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 هبی نورافشبن دریبی مبزنذران شنبسبیی ببکتری برای luxA بررسی مولکولی شن

 
 قوشی هحذثِ كبلحٍ  * هجتجی هحؼٌی

 ، ايشاىداًـگبُ هبصًذساى، ثبثلؼشداًـکذُ علَم، ؿٌبػی ػلَلی ٍ هَلکَلی،  گشٍُ صيؼت

 
 چکیذه
ستبثی هیٌبًغ)صيؼتی  ًَ لََ س دس هَ یاٍکٌـ( ثی سافـابى،    ثبکتشی. گشدد جَدات صًذُ هیؿیویبيی اػت کِ ػجت ًـش ًَ ّابی ًَ

اٍى سافـبى  هَجَداتتشيي  فشا . ؿاَد  ّبی ثیَؿایویبيی اػاتفبدُ های    ّب اص آصهَى ثشای ؿٌبػبيی ايي ثبکتشی. دس طجیعت ّؼتٌذًَ

لَی طى  لَک اَلی luxAثشسػی ه سافـبى هتفبٍت اػت، هی آى دس ثبکتشی  کِ ت ذ دس تـخیق ايي ثبکتشی ّبی ًَ اًَ ٌبػات  ّاب ه  ت

سافـبى ثش اػبع آصهَى ًتبيج تعییي جٌغ ثبکتشی پظٍّؾ حبضش،دس . ثبؿذ اٍکاٌؾ   ّبی ًَ ّبی ثیَؿیویبيی ٍ ًتبيج حبكل اص 

اَلی ّوچٌیي،. هقبيؼِ ؿذ luxAّبی اختلبكی  ای پلیوشاص ثب اػتفبدُ اص پشايوش صًجیشُ ِ  16S rDNA يبثی طى ًتبيج ت ّابی   جذايا

سافـبى ثشای تأيیذ ًتبيج، ثش ًَِ .سػی ؿذًَ ُ دسيبی هبصًذساى  ّبی آة ًو ثَی ج     اص ايؼاتگب اَحل جٌا آٍسی  وا  ّابی هتعاذد ػا

سافـاابى ثاابکتشی. ؿااذ ّاابی  جذاػاابصی ٍ ٍيظگاای SWB  ٍSWAّاابی کـاات اختلبكاای   ثااب اػااتفبدُ اص هحاای   ّاابی ًَ

طيکی  لََ طيکی ٍ فیضي لََ ذی جاٌغ  پغ اص گشٍُ. تعییي گشديذ آًْبهَسف سا  ّابی هختلاب ثابکتشی    ثٌ فـابى ثاش اػابع    ّابی ًَ

اَلی طى  کلئیکثب اػتخشاج . ، پشايوشّبی اختلبكی طشاحی ٍ ػٌتض ؿذluxAت اٍکاٌؾ صًجیاشُ    ثبکتشی اػیذ ًَ ای پلیواشاص   ّاب، 

جبم ؿذ luxA ٍ 16S rDNAّبی  طى اَلی طى . اً  سػان ّبی ثابکتشی، دسخات فیلاَطًی ًیاض      جذايِ 16S rDNAپغ اص تعییي ت

س  جذايِ 9تعذاد . ؿذ ّبی ثیَؿایویبيی، تعاذاد    ثش اػبع ًتبيج آصهَى. افـبى اص آة دسيبی هبصًذساى جذاػبصی ؿذثبکتشيبيی ًَ

ای پلیواشاص طى   اٍکاٌؾ صًجیاشُ   ّوچٌایي، . ثاَد هتعلق  Vibrioجذايِ ثِ جٌغ  چْبسٍ  Photobacteriumجذايِ ثِ جٌغ  پٌج

luxA ّبی  جٌغAliivibrio ،Photobacterium  ٍVibrio ی اختلبكای  ّب ثِ تشتیت ثب پشايوشluxA1 ،luxA2  ٍluxA3   جابم اً

اَلی. ؿذ ِ    ايي جذايِ دسكذ 99دٌّذُ ؿجبّت ثیؾ اص  ، ًـبىPhotobacteriumجٌغ  16S rDNA يبثی طى ًتبيج ت ًَا   ّاب ثاِ گ
P. leiognathi د اٍکاٌؾ صًجیاشُ       ًتبيج تعییي جٌغ ثش اػبع آصهَى. ثَ لَی  لَکا ای پلیواشاص ثاب    ّابی ثیَؿایویبيی ٍ ثشسػای ه

اَلی luxAّاابی اختلبكاای  شپشايواا اابثشايي. ، ثااب يکااذيگش هتبثقاات داؿاات16S rDNAياابثی طى  ٍ ًیااض ًتاابيج حبكاال اص تاا  ،ثٌ

