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 چکیده

ولز از خاک مناطق جنگلی مازندران و ردیابی ژن رمز کننده آنزیم اندوگلوکاناز در جدایه های تجزیه کننده سلگری باکتریهدف این پژوهش، غربال
های مولد سلولاز با استفاده از رنگ کنگورد در محیط کشت کربوکسی متیل  سللولز انتبلاد دلدند و     جدایه .واجد بالاترین فعالیت سلولازی بوده است

ها گیری دد. دناسایی گونه باکتریمیزان قند احیای آزاد دده با معرف دی نیتروسالیسیلیک اسید اندازه میزان فعالیت اندوگلوکانازی آنها با روش سنجش
همچنین، تولید آنزیم در جدایه منتبب در درایط رددی مبتلف مورد ارزیابی قرار گرفت. سلس    .انجام دد 16S rDNAاز طریق تکثیر و توالی یابی 

های مبتلف گونه باکتریایی که واجد بالاترین فعالیلت انلدوگلوکانازی بلود جسلتجو دلد و بلر اسلا         وکاناز در سویههای ژن اندوگلدر بانک ژنی توالی
های موجلود ماایسله دلد. سلنجش     اطلاعات به دست آمده اقدام به طراحی پرایمر جهت تکثیر ژن گردید. توالی قطعه تکثیر دده در بانک ژنی با توالی

باسلیلو    A2 (U/min.ml 92/1،)باسلیلو  سلوبتیلی    هلای  بالاترین فعالیت اندوگلوکانازی به ترتیب متعلق بله جدایله  فعالیت آنزیم نشان داد که 
 B2 باسلیلو  سلوبتیلی   ( بود. ارزیابی مولکولی ژن انلدوگلوکاناز در  U/min.ml 51/1) H3باسیلو  سرئو  ( وU/min.ml 65/1) B2سوبتیلی  
بیشلترین تولیلد انلدوگلوکاناز جدایله     زیر گونه سوبتیلی  را نشلان داد. همچنلین    باسیلو  سوبتیلی (  elgSناز )درصدی با ژن اندوگلوکا 77مشابهت 

بود. توالی ژن اندوگلوکاناز این جدایه کلرید سدیم و فادان نمک  7برابر با  pHگرم در لیتر کربوکسی متی  سلولز،  8در غلظت  B2 باسیلو  سوبتیلی 
 تواند به منظور اهداف کلونینگ مورد استفاده قرار گیرد.توالی جدید در این مطالعه تکثیر و خالص دد و میتوانمند به عنوان یک 

 
 elgSهای خاک، ، باکتریباسیلو  سوبتیلی : اندوگلوکاناز، کلیدی هایواژه

 

   2 1 مقدمه

بتلا دی   4و  1جلز  انلدو    3هلای آنزیملی بلا    سلولازها کمسلک 
بتلللا دی گلوکانلللاز   4و 1وهیدرولاز(، اگلللزو گلوکانلللاز )اندوسللللوبی

بادد. تمامی این سه جز  به )اگزوسلوبیوهیدرولاز( و بتا گلوکوزیداز می
کنند تا پلیمر سللولز را بله طلور کامل  بله      افزایی عم  میصورت هم

بتا دی گلوکاناز به صلورت   4و  1مونومرهای گلوکز تبدی  کنند. اندو 
  کرده، انتهاهای احیلا  کننلده یلا    تصادفی بین فیبرهای سلولزی عم

کند کله توسلط اگزوسللوبیوهیدرولاز ملورد     غیر احیا  کننده ایجاد می
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دود. سللوبیوز در نهایلت توسلط    گیرد و سلوبیوز آزاد میحمله قرار می
 (.16دود )بتاگلوکوزیداز به مونومرهای گلوکز هیدرولیز می

مورد استفاده در های صنعتی بزرگ سلولازها دومین آنزیم از آنزیم
تجارت هستند که کاربردهای صنعتی مبتلفی مانند صلنعت نسلاجی،   

ها، تولید غذای حیوانات و انسان، صنعت کاغذ و صنعت تولید دترجنت
سوخت زیستی دارند. پتانسی  تجاری سلولاز در کارایی تبدی  سللولز  
به مونومرهای آن نهفته است. دهرت سلولازها بله عللت فعالیلت در    

بادلد. اتلانول زیسلتی بله عنلوان      ر تولید اتانول از لیگنوسلولز میمسی
دود. بلا اینکله روش  جایگزین برای سوخت فسیلی در نظر گرفته می

های مبتلفی برای تبدی  توده سلولزی بله اتلانول وجلود دارد، روش    
تلرین  آنزیمی به علت سازگاری با محیط زیست و پایلداری از معلروف  

ترین مشلک  در راه کلاربرد صلنعتی سللولازها     بادد. بزرگها میروش
بادد. بنابراین هنوز مطالعات و ها میقیمت بالا و راندمان کم تولید آن

تحایاات بر روی سلولاز و یافتن سویه هایی با تولیلد سللولاز بلالاتر    
رود که چنین با ترکیب دانش مهندسی ژنتیک انتظار میادامه دارد. هم
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ت در ان تولید دوند و در بسلترهای ارزان قیمل  سلولازها در مادار فراو
 (.16 و 5زیست پالایی به کار روند )

