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منظور آلوده به نفت ميدان نفتی پازنان بهاز خاک  Bacillus subtilis MJ01باکتری گرم مثبت

جهت . اشت نفت جداسازی شددبرداری از آن در فرآيند ازدياد براستخراج سورفکتين و بهره

يابی والی، ژنوم اين باکتری تهای خويشاوند آنهای اين نژاد با ساير باکتریدرک بهتر تفاوت

با نژاد  کهقرار داد  Bacillus subtilisرا در کلاستر  MJ01نژاد  16SrRNAژن  و تحليل تجزيه.شد

spizizenii TU-B-10 نتايج حاصل از تايپينگ توالی چند لوکوسی . گيرددر يک گروه قرار می

(MLST )دار در نژادهای هفت ژن خانهB. subtilis  لوکوس چهار لوکوس ژنی جديد و در يک

با  MLSTوراونگی کامل را تاييد نمود و نشان داد که اين باکتری مشابهت زيادی با الگوی پروفايل 

BLAST (ANIb )ميانگين يکسانی نوکلئوتيد بر اساس  تجزيه. دارد spizizenii BGSC3A17زيرگونه 

-TU-Bشامل  spizizeniiنشان داد که ارتباط نزديکی با سه زير گونه  B. subtilisنژاد ديگر از  91با 

چنين بر اساس هم. دارد( درصد 21/16) W23و ( درصد 21/16) NRS231، (درصد 93/11) 10

 Jeotglibacillus marinusاين باکتری ارتباط نزديکی با باکتری  مشخص شدانجام شده  تجزيه

DSM 1297 تين و های غيرريبوزومی و ناحيه اپرانی سورفک بينی ليپوپروتئين جهت پيش. دارد

مقايسه اين اپران و . استفاده شد AntiSMASHنواحی محافظت شده اطراف آن از ابزار آنلاين 

اين باکتری  که مشخص کرد B. subtilis MJ01نواحی اطراف آن با ژنوم ساير نژادهای خويشاوند 

طور  هب. گيردقرار می spizizeniiهای زير گونه از نظر توالی اپران سورفکتين در گروه باکتری

ای اين با استفاده از ابزارهای ژنوميک مقايسه DNAتلفيقی فيلوژنی و همولوژی  تجزيهخلاصه، 

های زير های خاص نژاد عضوی از گروه باکتریرغم تفاوتعلی MJ01فرضيه را که باکتری نژاد 

 .باشد را تقويت نمود spizizeniiگونه 
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های یوکاریوتی ها، از خاک گرفته تا سلولها در همه محیطباکتری

