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 چکیده

-باشند، بنابراین شناسایی مولکولی و بررسی تنوع ژنتیکی آنهاا مای   لاکتوباسیلوسهای جدید توانند منبعی برای سویهمحصولات لبنی مناطق مختلف می

کارگیری آنها در محصولات لبنی صانعتی شاوده هادز از     بومی با خصوصیات عملکردی ویژه و به هایلاکتوباسیلوستواند گام موثری در شناسایی ذخیره 

نمونه شایر   21منظور تعداد باشده بدیناز فلور موجود در شیر گاو شهرستان نرماشیر و بررسی تنوع ژنتیکی آنها می هالاکتوباسیلوساین تحقیق جداسازی 

جداسازی شدنده به منظاور ررباالگری و بررسای     هالاکتوباسیلوسهای مرسوم فنوتیپی و بیوشیمیایی و با روش آوریف این شهرستان جمعاز مناطق مختل

، تجزیاه و تحلیات تناوع ژنتیکای و     PCRطاور تصاادفی انتخاار گردیاد و پا  از       باه  RAPDجدا شده، پنج پرایمار   هایلاکتوباسیلوستنوع ژنتیکی 

 11ها را در فاصاله ژنتیکای   های مولکولی توانست جدایهای دادهرسم شده تجزیه خوشه درخت فیلوژنیانجام و  Pyelphافزار فیلوژنتیکی با استفاده از نرم

ها در در گروه چهار قرار گرفتنده بقیه جدایه K11و  K13و  K21های در گروه یک و جدایه K4و  K3های بندی کنده جدایهبه هفت گروه مجزا تقسیم

اناد، قارار گارفتن    آوری شدهنیز از یک ناحیه جمع K13و  K21های از یک ناحیه و جدایه K4و  K3های یکه جدایهگرفتنده از آنجائ های مجزا قرارگروه

و مناسا  باودن    های بومی شهرساتان نرماشایر  بیانگر تنوع ژنتیکی بالای جدایه قیقحاز این ت بدست آمدهنتایج  هرسدنظر می آنها در یک گروه منطقی به

 باشدهمیلعات مشابه ابرای مط RAPD-PCRتکنیک 

 فیلوژنی درخت، RAPD-PCR، تنوع ژنتیکی، لاکتوباسیلوس :هاي كلیديواژه

 مقدمه

-بای  مثبت، های گرمهای اسیدلاکتیک، باکتریباکتری 

نیتارات منفای،    ءحرکت، بدون اسپور، کاتالاز منفای، احیاا  

سیتوکروم اکسیداز منفی هستند که قادر باه ذور ژلاتاین 

هاای  مکمات  هاا ایان بااکتری  ه باشاند ندول نمیو تولیاد ای

رذایی هستند که روی میزبان تأثیرات سودمندی داشاته و  

ه ایان  (1) کنناد به تعادل فلاور میکروبای روده کماک مای    

 باه اماروزه  ها اولین بار از شایر جداساازی شادند و    باکتری

عنوان کشات آراازگر در صانایع لبنای،      صورت گسترده به

 همچناین  ه(2) روناد به کاار مای  ، ها و رلاتگوشت، سبزی

هاای داد   های اسید لاکتیک و متابولیتاستفاده از باکتری

های راذایی و  وردهها در پیشگیری از فساد فرآمیکروبی آن

هایی که رنای از  یش زمان ماندگاری، به ویژه در فرآوردافزا

 بسایار رایاج  استفاده از آنها مواد مغذی و ویتامین هستند 

دارویی و عوارض ناشی از قاومت ه با افزایش م(3) است شده

هاای طبیعای   های شیمیایی استفاده از درماان مصرز دارو

 (ه0) رسددروری به نظر می، جایگزین

کاه قاادر باه     های اسید لاکتیک علاوه بار ایان  باکتری 

زا و عامت فساد هساتند،  های بیماریکاهش میکروارگانیسم

احتماالی  هاای  های تولیدی و توکساین توانند متابولیتمی

اثار کنناده فعالیات داد     ها را نیاز بای  تولید شده توسط آن

بررسی تنوع ژنتیکی لاكتوباسیلوسهاي جدا شده از نمونههاي شیر گاو به  

  RAPD-PCR روش
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ها، ناشی از عوامت گونااگون از جملاه   میکروبی این باکتری

های لاکتیاک و اساتیک(،   های آلی )اساساً اسیداسیدتولید 

اساتیت، اساتالدئید و   باکتریوسین، پراکسید هیادروژن، دی 

تغییارات در   دهد کاه مطالعات نشان می باشدهمی آمونیاک

میکروبیوم ممکان اسات در دوره شایرخوارگی و یاا دوران     

کودکی در اثر عوامت مختلاف مثات عفونات اتفااف بیفتاده      

های دوران کودکی مانند آنتروکولیات  علاوه بر این، بیماری

نکااروزان، کولیااک شاایرخواران، آساام، بیماااری آتوپیااک،  

های گوارشای، دیابات، ساوءتغذیه، خلاق و خاوی،      بیماری

ختلالات ادطرابی و اختلالات طیف اوتیسام باا تغییارات    ا

 (ه5) میکروبیوم در ارتباط بوده است

تاارین جاان  در گااروه   بزرگ لاکتوباساایلوسجاان   

 هاا یلوسلاکتوباسا های اسیدلاکتیک هتروژن استه باکتری
 5/1-2/1و عرض  1-11ای شکت به طول های میلهباکتری

