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از جداسازي شده مخمرهاي مقاوم به سيكلوهگزاميد ژنتيكي شناسايي 

  محصولات لبني سنتي
  

                    ، 2ي، مارتا تبالد2ي فراچتوي، فاب3يي باباي، مهد2سي، جوانا فل∗1 يفاطمه نجات
  4لي جلروسي، س4ي براتدي، وح4بخش ، اشكان تاج2يانيساندرا تور

  
  ي واحد شهركرد، دانشكده كشاورزيشگاه آزاد اسلام داني علمئتيعضو ه-ي مرب1

  ايتالي دانشگاه ورونا، ا،يوتكنولوژي دانشكده ب-2
  ي واحد شهركرد، دانشكده كشاورزي دانشگاه آزاد اسلامي علمئتيعضو ه-يمرب -3

   واحد شهركرد،ي دانشگاه آزاد اسلاملي فارغ التحص-4
  )8/10/92: رشيخ پذي  تار23/2/92: افتيخ دريتار(

  
  چكيده

هاي اسيد لاكتيك و  هاي همچون باكتري اي شامل ميكروارگانيسم تي داراي فلور ميكروبي بسيار پيچيدههاي سن محصولات لبني توليد شده به روش
بيوتيك  هايي حاوي آنتي هاي اسيد لاكتيك عبارت است از كشت دادن آنها در محيط كشت روش رايج براي براي شناسايي باكتري. مخمرها هستند

با اين حال، برخي از مخمرها مقاومت طبيعي و يا اكتسابي به اين . كند مرها جلوگيري ميز رشد مخه با مهار سنتز پروتئين اكسيكلوهگزاميد، 
 تلاش شد تا اين گروه از مخمرها از محصولات لبني تحقيقدر اين . كنند و بنابراين به صورت انتخابي بر روي محيط رشد ميبيوتيك نشان داده و  آنتي

 درصد 01/0 حاوي اس.آر. ام  سنتي در محيط كشتصورت شده به محصول لبني توليدنمونه  25 وربدين منظ. جداسازي و شناسايي شوند
 . برداشته شدند  مخمرها شباهت داشتندبهكه از لحاظ ظاهري كلوني  C30(، 32˚ساعت در ( 48گذاري  گرمخانه  پس ازسيكلوهگزاميد كشت داده و 

 ،جدايهاز هر  ژنومي DNAاستخراج   پس از.بودجدايه  32 مخمر درميان 19ي حضور  دهنده نشان هاي ميكروسكوپي بررسي و انجام تست كاتالاز
PCR  تكثير تصادفي قطعات به منظور DNA)RAPD-PCR( آغازگر با استفاده از M13ي درمورد خويشاوندي ژنتيكي ميان اطلاعات تا  انجام شد

 .شد براي شناسايي بيشتر نماينده مخمر به عنوان 5 منجر به انتخاب بدست آمده RAPD-PCR  بانديالگوهايمقايسه چشمي . ها بدست آيد دايهج
 . قرار گرفتنديابي تواليآناليز سازي مورد  خالص پس از PCR اختصاصي استفاده شدند و محصولات  براي تكثيرIST4 و IST1هاي آغازگردر ادامه، 

    . استبالااي با توانايي تكنولوژيكي   كه گونهدارند تعلق ماركسيانوس كلايورومايسس ونهگ به ي جدا شده همگي مخمرهانشان داد كه يابي  توالينتايج
  

  ماركسيانوس كلايورومايسس، مخمرهاي مقاوم به سيكلوهگزاميد، شناسايي ژنتيكي،  سنتيمحصولات لبني: كليد واژه گان

                                                 
  f_nejati@ag.iut.ac.ir :مسئول مكاتبات ∗
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  قدمهم -1
مخمرها يكي از اركان اصلي فلور ميكروبي محصولات غذايي 

لبني  محصولاتبرخي از در . روند راستريل به شمار ميغي
و كوميس حضور مخمرها نقش مهمي همچون نوشيدني كفير 