های خاک زی و های محیطی مانند باکتریگونه. شوندیافت می

در . های فقیر از نظر مواد غذایی روبرو هستنددریایی، با محیط

ها، حاوی چندین های موجود در این محیطمقابل، ژنوم باکتری

های متابولیسمی های مقاومت به تنش، و ژنکننده، ژنمژن تنظی

کند که باکتری را ها را ایجاد میهای مختلف از ژناست که دسته

 Bisch et) های مختلف سازگار شودسازد به محدودیتقادر می

al. 2016 ) اعضای جنسBacillus های گرم مثبت شامل باکتری

راسته  Bacillaceaeکم و متعلق به خانواده  G+Cبا محتوی 

Bacillales  کلاسBacilli  فیلومFirmicutes  و دومینBacteria 

کنند ها رشد میها در دامنه وسیعی از محیطآن. هستند

(Adelskov and Patel 2016) عنوان عموماً امن و به(GRAS ) در

 شوند در نظر گرفته می( FDA)فهرست سازمان غذا و دارو 

(Sharma and Satyanarayana 2013.) منظور توسعه و کاربرد به

این باکتری در فرایندهای صنعتی، ژنوم کامل چندین گونه از 

Bacillus اولین باکتری گرم مثبت که کل . استتوالی یابی شده

 Sharma and) است B. subtilisیابی شد،  ژنوم آن توالی

Satyanarayana 2013 .)ی یابهای توالیتوسعه و ظهور تکنولوژی

ژنومیک صحیح  های داده شدنباعث فراهم ( NGS)  نسل جدید

 استشده با سرعت بیشتر و هزینه کمتری در مقایسه با گذشته

(Ali et al. 2013.) های اخیراً، یک پلت فرم جدید با خوانش

SMRTنام هب بزرگ
معرفی  Pacific Bioscienceتوسط شرکت   

باز ایجاد جفت 3222هایی با طول بیش از است که خوانششده

باز جفت 12222های آن بیش از کند و در حالتی که خوانشمی

 Ali et) کندها را تسهیل میتوالی 3یابی و سرهم بندی باشد نقشه

al. 2013 .)هایی با کیفیت توانند سرهم بندی ها گاه میاین خوانش

در کل، تفسیر ژنوم (. Loman and Pallen 2015) بالا ایجاد نماید

ی یهاها بر پایه همولوژی توالی و اطلاعات انتقالی از ژنومباکتری

ترین ژنوم با ژنومی و یا نزدیک( مرجع)اند دقت تفسیر شدهکه به

(. Ali et al. 2013) است، قرار داردیابی شدهکه به تازگی توالی

                                                           
1
 Next -Generation Sequencing  

2
 Single-molecule real time 

3
 assembly 

ها بندی تاکسونومیک باکتریبرای رده که معمولاً DNAبخش از 

های است که در بین گونه 16S rRNAژن  شوداستفاده می

 Ali) شودها برای تنوع مقایسه میرکئی باکتریآباکتریایی و برخی 

et al. 2013 .)های این تکنیک برای آشکار سازی روابط بین گونه

که انشقاق تکاملی محدودی  Bacillusخویشاوند بسیار نزدیک 

فقدان توان با توجه به . خورددارند، مناسب نیست و شکست می

یک نگرش چندفازی و  16S rRNAهای تشخیص دادن ژن

با خصوصیات  16S rRNAتوالی  تجزیهتلفیقی تاکسنومیک که 

شود، توصیه شده ترکیب می DNA-DNAفنوتیپی و همولوژی 

 (.Zwick et al. 2012) است

فاصله ژنتیکی را بین کل ( ANI)روش میانگین یکسانی نوکلئوتید 

دو طرفه مناطق  BLASTاز بهترین جفت شده در  ژنوم با استفاده

تا  59یکسانی توالی بین  ANI .کندگیری می حفاظت شده اندازه

این . دهددرصد را برای مرزبندی گونه مورد استفاده قرار می 59

تواند بسته به درجه تنوع بین یک گونه و گونه بعدی مقدار می

 ANIس کافی از های در دستردر صورت وجود داده. متغیر باشد

های خویشاوند متعلق به یک جنس، الگوریتم کلاستر بندی ژنوم

 Land) تواند مورد استفاده قرار گیردبرای تعیین گونه می  ترکیبی

et al. 2015 )های معمول برای ساخت درخت یکی دیگر از روش

 تجزیهیا  MLSTزمان چندین ژن نشانگر بنام ژنی ارزیابی هم

 .Eژنوم باکتری  panدر  MLSTمقایسه . است 9توالی چندلوکوسی

coli  وShigella ایجاد شده بود وضوح   دارهای خانهکه از ژن

 نشان داد 16SrRNAبهتری نسبت به درخت ایجاد شده بر اساس 

(Land et al. 2015 ) باکتریB. subtilis MJ01  یک باکتری گرم

به نفت از  آلودهزی است که از خاکای شکل و خاکمثبت، میله

منطقه میدان نفتی پازنان در استان خوزستان توسط 

(2015)Jahanbani et al.   این باکتری . دشجداسازی و شناسایی

دلیل پتانسیل بالقوه تولید سورفکتین و ترشح آن به محیط کشت  به

های  و همچنین ساختار متفاوت آن نسبت به سایر سورفکتین

 Jahanbai Vashareh) گزارش شده مورد توجه قرار گرفت

2015 .) 

                                                           
4
 Agglomerative culstering 

5
 Multi Locus Sequence Analysis 

6
 Housekeeping gene 

  مقدمه
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ساختار سورفکتین   .Jahanbani et al(2015)بر اساس مطالعات 

رغم مشابهت علی B. subtilis MJ01تولید شده توسط باکتری 

گزارش  FTIRمادون قرمز باند کششی با الگوهای  FTIRطیف 

و  HNMRشده قبلی برای این ماده، الگوهای متفاوتی در آزمون 

از خود نشان داد که این موضوع را دلیل بر  CNMRدر آزمون 

تفاوت در ساختار سورفکتین تولید شده توسط این باکتری 

 .انددانسته

یک موجود مدل برای  B. subtilisکه باکتری از آنجایی

ها و است و از طرفی تفاوتهای گرم مثبت شناخته شده باکتری

، آن B. subtilis هایبا سایر باکتری MJ01تمایزهای باکتری نژاد 

عنوان یک هدف در مطالعات ژنومیک و شناسایی را به

های ژنتیکی ورزیهای دخیل در تولید سورفکتین و دست مکانیسم

یابی ژنوم این باکتری از این رو پروژه توالی. در آینده تبدیل نمود

در پژوهشکده بیوتکنولوژی دانشگاه شیراز در تکمیل تحقیقات 

تفاوت . دشگاه صنعتی شریف طراحی و اجرا گروه پژوهشی دانش

 B. subtilisگزارش شده در ساختار سورفکتین تولیدی توسط 

MJ01 بررسی ساختار اپران  ای را برای زمینهیابی ژنوم آن و توالی

ها در کننده سورفکتین در این باکتری و شناسایی تفاوتتولید

با هدف  از این رو این مطالعه. است ایجاد نمودهسطح ژنوم 

و مقایسه  B. subtilis MJ01بندی تاکسنومیکی شناسایی دقیق رده

با  B. subtilis MJ01ژنومیک اپران سورفکتین تولید شده توسط 

های خویشاوند نزدیک آن از طریق روش تلفیقی سایر ژنوم

بندی تاکسنومیکی و ابزارهای مختلف در این زمینه انجام  رده

 .گرفت

 

