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Abstract 
Aim and Background: Caves are less studied oligotrophic and dark environments and can be 
suitable sources for finding promising strains having biotechnological potentials. Sahoulan Cave has a 
dolomitic structure and is located 42 km southeast of Mahabad city. The aim of the current research 
was to study the actinobacterial diversity of this cave and evaluate their antimicrobial activity.  

Materials and Methods: In this project, different samples of soil, water, floor, wall, roof as well as 
invertebrates of the Sahoulan cave were collected to isolate actinobacteria. To facilitate the isolation, 
three pretreatments (centrifugation, drying and, microwave) and an antibiotic treatment were 
performed on the isolates. Then, they were cultured in 10 different isolation media. The isolates were 
also screened for antimicrobial activity against 10 bacteria and fungi. 

Results: From 13 samples obtained from the Sahoulan Cave, 8 actinobacteria were isolated from the 
genera Streptomyces, Micromonospora, and Lysinibacter. Lysinibacter sp. UTMC 3606 had 99.3% 
similarity to Lysinibacter cavernae, which was isolated from a cave in China in 2015 as a new 
species. Of the 8 isolates, 5 isolates had antimicrobial activity, including three Streptomyces and two 
Micromonospora. Three isolates were active against Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus. 
One isolate was active against Escherichia coli TolC. Antimicrobial activity against Bacillus subtilis 
UTMC1464 was observed in one strain. Three isolates also showed activity against Candida albicans 
UTMC5055. The isolated Micromonospora sp. UTMC3322 showed the highest antimicrobial activity 
against S. aureus, M. luteus, and C. albicans. 

Conclusion: Comparison of the obtained results with that of other studies on caves in Iran shows 
that caves are valuable environments for biodiversity studies and isolation of actinobacteria, however, 
pristine caves are more preferred. Actinobacterial diversity in the Sahoulan cave was less than 
Hampoil cave, but the biological activity of the isolates was higher. Study of tourist caves such as the 
Sahoulan Cave can be a good subject to study the impact of humans and tourism on the biodiversity 
of caves. 
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 مطالعه تنوع اکتینوباکترهای قابل کشت در غار 
 هاجدایه میکروبیسهولان مهاباد و ارزیابی فعالیت ضد

 3 ، 2*یجواد حامدو  1یمقصود کفشنوچ

   .رانیمراغه، ا ،یواحد مراغه، دانشگاه آزاد اسلام ،یولوژیکروبیگروه م. 1
 .رانیدانشگاه تهران، تهران، ا   دانشکدگان علوم، موجودات زنده، ییو قطب تبارزا یشناس ستیدانشکده ز   ،یکروبیم یفناور ستیبخش ز .2  
  دانشگاه تهران. میکروبی. مرکز پژوهشی فناوری و فراورده های 3

 
  چکیده

از  یمناس ب  یه ا طیتوانند مح  تر مطالعه شده و میهستند که کم یکیو تار گوتروفیال یهاطیغارها مح :سابقه و هدف
کیل ومتری جن و     42دول ومیتی در  یک غار با ساختار فناوری باشند. غار سهولان دوارکننده در زیستیام یهاهینظر منبع سو

 میکروبیارزیابی فعالی ت د د  هدف این پژوهش بررسی تنوع اکتینوباکترهای قابل کشت در این غار و  شرقی شهر مهاباد است.
 است.بوده ها آن

مهرگ ان غ ار    ین ب  یچن  وار و س فف غ ار و ه م   ی  مختلف از خاک، آ ، کف، د یهادر این پروژه، نمونه :هامواد و روش
س ه پ یش   آوری شده تحتجمع یهانمونه ،برای تسهیل جداسازی شد. یمنظور جداسازی اکتینوباکترها جمع آورسهولان به

ط یده مح  ه ا در  قرار گرفت و نمونهبیوتیکی ، خشک کردن و گذاشتن در مایکروویو( و یک تیمار آنتیکردن وژی)سانتریف ماریت
 و قارچ غربال شدند. یه ده باکتریعل میکروبید مواد ددیها از نظر تولهیچنین جداشد. هم کشتمتفاوت  یجداساز

 Streptomyces ،Micromonospora یه ا نوباکتر شامل جنسیا کت 8دست آمده از غار سهولان نمونه به 13از  :هاافتهی
 Lysinibacterش  باهت ب  ه %  Lysinibacter sp. UTMC 3606  ،3/99. س  ویه وی  ژه دا ش  دندج    Lysinibacterو

cavernae از  دست آمدهبهجدایه  8از  .عنوان گونه جدید از یک غار در چین جدا شده استبه 2012، داشته است که در سال
جدای ه   3که از این می ان   بودند میکروبیجدایه دارای فعالیت دد 2هامپوئیل سهولان حاصل از غار اکتینوباکتریایی جدایه   8

 Staphylococcusجدایه علیه  3 .بوده است Micromonosporaبه جنس جدایه متعلق 2و  Streptomycesبه جنس متعلق
aureus   وMicrococcus luteus   جدایه علی ه   یک. داشتندفعالیتEscherichia coli TolC      فعالی ت داش ت.  فعالی ت

 Candidaجدای ه نی ز فعالی ت علی ه      3دیده ش د.   جدایه 1در   Bacillus subtilis UTMC1464علیه سویه  میکروبیدد
albicans UTMC5055  .جدایه  نشان دادندMicromonospora sp. UTMC3322  را  میکروبیت رین فعالی ت د د   ب یش

 نشان داد.فعالیت   C. albicansو   S. aureus ،M. luteusعلیه 

ده د ک ه   م ی نش ان  انجام شده در مورد غارهای ایران دیگر  هایهنتایج مطالع دست آمده بامفایسه نتایج به :یریگجهینت
ت رجی   ت ر  های بکر بیشغارهستند، ولی  جداسازی اکتینوباکترهاتنوع زیستی و  هایهبرای مطالع یهای ارزشمندغارها محیط

ت ر ب وده   ها ب یش ، ولی فعالیت زیستی جدایهبودهتر کمنسبت غار هامپوئیل غار سهولان در  اکتینوباکتریاییتنوع . شودداده می
ب ر تن وع    س م یانس ان و تور  ریثأت   یبررس   یب را  یمودوع مناسب تواندمانند غار سهولان می یستیتور یغارهامطالعه بر است. 

