه درخت نیز با استفاده از سواپ سرپنبه

 (. 1شد )شكل 

انجام و حداكاثار  1931برداري در اواسط ارديبهشت سال  نمونه

درجه سلسیوس ثبت  22برداري  دماي روزانه منطقه هنگام نمونه

ها بر روي يخ در كمترين زمان به آزمايشگاه  گرديد. انتقال نمونه

 (.  1صورت پذيرفت )

برداري شاده، در  شیره نمونهب( كشت و جداسازي مخمرها: 

شرايط سترون در محلول بافر فسفات استريل رقیق گاردياد و 

میكرولایاتار از ايان  100هاي مختلفي از نمونه تهیه شد. رقت

بیوتیک كلرامفنایاكال  و با افزودن آنتي :991pHها با تنظیم  رقت

هاي جداسازي منااساب  ( آلمان، به محیطMerck)   شركت مرک

( Difcoشركت ديفكو ) Yeast Mold Agar)يیست مولد آگار )
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اي سركج كشت داده  آمريكا و افزوده  و با استفاده از میله شیشه

درجه سلسیوس باراي  20هاي تلقیح شده در دماي  شدند. پلیت

هاي مخمري  مدت يک هفته تا يک ماه بسته به میزان تراكم كلني

ها نگهداري شدند. در اين مادت و در صاورت  و ساير قارچ

هاي قارچي با رشد لجام گسیخاتاه، اقادام باه  ح ور میسلیوم

هاي كشت براي مادت  (. همچنین پلیت1سوزاندن آنها گرديد )

هااي  تر در دماي يخچال نگهداري گرديد و ظهور كلاناي طولاني

سازي منظم با لوپ فیلدوپاقتایان  جديد مورد بررسي و خالص

دسات  سرسوزني قرار گرفت و عموما دو مرتبه پاساژ باراي باه

آوردن كشت خالص از هر كلني مخمري جداسازي شده كفايت 

 نمود.

رنگ كلني مخمرها، شكال، قاوام، ها:  ج( غربالگري اولیه جدايه

هاي، شاخص اولیه  اندازه، حاشیه و وجود برآمدگي سطحي كلني

قرار گرفت و كلني مخمرهاي داراي رنگ صورتي تا قرمز باراي 

بررسي از نظر شناسايي مولكولي توان تولید آستاگازاناتایان در 

  سازي گرديدند. مرحله بعد، جداسازي و خالص

استخراج اسیدنوكلئیک ژنومي كلاناي ژنومي:   DNAد( استخراج 

مخمرهاي خالص شده با استفاده از ذرات شیشه و لیز قالایااياي 

استخراجي مخمرها   يDNA(. میزان كمي و كیفي 12انجام شد )

( BioTekتاک ) توسط دستگاه نانودراپ ساخت شركات بایاو

 آمريكا مشخص گرديد.

واكنش در حاجام اي پلیمراز چندگانه:  ه( اجزاي واكنش زنجیره

اساتاخاراجاي از   DNAنانوگرم  21میكرولیتر شامل  21نهايي 

 2MgCl ،2میكرومولار  1هاي خالص مخمري بعنوان الگو،  كلني

میكرومولار از دو  dNTPs ،0902 میكرومولار از هر كدام يک از

 Taqواحد آنزيم  1921پرايمر عمومي و يک پرايمر اختصاصي و 

DNA  ( پلیمراز بايولاينBioline انگلستان در بافر با غالاظات )

تهیه شد. يک كنترل مثبت از سويه مولد آستاگزاناتایان    1Xنهايي

 (DSM 5626 و دو كنترل منفي شامل كنترل منفي آب مقطر باه )

مخمرغیرمولد آستااگازاناتایان       DNAو كنترل منفي  DNA  جاي 

(PTCC 5257  وPTCC 5258( استفاده شد )19 .) 

براي تكثایار نااحایاه و( آنالیز بیوانفورماتیكي و طراحي پرايمر: 

زير واحد بازر    D1/D2جفت بازي بخش   510هدف حدود 

 F63: 5'-GCA TAT CAAريبوزومي، ابتدا پرايمرهاي عمومي 

TAA GCG GAG GAA AAG–3'  وLR3: 5'-GGT CCG 

TGT TTC AAG ACG G –3'   ( باه 11و12گزينش گرديدند .)