بادلند.  هلا ملی  ها و بلاکتری منابع اصلی تولید کننده سلولاز، قارچ
های زیادی قادر به تولید سلولاز هستند اما تنهلا تعلداد   میکروارگانیسم

در میان  .کنندکمی از آنها ماادیر قاب  توجهی از این آنزیم را تولید می
هلای هلوازی تجزیله کننلده سللولز، بیشلترین مطالعله روی        بلاکتری 

(. ایلن در حلالی اسلت    7) انجام دده است کلستریدیومو  سلولومونا 
هایی است که برای تولید از مهمترین باکتری باسیلو  سوبتیلی که 

اند. همچنین بیان سلولاز در برخلی از گونله  سلولاز به کار گرفته دده
، سودومونا  فلئورسلن  ، باسیلو های ی باکتریایی از قبی  گونهها

هلای  و همچنین برخی از گونه زیمومونا  موبیلی و رالستونیا آتروپا 
و برخلی از   پیشیا پاستوری و  ساکارومایس  سرویسیهمبمر از قبی  

گزارش دلده اسلت    تریکودرما و آسسرژیلو های قارچی از قبی  گونه
لی به دلی  غنی بودن از نظر ملواد آللی سللولزی    های جنگ(. خاک9)

هلای هتروتلروف موللد    محیط مناسبی برای جداسازی میکروارگانیسم
اند. به عنوان مثال در ایران در برخی مطالعلات قبللی بله    سلولاز بوده

هلای هتروتروفلی   های میکروبلی در میلان جمعیلت   گری سویهغربال
هلای  دده اسلت و جدایله   های جنگلی پرداختهجداسازی دده از خاک

( للذا هلدف پلژوهش حا لر     12و  1انلد ) توانمنلدی بله دسلت آملده    
های جنگلی استان های تجزیه کننده سلولز از خاکغربالگری باکتری
ترین جمعیت هتروتروفلی را دارا بودنلد و ردیلابی و    مازندران که بیش

  ی بود.هایی با بیشترین فعالیت آنزیمتکثیر ژن اندوگلوکاناز در جدایه

 

 هامواد و روش

هلای تولیلد کننلده    آوری بلاکتری منظور جملع  به نمونه برداری:
هلای منلاطق مبتللف اسلتان مازنلدران      هلای جنگل   سلولاز از خاک

گیری به عم  آمد. پ  از کنار زدن سطح رویی خاک، از عملق  نمونه
های مبتلف نمونه تهیله دلد و بله    متری خاک از ایستگاهسانتی 3-2

های هتروتلروف ابتلدا   شگاه منتا  گردید. جهت دمارش باکتریآزمای
لیتر سرم فیزیولوژی ا افه دلد  میلی 90گرم از هر نمونه خاک به  10

و به خوبی مبلوط گردید تا سوسسانسیونی با رقت یک دهم به دسلت  
های مبتلف در سرم فیزیولوژی تهیه آید. از سوسسانسیون حاص  رقت

هر رقت به طور جداگانه در سطح محلیط آگلار   لیتر از میلی 5/0دد و 
سلاعت در دملای    24های کشت به مدت غذایی پبش گردید. محیط

های باکتریلایی  گراد گرمبانه گذاری دد. سس  کلنیدرجه سانتی 30
حاص  دمارش دد و میانگین واحدهای تشکی  دهنده کلنلی در هلر   

زنی دده ایهاز هر نمونه خاک با احتساد رقت و حجم م (Cfu/g) گرم
ترین جمعیت هتروتروفی هایی که بیشمحاسبه گردید. سس  از خاک

های مولد آنلزیم سللولاز اسلتفاده    را دارا بودند برای جداسازی باکتری
 دد.

بلرای جداسلازی    های تجزیه کننده سلولز:جداسازی باکتری
ها به محلیط کشلت کربوکسلی    های مولد آنزیم سلولاز، نمونهباکتری

گرم کربوکسلی میتل  سللولز،     6براث با ترکیب  (CMC)لز متی  سلو
گرم کلسلیم   2/0گرم آمونیوم سولفات و  5/0گرم عصاره مبمر،  5/0

های کشت انتاال یافت. محیط (1)میلی لیترآد ماطر  1000کلرید در 
 160گراد با سرعت تکان درجه سانتی 30ساعت در دمای  72به مدت 

هلای ملایع بله محلیط     د. سس  کشتگذاری ددور در دقیاه گرمبانه
کنگلورد   %01/0آگلار و   %1کشت جامد کربوکسی متی  سلولز حاوی 

(CMC+CRجهت خالص )  سلاعت   48سازی انتاال یافت و به ملدت
گراد گرمبانه گذاری دد. پ  از طی دلدن  درجه سانتی 30در دمای 

رنلگ ایجلاد   هایی که در اطراف آنها هاله بلی زمان انکوباسیون، کلنی
هلای  جدایله  (.14)های بعلدی انتبلاد دلدند    دده بود برای آزمایش

