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و پپتيد سنتتاز  II و I كتايد سنتازهاي تيپحضور و جايگاه تكاملي سه گروه ژني پلي
  F6 و   Iz8،F9  سيسااسترپتومريبوزومي در سه سويه غير

  منوچهر توسليو  *زهرا اعتمادي فر ،سارا قشقايي
  ايران، اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي

  10/4/96 :تاريخ پذيرش    2/1/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

كتايد سنتازها و پپتيد سنتتازهاي غيرريبوزومي راهي سريع براي اثبات پتانسيل توليد عامل ضدميكروبي و كشف گري پليغربال
 .مطالعه شد سيسااسترپتومهاي ژني در سه سويه هدر اين راستا حضور و جايگاه تكاملي اين خوش. باشدعوامل دارويي جديد مي

در سه سويه  به ترتيبو پپتيد سنتتازهاي غيرريبوزومي  II و I كتايد سنتازهاي تيپحضور احتمالي سه گروه ژني پلي
يكسان  اندازهبراي تفكيك قطعات مختلف با . بررسي و اثبات شد لغزشيپرايمرهاي  استفاده ازبا  F6 و  Iz8،F9 سيسااسترپتوم

  TOP10 سويه اشرشيا كلي هايپيوند و سپس در سلول pTG19-T مربوطه به وكتور اندازهبا  PCR و توالي متفاوت، محصولات
ن توالي و بباز هر گروه ژني چند كلون تع. شد آكريل آميد استفادهتر تنوع قطعات، از ژل پليبراي بررسي دقيق. ترانسفورم شدند

و  II كتايد سنتاز تيپاز پلي 4، كلون I كتايد سنتاز تيپاز پلي 8و  3كلونهاي  .افزار مستربيز رسم شددرخت فيلوژني در نرم
 يرديفهمدرختهاي فيلوژني با . ثبت شدند NCBI در سايت GenBank از پپتيد سنتتازهاي غيرريبوزومي در پايگاه داده 5كلون 

در  II كتايد سنتاز تيپاز پلي 4و كلون  I كتايد سنتاز تيپاز پلي 8ن دهنده قرارگيري كلون نوكلئوتيدي و آمينواسيدي نشا
با رسم درخت فيلوژني و تعيين رابطه تكاملي احتمال  .باشدكلادهاي جداگانه و احتمال توليد عوامل ضدميكروبي جديد مي

 .نشان داده شد F9 و Iz8 هايابراين توليد محصول جديد در سويههاي ژني با تركيب بندي جديد و بنحضور خوشه

  ، درخت فيلوژنيمشابه سازيآميد، كتايد سنتاز، پپتيد سنتتازهاي غيرريبوزومي، پلي آكريلپلي :كليدي ه هايواژ

  zetemadifar@gmail.com و  z.etemadifar@sci.ui.ac.ir: ، پست الكترونيكي031-37932367: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
. اكتينوميستها گروه بزرگي از باكتريهاي ساكن خاك هستند

زيستي ميكروبي هزار تركيب فعال 22تاكنون بيش از 
شناخته شده است كه نيمي از آنها توسط اكتينوميستها توليد 

اكتينوميستها نشان هاي ژنومي اخير پروژه .)7( شوندمي
داده است كه هر ژنوم اكتينوميست مسيرهاي بيوسنتتيك 

ها با تا سه چهارم آن يك دومكند كه مختلفي را كد مي
زهاي غيرريبوزومي سنتتا مسيرهاي مربوط به پپتيد

(NRPSs) كتايد سنتازها و پلي(PKSs) در . مرتبط هستند
نتيجه اين دو گروه از تركيبات متابوليتهاي ثانويه اصلي 

هاي ، پپتيد(PK) هاكتايدپلي. اكتينوميستها هستند

و هيبريد آنها اغلب فعاليتهاي زيستي  (NRP)غيرريبوزومي 
  . )10( دهندمفيد دارويي نشان مي

PK ،ها خانواده بزرگي از محصولات طبيعي در باكتريها
چها و گياهان با ويژگي ضدباكتريايي، ضدقارچي، قار

گر سيستم ضدكلسترول، ضدانگل، ضدسرطان و سركوب
به  Aهاي اسيل كوآنزيم ماده آنها از پيش. )4( ايمني هستند

هاي PKSسه تيپ از  .)21( شوندها سنتز ميPKSوسيله 
تيپ هاي PKS) 1 :باكتريايي تا به امروز شناخته شده است

I (PKS-I)  غيرتكرار (كه به طور كلي به دو گروه مودولار
مودولار  PKS-I. شوندو تكرار شونده تقسيم مي) شونده
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آنزيمهاي  I تيپ (FAS) سنتازهاي اسيد چربمشابه با 
و  21، 20( بزرگ چند كاره با سازماندهي مودولار هستند

دومين كاتاليتيك ضروري براي  3هر مودول شامل  ).23
، اسيل  (KS)طويل شدن زنجيره به نامهاي كتوسنتاز

 باشدمي  (ACP)و پروتئين حامل اسيل (AT)ترانسفراز 
هاي PKS-Iكه در ابتدا تصور بر اين بود كه در حالي. )25(

تكرار شونده محدود به سيستم قارچي هستند اما در 
 اندتعداد زيادي از باكتريها نيز پيدا شدهسالهاي اخير در 

به دو گروه تكرار  كهII  (PKS-II) تيپ هايPKS) 2؛ )26(
هاي تكرار PKS. شوندشونده و غيرتكرار شونده تقسيم مي

كمپلكسهاي چند آنزيمي  II هاي تيپFASشونده مشابه با 
. )25و  4( هستند ،عمل كننده در يك رفتار تكرار شونده