لٍیِ جٌغ ثبکتشی هی luxAّبی اختلبكی طى  پشايوش ذ ثشای تعییي ا اًَ سافـبى ثِ کبس سٍد ت  .ّبی ًَ

 luxA، ، دسيبی هبصًذساىصيؼتی ًَستبثیّبی ًَسافـبى،  ثبکتشی: هبی کلیذی واشه

 
 مقذمه

دس هَجاَدات صًاذُ، ؿابهل     صيؼاتی  ًَستابثی   پذيذُ

فشآيٌااذ ًـااش ًااَس دس اثااش اکؼاایذ ؿااذى ػَثؼااتشا ً یااش   

ًقااؾ . لَػاایفشيي ٍ دس حرااَس آًااضين لَػاایفشاص اػاات 
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. هختلاب، هتفابٍت اػات    هَجاَدات دس  ًَستبثی صيؼتی

دس ثشخی ثشای دفبع دس ثشاثش ؿکبسچی، دس ثشخی ديگاش  

يابثی   هَجاَدات ثاشای جفات   ثشای حولِ ٍ دس ثشخای اص  

 ّوچٌایي، . (Haddock et al., 2010)گیاشد   كَست هی

لَػاایفشاص دس هَجااَدات هختلااب   -ػیؼااتن لَػاایفشيي 

آًاضين لَػایفشاص   . (Alves et al., 2011)هتفبٍت اػات  

ّب ثِ کوک اکؼایظى هَلکاَلی، هَجات اکؼایذ      ثبکتشی

ثااِ ّوااشاُ يااک   FMNH2ؿااذى لَػاایفشيي ثبکتشياابيی  

ايي ٍاکاٌؾ ػاجت   . ؿَد صًجیش ثلٌذ هی آلذئیذ آلیفبتیک

ًابًَهتش   490آثای دس طاَل هاَج حاذٍد     -ًـش ًاَس ػاجض  

ّاب   هْوای ثاشای ثابکتشی    ؿاٌبختی  ثاَم ؿَد کِ ًقاؾ   هی

ّاااب، دس اپاااشٍى  ٍل ًَسافـااابًی ثااابکتشیطى هؼااا . داسد

luxCDABE   ُ . (Bose et al., 2007)اػات   ٍاقا  ؿاذ

luxAB کٌاذ  یدالتًَی سا کذ ه کیلَ 77، آًضين لَػیفشاص .

luxA   ٍ صيشٍاحذ آلفب کبتبلیتیاکluxB     صيشٍاحاذ ثتاب ثاب

 ,Nawaz and Ahmed)کٌاذ   عولی ًبؿٌبختِ سا کذ هی

 luxAاص دٍ ثشاثااش ؿااذى طًاای    luxB ،دس ٍاقاا . (2011

ًیااض يااک کوااسلکغ اػاایذ  luxCDE. اػاات ايجاابد ؿااذُ

کٌذ کِ آلذئیذ هَسد ًیبص ثاشای   سدٍکتبص سا کذ هی چشة

 ,.Ast et al)کٌااذ  ا فااشاّن هاایٍاکااٌؾ ًَسافـاابًی س

سدٍکتاابص،  :ايااي کوااسلکغ ؿاابهل ػااِ پااشٍتئیي. (2007

ّابی ديگاش هاشتج  ثاب      پاشٍتئیي . ػٌتتبص ٍ تشاًؼفشاص اػت

ّبی خبف ثبکتشيبيی ًَسافـابى،   ًَسافـبًی تٌْب دس گًَِ

ّابی   ّبی ًَسافـابى ؿابهل جاٌغ    ثبکتشی. اًذ يبفت ؿذُ

 ،Vibrio، Aliivibrio، Shewanella :دسياااابصی ً یااااش

Photobacterium   جااٌغ خاابکضی ٍPhotorhabdus 

دس ايااااي پااااظٍّؾ،   .(Milburn, 2012)ٌذ ّؼااااتٌ

ّبی ًَسافـبى اص دسيبی هبصًذساى جذاػبصی ؿاذ   ثبکتشی

. ّبی ثیَؿیویبيی اػتفبدُ ؿاذ  ٍ ثشای ؿٌبػبيی، اص آصهَى

ثاااِ کواااک پشايوشّااابی  luxAثشسػااای هَلکاااَلی طى 

 16S rDNAالی طى اختلبكی طشاحی ؿذُ، اًجبم ٍ تَ

ّابی   ثشسػای استجابم هیابى ًتابيج آصهاَى     . ًیض تعییي ؿاذ 

اص  16S rDNAٍ تاااَالی طى  luxAثیَؿااایویبيی، طى 

 .پظٍّؾ حبضش اػتاّذاف 

 

