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 چكيده

 ـ جدا شده از  لاكتوباسيلوسايزوله  22 شناسايي دقيقاين تحقيق  از هدف .  اسـت آذربايجـان   ةمحصولات لبني سـنتي منطق

اي بـه طـول    قطعه.  تكثير شد (PCR) مراززنجيره پلي طي واكنش هاي عمومي با جفت آغازگر 16S rRNAژن  ،منظوربدين

 وBsp143I ،BsuRI ،TaqI ، MspI برشـي  آنـزيم  5اسـتفاده از   . جفت باز مشابه با اندازه مورد انتظار تكثيـر شـد   1500

HindIII  افزار حاصل از نرم شيه الگوي برمقايسوGeneDoc ،بـر اسـاس   .  نشـان داد را  هـا  باكتريدر بين اي  تنوع گونه

 لاكتوباسـيلوس ، زئيكا لاكتوباسيلوس، پلانتاروم لاكتوباسيلوس، برويس لاكتوباسيلوس هاي گونهها به  ايزوله ،هاي برشيالگو

سـازي   همسانهايزوله جهت  8ها،  از بين ايزوله.  شباهت نشان دادند ساكي لاكتوباسيلوسو  دلبروكي لاكتوباسيلوس، آژيليس

و يـك ايزولـه بـه     بـرويس ايزوله به عنوان  2، پلانتارومايزوله به عنوان  5در مجموع، .  ارسال شديابي  براي توالي وانتخاب 

  .  ندشناخته شد.  Lactobacillus spعنوان 

 

  كليدي هايواژه

  16s rRNA ،لاكتوباسيلوسهاي پروبيوتيك، باكتري

  

  مقدمه 

كـه   هسـتند  ايهاي زنده ميكروارگانيسم هاپروبيوتيك      

توانند تعـادل ميكروبـي را    وده ميبا قرار گرفتن در محيط ر

ها اصلاح كنند و با فعاليـت  در جهت افزايش سودمندي آن

ــ ــم خ ــت ميكروارگانيس ــانع از فعالي ــد و  ود م ــاي غيرمفي ه

تاثيرات مفيد  از.  )(Klaenhammer, 2000 زا شوندبيماري

بـالا   اين موارد اشاره كـرد:  توان بهها مي مصرف پروبيوتيك

ــراد مســن  ــي اف ــوان سيســتم ايمن ــردن ت گيري از پيشــ، ب

اسهال ناشـي از مصـرف    پيشگيري از، هاي زمستاني عفونت

لاكتـوز،   ناپـذيري در برابـر  تحمـل كـاهش  ، هـا  تيكبيوآنتي

، )آلـرژي (و ويروسي، درمـان حساسـيت   درمان اسهال روتار

درمـان التهـاب    و پيشگيري از سرطان، درمان زخـم معـده  

  .)(Goktepe et al., 2006روده 

جداسـازي   ،كيوتيهاي پروبهين قدم در معرفي سوياول      

 كروبـي متنـوع  يت مي ـهاي مناسب از جمع هيو انتخاب سو

ــا  ســلولي،  هــاي بانــك مجموعــهجســتجو در اســت كــه ب

ــنتي  ــي س ــولات لبن ــ ،محص ــاني ــالم  يو ح ا انس ــات س  وان

 در هـا  بـا كشـت آن   اه ـ هيسـو جداسـازي  .  ردي ـگ انجام مي
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 ن يبهتـــرپـــس از آن  وآغـــاز شـــگاهي يط آزمايشـــرا

