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ABSTRACT 
The present investigation aims to study the impact of some genetic 

treatments (using mutation by EMS and protoplast fusion) on the probiotic activities 
of Saccharomyces boulardii yeast strain. As well as S. boulardii whole cells were 
transformed using yeast recombinant plasmid (pRSH-Ins) and enzymatic 
amplification of genetic material using PCR technique.  Most experiments of this 
investigation were conducted in microbial genetics laboratory National Research 
Center. While some experiments were carried out in the microbial genetic 
laboratory, Genetics Department, Faculty of Agriculture, Cairo University, Giza, 
Egypt. The present study was conducted during 2004- 2009.  
        Saccharomyces boulardii was used to examine the changes in different points; 
the ability to tolrate bile salts, bioaccumulation of zinc, selenium, antimicrobial 
activity and the productivity of vitamine B6, and some important character such as 
insulin production ; following EMS as chemical mutagenic agent, protoplast fusion 
and transformation as a genetic engineering method . Induction of mutation in S. 
boulardii was carried out by (1.17 g/ml) to take 0.250, 0.500, and 1000 µl ml-1 
results revealed that the survival percentages was decreased by increasing the doses 
of the amount of EMS where as the survival percentage was 7.9% at exposure dose 
1000 µl /ml-1. eight mutants were isolated as auxotrophes and their nutritional 
requirements were determined. S. boulardii and their resulted mutants were tested 
for 5% bile salts tolerance, and selection of high zinc yeast The results showed that 
mutants S.b M7 tolerated 5% bile salt and mutants S.b M6 is a highly zinc yeast. 
S.b M8 highly selenium bioaccmulation, S.b M7 is a highly antimicrobial activity 
biotherapeutic yeast S.boulardii strains by interspecific protoplasts fusion(3.54%) . 
Protein banding patterns SDS PAGE from w.t and their mutant show specific band 
of the different EMS treatment  and fusant may be referring to the occurred chane of 
different character of the S.boulardii. Genetic construction of new strains using 
yeast recombinant plasmid (pRSH-Ins) and enzymatic amplification of genetic 
material using PCR technique was used in the present work to detect the human 
pro-insulin gene corresponding sequence in the newly S. boulardii cells. Four 
successive amplifications were obtained using the primer set (P1). When the 
amplified products were run on 1 % agarose gel electrophoresis at ~264bp. 

Key words: Mutation, EMS, S.boulardii, protoplast fusion, protein 
fingerprinting, Bile salt, Zinc, Selenium,  Antimicrobial activity,Vitamin B6, 
Transformation, Proinsulin gene. 
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  ماجستيرال  :الدرجة                                            رشا جمعه سعيد سالم   :اسم الطالب
  Saccharomyces boulardii دراسات وراثية على خميرة البروبيوتيك  :عنوان الرسالة

  احمد نجيب السيد شرف  :دكتور :   المشرفون 
                       سمير مصطفى محمد  :دكتور                 
   نيفين عبد الرحمن ابو سريع  : رةدكتو                 

  
  :    /    /ريخ منح الدرجةتا                                                          وراثهال: قسم

  المستخلص العربي
يھدف ھذا البحث إلي دراسة تأثير بعض المعاملات الѧو راثيѧة علѧي كفѧاءة خميѧرة    

Saccharomyces boulardii   لفوناتѧان سѧل ميثѧتخدام الايثايѧوي باسѧداعم حيѧك
راثي لجѧѧين الѧѧو النقѧѧل كمطفѧѧر كميѧѧائي وتقنيѧѧة الѧѧدمج الخلѧѧوي البرتوبلاسѧѧتي وكѧѧذلك

المحتѧѧوي علѧѧي الجѧѧين المسѧѧئول عѧѧن ) PRSH-Ins(الأنسѧѧولين باسѧѧتخدام بلازميѧѧد 
تأكѧد مѧن للإنتاج الأنسولين واستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل والبادئات المتخصصѧة 

