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Background and Aims: Cyanobacteria are considered as favorable source for new 

pharmaceutical compounds. To date, the majority of bioactive metabolites isolated from 

cyanobacteria are either polyketides (PKSs) or non-ribosomal peptides. Despite of several 

worldwide studies on prevalence of PKSs, none of them included the terrestrial cyanobacteria of 

the Lavasan. Therefore, this study aimed to detectthe PKS genes and correlation of the presence 

of these genes with antimicrobial compounds synthesis. 

Materials and Methods: Morphological and molecular identification of the terrestrial strains 

was performed after culture and purification. Amplification of polyketide synthase and 

phylogenetic trees were used for phylogenetic analysis. Nucleotide and protein sequences were 

deposited in GenBank. Lastly, to show the correlation of this gene with antimicrobial compounds 

synthesis, antibiogram bioassay was used. 

Results: Phylogentic analysis revealed that most of the identified 16SrRNA genes and PKS 

domains had more than 90% similarity to their closest matches in the Gen-Bank. In addition, 

antibiogram assessment showedthe different pattern of inhibition, indicating the involvement of 

variety antimicrobial substances.  

Conclusions: According to the results of this sudy, it seems the antibiogram bioassay and 

molecular detection of polyketide synthase genes are useful techniques for the assessment of 

productive species of natural products and the possible role of polyketide synthase enzyme 

complexes in the biosynthesis of biologically active compounds. 
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 در یکروبیبا فعالیت ضدم (PKSs) سنتازکتیدهای پلیشناسایی و ارتباط ژن

 لواسان یزهای خاکسیانوباکتری 
 

 *1بهاره نوروزی ،2سپهیعباس اخوان ،1سادات حسینیرقیه
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واکتیو ی بیهاکیمتابولها منبع مطلوبی از ترکیبات دارویی جدید هستند. امروزه، بخش عمدۀ سیانوباکتری :زمینه و هدف

وسیعی  مطالعات رغمبهکتیدی، پپتیدهای غیرریبوزومی و یا هیبریدی از این دو هستند. پلی صورتبهها از سیانوباکتری جداشده

زی های خاکاز آنها شامل سیانوباکتری کدامچیه( انجام گرفته، PKSsسنتاز )کتیدی پلیهاژنکه تاکنون در زمینۀ پراکنش 

با  هاژنو بررسی همبستگی حضور این سنتاز کتیدی پلیهاژنلواسان نبوده است. به همین دلیل هدف از این مطالعه، ردیابی 

 سنتز ترکیبات ضدمیکروبی است.

 ورمنظبهی انجام گرفت. سازخالصزی بعد از کشت و ی خاکهاهیسوشناسایی مورفولوژیکی و مولکولی  :کارروش و مواد

ی نوکلئوتیدی و پروتئینی در هایتوالکتیدسنتاز و رسم درختان فیلوژنتیک استفاده شد. پلیاز تکثیر ژن آنالیزهای فیلوژنتیک، 

ی هاشیآزمابا سنتز ترکیبات ضدمیکروبی،  هاژنبستگی حضور این دادن همنشان منظوربه، تیدرنهابانک ژن ثبت شدند و 

 بیوگرام انجام گرفت.آنتی

، بیش شدهییشناسا PKSهای و دمین 16SrRNAی هاژنی فیلوژنتیک نشان داد که زهایآنالنتایج حاصل از  ها:یافته

رام، بیوگی زیستی آنتیهاشیآزمادر بانک ژن داشتند. همچنین نتایج حاصل از  هاهیسو نیترکینزددرصد شباهت را با 90از 

 ۀ مواد ضدمیکروبی متنوع است، نشان داد.دهندنشانالگوهای متفاوت ممانعت را که 

کتیدسنتاز، ممکن است تکنیک ی پلیهاژنزیستی  لیوتحلهیتجزکه  رسدیماین نتایج، به نظر  براساس :گیرینتیجه

بت فعال ی آنزیمی، در بیوسنتز ترکیهاکمپلکسۀ محصولات طبیعی و نقش احتمالی این دکنندیتولی هاگونهمفیدی برای ارزیابی 

 زیستی باشد.

 

 زی، فعالیت ضدمیکروبی(، سیانوباکترهای خاکPKSsکتیدسنتاز )ی پلیهاژن  کلمات کلیدی:

 

 دسترسی آزاد؛ کپی برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است.: مجله میکروب شناسی پزشکی ایران ©رایت کپی

 :مسئول ۀنویسند

 بهاره نوروزی

 علوم ۀدانشکد ،یشناسستیگروه ز

 واحد علوم ،ی، دانشگاه آزاد اسلام هیپا

 رانیتهران، ا قات،یو تحق

 پست الکترونیک:

 bahare77biol@yahoo.com 

مهمقد
دلیل تثبیت به )زی )اپیدافیک و اندافیکسیانوباکترهای خاک

یی هستند که امروزه هاجلبکریز نیتریکاربردو  نیترمهمازت هوا، 

، شاخۀ هاسمیکروارگانیم نیا .هستنددر بیوتکنولوژی مطرح 

های مختلف ی از موجودات با قابلیت رشد در نیچفردمنحصربه

فعال  یهابیترکمنابع مطلوبی از  عنوانبهرقابتی بوده و درنتیجه 

ی هابخشی از این پپتیدها دارای برخ .(1)شدند زیستی شناخته 

یم کتیدسنتازها سنتزشده از استات هستند که از طریق پلیمشتق

ای شدهی شناختههاکیوتیبیآنتو مسئول سنتز بسیاری از  شوند

سیلین و اریترومایسین و همچنین عوامل مانند ونکومایسین، پنی

 .(1)وسپورین، راپامایسین هستند مرحلهۀ ایمنی مانند کنندسرکوب

سیانوباکتریایی، داروهای مفید و جدیدی را ترکیبات فعال زیستی 

دگی علت پیچیسنتتیک، به صورتبه آنهاکه تولید  کنندیمفراهم 

های ثانویۀ تعداد فراوانی از متابولیتساختمانشان مشکل است. 

