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 کچف در درختان های باسیلوس اندوفیت ریشه جداسازی و شناسایی مولکولی گونه

 مازندران و سمنان هایاستان
 

 3محسن مهرور و 3، سعید طریقی2، حشمت اله رحیمیان1سید محمد علوی
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 گروه گیاهپزشکی دانشکده کشاورزی دانشگاه فردوسی مشهد ار،دانشی  -3
 4/8/1401تاریخ پذیرش:        9/7/1401تاریخ دریافت: 

 110 تا 99فحه: ص
 

 چکیده مبسوط
های باکتریایی در تحقیقات با هدف بیشتر از دیگر جنس زیستیهای سودمند اندوفیت به دلیل ویژگی )spp Bacillus(. های باسیلوسگونه مقدمه و هدف:

حیاتی  سامانهبوم در مدیریت اینای ز اهمیت ویژههیرکانی ا جنگلو پایداری  زیستیتنوعکه حفظ از آنجاییگیرند. مورد استفاده قرار می زیستیکنترل 
نقش موجود در آن  های گیاهی ارزشمندگونه از محافظتهای برنامهدر تواند میکننده از گیاهان های مفید و حفاظتباکتریو مطالعه شناسایی  برخوردار است
 هایویژگیتعیین و  (.Carpinus orientalis Mill)وفیت ریشه درختان کچف های باسیلوس اندنماید. این تحقیق با هدف شناسایی جدایهبسزایی ایفا 

 آنها در شرایط آزمایشگاهی انجام گرفت. فیزیولوژیکیبیوشیمیایی و 
مازندران و  هاینوار مرزی استان ارتفاعات بالابنددرختان کچف  ریشهز برداری تصادفی ا، نمونهیهای باکتریایاندوفیت جداسازی برای ها:مواد و روش

آب  شده درو سپس خرد ضدعفونی  هایانجام شد. سوسپانسیون ریشه 1397در بهار سمنان(  نوبی مازندران و نوار باریک شمالهای نواحی جسمنان )کوه
) dodecyl sulfateSodium- آمیداکریلدر ژل پلی های کل سلولی با الکتروفورزپروتئیننقوش شد.  کشت Tryptic soy agar کشتمحیطدر  مقطر

)acrylamide gel electrophoresisolyP، 50مولکولی  نشانگرهایاستفاده از ها و های فنوتیپی جدایهتعیین ویژگیIS  وBOX  وREP گروهبندی  منظوربه
کارگیری آغازگرهای سایی مولکولی با بده و برای شناهای هر گروه انتخاب شیک نماینده از جدایه .آنها مورد بررسی قرار گرفتوجود تنوع در و ها جدایه

به شرکت  رادفرای تعیین تسازی قطعه تکثیر شده بتکثیر شد. پس از خالص PCRبا  S rDNA16باز ناحیه جفت 1500قطعه  r1492و  f27عمومی 
Microsynth  های موجود در بانک ژن رادفبا تای بدست آمده هرادفت. شدارسال سوئیسNCBI به روش BLASTn ولید ت ها درتوانایی جدایه. شدقایسه م

 .شدبیوفیلم نیز ارزیابی  ، پروتئاز وIAAهورمون  سیانید هیدروژن،
بیوشیمیایی و  هایبر اساس ویژگیو خالص شدند.  جدادر محیط کشت باکتریایی  درختان مناطق مختلف هایاز ریشهباسیلوس سی جدایه  ها:یافته

 بانکژنهای موجود در با ترادف S rDNA16از  ترادف ناحیه تکثیر شدهمقایسه  قرار گرفتند.در چهار گروه متفاوت قل حدا ی باسیلوسهاجدایه ،مولکولی
NCBI الگوریتمبا  یلوژنتیکیدرخت ف و ترسیم Likelihood-Maximum های دهنده وجود گونهنشانthuringiensis Bacillus،cereus B.، subtilis B.  و

velezensis B. ی گونهها بود. نمونه درthuringiensis B. گونه غالب و  عنوانبهsubtilis .B هورمون ی پرجمعیت شناسایی گردید. گونه عنوانبهIAA 
مربوط به کمترین مقدار آن  و .thuringiensis Bهای گروه بود که بیشترین مقدار آن مربوط به جدایه متغیرگرم در لیتر میلی 85تا  5بین ها جدایه لیدیتو

.B و  .cereus Bهای جدایه. های لیپاز، ژلاتیناز، لسیتیناز، پروتئاز و آمیلاز را داشتندها توانایی تولید آنزیماکثر جدایهبود.  .velezensis Bهای گروه جدایه

thuringiensis  ه های گروجدایه توسط. بیشترین مقدار بیوفیلم ی پروتئاز تولید کردندقابل توجهبه مقدارB. velezensis  شدتولید. 
 های باسیلوس اندوفیت ریشه کچف نشان داد که آنها جدایه های سودمند فیزیولوژیکی و بیوشیمیاییویژگیتوانایی بالقوه و وجود تنوع در  گیری:نتیجه

قابل  .cereus Bو  .thuringiensis Bهای در گونهها ژگیوی این مورد توجه قرار گیرند. کنترل زیستیمنابع مناسب افزاینده رشد گیاهان و  عنوانبهتوانند می
در  های باسیلوس اندوفیت ریشه کچفجدایه زیستیایی و سودمند یهای بیوشیماولین بررسی در زمینه شناسایی و تعیین ویژگی پژوهش حاضر .بود ملاحظه

 باشد.ایران می
 

 ترادف، جدایه، کچفباسیلوس، اندوفیت، ایندول استیک اسید،  های کلیدی:واژه
 

 مقدمه
به اشکال متفاوت  ریزجاندارانگیاهان با گروه متنوعی از    

گروهی از  عنوانبهها ارتباط دارند. در این میان اندوفیت
هستند که حداقل یک مرحله از  مبدون علائ ریزجانداران

درون گیاه سلولی و آوند چوب فضای بینچرخه زندگی خود را 
ه صورت همزیست درونی با گیاهان زندگی ب و مستقر هستند

کنند. واژه اندوفیت برای اولین بار توسط دباری در سال می
در  ریزجاندارانبه کار گرفته شد و به معنی حضور  1886

گونه اثر منفی داخل بافتهای گیاهی بوده بدون اینکه هیچ
خاستگاه (. ریزوسفر گیاهان 25روی میزبان خود داشته باشند )

جلب به م باشد که با مکانیسهای اندوفیت میاکتریبمهم 
شوند و به میزبان نزدیک می (کموتاکسیزسوی مواد مغذی )
های گیاهی از طریق روزنه، ها به بافتورود این باکتری

ها و منطقه های ناشی از شکسته شدن تریکومعدسک، زخم
های گیرد. اغلب باکتریهای جانبی صورت میخروج ریشه

کنند و یا ممکن سلولی ریشه تکثیر مییت در فضای بیناندوف
های های دایره محیطیه و سپس وارد سلولاست وارد سلول