غربال دده از نظر خصوصیات میکروسکوپی، واکلنش گلرم و آزملون   
 (.4های بیودیمیایی اولیه مورد ارزیابی قرار گرفتند )

های تولید کننده سللولاز  باکتری سنجش فعالیت اندوگلوکاناز:
بوکسلی متیل  سللولز بلراث     که قبلاً انتباد دده بودند، در محیط کر

گلراد  درجه سانتی 30ساعت در دمای  72کشت داده ددند و به مدت 
های کشت با دور دور در دقیاه ردد یافتند. سس  محیط 160با تکان 
دقیاه سانتریفیوژ گردیلد و ملایع رویلی     10در دقیاه به مدت  10000

یم آوری دد. سنجش فعالیت آنزآنها جهت سنجش فعالیت آنزیم جمع
گیری میزان تولید قند احیا  از سوبسلترای  اندوگلوکاناز بر اسا  اندازه

میللی  1(. به این ترتیب که 10کربوکسی متی  سلولز صورت گرفت )
میلی لیتر محلول کربوکسی متیل  سللولز یلک     1لیتر از مایع رویی با 

برابلر بلا     pHمولار با 1/0لیتر از محلول بافر سیترات میلی 1درصد و 
درجله   45ماری بلا دملای   دقیاه در بن 30مبلوط دد و به مدت  5/4

لیتللر از محلللول دی میلللی 2گللراد گذادللته دللد. سللس    سللانتی
گلرم   5/3گلرم سلود،    10، بلا ترکیلب   (DNS)اسید نیتروسالیسیلیک

DNS ،2 گرم سولفیت سلدیم در یلک لیتلر آد     5/0لیتر فن  و میلی
ها ا لافه دلد و بله    از لولهماطر، برای توقف فعالیت آنزیم به هریک 

دقیاله   5منظور ایجاد رنگ مناسلب در بلن ملاری جلوش بله ملدت       
لیتر آد ماطر به هر مبلوط ا افه دد و میلی 5قرارگرفت. پ  از آن 

نلانومتر قرائلت گردیلد. در نهایلت بلا       540جذد نوری در طول موج 
هلای مبتللف گللوکز    مراجعه به منحنی استاندارد جذد نوری غلظلت 

دده با روش بالا، میزان قند آزاد دده در هلر مبللوط انلدازه    سنجش
گیری دد. هر میکرومول گلوکز آزاد دده در واحد دقیاه به عنوان یک 

در  (U/min.ml)لیتر محللول آنزیملی   واحد فعالیت آنزیم در هر میلی
. جدایه بلا بلالاترین فعالیلت انلدوگلوکانازی بلرای      (8نظر گرفته دد )
 نده آنزیم انتباد دد.ردیابی ژن رمزکن

بلرای   های تولیدکنندده سدلو:ز:  شناسایی مولکولی باکتری
های مولد انلدوگلوکاناز از تکثیلر و تلوالی   دناسایی دقیق گونه باکتری

بلا   DNAسلتبراج  اسلتفاده دلد. ا   16SrRNAکننلده  یابی ژن رملز 
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استفاده از کیت درکت پیشگامان انتاال ژن )ایران( با دماره کاتالوگ 
DV01100   .16ژن انجلام دللدSrDNA  بللا اسللتفاده از آغازگرهللای
 1492R( و 5′-AGAGTTTCCTGGCTCAG-3′) 27Fعمللومی 

(5′-ACGGCTACCTTGTTACGATT-3′در )  هواکنش زنجیلر 
گلراد  درجه سلانتی  95مراز با برنامه حرارتی دام  یک دوره دمای پلی

رجله  د 95دوره بلا مراحل  حرارتلی     30دقیاه و پ  از آن  5به مدت 
ثانیه  35گراد به مدت درجه سانتی 9/59ثانیه،  33گراد به مدت سانتی
بلر   انجلام دلد. ایلن برنامله    ثانیه  90گراد به مدت درجه سانتی 72و 

. قطعله تکثیلر دلده در    سازی گردیداسا  دمای ذود آغازگرها بهینه
الکتروفورز دد و باند تشکی  دده پ  از استبراج از ژل  %1ژل آگارز 

، 28704درکت کیاژن )آمریکا( با دلماره کاتلالوگ   ستفاده از کیت با ا
یابی به درکت ژن فناوران ارسال گردید. تعیین تلوالی بله   جهت توالی

صللورت یللک طرفلله انجللام دللد. تللوالی ژن در بانللک جهللانی داده   
های موجود ماایسه دد و گونه باکتری ( با توالیNCBIبیوتکنولوژی )

 جداسازی دده مشبص گردید.
و  pHبا توجه به این که منبلع کلربن،    شناسی:مطالعات آنزیم

نمللک از جمللله تگثیرگللذارترین عواملل  بللر روی بیللان سلللولازهای   
(، تگثیر این عوامل  بلر روی میلزان    13 و 2اند )باکتریایی معرفی دده

تولید آنزیم در باکتری منتبب مورد مطالعله قلرار گرفلت. بله منظلور      
و نمک کلرید سدیم بر تولید انلدوگلوکاناز   pHبررسی اثر منبع کربن، 

