
 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان

 1399سال هشتم، شماره اول، بهار 
 

  مقاله پژوهشی

از جدا شده  Aeribacillus pallidus Gh1هوازی اجباری  شناسایی سویه 

 در استان اردبیل قینرجهگرم چشمه آب 
 

1مهدی رسا
* 

 

 97 دیتاریخ پذیرش:  97 آبانتاریخ دریافت: 

 چکیده
س از پآوری شد. استان اردبیل در اطراف کوه سبلان جمعقینرجه  گرم معدنی آب آب از چشمههای نمونه

های انتخابی و بازه دمایی تر در محیطبه دلیل رشد سریع Gh1 ، باکتریرشد داده شدههای باکتریمیان از  کشت،

های کشت از کشت روی محیطهای باکتری با استفاده ویژگی .های بیشتر انتخاب شدبرای بررسیمورد نظر، 

های بیوشیمیایی، تعیین هویت برخی لیپیدها، تعیین توالی بازی هوازی، آزمایشاختصاصی در شرایط هوازی و بی

16S rDNA  .باکتریو ترسیم درخت فیلوژنتیک به دست آمد Gh1گرم مثبت، اسپوردار و غیرمتحرک بود ،. 

-60مستطیل شکل و انتهایی بودند. دمای مطلوب رشد  ی آناسپورهاو بود میکرومتر  1× 3-4 طول و عرض سویه

مطلوب رشد  pHگراد بود. درجه سانتی 72و  30حداقل و حداکثر دمای رشد به ترتیب و  گراددرجه سانتی 58

، اما سرعت رشد را بالا برد NaClدرصد  5/0-0/1 غلظت. کردرشد می 10تا  6بین  pHو باکتری در  بود 0/8

 تنها منبع هیدروکربنی با اثر مثبت روی رشد باکتری، نشاسته بود. رد.کرشد را مهار  NaClدرصد  0/2 غلظت

 هوازی Gh1 سویه های ژلاتینازی، کاتالازی و اکسیدازی نیز بود.علاوه بر فعالیت آمیلازی، باکتری دارای فعالیت

 فسفاتیدیل اتانول لیپیدهای قطبی نشان داد سویه حامل بررسی د.کرهوازی رشد نو روی محیط کشت بی بود

آمینو دی و چندین لیپید و فسفولیپید شناسایی نشده بود. فسفاتیدیل گلیسرل ،فسفاتیدیل گلیسرولدی ،مینآ

 درصد با  72/99این توالی  نشان داد 16S rDNAتوالی  بررسیباکتری موجود نبود.  در دیوارهپیملیک اسید 

هوازی، های مهم دیگر باکتری، مانند تحرک و تنفس بیویژگی .داشتیکسانی  Aeribacillus pallidusباکتری 

 لوتوان از وجود فسفاتیدیل اتاننتایج به دست آمده همچنین نشان داد که نمی های پیشین متفاوت بودند.با گزارش

 استفاده کرد. Geobacillusاز  Aeribacillusآمین به عنوان معیاری برای تفکیک 

آمینو پیملیک اسید، دی ،1Gh ،S rRNA16 ،Aeribacillus، ترموفیل، آمیلاز، گرمچشمه آب  کلیدی: واژگان
 .یدپفسفولی

 ایران. ، رشت،شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه گیلانمربی گروه زیست -1

 yahoo.com9rassa@ نویسنده مسئول: *
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 مقدمه

های ژنومیک، به استفاده گسترده از روش

، برای 16S rDNAهای استفاده از توالی ویژه

منجر به  Bacillaceaeبندی خانواده طبقه

 شده است.بندی طبقهاین تغییرات اساسی در 

ترین خانواده بزرگ Bacillaceae خانواده

میلادی  80 . در اوایل دههاست Bacilli در رده

گونه تشکیل  35از حدود  Bacillaceae خانواده

اکنون این اما  ،(Schleifer, 2008) بودشده 

شود جنس مختلف می 95شامل حدود خانوده 

((Parte, 2018. های شناخته از بین جنس

جنس یا ترموفیلیک  9شده، برخی از اعضای 

دمای مطلوب دارای لرانت )وهستند و یا ترموت

 4اعضای  (.گراددرجه سانتی 45رشد بالای 

 ،Geobacillus (Nazina et al., 2001)جنس 

Anoxybacillus (Pikuta et al., 2003)، 

Aeribacillus (Minana-Galbis et al., 

 ,.Caldibacillus (Coorevits et al و( 2010

از نظر تاکسونومی به یکدیگر نزدیک ( 2012

 1جنس اخیر هر کدام شامل فقط هستند. دو 

 Aeribacillus pallidus: هستندگونه 

(Scholz et al., 1987; Banat et al., 2004; 

Minana-Galbis et al., 2010 ) و

Caldibacillus debilis (Banat et al.,  

2004; Coorevits et al., 2012) باکتری .