ز و هاا باا اینکاه فاقاد کاتاالا     باشنده این باکتریمیکرون می

سیتوکروم اکسیداز هستند، ولی در مجاورت اکسایژن هاوا   

کنند و میکروآئروفیت باوده، در حواور هاوا رشاد     رشد می

یدکربن در محایط باعا    اکسا دی %5ی دارند و وجاود  کم

-01شوده دمای بهینه رشد آنها باین  رشد آنها میتحریک 

-53باشد اما توانایی رشد تا دماای  یدرجه سلسیوس م 31

در حال حادار بایش    ه(2) ز دارنددرجه سلسیوس را نی 51

-(ه مهم7 ،6) از صد گونه از این جن  شناسایی شده است

: هااای اساایدلاکتیک شااامت هااای باااکتری تاارین جاان  

 ،3انتروکوکاااااوس ،2لاکتوکوکاااااوس ،1لاکتوباسااااایلوس
و  6لوکونوسااااتوک ،5پاااادیوکوکوس ،0اسااااترپتوکوکوس

 (ه2) باشندیم 7بیفیدوباکتریوم

بارای تولیاد    آراازگر عناوان   که به هاییلاکتوباسیلوس 

شوند، عامت اصلی تخمیر و های لبنیاتی استفاده میفرآورده

چنین در ها همکننده رذا نیز هستنده این باکتری محافظت

های تخمیری نقاش بسازایی   وردهایجاد بو، طعم و بافت فرآ

 ه(8) دارند

                                                           
1  Lactobacillus 
2  Lactococcus 
3  Enterococcus 
4  Streptococcus 
5  Padiococcus 
6 Leuconostoc 
7  Bifidobacterium 

های پروبیوتیک در لاکتوباسیلوسهای متعددی از سویه 

ها و حیوانات وجود ت رذایی انسانطیف وسیعی از محصولا

وتیکی وابساته باه   های پروبیا از آنجا که ظرفیت (ه9) دارند

های قابات اطمیناان بارای    باشاند، انتخاار متاد   مای  سویه

از اهمیت خاصی برای محققاین   هالاکتوباسیلوسشناسایی 

هاا از نظار فناوتیپی نااهمگن     جان  ارل  برخوردار استه 

بسیار وابساته   لاکتوباسیلوسهای هستند و شناسایی سویه

باه   ه(11) به خصوصیات بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی اسات 

هااای بیوشاایمیایی و فیزیولااوژیکی بساایار کااارگیری روش

های باشنده در بسیاری از آزمایشگاهآمیز میگیر و ابهاموقت

بنادی  هاا، کوشاش در طبقاه   بندی باکتریتحقیقاتی و رده

شاده اماروزه   باهاای مولکاولی مای   ها بر اساس تستباکتری

های فنوتیپیکی به ژنوتیپیکی تغییر یافته شناسایی از روش

است، چون دارای دقت و صحت بالاتری هستنده مطالعاات  

و شناسااایی از  DNAن مولکااولی از جملااه هیبریداساایو 

توانند در شناساایی مفیاد واقاع    می rRNAی هاطریق ژن

اعتمادی روش قابت  8ای پلیمرازواکنش زنجیره ه(11) شوند

آمیازی در  و به طاور موفقیات   است که با صحت بسیار بالا

-بندی و تعیین ارتباطات ژنتیکی بسیاری از ارگانیسمطبقه

 وسلاکتوباسایل هاای  ها و گوناه ها، ویروسها از جمله قارچ
 (ه12) گیردمورد استفاده قرار می

روش  9PCR-RAPD هااای مولکااولی،در بااین روش 

بنادی و مشاخن نماودن تناوع     آمیازی در طبقاه  موفقیت

باشاده  مای  هاا لاکتوباسیلوسها به خصوص ژنتیکی باکتری

پایه استفاده از تنها یک پرایمر با طاول   اساس این روش بر

های اختیاری استه در ایان روش قطعااتی از   کوتاه و توالی

ژنوم )یک تا ده قطعه و یا حتی بیشاتر( باه طاور تصاادفی     

ها حوور این قطعات یا باند مشونده حوور و یا عدتکثیر می

هاای یاک   مورفیسم در بین سوشمعیاری برای بررسی پلی

به دلیت صحت بالا و توانایی این روش در (ه 13) گونه است

مطالعات بررسای  بندی و تعیین ارتباطات ژنتیکی، در طبقه

 استفاده شده استه موجوداتبسیاری از تنوع ژنتیکی 

                                                           
8 Polymerase Chain Reaction 
9 Random Amplified Polymorphic DNA  

Polymerase Chain Reaction 
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در  (15)صفری و همکااران   و( 10) هدایتی و همکاران 