تحريك رشد در بهبود خصوصيات حسي محصول و همچنين 
با اين حال، در برخي از . ]1[ هاي اسيد لاكتيك دارد باكتري

، مخمرها ميكروفلور نامطلوب به شمار ديگر محصولات لبني
تعدادي مخمرها به خوبي در دماي پايين رشد كرده و  .روند مي

 قادر به شكستن لاكتوز هستند و بنابراين محصولات از آنها
همچنين . رود لبني محيط مناسبي براي رشد آنها به شمار مي

 دارند كه براي رشد  اسيديpH معمولاًت محصولااين دسته از 
هاي انجام شده  طبق بررسي. ]2[ مخمرها مطلوب است

اغلب هاي اصلي مخمرهاي آلوده كننده محصولات لبني  گونه
، 3، مايكودرما2، دباريومايسس1كانديدا هاي به جنس

   .]4- 3[  تعلق دارند5 رودوترولاو 4ساكارومايسس
حضور مخمرهاي ناخواسته اغلب مشكلاتي در محصول ايجاد 

عمر كاهش ه تنها باعث ايجاد فساد و مخمرها ناين . كند مي
 شمارش  فرايندطيشوند، بلكه  نگهداري محصول مي

 از داسازي آنهاو يا ج كتيك و آغازگرهاهاي اسيد لا باكتري
به در مورد اخير،  .دنكن  مينيز ايجاد مزاحمت محيط كشت

 از آنتيمعمولاً   در محيط كشت آنهاجلوگيري از رشدمنظور 
ين وجود برخي از ا با .شود  استفاده مي6بيوتيك سيكلوهگزاميد

   .دهند بيوتيك مقاومت نشان مي مخمرها نسبت به اين آنتي
.  نيستشايعيكلوهگزاميد در ميان مخمرها چندان ساومت به مق

پس از جداسازي  2012كورباچي و همكاران در سال 
 پنيرهاي ساخته  شده به صورت سنتيموجود در مخمرهاي 

، 7كانديدا زيلنوئيدسهاي  گونهتنها گزارش كردند كه 
قادر به  9پيچيا گويليرموندي و 8ماركسيانوس كلايورومايسس

                                                 
1. Candida 
2. Debaryomyces  
3. Mycoderma  
4. Saccharomyces  
5. Rhodotorula  
6. Cycloheximide  
7. Candida zeylanoides  
8. Kluyveromyces marxianus 

در حضور و هستند سيكلوهگزاميد  درصد 1/0حضور رشد در 
 مخمرها فوق گونهعلاوه بر  درصد سيكلوهگزاميد 01/0

 ينتايج مشابه. ]5[ ااستقادر به رشد نيز  10كانديدا همولوني
  گزارش شده است2009در سال  توسط يالسين و همكاران

]6[.           
 استفاده از براساسبه صورت سنتي شناسايي مخمرها 

بر  زمانهاي فنوتيپي است كه داراي معايبي همچون  آزمون
از سوي . ي كار زياد و تكرار پذيري كم استبودن، نياز به نيرو

 شرايطبه هاي سنتي  ده با روشدرستي نتايج بدست آمديگر، 
 . ]4[ بستگي دارد رشد مخمريولوژيكي و مرحله فيز

ر  است بتوانستههاي اخير در زمينه بيولوژي مولكولي  پيشرفت
هاي مختلفي به منظور   و روشكردهها غلبه  اين محدوديت
از . كندها معرفي  تر ميكروارگانيسم تر و دقيق شناسايي سريع

 تكثير تصادفي قطعات توان به  ميي سريع،ها ميان روش
11DNA) RAPD( ژل الكتروفورز در ميدان الكتريكي ،

هاي اختصاصي اشاره   ژنيابي توالي و )PFGE (12دار ضربان
يك   ازمعمولاًكه  RAPDروش   در اين ميان، در.كرد

 DNA كوچك براي تكثير تصادفي قطعاتي از 13آغازگر
توانايي خوبي به عنوان يك بسيار روش سريع شود،  استفاده مي