ی هایژگیوپپتیدها هستند. ها، پپتیدها و دپسیسیانوباکتری

یم ، پیشنهاددشدهیتولهای ثانویۀ ساختمانی متنوع در متابولیت

که این پپتیدها با ماشین ریبوزومی وابسته به اسید نوکلئیک  کند
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 یهابازدارنده. تولید این محصولات حتی در حضور شوندینمسنتز 

  .(2)، بیانگر این ادعا است RNaseریبوزومی یا 

طبیعی هستند.  از محصولاتکتیدها، گروه مهم دیگری پلی

ی چند مودوله پلی کتیدسنتازی هامیآنزاز طریق  آنهاتعداد زیادی از 

، هافرآورده. با وجود تنوع ساختمانی بسیار بالای این شوندیمسنتز 

فقط دو بلوک ساختمانی، یعنی استات و پروپیونات در سنتز پلی 

بالای ساختمانی موجود در این  تنوع کتیدها سهیم هستند.

ی هاواکنشاز طریق  ( keto) کتوی هاگروهترکیبات، با احیای 

مودول  هر .شودیمهیدروکسیلاسیون و گلیکوزیلاسیون حاصل 

 کتیدسنتاز، مسئول مشارکت یک واحد استات یا پروپیوناتپلی

ی ساختمانی هابلوککتید در حال رشد است و پلی درون زنجیرۀ 

 Aمالونیل و متیل مالونیل کوانزیم  صورتبه، شدهفعالدر اشکال 

یده کمی پیچ هامیآنزتولید محصول از طریق این  . چگونگیهستند

 و به شرح زیر است:

های ضروری و در برخی سنتاز، به دمینکتیدمودول پلی هر 

شدنی است. سه یمتقسسازی زنجیره، موارد اختیاری برای طویل

دمین ضروری شامل دمین کتوسنتاز، دمین آسیل ترانسفراز و دمین 

کتیدها با دمین آسیل پلی اول در تجمعۀ مرحل تیواستراز هستند.

که انتقال  شودیمکاتالیز ( ماندهیباق 350ترانسفرار )حدود 

 دارد. برعهده domain-ACPرا به  شدهفعالی ساختمانی هابلوک

سازی را دارد و واکنش طویل ماندهیباق 450کتوسنتاز حدود  نیدم

تقال زنجیرۀ کتیدی . واکنش با انکندیمدر سنتز پلی کتیدها کاتالیز 

پروتئین حامل آسیل یک مودول بالادست به سایت فعال دمین از 

. سپس یک واحد مالونیل متصل به پروتئین شودیمکتوسنتاز شروع 

در  تیدرنها. شودیمحامل آسیل با دمین کتوسنتاز دکربوکسیله 

 . (3) شودیمانجام  Cی فرآورده در پایانۀ آزادسازشده، دمین تیوله

داروسازی در  در صنعتها تحقیقات پیرامون سیانوباکتری

ی هابیترککه منجر به کشف  میلادی آغاز شد 1970اواخر دهۀ 

 ،HIVی، ضدسرطانی، ضد روسیضدوی هایژگیوجدید با 

ضدباکتریایی، ضدقارچی و سیتوتوکسیک در کاربردهای کلینیکی 

برای  قرنمینبیش از  که هاکیوتیبیآنتۀ گسترده از استفاد شد.

ی ریچشمگانسان و حیوان به کار رفته است، منجر به کاهش معالجۀ 

ۀ تکامل واسطبه هاکیوتیبیآنتتعداد زیادی از  ریتأثدر کارآمدی 

ی جدید هاکیوتیبیآنت، تعداد علاوهبهشده است.  هایباکترتحمل 

 رونیازای یافته است؛ ریچشمگدر دنیای امروز کاهش  شدهیمعرف

ی جدید، کیوتیبیآنتهایی با خواص وجو برای یافتن متابولیتجست

ها منابع مهمی در این میان، سیانوباکتری .(4)اهمیت خاصی دارد 

یآنت هایی هستند. بیشتر این متابولیتکیوتیبیآنتی هابیترکاز 

؛ اما ندابییمدر زیتوده سیانوباکتریایی تجمع  جداشدهی کیوتیب

توانند ها همچنین میکه سیانوباکتری دهدیمنشان  هایبررس

خود تراوش  طیمحی را به درون کیوتیبیآنتی مختلف هابیترک

 تواندیمها ی شیمیایی جدید در سیانوباکتریهابیترککشف . کنند

منجر به تکامل صنعت داروسازی شود. همچنین، تعداد فراوانی از 

ویژه عت، بهکاندیدای خوبی در کشاورزی و صن هابیترکاین 

  .(5)داروسازی هستند 

در  PKSی هاژنمطالعات بسیار در زمینۀ پراکنش  رغمبه

ی سیانوباکتریایی هاهیسواز آنها در زمینۀ  کدامچیهسراسر جهان، 

یران در ا آنهاتاکنون از منابع بیوتکنولوژی زی لواسان نبوده و خاک

ی هاکیوتیبیآنت ی شده است؛ لذا جستجو برای کشفبرداربهرهکمتر 

سنتز ترکیبات ضدمیکروبی با  PKSی هاژنجدید و بررسی حضور 

در  شدهانجامزی لواسان، جزو اولین کارهای سویۀ خاک هفتدر 

 منشأا هایی بی سیانوباکتریایی در تولید متابولیتهاهیسومعرفی 

 یهاژنی حضور آشکارسازدارویی است. در این راستا جستجو برای 

ی ضدمیکروبی، هاتیفعالبا  هاژنکتیدسنتاز و ارتباط این پلی

 اهمیت بسیاری دارد.