آلوده به نفت از میدان نفت از خاک B. subtilis MJ01کتری با

 .Jahanbani et al(2015)پازنان واقع در استان خوزستان توسط 

این باکتری در کلکسیون باکتری پژوهشکده . استجداسازی شده

جهت  و بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه شیراز نگهداری

توالی ژنوم این باکتری . فتمطالعات بعدی مورد استفاده قرار گر

ذخیره  NCBIدر پایگاه داده  CP-018173با شماره دسترسی 

 MicroScopeتوالی ژنوم تفسیر شده توسط پلت فرم . استشده

 www.genoscope.cns.fr/agc/microscopeبه آدرس اینترنتی 

مورد  B. subtilis MJ01برای تفسیر و کشف خصوصیات ژنوم 

 D Vallenet et al. 2009; David Vallenet) ر گرفتاستفاده قرا

et al. 2013 .) های های تلفیقی و شناسایی نژاد تجزیهپس از انجام

های ، توالی سایر ژنومB. subtilis MJ01خویشاوند نزدیک با 

ها از پایگاه همراه تفسیر توالی ژنومی آنهب B. subtilisنژادهای

 .دشدانلود و استفاده  NCBIداده 

منظور استخراج ماده موثره سورفکتین و تایید تولید آن توسط به

 MJ01باکتری . دشاز روش بهینه شده زیر استفاده  MJ01باکتری 

گراد به درجه سانتی 39مایع و در دمای  LBدر محیط کشت 

با  MSSOد، سپس محیط کشت شساعت پیش کشت   2مدت 

K2HPO4 ،(g/L 1/5 )KH2PO4 ،(g/L 1 )( g/L 59/22)ترکیبات 

NaCl ،(g/L 1 )NaNO3 ،(g/L 9/1 )Yeast extract تهیه و مقدار ،

عنوان گلوکز پس از فیلتراسیون به( درصد 29)گرم در لیتر  3/13

به محیط  کننده تولید سورفکتین توسط باکتریمنبع کربنی و القاء

درصد جرمی  12چنین محلول  هم. دشاضافه  کشت پایه

(NH4)2SO4  درصد جرمی  9/2، محلولMgSO4  و محلول حاوی

EDTA ،(g/L 3 )( g/lit 9/2)عناصر کم مقدار شامل 

Mn.SO4H2O ،(g/L 1/2)CaCl2.2H2O  ،(g/L 1/2 )

ZnSO4.7H2O ،(g/L 1/2)FeSO4.7H2O   و(g/L 21/2 )

CuSO4.5H2O  لیتر از پیش کشت باکتری به  یک میلی. دشافزوده

درجه  39دمای  د و درشافزوده  MSSOمحیط کشت کامل 

 .دشساعت در شیکر انکوباتور نگهداری  5 گراد و به مدت سانتی

 5222سانتریفیوژ با  وسیله بهها سلول باکتری ،پس از انکوباسیون

محلول  PH دقیقه خارج شده و 19و مدت زمان دور در دقیقه 

سپس به مدت یک تنظیم شد،  2روی  HClهای حاصل با فرآورده

گراد قرار گرفت تا درجه سانتیشب در دمای چهار 

رسوب حاصل با سانتریفیوژ . بیوسورفکتانت تشکیل رسوب دهد

 NaOHدقیقه جدا شده و با  22و به مدت  دور در دقیقه 5222 با

دست آمده در فریز درایر همحلول ب. هفت رسانده شد pHبه 

در آب حل شد و  درصد 1/2پودر حاصل به میزان . خشک شد

ون ارزیابی ماده موثره سورفکتین مورد استفاده قرار برای انجام آزم

 .گرفت

  هامواد و روش
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 .Bمنظور ارزیابی فعالیت بیوسورفاکتنت تولید شده توسط به

subtilis MJ01 آزمون قطره روغن روی سطح آب انجام گرفت ، .

مقطر دوبار استریل درپتری لیتر آبمیلی 32برای این آزمایش، 

میکرولیتر روغن  22سپس . ریخته شد( مترمیلی 52با قطر )دیش 

استریل به دقت روی سطح آب داخل ( µm  9/2)خام فیلتر شده 

میکرولیتر از عصاره استخراج شده از  12. پتری دیش ریخته شد

در مرکز و روی سطح نفت خام  MJ01نژاد  B. subtilis  باکتری

محیط هاله کنار زده شده نفت خام توسط عصاره . قرار گرفت

قطر این هاله با فعالیت . گیری شدآن اندازهمشاهده و قطر 

 .بستگی داردمسورفکتنت ه

منظور بررسی توانایی همولیز باکتری آزمون همولیز بلاد آگار بهدر 

از دو  B. subtilis MJ01و جهت کنترل و مقایسه توانایی همولیز 

توانایی همولیز . شداستفاده  B. subtilisو  Bacillus cereusگونه 

رای مقایسه از ب. شودقطر هاله اطراف کلونی تعریف می بر اساس

های کلکسیون پژوهشکده بیوتکنولوژی دانشکده   باکتری

 .دشکشاورزی دانشگاه شیراز استفاده 

د شپس از انجام آزمون قطره روغن و همولیز بلاد آگار مشخص 

. پتانسیل تولید سورفکتین را دارد MJ01نژاد  B. subtilisباکتری 

مایش بعدی بر اساس اثر سورفکتین روی سایر میکروب ها لذا آز

 .Bجهت ارزیابی خاصیت ضد میکروبی. مورد بررسی قرار گرفت

subtilis MJ01  و لیپوپپتیدهای غیرریبوزومی تولید شده توسط

و  Escherichia coliاین باکتری، فعالیت آن علیه باکتری 

staphylococcus euros ای چنین قارچ میلهو همFusarium sp. 