   غارها باشد. یستیز

 Iau ،قابل کشت، مهاباداکتینوباکترهای ، میکروبیفعالیت دد غار سهولان، تنوع زیستی،، هانوباکتریاکت :یدیکل گانواژ

Science .

 
 مقدمه

 زیس تی  ه ای اکتینوباکترها منبع بس یار مهم ی از ترکی ب   
ارزش مند هس تند و بس یاری از داروه ای تج اری توس ط       
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ه ای جدی د   اعضای این گروه تولید شده است. کشف گونه
کار خ وبی  ویژه اکتینوباکترهای نادر راهاز اکتینوباکترها، به

بیوش  یمیایی ارزش مند م  ورد   ه ای ب رای معرف ی ترکی  ب  
. (1) اس  تفاده در پزش  کی، کش  اورزی و ص  نعت اس  ت   

ب الا    GCهای گرم مثب ت ب ا درص د   اکتینوباکترها باکتری
زیس  ت ب ا گیاه  ان و  ص  ورت آزادزی، ه م هس تند ک  ه ب ه  
 .(2) ش وند ه ا یاف ت م ی   صورت پاتوژن آنحیوانات و یا به

ی ک   منب ع تولی د   که اکتینوباکتردهد ها نشان میارزیابی
. (3) هس تند  ب ی وبیوتکنول وژی میکر  هایسوم از محصول

های مختلف خاکی و آبی از جمل ه  ها از محیطاین باکتری
لیگ وتروف ب ودن غاره ا م ی    وا ویژگیغارها جدا شده اند. 
-ها و همای از گونهزیستی طیف گستردهتواند منجر به هم

ای بومی هنظیر در میکروبیومهای بی چنین تحریک روش
 .(4) جهت تولید محصولات بیوتکنولوژی مختلف شود

دهه فعالی ت در آزمایش گاه زیس ت    حدود دو اگر چه طی 
بی دانشگاه تهران، دستاوردهای متعددی در وفناوری میکر

ه ای جدی د   دست آم ده و تاکس ون  مورد اکتینوباکترها به
 Streptomyces iranensisه ای  متع ددی ش امل گون ه   

(2)، Nocardiopsis arvandica  (6) ،Nocardiopsis 
sinuspersici  (7) ،Promicromonospora 

iranensis  (8) ،Streptomyces zagrosensis (9)، 
Promicromonospora kermanensis  (10) ،

Kribbella shiranzensis (11)  و Saccharothrix 
ecbatanensis (12)    از کشور گزارش شده است. ب ا ای ن

ه ای ف ود در م ورد اکتینوباکتره ای     فعالی ت اغلب وجود 
های آبی و خاکی انج ام ش ده اس ت و    ایران بر روی نمونه

در مورد اکتینوباکتره ای مح یط   ففط یک گزارش کنون تا
  . (13) شده استهامپوئیل از کشور منتشر  غار

دارای د غ ذایی الیگ وتروف )  توانند به لحاظ م وا غارها می
ط ور طبیع ی سرش ار از    ا ب ه ی  مواد غذایی محدود( باشند 

توان د  میبرخی مواد خاص باشند. بنابراین غارهای مختلف 
باشند ک ه  ها های مختلف از میکروارگانیسمگروهگاه زیست

های اکولوژی ک مختل ف در کن ار س ایر موج ودات      نیچ در
ه دی اکس ید ک ربن،   غارزی و فاکتورهای محیطی از جمل  

ه ای زیس تی   و فعالیتساکن شده  دما و محتوی مواد آلی
گی ری، تییی ر س اختارهای غ اری و     غارها از جمله ش کل 

ه ایی  کنند. میکروارگانیسمچرخه مواد غذایی را تعیین می
ا ی  توانن د ب ومی غ ار باش ند     شوند میافت مییکه در غار 

عملک رد ب اد ب ه    ا ی  ها، حیوانات، جری ان آ   توسط انسان
درون غار وارد شده باشند، بنابراین غارهای مختل ف گ روه  

ه ای  ه ا را دارن د. گ روه   های مختلف ی از میکروارگانیس م  
ه ا،  ها، آرک ی ها از جمله باکتریمتفاوتی از میکروارگانیسم

ش وند. غاره ا م ی   اف ت م ی  یها در غارها ها و قارچویروس
ه ای  ه ا و مولک ول  متوانند هم چنین منابع میکروارگانیس

ه ا باش ند ک ه ممک ن     ها و آنتی بیوتی ک جدید مثل آنزیم
 .  (14) است برای اهداف بیوتکنولوژیک مناسب باشند

هستند های غاری به لحاظ متابولیک متنوع میکرواگانیسم
های طور مستفل از طریق فعالیتا بهیتوانند انرژی را و می
ه  ای ا از طری  ق فعالی  تی  ش  یمیایی ات  وتروفی -ن  وری

مختل ف در   میکروبیهای دست بیاورند. گروههتروتروفی به
های بیوژئوش یمیایی  های غاری و چرخهگیری ویژگیشکل

ه  ا )تن  وع و فعالی  ت دارن  د. درک ای  ن می  انکنشش  رکت 
وی ژه آن بی ب ه وهای میکربی( برای حفظ اکوسیستموکرمی

 ، مه م اس ت  دارندعلمی، هنری، توریستی  هایی که ارزش
(12)  . 