دخیل های ژنتیکی پارانشیم شوند و سبب فعال شدن سیستم
عنوان ها بهاندوفیت (.15،20) گردندباکتری و گیاه  در تعامل

ترکیبات  ها وها، پروتئینژنای از منابع جدید و بالقوه
طبیعی هستند که در داروسازی، کشاورزی و بیوشیمیایی 

 زمینه. مطالعات زیادی در گیرندمورد استفاده قرار میصنعت 
های ضدمیکروبی اعم از ضدباکتری، ضدقارچی و فعالیت
 انجامها در گیاهان مختلف کش ناشی از حضور اندوفیتنماتد

ر ایجاد و توسعه د ریزجانداران(. این گروه از 29شده است )
نقش پایدار در تولید محصولات کشاورزی  سامانهبومیک 

های گوناگونی برای ها دارای مزیت. اندوفیتمهمی دارند
بیماری کاهش شدت  ،(5،21) گیاهان از جمله بهبود رشد

تولید مواد (، 3،4،30) های دفاعیایجاد مکانیسم ،(10،23،41)
و  (13) زیستی نیتروژنتثبیت  (،39،46)کشی خاصیت علف با

 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری
های ایرانشناسی جنگلبوم  

 

 

 

 

 

. 
 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
if

ej
.1

1.
21

.9
9 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
42

37
14

0.
14

02
.1

1.
21

.9
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 if

ej
.s

an
ru

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-1

1-
06

 ]
 

                             1 / 12

http://dx.doi.org/10.61186/ifej.11.21.99
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24237140.1402.11.21.9.5
http://ifej.sanru.ac.ir/article-1-479-en.html


 100..............................................................  های مازندران و سمنانوفیت ریشه درختان کچف در استانهای باسیلوس اندجداسازی و شناسایی مولکولی گونه

ها به این باکتریباشند. می (26) افزایش جذب عناصر غذایی
 دلیل موقعیت مکانی مشابهی که با بسیاری از عوامل 

کنترل  در درون گیاهان دارند سبب مهار یا زای گیاهیبیماری
های مختلفی همچون رقابت گیاهی با روش بیمارگرهای

بازدارنده و القاء مقاومت ای و مکانی، تولید مواد تغذیه
ها برای گیاهان مزایایی که اندوفیتگردند. سیستمیک می

تاثیر  همیت آنها در شناسایی و بررسیدارند سبب افزایش ا
های طبیعی های گیاهان حامل آنها در زیستگاهآنها در فعالیت

 در زمینهتحقیقات زیادی  در همین راستا (.4،23)شده است 
 به ویژههای محیطی زدایی آلودگیدر سمیتها نقش اندوفیت
سازی قابل حذف یا خنثیها که توسط گیاهان برخی آلودگی

وجود یک یا چند اندوفیت (. 12)انجام شده است  نیست
جمعیت آنها در بافتهای گیاهی به  سطحو همچنین  مختلف
، مرحله یستی و محیطی همچون ژنوتیپز از عواملبرخی 

بافت و شرایط محیطی خاک وابسته سن گیاه، نوع و  رشد
 (.33) است
 هایی گرم مثبت، هوازی یا باکتری های باسیلوسگونه    
بوده و قابلیت تولید اندوسپور  و با تنوع بالاهوازی اختیاری بی

فیزیولوژیکی باسیلوس نظیر دیواره  هایویژگیرا دارا هستند. 
دمای بالا، نظیر  به شرایط نامساعد تسلولی چند لایه، مقاوم

 ها و بیوتیک، ترشح آنتیشففرابنمواد شیمیایی و اشعه 
 مساعدبقاء و دوام طولانی در شرایط های خارج سلولی و آنزیم

های باسیلوس شده است. گونه هاو نامساعد سبب اهمیت آن
ها ند که در بسیاری از بررسیاههایی بودیکی از اولین باکتری

(. 27ند )اهورد مطالعه قرار گرفتهمزیستی ماز جمله در روابط 
با  1872در سال F. Cohn  توصیف اولیه باسیلوس توسط

های این جنس انجام شد. گونه توسط آنها تولید اسپور دیدن
های اندوفیت گونه(. 17،22)باشند مزوفیل و نئوتروفیل می

و ها بیوتیکباسیلوس به علت تولید طیف وسیعی از آنتی
بیشتر از های زیستی دیگر و ویژگیتیک های هیدرولیآنزیم
مطالعه و های باکتریایی در کنترل بیولوژیک مورد جنس سایر

های ترین گونهمهماز  (.14،36)اند استفاده قرار گرفته
قاومت القائی در م محرک عنوانبهباسیلوس اندوفیت که 

 ,B. amyloliquefaciensتوان بهاند میشده شناساییگیاهان 

B. subtilis, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides, B. 
endophyticus, B. azotofixans, B. pasteurii  اشاره

، پزشکی های این جنس در صنعت، کشاورزی و. از گونهکرد
گسترده  طوربههای هیدرولیزکننده تولید آنزیم به ویژه در

 (.29) استاستفاده شده 
جزء های بیوشیمیایی آزمایش شناسی وهای شکلآزمون    

های ها بود. اکثر آزموناولین روشهای شناسایی باسیلوس
برخی مصرف مواد غذایی و  قابلیتشده مبتنی بر  توصیه
های بیوشیمیایی مبتنی بر روشکی بود. فیزیولوژیهای فعالیت

 Biomerieuxساخت شرکت API50CHB آزمون به نام  50
ربرد آزمایشگاهی گسترش یافت که در شناسایی سریع و کا

هایی برخورد شد که از گونهولی به  مورد استفاده قرار گرفت
های برخی استرین(. 45) نظر فنوتیپی قابل شناسایی نبودند

 باشند جنس باسیلوس از نظر فنوتیپی بسیار مشابه می
 Sی ها با استفاده از ناحیههای فیلوژنی باسیلوسبررسی

rDNA16 ها بود. بنابراین، باسیلوس ی هتروژنیکنندهید تائ

های ژن ترادف های با فنوتیپ مشابه لزوماً از نظراسترین
 هابررسی (.27) نبودندنزدیک به هم  S rDNA16 ناحیه

از  نیز اطلاعات دیگری ،به جز ترادف ژنومکه نشان داد 
. های سلولی بدست آورداز طریق پروتئین توانها میباسیلوس

 با الکتروفورز در ژل اکریل وتئینی کهپر نقوشبر این اساس 
 شباهت زیادی با اغلب قابل رویت است (SDS-PAGE)آمید 
تواند در اشته و مید  DNA-DNAهیبریداسیونهای یافته

در حال  (.8) ها به کار گرفته شودشناسایی سریع باکتری
گونه است که حدود  380حاضر این جنس دارای بیش از 

 به . باشندمی 1مترادف هاینامی آن دارای یکصد گونه
های باسیلوس نیاز ی گونهعمده ،ی بسیاری از محققینعقیده
S  حاصل از تعیین ترادف اطلاعات .دارند 2بندی مجددبه رده

rDNA16  باسیلوس و از جنس منجر به جداسازی چند گونه
 .(19) های دیگر شده استدر جنس دادن آنهاقرار 
های گیاهان زراعی ت بر روی اندوفیتتحقیقا بیشتراگرچه     

