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های گياهی و های بالا در کنترل بيولوژيک بيماریقابليت دليل داشتنبه Bacillus subtilisباکتری 

يکی از . است های مختلف همواره مورد توجه دانشمندان بودهچنين توليد انواع متابوليتهم

رغم مطالعات زياد صورت گرفته در علی. باشدمی خصوصيات مهم اين باکتری توليد بيوفيلم

اين بر اين اساس، . استطور کامل شناسايی نشدههنوز بخصوص توليد بيوفيلم، مکانيسم تشکيل آن ه

در اين راستا، . انجام گرفتهای جديد احتمالی موثر در تشکيل بيوفيلم شناسايی ژنبا هدف تحقيق 

های جديد مرتبط با منظور شناسايی ژنبه mini-Tn10زايی با استفاده از ترانسپوزون موتاسيون

. انجام و موتانت فاقد قدرت توليد بيوفيلم انتخاب شد B. subtilis 168توليد بيوفيلم در سويه 

يافته در سويه موتانت با توالی تيپ وحشی در بانک ژن نشان داد که مقايسه توالی قطعه جهش

با توجه به عدم توانايی سويه موتانت در تشکيل بيوفيلم . است رخ داده ykuTموتاسيون در ژن 

در کنار ساير  ykuTتحقيق حاضر برای اولين بار نشان داد که ژن  نسبت به سويه تيپ وحشی، نتايج

-می B. subtilisهای مهم دخيل در توليد بيوفيلم باکتری يکی از ژن ،های معرفی شده قبلیژن

با استفاده از روش  ykuTهای مختلف آزمايشگاهی بر بيان ژن کشت تاثير محيط ،در ادامه. باشد

بدين منظور پروموتر . مورد ارزيابی قرار گرفت( FACs)ده فلورسنت های فعال شبندی سلولدسته

های کشت الحاق و ميزان تظاهر ژن در محيط  pSG1151در پلاسميد  gfpاين ژن به ابتدای ژن  

موجب کاهش و محيط  Spizizen saltنتايج نشان داد که محيط حداقل . مختلف بررسی شد

 ykuTدر بررسی تاثير ژن  .شوندبيان اين ژن می موجب افزايش 2xSGو  TYG ،TYNهای کشت

، B. subtilisباکتری ( موثر در تحرک) hagو ژن ( فعال در اسپورزايی) spoIIAبر بيان اپرون 

انتقال  ∆ykuT::spcو موتانت  B. subtilis 168های مورد مطالعه به سويه تيپ وحشی پروموتر ژن

قرار داشته و عدم  ykuTتحت تاثير ژن  hagو ژن  spoIIAنتايج نشان داد که بيان اپرون . داده شد

، در نتيجه موتانت حاصل فاقد قدرت توليد شدموجب توقف بيان ژن موردنظر  ykuTوجود ژن 

چنين های تيپ وحشی و موتانت، هممقايسه تحرک و اسپورزايی سويه. اندوسپور و تحرک بود

 .کردايج بالا را تاييد برداری با استفاده از ميکروسکوپ فلورسنت نتعکس

 

 های کليدیواژه
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  مقدمه

شکل، اییک باکتری گرم مثبت، میله Bacillus subtilisباکتری 

عنوان یک ارگانیسم تولیدکننده اندوسپور و خاکزی است که به

شناسی کاربرد های زیستمدل، در تحقیقات علمی و آزمایش

فراوانی داشته و از طرف دیگر از نظر اقتصادی و تجاری نیز 

این باکتری در  (.Kovács et al. 2009) باشدمیبسیار مورد توجه 

شده و قابلیت تحریک رشد گیاهان اغلب گیاهان یافت  ریزوسفر

های گیاهی ایجاد شده توسط و همچنین کنترل بسیاری از بیماری

-کنترل B. subtilisهای سویه. باشدا میها را دارها و باکتریقارچ

های برای مثال سویه. ندباشهای گیاهی میهای قوی بیماریهکنند

های بیمارگر مانند این باکتری قابلیت کنترل برخی باکتری

Pseudomonas ،Erwinia  وXanthomonas   و همچنین تعداد

، Fusarium ،Pythiumهای بیمارگر از قبیل زیادی از قارچ

Aspergillus ،Colletotrichum ،Phytophthora  ،Rhizoctonia ،

Sclerotinia ،Septoria  وVerticillium   دارندرا  (Bais et al. 

2004; Kinselle et al. 2009; Mohammadipour et al. 2009; 

Khezri et al. 2011 .)های ضدباکتریایی و ضدقارچی مکانیسمB. 

subtilis های متنوعی مانند سورفکتین، به دلیل تولید متابولیت

و  ها، آنزیم(و استرهاها ها، آلدئیدها، کتونالکل)ترکیبات فرار 

 .Morikawa et al. 2006; Jamil et al) ها استبیوتیکانواع آنتی

2007; Cairns et al. 2014.) 

بیوفیلم  تولید B. subtilisترین خصوصیات باکتری یکی از مهم

هاست که ای از میکروارگانیسمبیوفیلم شامل مجموعه. باشدمی

ه از مواد پلیمری شامل روی یک بستر ماتریکس خارج سلولی ک

های مختلف است، رشد ساکاریدهای خارج سلولی و پروتئینپلی

های موجود باکتری (.Sauer 2003; Zhang et al. 2014) کنندمی

های آزاد از نظر بیان ژن در بیوفیلم به صورت مشخصی از باکتری

و فیزیولوژی سلولی متمایز هستند، زیرا محیط متراکم و حفاظت 

ها اجازه همکاری و تعامل از مسیرهای یوفیلم به این سلولشده ب

-های مهم بقا باکتری میبیوفیلم یکی از مکانیسم. دهدمختلف می

باشد و معمولا در شرایط کمبود مواد غذایی، خشکی و یا سایر 

های شرایط سخت محیطی تشکیل و توسط یک سری مکانیسم

 .Morikawa et al) ودشمکانیکی، بیوشیمیایی و ژنتیکی کنترل می

2006; Hu et al. 2010; Zhang et al. 2014) . دو اپرون ژنی شامل

های مورد نیاز برای آنزیمکدکننده ) epsA-Oبه نام  ژنی 19اپرون 

و یک اپرون سه ژنی به نام ( ساکاریدهای خارج سلولیسنتز پلی

yqxM (کدکننده پروتئین عمده بیوفیلم ) وجود دارند که بیان هر

شود، متصل می DNAکه به  SinRدو اپرون توسط فاکتور 

به طور غیرمستقیم موجب  sinRهمچنین ژن . شودممانعت می

از طرفی . شودای میافزایش تحرک از طریق مکانیسم ناشناخته

توسط پروتئین دیگر به نام  SinRممانعت از فعالیت پروتئین 

SinI ته باشند، انجام در محیط قرار داش 1:1، هنگامی که به نسبت

 Kearns et al. 2005; Kearns et al. 2008; Aguilar et)شود می

al. 2007; Chen et al. 2013; Stowe et al. 2014; Mielich-Süss 

and  Lopez 2015.) 

شود، که در اوائل فاز سکون رشد باکتری بیان می yqxMاپرون 

 sipW، (تاس که عملکرد آن ناشناخته مانده) yqxMشامل سه ژن 

-می (بیوتیکدکننده پروتئین آنتیک) tasAو  (ک سیگنال پپتیدازی)

که پروتئین عمده بیوفیلم است، در ابتدای  TasAپروتئین . باشد

در صورت غیرفعال شدن ژن . شودفاز اسپورزایی نیز تولید می

sipW  ترشح پروتئینYqxM بنابراین تولید . شودمتوقف می

YqxM تحریک شده و تحت کنترل  با تجمع بالای نمکsipW 

ها در شرایط یک نقش مستقیم در حفاظت سلوللذا . باشدمی

 Stover) استدر نظر گرفته شدهاسترس نمک برای این پروتئین 

et al. 1999; Branda et al. 2006; Vlamakis et al. 2013.) 