 KSα يك هترودايمر، متشكل از يك زيرواحدآنها شامل 

يا فاكتور طول زنجيره  KSβ و يك زيرواحد) سايت فعال(
(CLF) ، كه باACP 9( كنند هستندهمكاري مي( .PKS هاي

از  مستقيماًبوده و  ACP غيرتكرار شونده فاقد دومين
و  C-Cبراي تشكيل باندهاي  Aسوبستراي آسيل كوآنزيم 

C-O 3؛ )21( كننداستفاده مي (PKSتيپ  هايIII (PKS-

III)  آنزيمهاي هومودايمري هستند كه سايت فعال تك آنها
سازي، گسترش يا طويل در هر مونومر واكنشهاي آماده

تكرار شونده براي  به صورتشدن و حلقوي كردن را 
 علي رغم. )25و  4( كندكاتاليز مي PKتشكيل محصولات 

گروه  5باكتريايي خود به هاي PKS-IIIسادگي ساختار، 
ها استرپتوميسسشوند كه تعداد زيادي از آنها از تقسيم مي

  .)25( اندشناسايي شده

NRPترين داروهاي ضدباكتريايي، ضدقارچي، ها از مهم
هاي سيستم ايمني و ضدويروسي، سركوب كننده

توانند تركيبات آنها همچنين مي .)2( ضدتوموري هستند
تعيين توالي  ).5(فورها را توليد كنند فعالي مانند سيدرو

NRPS اين  معمولاًهاي مختلف نشان داده است كه
رواحدهاي كاتاليتيك مودولار هاي ژني شامل زيخانواده

و نظم قرارگيري اين مودولها در كمپلكس آنزيمي  بوده
هر مودول شامل  . )2( كندتوالي پپتيدي را ديكته مي معمولاً

پروتئين (، تيولاسيون (A)سه دومين به نامهاي آدنيلاسيون 
 C-A-Tبا نظم  (C)و متراكم سازي  (T)) حامل پپتيديل

شامل يك  NRPSبه وسيله يك  NRPسنتز يك . است
سري مراحل تكرار شونده است كه به وسيله عملكردهاي 

 يك. )6و  2( شودكاتاليز مي CATهماهنگ سه دومين 
 NRPSترمينال -Cاغلب در ) تيواستراز(دومين چهارم 

. كندرا كاتاليز مي NRPSوجود دارد كه آزادسازي پپتيد از 
دومينهاي اضافي كه زنجيره پپتيدي در حال رشد را تغيير 

. باشند NRPSتوانند بخشي از يك مودول دهند نيز ميمي
اين است كه دومينهاي  NRPدليل مهم تنوع ساختاري زياد 

A  اسيدآمينه پروتئينوژنيك استاندارد محدود نمي 20به -

ماده متفاوت در پيش 300در حقيقت بيش از . شوند
NRPشناسايي شده است ها . NRPS ها داراي سه تيپ
هر مودول يكبار در طول . خطي A ،NRPSتيپ ) 1: هستند

طي، خ A ،NRPSبراي تيپ . شوداستفاده مي NRPبيوسنتز 
تعداد مودولها دلالت بر تعداد آمينواسيدهاي وارد شده در 

همه . هاي تكرار شوندهB ،NRPSتيپ ) 2دارد؛  NRPيك 
- استفاده مي NRPمودولها بيش از يكبار در طول بيوسنتز 

اين گروه از قانون . هاي غيرخطيC ،NRPSتيپ ) 3شوند؛ 
CAT  تبعيت نكرده و بعضي از دومينهاي خاص بيش از
  ).6(كنند عمل مي NRPدر طول بيوسنتز يك  اريكب

ژني  مهم گروهبه عنوان دو  هاNRPSها و PKSگري غربال
دخيل در بيوسنتز متابوليتهاي ثانويه يك راه سريع و ميانبر 
براي اثبات پتانسيل توليد عامل ضدميكروبي و كشف 

در اين راستا سه سويه . باشدعوامل دارويي جديد مي
جدا شده در آزمايشگاه  (Streptomyces) سيسااسترپتوم

 Iz8 (KX229772) ،F9 (KX417085)تحقيقاتي با نامهاي 
درصد تشابه  49/99و  88/99، 100با  F6 (KX229769)و 

، (S. coerulescens) استرپتومايسس كريلشنسبا 
استرپتومايسس  و (S. chryseus) كريزيوس استرپتومايسس
براي مطالعه و تعيين  (S. marokkonensis) ماروكننسيس
 NRPSو  PKS-I ،PKS-IIدر ژنهاي  به ترتيب ميزان تنوع

، تنوع (Cloning) سازيپس از مشابه. انتخاب شدند
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، PKS-Iدر  (MT) مالونيل تراسفرازو متيل KSدومينهاي 
با ژل  NRPS در Aو دومين  PKS-IIدر  KSα زيرواحد

رسم درخت و آكريل آميد بررسي و با تعيين توالي پلي
 .شد فيلوژني نشان داده

  هامواد و روش
 PKS-I ،PKS-IIژنهاي كد كننده اوليه گري غربال) الف
به روش  DNA :لغزشي  PCRبه روش   NRPSو 

CTAB  پتانسيل ژنومي براي توليد ). 14(استخراج شد
 3با استفاده از  F6و  Iz8 ،F9 سويه 3متابوليتهاي ثانويه در 

براي تكثير ناحيه بين  K1F/M6Rجفت پرايمر لغزشي 
بخشي از  ،PKS-I ،KSαF/KSαRدر  MTو  KSدومينهاي 
ناحيه بين  و A3F/A7Rو  PKS-IIدر  KSαزيرواحد 

ارزيابي شد  NRPSدر  A7و  A3موتيفهاي حفظ شده 
در  براي تكثير اوليه ژنهاواكنش پليمرازي  .)1جدول (