 ايدرون شيشـه  ةهـاي سـاد  كي با روشيوتيهاي پروب هيسو

ــا ايجــاد شــرايطي و  وارشــيگدســتگاه  اننــد شــرايطهم ب

محصـولات لبنـي   .  شـود مـي  شناسـايي اي  روده تليـوم  اپي

 انـد   ها شـناخته شـده  ابع اصلي پروبيوتيكيكي از من سنتي

ــين   ــه در ب ــاكتريك ــيد ب ــاي اس ــك ه ــود در  لاكتي  موج

بيشـتر مـورد توجـه     لاكتوباسيلوسجنس  محصولات لبني

  .  (Fooks et al., 1999) است

ــاس        ــتر روشاس ــيميايي   بيش ــايي بيوش ــاي شناس   ه

لاكتيـك شـامل: تشـخيص مورفولـوژي      هاي اسـيد باكتري

 ،توليدات تخميري،  فعاليت آنزيمي مجتمـع  ةسلولي، تجزي

.  ستراهاي مختلف كربوهيدرات اسـت توانايي استفاده از سوب

  بنـدي و شناسـايي  هـا در طبقـه  ايـن روش  به كارگيرياما 

ا توجـه بـه تكرارپـذير نبـودن     ب ،هاي اسيد لاكتيكباكتري

هاي مختلف و تنوع رگـه  اهشرايط كشت مرتبط با آزمايشگ

ي روش ـ ،هـاي مشـخص   مقايسه شده با گونـه  هاي و بيوتيپ

ــامع  ــل و ج ــت كام ــن رو  از  .)Tannock, 1999( نيس اي

هـاي مولكـولي   با روش هاي باكتري سويه تر شناسايي دقيق

آنـاليز   مبنـاي  هـا بـر  زيـرا ايـن روش   دارد، اهميت فـراوان 

كــه قابــل تكــرار در  شــوند اجــرا مــياســيدهاي نوكلئيــك 

هـاي  با پيشرفت همچنين.  هاي ديگر نيز هستندآزمايشگاه

هـا   بنـدي بـاكتري  ييرات اساسي در طبقهتغ ، ايجادمولكولي

اساس اين تغييـرات بـا بررسـي    .  است پذير شدهامكاننيز 

كـدينگ  يك توالي خاص از ژنـوم موجـودات بـا عنـوان بار    

DNA  روي در بيشتر تحقيقات مولكولي .  استقابل توجيه

ده شـده اسـت   استفا16s rRNA 1ژن از توالي ،هاپروكاريوت

سنج دقيق علمـي در طـول   اين ژن به عنوان يك زمان زيرا

هايي يكي از روش.  بوده است انتكامل مورد استفاده محقق

 تشـخيص  را 16s rRNAتنـوع موجـود در ژن    تواندميكه 

ــزيم   ــا آن ــد و ب ــاي ده ــيه ــي  برش ــام م ــود انج   روش ،ش

 2PCR-ARDRA شــود كــه از ريبوتايپينــگ ناميــده مــي  

  

