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Background and Objectives: The existence of agricultural wastes, 

especially wood and degradation-resistant wastes and time-consuming 

composting of these residues, show the importance of using degrading 

microorganisms as bioactivators. By inoculating microorganisms into  

hard-to-decompose agricultural residues, it is possible to increase their 

composting rate and produce quality compost. The aim of this study was to 

isolate, identify and determine the efficacy of cellulolytic and ligninolytic 

bacteria and fungi. 

 

Materials and Methods: Samples were taken from semi-rotten tissues of 

trees, organic matter including compost, vermicompost, animal manure, 

animal samples such as termites, earthworms, amur fish and commercial 
samples containing bioactivators. In order to isolate bacterial and fungal 

isolates with the ability to produce cellulose and ligninase enzymes, after 

preparing a series of dilutions from the extracts of each sample, culture was 

performed on common culture media. After purification of bacteria and 

fungi, the efficiency in terms of cellulase and ligninase activity was 

determined by measuring the diameter of the transparent halo on  

specific culture media. Molecular identification of selected bacterial and 

fungal isolates was performed by amplification of 16S rDNA region and  

ITS1-5.8S-ITS2 region, respectively. 

 

Results: A total of 83 bacterial isolates and 18 fungal isolates capable of 
producing cellulase were identified. BB12 and CCB9 isolates showed the 

highest cellulase activity with a ratio of halo diameter to colony diameter 

of 9.5 and 7.5, respectively. In fungal isolates, the highest cellulolytic 

activity was related to WF2 and WF4 isolates; the ratio of halo diameter to 

colony diameter in each of these two isolates was 4.57 and 2.4, 

respectively. Regarding ligninolytic activity, it was found that Chapak 

culture medium containing one gram of methyl blue is the best medium to 

study ligninolytic activity and the highest ratio of halo diameter to colony 

diameter in Chapak medium was in WB6 and WB5 bacterial isolates, 

respectively in the amount of 10 and 7. In fungal isolates, ligninolytic 

activity was observed only in WF2 and WF4 isolates; So that the ratio of 

halo diameter to colony diameter was 2.17 and 2, respectively. The results 
of molecular identification showed that the selected bacterial isolates were 

most similar to Bacillus halotolerans, Bacillus siamensis, Bacillus 

paralicheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus atrophaeus, Bacillus 
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amyloliquefaciens, Bacillus circulans, Bacillus sercatus, Bacillus sp. The 

fungi were more similar to Penicillium corylophilum and 

Pseudogymnoascus pannorum. The maximum parsimony tree with 1000 

bootstrap replications showed that bacterial and fungal isolates were 

located in 9 and 2 clades, respectively. 

 

Conclusion: Examination of cellulolytic activity showed that Bacillus 

amyloliquefaciens showed the highest amount of cellulolytic activity and 

the highest ligninolytic activity was seen in Serratia marcescens. In fungal 
isolates, the highest cellulolytic and ligninolytic activities were observed in 

Penicillium corylophilum and Pseudogymnoascus pannorum. Based on the 

results of this study, further investigation is suggested about the possibility 

of using a combination of selected microorganisms to prepare initial 

formulations for faster conversion of agricultural waste into compost.  
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ویژه ضایعات خشبی و مقاوم به تجزیه و  هماندن بقایای کشاورزی ب برجای سابقه و هدف:

کننده به عنوان  بر بودن کمپوست شدن این بقایا، اهمیت استفاده از ریزجانداران تجزیه زمان

دهد. با تلقیح ریزجانداران به بقایای کشاورزی سخت کننده زیستی را نشان می فعال

ها را افزایش داد و کمپوستی با کیفیت تولید شدن آنتوان سرعت کمپوست شونده، می تجزیه

های  ها و قارچ نمود. هدف از این پژوهش جداسازی، شناسایی و تعیین کارایی انواع باکتری

 سلولولیتیک و لیگنینولیتیک بود. 
 

های نیمه پوسیده درختان، مواد آلی شامل کمپوست، برداری از بافت نمونه ها: مواد و روش

های جانوری مانند موریانه، کرم خاکی، ماهی آمور و کمپوست، کود حیوانی، نمونهورمی

های باکتری و کننده زیستی انجام شد. به منظور جداسازی جدایه های تجاری حاوی فعال نمونه

های هر های سلولازی و لیگنینازی، بعد از تهیه سری رقت از عصارهقارچ با توانایی تولید آنزیم

انواع سازی های کشت عمومی انجام شد. پس از خالصها، کشت روی محیطنهیک از نمو

گیری قطر هاله باکتری و قارچ، کارایی از نظر فعالیت سلولازی و لیگنینازی به روش اندازه

های منتخب شناسایی مولکولی جدایه های کشت اختصاصی تعیین شد. شفاف روی محیط

 انجام شد. ITS1-5.8S-ITS2و ناحیه  16S rDNAاحیه باکتری و قارچی به ترتیب با تکثیر ن

 

ولاز مشخص لجدایه قارچی با قابلیت تولید س 18جدایه باکتری و  83در مجموع ها:  یافته

و  5/9به ترتیب با نسبت قطر هاله به قطرکلنی  CCB9و  WB12های باکتری  ند. جدایهگردید

ترین فعالیت  های قارچی بیشدادند. در جدایهترین میزان فعالیت سلولازی را نشان  بیش 5/7

کلنی  که نسبت قطر هاله به قطر طوری بود؛ به WF4و  WF2های  سلولولیتیکی مربوط به جدایه
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بود. در مورد فعالیت لیگنینولیتیکی مشخص  4/2و  57/4در هر یک از این دو جدایه به ترتیب 

ک گرم بهترین محیط جهت بررسی گردید که محیط کشت چاپک حاوی متیل بلو به میزان ی

اله به قطر کلنی در محیط چاپک ترین نسبت قطر ه باشد و بیشفعالیت لیگنینولیتیکی می

 مشاهده گردید.  7و  10و به میزان  WB5و  WB6های باکتری ترتیب در جدایه به

 مشاهده  WF4و  WF2های قارچی فعالیت لیگنینولیتیکی فقط در دو جدایه  در جدایه

بود. نتایج شناسایی مولکولی  2و  17/2ه به قطر کلنی به ترتیب که نسبت قطر هال طوری به شد؛

 ،Bacillus halotoleransترین تشابه را به  های منتخب باکتری بیشنشان داد که جدایه
Bacillus siamensis، Bacillus paralicheniformis، Bacillus subtilis، Bacillus atrophaeus، 

Bacillus amyloliquefaciens، Bacillus circulans، Bacillus sp.، Citrobacter amalonaticus، 
Serratia marcescens های تری به گونه های منتخب قارچی همانندی بیشو جدایه

Penicillium corylophilum و Pseudogymnoascus pannorum درخت تبارزایی . داشتند

های باکتری و قارچی جدایهنشان داد که  1000استرپ  با اعتبارسنجی بوت جویی بیشینه صرفه

 به ترتیب در نه و دو کلاد قرار گرفتند.
 

 Bacillus amyloliquefaciensمیزان فعالیت سلولولیتیکی نشان داد که باکتری  بررسی گیری: نتیجه

ترین فعالیت لیگنینولیتیکی نیز در باکتری  ترین میزان فعالیت سلولولیتیکی را داشت و بیش بیش

Serratia marcescens ترین فعالیت سلولولیتیکی و  های قارچی بیشدست آمد. در جدایهبه

 Pseudogymnoascus pannorumو  Penicillium corylophilum هایلیگنینولیتیکی در جدایه

که امکان استفاده از ترکیب شود ، پیشنهاد میپژوهشه گردید. بر اساس نتایج این مشاهد

تر ضایعات کشاورزی های اولیه برای تبدیل سریعریزجانداران منتخب، جهت تهیه فرمولاسیون

 به کمپوست مورد بررسی قرار بگیرد.
 