 هب مواد و روش
 سبزی و جذاسبزی غنی

هتاشی اص ػاَاحل    30ّابی آة دسياب تاب عواق      ًوًَِ

آٍسی ٍ ثلافبكاالِ دس  جٌااَثی دسياابی هبصًااذساى جواا   

دسجاااِ  4داس ٍ تحااات دهااابی  تشيل دسةظاااشٍف اػااا

ثااشای جذاػاابصی . ثااِ آصهبيـااگبُ هٌتقاال ؿااذ ػاابًتیگشاد

  کـات  هحای  ّابی آة دس   ّبی ًَسافـبى، ًوًَِ ثبکتشی

 .ػبصی ؿذ غٌی SWB (Sea Water Broth)اختلبكی 

، دسكاذ  5/0اص هخلاَم کاشدى پستاَى      کـات  هحی ايي 

، دسكاذ  3/0، علبسُ گَؿات  دسكذ 5/0علبسُ هخوش 

لیتاش   هیلای  1هقاذاس  . تْیاِ ؿاذ   لیتش آة دسيب هیلی 100دس 

 25تلقایح ٍ دس دهابی    SWBهابي     کـات  هحی آة ثِ 

ػابعت   24پاغ اص  . گشهبگازاسی ؿاذ  دسجِ ػابًتیگشاد  

  کـاات هحاای ّاابی غٌاای ؿااذُ ثااِ  گشهبگاازاسی، ًوًَااِ

 5/1ثِ ّوشاُ  SWB  کـت هحی ؿبهل ) SWAآگبسداس 

دسجاِ   25هابی  ّاب دس د  پلیات . هٌتقال ؿاذ  ( آگبس دسكذ

دس اتاابت تبسيااک  ،ػااسغ. گشهبگاازاسی ؿااذػاابًتیگشاد 

تابصُ    کـت هحی ّبی ًَسافـبى، ثِ  کلًَیثشسػی ؿذ ٍ 

SWA   ّاب، تْیاِ    هٌتقل ؿذ تب کـت خبللای اص ثابکتشی

 .(Quinto, 2001)ؿَد 

 هب شنبسبیی جذایه

ّاابی ًَسافـاابى  ّاابی هَسفَلااَطيکی جذايااِ ٍيظگاای

پاغ اص  . ػای ؿاذ  ثشس SWAآگبسداس   کـت هحی سٍی 

 آًْاب ّب ٍ ٍاکٌؾ گاشم   آهیضی گشم، ؿکل ثبکتشی سًگ

فعبلیت کبتبلاصی ٍ اکؼیذاصی، تَلیذ اًذٍل، . هتبلعِ ؿذ
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ّاابی هخلااَم   هلااشف گلااَکض اص هؼاایش تخویااش اػاایذ  

(methyl red test)  ياااب هؼااایش تخویاااش ثَتبًاااذيَل 

(voges-proskauer test)  ّاب هتابثق    ٍ حشکت ثابکتشی

کتابة ػیؼاتوبتیک ثابکتشيَلَطی    ؿٌبػابيی   ّبی جذٍل

توابم  . (Brenner et al., 2004) گشدياذ ثِشگی، ثشسػای  

 .ّب ثب ػِ ثبس تکشاس اًجبم ؿذ آصهبيؾ

 اسیذ نوکلئیکاستخراج 

 DNAّبی جذا ؿذُ،  ثشای ثشسػی هَلکَلی ثبکتشی

ُ . اػاتخشاج ؿاذ   سٍؽ اػاتبًذاسد  طًاَهی ثاب     اثتاذا ديااَاس

آهًَیَم ثشٍهبياذ   هتیل تشی ّب ثب ّگضادػیل ػلَلی ثبکتشی

(CTAB) کلشٍفاشم : اص هحلَل فٌل ،ػسغ. هتلاؿی ؿذ :

ثااشای حاازف  ( 1:24:25ثااِ ًؼااجت  )ايضٍآهیاال الکاال  

ثااشای سػاااَة  . ّاااب اػااتفبدُ ؿااذ   ّااب ٍ قٌااذ   پااشٍتئیي 

اص هحلَل ًوکی پلی اتیلي گلیکَل ٍ ًیاض   اػیذ ًَکلئیک

ّب اص اتبًَل خابلق   ثشای ؿؼتـَ ٍ حزف ػبيش ًبخبللی

اػیذ، ثاب اػاتفبدُ    دسػتی اػتخشاج ًَکلئیک. ؿذاػتفبدُ 

آهیاضی   دسكاذ ٍ سًاگ   8/0اص الکتشٍفَسص طل آگابسٍص  

 Sambrook and)ثشسػای ؿاذ    ؿذُ ثب اتیاذيَم ثشهبياذ  

Russell, 2006). 