که گیاهان جنگلی  هایاندوفیتو مثمر متمرکز شده است اما 
ترین معمولباشد. نیز حائز اهمیت میاند کمتر مورد توجه بوده

 هایی ازگونهباکتریهای اندوفیت در درختان جنگلی 
Pseudomonas ،Bacillus ،Acinetobacter ،
Actinibacteria ،Sphingomonas  وEnterobacter  

صورت گرفته  هایپژوهشآنها بیشترین  از میانکه  باشندمی
 است متمرکز بودهسودوموناس و باسیلوس  هایگونهروی 

های اندوفیت ( جدایه2017حریقی و همکاران ). (33)
Bacillus ،Pseudomonas  وStenotrophomonas  را از

های بانه و ریشه و برگ بلوط از مناطق مختلف شهرستان
سازی و مورد ارزیابی قرار مریوان استان کردستان خالص

 تنوع بالای های هیرکانی دارای دادند. از آنجاکه جنگل
جداسازی و  بررسی حاضر با هدف، باشدمی های درختیگونه

باسیلوس موجود  اندوفیت هایها و جدایهگونه شناسایی تنوع
بالای  (.Carpinus orientalis Mill) در درختان کچف

متر از سطح دریا در ارتفاعات بالابند نواحی مرزی  2000
مازندران و سمنان )ارتفاعات جنوبی مازندران و همچنین در 

 امتداد آن در نوار شمالی استان سمنان( انجام شد.
 

 هامواد و روش
  جداسازی

های درختان از ریشه 1397برداری در اردیبهشت نمونه  
های جنوب ساری و بهشهر در لابند جنگلکچف نواحی با

استان مازندران و از روستای رودبارک و منطقه پرور واقع در 
شمال استان سمنان )در امتداد مرز جنوبی مازندران( انجام 

هایی از پوست قسمت ها با آب استریل شسته ونمونهگرفت. 
دقیقه  برای یک %75ها جدا شده و با اتانول ریشهاین 

با آب مقطر  از دوبار شستشو پسگردیدند. سطحی  یضدعفون
به مدت شش  1/0قطعات پوست با کلرید مرکوریک %استریل 

با آب مقطر استریل شسته بار پنجدقیقه تیمار شده و سپس 
استریل در تشتک پتری استریل حاوی قطعات  (.42) شدند

و سوسپانسیون  استریل خرد گردیدآب مقطر  مترچند میلی
 Brain Heartحجم برابر در محیط کشت مایع حاصله در 

Infuxion 2X زنی محلول جوانهحجم که به آن به میزان هم
 D-glucose،  5/0%%1حاوی اندوسپور استریل )

1- Synonyms                                                                                                                                                        2- Reclassification 

 محسن مهرورسید محمد علوی، حشمت اله رحیمیان، سعید طریقی و 
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Casaminoacid  1/0و% DL-Alanin ) افزوده شده بود
درجه  28دمای در ساعت  5مخلوط شد. این مخلوط به مدت 

دور در دقیقه قرار داده شد  80 در شیکر انکوباتور باسلسیوس 
روی میکرولیتر از سوسپانسیون اخیر  50حدود  .(49و  34)

در ها تشتکو به صورت مخطط کشت  TSA1 محیط کشت
Cدمای 

 تکها نگهداری شد. تا نمایان شدن کلونی 28◦
و با  اساس خصوصیات مرفولوژیکی انتخاب بر هاکلونی

 واکشت خالص شدند. 
 ی و بیوشیمیاییهای فنوتیپآزمون

های به دست جدایه روی شناسییباکتر متداولهای آزمون   
 واکنش گرم،در ابتدا بررسی  انجام شد. کچف از درختانمده آ

 کاتالازو  دازیاکس تیفعالاندوسپور،  تولید، ینوکل شناسیریخت
 هایآزمون سپس انجام گرفت.ید جنس باسیلوس جهت تای

 دیتوللسیتین،  و نیژلات ،، نشاسته80توئین ، نیزآسکولیدرولیه
استفاده آز، احیای نیترات و قابلیت اورهو  درولازیهید نینیآرژ

 رافینوز، -رامنوز، دی-از سیترات، گلیکوژن، گلیسرول، ال
مالتوز، سلوبیوز، دولسیتول، -گلوکز، مایواینوزیتول، دی-دی
 فروکتوز،-رایبوز، دی-اینولین، دی -آرابینوز-مانوز، ال-دی
 زایلوز، سوکروز، -بیوز، دیملی-ترهالوز، دی-دی
منبع کربن  عنوانبهمانیتول و سالیسین -یزیتوز، دملی-دی

 (.38،49) ندقرار گرفت مورد آزمون
 های سلولی پروتئین یالکتروفورزبررسی نقوش 

در یک  TSAساعته هر جدایه روی  48 رشداز  یک لوپ   
 3به مدت  سپانسیونسو و لیتر آب مقطر پخش گردیدهمیلی

 رسوب سانتریفیوژ شده و  دور در دقیقه 8000دقیقه در 
 200شسته شد. به رسوب سه بار با آب مقطر  هاسلول

 گرم لایزوزیم در یک میلی 10لایزوزیم )میکرولیتر بافر 
مولار  02/0حاوی  Tris-HClمولار  05/0لیتر بافر میلی

EDTA  2/8باpH  ).پانسیون با قرار سوس اضافه و مخلوط شد
درجه  60آب منجمد و در  سلسیوس درجه -80در فریزر  دادن

در هر چرخه انجماد و ذوب دو بار دیگر تکرار شد. . ذوب شد
اولتراسونیک )ها با سونیکاتور نمونه شدن بعد از ذوبمرحله 

 20به مدت  (آلمان Dr Hielscherشرکت  UP-200Hمدل 
 100 به هر نمونهید. هموژنیزه گرد KHz20 شدت درثانیه 

 M Tris-HCL, 2.5% 0.06) کنندهحل میکرولیتر محلول

Glycerol, 2% SDS, 1.25% β-mercaptoethanol) 
 12000دقیقه در ها به مدت دو مخلوط شده و لولهاضافه و 

رویی به شفاف . محلول ندشد سانتریفیوژدر دقیقه دور 
چهارم یک  پس از افزودن جدید منتقل و هایمیکروتیوب

 تا زمان الکتروفورز در  به آنهاحجم گلیسرول استریل 
 (.6،9شدند )نگهداری  درجه سلسیوس -70
 ی ژل هاچاهک ها درجدایههای محلول شده پروتئین   

و لایه  کنندهفشرده %4آمید متشکل از لایه رویی اکریلپلی
سیستم مطابق با  متر ومیلی 7/0با ضخامت جداکننده  12%

 مطابق با روش BIORAD ناپیوسته در دستگاهبافری 
Laemmli  آمپر تا رسیدن رنگ میلی 20در شدت جریان ثابت

