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Abstract  

Objective   

The aiiA gene encodes a metalloenzyme known as lactonase, which hydrolyzes acyl-homoserine 

lactone (AHL) molecules and thereby inhibits the quorum sensing (QS) system in Gram-negative 

bacteria—a system that plays a central role in their pathogenicity. Various forms of this enzyme 

have been identified across multiple bacterial genera. The enzyme features a conserved motif 

essential for metal ion binding and enzymatic activity. A well-characterized example exists in the 

Bacillus genus, where the gene is 750 base pairs long and encodes a 250-amino acid protein. 

Paenibacillus, formerly classified within Bacillus, is recognized as a plant growth-promoting 

bacterium with potent antagonistic activity against plant pathogens, making it a valuable 

candidate for biotechnological applications. 

Materials and Methods 

In this study, specific primers were designed to detect the presence of the aiiA gene in a bacterial 

isolate exhibiting traits associated with the Paenibacillus genus. The gene was amplified via PCR 

and subsequently cloned into the pBluescript II KS (+) plasmid using the restriction enzymes 

SmaI and BamHI. The recombinant plasmid was confirmed through PCR and enzymatic 

digestion, after which the construct was submitted for sequencing. 
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Results 

Sequencing analysis revealed that the cloned aiiA gene was 756 base pairs in length. BLAST 

results indicated over 99% similarity with the aiiA sequences found under NCBI accession 

numbers NZ_CP009909.1 and NZ_CP025957.1, confirming a close relationship between the 

isolate and Paenibacillus polymyxa. Distance-based analysis and phylogenetic tree construction 

based on the gene sequence further supported this classification. Moreover, the presence of a 

conserved domain related to the β-lactamase protein family within the predicted motif of the gene 

provided additional evidence of its functional role as a lactonase capable of disrupting quorum 

sensing signals. Structural analysis of the predicted protein reinforced these findings. 

Conclusions 

This study successfully cloned the aiiA gene, highlighting its potential application in developing 

transgenic plants resistant to bacterial pathogens. Additionally, the sequencing and phylogenetic 

analyses enabled precise molecular identification of the isolate, which was closely related to P. 

polymyxa. The isolate’s high potential as a biocontrol agent suggests it could play a key role in 

sustainable management strategies for bacterial diseases in plants. 
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Introduction 

Quorum sensing (QS) is a cell-density-dependent regulatory system in Gram-negative 

bacteria that coordinates collective behaviors, including virulence, biofilm formation, and 

production of extracellular enzymes. QS signals in Gram-negative phytopathogens are typically 

N-acyl homoserine lactones (AHLs), and many important plant pathogens rely on QS to regulate 

pathogenicity. Disrupting these signals through “quorum quenching” (QQ) provides a promising 

non-antibiotic strategy for disease control. The aiiA gene encodes an AHL-lactonase (a 

metalloenzyme) that hydrolyzes the lactone ring of AHLs, thereby inactivating the QS signal 
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without affecting bacterial growth. Originally identified in Bacillus spp. (e.g. B. thuringiensis, B. 

cereus, B. subtilis), aiiA-type lactonases have demonstrated biotechnological potential: for 

instance, potato and tobacco plants expressing aiiA remained largely symptom-free when 

challenged with high densities of bacterial pathogens. Members of Paenibacillus (formerly 

Bacillus) are well-known plant-growth-promoting bacteria that produce antimicrobial compounds 

and can protect plants against pathogens. A Paenibacillus polymyxa strain (NR1) was recently 

reported to carry an aiiA homolog, suggesting quorum-quenching capacity in this genus. In this 

study, we investigated a native aiiA gene from a Paenibacillus-like isolate (designated Gs) 

obtained from the rhizosphere. This isolate exhibited strong antagonism toward several Gram-

negative phytopathogens, suggesting it might produce QS-inhibiting enzymes. The objectives 

were to amplify the aiiA gene, clone it into plasmid pBluescript II SK(+), confirm and sequence 

the insert, and perform phylogenetic and structural analyses of the encoded lactonase. 