 B. subtilisهای مختلفی در جریان تولید بیوفیلم کنندهتنظیم

، SinRتوان به ترین این فاکتورها میاز مهم. اندیی شدهشناسا

DegU ،Spo0A ،AbrB ،CcpA  وHδ  موتاسیون در . کرداشاره

نماید، تولید بیوفیلم را ممانعت می DegUیا  Hδ، Spo0Aهای ژن

مقدار بیوفیلم  CcpAو  SinR ،AbrBهای برعکس موتانت

عمومی از  یک ممانعت کننده AbrB. کنندبیشتری تولید می

 abrBبرداری از نسخه Spo0Aو  فعالیت ژن در فاز سکون است

در  Spo0Aفعالیت . نمایدرا بعد از آغاز فاز سکون ممانعت می

نیز  AbrB. است abrBبرداری تشکیل بیوفیلم ممانعت از نسخه

-برداری ژندارای نقش منفی در تشکیل بیوفیلم است و از نسخه

در تشکیل  Hδهر چند نقش . نمایدیممانعت م yqxMهای اپرون  

بیوفیلم مشخص نشده اما این پروتئین برای بیان کامل اپرون 

yqxM پروتئین کنترل متابولیت . مورد نیاز استCcpA  نیز به
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-تنظیم DegU. استهشدعنوان ممانعت کننده تشکیل بیوفیلم ذکر 

برداری از است که نسخه DegS-DegUکننده سیستم دوجزیی 

هایی از قبیل پروتئاز، آلفا آمیلاز و کدکننده ترشح پروتئین هایژن

به هر حال هنوز نقش کاملاً . نمایدلوان سوکراز را فعال می

در تشکیل بیوفیلم اثبات نشده  DegUو  CcpAمشخصی برای 

 .Kobayashi 2007; Vlamakis et al. 2013; Stowe et al)است 

2014; Mielich-Süss and Lopez 2015.) های یکی دیگر از ژن

باشد که ژن اصلی می spo0Aکننده تولید بیوفیلم، ژن مهم تنظیم

های موتانت سویه .است B. subtilisکننده تولید اسپور در تنظیم

spo0A د ژن نتواننمی sinIفعال نمایند را (Branda et al. 2001; 

Branda et al. 2004; Fujita et al. 2005.)  

های دخیل در کنندهرغم شناسایی تعداد زیادی ژن و تنظیمعلی

، هنوز مکانیسم دقیق تشکیل B. subtilis تشکیل بیوفیلم باکتری

هدف از تحقیق حاضر  ،در این راستا. استآن مشخص نشده

این بیوفیلم های احتمالی دخیل در تشکیل ژن دیگرشناسایی 

با استفاده از  زایییونبدین منظور از روش موتاس. بودباکتری 

 .مهندسی ژنتیک استفاده شد ترانسپوزن و

 

 

 ها و پلاسمیدهای مورد استفادهسویه

های مرتبط با تولید بیوفیلم، از منظور ایجاد موتاسیون در ژنبه

ها، سویه. استفاده شد pIC333و پلاسمید  B. subtilis 168سویه 

. استشده ارائه 1ل ها و پلاسمیدهای مورد استفاده در جدوسازه

ای و با اندازه mini-Tn10حامل ترانسپوزون  pIC333پلاسمید 

این پلاسمید دارای یک ژن مقاومت به . باشدکیلوباز می 7حدود 

و یک ناحیه  1(tnpA) ، یک ژن ترانسپوزیز(ery) اریترومایسین

وجود این ناحیه . (1شکل ) باشدمی oriحساس به دما حاوی 

 C33° تری حامل این پلاسمید در دماهای بالایمانع تکثیر باک

 2/2اندازه قطعه ترانسپوزون موجود در این پلاسمید . شودمی

، (spc) کیلوباز بوده و حاوی یک ژن مقاومت به اسپکتینومایسین

دو . باشدمی BamHIو دو ناحیه برشی آنزیم  pUC oriیک ناحیه 

محل اثر  در دو طرف ترانسپوزون، نواحی OE2و  OE1ناحیه 

 pIC333ها، پلاسمید وجود این ویژگی. باشدآنزیم ترانسپوزیز می

نموده را به ابزاری مناسب برای ایجاد موتاسیون تصادفی تبدیل 

 . است

                                                           
1
 Transposase 

 

 

 ها و پلاسمیدهای مورد استفادهسویه -1جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

  هامواد و روش

 پلاسمید/سویه            سویه ها  مشخصات منبع

Bacillus Genetic  stock center, US سویه مرجع Bacillus subtilis 168 

 ampr B. subtilis 168-PykuT-gfp این مطالعه

 ampr, cmr B. subtilis 168-Phag-gfp این مطالعه

 ampr, cmr B. subtilis 168-PspoIIA-gfp این مطالعه

 spcr, ΔykuT این مطالعه

 spcr, cmr ΔykuT- Phag-gfp این مطالعه

 spcr, cmr ΔykuT- PspoIIA-gfp این مطالعه

Hoffmann, Philipps University Marburg, Germany spcr SMB53 ΔmscL 

Hoffmann, Philipps University Marburg, Germany eryr SMB 58 ΔydhY 

Hoffmann, Philipps University Marburg, Germany tetr SMB 62 ΔyfkC 

 پلاسمیدها  
Steinmetz and Richter , Centre National de La 

Recherche Scientifique, France 

spcr, eryr pIC333 

Lewis and Marston, University of Oxford, UK ampr, cmr pSG1151 
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 .pIC333تصویر شماتیک پلاسمید  -1شکل 

 

 ژنومی و پلاسمیدی باکتری  DNAاستخراج 

 Sigma-Aldrichاکتری با استفاده از کیت ژنومی ب DNAاستخراج 

GenElute
TM

 Bacterial Genomic DNA Kit ( شرکتSigma )