 ايـن   ديگـري  طبـق تعريـف  همچنـين  .  مشتق شده اسـت 

هــاي  بــر اســاس ژن RFLPاجــراي روش  روش بــه عنــوان

.  )(Jansson, et al., 2009 معرفـي شـده اسـت    ريبـوزومي 

هـا بـا   لاكتوباسيلوسشناسايي  ةتحقيقات متعددي در زمين

و همكــاران  گيرافــا.  شــده اســت اجــرا ARDRAتكنيــك 

(Giraffa, et al., 1998) هــاي  بــراي شناســايي زيرگونــه

ن از تكثير و آناليز برش آنزيمي ژ 3لاكتوباسيلوس دلبروكي

16s rRNA  وARDRA بـا  ايـن محققـان  .  استفاده كردند 

هـاي   بـا سـرعت و دقـت بـالايي سـويه      اين روش توانستند

بـه  .  ه از محصولات لبني را شناسـايي كننـد  جداسازي شد

هـاي برشـي    الگوي باندي ايجاد شده با آنزيماين ترتيب كه 

ــر ــه نشــان دادن عــلاوه ب  ،دلبروكــي اخــتلاف ســه زيرگون

لاكتوباسـيلوس  ، توانست اختلافـات  بولگاريكوسو  لاكتيس

ــوس ــيو  4هلونتيكــ ــيلوس دلبروكــ ــز  لاكتوباســ  را نيــ

 دلفــدريكو و .  ) (Giraffa et al., 1996نشــان دهــد 

ــين از  (Delfederico, et al., 2005) همكــاران در آرژانت

 .  جداســازي كردنــدرا  سلاكتوباســيلو 17نوشــيدني كفيــر 

 ـARDRA  روش در اين تحقيق هـاي   آنـزيم كـارگيري  هبا ب

بـراي بررسـي تنـوع ژن      HaeIIIو Dde I ,Hindf I  برشي

16s rRNA   ا نشـــان داد كــــه  آناليزهــ ـ.  اجـــرا شـــد

الگوهـاي  جداسازي شـده،   ناجور تخمير هاي سلاكتوباسيلو

و  JCMزيرگونـه   لاكتوباسـيلوس كفيـر  مشـابهي بـا   برشي 

ــه ــتند دا ATCC زيرگون .  )(Delfedrico et al., 2005ش

بــا  (Zhong et al., 1998)و همكــاران  زونــگهمچنــين 

ي به جداساز موفق DraIو  BclIاستفاده از دو آنزيم برشي 

ايـن روش تشـخيص بـين    .  ندشد لاكتوباسيلوسسويه  64

  .  پذير ساخت را امكان اسيدوفيلوسي ها سويه

سنتي ايران نيـز منبـع مهمـي بـراي     محصولات لبني       

محسـوب   لاكتوباسيلوسهاي باكتريجداسازي و شناسايي 

 )(Ebrahimi et al., 2011 ناابراهيمي و همكـار .  شوند مي

  مانند ماست و پنير موفق به جداسازي واز محصولات لبني 

  

1- 16s ribosomal RNA                                                                   2- Amplified ribosomal DNA and restriction analysis 
3- Lactobacillus delbrueckii                                                          4- L.helvetieus 
5-.L.cazei 
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 و 1كازئي لاكتوباسيلوس، لاكتوباسيلوس پلانتارومشناسايي 

ــرويس لاكتوباســيلوس ــداهاي خــوبي   2ب   شــدند كــه كاندي

 لطفــي و همكــاران  .بــراي پروبيوتيــك بــودن هســتند   

(Lotfi et al., 2010)  لاكتوباسـيلوس  جدايـه  16به بررسي 

.  هريس و سراب پرداختند از محصولات لبني سنتي مناطق

هـاي ايزولـه شـده بـر     لاكتوباسـيلوس تنوع موجود در بين 

 بررسـي  RAPDو مـاركر   16S rRNAيابي ژن  اساس توالي

هـاي  را بـه گونـه   لاكتوباسـيلوس هـاي  شد كه تعلق سـويه 

نشـان   بـرويس و  3سـاليواريوس ، كازئي، دلبروكي، پلانتاروم

بـر اسـاس    (Ghotbi et al., 2010)قطبي و همكـاران  .  داد

شناسـايي  يوشيميايي و مورفولوژيكي موفق به ب هايآزمون

پلانتــــاروم،  لاكتوباســــيلوس، لاكتوباســــيلوس كــــازئي

 از  4پنتوســوس لاكتوباســيلوس ،پاراكــازئي لاكتوباســيلوس

ــه مطالــب ذكــر شــده،  .  شــدندپنيــر ليقــوان  ــا توجــه ب  ب

رسيد كـه محصـولات لبنـي سـنتي      توان به اين نتيجه مي

ــا ــع    من ــان منب ــوص آذربايج ــه خص ــران ب ــف اي  طق مختل

ــاكتري  ــراي ب ــي ب ــاي مهم ــيله ــوان   وسلاكتوباس ــه عن  ب

تحقيـق،  هـدف از ايـن   .  هسـتند  هـاي پروبيوتيـك  باكتري

از  جداســازي شــده هــايوسلاكتوباســيلدقيــق  شناســايي

 روشهاي مولكولي (روش محصولات لبني سنتي بر اساس

ARDRA 16ژن  يابي و تواليS rRNA( تاس  .  

  

  هامواد و روش

 سنتيكشك  ،پنير، هاي ماست نمونهروي اين تحقيق       

، ماكو هاي كليبر از نقاط مختلف شهرستانآوري شده جمع

در سطح جنس بـر   هاجدايه ةشناسايي اولي.  شد اجراو اهر 

و برخي از خصوصيات  سلولي هاي مورفولوژياساس ويژگي

، الگـوي  آميـزي گـرم  نگتست كاتالاز، رمانند بيوشيميايي 

ــر قنــدي  متفــاوت در هــاي pH شــد در دمــا و ، رتخمي

  غــرب و غــرببيوتكنولــوژي كشــاورزي شــمال ةپژوهشــكد

  

  

هـا نيـز   جدايـه تانسيل پروبيـوتيكي  پ.  ه بودشد اجرا كشور

ــت  ــط تس ــك    توس ــيد و نم ــه اس ــت ب ــاي مقاوم ــاي  ه   ه

ــفراوي ــاĤنصـ ــورد  هـ ــابي مـ ــود  ارزيـ ــه بـ ــرار گرفتـ   قـ

(Alizadeh, 2008; Eslami,2007) .  

