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 باكتروئيدي و -اشرشياكولي  pGFK114.1كلونينگ ژن آلفا آميلاز در وكتور انتقالي 

جهت امكان استفاده از آن  Escherichia coli كانژوگاسيون بين سويه هاي مختلف انجام
  در محيط گوارشي نشخواركنندگان

  3و حشمت اله رحيميان 2، قدرت اله رحيمي 2، حشمت اله عقبي طلب*1فاطمه مراديان
  گروه علوم پايهدانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري،  مازندران، 1

  مازندران، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري، دانشكده علوم دام و شيلات، گروه علوم دامي 2
  مازندران، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري، دانشكده علوم زراعي، گروه گياه پزشكي 3

  8/8/91 :تاريخ پذيرش    7/6/90 :خ دريافتتاري

  چكيده

 اكتريهاي شكمبه اي را با توانايي توليدتغييرات ژنتيكي ب ،سيستم انتقال ژننوتركيب و DNAتكنولوژي پيشرفتهاي اخير در
ضمن كاهش معايب افزودنيهاي  مي تواند تكنولوژياين  . ممكن ساخته استدر صنعت دامپروري  آنزيمهاي هيدروليز كننده

اراي د يند ترانسفورماسيون باكتريهاي سيستم گوارشيآفر كه از آنجايي .دوشدر شكمبه  افزايش بازدهي مواد مغذيث باعآنزيمي 
در بيشتر تحقيقات صورت . ه باشدثر انتقال ژن در شكمبؤيكي از روشهاي ممي تواند  كانژوگاسيون  بازدهي پاييني مي باشد 

كه يك باكتري بي هوازي اختياري است و مي تواند در شرايط بي هوازي شكمبه  گرفته از باكتري اشرشيا كولي بهره مي گيرند
 كلون شده بود با تكثير در واكنش زنجيره اي پليمراز pET28aپيش از اين در وكتور  كه ژن آلفا آميلاز در اين تحقيق. رشد نمايد

 . گرديد ترانسفورم DH5α  Escherichia coliي درون سويه اي از باكتر وساب كلون شد   pGFK114.1در وكتور انتقالي 
 TG1كه در سويه  pRK231با كمك وكتور انتقالي  يه ديگري از باكتري اشرشياكوليعمل كانژوگاسيون بين سو سپس

Escherichia coli به اين ترتيب باكتري اشرشيا كولي حاوي وكتور انتقال يافته از طريق  .صورت گرفت ،ترانسفورم شده بود
باشد كه در محيط شكمبه هم طبق گزارشات موجود به  بيانگر انتقال موفق مواد ژنتيكي توسط اين روش مي ،يونكانژوگاس

  .راحتي قابل انجام مي باشد

  وكتور انتقالي،  وكتور كمكي و ترانسفورماسيون ،نوتركيب، كانژوگاسيون، كلونينگ  DNA: كليدي واژه هاي

  moradi_f@yahoo.com :، پست الكترونيكي 011-33687655: لفننويسنده مسئول، ت* 

  مقدمه
يكي از برنامه هاي اصلاح نژاد ايجاد جانوران ترانس ژنيك 

استفاده  ه دنبال رسيدن به اهدافي از جمله؛ است كه ب
بهبود  ،افزايش سرعت رشد ،افزون تر از مواد غذايي
تركيبات شير و مقاومت در برابر  بخشيدن كيفيت لاشه و

جهت رسيدن به اهداف فوق انتقال ژن  .بيماريها مي باشد
روش مفيدي براي ايجاد تغييرات مورد نظر در حيوانات 

ريق مواد اهلي است كه اين تغييرات مي تواند مستقيم از ط

دستكاري ژنتيكي اكوسيستم  غذايي مصرفي ترا ريخته يا
در اين راستا استفاده از .)24 و 8( شكمبه اي صورت گيرد