کشت کربوکسی متی  سلولز مایع  هایتوسط جدایه منتبب، از محیط
گرم در لیتر کربوکسی متیل    10و  8، 6، 4، 2 هایبه ترتیب با غلظت

، pH 4 ،5 ،5/5 ،6 ،5/6 ،7 ،5/7سلولز به عنوان منبع کلربن، مالادیر   
گلرم در لیتلر    15و  10، 5، 2 ،0هلای  و غلظت 10و  5/9، 9، 5/8، 8

جداگانه استفاده گردید. به هر محیط کشلت   هایدر ارلنکلرید سدیم 
سلاعت در دملای    72زنی دد و به مدت باکتری مایه 8105/1تعداد 
دور در دقیاله گرمبانله    160گراد بلا سلرعت تکلان    درجه سانتی 30

 هلای زیم در عصلاره در پایان آزملایش میلزان فعالیلت آنل     گذاری دد.
تکلرار   3هلا در  گیری دد. کلیه آزمایشسلولی پ  از سانتریفوژ اندازه

هلا آزملون ناپلارامتری    انجام دد و بلرای بررسلی اخلتلاف میلانگین    
هلا سلطح   والی  مورد استفاده قرار گرفت. در تمام آزمون -کروسکال
 درصد در نظر گرفته دد. 5خطای 

 اده از آغازگرهای اختصاصی:تکثیر ژن اندوگلوکاناز با استف
سللولازی  پ  از دناسایی گونه باکتریایی که واجد بلالاترین فعالیلت   

آن در بانلک جهلانی    های مبتلفسویهتوالی ژن اندوگلوکاناز در بود، 
ها با درصد بلالای  ژن ( جستجو دد و توالیNCBIداده بیوتکنولوژی )
آمده، آغازگرها سس  بر اسا  اطلاعات به دست تشابه به دست آمد. 

روی  HindIIIو  BamHIهمراه با جایگاه بردلی   Oligo7برنامه  در
طراحی ددند تا بتلوان در تحایالات بعلدی از    اداپتورهای پلاسمیدی 

آغازگرهای  سازی نیز استفاده نمود. اینقطعه تکثیر دده برای همسانه
-F-endoG (5′اختصاصللللللللللللللللللی دللللللللللللللللللام  

GGATCCGAAACGTTCTATCTCTATC-3′ و )R-endoG 
(5′-AAGCTTGTTCGGTTCGGTAC-3′در )  هواکنش زنجیلر 

گلراد  درجه سلانتی  95مراز با برنامه حرارتی دام  یک دوره دمای پلی
درجله   95دوره بلا مراحل  حرارتلی     35دقیاه و پ  از آن  5به مدت 
ثانیه و  50گراد به مدت درجه سانتی 60ثانیه،  60گراد به مدت سانتی
 72 و در نهایت یک دوره دمای ثانیه 60ه مدت گراد بدرجه سانتی 72

بلر اسلا     انجام دلد. ایلن برنامله   دقیاه  5گراد به مدت درجه سانتی
 .سازی گردیددمای ذود آغازگرها بهینه

 
 نتایج و بحث

هلای  بلاکتری  نتایج دلمارش  ها:شمارش و جداسازی باکتری
روف در های هتروتدهنده وجود بیشترین تعداد باکتریهتروتروف نشان

جنگ   A(. پ  از آن ایستگاه 1جنگ  سیاکلا بود )جدول  Bایستگاه 
سلنگان بله ترتیلب بیشلترین تعلداد      جنگ  سی Gنانواکلا و ایستگاه 

  های هتروتروف را دارا بودند.باکتری
 8مشاهده دد، تعداد  1ایستگاه جنگلی منتبب که در جدول  8از 

انتبلاد   CMC+CRکشلت  جدایه برتر تولید کننده سلولاز در محیط 
ددند که مح  جداسازی، مشبصات و میزان فعالیلت انلدوگلوکانازی   

آمده است. نتایج نشان دهنده بالاترین فعالیت آنلزیم   2آنها در جدول 
 بود.  H3و  B2 ،A2های اندوگلوکانازی به ترتیب در جدایه
 16SrRNAتکثیر ژن  های منتخب:شناسایی مولکولی جدایه

جفت بازی پ  از الکتروفورز بر روی ژل  1500باند  منجر به تشکی 
خلالص  PCR(. نتایج تلوالی یلابی محصلولات    1آگارز گردید )دک  

در بانللک جهللانی داده  هللاسللازی دللده از ژل و جسللتجوی تللوالی 
 %99بللا  A2و  B2هللای جدایللهنشللان داد  (NCBIبیوتکنولللوژی )

ین جدایله  همچنل  بودنلد.  باسیلو  سوبتیلی مشابهت متعلق به گونه 
H3  قرابلت   بلود. باسلیلو  سلرئو    مشابهت متعلق به گونه  %99با
به صورت درخت فیلوژنی بله دسلت    MEGA-6ها در نرم افزار جدایه