  ژنومي DNAها جهت استخراج كشت باكتري

 موجـود در بانـك ميكروبـي    لاكتوباسيلوس هايجدايه      

غــرب و غــرب بيوتكنولــوژي كشــاورزي شــمال ةپژوهشــكد

ساعت  24ت مايع به مد  MRSابتدا در محيط كشت كشور

شدند تـا رسـوب    كشت داده سلسيوسدرجه  37در دماي 

ــراي اســتخراج ــاده  DNA لازم ب ــومي  DNA.  شــودآم ژن

كاردينـال و همكـاران    هـا، طبـق روش پيشـنهادي    باكتري

(Cardinal et al., 1997)  شد؛ با ايـن تغييـر كـه    استخراج

سلولي باكتري از انجماد و ذوب مكرر  ةبراي شكستن ديوار

 مـولار بـا   1تركيبات ليز بافر شامل تريس .  استفاده گرديد

pH  مـولار،   5يم ، كلريدسد5/7برابر باEDTA 5/0   ،مـولار

SDS 2 بــراي بررســي كيفيــت .  درصــد و آب مقطــر بــود

DNA     ــراي ــد ب ــك درص ــارز ي ــده از ژل آگ ــتخراج ش اس

  .   شد الكترفورز استفاده

  16S rRNAمرازي ژن اي پليواكنش زنجيره

ــر  16S rRNA ژن       ــتفاده از دو پرايمـــ ــا اســـ   ، بـــ

 HalF)5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3'( و HalR  

)5'TACCTTGTTAGGACTTCACC 3' (ــر ــد تكثي   ش

et al., 1996) .(Drake  شرايط اعمال شده در اين واكـنش 

 95سـازي اوليـه در   هـاي واسرشـته  چرخـه  مشتمل بود بر:

 چرخـه بـا مرحلـه    35دقيقـه،   5مدت   هب سلسيوسدرجه 

دقيقـه،   1مـدت  ه ب سلسيوسدرجه  94سازي در واسرشته

مدت   هب سلسيوسدرجه  57اي مرحله اتصال آغازگر در دم

  دقيقـه و  2مدت   هب سلسيوسدرجه  72دقيقه، بسط در  1

   سلسـيوس درجـه   72يك چرخه بسط نهـايي در   سرانجام

ــ ــدت   هب ــه 10م ــنش .  دقيق ــرهواك ــيزنجي ــرازاي پل    م

  

  1-L.cazei                                                                                        2- L.brevis 
3- L.salivarius                                                                              4- L.pentosus 
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ــا ــتر م5/12 بـ ــر مسـ ــركت  ميكس يكروليتـ ــاخت شـ   سـ

  ميكرومــولار  4/0زه، ده ميكروليتــر آب ديــوني ، ســيناژن

ــاياز  ــتقيم  پرايمره ــوس، مس ــانوگرم  50و معك    DNAن

  انجام شد.

ــي   ــرش آنزيم ــده    DNAب ــر ش ــوزومي تكثي   ريب

  )PCR )ARDRA با

بـا پرايمرهـاي    16S rRNAپـس از تكثيـر قطعـه ژن          

هــاي برشــي هــاي برشــي حاصــل از آنــزيم الگــو ،عمــومي

هـاي بيوشـيميايي بـا    هـاي شناسـايي شـده در تسـت     نهگو

مقايسـه  ) (NCBIر سـايت بانـك ژنـي    هاي موجـود د  گونه

 ،BsP143Iدر ايــن تحقيــق از پــنج آنــزيم برشــي .  ندشــد

HindIII، TaqI، BsuRI  و MspIاستفاده شد.  

  هضـــم  هـــايواكـــنش ،PCRبـــراي هـــر محصـــول       

ــه ــزيم ب ــا آن ــه ب ــد هــايطــور جداگان .  مــذكور انجــام گردي

طبـق دمـاي   ساعت  12به مدت  آنزيمي هاي هضم واكنش

حصـولات  مدر پايـان،  .  ماري انجام شدآنزيم در بن فعاليت

درصد الكتروفـورز   5/2آگارز  ژل از هضم آنزيمي با استفاده

  از و مشـاهده  UVبـرش در زيـر نـور     اصـل از حو نوارهاي 

 بـرداري، الگـوي   بعـد از عكـس  .  دش ـبرداري  و عكس هاآن

 افـزار نـرم  بـا دست آمده با الگوي نواري تهيه شده هب نواري

Genedoc (version 2.7.0.0) ــوالي  16S rRNA هــاياز ت

مقايسـه  ، NCBI ثبـت شـده در   وسلاكتوباسـيل هـاي  گونه

  ). (Arenas et al., 2009دندش

  