بر اساس  قارچیهای باکتریایی و  برخی جدایهشناسایی  زی وسااجد(. 1400) میترا، رحمتی، حسین، صفاری، حسین، آباد کاری دولت: استناد

 . 141-159(، 4) 11، نشریه مدیریت خاك و تولید پایدار. آزمون کیفی فعالیت سلولازی و لیگنینازی از منابع مختلف

                   DOI: 10.22069/ejsms.2022.18865.2014 
 

                       نویسندگان. ©                        گرگان یعیو منابع طب یدانشگاه علوم کشاورزناشر:                   
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 مقدمه

ضایعات آلی به دلیل تأثیر بر حاصلخیزی خاک و 

تواند به طور بهبود و اصلاح مشخصات فیزیکی آن می

این، عدم مستقیم به خاک اضافه شود. با وجود 

مدیریت بقایای خام محصولات کشاورزی که ممکن 

های آلی و آلاینده است حاوی ریزجانداران بیماریزا و

غیر آلی بوده یا ممکن است مواد آلی ناپایدار تولید 

ر محیط زیست داشته تواند اثرات مخربی بکنند، می

سازی و گیری از کمپوست، بهرهبنابراین(. 12باشد )

تواند چنین خطراتی زیستی مواد آلی می فرآیند تجزیه

دلیل تغییر شرایط زیستی و فیزیکوشیمیایی  را به

کاهش داده و حتی از بین ببرد. زیرا، بالا رفتن درجه 

حرارت ناشی از افزایش فعالیت زیستی، منجر به از 

بین رفتن بیمارگرها و در نهایت تغییر و تبدیل مواد 

 .(4شود )آلی به مواد هیومیک می

 50-35ترکیبات لیگنینوسلولزی شامل سلولز )

 درصد( و همی سلولز  35-25درصد(، لیگنین )

درصد( هستند. بهبود و ارتقا توده میکروبی و  20-30)

های لیگنینوسلولزی  آنزیمی جهت تجزیه بهتر توده

های کاربردی مهم در کشاورزی پایدار یکی از زمینه

 (. 21شود )محسوب می

های لیگنینوسلولزی، طبیعی، تودهدر شرایط 

های خصوص گونه هوسیله ریزجانداران مختلف ب هب

های مختلف قارچی و باکتریایی با قابلیت تولید آنزیم

نولیتیک، تجزیه سلولولیتیک و لیگنی سلولولیتیک، همی

فعالیت نشان داده است که  ها پژوهششوند و می

ت میکروبی نقش اساسی و شاخص بر تغییرات صور

این یندهای هومیفیکاسیون دارد. بنابرگرفته در طی فرا

توانایی ریزجانداران در تجزیه لیگنوسلولز عامل 

ویژه در فرایند  هکلیدی در بازیافت ضایعات، ب

سازی است. تلقیح با ریزجانداران مفید  کمپوست

کند و خصوصیات  تجزیه زیستی مواد آلی را فعال می

 (.8و  3شد )نهایی کمپوست را بهبود می بخ

( روشی را برای بهبود 2005زای و همکاران )

حاوی  Aکارایی کمپوست توسط تلقیح با مایه تلقیح 

 Bacillus azotofixans ،Bacillus های باکتری

megaterium  وBacillus mucilaginosus مایه ،

 Trichoderma koningiiهای گونه ترکیبی از Bتلقیح 

 Cو مایه تلقیح  Streptomyces cellulosaeو 

مورد آزمایش قرار دادند.   BوA ترکیبی از مایه تلقیح 

طور به  Cو Bهای  نتایج نشان داد که مایه تلقیح

سازی را پایدار  توجهی توانستند فرآیند کمپوست قابل

های که حاوی گونه  Cخصوص مایه تلقیح هنماید. ب

های قارچی بود در تسریع سرعت گونه باسیلوس و

بد بو و تثبیت و  کاهش انتشار گازهای تجزیه،

ثر شناخته شد ؤپایداری محصولات کمپوست بسیار م

( نشان دادند که تلقیح 2006چن و استملر ) (.22)

ریزجانداران سلولولیتیک و مقاوم به گرما در توده 

تواند منجر به تجزیه سریع و بهبود کمپوست می

 هدکیفیت کمپوست شده و زمان بلوغ آن را کاهش د

( بر اساس 2007(. وارگاس گارسیا و همکاران )2)

مطالعه خود نشان دادند که تغییر شکل زیستی مواد 

ثیر عوامل أت ای است که تحتآلی فرایند پیچیده

ها فعالیت میکروبی باشد که در میان آنمختلفی می

ترین عوامل است. ترکیب کردن  یکی از مهم

ه لیگنوسلولز و ریزجانداران با توانایی مختلف، تجزی

دهد که نتیجه آن فرآیند هومیفیکاسیون را افزایش می

تر فرآیند و یا کمپوستی با کیفیت بالاتر پیشرفت سریع

است. از طرف دیگر کارایی مایه تلقیح در فرایند 

سازی به شرایطی که فرآیند در آن اتفاق  کمپوست

افتد از جمله ماده خام و ماهیت مایه تلقیح بستگی  می

 پژوهش(. بنابراین هدف از انجام این 19رد )دا

های با توانایی ها و قارچ جداسازی و شناسایی باکتری

فعالیت لیگنینوسلولولیتیکی از منابع مختلف بود تا در 

نهایت بتوان از این ریزجانداران به عنوان مایه تلقیح 

جهت تجزیه ضایعات کشاورزی و تسریع در فرآیند 

 نمود.سازی استفاده  کمپوست
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 ها مواد و روش

به منظور جداسازی و  پژوهشدر این : برداری نمونه

های ارزیابی فعالیت سلولولیتیک و لیگنینولیتیک جدایه

های نیمه پوسیده درختان، برداری از بافتبومی، نمونه

ها، کمپوستها، ورمیانواع مواد آلی شامل کمپوست

موریانه، کرم های جانوری مانند کود حیوانی، نمونه

های تجاری حاوی فعال خاکی، ماهی آمور و نمونه

های تجاری از کننده زیستی انجام شد. نمونه

سسه تحقیقات ؤآزمایشگاه تحقیقات بیولوژی خاک م

 خاک و آب تهیه شد. 

های جامد مذکور پس از خشک شدن در نمونه

معرض هوا در دمای چهار درجه سلسیوس نگهداری 

ه احتمال وجود ریزجانداران شدند. با توجه ب

سلولولیتیک در سیستم گوارشی موریانه، کرم خاکی و 

بخش دستگاه گوارش آنها پس از  ماهی آمور،

% به مدت یک دقیقه 70عفونی سطحی با اتانول ضد

با ابزار مناسب جدا و به ظروف حاوی سرم نمکی 

 2/0گرم در لیتر، کلرید پتاسیم  8سترون )کلرید سدیم 

و  گرم در لیتر 44/1یتر، دی سدیم فسفات گرم در ل

 گرم در لیتر( منتقل شد  24/0مونو پتاسیم فسفات، 

های رقت دهدهی از هر یک از (. سری16و  14، 9)

