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هاي پروبيوتيك جداشده از غذاي سنتي شناسايي مولكولي لاكتوباسيل
و دوغ ترخينه بر اساس توالي  Sترخينه rDNA16

c، ليلا خجارهb، مريم تاج آبادي ابراهيمي*a فرزانه تفويضي

aدانشگاه آزاد اسلامي، واحد پرند، گروه زيست شناسي، تهران، ايران استاديار 
bاستاديار دانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران مركزي، گروه زيست شناسي، تهران، ايران 

cكارشناس ارشد ژنتيك، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران مركزي، گروه زيست شناسي، تهران، ايران 

 16/5/1391تاريخ پذيرش مقاله: 20/11/1390تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
و در درمـان مقدمه و درمـاني داشـته از قـديم الايـام كـاربرد دارويـي از غذاهاي محلي ناحيه غرب ايران مي باشد كه : سوپ ترخينه يكي

از بـاكتري سرماخوردگي مورد استفاده قرار مي و دوغ ترخينه منبع غنـي هـاي پروبيوتيـك گرفته است. تحقيقات نشان داده است كه ترخينه
و ها، اسـتفاده از روش هاي بيوشيميايي جهت شناسايي باكتري باشند. لذا به دليل ابهام آميز بودن تستمي هـاي مولكـولي جهـت شناسـايي

آن كي باكتريبررسي فيلوژنتي و بكارگيري  ها در صنايع غذايي، امري بسيار ضروري است. هاي موجود در ترخينه
و روش در اين تحقيق، شناسايي مولكولي لاكتوباسيلها مواد دو منبع مـذكور براسـاس روش تـوالي يـابي ناحيـه: از  هاي جداسازي شده

S rDNA16در بين باكتري با توانايي توليد باكتريوسين قـوي TD10و T20،T22،TD4هاي جدا شده چهار سويه صورت گرفت.
از رشد باكتريها جهت تواليتر نسبت به ساير نمونه  DNAاستخراج،MRSها در محيط اختصاصي يابي انتخاب شدند، بدين منظور پس

Sهاي مورد نظر توسط هضم ليزوزيمي صورت گرفت. تكثير ناحيهاز ايزوله rDNA16و بـه توسط پرايمرهاي اختصاصي انجام پـذيرفت
 انجام شد. مذكوردنبال آن توالي يابي ناحيه 

در پايگاه اطلاعاتي با مقايسه توالي ها: يافته % با لاكتوباسيلوس كازئي حاصل شد. چهار سـويه فـوق تحـت عنـوان99تشابه،NCBIها
در سوش  ثبت شدند. GenBankهاي جديدي از لاكتوباسيلوس كازئي
در صنايع غـذايي مـي : با توجه به پتانسيل بالاي پروبيوتيكي ترخينه، كاربردي شدن اين باكتريگيري نتيجه توانـد اثـرات هاي پروبيوتيك

و كيفيت مصارف غذايي داشته باشند. در بهبود  مفيدي

S ترخينه، توالي يابي، لاكتوباسيل،: واژه هاي كليدي rRNA16 
  email: tafvizi@piau.ac.ir مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه

نقــش مهمــي در صــنايع غــذايي ايفــا هــا لاكتوباســيل
مي مي و تغيير طعم غذا شده كنند. چرا كه توانند سبب بهبود

هاي مسموم كننده گردند. البته همـهو مانع از رشد باكتري
هــا مفيــد نيســتند، بعضــي از آن هــا در ايجــاد لاكتوباســيل

و حتي ممكن اسـت پـاتوژن  مسموميت غذايي دخالت دارند
ود سيسـتم طبقـه بنـدي بـراي آن باشند. بنابراين وجو هـا

و قابـل اعتمـاد امـري توسعه روش هـاي شناسـايي سـريع
ــوژني نشــان داده اســت كــه  ضــروري اســت. بررســي فيل

( باكتري هاي گرم مثبت)، باكتريLABهاي اسيد لاكتيك
پائيني هستند. شناسـايي مرسـوم فنـوتيپي G+Cبا ميزان 
بولاكتوباسيل و خسته كننده و هميشه قابل ها، وقت گير ده