از کلکسیون پژوهشکده بیوتکنولوژی دانشکده  تهیه شده)

 . دشارزیابی  (کشاورزی دانشگاه شیراز

های قبلی جهت تایید دست آمده در آزمونبا توجه به نتایج به

ساختار و ترکیب شیمیایی نمونه بیوسورفکتانت تولید شده توسط 

B. subtilis MJ01 سنجی مادون قرمز از طیف(FTIR) با دستگاه ،

،PerkinElmer Spectrum 100 ،یکدر این آزمون، . دش استفاده 

گرم از میلی 122گرم از بیوسورفکتانت جداسازی شده را با میلی

KBr  ثانیه تحت  32مخلوط و پس از تبدیل به قرص به مدت

های خروجی در دستگاه برای بیوسورفکتانت فشار طیف

cmدامنه طول موج   در IRاسکن . دشاستخراجی رویت 
-1  22 

cmو با وضوح  222 تا 
 . انجام گرفت 2 1-

دست هب 16SrRNAفیلوژنی با استفاده از مقایسه توالی  تجزیه

برای این منظور . دشانجام  B. subtilis MJ01آمده از تفسیر ژنوم 

 ,Tamura, Stecher) استفاده شد 1نسخه  Megaافزار از نرم

Peterson, Filipski, and Kumar, 2013 .)چنین ژنوم همB. 

subtilis MJ01  برای تعیین یکسانی تاکسنومیک در لوسای ژنتیکی

و  ilvd ،pta ،glpF ،purH ،pycA ،tpiA)دار هفت ژن خانه

rpoD ) و با استفاده از نگرش تایپینگ توالی چند لوکوسی

(MLST ) در ابزار آنلاینpubMLST  به آدرس اینترنتی

http://pubmlst.org/  بهترین توالی ژنومی نزدیک به . دشوارد

های موجود در پایگاه از ژنوم MLSTها توسط نگرش توالی ژن

 (.Jolley and Maiden 2010) دست آمدهه بددا

علاوه، جهت بررسی میزان خویشاوندی و قرابت ژنتیکی از هب

نوکلئوتیدی به  و شاخص همبستگی چهار ANIابزار آنلاین 

 دشوارد ( http://jspecies.ribohost. com/jspeciesw) آدرس

(Richter, Rosselló-Móra, Oliver Glöckner, and Peplies, 

با استفاده از روش  B. subtilis MJ01در این مطالعه ژنوم ( 2016

های مقایسه ژنومی برای و روش 16SrRNAفیلوژنی  تجزیه

نزدیک  خویشاوندان تجزیهدست آوردن اطلاعات لازم جهت  هب

مورد ارزیابی قرار  B. subtilisیابی شده از های توالیدر بین ژنوم

یابی شده ژنوم کاملا توالی 1 برای این ارزیابی ابتدا دانلود . گرفت

انجام گرفت و پس ازمقایسه اولیه از بین  NCBIاز پایگاه داده 

همچنین در . دشانتخاب  ANIbنژاد برای ارزیابی  12ها تعداد  آن

عنوان ژنوم مرجع در به 195ها از ژنوم نژاد ارزیابی همه

 . دشاستفاده  B. subtilisهای  باکتری

، 16SrRNAهای فیلوژنی بر پایه مقایسه توالی  تجزیهبر اساس 

و چهار ژنوم با درصد بالای  MLSTهای هفت گانه پروفایل ژن

 B. subtilisهای خویشاوند نزدیک، ژنومANI تجزیهمشابهت در 

MJ01  کننده های بیوسنتزو مقایسه توالی ژن تجزیهبرای

دانلود  NCBIها از پایگاه داده این ژنوم. دندشسورفکتین انتخاب 

جهت . و برای مقایسه اپران سورفکتین مورد استفاده قرار گرفتند

 B. subtilisبینی و تفسیر اپران سورفکتین ژنومشناسایی، پیش

MJ01  وارد ابزارAntiSMASH 3/2/9ه نسخ (Antibiotic and 

secondary metabolite analysis SHell )دش (Weber et al. 

2015). 
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 MJ01پس از استخراج بیوسورفکتانت تولید شده توسط نژاد 