گزانتوفیالاوماايساس براي مخمر   XaR1دنبال پرايمر اختصاصي 

( در اين ناحیه در راستاي تفكیک از فافیا ردروزيما)   دندروروس

 (.  2و 1ديگر مخمرهاي كاروتنوئیدي طراحي شد )جدول 

 آوري  ( نمونه شیره جمع1( شیره تراوش شده بطور طبیعي از درخت 2( جنگل و درختان توس روستاي شهرستانک، 1-9هاي توس شهرستانک.  نمونه برداري از جنگل :1شكل 

 هاي قبل ( نمونه شیره درخت توس خشک شده برجا مانده از سال5شده درخت توس تراوش شده به طور طبیعي 

  منبع  ( ترادف'5-'3)  نام پرایمر

F63  GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG  02 

XaR1  GGACTTGTACACAGGCCGG  اين مطالعه  

LR3  GGTCCGTGTTTCAAGACGG  02 

 Multiplex-PCRتوالي پرايمرهاي استفاده شده در واكنش : 1جدول 

چندگانه: برنامه دمايي شامال اي پلیمراز  ز( برنامه دمايي زنجیره

  چارخاه 91درجه سلسیاوس،  31اي در  دقیقه 2يک چرخه 

  90درجاه و 12ثانیه در  21درجه،  31ثانیه در  11مشتمل بر 

درجاه سالاسایاوس    12درجه و نهايتا يک چرخه  12ثانیه در 
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دقیقه براي انجام واكنش زنجیره اي پلیاماراز در دساتاگااه  1

( ساخت كشاور هاناد Palm Cyclerسايكلر ) ترموسايكلر پالم

(. الكتروفورز محصولات تكثیر شده با روش 11و15انجام شد )

Multiplex-PCR  آگارز الكتروفاورز مشااهاده 1بر روي ژل %

يابي قطعه بزر  هدف باه  گرديد و به منظور تايید نتايج، توالي

 شركت ماكروژن كره جنوبي فرستاده شد.

( ProSeqبا استفاده از نرم افزار پروسک )ح( آنالیزهاي آماري: 

(. میزان 19نتايج خوانش بررسي و ويرايش گرديد ) 2931نسخه 

ها با توالي هاي ثبت شده در  هاي خوانش شده نمونه تشابه توالي

و تاوساط   NCBI (GenBank(هاي اطقعات ژنومي  پايگاه داده

( مقايسه و نزديک ترين سويه مارتاباط Blastنرم افزار بقست )

افازار  (. تعیین روابط فیلوژني با استفاده از نارم13تعیین گرديد )

DNAMAN  (.20مشخص شد ) 1.2.10نسخه 

پس از كشت ياک ط( آنالیز تكمیلي بررسي تولید آستاگزانتین: 

هااي  هاي با توان تولید آستاگزانتین، ديواره سالاول اي سويه هفته

ها استاخاراج    مخمري با روش شیمیايي تخريب و كاروتنوئید آن

( و سپس با استفاده از روش كروماتوگارافاي ناازک لاياه  21) 

Thin-layer chromatography (TLC)  و استانادارد مارباوطاه

 (.22تولید آستاگزانتین تايید گرديد )

 یافته ها

ها بار اسااس خصوصایات  غربالگري اولیه براي تفكیک جدايه

 جدايه 22هاي خالص شده حاكي از مجموع  شناختي كلني ريخت

 (. 1مختلف صورتي، نارنجي، قرمز داشتند )شكل 

اي پلیمراز چندگانه، تكثیر ناحیه هادف  با انجام واكنش زنجیره

در كلیه   LR3و   F63بازي توسط پرايمرهاي عمومي  510حدود 

جافات  119مخمر صورت مي پذيرد لیكن تكثیر قطعه كوچک 

تنها در مخمرهاي ماولاد   XaR1بازي توسط پرايمر اختصاصي 

شود. نتیجه ژل الكتروفورز برخي از اين  آستاگزانتین مشاهده مي

 ( آمده است.9در شكل ) Multiplex-PCRها بروش  جدايه

 آنالیز بیوانفورماتیكي طراحي پرايمر اختصاصي مخمرهاي مولد آستاگزانتین:  2جدول 

  تعداد باز جفت نشده با پرایمر  در مکان اتصال به ژن هدف XaR1میزان اختصاصیت پرایمر   نام مخمر