 بررساایباارای  RAPD-PCRاز روش دو تحقیااق مجاازا 

 RAPD-PCRاز ه (15) استفاده کردند کلزا تنوع ژنتیکی

(، گنادم  16) صانوبر  همچنین برای بررسی تناوع ژنتیکای  

و دیگر گیاهاان اساتفاده    (21و انار ) (19) پسته (18، 17)

 شده استه

تنااوع ژنتیکاای از ایاان روش همچنااین باارای بررساای  

اساتفاده   1فورچونتیاوم  مایکوبااکتریوم  هاای باالینی  جدایه

در تحقیقااات مجزایاای   RAPD_PCR(ه از 21) کردنااد

 ،(22) 2هلیکوباااکترپیلوریباارای تعیااین تنااوع ژنتیکاای   
 جادا  C (23)ساالمونلا پااراتیفی   و  B3سالمونلا پارا تیفی 

عفونت های جدا شده از نمونه 0اشرشیاکلی، شده از بیماران

بیمارستانی  5هایگروهی از استرپتوکوکوس ( و20) اریراد

 هاستفاده شده استنیز  (25)

 نیااز هاااوسلاکتوباساایلبناادی از ایاان روش در طبقااه 
مختاری زناوزی در دو  و  (13) تفویوی هاستفاده شده است

 هاای وسلاکتوباسایل به بررسی تنوع ژنتیکای   تحقیق مجزا

-RAPDجدا شده از محصولات لبنی سنتی ایران توساط  

PCR رای مطالعاه و شناساایی   همچنین ب ه(26) پرداختند

(، 27) جداسازی شاده از پنیار لیقاوان    هایلاکتوباسیلوس

نیااز از ( 29) ( و پنیاار ایتالیااایی28) مااانچگوپنیاار ساانتی 

RAPD-PCR هاستفاده شده است 

جداسااازی و بررساای تنااوع هاادز تحقیااق حاداار  در 

موجود درشیر سنتی شهرستان  هایلاکتوباسیلوسژنتیکی 

-مای باشده این اقدام می RAPD-PCRنرماشیر به روش 

رازگر جهت اساتفاده در  اولین قدم برای توسعه یک آتواند 

طعم و بافات   سطح صنعتی برای تولید محصولات سالم و با

 باشدهبهتر 

 ها مواد و روش

 باشدهمی توصیفی مقطعیاین تحقیق از نوع تحقیق  

                                                           
1 Mycobacterium fortuitum 
2 Helicobacter pylori 
3 Salmonella 
4 Escherichia coli 
5 Streptococcus 

 گیرينمونه

از  1397در بهااار شاایر گاااو محلاای  نمونااه 21تعااداد  

 ، تحات شارایط اساتریت در   نرماشایر  ستانروستاهای شهر

هاای  درون بساته  وآوری دار استریت جمعهای دررفالکون

هاا در  به آزمایشگاه منتقت شدنده در آزمایشگاه نموناه  یخی

گاراد تاا زماان    یدرجاه ساانت   0شرایط استریت و در دمای 

 ه(31) نگهداری شدندانجام مراحت بعدی، 

 هانمونه سازيآماده

هاا  سازی نمونهساعت رقت 20در فاصله زمانی کمتر از  

در سرم فیزیولوژی استریت انجام شده برای این منظور ابتدا 

 9را در  سی با سمپلر برداشاته و آن از نمونه شیر، یک سی

باه   سی سرم فیزیولاوژی اساتریت ریختاه شاد و از آن    سی

     هاای بعادی )رقات   هاای رای تهیه رقات ب 11-1عنوان رقت 
 (ه31) استفاده قرار گرفت ( مورد11-6تا  2-11

تاایی،  پانج  ساری  از هاا لاکتوباسایلوس برای جداسازی  

سی سرم فیزیولوژی استریت استفاده سی 9های حاوی لوله

میکرولیتر از هر رقت بار روی محایط کشات     111گردیده 

کشت داده  خطیآگار استریت، به روش  اسآراماختصاصی 

هوازی و در جار بی C°31ساعت در دمای  72شده به مدت 

گاذاری شاده بارای    گرمخاناه  A با استفاده از گاز پک ناوع 

، هاا لاکتوباسایلوس اکسیدکربن جهت رشد بهتار  تأمین دی
ها در دو تکرار کشتشمع روشنی داخت جار قرار داده شده 

هاای  ، نموناه سااعت  72و  08انجام شدنده پا  ازگذشات   

لحااااج وجاااود یاااا عااادم وجاااود  کشااات داده شاااده از

 (ه32) مورد بررسی قرار گرفتند لاکتوباسیلوس

کادر یاا شافاز    لحاج شاکت، انادازه،    هایی که ازیکلن 

ظاهری متفاوت بودند، باه صاورت    هاییژگیبودن و سایر و

 3ی ال 2آگار  اسآرام های حاوی محیطجداگانه روی پلیت

سااعت در   72بار کشت چند شعله داده شاده و باه مادت    

 Aهوازی و با استفاده از گااز پاک   در جار بی C° 31دمای 

هااا جهاات بررساای  یانکوبااه شاادنده سااپ  تمااامی کلناا 

آمیزی گرم، فعالیات کاتاالازی، مورفولاوژی سالولی و     رنگ

هاای  تمامی باکتری (ه31) یش قرار گرفتندکلنی مورد آزما
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 کاتااالاز منفاای باادون اسااپور بااه عنااوان    گاارم مثباات، 
 .در نظر گرفته شدند لاکتوباسیلوس