 و پرایمیر  luxAطراحی پرایمرهبی اختصبصیی شن  

16S rDNA. 

 luxAّبی اختلبكی، تَالی طى  ثشای طشاحی پشايوش

تْیاِ   NCBIًَسافـابى اص ثبًاک اطلاعابتی    ّابی   ثبکتشی

دسخاات دًااذسٍگشام طى  ClustalXافااضاس  ؿااذ ٍ ثااب ًااشم

luxA ػابصی   سدياب  ثِ کوک ًتبيج ّن ،ػسغ. سػن ؿذ

(alignment) افااضاس  ّااب دس ًااشم  طىClustalW ، تااَالی

كااحت تااَالی . ّاابی اختلبكاای طشاحاای ؿااذ  پشايوااش

تاَالی  . تأيیاذ ؿاذ   Gene Runner افاضاس  ًاشم  ثبّب  پشايوش

. خلاكِ ؿذُ اػت 1ّبی طشاحی ؿذُ دس جذٍل  پشايوش

ّابی   ، اص پشايواش 16S rDNAثاشای تکییاش طى   ّوچٌایي، 

 ,.Edwards et al)اػااتفبدُ ؿااذ  PA  ٍPHعوااَهی 

1989). 

 و luxAهیییبی  ای پلیمیییراز شن واکییینن زنهییییره

16S rDNA. 

ّبی ًَسافـبى جذا ؿاذُ، ثاب ػاِ گاشٍُ      طًَم ثبکتشی

اص طشيااق ( 1جااذٍل )احاای ؿااذُ پشايوااش اختلبكاای طش

  اص ػااِ ثشًبهااِ. ای پلیوااشاص ثشسػاای ؿااذ ٍاکااٌؾ صًجیااشُ

ِ    جذاگبًِ ثشای ٍاکٌؾ صًجیشُ   ای پلیواشاص، هتابثق ثشًبها

 :صيش اػتفبدُ ؿذ

ٍ ثِ هاذت  دسجِ ػبًتیگشاد  95دهبی دًبتَساػیَى اٍلیِ، 

 95چشخِ ؿبهل يک دقیقِ دهابی   35ػسغ . دقیقِ ثَد 5

ک دقیقِ دهبی اتلبل پشايوش ثؼاتِ ثاِ   ، يدسجِ ػبًتیگشاد

 72 ٍ يک دقیقِ دهبی( 1جذٍل )ًَع پشايوش اختلبكی 

ثااشای تکویاال  ،دس ًْبياات. اًجاابم ؿااذدسجااِ ػاابًتیگشاد 

 72دهبی  دقیقِ دس 5دهب ثِ هذت  DNAٍاکٌؾ ػبخت 

 .ًگِ داؿتِ ؿذدسجِ ػبًتیگشاد 

ًیض ثاشای   16S rDNAای پلیوشاص طى  ٍاکٌؾ صًجیشُ

ی جااااذا ؿااااذُ هتعلااااق ثااااِ جااااٌغ  ثاااابکتش چْاااابس

Photobacterium  ِ صياااش اًجااابم ؿاااذ    هتااابثق ثشًبهااا

(Edwards et al., 1989): 

ٍ ثاِ هاذت   دسجِ ػبًتیگشاد  95دهبی دًبتَساػیَى اٍلیِ 

چشخِ ؿابهل ياک دقیقاِ دهابی      35 ،ػسغ. دقیقِ ثَد 5

 72ٍ ياک ٍ ًاین دقیقاِ دهابی      50يک دقیقِ دهبی  ،95

ثااشای تکویاال  ،س ًْبيااتد. اًجاابم ؿااذدسجااِ ػاابًتیگشاد 

 72 دهبیدقیقِ دس  5دهب ثِ هذت  DNAٍاکٌؾ ػبخت 

دسػاتی اًجابم ٍاکاٌؾ    . ًگِ داؿتِ ؿاذ دسجِ ػبًتیگشاد 

ثااب  luxA ٍ 16S rDNAّاابی  ای پلیوااشاص طى صًجیااشُ

ی ؿذُ ثاب  آهیض سًگدسكذ  8/0الکتشٍفَسص طل آگبسٍص 

 .اتیذيَم ثشهبيذ تأيیذ ؿذ
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 ثشگـتپشايوش : Rپشايوش سفت، : F، ای پلیوشاص ؿذُ دس ٍاکٌؾ صًجیشُ اػتفبدُ luxA  ٍ16S rRNA ختلبكیهـخلبت پشايوشّبی ا -1جذٍل 

 GC دسكذ (′3→′5) تَالی پشايوش
 اتلبل پشايوشدهبی 

 (دسجِ ػبًتیگشاد)
 PCR (bp)هحلَل

luxA1-F ATGAAGTTYGGAAATATTTG 25 دسكذ 
56 767 

luxA1-R GCATTDACATAWGAGTCATACC 36 دسكذ 

luxA2-F TWGGCGTTGCWTCAGAAG 50 دسكذ 
56 394 

luxA2-R CRTTKACATCTGGGAAYTC 37 دسكذ 

luxA3-F TGTTGGTATGACTTGATGAAAG 36 دسكذ 
5/56  518 

luxA3-R GCGATACACTCTTCAGGC 56 دسكذ 

PA-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 50 دسكذ 
56 1500 

PH-R AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 60 دسكذ 

 