معمѧѧل  جريѧѧت ھѧѧذة الدراسѧѧة فѧѧىأو لھѧѧذا الغѧѧرض ، S.boulardiiدخѧѧول الجѧѧين فѧѧي 
بقسѧم  الدقيقѧة بحѧوث و معمѧل وراثѧة الكائنѧاتلمركز القѧومي للراثة الميكروبيѧة بѧاالو

  .٢٠٠٩-٢٠٠٤الجيزةخلال الفترة -جامعة القاھرة -كلية الزراعةبالوراثة 
لدراسѧه العديѧد مѧن  Saccharomyces boulardii إسѧتخدمت خميѧرة البروبيوتيѧك      

ع اكبѧر تجميѧ، مثل القدرة على تحمل التركيزات العالية من املاح الصѧفراء، النقاط المختلفة
صفة التضѧاد الميكروبѧات الممرضѧه وإنتاجيتھѧا مѧن ،قدر ممكن من املاح الزنك و السلنيوم

بجانب بعض الصفات الاخرى الھامة مثل إنتاج الأنسولين عن طريق إستخدام B6 فيتامين 
وقد .  الدمج الخلوى البروتوبلاستى والنقل الوراثى، الآيثايل ميثان سلفونات كمطفر كميائى

 Saccharomyces تѧم اسѧتحداث طفѧرات فѧى  خميѧرة البروبيوتيѧك : نتѧائج مѧايلىاثبѧت ال
boulardii  لفوناتѧѧان سѧѧل ميثѧѧن  الآيثايѧѧه مѧѧزات مختلفѧѧتخدام تركيѧѧم١.١٧باسѧѧث /جѧѧم حيѧѧم

مم وقد اثبѧت النتѧائج بزيѧادة تركيѧز المطفѧر يقѧل /ميكروليتر ١٠٠٠، ٥٠٠، ٢٥٠أستخدمت 
تحملѧت   S.b M7  ريفھѧا ووجѧد ان الطفѧرة طفѧرات و تع ٨وقѧد تѧم عѧزل ، معѧدل الآعاشѧه

اعطت اعلى معدل من الزنѧك العضѧوى داخѧل  S.b M6الطفرة ، من املاح الصفراء % ٥
 ،أعلѧي معѧدل مѧن السѧلنيوم العضѧوي مقارنѧة بالسѧلالة البريѧة   S.b M8 الطفѧرة، الخلايѧا 
وتѧو اعلѧي نشѧاط تضѧاد ميكروبѧي وعѧن طريѧق الѧدمج الخلѧوي البر  S.b M7    الطفѧرة

 B6لانتѧѧѧѧѧاج مѧѧѧѧѧن فيتѧѧѧѧѧامين اأمكѧѧѧѧѧن الحصѧѧѧѧѧول علѧѧѧѧѧي سѧѧѧѧѧلالة عاليѧѧѧѧѧة %) ٣.٤٥(بلاسѧѧѧѧѧتي 
وعѧѧن طريѧѧق اسѧѧتخدام البѧѧروتين تѧѧم اختبѧѧار السѧѧلالات باسѧѧتخدام جيѧѧل  )جѧѧم /ملجѧѧم١.٨٩(

ألاكريلمليد و  مقارنتھا بالسلالة البرية في حالة الطفرات وبالابѧاء الاصѧلية فѧي حالѧة الѧدمج 
ضحة وھѧذا يؤكѧد ان كѧل سѧلالة لھѧا بصѧمة وراثيѧة مختلفѧة الخلوي وقد ظھرت اختلافات وا

واجريѧѧت عمليѧѧة النقѧѧل الѧѧوراثي باسѧѧتخدام ،عѧѧن الابѧѧاء بѧѧرغم وجѧѧود درجѧѧات قرابѧѧة متفارقѧѧة 
  PCRالانسѧѧولين وتѧѧم اختبارھѧѧا باسѧѧتخدام جѧѧينالمحتѧѧوي علѧѧي   PRSH-Insالبلازميѧѧد 

وجود اربعة سلالات جديѧدة دئات المتخصصة للتاكد من وجود الجين وقد اثبتت النتائج اوالب
   .تقريبا    bp ٢٦٤تحتوي علي الجين 