 High Pure Plasmidاستخراج پلاسمید با استفاده از کیتهمچنین 

Isolation Kit ( شرکتRoche )بر اساس دستورالعمل شرکت-

 .سازنده انجام شد های

 mini-Tn10انسپوزون ایجاد موتاسیون تصادفی با استفاده از تر

 انجام ترانسفورماسیون طبیعی -الف

-دارای ویژگی مستعد بودن بالا می B. subtilisکه گونه دلیل اینبه

 باشد، امکان انجام ترانسفورماسیون طبیعی در آن وجود دارد

(Kovács et al. 2009.)  در تحقیق حاضر از روش

مورد مطالعه  ترانسفورماسیون طبیعی برای نوترکیب نمودن سویه

 Spizizenبدین منظور از محیط کشت پایه حداقل . استفاده شد

salt medium  گرم، فسفات هیدرژن  دوسولفات آمونیوم )شامل

گرم، سیترات تری  6گرم، فسفات دی هیدرژن پتاسیم  14پتاسیم 

لیتر آب میلی 1333گرم در  2/3گرم، سولفات منیزیم  یکسدیم 

لیتر محیط میلی سهباکتری در . ه شداستفاد( pH، 4/7مقطر و 

به مدت یک شب کشت در دقیقه  دور 233با  C 37° حداقل در

منظور مستعدسازی باکتری، کشت فوق به نسبت هب. داده شد

ساعت در شرایط فوق  سهبا محیط کشت تازه رقیق شده و  1:133

با محیط  1:1به نسبت  2سپس کشت مرحله . قرار داده شد

Starvation medium 50) شامل ml Spizizen salt medium, 

1.25 ml Glucose 20% ) ساعت در شرایط فوق  دو، شدهرقیق

پلاسمید  ،در ادامه. های مستعد بدست آیدقرار داده شد تا سلول

 C°ساعت در  دو ومیکرولیتر سلول مستعد اضافه  133مدنظر به 

شت سپس روی محیط ک .شد رشد دادهدور در دقیقه  233با  37

TY بیوتیک مناسب پخش و درحاوی آنتی °C 37 مدت یک به

 E. coli، جدایه pIC333جهت تهیه پلاسمید  .ده شدقرار دا شب

DH5α  حاوی این پلاسمید در محیط کشتTY  مایع حاوی

به مدت یک شب دور در دقیقه  233و  C 37° اسپکتینومایسین در

-اده از کیتسازی پلاسمید با استفاستخراج و خالص. دشکشت 

. الذکر انجام شدهای فوقو بر اساس روش Rocheهای شرکت 

 33میکرولیتر سلول مستعد و  133ترانسفورماسیون با استفاده از 

نانوگرم در  1/3با غلظت  سازی شدهمیکرولیتر پلاسمید خالص

های ترانسفورم شده روی سلول ،در پایان. انجام شد میکرولیتر

اسپکتینومایسین و اریترومایسین  حاوی TYمحیط کشت جامد 

 ،پس از دو روز .منتقل شدند C 33° ها به انکوباتورکشت و پتری

 .قرار گرفتندبررسی  مورد ها جهت برداشت کلنیپتری

حاوی اسپکتینومایسین و  TYدر صورت رشد کلنی روی محیط 

حاوی ترانسپوزون  pIC333اریترومایسین، کلنی ترانسفورم شده با 

miniTn10  در محیط کشت مایعTY  حاوی اسپکتینومایسین و

به مدت یک شب دور در دقیقه  233 و C 22° اریترومایسین در

 TYبا محیط مایع  1:133کشت فوق به نسبت . کشت داده شد

ساعت  سهحاوی اسپکتینومایسین رقیق و در شرایط فوق به مدت 

به  های حاوی باکتریدر این مرحله انتقال لوله. کشت داده شد

ساعت  چهاربه مدت  و انجامدور در دقیقه  233و  C 42° دمای

، 1333/1های میکرولیتر از رقت 133به مقدار . کشت داده شد

حاوی  TYاز هر نمونه روی محیط کشت  133333/1و  13333/1

پس از . دشانکوبه  C 37° اسپکتینومایسین و گلوکز پخش و در

 خوردگین چینهای دارای سطح صاف و بدودو روز کلنی

هایی ها یا دارای آلودگی هستند یا کلنیاین کلنی. انتخاب شدند

ها موتاسیون رخ های مرتبط با تولید بیوفیلم آنهستند که در ژن

 .استها دچار اشکال شدهداده و در نتیجه تشکیل بیوفیلم در آن

 PCRانتخاب موتانت ها بر اساس غربال آنتی بیوتیکی و  -ب

-miniهایی که فقط دارای قطعه ترانسپوزون کلنیجهت انتخاب 

Tn10 های ترانسفورم شده روی دو محیط بودند، کلیه نمونه
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حاوی اسپکتینومایسین و اریترومایسین به مدت یک  TYکشت 

روی  قادر به رشد برهای نمونه. کشت داده شدند C 37° شب در

روی محیط کشت حاوی  کهمحیط کشت حاوی اسپکتینومایسین 

های مورد نظر بوده و برای باشند، نمونه نمودهنریترومایسین رشد ا

 .مراحل بعد انتخاب شدند

 B. subtilisژنومی  DNAها، جهت اطمینان از آلوده نبودن نمونه

با ترانسپوزن یک جفت آغازگر اختصاصی . استخراج شد 168

 ʹForward: 5ʹ- GCA CTA ATT GCC AAA GAA G -3بازی ردیف

. دشطراحی  ʹReverse: 5ʹ- TTT GAT GGC GTC CTC TCG -3و 

بازی فوق با استفاده از دستگاه جفت 1133تکثیر قطعه 

( آمریکا Bio-Rad، ساخت شرکت iCyclerمدل )ترموسایکلر 

واسرشته سازی شامل یک مرحله  PCRبرنامه حرارتی . انجام شد

 C 42°شامل چرخه  33 ،دقیقه سهمدت به C 42° اولیه در دمای

 یکمدت به C 72° ثانیه و 33مدت به C 92°، ثانیه 33مدت به

مدت به C 72° در دمای دقیقه و در پایان یک مرحله بسط نهایی

به مدت  یک درصدروی ژل آگارز  PCRمحصول . دقیقه بود 7

از  PCRجهت تعیین اندازه محصول . شد تفکیکدقیقه  63

. استفاده شد( Fermentaseساخت شرکت )نشانگر یک کیلوبازی 

ها تکثیر شد، برای انجام هایی که قطعه مورد نظر در آننمونه

 .مراحل بعدی انتخاب شدند

 .Bتکثیر و توالی یابی ترانسپوزون الحاق شده به ژنوم سویه  -ج

subtilis 168 

 .Bجهت تکثیر قطعه ترانسپوزون الحاق شده در ژنوم سویه 

subtilis 168  موتانت، ابتدا هضمDNA های موتانت می کلنیژنو

مطابق دستورالعمل شرکت  EcoRIبا استفاده از آنزیم برشی 

یافته با استفاده از سازی قطعات برشخالص. فرمنتاز انجام شد

منظور اتصال دو به. انجام شد( Rocheشرکت )سازی کیت خالص

ترانسپوزون هضم شده، خودالحاقی با استفاده از  DNAقطعه 

انجام ( Fermentase)ورالعمل شرکت سازنده مطابق دست T4لیگاز 

سازی محصول عمل آنزیم برشی با استفاده از کیت خالص. شد

انتقال قطعه خودالحاق . انجام شد (Rocheشرکت )سازی خالص

جهت تکثیر با استفاده از روش  DH5α E. coliبه باکتری 

ها روی محیط کشت سپس سلولو  الکتروپوریشن انجام شد

وی اسپکتینومایسین کشت و به مدت یک شب در حا TYجامد 

°C 37 کلنی  2از هر نمونه . قرار داده شدندE. coli نوترکیب 
حاوی اسپکتینومایسین به مدت یک  TYانتخاب و در محیط مایع 

استخراج . کشت داده شددور در دقیقه  233و  C 37° شب در

کر و بر اساس روش ذ Rocheپلاسمید با استفاده از کیت شرکت 

استفاده  یک درصدجهت مشاهده از ژل آگارز و شده فوق انجام 

در ادامه پلاسمید حاوی قطعه موتانت شده و آغازگر . شد

یابی به شرکت برای توالی miniTn10اختصاصی ترانسپوزون 

Service XS  شدارسال در شهر لایدن هلند. 

 در تشکیل بیوفیلم  ykuTبررسی نقش ژن 

 gfpبه ژن  ykuTن اتصال پروموتر ژ. الف

 pSG1151از پلاسمید  ،gfpبه ژن  ykuTجهت اتصال پروموتر ژن 

با بیان بالا بوده که آن را  gfpاین پلاسمید حامل ژن . استفاده شد

از دیگر مشخصات این . استهکردبرای این منظور مناسب 

سیلین و کلرامفنیکل های مقاومت به آمپیپلاسمید، وجود ژن

صورت باشد که تکثیر آن را بهمی ori pUCیه همچنین وجود ناح

جهت اتصال پروموتر ژن . سازدمستقل در باکتری امکان پذیر می

ykuT  به پلاسمیدpSG1151 ابتدا پروموتر ژن ،ykuT  با استفاده از

 :ykuT1)یک جفت آغازگر اختصاصی طراحی شده در این تحقیق 

5ʹ-GCTAAGCTTCGGGATACCTCATGGTTTG -3ʹ  وykuT2: 

5ʹ-CGA CTG CAG GTC CAT GTT GAG CTC CTT -3ʹ ) تکثیر

جفت بازی فوق با استفاده از دستگاه  633تکثیر قطعه . شد

( آمریکا Bio-Rad، ساخت شرکت iCyclerمدل)ترموسایکلر 

واسرشته سازی شامل یک مرحله  PCRبرنامه حرارتی . انجام شد

 C 49°شامل چرخه  33دقیقه،  پنجبه مدت  C 49° اولیه در دمای

 49به مدت  C 72° ثانیه و 33به مدت  C 92° ثانیه، 23به مدت 

 7به مدت  C 72° در دمای ثانیه و در پایان یک مرحله بسط نهایی

 63به مدت  یک درصدروی ژل آگارز  PCRمحصول . دقیقه بود

با  PCRسازی محصول پس از خالص. دقیقه الکتروفورز شد

-هضم آنزیمی با استفاده از آنزیم ، Rocheاستفاده از کیت شرکت 

مطابق دستورالعمل شرکت فرمنتاز انجام و  PstIو  HindIIIهای 

الحاق . انجام شد Rocheسازی با استفاده از کیت شرکت الصخ

بر  T4با استفاده از لیگاز  pSG1151به پلاسمید  ykuTپروموتر ژن 

ی سازسپس خالص. اساس دستورالعمل شرکت فرمنتاز انجام شد

. انجام شد Rocheمحصول الحاق با استفاده از کیت شرکت 
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شده الحاق با استفاده از ترانسفورماسیون به روش محصول خالص