میکرولیتر از هر رقت روی  100ها تهیه و مقدار نمونه

حاوی  1های حاوی محیط کشت مغذیسطح پتری

باکتری و های سیکلوهگزامید جهت جداسازی جدایه

حاوی  2زمینی دکستروز آگار محیط کشت سیب

های قارچی جهت جداسازی جدایه استرپتومایسین

درجه  28ساعت در  24پخش و به مدت حداقل 

روز  30الی  15ها و به مدت سلسیوس برای باکتری

ها گرماگذاری درجه سلسیوس برای قارچ 25در دمای 

زبینی و ها به صورت مرتب و روزانه باشدند. پتری

 ها صورت گرفت. خالص سازی جدایه

                                                
1  - Nutrient agar 

2  - Potato dextrose agar 

 منظور به: ها کنندگی سلولز جدایه سنجش فعالیت تجزیه

ارزیابی فعالیت سلولولیتیک )توان تجزیه سلولز(، 

BHMهایمحیط کشت
3
  (Carboxymethyl 

cellulose ،10 ؛KH2PO4 ،1 ؛MgSO4.7H2O ،

، CaCl2؛ FeCl3.6H2O ،05/0؛ NH4NO3 ،1؛ 2/0

گرم در لیتر( و  Agar ،15و  K2HPO4 ،1؛ 02/0

BSM
4 (Carboxymethyl cellulose ،5/7 ؛

KH2PO4 ،1 ؛MgSO4.7H2O ،2 ؛NaNO3 ،2 ؛

KCl ،5/0 ؛Protease pepton ،5/0  وAgar ،15 

های گرم در لیتر( استفاده گردید. هر یک از جدایه

ها ای در وسط پتریخالص باکتری به صورت نقطه

 37ساعت در دمای  96 کشت و حداقل به مدت

درجه سلسیوس گرماگذاری صورت گرفت. در جدایه 

متری در وسط  قارچی یک قرص میسلیومی سه میلی

درجه  28ها قرار گرفت و گرماگذاری در دمای  پتری

، BHMسلسیوس صورت پذیرفت. در محیط کشت 

های حاوی کلنی را برای مشاهده هاله ابتدا سطح پتری

ور کرده و پس از  گورد غوطهدرصد کن 3/0با محلول 

مانده در سطح  دقیقه محلول کنگورد اضافی باقی 20

ها تخلیه و با محلول یک مولار کلرید سدیم  پتری

، سطح BSM(. در محیط کشت 17جایگزین شد )

(. 10ور گردید )های حاوی کلنی با آیودین غوطه پتری

های دارای هاله شفاف در اطراف کلنی به عنوان  جدایه

های مثبت انتخاب شدند. از بین دو محیط یهجدا

کشت، بهترین محیط کشت انتخاب و نسبت قطر هاله 

به قطر کلنی که شاخصی از تولید آنزیم سلولاز است 

 گیری و یادداشت شد. با خط کش دقیق اندازه

 منظور به: ها کنندگی لیگنین جدایه سنجش فعالیت تجزیه

ارزیابی فعالیت لیگنینولیتیک )توان تجزیه لیگنین(، 

، KH2PO4؛ NH4NO3 ،5محیط کشت چاپک )

؛ MgSO4.7H2O ،5/0؛ K2HPO4 ،55/4؛ 53/0

                                                
3  - Bushnell Hass Medium 

4  - Basal Salt Medium 
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Yeast extract ،1/0 ؛Agar ،15  گرم در لیتر و

Glycerol ،40  میلی مولار( تهیه گردید. در ابتدا و

متیل  برای مشاهده فعالیت لیگنینولیتیکی از سه ترکیب

و یک  075/0های بلو، تریپان بلو و کنگورد به میزان

گرم به صورت مجزا و ترکیبی ضمن تهیه محیط 

های کشت چاپک استفاده گردید و هر یک از جدایه

 96ها کشت و حداقل به مدت خالص در وسط پتری

ها و درجه سلسیوس برای باکتری 37ساعت در دمای 

ار داده شد و در ها قردرجه سلسیوس برای قارچ 28

ادامه بهترین رنگ و میزان ترکیب انتخاب گردید. 

عنوان  ارای هاله شفاف در اطراف کلنی بههای دجدایه

های مثبت انتخاب شدند. نسبت قطر هاله به جدایه

قطر کلنی که شاخصی از تولید آنزیم لیگنیناز است با 

 (. 13و  6گیری و یادداشت شد )خط کش دقیق اندازه

های منتخب باکتری و یی مولکولی جدایهشناسا

های  ژنومی جدایه DNAمنظور استخراج  به: قارچ

 DNAو قارچی از کیت استخراج   منتخب باکتری

(CinnaGen Co., Ltd. Iran استفاده شد. برای )

ای در  هسته rDNAاز  16S rDNAتکثیر ناحیه 

 27Fهای منتخب باکتری، از ترکیب آغازگرهای جدایه

عنوان آغازگرهای مستقیم  به ترتیب به 1492Rبه همراه 

و معکوس استفاده شد. توالی نوکلئوتیدی آغازگرها 

 'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3-'5ترتیب  به

 'TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3-'5 و

  ITS1-5.8S-ITS2(. برای تکثیر ناحیه 7بود )

 های قارچی منتخب، ای در جدایه هسته rDNAاز 

  ITS4به همراه  ITS1از ترکیب آغازگرهای 

 عنوان آغازگرهای مستقیم و  ترتیب به به

معکوس استفاده شد. توالی نوکلئوتیدی آغازگرها 

 'TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3-'5 ترتیب به

بود  'TCCTCCGCTTATTGATATGC-3-'5 و

(20.) 

 ای پلیمراز برای برنامه دمایی واکنش زنجیره

در این واکنش شامل:  16S rDNA تکثیر ناحیه

درجه سلسیوس  94اولیه در دمای سازی  واسرشت

چرخه  30مدت چهار دقیقه و برنامه حرارتی شامل  به

درجه سلسیوس به مدت  94سازی در دمای  واسرشته

درجه  52ثانیه، اتصال آغازگرها در دمای  45

درجه  72ثانیه، توسعه در دمای  45سلسیوس به مدت 

ثانیه و توسعه نهایی در دمای  120سلسیوس به مدت 

دقیقه استفاده گردید  7درجه سلسیوس به مدت  72

جفت باز  1500ای به طول  که در این مرحله قطعه

 .تکثیر شد

ای پلیمراز برای تکثیر برنامه دمایی واکنش زنجیره

سازی  شامل واسرشت ITS1-5.8S-ITS2 نواحی

چرخه  30درجه سلسیوس،  94اولیه چهار دقیقه در 

درجه  94سازی در  ثانیه واسرشت 60شامل 

درجه  55ثانیه در  60سلسیوس، اتصال آغازگر 

درجه سلسیوس و  72ثانیه در  60سلسیوس، توسعه 

درجه سلسیوس به مدت هفت  72توسعه نهایی در 

قیقه صورت پذیرفت که در این مرحله به ترتیب د

  .باز تکثیر شدند 600هایی به طول تقریبیقطعه

 شده مربوط به ناحیه صولات تکثیرمح

ITS1-5.8S-ITS2  پنج جدایه قارچی و ناحیه 

16S rDNA 12 سازی و جدایه باکتری جهت خالص

تعیین توالی نوکلئوتیدی از طریق شرکت تکاپوزیست 

کره جنوبی ارسال شد. پس از  1تهران به شرکت بایونیر

ها توسط دریافت نتیجه توالی نوکلئوتیدی نمونه

اصلاح شد و سپس  Vector NTI V.10افزار  نرم

دست آمده با توجه به جنس و جدایه با  هتوالی ب

های در پایگاه Blastاستفاده از ابزار جستجوی 

NCBI  وEzTaxon های موجود مقایسه  با توالی

 (.1شدند )

                                                
1  - Bioneer 
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های مورد ونهبه منظور بررسی ارتباط تبارزایی گ

که  اییهو بررسی آرایه پژوهشمطالعه در این 

ها از بانک ژن اخذ شده بودند، های مشابه آن توالی

 Clustal Wها با استفاده از ابزار سازی توالیهمردیف

. (15انجام شد ) 6نسخه  MEGAافزار  موجود در نرم

با استفاده از الگوهای  1جوییصرفه درخت تبارزایی بیشینه

برای ترسیم گردید.  MEGAافزار  از پیش تعیین شده نرم

 های حاصل، های موجود در شجرهاطمینان از ثبات شاخه

تکرار  1000با  2استرپتجزیه و تحلیل اعتبارسنجی بوت

های  در نهایت و پس از شناسایی جدایه انجام گردید.

