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و آناليز  پرولين دهيدروژناز توليد كننده سودوموناس پوتيداباكتري  فيلوژنتيكي مطالعه
  بيوانفورماتيكي آنزيم جداسازي شده

  *2دهوسطي رحمان مهدي زادهو  1كيان مهرسادات  انور
  ، گروه زيست فناوري پزشكيپزشكي تبريز نوين علومريز، دانشكده بتبريز، دانشگاه علوم پزشكي ت 1

  گروه زيست شناسيرجاسك، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد بندر جاسك، بند 2

  18/7/91 :تاريخ پذيرش  25/4/90 :تاريخ دريافت

  چكيده

نظور تشخيص مه نقش مهمي را در زيست حسگرها و كيتهاي غربالگري ب )EC 1.5.99.8(آنزيم پرولين دهيدروژناز فلاو
ميكروارگانيسم هاي هدف از اين تحقيق، جداسازي و تعيين مشخصات . نمايدفاء ميايبيماريهاي متابوليك مرتبط با نقص پرولين 

از پرولين - Lه دهاي تخريب كننغربالگري آنزيم. خاك ايران بود هاينمونه دخيل در متابوليسم پرولين از هايآنزيمتوليد كننده 
. ك و سنجش فعاليت آنزيمي انجام شدهاي خاك در سه مرحله شامل تكنيك كشت غني، كروماتوگرافي لايه نازنمونه

 s16، 16S-23S rRNA Internalريبوزومي  RNA هايز ژنيميكروارگانيسم جداسازي شده توسط واكنشهاي بيوشيميايي، آنال

Transcribed Spacer (ITS)  مطالعات كينتيكي بر روي آنزيم شناسايي  .عيين مشخصات گرديديلوژنتيكي تفو رسم درخت
ميكروارگانيسم جداسازي  150 بيندر  .سازي گرديدروشهاي بيوانفورماتيكي شبيه ساختار سه بعدي آن توسط و شده انجام شد

از خود نشان ) U/ml10( پرولين-Lاسيدآمينه  اي نسبت بهسويه باكتري، فعاليت قابل ملاحظهنمونه خاك، تنها يك  30شده از 
. بر دقيقه محاسبه شدند ميلي مولار 11/0ميلي مولار و  12/0به ترتيب  ممو سرعت ماگزي منتن-ثابت ميكائيليس پارامترهاي. داد

 سودوموناس پوتيداجديدي از  بيوتايپ عنوانبه  ITSو  s16 ريبوزومي RNAژنهاي آناليز فيلوژنتيكي سويه باكتري با استفاده از 
رولين دهيدروژناز جداسازي شده در آنزيمهاي قرار داشتن پ نيز آنزيم مذكور از سازي شدهساختاز سه بعدي شبيه .شناسايي شد

سودوموناس  گزارش از توليد پرولين دهيدروژناز توسط باكترياولين  ،اين تحقيق .ييد نمودأرا ت سودوموناس پوتيداهاخانواده 
  . باشدجداسازي شده از نمونه خاك مي پوتيدا

  سودوموناس پوتيدا، نازپرولين دهيدروژ ،غربالگريآناليز فيلوژنتيكي،  :هاي كليديواژه

  Rahman.biochem@gmail.com :الكترونيكي ، پست09177612925: نتلف نويسنده مسئول،* 

  مقدمه
ها مهمترين و ايده آل ترين منبع توليد  ميكروارگانيسم

كننده آنزيمهاي مختلف با دامنه كاربردهاي گسترده به 
 ها از مزاياي آنزيمهاي ميكروارگانيسم. آيندشمار مي

توان به امكان كنترل فيزيولوژيكي و فيزيكو شيميايي،  مي
در اين ). 1(تنوع آنزيمي و مقادير بالاي توليد اشاره نمود 

راستا، جداسازي و غربالگري آنزيمهاي جديد با 
خصوصيات موثر و بهينه از ميكروارگانيسمهاي ساكن 

و توسعه طبيعت به عنوان اولين مرحله در مسير تحقيق 
گروه مهمي از ). 2(شود آنزيمي محسوب ميمحصولات 

اي بر روي آنها يمها كه مطالعات غربالگري گستردهآنز
مي پرولين دهيدروژناز كاتاليزور زيستي انجام شده است، 

اين آنزيم كه نقش مهمي در مسير ). 14 و 13(باشد 
از منابع  نمايديسم پرولين به گلوتامات ايفاء ميمتابول

. )5( گياهي و حيواني گزارش شده استمختلف باكتريايي، 
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پرولين دهيدروژناز  در اولين مرحله از اين مسيرمتابوليكي،
پرولين را به تركيب حدواسط  FAD فاكتوردر حضور كو

 FADH2. نمايدكربوكسيلات تبديل مي-5- پيرولين- ∆

زنجيره  توليد شده نيز الكترونهاي خود را به پذيرنده هاي
- ∆مين مرحله، ودر د. كندميانتقال الكترون منتقل 