Xanthophyllomyces dendrorhous 
(DQ661033)  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 

Phaffia rhodozyma (AF189871)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 

Cystofilobasidium macerans 
(JF501392)  

TT . . . . . . . .C . . . . . . . .  3 

Cystobasidium pinicola (AF189949)  .TA.T .CA. . . .TG. . . .T  8 

Rhodotorula glutinis (FJ345357)  T. . .A.C . . . .CT. . . . . . 5 

Dioszegia butyracea (EU266530)   T. . .A.C . . . .CT. . . . . T 6 

Rhodosporidium toruloides 
(KT923029)  

TT. .A.C.CAC. . . . . . .T  4 

Vishniacozyma victoriae (LC203741)   . . . .A . C. C. .C. . . . . .T  5 

سیستوبازيديوم پایانایاكاولا               (  1هاي مخمري.  برخي از جدايه  كلني:  2شكل 

 (Cystobasidium pinicola ،)2  )                   سایاساتاوفایالاوباازياديام مااساراناس
 (Cystofilobasidium macerans ،)9  )                   يوساتایالاناتایالاوماا گارامایانایاس

 (Ustilentyloma graminis ،)2  )                 گاازانااتااوفاایاالااومااايسااس دناادروروس
 (Xanthophyllomyces dendrorhous ،)1  )      ردوسپوريديوبولوس كالاساتاري

 (Rhodosporidiobolus colostri ،)5  )                  ويشااناایاااكااوزياامااا كااارنساانااس

(Vishniacozyma carnescens ،)12-1 )مخمرهاي غیر كاروتنوئیدي. 
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 100( ماركر Multiplex-PCR  .M:  الكتروفورز محصولات تكثیر شده با روش 9شكل 

هاي منتخب مولد آستاگزانتیان،  ( جدايه1-9آلمان، ستون  GenONجفت بازي شركت 

( كاناتارل ماثابات 5مولد آساتااگازاناتایان  هاي منتخب غیر ( برخي جدايه1-2

( PTCC:5258ردوترولا گلوتینیاس ( كنترل منفي )1(  گزانتوفیلومايسس دندروروس) 

 (. DNA( كنترل منفي )بدون 9

ژن زير واحاد بازر    D1/D2هاي  يابي بخش بر اساس ترادف

ريبوزومي، سه جدايه در غربالگري مولكولي مثبت و بقیه منفي 

 (.2گزارش گرديدند )جدول 

 