نوعی  مطالعهمورد بررسی در این 

Aeribacillus pallidus .است 

نخستین  Aeribacillus pallidusباکتری 

و با نام ( 1987و همکاران ) Scholzبار توسط 

Bacillus pallidus .از نظر  گزارش شد

فنوتیپی و معیارهای کموتاکسونومی، این 

های مشترک با باکتری دارای ویژگی

 16Sمنتهی بررسی  .استهای دیگر باسیلوس

rDNA این باکتری به وسیله Banat همکاران  و

ها را به این نتیجه رساند که این آن(، 2004)

و به عنوان  Geobacillusباکتری باید در جنس 

Geobacillus pallidus  شناخته شود. برای

به  Bacillus pallidusتغییر نام 

Geobacillus pallidus ،Banat  و همکاران

، G+Cاز معیارهای دیگری مانند میزان ( 2004)

های ها و تولید آنزیمکربوهیدرات تجزیه

هیدرولیتیک مختلف استفاده کردند. بر اساس 

مده پیشنهاد شده است که نتایج به دست آ

بین  16S rDNAدارای یکسانی  هایسویه

های متفاوتی گونه درصد، احتمالا 4/99-96

درصد  4/99هایی که یکسانی حدود هستند و آن

 های یک گونه هستندیا بالاتر دارند، زیرگونه

(Coorevits et al., 2012). 16 به غیر ازS 

rDNA میزان ،GCای کردن ، دورگهDNA ،
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و لیپیدهای قطبی  اصلیاسیدهای چرب سلولی 

نام برده شده  چهار جنسنیز برای تفکیک کردن 

 ,.Pikuta et al)گیرند میمورد استفاده قرار 

2000; Minana-Galbis et al., 2010). 

Coorevits پیشنهاد ( 2012همکاران ) و

توان با استفاده از میزان لیپیدهای اند میکرده

، Aeribacillusقطبی و اسیدهای چرب، 

Anoxybacillus  وCaldibacillus  را از

Geobacillus  .تفکیک کرد 

در مورد انجام شده  با مقایسه مطالعات

Aeribacillus pallidusرسد ، به نظر می

 ی این گونههاای بین سویههای عمدهتفاوت

برخی  مطالعه. در این داشته باشدوجود 

 جدید یک سویه های فنوتیپی و ژنوتیپیویژگی

بومی ایران  Aeribacillus pallidusه از گون

 گرفته است.مورد بررسی قرار 

 

 هاروش و مواد
 های کشت و جداسازیمحیط

در  گرمهای آب از چشمه بهای آنمونه

اطراف کوه سبلان در استان اردبیل )سرعین، 

توسط سرنگ قینرجه، قزل داغی و موئیل( 

های استریل دردار انتقال داده استریل به لوله

گراد درجه سانتی 4ها درون فلاسک شدند و لوله

قرار داده شدند تا به آزمایشگاه میکروبیولوژی 

دانشکده علوم پایه دانشگاه گیلان حمل شوند. 

 MSBA هوازی مایعدر آزمایشگاه در محیط بی

(Meat Extract, Soy Peptone, Broth, 

Anaerobic ) کشت داده شدند. هوازی جامد یا

 آزمایشتمام مواد شیمیایی مورد استفاده در این 

شدند، به خریداری )آلمان(  Merckاز شرکت 

اجزای . شده استجز در مواردی که نام برده 

عصاره گوشت شامل  MSBAهوازی بی  محیط

درصد، عصاره مخمر  5/0درصد، پپتون سویا  3/0

 ودرصد  05/0سولفید سدیم درصد،  2/0

 .بوددرصد  01/0 (Resazurinرسازورین )

 Hungateهای هوازی در لولهمحیط کشت بی

تهیه و اکسیژن درون لوله، با گاز آرگون 

جایگزین شد. در مواردی که به محیط کشت 

محیط  یاز همان اجزا نیاز بود،مایع  هوازی

هوازی استفاده شد، منتها بدون کشت بی

سدیم و رسازورین. این محیط کشت سولفید 

MSB  در مواردی که لازم بود د. شنامیدهpH 

محیط ثابت نگه داشته شود، از بافر استفاده شد. 