 هاتعیین الگوي تخمیر كربوهیدرات

 های بدست آماده از جهت بررسی واکنش تخمیر جدایه 

های ساوربیتول،  کشت فنت رد براث با ده درصد قند محیط

آرابینوز، گلوکز، گالاکتوز استفاده شده تخمیار قناد باا زرد    

شدن محیط کشت به واساطه تولیاد اساید و تغییار رناگ      

 (ه33) معرز از قرمز به زرد مشخن گردید

 تست همولیز

باشاده  برای انجام این تست نیاز به محیط بلادآگار مای  

های موردنظر و انکوباسیون باه مادت   کشت باکتریپ  از 

ها از نظر انواع هماولیز )آلفاا، بتاا، گاماا(     ساعت، محیط 20

 (ه33) بررسی شدند

 بررسی رشد باكتري در دماهاي مختلف

ث باارا اسآرامشاده را در محاایط  هااای خااالنبااکتری  

درجاه   05و  15، 31هاای  کشت داده و در انکوباتور در دما

ساعت بعاد از نظار رشاد     08-20قرار داده شده  گرادیسانت

 ه(2) با توجه به کدورت بررسی شدند

 اي پلیمرازواكنش زنجیرهو   DNAاستخراج

اساتخرا   باه روش مولکاولی،    هاا جدایاه  بررسای برای  

DNA باااا کیاااتEZ-10 SPIN COLUMN 

GENOMIC DNA (BS423-L515R0C)   صاورت

شده با استفاده های استخرا  ه رلظت و خلوص نمونهگرفت

 (ه2) از اسپکتوفتومتر بررسی گردید

)جادول  تعداد پنج پرایمر  ،منابع مختلف از بررسی بعد 

 باه  سانتز جهات  و  (13) ندشاد  برای انجام کار انتخار (1

 کریمان فرستاده شدندهکویر  شرکت آروین

 (13) جدا شده هایلاکتوباسیلوسسی تنوع ژنتیکی رهای استفاده شده جهت برپرایمر -1 جدول
1 2 3 8 9 11 

 TM GC% Mer توالی نام شماره

1 OPA-08 GTGACGTAGG 11/32 61 11 

2 OPA-13 CAGCACCCAC 11/30 71 11 

3 OPB-05 TGCGCCCTTC 11/30 71 11 

0 OPB-07 GGTGACGCAG 11/30 71 11 

5 OPB-20 GGACCCTTAC 11/32 61 11 

 

اي واكانش زنجیاره  برنامه زماانی و دماایی   

 پلیمراز

دماایی و زماانی    طبق برنامه ای پلیمراززنجیرهواکنش  

 ه(13) گرفتورت ها صبرای همه پرایمر 2ه شمار جدول

باا  ای پلیمراز محصولات بدست آمده از واکنش زنجیره 

 bp ماارکر  DNAدرصاد درکناار    1گاارز  استفاده از ژل آ

هاای بدسات   ناالیز باناد  آسپ  جهات  ه طالعه شدندم 111

 Pyelphر افازا نارم از پنج پرایمر بارای هار نموناه از    مده آ

 استفاده شده درختجهت رسم 

 

 

 



 1011 تابستانسال اول/شماره اول/       ههههای جدا شدهلاکتوباسیلوسبررسی تنوع ژنتیکی           5

 

 
 

 (13) پلیمراز ایزمانی و دمایی واکنش زنجیرهبرنامه  -2ل جدو

 زمان )دقیقه( گراد(دما )درجه سانتی مرحله ردیف

 0 92 دناتوراسیون اولیه 1

 1 92 دناتوراسیون 2

 1 36 اتصال 3

 2 72 گسترش 0

 
 ،0تا  2تکرار مراحت 

 35تعداد سیکت: 
  

 5 72 گسترش نهایی 5

 11 0 نگهداری 6

 

 ایجنت

 آمیزي گرمهاي كاتالاز و رنگآزمون

بارای   کاتالاز منفی و گارم مثبات   های باکتریاییجدایه 

 .ادامه کار انتخار شدند

هاااي بررساای مورلولااوژیکی و رشااد در دما

 مختلف

کاتاالاز   مثبات  هاای گارم  وسکوکوباسیلها و وسباسیل 

درجااه  05و  31، 15هاای  باا تواناایی رشاد در دما   منفای،  

نتاایج   ه(1)شاکت   سلسیوس جهت ادامه کار انتخار شدند

 مده استهآ 3بررسی مورفولوژی در جدول 

 هاآزمون تخمیر قند

(، و نتاایج آن  2ت )شاک  قند انجام شاد  0تست تخمیر  

 مده استهآ 0های باکتریایی در جدول برای جدایه

 
 ها در محیط کشتتصویر رشد جدایه -1ت شک

 
 نتایج تخمیر قندها برای یک جدایه -2شکت 
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 ی باکتریاییهاجدایهبررسی مورفولوژی  نتایج -3جدول 