كربوكسيلات در يك واكنش غير آنزيمي به - 5- پيرولين
سمي آلدئيد هيدروليز شده و سپس توسط - γ-گلوتامات

 در كربوكسيلات دهيدروژناز و- 5-پيرولين-∆آنزيم 
 ).14( شودبه گلوتامات تبديل مي +NADحضور كوآنزيم 

ترموس  در تمام يوكاريوتها و برخي از باكتريها نظير
، دو دومن اين  )thermus thermophilus(ترموفيلوس 

نقص ). 6(شوند وآنزيم توسط دو ژن جداگانه كد ميفلا
ژنتيكي در مسير متابوليكي پرولين به گلوتامات باعث بروز 

هرچند كه ). 7(شود ماري هايپرپرولينميا در انسان ميبي
 در خصوص ارتباط بين نقص مسير متابوليسم نيز شواهدي

پرولين و بروز بيماري اسكيزوفرني و همچنين نقش آنزيم 
). 8(پرولين دهيدروژناز در مهار سرطان كشف شده است 

هدف از اين تحقيق، جداسازي و شناسايي باكتريهاي توليد 
با خصوصيات كينتيكي مناسب پرولين دهيدروژناز كننده 

براي اين منظور نمونه هاي مختلفي از شهر تهران . بود
اي بر روي ي شده و مطالعات غربالگري گستردهآورجمع 

ست كه اين آنزيمهاي بديهي ا. آنها صورت گرفت
توانند مدلهاي مناسبي براي انجام مطالعات باكتريايي مي

اين  .نها در انسان باشندساختاري و درك آنزيمهاي همتاي آ
 سودوموناس پوتيدا مطالعه، اولين گزارش از جداسازي

)Pseudomonas putida ( پرولين دهيدروژناز كننده  توليد
  .مي باشد

  واد و روشهام
از  20cm 20سيليكاژل  TLCپليتهاي و پرولين - L :مواد

-INT (2-(p .آلمان تهيه شدند Merckشركت 

iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium 

chloride) ،Phenazine methosulfate (PMS)  وNAD+  از
  .گرديدندخريداري  Sigma-Aldrichشركت 

هاي خاك از مناطق نمونه: هاي خاكجمع آوري نمونه
مختلف شهر تهران در دركه، دربند و فرحزاد در طي 

. جمع آوري شدند 1386فصول پاييز و زمستان سال 
فريزر استريل قرارداده شده و تا در كيسه هاي  هانمونه

  . ي شدنددرجه سانتي گراد نگهدار 4زمان آزمايش در 

روشهاي   :پرولين- Lهاي تخريب كننده غربالگري آنزيم
 ههاي متابوليزكنندگان آنزيم اصلي غربالگري براي توليد

  : كننده پرولين، به شرح زير بودند

ليه باكتريهاي توليد كننده غربالگري او: تكنيك كشت غني
هاي دخيل در متابوليسم پرولين توسط تكنيك كشت آنزيم

تنها منبع كشت حاوي پرولين به عنوان غني در محيط 
يك گرم از هر نمونه خاك به . كربن و نيتروژن، انجام شد

 (w/v)درصد  5كه حاوي  PYPمحيط انتخابي ميلي ليتر  5
L -در ليتر سديم، دو گرم كلريد در ليتر ، يك گرمپرولين 

سولفات  در ليتر دي پتاسيم هيدروژن فسفات، نيم گرم
 در ليتر گرم 5عصاره مخمر و ر ليتر گرم د 5/0، منيزيم، 

ساعت  48اضافه شد و به مدت بود  pH= 0/7پلي پپتون با 
انكوبه   rpm140درجه سانتي گراد و دور  37در دماي 

پس از  و هسريال رقت تهيه شد 10- 4از هر نمونه تا . گرديد
به  و درجه سانتي گراد 37در پليتهاي آگار در دماي  كشت

هاي رشد كرده تك كلني. نده شدساعت انكوب 24مدت 
و سپس  گرديدهبراساس خصوصيات مورفولوژيكي متمايز 

  ).2(هر كلني به يك محيط آگار جديد انتقال داده شد 

در غربالگري ثانويه، توانايي  :كروماتوگرافي لايه نازك
جداسازي شده  هايكروارگانيسميدر م پرولين- Lتخريب 

به . بررسي شدتوسط روش كروماتوگرافي لايه نازك، 
هر يك از محيطهاي كشت ماكروليتر از  دو مقدار

بر روي پليتهاي سيليكاژل ميكروارگانيسمهاي رشد كرده 
داده شد و تخريب پرولين  كروماتوگرافي لايه نازك قرار
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 تشكيل شده از توسط قراردادن پليت در حلال فاز متحرك
پس از  پليتها. گرديدشناسايي بررسي و آب واتانول، 

 2هيدرين  در محلول نين Hot plateبرروي  شك شدنخ
بر روي پليت به  صورتي ظهور لكه .قرار داده شدنددرصد 
شدن آنزيم پرولين نو ترشح  عدم تخريب پرولين منزله

