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از باکتری های  pepXژن های کولین دهیدروژناز و  استخراج و تعیین توالی 

 T-vectorو انتقال روی  هالوفیل
 

 5امیر رضیان، 4سمیرا حیدری، 3 سعیده طوافی، 2علیرضا عاقلی، 1علی کنشلو
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 ل:ایمیل نویسنده مسئو*

 چکیده
مشکلات ناشی از آلودگی هوا و زندگی شهری برای شهروندان شهرهای بزرگ و صنعتی بر کسی پوشیده نیست که با استفاده از فضاهای 

می توان تا حدودی محدودیت های یاد شده را تعدیل نمود. در بسیاری از مناطق شهری به ویژه در مناطق خشک و نیمه  سبز شهری،

توسعه فضاهای سبز شهری به علت محدودیت منابع آب و شوری خاک با معضلی بسیار جدی مواجه است. بدین منظور انتخاب گونه  ،خشک

ژن های مقاوم به شوری های گیاهی ایجاد شده تاثیرگذار است.  بوده و در پایداری پوششهای گیاهی مقاوم به شوری دارای اهمیت 

این ژن ها در باکتری هایی که در آب  گیاهان دارد و بر همین اساس باید بتوان آنها را شناسایی کرد.تولید کاربردهای فراوانی در صنعت و 

کولین دهیدروژناز و در این بررسی دو ژن ) نند وجود دارند.کشور زندگی می  گیاهانی که در مناطق همچنین نند وکهای شور زندگی می 

pepX .سوش باکتری هالوفیل استاندارد از مرکز ذخایر ژنی ایران تهیه شد17در این مطالعه  ( مورد مطالعه قرار گرفتند، DNA  آنها با

 ،pepXبرای ژن های کولین دهیدروژناز و  oligo5با استفاده از نرم افزار پس سباکتریایی استخراج شد و  DNAاستفاده از کیت استخراج 

در این . تعیین توالی شدندالکتروفورز و  PCRنجام شد و سپس محصول طبق پروتکل مربوطه ا PCRواکنش  .انجام شدپرایمر  طراحی

 و Aliicocuspersicus ،Alloactinosynnemairanicum ) حاوی ژن کولین دهیدروژناز باکتری سویه مطالعه سه

Oceanobacilluspersicus) حاوی ژن  باکتریسویه  چهار وpepX 

(Salinithrixhalophila،Salinivibrioprotcolyticus،Salinivibrioprotcolyticus و (Lentibacilluspersicus باشند می.  

 

 ، گیاهان مقاوم به شوریpepXباکتری های هالوفیل، واکنش زنجیره ای پلیمراز، ژن کولین دهیدروژناز، ژن  کلیدی: واژگان
 

 دمهمق -1

، یکی تنش های محیطی ناشی از شوریقابل استفاده برای گیاهان است و  نبودن آب شرب و ،امروزه یکی از مشکلات بشری

دیر زیادی نمک در خاک یاهان نسبت به حضور مقاگ. اکثر را محدود می سازد گیاهاناز جدی ترین عواملی است که بازدهی 

 یک راه حل عملی خواهد بود.د، بالای شوری خاک را تحمل نماینکه بتوانند میزان  یتوسعه و استفاده از گیاهان. حساس هستند

کشور ما با داشتن  .را تشریح نمودند ( محدودیت های تکنیکی و بیولوژیکی مربوط به مشکل شوری1980و همکارانش ) 1اپستین

                                                           
1  Epestin 
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 مناطق شور، دارای تنوع موجودات شورپسند فراوانی است که مخازن ژنتیکی مفید و ارزشمندی به حساب می آیند.

به جهت سازگاری با شرایط سخت زیستی به عنوان منابع ارزشمندی برای جداسازی ژن های مفید و ی که یمیکروارگانیسم ها

 کاربردی مطرح می باشند. 