 ومولار  1/0فسفات از بافر  pH 0/8-0/6 برای

 Glycine-NaOHاز بافر  pH 0/10-0/9برای 

استفاده شد.  MSB یبا همان اجزامولار  1/0

زیر ها بهینه، باکتری pHبرای تشخیص 

 (Neubauer) نوبوئرمیکروسکوپ روی لام 

دو نوع محیط در این مطالعه از  .شمارش شدند
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استفاده شد: محیط آگار کشت هوازی جامد 

ی او محیط پیچیده (Nutrient Agar) مغذی

نامیده شد و دارای همان اجزای  MSAکه 

MSB  هاینمونه درصد آگار بود. 0/2به همراه 

در  و ندهای هوازی کشت داده شدمحیطدر آب 

درجه  60 با دمای، آلمان( Heraeusگرمخانه )

به مدت چهار روز نگهداری شدند. در گراد سانتی

برای تزریق هوازی، از سرنگ بی مورد محیط

 Hungate نمونه از در پلاستیکی مخصوص لوله

 استفاده شد تا از ورود هوا جلوگیری شود.

هوازی ها روی محیط پس از رشد باکتری

جامد، با استفاده از روش کشت ایزوله روی 

 Streakای یا محیط جامد )کشت سه مرحله

Plating Techniqueاز  کردههای رشد ( سویه

جدا  باکتری مورد نظرسپس یکدیگر جدا شدند. 

با شستشوی سطح شده روی محیط هوازی، 

میکرولیتر  100 حجم هبپلیت با محیط مایع، 

هوازی انتقال داده شد به محیط بیرسانده شد و 

 تا رشد آن مورد بررسی قرار گیرد.

برای بررسی بازه دمایی رشد، باکتری در 

گراد برای درجه سانتی 80تا  30دماهای بین 

مدت حداکثر یک هفته در گرمخانه نگهداری 

 شد. دمای بهینه از روی پلیت مشخص شد.

به دلیل رشد هوازی،  هایاز بین باکتری

 تر و همچنین رشد در بازه دمایی موردسریع

نظر، تصمیم گرفته شد که ادامه کار با سویه 

Gh1  .این سویه از چشمه قینرجه انجام شود

 جدا شده بود.

 

های میکروبی و بررسی برخی ویژگی

 بیوشیمیایی

مورد نظر،  به منظور شناسایی تقریبی سویه

تعدادی آزمایش مقدماتی انجام شد. پس از 

 Baron and) آمیزی گرم و اسپوررنگ

Finegold, 1990 تحرک یا غیرمتحرک بودن ،)

پ مشاهده شد. نتیجه با وباکتری زیر میکروسک

مشاهده شکل رشد با کشت سوزنی روی محیط 

SIM ( مورد تایید قرار گرفتBaron and 

Finegold, 1990.) 

برای رشد  NaCl تعیین میزان بهینه برای

 درصد 0-7بین  MSAباکتری، به محیط کشت 

های اضافه شد و پلیت NaCl )وزنی/حجمی(

پس از  .ندقرار گرفتگرمخانه کشت شده درون 

 بررسی شد.باکتری ساعت میزان رشد  24هر 

، هیدراتیمشتقات کربوبررسی اثر  برای

مالتوز، قندهای آرابینوز، سیترات، لاکتوز، 

 به زکرز و گزیلوایتول، سزاینو -مانیتول، میو

ی اضافه شد و سپس باکتری حداقلکشت  محیط

محیط کشت  یکشت داده شد. اجزا در آن

 درصد، عصاره 1/0پپتون سویا  شاملحداقلی 
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 -آگار ،درصد NaCl 5/0درصد،  1/0گوشت 

 .بوددرصد  0/1کربوهیدرات  و درصد 0/2آگار 

 

 آنزیمی هایبررسی فعالیت

، در مطالعه حاضر فعالیت چهار آنزیم ژلاتیناز

رسی آمیلاز، کاتالاز و اکسیداز در باکتری مورد بر

 فعالیت ژلاتیناز، برای تعیین وجود قرار گرفت.

کشت داده  MSAباکتری روی محیط کشت 

درصد  0/10 و آگار درصد 5/1وی شد که حا

مایع شدن محیط پس از رشد  ژلاتین بود.