هاي مشخصي وجود دارند كـه اعتماد نيست. به علاوه گونه
قابل شناسايي بر اساس صفات فنـوتيپي نيسـتند. از طرفـي 

هــاي فنــوتيپي تحــت تــاثير شــرايط محيطــي قــرار پاســخ
و گيرند، بنابراين بايستي از روش مي هاي شناسايي پايـدارتر

ولي از جملـه هـاي مولك ـقابل اعتمادتر استفاده كـرد. روش 
Sشناسايي نواحي  rRNA16 ،S rRNA23 و نواحي بين

ــي Sژن rRNA16 وS rRNA23 ــايي ــت شناس جه
مياختصاصي لاكتوباسيل روند. دانش امـروزي در ها به كار

ها بر اساس بررسي مقايسه اي مورد ارتباط فيلوژني باكتري
Sتـوالي هـاي  rRNA16 مـي ) ,.Woses et alباشـد

1987.( 1

هـاي هاي فيلوژني حاصل از آناليز مقايسه تـوالي درخت
Sهاي حفاظت شده ديگر ماننـد ماكرومولكول rRNA23 ،

بـا ATPaseآنـزيمβو زير واحد Tuفاكتور طويل شدن
Sنتايج حاصل از  rRNA16 مطابقت دارنـد. از آنجـا كـه

هاي نسـبتا درخت هاي فيلوژني مشابهي از بررسي مولكول
 ــ ــر عملك ــاوتي از نظ ــل متف  ATPaseو rRNAردي مث
 توان نتيجه گيري كـرد كـه كلاسـتر حاصل شده است، مي

S rRNA16 حاصل، منعكس كننده فيلوژني باكتري است
) ,.Schleifer et alنه تاريخچه ژني 1995.( 

بنــدي هــاي مولكــولي، در طبقــهبــا پيشــرفت تكنيــك
ها نيز تغييـرات چشـمگيري رخ داده اسـت. انگيـزه باكتري
و ويژگـي اصلي  در ايجاد ايـن تغييـرات، ناشـي از ماهيـت
به عنوان يك كرنومتر مولكـولي اسـت rRNAهاي توالي

 
1

Alignment 

)Woses et al., ــول1987 ــايي از مولك  ). بخــش ه
S rRNA16 هـاي باكتريـايي حفاظـت شـده در بين گونه
و مــي ــي اســت و تطبيــق همرديف ــد جهــت مقايســه 1توان

نواحي حفاظت شده، هاي مختلف به كار رود. مقايسه ايزوله
(شكل  ) را كه در V9تا V1،1امكان مقايسه مابقي نواحي

آورد باشـد، فـراهم مـي ها متفـاوت مـي بين بسياري از گونه
)Collins et al., 1991; Stackebrandt et al.,

1995; Vandamme et al., 1996 .( 
Sهاي ژن از نقطه نظر عملي، توالي rDNA16 به ،

هاي قابل اطمينان در بسياري از گونهعنوان يك روش
هايو يا پراب PCRهاي مبني بر باكتريايي توسط روش
(ويژه نوكلئوتيدي مي  Langendijkتواند بكار گرفته شود

et al., 1995; Wang et al., 1996; Welling et 
al., 1997; Lick, 2003; Caufield et al. 2007;

Dimtonova et al., 2008;.(2

و دوغ ترخينه از غذاهاي سنتي كرمانشاه ترخينه
مي مي و در باشند كه در فصل سرما مورد استفاده قرار گيرند

 ابراهيمي آبادي شود. تاجدرمان سرماخوردگي مؤثر واقع مي
 لاكتيك اسيد هاي باكتري،2011همكاران در سالو

از بررسي مذكوردر. نمودند خالصو جداسازيرا ترخينه
 سويه لاكتوباسيل16 ترخينه دوغازو26 ترخينه محصول