آینده باید بتوان گیاهانی را تولید کرد که نسبت به شوری مقاوم باشند بر همین اساس و برای رسیدن به این هدف ذا در ل

که این ژن ها در میکروارگانیسم های موجود در آب های شور  هستندی مقاوم باید ژن هایی را جداکرد تا نسبت به شور

از  دو موردکه  می باشددر آنها سم ها و ژن های مقاوم به شوری شناسایی میکروارگانی  عملدارند و لازمه انجام این وجود 

 3هالوفیل هفده گونه میکروارگانیسمدر  هاد بود که در این تحقیق به حضور آننخواه Xepp2 و  1این ژن ها کولین دهیدروژناز

کنون در خصوص شناسایی ژن های ت حائز اهمیت و نوآوری است که تاتحقیق فوق از آن جه پرداخته می شود.بومی ایران 

هدف  نیبه ا دنیرس یاساس و برا نیبر هم در این هفده گونه باکتریایی تحقیقی صورت نگرفته  pepXکولین دهیدروژناز و 

 .شور وجود دارند یموجود در آب ها یها سمیکروارگانیژن ها در م نیکه ا سازی نمودجداشناسایی و  ای فوق راژن ه دیبا

در باکتری  pepXشناسایی ژن ، شناسایی ژن کولین دهیدروژناز در باکتری های هالوفیلاین تحقیق شامل:  اهداف علمی

ثبت توالی ژن های جداسازی شده در پایگاه های اطلاعاتی به ، T- vectorانتقال ژن به روی ، تعیین سکانس، های هالوفیل

و انتقال آنها به گیاهان می این ژنها از باکتری های هالوفیل و جداسازی با شناسایی ، است. عنوان بخشی از مخزن ژنی بومی

 گیاهانمی تواند باعث کاهش مصرف آب شده و راندمان    که این امر  ،توان گیاهان مقاوم به شوری و کم آبی را تولید نمود

  را بالا ببرد که در حوزه کشاورزی و  فضای سبز کاربرد دارد.

 

 مروری بر تحقیقات انجام شده -2
 گیاهان تولید منظور به اگروباکتریومی های سازه پور طراحی محسن محدثه توحیدفر، مسعود پور، محسن مطهره1391 بهار -1

بیوتیکی در این تحقیق ژن بتائن آلدهید دهیدروژناز به عنوان  آنتی نشانگر فاقد سرما و خشکی شوری، به مقاوم تراریخته

یک نشانگر غیر آنتی بیوتیکی ایمن و با ارزش در ساخت وکتورهای اگروباکتریومی مناسب برای تراریزش گیاهان مورد 

 استفاده قرار گرفت.

2- (1980 )Epstein  و همکارانش محدودیت های تکنیکی و بیولوژیکی مربوط به مشکل شوری را تشریح نمودند. اگر چه به

نظر می رسد که پیشرفت هایی در زمینه ی راه حل هایی برای مشکلات تکنیکی صورت گرفته باشد، ولی توسعه ی راه 

 کارهای زیستی ، مشکل تر بوده اند.

3- Flowers  وYeo (1995)  به نادر بودن اقلام زراعی مقاوم به شوری را بررسی کردند و نتیجه گیری نمودند شواهد مربوط

میلادی تا  1993( بیان کرده است که از سال 2004)  Flowersمورد است.  30که تعداد این گیاهان احتمالاً کم تر از 

 مورد گیاه زراعی مقاوم به شوری در علوم زراعی ثبت گردیده است. 3کنون، فقط 

 نمک کننده تحمل و نسبی دوست نمک باکتریهای زیستی تنوع آموزگار بررسی محمدعلی زرپرور، پریسا 1393در سال  -4

 و سازی خالص جدایه 400 .شد برداری نمونه تالاب منطقه 4 نمک و خاک آب، برون از اینچه پرشور تالاب در کشت قابل

 گردید. PCRسویه  55

فرشید کفیل زاده، حسین جاوید و محمد کارگر جداسازی میکروارگانیسم های هالوفیل و هالوتولرنت از دریاچه  1386سال  -5

 شیمیایی بر فراوانی آنها. –بختگان و اثر فاکتورهای فیزیکی 

                                                           
1 - Choline dehydrogenase 
2 - X-Prolyl Dipeptidyl Aminopeptidase 
3 - Hallophil 
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سواحل  نمک کننده تحمل و دوست نمک های باکتری زیستی ملیحه مهرشاد و محمد علی آموزگار تنوع 1391در سال  -6

 ارومیه را مورد بررسی قرار دادند. دریاچه غربی

آزاده شاهین پی، محمد علی آموزگار جداسازی و شناسایی باکتری های پلی اکستریموفیل قلیادوست، نمک  1392بهار  -7

کنندگی نمک  دریایی گمیشان بررسی رفتارهای نمک دوستی و تحمل -دوست و تحمل کننده نمک تالاب قلیایی شور

 مختلف، جغرافیایی موقعیت سه از برداری نمونهده رشد بهینه در اسیدیته و دماهای مختلف، بررسی شدند. وهمچنین محدو