 (.  2آمد )دک  
 16SrRNAتکثیر ژن  های منتخب:شناسایی مولکولی جدایه

جفت بازی پ  از الکتروفورز بر روی ژل  1500منجر به تشکی  باند 
خالص PCRالف(. نتایج توالی یابی محصولات  1ید )دک  آگارز گرد

در بانللک جهللانی داده  هللاسللازی دللده از ژل و جسللتجوی تللوالی 
 %99بللا  A2و  B2هللای جدایللهنشللان داد  (NCBIبیوتکنولللوژی )

همچنلین جدایله    بودنلد.  باسیلو  سوبتیلی مشابهت متعلق به گونه 
H3  قرابلت   بلود.   باسلیلو  سلرئو  مشابهت متعلق به گونه  %99با
به صورت درخت فیلوژنی بله دسلت    MEGA-6افزار ها در نرمجدایه

 (.  2آمد )دک  
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 های هتروتروف در ایستگاه های جنگلی مورد مطالعهشمارش کل باکتری -1جدول 

Table 1- The results of total heterotrophic bacterial count in the studied forest stations with maximum heterotrophic 

population 

 سه هزار

Sehezar  
(H) 

 سی سنگان

Sisangan 
(G) 

 ایزدشهر

Izadshahr 
(F) 

 نور 

Noor 
(E) 

 نمک آبرود

Namakabroud 
(D) 

 سومعه سرا

Someesara 
(C) 

 سیاکلا 

Siakla 
(B) 

 نانواکلا 

Nanocla 
(A) 

 نام ایستگاه

 جنگلی
The name 

of forest 

station 

1.07×106 2.34×106  1.21×106 1.01×108 1.41×106 1.95×106 1.77×108 2.53×106 

ش میانگین دمار  

The mean 

count 

)Cfu/g( 

 

 CMC+CRهای تولید کننده سلو:ز غربال شده در محیط کشت باکتری -2جدول 
Table 2- Cellulase producing bacteria screened by congo red screening and their characteristics 

 فعالیت اندوگلوکانازی

Endoglucanase 

activity 

 (U/min.ml) 

تولید اسید از 

 گلوکز

Acid 

production 

from glucose 

 حرکت

Motility 
 کاتا:ز

Catalase 
 اکسیداز

Oxidase 

 شکل و واکنش گرم

The shape and Gram 

reaction 

 نام جدایه
Isolate number 

1.65 + + + + 
مثبت باسی  گرم  

Gram-positive rod 
A2 

1.16 - - + - 
 کوکسی گرم مثبت

Gram-positive cocci 
A4 

1.40 - + + - 
 کوکسی گرم مثبت

Gram-positive cocci 
B1 

1.92 + + + + 
 باسی  گرم مثبت

Gram-positive rod 
B2 

1.12 - + + - 
 کوکسی گرم منفی

Gram-negative cocci 
E1 

0.98 + + + - 
منفی باسی  گرم  

Gram-negative rod 
F1 

1.21 + + + - 
 باسی  گرم منفی

Gram-negative rod 
H4 

1.51 + + + + 
 باسی  گرم مثبت

Gram-positive rod 
H3 

 
بلرای جداسلازی   هلای جنگللی ایلران    در مطالعات دیگر در خاک

هایی از جمله باکتری باسیلو های تولید کننده سلولاز، جن  باکتری
فعالیت آنزیم سلولاز بوده اسلت. در پژوهشلی کله توسلط     بیشترین با 

باکتری جدا دده از خلاک نلواحی    40( بر روی 12پاست و همکاران )
 باسلیلو  باکتری جلدا دلده در جلن      24مازندران انجام دد، تعداد 

دناسایی ددند که در محیط کربوکسی متی  سلولز قادر به تولید آنزیم 
های ترموفیل  و  ( باکتری1همکاران ) سلولاز بودند. همچنین، آساره و

مزوفی  تولید کننده سلولاز را از خاک جنگللی چیتگلر واقلع در دلهر     
تهران در حضور سلولز میکروکریستالی به عنوان تنها منبع کلربن، بلا   

سازی کردنلد  استفاده از تکنیک زایموگرام در پلیت جداسازی و خالص
سللولاز را از طریلق تلوالی   های دارای بیشترین فعالیت آنزیم و جدایه

هلای  هلا بله جلن    دناسایی نمودند. این جدایه 16SrRNAیابی ژن 
تعلللق دادللتند. فعالیللت    کریسللئوباکترو جئوباسللیلو ، باسللیلو   

در بررسلی حا لر در    B2جدایله   سلوبتیلی   باسیلو اندوگلوکانازی 
یتر در دقیاه بود که نسلبت بله بیشلتر مطالعلات     واحد در  92/1حدود 
مبتلف تولیلد   هایباکتری( 15بالا می بادد. ستی و  همکاران ) قبلی

را از خاک جداسازی کردند  باسیلو  سوبتیلی کننده سلولاز از جمله 
لیتلر در  واحد در میلی 9/0و بیشترین فعالیت سلولازی آنها را در حدود 
مبتلف موللد  های باکتری( 6دقیاه گزارش کردند. لیانگ و همکاران )