 ردیف نام جدایه   سویه مرجع با بیشترین تطابق درصد تشابه  توان تولید آستاگزانتین

 Rhodosporidiobolus colostri CBS 100  غیر مولد آستاگزانتین

2201T  

SH789F  1 

 Rhodosporidiobolus colostri CBS 100  غیر مولد آستاگزانتین

2201T  

SH789F2 2 

 Rhodosporidiobolus colostri CBS 100  غیر مولد آستاگزانتین

2201T  

SH789F3 3 

 Rhodosporidiobolus colostri CBS 100  غیر مولد آستاگزانتین

2201T  

SH789F4 4 

 Rhodosporidiobolus colostri CBS 100  غیر مولد آستاگزانتین

2201T  

SH789F5 5 

 Rhodosporidiobolus colostri CBS 100  غیر مولد آستاگزانتین

2201T  

SH789F6 6 

 Rhodosporidiobolus colostri CBS 100  غیر مولد آستاگزانتین

2201T  

SH789F7 7 

 Rhodosporidiobolus colostri CBS 100  غیر مولد آستاگزانتین

2201T  

SH789F8 8 

 Rhodosporidiobolus colostri CBS 100  غیر مولد آستاگزانتین

2201T  

SH789F9 9 

 Xanthophyllomyces dendrorhous 99.8  مولد آستاگزانتین

CBS 6938T  

SH31B3 (G1)  10 

 Xanthophyllomyces dendrorhous 99.8  مولد آستاگزانتین

CBS 6938T  

SH31B3 (G3)  11 

 Xanthophyllomyces dendrorhous 99.8  مولد آستاگزانتین

CBS 6938T  

SH31B3 (G5)  12 

 Cystofilobasidium macerans CBS 99.7  غیر مولد آستاگزانتین

2425T  

SH25B1  13 

 Cystofilobasidium macerans CBS 99.7  غیر مولد آستاگزانتین

2425T  

SH25B2 14 

 Cystofilobasidium macerans CBS 99.7  غیر مولد آستاگزانتین

2425T  

SH25B3 15 

 Cystofilobasidium macerans CBS 99.7  غیر مولد آستاگزانتین

2425T  

SH25B4 16 

 Ustilentyloma graminis CBS 2826T  SH1C  17 99.8  غیر مولد آستاگزانتین

 Ustilentyloma graminis CBS 2826T  SH1C2 18 99.8  غیر مولد آستاگزانتین

 Cystobasidium pinicola CBS 9130T  SH1A (F31)  19 99.2  غیر مولد آستاگزانتین

 Cystobasidium pinicola CBS 9130T  SH1A2  20 99.2  غیر مولد آستاگزانتین

 Cystobasidium pinicola CBS 9130T  SH1A3 21 99.2  غیر مولد آستاگزانتین

 Vishniacozyma carnescens CBS 973T  SH24A  22 99.3  غیر مولد آستاگزانتین

 Vishniacozyma carnescens CBS 973T  SH24A  23 99.3  غیر مولد آستاگزانتین

 هاي مرجع هاي منتخب و نزديكترين سويه جدايه: 2جدول 

و    Neighbor-joiningها بااه روش درخاات فیلوژنتیااک جدايااه

رسم   DNAMANصد با استفاده از نرم افزار   Bootstrapضريب 

 (. 2شد )شكل 

زير واحد بزر  رياباوزوماي    D1/D2درخت فیلوژنتیک مربوط به بخش:  2شكل 

صد.  مخمر   Bootstrapو ضريب    Neighbor-joiningها با استفاده از روش  جدايه

آگاريكاستیلبوم پولچريمم به عنوان گروه خارجي در نظر گرفته شده است. بر مبناي 

ها متناساب اسات.  مقیاس نشان داده شده، نسبت تفاوت نوكلئوتیدي با طول شاخه

ها باه درصاد طاي صاد  ها، احتمال ظاهر شدن هر كدام از شاخه هاي گره شماره

 است.  Bootstrapتكرار

همچنین نتايج حاصل از كروماتوگرافي نازک لايه، بیانگر تاوان 

هااي قارارگافاتاه در جاناس  تولید آستاگزانتایان جاداياه

 (.1بود )شكل  گزانتوفیلومايسس

تايید توان تولید جدايه از نظر تولید آستاگزانتین بروش كرومااتاوگارافاي :  1شكل 

 Rhodotorula mucilaginosa( مخمر2( نمونه استاندارد آستاگزانتین 1نازک لايه: 

PTCC 5257 ،9)Rhodotorula glutinis PTCC 5258    هر دو غایار ماولاد

هر سه    SH31B3 (G1) ،1 )SH31B2 (G3) ،5 )SH31B (G5)(  2آستاگزانتین؛

 هاي مولد آستاگزانتین. از جدايه
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 بحث

در اين پژوهش زيستگاه بكر و خاص مخمرهاي ماوجاود در 

شیره درختان توس در منطقه تیس بیشه از روستاي شهرستاناک  

هاي اناتاخااباي  ستان البرز بررسي گرديد. با به كارگیري محیطا

 براي رشد مخمرها، غربالگري مخمرها ابتدا بر اساس رناگ و

ريخت شناسي كلني با رنگ صورتي تا قارماز و ساپاس باه 

اي پلیمراز چنادگااناه صاورت  كارگیري روش واكنش زنجیره

هاي ماخاماري  يابي تايید شد. از جنس پذيرفت و نتايج با توالي

گازاناتاوفایالاوماايساس                       صورتي تا قارماز تاناهاا جاناس 
 (Xanthophyllomyces و شكل غیر جنسي آن يعاناي )      فاافایاا 

 (Phaffiaمولد آستاگزانتین بوده و ساير جنس )  ها مشتامال بار

(،  Dioszegia) ديااوزگاایااا (، Rhodotorula) ردوتااورولا 

         ردوساپاوريادياوباولاوس(، Cystobasidium)   سیستوبازيديوم

 (Rhodosporidiobolus،) ساایااسااتااوفاایاالااوبااازيااديااوم                      

 (Cystofilobasidium ،) ردوسپوريدياوم (Rhodosporidium ،)