بود كه به عنوان نتيجه منفي در  هادر سويه دهيدروژناز
ي كه لكه هاي يميكروارگانيسمها .شدمي تلقي غربالگري
به منزله نتيجه  دادندنبر روي پليتها تشكيل رنگ  صورتي

آزمايشات  انجام جهت و همثبت در غربالگري محسوب شد
  .)9( گرديدندبعدي انتخاب 

توليد آنزيم در محيط مشابه  :باكتري و توليد آنزيم كشت
استفاده شده براي غربالگري انجام شد با اين تفاوت كه در 

شده در محيط توليد هاي انتخاب سويه. آن آگار اضافه نشد
درجه سانتي گراد و دور  37و در دماي  هتلقيح شد

rpm150  در انكباتور شيكردار  ساعت 18به مدت
(Kühner shaker Switzerland ISF-1-W) انكوبه شدند .

 و g 5000در اواخر فاز لگاريتمي در  هسلولهاي رشد كرد
وژ يدقيقه سانتريف 30گراد به مدت درجه سانتي 4دماي 

 حاصل رسوب ،دند و بعد از خارج كردن محلول روئيش
. دو مرتبه با محلول سوم فيزيولوژيكي، شستشو داده شد

ميلي  50 در  پس از حل شدن سلولهاي شستشو داده شده
توسط  pH( Tris-Hcl= 0/8( ميلي مولار 100از بافر ليتر 
-درجه سانتي 4در دماي  دقيقه 20به مدت و  ونيكاتور س

توسط  سلولها و مواد نامحلولسپس . ندليز شد گراد
در ادامه آزمايشات  ييجدا شده و از محلول رووژ يسانتريف

   .گرديداستفاده 

فعاليت آنزيمي پرولين  :سنجش فعاليت آنزيمي
در طول پرولين -Lدر حضور  INTدهيـدروژنـاز با احياء 

-Shimadzu uv نانومتر توسط اسپكتروفتومتر 490موج 

visible-1601PC-spectrophotometer, Japan)(  مورد
ميلي ليتر  1مخلوط واكنش با حجم . سنجش قرار گرفت

ميلي مولار  5/0ميلي مولار پرولين،  200شامل محلول 

INT ،2/0  ميلي مولارPMS ميلي مولار  200، بافر
)5/7=pH (Tris-HCl ،2/0  ميلي مولارFAD  و محلول

وسيله آب ه ب هينآماسيد در شاهد، سوبستراي . آنزيم بود
  .جايگزين گرديد

 شناسايي باكتري توسط: جدا شده شسو شناسايي
فولوژيكي، روشهاي بيوشيميايي و تكثير ورمشخصات م

   ).11و10( انجام شد PCR ياختصاص

بررسي خصــوصيات : يكيژلووفمشخصات مور
كشت آنها در  هوسيلـه مورفــولوژي كلوني باكتـريها ب

 MacConkeyو   Nutrient agar, Blood agarسه محيـط 

agar(MAC) 11( انجام شد.(  

ترين تستهاي بيوشيميايي به  مهم: روشهاي بيوشيميايي
 ،Triple Sugar Iron Agar (TSIA):شرح زير بودند
 Voges –Proskauer test ،متيل قرمز ،مصرف سيترات

(VP) ،توليد ايندول، اوره هيدروليز ،تست حركت ،
توليد پلي  و وليد سولفيد هيدروژنت ،كاتالاز ،زاكسيدا

منظور سوش مورد نظر در  به اينساكاريد لوان كه 
درصد  10درصد آگار و  5/1حاوي  PYPمحيط 

تشكيل كلونيهاي بزرگ و . ساكاروز كشت داده شد
بودن  سودوموناس فلورسانسموكوئيدي نشان دهنده 

سودوموناس و عدم تشكيل اين كلونيها از ويژيگي 
   ).11و10( بود پوتيدا

ژنومي  PCR:  DNAژنومي براي واكنش  DNAتخليص 
استخراج گرديد  Dr. R.H. Doiباكتري با استفاده از روش 

روفورز برروي ژل تكالو صحت خلوص با استفاده از 
  .)12( ييد گرديدأت درصد7/0آگاروز 

  ژن :s16 ريبوزومي RNAكلونينگ و توالي يابي ژن 
RNA   ريبوزوميs16 اختصاصي يمرهايتوسط پرا  S-F 

(5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´)١۶  وS-R 

(5´-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3´)16 تكثير شد 
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 20حاوي  ماكروليتر  25 در حجم PCRتكثير . )13(
ميلي مولار از هر  PCR1x ،2/0پيكومول از هر پرايمر، بافر 

dNTP ميلي گرم  3/0ميلي مولار،  5/1، كلريدمنيزيمDNA 
در دستگاه ترمو  از پلي مر DNA Taqواحد از  5/2الگو و 
انجام Thermal Cycler, Eppendorf, Germany) (سايكلر 