محصول . معرفی شد E. coli DH5α الکتروپوریشن به سویه

سیلین به مدت یک حاوی آمپی TYترانسفورماسیون روی محیط 

دی انتخاب ها جهت انجام مراحل بعشب کشت داده شد و کلنی

 .شدند

به  ykuTتحت کنترل پروموتر ژن  gfpانتقال پلاسمید حاوی ژن 
B. subtilis 168 

با   E. coli، از باکتریykuTحامل پروموتر ژن  pSG1151پلاسمید 

سپس با استفاده از . استخراج شد Rocheاستفاده از کیت شرکت 

ی و معرف B. subtilis 168روش ترانسفورماسیون طبیعی به سویه 

و حاوی  TYمحصول ترانسفورماسیون روی محیط کشت 

های حاصل پس از یک شب رشد در کلنی. کلرامفنیکل کشت شد

حاوی کلرامفنیکل برداشت شده و جهت انجام  TYمحیط مایع 

 .ندشدمنتقل  -C 23° مراحل بعدی به فریزر

 های مختلفدر محیط کشت ykuTبررسی بیان ژن 

های میکروبی کشت ر محیطد ykuTجهت بررسی بیان ژن 

متصل  ykuTحامل پرموتور ژن B. subtilis 168 مختلف، باکتری 

 های زیر به مدت یک شب در دمایدر محیط کشت، gfpبه ژن

°C 37 کشت داده شدنددور در دقیقه  233 و. 

، سپس به نسبت TYرشد به مدت یک شب در محیط مایع  -1 

 TYو  صد گلوکزدر 9/3حاوی  TY ،TYهای با محیط 1:29

 . ندشدرقیق کلرید سدیم یک مولار حاوی 

، Spizizen saltرشد به مدت یک شب در محیط حداقل  -2

 . دشبا همان محیط کشت رقیق  1:13سپس به نسبت 

 2نوترینت براث ) 2xSGرشد به مدت یک شب در محیط  -3

لیتر میلی 13نرمال،  یکلیتر هیدروکسید سدیم میلی 9/3گرم، 

 درصد 13لیتر کلرید پتاسیم میلی 13مولار،  1/3منیزیم  سولفات

-میلی یکمولار،  یکلیتر نیترات کلسیم میلی یکپس از استریل، 

 331/3لیتر سولفات آهن میلی یکمولار و  31/3لیتر کلرید منگنز 

با همان محیط  1:29سازی به نسبت و رقیق( شدمولار اضافه 

  . کشت انجام شد

میکرولیتر از محیط کشت حاوی  133ار سپس هر ساعت مقد

از همان محیط کشت و محیط حداقل  میکرولیتر 433باکتری با 

Spizizen salt گیری میزان سلول باکتری در ترتیب برای اندازهبه

. شدرقیق  ykuTنانومتر و میزان بیان ژن  633دانسیته نوری 

تومتر به گیری میزان سلول باکتری با استفاده از اسپکتروفاندازه

بر اساس میزان  ykuTگیری بیان ژن ساعت و اندازه 11مدت 

FACsفلورسنت تولید شده در روش 
ساعت  2تا  6به مدت  1

دستگاه فلوسیتومتر مورد . (Veening et al. 2006a) انجام شد

ساخت  Culter Eptics XL-MCL flow cytometerمدل )استفاده 

های سیگنال. نانومتر بود 422دارای آرگون لیزر ( کشور آمریکا

GFP  توسط فیلترFITC  و  733ولتاژ دستگاه بین . دشردیابی

 (Beckman Culter) ها با برنامهداده .ولت تنظیم شده بود 233

EXPO32  افزار ها با استفاده از نرمآنالیز داده. قابل دسترسی شدند

WinMDI 2.8 (http://facs.scripps.edu/software.html ) و رسم

 Corelو  WinMDI 2.8افزارهای نمودارها با استفاده از نرم

DRAW X3 version 13 انجام شد. 

 hagو ژن  spoIIAبر بیان اپرون  ykuTبررسی تاثیر ژن 

که  pSG1151پلاسمید  دارای ترانسفورم شده  E. coliهایسویه

فاکتور موثر در اسپورزایی ) spoIIAروموترهای اپرون پها در آن

 .Bفاکتور موثر در تحرک باکتری ) hagو ژن ( B. subtilisباکتری 

subtilis)  در ابتدای ژنgfp  ،برای این آزمایش قرار گرفته بود

سازی پلاسمید این پس از استخراج و خالص .نداستفاده شد

، ترانسفورماسیون Rocheهای شرکت ها با استفاده از کیتسویه

با استفاده از این  ykuTو موتانت ژن  B. subtilis 168طبیعی سویه 

پلاسمیدها انجام و محصولات ترانسفورماسیون روی محیط کشت 

TY های در مرحله بعد سویه. حاوی کلرامفنیکل کشت شدند

به  ykuTو سویه موتانت ژن  B. subtilis 168ترانسفورم شده 

دور در  233و  C 37° در TYمحیط کشت مدت یک شب در 

حاوی  TYبا محیط  1:29سپس به نسبت . کشت داده شدنددقیقه 

، جهت بخش قبل گلوکز رقیق و طبق روش توصیف شده در

بر بیان ژن   ykuTگیری میزان رشد سلول باکتری و تاثیر ژن اندازه

 .و اپرون مورد مطالعه استفاده شدند

 های تیپ وحشی و موتانتسویهبررسی تولید اسپور و تحرک 

، و بررسی تولید اسپور منظور تایید نتایج آزمایش بخش قبلبه

به مدت یک  2xSGسویه تیپ وحشی و موتانت در محیط مایع 

 233سپس . شدنددور در دقیقه کشت  233 و C 37° شب در

                                                           
1
 Fluorescence activated cell sorting 

http://facs.scripps.edu/software.html
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قرار  C 23° میکرولیتر از هر نمونه به مدت یک ساعت در دمای

برابر با  1333و  133، 13ها به میزان نمونه ،هدر ادام. داده شد

میکرولیتر از هر رقت  133به میزان . رقیق شدند TYمحیط مایع 

ساعت در  24ها به مدت پخش و پتری TYروی محیط جامد 

 C 23° در دمایهای باکتری سلول. نگهداری شدند C 37°دمای 

فراهم شدن  مانند و در صورتروند اما اسپورها باقی میز بین میا

جهت . دهندکلنی تشکیل میمجددا شرایط مساعد جوانه زده و 

 دوبررسی وضعیت تحرک سویه تیپ وحشی و موتانت، 

جامد نیمه TYها روی محیط میکرولیتر از محیط حاوی باکتری

 24ها به مدت ، کشت و پتری(آگار درصد 4/3حاوی  TYمحیط )

ر تحرک مورد نگهداری و سپس از نظ C 37° ساعت در دمای

 .ارزیابی قرار گرفتند

 .Bهای حساس مکانیکی در توسعه بیوفیلم بررسی نقش کانال

subtilis  

های حساس مکانیکی، در توسعه نقش کانال جهت بررسی 

های مربوط به ، سه جدایه که در ژنB. subtilis 168بیوفیلم 

ها، موتاسیون رخ داده بود، از های حساس مکانیکی آنکانال

تهیه شد  آلمان Philipps University Marburgانشگاه د

، BMU53 mscL::spcشامل  های موتانتاین سویه(. 1جدول)

BMU58 ydhY::ery  وBMU62 yfkC::tet  مشتق شده از سویهB. 