هاي نزديك به هم   ميان گونه درهاي ژنتيكي در نماياندن تفاوت
  .]8-7[ دارد

در اكثر مناطق روستايي معمولاً محصولات لبني به صورت 
توليد اين محصولات معمولاً . شود مصرف مي خانگي توليد و

آلودگي با مخمرهاي شرايط محيطي انجام گرفته كه ريسك در 
 اين تحقيق، به منظور بنابراين در .دهد مختلف را افزايش مي

اين  ،مخمرهاي مقاوم به سيكلوهگزاميدفلور ارزيابي 
هاي انجام  بنابر بررسي .مورد استفاده قرار گرفتندمحصولات 

 شناسايي در رابطه با گزارش  اولين تحقيق، اين در منابعشده
  .ان استايرژنتيكي فلور مخمري محصولات لبني 

 

                                                                       
9. Pichia guilliermondii 
10. Candida haemulonii 
11. Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
12. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 
13. Primer  
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  ها مواد و روش -2
 استفادهمواد مورد  -2-1

 ايتاليا ،بيولايف  از شركت M17 و MRSمحيط كشت هاي 
اي به منظور رشد و تكثير و نگهداري مخمره. تهيه شدند

 4( عصاره مخمر شامل YPDداسازي شده از محيط كشت ج
 گرم در 20(و گلوكز )  گرم در ليتر10(، پپتون )گرم در ليتر

. بودندليا بيولايف، ايتاشركت   كه همگي ازاستفاده شد) ليتر
 ژنتيكي ي، آگارز و مواد مورد استفاده در آناليزهايدمسيكلوهگزا

  از، مابقي مواد شيميايي.تهيه شدند  آلمان، سيگمااز 
        .استفاده شدند مرك، آلمان محصولات شركت

 جداسازي سويه هانمونه هاي لبني و  -2-2

بيست و پنج نمونه محصول لبني شامل ماست، پنير، دوغ و 
 روستاهايكشك كه به صورت خانگي تهيه شده بودند از 

مختلف استان چهار محال و بختياري در ظروف استريل جمع 
ي و بر روي يخ به آزمايشگاه دانشگاه آزاد اسلام آوري شدند

ها تا زمان كشت در يخچال  نمونه. واحد شهركرد منتقل شدند
  . نگهداري شدند
ليتر محلول   ميلي90در  گرم از هر نمونه 10، به منظور كشت

كه قبل از استفاده تا ) pH=  5/7(سديم استريل سيترات % 2
˚C 45 هاي لازم در محلول  گرم شده بود هموژن و سپس رقت

) تريپتون% 1/0كلريد سديم حاوي %  85/0(نمكي تريپتون 
يك ميلي ليتر از رقت ها،  براي تمامي نمونه. تداستريل تهيه شد

حاوي آگار  MRS  كشت در محيط به صورت پورپليت-5
 C˚ها در  كشت داده شد و پليت اميدزسيكلوهگدرصد  01/0
 يا 1 ساعت، از هر پليت 48پس از .  گذاري شدند  گرمخانه30
 مايع YPDو به محيط كشت برداشته شد  كلوني انتخاب 2

  . منتقل شدند
 و آزمون كاتالاز بر ها از نظر ميكروسكوپي بررسي شدند جدايه
هاي كاتالاز مثبت كه از نظر  جدايه. آنها انجام شدروي 

ميكروسكوپي مخمر بودن آنها تاييد شد، بر روي محيط كشت 
YPDهاي خالص با  ايزوله. سازي شدند  آگار دو بار خالص

 درجه سانتيگراد - 80 در دماي  درصد20استفاده از گليسرول 
  .نگهداري شدند

 DNAاستخراج  -2-3

هاي  آزمونمورد استفاده در  DNA يبراي تهيه ماده ژنتيك
PCR  ،25(ليتر از كشت تازه هر مخمر سانتريفيوژ شد  ميلي 

 با سرم فيزيولوژي  پلتو سپس) rpm 12000دقيقه در 
 با استفاده  ژنوميDNAاستخراج  .شسته شديك بار استريل 