میکرولیتر از این ماده روی سطح پتری دیش حاوی آب  12مقدار 

این  .متر به کنار زده شدسانتی دوبا پوشش نفت به قطر تقریباً 

 B. subtilis MJ01دهد که سورفکتین تولیدی آزمایش نشان می

. باشددارای خاصیت پراکنش قطره نفت و ساختار آمفی پاتیک می

قطر ناحیه کنارزده شده روی سطح نفت با غلظت بیوسورفکتنت 

های تولید عنوان شاخصی برای انتخاب باکتریباشد و به مرتبط می

 Bezza and) گیرد ستفاده قرار میکننده بیوسورفکتانت مورد ا

Chirwa 2015).  نژادMJ01  فعالیت آنتی باکتریایی بسیار کمی از

عصاره . های تحت آزمایش نشان دادمقابل باکتری خود در

سورفکتین استخراجی جداسازی شده از این باکتری نیز خاصیت 

ده نیز فعالیت بازدارن MJ01باکتری نژاد . آنتی باکتریایی نشان نداد

نتیجه (. 2شکل )نداشت  sp.  Fusariumدر خصوص رشد قارچ

رغم تولید و جداسازی ها نشان داد که علیاین آزمایش

، برخلاف سایر B. subtilis MJ01لیپوپروتئین سورفکتین از 

های ضدمیکروبی ، فاقد فعالیتB. subtilisهای خویشاوند باکتری

های های فنوتیپی داده تجزیهاین (. 1شکل )باشد و یا همولیزی می

را در خصوص   .Jahanbani et al(2015)دست آمده توسط هب

 B. subtilis MJ01توسط  یتفاوت در ساختار سورفکتین تولید

در این راستا، جهت تایید و درک بهتر از ساختمان . کندتایید می

شیمیایی سورفکتین تولیدی مورد ارزیابی طیف سنجی مادون 

 . قرمز قرار گرفت

بیوسورفاکتانت جداسازی شده از باکتری نژاد  FTIRطیف سنجی 

MJ01 ( 3شکل ) نشان داد که باند جذبی قوی درcm-1 3 39 

. و وجود ترکیبات پپتیدی است N-Hناشی از حضور پیوند 

دلیلی برای وجود  1993تا  cm-1 1922چنین طیف جذبی در  هم

حضور . یدی استتایید کننده پیوند پپت CO-Nناحیه پیوند آمیدی 

 1359و  cm-1 2531  ،2599یک زنجیره آلیفاتیک با رویت طیف 

الگوی طیف سنجی . مورد تایید قرار گرفت C-Hناشی از پیوند 

IR  ناشی از حضور ترکیبات پپیتیدی و زنجیره آلیفاتیک کربنی

. نشان دهنده ماهیت لیپوپپتیدی ترکیب جداسازی شده است

استاندارد بدست آمده از سورفکتین مقایسه این الگو با الگوی 

 Bezza) منتشر شده در مقالات Sigma-Alderichتجاری شرکت 

and Chirwa 2015 )های کارکردی شامل آمید، و حضور گروه

پیوند پپتیدی و ناحیه آلیفاتیک ماهیت سورفکتین تولید شده 

های تفاوت در داده. کندرا تایید می B. subtilis MJ01توسط 

سنجی مادون قرمز این های فنوتیپی و طیف تجزیهآمده از دست  هب

فرضیه را که امکان دارد این باکتری در مسیر اپران کد کننده 

هایی است که نیاز های غیرریبوزومی خود دارای تفاوتلیپوپپتید

به بررسی در سطح ژن، پروتئین و مسیر متابولیکی خواهد داشت 

یسه اپران بیوسنتز کننده این از این رو جهت مقا. را تقویت نمود

باکتری با سایر نژادهای خویشاوند نسبت به تعیین رابطه 

های تلفیقی و با روش B. subtilisخویشاوندی با سایر نژادهای 

سپس مقایسه توالی نوکلئوتیدی اپران سورفکتین و نواحی 

 . حفاظت شده اطراف آن اقدام شد

ده اپران  MicroScopeبر اساس ژنوم تفسیر شده در پلت فرم 

rRNA  در ساختار ژنومB. subtilis MJ01  هر اپران . دششناسایی

rRNA  16دارای ساختار ژنیS ،23S  5وS ده توالی . هستند

16SrRNA جداسازی و در مرحله اول با یکدیگر مقایسه شدند .

. باشدنوکلئوتید می 1935های جداسازی شده 16SrRNAطول 

 Tشان داد که یک توالی دارای جایگزینی ها نردیفی این توالیهم

و یک ( از ابتدای توالی) 112در نوکلئوتید شماره  Cبه جای 

 G) 12   توالی دیگر دارای جایگزینی در نوکلئوتید شماره

 تجزیهاز این رو از توالی توافقی برای . است( Tجایگزین 

ل شک) کار برده شدند هب 1نسخه  Megaافزار فیلوژنی از طریق نرم

 .) 

 MJ01نشان داد که باکتری نژاد  16SrRNAبلاست توالی  تجزیه

 B. subtilisباکتری نژاد  16SrRNAدرصدی با  122یکسانی 

strain AER314-2 چنین و همBacillus sp. JS ،B. subtilis 

subsp. spizizenii TU-B-10  16وSrRNA باکتریB. subtilis 

strain BS3902  دارد . 

دست آمده از هی بها فیلوژنی با استفاده از داده هتجزیچنین هم

 MJ01نشان داد که ارتباط بالایی بین نژاد  MLSTهفت ژن  تجزیه

 .وجود دارد B. subtilis spizizenii BGSC3A17و نژادهای 

دهد نشان می pubMLSTگانه در پایگاه داده های هفتژن تجزیه

های موجود با توالی rpoD: 5و  ivlD:19، pta: 8که سه توالی ژنی 

 B. subtilis MJ01ولی در ژنوم . در پایگاه داده مشابهت دارند

  نتایج
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را  pycAو  glpF، purHهای ژنی های جدیدی از لوکوسموتانت

در  tpiچنین مشخص نمود توالی ژن هم تجزیهاین . دهدنشان می

نسبت به نسخه موجود در پایگاه داده کاملا وارونه  MJ01ژنوم 

 .Bدهد که ژنوم نشان می تجزیهاین (. 1جدول ) استشده

subtilis MJ01 های کد دارای جهش ژنی متعددی است که توالی

 .متفاوت است pubMLSTکننده آن با پایگاه داده 

با استفاده از ( ANI) مقایسه میانگین یکسانی نوکلئوتید

JSpeciecsWS  نیز نشان داد که باکتری نژادMJ01  مشابهت

 دارد B. subtilis subsp. spizizenii TU-B-10باکتری بالایی با 

 (. 2جدول)