ژل به . (24)بروموفنل بلو به انتهای ژل الکتروفورز گردید 
 1/0%( R-250کومازی بریلیانت بلو ) ساعت درمدت یک 

( 5:4:1آب )-اسید استیک-در مخلوط متانولحجمی(  -)وزنی
فاقد ولی محلول اخیر همان در زدایی د. رنگآمیزی شرنگ

در اسید استیک  شد و ژلانجام روز شبانهبه مدت یکرنگ 
اسکن ( dpi300 )ها با استفاده از اسکنر ژل .گردیدشفاف  7%

عدم  و 1صورت حضور با عدد  ها به ترتیب دردادهشد و 
ندی بر بکدگذاری شدند. دندروگرام خوشه 0د با عدحضور 

 افزاربا نرمهای باسیلوس لگوی پروتئینی جدایهاساس ا
TotalLab TL120 .رسم شد 

 تولید پروتئاز
وتئاز به روش مارهوفر و تولید آنزیم پربررسی توانایی    

 2تیندالیزه Skim milkکارگیری محیط کشت و با بههمکاران 
. (28) انجام شددرصد عصاره مخمر استریل  5/0حاوی 

درجه  27ای در دمای به صورت نقطه بعد از کشتها جدایه
تشکیل هاله شفاف در اطراف و  نگهداری شدند. سلسیوس
ر تولید آنزیم ها دتوانایی جدایه نشان ازهای باکتری زیرکلنی

 . پروتئاز دارد
 تولید سیانید هیدروژن

 (1989) وم و برنزتربا استفاده از روش آلس شیآزما نیا   
در  یساعته باکتر 24ت کش ونی. سوسپانسدیانجام گرد

گرم  4/4 یکه دارا TSA طیمح یحاو یپتر یهاتشتک
 یصاف کاغذشد.  خشپ کنواختی طوربهبود  تریدر ل نیسیگلا

 دیدرصد و اس دو میآغشته به محلول معرف کربنات سد
قرار داده  یدرصد در قسمت درب تشتک پتر 5/0 کیکریپ

و به شدند  مسدود لمیها توسط نوار پاراف. تشتک(1) شد
 28±1 یساعت در دما 72 یال 48صورت وارونه به مدت 

 عنوانبه زین یتشتک پتر کیقرار داده شدند.  سلسیوس درجه
 دیانیس دیدر نظر گرفته شد. تول یباکتر حیشاهد بدون تلق

آغشته به  یرنگ کاغذ صاف رییتغ با هایتوسط باکتر دروژنیه
رنگ از  رییتغریکه بطو دیگرد یابیارزاز زرد تا آجری معرف 

، (HCNسیانید هیدروژن ) کم دیدهنده تولزرد به کرم نشان
دهنده نشان رهیت یامتوسط، قهوه HCN دیروشن تول یاقهوه

HCN انگرینما یو آجر ادیز HCN باشد.یم ادیز یلیخ 
 ( IAAارزیابی تولید اکسین )ایندول استیک اسید، 

 کیپاتن و گلشده توسط  شنهادیروش پ با IAA دیتول   
 20یحاو فالکونهای لولهدر  ی. باکتردیگرد ارزیابی( 1996)
 تریلدر  گرمیلمی 4 و 3ثبرا ایکشت لور طیمح تریلیلیم

 72به مدت  وکشت  به روش تیندالاستریل شده  پتوفانیتر
دور  100با  کریش یبر رودرجه سلسیوس  28در دمای ساعت 

کشت به  طیاز مح تریلیلی. دو م(32)شد  نگهداری قهیدر دق
در  قهیدق 10به مدت  هامیکروتیوبمنتقل و  میکروتیوب

از محلول  تریلیلیم کیشدند.  فوژیسانتر قهیدور در دق 10000
محلول  تریلیلیم 1) یسکومحلول سالکو تریلیلیبا دو م ییرو

 کیپرکلر تریلیلیم 50مولار در  می( نFeCl3) 3دآهنیکلر
به  سلسیوسدرجه  28 یو در دما درصد( مخلوط 35 دیاس

تولید  IAAغلظت شد.  ینگهداردر تاریکی  قهیدق 30مدت 
 شد. تعییننانومتر با اسپکتوفوتومتر  530در طول موج شده 
  لمیوفیب دیتول تیقابل یبررس

به روش  های باسیلوسبررسی تولید بیوفیلم در جدایه
 استپانوویچ وپیشنهاد شده توسط  (TCP4)میکروپلیت 

 در هاجدایه ساعت 24 کشتاز ( انجام شد. 2007همکاران )
لیتر در سلول در میلی 810 حاوی یونیسوسپانس TSA طیمح

1- Tryptic soy ag                            2- Tyndalized                                3- Luria broth                               4- Tissue culture plate 
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1- Optical density cut-off            2- Optical density                         3- BOX-A1R- based repetitive extragenic palindromic-PCR 

 102..............................................................  های مازندران و سمناندوفیت ریشه درختان کچف در استانهای باسیلوس انجداسازی و شناسایی مولکولی گونه

 محسن مهرورسید محمد علوی، حشمت اله رحیمیان، سعید طریقی و 

 

از  تریکرولیم 011 و تهیه TSBلیتر محیط میلی 01
 69 بشقابک رنیاستیپلبه چاهک  جدایه هر ونیسوسپانس

درجه  01 تا 08 یدر دما هابشقابکمنتقل شد.  خانه
تخلیه شدند. پس از داری  ساعت نگه 20به مدت  وسیسلس

شدند. ه ( دو مرتبه شستpH= 2با بافر فسفات ) هاچاهک
و سپس  شسته قهیدق 09مدت درصد به 69ها با متانول چاهک

 قهیدق 9( به مدت درصدیک ) ولهیو ستالیبا رنگ کر
 لیبا آب مقطر استر هابعد از تخلیه چاهکشدند.  یزیآم رنگ

 کیاستدیمحلول اس تریکرولیم 011 به هر یک ه وشسته شد
 949در طول موج  جذب نوری .(44) اضافه شد درصد 00

شرکت  MPR 4 PLUS) الایزا ریدرنانومتر با دستگاه 
HIPERION )از  لمیوفیب ارزیابی تولیدشد. برای  گیری اندازه

(ODc) یجذب نور ریبندی مقاد روش طبقه
که  استفاده شد 0

0نیانگی)م :از رابطه
OD اریانحراف مع×  0( + )یکنترل منف 

ها در تولید بیوفیلم در چهار جدایه ( بدست آمد.یکنترل منف
بندی زیر دسته به شرحسطح قوی، متوسط، ضعیف و منفی 

 ، باقوی عنوان به ODنمونه>ODc×4 ها باجدایه: شدند
ODc×4≥ODنمونه>ODc×0  در گروه متوسط، با
ODc×0≥ODنمونه>ODc  و بادر دسته ضعیف 
ODc≥ODکشت خالی طیمح. منفی تلقی شدند عنوان به نمونه 
TSB در نظر گرفته شد یکنترل منف عنوان به. 