ي تغيير يافته ژنتيكي در شكمبه ممكن باكتريهاسيستم 
 است بهتر از انتقال مستقيم در ژنوم حيوانات عمل كند كه

اكوسيستم . با مشكلات خاص خود همراه است البته
شكمبه منابع آنزيمهايي است كه جهت متابوليسم مواد 

مبه قادر به توليد ميكروبهاي شك .غذايي نقش مهمي دارد
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در مقياسي كه بتواند از همه مواد خوراكي مصرفي  آنزيمها
استفاده كامل نمايند نبوده و لذا توليد كنندگان آنها را به 

كاربرد  كه جيره غذايي دام مي افزايند صورت مكمل به
زمان طولاني  ،به عنوان مكمل به علت قيمت بالا آنزيمها

نيمه عمر كوتاه و  ،داريمشكلات نگه ،براي توليد آنها
اده استف ،احتمال غير فعال شدن سريع در سيستم گوارشي

بنابراين با  ).18و  9، 3، 1( از آنها را محدود كرده است
ي هيدروليز آنزيمهاوارد كردن ژن با كلونينگ و  استفاده از

كننده ميزان توليد آنها را در محيط دستگاه گوارش افزايش 
يي است كه به صورت آنزيمهااز آميلاز يكي  .مي دهند

. مكمل به جيره غذايي نشخواركنندگان افزوده مي شود
 20000تا  2000امروزه اين آنزيم در مقادير زياد حدود 

آنزيم اين . واحد در روز به غذاي دام افزوده مي شود
بر  آنزيمهايت برابري نسبت به ساير هيدروليز كننده از اهم

ي در متابوليسم دارد از خوردار است و سودمندي زياد
كاهش  ،افزايش وزن ،جمله بهبود بهره وري از مواد غذايي

 .)22 و 12(حجم مدفوع و نيتروژن دفع شده مي باشند
كه هضم نشاسته شكمبه اي  هدمطالعات گذشته نشان دا

گندم و  ،كامل نيست به خصوص در گاو هايي كه با ذرت
اين مقدمه اي  ساير دانه هاي نشاسته اي تغذيه مي شوند و

 ز مي باشدجهت توليد بيشتر آميلا باكتريها براي مهندسي
ي باكتريهابراي دستيابي به اين هدف ايزوله كردن  )11(

 ييمستلزم هزينه هاي بالا ،جهت مهندسي ژنتيك شكمبه
سيستمهاي انتقال ژن نقش  ن راستا استفاده ازكه دراي است

پلاسميد بين سويه  انتقال كه از آنجايي). 18(ي دارد ترثرؤم
به  باكتريهاو  )20(هاي مختلف در شكمبه ثابت شده

صورت طبيعي در شكمبه مواد ژنتيكي خود را بيشتر از 
اين روش  )18(ق كانژوگاسيون جا به جا مي كنندطري
مطالعه  در .حاضر بوده است گويي براي انجام تحقيقال

كلونينگ ژن آلفا آميلاز در وكتور انتقالي حاضر، 
pGFK114.1   و ترانسفورماسيون باكتروئيد  –اشر شياكولي
زيرا صورت گرفت  DH5α  Escherichia coliآن به سويه 

 راحت تر از باكتروئيد ها  Escherichia coliانتقال به 

 سفورم كردن باكتروئيد ها به آسانينو ترا  مي گيردانجام 
براي انجام كانژوگاسيون بين سويه . ردصورت نمي پذي

مختلف اشرشياكولي جهت بررسي عمل انتقال ژن به هاي 
 از ك سيستم انتقالي احتياج مي باشد بدين جهتي

 TG1ترانسفورماسيون سويه ديگري از باكتري
Escherichia coli  وكتور انتقال دهنده با  pRK321 

انژوگاسيون نشان داده نتايج حاصل از ك .استاستفاده شده 
مل ژن هدف در محيط كه گونه باكتري فاقد وكتور حا

