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  چكيده 

 در باكتريها 16SrRNAكه ژن از آنجايي. باشد مي16S rRNAرود، ژن كار مي كه براي اهداف تاكسونوميك به DNAبخشي از 

باشد جفت باز مي16SrRNA، 1550توالي ژن . گيري كردتوان اندازهعموميت دارد، روابط ميان تمام باكتريها را توسط اين ژن مي

كار رفته معمولا مكمل نواحي حفاظت شده در ابتداي ژن پرايمرهاي عمومي به. باشدكه شامل نواحي حفاظت شده و متغير مي

بعد از تكثير توالي مورد نظر از اين ژن و . رودكار مياي بهباشد كه توالي نواحي متغير در ميان آنها براي تاكسونومي مقايسهمي

ه گرديده و فاصله مقايس هاي شناخته شده توالي سويه ناشناخته مورد نظر با تواليسپس. گردد تعيين توالي مييه تكثيرشده،ناح

افزارهاي اي دردسترس وجود دارد كه از معمولترين آنها، نرمافزار مقايسهچندين پكيج نرم. )2(شودها مشخص ميفيلوژنيك آن

Blast ،Phylip ،1BIBIد كه براي شناسايي باكتريها با استفاده از آناليز توالي باشن ميDNAاز ميان آنها، . اند طراحي شدهBIBI 

Databaseسرور مجاني در ايجاد 16كند و  پكيج نرم افزاري را با هم مقايسه مي194باشد كه ، يك وب سايت فوق العاده مي 

 به تنهايي و بدون داشتن اطلاعات فيلوژنيك براي انجام Blastاينكه با توجه به .گيرددرختچه فيلوژنيك مورد استفاده قرار مي

 در اين .آوردها، امكان سريع به درختچه فيلوژنيك را فراهم مي علاوه بر آناليز دادهBIBIباشد، شناسايي باكتريها مناسب نمي

يعت كه قادر به توليد سلولز باكتريايي باكتريهاي اسيد استيك جداسازي شده از طب 16S rRNA جفت باز از ژن 1500تحقيق، ،

توالي سويه ناشناخته مورد نظر  16S rRNAدر مرحله بعد با تعيين توالي ژن  .با استفاده از پرايمرهاي عمومي تكثير گرديدبودند  

اين مقايسه تمايز ميان . دتطبيق داده شهاي نوكلئوتيد موجود در بانك اطلاعات ژني  با تواليBIBIاستفاده از ابزار بيوانفورماتيك  با

با ترسيم درختچه فيلوژنيك و تعيين علاوه ها ممكن ساخته و بههاي اصلي باكتريها را در سطح جنس در تمام شاخهارگانيسم

  .)3(بندي كردها را در سطح گونه نيز طبقهسويهفاصله فيلوژنيك، 

  

  .، درختچه فيلوژنيكBIBI Databaseانفورماتيك، ، پرايمر عمومي، نرم افزار بيو16S rRNAژن :  كليديواژه هاي

  

  مقدمه 

براي اين منظور  16S rRNAاي باشد، توالي ژن اگر هدف شناسايي يك ميكروارگانيسم ناشناخته براساس هيچگونه دانش اوليه

 توانسط اين ژن مي در باكتريها عموميت دارد، روابط ميان تمام باكتريها را تو16SrRNAكه ژن از آنجايي. رودكار ميبه

هاي اصلي ها را در سطح جنس در تمام شاخه، تمايز ميان ارگانيسم16SrRNAمقايسه ميان توالي ژن بنابراين . گيري كرداندازه

 براي اولين .بندي كردها را در سطوح چندگانه شامل سطح گونه و زيرگونه طبقهتوان سويهعلاوه ميسازد و بهها ممكن ميباكتري

                                                 
1 . Bioinformatics Bacterial Identification 
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توان توسط مقايسه يك بخش ثابت  و همكاران نشان داده شد كه روابط فيلونيك باكتريها را مي Woese توسط1980در دهه بار 

 در باسيلوس سوبتيليس 16SrRNAژن   و همكاران حفاظت در تواليDubnau، 1960در سال . )8(از كد ژنتيكي نشان داد

 و همكاران دنبال شد كه  Woeseها و تاكسونومي توسطاسايي باكتريكاربرد وسيع توالي اين ژن براي شن و )3(شرح دادند

  . )9(كندصورت يك كورنومتر مولكولي عمل ميخصوصيات مهم اين توالي ژن را تشريح كردند و بيان داشتند كه اين توالي به

كار رفته رهاي عمومي بهپرايم. باشدباشد كه شامل نواحي حفاظت شده و متغير ميجفت باز مي16SrRNA، 1550توالي ژن 