و) T1-T26( ترتيببههاايزوله اين.شد جدا
)TD1-TD16 (مقاومت تعيينازپس. شدند نامگذاري 

 لاينبه اتصال تواناييو صفراوي املاحو اسيدي شرايط
بازا بيماري هاي باكتري رشد مهار، تواناييCaco-2 سلولي
. گرفت قرار ارزيابي مورداي حفرهو دولايه هاي روش
با گوارشي سيستمدرها ايزوله كلونيزاسيون امكان
و صفراوي املاحو اسيدي شرايط مقاومت هاي آزمون
 هايايزولهچه اگر.شد تاييد سلولي لاينبه اتصال توانايي
T20،وT22،TD4 وTD10 رشد مهار درصد بالاترين 
 كلي اشرشيا آرئوس، استافيلاكوكوس( بيماريزا هايباكتري

 Tajabadi( دادند نشانرا) منوسيتوژنز ليسترياو
(Ebrahimi et al., 2011a,b .ايناز بنابراين هدف
و T20هاي پروبيوتيك تحقيق، شناسايي مولكولي باكتري ،

T22 ،TD4 وTD10 و جدا شده از غذاي محلي ترخينه
Sيه يابي ناحدوغ ترخينه از طريق توالي rDNA16 

 باشد. مي

1 Alignment 

jftn
.sr

bia
u.a

c.i
r



انو همكار فرزانه تفويضي

63

غذاييوتغذيه
علوم

/بهار
1392

سال
/

ده
شماره

م/
2

Food
T

echnology
&

N
utrition

/Spring
2013

/V
ol.10

/N
o.2

رسد اين ويژگي در ارتباط با وجود به نظر مي
مي باكتري باشد. بنابراين هدف هايي با خاصيت پروبيوتيكي

هاي پروبيوتيك از اين تحقيق، شناسايي مولكولي باكتري
و دوغ ترخينه از طريق  جدا شده از غذاي محلي ترخينه

Sيابي ناحيه توالي rDNA16 باشد.مي 

Sمدلي از ساختار دوم-1شكل rRNA16هاپروكاريوت
 نوكلئوتيدي متغير نواحي كه داراي بيشترين توالي باز

 مشخص شده است. V1-V9باشد بين نواحي مي

و روش ها 1مواد

و شرايط كشتباكتري-  ها، محيط كشت
از TD10و T20 ،T22 ،TD4هاي باكتري جدا شده

و دوغ ترخينه، پس از بررسي تست هاي بيوشيميايي ترخينه
و غربال نمـودن وجـود لاكتوباسـيل  هـا، تاييـد جهت تاييد

و با توانايي توليد باكتريوسـين قـوي  تـر ظرفيت پروبيوتيكي
ها كه در تحقيق قبلي توسط تاج آبادي نسبت به ساير نمونه

 )  Tajabadi Ebrahimi et al., 2011به اثبات رسـيد
a, b جهت شناسايي توسط روش مولكولي در اين مطالعه ،(

هاي جدا شده، بر روي محيط كشـت انتخاب شدند. باكتري
 MRS (Man ROGOSA and SHARP)انتخـابي 

و در دماي و درجه سـانتي37كشت شدند درصـد10گـراد
 گذاري شدند. دي اكسيد كربن گرمخانه

1 Degenerate 

 DNAاستخراج-
بـا اسـتفاده از مـذكور هـاي ايزولـهاز DNAاستخراج

ــرات در روش  ــدكي تغيي ــا ان و ب ــزوزيم ــي لي ــم آنزيم هض
Araújo )  ,.Araújo et alمـورد اسـتفاده قرارگرفـت

ــت.)2004 ــتخراج24از كش ــت اس ــاعته جه  DNAس
هـا بـه ساعته باكتري24از محيط كشتml2استفاده شد.
و2هاي ميكروتيوپ  rpmدر ميلـي ليتـري انتقـال يافتنـد

دقيقه سـانتريفوژ شـدند. مـايع رويـي دور5به مدت 3000
و رسـوب   TEN )EDTAبـار بـا بـافر3هـا ريخته شـد

100mM ،NaCl 150mM ،Tris Hcl 100Mm و (
دقيقه شستشـو داده شـدند.5بمدت rpm3000 هر بار در
ميكروليتر بافر 200هاي حاصل، بافري متشكل از به رسوب