 ،الخلѧѧѧوى الѧѧѧدمج ، S.boulardii،الايثايѧѧѧل ميثѧѧѧان سѧѧѧلفونات ،الطفѧѧѧرات :الدالѧѧѧةالكلمѧѧѧات 
، النقѧل B6فيتѧامين  ،النشѧاط الميكروبѧي ،السلنيوم ،الزنك ،بصمة البروتين ،البروتوبلاستي

  .جين الانسولين ،الوراثي
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 Abstract ) ( مستخلص الرسالة  – ٥

  أسطر ٧بشرط ألا يزيد عن : باللغة العربية  ١ – ٥
  
، النشــاط  الــدمج الخلــوى  ، S.boulardiiالطفــرات، الايثايــل ميثــان ســلفونات، :الكلمــات الدالــة ( 

      .، النقل الوراثي، جين الانسولينB6الميكروبي، فيتامين 
لدراسه العديد من النقاط مثل تحمل التركيزات العالية من املاح  S. boulardii إستخدمت خميرة 

لآيثايل ميثان باستخدام ا .إنتاج الأنسولين،  B6وإنتاج فيتامين ىصفة التضاد الميكروب ،الصفراء 
، من املاح الصفراء % ٥  S.b M7الطفرة  تحملت  ,  مم/ميكروليتر ١٠٠٠، ٥٠٠، ٢٥٠سلفونات 
S.b M6   العضوى معدل من الزنك علىاعطت،S.b M8 ، أعلي معدل من السلنيوم العضويS.b 

M7فيتامين سلالة عالية الانتاج من  ناوجد %)٣.٤٥(الدمج الخلوي  باستخدام ،اعلي نشاط ميكروبي
B6 )النقل الوراثي باستخدام البلازميد  ىواجر   )جم/ملجم١.٨٩PRSH-Ins   المحتوي علي جين

 .تقريبا   bp ٢٦٤ عند دئات المتخصصة اثبتت النتائج وجود الجيناوالب  PCRالانسولين و باستخدام



  

  أسطر ٧بشرط ألا يزيد عن : باللغة الأجنبية  ٢ – ٥

  
(Key Words: Mutation, EMS, S.boulardii, protoplast fusion, Bile salt,  

Antimicrobial activity,Vitamin B6, Transformation, Proinsulin gene.  

    
        Saccharomyces boulardii was used to study the changes in different points; the 
ability to tolerate bile salts, antimicrobial activity , the productivity of vitamin B6, and 
insulin production; Induction of mutation by EMS  was carried out by 0.250, 0.500, 
and 1000 µl ml-1 results revealed that mutants S.b M7 tolerated 5% bile salt and S.b 
M6 is a highly zinc, S.b M8 highly selenium yeast, S.b M7 is a highly antimicrobial 
activity, interspecific protoplasts fusion (3.54%).Genetic construction of new strains 
by (pRSH-Ins) and PCR technique was used to detect the gene at~264bp .



  

  : أهم النتائج التطبيقية التى تم التوصل إليها – ٦
  ) زيد عن سطرين لكل منها لا ت(         

  
 ١٠٠٠،  ٥٠٠، ٢٥٠(باستخدام الإيثايل ميثان سلفونات سلفونات بتركيزاته المختلفة –1  ٦

 .طفرات ذات عوز غذائي للأحماض الأمينية والقواعد النتروجينية ٨تم عزل ) مم /ميكروليتر

 

 ١٠٠٠اسѧѧتخدام ه عنѧѧد النتѧѧائج أن نسѧѧبة الإعاشѧѧة تقѧѧل بزيѧѧادة تركيѧѧز المطفѧѧر حيѧѧث إنѧѧاثبѧѧت   2 -٦

 .% ٧.٩مم كانت نسبة الاعاشه /ميكروليتر
  

الصفراء  أملاحمن % ٥تحملھا  في S.b M7 ،تفوق بعض الطفرات قد بينت الدراسة الحالية  ٣-٦

، S.b M6,  السلالات تجميعا للزنك  أكثر)S.b M8 ، , السلالات تجميعا للسلنيوم أفضل.  
  