 نمک رفتارهای بررسی برای سویه 39 ها، جدایه بین از .شد جدایه 110 جداسازی به منجر بارش، و خشک فصل نوبت دو در

 .شدند بررسی مختلف، دماهای و اسیدیته در رشد محدوده و بهینه وهمچنین، نمک کنندگی تحمل و دوستی

مریم طالبی ( که توسط 97 ص  1392بهار )، 1نشریه پژوهشهای خاک )علوم خاک و آب(، سال بیست و هفتم، شماره  -8

تاثیر باکتری های شورزی مولد پلی ساکارید بر رشدگندم در تنش  به نتیجه رسید اتویی، احمدعلی پوربابایی، مهدی شرفاء 

هایی هستند که باعث کاهش قابلیت تولید محصولات زراعی مانند از مهمترین تنش این دو عامل .های خشکی و شوری

های های باکتریدایهبه منظور بررسی تاثیر ج های مناطق خشک و نیمه خشک می شوند. در این مطالعهگندم در خاک

های برتر نمک دوست مولد پلی ساکارید ساکارید( بر کاهش اثرات شوری و خشکی، ابتدا باکترینمک دوست مولدپلیمر)پلی

 های شور اشتهارد جداسازی شدند.از خاک

علی آموزگار، باقر  محمد ملیحه مهرشاد،که توسط  ( 1391تابستان)، 2شناسی میکروارگانیسم ها، شماره  فصلنامه زیست -9

و تحمل کننده نمک سواحل غربی  تنوع زیستی باکتری های نمک دوست به نتیجه رسید یخچالی، ابوالحسن شهزاده فاضلی

ترین دریاچه دائمی ایران و یکی از سه دریاچه شور دائمی در سطح بزرگ و غربی ایرانواقع در شمال  کهدریاچه ارومیه 

های مبتنی بر کشت ها با روشبرداری انجام شد و تنوع میکروارگانیسمجهان است. از چهار منطقه غربی این دریاچه نمونه

های بیوشیمیایی اسپور و ویژگیآمیزی های کلونی، واکنش گرم، رنگها بر اساس تفاوتجدایه .و مستقل از کشت بررسی شد

های مستقل از کشت استخراج شد. با استفاده های محیطی آب و خاک برای بررسیاولیه تفکیک شدند. محتوای ژنومی نمونه

 .های نوترکیب حاصل تعیین ترادف شدنددرصد کلون 20تهیه و  16S rRNAو کلونینگ کتابخانه ژن16S rRNAاز تکثیر

( توسط مریم زنجیربند، 60 ص  1388،) پاییز و زمستان 2مجله زیست شناسی کاربردی، سال بیست و دوم، شماره  -10

لظت های به نتیجه رسید جداسازی باکتری های نمک دوست نسبی و بررسی اثر غ  روحا کسری کرمانشاهی، ناصر گلبانگ

بــاکتری های نمک دوست نسبی گروه هتروژنی از  مختلف نمک سدیم کلراید و حضور املاح گوناگون بر رشد آن ها

میکروارگانیسم ها را تشکیل می دهند و قادر به رشد در دامنه ی نسبتاً وسیعی ازغلظت نمک سدیم کلراید هستند. باکتری 

یااسمولیت ها، تعادل  (Compatible Solute) آلی سازگاری دهنده اسمزی های مذکور با تجمع غلظت بالایی از ترکیبات

برای جداسازی باکتری های نمک دوست نسبی نمونه گیری از آب خلیج فارس و بخش های  .اسمزی را ایجاد می کنند

کتری ها مختلف کارخانه ی چرم سازی انجام شد. نمونه ها در محیط کشت اختصاصی نمک دوست ها غنی سازی شد و با

ت های مختلف نمک سدیم کلراید و حضور یا ظلیت جداسازی و خالص سازی شدند. برای بررسی اثر غلپبه روش استریک 

 .عدم حضور املاح گوناگون بر رشد آن ها، از روش کدورت سنجی و دستگاه خواننده ی الایزا استفاده شد

نوشین  محمدعلی آموزگار،( که توسط 479 ص  1388زمستان  ) ،43فصلنامه علوم و تکنولوژی محیط زیست، شماره  -11

هدف از این  .نمک دوست نسبی بررسی جذب زیستی سرب و کادمیوم توسط باکتریبه نتیجه رسید.   سادات غضنفری

و بررسی حذف زیستی در سویه  (MIC) مقاوم، تعیین حداقل غلظت بازدارنده مطالعه جداسازی باکتری های نمک دوست