  يابي آن و توالي 16S rRNAكلونينگ ژن 

ــوالي       ــت ت ــدهاي  جه ــق و بررســي نوكلئوتي ــابي دقي   ي

ــ ــوالي   شجه ــراي ت ــوردنظر ب ــه، ژن م ــال   يافت ــابي ارس   ي

مـرازي  اي پليمنظور محصول واكنش زنجيرهبدين  .گرديد

ــا روش  ــور   T/Aب ــه وكت ــگ ب ــركت  pGEM-Tكلونين (ش

 ه ســـپس وكتـــور نوتركيـــب بـــ.  شـــدپرومگـــا) الحـــاق 

ــاكتري  ــر  Escherichia coli DH5αدرون ب جهــت تكثي

  .   پلاسميدهاي نوتركيب انتقال يافت

ــاس روش  ــر اس ــالب ــي/ ريگغرب ــاكتري آب ــفيد، ب ــايس    ه

  از طريـق كشـت سـطحي    وتركيـب  ن وكتـور كننـده  دريافت

  سـيلين و آغشـته بـه    محتوي آمپـي  LB Agarروي محيط 

X-Gal و IPTG ، ــدند ــال ش   .  )et al., 2003) Malik غرب

 ةپس از اسـتخراج پلاسـميد نوتركيـب و تاييـد ورود قطع ـ    

 MWG درون آن، پلاسميد نوتركيب به شركته موردنظر ب

با توالي موردنظر  پس از آن و يابي ارسال آلمان جهت توالي

  .  شد آناليز BLAST و Chromasافزار  نرماستفاده از 

  

  نتايج و بحث

ايزولــه  موجــود در كلكســيون  22ايــن تحقيــق روي       

 غرب كشور غرب وبيوتكنولوژي شمال ةميكروبي پژوهشكد

يايي هـاي بيوشـيم  روش بـا  قـبلاً هـا   ايـن ايزولـه  .  شد جراا

ي مـورد بررسـي در   هـا  اسامي ايزوله.  شناسايي شده بودند

  آورده شده است. 1جدول 
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  هاي مورد بررسياسامي ايزوله -1 جدول                                                     

  شناسايي بيوشيميايي

  در حد گونه

منطقه 

 جداسازي شده
 ايزوله

 AL1 ماكو پلانتاروم -كازئي 

 BL3 اهر آژيليس -پلانتاروم 

 BL4 اهر آژيليس -پلانتاروم 

 DL3 اهر پلانتاروم

 I كليبر فرمنتوم-برويس  –روتري 

 BL8 اهر فرمنتوم -پلانتاروم -آژيليس

 EL3 اهر ساكي

 C كليبر فرمنتوم -برويس –روتري 

 AL5 ماكو دلبروكي-پلانتاروم

 DL2 اهر پلانتاروم

 DL4 اهر پلانتاروم

 P كليبر دلبروكي

هرا ساكي  EL2 

 A كليبر برويس -دلبروكي

 AL4 ماكو پلانتاروم -آژيليس

 AL7 ماكو پلانتاروم -آژيليس  - فرمنتوم

 K كليبر فرمنتوم-برويس  –روتري 

 CL2 اهر پلانتاروم -آژيليس

 J كليبر فرمنتوم-برويس  –روتري 

 H كليبر فرمنتوم-برويس  –روتري 

 O كليبر فرمنتوم-برويس  –روتري 

 AL2 ماكو د لبروكي-آژيليس -نتارومپلا

  

    مرازياي پليو واكنش زنجيره DNAاستخراج 

ــورز         ــايج الكتروفــ ــ DNAنتــ ــده از اســ تخراج شــ

وجـود كيفيـت    ،آگـارز  درصـد  1روي ژل ها  لاكتوباسيلوس

اي اســتفاده در واكــنش زنجيــره هــا را جهــتDNAخــوب 

ير ژن جهت تكث PCRپس از .  كردتاييد  (PCR)مرازي پلي

16S rRNA،  ــولات ــو PCRمحصـــ رز روي ژل الكتروفـــ

ــازي ــد آشكارس ــل از  .  ش ــايج حاص ــكل  PCRنت  1در ش

  .شود مشاهده مي
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 Hal با جفت آغازگر 16S rRNAجفت نوكلئوتيد ژن  1500مربوط به تكثير قطعه  (PCR) مرازاي پليواكنش زنجيرهج ينتا - 1 شكل

6F وHal 6R   .C+كنترل مثبت (و :(اكنش بدون پرايمر، C- واكنش بدون) كنترل منفي :DNA(  :1 سايز ماركرKb DNA Ladder 

)M(.  