 هاروشمواد و 

 روش ی شده،بردارنمونهمکان موقعیت جغرافیایی 

 ی و کشتبردارنمونه

ا ت بخش فوقانی خاک مناطق مختلف لواسان ازی بردارنمونه

ی، در شرایط آورجمعبعد از  هانمونهمتری انجام شد. سانتی10عمق 

کاملا استریل به آزمایشگاه منتقل شدند. برای کشت، جداسازی و 

 ها از محیط کشت جامدی سیانوباکتریهانمونهی سازخالص

011-BG ی سیانوباکتریایی در اتاقکی با هانمونه شد. استفاده

 هیبرمتر مربع بر ثان فوتونمیکرومول  8-12روشنایی ممتد با شدت 

با  هایکلن، روز 13درجۀ سلسیوس قرار گرفتند. بعد از  25 و

 منظوربهی مختلف روی محیط کشت مشاهده شدند. هارنگ

سه تا پنج بار  آمدهدستبهی هایکلنها از ی سیانوباکتریسازخالص

اطمینان حاصل  آنهابودن کشت مجدد تهیه شد تا کاملا از خالص

یمی مولکولی، هاشیآزما برای انجامی، سازخالصشود. پس از 

اطمینان حاصل کرد. به همین دلیل  هانمونهبودن از اکزنیک ستیبا

در  نقطهنقطهصورت شده بهی آکزنیکهاکشتمقداری از نمونه

شدند. تلاش شد از تمام سطح کشت کشت  R2A محیط کشت

شده، تلقیح ی پلیتهاظرفی انجام شود. سپس بردارنمونهزنیک اگ
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مدت پنج تا هفت روز یا در دمای درجۀ سلسیوس به 22در دمای 

مدت سه روز قرار داده شد. بعد از رشد، وجود به سلسیوسدرجۀ  30

ی هانمونه تیدرنهایا نبود کلنی در اطراف هر نقطه چک شد. 

 .(6)ی مولکولی، استفاده شدند هاشیآزما منظوربهزنیک اگ

 هانمونهی مورفولوژیک هایگژیو براساسشناسایی 

وپ به کمک میکروسکها، شناسایی مورفولوژیک سیانوباکتری

میکرومتر انجام گرفت.  10نوری مجهز به میکرومتر مدرج با اندازۀ 

. شدندیمچندین نمونه باید برای شناسایی مطمئن آزمایش 

پارامترهایی  .(7)کلیدهای شناسایی انجام شد  براساسشناسایی 

ی رویشی، هتروسیست و آکینت، هاسلولمثل: طول و قطر 

 نیترکینزدمورفولوژی سلول انتهایی، مسافت بین هتروسیست و 

(، حضور یا غیاب هاسلولتعداد  عنوانبه شدهمحاسبهآکینت )

برای  هایکلنها و تجمع در های انتهایی، شکل فیلامنتهتروسیست

 .سی شدندی مورفولوژیک بررهابخش

ی سیانوباکتری هانمونهدر  PKSی حضور ژن گرغربال

 DNAاستخراج  هدف

دستبهانجام گرفت. برای  CTABبه روش  DNAاستخراج 

هم از روش کیفی به کمک لودکردن روی ژل  DNAغلظت  آوردن

 Thermo)الکتروفورز و هم به روش کمیّ به کمک دستگاه نانودراپ 

spectrophotometerScientific)   استفاده شد. کیفیت مطلوب

DNA (8) کندیمشده، کیفیت بالای باندها را تضمین استخراج. 

 16SrRNAو  PKSتکثیر ژن برای  PCRانجام واکنش 

ی مرهایپرابا استفاده از  SrRNA16برای تکثیر توالی ژن 

27Forward /149Revers   واکنشPCR  میکرولیتر،  50در حجم

 95یک،  مرحلهاست:  مرحله، شامل چهار PCRانجام شد. برنامۀ 

 سلسیوسدرجۀ  94دو،  مرحلهدقیقه؛  3مدت به سلسیوسدرجۀ 

درجۀ  72ثانیه،  45مدت به سلسیوسدرجۀ  50ثانیه،  45برای 

مدت به سلسیوسدرجۀ  72سه،  مرحلهدقیقه؛  1مدت به سلسیوس

دقیقه. تکثیر  5مدت به سلسیوسدرجۀ  22چهار،  مرحلهدقیقه؛  5

 الیگونوکلئوتیدی دژنرهبا استفاده از پرایمرهای ، PKSژن 

DKForword/DKReves  برنامۀ زمانی  .(9)(1انجام شد )جدول

چرخه برای  35و  SrRNA16چرخه برای تکثیر ژن  PCR ،25انجام 

 PKSدمین حاصل برای قطعۀ  در نظر گرفته شد.  PKSتکثیر ژن 

یابی شد. توالی 16SrRNAجفت بازی ژن  1600و  bp700تقریبا 

یاب خودکار ، از طریق توالیPCRی هافرآوردهگیری عمل ترادف

جنوبی( انجام )کره Microgeneاز سوی شرکت  Beckmanمدل 

درجۀ  95یک،  مرحله. است مرحله 4، شامل PCRگرفت. برنامۀ 

 45برای  سلسیوسدرجۀ  94دو،  مرحلهدقیقه،  3مدت به سلسیوس

 سلسیوسدرجۀ  55تا  سلسیوسدرجۀ  35ثانیه، شیب دمایی از 

 سلسیوسدرجۀ  51دمای  تیدرنهابرای دمای اتصال به کار رفت و 

 45مدت به سلسیوسدرجۀ  50مناسب، تشخیص داده شد؛ سپس 

درجۀ  72سه،  مرحلهدقیقه،  1مدت به سلسیوسدرجۀ  72ثانیه، 

 سلسیوسدرجۀ  22چهار شامل  مرحلهدقیقه و 3مدت به سلسیوس

دقیقه است. 5مدت به

 در این مطالعه شدهاستفادهی هابرنامهی هدف و هاژن. پرایمرهای الیگونوکلئوتیدی 1جدول     

 ژن توالی

27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 

149R (5'-CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT-3') 16SrRNA 

DKF(5'-GTGCCGGTNCCRTGNGYYTC-3') 

