
 
 جداسازی و بررسی تکامل نژادی گونه جدید باسیلوس مولد آمیلاز، از چشمه آبگرم قینرجه

 

     
     

     
     

     
     

   
دور 

اره
شم

م، 
ده

ه 
س 

 وم
ان

ست
زم

 
89

31
 

1 

 

 

از چشمه  ،لازیلوس مولد آمیگونه جدید باس یتکامل نژاد یو بررس یجداساز

 یجان شرقینرجه آذربایآبگرم ق

 4یلفانی، روزبه 3جه پورداداشی، خد2اورتاکند ی، معصومه مهدو2یمیابراه ی، مهد1ینیسحرحس

 دهیچک

دارس د   ای هز ارردد گا ددد یزو زاغذس ا ید گل وز،، سا ا ی ، تولها هندید ش وی ، تولییع غذایدر صنا "لازهایآم"
تکامل  یو ردرس ی داساز ،ن پژوهشیند  هدف از اهادلاز یآم ۀدزنندی،مو ودات تولین ریتد مهماز  "هالوسیاس"

 یج اآ ش دقیواق ع در اس داآ آبررا ،ند هیلاز از چشمه آب گدم قیآم-م آلفایگدما دوست مولد آس، لوسیباس یسژاد
دست ه ر یهایا شد  زلندشده ا  شناخده یهاطیند ه، زشت رد محیآب گدم ق از چشمه یدیگ  پس از سموسهاست
ک ی مورفولوژ یهالاز را اسدفاده از روشیگدفدند  سموسه مولد آم قدار یلاز مورد ردرسیم آمید آس،یاز لحاظ تول ،آمده

 یDNAاز اس دردا   ل مورد سظد پ سیراس ،شد  در ادامه ییل گدم مثبت شناسایک راسیره عنواآ  یکدوسکوپیو م
م از،یمم "و  "م از،یمم ییکلی ود"ک ر ا دو روش ی لوژسیاز لح اظ ف 61S rRNAقطعه  ین توالیید و تعی، تکثیژسوم

 گدفت   قدار یمورد ردرس "پارسیموسی
ل گدم مثب ت ر ا یک راسی ،دست آمدهه ه ری، مشرص شد زه  داییایمیوشیک و ریمدفولوژ ی،هایآسال ،جیاساس سدا رد

ا ت  یستواسمن د اما ره اس دفاده از گ ایزدوز و یزد وز  ؛د اسدوسپور و مصدف گلوز،، فدوزدوز و سازارز استیتولت یقارل
 ر دهمچن ین  دس ت آم د ه ر  یداز منفیتات زاتایز و ازا یول ؛مثبت رود ین رازددیا یردا VPدات، اسدول و یتات س

ه یک س وی  ،ند  هیگدم ق لاز مثبت  داشده از چشمه آبیآمل یک را هد دو روش، سموسه راسیلوژسدیج مطالعه فیاساس سدا
از  یدی ه  دیس و ،ن مطالع هی ا   دراس ت( Bacillus subtilisد از گوسه راس یلوس س وردیلیس  یل گدم مثبت  دیراس

 لاز را دارد یم آمید آس،یتول ییشد زه تواسا یند ه  داسازیت از چشمه آب گدم قیرا موفقباسیلوس سوبتیلیس 
  راسیلوس سوردیلیس ند ه،ی،  قیتکامل سژاد ،، آمیلاز61S rRNA: لیدیک واژگان

                                                      

 د اسلامي، واحد ورامین   پیشوا   گدوه ژسدیک، داسشکده علوم زیادی، داسشگاه آزا2و  6

   726-41022763تلفن:  ،  ebrahimi@iauvaramin.ac.irایمیل:   Ph.Dمائول مکاتبات: دزدد مهدي ارداهیمي، * 
 پیشوا  -  گدوه ریوشیمی و ریوفی،یک، داسشکده علوم زیادی، داسشگاه آزاد اسلامي، واحد ورامین2
 پیشوا -دی، داسشگاه آزاد اسلامي، واحد ورامین  گدوه زیات شناسی، داسشکده علوم زیا4
 پیشوا -  گدوه میکدوریولوژی، داسشکده علوم زیادی، داسشگاه آزاد اسلامي، واحد ورامین3
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 مقدمه

  ام ا ؛زنن د ی، میه ا را زات ال آآ یاتی ح یه اوازنشها  این آس،یمزنند زه ید میتول ییهامیآس، ،،مو وداتیراغلب 
م یک آس ،یمولد  ،مو ودیرک ی ییهنگام شناسا مدفاوت است  مردلف، مو ودات در شده دیتول یهامیآس، مقدار

 ز ه  سرا ت آآ اس ت  یچن د مدحل ه و دورشناخت  ؛یاس تجاریمناسب در مق ۀیل آآ ره سویتبد یمطلوب ردا
م مطل وب را در یآس ، یه وحش یس و عموم ا   د زن د یتول م را تدازم راییآس، یادیز مقدارد یرا ،خوب یه صنعدیسو

 یرفع زدد زه رداآآ را  ایداد را زاهش یکیدیزاتال راد مهیرا ،حله رعددرمد ند نز ید میتول یتجار ازیس از تد د زمیمقاد
 از ،سلویز و پازیل ،لازها، پدوتئازهایط اسدفاده زدد  آمیمح یسازنهیا رهی یکیدات ژسدییتغ تواآ از یم زار نیا یادا 

ی، میدرولیهادند زه سشاسده را ه ییهامیآس، ،هالازیآم  (2و 6  هادند یتجار سظد از ارزشمند یهامین آس،یتد مهم
ع یص نا  ،یع سا ا یصنا زاغذ، دیع تولیصنا ،یاالکل از منبع سشاسده دیتول سشاسده ره گلوز،، یلیتبد عیصنا زنند 