ای پلیواشاص،   غ اص تخلیق هحلَل ٍاکٌؾ صًجیشُپ

آلوابى   GATCتَػا  ؿاشکت    16S rDNAتاَالی طى  

 افااضاس ًااشم ثاابًتاابيج تااَالی ًَکلئَتیااذّب   . تعیاایي ؿااذ 

Chromas   ؿاااجبّت تاااَالی   . ثشسػااای ؿاااذ   هجاااذدا

ِ  16S rDNAًَکلئَتیاذّبی طى   ّابی ثبکتشيابيی    جذايا

ّاابی ثجاات ؿااذُ دس پبيگاابُ    ًَسافـاابى ثااب ػاابيش تااَالی  

 .(Kim et al., 2012)تعییي ؿذ  EzTaxon-e طلاعبتیا

 

 نتبیج

اختلبكای    کـت هحی  ثبثبکتشی ًَسافـبى  9تعذاد 

SWB  ٍSWA ًَسافـبى    ثبکتشی کلًَی. جذاػبصی ؿذ

دس ( بًَهتشًا  490طاَل هاَج   )آثای  -جذاؿذُ ثب ًَس ػاجض 

 .ؿَد هـبّذُ هی 1ؿکل 

 ّاابی ّاابی ًَسافـاابى، ٍيظگاای ثااشای ؿٌبػاابيی ثاابکتشی

هَسفَلااَطيکی ٍ فیضيَلااَطيکی اص طشيااق ثشسػاای کلااًَی،  

ّاابی ثیَؿاایویبيی هختلااب   آهیااضی گااشم ٍ آصهااَى  سًااگ

 MR-VPکبتاابلاص، اکؼاایذاص، تَلیااذ ايٌااذٍل، حشکاات ٍ    

ِ   . ثشسػی ؿذ ّابی ًَسافـابى ثاِ     هَسفَلاَطی کلاًَی جذايا

ِ  . كَست کاشم، ؿافبف، ثاشات ٍ ًاشم ثاَد      ّاب   ثشخای جذايا

ثشخای ًیاض داسای   . ًبسًجی ثَدًذّبی صسد ٍ يب  داسای سًگیضُ

ًتبيج ًـابى داد  . سًگ هتوبيل ثِ ػفیذ ثَدًذ ّبی کشم کلًَی

اص ً ش هَسفَلَطی ػلَل . هٌفی ثَدًذ ّب گشم کِ توبم جذايِ

ای ثلٌذ ٍ کَتبُ، ثشخای کاشٍی ٍ    ّب، ثِ كَست هیلِ ثبکتشی

  ٍيظگاای. ؿااکل يااب خویااذُ ثَدًااذ    ٍيجشيااَ ًیااض ثشخاای 

ّابی ًَسافـابى    طيکی ثشخی جذايِهَسفَلَطيکی ٍ فیضيَلَ

 .خلاكِ ؿذُ اػت 2جذا ؿذُ دس جذٍل 

 
جذا ؿذُ اص دسيبی  SG4کلًَی ثبکتشی ًَسافـبى جذايِ  -1ؿکل 

 آثی-ثب ًَس ػجض SWA  کـت هبصًذساى دس هحی 

ّب ًـابى   ثشسػی هَسفَلَطيکی ٍ فیضٍلَطيکی جذايِ

 پٌج جذايٍِ  Vibrioهتعلق ثِ جٌغ  چْبس جذايِداد کِ 

دسكذ فشاٍاًی . اػت Photobacteriumهتعلق ثِ جٌغ 

ّابی ؿٌبػابيی    ّبی ًَسافـبى ثاِ تفکیاک جاٌغ    ثبکتشی

 .ؿَد هـبّذُ هی 2ؿذُ دس ؿکل 
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 جذا ؿذُ اص دسيبی هبصًذساى Photobacteriumًَسافـبى هتعلق ثِ جٌغ  چْبس جذايِّبی ثیَؿیویبيی  ًتبيج آصهَى -2جذٍل 

 اکٌؾ گشمهَسفَلَطی، ٍ جذايِ ثبکتشی
 ّبی ثیَؿیویبيی آصهَى

 جٌغ احتوبلی
VP MR کبتبلاص اکؼیذاص اًذٍل حشکت 

SG4 ِای کَتبُ، گشم هٌفی هیل - + - - - + Photobacterium 

SG5 ِای، گشم هٌفی هیل - + - - + + Photobacterium 

SG8 کَکَئیذی، گشم هٌفی - + - - + + Photobacterium 

SG21 ِگشم هٌفی ای کَتبُ، هیل - - - - + + Photobacterium 

 