قادر به دريافت پلاسميد مورد نظر مي  )in vitro(آزمايشگاه
باشد كه اين روش به طور طبيعي هم در محيط سيستم 

به . )23(مي تواند انجام گيرد in vivoگوارشي به صورت 
ي باكتري نوتركيب حاصل مي سلولهااز طريق اين ترتيب 

 ه منظور بيان ژنشكمبه اي را بتوان جمعيت باكتروئيدهاي 
  . هدف ترانسفورم نمود

  روشها مواد و
 باكتري ترانسفورم شده با  :و تكثير پلاسميد كشت باكتري

مايع حاوي آنتي بيوتيك  LBدر محيط  pET28a  پلاسميد
سپس استخراج  تكثير گرديد ) μ g/ml100(آمپي سيلين 

 ( پلاسميد با استفاده از كيت استخراج پلاسميد

Bioneer(هاي وكتور  .گرفت صورتpGFK114.1  و
pRK231    نادجا شوميكر از دانشگاه از طرف پروفسور

شكل ( آمريكا به صورت هديه دريافت شده است ،ايلينويز
1(.  

جهت تكثير ژن آميلاز يك  :واكنش زنجيره اي پلي مراز
-'F-NcoI: 5 آغازگر رفتجفت پرايمر 

CGCCATCAATAAAGAGCGGGCCATGGCATG

ACG-3' گر برگشتو آغاز R-SacI: 5'- 

GATGGGGAAGAGAACCGCTTAGAGCTCTTC

A-3')   حاوي توالي مربوط   5 'كه در انتهاي طراحي شدند
س اطلاعاتي كه براسا  Nco Ι  و  Sac Ι ي برشيآنزيمهابه 

 وكتور انتقالي وجود داشت، كلونينگ  از جايگاه چند گانه
 :به صورت واكنش زنجير ه اي پليمراز  .تعبيه شدند

گراد به  درجه سانتي 95واسرشته سازي اوليه در دماي 
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واسرشته سازي دوم در همين دما به مدت  ،دقيقه  5مدت 
واكنش  ،1:30به مدت  68واكنش اتصال در دماي  ،دقيقه 1

و بسط نهايي در  1:30درجه به مدت   72تكثير در دماي 
   .دقيقه صورت گرفت 10به مدت  همين درجه

  

  
اين وكتور داراي پروموتور بياني در باكتروئيدها مي باشد وهمچنين قادر به همانند سازي در اشرشياكولي .  pGFK114.1انتقالي وكتور  - 1شكل

  .باشد مي
واكنش :  pGFK114.1كلونينگ ژن در وكتور انتقالي 

ي آنزيمهابا وكتور هضم شده و ژن هضم شده اتصال بين 
 استفاده از آنزيم با درجه سانتي گراد  16در دماي برشي 

T4 DNA ligaseبه صورت شبانه) over night(  انجام
به با روش شوك گرمايي  ،بعد از واكنش اتصال. گرفت

به اين . د ترانسفورم  گردي Escherichia coliباكتري 
 30صورت كه ابتدا باكتري و وكتور را در يخ به مدت 

ي درجه سانت 42 دقيقه انكوبه مي گردد و سپس در دماي
دقيقه تحت شوك حرارتي قرار مي  2- 1به مدت گراد 

به  سپسبه يخ منتقل شده  دقيقه 5به مدت  گيرد و مجددا
 37مايع بدون آنتي بيوتيك اضافه شده و در   LBآن محيط

باكتري ترانسفورم . دوش مي قرار دادهدرجه سانتي گراد 
و آنتي بيوتيك آمپي سيلين  IPTGو  x-Galبه  محيط  شده

فيد و آبي كلنيهاي س ،ساعت كشت 24بعد از . دگردي منتقل
اوي وكتور انتقالي مي كه كلنيهاي سفيد ح هدظاهر ش

اطمينان از ورود وكتور حاوي ژن كلون جهت .  دنباش
ي سفيد و آبي صورت استخراج پلاسميد از كلني ها ،شده