ژنوميك  DNAنانوگرم  10-300ميكروليتر شامل  25حجم 
ميكرومولار از هر يك  4/0-4استخراج شده به عنوان الگو، 

مولار ميلي dNTPs ،5/1ميكرومولار  200از پرايمرها، 
 PCR 10x  ،5/2ميكروليتر بافر  5/2كلريد منيزيم، 

. پليمراز انجام شدواحد تك 5/2و  DMSOميكروليتر 

PCR در يك ترمال سايكلر گراديانت اپندروف انجام شد .
PCR  گراد براي درجه سانتي 95دقيقه در  5) 1شامل

 30سيكل هر سيكل شامل  DNA  ،2 (35واسرشت اوليه 
- درجه سانتي 57دقيقه در  2گراد، درجه سانتي 95ثانيه در 

درجه سانتي گراد  K1F/M6R( ،58براي (گراد 
KSبراي( F/KSαR  (  گراد درجه سانتي 55و) براي

A3F/A7R ( 10) 3گراد، و درجه سانتي 72دقيقه در  4و 
 بعد. گراد براي بسط نهايي بوددرجه سانتي 72دقيقه در 

به  PCR محصول از ميكروليتر PCR ، 4ازانجام مراحل
 چاهك ژل درون لود كننده رنگ از ميكروليتر يك همراه

 TBE 1xشامل اتيديوم برومايد در بافر درصد  1 آگاروز
ساعت  1 به مدتآمپر ميلي 100شد و در جريان  بارگذاري

 .ترانس لوميناتور ديده شد UVقرار گرفت و سپس توسط 
جفت باز  700- 800و  600- 700، 1200- 1400باندهاي 
-PKSبه عنوان محصولات تكثير احتمالي ژنهاي  به ترتيب

I ،PKS-II  وNRPS و  13، 12، 8، 3( در نظر گرفته شدند
با سايز  PCRنهايي، محصولات  تأييدبراي اطمينان و . )15

 ,GeNet Bio)از ژل  DNAمربوطه با كمك كيت استخراج 

Korea) سازي استفاده شدندخالص و براي مشابه.  

  .NRPS و PKS-I ،PKS-IIي توالي پرايمرهاي لغزشي براي تكثير ژنها -1جدول 
  نام پرايمر توالي پرايمر رفرنس

)2(  5ˊ-TSAAGTCSAACATCGGBCA)-3ˊK1F 
)2(  5ˊ-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3ˊM6R 

(14) 5ˊ-TSGCSTGCTTGGAYGCSATC-3ˊKSαF 
(14) 5ˊ-TGGAANCCGCCGAABCCTCT-3ˊ KSαR 

)2(  5ˊ-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3ˊA3F 
)2(  5ˊ-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3ˊA7R 

  
 Lysogeny)محيط ليزوژني مايع : ليزوژنيمحيط ) ب

broth; LB)  مستعد فرآيندبه عنوان يك محيط مغذي طي 

 ;Lysogeny agar)سلولها و محيط ليزوژني جامد  سازي

LA)  ليتر آمپيميكروگرم بر ميلي 100حاوي (انتخابي -

. براي گزينش كلونهاي ترانسفورم شده استفاده شد) سيلين

گرم بر  10گرم بر ليتر تريپتون،  10شامل  LAمحيط كشت 
گرم بر  15گرم بر ليتر عصاره مخمر و  5ليتر كلريد سديم، 

محيط، با  pHبودن  پاييندر صورت . باشدليتر آگار مي
رسانده  5/7محيط به  pHنرمال  1سود استفاده از محلول 

 .)18( شد
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محيط بهينه  :محيط بهينه شده با سركوب كاتابوليك) پ
 Super optimal broth with)شده با سركوب كاتابوليك 

catabolite repression; SOC)  گرم بر ليتر  20با تركيب
گرم بر ليتر  58/0گرم بر ليتر عصاره مخمر،  5تريپتون، 

گرم بر  95/0گرم بر ليتر كلريد پتاسيم،  18/0كلريد سديم، 
 فرآيندلوكز طي گرم بر ليتر گ 6/3ليتر كلريد منيزيم و 

استفاده  (Transformation)تراريختي يا ترانسفورماسيون 
  .)18( شد

:  (Cloning)سازيمشابهبراي ي مستعد سلولهاتهيه ) ت
 اشرشيا كليدر اين مرحله ابتدا از كشت شبانه 

(Escherichia coli)  سويهTOP10  به محيطLB  استريل
 37در دماي  تلقيح و 49به  1بيونيك با نسبت فاقد آنتي

 rpm140با دور  گراد در انكوباتور شيكرداردرجه سانتي

پس از گذشت مدت مورد نياز براي رسيدن به . انكوبه شد
OD  به منظور، فاكلون حاوي باكتري 5/0- 6/0برابر با 

. دقيقه بر روي يخ قرار داده شد 10به مدتتوقف رشد 
به پخش و  5/1تمامي محيط كشت در ميكروتيوبهاي 

گراد نتيدرجه سا 4و در   rpm4000دقيقه با دور  20تمد
ي را بيرون ريخته، به باكتريهاي بمايع رو. سانتريفيوژ شد

 100ليتر كلريد منيزيم ميلي 5/1رسوب داده شده مقدار 
به مولار سرد اضافه، با عمل پيپتينگ يك دست و ميلي
عمل سانتريفيوژ . دقيقه روي يخ قرار داده شد 30مدت

  rpm4000دقيقه با دور  20(شد  انجامهمانند مرحله قبل 
ي، يپس از دور ريختن مايع رو). گراددرجه سانتي 4و در 
مولار سرد به ميلي 100ليتر كلريد كلسيم ميلي 5/1مقدار 

به  رسوب اضافه، به آرامي با عمل پيپتينگ يك دست و
ت پس از گذش .قرار داده شدك ساعت بر روي يخ ي مدت