DKR(5'-GCGATGGAYCCNCARCARYG-3') PKS 

 

 ساخت درختان فیلوژنتیک و ثبت ژن

مشابه ژن  یهایبرای یافتن توالنوکلئوتید ست جستجوی بلا

16S rRNA ی هاکه در پایگاه دادهGenBank™  درNCBI  موجود

بررسی، آمده در این دستبه 16S rRNAژن توالی ، انجام شد. است

با استفاده  GeneBankشده از مشابه گرفته هاییتوالهمراه دیگر به

طور دستی در و سپس به هشد فیردهم CLUSTAL W ۀاز برنام

ادیت شدند ( 7)نسخۀ   MEGAو 7نسخۀ  BioEditۀ برنام

. حذف شد سازیفیرداز هم پس هایموجود در توال یها)شکاف

 Maximum Likelihoodدرخت فیلوژنی با استفاده از آنالیز 

تصحیحات از . انجام یک سلسله ساخته شد Joining-Neighbourو

Neighbour-ی حاصل از دو روش هایفراوانجمله ادغام و درج 

Joining  و آنالیزMaximum Likelihood  افزارنرمبا استفاده از 

Snagit Editor  ژن ( انجام گرفت. 10)نسخۀ SrRNA16

Aquifexaeolicus  9733)با کد دسترسیAJ30 عنوانبهبانک ژن  در 
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( استفاده شد. برای جلوگیری از تکOutgroupگروه خارجی )

 16SrRNA Chloroflexus,ی هایتوالی، از گروهدرونی اشاخه

aurantiacus ،Escherichia coli  وtumefaciensAgrobacterium  

 Bootstrapها با آنالیز صحت روابط بین تاکسوناستفاده شد. 

، Xنمونه تکرار انجام گرفت. جستجوی بلاست  1000از  شدهلیتشک

ی هاکه در پایگاه داده PKSمشابه ژن  یهایبرای یافتن توال

GenBank™ درNCBI  ژنی هایتوال، انجام شد. موجود است PKS 

مشابه  هاییتوالیگر همراه د به یبررسآمده در این دستبه

 فیردهم MUSCLE ۀبا استفاده از برنام GeneBankشده از گرفته

با استفاده از برنامۀ ، Tree-IQبرای ساختن درخت از برنامۀ . شدند

aximum likelihoodM  درخت با کمک برنامۀ سپس  و هشدساخته

igtreeF  .ها با آنالیز تاکسونصحت روابط بین تصحیح شد

Bootstrap  (10)نمونه تکرار انجام گرفت  1000تشکیل شده از .

موجود در سایت  ankitB افزارنرمعملیات ثبت ژن با استفاده از 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/?tool=genbank  صورت پذیرفت. برای

هفت شد، یابیتوالی ی نوکلئوتیدیهایتوالگرفتن کد دسترسی 

ی تعلق اشمارهثبت شده و به آن رمز یا  DDBJ دادهدر پایگاه سویه 

 گرفت که مخصوص آن توالی است.

 ی ضدمیکروبی با استفاده از روش انتشار رهایتأثبررسی 

ی کاغذی آغشته به عصارۀ هاسکیددر این روش از 

مطالعات  براساسدر حلال متانول که  شدهحلسیانوباکتریایی 

 عنوانبهپیشین برترین حلال در مطالعات ضدمیکروبی است، 

ی سازآمادهاستفاده شد. برای  هاقارچو  هایباکتررشد ءبازدارنده

( به کار رفت 15فاز ایستایی رشد )روز ی سیانوباکتریایی در هاعصاره

درجۀ  60در  شدهخشکتوده ستاز زی گرمیلیم 500. (11)

( گرمیلیم 100 هرکدامتقسیم شد ) هاوپیکروتیم، داخل سلسیوس

ی متریلیم5/0ی اشهیشمیلۀ  گرمیلیم 300 هرکدامو به 

(Scientific Industries0(disruptor beads,  حلال  تریلیلیمو یک

ساعت صورت گرفت تا دیوارۀ مدت نیماضافه شد. سپس ورتکس به

مدت به g000/10، کاملا از بین برود. مخلوط در هاعصارهاسکلتی 

دقیقه سانتریفیوژ شد. بخش رویی برای بررسی خواص  5

 (.11)ی شد دارنگه سلسیوسدرجۀ  4در ضدمیکروبی 

PTCC  Staphylococcus aureus)سه باکتری گرم مثبت 

1112) ،(PTCC 1015) Bacillus cereus  سه باکتری گرم

، 638sp. Enterobacterو  Escherichia coli (PTCC 1047)منفی

ی هاقارچو  Candida albilancs (ATCC 10231)یک مخمر 

 در sp Fusariumو  Aspergillus niger (ATCC 16404)پاتوژنیک 

ساعته، از 24ی هایباکتری کشت برا این بررسی استفاده شدند.

ـ هینتون آگار و برای بررسی اثر ضدقارچی،  محیط کشت مولر

ر و د خانهگرمها در تیپل محیط سابرو دکستروز آگار انتخاب شد.