TEN وmg/ml 4آن و بــه دنبــال ليــزوزيم اضــافه شــد
ــدت  ــه م ــيون ب ــاي45انكوباس ــه در دم ــه37دقيق درج

5/8ميكروليتر محلول50گراد صورت گرفت. سپس سانتي
و سـپس درصد سـديم دو دسـيل سـولفات اضـافه گرديـد

درجـه75دقيقـه در بـن مـاري30انكوباسيون بـه مـدت 
5ت پتاسـيم ميكروليتـر اسـتا 150گراد انجام گرفت. سانتي
ها اضافه شد، نمونه هـا روي يخ به نمونه 2/5pHمولار با

در 20 درجه سانتي گراد نگهـداري شـدند. سـپس4دقيقه
در5سانتريفوژ به مدت  انجام شد. مـايع rpm 3000دقيقه

و براي خالص سازي  هـا از از پروتئين DNAرويي جدا شد
 24:25:1 مخلوط فنل: كلروفرم: ايزوآميـل الكـل بـا نسـبت 

ايزوپروپـانول DNAاستفاده شد. در مرحله رسـوب دهـي
سرد مورد استفاده قرار گرفت، در مرحلة آخر براي شستشو، 

ــرده شــد. رســوب  ــار ب ــانول بك ــاي ات ــاي DNAه در دم
ــوب  ــدند. رس ــك ش ــگاه خش ــله در آزمايش ــاي حاص 50ه

 DNAحل شدند. جهت بررسي كيفيت TEميكروليتر بافر
 درصد استفاده شد.7/0روي ژل آگارز از الكتروفورز بر

Sتكثير ناحيه- rDNA16 و توالي يابي
ــه ــر ناحي ــت تكثي Sجه rDNA16 ــر ــاي از پرايم ه

1ديجنريت
2616V, 630R  تهيـه شـده از شـركت تكـاپو

آنزيست   ها در ذيل قيد شده است، اسـتفاده شـد كه توالي
)Ehrmann et al., 2003.( 

616V, 5-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3; 
630R, 5-CAKAAAGGAGGTGATCC-3.

1 Degenerate 
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از PCRواكنش  الگـو، DNA ميكروليتـر1متشـكل
از 2.5 ــر ــامل  Buffer PCR 1x ميكروليت ــه ش  ك

)10 mM Tris Hcl PH8.8, 250 mM kcl(،
200 µM dNTP0.4و µMو ــت ــاي رف آغازگره

، Taq DNA Polymeraseواحـد آنـزيم1و برگشـت 
 در نظـــر گرفتـــه ميكروليتـــر25حجـــم كلـــي واكـــنش
ــر ــد. تكثيــــ ( DNAشــــ ــتگاه  ,Corbetدر دســــ

Australia(Palmcycler Gp-001  انجام شد. دناتوره
2درجه سانتيگراد به مـدت94الگو در دماي DNA شدن

و به دنبال آن واكنش تكثيـري  DNAدقيقه انجام گرفت
94 ره شـدن در دنـاتو سيكل به شرح زير انجام شـد:30در

58، اتصـال پرايمـر در ثانيـه45گراد به مـدت درجه سانتي
در1گراد به مدت درجه سانتي و گسترش پرايمـر 72دقيقه
در.دقيقه30گراد به مدت درجه سانتي دناتوره شدن نهـايي

و1گراد بمدت درجه سانتي 94 به دقيقه انكوباسيون نهايي
در4مدت  اد براي حصول اطمينانگر درجه سانتي72دقيقه

و گسترش پرايمرها صورت گرفت. جهـت آشـكار از تكميل
از الكتروفـورز بـر روي ژل آگـارز PCRسازي محصولات 

ــافر5/1 ــا اســتفاده از ب  TBE 0.5 x )0.5 mM % ب
EDTA, pH 8.0, 44.5 mM Tris/Borate استفاده (