غ ار  هدف پژوهش کنونی بررس ی تن وع اکتینوباکتره ای    
 42اس  ت. ای  ن غ  ار در   س  هولان یس  هولان در روس  تا

 یل ومتر یک 22در و شهر مهاب اد   یجنو  شرق یلومتریک
. ارتف اع  ق رار دارد  یج ان غرب   یرباشهر بوکان در استان آذ
مت ر و عم ق آ  در    20اچه آن ب ه  یسفف غار تا سط  در

در ای ن غ ار آث ار زن دگی     رسد. یمتر م 30جاها به  یبرخ
در ط ول  و دس ت آم ده   لاد بهیانسانی هزاره دوم قبل از م

ش کار اس تفاده    یبرا یعنوان پناهگاه و محلاز آن بهتاریخ 
 یتیو دول وم  یآهک  یها غار در درون سنگ نیا. شده است

متوس ط از   یمتر و با فراوان 300د حدو یبا دخامت نیپرم
 22ت ا   23 نیب   یبیبا ش   یبند هیو سطوح لا  درز و شکاف

 غ ار  .(16) شده اس ت  لیدرجه به سمت جنو  غر  تشک
 300ی ر آب  یدارای دو مسیر آبی و خشکی است. طول مس

 2د متر و مساحت غار حدو 220 یر خشکیمتر و طول مس
هکتار است. البته برخی معتفد هستند که مساحت اص لی  
غار بیش از این مفدار است و این مف دار، مس احت کش ف    

مت ر و   22آ   یشده غار س هولان اس ت. می انگین ژرف ا    
زان رطوب ت در غ ار   ی  متر اس ت. م  62آ   ینه ژرفایشیب

 یال   2در طول سال بین درون غار  یو دما ٪72الی  70٪
 یاه ا یدرجه سلسیوس است. ارتف اع غ ار از س ط  در    10
و  یدرجه شرق 46آن  یائیت جیرافیمتر و موقع1721آزاد 
عل ت  است. این غار به یفه عرض شمالیدق 41درجه و  36

 ه ای آمد ب ه آن و نی ز تیییر  کوچکی و نیز سهولت رفت و 
-انجام شده برای پذیرش گردشگران، از جمله نصب چ را  

های برقی از نظر اکول وژیکی ب ا ش رایط غاره ای طبیع ی      
س بب   عنوان مثال وجود ن ور . به(16) بسیار متفاوت است
ه ا و س یانوباکترها ش ده اس ت ک ه در      رشد فراوان جلبک

ش وند. ب ا ای ن وج ود     شرایط طبیعی در غارها یاف ت نم ی  
گزارشی از ودعیت تنوع زیس تی ای ن غ ار منتش ر نش ده      
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 است. 

ن وین در   یبا در نظر گرفتن تن وع ف راوان اکتینوباکتره ا   
ی ک  عن وان  های ناشناخته غار س هولان ب ه  ایران و ویژگی

الیگ  وتروف، در ای  ن پ  ژوهش تن  وع زیس  تی      مح  یط
ای ن   میکروبید د  هااکتینوباکترهای قابل کشت و فعالیت

 بررسی شده است.ها جدایه

 مواد و روش کار
 هاو آماده سازی نمونه بردارینمونه
نمونه خاک، آ  و حشرات زنده و مرده از  13تعداد 
جمعهای مختلف دیواره، سفف و کف غار سهولان قسمت

 . (1)جدول آوری شد
  غار سهولانهای ویژگی نمونهو  برداریمشخصات محل نمونه .1 جدول 

 رنگ کدویژگی نمونه و  محل نمونه برداری شماره نمونه

 Ral 6020-سبز قهوه ای لجنی لجن ورودی الف )بخش خشکی( سمت راست 1

 و بیرنگ شفاف          آ  ورودی الف )بخش خشکی( سمت راست 2

 و بیرنگ شفاف )استالاکتیت کوچک(-آ  چکیده از سفف بخش حودچه مرکزی 3

 و بیرنگ شفاف بخش مرکزی )استالاکتیت بزرگ(-آ  چکیده از سفف 4

 و بیرنگ شفاف آ  حودچه بزرگ 2

 Ral 1005-خردلی ماسه ای لجن حودچه بزرگ 6

 شفاف حشره 7

 شفاف سخت پوست 8

 شفاف زالو 9

 Ral 8014-قهوه ای تیره و روشن پوشش سطحی غار به طرف ورودی الف 10

 Ral 1019 -بافت نرم و ریزبا  یبهطوسی گل سیانوباکتر از حودچه اصلیی/جلبکپوشش  11

 و بیرنگ شفاف متری 62آ  بخش عمیق  12

 Ral 6020-سبز قهوه ای لجنی متری 62بخش عمیق حاشیه خاک  13

 

دار و های زیپها در شرایط مناسب درون پلاستیکنمونه
ترین زمان به های پلاستیکی در کوتاهدرون بطری

درجه  4آزمایشگاه منتفل و تا زمان کشت در دمای 
های آ  بدون هیچ پیش نمونه سلسیوس نگهداری شد.

های جداسازی کشت مستفیم، در محیط یتیمار و تیمار
های خاک و حشره به شرح زیر ولی نمونه .داده شدند

 آماده سازی شدند.

در پلی ت ه ا  ، این نمون ه های خاکسازی نمونهآمادهبرای 
م دت ی ک روز در   ای استریل ریخته شده و بههای شیشه

منظور خش ک ش دن   درجه سلسیوس به 40آون در دمای 
جه ت آزاد ش دن   منظ ور  چن ین ب ه  هم .(17) قرار گرفت
ه ا  نمون ه ، به ذرات خاکی متصلاکتینوباکترهااسپورهای 

و سپس از الک ب ا قط ر منف ذ ی ک      هدر هاون کوبیده شد
 متر عبور داده شد.میلی

ه ای  ه ا و س ایر میکروارگانیس م   جهت کاهش رشد کپک
سه پ یش تیم ار خش ک ک ردن،      ،فراوان موجود در خاک

های خاک و یک تیم ار  مایکروویو و سانتریفیوژ روی نمونه
 .(6) بیوتیک بر روی محیط کشت انجام گرفتودن آنتیافز
گ رم از نمون ه   2های خ اک،  منظور خشک کردن نمونهبه

درج ه   120م دت ی ک س اعت در دم ای     های خ اک ب ه  
 2، پیش تیم ار م ایکروویو  منظور بهسلسیوس قرار گرفت. 