از خاک جداسازی کردند. برترین جدایه مولد سلولاز متعللق   سلولاز را
واحلد در میللی   2/0با بیشترین فعالیت سلولازی  بورخولدریابه جن  

( فعالیلت انلدوگلوکانازی   11لیتلر در دقیاله بلود. پنلدی و همکلاران )     
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واحلد در   8/2جداسازی دده از خاک را برابلر بلا    باسیلو  سوبتیلی 
های نور اند. مطالعه ما نشان داد جنگ ارش کردهلیتر در دقیاه گزمیلی

های توانمند باکتریلایی  از جمله بهترین مکان ها برای جداسازی سویه
 بادند. مولد سلولاز می

با توجه  ردیابی ژن کد کننده اندوگلوکاناز در جدایه منتخب: 
بیشلترین فعالیلت    B2جدایله   باسیلو  سوبتیلی به این که باکتری 

ژن سلولاز در این بلاکتری ردیلابی دلد و    نازی را نشان داد، اندوگلوکا
 F-endoG هلللللللایپرایمرجفلللللللت بلللللللرای تکثیلللللللر آن 

(GGATCCATGAAACGTTCTATCTCTATC و )R-

endoG (AAGCTTCTAGTTCGGTTCGGTAC ) طراحللللی
 .گردید

منجر به  B2جدایه  باسیلو  سوبتیلی تکثیر ژن اندوگلوکاناز در 
د که تصویر ژل الکتروفورز آن در جفت بازی گردی 1507حصول قطعه 

یلابی ژن انلدوگلوکاناز   دود. توالید مشاهده می 1در دک   %1آگارز 
درصدی  77، مشابهت NCBIبانک ماایسه توالی آن در تکثیر دده و 

زیر گونه سوبتیلی  )با  باسیلو  سوبتیلی ( eglsبا ژن اندوگلوکاناز )
نشان داد که توسط بلدا ( NCBI در NC_000964.3دماره دسترسی 
زیر گونه سلوبتیلی    باسیلو  سوبتیلی ( در ک  ژنوم 3و همکاران )

( NCBIاین توالی در بانک جهانی داده بیوتکنولوژی )ت دده است. ثب

( 11ثبت گردید. پندی و همکلاران )  MK158077با دماره دسترسی 
مورد بررسی قلرار   NCBIاندوگلوکاناز باکتریایی را در بانک  35توالی 

 هلای های انلدوگلوکاناز ثبلت دلده در سلویه    دادند و از بین آنها توالی
توالی به دست آمده در  ی طراحی پرایمر انتباد کردند.را برا باسیلو 

مطالعه حا ر با اندوگلوکاناز دیگری از جمله انلدوگلوکاناز ثبلت دلده    
 ( مشابهت نشان نداد.11توسط پندی و همکاران )

و نمدک بدر تولیدد انددوگلوکاناز در      pHتأثیر منبع کربن، 
ین تولیلد آنلزیم   بیشلتر  B2به دلی  این کله جدایله    جدایه منتخب:

جداسلازی دلده دارا بلود، سلعی     هلای  باکتریاندوگلوکاناز را در میان 
گردید تولید آنزیم توسط این جدایه با تغییر درایط ردلد ارتالا  یابلد.    

جهلت  کلرید سلدیم  های منبع کربن و نمک سازی غلظتنتایج بهینه
 5و  4، 3های در نمودار دک  B2تولید اندوگلوکاناز در جدایه منتبب 

 دود. مشاهده می

های مبتلف کربوکسی متی  سلولز به عنوان در غلظت B2جدایه 
منبع کربن قادر به ردد بلود املا بیشلترین فعالیلت انلدوگلوکانازی در      

هلا  داری نسبت به سایر غلظلت گرم در لیتر با اختلاف معنی 8غلظت 
مشللاهده دللد کلله بیشللتر از ماللدار مللورد اسللتفاده در محللیط کشللت 

 .(1)بادد گرم در لیتر( می 6کسی متی  سلولز براث )کربو

 

 (Bب )(Aالف )

(: نمونه باند تکثیر 1جفت بازی، چاهک ) 100: مارکر lad. چاهک %1بر روی ژل آگارز  16SrRNAژن  PCRالف: ژل الکتروفورز محصول  -1شکل 

(: 1جفت بازی، چاهک ) 100: مارکر lad. چاهک %1روی ژل آگارز  ژن اندوگلوکاناز بر PCRنتیجه ژل الکتروفورز جهت بررسی محصول . ب: شده

 ایمرهای اختصاصی ژن اندوگلوکاناز(: باند تکثیر شده با پر2کنترل منفی، چاهک )
Figure 1- A: Gel electrophoresis of 16SrRNA gene PCR product on agarose 1% gel. Lad well: 100bp marker, well 1: a sample 

of the amplified band. B: The result of gel electrophoresis for analysis of endoglucanase gene PCR product on agarose 1% 

gel. Lad well: 100bp marker, well 1: negative control, well 2: the amplified band using specific primers for endoglucanase 

gene 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000964.3?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N3U39BAC114
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 باشندمی باسیلوس سرئوسو  باسیلوس سوبتیلیسهای های باکتری مولد سلو:ز که شامل گونهدرخت فیلوژنی جدایه -2 شکل