جدایه شماره ردیف متر()میلی اندازه رنگ سطح حاشیه لرم   

1 K1 ایدایره 0-3 سفید محدر صاز   

2 K3 ایدایره  2 سفید محدر صاز 

3 K4 ایدایره  3 شیری محدر صاز 

0 K6 ایدایره رنگزرد تا بی محدر صاز   سوزنی 

5 K9 ایدایره 2-1 کرم محدر صاز   

6 K10 ایدایره 3-2 سفید محدر صاز   

7 K11 ایدایره 0-3 کرم محدر صاز   

8 K13 ایدایره  سوزنی سفید محدر صاز 

9 K21 ایدایره 0-3 سفید محدر صاز   

11 K23 ایدایره  سوزنی کرم محدر صاز 

 هانتایج تست تخمیر قند -0جدول 

جدایهه شمار ردیف ولسوربیت  زآرابینو  زگلوك  وزگالاكت   

1 K1 + + + - 

2 K3 + + + - 

3 K4 + - + - 

0 K6 + + + - 

5 K9 + + + + 

6 K10 + + + - 

7 K11 + + + - 

8 K13 + - + - 

9 K21 + + + - 

11 K23 + + + - 
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 زمون همولیزآ

های منتخ  صاورت گرفاته   زمون همولیز برای کلنیآ 

باادون همااولیز   K23و  K9 ،K11 ،K13ی هاااجدایااه

و  K3همولیز کامت )بتاا(،   K21و  K1 ،K4 ،K6)گاما(، 

K10 )را نشان دادنده همولیز ناقن )آلفا 

 شناسایی مولکولی

 DNA  هاستخرا  شاد  هالاکتوباسیلوسکروموزومی از 

 261هاای  در طول مو  DNAجذر نوری  و با استفاده از

، 281باه   261نانومتر و بررسای نسابت جاذر در     281و 

-استخرا  شده بررسی شده نموناه  DNAرلظت و خلوص 

های دارای رلظت و خلوص مناس  جهت ادامه کار انتخار 

ذکار  پرایمار  پنج  با استفاده از PCRشدنده سپ  واکنش 

مربوط به هر پرایمار   PCR تشده صورت گرفته محصولا

 (3)شااکت  bp 111 کنااار لاادردر درصااد  1باار روی ژل 

 ه(1، ستون 0شکت ) الکتروفورز گردیدند

در ایان تحقیاق هار پانج      از پنج پرایمر استفاده شاده  

هاای  ی قابات کدگاذاری ایجااد کردناده باناد     هاپرایمر باناد 

جفات بااز و    211ه ها در محادود حاصت شده از این پرایمر

های تکثیر شاده  کت باند فت باز قرار داشتنده تعدادج 911

باند  26ت دد برآورد شد که شامع 155ها توسط کت پرایمر

 OPB-07مشترک و شاش باناد اختصاصای باوده پرایمار      

  OPB-05( و پرایمار  اناد ب 00بیشترین تعاداد کات باناد )   

 ( را دارا بودندهاندب 26) داد کت باندکمترین تع

، K9ی هاا باند، بیشاترین و جدایاه   19با  K23جدایه  

K21  وK3  ها را ایجاد کردنده، کمترین بانداندب 10با 

 Pyelphالزار نتایج حاصل از بررسی با نرم

های بدست آمااده  جهت آنالیز باند Pyelphر افزانرم از 

هاای بدسات   باناد  هاا بارای  دندروگراماز پنج پرایمر و رسم 

( و 2ساتون   0هاا بارای هار پرایمار )شاکت      آمده از نمونه

حاصات   درخت( استفاده شده در 5)شکت  نهایی دندروگرام

تاوان  ت بدست آمده از هر پنج پرایمر، میاز مقایسه اطلاعا

ها را جدایه 11ام شده در فاصله ژنتیکی بر اساس برش انج

و  K3در هفت گروه اصالی قارار داده در گاروه اول نموناه     

K4 در گروه دوم جدایه ،K23،  در گروه سوم جدایهK9 ،

، گروه K10، گروه پنجم  K13و K21-K11گروه چهارم 

 گیرندهقرار می K1و در گروه هفتم  K6 ششم

 
 bp 111لدر  -3شکت 
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2 1 

  

 OPB-05ر ژل الکتروفورز پرایم OPB-05ر مربوط به پرایم درخت

  

 OPB-07 ر الکتروفورز پرایم ژل OPB-07 ر مربوط به پرایم درخت

  

 OPA-08 ر الکتروفورز پرایم لژ OPA-08 ر مربوط به پرایم رختد
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 OPA-13 ر ژل الکتروفورز پرایم OPA-13 ر مربوط به پرایم درخت

  