همچنين واكنش . يددگر ژل آگارز مشاهده گرفت سپس با
با استفاده از پرايمر هاي طراحي شده زنجيره اي پليمراز 

  .نيز انجام گرفت ،براي تكثير ژن

 كانژوگاسيون بين سويه هاي مختلف باكتري
Escherichia coli :  براي كانژوگاسيون از روش تغيير

ي باكتريها ).19(يافته شوميكر و همكاران استفاده شد
Escherichia coli سويه  ازDH5α وكتور حاوي 

pGFK114.1   سويهوTG1  داراي وكتور pRK231 و سويه
) داراي ژن مقاوم به كلرامفنيكلBL21(DE3 ) ( بدون وكتور
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داراي آنتي بيوتيكهاي (مايع  LBدر محيط جداگانه 
درجه سانتي  37به صورت شبانه در دماي ) اختصاصي

پس از سانتريفيوژ در . ندداده شد دور رشد 244گراد با 
×g3000، سپس به هر يك از  هه شدفاز بالايي دور ريخت

آنتي تازه بدون  LBميلي ليتر محيط كشت  5رسوب ها 
در آورده شدند و  بيوتيك اضافه و به صورت سوسپانسيون

انجام  براي شستشوي كامل آنتي بيوتيكها مجدد سانتريفيوژ
   .گرفت

 

  

  

  

  

ژن آميلاز بعد از تكثير با واكنش زنجيره اي  bp  1850باند  - 2شكل
وزن ) 500bp Fermentas ,DNA ladder(ماركر 1ستون  .پليمراز

  باند ژن تكثير شده 4و3و2مولكولي، ستون هاي 
 بيوتيك آنتي بدون تازه LB ليتر محيط كشت ميلي 5 سپس

ميلي ليتر  2و از هر محيط به مقدار  به رسوبها اضافه
 3برداشته و در يك لوله كشت منتقل شدند و براي مدت 

دور در  244جه سانتي گراد با در 37ساعت در دماي 
انكوباتور قرار  گرفتند تا فرصت تماس فيزيكي و انتقال 

پس از انجام كانژوگاسيون  . مواد ژنتيكي فراهم شود
 200سانتريفيوژ صورت گرفت و رسوب باقيمانده را در 

محيط تازه به صورت معلق در آورده  LBميكرو ليتر محيط 
ي آنتي بيوتيكهاي آمپي جامد حاو LBو به محيط انتخابي 

براي  كنترل منفي  در . سيلين و كلرامفنيكل منتقل شد
حاوي وكتور  TG1مرحله كشت همزمان سه باكتري، سويه 

كه عمل انتقال وكتور كلونينگ به آن   pRK231كمكي 
  . وابسته است به محيط كانژوگاسيون اضافه نگرديد 

  نتايج
ميلاز با استفاده از تكثير ژن آ: واكنش زنجيره اي پليمراز

بر   bp1850باند . واكنش زنجيره اي پليمراز صورت گرفت
  ).2شكل (روي ژل آگارز قابل مشاهده مي باشد

  

  

  

  

  

  

استخراج پلاسميد بعد از برداشت كلنيهاي آبي و سفيد جهت  - 3شكل
 mi-1Kb)ستون اول؛  ماركر وزن مولكولي . تاييد كلونينگ ژن

DNA marker, metabion) ،  ستون دوم ؛ پلاسميد بدون ژن
حاصل از استخراج كلني آبي، ستون سوم؛ پلاسميد ) kb7,8(هدف 

  .حاصل از استخراج كلني سفيد )kb 9,68(حاوي ژن هدف 
ژن  : pGFK114.1كلونينگ ژن آميلاز در وكتور انتقالي 

ي آنزيمهاتكثير شده و ناقل پلاسميدي پس از هضم با 
. نش اتصال به هم ملحق شدنددر واك Sac Ιو  Nco Ιبرشي 