کرد باکتری ژلاتیناز تولید شخص میباکتری م

وجود فعالیت آمیلازی با کشت سویه کند. می

درصد  0/1حاوی که  MSAروی محیط  

پس از رشد، به پلیت تعیین شد.  ،نشاسته بود

تا میزان هیدرولیز نشاسته  محلول ید اضافه شد

مشخص شود. بنفش نشدن پلیت نشان دهنده 

ه عالیت کاتالازی با اضافف فعالیت آمیلازی بود.

روی لام  2O2Hکردن یک کلنی باکتری به 

تولید حباب مشخص کننده تولید  مشخص شد.

فعالیت اکسیداز با  کاتالاز توسط باکتری است.

-TMPD (Tetramethyl-P استفاده از عامل

Phenylene Diamineروش   ( و بر اساس

Jurtshuck  وMcquitty (1971 انجام و )

دهنده مشخص شد. ایجاد رنگ ارغوانی نشان 

 فعالیت اکسیداز است.

 و لیپیدهای قطبی DPAبررسی 

آمینو پیملیک اسید( )دی DPAشناسایی 

در پپتیدوگلیکان سلول به روش هیدرولیز در 

اسید و شناسایی توسط کروماتوگرافی روی کاغذ 

 (.Becker et al., 1964انجام شد )

تشخیص لیپیدهای قطبی از روش رای ب

. استفاده شد (TLC) کروماتوگرافی لایه نازک

 -دو بعدی از دو حلال کلروفرم TLCبرای 

)در جهت اول( و  65:24:4آب با نسبت  -متانول

آب با نسبت  -متانول -استیک اسید -کلروفرم

)در جهت دوم( استفاده شد. سپس  80:15:12:4

برای نمایان شدن لیپیدهای قطبی از عوامل 

ظاهرساز مولیبدوفسفوریک اسید، مولیبدنوم آبی 

,.Minnikin et al) و نینهایدرین استفاده شد  

1984). 

 

 16S rDNAبررسی توالی  برای PCRواکنش 

DNA ژنومی توسط روش Brown 

-PCR (96به دست آمد. واکنش ( 2000)

Well Thermal Cycler ،BioRad )با ، آمریکا

 U1492Rو  B27Fآغازگر استفاده از دو 

ها توسط شرکت آغازگر. انجام شد( 1)جدول 

Bio Basic  )آنزیم تک  شدند. تولید)کانادا

)یکتا تجهیز  Master Mixپلیمراز به شکل 

آزما، ایران( تهیه شد.
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 : توالی آغازگرهای مورد استفاده در مطالعه حاضر1جدول 

 توالی آغازگر

B27F 5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´ 

U1492R 5´-GGTTACCTTGTTACGACTT-3´ 

 

 5/12عبارت بودند از  PCRاجزای واکنش 

، B27Fمیکرولیتر  Master Mix ،1میکرولیتر 

و  gDNAمیکرولیتر  U1492R ،1میکرولیتر 1

. غلظت هر PCRمخصوص  O2Hمیکرولیتر  5/9

ر میکرولیت 25نانومول در هر  1کدام از آغازگرها 

 بود.

چرخه دمایی مورد استفاده در این واکنش 

گراد به مدت سه دقیقه، درجه سانتی 92شامل 

درجه  58ثانیه،  45گراد در درجه سانتی 94

گراد در درجه سانتی 72ثانیه،  45گراد در سانتی

دقیقه  10گراد در درجه سانتی 72ثانیه و  45

شدند. بار تکرار  30بود. مراحل دو تا چهار 

( 1997و همکاران ) Sangerیابی به روش توالی

 Applied Biosystemsبا استفاده از دستگاه 

DNA Analyser (3730/3730xl ،Thermo 

Fisher Scientific آمریکا( در مرکز ذخائر ،

ژنتیک جهاد دانشگاهی انجام شد. برای 

های تشخیص میزان همولوژی توالی با توالی

افزار ئوتیدی از نرمموجود در بانک نوکلی

BLAST  در بانک نوکلئوتیدیNCBI  استفاده

 شد.

 16Sدرخت فیلوژنتیک  کشیدنبرای 

rDNA هایی که سویه مورد نظر با باکتری

افزار نرمبیشترین یکسانی را نشان دهند از 

Clustalw2  در پایگاه دادهEMBL  استفاده

 شد.