 

 

 
با استفاده از ابزار آنلاین  MJ01ها در ژنوم و جستجوی آن B. subtilisدار مهم در گروه هفت ژن خانه( MLST) تایپینگ توالی چندلوکوسی تجزیهنتیجه  -1جدول 

pubMLST 

ترین مشابهت  یکنزد طول تفاوت MJ01شروع موقعیت در ژنوم 

 آللی

 بهترین پروفایل جورشده

221 929 147A-------2074671G 35  glpF: 19 Bacillus subtilis spizizenii BGSC3A17 

1151595 114G-------1782081A 
255A-------1782222G 
326C-------1782293T 

355 purH: 25 Bacillus subtilis spizizenii BGSC3A17 

2915913 48A-------2619720C 
126G-------2619798A 
324T------2619996C 

355 pycA: 21 Bacillus subtilis spizizenii BGSC3A17 

325992-325252  tpiA: 7 Bacillus subtilis spizizenii 22  وارونگی کامل 

DSM15029,BGSC2A8,NRRL B-23049, 

TU-B-10 

 

 
 MUMmer (ANIm)و برپایه ( ANIb) نوکلئوتید برپایه بلاستمیانگین یکسانی  – ANI تجزیهنتیجه  -2جدول 

Species Name 

Accession 

Number 

Z-score ANIb ANIm 

Bacillus subtilis spizizenii TU-B-10 

NC_016047 
0.99963 

99.13 99.25 

Bacillus subtilis spizizenii NRS 231 NZ_CP010434 0.99946 96.52 96.74 

Bacillus subtilis spizizenii W23 NC_014479 0.99946 96.52 96.73 

Bacillus subtilis T30 CP011051 0.9994 96.52 96.73 

Bacillus subtilis UD1022 CP011534 0.9989 92.97 93.27 

Bacillus subtilis HJ5 NZ_CP007173 0.99893 92.96 93.26 

Bacillus subtilis BSD-2 NZ_CP013654 0.99892 92.96 93.28 

Bacillus subtilis BAB-1 NC_020832 0.99893 92.95 93.23 

Bacillus subtilis BSP1 NC_019896 0.99886 92.93 93.25 

Bacillus subtilis RO-NN-1 NC_017195 0.99877 92.92 93.28 

Bacillus subtilis XF-1 NC_020244 0.99874 92.9 93.23 

Bacillus subtilis 168 NC_000964 0.99864 92.86 93.25 
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، آزمون قطره روغن جهت نشان دادن فعالیت  B. subtilisو  B.cereusو مقایسه آن با باکتری  Bacillus subtilis MJ01همولیز بلاد آگار توسط  آزمایشنتیجه  -1شکل 

 Bacillus subtilis MJ01بیوسورفکتنت تولیدی 

 

 
 S. eurosو  E.coliهای با باکتری Bacillus subtilis MJ01بررسی خاصیت آنتاگونیستی  -2شکل 

 