مقدرتھا التضادية لبعض الميكروبات  في S.b M1 S.b M7 ,تتفوق السلالابينت النتائج   ٤ -٦

 .البرى بالأبوذلك مقارنتا  E. coli,  . aeruginosa, Pالنتائج على  أفضلالممرضة وكانت 

  
البرى والطفرات على وجود بعض  الأبللبروتين المعزول من  الكھربيالتفريد أظهرت نتائج  ٥-٦

 .البرى الأبالبسيطة بين الطفرات وبعضھا وبين  ختلافاتلاا
 

 A) (وجѧѧѧѧود مجمѧѧѧѧوعتين SPSS system سѧѧѧѧتخدامابحصѧѧѧѧائى للجيѧѧѧѧل لأحليѧѧѧѧل اتال اثبѧѧѧѧت  6-6
)M1,M2,M8,W.T ( و)B (وتشمل)M3,M4,M5,M6, M7 (٧٠درجات قرابة بنسبة%.  
 

 %٣.٥٤ة الѧدمج بѧين نسѧب ,S.boulardii K. lactis  باستخدام تقنية الدمج البروتوبلاستى بين7-6 

 .الآباءضعف  DNA بعض المدمجات تحتوى على nm 260 عندوقياسھا DNAوبعزل 

  
مѧѧن  أعلѧѧىالنتѧѧائج احتѧѧواء بعѧѧض المѧѧدمجات علѧѧى كميѧѧة  أكѧѧدت   HPLC systemباسѧѧتخدام   8-6 

vitamin B6 FUS10 )باءمقارنتا بالآ) جم/ملجم ١.٨٩.  
 

دئѧات اوالب RCRوباسѧتخدام  علѧى جѧين الانسѧولين ىالمحتѧو PRSH-Ins باستخدام البلازميد  ٩ -٦

  .تقريبا  bp ٢٦٤عند % ١المتخصصة تم التأكد من وجود الجين عند التفريد علي جيل أجاروز 

  
  
  
 
 
 
 
 
 
 



  

  

  :ما هى الجهات التى يمكن أن تستفيد من هذا البحث  – ٧
  )عة سطور لكل جهة اذكر هذه الجهات مع شرح أهمية البحث لهذه الجهة بما لا يزيد عن أرب( 
  

باخـــذ الســـلالات واســـتخدامها فـــى الصـــناعات الدوائيـــة مثـــل بحيـــث تقـــوم : شـــركات الادويـــة ١ – ٧
اضــــافتها لمخــــاليط نقــــص النمــــو و النحافــــة وكــــذلك فــــى عــــلاج حــــالات الاســــهال حيــــث يوصــــى 

حيـــث لهـــا نشـــاط ميكروبـــى ضـــد العديـــد مـــن  باســـتخدامها امـــا لهـــا مـــن فوائـــد عديـــدة علـــى الصـــحة
   IgAضات وخاصة المسئولة عن الاسهال وكذلك تزيد من افراز الاجسام الناعية من نوع الممر 
لهـا مـن فوائـد  اضـافتها لـبعض منتجـات الالبـانبحيـث يمكـن : شـركات الصـناعات الغذائيـة ٢ – ٧

 B complex   حيـث انهـا غنيـة بالعديـد مـن الفيتامينـات و خاصـة مجموعـة  عديدة على الصحة
  .رورية مثل السلنيوم والزنك  وبعض الاملاح الض

  
    
  
  لا      نعم   : هل توجد علاقة قائمة بإحدى هذا الجهات  – ٨

  :فى حالة نعم اذكر هذه الجهات 
١ – ٨   
  

  :طبيعة العلاقة  هيما 
  مشروع بحثى 

  
  تعاون أكاديمى 

  
            :اذكر ما هى (     مشروع ممول من جهة ثالثة 

        لعلميةبعض التساؤلات ا(           أخرى 