 1550درحدود نواحي (  جفت باز و يا در انتهاي توالي كامل 540معمولا مكمل نواحي حفاظت شده در ابتداي ژن و در ناحيه 

 جفت باز از 1500 جفت باز و 500 .رودكار مياي به كه توالي نواحي متغير در ميان آنها براي تاكسونومي مقايسهباشد مي)جفت باز

كند،  جفت باز توالي اوليه، تمايز مناسبي را براي شناسايي فراهم مي500. باشندلهاي معمول براي تعيين توالي و مقايسه ميطو

 جفت 400شان را با استفاده از تعيين توالي حدود حتي برخي از محققان شناسايي. دهدچون اين ناحيه تنوع بيشتري را نشان مي

  . اندم داده جفت باز انجا200باز و حتي 

هاي شناخته شده مقايسه گرديده و فاصله ، توالي سويه ناشناخته مورد نظر با توالي16SrRNAبعد از تكثير و تعيين توالي ژن 

، Blastافزارهاي اي دردسترس وجود دارد كه از معمولترين آنها، نرمافزار مقايسهچندين پكيج نرم. شودها مشخص ميفيلوژنيك آن

Phylip ،BIBI  باشند كه براي شناسايي باكتريها با استفاده از آناليز توالي ميDNAاز ميان آنها، . اند طراحي شدهBIBI 

Database ،روز بودن اطلاعات آن و ارائه دليل بهآورد و بهرختچه فيلوژنيك را فراهم ميها، امكان سريع به دعلاوه بر آناليز داده

بر  16SrRNA ها با استفاده از ژندر شناسايي فيلوژنيك باكتري)  دقيقه1كمتر از (مان ممكندرختچه فيلوژنيك در كوتاهترين ز

  .بنابراين در مطالعه حاضر نيز از اين ابزار بيوانفورماتيك استفاده گرديد. افزارهاي بيوانفرماتيك ديگر برتري داردنرم

  

  مواد و روشها

  جداسازي باكتريهاي اسيد استيك توليدكننده سلولز

عنوان منابع جداسازي باكتريهاي اسيد استيك توليدكننده سلولز هاي الكلي، گلها بهسركه خانگي، ميوه، آبميوههايي چون نمونه

 100 واخد در هر 250000اتانل و % 5عصاره مخمر، % 1گلوكز، % 2سازي حاوي هر نمونه در محيط غني. مورد استفاده قرار گرفتند

صورت شيك  روز به5- 3 درجه سانتيگراد به مدت 25 تنظيم گرديد، در دماي 5 محيط برابر pH كه B ميلي ليتر از آمفوتريسين

براي بررسي . آگار براي دو روز كشت داده شدند% 5/1عصاره مخمر و %5/0گلوكز، % 5/0ها در محيط حاويجدايه. كشت داده شد

% 115/0دي سذيم فسفات و % 27/0عصاره مخمر، % 5/0 پپتون، %5/0گلوكز، % 2 حاوي HSها در محيط توليد سلولز، تمام جدايه

هاي  درجه سانتيگراد كشت داده شد و جدايه30 روز در 2 تنظيم شده بود، براي مدت 6 محيط برابر pH سيتريك اسيد كه 

   .   )5(توليدكننده پليكل سلولز جداسازي شدند

  

  تعيين خصوصيت فيلوژنيك باكتريها

 1500ها در محيط نوتزينت براث و استخراج ژنوم بااستفاده از كيت استخراج ژنوم ژن فناوران، توالي  باكتريبعد از كشت  دو روزه

  توسط جفت پرايمر 16S rDNAجفت بازي ژن 

fD1 (5′-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 
 rP1 (5′-CCCGGGATCCAAGCTTACGGTTACCTTGTTACGACTT -3′)ترهاي پارام.  تكثير يافت

 1 : چرخه30 درجه سانتيگراد، 95 دقيقه در 3اي پليمراز شامل دناتوره كردن آغازين به مدت واكنش زنجيرههاي حرارتي چرخه

علاوه يك چرخه  درجه سانتيگراد، به72 دقيقه در 2 درجه سانتيگراد و 62 ثانيه در 30 درجه سانتيگراد، 94اي در دماي دقيقه
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 Tag Copen Hagen و درقطعه تكثير يافته تخليص شده . باشد درجه سانتيگراد، مي72اي درقه دقي20سازي اضافي طويل

A/S7( در دو جهت تعيين توالي گرديد( .   