 
اػابع  ّبی ًَسافـبى جذا ؿذُ ثش  دسكذ فشاٍاًی ثبکتشی -2ؿکل 

 ّبی ثیَؿیویبيی ًتبيج آصهَى

 

سفَلاَطيکی ٍ  َثشای تأيیذ ًتبيج حبكل اص كفبت ه

تعیایي   16S rDNAّب، تَالی طى  فیضيَلَطيکی ثبکتشی

ّاابی  چْاابس جذايااِ اص ثاابکتشی  ،ثااِ ايااي هٌ ااَس . ؿااذ

 Photobacteriumؿٌبػاابيی ؿااذُ ثااِ عٌااَاى جااٌغ   

 16S rDNAای پلیوشاص طى  ، ٍاکٌؾ صًجیشُ(2 جذٍل)

 طى ػابختبسی  ّان ، آًْاب پغ اص تعییي تاَالی  . اًجبم ؿذ
16S rDNA ّاابی ًَسافـاابى جذاؿااذُ ثااب     ثاابکتشی

ّااابی ثجااات ؿاااذُ دس ثبًاااک اطلاعااابتی   ػااابيشتَالی

EzTaxon-e تعییي ؿذ. 

جذاياِ ًَسافـابى    چْبسکِ  ًـبى داد BLASTًتبيج 

تَالی . ٌذّؼت P. leiognathi، ػبختبسی ّندسكذ  99ثب 

 افااضاس  ًااشمثااب ّاابی هـاابثِ   ثاابکتشی 16S rDNAطى  

ClustalX  ّابی ًَسافـابى جاذا ؿاذُ،      ثِ ّوشاُ ثابکتشی

 ثااب سٍؽدسخاات فیلااَطًی آى . ػاابصی ؿااذ سديااب ّاان

neighbor joining افااضاس ًااشمب ٍ ثاا Mega5 سػاان ؿااذ .

ِ  هَقعیات  دس  P. leiognathiثااب  ّااب فیلااَطًی ايااي جذايا

 .ًـبى دادُ ؿذ 3ؿکل 

ّاابی  ، پشايوااشluxAثااشای ثشسػاای هَلکااَلی طى   

اخز  luxAثش اػبع تَالی طًی . اختلبكی طشاحی ؿذ

ّاااابی افضاس ًشمبؿااااذُ اص ثبًااااک اطلاعاااابتی ٍ ثاااا   

ًتابيج  . ثیَاًفَسهبتیک، دسخات دًاذسٍگشام سػان ؿاذ    

، luxAاثاات طى ًـاابى داد کااِ ثااش اػاابع قش   4ؿااکل 

ّاابی ًَسافـاابى دس ػااِ گااشٍُ هجااضا قااشاس       ثاابکتشی

ػابصی   سدياب  ثاِ کواک ًتابيج ّان     ،ػاسغ . گیشًذ هی

، luxA1ّااب، تااَالی جفاات پشايوشّاابی اختلبكاای   طى

luxA2  ٍluxA3 تْیِ ؿذ. 

 ُ ، ثااِ کوااک  luxAای پلیوااشاص طى  ٍاکااٌؾ صًجیااش

الکتشٍفاااَسص طل . پشايوشّااابی اختلبكااای اًجااابم ؿاااذ

 ٍ ُ  آگبسٍص هحلاَل   luxAای پلیواشاص طى   اکاٌؾ صًجیاش

 5دس ؿاااکل  A. fischeri (PTCC 1693)ثااابکتشی 

 luxA1دّاذ کاِ پشايواش     ًتبيج ًـبى هی. ؿَد هـبّذُ هی

سا ؿٌبػابيی کٌاذ ٍ    luxA Aliivibrioتَاًذ تَالی طى  هی

دس طل آگاابسٍص ( bp 750اًااذاصُ )ثبًااذ طى تکییااش ؿااذُ  

 (.5ؿکل )هـخق اػت 
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ّبی ًَسافـبى ٍ غیش ًَسافـبى اخز  ثب ػبيش ثبکتشی 16S rDNAثش اػبع تَالی طى  SG4 ،SG5 ،SG8  ٍSG21ّبی  یلَطًی جذايِساثتِ ف -3ؿکل

ِ  . neighbor joining ثب سٍؽؿذُ اص ثبًک اطلاعبتی  ًوًَاِ   1000اص  اػاتشح  ثاَت گیاشی   اعذاد رکش ؿذُ دس هحل اًـعبة ًـبًگش دسكاذ ًوًَا

 .قشاس دادُ ؿذ out groupثِ عٌَاى  Aeromonas veronii ثبکتشی. اػت
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 ثِ کوک سػن دسخت دًذسٍگشام luxAّبی ًَسافـبى ثش اػبع تَالی طى  ثٌذی ثبکتشی گشٍُ -4ؿکل 

 

 .luxA1ثاااِ کواااک پشايواااش  A. fischeriثااابکتشی  luxAالکتشٍفاااَسص طل آگااابسٍص طى  -5ؿاااکل 