subtilis JH642 ها روی تولید جهت بررسی نقش این ژن. بودند

انتقال  B. subtilis 168های موتانت به سویه بیوفیلم، ژنوم سویه

های ژنومی باکتری DNAبدین منظور پس از استخراج . داده شد

 .Bها به سویه ژنومی موتانت DNAموتانت، ترانسفورماسیون 

subtilis 168  با استفاده از روش ترانسفورماسیون طبیعی  انجام

های حاوی یکی از های ترانسفورم شده روی محیطسلول. شد

کشت  C 37°زیر به مدت یک شب در  های مناسببیوتیکآنتی

 .شدند

حاوی  TYروی محیط کشت  mscL::spc B. subtilis 168سویه 

 اسپکتینومایسین

 حاوی TYروی محیط کشت  ydhY::ery B. subtilis 168 سویه 

 اریترومایسین

حاوی  TYروی محیط کشت  yfkC::tet B. subtilis 168سویه 

 تتراسایکلین

های حساس مکانیکی رتبط با کانالهای مجهت بررسی نقش ژن

 ykuTو موتانت ژن  B. subtilis 168 های ایجاد شده، سویهسازه

 233و  C 37° در TYبه مدت یک شب در محیط کشت مایع 

میکرولیتر از هر نمونه روی  دوکشت و سپس دور در دقیقه 

روز  چهارتا . حاوی گلوکز در سه تکرار کشت شدند TYمحیط 

 . دشها بررسی زان توسعه بیوفیلم در کلنیقطر کلنی و می

 های مورد استفاده های سویهها و سلولاز کلنی برداریعکس

ها به های مورد مطالعه، باکتریسازه منظور تهیه عکس از کلنیبه

دور  233و  C 37°در  TYمدت یک شب در محیط کشت مایع 

حیط میکرولیتر از هر نمونه روی م دوکشت و سپس در دقیقه 

برای سویه تیپ وحشی و   2xSGو  TY ،TYG ،TYNهای کشت

روز از  سهپس از . جامد کشت شد TYها روی برای سایر نمونه

ها با استفاده از استریوسکوپ عکس. برداری شدها عکسکلنی

ساخت کشور  Nikonمدل ) SMZ-1000مجهز به میکروسکوپ 

اخت س Nikonمدل ) DXM-1200و دوربین دیجیتال ( ژاپن

میکروسکوپ مجهز به فیلترهای فاز . تهیه شد( کشور ژاپن

-ها از اسلایدهای حاوی سلولعکس. معکوس و فلورسنس بود

ساخت ) Zeiss Axiophotهای باکتری توسط میکروسکوپ 

 Nikonمدل ) DXM-1200مجهز به دوربین دیجیتال  (آلمان کشور

و  با استفاده از فیلترهای فاز معکوس( ساخت کشور ژاپن

 .فلورسنس تهیه شد

 

  نتایج

 B. subtilis 168موتاسیون در ژنوم سویه 

از  B. subtilis 168سویه  هایمنظور ایجاد موتاسیون در سلولبه

پس از دو روز تعداد بسیار . روش موتاسیون طبیعی استفاده شد

های بیوتیکحاوی آنتی TYمحدودی کلنی باکتری روی محیط 

-جهت انتخاب کلنی. ترومایسین رشد کردنداسپکتینومایسین و اری

هستند،  mini-Tn10هایی که فقط حاوی بخش ترانسپوزون 

انجام شد که  C 42° به C 22°مراحل بعدی کشت با انتقال دما از 

دسته . هایی با دو مورفولوژی متفاوت مشاهده شدکلنی ،در نتیجه

و دسته بیوفیلم چین خورده با میزان اندک تولید های کلنی ،اول

-های دارای سطح کاملاً صاف، براق و بدون چیندوم کلنی

هایی هستند که احتمالاً های دسته دوم کلنیکلنی. خوردگی بودند
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ها موتاسیون ایجاد شده و های مرتبط با تولید بیوفیلم آنروی ژن

از (. 2شکل )سلول باکتری قادر به ایجاد بیوفیلم کامل نیست 

های معمول در ها مربوط به آلودگیکلنیطرفی احتمال دارد این 

 .های آزمایشگاهی باشندکشت

مایع حاوی  TYهای ترانسفورم شده که در محیط کلنی

کنند، به دو حالت قابل مشاهده اسپکتینومایسین و گلوکز رشد می

-که فقط ترانسفورماسیون رخ داده باشد، سلولدر صورتی. هستند

-بوده و بنابراین دارای ژن pIC333ها حاوی قطعه کامل پلاسمید 

در . های مقاومت به اریترومایسین و اسپکتینومایسین هستند

به درون ژنوم منتقل  mini-Tn10که قطعه ترانسپوزون صورتی

ها مقاوم به اسپکتینومایسین و حساس به شده باشد، سلول

منظور اطمینان از انتقال کامل ترانسپوزون به. اریترومایسین هستند

ون ژنوم باکتری و عدم فعال بودن پلاسمید حاوی به در

ها روی محیط ترانسپوزون در درون سلول باکتری، کلیه کلنی

 2/3اسپکتینومایسین و  یک درصدحاوی  TYهای مجزا کشت

هایی که روی محیط نمونه. اریترومایسین کشت شدند درصد

و روی محیط حاوی  نکردهحاوی اریترومایسین رشد 

. ن رشد کردند، برای مراحل بعدی انتخاب شدنداسپکتینومایسی

ها استخراج و ژنومی سلول DNAجهت اطمینان از عدم آلودگی، 

PCR انجام قطعه ترانسپوزن  با استفاده از آغازگرهای اختصاصی

های فاقد بیوفیلم جفت بازی مورد نظر در کلنی 1133قطعه . شد

ادر به رشد که روی محیط حاوی اسپکتینومایسین رشد نموده و ق

این تکثیر ما . روی محیط حاوی اریترومایسین نبودند، تکثیر شد

های را در مورد عدم وجود آلودگی و بروز موتاسیون در ژن

مقایسه نتایج حاصل  .کردها مطمئن مرتبط با بیوفیلم در این کلنی

های ثبت شده با استفاده از یافته با توالییابی قطعه جهشاز توالی

نشان داد که توالی  NCBIدر پایگاه اطلاعاتی  BLASTبرنامه 

 .Bیافته بیشترین شباهت را با سویه تیپ وحشیقطعه جهش

subtilis 168 که موتاسیون در ژن  کرداین مقایسه مشخص . دارد

ykuT است رخ داده( شماره توالی رفرنسAL009126.31 .) این

ی حساس هاهای موثر در کانالعنوان یکی از ژنژن قبلاً به

توسط محققین مورد بررسی قرار  B. subtilisمکانیکی باکتری 

دو موضوع قابل توجه در (. Hoffmann et al. 2008)است گرفته

مورد جایگاه این ژن در ژنوم شامل عدم استقرار آن در اپرون و 

های مجاورش، نویسندگان متفاوت بودن جهت رونویسی آن با ژن

که موتاسیون در این ژن باعث بروز مقاله حاضر را مطمئن نمود 

با توجه به عدم . استتغییر در مورفولوژی کلنی باکتری شده

-توانایی باکتری در تشکیل بیوفیلم کامل و سه بعدی در موتانت

های ایجاد شده نسبت به سویه تیپ وحشی، برای اولین بار ژن 

ykuT های مهم در تولید بیوفیلم باکتری به عنوان یکی از ژنB. 

subtilis (.2شکل ) شودمعرفی می 

 

 

در ( سمت راست) ykuTمقایسه مورفولوژی کلنی موتانت ژن  -2شکل 

 (.سمت چپ)B. subtilis168  مقایسه با کلنی تیپ وحشی

 

 های مختلفدر محیط کشت ykuTبیان ژن 

های میکروبی مختلف بر منظور تاثیر محیط کشتاین آزمایش به

بدین منظور پروموتر این ژن تکثیر و به . انجام شد ykuTبیان ژن 

انتقال داده شد و در نهایت  gfpحاوی ژن  pSG1151پلاسمید 

انتقال  B. subtilis 168پلاسمید نوترکیب بدست آمده به سویه 

های نتایج حاصل نشان داد که میزان تاثیر محیط کشت. یافت

ها یطاین مح. باشدروی بیان این ژن متفاوت می مختلفمیکروبی 

. در اواسط فاز رشد تصاعدی موجب تغییر در بیان ژن شدند

موجب کاهش بیان ژن شد در  Spizizen saltمحیط کشت حداقل 

منجر به افزایش بیان  2xSGو  TYG ،TYNهای که محیطحالی

 (.3شکل ) نداین ژن در اواسط فاز رشد تصاعدی شد
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( ج) ،TYG( ب)، TYN( الف)های مختلف شامل تاثیر محیط کشت -3شکل 