 و  ITSقارچی و باکتریایی، توالی نواحی ژنی 

16S rDNA ها در  همه آنGenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbankثبت ) 

 دست آمد. ها به برای هر یک از آنو شماره دسترسی 

ها با تجزیه و تحلیل داده: ها تجزیه و تحلیل داده

چنین برای  انجام شد. هم R افزار آماری استفاده از نرم

چند دامنه ای   ها از روش آزمون دادهمقایسه میانگین 

 درصد استفاده گردید. 5دانکن در سطح احتمال 

 
 نتایج و بحث

های باکتری و قارچی پس از جداسازی جدایه

 های کشت عمومی و غربالگری اولیه روی محیط

گری ها، غربالبر اساس خصوصیات ظاهری کلنی

هاله گیری قطر های سلولولیتیک بر اساس اندازهجدایه

های کشت اختصاصی شفاف اطراف کلنی در محیط

BHM  وBSM  83صورت پذیرفت. در مجموع 

جدایه قارچی با قابلیت تولید  18جدایه باکتری و 

ها در د که مشخصات جدایهسلولاز مشخص گردیدن

 آمده است.  2و  1 های ولجد

نشان  BHMو BSM مقایسه دو محیط کشت 

با آیودین،  BSMداد، استفاده از محیط کشت 

                                                
1  - Maximum-Parsimony 

2  - Bootstrap 

تری برای بررسی دهنده بهتر هاله و محیط مناسب نشان

باشد. برای بررسی فعالیت فعالیت سلولولیتیکی می

سلولولیتیکی نسبت قطر هاله به کلنی روی محیط 

های باکتری گیری شد که در جدایه اندازه BSMکشت 

ترین نسبت قطر هاله به کلنی به ترتیب مربوط به  بیش

WB12 ،CCB9، WB4 ،EWB6 ،TB9 ،CB8  و

SB8  بود  6و  6، 5/6، 75/6، 7، 5/7، 5/9به میزان

ترین  های قارچی بیش(. در جدایه1، شکل 1)جدول 

، WF2های فعالیت سلولولیتیکی متعلق به جدایه

WF4 ،VCF1 ،CF4  وSF1  بود. نسبت قطر هاله به

، 82/1، 4/2، 57/4ترتیب  های مذکور به کلنی در جدایه

 (.1، شکل 2بود )جدول  7/1و  78/1

منظور بررسی فعالیت  ( به2013روبینا و همکاران )

از  Trichoderma harzianum سلولولیتیکی قارچ

 حاوی کربوکسی متیل سلولز BSMمحیط کشت 

ورسازی استفاده کردند و مشخص گردید که غوطه

دهنده فعالیت  محیط کشت با آیودین، نشان

است که مشابه نتایج سلولولیتیکی ریزجانداران 

و (. همتی 10است ) پژوهشدست آمده در این  هب

از محیط کشت  پژوهش( مشابه این 2018همکاران )

BHM  حاوی کربوکسی متیل سلولز برای بررسی

های باکتری جدا شده از فعالیت سلولولیتیکی جدایه

کمپوست و خاک استفاده کردند و به منظور مشاهده 

درصد و محلول یک  3/0 تشکیل هاله، از کنگورد

ها از این روش مولار کلرید سدیم استفاده کردند. آن

عنوان یک روش مناسب برای بررسی فعالیت  هب

 (.6سلولولیتیکی استفاده کردند )

عالیت سلولولیتیکی نشان دادند هایی که فجدایه

در  منظور بررسی فعالیت لیگنینازی انتخاب شدند. به

ینولیتیکی با استفاده از سه این مطالعه، فعالیت لیگن

 075/0رنگ متیل بلو، تریپان بلو و کنگورد و با مقادیر 

و یک گرم ارزیابی شد و مشخص گردید محیط 

کشت چاپک حاوی متیل بلو به میزان یک گرم بهترین 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
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محیط جهت بررسی فعالیت لیگنینولیتیکی است. 

ترتیب در  ترین نسبت قطر هاله به کلنی به بیش

 ،WB6 ،WB5 ،WB12 ،FB3باکتری  های جدایه

CCB3  وMB3  67/5و  6، 7، 7، 7، 10به میزان 

های قارچی (. در جدایه1مشاهده گردید )جدول 

ترین فعالیت لیگنینولیتیکی فقط در دو جدایه  بیش

WF2  وWF4 که نسبت قطر  طوری همشاهده شد ب

مشاهده شد )جدول  2و  17/2هاله به کلنی به ترتیب 

 (.1، شکل 2

رنگ کنگورد،  12( از 2008ساپارات و همکاران )

متیل رد، تریپان بلو، متیلن بلو بی،  نوترال رد، 

تولوئیدن بلو، بنگال رز، ائوزین وای، فلوکسین، 

بریلیانت گرین، کریستال ویولت و فوشین به میزان 

درصد برای بررسی فعالیت لیگنینولیتیکی قارچ  01/0

Grammothele subargentea فاده کردند و است

های کنگورد، متیل رد، تریپان مشخص شد که رنگ

ها تر از سایر رنگ بلو، بنگال رز و فلوکسین سریع

 تینگ  (.13فعالیت لیگنینولیتیکی را نشان دادند )

 ( از رنگ رمازول بریلیانت 2013و همکاران )

آر برای بررسی فعالیت لیگنینولیتیکی باکتری  -بلو

Ureibacillus terrenus (. همتی 18) استفاده کردند

های ( برای دستیابی به باکتری2018و همکاران )

های استفاده شده در لولولیتیکی مشابه روشلیگنینوس

ری بومی از ادی جدایه باکتتعداد زی پژوهشاین 

جدا کردند و دریافتند های مختلف و کمپوست خاک

زیه تری در تج های ترموفیل توانایی بیش که باکتری

ها از رنگ کنگورد برای بررسی  بقایای آلی دارند. آن

فعالیت لیگنینولیتیکی استفاده کردند که مشخص 

تری برای بررسی  گردید رنگ متیل بلو رنگ مناسب

 (. 6فعالیت لیگنینولیتیکی است )

 
 های باکتری. لیگنینولیتیکی جدایه ی وسنجش قدرت فعالیت سلولولیتیک محل جداسازی و -1جدول 

Table 1. Isolation and measurement of cellulolytic and ligninolytic activity of bacterial isolates. 

 فعالیت لیگنینولیتیکی
Ligninolytic activity 

 فعالیت سلولولیتیکی

cellulolytic activity های باکتری کد جدایه 

Code of bacterial 

isolates 

 جداسازی محل

Isolation place 
 ردیف

No. هاله به کلنی نسبت قطر 

Halo to colony diameter ratio 

 نسبت قطر هاله به کلنی

Halo to colony diameter ratio 

27/2  
lmnop

 80/5  
defg VCB1 

کمپوست ورمی  

1 

0 
r
 33/2  

yzABCDE
 VCB2 2 

0 
r
 50/2  

wxyzABCD
 VCB3 3 

76/4  
efg

 92/2  
stuvwxyzA

 VCB4 4 

14/2  
mnopq

 62/2  
uvwxyzABCD

 VCB5 5 

54/2  
jklmn

 13/4  
jklmnopqr

 CB1 

 کمپوست

6 

3 
jklm

 83/2  
stuvwxyzAB

 CB2 7 

92/1  
nopq

 8/5  
defg

 CB3 8 

5/1  
pq

 25/3  
pqrstuvwxy

 CB4 9 

25/4  
efgh

 8/3 mnopqrstu CB5 10 

88/1  
nopq

 5/2  
wxyzABCD

 CB6 11 

5/2  
klmno

 54/2  
wxyzABCD

 CB7 12 

0 
r
 6 

cdef
 CB8 13 

0 
r
 3 

rstuvwxyz
 CB9 14 

59/1  
pq

 25/4  
ijklmnopq

 CB10 15 

14/2  
mnopq

 29/4  
ijklmnopq

 CB11 16 

5/1  
pq

 38/4  
ijklmnop

 CB12 17 
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 -1جدول ادامه 
Continue Table 1. 