توسط لازها یمآ-  آلفا(3-2 شوسد یمحاوب ملازها یآم ینه زاررددین زمیتد مهم ،ها هندید شویلع تویصنا و ییغذا
 سشاس ده  ار د یس ازعی،اآ م ای ه ا رداس اس ممین آس ،ی ا ش وسد  ید م ی ه ا تولقارچ ها ویرازدد از فداواسیتعداد 

 ۀددزنن یتول یه ا ین ر ازددیت د مهم شوسد  یم یرندطبقه یداری،اآ پایوم ییمحدوده دما نه،یره  pHک(،یسازاروژس
 سلویراس  ،(B. cereus)لوس س دووسیراس  ،((Bacillus subtilis سیلیلوس س وردی: راس لاز عبارتن د ازیآم-آلفا

 .B) کاایمیپل لوسی(، راس(B. coagolance لوس زوآگویسسیراس ،( B. amilolicophashins  نسیکوفاشیلولیآم

polymicsa) ،   لوسیاس   دئاروتدموف سلویراس (B. stearothermophilus)،    کوسیدیلوس زال   دولیراس B. 

caldoliticous)) کدوزوز  وسیم ماسن  د ییه  ا   نس و Micrococcus))، س  ودوموساس  Pseudomonas))، 
 تدمومنوس      پور ،((Proteus پدوتئ      وس ( ،(Escherichiaایش      یاشد ، ((Arthrobacter آرتدور      ازدد

Thermomonospora)) ایو سداشSerratia)  ) 2 سسسیالومیپست واآ یم  ،زنن دهدی مه م تول یهااز قارچ  (1و 
Paecillomyces 0  زن دید میم و زبالت تولیلاز مقاوم ره حدارت و فعال در مجاورت زلایآم-را سام ردد زه آلفا)  

 یانهیدآمیاز سظد ت دادف اس  یلوسیراس یلازهایه آمیزه را رق شد دا لوس سرئوسیباساز  یلازیآم ،2772در سال 
 یرنددر طبقه ،یمولکول یهاشدفت روشیپ را  (2  دیگدد ید معدفیلاز  دیک آمیداشت و ره عنواآ  یادیتفاوت ز

  rDNAیهایژگیت و ویماه رددات یین تغیجاد ایدر ا ی،ه اصلیاسگ رخ داده است  یدیگدات چشمیی، تغیها سیرازدد
 ییای رازدد یهان گوسهیدر ر rDNA 61Sاز مولکول  ییها تقام     (9  استمبدنی  یمولکولسنج زماآک یره عنواآ 

 یق س واحی تطب مردل ف ر ه ز ار رود  یه ا،ول هیق ای ا ه و تطبیمقا ر ه منظ ورتواس د یشده است و م  ظتفحام
 آوردیف داهم م  اس ت،ها مدف اوت گوسه از یاریرا ( را زه درV6 –V9  یسواح یاه مارقیامکاآ مقا شده، حفاظت

ن یاز رهد د یک ی،  61S rRNAژآ  یها یژه توالیو یدیگوسوزلئوتیال یسشاسگدها یدیره زارگ ،یعمل دیدگاهاز   (67 
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ر ه ن اآ یک روش قار ل اطمیاست و ره عنواآ  یکیلوژسدیات فیرد اساس خصوص ،هایرازدد ییشناسا ردایها نهیگ،
ژه ی و یا سش اسگدهای  وPCR ر د روش یبدن م یهاکیتوسط تکن ییایرازدد یهااز گوسه یاریدر را ییشناسا منظور
از  یمن ارع ر ا ارزش  یل ح اوی تدموف یه ایر ازدد ز ه  ا   از آآ(62و 66  تواسد ره زار گدفده شود یم یدیسوزلئوت

ار یت رایاهم یدر صنعت دارا ،مقاوم ره حدارت یهامیآس، یند و از طدفک مقاوم ره گدما هادیدیدرولیه یها میآس،
ر ه  ،ند  هیگ دم قآب ۀچش م ،قی ن تحقیا در ؛دسدیگیمردلف مورد اسدفاده قدار م یاهداف تجار یراشند و ردایم

 لاز یول د آم م یها یرازدد یکیلوژسدیفو  ییایمیوشیر ییشناساو  ی داساز یردا ،داآین چشمه آرگدم ایتدعنواآ گدم
از محص ویت  ،تمامی مواد شیمیایی و مولکولی در ای ن مطالع ه  قارل بزد است زه است قدار گدفده یمورد ردرس

 اسد  قدار گدفدهمورد اسدفاده Biobasic شدزت 

 لازیمولد آم یهایباکتر یاز چشمه و جداساز یبردار نمونه

 ،ند  هیچش مه ق یاسیاز سطح و از قامت م یمددیساسد 27از عمق ،لیط اسددیت شدایرا رعا ،آب از یرددارسموسه
 ’63 303و یعدض شمال ’60 423ییایت  غدافیشهد را موقع ن یغدری شهدسداآ مشگ  نوب  یلومددیز 62واقع در 

ط یمح یدست آمده روه ر یهاه از سموسهیزشت اولرا رعایت شدایط اسددیل، صورت گدفت  رلافاصله  یطول شدق
گار، سوتد یلوریاردتاسزشت  گار و یآ گار در زنار شعله و در مح ازاددزت اتیپدوآیتدنت آ ص ورت  ؛ط سدرا دهیآ

شگاه اسدقال داده ش د  یرلافاصله ره آزما ،یق حدارتیسموسه آب را اسدفاده از ظدوف عا ین، مقداریا گدفت  علاوه رد
ر ه  یشده و ص اف لددیف یآر یهاکدوآ، سموسهیم 22/7سلول، را قطداسدات  ییغشا یشگاه را اسدفاده از صافیدر آزما