Spizizen salt  2( د)وxSG  بر بیان ژنykuT  (تا  6ها مربوط به ساعت داده

 (.بعد شروع فاز لگاریتمی است 2

 

  hagو ژن  spoIIAبر بیان اپرون   ykuTبررسی تاثیر ژن 

 spoIIAروی بیان اپرون  ykuTدر آزمایش بررسی تاثیر ژن 

 ykuTسط موتانت ژن مشخص شد، میزان فلورسنت تولید شده تو

دقیقاً برابر  ykuTو موتانت ژن  pSG1151-PspoIIAحامل پلاسمید 

دهنده میزان نور  سویه تیپ وحشی است و نمودار نشان

باشد اما در مورد فلورسنت در این سه تیمار، بر هم منطبق می

، این pSG1151-PspoIIAتیمار سویه تیپ وحشی حامل پلاسمید 

دهنده افزایش بیان  رکت نموده که نشاننمودار به سمت راست ح

 -4شکل )باشد می spoIIAو در نتیجه افزایش بیان اپرون  gfpژن 

های مختلف نشان مقایسه نمودارهای رسم شده در زمان(. الف

های مختلف دهد میزان افزایش بیان ژن در این تیمار در زمانمی

تا  T1یری گاندازه هایو در زماننموده یک روند یکسان را طی 

T6  میزان افزایش بیان اپرونspoIIA است تقریباً ثابت بوده .

 spoIIAمیزان بیان اپرون  ykuTحضور ژن در شرایط عدم بنابراین 
 .استمتوقف شده

-نیز نشان می hagبر بیان ژن  ykuTمقایسه نمودارهای تاثیر ژن 

دهد میزان نور فلورسنت ردیابی شده در سه تیمار موتانت ژن 

ykuT  حامل پلاسمیدpSG1151-Phag  و موتانت ژنykuT  و تیپ

وحشی فاقد پلاسمید یکسان است، ولی میزان نور فلورسنت 

 pSG1151-Phagامل پلاسمید ح تولید شده در سویه تیپ وحشی

تاثیر دهنده  است که نشان افزایش یافتهنسبت به سه سازه دیگر 

ین افزایش برخلاف ا. باشدمی hagبیان ژن بر  ykuTدار ژن معنی

های اولیه در زمان. روند یکسانی را نشان نداد spoIIAاپرون 

-تدریج بیشگیری میزان بیان ژن شروع به افزایش نمود و بهاندازه

بود و  T4ترین میزان افزایش بیان در زمان که بیشتر شد به طوری

بر اساس نتایج (. ب -4شکل ) یافتسپس این تاثیر کاهش 

تاثیرگذار  hagو ژن  spoIIAبر بیان اپرون  ykuTژن آمده، بدست 

که در باشد، به طوریصورت افزایش بیان میاست و این تاثیر به

و میزان  شدهمیزان بیان این دو ژن متوقف  ykuTموتانت ژن 

 .فلورسنت ردیابی شده با شاهد بدون پلاسمید تفاوتی ندارد
 

 
در ( ب) hagژن  و (الف) spoIIAن بر بیان اپرو ykuTتاثیر ژن  -4شکل 

و  ∆B. subtilis 168 ،ykuTنمودارهای مربوط به تیمارهای ) FACsآزمایش 

ykuT-PspoIIA-gfp ∆ همپوشانی دارند.) 

 

های تیپ وحشی و بررسی وضعیت اسپورزایی و تحرک در سویه

 موتانت

نشان داد که  TYهای ایجاد شده روی محیط کشت بررسی کلنی

در . استاسپورزایی ای توانایی راتیپ وحشی دتلف های مخرقت

ها روی محیط کشت کدام از رقتکه سویه موتانت در هیچحالی

در مورد بررسی وضعیت تحرک (. 9شکل ) نمودنکلنی ایجاد 

تحرک  TYجامد باکتری نیز سویه تیپ وحشی روی محیط نیمه

شت که سویه موتانت روی این محیط تحرک ندانشان داد در حالی

عدم توانایی در سه تکرار انجام شد و این آزمایش (. 6شکل )

قبلی  هایآزمایش تحرک اثبات و نتایج در اسپورزایی و را موتانت

 .نمودرا تایید 
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های توسط رقت 2xSGهای ایجاد شده روی محیط مقایسه کلنی -9شکل 

 ykuTو موتانت ژن  B. subtilis 168مختلف اسپور سویه تیپ وحشی 

 

 

 

 

روی محیط  ykuTمقایسه تحرک سویه تیپ وحشی و موتانت ژن  -6شکل 

 TYجامدنیمه

 

های مورد روز پس از کشت سویه سهها برداری از کلنیعکس

تصویر کلنی سویه . مطالعه روی محیط کشت جامد انجام شد

های مختلف در روی محیط کشت B. subtilis 168استاندارد 

 TYGلنی این باکتری روی محیط ک. استنشان داده شده 7شکل 

همچنین در . نمایدتری تولید میبیوفیلم بیش TYنسبت به محیط 

کلنی بسیار فشرده که حاوی تعداد زیادی اندام  2xSGمحیط 

که کلنی این درحالی. شددر حاشیه کلنی است، تشکیل  1باردهی

تر بسیار کوچک با مقدار بیوفیلم کم TYNسویه روی محیط 

های رفت اندازه کلنیطور که انتظار میهمان .بود TYنسبت به 

تر های حاوی پروموتر هر دو ژن، کوچکموتانت در مورد سویه

(. 2شکل )ها بود از سویه تیپ وحشی حامل پروموتر این ژن

در سویه تیپ  gfpهای حاوی ژن اسلایدهای میکروسکوپی سلول

-داد این ژننشان  hagو ژن  spoIIAوحشی حامل پروموتر اپرون 

-که هیچحالی شود درها بیان میها به میزان بالایی در این سویه

                                                           
1
 Fruiting body 

و در نتیجه فعال  gfp دهنده بیان ژنگونه نور فلورسنت که نشان

های باشد در سویهمی hagو ژن  spoIIAشدن پروموتر اپرون 

-pSG1151و  pSG1151-Phagحاوی پلاسمیدهای  ykuTموتانت 

PspoIIA د ژن شذکر  ترکه پیشطورهمان  .دشمشاهده نykuT  بر

های مهم در تحرک که به ترتیب ژن spoIIAو اپرون  hagبیان ژن 

تاثیر داشته و در  ،باشندمی B. subtilisو تولید اسپور باکتری 

های مذکور هم متوقف بیان ژن ykuTصورت عدم حضور ژن 

وحشی  های سویه تیپتهیه شده از کلنی و سلول تصویر. شودمی

داد که میزان بیان  نشان  ykuTمتصل به پروموتر ژن  gfpحامل ژن 

باشد زیرا کلنی این سویه مقدار ناچیزی ژن بسیار کم می

های تولیدکننده نور کند و تعداد سلولفلورسنت تولید می

 (.2شکل )فلورسنت نیز بسیار اندک بود 

 لمهای حساس مکانیکی در توسعه بیوفیبررسی نقش کانال 

های حساس مکانیکی در تشکیل منظور بررسی نقش کانالبه

های ، سه سویه موتانت که در ژنB. subtilisبیوفیلم باکتری 

. استفاده شدند ،دارای موتاسیون بودندها مربوط به این کانال

DNA ها با استفاده از ترانسفورماسیون طبیعی به ژنومی این سویه

مقایسه مورفولوژی کلنی و . دمعرفی ش B. subtilis 168سویه 

های های جدید روی محیطبیوفیلم تشکیل شده توسط سویه

بیوتیک خاص هر سویه نشان داد قطر کلنی تشکیل حاوی آنتی

 های مورد مطالعه با قطر کلنی سویه تیپشده توسط موتانت

 ykuTکه قطر کلنی موتانت وحشی تفاوت چندانی ندارد در حالی

تولید  yfkCدر موتانت ژن  (.4شکل )است  کاملاً کاهش یافته

خوردگی هایی با بیوفیلم و چینبیوفیلم دچار اشکال شده و کلنی

بسیار کم نسبت به سویه تیپ وحشی تولید نمود، این درحالی 

تولید بیوفیلم کاملاً متوقف شده و  ykuTاست که در موتانت ژن 

-با سطح صاف و بدون چینکوچک هایی این موتانت کلنی

های در مورد دو موتانت دیگر یعنی موتانت. کردخوردگی ایجاد 

ydhY  وmscL گونه تفاوتی از نظر تشکیل بیوفیلم و هیچ

 .مورفولوژی کلنی با سویه تیپ وحشی مشاهده نشد
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 های مختلفروی محیط کشت B. subtilis 168مورفولوژی کلنی سویه  -7شکل 