 5/1دست آمده در ژل آگاروز ه ب PCRمحصول . شد
تخليص  و پس از برش از روي ژل درصد افقي آناليز شده

تكثير شده در وكتور  s 16ريبوزومي rDNA .گرديد
pJETl.2 شيا كلي ياشر كلون شد و به داخل)Escherichia 

coli JM107 ( حامل پلاسميدي توسط . گرديد ترانسفورم
. پروتكل استخراج پلاسميد از كلونيهاي مثبت، جدا شد

با ) سئول كره( ماكروژن ركتتوالي يابي توسط ش
  rDNAتوالي ژن . پرايمرهاي توالي يابي مناسب انجام شد

 ريبوزومي  rDNAسويه با تواليهاي مرجع  s16ريبوزومي 
s16  با استفاده از برنامهBLAST  درNCBI  روي هم

تواليها و محاسبات چندگانه روي هم اندازي . اندازي شد
  . انجام گرفت Clustalwميزان شباهت توالي توسط برنامه 

 16S-23S rRNA Internal يابي و توالي PCRتكثير 

Transcribed Spacer (ITS):  ناحيهITS توسط 
-ITS-F (5´-CTTGTACACACCGCCCGTCA پرايمرهاي

 -´TCCGGGTACTTAGATGTTTC-3) ITS-R (5 و (´3
كه در بالا  مخلوطهاي واكنش همچنان. )14( تكثير شد

 لاز روي ژ PCRمحصول . تهيه شدند شرح داده شد
. كلون گرديد PJET 1.2آگاروز خالص شد و در حامل 
توسط پرايمرهاي  ITSپلاسميد نوتركيب حاوي ژن 

 و يابي شد توالي ماكروژن يابي مناسب در شركت ليتوا
با استفاده از  NCBIتوسط پايگاه  DNAجستجوي شباهت 

  .انجام شد BLASTخدمات شبكه 

 :ITS و s 16ريبوزومي  RNA آناليز فيلوژنتيكي ژنهاي 
بانك تواليهاي مرجع استفاده شده براي آناليز فيلوژنتيكي از 

 s 16ريبوزومي   RNAو ITSژنهاي . دست آمدنده بژن 
هاي  هاي مرتبط از گونه و سويه هسويه جدا شد

اندازي  روي هم MEGAافزار  سودوموناس با استفاده از نرم
 Neighborدرختهاي فيلوژنتيكي توسط روش . شدند

joining افزار  با استفاده از نرمMEGA و  )15( رسم شد
ي به منظور تاييد صحت و اعتبار درختها BootStarpتست 

  .گرديدبرابر تكرار  1000دست آمده ه ب

 تواليهاي كامل :شماره دسترسي به توالي نوكلئوتيدي
هاي  جدا شده تحت شماره شسو ITSو  s 16 ژنهاي
 Gu289189و  16S rDNAبراي  GU208206 يدسترس
  .ثبت شدند بانك ژن در ITSبراي 

ه مطالعات كينتيك حالت پايا ب : تعيين پارامترهاي كينتيكي
و )  Km( منتن- نظور محاسبه پارامترهاي ثابت ميكائيليسم

جهت تعيين . انجام شد ، ) Vmax(زيمم كسرعت ما
از نمودار معكوس دو طرفه كه معادله  پارامترهاي كينتيكي

براي اين منظور . شود، استفاده شدناميده ميك رب - لينويور
فعاليت آنزيمي درحضور غلظتهاي مختلف سوبسترا مورد 

رار گرفت و نمودار به صورت عكس تغييرات سنجش ق
 غلظت سوبسترا در مقابل عكس سرعت فعاليت آنزيمي

  ).2( تهيه شد

ده پرولين دهيدروژناز و شبيه نجداسازي ژن كد كن
ژن پرولين دهيدروژناز  :آنزيم سازي ساختار سه بعدي

-´POS-F (5توسط پرايمرهاي 

TATCATATGCTGACCTCCTCGCTCACC-3´) و 
AGGATCCAATCGGCGATGCGG -3) POS-R (5´- 

مخلوطهاي واكنش همچنانكه در بالا شرح داده . تكثير شد
آگاروز خالص  لاز روي ژ PCRمحصول . شد تهيه شدند

پلاسميد نوتركيب . كلون گرديد pET23aشد و در حامل 
 DNAيابي شد و جستجوي شباهت  توالي آنزيم حاوي ژن

 BIASTت شبكه با استفاده از خدما NCBIتوسط پايگاه 
دست آمده، ه با استفاده از توالي نوكلئوتيدي ب .گرفتانجام 

 DNASIS MAXتوالي پروتئيني آنزيم توسط برنامه 

software  (DNASIS version 2.9, Hitachi Software 

Engineering Co., Ltd., Japan).  پيش بيني گرديد و با
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   .شبيه سازي شد  Modeler version 9v9سط برنامه استفاده از توالي پروتئيني، ساختار سه بعدي تو
  