 32وس ره م دت یدر ه سلا 27و  40یزشت مشاره اسدقال داده شد  هد دو سوع سموسه در دو دما یهاطیمح یرو
ن ی اس دفاده ش د  ر ه ا یسازاز روش رقت ،دست آمدهه ر یهایزلن یسازخالص ی  رداسدگدماگذاری شدساعت 

ط زشت یمح یق و سپس رویرق 67-2مقطد تا  آب ۀلیوسه ه ریاول زشت یهاطیمح یروافده یرشد  یهایمنظور زلن
  (62-64 ه گدماگذاری شدسد یط اولیزشت و طبق شدا یا صورت سفدهه ه ریاول

 لازیدکننده آمیتول یهایکلن یغربالگر

زش ت ط یمح  یرو یاصورت سقط هه آمده ردست ه ر یهایلاز، زلنیم آمیمولد آس، یهایرازدد ییره منظور شناسا
د ی ت تولیها، قارل  یساعت اسکوره شدسد  پس از رشد زلن 32مدروط ره مدت  یسشاسده زشت و در دما %6 یحاو

 هی ج اد ساحیقدار گدف ت  ا یمورد ردرس یورسازصورت غوطهه ت ریدآ محلول لوگل ره سطح پلزد اوافه لاز رایآم
ن ی د ای خواهد ر ود  در غ یدشده توسط رازددیلاز تولیه سشاسده توسط آمیدهنده تج،سشاآ ،یشفاف در اطداف زلن

  (61 زند ید میرسگ رنفش تول ،ط زشت را معدفیسشاسده مو ود در مح ،صورت
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 لازید کننده آمیتول یها یباکتر ییشناسا

کدوس کو  م ورد یلاز ر ا اس دفاده از میمولد آم  یهایاسدازه زلن و ماسند شکل، رسگ ،یکیات مورفولوژیخصوص
ن و یت گ دیمایش ی،یگدم، رسگ آم ی،یآم ماسند رسگ ،یکدوسکوپیم یها یژگین، وی  علاوه رد اندفدقدار گد یردرس

 ،،ی س ییایمیوش یات مه م ریخصوص ی  ردخ(60 شد  اسداسدارد اسجام یهاد اساس روشر ،هایتات تحدک رازدد
 Vogesددات، یز و یزد وز(، تا ت اس دول، س د از قند  گلوز،، سازارز، فدوزدوز، گایزدوید اسیت تولیماسند قارل

Proskaur-test شده توسط دفلاآ  اسداسدارد اراوه  یها اساس روش رد ؛داز و زاتایزی، ازاDeflanی( مورد ردرس 
  (62 قدار گدفت 

 ها هیجدا یمولکول ییشناسا

سموس ه  یژس وم یDNAن منظور ارددا یرداسدفاده شد   61S rDNA ی، توالیاز آسال ،ها هی دا یمولکول ییشناسا یردا
 :د اسدردا  شدیگدم مثبت را روش ز لیراس

دور در  2777رد ه و ر ا س دعت یراپندور  یها هل در لولیساعده از سموسه راس 32ط زشت یدد از محیلیلیم 2 ارددا
%  2/7 یح اوTE د د ر افد یکدولیم 177ح ذف  و  یی وژ شد  س پس محل ول رویفیقه ساسددیدق 2 قه ره مدتیدق

 2،اآ ی ( ر ه مK   mg/ml 27نازیپدوتئ و ددیکدولیم 47%( ره مقدار SDS 67 م ره رسوب اوافه شد  سپس ی،وزیل
در  ه  در یم ارر ن  ک س اعت دری م دت و د گددی مرلوط  یه خورر اوافه و یوآ سلولیدد ره سوسپاسایکدولیم

ق ه در یدق 27مویر( اوافه و ره مدت Nacl 3 دد یکدولیصد مدر ادامه، گداد قدار داده شد  یدر ه ساسد 22حدارت 
ق ه در یدق 67و  ر ه م دت ی کدوتیج اد ش ود  میدر محلول ا یحالت ارد ،هانیتا را رسوب پدوتئ داده شد خ قداری

و معادل  د مندقلیو   دیکدوتیره م ییمحلول شفاف رو گدفت و سپسقه قدار یدور در دق 6777وژ را دور یفیددساس
دور  64277اوافه شد  سپس ر ا س دعت  ها هل الکل ره لولی،وآمی(  مرلوط زلدوفدم اml2/7-0/7 ک حجم  ی را

 2/6یه اه ا ر ه لول هدروآ لول ه یDNAو RNA   یح او ییه رویما  وژشدسدیفیقه ساسددیدق 67ره مدت  ،قهیدر دق
ر ا  ها هو لول  ش دل الک ل او افه ی ،وآمیا -زلدوفدم-ک حجم مرلوط فنلی،اآ یم  دید مندقل گددی د یددیل  یلیم

 ید دیلیل یم 2/6 یه اره لوله ییع رویما مجددا   و وژ شدسدیفیقه ساسددیدق 2 قه و مدتیدور در دق 64277سدعت 
ل ید و ت ا زم اآ تش کیگداد اوافه گددیدر ه ساسد -27 ،وپدوپاسول سدد شده دریحجم ا 1/7مقدار   دیمندقل گدد
وژ یفیه ا در س اسددلوله ،پس از آآ  تکاآ داده شدسد یصورت دوراسه و ر یره آرام ها ه، سموس DNAد رسگیرسوب سف