 

 

 

های فاز معکوس و ها مختلف با استفاده از میکروسکوپو پروموتر ژن pSG1151های تیپ وحشی و موتانت حامل پلاسمید های سویهلها و سلوکلنی -2شکل 

 فلورسنت

 

 

های های ژنمقایسه مورفولوژی کلنی و تشکیل بیوفیلم در موتانت -4شکل 

 B. subtilisهای حساس مکانیکی باکتری کانال

 

  بحث

های تیپ وحشی با ی موتانت مشتق شده از سویههاایجاد سویه

 استیافته های پیش گسترش ها از سالاستفاده از ترانسپوزون

(Berg et al. 1989).  دانشمندان از پلاسمیدpIC333  در مطالعات

 اندهای تصادفی استفاده نمودهمختلف جهت ایجاد موتاسیون

(Dartois et al. 1996; Doan et al. 2003) .اً نیز دانشمندان از اخیر

-miniیافته وکتورهایی که حامل ترانسپوزون کوچک و اشتقاق

Tn10 اندهنمودهای مهندسی ژنتیک استفاده در آزمایش ،هستند 

(Dartois et al. 1997; Gao et al. 2010) . قرار گرفتن ژن کدکننده

این پلاسمید  ترانسپوزیز در خارج از ترانسپوزون یک مزیت برای

تر این ترانسپوزون شود زیرا موجب پایداری بیشمی محسوب

های ذکر با عنایت به ویژگی (.Petit et al. 1990)شود میکوچک 
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ترانسپوزون حامل  pIC333ر تحقیق حاضر نیز از پلاسمید شده، د

mini-Tn10  جهت ایجاد موتاسیون و ترانسفورماسیون استفاده

 .شد

کی از ژن های موثر در عنوان یبه ykuTدر مطالعات قبلی ژن 

 .Hoffmann et al) های حساس مکانیکی شناخته شده بودکانال

2008; Wahome et al. 2008)  تاثیر این  برمبنیاما هیچ گزارشی

بنابراین . وجود نداشت B. subtilisژن در تشکیل بیوفیلم باکتری 

در تشکیل بیوفیلم کامل  ykuTبا توجه به عدم توانایی موتانت ژن 

عنوان یک سه بعدی، در این پژوهش برای اولین بار این ژن به و

در . معرفی شد  B. subtilisژن مهم در تشکیل بیوفیلم باکتری 

مورد  ykuTتاثیر چند محیط کشت آزمایشگاهی بر بیان ژن  ،ادامه

 Spizizen saltنتایج نشان داد محیط حداقل . قرار گرفت بررسی

موجب  2xSGو TYG ،TYNهای موجب کاهش و محیط کشت

، Spizizen saltهای محیط کشت. شدندافزایش بیان این ژن 

TYG ،TYN 2وxSG  های مناسب جهت تولید ترتیب محیطبه

 .Bباکتری و محیط حداقل رشد  اسپورزایی ،بیوفیلم، فشار اسمزی

subtilis با نگاهی به میزان نور فلورسنت تولید شده . باشندمی

-B. subtilis-PykuT) وحشی حامل پلاسمید توسط سازه سویه تیپ

gfp) توان دریافت که میزان بیان ژن میykuT باشدبسیار کم می .

تواند به دلیل صورت کاهش یا افزایش بیان میاین تغییر ناچیز به

در   .Smits et al(2005b) .باشد ykuTبیان بسیار ضعیف ژن 

ترتیب به SMو  MMهای مطالعه مشابهی دریافتند محیط کشت

های مستعد بودن و اسپورزایی در باکتری موجب افزایش بیان ژن

B. subtilis که میزان توسعه ویژگی مستعد بودن هنگامی. شوندمی

آغاز شده و باعث فعال شدن  ،به حد آستانه برسد ComKپروتئین 

های موجود در این اپرون ژن. شودمی comGبیان اپرون 

را از محیط اطراف کد  DNAای جذب فاکتورهای مورد نیاز بر

 sigFو  spoIIAA ،spoIIABهای شامل ژن spoIIAاپرون . کنندمی

. باشنداست که سیگما فاکتورهای ضروری برای اسپورزایی می

در سطح بالای آستانه  SpoAاین اپرون هنگامی که میزان پروتئین 

 .Fujita et al) شودقرار دارد، فعال شده و اسپورزایی آغاز می

2005; Veening et al. 2005). (2006b) Veening et al.  نیز تاثیر

و  comGهای های مختلف را بر الگوی بیان اپرونمحیط کشت

spoIIA  در سویهB. subtilis 168  مورد ارزیابی قرار دادند در این

میزان  gfpهای فوق به ژن آزمایش پس از اتصال پروموتور اپرون

MM 1 ،SMهای محیط کشت ها دربیان این ژن
2 ،CDCM 3  و

CDSM
نتایج حاصل از . شدبررسی  FACsبا استفاده از روش  4

 comGاپرون  SMهای ایشان نشان داد در محیط کشت آزمایش

مشابه این نتیجه در . بیان نشد و ویژگی مستعد بودن توسعه نیافت

های قبلاً محیط. بدست آمد نیز MMمحیط  spoIIAمورد اپرون 

CDCM  وCDSM های محرک بیان ژنعنوان محیطترتیب بهبه-

های موثر در ویژگی مستعد بودن و اسپورزایی مشخص شده 

 (2006b) (.Hageman et al. 1984; Smits et al. 2005a) بودند

Veening et al. با هم مخلوط  93:93های فوق را به نسبت محیط

د مطالعه بیان نمودند، در این محیط ترکیبی هر دو اپرون مور

در واقع ویژگی مستعد بودن . شان متفاوت بودشدند اما زمان بیان

  .شودمی شروعدر یک زیرجمعیت آغاز و سپس اسپورزایی 

که  hagو ژن  spoIIAبر بیان اپرون  ykuTبررسی تاثیر ژن  نتایج

 B. subtilisهای مهم در اسپورزایی و تحرک باکتری ترتیب ژنبه

 ،ykuTدهنده همپوشانی تیمارهای موتانت ژن  نشان ،باشندمی
اما  تیپ وحشی فاقد پلاسمید بودموتانت دارای پلاسمید و سویه 

نور فلورسنت  تولید در سویه تیپ وحشی حامل پلاسمید، میزان

این . نمودو در نتیجه منحنی به سمت راست حرکت  بودتر بیش

کسانی را برداری روند یتغییر در بیان ژن در طول مدت نمونه

نیز همین نتیجه بدست آمد  spoIIAدر مورد اپرون . ننموددنبال 

اما میزان بیان ژن روند یکسانی داشت و این ژن به مقدار بسیار 

 hagو ژن  spoIIAنتایج بیان اپرون  بر اساس این. کم بیان شد

 ykuTکه در موتانت ژن قرار دارد به طوری ykuTتحت تاثیر ژن 

کاملاً متوقف شده و منحنی نور  hagو ژن  spoIIAبیان اپرون 

فلورسنت تولید شده در این تیمارها با تیمار تیپ وحشی بدون 

gfp های تیپ سویه ،جهت تایید این نتایج. همپوشانی نشان داد

های مربوط به روی محیط کشت ykuTوحشی و موتانت ژن 

رفت، که انتظار میطور همان. تحرک و اسپورزایی کشت شدند

جامد داشت نیمه TYوحشی تحرک عادی روی محیط  سویه تیپ

در بررسی . فاقد توان تحرک بود ykuTکه موتانت ژن حالیدر

                                                           
1
 Minimal medium 

2
 Sporulation medium 

3
 Chemically defined competence medium 

4
 Chemically defined sporulation medium 
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های مختلف وضعیت اسپورزایی نیز سویه تیپ وحشی در رقت