های های کامل و کانتیگهمبستگی بین کلیه ژنوم تجزیهنتیجه 

موجود در پایگاه داده توسط این ابزار نشان داد همبستگی تترا 

 spizizeniiبرای نژاد  Z 55593/2 -برای این باکتری بعد از مقدار 

TU-B-10ری از خانواده ، به کانتیگ باکتPlanococcaceae نام هب

Jeotglibacillus marinus DSM 1297  با مقدارZ ،55595/2 

را دارد، و  Zترین مقدار سومین نژاد باکتری که بیش. رسدمی

در . بود Z 5559/2با مقدار عدد  B. subtilis JRS7کانتیگ باکتری 

 B. subtilis MJ01ترین میزان یکسانی نوکلئوتید ژنوم حالیکه بیش

 spizizeniiیابی شده با نژادهای گروه های کامل توالیدر ژنوم

مقایسه مقدار هیبریداسیون  تجزیهاین نتایج با . شوددیده می

DNA-DNA  دیجیتال برای ژنومB. subtilis MJ01  که قبلاً برای

ها منتشر  داده)این ژنوم انجام گرفته است مشابهت دارد 

 B. subtilisهای ثانویه ژنوم بینی متابولیتشپس از پی (.است نشده

MJ01  توسط ابزار آنلاینAntiSMASH  توالی مورد  9/2/3نسخه

  15 5 1این اپران در موقعیت . دشیابی نظر روی ژنوم موقعیت

ناحیه  تجزیهقرار دارد و برای  MJ01روی ژنوم   9552 1تا 

. دشازی جداس 59225 1تا  92995 1مجاور آن نیز از موقعیت 

نتیجه مقایسه توالی اپران سورفکتین در ابزار آنلاین 

AntiSMASH  نشان داد که توالی اپران سورفکتینB. subtilis 

MJ01  از نظر توالی ژنی با باکتریB. subtilis subsp. spizizenii 

ATCC 6333  و نژادW23 51  این اپران از . دارددرصد مشابهت

 B. subtilis MJ01 ،B. subtilisک نظر توالی با خویشاوند نزدی

subsp. spizizenii TU-B-10  درصد و با ژنوم مرجع نژاد  15تنها

 .دهددرصد مشابهت نشان می 51در حدود  195

های قبلی و  تجزیهتر و با توجه به نتایج جهت بررسی دقیق

نسبت به تعیین محل  B. subtilisشناسایی نژادهای خویشاوند 

ها اقدام ها و جداسازی آنوی ژنوم این نژاداپران سورفکتین ر

های کننده اپران سورفکتین روی ژنوممقایسه نواحی کد. شد

حاصل  2های موجود در جدول خویشاوند نزدیک بر اساس ژنوم

های این مقایسه هم از نظر توالی. انجام گرفت ANIb تجزیهاز 

ردیفی توالی های بیوسنتز کننده و هم از نظر همکننده کناری ژنکد

در دو طرف اپران   کننده کناریمقایسه نواحی کد. صورت گرفت
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های کناری بسیار شبیه به دهد که از نظر ژنسورفکتین نشان می

بینی شده های پیشاست، هر چند تقریباً ژن TU-B-10باکتری نژاد 

 .Bدر نواحی اطراف اپران سورفکتین در بین نژادهای خویشاوند 

subtilis MJ01 نظر می رسد این بخش از نظر به. نیز وجود دارند

 B. subtilisکننده کارکردی در نژادهای باکتری های های کدتوالی

 .حفاظت شده باشد

با سایر  B. subtilis MJ01ردیفی این ناحیه از ژنوم مقایسه هم

دهد که در بخش نژادهای باکتری مورد مقایسه دیگر نیز نشان می

از اپران سورفکتین در ژنوم این ( بالادست) 9ʹ کناری به سمت

-aryl-phosphoبازی از ژن جفت 955باکتری یک قطعه حدود 

beta-d-glucosidaese 591)است و طول این ژن حذف شده 

( نوکلئوتید 1 31) B. subtilisنسبت به سایر نژادهای ( نوکلئوتید

خش این حذف شدگی در ژن گلوکوزیداز در ب. استتر شدهکوتاه

های آغازین و انتهایی ژن با نسخه میانی ژن رخ داده است و بخش

دارای یکسانی  MJ01های خویشاوند موجود در باکتری

که به صورت ژن کاذب و طوریهردیفی است، بنوکلئوتیدی در هم

 .استقسمتی از یک ژن تفسیر شده

ی اپران سورفکتین، توال( پایین دست) 3ʹ چنین در ناحیه انتهاییهم

کننده پروتئین بدون کارکرد مشخص در باز کدجفت 1299طول به

وجود دارد که در سایر  TU-B-10و  B. subtilis MJ01ژنوم 

فیلوژنی بین  تجزیه. وجود ندارد B. subtilisنژادهای باکتری 

دهد که این باکتری نشان می MJ01های خویشاوند با نژاد باکتری

ورفکتین و نواحی اطراف آن در گروه از نظر اپران بیوسنتز کننده س

 (.  9شکل ) گیردقرار می spizizeniiهای نژاد ژنوم

 

 
نشان داد که ماهیت این ماده با سورفکتین تجاری بسیار مشابه  Bacillus subtilis MJ01بیوسورفکتنت تولید شده توسط ( FTIR)سنجی مادون قرمز طیف -3شکل 

 .باشد می

 
 و نژادهای خویشاوند Bacillus subtilis MJ01در  16SrRNAبر اساس توالی  رسم فیلوژنی - شکل 
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 Bacillus subtilis MJ01فیلوژنی بر اساس توالی اپران سورفکتین و نواحی اطراف آن در نژادهای خویشاوند با  تجزیه -9شکل 

 

برای  B. subtilis MJ01های انجام شده فوق روی نتایج آزمون

 رخی خصوصیات این نژاد باکتری نشان داد که باکتریشناسایی ب

B. subtilis  نژادMJ01  ،قادر به تولید لیپوپپتید سورفکتین است

رغم کنش سورفکتین تولید شده روی قطره نفت و لیکن علی

 FTIRچنین تایید ساختار و ترکیب شیمیایی آن توسط آزمون  هم

ردی دیگر و شباهت آن با سورفکتین تجاری، خصوصیات کارک

این ماده مانند همولیز بلاد آگار و خاصیت ضد میکروبی آن در 

. مقایسه با نژادهای مورد ارزیابی و در دسترس بسیار اندک است

این نتیجه با مطالعات انجام شده سایر محققان در خصوص 

 تفاوت دارد B. subtilisسورفکتین تولید شده در نژادهای باکتری 

(Liu et al. 2016; Yang, Li, Li, Yu, and Shen 2015). 