 Rima Sight DNA Stain . ژل بــا رنــگ شــد 
و رنگ ، مورد uvبا نور PCRشناسايي محصول آميزي شد

) ,.Sambrook et al).بررسـي قـرار گرفـت از2001
) به عنـوان Gene Ruler, fermentas) 100bpماركر 

(شكل ماركر مولكولي استفاده  پس از خالص سـازي.)2شد
)، توالي يابي هر دو رشته bp 1500(تقريبا PCRمحصول 

رفتـه در واكـنش بكار 630Rو 616Vهاي توسط پرايمر
PCR ،و توسط شـركت به روش تمام اتوماتيك فلورسانس

Bioneer .كره جنوبي انجام گرديد 

 بررسي فيلوژني-
نتيجه خوانش توالي هاي حاصل از دو زنجيـره، جهـت

ــايي  ــزار Chimeric Artifactشناس ــرم اف ــط ن ، توس
Vector NTI 11 ،و در نهايـت مورد بررسي قرار گرفـت

Sتوالي كامـل ناحيـه ژنـي  rDNA16 بـراي هـر ايزولـه
Sهــاي حاصــل شــد. بــراي شناســايي تــوالي rDNA16 

ــه ــه ايزولـ ــه، از برنامـ ــورد مطالعـ ــاي مـ در Blastnهـ
ــه آدرس  NCBI BLAST Search toolپايگــاه ب

http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST اســتفاده
ي. شد Sهـايا تطبيق تمـامي تـوالي همرديفي rDNA16 

درخت فيلوژني با اسـتفاده، انجام شد. Clustal Wتوسط
 bootstrapو عــدد Neighbor - joiningاز روش 

توسـط نـرم افـزار،Replication 1000محاسبه شده با
MEGA4 رســم شــد )Tamura et al., ). از2007

Escherchia coli (NC 012947.1) ــوان ــه عن ب
outgroup .استفاده شد 

در- توالي هاي باكتري هاي رفرانس بكار رفته
 بررسي فيلوژني

Sهاي توالي ژن rRNA16 هاي رفرانس بكار باكتري
در رفته در بررسي بر Blastnهاي فيلوژني پس از جستجو

( مبناي حداكثر همرديفي با توالي در99هاي مورد مطالعه (%
و در  ارائه شده است.1جدول تحقيق حاضر انتخاب شده

نمودن Alignهاي مرجع مورد استفاده جهت توالي-1جدول
هاايزوله

Accession 
Numbers

Reference Sequences

AB 531131.1 Lactobacillus casei strain 
Shirota 

AB 008205.1 Lactobacillus casei strain 
YIT 0209 

AB 008204.1 Lactobacillus casei strain 
YIT 0180

D 865117.1 Lactobacillus casei
DQ 99664.1 Lactobacillus paracasei
AJ 441105.1 Lactobacillus paracasei 

strain SM20

 يافته ها
از بين بيست ايزوله جـدا شـده از منبـع غـذاي محلـي

و دوغ ترخينه، دو باكتري  از T22و T20ترخينه جدا شده
ــه،  ــا TD10و TD4ترخين ــه ب ــده از دوغ ترخين ــدا ش ج

و با قابليت توليد باكتريوسين قـوي  تـر پتانسيل پروبيوتيكي
ها كه در تحقيق قبلـي جداشـده بودنـد نسبت به بقيه نمونه

)Tajabadi Ebrahimi et al., 2011 a, b جهـت ،(
يابي در اين مطالعه انتخاب شناسايي مولكولي با روش توالي

(در حـدود نشان دهند2شدند. شكل  ه قطعات تكثيـر شـده
bp1500 ژن (S rDNA16 با پرايمر هاي اختصاصـي بـر

هاي فيلوژني پيشنهاد روي ژل آگارز مي باشد. بر طبق آناليز
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ژن<%97هـايي بـا شود كـه بـاكتري مي  تشـابه در تـوالي
S rRNA16 مي ( متعلق به همان گونه  Schlossباشـند

and Handelsman, 2005يـابي، تـوالي ). پس از انجام
و NCBI Blastnمقايسه همرديفي در پايگاه  انجـام شـد