دقيقه  20(همانند مرحله قبل  هامدت زمان مورد نظر نمونه
سانتريفيوژ ) ادگردرجه سانتي 4و در   rpm4000با دور 
 200ي را خارج كرده و به هر ميكروتيوپ يمايع رو. شدند

كلريد كلسيم :درصد 60گليسرول  7:3ميكروليتر از مخلوط 

يپتينگ پس از پ. شدمولار استريل و سرد اضافه ميلي 100
 -70تا زمان استفاده در دماي  كردن مخلوط به دست آمده

 .)18( شدگراد نگهداري درجه سانتي

 الحاقواكنش ) ث
(Ligation) : ،قطعات ژني  الحاقهدف

PKS-I سويه  ازIz8، قطعات ژني PKS-II سوبه  ازF9  و
  pTG19-Tدر وكتور  F6سويه  از NRPSقطعات ژني 

با در نظر  .باشدمي) Vivantisس، ساخت شركت ويوانتي(
وكتور،  به PCR محصولات 1به  3گرفتن نسبت بهينه 

كيت  پروتكلطبق مورد نياز  PCRمقدار نانوگرم محصول 
ت برآورد تقريبي غلظت محصولا به منظور. شد محاسبه

PCR  استخراج شده از ژل از نشانگر وزنيDM3100 1Kb 

 ساخت شركت اسموبيو (0.25-10)
(SMOBIO)

استفاده  
سپس واكنش  .برآورد شد و در نهايت حجم مورد نياز شد

ميكروليتر شامل حجمي معادل  20در حجم نهايي  الحاق
 pTG19-T  )25ميكروليتر وكتور 4نانوگرم قطعه مورد نياز، 

 50ميكروليتر پلي اتيلن گليكول  2، )نانوگرم بر ميكرليتر
ميكروليتر  1و  x10 اتصال ميكروليتر بافر 2درصد، 

درجه  16در دماي ) بر ميكروليتر T4  )5 Weissآنزيم
حجم مورد نياز از . ساعت انجام شد 16به مدتگراد سانتي

براي ترانسفورماسيون طبق فرمول كيت  الحاقواكنش 
 .به شدمحاس

ابتدا  :انتقال پلاسميدها به باكتري ترانسفورماسيون يا)ج
- خروج از يخ به منظوردقيقه  10به مدتسلول مستعد را 

 80زدگي بر روي يخ قرار داده سپس حجمي معادل 
به سلول مستعد اضافه  الحاقنانوگرم از محصول واكنش 

 30به مدت مجدداًپس از مخلوط كردن، ميكروتيوب . شد
دقيقه  2به مدتنمونه . دقيقه بر روي يخ قرار داده شد
گراد قرار درجه سانتي 42داخل حمام آب گرم با دماي 

دقيقه بر روي يخ قرار  5 به مدتگرفته و سپس بلافاصله 
 به نمونه SOC ليتر از محيط استريلميكرو 800. داده شد

 گراد دردرجه سانتي 37اضافه و براي يك ساعت در دماي 
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دقيقه  2به مدتسپس نمونه  .دار انكوبه شدانكوباتور شيكر
ي به نحوي كه يسانتريفيوژ و مايع رو rpm 3000در دور

با . ميكرو ليتر بر روي رسوب باقي بماند خارج شد 100
نمونه . رسوب حاصله مخلوط شد به آراميعمل پيپتينگ 

-حاوي آمپي انتخابي LAترانسفورماسيون شده را در پليت 

ساعت در دماي  18الي  16به مدتپخش كرده و  ينسيل
 .)18( شدگراد انكوبه درجه سانتي 37

با كلني  داراي ژن مورد نظر كلونهايگري غربال) چ
PCR:  در يك پليت  كلنيهرLA حاوي آمپي انتخابي -

. مجزا كشت داده شد به صورتسازي سيلين جهت خالص
سپس جهت اثبات الحاق ژن . اين روند سه بار تكرار شد

با جفت پرايمرهاي  PCRمورد نظر به وكتور از كلني 
 PCR ميكروليتر از محصول كلني 4. اختصاصي استفاده شد

يك ميكروليتر از رنگ لود كننده درون  به همراههر سه ژن 
 درصد شامل اتيديوم برومايد در بافر 1چاهك ژل آگاروز 

TBE 1x  1به مدتميلي آمپر  100برده شد و در جريان 
ترانس لوميناتور UV ساعت قرار گرفت و سپس توسط 

هاي مثبت از لحاظ وجود باند مورد نظر نمونه. ديده شد
آميد بر روي ژل پلي آكريلايز و س بررسي تنوع تواليبراي 

  .درصد برده شدند 10

تنوع توالي، ساختاري وتفاوتهاي كوچك در بررسي ) ح
ميكروليتر از هر نمونه  3 :با ژل پلي آكريل آميد سايز

درصد  x3 )125/0ميكروليتر از لودينگ بافر  7مثبت با 
صد رد 15گزيلن سيانول و درصد  125/0بروموفنول بلو، 

 10آميد آكريلچاهك ژل پليو درون مخلوط ) گليسرول
  1xدر بافر) آكريل آميد/ آكريل آميدبيس 5:1/37(درصد 

TBE )1 45دي آمين تترا استيك اسيد،  ميلي مولار اتيلن 
 به مدتبرده شد و ) pH =8بورات با -ميلي مولار تريس

و  PKS-I ،PKS-IIبراي  به ترتيبساعت  5/18و  17، 22
NRPS  با ميلي آمپر قرار گرفت و سپس ژل  220در جريان

آميزي ، آب مقطر، رنگ)5/7اسيد استيك (محلولهاي ثبوت 

درصد هيدروكسيد  5/1(و ظهور ) درصد 1/0نيترات نقره (
 10، 20به مدت به ترتيب) درصد فرمالدهيد 15/0سديم و 