  Bacterial Genomic DNA استخراج كيتاز
GeneEluentTM  )تخراج براساس  اس.انجام شد) سيگما

پس از . گرفتالعمل شركت توليد كننده كيت انجام ردستو
بررسي  استخراج مناسب و  انجاماطمينان ازبه منظور  ،استخراج
بر روي ژل استخراج شده  DNA ميكروليتر از 2، آن غلظت
 در مقايسه با ماركر  و شدت باندالكتروفورز شد %  5/1آگارز 

MassRuler  Express  Reverse  DNA  ladder  Mix 
 ژنومي DNA بيانگر استخراج مناسب )ترموساينتيفيك، ايتاليا(

   .بود

  RAPD-PCR انجام   -2-4
، ماده ها  ميان ايزولههاي ژنتيكي به منظور مشاهده تفاوت

 M13 آغازگر با استفاده از RAPD-PCRژنتيكي با روش 
(5´ GAGGGTGGCGGTTCT 3´)واكنش .  آناليز شد

 ميكرومولار 1/0 بافر، 1×يكروليتر حاوي  م20در حجم نهايي 
 dTTP ، 5/1 و dATP ،dGTP ،dCTPاز هريك از 

 1 واحد5/0، آغازگر ميكرومولار 5/2، منيزيمميكرومولار كلريد 
انجام ژنومي  DNA ميكروليتر 1 و 2تك- DNAآنزيم پليمراز 

 به مدت C 94˚ تكرار از برنامه 40شامل 3سيكل تكثير. گرفت
 دقيقه 2 به مدت C 72˚ ثانيه و 20 به مدت C 45˚ ثانيه، 20
 دقيقه و 5 به مدت C 94˚ در DNAابتدايي ذوب . بود

اين .  دقيقه انجام شد5 به مدت C 72˚  در نهايي4همانندسازي
 ، Applied Biosystem (2720ترمال سايكلر واكنش در 

بر  الكتروفورز پس از PCRمحصولات . نجام گرفتا) آلمان
                                                 
1. Unit 
2. Taq-DNA polymerase  
3. Amplification cycle  
4. Extension  
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 5/0(حاوي اتيديوم برميد ) حجمي/وزني(% 5/1 روي ژل آگارز
جداسازي  TAE× 1با استفاده از ) ميكروگرم بر ميلي ليتر

  در سيستمUVتابي پس از پرتو DNA . شدند
FireReader) UVITEC Cambrigeانگلستان ، ( 

  در پايان،.عكسبرداري شد RAPD-PCRپروفيل  مشاهده و
براي ده  بدست آمRAPD باندي هاي مقايسه الگوي

  .انجام شدبه صورت چشمي  هاي مختلف جدايه

ــام  -2-5 ــتفاده از  PCRانج ــا اس ــازگر ب  آغ
   1تعيين توالي و اختصاصي

ــور  ــدين منظـ ــاي آغازگراز بـ ــتهـ ــشت و رفـ                     ITS1 برگـ
)5´ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3´ ( وITS4 
)5´ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3´ (   اسـتفاده

 1/0  بـافر،  1 ×حاوي ميكروليتر   20  نهايي حجمواكنش در   . شد
، dTTP و   dATP  ،dGTP  ،dCTPميكرومولار از هريك از     

 ميكرومـولار از هريـك از       5/0،  منيـزيم  ميكرومولار كلريد    5/1
 ميكروليتـر   1و  تك  -DNA واحد آنزيم پليمراز     5/0 ،هاآغازگر
DNA برنامه از تكرار 35 تكثير سيكل. انجام گرفت   ژنومي  ˚C 

 بـه  C 72˚ ثانيـه و     50 به مدت    C 5/55˚ ثانيه،   50ت   به مد  94
 5 به مـدت     C 94˚ در   DNAابتدايي  ذوب  .  بود  دقيقه 1مدت  

 دقيقـه انجـام     10 به مـدت     C 72˚نهايي   دقيقه و همانندسازي    
   .شد

ــصولات  ــت  PCRمحـ ــتفاده از كيـ ــا اسـ  NucleoSpin بـ
)Macherey-Nagel شـدند و سـپس     سـازي   خالص )، آلمان   

كلـن،   (GATC Biotech توسـط شـركت   دهقطعه تكثير ش ـ
توالي گزارش شـده    در پايان، نتايج تعيين     . شديابي   توالي) آلمان

 NCBI  ژنـي  پايگـاه اطلاعات موجود در     توسط اين شركت با   
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast( شدمقايسه  .           