 .خصوصيات فنوتيپي و  بيو شيميايي سويه باكتري جدا شده -1جدول 
 

نتايج   خصوصيات 
 ميله اي  شكل

ميلي متر  2-1صاف، گرد، برآمده، براق با قطر    ي كلنيژمورفولو

+  Blood agar رشد بر روي محيط      
+  روي  محيط مكانكيرشد بر  

+   سانتي گراددرجه37رشد در دماي    
 سانتي گراددرجه41رشد در دماي     -
-   رنگ آميزي گرم

محلول آبكي و غير موكوئيدي درصد3تست هيدروكسيد پتاسيم  
اي مايل به قرمز قهوه توليد رنگدانه

آلكالن/ آلكالن   Triple Sugar Iron Agar (TSIA) 

+   مصرف سيترات
_   قرمز متيل       
+  Voges-Proskauer (VP)     

+      حركت
_    توليد ايندول
_   هيدوليز اوره
+  اكسيداز
+  كاتالاز       

_   توليد گاز سولفيد هيدروژن
+  آرژينين دهيدرولاز
_  )واكنش زرده تخم مرغ(لسيتيناز  
+  احياء نيترات
_  هيدروليز ژلاتين
_  Levan توليد پلي ساكاريد    
_  ليزين دكربوكسيلاز
_  اورنيتين دكربوكسيلاز
_  تريپتوفان دآميناز
_  صرف كربوهيدراتهاي مانيتول، اينوزيتول، سوربيتول،ساكاروز،

 آميگدال

+   مصرف كربوهيدراتهاي گلوكز، مليبيوز، آرابينوز
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  نتايج و بحث
پرولين دهيدروژناز و پرولين توسط آنزيمهاي -Lآمينواسيد 

. شود دلتا پيرولين دهيدروژناز به گلوتامات تبديل مي
كننده در متابوليسم پرولين،  آنزيمهاي باكتريايي شركت

الگوهاي مستعد جالب توجهي براي مطالعه ساختار و 
گيري عملكرد هومولوگهاي انساني و همچنين اندازه
ست اختصاصي پرولين پلاسما در كيتهاي تشخيصي و زي

   ).16(باشند  حسگرها مي

 آنزيمهايبا در نظر گرفتن كاربردهاي پزشكي 
كاتابوليزكننده پرولين در تشخيص نقايص مادرزادي 

در اين مطالعه تصميم به باعث شد تا  متابوليسم پرولين
هاي  از ميكروارگانيسم زيستيجداسازي اين كاتاليزورهاي 

ر محيط در جريان غربالگري اوليه د. گرددساكن خاك 
 150به عنوان تنها منبع كربن و نيتروژن، پرولين -Lحاوي 

جدا شده در تخريب  شتوانايي هر سو. سويه جدا شدند
L - تا از  20. نيز مورد آزمايش قرار گرفتپرولين

هاي جدا شده كه قادر به تخريب پرولين  ميكروارگانيسم
ظاهر . بودند توسط كروماتوگرافي لايه نازك تعيين شدند

لكه برروي ورقه كروماتوگرافي لايه نازك به عنوان  شدن
به منظور تاييد اين . عدم تخريب پرولين در نظر گرفته شد

پرولين - Lباكتريايي كه قادر به استفاده از  شهايانتخابها، سو
بودند در محيط توليد كشت داده شدند و فعاليت آنزيمي 

ه، سويه جدا شد 20در مجموع از ميان . گيري شد اندازه
آلود جدا شده  كه از خاك آب گل POS-F84 شتنها سو

در نظر پرولين - Lتخريب كننده  شبود، به عنوان سو
، آناليزهاي POS-F84 شبه منظور شناسايي سو. گرفته شد

باكتري جدا . فولوژيكي، بيوشيميايي و ژنتيكي انجام شدورم
نتايج تستهاي . اي شكل و متحرك بود شده، گرم منفي، ميله

خصوصيات . نشان داده شده است 1يمايي در جدول بيوش
شبيه به  بيوشيميايي نشان داد كه سويه جداسازي شده 

  . باشد مي سودوموناس پوتيدا

و ديگر  rDNA s 16تشخيص بيشتر توسط مقايسه توالي 
به اين منظور ابتدا . باكتريها در پايگاه بانك ژن انجام شد

تكثير شد و  PCRتوسط واكنش  s 16ريبوزومي  DNAژن 
انجام  PCRمحصول حاصل از  1شكل . توالي يابي گرديد

را نشان مي دهد كه طول  s 16شده بر روي ريبوزومي 
 DNAتوالي ژن   . جفت باز تخمين زده شد 1500محصول 

درصد  98و  99داراي  POS-F84سويه  s 16ريبوزومي 
و  سودوموناس پوتيداشباهت به ترتيب با تواليهاي 

اندازي متعدد تواليها و  روي هم. بود س انتموفيلاسودومونا
آناليز فيلوژنتيكي نشان داد كه سوش جدا شده به 