  

مشـهود اسـت، در مقايسـه بـا      1 شكل كه درطوري هب      

اندازه قطعه تكثير  ،يك كيلوبازي قطعات مختلف لدر ةانداز

 بررسـي سـاختار  .  اسـت  جفـت بـاز   1500شده در حـدود  

 1500حـاوي  ايـن ژن   د كه دهنشان مي  16S rRNAژن

  و در چنـد نسـخه در ژنـوم كـل بـاكتري       اسـت  نوكلئوتيد

اي اين ژن به عنـوان يـك نشـانگر عمـومي دار    .  وجود دارد

  ددارپايـداري بـالايي   عملكـرد   و از نظرتوالي حفاظت شده 

et al., 2001) (Durm.  

 PCR تكثير شـده بـا    16S rRNAژن  برش آنزيمي

)ARDRA(  

 16S rRNAتـر تنـوع ژن    ي بيشتر و دقيقجهت بررس      

از روش  ،لاكتوباسـيلوس هاي مختلـف   موجود در بين ايزوله

.  اســتفاده شــد 16S rRNAژن بــرش آنزيمــي بــر مبنــاي 

با الگوهـاي برشـي   هاي حاصل  برش مقايسة بيوانفورماتيكي

ثبت شـده در   لاكتوباسيلهاي  گونه 16S rRNA هاي توالي

از نظـر   Gene Docده از برنامه با استفا )NCBI( بانك ژني

بـا  الگـوي برشـي حاصـل      ؛بيوانفورماتيك مقايسـه شـدند  

ورده آ به طور جداگانـه  2شكل هاي برشي مختلف در آنزيم

  شده است.

 هاي مورد  صل از تمام آنزيمبا توجه به الگوي برشي حا      

   DL3, AL5, DL2, DL4 هـاي  ايزوله ، الگوي برشياستفاده

  

 ـ ،پلانتـاروم گونه  مشابه AL2و   مشـابه الگـوي   AL1 ةايزول

مشـابه الگـوي    EL3و  EL2ايزوله ،پلانتارومو  كازئيبرشي 

بودند  دلبروكيشابه الگوي برشي م P ايزوله و برشي ساكي

را اجرا شده هاي بيوشيميايي  قايسه شباهت تسته اين مك

  هـاي  اسـاس تسـت   بـر .  دهـد ميهاي حاصل نشان  با برش

به   BL4 وBL3, BL8, AL4, CL2  هايبيوشيميايي ايزوله

  شــباهت بيشــتري نشــان رومپلانتــا و آژيلــيسهــاي گونــه

  .   (Alizadeh, 2008; Eslami, 2007)دهدمي

قادر به تفكيك اين دو  BsuRIكه آنزيم با توجه به اين      

 Bsp143Iاز دو آنزيم ديگـر   هاآنگونه نبود، براي تشخيص 

 ،هاي حاصل از اين دو آنـزيم  در برش.  شداستفاده  MspIو 

الگـوي  مشـابه  BL4 و BL3, BL8, AL4, CL2 هـاي   سويه

هايي كه بـا   همچنين در مورد ايزوله.  بودند پلانتارومبرشي 

 بـرويس  ، رئوتريهاي هاي بيوشيميايي به عنوان گونهتست

 Bsp143I وMspI دو آنـزيم   ، ندشناخته شده بود فرمنتومو 

 كـه  طـوري قادر به تفكيـك ايـن سـه گونـه از هـم بـود بـه       

 بـرويس الگوي برشـي  ه مشاب   Kو I, J, C, Q, H هايايزوله

ــد ــزيم  .  بودن ــا اســتفاده از آن   الگــوي برشــي  ،BsuRIامــا ب

  . مشابه هم بودند برويس و رئوتري

 AL7 ةدو ايزول ـ هـاي بيوشـيميايي،  بر اسـاس تسـت         

ــه مشــابه ســه BL8و ــاروم گون ــ ،پلانت ــومو  يسآژيل    فرمنت
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ــد  ــخيص داده ش ــه تش ــن   ند ك ــاوت اي ــي تف ــت بررس   جه