ش رکت  )مدت سه دقیف ه در م ایکروویو   ها بهگرم از نمونه
لیت ر  میل ی  42 سپس قرار گرفت.سامسونگ، کره جنوبی( 
 ه ای خ اک تیم ار ش ده    نمونهبه سرم فیزیولوژی استریل 

 زده ش د. هم rpm 200دقیفه در  30مدت ادافه شده و به
گرم از هر نمونه خ اک   2، پیش تیمار سانتریفیوژمنظور به
فیزیول وژی اس تریل اد افه     لیتر محلول س رم میلی 42به 

زده شد. نمونههم rpm 200دقیفه در  30مدت -شده و به
دقیفه  12مدت استریل منتفل و به 20ها به تیو  فالکون 
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روی ی جه ت   س انتریفیوژ ش دند. م ایع    rpm 3200با دور 
  کشت مورد استفاده قرار گرفت.

های نمونههای سطحی میکروارگانیسم حذف منظوربه
ور دقیفه غوطه 1مدت درصد به 70ابتدا در الکل حشرات 

لیتر سرم میلی 1با سپس توسط هموژنایزر استریل  .شد
های و در نهایت در محیط هفیزیولوژی همگن شد
 .(18) جداسازی کشت داده شد

 های کشت جهت جداسازی اولیهمحیط
اکتینوباکترها، هشت نوع مح یط  منظور جداسازی اولیه به

 هیک ی ترزن ر آگ ار    ه ا ش امل  کشت تهیه گردید. مح یط 
(Hickey Tresner agar)،    عص اره خ اک آگ ار (Soil 

extract agar)،  کمپوس  ت آگ  ار (Compost agar)، 
 اکتینومایست آگ ار  ،(Rice bran agar) سبوس برنج آگار

(Actinomycete Agar)،    نشاسته ک ازئین نیت رات آگ ار 
(Starch casein nitrate agar)،   پ روژه   2محیط کش ت

 International) ب    ین الملل    ی استرپتومایس    س 
Streptomyces Project-ISP2) نوترین    ت آگ    ار و 

(Nutrient Agar) هشت محیط کشت  هایترکیب .بودند
ه ای  مح یط آورده شده است.  (2)استفاده شده در جدول 

SEA, SCNA, ISP2, NA  ب    رای جداس    ازی
ب رای   AAو  HTA, CA, RBAهای بارز و اکتینومایست

ای ن   ت ر هس تند.  های نادر مناسبجداسازی اکتینومایست
بیوتی ک و نی ز   های کشت به دو صورت بدون آنت ی محیط
جابر اب ن حی ان، ته ران،    )بیوتیک کلرامفنیکل آنتیدارای 
   .(19) شداستفاده  µg/ml 20مفدار به( ایران

ه ای ح اوی    ، خاک و حشرات بر روی پلیتآهای نمونه
روز در  14-10م دت  های کشت ف ود تلف ی  و ب ه   محیط
   گرماگذاری شد. oC 28دمای 

 بررسی رشد و مورفولوژی
ها، رنگ میسلیوم زمینی، رنگ میسلیوم میزان رشد سویه

هوایی، تشکیل اسپور و رنگ آن و تولید پیگم ان محل ول   
( ب  ا اس  تفاده از کات  الوگ رن  گ ISP2ر مح  یط )ددر آ  

 م    ورد بررس    ی ق    رار گرف    ت   RALاس    تاندارد 
https://www.dsmz.de/Bacterial_Nomenclature

_uptodate/Actinomethods.pdf.) 

 هانگهداری جدایه
ش ده و  مگن % گلیسرول ه20و  ISP2ها در محیط جدایه

 -20و  -76لیت ری در دم ای   میل ی  2ه ای  در کرایوتیو 
 درجه سلسیوس نگهداری شدند.

 هاشناسایی مولکولی سویه
با کش ت  ها باکتریابتدا بیوماس برای شناسایی مولکولی، 

ه ای ارل ن   کبراث در فلاس  BHIلیتر محیط میلی 20در 
روز در  2-4گرماگ ذاری ب ه م دت    ، لیتریمیلی 100مایر 

در )شرکت ویژن ساینتیفیک، کره جنوبی( شیکر انکوباتور 
 rpm 4000و س انتریفوژ در  درج ه سلس یوس    28دمای 

ب ا محل ول نرم ال س الین      .دست آمدبهدقیفه  20مدت به
، DNAمنظور استخراج بهسانتریفیوژ شد. دوباره شسته و 
و نیت روژن م ایع   ب ه کم ک   ده دست آمبهبیوماس رسو  

لیت ر آ  مفط ر اس تریل    میل ی  2، در هاون چینی کوبیده
 rpm 13000 دقیف  ه ب  ا دور 2م  دت ب  ه سوسپانس  یون و

ب رای   یمیکرولیتر از مایع روی   700سانتریفوژ شد. مفدار 
ش رکت    DNAکیت اس تخراج  به کمک  DNAاستخراج 

ید بررسی کیفیت استخراج أیت شد. کار بردهبهپویا ژن آزما 
DNA  در ب افر  1الکتروف ورز ب ا ژل آگ ارز    با %TAE 1X 

ب ه   1541Rو  9Fبیوماس حاصل با پرایمرهای  .انجام شد
تکثیر شرکت پویا ژن آزما  PCRو با کیت  (20)شرح زیر 

  .  شد
9F: 5’- AAG AGT TTG ATC ATG GCT 

CAG -3’ (Tm:26) 
1541R: 5’- AGG AGG TGA TCC ACC CGC 

A -3’ (Tm:26) 
ب ه ط ول    16S rRNAه ا ژن  با اس تفاده از ای ن پرایم ر   

طب ق   PCRواک نش  ش د.  نوکلئوتید تکثی ر   1200حدود
دن اتوره   .(بیوئر، چین)شرکت  روش استاندارد انجام گرفت

دقیف ه   2و م دت زم ان آن    oC 96 شدن اولیه در دم ای  
 oC94 ،22 ثانیه در دم ای  42چرخه تکثیر شامل  30بود.