  ).2شكل(تر بود  نزديك سودوموناس انتموفيلا

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
انجام شده  PCRدرصد از  1تصوير الكتروفورز ژل آگاروز  -1شكل 

 RNAژن    :kb 1 .1ماركر .  s16ريبوزومي  RNAبر روي ژن 
  .)bp1500 (شده  s16  PCRريبوزومي 

سودوموناس  ليكن، با درنظرگرفتن ارتباط نزديك بين
 درصد از ژنهاي 2/70( سودوموناس انتموفيلاو  پوتيدا

سودوموناس  ژنوم باداراي شباهت  سودوموناس انتموفيلا

 

 

1ماركر              
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  . )17( في باشدكا ش مورد نظرتشخيص دقيق سوتوانست براي  درصدي نمي 1اين تفاوت  ،)هستند پوتيدا
 P. syringae 1448A (NC 005773.3)

 P. syringae B728a (NC 007005.3)

 P. syringae DC3000 (NC 04578.1)

 P. fluorescens SBW25 (NC 012660.1)

 P. fluorescens Pf-5 (NC 004129.63)

 P. entomophila L48 (NC 008027.1)

 Strain POS-F84

 P. stutzeri (NC 009434.1)

 P. mendocina (NC 009439.1)

 P. aeruginosa PAO1 (NC 012516.2)

 P. aeruginosa UCBPP-PA14 (NC 008463.1)

 P. aeruginosa PA7 (NC 009656.1)

 P. aeruginosa LESB58 (NC 011770.1)

100

64

83

100

88 88

99

100

67

0.01  
درخت فيلوژنتيكي . سوش جدا شده و باكتريهاي خانواده سودوموناس ها s16ريبوزومي  RNA درخت فيلوژنتيكي ترسيم شده از ژن  -2شكل 

 .رسم شد MEGAافزار  و با استفاده از نرم Neighbor joiningتوسط روش 
 P. putida GB-1 (NC 010322.1)

 P. entomophila L48 (NC 008027.1)

 P. putida W619 (NC 010501.1)

 Strain POS-F84

 P. putida KT2440 (NC 002947.3)

 P. putida F1 (NC 009512.1)

 P. fluorescens SBW25 (NC 012660.1)

 P. fluorescens Pf-5 (NC 004129.63)

 P. syringae B728a (NC 007005.3)

 P. syringae DC3000 (NC 04578.1)

 P. syringae 1448A (NC 005773.3)

 P. mendocina (NC 009439.1)

 P. stutzeri (NC 009434.1)

 P. aeruginosa PAO1 (NC 012516.2)

 P. aeruginosa UCBPP-PA14 (NC 008463.1)

 P. aeruginosa PA7 (NC 009656.1)

 P. aeruginosa LESB58 (NC 011770.1)56

69

100

71

67

100

79

99

97

100

91

61
100

0.01  
درخت فيلوژنتيكي توسط روش . ده و باكتريهاي خانواده سودوموناس هاسوش جدا ش ITSدرخت فيلوژنتيكي ترسيم شده از ژن  -3شكل 

Neighbor joining افزار  و با استفاده از نرمMEGA رسم شد. 
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  .پرولين-Lبرك ترسيم شده براي پرولين دهيدروژناز در حضور سوبستراي  -تمودار لينويور -4شكل 

به  rRNA s 16در تواليهاي ژن  در حقيقت، تنوع ناكافي
هاي نزديك به هم  منظور تمايز گذاشتن در ميان ارگانيسم

از اين ). 18(اي وجود دارد  خصوصاً در سطوح بين گونه
تواند به دليل  مي ITSرو پيشنهاد شده است كه ناحيه 

در . تفاوت زيادتر در طول و توالي، بر اين مشكل غلبه كند
يك ابزار قدرتمند  ITSمورفيسم حقيقت، استفاده از پلي 
به اين دلايل، در اين تحقيق به  .در آناليز فيلوژنتيكي است

 ITS، ناحيه POS-F84منظور تمايز دقيق سويه جدا شده 
 BLASTتوسط برنامه  ITSنوكلئوتيد . يابي گرديد توالي

 ITSدرصد شباهت با  94و  97آناليز شد و به ترتيب 
 سودوموناس انتموفيلاو  سودوموناس پوتيداهاي  سويه

براساس درخت فيلوژنتيكي ترسيم شده براي . نشان داد
-POS شنتيجه گيري شد كه سو ).3شكل(  ITSتواليهاي 

F84 بنابراين، اين . بودسودوموناس پوتيدا  بيشتر شبيه به
 سودوموناس پوتيداجديدي از  بيوتايپ سويه به عنوان

و  منتن-يليسثابت ميكائ پارامترهاي .تشخيص داده شد
 براي آنزيم پرولين دهيدروژناز در زيممكسرعت ما

 11/0ميلي مولار و  12/0به ترتيب  سودوموناس پوتيدا
مودار ن 4شكل . اندازه گيري شدندميلي مولار بر دقيقه 