اسـتفاده   MspIو  Bsp143Iهـاي برشـي   سه گونه از آنـزيم 

ي مشـابه بـا   ياما نتايج نشان داد كه اين دو ايزوله الگو.  شد

  كــه دو آنــزيم  شــودمــي يــادآوري . دارنــد پلانتــاروم

TaqI  و HindIII و ايجــاد تنــوع در ژن قــادر بــه تفكيــك  

16S rRNA .نشدند  

  

  
  

 
  

  
  

با الگوهاي  و مقايسة بيوانفورماتيكي Bsp143I با آنزيمو ج:   MspI با آنزيمب:  BsuRI ا آنزيمالف: ب PCR برش محصولات  - 2شكل 

  نيثبت شده در بانك ژ وسلاكتوباسيلهاي گونه 16S rRNA يها برشي توالي

I: آگارز    روي ژلها شي حاصل از ايزولهالگوي برIIالگوي برشي حاصل با برنامه : GeneDoc. 

 

  Iالف:

  IIالف:

   IIج:  Iج:

 

 

   I ب:   IIب:

 

  II الف:

 II الف:
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  يابي آن و توالي 16S rRNAژن  سازيهمسانه

ــه ةقطعــه تكثيــر يافتــ       ــ هشــت ايزول  PCR ةدر مرحل

ــاز)1500( ــت بــ ــل وندر جفــ ــا روش  pGEM ناقــ   بــ

T/A Cloning بـا روش  سفيد  هايهمسانه.  ندشد همسانه

اين قطعات و بعد از استخراج  انتخاب سفيد -ري آبيغربالگ

  .   يابي ارسال شدند از پلاسميد براي توالي

يابي شده بـا نتـايج    هاي توالي نتايج نمونه 2 در جدول      

برش آنزيمي و نتايج شناسايي بر اساس الگوي  بيوشيميايي

 .   ندشدمقايسه 

اي هـايي كـه بـر    دهـد كـه ايزولـه    بررسي نهايي نشـان مـي  

هـاي   ده بودند، يا شباهت به نتايج تستيابي ارسال ش توالي

تفـاوت بـين   .  ها متفاوت بودندبيوشيميايي داشتند يا با آن

 دارد: اولنتايج شناسايي بيوشيميايي و مولكولي، دو دليـل  

يـك نوكلئوتيـد    ةحتي بـه انـداز  كه وجود جهش در توالي، 

يـن مـورد در   ا والگوي برشي متفاوتي را ايجاد خواهد كرد 

هـاي بيوشـيميايي در    ضعف تسـت  دوم.  شدييد تا J ةايزول

شناسايي دقيق و مورد اطمينان كه اين دليل نيز در مـورد  

 صادق بود. AL1 و Aهاي ايزوله

  

  

 و شناسايي مولكوليبيوشيميايي و برش آنزيمي ي شناسايي ها نتايج روش ها و مقايسةي ايزولهبررسي نهاي- 2جدول 

  شناسايي بيوشيميايي  نمونه
شناسايي بر اساس 

ARDRA 

  شناسايي بر اساس

  يابيتوالي 

Accession number ) (  

-درصد شباهت با ايزوله

 NCBAهاي ثبت شده در 

H برويس  برويس  فرمنتوم - روتري -برويس  HM8547  99 درصد  

o برويس  برويس  فرمنتوم - روتري -برويس JN368472 99 درصد  

DL3 پلانتاروم  نتارومپلا  پلانتاروم  HQ406829  99 درصد  

CL2 پلانتاروم  پلانتاروم  آژيليس -پلانتاروم HQ610929.1 99 درصد  

J  هامتفاوت از بقيه سويه  فرمنتوم - روتري -برويس  HQ406830 L.  sp 97 درصد  

A پلانتاروم  متفاوت از دلبروكي -پلانتاروم  برويس -دلبروكي JN368470 99 درصد  

AL1 درصد 100 پلانتاروم  پلانتاروم -كازئي  لبروكيد -كازئي 

BL3 پلانتاروم  آژيليس -پلانتاروم  آژيليس -پلانتاروم JN368469 99 درصد 

  

 

      ARDRA بررسـي تنـوع    جهـت سريع و سـاده   يروش

ــه  ــين گون ــاي  ب ــيلوسه ــت لاكتوباس ــ.  اس  اتدر تحقيق

بـراي   HindIIIو  EcoRIهـاي برشـي   از آنـزيم  ،جوهانسون

اسـتفاده   لاكتوباسيلوس پلانتـاروم هاي يي اكثر سويهشناسا

كومت  پنيراز  لاكتوباسيلوس دلبروكيوجود كه شده است 

براي شـش  .  يد شدتايPCR-ARDRA با استفاده از روش 

 ديـده نشـد بـا     EcoRIهيچ برشي بـا  هلونتيكوس  سويه از

 
 