ثانی ه در دم ای    72درجه سلس یوس و   24ثانیه در دمای 
 10درجه سلسیوس انج ام ش د. پ س از ای ن مراح ل       72

منظور تکمیل نه ایی  درجه سلسیوس به 72دقیفه دما در 
ی ر ژن ب ا   اطمین ان از تکث نگه داش ته ش د.     DNAسنتز 

% و 1ب ا اس تفاده از ژل آگ ارز     PCR هایبررسی محصول
انج ام  )شرکت فناوران اختریان، ایران( دستگاه الکتروفورز 

به کمک کیت تخلیص و  PCRسازی محصول . خالصشد
توسط شرکت توپاز ژن )کرج، ای ران( انج ام ش د. تعی ین     
توالی نیز از طریق خدمات شرکت ف ود و توس ط ش رکت    

 س( انجام شد.  ئی)سو میکروسینس

برنام  ه ه  ای حاص  ل از  ب  رای ارزی  ابی کیفی  ت ت  والی  
Chromas   ه ای حاص ل از   و برای ادغام و تکمیل ت والی

اس  تفاده ش  د. بررس  ی می  زان  Clustalپرایم  ر از برنام  ه 
ه ای تای پ   های گون ه های حاصل با ترادفمشابهت ترادف
انجام شد  EzBioclaudبا استفاده از سامانه شناخته شده 

(21). 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

  های استفاده شده.ها در محیط کشتاجزا محیط کشت و مفدار آن .2 جدول
(g/L) Soil extract agar (SEA) (g/L) Hickey Tresner agar (HTA) 

4 Soil (Iran) 10 Dextrin (Merck, Germany) 

1 Yeast extract (Ibresco, Iran) 1 Yeast extract (Ibresco, Iran) 

2/0  Na2HPO4 (Merck, Germany) 1 Beef extract (Difco, USA) 

7/1  KCl (Merck, Germany) 02/0  Calcium chloride (Merck, Germany) 

2/0  MgSO4 (Merck, Germany) 2 N-Z-Amine (Difco, USA) 

2/0  CaCO3 (Merck, Germany) 12 Agar (Ibresco) 

12 Agar (Ibresco, Iran)  pH 9 

 pH 7   

(g/L) Rice bran agar (RBA) (g/L) Compost agar (CA) 

20 Rice bran powder (Iran) 10 Compost (Gilda, Iran) 

1 Yeast extract (Ibresco, Iran) 1 Yeast extrac (Ibresco, Iran) 

12 Agar (Ibresco, Iran) 12 Agar (Ibresco, Iran) 

 pH 7.4  pH 7.4 

(g/L) Starch casein nitrate agar (SCNA) (g/L) Actinomycete Agar (AA) 

10 Soluble starch (Merck, Germany) 2 Sodium caseinate (Merck, Germany) 

1/0  Casein vitamin free (Merck, Germany) 1/0  L-arginine (Merck, Germany) 

2 Sodium nitrate (Merck, Germany) 4 Sodium propionate (Merck, Germany) 

2 Sodium chloride (Ibresco) 2/0  K2HPO4 (Merck, Germany) 

2 K2HPO4 (Merck, Germany) 1/0  MgSO4 (Merck, Germany) 

02/0  MgSO4 (Merck, Germany) 001/0  FeSO4 (Merck, Germany) 

02/0  CaCO3 (Merck, Germany) 2 Glycerol (Merck, Germany) 

01/0  FeSO4 (Merck, Germany) 12 Agar (Ibresco, Iran) 

12 Agar (Ibresco, Iran)  pH 8 

 pH 8   

(g/L) Nutrient Agar (NA) (g/L) International Streptomyces Project (ISP2) 

1 Meat extract (Merck, Germany) 10 Malt extract (Merck, Germany) 

2 Meat peptone (Ibresco, Iran) 4 Yeast extract (Ibresco, Iran) 

2 Sodium chloride (Ibresco, Iran) 4 Glucose (Ibresco, Iran) 

2 Yeast extract (Ibresco, Iran) 2 Calcium carbonate (Merck, Germany) 

12 Agar (Ibresco, Iran) 12 Agar (Ibresco, Iran) 

 pH 7  pH 7.2 

 
 هاجدایه میکروبیبررسی فعالیت ضد

ح یط کش ت   کشت از هر سویه ب ا تلف ی  در م  پیش ابتدا 
ISP2  28ساعت در دم ای   48به مدت براث، گرماگذاری 

وی ژن س اینتیفیک،   )درجه سلسیوس در ش یکر انکوب اتور   

از ش د.  تهی ه  گرماگ ذاری   rpm 220ب ا دور  ( کره جنوبی
ب راث ب ا حج م     ISP2تهیه ش ده در مح یط   کشت پیش 
درج ه   28در ش یکر انکوب اتور در دم ای    تر تلف ی  و  بیش

 روز گرماگ ذاری ش د   7م دت  ب ه  rpm 200سلس یوس و  
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 rpm 4000دقیف  ه و 10 م  دتم  ایع تخمی  ر ب  ه . (22)
س نجش می زان تولی د    ب رای  سانتریفیوژ شد و مایع رویی 

  .گرفت  استفاده قرار ماده ددمیکربی مورد

( ب  ر روی مح  یط 3 ه  ای م  ورد س  نجش )ج  دولس  ویه

س اعت در   24م دت  آگار کشت داده شد و به مولرهینتون
تعداد ب اکتری   درجه سلسیوس گرماگذاری شد. 37دمای 

تلفیحی ب ه مح یط کش ت مولرهینت ون     در سوسپانسیون 
م ک   2/0با استفاده از استاندارد  2/1×108آگار در غلظت 
 .فارلند تنظیم شد

 های اکتینوباکترجدایه میکروبیبرای ارزیابی فعالیت ددهای حساس مورد استفاده سویه .3 جدول

UTMC کد   نام سویه 

1461 Micrococcus luteus 

1462 Escherichia coli TolC 

1463 Pseudomonas aeruginosa 

1464 Bacillus subtilis 

1465 Escherichia coli 

1466 Chromobacterium violaceum 

1467 Staphylococcus aureus 

5055 Candida albicans 

5056 Pichia anomala 

5057 Mucor hiemalis 

 