 فعالیت لیگنینولیتیکی
Ligninolytic activity 

 فعالیت سلولولیتیکی

cellulolytic activity های باکتری کد جدایه 

Code of bacterial 

isolates 

 جداسازی محل

Isolation place 
 ردیف

No. هاله به کلنی نسبت قطر 

Halo to colony diameter ratio 

 نسبت قطر هاله به کلنی

Halo to colony diameter ratio 

0 
r
 8/2  

tuvwxyzAB
 MB1 

 کود آلی

18 

0 
r
 29/5  

fghij
 MB2 19 

67/5  
cd

 5/3  
opqrstuvwxy

 MB3 20 

59/1  
pq

 56/2  
wxyzABCD

 MB4 21 

05/4  
fghi

 3/3  
pqrstuvwxy

 MB5 22 

6/1  
pq

 57/3  
nopqrstuvwx

 MB6 23 

5/2  
klmno

 17/5  
fghijk

 MB7 24 

2 
nopq

 33/5  
efghi

 CCB1 

 سسهؤکلکسیون م

خاک و آب تحقیقات  

25 

33/4  
efg

 67/5  
defgh

 CCB2 26 

6 
c
 71/4  

ghijklmn
 CCB3 27 

13/3  
jkl

 54/2  
wxyzABCD

 CCB4 28 

69/1  
nopq

 75/3  
mnopqrstuv

 CCB5 29 

33/4  
efg

 43/1  
DE

 CCB6 30 

4/3  
hij

 6/1  
CDE

 CCB7 31 

87/4  
def

 2/3  
pqrstuvwxy

 CCB8 32 

67/1  
opq

 5/7  
b
 CCB9 33 

33/1  
q
 5 

fghijkl
 CCB10 34 

63/1  
pq

 5 
fghijkl

 CCB11 35 

5/2  
klmno

 5 
fghijkl

 CCB12 36 

33/4  
efg

 13/3  
qrstuvwxyz

 CCB13 37 

85/1  
nopq

 8/3  
mnopqrstu

 CCB14 38 

28/1  
q
 33/3  

pqrstuvwxy
 CCB15 39 

0 
r
 57/3  

nopqrstuvwx
 CCB16 40 

88/1  
nopq

 8/5  
defg

 CCB17 41 

88/1  
nopq

 56/3  
nopqrstuvwx

 SB1 

 خاک نخلستان بهبهان

42 

5/2  
klmno

 63/3  
nopqrstuvwx

 SB2 43 

5/2  
klmno

 57/4  
hijklmno

 SB3 44 

5/1  
pq

 82/2  
stuvwxyzAB

 SB4 45 

0 
r
 6/2  

vwxyzABCD
 SB5 46 

94/4  
de

 27/3  
pqrstuvwxy

 SB6 47 

2 
nopq

 5 
fghijkl

 SB7 48 

14/2  
mnopq

 6 
cdef

 SB8 49 

72/4  
efg

 5/3  
opqrstuvwxy

 SB9 50 

0 
r
 5/2  

wxyzABCD
 SB10 51 

75/1  
nopq

 83/4  
fghijklm

 SB11 52 

47/1  
pq

 3 
rstuvwxyz

 SB12 53 
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 -1جدول ادامه 
Continue Table 1. 

 فعالیت لیگنینولیتیکی
Ligninolytic activity 

 فعالیت سلولولیتیکی

cellulolytic activity های باکتریکد جدایه 

Code of bacterial 

isolates 

 جداسازی محل

Isolation place 
 ردیف

No. هاله به کلنی نسبت قطر 

Halo to colony diameter ratio 

 نسبت قطر هاله به کلنی

Halo to colony diameter ratio 

0 
r
 18/3  

qrstuvwxyz
 TB1 

 موریانه

54 

0 
r
 73/1  

ABCDE
 TB2 55 

0 
r
 11/4  

jklmnopqr
 TB3 56 

25/4  
efgh

 6/3  
nopqrstuvwx

 TB4 57 

67/1  
opq

 8/5  
defg

 TB5 58 

6/1  
pq

 27/3  
pqrstuvwxy

 TB6 59 

0 
r
 5/3  

opqrstuvwxy
 TB7 60 

63/1  
pq

 8/5  
defg

 TB8 61 

2 
nopq

 5/6  
bcde

 TB9 62 

2 
nopq

 5/1  
DE

 WB1 

سنگان جنگل سی

 نوشهر

63 

0 
r
 86/3  

lmnopqrst
 WB2 64 

4/1  
q
 67/4  

ghijklmno
 WB3 65 

2 
nopq

 7 
bc

 WB4 66 

7 
b
 14/4  

jklmnopqr
 WB5 67 

10 
a
 5/3  

opqrstuvwxy
 WB6 68 

75/4  
efg

 3 
rstuvwxyz

 WB7 69 

33/3  
ijk

 91/2  
stuvwxyzA

 WB8 70 

25/4  
efgh

 76/1  
ABCDE

 WB9 71 

0 
r
 67/3  

mnopqrstuvw
 WB10 72 

41/1  
pq

 67/1  
BCDE

 WB11 73 

7 
b
 5/9  

a
 WB12 74 

4 
ghi

 75/2  
tuvwxyzABC

 FB1 

 ماهی آمور

75 

0 
r
 33/3  

pqrstuvwxy
 FB2 76 

7 
b
 4 

klmnopqrs
 FB3 77 

0 
r
 2/1  

E
 EWB1 

 کرم خاکی

78 

32/1  
q
 44/2  

xyzABCD
 EWB2 79 

67/1  
opq

 6/1  
CDE

 EWB3 80 

0 
r
 2 

zABCDE
 EWB4 81 

0 
r
 3 

rstuvwxyz
 EWB5 82 

0 
r
 75/6  

bcd
 EWB6 83 

 باشند. ای دانکن می ددامنهدار در سطح احتمال پنج درصد بر اساس آزمون چن اعداد دارای حروف متفاوت در هرستون دارای اختلاف معنی
Values followed by different letters within columns are significantly different using Duncan’s multiple range test (P<0.05). 
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 .های قارچی محل جداسازی و سنجش قدرت فعالیت سلولولیتیکی و لیگنینولیتیکی جدایه -2جدول 
Table 2. Isolation and measurement of cellulolytic and ligninolytic activity of fungal isolates. 

 فعالیت لیگنینولیتیکی

Ligninolytic activity 

 فعالیت سلولولیتیکی

cellulolytic activity های قارچیکد جدایه 

Code of fungal 

isolates 

 محل جداسازی
Isolation place 

 ردیف

No. نسبت قطرهاله به کلنی 

Halo to colony diameter ratio 
 نسبت قطرهاله به کلنی

Halo to colony diameter ratio 

0 
b
 7/1  

bc
 SF1 

 خاک نخلستان بهبهان
1 

0 
b
 06/1  

c
 SF2 2 

0 
b
 03/1  c WF1 

سنگان نوشهرجنگل سی  

3 

17/2  
a
 57/4  

a
 WF2 4 

0 
b
 31/1  

c
 WF3 5 

2 
a
 40/2  

b
 WF4 6 

0 
b
 03/1  

c
 CF1 

 کمپوست

7 

0 
b
 09/1  

c
 CF2 8 

0 
b
 13/1  

c
 CF3 9 

0 
b
 78/1  

bc
 CF4 10 

0 
b
 82/1 bc

 VCF1 

کمپوست ورمی  

11 

0 
b
 08/1  

c
 VCF2 12 

0 
b
 07/1  

c
 VCF3 13 

0 
b
 12/1  

c
 MF1 

 کود آلی

14 

0 
b
 20/1  

c
 MF2 15 

0 
b
 04/1  

c
 MF3 16 

0 
b
 08/1  

c
 MF4 17 

0 
b
 10/1  

c
 MF5 18 

 باشند. ای دانکن می چنددامنهدار در سطح احتمال پنج درصد بر اساس آزمون  اعداد دارای حروف متفاوت در هرستون دارای اختلاف معنی
Values followed by different letters within columns are significantly different using Duncan’s multiple range test (P<0.05).  
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. ب( فعالیت TB9های باکتری و قارچی. الف( فعالیت سلولولیتیکی جدایه باکتری  هاله شفاف تشکیل شده اطراف کلنی جدایه -1شکل 

 .WF4. د( فعالیت لیگنینولیتیکی جدایه قارچی WF2. ج( فعالیت سلولولیتیکی جدایه قارچی CCB5لیگنینولیتیکی جدایه باکتری 

Figure 1. Clear halo formed around the colony of bacterial and fungal isolates.  
A) Cellulolytic activity of bacterial isolate TB9. B) Ligninolytic activity of bacterial isolate CCB5.  