 A. fischeri :3سديب ؛ Photobacterium SG4 :2سديب  ؛1kbکؾ طًی  خ  :1سديب 

 

ُ  ّوچٌیي،  luxAای پلیواشاص طى   ًتبيج ٍاکٌؾ صًجیاش

 Photobacteriumّبی ًَسافـبى هتعلق ثِ جاٌغ   جذايِ

SG4) ،SG5 ،SG8 ،SG14 ٍ (SG21  6دس ؿااااااااکل 

ّاب   ای پلیوشاص ايي جذايِ ٍاکٌؾ صًجیشُ. ؿَد هـبّذُ هی

الجتاِ ػابيش پشايوشّابی    . اًجبم ؿاذ  luxA2تَػ  پشايوش 

گااااشٍُ  luxA2ختلبكاااای، تَاًاااابيی ؿٌبػاااابيی طى ا

Photobacterium  (.6 ؿکل)سا ًذاؿتٌذ 

ای پلیوشاص ًـابى داد کاِ طى    ًتبيج ٍاکٌؾ صًجیشُ

luxA ِجااٌغ  ثااِ ّاابی هتعلااق جذايااVibrio SG1) ،

SG2 ،SG3  ٍ(SG9   ٍُتَػ  پشايوش اختلبكی گاش

Vibrio (luxA3)  ايي ًتبيج ًـبى (. 7ؿکل )تکییش ؿذ

ُ   ثابکتشی  luxAِ طى دّذ ک هی ثٌاذی ؿاذُ    ّابی گاشٍ

، فق  ثب پشايوشّابی اختلبكای آى گاشٍُ،    (4ؿکل )

 .يبثٌذ تکییش هی



 

 
 1392صهؼتبى  ّن،ّفذ ؿوبسُ ن،پٌج ػبل ثیَػیؼتوبتیک، ٍ تبکؼًََهی 102

 

 

 

 
کاؾ   خ  :1  سديب .luxA2ثِ کوک پشايوش  Photobacteriumّبی ًَسافـبى هتعلق ثِ جٌغ  جذايِ luxAالکتشٍفَسص طل آگبسٍص طى  -6 ؿکل

ثاب   SG4 ،SG5 ،SG8 ،SG14  ٍSG21ّابی   ثِ تشتیت جذايِ :17ٍ  14، 11، 8، 5ّبی  سديب ؛(بّذؿ)ٍاکٌؾ هٌفی پلیوشاص  :2سديب  ؛1Kbطًی 

 . luxA3ّب ثب پشايوش  ّوبى جذايِ :16ٍ  13، 10، 7، 4ّبی  سديب ؛luxA1ّب ثب پشايوش  ّوبى جذايِ :15ٍ  12، 9، 6، 3ّبی  سديب ؛luxA2  پشايوش
 

 
؛ 1Kbکؾ طًای   خ  :1 سديب  .luxA3ثِ کوک پشايوش  Vibrioّبی ًَسافـبى هتعلق ثِ جٌغ  ذايِج luxAالکتشٍفَسص طل آگبسٍص طى  -7ؿکل 

ّاب ثاب پشايواش     ّوبى جذايِ :11ٍ  8، 5، 2ّبی  سديب ؛luxA3ثب پشايوش  SG1 ،SG2 ،SG3  ٍSG9ّبی  ثِ تشتیت جذايِ :13ٍ  10، 7، 4ّبی  سديب

luxA1پشايوش  ّب ثب ّوبى جذايِ :12ٍ  9، 6، 3ّبی  سديب ؛luxA2. 

 

 گیری و نتیهه بحث
ثاااشداسی اص آة دسيااابی  دس اياااي پاااظٍّؾ، ًوًَاااِ

ًتابيج اياي   . ّبی هختلب اًجبم ؿذ هبصًذساى ٍ اص ايؼتگبُ

ّابی   هؼاتقین ثایي آصهاَى    یتحقیق ًـبى داد کاِ استجابط  

ثاب پشايوشّابی اختلبكای     luxAثیَؿیویبيی ٍ تکییش طى 

 16S rDNA ثی طىيب ثشای تأيیذ ثیـتش تَالی. ٍجَد داسد

ّاب اًجابم ؿاذ کاِ ًتاابيج      ثاشای چْابس جذاياِ اص ثابکتشی    

 ،ثٌاابثشايي. حبكاال اص آى ًیااض ثااب ًتاابيج ثاابلا هٌتجااق ثااَد 

، ثشای تعیایي  luxAّبی اختلبكی طى  تَاى اص ًـبًگش هی

ٍ  Nealson. ّبی ًَسافـابى اػاتفبدُ کاشد    جٌغ ثبکتشی

  ّاابی ّیجشيذيضاػاایَى طى  اص پااشٍة( 1993)ّوکاابساى 

luxA  ّاابی ًَسافـاابى اػااتفبدُ   ثااشای ؿٌبػاابيی ثاابکتشی
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 ٍ ثشخاای V. harveyiّااب،  تعااذادی اص ثاابکتشی. کشدًااذ