و  هایباکترساعت برای  24مدت به سلسیوسدرجۀ  37دمای 

قرار  هاقارچبرای  سلسیوسدرجۀ  27ساعت در  48تا  24مدت به

گرفتند. قطر مناطق بازدارندۀ رشد شامل قطر دیسک کاغذی با 

 بیان شد. متریلیمی و با ریگاندازهکش خط

 ی آماریهاروش

ی حاصل از هاداده، آنالیزهای آماری هاشیآزماپس از انجام 

. (12)انجام شد  Excelو ( 22نسخۀ ) SPSS افزارنرمهر آزمایش با 

بین  داریمعنحاصل از نتایج سه تکرار است. تفاوت  هادادهتمام 

طرفه با حدود اطمینان شده با آنالیز واریانس یکیریگاندازهعوامل 

با آزمون توکی انجام گرفت و نتایج  هانیانگیمدرصد و مقایسۀ 95

 نشان داده شد. Excelنمودار با برنامۀ  صورتبه هاسهیمقامربوط به 

 هاافتهی

حاصل از بررسی تاکسونومی مورفولوژیکی و نتایج 

 لواسان ر خاکد موجودهای مولکولی سیانوباکتری

ده سه خانواسویۀ سیانوباکتری مختلف متعلق به  22در کل 

Nostocaceae ،Scytonemataceae  وRivulariaceae  .یافت شد

 Nostoc ،Scytonemaی مختلف هاهیسوشده شامل ی یافتهاجنس
گزارش شدند. نتایج حاصل از سه بار تکرار تکثیر ژن  Calothrixو 

PKS  نوستوکنشان داد که فقط چهار سویۀ متعلق به جنس ،

سویه دارای این ژن  22از سایتونما یۀ سو دوو  کلوتریکسیۀ سوکی

ی میکروسکوپی تهیه شد هاعکس، شدهخالصهستند. از هفت سویۀ 

فقط  16SrRNAثیر ژن(. شناسایی مولکولی با استفاده از تک1)شکل 

روی هفت سویه انجام گرفت.
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 شده در خاک لواسان.ی سیانوباکتریایی بومی یافتهاهیسوی هاشکل. 1شکل 

sp. F187 NostocG: sp. F27Nostoc sp. F25;  F: Nostoc E: sp. F16 Nostoc D: sp. F12Scytonema C: sp.Ft11ScytonemaB: sp. F6 CalothrixA: 

 

 16SrRNA نالیز درخت فیلوژنتیک ژنآنتایج حاصل از 

 شدهسویه بررسی هفت

ین روابط ب شده، هر شاخهبا توجه به درخت فیلوژنتیک ساخته

، طول شاخه. کندیها از نظر نسل یا جد )نیاکانی( را معین متاکسون

 است. درواقع، طولها نسبت به نیای مشترک بیانگر میزان تفاوت

 .دهدیداده را نشان م شاخه تعداد تغییرهایی که در یک شاخه رخ

 دهدینشان م  Maximum Likelihoodشده با روشدرخت ساخته

با   Bootstrapدرصد(99) با حمایت بالای sp.F27 Nostocۀ سوی که

یو در یک کلاد قرار م شوندیمی بندخوشه sp SN64Nostocۀ سوی

sp Nostocۀ یبا سورا بیشترین قرابت  هاین سوی ،بیان دیگر به .رندیگ

SN64  .ۀسویداردsp. F16  Nostoc یرا تشکیل م یاکلاد جداگانه

ز لحاظ ی دیگر اهاهیسوکه نشان از فاصلۀ فیلوژنتیکی بین آن و  دهد

درصد( 99) حمایت بالای با sp. F18 Nostoc 7ۀ سویتکاملی است. 

یم یبندخوشه sp BN1Nostocو  N66sp Nostocی هاهیبا سو

با حمایت  sp. F25 Nostocۀ سوی. ردیگیو در یک کلاد قرار م شوند

 یبندخوشهsp LCRSMNostoc-24105با سویهدرصد( 94) بالای

با  sp. F6  Calotrixۀسوی .رندیگیو در یک کلاد قرار م شوندیم

 Calatrixderestica با سویهدرصد( Bootstrap94 ( حمایت بالای
 ،به بیان دیگر .رندیگیو در یک کلاد قرار م شوندیمی بندخوشه
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یۀ مورد مطالعه دارای بیشترین قرابت با سو ۀسوی

Calatrixderestica یۀسو .استsp. Ft11  Scytonema  و

 Bootstrapدرصد( 99) حمایت بالای با sp. F12  Scytonemaۀسوی

 (.2د )شکل شونبندی میدر یک کلاد خوشه

 هفت سویۀ سیانوباکتری PKSژن های دمینآنالیز فیلوژنی 

الگوی  DNAاز  زیآمتیموفق طوربه PKSهای تکثیر دمین

 یهافرآورده دأییتهفت سویۀ سیانوباکتریایی انجام شد. برای 

 700یابی انجام شد. قطعۀ تقریبا ، توالیPKSدمین ۀ رشدیتکث

درخت ، 3 . شکلشد یریگترادف PKSۀ شددمین آدنیله با یلوبازیک

  Maximumو روش  IQtree serverۀرا با استفاده از برنام کیلوژنتیف

Likelihood  .شده گرفته یهایسازی توالفیردبعد از همنشان داد

شده به کمک ، درخت فیلوژنتیک رسمBLASTxاز بانک ژن با

 ا آنالیزها بصحت روابط بین تاکسونشد. تصحیح   fig treeۀبرنام

Bootstrap  اسی. مقشدنمونه تکرار انجام  1000از  شدهلیتشک 

مینه آجهش را به ازای هر وضعیت اسید 3/0شده در شکل دادهنشان

در درخت فیلوژنتیک با حمایت  شدهمطالعه یهاهی. سودهدینشان م

نام خود در یک کلاستر قرار گرفتند و این قرابت هم یهاهیبا سو ،بالا

 . دهدیفیلوژنتیک آنها را نشان م

نتایج حاصل از ثبت توالی نوکلئوتیدی و پروتئینی 

 یرشدهتکث یهاژن

هفت سویه  ۀشدیابیتوالیو پروتئینی نوکلئوتیدی  یهایتوال

( (DDBJ یهادادهدر پایگاه  PKSو 16SrRNAتوالی ژن  براساس

در بانک هرباریوم  شدهخالصی هاهیسو (.2ثبت شدند )جدول 

یمسیانوباکتریایی دانشگاه آزاد واحد علوم و تحقیقات نگهداری 

 . شوند

 