3 نشانگرهایها با  جدايه بررسی تنوع ژنتیکی
BOX، 

4
IS50  وREP

5 

مرحله رشد لگاریتمی تا TSB ها در محیط کشت جدایه  
دور به مدت  9111در  کشت داده شدند. سوسپانسیون سلولی

 Tris-HCL 01با رسوب حاصله و دقیقه سانتریفیوژ شد  9
با  های رسوب یافتهسلول. مولار سه بار شسته شدمیلی

کیت مطابق با دستورالعمل و استفاده از بافر استخراج 
GeneJET Genomic DNA Purification Kit شرکت 

 DNA( استخراج (Thermo Scientific, Germany ترمو
-ʹREP1-I: 5آغازگربا  REPنشانگر  شد.

IIIICGICGICATCIGGC-3ʹ وREP2-I: 5ʹ-

ICGICTTATCIGGGCTAC-3ʹ  وBOX  5 آغازگرباʹ-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3ʹ BOX-

A1R: و IS50  5با آغازگرʹ-

CAGGACGCTACTTGTGT-3ʹ IS50: انجام شد 
 در هر واکنش  .(09،02،41)

9
PCRمیکرولیتر مخلوط 9/00 از

 9/0 شرکت ترمو،PCR Master Mix 2X واکنش 
میکرولیتر  0، ده نانوگرم با غلظت میکرولیتر از هر آغازگر

DNA  میکرولیتر  09و آب مقطر بدون نوکلئاز تا حجم نهایی
، Veriti 96 Wellترموسایکلر )  دستگاه در  PCRاستفاده شد. 

در شرایط واکنش شد.  انجام (Applied Biosystemشرکت 
 آمده است. 0 جدول

 

 REP-PCRو  BOX-A1R، IS50با آغازگرهای  PCRزمان و دمای به کار برده شده در مراحل مختلف  -0 جدول

Table 1. PCR temperature and time cycling profile using primers of BOX-A1R, IS50 and REP-PCR 
 مرحله

Step 

سلسیوس(درجه دما )  
Temperature  

 زمان )دقیقه(
Time (min) 

 چرخه
Cycle 

 واسرشت اولیه

Initial denaturation 94 5 1 

 واسرشت
Denaturation 94 1  

 اتصال
Annealing 

* 1 30 

 گسترش

Extension 72 3  

 گسترش نهایی

Final extension     72 10 1 

 بود وسیلسدرجه س 41 و 90،  40 بیبه ترت IS50و   REP،BOXی آغازگرها یاتصال برا یدما: *
Annealing temperature for primers of REP, BOX, and IS50

 
were 42, 53, and 40°C, respectively

 
 

 S rDNA61تعیین ترادف تکثیر و
DNA  در واکنش هاجدایهخالص شده کل PCR برای تکثیر 
استفاده از با  PCRبه کار برده شد.  S rDNA09ی ناحیه

f02 :-ʹ5 آغازگر عمومیجفت 

ʹ3-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG   وr:0460-ʹ5

GGTTACCTTGTTACGACTT-3ʹ (. 90) انجام شد
 GeneJET PCRکیت با استفاده از PCR محصول 

Purification Kit  شرکتThermo Scientific  خالص و
سوئیس ارسال  Microsynthبه شرکت یابی ترادف منظور به

های موجود در با ترادف هاجدایهS rDNA09های . ترادفشد
  BLASTn از  مقایسه شده و با استفاده NCBIبانک ژن 

درخت فیلوژنتیکی حاصل ها مشخص گردید. نزدیکترین گونه
های  جدایه S rDNA09های نوکلئوتیدی ژن  رادفاز مقایسه ت

های باسیلوس بدست آمده از ریشه درختان کچف با گونه
با  MEGA Xافزار   بانک ژن با استفاده از نرم موجود در 

 و  Maximum-Likelihoodهای الگوریتم

Neighbour-Joining  رسم  0111سنجی  با درجه اعتبارو
 Staphylococcusیک جدایه S rDNA09ترادف ژن  گردید.

aureus در نظر گرفته شد. 2گونه خارج گروه عنوان به 
 هاآنالیز آماری داده

 افزار نرمبا استفاده از ها  داده یآمار یها لیتحل تجزیه و   
نیز با  ها میانگینمقایسه . شدانجام  4/6نسخه   SASیآمار
  .گردید یاد شده انجامافزار  نرم باآزمون دانکن  کارگیریبه

 

 و بحث نتايج
درختان کچف  هایریشهاز  جدایه باکتری 01 مجموعدر    

مناطق جنگلی های مازندران و سمنان )نوار مرزی استان
 (مازندران و نوار باریک شمالی سمنان جنوب ارتفاعات بالابند

  .جداسازی شدهای باسیلوس جهت شناسایی اندوفیت

. آوری شدنددر فواصل فروردین تا خرداد جمعهای ریشه نمونه
که در تابستان و پاییز انجام برداری های بعدی نمونهدورهدر 

قابل  ، باکتریهااز نمونه معدودیبه جز در تعداد گرفت 
این سازی غنی ولی متعاقب به کار بردن روش ،جداسازی نبود

1- Optical density cut-off            2- Optical density                         3- BOX-A1R- based repetitive extragenic palindromic-PCR 
4- Insertion sequence 50-PCR          5- Repetitive element palindromic sequence                6- Polymerase chain reaction                         
7-Outgroup  
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 48ها بعد از اکثر جدایهکلونی . (42) مشکل برطرف شد
گرم مثبت  هاجدایهقابل مشاهده بود. محیط کشت ساعت در 

ای شکل، کرم، میلهیا سفیددارای کلونی به رنگ سفید و 
هوازی اختیاری که توانایی تشکیل اسپور را دارند هوازی یا بی
 30در کل(. 1)شکل بودند  باسیلوس قرار گرفتهو در جنس 

های مرفولوژیکی و جدایه باسیلوس بر اساس ویژگی
 فیزیولوژیکی شناسایی و در هفت گروه تفکیک شدند 

 (.2 )جدول
  

 

 
 TSAدر محیط کشت سوسپانسیون ریشه سه روز بعد از  Bacillus thuringiensisهای کلونی -1شکل 

Figure 1. Colony of a representative isolate of Bacillus thuringiensis 3days after growth at 28˚C on tryptic soy agar 
 

 مشخصات فنوتیپی ممکن است برای شناسایی دقیق در   
مورای   سطح گونه و زیرگونه کارایی لازم را نداشته باشند.