 MICسویه پس از آزمایش های  3سویه که از مناطق نمکی ایران جدا شدند،  24بالا می باشد. از میان  MIC های با

 .مقاومت چشمگیرتری را به این یون های فلزی نشان دادند

http://www.magiran.com/magtoc.asp?mgID=1708&Number=2701&Appendix=0
http://www.magiran.com/magtoc.asp?mgID=6662&Number=2&Appendix=0
http://www.magiran.com/magtoc.asp?mgID=6307&Number=2202&Appendix=0
http://www.magiran.com/magtoc.asp?mgID=2442&Number=43&Appendix=1
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که توسط مریم زنجیربند، روحا کسری کرمانشاهی،   1388، زمستان 1نشریه تاکسونومی و بیوسیستماتیک، شماره  -12

محیط  pH به نتیجه رسید جداسازی و شناسایی باکتری های نمک دوست نسبی و بررسی اثر تغییرات دما و  ناصر گلبانگ

قلیایی و اسیدی،  pHهایی با دمای بالا و پایین،هایی را که قادر به زندگی در زیستگاهمیکروارگانیسم د آن ها.کشت بر رش

یا  دوستهای نمکنامند. میکروارگانیسمفشار هیدروستاتیک بالا و غلظت بالای نمک هستند، اصطلاحاً اکسترموفیل می

که قادر به رشد در محیط واجد نمک سدیم کلراید هستند و برای ها هستند تحمل کننده نمک گروهی از اکسترموفیل

گیری از آب خلیج فارس و دوست نسبی نمونههای نمکاند. برای جداسازی باکتریهای شور تطابق یافتهزندگی در محیط

ها ام شد. نمونهسازی )پوست نمک زده، روده نمک زده و پساب کارخانه( در شهریور ماه انجچرم های مختلف کارخانهبخش

سازی و سپس ها به روش کشت خطی روی پلیت خالصسازی شد و باکتریها غنیدوستدر محیط کشت اختصاصی نمک

، و برای بررسی اثر (Drop plate method) ها، از روش قطره پلیتشناسایی شدند. برای بررسی اثر تغییرات دما بر رشد آن

باکتری از کارخانه  8سنجی و دستگاه قرائت گر الایزا استفاده شد. در این پژوهش ورتها، از روش کدبر رشد آن pH تغییرات

 .سویه از آب خلیج فارس جداسازی شد 8و 

 

 روش تحقیق -3
باکتری های استاندارد هالوفیل عمدتا بومی کشور که به صورت آمپول لیوفیلیزه و کشت فعال از مراکز معتبر تهیه شده 

نها را کشت داده و بعد از کشت از میکروارگانیسم ها ماده وراثتی استخراج می شود و در نهایت آ و در محیط کشت مناسب

مورد PepX با استفاده از واکنش زنجیره ای پلیمراز،الکتروفورز و تعیین توالی حضور یا عدم حضور ژن کولین دهیدروژناز و 

 منتقل می گردد. T-vectorو در نهایت به روی  گیرد بررسی قرار می

هود ، )ندای فن( uvلوژیک مجهز به لامپ بیوهود ذیل مورد استفاده قرار گرفتند:  و وسایل ها دستگاهدر این پژوهش 

اسپکتروفتومتر ، بن ماری دیجیتال قابل تنظیم، انکوباتور،  Eppendorf-Thermal Cyclerدستگاه ، شیمیایی آزمایشگاهی

دستگاه ، هیتر، فور، میکروسانتریفیوژ، انکوباتور، شیکر معمولی آزمایشگاهی، موج های مختلفبا قدرت قرائت نمونه در طول 

، خط کش، متر pHدستگاه ، درجه سانتیگراد -20فریزر ، یخچال، دستگاه اتوکلاو، یکروسکوپ، مسر سمپلر، سمپلر، ورتکس

، تیوپ، ظروف رنگ آمیزی ژل، ترموسایکلر ،الکتروفورزسیستم ، دستکش یکبار مصرف، پلیت یکبار مصرف استریل، پارافیلم

، بالن ژوژه در اندازه های مختلف، ارلن در اندازه های مختلف، لوپ کالیبره یک هزارم میلی لیتر، انس یا فیلدوپلاتین نوک تیز

لوله ، سوز و توری نسورشعله گاز به همراه سه پایه، دستکش ن، لوله نیم مک فارلند، جا لوله ای، لامل ،لام، پیپت پاستور