دقيقه شيك شد و در هر مرحله بعد از دور  15- 20و  30، 
ن محلول بعدي دوبار با آب ن محلول قبلي و افزودريخت

   .)19( شدداده شستشو  مقطر به آرامي

با NRPS و   PKS-I،PKS-IIگروههاي ژني  تأييد) خ
ي مورد نظر، بر ژنها جهت اطمينان از حضور :توالي يابي
با  كلون 3آميد دست آمده از ژلهاي پلي آكريلپايه نتايج ب

كلون از  3و  PKS-IIكلون از  دو، PKS-Iاز  سايز متفاوت
NRPS استخراج پلاسميد . براي تعيين توالي انتخاب شدند

طبق  (GeNet Bio, Korea) با كيت استخراج پلاسميد
پلاسميدهاي استخراج شده . ارائه شده انجام شد پروتكل

در هر دو جهت با  M13Rو  M13Fبا پرايمرهاي وكتور 
ماكروژن تعيين  ه وسيلهبياب اتوماتيك استفاده از يك توالي

  .توالي شد

 :NRPS و PKS-I ،PKS-II آناليز فيلوژنتيك تواليهاي) د
 و 2.6نسخه  Chromas هايافزارتواليها با استفاده از نرم

Bioedit  ويرايش و با استفاده از  7.1.11.0نسخه
و  مورد بررسي NCBI ر بانك اطلاعاتيد  BLASTابزار

با استفاده  دومينهاي مرتبطترين تواليهايي از نزديك سپس با
 همرديف 0.9971 نسخه PhyDE ز نرم افزارا

(Align)
 

 573، 1334 نوكلئوتيدي (Alignment)  رديفطول . شدند
 237و  191، 444 طول رديف آمينواسيدي وباز  713و 

 براي تواليهاي به ترتيب )و حذف الحاقشامل (آمينواسيد 
PKS-I، PKS-II و NRPS رابطه فيلوژنتيك با ين يتع .بود

 افزار مستربيزز نرماستفاده ا
(MrBayes)

 انجام 3.2.6نسخه  
 Bayesian) افزاري براي استنباط بيزيمستربيز نرم. شد

inference)  با انتخاب طيف وسيعي از مدلهاي فيلوژنتيكي
براي  GTR+I+G ل تكامليمد. )17(باشد و تكاملي مي

هاي براي توالي Jonesنوكلئوتيدي و مدل تواليهاي 
مستربيز از روشهاي ماركوف چين . اسيدي انتخاب شدآمينو
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براي  (Markov chain Monte Carlo; MCMC)منته كارلو 
 برآورد توزيع احتمال پسين

(Posterior probability 

distribution)
براي درخت . كندارامترهاي مدل استفاده ميپ 

 4دو اجراي موازي از فيلوژني با همرديفي نوكلئوتيدي، 
سه زنجيره گرم و يك زنجيره سرد شامل  MCMCزنجيره 

 بار ميليون 8همزمان براي  به صورت
(Generation) 

 درخت و براي )بار محاسبه شد 1000تشخيصها هر (
موازي شامل  اجراي آمينواسيدي، دو همرديفي با فيلوژني

بار  ميليون 1 براي همزمان به صورتيك زنجيره سرد 
 .شدند گذاشته )شد محاسبه بار 1000 هر تشخيصها(

 فراوانيهاي خرد شدهآناليزها وقتي كه انحراف معيار 

(Standard deviation of split frequencies)  01/0زير به 
سوزانده ها تكراردرصد از  25اولين . رسيد متوقف شد

(Burn-in) افزاربا نرم درختها. شد FigTree  1.2.2نسخه 
 بامستربيز  روش در هاشاخه حمايت ).22(ديده شدند 

 (Posterior probability; PP) پسين احتمال به مربوط اعداد
 .شودمي بيان

  نتايج
به  NRPS و PKS-I، PKS-IIانتقال قطعات ژني ) الف

 ،PKS-Iحضور احتمالي سه گروه ژني  :TAوكتور درون 
PKS-II و NRPS يسسااسترپتومسه سويه در  به ترتيب 

Iz8 ،F9  وF6  بررسي و اثبات  لغزشيبا كمك پرايمرهاي
با سايز  PCRنهايي، محصولات  تأييدبراي اطمينان و . شد

اشرشيا و سپس در  الحاق  pTG19-Tوكتور مربوطه به 
كلون  24و  19، 12 .ترانسفورم شدند TOP10سويه كلي 

 PKS-I ،PKS-IIاز ترانسفورماسيون قطعات ژني  به ترتيب
مرحله كشت مجدد و  3ها تا كلون. جدا شد NRPSو 

براي اطمينان از حضور ژنها در وكتور كلني . خالص شدند
PCR اشرشيا كلياز . با پرايمرهاي اختصاصي انجام شد 
 همان طور. به عنوان كنترل منفي استفاده شد TOP10سويه 

كلون قطعه ژني  22و  15، 8شود ديده مي 1كه در شكل 
براي كلونهاي مثبت  PCRحصول م. نظر را داشتند مورد

بر روي ژل  تنوع در توالي و سايزتر بررسي و مطالعه دقيق
  .آكريل آميد برده شدپلي

 و KS دومينهاي بين ناحيه در تنوع مطالعه و بررسي) ب
MT  خوشه ژنيPKS-I  در سويهIz8:  همان طور كه در

آمده از كلون به دست  8شود ديده مي) آ( 2شكل 
سايز متفاوت  3در  PKS-I ترانسفورماسيون قطعات ژني

و  3، 1كلونهاي (يك كلون از هر سه سايز . گيرندقرار مي
. انتخاب شد و تعيين توالي براي استخراج پلاسميد) 8