 

 بحثنتايج و  -3

 هاي مخمر سويه جداسازي -3-1

                                                 
1.  Sequencing  

 يـا   1 با انتخاب    ،جدايه  32 ، ساعت گرمخانه گذاري   48پس از   
  آنهـا،  در ميـان .بدسـت آمـد   ،هـر پليـت  سـطح   كلوني از   2دو  

.  و بنابراين حذف شـدند      منفي بود  جدايه 13  در واكنش كاتالاز 
از نظر  كاتالاز  باقيمانده با واكنش مثبت در آزمون           جدايه نوزده

در . به عنوان مخمر تشخيص داده شدند     و   ،ورفولوژي ارزيابي م
از آن   ،كه هريك  ي و منبع   جدايهاطلاق شده به هر      نام   1جدول  

  . شده استهد آور جداسازي شدند
  

 هاي مخمري مقاوم به سيكلوهگراميد بدست  جدايه1جدول 
  آمده از محصولات لبني سنتي

  
  RAPD-PCRآناليز  -3-2

 جدايـه  براي هر    بانديدر اين مرحله به منظور تهيه يك الگوي         
-RAPD از روش    هـا   همـه جدايـه    ميـان    هـا   و مشاهده تفاوت  

PCRــا اســتفاده از  ايــن روش، . اســتفاده شــد هــايي آغازگرب
روش  ،4(GACA) و M13 ، (GTG)5 ،(GAC)5همچــون 

آلوده كننـده  اي مخمري   ه  گونهدر ميان   تمايز  ايجاد  مفيدي براي   

  منشا جداسازي  نام جدايه  شماره
1 CY10 ستما  
2 FP101 پنير  
3 FM14 ماست  
4 AM12  ماست  
5 BY101 ماست  
6 BY104 ماست  
7 HY10 ماست  
8 DY31 ماست  
9 BY102 ماست  

10 SY1110 ماست  
11 VY112 ماست  
12 DY21 ماست  
13 DY11 ماست  
14 FD21 دوغ  
15 JP21 پنير  
16 GY101 ماست  
17 BY103 ماست  
18 GB1011 كره  
19 SP3 پنير  
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 در ايـن تحقيـق از       .]8 ;10-9[مواد غذايي گزارش شده اسـت       
   . استفاده شدM13 آغازگر

  مخمـر  19 بـراي    RAPD-PCR بانـدي  الگوهاي   1در شكل   
تكرارپـذيري الگوهـاي    . نشان داده شـده اسـت  جداسازي شده

RAPD-PCR   ها با تكرار مجدد اين      جدايهي   مشاهده شده برا
  . آناليز بررسي و تفاوت قابل توجهي در الگوها مشاهده نشد

بـه  هـا     بدست امده براي تمـامي جدايـه      باندي  مقايسه الگوهاي   
 مـشاهده    1 در شـكل     همانطور كـه  . صورت چشمي انجام شد   

با يكديگر   زيادي   تفاوتها    جدايه اكثر    در بانديشود الگوي     مي
مخمرهاي جدا   تنوع بالايي در ميان      شود   بيني مي  پيشد و   ندارن

 داراي  CY10 و   FD21 جدايـه دو  .  وجود نداشته باشـد    شده
 در   كه تقريباً  bp 1200 بودند و باند     bp 500دو باند در حدود     

ايـن دو   الگـوي ژنتيكـي     هاي ديگر مشاهده شـد در        جدايههمه  
 ،FP101   ، BY101،BY104، DY31 .سويه وجود نداشت  

DY11 اي دو باند در حدود      دارbp 500        و يـك بانـد در bp 
  هــايجدايــه .هــستند bp 100و يــك بانــد در حــدود  1200