 
 

ــن  ــود ايـ ــه وجـ ــاني   كـ ــدي يكسـ ــر قنـ ــوي تخميـ  الگـ

ــتند  ــورا.  )Johansson et al., 1995(داشــ  و ونتــ

 ايـــن روش را  (Ventura et al., 2000)همكـــاران  

ــر ژ  ــد از تكثي ــي    16S rRNA نبع ــزيم برش ــه آن ــا س  ب

 Sau3AI, HinfI, DraI   ــروه ــايي گ ــراي شناس ــدي ب  بن

ــه ــازئي،   گون ــاي پاراك ــاليواريوسه ــري، س ــوم، روت   فرمنت

ــد  ــتفاده كردن ــزيم .  اس ــين HinfIآن ــايز ب ــه تم ــاي  گون ه
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 هــاي گونــه تمــايز بــين DraIو  گالينــارومو  ساســيدوفيلو

  .   پذير ساخترا امكان آميلووروسو  كريسپاتوس

 

  گيري نتيجه

هـاي فنـوتيپي    روشبـا  هـاي ميكروبـي    تشخيص گونه      

 ،هـاي مولكـولي   روشبـا پيشـرفت   .  استبر  پيچيده و زمان

  تشـخيص   يسـرعت و دقـت بـالاي   هـاي ميكروبـي بـا     گونه

ــي ــوندداده م ــور  .  ش ــه منظ ــق ب ــن تحقي ــايي در اي   شناس

ــه ــيلوس و ايزولـ ــاي لاكتوباسـ ــوع در ژنهـ ــي تنـ   بررسـ

 16S rRNA،  دو روشARDRA كار گرفتهه بيابي  و توالي 

ــد ــزيم ARDRAدر روش .  شــ ــي از آنــ ــاي برشــ    هــ

HindIII, BsuRI TaqI, MspI,  و Bsp143I  اسـتفاده شـد  .

هـاي   ونـه تفكيـك گ  ،ها با الگوي به دست آمده از اين آنزيم

ــاروم  ــيلوس پلانت ــرويس، لاكتوباس ــي، ب ــازئي، دلبروك   ، ك

 شـود يادآوري مي.  تفكيك شدند ساكيو  فرمنتوم، روتري

قـادر بـه ايجـاد تفكيـك     TaqI  و  HindIII هـاي  كه آنـزيم 

تـوان بـه سـرعت     مي ARDRA هاي روش از مزيت.  نشدند

هـاي   بندي و تشـخيص گونـه  بالا، قابليت تكرارپذيري، گروه

ها  تفكيك ايزوله بعد از.  جمعيت اشاره كرد هرروبي از ميك

هشـت ايزولـه از   بر اساس نتايج حاصـله   ، ARDRAبا روش

ــه 22 ــوالي ايزول ــدند  ت ــابي ش ــت .  ي ــه در نهاي ــنج گون   پ

 لاكتوباسيلوس بـرويس و دو گونه  لاكتوباسيلوس پلانتاروم 

  از محصـــولات لبنـــي  Lactobacillus spو يـــك گونـــه 

   يـــابي تــوالي و  ARDRAدو روش  ابـ ـ بــه طــور دقيـــق  

  .   شناسايي شدند

  

  قدرداني

غـرب و  بيوتكنولـوژي كشـاورزي شـمال    ةاز پژوهشكد      

الي و علمـي ايـن پـروژه    هاي م غرب كشور به دليل حمايت

  .شود مي  سپاسگزاري
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This study utilized molecular methods to identify 22 isolates from traditional dairy products of Azerbaijan. 

PCR was carried out using the universal primers of 16S rDNA and a fragment of ~1500bp was amplified. 

Amplified ribosomal DNA restriction analysis was performed using BsuRI, MspI, HindIII, TaqI and 

Bsp143I. ARDRA results were compared to the restriction profile in enzymatic restriction and 

bioinformatics analyses (GeneDoc). The isolates were identified as Lactobacillus brevis, plantarum, casei, 

agilis and saki. To better characterize the isolates, fragments of eight isolates were amplified, cloned and 

sequenced. The results identified five isolates as L. plantarum, two isolates as L. brevis and one isolate as 

Lactobacillus sp.  
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