نتيجه بدست آمده از بلست تواليهاي تعيين شده توسط 
نشان داد كه  NCBI به ثبت رسيده در هاي ماكروژن با توالي

يك ژن كاذب با  G+Cدرصد  75باز و  1329با  1كلون 
 Query( درصدي 94تشابه  وتغيير چارچوب 

Cover=100%(  ژني  خوشهباPKS-I  متعلق به پلاسميد
pSPA1  يسس پارولوسااسترپتومدر (S. parvulus)  سويه

و  G+Cدرصد  5/72باز و  1246با  3كلون  .است 2297
ژنهاي عملكردي  G+Cدرصد  70باز و  1303با  8كلون 
 (Query Cover=99%)) درصد 85(بيشترين تشابه . بودند
متعلق به  PKS-Iژني  خوشهبه ترتيب با  8و  3 هايكلون

سويه  يسس پارولوسااسترپتومر دpSPA1 د پلاسمي"
يسس ااسترپتوم در PKS-Iكد كننده  ShaAژن "و  "2297

 MGR072سويه  (S. albogriseolus) آلبوگريزئولوس
  .باشد مي

در ژن  KSαتنوع در زيرواحد  مطالعه و بررسي) پ
PKS-II در سويهF9 :  درصد  4/65باز و  613با  3كلون

G+C، بود يك ژن كاذب با چندين كدون توقف دروني. 
درصد  99داراي  G+Cدرصد  2/69باز و  613با  4كلون 
 PKS-IIژني  خوشهبا اولين  (Query Cover=99%)تشابه 

  .بود MM1سويه  يسسااسترپتوماي ثبت شده از گونه
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  )ب()آ(

  )ت()پ(

 )ث(

، )آ( K1F/M6Rتمامي كلونهاي تراسفورم شده با استفاده از پرايمر هاي اختصاصي  PCRتصوير ژل الكتروفورز محصول كلني  -1شكل 
KSαF/KSαR )ب و پ ( وA3F/A7R )قطعات ژني  . شماره كلونها در بالاي چاهكها ذكر شده است. درصد 1روي ژل آگارز ) ت و ثPKS-I 

 وزني  نشانگراز . قابل مشاهده هستند 700-800و  600-700، 1200-1400به ترتيب سايز ) ت و ث( NRPSو ) ب و پ( PKS-II، )آ(

DM3100 1Kb (0.25-10)سويه  ا كلياشرشي براي تخمين اندازه و غلظت و ازTOP10  كنترل منفي به عنوان(Cont -) استفاده شد.   
  

  )ب()آ(

  )پ( 
، )آ( Iz8مرتبط با سويه  PKS-Iتأييد شده با ژل آگارز شامل قطعات ژني  اي مثبتكلونه PCRالكتروفورز محصول كلني  تصوير ژل -2شكل 

PKS-II  مرتبط با سويهF9 )ب ( وNRPS  مرتبط با سويهF6 )آميد آكريل/ آميد آكريلبيس 5:1/37( درصد 10آميد آكريلپلي روي ژل ) پ .(
  .شماره كلونها در بالاي چاهكها ذكر شده است
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 NRPSدر ژن  Aتنوع در دومين  مطالعه و بررسي) ت
درصد  1/70باز و  723با  20و  5كلونهاي  :F6در سويه 

G+C  درصد تشابه 92داراي توالي يكسان با )Query 

Cover=99%  ( ژني  خوشهباNRPS يسس ااسترپتوم در
 664با  19كلون . بودند ACT12سويه  (S. pactum) پاكتوم

 Query( درصد تشابه G+C ،95درصد  70باز و 

Cover=98% (در  چرب كوآ ليگاز با زنجيره بلند اسيد
درصد تشابه  94و  ACT12سويه  يسس پاكتومااسترپتوم

(Query Cover=98%)  با زنجيره بلند اسيدچرب كوآ ليگاز
و سنتتاز  2114.2 سويه  يسسااسترپتوماي از گونه در

 2297سويه  يسس پارولوسااسترپتوم در AMPوابسته به 
  .داشت

، PKS-Iاز  8و  3كلونهاي  :GenBank در ثبت ژن) ث
با شماره  به ترتيب NRPSاز  5و كلون  PKS-IIاز  4كلون 

و  KY637058 ،KY637059 ،KY637060هاي 
KY637057  در پايگاه دادهGenBank  سايت درNCBI 
  .ثبت شدند

و  PKS-I ،PKS-IIهاي ژني بين گروه تكامليرابطه ) ج
NRPS هاي در سويهIz8 ،F9  وF6 سويه با نزديكترين -

در هر دو درخت فيلوژني با  :فيلوژنتيك مرتبط هاي
در  Iz8سويه  8نوكلئوتيدي و آمينواسيدي، كلون  يرديفهم

با  3و كلون ) آ و ب 3شكل (اي قرار گرفته كلاد جداگانه
در پايگاه اطلاعاتي بانك  ANJ11907با شماره پروتئيني 

، با 2297سويه  يسس پارولوسااسترپتوماز  NCBIژني 
قرار  3در يك شاخه دروني از كلاد  1 ايشاخهاحتمال 

 يرديفهم، درخت فيلوژني با F9مرتبط با سويه . گيردمي
كلاد مجزا  4و  3به  به ترتيبنوكلئوتيدي و آمينواسيدي 

كلون در هر دو درخت، . )پ و ت 3شكل (تقسيم شد
 در. خود يكي از اين كلادها بود F9انتخاب شده از سويه 

 F6سويه  نوكلئوتيدي همرديفيدرخت فيلوژني بر اساس 
، فيلوژنتيك مرتبط هايسويه نزديكترين و) ث 3شكل (