رز ( پیشنهاد کرده است بکارگیری تکنیک الکتروفو1990)
ای هبا ویژگی روشی عملی همراه عنوانبههای سلولی تئینپرو

ر دهای باکتریایی تواند جهت شناسایی جنسفنوتیپی می
 (. 31برخی سطوح مفید باشد )

های باسیلوس های سلولی جدایهنقوش الکتروفورزی پروتئین  
اختلافات مورد توجه و قابل قبولی در تعیین تنوع و تفکیک 

جدا شده از ریشه درختان کچف داشت. های باسیلوس گونه
 Berber و  Zheng and Slavik (1999)ها با نتایج این یافته

and Cokmus (2001)  مطابقت دارد.  البته انجام مرحله
ها در اکثر اولتراسونیک در وضوح و افزایش غلظت پروتئین

ها تاثیر بسزایی بر روی الکتروفورز ایجاد نمود. نوارهای جدایه
های باسیلوس وجود داشت. بر ئینی مشابهی بین جدایهپروت

ها در پنج گروه متفاوت قرار اساس نقوش پروتئینی، باکتری
از نظر  B. thuringiensisگرفتند که از میان آنها گروه 

ای را داشتند. نقوش جمعیت غالب و کمترین تنوع درون گونه
 تنوع بیشتری نشان B. cereusهای الکتروفورزی جدایه

دادند. الکتروفورز پروتئین ابزار مناسبی جهت گروهبندی 
ها نتایج برخی بررسی .(11شماری بوده است )های بیگونه

های محلول سلولی و نشان داده است که پروفیل پروتئین
ها در سطح گونه و های خارج سلولی در تمایز جدایهپروتئین

های ای گونهه(. استرین8باشند )تر از گونه مناسب میپایین
Proteus ،B. sphaericus   و Streptomyces تا سطح

(. 2اند )زیرگونه نیز بر اساس نقوش پروتئینی قابل تمایز بوده
اما با این اوصاف ایراد موجود در ارزیابی الکتروفورز پروتئین 

های باسیلوس است که مربوط به استخراج پروتئین از سلول
 های گیاهی به ویژه گرمکتریدر مقایسه با برخی دیگر از با

یکه در طوربههای بیشتری برخوردار است ها از دشواریمنفی
برخی موارد نیاز به استفاده مکرر از دستگاه اولتراسونیک و 

های یخ زدن و ذوب کردن سوسپانسیون در ترکیب با چرخه
 DNAباشد که بالعکس در مورد استخراج روش اصلی می

 شد.چنین مشکلاتی ایجاد ن
های گروهبندی شده بر اساس نقوش های جدایهنماینده    

پروتئینی مورد بررسی مولکولی قرار گرفتند. در برخی 
های متداول سنتی استخراج شده به روش های DNAموارد

برای تکثیر قطعات هدف مناسب نبود ولی بکارگیری کیت 
 ,GeneJET Genomic DNA Purification Kitاستخراج 

Thermo های مونهنDNA  بهتری به دست آمده و در
روی ژل آگاروز مشخص گردید  PCRالکتروفورز محصولات 

که آغازگرهای مورد استفاده به خوبی توانستند نواحی مورد 
 نظر را تکثیر کنند.

ها در سطح جدایه REP-PCRدر نتایج بدست آمده از    
درصد به  55گروه و در سطح تشابه  4درصد به  30تشابه 
50IS-گروه تقسیم شدند. بر اساس نتایج حاصل از شش 

PCRگروه و در  4درصد به  55ها در سطح تشابه ، جدایه
 نشانگرگروه تقسیم شدند. نتایج  7درصد به  65سطح تشابه 
BOX-PCR درصد  60ها در سطح تشابه که جدایه نشان داد

گروه تقسیم  6درصد به  65گروه و در سطح تشابه  4به 
-BOXهای ای با ترکیب دادهیه و تحلیل خوشهشدند. تجز

PCR  و-REP ،-50IS  و دندروگرام تجمیعی آنها ترسیم انجام
 35ها در سطح تشابه شد. بر اساس گروهبندی ترکیبی، جدایه

گروه تقسیم  6درصد به  55گروه و در سطح  4درصد به 
ها و ای ترکیبی دادهشوند. نتایج تجزیه و تحلیل خوشهمی

تشابه  BOX-PCRها با نتایج حاصل از دی جدایهگروهبن
 بیشتری داشت.
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 مازندران و سمنان کچفدرختان بدست آمده از ریشه  باسیلوسمختلف های گروه فنوتیپیهای ویژگی -2جدول 
Table 2. Phenotypic characteristics of the Bacillus strain groups isolated from oriental hornbeam in Mazandaran and  
              Semnan 

 ی گروهشماره 1 2 3 4 5 6 7
Group Number 

S S S S C  وS S S موقعیت اندوسپور 
Endospore position 

 احیاء نیترات + + + + + + +
Nitrate reduction 

 (VP)تولید استوئین  + + + + + + +
Voges-Proskauer 

 آزورهاتولید  - + + - + - +
Urease production 

 آرزینین دی هیدرولاز + - + + - + +
Arginine dihydrolase 

 هیدرولیز ژلاتین + + + + - + +
Gelatin hydrolysis 

 لسیتینازتولید  + + + + + - +
Lecithinase test 

 آمیلازتولید  - + + + + + +
Amylase production 

 Tween 80 80هیدرولیز توئین  + + + - + + +

hydrolysis 
 هیدرولیز اسکولین + + + + + + +

Aesculin hydrolysis 

 استفاده از:       
Utilization of: 

 سیترات + - + + + + +
Citrate 

 گلیکوژن + + + + + + +
Glycogen 

رامنوز-ال - - - - - - -  
L-Rhamnose 

رافینوز-دی - + - - + - -  
D-Raffinose 

گلوکز-ید - + + + + - +  
D-Glucose 

 گلیسرول - + + - + + +
Glycerol 

 مایواینوزیتول - + - - + - -
Myo-Inositol 

مالتوز-دی + + + + + + +  
D-Maltose 

 سلوبیوز + - + + + + +
Cellobiose 

 دولسیتول - + + - - - -
Dulcitol 

مانوز-دی - + - + + - +  
D-Mannose 

 آرابینوز-ال - + + - + - -
Arabinose-L 

 اینولین - + + - + - -
Inulin 

رایبوز-دی - + + - + + +  
D-Ribose 

فروکتوز-دی - + + + + - +  
D-fructose 

ترهالوز-دی + + + + + + +  
D-Trehalose 

بیوزملی-دی - + + + + - -  
D-Melibiose 

 زایلوز-دی - + + - + - -
Xylose-D 

 سوکروز + - + + + + +
Sucrose 

 زیتوزملی-دی - - - - - - -
Melisitose-D 

 مانیتول-دی - + - - + - -
Manitol-D 

 سالیسین + - + + + + +
Salicin 

+: Positive     -: Negative     C: Central     S: Sub-central 
1, 3, 6: cereus     4, 7: thuringiensis     2: velezensis     5: subtilis 

 ای شکل، دارای اندوسپور، هوازی، متحرک و کاتالاز مثبت بودند.گرم مثبت، میله های جدایههمه
All the isolates were Gram-positive, rod-shaped, endospore-forming, aerobic, motile, and Catalase positive. 
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 شناسایی مولکولی 
ی هایک نماینده از چهار گروه متمایز شده با بررسی   

و  -REP-PCR، BOXفنوتیپی، بیوشیمایی و تنوع مولکولی 
-50IS  انتخاب و موقعیت تاکسونومیکی آنها با تکثیر و تعیین