وژ یفیق ه س اسددیدق 0 دتم ه قه ریدور در دق 64277گداد و سدعت یدر ه ساسد 3 یو در دما قدار گدفدهدار رچالی
دد یلیلیم 677د  سپسیه گددی،وپدوپاسول مو ود ره طور زامل ترلی، اDNAد رسگ یل قدص سفیپس از تشک  شدسد
ق ه یدور در دق 64277 س دعت ق ه ر ایدق 2 م دته ها اوافه و رره لوله DNA یشوو شات ره منظور % 07اتاسول
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  27 سپس  دسدیاتاق خشک گدد یقه در دمایدق 47 مدته ر ها هو سموسخار   شده  ها هاتاسول از لول  وژ شدیفیساسدد
 ر دایگ داد یدر ه ساسد -27،ریدر فد ،DNAشدآ حل  ها پس از،ه ره هدلوله اوافه شد و سموسهیوسیددآب دیکدولیم

از ی مورد س باتیتدز ودد اسجام یکدولیم 22 در حجم پلیمداز ای هوازنش زسجیدهد و فدند قدار گدرلند مدت  یسگهدار
سموس ه  مدروط ره هد ی DNA ددیکدولیم 22/6آماده شد  در ارددا،  2رد اساس  دول  پلیمداز ای هزسجیدوازنش  یردا

 هی ه تهیرلافاصله محلول پا  رچال مندقل شدیرده و ره یر پلیمداز ای هوازنش زسجیدمرصوص  یهاوبیکدوتیدر م
کلد ش دزت یاز دس دگاه تدموس ا  دی او افه گدد  DNAیح اووب ی کدوتید د از آآ ر ه هدمیکدولیم 02/24 شده و

ر ا اس دفاده از  پلیمداز ای هوازنش زسجید ،مطارق ردسامه داده شده ره دسدگاه  دیداسدفاده گددیتکث ، ره منظوراپندورف
 20F (2’- CTA CGG CTA CCT TGT TAC  و 639R (2’- GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-4’)مد ی فت پدا

GA- 4’) 64 ل اسجام شد یط  دول بیاساس شدا رد):   
           

 پلیمراز ای هواکنش زنجیر  یبرا یبات مواد مصرفیترک. 1 جدول
 

 

 

 

 

 

 

 ییغلظت نها هیغلظت پا ماده
زان مواد در یم

 μl52حجم

PCR رافد X67 X   6 μl2/2 
 mM27 mM2/2 μl2 می،ید منیزلد

 μl22/62 _ _ لیداسددیآب دورار تقط
DNTPs mM67 mM2/7 μl2/7 

 F mM6 mM6/7 μl2/2مدیپدا
 R mM6 mM6/7 μl2/2مدیپدا

Taq DNA Polymerase Unit /μl2 Unit2/2 μl22/7 
 μl 2/22 _ _ ییحجم سها
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 پلیمراز ای هواکنش زنجیر  یکلر برایبرنامه دستگاه ترموسا .2جدول
 

تعدادچرخ
 ه

 (C0درجه حرارت) زمان مرحله انجام شده

 93 قهیدق 3 هیواسدشت اول چدخه 6
 93 قهیدق 6 واسدشت 

 20 قهیدق 6 اتصال چدخه 47
 07 قهیدق 6 گاددش 

 07 قهیدق0 ییگاددش سها چدخه 6

 23 م دت یر دا ،وسیدر ه سلا 3کلددر یتدموسا ی، دماییو پس از مدحله گاددش سها ین چدخه حدارتیدرآخد

ن یهمچن   شودیم پلیمداز ای هوازنش زسجیدمحصول  یمو ب حفظ و سگهدار ،ن حالتید زه ایم گددیساعت تنظ

 م ارسال شد یوازاددیره شدزت ر ،یارییتوال یردا پلیمداز ای هوازنش زسجیدول محص

 کیلوژنتیم درخت فیترس

 NCBI BLAST Searchگ اه یدر پا Blastn،وله مورد مطالع ه، از ردسام ه یا61S rRNA ژآ  یهایتوال ییشناسا یردا

tool  ره آدرسhttp:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  61 یه ا ژآ یت وال اسدفاده ش دS rRNA یه ایزددر ا 

 یح   دازثد همر واس یر د مبن اد ی رلاس ت سوزلئوت پس از  ادجو در یلوژسیف یهایرفداسس ره زار رفده در ردرس

ه ا ین ر ازددی ه ش ده اس ت  ایارا 6-3%( را سکاسس مورد مطالعه ما اسدر اب ش دسد و در  دول 90 -% 99 

ق یتطب ای یفین مطالعه اسدراب شدسد  همددیدر ا یارییرا روش توال یکیلوژسدیف یو ردرس یمولکول یی هت شناسا

مم یم از،، یر ا اس دفاده از آس ال یل وژسی، اسج ام ش د درخت ف1مگ اتوسط سدم اف،ار  61S rRNA یها یتوال یتمام

 ده ازدرخ ت ر ا اس دفا یها هاعدبار شاخ یرسم شد  ردرس 1مگا توسط سدم اف،ار 2یموسیمم پارسیو ماز، 1هودیکلیی

ر دوآ ر ه عن واآ  strain DS21 لوس سدووسیراس صورت گدفت  cut off= 27و  6777را تکدار  Bootstrap،یآسال

  اسدفاده شد گدوه
                                                      

1 Maximum likelihood 
2 Maximom parsimoni. 
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 نتایج    

 ییایمیوشیک و بیمورفولوژ یها یبررس

ک ؛ ی هند ی دا شده از سموسه آب چشمه ق یها یلاز، در زلنید آمیتول یجه تات لوگل ره منظور ردرسیرد اساس سد

 ر ا  و ییلاز شناس اید زنن ده آم ی شکل ر ه عن واآ تول یصورت چدوک، خشک، ارده ر یظاهد یهایژگیرا و یزلن