FM14، AM12     ، HY10     ، BY102     ، VY112   ، 
DY21     ذكر شده در مورد گروه قبـل، داراي        علاوه بر باندهاي

 و  JP21 هـاي    جدايـه  .بودنـد  نيز   bp 200يك باند در حدود     
SP3 ــد در حــدود ــد درbp 500 داراي دو بان ــك بان  bp  و ي
و  GB1011 و   GY101  ،BY103هـاي     جدايه . بودند 1200

SY1110        داراي يك باند در حـدود bp 600   يـك بانـد در     و
، FD21هـــاي  جدايـــهدر ادامـــه  . بودنـــدbp 1200حـــدود 
BY101  ،AM12  ،SP3   و GB1011     به عنوان  از هر گروه

   . شدندهاي حفاظت شده انتخاب نماينده براي توالي يابي ژن

  

 استفاده با RAPD-PCR از پس آمده بدست يباند يالگو 1شكل 
 محصولات از شده يمخمرجداساز جدايه 19 يبرا M13 آغازگر از

 برابر 1 جدول در آنها بيترت با) 19 تا 1 از (ها جدايه بيترت. يلبن
 و O'GeneRuler DNA Ladder Mix ماركر M ستون. است

C است شاهد. 

  
  
  
  
  
    

  
      
 ها شناسايي ژنتيكي جدايه -3-3

 5 بدسـت آمـده از       DNA ،شناسايي دقيـق مخمرهـا    به منظور   
 هـاي آغازگر بـا اسـتفاده از        در مرحله قبـل     انتخاب شده  جدايه

 قـرار   PCR  در  مورد تكثيرسـازي   ITS4 و   ITS1 اختصاصي
 ازاي     تكثيـر منطقـه     بـراي  ITS4 و   ITS1هاي  آغازگر. گرفتند

rDNA   5.8شــامل ژنS rRNA 1 و دو منطقــهITS1 و 
ITS2 ) منطقـــهITS1-5.8S rDNA-ITS2 ( اســـتفاده

-5.8Sمنطقـه   و همكاران گزارش كردند كـه        2بلوش .دنشو  مي

ITS        هـاي     منطقه بسيار مناسبي به منظور آناليز فيلوژنيتكي گونه
  .]11[ استدر مخمرها  به يكديگر بسيار نزديك

  

                                                 
1. Internal Transcribed Spacer (ITS) 
2. Belloch  
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 تكثيرسازي اختصاصي با PCRالكتروفورز محصولات   2شكل 
، FD21: 1. اب شده جدايه انتخ5 براي ITS2 و ITS1آغازگرهاي 

2 :SP3 ،3 :AM12 ،4 :BY101 5 و :GB1011 . ستونM 
 MassRuler Express Reverse DNA ladder Mixماركر 

 . شاهد استCو ستون 

منجر به تشكيل يك قطعه تكي      تكثير اين منطقه    در اين تحقيق،    
 كـه    شـد  جدايه 5 براي تمامي    bp 700 اً مولكولي حدود  وزنبا  

 و 1زارزوسـو - اسـتو 1999در سال . شود ي مشاهده م2كل  در ش 
همكاران طي ارزيابي توانايي اين آغازگر در شناسايي مخمرهـا،   

  گونـه مخمـري پرداختنـد      132 سويه متعلق بـه      243به بررسي   
ــزارش  و]12[ ــه  گ ــد ك ــه   12 كردن ــق ب ــري متعل ــه مخم  گون

قـادر  كانديـدا و پيچيـا    و چندين گونه متعلق به      كلايورومايسس  
  تـشكيل    780 تـا    bp 700 بانـدهايي بـا وزن مولكـولي         هستند
نيــز وزن مولكــولي  ) 2012( كوربــاچي و همكــاران  .دهنــد

 را بـين    ITS مخمرهاي مختلف بـا آغـازگر        PCRمحصولات  
bp 380   زارش كردند و مقدار      گ 730 تاbp 730      را متعلـق بـه 