-های حساس ب ا غلظ ت ن یم م ک    سویهاز  µl100 مفدار
قرار داده ش د و  محیط پلیت مولرهینتون آگار فارلند روی 

صورت یکنواخت در سرتاسر گسترانیده با سوآ  استریل به
در  μl 100از م ایع روی ی کش ت س ویه م ورد نظ ر       ش د. 
تلف ی   در پلی ت   ایجاد ش ده  mm 10های به قطر چاهک

 درجه سلسیوس 4ساعت در دمای  3مدت ها بهشد. پلیت
 24ش دند. پ س از    انکوباس یون  ºC37سپس در دم ای  و 

ساعت می زان هال ه ع دم رش د توس ط ک ولیس ب ا دق ت         
mm1/0± گیری شد.اندازه 

 نتایج
این پژوهش با هدف بررسی فراوانی اکتینوباکترهای غار 

-های نمونهمشخصات محل سهولان انجام شده است.
( آورده شده 1ها در جدول )های نمونهبرداری، ویژگی

، پس از سهولانآوری شده از غار نمونه جمع 13از است. 
های غیر از اکتینوباکتر، های تکراری و نمونهحذف نمونه

دست آمده است. اکتینوباکتر بهجدایه  8 طور جمعبه
( نشان 1ها در شرایط مختلف در شکل )جدایهفراوانی این 

 ه است.دداده ش

 
 غار سهولانز ادرصد اکتینوباکترهای جدا شده خشک کردن و مایکروویو بر و پیش تیمارهای بیوتیک کلرامفنیکل آنتی تیمارثیر أت .1 شکل

  
 های جدا شده بر روی هر محیط  تعداد سویه

 محیطو  (CA) کمپوست آگار ترین جدایه از محیطبیش
 جدا شده است. پس از آن محیط (RA) سبوس برنج آگار

ISP2 با رتبه دوم بوده است. بر روی محیطبرتر  محیط-

و  SCA ،AA ،HT ،NAهای های دیگر شامل محیط
SEA ه نبودها محیط مناسبی در مفایسه با سایر محیط
 .است

Antibiotic 
25% 

Drying 
63% 

Microwave 
12% 
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 یهاتصویر ماکروسکوپی و میکروسکوپی جدایه
 اکتینوباکتر

تصویر ماکروسکوپی و میکروسکوپی اکتینوباکترهای جدا 
 آورده شده است.( 3) شده از غار سهولان در شکل

 هاشناسایی مولکولی جدایه
آنالیز و  16S rRNAژن PCRنتیجه تکثیر محصول 

نتایج حاصل و مفایسه تعیین توالی آنها با سویه های تایپ 
جنس مختلف  4به ها نشان داد که جدایه

Streptomyces ،Micromonospora ،Kocuria  و و
Lysinibacter  (. دو جدایه که هر 4تعلق داشتند )جدول

بود؛  Streptomyces albidoflavusدو متعلق به گونه 
ترین سویه خویشاوند خود % با نزدیک100شباهت 

ترین گونه نزدیک% با 99حدود دیگر  جدایه 6، داشتند
 خود مشابهت نشان دادند.

 هافعالیت ضدمیکروبی جدایه
سهولان حاصل از غار اکتینوباکتریایی جدایه   8از 

 3جدایه دارای فعالیت ددمیکروبی بودند.  2هامپوئیل 

 Staphylococcus aureus UTMC1467جدایه علیه 
فعالیت  Micrococcus luteus UTMC1461و 

 Escherichia coli TolCجدایه علیه  یک. داشتند
UTMC1462   فعالیت داشت. فعالیت ددمیکروبی علیه

سویه  1در   Bacillus subtilis UTMC1464سویه 
 Candidaجدایه نیز فعالیت علیه  3دیده شد. 

albicans UTMC5055  .جدایه نشان دادند 
Micromonospora sp. UTMC3322 ترین بیش

یک هیچ سویه را نشان داد. سهفعالیت ددمیکروبی علیه 
 Pseudomonas aeruginosa فعالیتی علیهها از سویه

UTMC1463, Escherichia coli UTMC1465، 
Chromobacterium violaceum UTMC1466, 

Pichia anomala UTMC5055 وMucor hiemalis 
UTMC5057  .دیده نشد 

 

 

 

 

 

 

 

( SEA4و  AA1, HT2،,  ISP2 ،CA ،RA ،NA3 ،SCAهای جداسازی مورد استفاده)درصد اکتینوباکترهای جدا شده بر روی محیط .2 شکل
غار سهولان.از 

                                                 
1 Actinomycete Agar 
2 Hickey Tresner agar 
3 Nutrient Agar 
4 Soil extract agar 
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 .آگار ISP2بر روی پلیت  جداشده از غار سهولانهای اکتینوباکتر جدایه  ×(1000) کلنی و میکروسکوپی نوری تصویر  .3 شکل

  16SrRNAر اساس میزان شباهت ژن های اکتینوباکتر جداشده از غار سهولان بجدایهبندی طبفه .4 جدول
 UTMC کد نزدیکترین سویه شناسایی شده با بیشترین تشابه درصد شباهت کد نمونه محیط کشت جداسازی

CA 6 14/99  Streptomyces qinglanensis 3603 

RBA 1 100 Streptomyces albidoflavus 3604 

CA 6 72/99  Micromonospora chalcea 3602 

RBA 8 30/99  Lysinibacter cavernae 3606 

RBA 6 100 Streptomyces albidoflavus 3607 

ISP2 10 69/99  Micromonospora chalcea 3621 

ISP2 10 80/99  Micromonospora tulbaghiae 3622 

CA 7 88/99  Kocuria rhizophila 3623 
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 بحث
و ش ناخته ش ده   ت ر  ه ای ک م  های اخیر به محیطدر سال

-ه ا ب ه  مانند دریاها و بیابان 1دارای شرایط زیستی سخت
. (23) ذخایر ژنتیکی توجه ش ده اس ت  جدید عنوان منابع 

یی، دم ای ثاب ت و پ ایین،    غارها با مفادیر محدود مواد غذا
-توانن د ب ه  های بالای مواد معدنی میرطوبت بالا و غلظت