 

مورد مطالعه با  یهانمونهاست. جهش به ازای هر نوکلئوتید  05/0ۀ دهندنشان ،شده در شکلدادهمقیاس نشان. دهدیمشکل درخت فیلوژنتیک را نشان  .2شکل 

 توپور نشان داده شده است. ۀدایر
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ی مورد هانمونهاست.  نهیدآمیجهش به ازای هر اس 3/0ۀ دهندنشان ،شده در شکلمقیاس نشان داده. مورد بررسی ۀسوی هفت PKS درخت فیلوژنتیک ژن. 3شکل 

 مطالعه با رنگ متفاوت نشان داده شده است.

 

 PKSو  SrRNA16نوکلئوتیدی و پروتئینی توالی ژن  یهایتوالکدهای دسترسی  .2جدول 

 (PKSتوالی نوکلئوتیدی ) )SrRNA16توالی نوکلئوتیدی ) 

Calothrixsp.F6 MG549308.1 MG548375.1 

Scytonemasp.Ft11 MG549309.1 MG548376.1 

Scytonemasp.F12 MG549312.1 MG548378.1 

Nostoc sp. F16 MG549316.1 MG548379.1 

Nostocsp.F25 MG549317.1 MG548380.1 

Nostoc sp. F27 MG549318.1 MG548381.1 

Nostoc sp. F187 MG549311.1 MG548377.1 
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ضدباکتریایی و ضد نتایج حاصل از بررسی اثرهای 

 ی متانولی هفت سویه مورد بررسیهاعصارهقارچی 

شده نشان داد سویۀ بررسی هفت یقارچبررسی فعالیت ضد

دارای  sp. Ft11 Scytonemaو sp. F6Calothrixی هاعصارهکه فقط 

(. 4بودند )شکل  Candida albicansمقابل  در یقارچفعالیت ضد

 صورتو به متریلیبازداری شده برحسب م ۀقطر منطق

Means ± SE  نشان داده شده است. براساس نتایج ( 3در )جدول

 تفاوتنشان داده شد که زمون توکی( آ) یآمارآنالیز  آمده ازدستبه

 Candida albicansقارچی در مقابل قارچ از فعالیت ضد یداریمعن
یافت  sp. F6Calothrixو  p. Ft11ps Scytonemaدو سویه  بین

علاوه بر آن  .ی مشاهده شدداریمعن؛ اما با استاندارد تفاوت نشد

 Aspergillus nigerمقابل قارچ  هفت سویه در آمده ازدستبه ۀعصار
ل نتایج حاص. دادنثیر ضدمیکروبی نشان أتهیچ ، p.ps Fusariumو 

بازدارندگی حاصل از  ۀزمون توکی( قطر منطقآ)ی نالیز آمارآاز 

نشان داد  Staphylococcus aureusفعالیت ضدباکتریایی در مقابل 

و  sp F6 Calothrixسویۀو  F187 p.ps Nostoc ۀتنها سه سوی

sp F12Scytonema سه سویۀ باکتریال بودند. آنتی دارای خواص

اختلاف  Staphylococcus aureusباکتری  در برابرمورد آزمایش 

دارند.  داریمعنی با یکدیگر ندارند، اما با استاندارد تفاوت داریمعن

 بازدارندگی ۀزمون توکی( قطر منطقآ) ینالیز آمارآنتایج حاصل از 

نشان  pps Enterobacter. حاصل از فعالیت ضدباکتریایی در مقابل

دارای خواص  Nostocsp.F27و  Nostocsp.F25 ۀدو سوی فقط ،داد

از فعالیت  یداریضدباکتریال بودند. در این میان تفاوت معن

و  sp.F27Nostocو  sp.F25 Nostoc ۀضدباکتریایی بین دو سوی

زمون آ) ینالیز آمارآنتایج حاصل از  (.4شکل ) استاندارد یافت نشد

بازدارندگی حاصل از فعالیت ضدباکتریایی در  ۀتوکی( قطر منطق

  دو سویه فقط که نشان داد Bacillus cereusمقابل

F11 p.ps Scytonema  6وF1 p.ps Nostoc  ضدباکتریخواص 

 یهاهیبین سو یداری. در این میان تفاوت معنداشتند

 sp.F11 Scytonema 6 وF1 p.ps Nostoc  با یکدیگر و نیز دو سویه

 (.4؛ جدول 4)شکل  شدمشاهده استاندارد  با

 

 

 

 Scytonema(B) و  Calothrixsp. F6 (A)یهانمونهوجود هاله در  .4شکل 

sp. Ft11  در مقابل قارچCandida albicans ، ی هانمونهوجود هاله در

Nostocsp.F27 (C) و (D) Nostocsp.F25  در مقابلEnterobactersp ، وجود هاله

 Bacillusدر مقابل )sp.F16F (Nostocو Scytonema )Esp.F11(ی هانمونهدر 

cereus. 