 

Materials and Methods 

Strain Gs was isolated in 2023 from rhizosphere soil and identified by standard 

morphological and biochemical tests as a Paenibacillus sp. (Gram-positive, catalase-positive, 

oxidase-positive, etc.). Gs was cultured on Nutrient Agar at 28 °C. Genomic DNA was extracted 

from Gs cells using the CTAB/NaCl method (Wilson, 2001), with lysozyme/phenol-chloroform 

purification. DNA quality was checked by agarose gel electrophoresis. Specific primers targeting 

aiiA were designed based on conserved sequences in Paenibacillus (Table 1). The primers 

included EcoRI/BamHI (forward) and EcoRI/SmaI (reverse) sites for cloning. PCR was carried 

out with Phusion high-fidelity DNA polymerase under optimized conditions (initial denaturation 

94 °C, 5 min; 35 cycles of 92 °C for 20 s, 58 °C for 20 s, 72 °C for 45 s; final extension 72 °C, 10 

min). The 20 µL reaction contained template DNA, primers (10 µM each), dNTPs, MgCl₂, buffer, 

and polymerase (Phusion). The amplified product was checked on a 1% agarose gel. The PCR 

product (~756 bp) and the vector pBluescript II SK(+) were separately digested with BamHI and 

SmaI (sites present in the primer extensions). Digested fragments were gel-purified (Low-

Melting-Point agarose) and ethanol-precipitated. Ligation was performed overnight at 16 °C with 

T4 DNA ligase (Thermo). The ligation mix was transformed by electroporation into competent E. 

coli TOP10 cells (2500 V, 5 ms). Transformants were recovered in LB medium and plated on LB 

agar with ampicillin (100 µg/mL). White (ampicillin-resistant) colonies appeared after ~14 h. 

Insert presence was verified by colony PCR using aiiA-specific primers and by restriction digest 

of plasmid DNA. A correctly sized amplicon (~750 bp) confirmed the aiiA insert. The 

recombinant plasmid from a positive clone was treated with RNase, purified, and submitted for 

bidirectional Sanger sequencing (BioMagic Gene). Sequence reads were assembled and trimmed. 

The aiiA insert (756 bp) was compared to GenBank using BLASTn. Homologous sequences were 
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aligned and a phylogenetic tree was constructed in MEGA7 using the Maximum Like hood 

method with Maximum Composite Likelihood distances. The deduced amino acid sequence was 

analyzed for conserved motifs and domains using the Pfam database and MOTIF Search. A three-

dimensional protein model was generated using SWISS-MODEL, with model quality assessed 

by GMQE and sequence identity to known lactonases. 

 

Results 

PCR amplification of Gs genomic DNA produced a single product of ~750 bp, consistent 

with the expected aiiA gene size. Cloning into pBluescript II SK(+) and colony PCR confirmed 

the presence of the insert; restriction digestion of the plasmid yielded fragments of the predicted 

sizes. Sequencing of the insert revealed a 756-bp open reading frame encoding a 251-amino acid 

protein. BLAST analysis showed >99% nucleotide identity of this sequence to P. polymyxa aiiA 

genes (GenBank NZ_CP009909.1 and NZ_CP025957.1). The top BLAST hit was P. polymyxa 

strain CF05 (aiiA) with 97.47% identity and 100% coverage; the second was P. polymyxa strain 

HY96-2 (aiiA) with 99.21% identity. These results indicate that isolate Gs is closely related to P. 

polymyxa. Phylogenetic analysis of aiiA sequences placed Gs in a clade with P. polymyxa HY96-

2, confirming its genetic proximity to this species. Nucleotide and amino-acid alignments of the 

Gs aiiA gene with that of P. polymyxa HY96-2 showed very high similarity. Motif analysis of the 

translated sequence identified a conserved metallo-β-lactamase domain (Lactamase_β family) 

characteristic of AHL-lactonases. Specifically, the hallmark “HxHxDH” motif (metal-binding 

histidines and aspartate) typical of aiiA-type enzymes was present. Structural modeling supported 

these findings: the SWISS-MODEL predicted structure (Model 01) covers the full protein 

(residues 1-251) with a GMQE score of 0.97 and 94.82% identity to a P. polymyxa lactonase 

template (AlphaFold template E3E7J1.1.A). The model clearly displays a Zn²⁺ binding site in the 

active site, underscoring the enzyme’s metal-dependent lactonase activity. These data collectively 

confirm that the cloned gene encodes a functional AHL-lactonase. 