 ،جا لوله ای، فویل آلومینیومی،رک کوچک و بزرگ متناسب با میکروتیوب ها، های شیشه ای سر پیچ دار استریل آزمایشگاهی

 Power Supply، (Combو شانه ) کست، مزور در اندازه های مختلف، دستگاه ورتکس، پنبه، ماژیک، برچسب، یونولیت

 . ترازو، جهت برقرای جریان الکتریکی در تانک الکتروفورز

، EDTAپودر ، اتیدیوم برماید، TBE، بافر، آگاروزکه در این تحقیق مورد استفاده قرار گرفتنند عبارتند از: مواد مصرفی 

Tris base ،Boric acid ، 100مارکرهایbp,1kb ،PCR Master mix ، پرایمرPCR ،کیت استخراج DNA ، کیتGEL 

recovery ،6x DNA Loading Dye ،آب مقطر دیونیزه استریل ،T-vector محیط کشت مولر هینتون آگار، محیط ،

، Oligo 5 نرم افزارها و پایگاههای اطلاعاتی، آنتی بیوتیک )آمپی سیلین(. LBمحیط کشت کشت مولر هینتون براث، 

Sequence View 6 CLC ،Mega 4  وFiench TV ن پژوهش مورد استفاده قرار گرفتند.نیز در ای 

و محیط کشت مولر هینتون آگار و مولر  NaClبرای ساخت محیط کشت اختصاصی باکتری های نمک دوست از نمک  

برای فرآیند کشت باکتری های نمک دوست، محیط ها به صورت براث و هینتون براث و آب مقطر استریل استفاده شد. 

به این صورت که باکتری های نمک دوست در بهینه نمک . درصد بود 10-0محیط بین  آگاردار ساخته شد. غلظت نمک

پس از کشت میکروبی آن ها شماره گذاری شدند و در  کشت داده شدند سپس در دمای بهینه در انکوباتور قرار گرفتند.

http://www.magiran.com/magtoc.asp?mgID=6047&Number=1&Appendix=0
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پلیت ها از این باکتری ها بازهم کشت درجه قرار داده شد. بعد از رشد باکتری ها روی سطح  30انکوباتور یخچال دار با دمای 

محیط کشت مایع  آماده شد. DNAداده شد و پس از حصول اطمینان از عدم آلودگی و خالص سازی برای فرایند استخراج 

ساعت  24حاوی مولر هینتون آگاردار به همراه نمک برای جدایه مورد نظر تهیه شد و باکتری بر روی آن کشت داده شدند سپس 

 .ژنومی شرکت سیناژن استفاده شد DNAژنومی از بیومس از کیت مخصوص استخراج  DNAری شد. برای استخراج گرماگذا

خت و آماده سازی ژل انجام شد و بعد از انجام الکتروفورز، ، ابتدا مراحل ساالکتروفورز بر روی ژل آگارز به منظور انجام

 باندهای بدست آمده مورد بررسی قرار گرفتند.

استخراج و سپس یک  NCBIور ابتدا توالی ژن های مورد نظر از پایگاه داده ها ظبرای این من: آماده سازی پرایمرمراحل 

به آدرس سایت   primer3جفت پرایمر اختصاصی برای هر ژن با استفاده از نرم افزار آنلاین 

)3u/primerhttp://fordo.wi.mit.ed(  طراحی گردید در ادامه میزان اختصاصی بودن پرایمر ها با استفاده ازblast-primer 

مورد ارزیابی قرار گرفت و برای آنالیز ساختار ثانویه از نرم  )blast-http://www.ncbi.gov/tools/primer(با آدرس سایت 

برای تهیه محلول استوک استفاده شد و جهت تهیه به شرکت پیشگام سفارش داده شد و پس از دریافت پرایمرها  oligoافزار 

 انجام شد.  µM 100پرایمر با غلظت 

 مشخصات پرایمر :1جدول

 

به منظور انجام  کشور انگلستان انجام شد. Source bio-science تیبا استفاده از ک PCRپروتکل خالص سازی محصول 

  PCRهر یک از نمونه ها قرائت شد سپس ،ارسال محصول ODبعد از خالص سازی برای تمامی نمونه های مثبت تعیین توالی ژن، 

( از هر μlng/15و غلظت ) 20µlکره جنوبی جهت تعیین توالی از طریق شرکت تکاپوزیست با حجم حدود  Bioneerبه کمپانی 

با سکانس های  CLC Sequence Viewerنمونه ارسال گردید .که پس از ارسال سکانس ها بررسی سکانس ها با برنامه 