- شده براي آنزيم مذكور را نشان ميك ترسيم رب - لينويور

ه شدپرولين دهيدروژناز جدا  منتن-ثابت ميكائيليس. هد
 نظير ديگر باكتريايي هاينسبت به آنزيم مشابه در سويه

 سالمونلا تيفوموريم ،)4( سودوموناس آئروجينوزا
)Salmonella  typhimurium( )5( شيا كليياشر و )7( 

كه اين خصوصيت از ويژگيهاي قابل توجه  پايين تر بود
جهت مطالعات  .آنزيم جدا شده محسوب مي شد

آنزيم، ساختار سه بعدي توسط بيوانفورماتيكي بر روي 
تصوير ساختار  5شكل . شبيه سازي شد  Modelerبرنامه 

  نواري نمايشدر دو را  سه بعدي پرولين دهيدروژناز
(Ribbon) و كره اي (Sphere) ساختار . نشان مي دهد
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اي با آنزيمهاي سازي شده شباهت قابل ملاحظهشبيه
و  وجينوزاسودوموناس آئرخانواده سودوموناسها نظير 

آناليز جايگاه  .)20و19( داشت سودوموناس فلورسانس
 تيروزين، ليزين و آسپارژين فعال نشان داد كه دنباله هاي

در اتصال به كوفاكتور و واكنش كاتاليتيكي دخالت دارند 
كه اين دنباله هاي آمينواسيدي در پرولين دهيدروژنازهاي 

   .مي باشندسودوموناسها حفاظت شده 

 

 
  .نمايش كره اي) نمايش نواري، ب) الف. ساختار سه بعدي پيش بيني شده براي پرولين دهيدروژناز -5شكل 

اين ويژگي نيز از دلايل ديگر قرار داشتن آنزيم جداسازي 
در  .بودشده در گروه پرولين دهيدروژنازهاي سودوموناسها 

توليدكننده آنزيم  سودوموناس پوتيدا ش، يك سومجموع
در جريان مطالعات غربالگري بر روي  دهيدروژنازپرولين 

 )الف(

 )ب(
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روشهاي  با استفاده ازو سازي شد جدا نمونه هاي خاك
اين  .گرديد بيوشيميايي و مولكولي شناسايي و تعيين هويت

 شتحقيق، اولين گزارش از جداسازي يك سو

توانايي توليد پرولين دهيدروژناز  واجد سودوموناس پوتيدا
  . است

 منابع

جداسازي، غربالگري و . 1387. و اميدي نيا، ا. محمدي، حشهباز  -1
تعيين خصوصيات آنزيمي ميكروارگانيسمهاي توليد كننده 

مجله زيست . هاي خاك ايرانآمينواسيد دهيدروژنازها از نمونه
  . 94-104، ص  1، شماره 21جلد . شناسي ايران

، .د، م، ابراهيمي را.، شهباز محمدي، ح.، اميدي نيا، ا.مشايخي، ف -2
تخليص و بازيافت . 1389. و گره گوريان، آ. حسين خاني، س

. هاي دوفازي آبيآلكالين پروتئاز مقاوم به حرارت در سامانه
  . 367-376، ص 3، شماره 23جلد . مجله زيست شناسي ايران

3- Asano Y., Tanetani M. 1998.Thermostable 
phenylalanine dehydrogenase from a  
mesophilic Microbacterium strain DM86-1. 
Arch. Microbiol. 169, 220-224. 

4- Baban B.A., Vinod M.P., Tanner J.J., Becker 
D.F. 2004. Probing a hydrogen bond pair and 
the FAD redox properties in the proline 
dehydrogenase domain of Escherichia coli 
PutA. Biochem. Biophys. Acta .1701, 49–59. 

5- Baron E.J., Finegold S.M. 1990. Bailey and 
Scotts's diagnostic microbiology, 8th Ed.The C 
.V.  Mosby Company, ST. Louis. Baltimore. 
Philadelphia. Toronto. pp. 363-407.  

6- Bodilis J., Calbrix R., Guerillon J., Merieau A., 
Pawlak B., Orange N., Barray S. 2004. 
Phylogentic relationships between 
environmental and clinical isolates of 
Pseudomonas fluorescens and related species 
deduced from 16S rRNA gene and OprF protein 
sequences. Appl. Microbiol. 27, 93-108. 

7- Hongpattarakere T., Seksun N., Suriya A. 2003. 
Isolation and screening of D-amino acidamidase 
producing bacteria from soil samples. 
Songklanakarin J. Sci. Technol. 2,255- 265. 

8- Jeng R.S., Svircev A.M., Myers A.L., Beliaeva 
L., Hunter D.M., Hubbes M. 2001. The use of 
16S and 16S-23S rDNA to easily detect and 
differentiate common gram-negative orchard 
epiphytes. Microbiol. Methods. 44, 69-77. 

9- Krieg N.R., Holt J.G. 1984. Bergey’s Manual of 
systematic Bacteriology. Vol.1. Baltimore: 
Williams and Wilkins Co.  