ن ی یل گ دم مثب ت تعیصورت راسه ر ین زلنیا ؛یکدوسکو  سوریگدم و مشاهده در م ی،یآم اسدفاده از روش رسگ

ن اسدفاده شد زه یت گدیمایش ی،یآم ش رسگل  دا شده از روید اسپور توسط سموسه راسیتول یشد  ره منظور ردرس

ات مه م یخصوص  ،(  درادام ه6-ش کل مش اهده ش دسد  ش کل یضویصورت سب، رسگ و ره جه اسپورها ریدر سد

ت یقارل یشده است  در ردرساراوه  4جه آآ در  دولیفت زه سدقدار گد یل  دا شده مورد ردرسیدر راس ییایمیوشیر

 یاسدفاده از قندها ردایل مورد سظد یمشاهده شد زه سموسه راس ،ردط زشت فنل یه از محد از قند را اسدفادید اسیتول

    قادر سیاتگایزدوز و یزدوز  یره اسدفاده از قندها یول ؛دارد قارلیتفدوزدوز، گلوز، و سازارز 

 

 

 

 

 

 

 

 

جه تست لوگل یبالاچپ: نت ؛رجهنیدست آمده از نمونه آب چشمه قه لاز مثبت بیآم یها ی. بالا راست: شکل کلن1شکل

گار حاویط نوتر یمح ن چپ: یپائ و ها یگرم کلن یزیآم از رنگ یکروسکوپیر مین راست: تصو ییپا ؛(1نشاسته )% ینت آ

 نیت گر یمالاش یزیآم جه رنگینت
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 ییایمیوشیب یهاجه تستی. نت3جدول
 

 اندول  تراتیس VP دازیاکس کاتالاز 

ل مولد یراس
 لازیآم

- - + + + 

 

 61S rRNAر قطعه یو تکث یژنوم یDNAاستخراج 

 یم ر دای،وزی از ل ها زه در آآپذید است  امکاآ ییها روش زمکگدمادوست تنها ره  یها یدر رازدد DNAاسدردا  
ش ده ر ا اس دردا   یژس وم یDNAت ی فیز  رودیزار م ه واره ریکاآ مو ود در در دیدوگلیم پپدیوره یشکادن ی

گارز  اسدفاده از ژل  ، ف ت ر از 67777یم ر ا اس دازه ر اییراسد و ر فت  و ود تکقدار گد یمورد ردرس %2/7آ
توسط دسدگاه  یدیپس از اسدازه گ،  DNA راشد  غلظتیدست آمده مه ر یژسوم یDNAدهنده قارل قبول رودآ  سشاآ

 ( 2-دیتصون شد ییساسوگدام تع67در حدود ،ساسودرا 
 

 

 

 

 

 

 

 

  نما )ب()الف(، اندازه یژنوم  DNA صل از استخراجحا ی. باند ها2شکل

ر ا غلظ ت  bp 6277ک ت ک راس دی 20Fو 639R  یمدهایمداز را اسدفاده از پدایپل ای هدیجه وازنش زسجیدر سد
 یمدها ردایپدا یاخدصاصدهنده عملکدد سشاآاین، دست آمد زه ه ر یامد دو رشدهیساسوگدم ردوآ و ود پدا 27-27
 ( 4-رد سظد است  شکلد قطعه مویتکث
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 ج الف      ب

 

 

 

 

 

 

 

 

لاز مثبت  داشده یل آمیدر راس 61S rDNAد یپلیمداز حاصل از تکث ای هش محصول وازنش زسجیدی  سما4شکل
 اسدازه سما( یراهنما (اسدازه سما، سدوآ   (سدوآ ب ؛پلیمداز ای همحصول وازنش زسجید (سدوآ الف

 بررسی فیلوژنیک جدایه باسیلوس مولد آمیلاز

شد  د همددازیله سدم اف،ار رلاست سوزلوویوسه ر ، NCBIیشده، درراسک اطلاعات یل  داسازیراس 61S rRNA  یوالت
، یاری یاسج ام ت وال پ س ازس د  گددیدن ییش تعیمورد آزما ین در ه شباهت سابت ره توالیتد شیرا ر ییهایو توال

،ول ه م ورد سظ د یا یر دا سیلیلوس سوبتیباستشاره را %  99اسجام و تا  NCBI Blastn گاه یدرپا یفیرداه همیمقا
 ش داده شده است یسما 3ج آآ ره طور خلاصه در  دول یحاصل شد زه سدا
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 Description Identification 
Accession 

Number 

1.  Bacillus subtilis strain NCDO 

1671 
119 NR_119162

.1 

2.  Bacillus subtilis strain NCDO 

1671 
119 

NR_119162
.1 

3.  Bacillus subtilis subsp. subtilis 

strain OS-7.2 
119 

NR_119117
.1 

9.  Bacillus subtilis strain IAM 

12119 
119 

NR_112117
.1 

5.  Bacillus subtilis strain NBRC 

13611 
199 

NR_112721
.1 

7.  Bacillus subtilis strain BCRC 

15255 
199 

NR_117516
.1 

6.  Bacillus subtilis subsp. subtilis 

strain OS-155 
199 

NR_115551
.1 

9.  Bacillus subtilis strain DSM 15 199 
NR_526552

.1 

1.  Bacillus subtilis subsp. subtilis 

strain OS-151 
199 

NR_115552
.1 

15.  Bacillus subtilis subsp. subtilis 

strain OS-73.a 
199 

NR_119119
.1 

11.  Bacillus subtilis subsp. subtilis 

strain OS-99.a 
199 

NR_119116
.1 

12.  Bacillus axarquiensis strain 

LMG 22967 
169 

NR_115121
.1 

13.  Bacillus mojavensis strain 

IFO15619 
169 

NR_529713
.1 

19.  Bacillus mojavensis strain 

NBRC 15619 
169 

NR_112625
.1 

15.  Bacillus atrophaeus 1192 

strain 1192 
169 

NR_565517
.1 

17.  Bacillus atrophaeus strain 

NBRC 15531 
169 

NR_112623
.1 

16.  Bacillus amyloliquefaciens 

strain BCRC 11751 
169 NR_117522. 
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 61S rRNA ژن هایآنالیز توالی