C) Cellulolytic activity of fungal isolate WF2. D) Ligninolytic activity of fungal isolate WF4. 

 
ترین فعالیت سلولولیتیکی و  هایی که بیشجدایه

لیگنینولیتیکی را بر اساس نسبت قطر هاله به کلنی 

بر اساس داشتند با روش مولکولی شناسایی شدند. 

، CB8های باکتری جدایهفعالیت سلولولیتیکی 

CCB9 ،SB8 ،TB9 ،WB4 ،WB12  وEWB6  با

از عدد شش قطر هاله به کلنی و تر  های بیشنسبت

های باکتری لیگنینولیتیکی جدایهاساس فعالیت بر

CCB3 ،MB3 ،WB12 ،FB3 ،WB5 وWB6   با

تر از عدد پنج قطر هاله به کلنی  های بیشنسبت

دلیل  ههای قارچی بانتخاب گردیدند. در مورد جدایه

فعالیت  WF4و  WF2که تنها دو جدایه قارچی  این

چنین میزان فعالیت  لیگنینولیتیکی داشتند و هم

های قارچی تر از بقیه جدایه ها بیشسلولولیتیکی آن

بود جهت شناسایی مولکولی انتخاب گردیدند. 

های ی و بیوشیمیایی جدایهشناس های ریختویژگی

 آمده است. 3منتخب در جدول  باکتری

و  16S rDNAهای نوکلئوتیدی نواحی ژنی توالی

ITS1-5.8S-ITS2  جدایه باکتری و  14مربوط به

NCBIقارچی به بانک ژن
8
 ارسال شد.   

                                                
8  - National Center for Biotechnology Information 
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 منتخب. های باکتری شناسی و بیوشیمیایی جدایه های ریخت ویژگی -3جدول 
Table 3. Morphological and biochemical characteristics of selected bacterial isolates. 

ندولیا  

Indole 
 ژلاتیناز

Gelatinase 

 آمیلاز
Amylase 

آزاوره  

Urease 

 کاتالاز

Catalase 

 اکسیداز
Oxidase 

 گرم

Gram 

 شکل

Shape 

 سویه باکتری

Bacterial strain 

ایمیله + + + - + + -  CB8 (CL-1) 

ایمیله + - + - + + -  CCB3 (CL-2) 

ایمیله + - + + + + -  MB3 (CL-3) 

ایمیله + - + - + + -  CCB9 (CL-4) 

ایمیله + - + - + + -  SB8 (CL-5) 

ایمیله + + + - + + -  TB9 (CL-6) 

ایمیله + - + + + + -  WB4 (CL-7) 

ایمیله + + + - + + -  WB12 (CL-8) 

ایمیله - - + - + - +  FB3 (CL-9) 

ایمیله + - + + + + -  EWB6 (CL-10) 

ایمیله + - + + + + -  WB5 (CL-11) 

ایمیله - - + - - + -  WB6 (CL-12) 

 
 . سسه تحقیقات خاک و آبؤهای دسترسی بانک مولکولی و کلکسیون م های باکتری و قارچی شناسایی شده و شماره جدایه -4جدول 

Table 4. Identified bacterial and fungal isolates and accession numbers of molecular bank and Soil and Water 

Research Institute collection. 

 ردیف

No. 

 سویه

Strain 
 نام ریزجاندار

Microorganism name 

 شماره دسترسی بانک مولکولی

Accession numbers of 

molecular bank 

 شماره دسترسی کلکسیون 

 تحقیقات خاک و آب سسهؤم

Accession numbers of Soil and 

Water Research Institute collection 

1 CB8 (CL-1) Bacillus halotolerans MN877626 CCSM-B 00625 

2 CCB3 (CL-2) Bacillus siamensis MN877627 CCSM-B 00626 

3 MB3 (CL-3) Bacillus paralicheniformis MN877628 CCSM-B 00627 

4 CCB9 (CL-4) Bacillus subtilis MN877629 CCSM-B 00628 

5 SB8 (CL-5) Bacillus subtilis MN877630 CCSM-B 00629 

6 TB9 (CL-6) Bacillus halotolerans MN877631 CCSM-B 00630 

7 WB4 (CL-7) Bacillus atrophaeus MN877632 CCSM-B 00631 

8 WB12 (CL-8) Bacillus amyloliquefaciens MN877633 CCSM-B 00632 

9 FB3 (CL-9) Citrobacter amalonaticus MN877634 CCSM-B 00633 

10 EWB6 (CL-10) Bacillus circulans MN877635 CCSM-B 00634 

11 WB5 (CL-11) Bacillus sp. KY404136 CCSM-B 00635 

12 WB6 (CL-12) Serratia marcescens MG386237 CCSM-B 00636 

13 WF2 (CL-13) Penicillium corylophilum MN879384 CCSM-F 00063 

14 WF4 (CL-14) Pseudogymnoascus pannorum MN879385 CCSM-F 00064 
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از نوع  پژوهشهای منتخب در این اکثر گونه
(. همتی و 4گرم مثبت بودند )جدول های باکتری

های ( برای شناسایی مولکولی باکتری2018همکاران )
با فعالیت لیگنینوسلولولیتیکی از آغازگرهای عمومی 

27F  1492وR  16جهت تکثیر ناحیه ژنومیS rDNA 
استفاده کردند که مشخص گردید شش گونه برتر 

، Paenibacillus validusهای گرم مثبت گونه
Paenibacillus koreensis ،Paenibacillus 

thailandensis، Paenibacillus cellulositrophicus، 
Paenibacillus lautus و Bacillus nealsonii 

 های های ترشح شده توسط گونه(. بررسی آنزیم6بودند )
، Bacillus cereusای هباسیلوس نشان داد که گونه
Bacillus licheniformis ،Bacillus subtilis  و

Bacillus polymyxa (.5د )لولاز را دارنتوانایی تولید س 
 ( از محیط کشت2016صفاری و همکاران )

CMC های سلولولیتیک برای جداسازی باکتری
شناسی  ه کردند که بر اساس خصوصیات ریختاستفاد

و تشکیل هاله در اطراف کلنی، هشت جدایه انتخاب 
 16S rDNAشد. شناسایی مولکولی بر اساس ناحیه 

 Brevibacteriumهای غالب نشان داد که گونه

halotolerans، Bacillus methylotrophicus ،
Bacillus sonorensis ،B. subtilis، 

Stenotrophomonas rhizophila ،Achromobacter 

marplatensis ،Pseudomonas azotoformans  و
Ochrobactrum thiophenivorans ( 11بودند). 

جویی بر اساس  بیشینه صرفه درخت تبارزایی
توالی  18جدایه باکتری و  12های مربوط به توالی

موجود در بانک ژن که دارای هم پوشانی و تشابه 
 Flavobacteriumبالایی بودند رسم گردید. گونه 

acidificum  با شماره دسترسیMT781398 
های باکتریایی انتخاب عنوان گروه خارجی در جدایه به

(. در این درختچه بر اساس نحوه 2گردید )شکل 
ترتیب از بالا به پایین در ها بهها، جدایهانشعاب شاخه

ند و تمام کلادها با درجه کلاد قرار گرفت 9
  (.2شکل اعتبارسنجی زیاد حمایت شدند )

: جدایه مورد مطالعه در این کلاد 1شماره  کلاد
 Bacillusمتعلق به گونه  CL-2شامل جدایه 

siamensis  درصد  96بود که با درجه اعتبارسنجی 
 در کنار گونه مشابه خود در بانک ژن قرار داشت. 