  

 . شدهبررسی یهاعصارهمیزان فعالیت ضدقارچی  .3جدول       

Scytonema sp. Ft 11 Calothrix sp. F6  

1 ±0.03 1.3 ± 0.08 Candida albicans 

صورت و به متریلیبرحسب م شدهیبازدار ۀفتوتروف، قطر منطق طیدر شرا Scytonema sp. Ft11و Calothrixsp. F6 یهاعصاره یضدقارچ تیفعال

Means ± SE .نشان داده شده است 
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 . شدهبررسی یهاباکتریایی عصارهمیزان فعالیت ضد. 4جدول 

Calothrix 

F6 
Scytonema 

F11 
ScytonemaF12 

Nostoc 
F16 

Nostoc 

F25 
Nostoc 

F27 
Nostoc 
F187 

 

    1.46 ± 0.17 
1.36 ± 

0.06 
 Entrobacter 

1± 0.17  1.16 ± 0.08    1.1± 0.05 
Staphylococcus 

aureus 

 1.3 ± 0.1  1.03 ± 

0.06 
   Bacillus cereus 

 نشان داده شده است. Means ± SEصورت و به متریلیبرحسب مشده بازداری ۀقطر منطق

 گیرینتیجهو  حثب
 یهاطبیعی در ایران پژوهش یهاستمیدلیل فراوانی اکوسبه

از بین مختلف در این مناطق ضرورت دارد.  یهانهیعلمی در زم

ا دلیل همجواری بمناطق مختلف کشور، شهر لواسان به

ف ی مختلهاهیسوای کهن، با احتمال ی البرز و پیشینههاکوهرشته

در  ی از خاکبردارنمونهمنطقۀ هدف برای  عنوانبه سیانوباکتریایی،

در این تحقیق با استفاده از این محیط  این تحقیق، انتخاب شد.

 شدند.سیانوباکتر جداسازی و خالص  هفتتعداد  BG-11کشت 

ی، کیوتیبیآنتۀ ترکیبات دکنندیتولی هاژنبرای جستجوی  سپس

ی شده و برای تفسیر گرغربالفعالیت ضدمیکروبی  PKSی هاژن

از آنالیزهای بیوانفورماتیکی و رسم درختان فیلوژنتیک  هایتوال

 استفاده شد.

 1500ها اولین بار در اوایل آثار پزشکی درمانی سیانوباکتری

ع برای طب نقرس و انوا نوستوک یهاگونهقبل از میلاد با استفاده از 

، 1990 یها. بعد از آن در طول سالشدمختلف سرطان، یافت 

سیانوباکتریایی  یهاهی، جداسازی سوHawaii محققان دانشگاه

Microcystis  وspAnabaena یهاتیرا با هدف کشف فعال 

با هدف یی هاشیآزما . همچنینبیولوژیکی مختلف شروع کردند

(، AIDS) یروسیخواص ضدباکتریایی، ضدقارچی، ضدو شناسایی

ضدسرطانی، فعالیت ضدمالاریایی، فعالیت بازدارندگی پروتئازی، 

دیگر  یهاتیفعالیت سیتوتوکسیک، فعالیت ضدپروتوزوال و فعال

عنوان منابعی جدید ها به. درواقع جستجوی سیانوباکتریشدانجام 

 را برای کشف داروهای جدید گشود یا، افق تازههاکیوتیبیاز آنت

 ۀ، محدودهاسیانوباکتریفعال زیستی در  یهابیترک. (17-13)

ضدباکتریایی،  یهاتیزیستی مانند فعال یهاتیوسیعی از فعال

 در برخی مواقعو سیتوتوکسیک و  یروسیضدقارچی، ضدو

ی هایبررسهمچنین . (19،18)دارند بازدارندگی پروتئاز  یهاتیفعال

Phormidium ی هاعصارهۀ آثار ضدمیکروبی نیزم درمختلف 

Pseudoanabaen ,Oscillatoria Anabaena  و Synechocystis

anguistisima Oscillatoria وparietina Calothrix  روی

ی بسیاری در هایبررسموجودات مختلف پاتوژنیک انجام شده است. 

 Fischerella sp.،Spirulinaیهاعصارهزمینۀ آثار ضدباکتریایی 

platensis ،Anabaena variabilis ،CCC537 Nostoc sp. ،
Oscillatoria،Anabaena  ،Nostoc ،Synechocystis ،

Synechococcus  ی هاراستهی متعلق به هاگونه گریدو

Chroococales ،Pleurocapsales ،Oscilatoriales ،Nostocales  و

Stigonematales  ی هابیترکاز جمله . (26-20)انجام شده است

های به ایزونیتریل توانیمدر منابع  جداشدهضدباکتریایی 

Ambiguine ،Aoscomin،E -Comnostins A ،Norharmane ،

Lyngbyazothrins  وCarbamidocyclophanes  (.20)اشاره کرد 

ها دارای فعالیت بسیاری از پپتیدهای حلقوی سیانوباکتری

 Bو  A Kawaguchipeptins یکروبی ویژه هستند. برای مثالضدم

aeruginosa دو پپتید حلقوی با فعالیت ضدباکتریایی هستند که از 

Microcystis  رشد باکتری گرم مثبت  از و مانعجداسازی شدند

Staphylococcus aureus  1-1در غلظت μgmL نتایج . (21) شوندیم

ی جلبکی بعضی هاعصارهدر این بررسی نشان داد که  آمدهدستبه

یباکتری در برابر توجهبلدارای خواص ضدمیکروبی جا هاهیسواز 

تنوع در بودند.  هاقارچی گرم منفی و هایباکتری گرم مثبت، ها

یمسویه  هفتی هاعصارهی ضدقارچی و ضدباکتریایی هاتیفعال

ن های فعال زیستی درویبترکی رینفوذپذۀ تفاوت در واسطبه تواند

ی ریپذواکنشسیانوباکتری مورد آزمایش و همچنین تفاوت در 

 های فعالیبترکی مختلف قارچی و باکتریایی در برابر هاهیسو

که از نتایج  طورهمانزیستی موجود در عصارۀ جلبکی باشند. 