اساپاورودياوباولاوس                 (  Ustilentyloma) يوستایالاناتایالاوماا 
 (Sporidiobolus ،) اسپوروبولوماايساس (Sporobolomyces ،)

هااي  ( به سبب فقدان برخي ژنVishniacozyma) ويشنیاكوزيما 

   (.1مسیر بیوسنتزي، توانايي تولید آستاگزانتین را نداشتند )

( به ساباب فافیا ردوزيمامخمر گزانتوفیلومايسس دندروروس )

هاي منحصر به فرد قابلیت تمايز از نظر  دارا بودن برخي شاخص

خصوصیات فیزيولوژيكي و بیوشیمیايي را از ساير مخامارهااي 

(. 1قرمز رنگ كاروتنوئیدي غیر مولد آساتااگازاناتایان دارد )

مخمرهاي مولد آستاگزانتین تاناهاا گاروه از ماخامارهااي 

كاروتنوئیدي با توان تخمیر قند گلوكز هستند لیكن آزمون راياج 

بررسي توانايي تخمیر قند گلوكز با استفاده از روش لوله دورهام 

(. همچنین مسیر بیوسنتز  آستاگزانتیان در ايان 1زمانبر است )

مخمر مشتمل بر هر سه فرايندِ غیر اشباع شدن، حلقوي شدن و 

(. لذا به عنوان تنها مولد سااخاتاار 29باشد ) دار شدن مي اكسیژن

در بین مخمرهاي شانااخاتاه شاده، كاروتنوئیدي آستاگزانتین 

هاي مختلاف ماثال  شناسايي نوع تركیب كاروتنوئیدي به روش

( Thin-layer chromatographyكروماتوگرافي ناازک لاياه )

تواند اين نوع مخمر را از انواع غیر مولد آستاگزانتین متماياز  مي

هايي  زمانبر و پرهزينه مي باشند.  سازد در حالي كه چنین روش

خصوصیات منحصر به فرد فیزيولوژيک اين مخمر مانند عادم 

درجه سلسیوس، تاوانااياي  21توانايي رشد در دماي بالاتر از 

بیوشیمیايي تخمیر قندهاي ديگر از جمله مالتوز، ساوكاروز و 

هاي متمايز كننده اين مخمر از ساايار  رافینوز به عنوان شاخص

 (.1هايي روبرو است ) مخمرهاي كاروتنوئیدي نیز با چالش

ساختار متفاوت كاروتنوئیدي شنااسااياي  1200از میان بیش از 

منبع در سه قلمرو موجودات زنده، ساهام  120شده از بیش از 

ها در تولید آن قابل توجه بوده و به كاارگایاري  میكروارگانیسم

روش هاي ساده و مقرون به صرفه، امكان اكتشاف بیشتار ايان 

(. اين موضوع 22دسته از رنگدانه هاي طبیعي را مهیا مي سازد )

هاي درختان توس ايران و بررسي تاناوع  در خصوص رويشگاه

 (.  3میكروبي اين درختان نیازمند توجه ويژه است )

هاي آزاد و اكسیژن نوزاد در شیره درختان توس  تشكیل راديكال

در معرض نور ماوراء بنفش خورشید، اين كنام اكولاوژياک را 

مكان رقابتي براي مخمرها ساخته است. ماخامارهااي ماولاد 

كاروتنوئید به ويژه آستاگزانتین به سبب داشاتان تاركایاباات 

كاروتنوئیدي با خاصیت آنتي اكسیدانتي  قادر به رشد غالب در 

(. 21بااشاناد ) سرشار از مواد مغذي و امقح ماي  اين زيستگاه

تراوشات درختان توس به سبب ح ور كاروتناوئایاد ساوپار 

گزانتوفیلوماايساس اكسیدان يعني آستاگزانتین توسط مخمر  آنتي
(، توان مقابله با شرايط اكسیداتیاو و فافیا ردوزيما)   دندروروس

زيست اين مخمر در اين كنام اكولوژيكي را فاراهام ناماوده    

 (.21است )