 درصدی با گونه  99این جدایه دارای تشابه 
B. siamensis  با شماره دسترسیMN877627  .بود

 : جدایه مورد مطالعه در این کلاد 2شماره  کلاد
 Bacillusمتعلق به گونه  CL-8شامل جدایه 

amyloliquefaciens  درصد  90با درجه اعتبارسنجی
 درصدی با گونه  99بود. این جدایه دارای تشابه 

B. amyloliquefaciens  با شماره دسترسی
MN877633 مطالعه : جدایه مورد 3شماره  بود. کلاد

 متعلق به گونه  CL-7در این کلاد شامل جدایه 
B. atrophaeus  99بود که با درجه اعتبارسنجی 

های های مشابه خود با شمارهدرصد در کنار گونه
در بانک ژن  MT250840و  MN826517دسترسی 

قرار داشت. درصد تشابه جدایه مورد بررسی با 
 . کلاددرصد بود 100های مشابه در بانک ژن  گونه

  های مورد مطالعه در این کلاد: جدایه4شماره 
 متعلق به گونه  CL-6و  CL-1های شامل جدایه

B. halotolerans  درصد  84با درجه اعتبار سنجی 
متعلق به گونه  CL-5و  CL-4های و جدایه

Bacillus subtilis درصد  94سنجی جه اعتباربا در
با گونه  های ذکر شدههستند. درصد تشابه جدایه

: 5شماره  درصد بود. کلاد 100مشابه در بانک ژن 
 CL-3جدایه مورد مطالعه در این کلاد شامل جدایه 

بود  Bacillus paralicheniformis گونهمتعلق به 
درصد در کنار گونه مشابه  99که با درجه اعتبارسنجی 

خود در بانک ژن قرار داشت. این جدایه دارای تشابه 
 B. paralicheniformisدرصد با گونه  100به میزان 

: 6شماره  بود. کلاد MN746205با شماره دسترسی 
 CL-10جدایه مورد مطالعه در این کلاد شامل جدایه 

بود که با درجه  Bacillus circulans متعلق به گونه
های مشابه خود درصد در کنار گونه 100اعتبارسنجی 

داشت. این جدایه دارای تشابه  در بانک ژن قرار
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با شماره  B. circulansدرصد با گونه  99میزان  به
: جدایه 7شماره  بود. کلاد KF030228دسترسی 

ق متعل CL-11مورد مطالعه در این کلاد شامل جدایه 
درصد  100با درجه اعتبارسنجی  .Bacillus spبه 

درصد با  99بود. این جدایه دارای تشابه به میزان 
Bacillus sp. های دسترسی با شمارهMH769066 

کلاد متعلق به  7داشت. اعضای این  KM508814و 
و شاخه  Bacillales، راسته Bacillaceaeخانواده 

Firmicutes دایه مورد : ج8شماره  هستند. کلاد
 متعلق به گونه CL-9مطالعه در این کلاد شامل جدایه 
Citrobacter amalonaticus  بود که با درجه

های مشابه خود درصد در کنار گونه 95اعتبارسنجی 

 MN400093و  MN400092های دسترسی با شماره
 در بانک ژن قرار داشت. درصد تشابه جدایه 

 100های مشابه در بانک ژن مورد بررسی با گونه
درصد بود. این گونه متعلق به خانواده 

Enterobacteriaceae  و راستهEnterobacterales 
: جدایه مورد مطالعه در این کلاد 9شماره  است. کلاد

 Serratiaمتعلق به گونه CL-12شامل جدایه 

marcescens  درصد بود.  99با درجه اعتبارسنجی
 درصد با گونه  99ه به میزان این جدایه دارای تشاب

S. marcescens  با شماره دسترسیMH712494 
 Yersiniaceaeبود. اعضای این کلاد متعلق به خانواده 

 باشند. می Enterobacteralesو راسته 
 

 
 . آزمون 16S rDNAدرخت تبارزایی ترسیم شده بر اساس روش بیشینه صرفه جویی و با استفاده از توالی نواحی  -2شکل 

درصد روی انشعابات مربوطه نوشته شده است. گونه  60تکرار انجام شده و مقادیر بالاتر از  1000اعتبارسنجی بوت استرپ با 

Flavobacterium acidificum خارجی انتخاب شد. به عنوان گروه 
Figure 2. A Maximum Parsimony tree based on 16S rDNA region sequences. The bootstrap values > 60% 

(1000 replications) are shown at the branches. Flavobacterium acidificum was selected as an external group. 
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جویی بر اساس  بیشینه صرفه درخت تبارزایی

توالی  18جدایه باکتری و  12های مربوط به  توالی

پوشانی و تشابه  موجود در بانک ژن که دارای هم

 بالایی بودند رسم گردید.

در دو جدایه قارچی  ITS1-5.8S-ITS2ناحیه 

های های قارچی توالیتعیین توالی گردید. در جدایه

جدایه که دارای همپوشانی و تشابه مربوط به این دو 

بالایی با هشت توالی موجود در بانک ژن بودند مورد 

، درخت تبارزاییگرفتند و برای ترسیم  مقایسه قرار

با شماره دسترسی  Ascobolus denudatusگونه 

MT373895 های به عنوان گروه خارجی در جدایه

 (.3قارچی انتخاب گردید )شکل 

ترسیم شده با روش بیشینه درخت تبارزایی 

 ITS1-5.8S-ITS2ناحیه  توالی اساس جویی بر صرفه

باشد که می CL-13حاوی جدایه  1نشان داد که کلاد 

است.  Penicillium corylophilumمتعلق به گونه 

درصد حمایت  100سنجی این گونه با مقدار اعتبار

شود. میزان شباهت توالی نوکلئوتیدی بین  می

 درصد بود.  99ین کلاد بیش از های ا جدایه

متعلق به گونه  CL-14حاوی جدایه  2کلاد 

Pseudogymnoascus pannorum  است که با

شود. درصد درصد حمایت می 100سنجی مقدار اعتبار

های مشابه در بانک تشابه جدایه مورد بررسی با جدایه

 درصد بود. 99ژن بیش از 

 

 
 

 . ITS1-5.8S-ITS2جویی و با استفاده از توالی نواحی  هدرخت تبارزایی ترسیم شده بر اساس روش بیشینه صرف -3شکل 

 درصد روی انشعابات مربوطه نوشته شده است.  60تکرار انجام شده و مقادیر بالاتر از  1000آزمون اعتبارسنجی بوت استرپ با 

 گروه خارجی انتخاب شد.به عنوان  Ascobolus denudatusگونه 
Figure 3. A Maximum Parsimony tree based on ITS1-5.8S-ITS2 region sequences. The bootstrap values > 60% 

(1000 replications) are shown at the branches. Ascobolus denudatus was selected as an external group. 

 

 گیري کلی نتیجه

شناسی و غربالگری های ریختبر اساس ویژگی

کشت  هایهای سلولولیتیک روی محیطجدایه

 جدایه 18جدایه باکتری و  83اختصاصی در مجموع 

قارچی با قابلیت تولید سلولاز انتخاب شدند. هاله 

و  BSMمربوط به فعالیت سلولازی در محیط کشت 

 BHMمعرف آیودین در مقایسه با محیط کشت 

ترین نسبت قطر هاله به کلنی در  تر بود. بیشواضح

های به ترتیب مربوط به جدایه BSMمحیط کشت 

WB12 ،CCB9 ،WB4 ،EWB6  وTB9  بود. از

ترین فعالیت سلولولیتیکی  های قارچی بیشمیان جدایه

و  WF2 ،WF4 ،VCF1 ،CF4های مربوط به جدایه
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SF1 بهترین پژوهشهای این بود. بر اساس یافته ،