ی حاصل با یکدیگر هاعصارهپیداست، قطر مناطق بازدارندگی 

ف ی مختلهاهیسوهای ثانویه در ه و این تنوع متابولیتمتفاوت بود

 . دهدیمرا نشان 

بیوگرام و آنتی یهاشیآزما همبستگی نتایج حاصل از بررسی

 ، ارتباطشدهسیانوباکتر مطالعه سویه هفتدر  PKS یهاتکثیر ژن

با سنتز  PKSطبیعی  یهافرآورده ۀدکنندیبین حضور ژن تول
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 . دیگر محققانشدطبیعی )خواص ضدمیکروبی( اثبات  یهافرآورده

دار هتروسیست یهاهیکه سو اندنشان داده گسترده یهایبررس در

های طبیعی فعال از لحاظ ظاهرا بیشترین احتمال حضور فرآورده

، این نتیجه با نتایج حاصل از این تحقیق بیوشیمیایی را دارند

 همخوانی دارد. 

در سیانو  کتیدسنتازپلیژن  یجوومحققان بسیاری به جست

ی مختلف افزارهانرمبه کمک  هایتوال. آنالیز پرداختند هایباکتر

های مختلف سنتزکنندۀ بررسی مدول منظوربهبیوانفورماتیکی 

تا  هنیدآمیاسی سازفعالدر  هرکدامترکیبات غیرریبوزومی و نقش 

، فقط در این بررسی .(27-30)سنتز محصول انجام شد  تیدرنها

 لواسان خاکسویه سیانوباکتر  هفتدر ، PKSجفت بازی  700ناحیۀ 

 موردمطالعه در یهاهیشد. سو تکثیر دژنرهبا استفاده از پرایمرهای 

نام خود در یک هم یهاهیدرخت فیلوژنتیک با حمایت بالا با سو

. دهدینها را نشان مآقرابت فیلوژنتیک  ،کلاستر قرار گرفتند و این

تاکسونومیک را بین  یهای، وابستگPKSهای دمین یبندخوشه

سیانوباکتریایی  یهاهیها و سودر بین جنس، PKSدارای های دمین

نام در یک کلاستر با ی همهاجنسبه این معنی که . دهدینشان م

 یکدیگر قرار گرفتند.

( نشان داده شد 2005و همکاران )  Ehrenreichدر مطالعۀ 

ایی ی بیوشیمیهاتیفعالو  هاژنکه ارتباط مشخصی بین حضور این 

؛ (9) ی ثانویه وجود نداردهاکیمتابولی آنها در تولید کیوتیبیآنتو 

بودند،  PKSشده دارای ژن ی آزمایشهاهیسوی که نیمی از طوربه

هیچ قعالیت ضدمیکروبی مشخصی نداشتند. نتایج  که یحالدر 

ه شدحاصل از این تحقیق نشان داد که تمامی هفت سویۀ بررسی

و همچنین فعالیت بالقوه ضدباکتریایی و  PKSی هاژندارای 

دیگر نشان داد که دو سویه  ضینقنتایج ضدوضدقارچی بودند. 

sp. PCC7419Lyngbya  وsp. WH8904Cyanothece جود و رغمبه

ی هافرآوردهکنندۀ یرمزگذاری هاژنفعالیت عمدۀ بیولوژیکی، فاقد 

ی بیولوژیکی هاتیفعالکه  کندیمطبیعی بودند، این نتایج پیشنهاد 

 NRPSی هاژنیی غیر از هاستمیس، ممکن است توسط شدهمشاهده

 . (27)کنترل شود  PKSو 

ی هاتیفعالو  PKSی هاژننهایی روابط بین حضور  دییتأ

ی بیان ژن است تا ارتباط بین هاشیآزمابیولوژیکی، نیازمند 

ی ویژه، همچنین سیستم هاژنی بیوشیمیایی با این هاتیفعال

. در حقیقت، شناخته شوند هاژنبر بیان این  مؤثری رسانامیپ

ی هاروشی مختلف، موجب تکامل هاروشلاقیت و استفاده از خ

های فعال یبترکبری از رهآوردن حداکثر بهدستجدید برای به

ی هاقیتحقو  هایبررس اگرچه. لازم به ذکر است، شودیمزیستی 

ی هابیترکوجوی اثر بازدارندگی ۀ جستنیزم دربسیاری 

هیچ اطلاعاتی ضدمیکروبی در گذشته انجام شده است، تاکنون 

، در خاک PKSی هاژنراجع به فعالیت ضدمیکروبی و ارتباط آنها با 

این پژوهش جزو اولین  درواقعلواسان، در مراجع دردسترس نیست. 

در طول چند سال گذشته، در ایران است.  شدهانجامی هایبررس

ی هاتیفعالجداسازی چندین متابولیت متنوع و جدید با 

ی، روسیضدوی هامیآنزبیوتیکی، ی جدیدی مثل آنتیداروشناخت

ی بازدارندۀ پروتئازی هابیرکتضدسرطانی، ضدقارچی و همچنین 

 عنوانبهرا  آنهاها، اهمیت استفاده از و نظایر آن از سیانوباکتری

در صنایع داروسازی آشکارتر ساخته است. امید  باارزشموجوداتی 

است که نتایج این تحقیق نیز تا حدی توانسته باشد در راستای 

گامی  منبعی بسیار ارزشمند عنوانبهشناساندن این موجودات 

 برداشته باشد.

 سپاسگزاری
نویسندگان از تمامی کسانی که در انجام این تحقیق یاری 

 . آورندیم عملبهکمال تشکر و قدردانی را کردند 

 تعارض منافع
بین نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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