Figure 2- Phylogenic tree of the cellulase producing bacterial isolates including Bacillus subtilis and Bacillus cereus 

 

 
در محیط کشت کربوکسی متیل سلولز  B2کربن کربوکسی متیل سلولز بر تولید اندوگلوکاناز توسط جدایه  های مختلف منبعتأثیر غلظت -3شکل 

 براث
 .(p<05/0(دار نیست هایی که حروف آماری مشترک دارند، از لحاظ آماری معنیاختلاف میانگین بین گروه 

Figure 3- The effect of different concentrations of carboxymethyl cellulose carbon source on endoglucanase production rate 

by B2 strain in carboxymethyl cellulose broth medium 
 No significant differences were seen between the groups showed with the same letters.  
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 در محیط کشت کربوکسی متیل سلولز براث B2وسط جدایه محیط کشت بر تولید آنزیم اندوگلوکاناز ت pHتأثیر  -4شکل 

 .(p<05/0(دار نیست هایی که حروف آماری مشترک دارند، از لحاظ آماری معنیاختلاف میانگین بین گروه 

Figure 4- The effect of culture medium pH on endoglucanase production rate by B2 strain in carboxymethyl cellulose broth 

medium 
 No significant differences were seen between the groups showed with the same letters. 

 

 
 در محیط کشت کربوکسی متیل سلولز براث B2بر تولید آنزیم اندوگلوکاناز توسط جدایه  های مختلف نمک کلرید سدیمتأثیر غلظت -5شکل 

 .(p<05/0(دار نیست که حروف آماری مشترک دارند، از لحاظ آماری معنی هاییاختلاف میانگین بین گروه 

Figure 5- The effect of different concentrations of sodium chloride salt on endoglucanase production rate by B2 strain in 

carboxymethyl cellulose broth medium 
 No significant differences were seen between the groups showed with the same letters. 

 

بلا اخلتلاف    7بلرای تولیلد سللولاز، در در محلدوده      pHبهترین 
بود و تولیلد آنلزیم در محلدوده     pHداری نسبت به سایر ماادیر معنی
pH  ایلن در حلالی اسلت کله     دلد درصد حفظ می 75تا  5/6برابر با .
دده از خاک جنگلی چیتگر در تهلران  جداسازی  باسیلو های جدایه
 باسلیلو  (. 1بهترین عملکرد را نشان دادند ) 1/7 برابر با pHنیز در 

 ( نیز در18جداسازی دده توسط یی و همکاران )لیکوئی فاسین  آمیلو
pH چنین هم .بالاترین تولید اندوگلوکاناز را نشان داده است 7 برابر با

درصد به  2های بیش از ر غلظتدکلرید سدیم در مطالعه حا ر نمک 
 باسلیلو  دار موجب کاهش دهنده تولید اندوگلوکاناز توسط طور معنی
باکتری جداسازی دده قادر بله   کهطوریبهدد.  B2جدایه  سوبتیلی 
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ترتیب بله  درصد نمک به 5و  2های ادامه تولید اندوگلوکاناز در غلظت
ک بلود. مطالعلات   درصد از تولید در محیط بلدون نمل   65و  75میزان 

های نمکی انجام دده است مبتلفی بر روی تولید سلولازها در محیط
( از جملله تحایالاتی   17ها مطالعه ونلگ و همکلاران )  که در میان آن

ای از بلاکتری  است که در آن بالاترین تولید و فعالیت سلولاز در گونه
. بله  گیری دده اسلت کلرید سدیم اندازهدر محیط حاوی  سالینوویبریو

کلرید سدیم مشاهده  %5طوری که بیشترین تولید و فعالیت در حضور 
به  %25دده است و این مادار با افزایش نمک سدیم کلرید تا غلظت 

 تولید اولیه کاهش یافته است. 24%

 

 گیری  نتیجه

های توانمند تولید کننلده  هدف غربال گری سویه بررسی حا ر با
 سازی فعالیت آنزیم ومازندران، بهینه های جنگلیاندوگلوکاناز از خاک

های تجزیه کننده سلولز جداسازی ردیابی ژن رمز کننده آن در باکتری
باسلیلو    هایجدایه .دده از خاک مناطق جنگلی مازندران انجام دد

 U/min.mlدارای فعالیللت بللالای انللدوگلوکانازی )  A2سللوبتیلی  

اسیدی  عیف  pHوده بود و تولید آنزیم در محدخنثی  pH( در 92/1
چنین باکتری جداسلازی دلده قلادر بله     . همدددرصد حفظ می 75تا 

درصد از  65درصد نمک به میزان  5 ادامه تولید اندوگلوکاناز در غلظت
تولید در محیط بدون نمک بود کله اهمیلت اسلتفاده از ایلن بلاکتری      

های دور را نشلان ملی  های سلولزی در محیطماندهجهت حذف باقی
هد. ژن اندوگلوکاناز به دست آمده از این بلاکتری در بررسلی حا لر    د