 B. subtilis MJ01ها در ماهیت کارکردی سورفکتین این تفاوت

نشان داد که ممکن است نحوه تولید این لیپپوپپتید غیرریبوزمی در 

B. subtilis MJ01  با سایر خویشاوندان خود در سطح ژنوم و یا

این برای درک . تغییرات پس از تولید این ماده متفاوت باشد

 .Bهای ژنومی ها و تفاوت موضوع اولین قدم بررسی شباهت

subtilis MJ01  با سایر خویشاندان با استفاده از یک نگرش

 .  ای خواهد بودتلفیقی ژنومیکس مقایسه

برای درک روابط  16SrRNAاستفاده از مقایسه توالی 

ها یکی از خویشاوندی در بین نژادهای مختلف باکتری

. های تاکسنومیکی استهای تعیین مرزبندیوشپرکاربردترین ر

که وقتی مشابهت  اند های اخیر مطالعات نشان دادهدر سال

16SrRNA بندی اشتباه درصد باشد احتمال گروه 51تر از بیش

 Adelskov) بین نژادهای خویشاوند نزدیک وجود خواهد داشت

and Patel 2016.) های جدید و تلفیقی برای بنابراین روش

ها بطور کامل هایی که توالی ژنوم آنقایسه ژنومی بین باکتریم

های د، پیشنهاد شده تا به تایید رده بندیشوتوالی یابی می

ها محاسبه فاصله بین از جمله این روش. تاکسنومیکی کمک نماید

های چند توالی تجزیهژنوم، میانگین یکسانی نوکلئوتیدی و –ژنوم 

 (.Shaligram et al. 2016) لوکوسی است

های بیوسنتز بینی ژنیابی شده و پیشاستفاده از تفسیر ژنوم توالی

( درصد مشابهت 51)های ثانویه همانند سورفکتین کننده متابولیت

تواند ماهیت یابی شده میهای توالیو مقایسه آن با سایر ژنوم

شیمیایی این بیوسورفکتانت که متعلق به خانواده سورفکتین است 

های رغم تفاوتاین بررسی نشان داد که علی. یید نمایدرا تا

بینی های پیشکننده سورفکتین دومین موجود در توالی اپران تولید

کننده  های تولیدژن AntiSMASHشده توسط ابزار آنلاین 

ها از لحاظ نوکلئوتیدی و دومین B. subtilis MJ01سورفکتین در 

های داری با سایر گروهتفاوت معنی NRPSهای کارکردی آنزیم

خویشاوند خود ندارد بنابراین این فرض که تفاوت در عملکرد 

به فرایندهای پس از تولید از جمله  B. subtilis MJ01سورفکتین 

های درگیر در سنتز جهش و تغییرات پس از ترجمه ژن

و یا در حین ترشح به  (Julkowska et al. 2005) سورفکتین

نظر نماید و بهمرتبط باشد را تقویت میخارج از سلول باکتری 

  بحث
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رسد علت تفاوت در کارکرد سورفکتین تولید و عدم فعالیت  می

آنتاگونیستی این باکتری به دلیل تغییرات پس از تولید این ماده و 

باشد که نیاز به مطالعات  B. subtilis MJ01یا سیستم ترشحی 

 . تری خواهد داشتگسترده

چنین تغییر در ی اپران سورفکتین و همهاهایی از ژنحذف بخش

دهنده تولید واریانت  نشان B. subtilis MJ01توالی آن در باکتری 

نتایج سایر . جدیدی از سورفکتین توسط این باکتری است

کننده های کددهد که ساختار هیبریدی در ژنمطالعات نشان می

شود که  های سورفکتین میاپران سورفکتین منجر به تولید واریانت

 ,Roongsawang) گذاردروی فعالیت و خصوصیات آن تاثیر می

Washio, Morikawa, 2011 .)از طرفی مطالعاتJiang et al.  

های کد کننده  دهد که تغییر در توالی ژننشان می( 2016)

شود که ای در آن باعث میهای نقطهسورفکتین و جهش

گار و خصوصیت خصوصیات سورفکتین از جمله هیدرولیز بلاد آ

و ممکن است علت تغییر  ضد میکروبی آن تحت تاثیر قرار گیرد

در خصوصیات ضدمیکروبی و عدم هیدرولیز بلادآگار در باکتری 

B. subtilis MJ01 های ها و بروز جهش تغییرات در توالی ژن

 .ای روی آن باشدنقطه

 B. subtilisهای مختلف نشان داد فیلوژنی از روش تجزیههر چند 

MJ01  در زیرگونهspizizenii هایی که گیرد ولی تفاوتقرار می

 MJ01دارد این نظریه را که نژاد  TU-B-10این باکتری با زیرگونه 

های ها و توالیموتاسیون بایک نژاد جدید از این زیر گونه 

 کند و را تقویت می نظیر در ژنوم خود استکننده خاص و بی کد

برای مطالعات ژنومیک در آینده مورد توجه  این نژاد بومی ایران را

های تلفیقی در این مطالعه علاوه بر استفاده از روش .دهدقرار می

 B. subtilisو مختلف جهت شناسایی و مرزبندی تاکسونومیکی

MJ01  نسبت به ارزیابی سورفکتین تولیدی از نگرش ژنومیک

از ای پرداخته شد که به شناسایی ورایانت جدیدی مقایسه

سورفکتین تولید شده توسط این باکتری به محققان در آینده 

 .کمک خواهد کرد

 

 سپاسگزاری

این تحقیق بخشی از رساله دکتری انجام شده در پژوهشکده 

بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه شیراز است که بابت 

. شودهای آن از مسئولین دانشگاه تشکر و قدردانی میتامین هزینه

ن از آقای معین جهانبانی و همکاران ایشان در دانشگاه چنیهم

 B. subtilisصنعتی شریف با توجه به در اختیار قرار دادن باکتری 

های بعدی سپاسگزاری  تجزیهیابی و جهت توالی MJ01نژاد 

 .نماییم می
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