 

 نتایج

 های میکروبیویژگی

های زرد کمرنگ گرد و کلنی Gh1 باکتری

کرد.  ایجاد MSAکوچک محدبی را روی محیط 

گرم و ای میلهپ، باکتری به شکل وزیر میکروسک

و غیرمتحرک  میکرومتر 1×3-4با ابعاد  مثبت

نشانگر اسپورهای  ،آمیزی اسپوررنگدیده شد. 

شمارش تعداد شکل انتهایی بود. مستطیل

ها زیر میکروسکوپ مشخص کرد که باکتری

درجه  30-72 باکتری توان رشد بین دمای

 را داشت؛ اما دمای مطلوب رشد بینگراد سانتی

(. 2بود )جدول گراد درجه سانتی 60-58
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 Aeribacillus pallidus Gh1های : برخی ویژگی2جدول 

 هاشاخص
دمای رشد 

(°C) 
دمای بهینه 

(°C ) 
pH رشد pH بهینه 

NaCl  موثر بر

 )%(رشد 
 تحرک هوازی/هوازیبی

 - هوازی 0-1 8 6-10 58-60 30-72 مقدار

 

کرد رشد می 10تا  6بین  pHدر  Gh1سویه 

در انتهای دوره  pHبود.  8مطلوب رشد  pHو 

هم سنجش شد تا از ثبات آن اطمینان نگهداری 

ها حداقل سه بار تکرار آزمایشحاصل شود. 

 شدند.

هوازی رشد نکرد. در محیط بی Gh1سویه 

 شدرشد باکتری در محیط مایع مشخص  هنگام

 از گرمخانهکه در صورت کاهش سرعت حرکت 

rpm180  بهrpm130 رشد باکتری با مشکل ،

 .شدروبرو می

درصد  0-7های در غلظت Gh1سویه 

NaCl  در محیطMSA  کشت داده شد. نتایج

، این سویه NaClنشان داد که در عدم حضور 

درصد  5/0-0/1های رشد کرد، اما در غلظت

میزان رشد آن افزایش پیدا یافت. با افزایش 

درصد رشد باکتری متوقف  2به  NaClغلظت 

 (.1شد )جدول 

 

 فعالیت آنزیمی

مقدماتی روی تولید چهار آنزیم  هایآزمایش

ان داد هر ژلاتیناز، آمیلاز، کاتالاز و اکسیداز نش

 شدندتولید  Gh1 چهار آنزیم توسط سویه

 (.3)جدول 

 

بررسی اثر مشتقات کربوهیدراتی روی 

 رشد باکتری

بررسی اثر مشتقات کربوهیدراتی روی رشد 

مشخص کرد تنها کربوهیدراتی که  Gh1باکتری 

گذاشت، نشاسته میآن وی روی رشد اثر مثبت ق

ها با استفاده از منابع بود.  از سوی دیگر، آزمایش

کربنی مشتق شده از پروتئین، مانند عصاره 

به روی رشد مخمر، پپتون سویا و منابع مشا

 (.3)جدول سویه اثر مثبت داشتند 

 

 و لیپیدهای قطبی DPA بررسی

نشان داد  Gh1آنالیز پپتیدوگلیکان سویه 

DPA های مورد در دیواره این باکتری، با روش

لیپیدهای  بررسیاستفاده، قابل تشخیص نبود. 

فسفاتیدیل اتانول آمین  قطبی باکتری وجود

(Phosphatidyl Ethanolamine: PE،) 

Diphosphatidylفسفاتیدیل گلیسرول )دی  

Glycerol: DPG )فسفاتیدیل گلیسرول  و
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(Phosphatidyl Glycerol: PG ) را تایید کرد

(. همچنین، پنج نوع لیپید 1شکل و  4جدول )

و شش نوع فسفولیپید  (L1-6)غیرفسفاته شده 

(PL1-6)  درAeribacillus pallidus Gh1 

 شناسایی شد.

 

 16S rDNAبررسی توالی 

تحت شرایط و با آغازگرهای  PCRواکنش 

ای با طول گفته شده منجر به تولید فرآورده

که با  PCRشد. توالی فرآورده  bp 1500حدود 

( 1997و همکاران ) Sangerاستفاده از روش 

 آورده شده است. 5یابی شد، در جدول توالی

بررسی میزان همولوژی توالی به دست آمده با 

 NCBIهای موجود در بانک نوکلئوتیدی توالی

نشان داد که  BLASTافزار با استفاده از نرم

از  16S rDNA توالی به دست آمده با توالی

 Aeribacillus pallidus strainباکتری 

DSM 3670 99 .درصد همولوژی داشت 

باز در توالی  4تر مشخص کرد که بررسی دقیق

16S rDNA  این دو باکتری با هم متفاوت بود

 درصد همولوژی(. 72/99)