پس از اتمام و  بررسی شد. 1.4.0ورژن  Finch Tvکه مربوط به این ژن و نرم افزار   NCBIاورجینال موجود در بانک اطلاعاتی 

هر یک از سکانس ها را در نرم  Reverse  و  Forwardانجام شد سکانس های رشته   Finch TVبررسی هایی که با نرم افزار 

برای  Consensusشد و بخش  Alignوارد گردید سپس  سکانس ها با یکدیگر   6.5ورژن  CLC Sequence Viewerافزار 

ثبت شده این ژن را از بانک هر توالی بدست آمد. پس از این بررسی ها برای بررسی های فیلوژنتیکی تمامی سکانس های 

ذخیره شده و تمامی سکانس  FAST Aبا فرمت  Mega 4دانلود و برای بررسی های فیلوژنتیکی با نرم افزار  NCBIاطلاعاتی 

ل در ابتدا بایستی توالی های مورد آنالیز را به نرم افزار وارد کرد و سپس آنها را همردیف سازی نمود. شک ها وارد نرم افزار گردید.

استفاده و توالی های مورد نظر را به نرم افزار  Alignment Explorerپائین پنجره اصلی نرم افزار را نشان می دهد. از گزینه 

 وارد کردیم. 

 استفاده نموده تا نرم افزار کار همردیف سازی توالی ها را انجام دهد.  Align by clustal Wسپس از گزینه 

(، جایگاههایی Conserved sitesو ثابت ) (Variable sitesجمله مشخص کردن نواحی متغیر)از DNA آنالیز توالی های 

(، جایگاههایی که در حداقل دو سویه یا بیشتر  Singleton sitesکه منحصراً در یک سویه تغییر نوکلئوتیدی دیده می شود )

Target organism Primer set Sequence(5’ to 3’) Product size(bp) 

کولین دهیدروژناز در 

 باکترها

F GTTCTCGCTACCCGTCTGACT 
 

 
162 

R TTCAGGTTCCGTTTCATAGGC 

pepX در باکتری 
F CGAAGATTGGTCATTTAGCGA 

307 
R AGCGGAGATCAACTTATGGGT 

http://fordo.wi.mit.edu/primer3
http://www.ncbi.gov/tools/primer-blast
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(، تفاوت تعداد نوکلئوتیدها بین سویه ها،  phylogenitically informative sitesتغییر نوکلئوتیدی دیده می شود )

با استفاده  (Sequence typeتیپهای سکانس) مشخص کردنتغییرات در سطح آمینواسید، ترسیم درخت )دندروگرام( ژنی و 

 انجام گرفت. MEGA 4از نرم افزار 

ی به صورت یک فایل برای هر یک از ژن ها، توالی های نوکلئوتیدی توسط شرکت ارائه دهنده خدمات تعیین توال

کامپیوتری به نام کروماتوگرم ارسال گردید. دو انتهای سکانس که کیفیت پیک ها پایین بود، حذف گردید و مابقی مورد 

 آنالیز سکانس قرار گرفت.

)نوکلئوتید نا  Nدارای پیک های واضح، جدا از هم و نوک تیز می باشد و تعداد  کروماتوگرمیک تعیین توالی خوب، در 

کروماتوگرم با کیفیت تعیین توالی خوب را نشان می دهد و شکل دوم   nشخص( درآن کم است. شکل اول قسمتی ام

ها، آنالیز قابل انجام نیست و باید  Nکروماتوگرمی با کیفیت پایین را نشان می دهد. در حالت اخیر به دلیل زیاد بودن تعداد 

کار ویرایش نوکلئوتیدها بر روی کروماتوگرم های خام با توجه به مقایسه آنها با سایر سویه  تعیین توالی دوباره صورت گیرد.

دسترس است و همچنین کنترل چشمی  درNCBIها و با توالی سویه استاندارد که سکانس آن به طور کامل در دیتابیس 

 پیکهای توالی در کروماتوگرم صورت گرفت.