شاخه مجزا تقسيم  2به  1اي با حمايت شاخه 3كلاد 

 2 به 5/0با حمايت شاخه اي  نيز 2شاخه  .شودمي
 Aدومين توالي نوكلئوتيدي . شودتفكيك ميشاخه زير

سويه  يسس پاكتومااسترپتوم همراه با 5كلون  F6سويه 
ACT12، استرپتومايسس آمبوفاشينس (S. ambofaciens) 

 سليكالر استرپتومايسس ،ATCC 23877ه سوي

 (S. coelicolor) سويه A3(2)، استرپتومايسس 
استرپتومايسس ، TK24 سويه  (S. lividans)ليويدانس

 يامورانون سويه و (S. silaceus) سيلاسئوس
(Nonomuraea) سويه ATCC 3972 اي با حمايت شاخه

در  Aدومين . دهندرا تشكيل مي 2زيرشاخه  9/0
 و ATCC 23877سويه  استرپتومايسس آمبوفاشينس

نقش سيدروفور  در توليد ،ATCC 3972 سويه نانوموريا
درصد  5/0اي شاخهاين سويه تنها با احتمال  به علاوه. دارد

سس ياسترپتومااز شود كه احتمال پاييني محسوب مي
-CGMCCIA Aسويه  (S. subtropicus) تروپيكوسساب

. شودجدا مي 3كلاد  2از شاخه  1در زيرشاخه  182
سويه  تروپيكوساسترپتومايسس سابدر   Aدومين

CGMCCIA A-182 در . نيز در توليد سيدروفور نقش دارد
آمينواسيدي نيز تواليها  يرديفهمني بر اساس درخت فيلوژ

 2به  2كلاد . )ج 3شكل ( گيرندمتمايز قرار ميكلاد  3 در
همراه با  5كلون  F6 در سويه Aدومين . تقسيم شد شاخه

 ATCCسويه (S. pratensis) استرپتومايسس پراتنسيس

، PAMC26508سويه  استرپتومايسس، 33331
 ،ATCC 23877 سويه آمبوفاشينس استرپتومايسس
 استرپتومايسس و A3(2) سويه سليكالر استرپتومايسس

دريكي  64/0با حمايت شاخه اي  TK24 سويه ليويدانس
اين در . گيرندقرار مي 2از كلاد  2هاي شاخه از زيرشاخه

كه  ACT12سويه  استرپتوماسس پاكتومحالي است كه 
دارد به طور  5شباهت نوكلئوتيدي را با كلون  بيشترين

را تشكيل  2از كلاد  2ديگري از شاخه مجزا زيرشاخه 
اينكه رخت احتمال با در نظر گرفتن نتيجه هر دو د. دهدمي

يابي شده مرتبط با توليد سيدروفور در اين قطعه ژني توالي
 .سويه باشد وجود دارد
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 بحث

 توليد هايمشخصه عنوان به ، NRPSو PKS مسيرهاي

 اكتينوميست هايسويه از زيادي تعداد در ثانويه، متابوليت

 درصد 75 جنس استرپتومايسس). 11(ت اس شده شناسايي
 متابوليتهاي ساير از دامنه وسيعيو  طبيعي بيوتيكهايآنتي
انگلي، قارچي و همچنين  عوامـل ضـد بـر ثانويه

 طرف، يك از). 1(كند مي توليد را كشضدتومور و علف

 ژنهاي براي اختصاصي پرايمرهاي با هاسويه اوليه غربالگري

 )غيره و  PKS-I،PKS-II ، NRPS( ثانويه متابوليت با مرتبط
 طرف از و) 16( بوده تركيبات شناسايي در مؤثر روش يك

 با هايسويه كشف در تواندمي ژنها اين غربالگري ديگر،

 حياتي بسيار جديد ثانويه متابوليتهاي توليد براي بالا پتانسيل

 كننده سنتز ژني هايخوشه از تعدادي زيرا باشد ارزشمند و

 يا غيرفعال استاندارد كشت شرايط تحت ثانويه متابوليت
 محرك سري يك به توليد براي است ممكن و بوده خاموش

  . باشند داشته نياز

  )آ(

  )ب(
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 )پ(

  )ت(
 كشت شرايط تحت غيرفعال زيستي هاييهسو واقع در

 مفيد ثانويه متابوليتهاي توليد براي ژنتيكي توانايي مناسب،
با  2011و همكاران در سال  (Wu) وو). 11(دارند  را

 و NRPS بيني شده برايكلونينگ قطعات ژني با سايز پيش
PKS ه سوي باسيلوسپاني در F6-B70  و تعيين توالي چند

شاهد  NCBI كلون و مقايسه آنها با تواليهاي ثبت شده در
درصد با متابوليتهاي ثانويه شناخته شده  81تشابه كمتر از 

آن است كه باكتري  بودند كه به احتمال زياد نشان دهنده
ممكن است ميزبان آنزيمهاي جديد براي سنتز متابوليتهاي 

 . ثانويه باشد
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موجود در  كه شرايط كشتدر واقع آنها معتقد بودند 
پذير را امكان PKS و  NRPS بيان تمام ژنهاي مطالعه لزوماً

بيوتيك اين نكته در عصر مقاومت به آنتي ).24( سازدمين

بيوتيك و نياز بسيار بالا براي كشف سريهاي جديد آنتي
  .  بسيار حائز اهميت است

 

  )ث(

  )ج(
: رديف نوكلئوتيدي و ب: آ( PKS-Iدر  MTو  KSهاي تقريبا كامل ناحيه بين دومينهاي درخت فيلوژني با تخمين بيزين براي توالي -3شكل 