 

 سویهاستفاده از منابع مختلف کربوهیدراتی در  وهحو ن: فعالیت آنزیمی 3جدول 
Aeribacillus pallidus Gh1  

Gh1 هاشاخص 

 فعالیت آنزیمی ژلاتیناز +

  آمیلاز +

  کاتالاز +

  اکسیداز +

 مصرف منابع کربوهیدراتی آرابینوز -

  سیترات -

  لاکتوز -

W مالتوز  

  مانیتول -

W اینوزیتول -میو  

W ساکرز  

  گزیلوز -

W.نشانگر مثبت ضعیف است : 
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 Aeribacillus pallidus Gh1 سویه ی: وجود لیپیدهای مختلف در غشا4جدول 

Gh1 لیپید 

+ PG 

+ PE 

+ DPG 

+ PL 

+ UPL 

PG : فسفاتیدیل گلیسرول؛PE : فسفاتیدیل اتانول آمین؛

DPG :فسفاتیدیل گلیسرول؛ دیPL: ؛ فسفولیپیدUPL :

 .غیرفسفولیپیدیهای چربی

 

 

 ،(DPG) فسفاتیدیل گلیسرولدی .Aeribacillus pallidus Gh1 لیپیدهای قطبی سویه: 1شکل 

 (L1-5)و لیپیدهای  (PL1-6)فسفولیپیدها  ،(PEفسفاتیدیل اتانول آمین ) ،(PGفسفاتیدیل گلیسرول )

 شوند.دیده می هدر نتیجناشناخته 
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 Aeribacillus pallidus Gh1 سویه 16S rDNAتوالی  :5جدول 

 
 

توالی به دست آمده، در بانک نوکلیئوتیدی 

NCBI ( با شماره دسترسیAccession 

Number )KR262713 .بایگانی شد 

هایی که میزان درخت فیلوژنتیک برای سویه

دادند، کشیده شد همولوژی بالاتری را نشان می

 (.2)شکل 

 

GCAGTCGAGCGGACCGAAGGGAGCTTGCTCCTTTAGGTTAGCGGCGGACGGGTG

AGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGCAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAG

CTAATACCGGATAACACCGAAAACCGCATGGTTTTCGGTTGAAAGGCGGCTTTTA

GCTGTCACTGCAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT

CACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGAC

TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG

GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTCTTCGGATCGTA

AAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAACAGGGCGGTACCTTGAC

GGTACCTGACGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG

TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTC

CTTAAGTCTGATGTGAAATCTCGCGGCTCAACCGCGAGCGGCCATTGGAAACTGG

GGAACTTGAGTGCAGGAGAGGGGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG

TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGAC

GCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC

GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGCTGCAGC

AAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAG

GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC

GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTT

CCCCTTTCGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT

GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGACCTTAGTTGCCAGCA

TTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGCTAAAAGTCGGAGGAAGGTGGGGA

TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGG

TGGTACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAACCACTCT

CAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATC

GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTC

ACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCCTTACGGAGCCA

GCCGCCG 
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که  16S rDNAهای و توالی Clustalw2افزار به دست آمده با استفاده از نرم ک: درخت فیلوژنتی2شکل 

سویه  همولوژی بالایی با یکدیگر دارند. هر چقدر میزان شباهت بیشتر باشد، عدد اعشار کوچکتر است.

Aeribacillus pallidus Gh1 با ی بیشتر همولوژیAeribacillus pallidus 3670  یهاباسیلوسنسبت به 

.دیگر داشت

   

 بحث

و مقایسه  نتایج به دست آمده در این بررسی

که چند ویژگی نشان داد  آن با مطالعات پیشین

پیچیده، مانند تحرک و تولید انرژی، به  عمده

هوازی بودن، در بین مفهوم هوازی یا بی

تفاوت دارند.  Aeribacillusهای مختلف سویه

هایی چندژنی تحرک و نوع تولید انرژی پدیده

رسد حتی این ن وجود به نظر میهستند. با ای

 پیچیده نیز امکان دارد به وسیلههای نوع صفت

انتقال افقی ژن از یک نوع باکتری به نوع دیگری 

انتقال داده شوند. در ارتباط با بررسی حاضر، در 

-3670T (Minanaو  Gh1های که سویهحالی

Galbis et al., 2010)، هوازی هستند، سویه 

R-35634T هوازی اختیاری استبی ایسویه 

(Coorevits et al., 2012) بر خلاف .