 ) %)، بـراي تمـامي99بيشترين تشابه بـا باسـيلوس كـازئي
ها حاصل گرديد كه نتايج آن بطور خلاصه در جـدول ايزوله

(براي مثال براي هـر ايزولـه سـه2 نمايش داده شده است
اسـت). باكتري با درصد تشابه بـالا در جـدول ارائـه شـده 

، Blastnبنابراين با ميزان تشـابه بدسـت آمـده حاصـل از 
ايزوله هاي مورد مطالعه متعلق به گروه لاكتوباسيل كـازئي

و ميـزان تشـابه حاصـل شـده، بودند. بررسي هاي فيلـوژني
در حاكي از شناسايي چهار سوش جديـد باسـيلوس كـازئي 

و دوغ ترخينه مـي باشـد. تـوالي هـاي سـوش منبع ترخينه
 Lactobacillus caseiهـاي كور با شماره دسـتيابي مذ

strain T20 (JQ412730) ،Lactobacillus casei 

strain T22 (JQ412731) ،Lactobacillus casei 
strain TD4 (JQ412732)،Lactobacillus casei 

strain TD10 (JQ412734) در پايگــاه اطلاعــاتي
GenBank .ثبت شدند 

 بحث
بنـدي فيلوژنيـك يكي از ابزارهاي مرسوم جهت طبقـه

و ويژگـي باكتري هـاي ها، شناسايي صـفات مورفولـوژيكي
هاي فنوتيپي اين هاي الگوفنوتيپي است. از جمله محدوديت

است كه دو يا چند ارگانيزم ممكن است از نظر ظـاهري يـا 
يكديگر باشند ولي از نظر ژنوتيپي صفات بيوشيميايي مشابه 

و يابي اسيدمجزا باشند. توالي هـاي نوكلئيـك، ابـزار جديـد
و فيلــوژني  قدرتمنـدي را جهــت تعيــين ارتباطـات تكــاملي

ها فراهم نموده است كه تحت عنوان سـاعت ميكروارگانيزم
(تـوالي ژنـوم) از تكاملي معرفي مي شود. اطلاعـات ژنـومي

 
 Blastnهاي جدا شده با باكتري هاي موجود در پايگاه اطلاعاتي تشابه ايزوله ميزان بررسي-2جدول

similarity Accession 
numbers 

Most closely related type strain Sequence 
lenghts 

Isolates 

99% AB 531131.1 Lactobacillus casei strain Shirota1514bp T20 
99% AB 008205.1 Lactobacillus casei strain YIT 0209 1514bp T20 
99% AB 008204.1 Lactobacillus casei strain YIT 01801514bp T20 
99% AB 531131.1 Lactobacillus casei strain Shirota1512bp T22 
99% AB 008205.1 Lactobacillus casei strain YIT 0209 1512bp T22 
99% AB 008204.1 Lactobacillus casei strain YIT 01801512bp T22 
99% AB 531131.1 Lactobacillus casei strain Shirota1514bp TD4
99% AB 008205.1 Lactobacillus casei strain YIT 0209 1514bp TD4
99% AB 008204.1 Lactobacillus casei strain YIT 01801514bp TD4
99% AB 531131.1 Lactobacillus casei strain Shirota1522bpTD10 
99% AB 008205.1 Lactobacillus casei strain YIT 0209 1522bpTD10 
99% AB 008204.1 Lactobacillus casei strain YIT 01801522bpTD10 

S) حاصل از تكثير ژن bp 1500( قطعه PCRنمايش محصول-2شكل rRNA16ازهاي جدا شدهلهايزو
و دوغ ترخينه بر روي ژل آگارز  درصد5/1ترخينه
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جهاتي نسبت بـه اطلاعـات فنـوتيپي ارجحيـت دارنـد كـه
و تفسير مي توان به سهولت بيشتر، قابل اعتماد بودن بيشتر

نتايج دقيق تر اشاره كرد؛ از طرفي اطلاعات ژنـومي حـاوي 
و جامع ناطلاعات مفيدتر سبت بـه اطلاعـات فنـوتيپي تري