در  A7و  A3هاي حفظ شده و ناحيه بين موتيف) آمينواسيدي: رديف نوكلئوتيدي و ت: پ( PKS-IIدر  KSα، بخشي از زيرواحد )آمينواسيدي
NRPS )سويه در سه  به ترتيبب) آمينواسيدي: رديف نوكلئوتيدي و ج: ثIz8 ،F9  وF6 .ها در زير هر شاخه نوشته شده استاي گرهاحتمال شاخه.  
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 PKS-I ،PKS-IIسايز قطعات ژني  گفته شدكه  همان طور
بيني تر از سايز پيشآميد پاييندر ژل پلي آكريل NRPSو 

براي بررسي و ژل آگارز  رسد بنابراينشده به نظر مي
ژل كه در شكل  همان طور. قابل استنادتر استين سايز يتع

شود تفاوت سايز زيادي در بين قطعات مي آگارز ديده
تفاوت بالا در و در واقع  شودنميمرتبط با يك ژن ديده 

به خاطر  شودمشاهده مي آميدسايز كه در ژل پلي آكريل
بوده بالا و وجود ساختارهاي پيچيده و متفاوت  GCدرصد 

شود اين قطعات ژني با سرعتي متفاوت از سبب ميكه 
-با توجه به تمامي موارد ذكر شده مي. كنندنشانگر حركت 

توان نتيجه گرفت كه تفاوت جايگيري قطعات مختلف در 
بيش از آنكه به تفاوت در سايز  احتمالاًآميد ژل پلي آكريل

- قطعات مرتبط باشد به تفاوت در ساختار و تركيب بر مي

  .گردد

 نوكلئوتيدي و آمينواسيدي يرديفهمدرخت فيلوژني با 
شبيه بوده با اين تفاوت كه  نسبتاً F9و  Iz8كلونهاي سويه 

 از در درخت آمينواسيدي بسيار بالاتراي شاخهت احتمالاً
نوكلئوتيدي بوده كه تا حدودي نشان دهنده حفظ توالي 
-آمينواسيدي نسبت به توالي نوكلئوتيدي طي تكامل مي

بر اساس هر دو درخت فيلوژني با رديف  .باشد
 Iz8نوكلئوتيدي و آمينواسيدي دو فرضيه در مورد سويه 

در  PKS-Iخوشه ژني  احتمالاًشود يكي اينكه مطرح مي
گزارش  قبلاًاين سويه داراي دو دومين مشابه با دو دومين 

 احتمالاًباشد و تركيب آنها متفاوت مي شده از دو پروتئين
احتمال ديگر اينكه . سبب توليد محصولي جديد خواهد بود

يك دومين  3كه كلون طوريداراي دو خوشه ژني باشد به
ي نبا احتمال توليد پروتئي PKS-I متعلق به خوشه ژني

سويه يسس پارولوس ااسترپتومدر  ANJ11907مشابه با 
دوميني ديگر از خوشه ژني متمايز با  8بوده و كلون  2297

با وجود  F9سويه . جديد باشد كاملاًمحصولي متفاوت و 
به ، MM1سويه  يسسااسترپتومدرصدي با  99تشابه 
در درختهاي  به ترتيبكلاد را  4و  3مجزا يكي از  صورت

تشكيل داد فيلوژني با همرديفي نوكتئوتيدي و آمينواسيدي 
هاي يك كلاد كنار هم ه به عنوان زيرشاخهيسوو با ابن 

بنابراين احتمال توليد تركيب جديد در اين . قرار نگرفتند
  . سويه نيز وجود دارد

  گيري نتيجه

به  NRPS و PKS-I ،PKS-II ژني گروه سه PCRمحصول 
 جدا F6 و  Iz8،F9 يسسااسترپتوم سويه سه در ترتيب
سويه  اشرشيا كليكلون و در  قبلي تحقيقات در شده

TOP10 چند ژني  هايگروه يك از از هر. ترانسفورم شد
كلون براي تعين توالي انتخاب و پس از رسم درخت 

 افزارنرم نوكلئوتيدي و آمينواسيدي در يرديفهمفيلوژني با 
ميكروبي جديد در مستربيز، احتمال توليد عوامل آنتي

تكاملي احتمال تعيين رابطه  .هاي نام برده بررسي شدسويه
ابراين بندي جديد و بنهاي ژني با تركيبحضور خوشه

را نشان داد  F9و  Iz8هاي توليد محصول جديد در سويه
گرچه اين امكان وجود دارد كه به دليل شرايط كشت و 

  .نيازمندي به سوبستراهاي خاص اين محصول توليد نشود
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Abstract 

The screening of polyketide synthase (PKS) and nonribosomal peptide synthetase 
(NRPS) gene groups is a quick way to show the potential for antibacterial agent 
production and novel drugs discovery. With regard to this matter, the presence and the 
phylogenetic relationship of these gene clusters were studied in three Streptomyces 
strains. PCR amplification of PKS types I, PKS type II, and NRPS genes was performed 
using three degenerate primer sets in Streptomyces strains Iz8, F9 and F6, respectively. 
To separate the same-sized DNA fragments with different sequences, PCR products 
cloned to pTG19-T vector and then transformed to Escherichia coli TOP10. 
Polyacrylamide gel was used for the sequences variation. The purified plasmids were 
sequenced and phylogenetic trees were constructed using Bayesian inference, 
implemented in the MrBayes. PKS I clone 3 and 8, PKS II clone 4 and NRPS clone 5 
were deposited in the NCBI GenBank database. Phylogenetic tree from aligned 
nucletotide or amino acide sequences of PKS I and II contained several differential 
clades. PKS I clone 8 and PKS II clone 4 were one of these clades. This could raise the 
production possibility of new antimicrobial agents. Construction of phylogenetic tree 
and determination of evolutionary relationships confirmed possibility of the presence of 
gene clusters with new compositions and therefore new products in strains Iz8 and F9. 
Key words: polyketide synthase, nonribosomal peptide synthetase, polyacryle amide, 

cloning, phylogenetic tree 