-pGEMسازی، استفاده از پلاسمید کی از راههای کلونینگ ژن و انجام همسانهی: pTG19 کلونینگ ژن در پلاسمید  

T   که از محتویات کیت شرکتPromega طبق پیشنهاد  واکنش پیوند )لیگاسیون( کلونینگ است.  باشد، جهت انجاممی

باشد. به منظور برآورد می 1به  3به پلاسمید  PCRسازی، نسبت بهینه بین محصولات کیت مورد استفاده برای همسانه

استفاده شد. با استفاده از روش  سیناکلونساخت شرکت  100bp Plusاز نشانگر وزنی  PCRتقریبی غلظت محصولات 

 برآورد شد.  PCRای بر طبق دستورالعمل نشانگر وزنی مذکور غلظت محصولات تخمین مشاهده
 

 یافته ها -4
 های مورد بررسی نتایج بررسی ژن کولین دهیدروژناز در باکتری -1

  

 
 ژن کولین دهیدروژناز فراوانی و درصد: 1شکل 

 

 در باکتری های مورد بررسی pepXنتایج بررسی ژن  -2

 ژن کولین دهیدروژناز نتایج حاصل از واکنش زنجیره ای پلیمراز -3
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به منظور تکثیر ژن کولین دهیدروژناز در تصویر الکتروفورز زیر نشان داده شده که به ترتیب  PCRنتایج 

 و تشکیل باند ژن مورد نظر در سه سویه باکتری می باشد. bp100از سمت راست شامل لدر 
 

 
 pepXژن  فراوانی و درصد : 2شکل 

Aliicocuspersicus   ،  Alloactinosynnemairanicum ،  Oceanobacilluspersicus  

 
 ژن کولین دهیدروژنار PCRمربوط به تایید : 3شکل                                          

 

 pepXژن  ای پلیمراز نتایج حاصل از واکنش زنجیره -4

در تصویر الکتروفورز زیر نشان داده شده که به ترتیب از سمت راست شامل  pepXژن  به منظور تکثیر PCRنتایج 

 و تشکیل باند ژن مورد نظر در چهار سویه باکتری می باشد bp100لدر 

Salinithrixhalophila  ، Salinivibrioprotcolyticus،Salinivibrioprotcolyticus،Lentibacilluspersicus 
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 pepXژن  PCRمربوط به تایید : 4شکل 

 بحث -5
می شود      ین گلایسن در باکتری اشریشیا کلی باعث افزایش تحمل فشار اسمزی بالا ئکولین دهیدروژناز با مسیر بتا

هالوموناس الانگتا  ،باکتری های نمک دوست متوسط دهیدروژناز ازکلونینگ، بیان و تخلیص کولین (. 1986همکاران، و آرنر)

با استفاده از خصوصیات  Staphylococcus xylosusکولین دهیدروژناز در  (. بررسی مسیر تبدیل2003لیزابت، )جیوانی و ا

ارائه اولین مدل بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی سوخت و ساز  (1999)رالف روزنشتاین وفردریش گوتز  ژنتیکی و فیزیولوژیکی

، که به عنوان یک راهنمای مفید برای شناسایی  شبکه Chromohalobacter salexigens سلول یک باکتری نمک دوست

بررسی رابطه مقاومت به نمک در  (2011س،سوخت و ساز باکتری های نمک دوست به شمار می رود)کاظم یاراگا و اوزلم ات

 خصوصیات عملکردی و آنالیز سکانس کولین دهیدروژناز (1974باکتری های هالوفیل با پروتئین دیواره.)جونز و لنی،

بررسی اسید امینه های باکتری های نمک دوست)ساتوشی  (2010،لارنس و همکاران(باکتری اشرشیا کولی  از

از سویه استرپتوکوک ترموفیلوس که در این تحقیق توالی  (pepX) و تعیین توالی ژن کد کننده کلونینگ. (2003وهمکاران،

شباهت قابل توجهی با آنزیم  pepXکلون شد، که نشان می دهد توالی پروتئین  ترموفیلوس استرپتوکوکوس از pepX ژن

pepX ،(2002نشان داد)آناستازیا و پاپلی 

 از لاکتوباسیلوس هلویتیکوس در هیدرولیز پروتئین های مواد غذایی)ایزل و مایکل،( pepNو  pepXبررسی خصوصیات 

بررسی تنوع زیستی باکتریهای نمک دوست . ]14[ ل از دریاچه آب شور آران و بیدگلجداسازی وشناسایی باکترهای هالوفی

ناسایی باکتری های هالوفیل از دریاچه جداسازی و ش. (1393)آموزگار، برون نسبی و تحمل کننده نمک در تالاب شور اینچه

 . ]14[ آب شور گمیشان

 

 مقایسه نتایج به دست آمده در این تحقیق با سایر محققین 1-5

باعث مقاومت برخی از باکتری های هالوفیل در مقابل شرایط تنش شوری می  pepXژن های کولین دهیدروژناز و 

تاکنون  نمونه ها حاوی ژن کولین دهیدروژناز می باشد که %5/17و  pepXنمونه ها حاوی ژن  %5/23شوند در این تحقیق 