ن ی ا یها هد گوسین سایمورد مطالعه درر یک رازددیلوژسدیت فین موقعییتع یردالوس یراساز نس  یمردلف یها هگوس
لوس یراس شد ز ه  ی، ردرسین آسالیگوسه درا 62قدار گدفت  در مجموع  ی، مورد ردرس1مگا توسط سدم اف،ار  ، نس

را روش  یکیلوژسدیف یوردرس یمولکول یی هت شناسا ها ین رازددیسظد گدفده شد  ا ره عنواآ ردوآ گدوه درسدووس 
 ن مطالعه اسدراب شدسد یدرا یاری یتوال

 هودیکلیمم لایحاصل از ماکز یلوژنیدرخت ف

زه  راشدیم یراسک ژسمد ع مو ود در  یها ی،وله مورد مطالعه و رازددیا یلوژسیسشاآ دهنده ارتباط ف 3د یتصو
ر ه  یره دست آم ده، دوز لاد اص ل یلوژسی  در درخت فهود اسجام شده استیکلیمم یی، ماز،یفاده از آسالرا اسد

 Aشود  زلاد یده مید  91را روتاددا   ،(A  ین زلاد اصلیمورد مطالعه در اول یها هد  اغلب گوسسخوریچشم م
بتیباس یها هید  تمام سوراشیم Ibو  Iaشامل دو گدوه  Iاست وزلاد   IIو  Iخود شامل دو زلاد  ر ا  سیلیلوس سو

در  24ن گدوه وراروتا ددا  یدر ا سی،ق ین تحقی،وله مورد مطالعه درایا  اسد هقدار گدفد Iaدر گدوه  ،12روتاددا  
ردیراس هیزنار سو لوس یباسسمد  ع   یها هیه س وی اس ت  رق قدار گدفده subsp. strain OS-2.1س یلیلوس سو

بت   ل دادسدیک گدوه  داگاسه تشکی، مورد اسدفادهس  یلیسو
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
هود )اعداد یکلیمم لا یبه روش ماکز  11S rDNA یز توالیک حاصل از آنالیلوژنتی. درخت  ف4 شکل

 مشخص شده است(. ♦مورد مطالعه با علامت  یها نشان دهنده بوتستراپ است و باکتر شاخه یرو
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 یمونیمم پارسیماکزز یاز آنال حاصل یلوژنیدرخت ف

ز ه ر ا  راشدیم یراسک ژسمد ع مو ود در  یهای،وله مورد مطالعه و رازددیا یلوژسیدهنده ارتباط ف سشاآ 2دیتصو
ر ه  یره دست آمده، دو ز لاد اص ل ا ماع قاطع  در درخت اسجام شده است یموسیمم پارسی، ماز،یاسدفاده از آسال

  Aش ود  ز لاد  یده م ی د  91( را روتا ددا  A  یصلن زلاد ایمورد مطالعه در اول یها هرورد  اغلب گوسیچشم م
ر ا س یلیلوس سسوبتیباس یها هیراشد  تمام سو یم Ibو  Iaشامل دو گدوه  Iاست و زلاد    IIو  Iخود شامل دو زلاد 

لوس یو در زن ار راس ن گ دوه ی ق، در ای ن تحقی ،وله م ورد مطالع ه در ای، ااسد هقدار گدفد Iaدر گدوه  04روتاددا  
 قدار گدفده است    subsp. strain OS-2.1س یلیسورد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

)اعداد یمونیمم پارسیبه روش ماکز  11S rDNA یز توالیدرخت اجماع  قاطع حاصل از آنال .5شکل
 مشخص شده است(. ♦مورد  مطالعه با علامت   یدهنده  بوتستراپ است و باکتر نشان  ها هشاخ یرو
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 بحث

ات یلاز است  خصوصیمولد آم یهایرازدد یآرگدم قیند ه و  داساز ۀاز چشم یرددار سهسمو ،هدف از این مطالعه 
 سظ د پ س از ل م وردیراس  ،ادام ه ردرس ی ش د  در ،های مولد آم یلاز توس ط میکدوس کو  دایه یکیمورفولوژ
 "م ییکلیودماز،یم"ک را دو روش یلوژسیاز لحاظ ف 61S rRNAقطعه  ین توالیید و تعی، تکثیژسوم ی DNAاسدردا 

 ،وله مورد سظ دیا یردا سیلیلوس سوبتیباس% تشاره را  99تا د  سدیجه این آسالی، گددی آسالی، "ماز،یمم پارسیموسی" و
ن یر مورد مطالعه در یک رازددیلوژسدیت فین موقعییتع یردا ،لوسیراساز  نس  یمردلف یهاگوسهدهد   را سشاآ می

 ی، ردرسین آسالیا گوسه در 62 ،مجموع   درندقدار گدفد ی، مورد ردرس1مگا،ار اف توسط سدم ،ن  نسیا یهاد گوسهیسا
،اآ تشاره حاصل شده یم ،ن اساسیرد ا  ره عنواآ ردوآ گدوه در سظد گدفده شدسدووس لوسیراس ،در سهایتزه  سدشد