     .  ]5[ نوان نمودندعماركسيانوس  كلايورومايسسگونه 
 بــا آغازگرهــاي rDNA از تكثيــر حاصــل PCRمحــصولات 

ITS    تـوالي  ، تعيـين  زي بعـد از خـالص سـا       جدايه 5 براي هر  
 تـا   700 دهنـده وجـود      نشان  نتايج حاصل از تعيين توالي     .شدند
 . بـود  جدايه 5 همه در قطعه تكثير شده در مورد        نوكلئوتيد 710

   از حذف بخشي از تـوالي      پسارش شده،   گزتوالي نوكلئوتيدي   
 و اصـلاح شـد  خـوبي نداشـتند     كيفيت  آن كه   ابتدايي و انتهايي    

بـراي   تـوالي نوكلئوتيـدي      600الي باقيمانده با حداقل     سپس تو 
 بدسـت    براساس نتـايج   . استفاده شد  NCBI در   2انجام بلاست 

 گونـه هـا      بلاست گونـه پيـشنهادي بـراي تمـام ايزولـه           آمده از 
 . بـود  %100درصد شناسـايي      ، با   ماركسيانوس كلايورومايسس

 هاي  انطباق داده شده براي توالي     NCBIشماره دسترسي   اولين  
هـا بـه جـز        نوكلئوتيدي بلاست شـده در مـورد تمـامي ايزولـه          

FD21 ، HM363381.1ــه اي و بــــــراي  ، FD21 زولــــ
KC544505.1گزارش شد .      

 مخمـري   هاي  يكي از گونه    ماركسيانوس كلايورومايسسگونه  
محـصولات  جداسـازي آن از     و   محصولات لبني اسـت   اكثر  در  

البتـه بـه    . ]13 ;10[ گزارش شده اسـت    مخصوصاً پنير    مختلف

                                                 
1. Esteve-Zarzoso  
2. Blast 

نـسبت بـه كـل مخمرهـاي         ايـن مخمـر      درصـد رسـد     نظر مـي  
جداسازي شده از محصولات لبني از مقـدار بـالايي برخـوردار            

پس از   2010در سال    و همكاران    3به عنوان مثال اكاباندا   . نيست
جداسازي مخمرهاي يك شير تخمير شده سنتي عنوان نمودنـد          

 از كـل    % 17/4تنهـا     ماركـسيانوس  كلايورومايـسس  كه گونـه  
 و يالـسين و     ]14[ دهد  مخمرهاي جداسازي شده را تشكيل مي     

 از آنجـا كـه      .]6[ گزارش نمودند % 5/18همكاران اين مقدار را     
اي بـــا خـــصوصيات   گونـــهماركـــسيانوس كلايورومايـــسس

بنابراين يافتن راهي بـه منظـور        ]15[ است   زيادلوژيكي  تكنوبيو
اي برخـوردار    از اهميت ويـژه تواند جداسازي اختصاصي آن مي  

باشـــد، كـــه در براســـاس نتـــايج ايـــن تحقيـــق اســـتفاده از 
  .سازد سيكلوهگزاميد اين امر را به آساني محقق مي

 كـه   دادنشان  جدداً  م در تاييد گزارشات پيشين      يج اين تحقيق  انت
هاي   سويه براي   ITSبا آغازگر     حاصل از تكثير   PCRمحصول  
 bp وزن مولكولي حدود     ماركسيانوس كلايورومايسسمختلف  

مشاهده شده   وزن مولكولي    رسد  بنابراين به نظر مي    دارد و    700
منطقـه  تكثير   بدست آمده از     PCRمحصول  پس از الكتروفورز    

ITS1-5.8S rDNA-ITS2ــي ــ  م ــايي روش  توان ــه تنه د ب
 موضـوع  اين   .شودقلمداد  در مورد مخمرها    تشخيصي باارزشي   

  شده اسـت   اشاره نيز   2008 و همكاران در سال      4بوكلمنتوسط  
]16[ .       