سازی ردیفتعیین گردید. ویرایش و هم S16ترادف ژن 
 های موجود در ژنها با ترادفجدایهS rDNA16های ترادف
درخت  انجام شد. BLASTnبا استفاده از  NCBI بانک

 باسیلوس و  تعیین ترادف شده یهایهفیلوژنتیکی جدا
بیشینه تشابه بانک، به روش های مرجع برگرفته از ژنجدایه

(ML )(2 )شکلترسیم گردید  1000سنجی با درجه اعتبار. 
 عنوان به Staphylococcus aureus ATCC12600گونه 
کچف های درختان کار برده شد. جدایهی خارج گروه بهگونه

 .B. thuringensis، B. cereus،Bمتعلق به چهار گونه 

 subtilis و B. velezensis  ی گونهباشند. میB. cereus  به
ی نزدیک در یک شاخه B. thuringiensisدلیل نزدیکی با 

در  B. subtilisی با گونه B. velezensisی به هم و گونه
د. نزدیکی شاخه دیگر در فاصله نزدیک به هم قرار گرفتن

بانک های مشابه در ژنهای تعیین ترادف شده با گونهگونه
 ،678333POها تحت رس شماره ترادفبود.  %99بیش از 

OP678551 ،OP678598 ،OP678335  به ترتیب برای
 B. subtilis ،B. velezensis ،B. thuringiensisهای گونه

وفیت ثبت و رهاسازی گردید. تنها گونه اند B. cereus و
در ایران گزارش باکتریایی جنگل که از پوست درختان بلوط 

استان کردستان با شماره  B. firmusشد مربوط به گونه 
KU693281 بانک در ژن NCBI (.48باشد )می 

 
 ا های بدست آمده از درختان کچف بجدایه S rDNA16های نوکلئوتیدی ژن درخت فیلوژنتیکی حاصل از مقایسه توالی -2شکل 

ها با ذکر درصد در بندیاستحکام خوشه، )MEGA Xافزار بانک ژن به روش بیشینه تشابه، با استفاده از نرمهای باسیلوس موجود در گونه
 مشخص شده است( (Bootstrap)بار  1000های انشعابات بر اساس تکرار محل

Figure 2. Phylogenetic tree of 16S rDNA of Bacillus isolates from oriental Hornbeam. The tree was constructed with 
the Maximum-likelihood method using MEGA X 

 

 دیاس کیاست ندولیا دیتول یابیارز
که از ریشه درختان جدایه(  30)جدایه باسیلوس  تمامی   

شهرهای ساری، بهشهر و مهدیشهر  کچف ارتفاعات جنوبی
 سازی شدند توانایی تولید( جدا و خالصپروررودبارک و )

در داری اختلاف آماری معنی هارا داشتند. بین جدایه اکسین
جدایه  هفت (.>p 0001/0وجود داشت )میزان تولید اکسین 

 و 20تا  10جدایه بین هشت  گرم در لیتر،میلی 10کمتر از 
گرم میلی 30 جدایه بیشتر از یازده و 30تا  20جدایه بین چهار 

 .Bگروه هایتولید نمودند. جدایه ناکسیدر لیتر 

thuringiensis  وبیشترین سطح تولید ( 12و  9)جدایه 
بالاترین تنوع را در B. cereus(6،8،29 ) گروه  هایجدایه

B.velezensis (2،14،19،28 ) هایجدایه .تولید اکسین داشتند
تولید  البته. (3 )شکل کمترین سطح تولید اکسین را دارا بودند

معیار مناسبی برای انتخاب  اکسینبالای هورمون  سطوح
 .(25،47) جدایه بالقوه و مفید نیست
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گرم در لیتر میلی 4 حاوی TSBدر محیط مایع پس از کشت ریشه کچف سه روز باسیلوس های جدایه سطح تولید اکسین توسط -3شکل
باشند. داری وجود دارد. بارها نشان دهنده خطای استاندارد میر سطح احتمال یک درصد اختلاف معنیبین تیمارها از نظر آماری د) تریپتوفان

 (باشندای دانکن میدار بر اساس آزمون چند دامنهدهنده عدم اختلاف معنیها با حروف مشترک در هر ستون نشانمیانگین
Figure 3. Levels of IAA production by Bacillus isolates after 3days of growth in TSB medium containing 4mg/l L-
tryptophan (There is a statistically significant difference between the treatments at the probability level of 1%. Bars 

indicate standard error. Averages with common letters in each column indicate no significant difference based on the 
multi-range test. They are Duncan) 

 
 ارزیابی تولید هیدروژن سیانید 

های بررسی شده از جدایهدرصد(  70جدایه )بیست و یک     
توانایی تولید هیدروژن سیانید را داشتند. از نظر مقدار تولید 

 در سیزدهداشت.  اختلاف وجود هاد بین جدایههیدروژن سیانی
جدایه  در هفت ،به رنگ کرم تغییر یافتدر سطح کم جدایه 

یک فقط در متوسط( و  در سطحای روشن )به رنگ قهوه
 . تولید نمودندزیاد(  سطحای تیره )قهوه به رنگجدایه 

 B. cereusو  B. thuringiensis هایگروه هایجدایه
کمترین سطح B. velezensis و گروه  بالاترین میزان تولید

یک عامل  عنوانبه هیدروژن سیانیدتولید  .تولید را داشتند
تولید زیاد آن سبب  چونشود محسوب می مهم کنترل زیستی

 طوربهو گیاهی محسوب  بیمارگرهایحفاظت گیاهان در برابر 

 (.18) دشومینیز غیرمستقیم سبب تقویت رشد گیاهان 
 تولید پروتئاز

 Skimاطراف و زیرکلونی در محیط تولید هاله شفاف در    

milk agar (4 )شکل دهنده هیدرولیز پروتئین تلقی شدنشان .
( قابلیت هیدرولیز پروتئین را در محیط شیر %94ها )اکثر جدایه

( فاقد این ویژگی بودند. %6آگار نشان دادند و تنها دو جدایه )
را بیشترین میزان تولید پروتئاز  B. cereusهای گروه جدایه

 .Bو  B. thuringiensisها دو گروه تولید کرده و جدایه

subtilis کمترین های بعدی قرار گرفتند. از این نظر در رتبه
دیده  B. velezensisهای گروه جدایه درتولید پروتئاز سطح 

.شد

 

 
درجه  28آگار بعد از سه روز رشد در دمای  شیرهای باسیلوس در محیط کشت توسط جدایهدر اثر تولید پروتئاز تولید هاله شفاف  -4 شکل

 سلسیوس
Figure 4. Appearance of clear zones around the growth of Bacillus isolates, due to protease production, 3days after 

culture on skim milk agar
 

 لمیوفیب تولید
 25 ،(TCP) میکروپلیتروش  به لمیوفیب لیتشکدر آزمون    
(. سی 5 )شکل قابلیت تولید بیوفیلم را نشان دادند هایجد

، 1A، 3A ،4A ،4C ،5C ،6C ،3Eجدایه  9ها )جدایه درصد
4E  6وE) 2) هاجدایه %40و  ی تولید کردندقو لمیوفیبA ،
5A ،4B ،5B ،6B ،1C ،2C ،3C ،1D ،2D ،3D  4وD) 
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بیشترین تولید  (.5شکل ) بودندی متوسط لمیوفیکننده بدیتول
 .Bو B. velezensisهای گروه بیوفیلم مربوط به جدایه

subtilis  های گروه و جدایهبودهB. cereus  و گروهB. 

thuringiensis بیوفیلم کمتری تولید نمودندترتیب به. 