عنوان شده است این ژن در  NCBIدر رابطه با ژن کولین دهیدروژناز مطالعات زیادی انجام نشده است و به گونه ای که در 

 Staphylococcus xylosusبررسی مسیر تبدیل کولین دهیدروژناز در  شرایط فشار اسمتیک در باکتری ها فعال می شود.
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طیف توانایی مقابله با  استافیلوکوکوس در میان باکتریها غیر هالوفیل، جنسبا استفاده از خصوصیات ژنتیکی و فیزیولوژیکی،

قادر به زنده ماندن در محیط های شور  استافیلوکوکوس اورئوس به عنوان مثال،. گسترده ای از فشار اسمزی در محیط  دارد

و همچنین تحت نمک بالا است این نشان می دهد این باکتریها دارای یک مکانیزم موثر در تنظیم ک متوسط با غلظت نم

 .(1999اثرات مخرب در شرایط اسمزی  بالا می باشند که باعث محافظت از خود می شود )رالف روزنشتاین وفردریش گوتز 

یون باکتری اشرشیا کولی کولین دهیدروژناز کاتالیزور واکنش اکسیداس از خصوصیات عملکردی و آنالیز سکانس کولین دهیدروژناز

بردی بیوتکنولوژی برنامه های کار ین آلدهید به عنوان حد واسط می باشد.ئین است که در این واکنش بتائکولین به گلایسین بتا

شده که باعث افزایش تحمل نسبت به  ین در بهبود تولید گیاه تراریخت می توان استفاده کرد که نشان دادهئاز گلایسین بتا

 .(2010لارنس و همکاران،( کلون شد. ا کولی از ژن )بتا( در این مطالعه، کولین دهیدروژناز شوری و انجماد در باکتری ها می شود.

هنوز ن عنوان شده است که این ژ NCBIنیز مطالعات زیادی انجام نشده است و به گونه ای که در  pepXدر رابطه با ژن 

از سویه استرپتوکوک ترموفیلوس که در این  (pepX) کلونینگ و تعیین توالی ژن کد کننده به طور کامل شناسایی نشده است.

شباهت قابل توجهی  PepX کلون شد، که نشان می دهد توالی پروتئین ترموفیلوس استرپتوکوکوس از pepX تحقیق توالی ژن

 .(2002نشان داد)آناستازیا و پاپلی، pepXبا آنزیم 

  

 نتیجه گیری -6
باعث مقاومت برخی از باکتری های هالوفیل در مقابل شرایط تنش شوری می  pepXژن های کولین دهیدروژناز و  .1

 تاکنون درنمونه ها حاوی ژن کولین دهیدروژناز می باشد که  %5/17و  pepXنمونه ها حاوی ژن  %5/23شوند در این تحقیق 

عنوان شده است  NCBIنیز مطالعات زیادی انجام نشده است و به گونه ای که در  pepXژن  رابطه با ژن کولین دهیدروژناز و

 ن هنوز به طور کامل شناسایی نشده است.که این ژ

 شناسایی شد. باکتری حاوی ژن کولین دهیدروژنازسویه سه  تحقیقدر این   .2

  Aliicocuspersicus  
  Alloactinosynnemairanicum 

  Oceanobacilluspersicus  
 شناسایی شد.  pepXدر این تحقیق چهار سویه باکتری حاوی ژن  .3

 
 Salinithrixhalophila  

 Salinivibrioprotcolyticus  
 Salinivibrioprotcolyticus 

 Lentibacilluspersicus 

 هاپیشنهاد -7
در دنیا و نیاز به تولید گیاهان تراریخته  pepXبه دلیل نبود مطالعات و تحقیقات جامع در مورد ژن های کولین دهیدروژناز و  -1

 مقاوم به خشکی در مقابله با کمبود آب، باید مطالعات جامع تری در مورد این ژن ها صورت پذیرد.

 بر روی سایر میکروارگانیسم ها ی هالوفیل شترمطالعه بی -2

 مطالعه بر روی باکتری های هالوفیل جداشده از سایر مناطق آب های شور کشور -3

 هالوفیلمطالعه بومی باکتری  -4

 PCR Real Time بررسی با استفاده از سایر تکنیک ها و بررسی بیان ژن های مربوطه با استفاده از -5

 بررسی توالی ژن ها با نرم افزارهای بیوانفورماتیکی   -6

 مقاوم به شوری. های  بررسی سایر ژن -7
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