هاي مخمري مولد آستاگزانتین به ندرت گزارش شاده و  سويه

گازاناتاوفایالاوماايساس گزارشات مربوط به جداسازي مخمر 

به نواحي محدود از مناطق مختلف دنیا خاقاصاه دندروروس 

اناد.  شده است كه گاه میكروبیوتاي مخمري مشتاركاي داشاتاه

( در Golubevسويه از اين مخمر توسط گلوبو ) 51جداسازي 

از درختان توس اطراف شهر مسكو همراه با برخاي  1339سال 

(. در 25مخمرهاي كاروتنوئیدي ديگر گزارش شاده اسات )
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بررسي مخمرهاي شیره درختان توس روستاي شهرستانک كاه 

( و Nahviمولكولي تاوساط ناحاوي ) به روش شناسايي غیر

هاي متناوعاي  صورت گرفته است گونه 2000همكاران در سال 

از مخمرهاي كاروتنوئیدي گزارش شده است در حاالاي كاه 

باه ساباب اناجاام  گزانتوفیلومايسس دندروسح ور مخمر 

آمیز  درجه سلسیوس موفقیت 90برداري در هواي بالاتر از  نمونه

( و Weber(. ح ور اين مخمر در مطالعه وبر )21نبوده است )

سیستوفیلوبازيديوم هاي   همراه با جنس 2005همكاران در سال 

(. جمعیت جديدي 29نیز گزارش شده است ) و سیستوبازيديوم

لیبكااياناد      2009هاي مولد آستاگزانتین در مطالعه سال  از سويه

(Libkind( و همكاران نیز گزارش شده است )23.) 

اي پلایاماراز چانادگااناه در  استفاده از روش واكنش زنجیره

غربالگري مولكولي مخمرها توسط محققین مختلاف گازارش 

(. میكروبیوتاي مخمري تراوشات گیاهان از 91و90شده است )

جمله تراوشات درختان توس تحت تاثیر عوامل زيستاي ماثال 

انتقال توسط پرندگان، حشرات و عوامل غیر زيستي از جامالاه 

گایاري  آب، هوا، دما و شرايط فصلي قرار دارند كه در شاكال

هااي  (. استفاده از روش92ها حائز اهمیت است ) تجمعات آن

غربالگري مولكولي سريع و مقرون به صرفه كارايي جاداساازي 

اين گونه مخمرها را افزايش داده و امكان افازاياش ماقایااس 

(. اين پژوهش اولین گاام 92و 99سازد ) برداري را مهیا مي نمونه

اي پلیمراز چنادگااناه، در  در به كارگیري روش واكنش زنجیره

غربالگري مولكولي مخمرهاي مولد آستاگزانتین درختان تاوس 

 گردد.  ايران محسوب مي
 

 نتیجه گیری

يابي و كروماتوگرافي ناازک  نتايج مطالعه حاضر كه توسط توالي

لايه نیز تايید گرديدند نشان داد كه به كارگیري روش واكاناش 

اي پلیمراز چندگانه در غربالگري مولكولي مخامارهااي  زنجیره

هااي فایازياولاوژياكاي و  مولد آستاگزانتین نسبت به آزماون

بیوشیمیايي داراي حساسیت و سرعت مناسب بوده و قابالایات 

هااي جادياد  افزايش مقیاس مطالعات در راستاي كشف سويه

نمايد. اين در حالاي اسات كاه ساايار  مخمري را تسهیل مي

باشناد.  بر و يا گران مي يابي، زمان هاي بیوشیمیايي و توالي آزمون

باه فارد  هاي منحاصار استفاده از اين روش با توجه به شاخص

زيستي و غیر زيستي ايران در مطالعه میكروبیوتاي مخماري از 

هاي درختان توس و مطالعه تجمعات ماخاماري  ساير رويشگاه

شكل گرفته مناطق ديگر و در مقاطع مختلف زماني و باررساي 

 گردد. هاي مولد آستاگزانتین پیشنهاد مي ح ور سويه

 

 ملاحظات اخلاقی

نويسندگان تمامي نكات اخققي شامل عدم سرقت ادبي، انتشار 

سازي را در اين مقاالاه رعاايات  ها و داده دوگانه، تحريف داده

 اند. كرده
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 تعارض منافع

 وجود ندارد.
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