  

  ابزار بيوانفورماتيك

و ابزار داين برنامه . استفاده شد BIBI  از برنامهDNAدر مطالعه حاضر براي براي شناسايي باكتريها با استفاده از آناليز توالي 

 توسط Clustal Wعملكردهاي . بردكار ميطور همزمان بهرا به) 6( Clustal Wو ) Blast )1نامهاي بيوانفورماتيك معروف به

بررسي براي تطبيق توالي -1: گيرد مرحله صورت مي4آناليز توالي در . گردد تسريع مي Blast  ترازياستفاده از نتايج پيش هم

هاي نوكلئوتيد كه بيش از ، بزرگترين بانك اطلاعاتي تواليGenBankشده از قبل در هاي ذخيرهسويه ناشناخته مورد نظر با توالي

 و Blast  فيلتر كردن نتايج -2.  باشد مي16SrRNAها مربوط به ژن از اين توالي90000 ميليون توالي ذخيره را كه بيش از 20

:  فايل متفاوت3 نشان دادن نتايج به صورت -Clustal W .4 ترازي توالي توسط هم- Fasta .3استخراج و ذخيره آن در فرمت 

  .)2(هاي فيلوژنيكترازي توالي، درختچه فيلوژنيك و فاصلههم
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  نتايج و بحث

استوباكتر از لحاظ فيلوژنيك شباهت زيادي با  Z جدايه.  باشندمياستوباكتر ها متعلق به جنس بر اساس نتايج تعيين توالي، جدايه

 جدايه 5. باشنددارد كه دو جدايه غيرمولد سلولز مي 3استوباكتر استي نيز شباهت زيادي با باكتري gدارد و جدايه  2استوننسيس

ترين پربازده B4-2 به جدايه درختچه فيلوژنيك مربوط. )1جدول (باشند مياستوباكتر پاستوريانوسمولد سلولز مربوط به گونه 

   . ارائه گرديده است1در تصوير  BIBIسويه مولد سلولز، با استفاده از ابزار بيوانفورماتيك 

  

  

 BIBI در 16SrRNAهاي ژن  بعد از هم ترازي تواليGenBankشده در هاي ذخيرهشده با باكتريهاي جداسازيبيشترين تشابه باكتري -1جدول 

Database.  

  

  بيشترين تشابه با باكتري  هاجدايهنام 

2-B7   سويه استوباكتر پاستوريانوسAUC29 

2-B4  سويهاستوباكتر پاستوريانوس LMG1629  

9-V  سويه استوباكتر پاستوريانوسAUC25  

2-V  سويه استوباكتر پاستوريانوسBAC24 

10-T   سويه استوباكتر پاستوريانوسCCM3606 

Z    يه سواستوباكتر استوننسيسCCM3613 

g   سويه استوباكتر استيLMG1531 

  

  

                                                 
2 . Acetobacter estunensis CCM 3613 
3 . Acetobacter aceti 
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  .2B-4 درختچه فيلوژنيك جدايه -1تصوير 
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Abstract 
The part of the DNA now most commonly used for taxonomic purposes for bacteria is the 16S rRNA gene. The 16S 
rRNA gene is universal in bacteria, and so relationships can be measured among all bacteria. The 16S rRNA gene 
sequence is about 1,550 bp long and is composed of both variable and conserved regions. The gene is large enough, 
with sufficient interspecific polymorphisms of 16S rRNA gene, to provide distinguishing and statistically valid 
measurements. Universal primers are usually chosen as complementary to the conserved regions at the beginning of 
the gene and at either the 540-bp region or at the end of the whole sequence (about the 1,550-bp region), and the 
sequence of the variable region in between is used for the comparative taxonomy. Several sequence-comparing 
software packages are available. We generally use the proprietary software that comes with the MicroSeq method. 
Other common software packages are BLAST (1), and Phylip (30, 31; Phylogeny Inference Package, University of 
Washington). BIBI, a bioinformatics bacterial identification tool, has recently been developed to simplify and 
automate bacterial identifications using DNA sequence Analysis.  An excellent website that compares 194 of the 
phylogeny software packages and 16 free servers that are used in generating dendrograms. Using BLAST alone 
without phylogenetic data would not be appropriate to perform bacterial identification. This program combines 
similarity search tools in the sequence databases and phylogeny display programs. In this study, we amplified the16S 
rRNA gene sequence of the cellulose-producing acetic acid bacteria which were isolated from nature by using of 
universal primers. After sequencing, the unknown strain sequences were aligned with 16S rRNA gene sequence of 
all the bacteria which exist at GenBank by using of BIBI Database. The comparison of the 16S rRNA gene 
sequences and generating phylogenetic tree allows differentiation between organisms at the genus level across all 
major phyla of bacteria, in addition to classifying strains at multiple levels, including what we now call the species 
and subspecies level.  
  
Key Words: 16S rRNA gene, universal primers, Bioinformatic software, BIBI Database, phylogenetic tree. 