 OPB-20 ر ژل الکتروفورز پرایم OPB-20 ر مربوط به پرایم درخت

 مربوط به درختو ( 1)ستون  آگارز %1ژل  بر رویمربوط به هر پرایمر  PCRتصاویر مربوط به الکتروفورز محصولات  -0ت شک

 (2)ستون  هر پرایمر

 

RAPD-PCRهای حاصت از مربوط به اطلاعات تمامی ژل درختتصویر  -5شکت 
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 بحث

هایی هستند لاکتیک حاوی متابولیت های اسیدباکتری 

هاای  میکروبی علیه بعوی از باکتری که دارای خاصیت دد

طور کلی در باین اناواع   باشده بهگرم منفی و گرم مثبت می

و  لاکتوکوکاوس  ،لاکتوباسیلوسهای اسیدلاکتیک، باکتری

ن اعوای ای به دیگر نسبتتری اهمیت بیش استرپتوکوکوس

 ها از نظار روی این باکتری گروه دارند و مطالعات زیادی بر

میکروبای و امکاان    داد  پتانسیت پروبیوتیکی، تولیاد ماواد  

با عنوان نگهدارنده رذایی انجام شده استه ها بهاستفاده آن

ی محصاولات لبنای صانعتی باه     توجه به گسترش فزاینده

دسات دادن بسایاری از    جای محصولات سانتی امکاان از  

های پروبیوتیک وجاود دارد، بناابراین باا توجاه باه      باکتری

در ساالامت انسااان جداسااازی،  هااالاکتوباساایلوساهمیاات 

هاا از مناابع   بندی مولکاولی ایان بااکتری   شناسایی و طبقه

سنتی و به کارگیری نتایج در تولید محصولات لبنی اماری  

تناوع ژنتیکای    بررسیجداسازی و رسده دروری به نظر می

شیر از اهمیت زیادی موجود در  لاکتوباسیلوسهای باکتری

برخوردار است به هماین دلیات تحقیقاات زیاادی در ایان      

 (ه30) زمینه در داخت و خار  از کشور انجام شده است

هااای هااای فنااوتیپی و تسااتامااروزه اسااتفاده از روش 

 بسیار رایج است هالاکتوباسیلوسبیوشیمیایی در شناسایی 

-ها دارای محادودیت (ه ولی آنچه مسلم است این تست35)