برای حیات در نظر گرفته شوند و  سختهای عنوان محیط
های های اکولوژیکی خاصی را برای میکروارگانیسمزیستگاه

ب الا و  رطوب ت  . (24) شدت اختصاصی شده فراهم کنندبه
. اس ت در طول س ال  دمای ثابت از جمله صفات پایدار غار 
نواحی تاریک غار سبب تاریکی کامل و ففدان فتوسنتز در 

در ای ن  ش ده و  محدودیت مواد غذایی و محدودیت حیات 
به منابع حداقل اشکال محدودی از زندگی وابسته هامحیط

 از س فف و دیواره ای  چکنده های ا آ یانرژی )توسط باد 
ه ای ش یمیواتولیتوتروفی )اکسیداس یون    ا فعالی ت ی  ( غار

آ  ورودی، . (22) ا آمونی   وم( وج   ود دارد ی   گ   وگرد 
توانند ورود م واد آل ی را ب ه    ها و حیوانات میبازدیدکننده

های درون غار فراهم کنند و حیات را برای میکروارگانیسم
   .دهتروتروف در برخی غارها تسهیل کنن

غارهای طبیعی حض ور  ا در هبررسی تنوع زیستی باکتری
. دو ج  نس (26) ده اس  ته  ا را نش  ان داباکتراکتینو ب  ارز

Nocardia jejuensis  ،Nocardia speluncae  در
جداش ده  غارهای طبیعی کره جن وبی  اخیر از  هایهمطالع
ه  ای اکتینوب  اکتر ب  ا روش 320 یتفریب  ط  ور ب  ه اس  ت.

مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی و کموتاکس ونومیکی در غاره ا   
ت  رین ه  ا ف  راوانباکتراکتینو. (27) شناس  ایی ش  ده اس  ت

 2پاس ارجویا جام ا   ها از جمعیت باکتری ایی غاره ای  جدایه
نیم ی  د. ان  بوده (30) 4تیتوبوستیلو و (29) 3آلتامیرا ،(28)

را ج   نس  کارلزب   اد ک   اورن ه   ای غ   ارباکتراز اکتینو
Pseudonocardia ه ای غ ار  س نگ از  .ده د تشکیل می 

 Acidimicrobiumهای جنس اکتینوباکتر 2فیومگروتادل
ه ای اکس ید   ه ا، هتروت روف  . ای ن ب اکتری  جدا شده است

غالب با ش رایط محیط ی   طور بهسولفور هستند که  کننده
سفید  هایدر تجمع. (31) شدت اسیدی سازگار هستندبه

های کی از بزرگترین گروهیها باکتر، اکتینوآلتامیرا رنگ غار
، Pseudonocardiaه   ای باکتری   ایی ش   امل ج   نس 

Propionibacterium ،Corynebacterium ،
                                                 

1 - Extreme  
2 - Pajsarjeva jama 
3 - Altamira 
4 - Tito Bustillo 
5 -Grotta del Fium  

Gordonia  وFrankia باکترک اکتینوی. (32) بوده است 
 Nocardia ه وجداس  ازی ش  د آلت  امیرا از غ  ار جدی  د

altamirensis  بی  وفیلم . (33) ده اس  تگ  ذاری ش  ن  ام
ه   ای ج   نس ش   امل 6بت   ز غ   اری اکتینوباکتره   ا
Arthrobacter ،Curtobacterium ،

Promicromonospora ،Rhodococcus ،Nocardia ،
Micrococcus ،Blastococcus ،Blastococcus ،
Streptomyces  وKribbella های . گونه(34) بوده است

ها و دیواره کریستالی قابل کشت اکتینوباکترها از کریستال
درج ه  22واقع در مکزیک ب ا دم ای ثاب ت     7چیهواهواغار 

ه ا ب ه  اند. همه جدایه% جدا شده100سلسیوس و رطوبت 
ب ه  متعل ق  Prauserellaطور نزدیکی م رتبط ب ا ج نس    

 . (32) بودند Pseudonocardiaceaeخانواده 

موج ود  بر روی اکتینوباکتره ای  پژوهش  دوتاکنون ففط 
که هر دو ب ر غ ار هامپوئی ل    ایران منتشر شده رهای غادر 

-، ول ی روش جداس ازی و غن ی   (13،36)است انجام شده 
سازی در این دو پژوهش متفاوت بوده و به نتایج متف اوتی  

منتش ر ش ده در س ال     پژوهش نتایجنیز منجر شده است. 
ت وان  را بهتر می (13)و همکاران  Hamediتوسط  2019

داس ازی و  با پ ژوهش کن ونی مفایس ه ک رد زی را روش ج     
در پژوهش  .یکسان بوده استپژوهش هر دو در غربالگری 
Hamedi  شده از  یآور نمونه جمع 33از  (13)و همکاران

 یه   ا ش  امل ج   نس  نوب   اکتریاکت 76 لی   غ  ار هامپوئ 
Streptomyces ،Micromonospora ،Micrococcus ،

Kocuria  وCorynebacterium (13) ه اس ت جدا شد. 
توس  ط  2021ول  ی در پ  ژوهش انج  ام ش  ده در س  ال    

Almasi  های کشت در غار محیطاین بر  (36)و همکاران
 in situ)اب زار خاص ی م دفون    ب ه کم ک   غ ار و   خ اک 

cultivation)  از خ اک  م اه   3پس از  هااست. نمونهشده
های رشد کرده بر سط  مح یط کش ت   شده و سویهخارج 

-سازی و شناسایی شده است. این جدایهجداسازی، خالص
 (13)دست آمده از غار هامپوئی ل  ها پیشین بهها با جدایه

 (36)و همک اران   Almasiمتفاوت بوده است، در پژوهش 
جدای     ه  in situ cultivation  ،12ب     ه روش 

ه ای  ب ه ج نس  دست آمده ک ه متعل ق  اکتینوباکتریایی به
Streptomyces ،Kribbella ،Micromonospora و 