مم ی، م از،یآس الدرخت ا ماع قاطع ر ه دس ت آم ده از و هود یکلیمم ییماز،، یاز آسال حاصل یلوژسیدر درخت ف
لوس یباسس د ازی ه  دیکا ویندچه، ره یشده از چشمه آرگدم ق لاز  دایآم ،وله مولدیزه ادهد یسشاآ م ،یموسیپارس
ماسن د  ،ره خصوص منارع گدم یعیلاز از منارع طبیآم دزنندهیتول یمهم صنعد یهاهیسو  راشدیممدعلق  سیلیسوبت

 یره اسدراب اخدصاص ،یکدوریم یهاگوسه یما در خاک و آب رد رو  و ود تنش گداسد هآرگدم  دا شد یهاچشمه
اعض ا  از یرعض  اسد هشد ط سازگارین شدایا در یزسدگ ین مو ودات ردایشده است  امنجد مدحمل گدما  یهاگوسه
د  اسشناخده شده یخوره ر ید و صنعدی د یهامید آس،یل تولیپداسا ۀواسطه ر، لوسیراسگدم مثبت  نس  ییایرازدد
ر ه ص ورت فع ال و  یمدن وع یها ها دگایدر ز ر ای یمدحمل دما یک رازددیعنواآ  ره ،سیلیلوس سوبتیباس گوسه

   (26-69  اسدوسپور و ود دارد
های قارل اعدماد و روش ره عنواآ یکی از ،کیسوزلئ یدهایاس ی، توالیآسالرا اسدفاده از  ،های رازددیاییافدداق سویه

سظ د سا بت ر ه چن د  از یپیاطلاعات ژسوت  است دیتکدارپذ دست آمده از آآه شود زه اطلاعات رسدیع محاوب می
  ا  از آآ  (22  جیت د سد ا قی د دقیو تفا  ت د ریشقارل اعدمادرودآ  تد، شیسهولت ر دارد: ار حیت یپیاطلاعات فنوت

-یز ارردد ن ویدتدیره عنواآ مف؛ ا و ود دارسده،میتمام ارگاس درو داشده  یاز ربات عملکدد ییدر ه رای ها rRNAزه
 ه ا آآ یمدفاوت و مردلف در ت وال یهاتیموقع ن علت زهیره ا این،   علاوه رداسد هشناخده شدسشاسگد فیلوژسیک ن یتد

( یکین فواصل ژسدیتد ریش  یکیلوژسدین ارتباط فیتد ریشزه  سازد یفداهم م را یطیشدا زند وید مییتغ ی،اآ مدفاوتیره م
و  یس واح یو دارا داش ده ی، ر،رگ یس ا هاrRNA ،هادر زنار این ویژگی  ندهاددارای اهمیت  ؛راشد یدیقارل اسدازه گ

ل ین دلیتد مهمد یشا .و ود دارد 61S rRNA در ساخدار دوم  یچیمارپ ۀساق 27هادند  در حدود یفداواس یهانیدوم
و 26  ش وسد یاری یتواسن د ت والیما میست زه مادقا نیا (لکولیسشاسگد فیلوژسیک موره عنواآ  rRNA  ژآ اسدفاده از

 اسدفاده شد  61S rRNAمورد سظد از مارزد  یرازدد ییشناسا ین پژوهش ردایدر ا ،لین دلیره هم  (24
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، یآس ال" ،ه ا ن روشی ن ایت د مهم از یک یش ود  یاسجام م  یمردلف یهاک ره روشیلوژسدیف یها هدچرسم درخ
 یه ا ی، احدم ال مش اهده داده  ت والیل وژسیک درخت فیاحدمال در( است  نه احدمالیشیر  "هودیکلیمم ییماز،

  ص ورته ها(اس ت ز ه ر  ینیگ،ی  ا ی الگ و یمدل اسدر ار یمبنا د( را تو ه ره درخت ره دست آمده ردیسوزلئوت
 یدازددآ درخد ی پ ،نه احدمالیشیهدف روش ر  L=P(data/tree)شود:  یاحدمال داده ره شدط درخت سشاآ داده م

 ه ا دریتمام ت وال دها ازین روش، سوزلئوتیاست  را تو ه ره ا L حدازثد مقدار ممکن( را یهااآ همه درختی از م
ه ا اسدفاده از مدل داده شده را یتوپولوژ یها ردا دم احدمال آآیلگار و شوسدیم یگاه ره صورت مج،ا ردرسی ا هد

محاس به ط ول  یه ا ر دا حاص ل  م ع آآ ش ده و ها محاسبه گاهیتمام  ا یدم احدمال ردایشود  لگاریمحاسبه م
 آآ و دوش  م یممک ن تک دار  یه ا یتم ام توپول وژ یر دا ن روسدیا  شودیدرخت ره حدازثد رساسده م یها هشاخ

  د گدد یاسدراب م ییره عنواآ درخت سها ،دهدیسشاآ م ن احدمال رایزه رایتد یتوپولوژ
ن یت دن روش، مناس بیاست  رد اساس ا "روش ماز،یمم پارسیموسی"های آسالی،فیلوژسدیک  یکی دیگد از روش

  از داش ده راش دی ( سیدیسوزلئوت یها ی توال ها هح دادیتوو یدات رداییتغ است زه ره حداقل تعداد یدرخت، درخد
از  یساش  ی،اآ هم وپلازی ن میت د ز دده و ز م ید تکام ل ط یدات را در مایین تغیتد ن درخت، زمیرهدد ،نیرناردا

ن درخ ت ر ه یتد ممکن است چند زوتاه یموسی، پارسین درخت است  در آسالیتد ا ردگشت را دارد و زوتاهی ییهمگدا
ن یمشددک ر  یزلادها ،ن درختیدهند زه در ایها را سشاآ م آآ درخت ا ماع قاطع ،ن صورتیدر ا زه دیدست آ