تـوان دريافـت آغـازگر     سوي ديگر، براساس ايـن نتـايج مـي   از  
M13     اي در گونـه      هـاي درون گونـه      به خوبي توانسته تفـاوت

 ايـن موضـوع      كـه  را نـشان دهـد    ماركسيانوس   كلايورومايسس
قـرار  اشـاره   مـورد    نيـز    2003 و دك در سـال       5توسط واسديني 

   .  ]10[ است گرفته
  

  گيري نتيجه -4
 تلاشـي بـراي شناسـايي مخمرهـاي مقـاوم بـه             تحقيق حاضـر  

محــصولات لبنــي توليــد شــده بــه تعــدادي از ســيكلوهگزاميد 
نتايج اين   .هاي سنتي در منطقه چهارمحال و بختياري بود         روش
 داسازي شده بـه گونـه     هاي ج   تمامي ايزوله   نشان داد كه   تحقيق

توانـد بيـانگر      تعلق داشته كه مـي    ماركسيانوس   كلايورومايسس

                                                 
3. Akabanda  
4. Bockelmann 
5. Vasdinyei 
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 .باشـد در محصولات لبنـي سـنتي       شايع بودن حضور اين گونه      
ــق، اســتفاده از محــيط كــشت حــاوي   ــن تحقي ــايج اي ــابر نت  بن

 درروش مناسـبي    به عنوان    تواند   مي  سيكلوهگزاميد بيوتيك  آنتي
مورد اسـتفاده قـرا     مهم   مري مخ جداسازي اختصاصي اين گونه   

   . گيرد
ها  جدايهاگرچه همه   مشاهده شد   حاضر،   تحقيق    نتايج براساس 
 در  مورد استفاده  M13 آغازگر ولي   تعلق داشتند  ي   يك گونه  به

 ميـان     تفاوت مشخص نمودن  توانايي خوبي در     RAPDروش  
 كـه   داردماركـسيانوس    كلايورومايسس گونه    مختلف هاي  سويه

 مطابقت   نيز پيشينگزارش شده در تحقيقات      نتايج   بااين نتيجه   
 در تاييـد نتـايج گـزارش        در ادامه اين تحقيـق    همچنين   .كند  مي

يبـوزومي   ر DNAمـشاهده شـد كـه        شده در تحقيقات پيشين   
18S     آغـازگر  تكثير شده توسط IST  بـه خـوبي در   توانـد   مـي

  . مورد استفاده قرار گيرد در حد گونهشناسايي دقيق مخمرها

  پاسگزاريس -5
هـاي    از گروه بيوتكنولوژي دانشگاه ورونا، ايتاليا به خاطر كمك        

 تـشكر و سپاسـگزاري    اين تحقيـق    در انجام آزمايشات   گرانقدر
  .شود مي
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Traditional dairy products harbor a complex microbiota composed by several microbial groups, 
including lactic acid bacteria (LAB) and yeasts. The common method to detect LAB is to culture the 
products on media containing cycloheximide (CHX) to prevent yeast growth by interfering with 
protein synthesis. However, some yeast species and strains show natural or acquired resistance to this 
antibiotic and thus can be specifically selected in media with CHX. The aim of this research was to 
identify such CHX-resistant yeasts. To this purpose, 25 samples of home-made dairy products were 
plated on MRS medium with 0.01% CHX; after incubation (48 h, 30˚C), 32 colonies of presumptive 
yeasts were picked up. Catalase test and morphological investigation confirmed that 19 were yeasts. 
After DNA isolation, randomly amplified polymorphic DNA-polymerase chain reaction (RAPD-PCR) 
with primer M13 was applied to gain information on genomic relatedness among isolates. Visual 
comparison of RAPD-PCR pattern allowed selecting five representative isolates for further analysis. 
Primers ITS1 and ITS4 were used for specific amplification, and the PCR-products were sequenced 
after purification. The results of sequencing revealed that all isolates belong to Kluyveromyces 
marxianus, a species with a high technological potential. 
 
Key words: Traditional dairy products, Cycloheximide-resistant yeasts, Genetic identification, 
Kluyveromyces marxianus. 
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