محیط جهت بررسی فعالیت لیگنینولیتیکی، محیط 

ترین  کشت چاپک حاوی یک گرم متیل بلو بود. بیش

های نسبت قطر هاله به کلنی به ترتیب در جدایه

مشاهده شد. در  WB12و  WB6 ،WB5باکتری 

 های قارچی فعالیت لیگنینولیتیکی تنها جدایه

های جدایه مشاهده شد. WF4و  WF2دو جدایه  در

 های گرم مثبت و متعلق به گونه منتخب اکثراً

B. halotolerans، B. siamensis،  

B. paralicheniformis، B. subtilis،  

B. atrophaeus، B. amyloliquefaciens،  
B. circulans و Bacillus sp.  .درخت بودند

با اعتبارسنجی  جویی تبارزایی بیشینه صرفه

های باکتری در جدایهنشان داد که  1000استرپ  بوت

کلاد های باسیلوس در گونهگیرند و کلاد قرار می 9

یک گروه مونوفیلتیک با قرار دارند که  1-7

گونه باکتری  دهند. دورا تشکیل می 100اعتبارسنجی 

C. amalonaticus و S. marcescens  نیز شناسایی

تکثیر ناحیه  کلاد جداگانه قرار گرفتند.شدند که در دو 

ITS1-5.8S-ITS2 های قارچی نشان داد که جدایه

 و Penicillium corylophilumهای گونهمتعلق به 

Pseudogymnoascus pannorum  .درخت بودند

 جویی  تبارزایی ترسیم شده با روش بیشینه صرفه

نشان داد که  ITS1-5.8S-ITS2ناحیه  توالی اساس بر

های قارچی این مطالعه در دو کلاد قرار دارند جدایه

شوند. میدرصد حمایت  100سنجی با مقدار اعتبارکه 

شود که امکان ، پیشنهاد میپژوهشبر اساس نتایج این 

استفاده از ترکیب ریزجانداران منتخب، جهت تهیه 

تر ضایعات های اولیه برای تبدیل سریعفرمولاسیون

 ی به کمپوست مورد بررسی قرار بگیرد.کشاورز

 
 منابع

1.Altschul, S.F., Madden, T.L., Schäffer, 

A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W., and 
Lipman, D.J. 1997. Gapped BLAST and 

PSI-BLAST: a new generation of protein 

database search programs. Nucleic Acids 
Research. 25: 17. 3389-3402. 

2.Chen, Z., and Stamler, J.S. 2006. 

Bioactivation of nitroglycerin by the 
mitochondrial aldehyde dehydrogenase. 

Trends in Cardiovascular Medicine.  

16: 8. 259-265.  

3.Gaind, S., and Pandey, A.K. 2005. 
Biodegradation study of crop residues as 

affected by exogenous inorganic nitrogen 

and fungal inoculants. Journal of  
Basic Microbiology: An International 

Journal on Biochemistry, Physiology, 

Genetics, Morphology, and Ecology of 
Microorganisms. 45: 4. 301-311. 

4.García-Gómez, A., Bernal, M.P., and 

Roig, A. 2005. Organic matter fractions 

involved in degradation and humification 
processes during composting. Compost 

Science & Utilization. 13: 2. 127-135. 

 

5.Han, S.J., Yoo, Y.J., and Kang, H.S. 1995. 

Characterization of a bifunctional cellulase 
and its structural gene. The cel gene of 

Bacillus sp. D04 has exo-and endoglucanase 

activity. Journal of Biological Chemistry. 
270: 43. 26012-26019. 

6.Hemati, A., Aliasgharzad, N., and 

Khakvar, R. 2018. In vitro evaluation of 
lignocellulolytic activity of thermophilic 

bacteria isolated from different composts 

and soils of Iran. Biocatalysis and 

Agricultural Biotechnology. 14: 424-430. 
7.Jiang, H., Dong, H., Zhang, G., Yu, B., 

Chapman, L.R., and Fields, M.W.  

2006. Microbial diversity in water and 
sediment of Lake Chaka, an 

athalassohaline lake in northwestern 

China. Applied and Environmental 
Microbiology. 72: 6. 3832-3845. 

8.Kumar, R., Singh, S., and Singh, O.V. 2008. 

Bioconversion of lignocellulosic biomass: 

biochemical and molecular perspectives. 
Journal of Industrial Microbiology and 

Biotechnology. 35: 377-91. 

 



 همکارانو  آباد دولت حسین کاري/  ... هاي باکتریایی برخی جدایهشناسایی  زي وسااجد

 

159 

9.Mudziwapasi, R., Chigu, N.L., Kuipa, 

P.K., and Sanyika, W.T. 2016. Isolation 
and molecular characterization of bacteria 

from the gut of Eisenia fetida for 

biodegradation of 4, 4 DDT. Journal  

of Applied Biology & Biotechnology.  
4: 5. 041-047. 

10.Rubeena, M., Neethu, K., Sajith, S., 

Sreedevi, S., Priji, P., Unni, K.N., Josh, 
M.S., Jisha, V.N., Pradeep, S., and 

Benjamin, S. 2013. Lignocellulolytic 

activities of a novel strain of Trichoderma 
harzianum. Advances in Bioscience and 

Biotechnology. 4: 214-221. 

11.Saffari, H., Pourbabaee, A.A., 

Asgharzadeh, A., and Besharati, H. 
2017. Isolation and identification of 

effective cellulolytic bacteria in 

composting process from different 
sources. Archives of Agronomy and Soil 

Science. 63: 3. 297-307. 

12.Sánchez-Monedero, M.A., Cegarra, J., 
García, D., and Roig, A. 2002. Chemical 

and structural evolution of humic acids 

during organic waste composting. 

Biodegradation. 13: 6. 361-371.  
13.Saparrat, M.C., Mocchiutti, P., Liggieri, 

C.S., Aulicino, M.B., Caffini, N.O., 

Balatti, P.A., and Martínez, M.J. 2008. 
Ligninolytic enzyme ability and 

potential biotechnology applications of 

the white-rot fungus Grammothele 

subargentea LPSC no. 436 strain. 
Process Biochemistry. 43: 4. 368-375.  

14.Sivasubramanian, K., Ravichandran, S., 

and Kavitha, R. 2012. Isolation and 
characterization of gut micro biota from 

some estuarine fishes. Marine Science. 

2: 2. 1-6.  
15.Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., 

Filipski, A., and Kumar, S. 2013. 

MEGA6: molecular evolutionary genetics 

analysis version 6.0. Molecular Biology 
and Evolution. 30: 12. 2725-2729. 

16.Tarayre, C., Brognaux, A., Brasseur, C., 

Bauwens, J., Millet, C., Mattéotti, C., 
Destain, J., Vandenbol, M., Portetelle, 

D., De Pauw, E., and Haubruge, E. 

2013. Isolation and cultivation of a 
xylanolytic Bacillus subtilis extracted 

from the gut of the termite 

Reticulitermes santonensis. Applied 

Biochemistry and Biotechnology.  
171: 1. 225-245.  

17.Teather, R.M., and Wood, P.J. 1982. 

Use of congo red-polysaccharide 
interactions in enumeration and 

characterization of cellulolytic bacteria 

from the bovine rumen. Applied  
and Environmental Microbiology.  

43: 4: 777-780. 

18.Ting, A.S.Y., Tay, H., Peh, K.L., Tan, 

W.S., and Tee, C.S. 2013. Novel isolation 
of thermophilic Ureibacillus terrenus 

from compost of empty fruit bunches 

(EFB) of oil palm and its enzymatic 
activities. Biocatalysis and Agricultural 

Biotechnology. 2: 2. 162-164. 

19.Vargas-Garcı, M.C., Suárez-Estrella, F., 
López, M.J., and Moreno, J. 2007. 

Effect of inoculation in composting 

processes: modifications in 

lignocellulosic fraction. Waste 
Management. 27: 9. 1099-1107. 

20.White, T.J., Bruns, T., Lee, S.J.W.T., 

and Taylor, J. 1990. Amplification and 
direct sequencing of fungal ribosomal 

RNA genes for phylogenetics. PCR 

Protocols: A Guide to Methods and 

Applications. 18: 1. 315-322.  
21.Wongwilaiwalin, S., Rattanachomsri, 

U., Laothanachareon, T., Eurwilaichitr, 

L., Igarashi, Y., and Champreda, V. 
2010. Analysis of a thermophilic 

lignocellulose degrading microbial 

consortium and multi-species 
lignocellulolytic enzyme system. 

Enzyme and Microbial Technology.  

47: 283-290. 

22.Xi, B., Zhang, G., and Liu, H. 2005. 
Process kinetics of inoculation 

composting of municipal solid  

waste. Journal of Hazardous Materials. 
124: 1. 165-172.  

 

 

 



 1400، 4، شماره 11نشریه مدیریت خاک و تولید پایدار، دوره 

 

160 

 

 

 

 

 

 