,.Minana-Galbis et al) های قبلیگزارش  

2010; Coorevits et al., 2012 )

Aeribacillus pallidus Gh1  غیرمتحرک

 پومیکروسکبود. عدم تحرک این سویه هم زیر 

 . SIMقابل مشاهده بود و هم روی محیط کشت 

اند که حساسیت های دیگر نشان دادهگزارش

به   Aeribacillus pallidusهای مختلف سویه

NaCl که سویهتفاوت دارد. در حالی TD-1  در

 Yasawong et)کند درصد رشد می 10غلظت 

al., 2011سویه ،) R-35634  5در غلظت 

 ,.Coorevits et al)کند درصد هم رشد نمی
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ها را نشان تفاوتاین  6جدول شماره  .(2012

  دهد.می

مقدماتی روی تولید چهار آنزیم  هایآزمایش

توسط سویه ز ژلاتیناز، آمیلاز، کاتالاز و اکسیدا

Gh1 های پیشین روی و مقایسه آن با بررسی

های نام برده شده الگوی مشابهی را برای سویه

آنزیم توسط هر چهار  هر سه سویه نشان داد.

بررسی اثر مشتقات  تولید شدند. Gh1 سویه

مشخص کرد این  Gh1کربوهیدراتی روی رشد 

از این نظر مشابه  R-35634T سویهسویه و 

های خالص، ماده کربنی د که کربوهیدراتهستن

 Coorevits ها نیستند.این باکتری مورد علاقه

اند وجود یا ( پیشنهاد کرده2012و همکاران )

 (PE)ود فسفاتیدیل اتانول آمین عدم وج

تواند به عنوان معیاری برای تفکیک می

Geobacilli  ازAeribacilli  قرار گیرد. نتایج

دهد ( نشان می7گزارش شده در اینجا )جدول 

PE در Aeribacillus pallidus Gh1  هم

رفت وجود دارد. در مواردی مشابه، گمان می

بتوان از نوع اسید چرب موجود در باکتری، 

های مختلف را از یکدیگر تشخیص داد. اما گونه

بررسی نتایج گزارش شده مشخص کرد که این 

توانند دقت بالایی داشته باشند. برای نتایج نمی

در  15:0C-Isoمثال، وجود اسید چرب 

Aeribacillus 3/22  درصد گزارش شده است

(Coorevits et al., 2012 در حالی که ،)

Scholz ( مقدار آن را 1987و همکاران )2/6 

( مقدار 2011و همکاران ) Yasawongدرصد و 

درصد گزارش کردند. نتایج مشابه  3/16آن را 

 Anteiso-C17و  Iso-C17دیگری در مورد 

گزارش شده است.

 

 Aeribacillus pallidusهای های سویه: مقایسه برخی ویژگی6جدول شماره 

 سویه
دمای رشد 

(°C) 
دمای بهینه 

(°C) 
pH بهینه 

NaCl  موثر بر

 )%(رشد 
 تحرک هوازیبی

Gh1 72-30 60-58 8 1-0 - - 

TD1* 67-45 60-55 8-7 10-0 ND + 
T35634-R 37-65 50 7-8 5-0 + ND 

T3670 30-70 +60 7-8 ND - + 

( 2012و همکاران ) Coorevitsتوسط  T35634-R(، سویه 2011و همکاران ) Yasawongتوسط  TD-1سویه : *

 ( گزارش شد.2010و همکاران ) Galbis-Minanaتوسط  T3670و سویه 

ND( نامشخص :Not Determined). 
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 Aeribacillus pallidusسه سویه : مقایسه لیپیدهای موجود در 7جدول شماره 

T3670 T35634-R Gh1 لیپید 

+ + + PG 

- - + PE 

+ + + DPG 

ND - + PL 

+ - + UPL 

PG : فسفاتیدیل گلیسرول؛PE : فسفاتیدیل اتانول آمین؛DPG :فسفاتیدیل گلیسرول؛ دیPL :؛فسفولیپید 

UPLهای غیرفسفولیپیدی: چربی. 

ND :( نامشخصNot Determined). 