هـاي مولكـولي در كـم روش كـم 1965باشند. از سـال مي
جهت توصيف ارتباطات فيلوژني وارد عرصه زيست شناسـي 

و ويژگي هاي ژنتيكي از جملـه تعيـين گرديد. تعيين صفات
هـاي، مطالعات هيبريداسـيون اسـيد DNAهاي نسبت باز

و توالي ي پـروتئين جهـت يـاب نوكلئيك، آناليز ديواره سلولي
ها به كار گرفته شدند. ولي ايـن گروهبندي فيلوژني باكتري

هاي مولكـولي بـه انـدازه كـافي جهـت آشكارسـازي روش
ها كارآمد نبودند. براي مثال، مطالعـات هاي باكتريتاكسون

) جهـت DNA/DNAهيبريداسيون اسيدهاي نوكلئيـك ( 
داراي generaمشخص نمـودن ارتباطـات بـين فيلـوژني 

(م ) DNA/RNAحدوديت بودند. مطالعات هيبريداسـيون
نيز فقط جهت بازنگري دوباره ساختار تاكسونوميكي موجود 

ها نيز به انـدازه بكار گرفته شد. حتي مقايسه توالي پروتئين
هـاي كافي راهگشا نبود بجـز در گـروه خاصـي از بـاكتري 

هـاي مولكـولي، در طبقـه بنـدي بنفش. با پيشرفت تكنيك
ها نيز تغييرات چشمگيري حاصل شد كـه ايـن امـر باكتري

بـه عنـوان كورنـومتر rRNAناشي از شناسـايي مولكـول 
مولكولي بود. مولكولي كـه تـوالي آن در گـذر زمـان بطـور 

شود تحت عنوان كورنومتر مولكولي تصادفي دچار تغيير مي
 rRNAهاي زيستي شود. در بين مولكولدر نظر گرفته مي
و كـاربردي به عنوان مفيـدتري تـرين كورنـومتر مولكـولين

انتخاب شده است. چـرا كـه داراي درجـه بـالايي از ثبـات 
و انـدازه عملكردي است، در تمـام ارگـانيزم  هـا وجـود دارد

بـه عنـوان rRNAترين اسـتفاده از بزرگي دارد. شايد مهم
و در يـابي مسـتقيم آن مـي كورنومتر مولكولي تـوالي  باشـد

مينهايت شرايطي را  آورد كه دقيق تـرين ارتباطـات فراهم
 ) ,.Woese et alفيلوژني قابل بررسي باشـد ). بـر 1987

هـاي پروبيـوتيكي اين اساس جهت شناسايي دقيق سـوش 
و دقيـق  و دوغ ترخينـه از روش قدرتمنـد موجود در ترخينه

Sيابي ژن توالي rDNA16 .استفاده شد 
هاي مـذكور نشان دهنده ارتباط فيلوژني ايزوله3شكل
درو بـاكتري  باشــد. مـي GenBankهـاي مرجـع موجـود
وBدر كلاد T22، ايزولههدرخت فيلوژني حاصل مطابق با

( bootstrapبا و ميزان تشابه99بسيار بالا % نسبت%99)
ــه  ــرار Lactobacillus casei (D865117.1)بـ قـ

نيز يـك كـلاد TD10و T20 ،TD4هاي گرفت. سوش
(كــلاد  تشــابه بــالاي وجــود) تشــكيل دادنــد.Aجداگانــه

Sهاي توالي rDNA16 هاي سوشTD4 وTD10 جـدا
آن،شده از دوغ ترخينه بـا ها در يك گـروه سبب قرارگيري

88 %bootstrap با از طرفيوشدbootstrap بسيار بالا
قـرار جـدا شـده از ترخينـه T20%)، نزديك به سوش99(

 bootstrap%99بـاBوAگرفتند. از طرفي هر دو كلاد 
و زيـر گـروه آن نزديك به گروه لاكتوباسـيل هـاي كـازئي

، T20پاراكـازئي گروهبنـدي شــدند. تمـامي سـوش هــاي 
T22 ،TD4 وTD10 ــابه ــروه99اي DNAتش ــا گ % ب