10- Lee Y.H., Nadaraia S., Gu D., Becker D.F. 
Tanner J.J. 2003. Structure of the proline 
dehydrogenase domain of the multifunctional 
PutA flavoprotein. Nat. Struct. Biol.10,  109-
114. 

11- Meile L., Leisinger T. 1982. Purification and 
properties of the bifunctional proline 

dehydrogenase/1-pyrroline-5-carboxylate 
dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa. 
Eur. J. Biochem. 129, 67-75.  

12- Nakagawa T., Shimada M., Mukai H., Asada K., 
Kato I., Fujino K., Sato T. 1994. Detection of 
alcohol-tolerant Hiochi bacteria by PCR. Appl. 
Environ. Microbiol. 60, 637-640. 

13- Palmer T. 2003. Enzymes: Biochemistry, 
Biotechnology and Clinical Chemistry. 
Harwood Publishing Limited, International 
Publishers, Coll House,  Weatergate,Chichester, 
Weat Sussex, England, pp. 354-355. 

14- Shahbaz Mohammadia H., Omidinia E., 
Sahebghadam Lotfi A., Saghiri R. 2007. 
Preliminary report of NAD+-dependent amino 
acid dehydrogenases producing bacteria isolated 
from soil. Iranian Biomed. J. 11, 131-135. 

15- Straub P.F., Reynolids P.H.S., Althomsons S., 
Mett V., Zhu Y., Shearer G., Kohl DH. 1996. 
Isolation, DNA sequence analysis, and 
mutagenesis of a proline dehydrogenase gene 
(putA) from Bradyhizobium japonicum. Appl. 
Environ. Microbiol. 62, 221-229. 

16- Scarpellini M., Franzetti L., Galli A. 2004. 
Development of PCR assay to identify 
Pseudomonas fluoresens and its biotype. 
Microbiol. Lett. 236, 257-260. 

17- Satomura T., Kawakami R., Sakuraba H., 
Ohshima T. 2002. Dye-linked D-proline 
dehydrogenase from hyperthermophilic 
archaeon Pyrobaculum islanddicum is a novel 
FAD-dependent amino acid dehydrogenase. J. 
Bio. Chem. 227, 12861-12867. 

18- Tamura K., Dudley J., Nei M., Kumar S. 2007. 
MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA) software version 4.0. 
Molecular Biology and Evolution .24,  1596-
1599. 



 1393، 2، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

295 

19- Vilchez S., Molina L., Ramos C., Ramos J. 2000. 
Proline metabolism by Pseudomonas putida: 
cloning, characterization, and expression of the 
put genes in the presence of rootexudates. J. 
Bacteriol. 182, 91-99. 

20- White T.A., Krishnan N., Becker D.F., Tanner 
J.J. 2007. Structure and kinetics of 
monofunctional proline dehydrogenase from 
Thermus thermophilus. J. Biol. Chem. 282, 
14316-14327.  

 

  

 

 

Phylogenic Study of Proline Dehydrogenase Producing 
Pseudomonas putida Bacterium and Bioinformatics Analysis of 

Isolated Enzyme 
Kianmehr A.S.1 and Mehdizadeh R.2 

1 Medical Biotechnology Dept., School of Advanced Medical Sciences, Tabriz University of Medical 
Sciences, Tabriz, I.R. of Iran 

2 Biology Dept., Islamic Azad University, Bandar Jask Branch, Bandar Jask, I.R. of Iran 

Abstract 
Proline dehydrogenase falvoenzyme (ProDH; EC 1.5.99.8) plays an important role in 
the biosensors and diagnostic kits for the diagnosis of proline related metabolic 
disorders. The purpose of this research was to isolate and characterize proline 
metabolizing enzymes producing microorganisms from Iranian soil samples. Isolation 
and screening of L-proline degradative enzymes from soil samples was carried out in 
three steps employing enrichment culture technique, thin layer chromatography (TLC) 
and enzyme activity assay. The isolate was characterized by biochemical reactions, 16S 
rRNA gene analysis and 16S-23S rRNA Internal Transcribed Spacer (ITS) sequencing. 
Kinetic studies were performed and 3-D structure of the enzyme of interest was 
predicted through bioinformatics methods. Among the 150 soil isolates recovered from 
30 samples, only one strain displayed the highest enzyme activity toward L-proline (10 
U/ml) than others. The Km and Vmax values were calculated as 0.12 mM and 0.11 
mM/min.  The strain was characterized as a new biotype of Pseudomonas putida using 
phylogenetic analysis of 16s rRNA and 16S-23S rRNA ITS. The predicted 3-D 
structure of target enzyme also confirmed the similarity of isolated ProDH to the family 
of P. putida enzymes.  This is the first report concerning the ProDH production by a P. 
putida bacterium isolated from soil sample.  

Key words: Proline dehydrogenase (ProDH), Pseudomonas putida, Phylogentic 
Analysis 

 

  