هایی هستند و گاه در بین تعداد زیادی جدایه، خصوصیات 

شوده باه عالاوه نتاایج ایان     ای دیده میفیزیولوژیکی مشابه

 ه(36) ها همیشه دقیق نیستروش

هااای صاورت گرفتااه در سااطح مولکااولی،  باا پیشاارفت  

ی زیادی به عنوان ابزاری برای شناسایی های ژنوتیپتکنیک

-روده در مقایسه باا روش ها و بررسی ژنوتیپی بکار میگونه

ها قدرت تفکیک بالا و های فنوتیپی، مزیت عمده این روش

ه اماروزه  تکرارپذیری آنهاست و امروزه کاربرد زیاادی دارناد  

بااه عنااوان یااک اباازار فیلااوژنتیکی و    RAPDپروفایاات 

 تاکسونومی معتبر مورد قبول همگان استه

در تحقیااق حاداار بااه منظااور بررساای تنااوع ژنتیکاای  

جادا شاده از شایر گااو در شهرساتان       هایلاکتوباسیلوس

 استفاده گردیده RAPD-PCRنرماشیر از روش مولکولی 

 عات مختلف برای برسی تنوع ژنتیکای از این روش در مطال

هااای موجااود در مااواد رااذایی بخصااوص ارگانیسااممیکاارو

 استفاده شده استهها لاکتوباسیلوس

جداساازی   هایسولاکتوباسیلبرای مطالعه و شناسایی  

 DGGE از دو روش 1388یار لیقاوان در ساال    شده از پن

PCR  وRAPD-PCR نتاایج ایان    هه اسات استفاده شد

فاراهم  باه دلیات    RAPD-PCRمطالعه نشاان داد روش  

هاای کمای بارای جمعیات باکتریاایی مختلاف       کردن داده

-تنها قاادر باه فاراهم آوردن داده    که نسبت به روش دیگر

 (ه27) ارجحیت دارد، هایی نیمه کمی بود

در تحقیقی به بررسی تناوع   مختاری زنوزی و همکاران 

باا پتانسایت پروبیاوتیکی جادا      یهالاکتوباسیلوسژنتیکی 

-RAPDتوسط  از محصولات لبنی سنتی آذربایجان شده

PCR تفویوی ، 1391همچنین در سال  .(26) پردازندمی

جداشاده از   هاای لاکتوباسایلوس تنوع ژنتیکای   و همکاران

بررسی کردنده  RAPD-PCRمحصولات لبنی سنتی را با 

پرایمار   19نها تعداد آپرایمر استفاده شده در تحقیق  21 از

باناد   225باناد از   219کدگاذاری داشاتنده   های قابات  باند

(ه 13) باناد اختصاصای بودناد    63ماورز و  ایجاد شده پلای 

هاایی باا   حجازی و همکااران نیاز، تناوع ژنتیکای بااکتری     

پتانسیت پروبیوتیکی جدا شده از فلور طبیعی ماست و پنیر 

 RAPD-PCRسنتی مناطق هری  و سارار را باا روش   

 (ه31) بررسی کردند

کاااران نیااز ارتباااط ژنتیکاای شااش سااوش   وون و هم 

جدا شده از شیر تخمیار شاده    جدایهو پنج  لاکتوباسیلوس

پرایمار در   02مشخن نمودناده   RAPD-PCRبا کمک 

افاازار تحقیاق ماورد اسااتفاده قارار گرفات و نتااایج باا نارم      

NTSYS  در سه گاروه   هالاکتوباسیلوسارزیابی شده تمام

 ه(38) مجزا قرار گرفتند

سویه رال   208تنوع ژنتیکی و فعالیت  2116در سال  

دخیت در پردازش پنیر سنتی مانچگو ماورد   لاکتوباسیلوس

هاا، باا اساتفاده از    جدایاه بررسی قرار گرفته از میاان ایان   

RAPD-PCR مشاخن شاده   جدایه  197، تنوع ژنتیکی

هاا  قابت تجزیاه نباوده و در نتیجاه ژنوتیا  آن    جدایه  51

 1آبریاول  در تحقیق مشابهی که توسط ه(39) مشخن نشد

                                                           
1 Abriouel 
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هاای  پنیر، بر روی تنوع میکروبی موجود در 2118در سال 

اساتفاده   PCR-RAPD انجام گرفات، از روش  1آلبرکیلا

بنادی توساط   جداسازی شد کاه باا گاروه    جدایه 216شده 

RAPD-PCR  گونه قرار گرفتند و آنالیز پروفایات   52در

RAPD هاا نشاان   جدایه، الگوی بسیار متفاوتی را در بین

 (ه01) داد

هاای عملکاردی گاروه    تناوع و ویژگای   2111سال  در 

های جدا شاده از پنیار   در سویه 2وس پلانتاریومللاکتوباسی

های فیزیولوژیک و بیوشیمیایی ایتالیایی بررسی شده ویژگی

ی دهناده توجهی متفاوت بود که نشاان ها به طور قابتسویه

ها بوده آزمایشاات تعیاین ژنوتیا  باا     تنوع زیستی فنوتی 

انجام شد که  M13و با پرایمر  RAPD-PCRاستفاده از 

 هاا نشاان داد  میان ساویه  را توجهیباز هم هتروژنیتی قابت

 ه(29)

مطالعات نشان داد که روش  تحقیق حادر و دیگرنتایج  

 هاای تر از روشدقیق تر ومناس  RAPD-PCRمولکولی 

جهات تعیاین    و یک روش مولکاولی مناسا    بیوشیمیایی

 (ه21) باشدژنوتی  می

انجاام  جهات   RAPDپانج پرایمار    در تحقیق حادار  

و ساپ  اطلاعاات    گردید سنتزای پلیمراز، واکنش زنجیره

آناالیز و   Phylenافازار  نها توسط نارم آواکنش با حاصت از 

رسام گردیاده    نهاایی  درخات هاا و  تک تک پرایمار  درخت

 هاای ایان  حاصت شده جدایهنهایی  درختتجزیه و تفسیر 

در تحقیاق   بندی کارده تحقیق را در هفت گروه مجزا دسته

-باا گاروه   هجداساازی شاد  جدایه  216آبریول و همکاران، 

 گوناه قارار گرفتناد    52در  RAPD-PCRبندی توساط  

جدا شده از جدایه و پنج  لاکتوباسیلوسه شش سوش (01)