به محيط  Escherichia coli و پس از ترانسفورم در باكتري
 IPTGو  X-Gal جامد حاوي آنتي بيوتيك ،LBكشت 

كلنيهاي سفيد  حاوي وكتور  ،منتقل شد و پس از رشد
كلون شده و كلنيهاي آبي بدون وكتور بر روي پليت محيط 

نگ از هر كلني ييد كلونيأجهت ت. يت بودندؤكشت قابل ر
سفيد و آبي استخراج پلاسميد صورت گرفت و بر روي 
ژل آگارز برده شد همچنين با استفاده از پرايمر هاي 
طراحي شده براي تكثير ژن واكنش زنجيره اي پليمراز 

و نتايج حاصل از وجود ژن وارد شده در  صورت گرفت
  ).3شكل( ناقل پلاسميدي قابل مشاهده مي باشد

 kb٢  

۴        ١    ٢       ٣ 

  ١           ٢            ٣  

Kb ١٠   

 Kb٨      
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عمل  :ن بين سويه هاي مختلف باكتريكانژوگاسيو
شامل  Escherichia coli كانژوگاسيون بين سه سويه از

DH5α حاوي وكتور كلونينگ )pGFK114.1(  وTG1 
به عنوان دهنده براي انتقال  )pRK231(حاوي وكتور كمكي

مقاوم به كه به طور ژنتيكي  BL21(DE3 ( با سويه
پس از . ام گرفتبه عنوان گيرنده انجاست  كلرامفنيكول 

محيط انتخابي حاوي آنتي  در باكتريها انجام كانژوگاسيون
كلني . ندرشد داده شد بيوتيك كلرآمفنيكول و آمپي سيلين

يي است كه حاوي وكتور كلون باكتريهابيانگر رشد يافته 
با عمل كانژوگاسيون مفنيكول او ژن مقاوم به كلرشده 
سه  ر كشت توامدكانژوگاسيون  يندآفر در )4شكل( هستند

پس از تماس  ،)وكتورحاوي (باكتري، دو باكتري دهنده 
، توليد ساختار  )بدون وكتور(با باكتري گيرنده  فيزيكي

ژن ( mobسپس قسمت . پروتئيني به نام پيلي را مي نمايند
در وكتور انتقالي باعث شكافي  )مسئول حركت پلاسميد

و وكتور در وكتور كمكي شده و به اين ترتيب د OriTدر
به هم ملحق شده و انتقال به باكتري بدون وكتور 

))BL21(DE3 )(( دن اين مجموعه با قرار دا. انجام مي شود
آنتي بيوتيك، فقط   روي محيط انتخابي داراي باكتريها
مقاوم (كلونينگ وكتور   يي زنده خواهد ماند كه دارايباكتر

باكتري (و حاوي ژن مقاوم به كلرامفنيكل )به آمپي سيلين 
حاوي  BL21(DE3   (در اين آزمايش باكتري. باشد) گيرنده

اما . وكتور انتقالي، در محيط كشت انتخابي قادر به رشد بود
وجود  pRK321در كنترل منفي كه باكتري حاوي پلاسميد

  نداشت انتقالي صورت نگرفته و در نتيجه باكتري
 BL21(DE3) ر فاقد وكتورهاي مورد نظر خواهد بود كه د

محيط كشت حاوي آنتي بيوتيكها قادر به رشد نبوده و هيچ 
بدست اين نتايج با نتايج . ه استكلني باكتري مشاهده نشد

كه انتقال كانژوگاتيو  و نيكوليچ اسكات،آمده توسط فلينت 
يك پلاسميد مقاوم به آنتي بيوتيك تتراسايكلين بين دو 

يه از باكتري اشيرشيا كولي كه تحت شرايط بي هوازي سو
و  7( در محتويات شكمبه صورت گرفته بود، مطابقت دارد

15( . 