بادلد و محصلول آن دارای فعالیلت مناسلبی     دارای توالی جدیدی می
نسبت به سایر اندوگلوکانازهای باکتریایی است. با افلزایش بیلان ایلن    

تلوان از آن بلرای   های باکتریایی دیگر میژن در همین سویه یا سویه
 دوگلوکاناز در صنعت انرژی زیستی استفاده کرد.  تولید بالای ان
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Introduction: Cellulase enzymes are the second largest group of the enzymes with many industrial 

applications such as in textile industries, production of detergents, animal and human food processing, paper 
industries and biofuel production. Many microorganisms are capable for production cellulases, but only a small 
number of them produce significant amounts of this enzyme. The main sources of cellulases production are 
microorganisms including fungi and bacteria. Among the cellulose degrading aerobic and anaerobic bacteria, 
most of the studies have been done on Cellulomonas spp. and Clostridium spp., respectively. Also Bacillus spp. 
has been used for production of cellulase in a homologous manner. Expression of cellulases in some bacterial 
genera such as Bacillus, Pseudomonas, Ralstonia and Zymomonas, as well as some yeast species such as 
Saccharomyces cerevisiae and some fungal genera such as Aspergillus and Trichoderma has been reported too. 
Low levels of cellulase production has always been a major concern that leads to researches for finding of highly 
active microorganisms strains and employing biological technologies for identification of their enzyme coding 
genes suitable for probable transformation other organisms. The purpose of this study was the screening of the 
cellulose degrading bacteria in Mazandaran forest soils and detection of the enzyme coding gene in the isolate 
with the highest cellulase activity.  

Materials and Methods: In order to isolate cellulase producing bacteria, soil samples were obtained from 
different regions of Mazandaran province forests including Nanoacla (A), Siaocla (B), Someesara (C), 
Namakabroud (D), Noor (E), Izadshahr (F), Sisanghan (G) and Sehezar (H) forests. Cellulase producing isolates 
were selected on carboxymethyl cellulose agar using congo red dye and the amount of their endoglucanase 
activities was measured by assessment of released glucose using dinitrosalicylic acid reagent. Each micromole of 
released glucose in 1 ml of enzyme solution per minute was considered as an enzyme activity unit (U/min.ml). 
Identification of bacterial species was performed by amplification and sequencing of a 1500 bp length fragment 
in 16S rDNA by using 1492R and 27F universal primers. Enzyme production by the selected isolates was also 
detected in different growth conditions. In order to investigate the effect of carbon source concentration, the 
amounts of 2-10 g/L of carboxymethyl cellulose were added to bacterial growth culture media. The effect of 
growth pH values in the range of 4 to 10 and sodium chloride at concentrations of 0 to 10 g/L were studied on 
endoglucanase production by the selected isolates in carboxymethyl cellulose media. Then the endoglucanase 
coding sequences in different strains of the bacterial sp. with the highest endoglucanase activity were 
investigated in Gen Bank and the primers were designed based on the obtained data for the gene amplification.  

Results and Discussion: The results of heterotrophic bacteria counting showed the highest number at station 
B (Siakla forest). Subsequently, station A (Nanocla forest) and station G (Sisangan forest) had the highest 
number of heterotrophic bacteria, respectively. From the eight selected forest stations, eight top cellulase 
producing isolates were selected in carboxy methyl cellulose broth medium. The highest endoglucanase 
activities were belonged to the isolates A2 (1.92 U/min.ml), B2 (1.65 U/min.ml), and H3 (1.51 U/min.ml), 
respectively. The amplification of the 16SrRNA gene resulted in the formation of a 1500 bp band after 
electrophoresis in agarose gel electrophoresis. Sequencing results of the purified PCR products showed that B2 
and A2 isolates belonged to Bacillus subtilis with 99% similarity. H3 isolate also belonged to Bacillus cereus 
with 99% similarity. In other studies in the forest soils of Iran for isolation of cellulase producing bacteria, 
Bacillus had been one of the most active cellulase enzyme producers. The present study showed that Noor 
forests are among the best places to isolate bacterial cellulase-producing strains. PCR amplification protocol was 
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designed and the total sequence of endoglucanase with 1072 bp length was amplified. Molecular evaluation of 
endoglucanase gene in Bacillus subtilis (B2) showed 77% similarity to the endoglucanase gene (elgS) in Bacillus 
subtilis subsp. subtilis. Since the strain B2 had the highest production of endoglucanase among the isolated 
bacteria, it was attempted to enhance the production of the enzyme using this strain by changing the growth 
conditions. The isolate B2 was able to grow at different concentrations of carboxymethyl cellulose as a carbon 
source, but the highest endoglucanase activity was observed at the concentration of 8 g/L with a significant 
difference compared to other concentrations. The pH equal to 7 and the absence of sodium chloride salt was also 
led to significant highest endoglucanase production by this isolate.  

Conclusion: The endoglucanase gene obtained in this study was reported for the first time with a new 
sequence. The enzyme showed more sustainable activity than other aerobic bacterial endoglucanases which had 
previously been studied. This sequence can be introduced into high expressional bacterial strains and used to 
produce high amounts of endoglucanase for bio-energy industries applications. 
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