و پاراكازئي نشـان دادنـد. هـر دو ايزولـه  لاكتوباسيل كازئي
TD4 وTD10 در يك گروه قـرار گرفتنـد كـه نمايـانگر
باشـد. نكتـه قابـل فيلوژني نزديكشان با يكديگر مـي رابطه

توجه ديگر در اين مورد، جداسـازي ايـن دو ايزولـه از يـك 
(دوغ ترخينه) مي  باشد. منبع

ــوالي ــات از روش ت ــياري از مطالع ــت در بس ــابي جه ي
و تنـوعي لاكتوباسيلهاشناسايي سوش هـاي پروبيوتيـك

بيوشيمايي كـه هاي رايج شده است. چرا كه نسبت به روش
و در بسياري از موارد ابهام آميـز مـي وقت باشـند روش گير

و قادر به شناسايي سوش هـاي نزديـك قابل اعتمادي بوده
از 2000و همكـاران در سـال Kullenبه هم مـي باشـد. 

ــه ــنجي ناحيـ ــوالي سـ ژن 500روش تـ ــازي ــت بـ  جفـ
S rRNA16 )خصوصــا ناحيــه متغيــر V1وV2بــراي (

هاي لاكتوباسيل هاي اسيدوفيلوس استفاده شناسايي سوش
كردند. اين روش بطور موفقيت آميـزي قـادر بـه شناسـايي 

V3ها بود. روش توالي سنجي ناحيه طيف وسيعي از سوش

Sژن rRNA16 در براي تعيين دقيق تنوع لاكتوباسيل ها
( Wangكفير توسط  ,.wang et alبه كـار گرفتـه شـد

2006 .(Sisto ر ــايي نيـــز از همـــين وش بـــراي شناسـ
هاي لاكتوباسيلوس پاراكازئي استفاده كرد اختصاصي سوش

)Sisto et al., ــا 2009 و همكــاران نيــز ب ). حجــازي
Sيابي ناحيه توالي rRNA16 و ، لاكتوباسيلويس پلانتاروم

ــريس و ه ــاطق ســراب ــر من ــرا را در پني انتروكوكــوس هي
و همكاران (حجازي ).1389،شناسايي كردند
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Sهاي درخت فيلوژني، نشان دهنده ارتباط بين توالي-3شكل rRNA16(مشخص شده با ستاره) ايزوله  هاي مورد مطالعه
درو توالي  GenBankهاي مرجع

مي bootstrspاعداد واقع در گره كلادها، نمايانگر ارزش  باشند. (%)
.Eاز باكتري coli (NC012947.1) به عنوانOutgroup .استفاده شد 

 گيرينتيجه
اين تحقيق اولين گزارش مبني بـر شناسـايي مولكـولي

هاي موجـود در غـذاي سـنتي ترخينـه بـا ظرفيـت باكتري
پروبيوتيكي مي باشـد. اميـد اسـت بتـوان بـا تهيـه بانـك 

و  سنتي موجـود در كشـور از ميكروبي غني از منابع طبيعي
توان پروبيوتيكي ايـن بـاكتري هـا در مصـارف صـنعتي در 

 جهت افزايش ماندگاري مواد غذايي سود جست.

 سپاسگزاري
و حمايت مالي معاونـت محتـرم اين تحقيق با پشتيباني

پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد پرند انجام گرفته است. 
و حمايـت واحـد  و بدين وسيله از همكاري مربوطـه تشـكر

 گردد. قدرداني مي

 منابع
) ا. و برزگري، ب. ح.، زنجاني، ا.، لطفي، م. ). 1389حجازي،

و مولكولي باكتريهاي با پتانسيل  جداسازي، شناسايي بيوشيميايي
و سـراب.  پروبيوتيكي از محصولات لبني سنتي منـاطق هـريس

پژوهشــي پژوهشــهاي صــنايع غــذايي دانشــكده-مجلــة علمــي
.1-3/20،19، جلد1كشاورزي دانشگاه تبريز، شماره 
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