 
 آمیزی با کریستال ویولهو رنگمیکروپلیت به روش  باسیلوسمختلف  یهاجدایه لمیوفیب لیتشک -5 شکل

Figure 5. Biofilm production of Bacillus isolates in tissue culture plate stained with crystal violet 
 

 

 گیری کلینتیجه
 شکل هم هایکلونی از ییجمعیت بالاوجود با توجه به 

شده،  های به خوبی ضدعفونیریشهحاصل از کشت نمونه 
  عنوانبهبطور قطع توان های جدا شده را میباکتری

تحقیقات گذشته نشان نمود. تلقی  ریشه کچف هایاندوفیت
برداری تاثیر که شرایط آب و هوایی و فصل نمونه ه استداد

های موقعیت جداسازی به علت تفاوتزیادی در حضور و 
 .دارد های گیاهیها در بافتجمعیت اندوفیت شدید در سطح

 مساله مشاهده های اخیر نیز اینبررسی هایدر جداسازی
با گرم شدن هوا، جداسازی در اغلب موارد غیرممکن  .گردید

جداسازی  منظوربهو برای افزایش جمعیت باکتری  بود
سازی سوسپانسیون ریشه در مناسب، نیاز به انجام فرایند غنی

محلول همراه با  Brain Heart Infusionمحیط کشت 
و یک منبع DL-Alanine  به اضافهزنی حاوی گلوکز جوانه

بنابراین است.  بوده آمینههایاسیدها و ویتامین ی ازغن
بررسی تنوع جمعیت  برداری برایضروری است که نمونه

های اندوفیتباکتری

 

و به احتمال قوی برای دیگر کچف 

وجود برخی  .تکرار شود سال در فصول مختلفگیاهان درختی 
تواند های باسیلوس میهای فیزیولوژیکی در جدایهیژگیو از

و نشانگر تاثیر بالقوه بعضی از آنها در افزایش رشد گیاهان 
 کنترل زیستیعوامل  عنوانبهکارگیری آنها بههمچنین 

شاخص  عنوانبه IAAتولید هورمون  اگرچه .حسوب شودم
ای اندوفیت هدر باکتریگیاهان رشد دهندگی ارزیابی افزایش

 نند مانعتوامی IAAمیزان بالای  تولیدگردد اما محاسبه می
شود و بنابراین تولید بالای این نیز رویشی گیاهان رشد 

به تنهایی معیار مناسبی برای گزینش تواند هورمون نمی
تولید  .اندوفیت محسوب گرددهای های مفید باکتریجدایه
و فعالیت  زیستیتواند در کنترل ها میها خصوصاً پروتئازآنزیم

ن بررسی در زمینه شناسایی ین اولیا د.هیپرپارازیتی موثر باش
 Carpinus)های باسیلوس اندوفیت ریشه کچف جدایه

.Millorientalis ) های بررسیلازم است باشد. در ایران می
 این  کنترل زیستیها و قابلیت ویژگیتکمیلی در زمینه 

 سلامت درختان از جملهها بر روی عوامل تهدید کننده جدایه
 صورت پذیرد.کچف 
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: Because of possessing a myriad of biological features useful in 
the biocontrol area, Bacillus species have been in the forefront of studies in this vast yet 
expanding area of research. Given the preservation of biodiversity and sustainability of the 
Hyrcanian ecosystems are of utmost importance ecologically and environmentally proper 
management of this ecosystem warrants serious attention and care. Studies on the microbiome 
and identification of the species living as endophytes and commensals are by itself a vast area of 
research in this regard. The present study was aimed at the identification and preliminary 
biological characterization of the Bacillus strains living as endophyte in the roots of the oriental 
hornbeam (Carpinus orientalis) growing in Mazandaran and Semnan provinces. 
Material and Methods: Samples of oriental hornbeam roots were randomly collected from the 
mountain site of southern Mazandaran and northern Semnan in the Spring 2018. Root segments 
were surface-disinfected, washed in sterile distilled water (SDW) and crushed in drops of SDW 
in sterile mortar and pestle. Isolation of bacteria were done following spreading drops of the 
suspension on plates of tryptic soy agar (TSA) and 3-4 days incubation at 28˚C. The isolates 
were characterized phenotypically and their protein profiles were determined by electrophoresis 
on polyacrylamide gel. Diversity of the isolates were assayed by comparing DNA fragment 
pattern on agarose gels after their amplification by REP-, BOX- and IS-50 PCR. A 
representative isolate from each of the four DNA profile groups was selected and a 1500bp 
fragment of the 16S rDNA of each amplified by PCR and sequenced. The nucleotide sequences 
were aligned and compared with those of a collection of Bacillus species deposited in GenBank 
using the BLASTn program. A phylogenetic tree of the isolates was constructed using the 
Maximum-Likelihood method. The ability of the isolates to produce IAA, hydrogen cyanide, 
protease and biofilm was evaluated. 
Results: Thirty Bacillus isolates were recovered from the roots of hornbeam on TSA medium. 
Based on their phenotypic and molecular characteristics the isolates were differentiated into four 
groups. Comparison of the nucleotide sequences of their 16S rDNA with the sequences 
retrieved from GenBank indicated affiliation of the isolates with Bacillus thuringensis, B. 
cereus, B. subtilis, and B. velezensis among which Bacillus thuringiensis was the most prevalent 
and B. subtilis the most populated group. All isolates produced indole acetic acid at 5 to 85 mgl- 
with B. thuringiensis producing the highest and B. velezensis the lowest concentration of the 
hormone. The majority of isolates were capable of producing lipase, gelatinase, lecithinase, 
protease, and amylase. Isolates of B. cereus and B. thuringiensis were considerably more 
proteolytic among all. Producing of biofilm was confined to the isolates of B. velezensis. 
Conclusion: The possession of and the diversity in the capacity of producing various 
biologically beneficial biochemical and enzymes and of having other attributes of value in 
biocontrol, makes the Bacillus spp. understudy as potentially capable bacteria in the promotion 
of plant growth and in the biological control of pathogens. Isolates of B. thuringiensis and B. 
cereus appeared to be superior among the four species studies. This is the first report on the 
identification and partial characterization of the potentially beneficial Bacillus species living as 
endophyte in the root tissues of oriental hornbeam in Iran.  
 
Keywords: Bacillus, Endophyte, IAA, Isolate, Oriental hornbeam, Sequences  
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