Oerskovia تواند به دلیل بوده است. تفاوت این نتایج می
روش و نی ز ن وع   ب ه ک ار رفت ه    کش ت  های تفاوت محیط
 باشد.  ex situ و  in situجداسازی 

                                                 
6 - Bats 
7 - Chihuahua 
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و  Hamedi با مفایسه نتایج پ ژوهش کن ونی ب ا پ ژوهش    
ان د،  کار بردهکه روش پژوهش یکسانی را به (13)همکاران 

ب ین دو  ده ش ده  هنت ایج مش ا  توان گفت علت تف اوت  می
غار سهولان تواند ناشی از ساختار دو غار باشد. پژوهش می
-ف راوان از جمله ، که است (16) غارهای کربناتیاز جمله 

مثل  ییهااز انحلال سنگ است. این غارهان انواع غارها یتر
جاد شدهیها سال اونیلیت در طول میسنگ آهک و دولوم

س اختار خاص ی دارد ک ه ش رایط      س هولان  غار. (37) اند
طور کلی با غ ار هامپوئی ل متف اوت ک رده     مطالعه آن را به

 20وجود یک پرتگ اه ح دود   در مورد غار هامپوئیل است. 
و نیز تاریکی حاکم ب ر ای ن    ورودی بخش تاریکمتری در 

ه ا  های محدودی در این بخ ش بخش سبب شده تا انسان
غار سهولان ودعیت  داشته باشند. ولی در مورد شدآمد و 

ورودی غ ار س هولان   ش ود.  متفاوتی دیده می طور کاملبه
دو مسیر خشکی و آبی در آن سط  زمین قرار داشته و هم

ه ای بت ونی و در   مسیر خشکی پل ه در ساخته شده است. 
، س بب تس هیل آم د و ش د     ایهای کرای ه مسیر آبی قایق
آبی و این دو مسیر  دمندر . شوندمیغار ن بازدیدکنندگا

گ ران و  رسند. وج ود گ ردش  هم میدر وسط غار بهخاکی 
غ ار  س بب ش ده ت ا    ه ا،  های ناش ی از حض ور آن  آلودگی
، چندان مناسب نباش د برای مطالعه تنوع زیستی سهولان 

زیرا وجود نور مصنوعی سبب شده ت ا ب ر خ لاف غاره ای     
ه ای  ه ا بخ ش  تاریک که شیمیولیتوتروف ها و هتروتروف
دهن  د، موج  ودات اص  لی زنجی  ره غ  ذایی را تش  کیل م  ی
ها پوشش سبز رن گ  فتوتروف شامل سیانوباکترها و جلبک

های مختلف غ ار س هولان تش کیل    و دخیمی را در بخش
دهند و این کار سبب شده تا توالی اکولوژیک طبیعی غ ار  

نس بت غ  ار  ب ر ه م خ ورده و تن وع زیس  تی متف اوتی ب ه      
ع زیس تی غ ار هامپوئی ل بس یار     تن و هامپوئیل دیده شود. 

حاص ل از   یهادر بین جدایهتر از غار سهولان بوده و بیش
 ، Streptomycesج نس ب ر اعض ای   ع لاوه غار هامپوئی ل  

Micromonospora  وKocuria   که در هر دو غار یاف ت
و  Micrococcusه ای  ب ه ج نس  های متعل ق شده، سویه

Corynebacterium اگر چه . (13) نیز گزارش شده است
 .Lysinibacter spهای غار سهولان سویه در بین جدایه

UTMC 3606 ب  ه ش  باهت 3/99% ب  اLysinibacter 
cavernae  قبل از غار هامپوئی ل ج دا   در ، یافت شده که
در سال  Lysinibacter cavernaeگونه  .(13) نشده بود
از خ انواده میکروباکتریاس ه از   عنوان گونه جدید به 2012

ه ای  . از این باکتری(38) یک غار در چین جدا شده است
بیوتی ک  بیوتکنولوژیک از جمله تولید آنت ی های توانمندی

 .Lysinibacter spجدای ه   ندمدر گزارش نشده است. 
UTMC 3606 نیز فاق د   کنونی دست آمده در پژوهشبه

 بوده است.  میکروبیفعالیت دد

نس بت  های جداشده از غار سهولان ب ه اگرچه تعداد نمونه
در هر دو غ ار  ولی های غار هامپوئیل بسیار کم بوده، نمونه

از مواد غذایی بیش  غنیهای نمونهتعداد اکتینوباکترها در 
ب وده اس ت. نتیج ه    های غیرغنی شده الیگوتروف از نمونه

. (39) شده اس ت دیده پیشین نیز  هایهمطالعمشابهی در 
س ازی و  روش غن ی گون ه ک ه گف ت    هم ان در هر صورت 
ثیر زی ادی  أتواند تکار رفته در هر پژوهش میجداسازی به

 دست آمده داشته باشد.  های بهدر سویه

ه ای غ ار   از جدای ه  62در ح دود %  میکروبیفعالیت د د 
ی غ ار  ه ا جدای ه % از 22سهولان دیده شده، ول ی ح دود   

ان د. اگ ر چ ه تع داد     داشته میکروبیفعالیت ددهامپوئیل 
توان از نظ ر  سختی میهای غار سهولان کم بوده و بهنمونه

ب ه رف ت و آم د    با توج ه دمن در آماری به آن تکیه کرد، 
مح یط  ه ش دن  غار، امکان آل ود این فراوان گردشگران در 

 . دارد خارج از غار وجود میکروبیهای غار به سویه

 گیری  نتیجه
پ ژوهش و دیگ  ر  دس ت آم ده از ای  ن   ب  ه یجانت  براس اس  

ای ن  توان گفت مینجام شده در غارهای ایران ا هایهمطالع
تن وع   ه ای هب رای مطالع    یه ای ارزش مند  غارها مح یط 
ه ای  غارهس تند. ول ی    جداسازی اکتینوباکتره ا زیستی و 

 دمندر . شودترجی  داده میتر بیشو بکر دست نخورده 
توانند مودوع مناسبی ب رای بررس ی   غارهای توریستی می

 ثیر انسان و توریسم بر تنوع زیستی غارها باشد.أت
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