و  Galbis-Minanaتوسط  T3670( و سویه 2012و همکاران ) Coorevitsتوسط  T35634-Rسویه  :*

 ( گزارش شد.2010همکاران )

 

های های مونوژنیکی مانند تولید آنزیمویژگی

هیدرولیتیک مختلف )آمیلاز، پروتئاز، لیپاز و 

غیره( ارزش تشخیصی برای تعیین گونه و جنس 

های بالاتر، ندارند. گزارش این و حتی تاکسون

 که در گزارش فعلی هم آمده، صرفا ها،نوع صفت

ردن اطلاعات بیشتر در مورد به منظور فراهم ک

 مورد نظر است.  سویه

در نتیجه مشخص است که برای تعیین 

تر بین ارتباط فیلوژنتیک به شکلی دقیق

های مختلف باکتریایی لازم است یا از سویه

هایی استفاده کرد که پیچیده هستند و یا صفت

داد، باید  نشان Woese کهطور  همان

هایی را بررسی کرد که در میانکنش با صفت

کنند دیگر یک سیستم پیچیده عمل می یاجزا

(cited in: Lebedinsky et al., 2007; 

Koonin and Wolf, 2008) مانند ،

های درگیر در همانندسازی اسیدهای پروتئین

های سی. برای مثال، ژنتنف یا زنجیره نوکلئیک و

 ;Rec (Zeigler, 2005های پروتئین کنندهکد 

Rossi et al., 2006 ،)par و gyr (Kasai et  

al., 1998; Tourova et al., 2010 ) به همین

 منظور مورد بررسی قرار گرفتند. 

تولید  Aeribacillus pallidusباکتری 

هایی است که از نظر صنعتی انواع آنزیم کننده

اهمیت بالایی دارند. علاوه بر آمیلاز و پروتئاز، 

 ,.Yasawong et al) لیازاین باکتری پکتات

( Lokre and Kadam, 2014) و لیپاز( 2011

کند. لیپاز گزارش شده توسط هم تولید می
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Lokre  وKadam (2014 ) دارای فعالیت

است. گراد درجه سانتی 60 مطلوب در دمای

نیز توسط  زیستیهمچنین نوعی امولسیفایر 

Zheng ( 2012و همکاران ).کشف شده است 

نتایج به دست آمده در این بررسی نشان داد 

ای که باکتری توانایی رشد در بازه نسبتا گسترده

هایی را دارد. با توجه به انواع آنزیم pHاز دما و 

شوند و پتانسیل می که در این باکتری تولید

رسد ژنوم استفاده در صنایع را دارند، به نظر می

این باکتری منبع مناسبی برای ژن این نوع 

گیری کرد توان نتیجهباشد. همچنین میها آنزیم

 Bacillaceaeبندی اعضای خانواده برای طبقه

 .ی باشدهای بیشترنیاز به بررسی
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Abstract  

Water samples were collected from Gheynarjeh hot water spring, around Sabalan 

Mountain in Ardebil province. One isolate (Gh1), isolated from the hot water spring 

was chosen for further studies. This selection was based on the isolates ability to grow 

faster and within the temperature limits chosen. Isolate characteristics were 

determined by culture on various selective aerobic and anaerobic media, biochemical 

assays, identification of typical lipids, 16S rDNA sequencing and drawing the 

phylogenetic tree. Isolate Gh1 was 1μm wide and 3-4μm in length and an endospore-

forming non-motile Gram positive bacillus with rectangular terminal spores. The 

optimal growth temperature was 58-60°C, with Tmin and Tmax at 30°C and 72°C, 

respectively. The optimal pH for growth was 8.0 and it grew between pH 6 and 10. 

NaCl concentrations of 0.5–1.0% encouraged growth, but at 2% NaCl, growth was 

inhibited. The only carbohydrate source with a positive effect on bacterial growth 

was starch. The isolate exhibited amylolytic as well as gelatinolytic, catalase and 

oxidase activities. The isolate was aerobic and no growth was observed on anaerobic 

medium. Cell wall fatty acid analysis showed the presence of phosphatidyl 

ethanolamine, diphosphatidyl glycerol, phosphatidyl glycerol and several 

unidentified lipids and phospholipids. Diaminopimelic acid could not be detected in 

the peptidoglycan. The 16S rDNA sequence analysis exhibited 99.72% identity with 

Aeribacillus pallidus. Other important characteristics, such as movement and 

anaerobiosis were different from those previously reported isolates. In addition, the 

results showed that the presence/absence of phosphatidyl ethanolamine cannot be 

used as a variable for differentiating between Geobacillus and Aeribacillus. 

Key words: Hot Spring, Thermophile, Amylase, Gh1, 16S rRNA, Aeribacillus, 

Diaminopimelic Acid, Phospholipid. 
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