   (23  شودیده مید یتوم یها ره صورت پل ن آآیروارط ساسازگار ر یول ؛شودیآآ درخداآ سشاآ داده م
کلو یسسسیآل یه  ا یر  ازدد از ییها هی  ک  دای  لوژسیل فی  تحل یر  دا ،2770در س  ال  ،همک  اراآ و (Lin) نیل  

و  عی، س دیو تم ا ییشناس ا یر دا یار ،ار مناس ب 61S rRNA را اسدفاده از روش ،( (Alicyclobacillusلوسیباس
سدر اب ر ه ا ،یکدور یم یها هگوس ی  و ود تنش گدما در خاک و آب ردرو(61 ددسد فداهم ز ها یرازددن یامطمئن 

 اسد هط سازگار ش دین شدایا در یزسدگ یردا ،ن مو وداتیا و شده استمنجد مدحمل ره گدما  یها هگوس یاخدصاص
تدین چشمه آب ایداآ ردای  داس ازی  ره عنواآ گدم ،ند هیم قچشمه آرگدسی، رد همین اساس در این مطالعه   (27 

 فت قدار گدهای مولد آمیلاز مورد ردرسی رازددی
 (کدوس کو  مش اهده ش دید می طور ز ه ز هماآ  ،ن پژوهشیس ره دست آمده در ایلیلوس سوردیراس یرازدد

 یرعض  2771در سال  ،همکاراآ و (Waschkau  واسکاووراشد  اسدوسپور می یشکل، گدم مثبت، و دارا ای هلیم
 معدف ی زددس د ید و ص نعدی  د یهامیرا ره عنواآ منارع مولد آس، لوسیباسگدم مثبت  نس  ییایرازدد یاز اعضا

مدحم ل ر ه دم ا در  یک ر ازددی عن واآ  ر ه ،(Bacillus licheniformis  سیفسوممیکنیلوس لیباسس  گوس ه (69 
و  (Toharisman)ا ماآ یتوس ط توهار ین ر ازددی ره صورت فعال و اسدوس پور و  ود دارد  ا یمدنوع ها هادگایز
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 یچشمه آرگدم هاساساردال  داساز ن ازیاز چشمه آرگدم تومپاسو در زشور مصد و همچن 2772در سال  ،همکاراآ
 یر ا دم ا ییمک اآ ه ا ، درگدمادوست ی، ره عنواآ رازددی( سAnoxibacillusلوس)یباس یآنوکس   نس (22  دش

در  ین رازددیا .شودیافت می یساز نیماسند ژیت ییغذا یندهای، فدآیواسیح یآرگدم، زودها یها هماسند چشم ،رای
 ییشناسا بگد و زشور رلغارسداآ یاز چشمه آرگدم دولن 2773در سال  ،لوگاآ و همکاراآ ۀلیوسه آرگدم ر یها هچشم

لاز یشکل اسدوسپدم رودسد و سابت ره آزموآ آم یشکل، گدم مثبت، دارا ای هلیم ها هی دا یتمام  دگددی ی داساز و
   (21   واب مثبت دادسد ؛درودسلوس یباس ییشناسا یها زه از آزموآ

 گیری نتیجه

س را موفقیت از چش مه آب گ دم یلیلوس سوردیلاز مدعلق ره گوسه راسیل گدم مثبت مولد آمیک راسین مطالعه یدر ا
ر ا تو  ه ر ه مص دف   شد ییشناسا61S rRNAیاری ژآ های مولکولی رد اساس توالیو را روش یقیند ه  دا ساز

ن پ ژوهش امی د اس ت پ س از یس  دا شده در ایلیلوس سوردیی راسیایه رازددید آآ توسط  سویتوللاز و یآم یرای
م ین آس،ید اید مناسب  هت تولیک زاسدیم آمیلاز تولیدشده، سویه مورد سظد ره عنواآ یآس، ییایمیوشیر یهایردرس

  ددیمورد اسدفاده قدارگ

 تشکروقدردانی

ه علوم زیادی زه در ا دای این مطالعه ما را ی اری زددس د تش کد و ق درداسی ره این وسیله از تمامی اعضاء داسشکد
 زنیم  می
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Abstract 

Background and objectives: Amylase is one of the important industrial enzymes, 

which is used in the food industry, detergent production, glucose, textile, and paper 

making. Bacillus spp. is considered as a major amylase producing microorganisms. 

The main objective of this study is isolation and phylogenic study of amylase 

producing thermophile Bacillus spp. from Ghainarjeh hot sprin in East Azarbaijan.  

Materials and methods: Samples from water of Ghainarjeh hot spring were 

cultured on recommended mediums. The grown colonies were tested for amylase 

production and positive colony determined a gram positive Bacillus using 

morphological and microscopically characteristics. Selected colony was used for total 

genomic DNA extraction, 17S rRNA fragment amplification and sequencing was done 

according to standard procedures. The sequence of 17S rRNA was used for 

phylogenetic investigation using maximum likelihood and maximum parsimony 

methods.  

Results: According to the results from morphological and biochemical 

investigations, the isolate is a gram positive, spore forming Bacillus with ability for 

use glucose, fructose and sucrose but not galactose and lactose. This isolate was 

positive for endol, citrate and VP but negative for catalase and oxidase.  

Conclusion: The results of phylogenetic investigation from both method show that 

the amylase producing isolated Bacillus is a new member of Bacillus Subtilis spp. in 

this study a new member of Bacillus subtilis spp. with the ability in amylase 

production was successfully isolated. 

 

Keywords: 17S rRNA, α-amylase, phylogenetic, Ghainarjeh hot spring, Bacillus 

subtillis 
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