V. splendidus  ؿٌبػاابيی ؿااذًذ(Nealson et al., 

1993) .Yoshizawa  ًیض دٍ ثبکتشی ( 2009)ٍ ّوکبساى

پاغ  . ًَسافـبى اص خلیج ػبگبهی طاپي جذاػبصی کشدًذ

يکی ٍ هَسفَلاَطيکی  ّابی فیضيَلاَط   اص ثشسػی ٍيظگای 

گاضيي   ٍ چٌذ طى خبًِ 16S rDNAّب، تَالی طى  ثبکتشی

ًتاابيج هتبلعااِ اخیااش،  . سا تعیاایي کشدًااذ luxAٍ ًیااض طى 

سا ًـاابى داد اهااب  P. kishitaniiؿااجبّت ًضديکتااشی ثااب 

ِ  DNA-DNAاسصؽ ّیجشيذاػاایَى  ّااب ثااب   ايااي جذاياا

. ثاااَد دسكاااذ 42حاااذٍد  P. kishitaniiثااابکتشی 

ِ  تیسی ايااي جذايااِّاابی فٌااَ ٍيظگاای  ّااب ثؼاایبس ؿااجیِ ثاا

P. kishitanii  ٍP. phosphoreum      ثاَد ٍلای ثاِ دلیال

ًاابم گشفتٌااذ  P. aquimarisاختلافاابت فیضيَلااَطيکی، 

(Yoshizawa et al., 2009). Nawaz  ٍAhmed 

ّابی   ًیض ثشای اًجبم تحقیقابت خاَد، ثاب آصهاَى    ( 2011)

 ًااِ، گ16S rDNAَياابثی طى  ثیَؿاایویبيی ٍ ًیااض تااَالی

V. harveyi دس اياي هتبلعاِ حراَس    . سا ؿٌبػبيی کشدًذ

ُ     دس ثبکتشی luxاپشٍى  ای پلیواشاص   ّاب ثاب ٍاکاٌؾ صًجیاش

يابثی هحلاَل آى،    ، تعییي ؿذ ٍ ثب تَالیluxABّبی  طى

ّابی   ػابيش ثابکتشی   luxABّابی   ّب ثب طى ؿجبّت ايي طى

 .(Nawaz and Ahmed, 2011)ًَسافـبى، ثشسػی ؿذ 

ضااش ًـاابى داد کااِ ثااب کواااک     ًتاابيج تحقیااق حب  

ُ   پشايوش ای پلیواشاص طى   ّبی اختلبكی ٍ ٍاکاٌؾ صًجیاش

luxA ّبی ًَسافـبى  تَاى ثشای ؿٌبػبيی ػشي  ثبکتشی هی

 .اػتفبدُ کشد آًْبٍ تعییي جٌغ 
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Abstract 

Bioluminescence is a chemical reaction that causes light emission in the living organisms. 

Luminous bacteria are the most abundant bioluminescent organisms in natural environments. 

Biochemical tests are used for identification of luminous bacteria. However, molecular 

characterization of luxA gene could be suitable for investigation of luminescent bacteria due 

to differences in the sequences. In this study, the results of identification of luminescent 

bacteria were compared to the results of biochemical tests and PCR amplification of luxA 

using designed specific primers. In addition, thr results were confirmed by sequencing of 16S 

rDNA gene in the isolated luminescent bacteria. Samples of sea water were collected from 

several locations of southern shores of the Caspian sea. Luminous bacteria were isolated using 

specific cultures SWB and SWA. Then, morphological and physiological characterization of 

the isolates was identified. Specific primers for amplification of luxA were designed and 

synthesized after classification of luminescent bacteria according to the sequence of luxA. 

Polymerase chain reaction for luxA and 16S rDNA genes was performed after nucleic acid 

extraction of bacteria. Sequencing of 16S rDNA gene was obtained and then phylogenetic tree 

was constructed. Nine strains of luminescent bacteria were isolated from the Caspian sea. 

According to the results of biochemical tests, 5 strains belonged to the Photobacterium genus 

and 4 strains belonged to the Vibrio genus. Also, luxA PCR amplification of Aliivibrio, 

Photobacterium and Vibrio was done in order to specify primers luxA1, luxA2 and luxA3, 

respectively. In addition, BLAST subroutine of the 16S rDNA sequences revealed that the 

isolates were most similar to Photobacterium leiognathi with 99% homology. Results of 

isolates determination are according to the biochemical tests, molecular investigation of PCR 

luxA using specific primer and 16S rDNA analyses was correspondent. Therefore, the specific 

primer of luxA could be used for preliminary determination of luminescent bacteria. 
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