گونه اسپوری هیچ ykuTتوانست اسپور تولید نماید اما موتانت ژن 

احتمالاً یکی از  ykuTدهد ژن نشان می موضوع این. نکردتولید 

 .Bهای مهم در مسیر چندگانه تحرک و اسپورزایی باکتری ژن

subtilis  نیز باشد که تایید این فرضیه و تعیین محل واقعی

تر های بیشبررسیعملکرد این ژن در مسیرهای یاد شده، نیاز به 

های فاز معکوس و های تهیه شده با میکروسکوپعکس. دارد

 .کردهای بالا را تایید مایشفلورسنت نتایج آز

هایی هستند که در غشا کانال (Msc) های حساس مکانیکیکانال

سلولی قرار داشته و در اثر نیروهای وارده از غشا سیتوپلاسمی باز 

های کوچک ها، ملکولو بسته شده و موجب ورود و خروج یون

ل آمینه، نوکلئوتیدها و سایر مواد محلول به سلومانند اسیدهای

وسیله از تورژسانس و پلاسمولیز سلول در زمانی و بدین شوندمی

وجود . دنکنکه در شرایط نامساعد اسمزی قرار دارد، جلوگیری می

ها در سه شکل غالب موجودات شامل آرکئا، این کانال

 E. coliدر . استشدهها گزارش ها و یوکاریوتپروکاریوت

شوند و در بعضی مرکز میدر غشا پلاسمایی مت Mscهای پروتئین

های درون سلولی نیز ها در غشا اندامکتوان آنها مییوکاریوت

-دانشمندان کانال (.Wahome and Setlow 2009)کرد مشاهده 

های حساس مکانیکی موجود در این میکروارگانیسم را به سه 

-، کانال1(MscL) های حساس مکانیکی با هدایت بالاگروه کانال

و  2(MscSو  MscK) انیکی با هدایت پائینهای حساس مک

 3(MscM) های حساس مکانیکی با هدایت بسیار پائینکانال

بندی بر اساس ساختار سه بعدی، این تقسیم. اندنمودهتقسیم 

 باشدمیزان هدایت مواد و حساسیت در برابر فشار اسمزی می

(Wahome et al. 2008.) های ساختاری پس از کشف ژن

-، هومولوگE. coliدر  MscSو  MscLدهنده ای تشکیلهپروتئین

های مختلف میکروبی تشخیص داده شدند ها در گونههای این ژن

(Levina et al. 1999.) 

در   mscLبه نام ژن  MscLدارای یک کپی از  B. subtilisژنوم 

در  درصد 69در توالی ژنی و  درصد 91است که  E. coliباکتری 

-هومولوگ. به این باکتری شباهت دارد( 69/91)ساختار پروتئین 

                                                           
1
 MS channels of large conductance 

2
 MS channels of small conductance 

3
 MS channels of mini conductance 

و ykuT  (46/29) ،yhdY (42/22 )های نیز شامل ژن MscSهای 

yfkC (91/27 )فعالیت . باشندمیMscL  در اوائل و اواسط فاز

با خروج سریع ( ≤M 39/3)رشد تصاعدی در حین شوک اسمزی 

شان ای. نمایدمواد محلول درون سلولی از لایز سلول جلوگیری می

ها بوده و در ترین این ژنمهم ykuTو  mscLهای اثبات کردند ژن

در حد  yhdYو  yfkCمتوسط و بیان در حد  ykuTاین شرایط بیان 

با  B. subtilisدر  Mscهای آنالیز بیان ژن. تری قرار داردپایین

در  mscLنشان داد که فعالیت اختصاصی ژن  lacZاتصال ژن 

سیار بالاست و با ادامه رشد سلول این اوائل دوره رشد سلول ب

نیز  ykuT-lacZفعالیت بتاگالاکتوزیداز در . یابدفعالیت کاهش می

رسد، سپس به شدت در اواسط فاز رشد تصاعدی به اوج خود می

-yhdYکه فعالیت بتاگالاکتوزیداز در در صورتی. یابدکاهش می

lacZ   وyfkC-lacZ یافته و  در اواسط فاز رشد تصاعدی افزایش

نسبت به  MscSهای بیان همه ژن. مانددر همین حد باقی می

mscL های با هدایت پائین روی کانال تاخیر دارد که با تاثیر

مقاومت در برابر شوک پائین اسمزی در اواخر فاز رشد تصاعدی 

 Wahome and Setlow 2006; Wahome and)هماهنگی دارد 

Setlow 2008.)  قیق حاضر، با توجه به این در بخش آخر تحلذا

های حساس مکانیکی های موثر در کانالیکی از ژن ykuTکه ژن 

 .Bها بر تولید بیوفیلم باکتری است، امکان تاثیر این دسته ژن

subtilis سویه  3برای این منظور . مورد ارزیابی قرار گرفت

ها به تهیه و ژنوم آن mscLو  yfkC ،ydhYهای موتانت در ژن

بررسی و مقایسه مورفولوژی . معرفی شد B. subtilis 168سویه 

گونه تفاوتی هیچ mscLو  ydhYهای ها نشان داد در موتانتکلنی

از نظر تشکیل بیوفیلم و مورفولوژی کلنی با سویه تیپ وحشی 

-هایی با بیوفیلم و چینکلنی yfkCوجود ندارد، اما موتانت ژن 

با . نمودوحشی تولید خوردگی بسیار کم نسبت به سویه تیپ 

موتانت همچنین موتانت  سههای ایجاد شده در این مقایسه کلنی

های مربوط به توان با اطمینان در مورد تاثیر ژننمی، ykuTژن 

 B. subtilisهای حساس مکانیکی در تشکیل بیوفیلم باکتری کانال

تر از های بیشو این موضوع منوط به کشف ژن نموداظهار نظر 

های حساس مکانیکی و بررسی های موثر در کانالنسری ژ

 .باشدها میمورفولوژی کلنی آن
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-به عنوان یکی از ژن ykuTدر تحقیق حاضر برای اولین بار ژن 

معرفی شد و نتایج  B. subtilisهای مهم در تولید بیوفیلم باکتری 

های بعدی دخالت این ژن را در تحرک و اسپورزایی این آزمایش

در  spoIIAو اپرون  hag، به طوری که بیان ژن نمودثبات باکتری ا

کاملاً متوقف شد و سویه موتانت قادر به تحرک  ykuTژن  غیاب

-یکی از ژن  ykuTکه ژناین نتایج احتمال این. و اسپورزایی نبود

  B. subtilisهای مهم در مسیر ژنتیکی تحرک و اسپورزایی باکتری

 .نمایدباشد، را تقویت می
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esearcher has tented to focus on Bacillus subtilis due to having high potentials in biological control 

of plant diseases and also production of wide range of different metabolites. Biofilm production is 

known as one of the most important properties of this bacteria. In spite of huge studies performed 

on biofilm formation of this bacterium, mechanism of biofilm formation is not identified completely. So, 

the main objective of  the present study was to explore new possible gene(s) involved in biofilm formation 

of B. subtilis. For this, mutation using mini-Tn10 was carried out in B. subtilis 168, and mutants without 

biofilm formation ability were selected. Comparing of mutated fragment sequence in mutant and wild type 

showed that the mautation has occurred in the ykuT gene. As the mutant could not form complete biofilm 

compared to the wild type strains, ykuT gene was introduced as one of the important genes in biofilm 

formation of B. subtilis for the first time in this study. The effect of different media on expression of ykuT 

gene was evaluated using FACs method. To do this, the promoter of the gene was inserted in the upstream 

region of the gfp gene in the pSG1151 and expression was studied. Our results indicated that Spizizen salt 

medium decreased the ykuT gene expression, whereas TYG, TYN and 2xSG media increased it. To 

evaluate the effects of ykuT gene on spoIIA (operon involved in sporulation) and hag (gene involved in 

motility) activities in B. subtilis, pSG1151 vectors containing spoIIA and hag  promoters, were transferred 

to the wild type B. subtilis 168 and mutant strains (∆ykuT::spc). The results confirmed that the ykuT 

significantly affects the spoIIA and hag expression, as lack of ykuT  expression caused silencing of the 

mentioned operon and gene. Comparison of sporulation and motility test between wild type and mutant, 

also photography using fluorescence microscopy confirmed the mentioned results. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bacillus subtilis, Biofilm, Mutation, Transformation, ykuT gene 

R 
A B S T R A C T 

Key Words 

mailto:m.khezri@urmia.ac.ir