  

  

  

  

  

و شكل ب، كنترل مثبت؛ رشد   pRK231شكل الف، كنترل منفي ؛ كانژوگاسيون بدون حضور وكتور كمكي . نتيجه حاصل از كانژوگاسيون - 4شكل
   .اسيون موفقباكتري پس از  عمل كانژوگ

قابل توجه است كه چنين انتقالي اساسا در نرخ پايين تري 
در مقايسه با شرايط آزمايشگاهي كه تلاقيها در شرايط 

از  .)16و  15، 13، 7(هوازي رخ مي دهد صورت مي گيرد
و  كه باكتروئيدها هدف نهايي براي بيان ژن هستند آنجايي

از رصدي در دستگاه گوارش نشخوار كنندگان د

نيستند د كه داراي فعاليت آميلازي ونش باكتروئيدها پيدا مي
انتقالي  كه داراي وكتور  BL21(DE3 (  با تلقيح باكتري  و

يند كانژوگاسيون بين اين آاست، مي توان از آن در فر
 زيرا .با باكتروئيدهاي شكمبه اي استفاده نمود باكتريها

ين اشرشيا انتقال پذيري ب خاصيت ،وكتور انتقالي حاضر

 الف ب
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به باكتروئيد را دارد و ضمن اينكه اين ين چنهمو كولي ها 
گاه گوارش را به خوبي تحمل تواند شرايط دست باكتري مي

   .نمايد

  بحث
گزارشهاي زيادي در رابطه با كلونينگ ژن از 

رامبك . )20و 7(وجود دارد اي  هاي شكمبه گانيسمرميكروا
ت در سال و وايت هد و كو 1991و همكاران در سال 

ژنهاي آميلاز را به ترتيب از گونه هاي بوتيريو  1993
 اشرشياكوليفيبروسولونس و استرپتوكوكوس بوويس در 

كلارك، ژن آلفا آميلاز  1995در سال ). 14 و 4(بيان كردند 
را از باكتري استرپتوكوكوس بوويس در بوتيريو 

گزارش 1997فيبروسولونس بيان كرد و سلينگر در سال 
از كلونينگ و بيان ژن آميلاز و ژنهاي هضم كننده  ديگري

 2( كردند از استرپتوكوكوس بوويس اعلان ديواره سلولي را
ژن فلورو محققان استراليايي توانستند با انتقال  .)17 و

 از يك باكتري خاكزي ايزوله شده  استات دي هيدروژناز كه
ابر گوسفندان را در بر، به چهار سويه از باكتري شكمبه اي

امروزه تغيير  ).10(سم فلورو استات محافظت كنند 
متابوليسم و هضم مواد غذايي مورد توجه مي باشد كه يا از 
طريق تغييرات ژنتيكي در باكتري جهت توليد آنزيم يا از 

كار  طريق افزودنيهاي آنزيمي به جيره غذايي دام اين
آنزيمها و پروبيوتيكهاي افزودني به . صورت مي گيرد

خارج از  ،اك دامهاي اهلي از جمله نشخوار كنندگانخور
. مين مي شوند كه مستلزم هزينه هاي زيادي هستندأكشور ت

از سوي ديگر به دليل نيمه عمر كوتاه  نياز به افزودن مكرر 
آنها به خوراك دام مي باشد كه هزينه هاي توليد را افزايش 

 به همين دليل جهت رفع اين نگراني و كاهش. مي دهد
ايجاد باكتري نوتركيب با قابليت توليد ،هزينه هاي توليد

آميلاز سبب سودمنديهاي زيادي در دام مي شود به 
خصوص در دامهاي پر توليد كه درصد بالايي از جيره آنها 

انتره تشكيل مي دهد كه براي افزايش بازدهي تبديل ترا كنس
 .نشاسته و جلوگيري از دفع آن ضروري به نظر مي رسد

اي و توليد شير در گاوهاي  آميلاز در تخمير شكمبه اثر
افزايش محصولات شير و ميزان   شيري هلشتاين سبب