در تحقیاق وون و  پرایمر  02با استفاده از  تخمیر شدهشیر 

در  (ه38) در ساه گاروه مجازا قارار گرفتناد     همکاران نیاز  

جدایاه باکتریاایی باا     21تحقیق تفویوی و همکااران نیاز   

گاروه   2در  UPGMAپرایمار و باه روش    21ز استفاده ا

قارار  هاا  (ه در مقایسه با دیگرتحقیق13) تنداصلی قرار گرف

گروه بیانگر تنوع باالای   7در  جدایه این تحقیق 11گرفتن 

                                                           
1 Alberquilla 
2 Lactobacillus plantarum 

نسابت باه    های موجود در شیر این منطقاه لاکتوباسیلوس

 هاست محصولات لبنی دیگر مناطق

را مورفیسام باالایی   پلای  تحقیق ی اینهاتمامی پرایمر 

ایان  با  PCRنتایج حاصت از  دادند و بر همین اساسنشان 

 مجزا قرار دهنده گروه 7جدایه را در  11توانستند  هاپرایمر

جازو   هاا ایان پرایمار  در تحقیق تفویوای و همکااران نیاز    

-هاای قابات کاد   و باند بالا بودندمورفیسم پلی های باپرایمر

دهنده کارایی باالای  نشاناین مطل   (ه13) داشتند گذاری

 لاکتوباسایلوس های در جداسازی جدایه هاییپرایمرچنین 

 هاست

ررم اساتفاده از تعاداد زیااد    ها علیدر برخی از تحقیق 

دیده  ،های مورد بررسیتنوع ژنتیکی کم بین جدایه ،پرایمر

ناشی از شباهت باین  هم تواند ای میچنین نتیجه شودهمی

از های نادرست باشده ها و هم ناشی از انتخار پرایمرجدایه

( اشااره کردکاه   38)کار وون و همکااران  ه توان بمی جمله

گاروه قارار    3در فقاط  پرایمار   02جدایه با استفاده از  11

 گرفتنده

 RAPD-PCRمااده از همچنااین در نتااایج بدساات آ 

پرایمر شناسایی شد که  5اند از ب 155تعداد  ،تحقیق حادر

باناد   129هاا مشاترک و   باند در همه جدایه 26 از این بین

مورز در تحقیاق  های پلیتعداد بالای باند مورز بودندهپلی

هاای موجاود   جدایاه  حادر هم بیانگر تنوع ژنتیکی بالا بین

در شیر این منطقاه اسات و هام نشاانگر انتخاار درسات       

 باشدهها میپرایمر

 با توجاه  و مناس  به اهمیت انتخار پرایمر با توجهلذا  

مورفیسام باالای   و پلی به نتایج بدست آمده در این تحقیق

پرایمر بکار برده شده را جهت استفاده در توان ها میپرایمر

 توصیه کرده مطالعات مشابه

هاای  جدایاه  از بررسی درخات نهاایی،  در نتایج حاصت  

K3  وK4  هاای و جدایه 1در گروه K11 ،K13  وK21 

و  K3 هاای نجاایی کاه جدایاه   آقرار گرفتنده از  0در گروه 

K4 ی هاا از یک ناحیه و جدایهK13  وK21  از یاک   نیاز

نهاا در یاک گاروه    آاند قارار گارفتن   وری شدهآناحیه جمع

در برخای   K11رسده همچناین جدایاه   نظر میه منطقی ب

باشاد لاذا   مای  K13خصوصیات فنوتیپی مشابه به جدایاه  

 پذیر استهن نیز در گروه چهارم توجیهآگیری قرار
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 3 و 2هاای  به ترتی  در گاروه  K9و  K23های جدایه 

هاا در یکساری از   توجه به اینکه این جدایاه  قرار گرفتنده با

خصوصیات فناوتیپی و بیوشایمیایی مانناد رناگ کلنای و      

قارار   مشابه و در دیگر خصوصیات متفاوت هستند،همولیز 

های جدا ولی نزدیاک باه هام منطقای     نها در گروهآگرفتن 

-نیز به ترتی  در گروه K1و  K10، K6های جدایه استه

در  K1و  K6هااای قاارار گرفتنااده جدایااه 7و  6 ،5هااای 

مشاابه نشاان    خصوصیاتی مانند همولیز و تخمیر قند رفتار

هاای مجازا و   نهاا نیاز در گاروه   آگیاری  داده بودند لذا قرار

 نزدیک به هم قابت توجیه استه

 گیرينتیجه

هاای باومی هار ناحیاه از     آوری مشخصات ساویه جمع 

تیکای،  ذخاایر میکروبای و ژن  تواند علاوه بر حفظ کشور می

نتاایج   های علمی ارائاه نمایاده  اطلاعات مفید برای استفاده

 در RAPDدهد که ماارکر  حاصت از این تحقیق نشان می

ها و بررسی تنوع ژنتیکای  شناسایی و رربالگری اولیه نمونه

 استسریع و ارزان  ،موثر ،، یک مارکر قویهالاکتوباسیلوس

 هاا دارده نسابت باه دیگار روش   هاای کمتاری   و پیچیدگی

بیاانگر تناوع ژنتیکای باالای     ماده  بدسات آ همچنین نتایج 

 باشدههای بومی شهرستان نرماشیر میجدایه
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Abstract 
The use of lactobacilli in the production of fermented foods has several thousand years old due to their ability to 

make the desired changes in the taste and texture of the food, as well as their importance in the human health. 

Different dairy products can be a source of new strains of Lactobacillus. Therefore, molecular identification and 

their genetic variation can be an effective step in identifying native lactobacilli reserves with specific functional 

characteristics and applying them to industrial dairy products. The purpose of this study is to isolate lactobacilli 

from flora in cow's milk of Narmeshir city and study their genetic diversity. For this purpose, 21 milk samples 

were collected from different regions of the city, and Lactobacilli were isolated by the conventional phenotypic 

and biochemical methods. In order to screen and investigate the genetic diversity of isolated lactobacilli, five 

RAPD primers were randomly selected. After doing PCR, the analyses of genetic and phylogenetic diversity 

were performed using Pyelph software and phylogeny trees were drawn. Cluster analysis of molecular data was 

able to divide the isolates into seven distinct groups at a genetic distance of 10. K3 and K4 isolates were in group 

1 and isolates K21, K13, and K11were in group 4. The remaining isolates were placed in separate groups. Since 

K3 and K4 isolates were from a region and K21 and K13 isolates were also collected from a region, their 

placement seems to be logical in a group. 

Keywords: Lactobacilli, Genetic Diversity, RAPD-PCR, Phylogeny Tree 
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