. پروتئين و كمتر شدن نيتروژن اوره اي شير شده است
بهبود محصول شير نتيجه اثرات آنزيم بر تخمير شكمبه اي 

افزايش توليد  ،و تغيير متابوليسم بوده كه بر تركيبات شير
همچنين  . ش  درصد چربي شير اثر گذاشته استآن و كاه

به طور قابل ملا حظه اي سبب بهبود بالانس انرژي در گاو 
افزايش وزن و بهبود خصوصيات لاشه در گاو  ،هاي شيري

  . )22و  21، 12، 5( هاي گوشتي شده است

 ،باسيلوسي منشاء با در اين تحقيق از ژن آنزيم آلفا آميلاز  
ي آميلازهاي آنزيمهامشابه به  pHمنه داراي فعاليت در دا

استفاده شده اسيدي  pHو شكمبه اي و مقاوم به حرارت 
از  NCBIمقايسه اين آنزيم با ساير آميلاز ها در . است

و دمينهاي مختلف صورت گرفت  لحاظ مناطق حفظ شده
)www.ncbi.nlm.nih(. وله شده از ژن آلفا آميلاز ايز

ار در وكتور انتقالي براي اولين ب باكتري باسيلوس
pGFK114.1 كتري اشرشياكولي منتقل كلون و سپس به با

 اكثراً پژوهش انجام گرفته همانند مطالعات گذشته كه.  شد
، صورت گرفته استاشرشيا كولي  باكتري در هاكلونينگ

مورد  pGFK114.1وكتور  ). 6و23و 25(مطابقت دارد 
كه توانايي استفاده در اين تحقيق يك شاتل وكتور بوده 

همانند سازي هم در اشرشياكولي  و هم در باكتروئيدها را 
داشته و به علاوه داراي پروموتور باكتروئيدي مي باشد كه 

به ). unpublished(فقط در باكتروئيدها قابليت بيان دارد 
اين ترتيب باكتري اشرشيا كولي  حامل ژن آميلاز را مي 

كتروئيد ها در شكمبه  توان براي انجام كانژوگاسيون با با
تلقيح نمود تا ژن آميلاز در باكتروئيد هايي كه فاقد اين ژن 
هستند بيان گردد تا نياز به افزودن اين آنزيم به عنوان 
مكمل غذايي مرتفع گردد زيرا اكوسيستم شكمبه اي قادر 

از همه مواد غذايي  به توليد آنزيم در مقياسي كه بتواند
افزودن همچنين ) 8(د، نيستند خورده شده بهره وري گرد

آنزيم به مواد غذايي نيز با مشكلات خاص خود همراه 
 .است كه به آن اشاره شده است
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Cloning of amylase gene in E.coli-Bacteroides shuttle vector 
pGFK114.1 and conjugation between Escherichia  coli strains for 

possible its application in rumen digestive system. 
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Abstract 

Recently progress in recombinant DNA technology and gene transfer system, genetic 
modifying of ruminal bacteria with ability of hydrolytic enzyme production  has been 
possible in livestock industry. Resulting this technology, reduction of disadvantages of 
enzyme supplements as well as increase of nutrient flow in rumen. Since transformation 
in rumen bacteria has low efficiency therefore conjugation can be effective for moving 
genetic elements. In more previous studies  Escherichia coli as a facultative anaerobe 
bacteria has used because could grow in rumen. The present  study, an amylase gene 
previously cloned in pET28a and amplified by polymerase chain reaction then 
subcloned in shuttle vector pGFK114.1 following transformed in Escherichia coli 
DH5α. Conjugation was performed between two Escherichia coli DH5α and TG1 
donors containing pGFK114.1 and pRK231 helper plasmid respectively and one 
recipient Escherichia coli BL21 (DE3). We  have successfully transformed cloned  
amylase gene to recipient bacteria such rumen environment as reported before. 

Key words: Recombinant DNA, Conjugation, Cloning, Shuttle vector, Helper vector 
and Transformation. 

 

 