 

Conclusions 

We report the successful cloning and characterization of an aiiA (AHL-lactonase) gene from 

a Paenibacillus polymyxa-related isolate. The gene’s sequence and phylogeny place it firmly 

within the P. polymyxa group, and the conserved β-lactamase-like domain and Zn-binding motif 

indicate its potential to quench quorum sensing. This work provides a molecular basis for 

exploiting Gs and its aiiA gene in agricultural biotechnology. For example, expression of aiiA in 

transgenic plants has been shown to suppress QS-dependent bacterial diseases. Similarly, the Gs 

strain itself, as a Paenibacillus (a recognized plant-growth promoter and biopesticide), could be 

developed as a biocontrol agent in crop protection. Overall, the high sequence conservation and 
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enzyme characteristics of Gs aiiA support its practical use in sustainable management of 

phytopathogens through quorum-quenching strategies. 
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 چکیده 

اروم    یستم  میرش  به    ی شو یز ا یل  می رین لااتین  مسور   بر   اه  ا     لااتینر،  نرم  به   متر یآنزیمر  ا اسس ه aiiA ژن  :هدف

  این   ا،  مخت فر  انیاع.  اس مر  ایفر   ربراتر   این  ،ایربیمرش   دش  ا ی    نقش  اه   یستمر  نید؛مر  مسفرگرم   ر براتر   دش  سسیسگ

   ر  یین  اتصر   دش  اه  ا    ا ن همحرفظ   میتیف  داشا   آنزیم  این  نیعر ا،  .ا    ن ه  نسر ریر  گینرگین   ر براتر   دش  آنزیم

  جف    ۷۵0  بر  آن  به  مربیط   ژن  اه  ا    ن ه  مشر  ه Bacillus جسس  دش  آنزیم  این  ا،  ا نمینه .  داشد  نقش  آنزیمر  فعر ی   و  ف ز 

  عسیان به   ن  مر  بس  طبقه  Bacillus جسس  دش  ترپیش  اه Paenibacillus براتر .  اس مر  ا   شا  ا ی آمیسه  2۵0  بر  پروتلیسر  بر، 

 .ا   برخیشداش  بییتدسی یژیدر برلا  پترنسیل ا، گیر ر  بیمرشگر ر  ع یه مؤثر آنترگینیستر فعر ی  بر شن  محرک براتر  یک

جسس    بر  مرتبط   ر ویژگر   بر  براتر   ج ایه  یک  دش aiiA ژن  حضیش  برش ر  جی   پژو ش   این  دش  :هاروش  و  مواد

Paenibacillus     محصی   تدثیر   ا،   پس   و  ن ن    طراحر  ژن  این  اختصرصر  آغر،گر ر PCR  برنر   ر آنزیم  ا،   ا تفرده  بر 

SmaI    و BamHI  پلا می     دشpBluescript II KS (+)  ژن    وجید  و   نیترایب  پلا می   صح    تأیی   ا،  پس .  ن    ر،  مسرنه  

 گردی . اش ر  یربرتیا ر جی  نمینه  برنر  آنزیم و  PCR ا، ا تفرده بر

تیا ر   :نتایج نتریج  تیا ر    Blastنتریج    .بید  بر،   جف    ۷۵۶  معرد   ج ایه  این   دش   aiiA  ژن  یربر  طی بر ا رس  این  نشرن داد اه 

  NCBIداده    دش پری ره NZ_CP025957.1 و NZ_CP009909.1 د تر ر    ر  نمرشهتیا ر  بر  دشص   99نبر تر بیش ا،  

https://orcid.org/0000-0003-1640-8169
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 فی یژنتیدر   دشخ   تر یم   و  فرص ه  ضریب  نتریج محر به.  برن مر  P. polymyxa گینه  به  ج ایه  این  نزدیدر  د س هداشد اه نشرن

  پیشسیرد    میتیف  دش  β-Lactamase خرنیاده  به  متع ق  بر این نسر ریر دامسه علاوه .  ارد  تأیی   شا   قراب   این  نیز   ژن   این  تیا ر   برا رس 

.  برن مر  اروم  سسیسگ  یستم  د ر ی سر   میرش  دش  آن  تیانریر   و  لااتینر،   آنزیم  یک  عسیان به  ژن  این  نقش   د س هنشرن  مذایش   ژن

 .اس مر  تأیی  شا مذایش نتریج  نیز ژن  این تی ط ا ن ه پروتلین پیشسیرد   رخترش تح یل

  ر  براتر   به   مقروم  گیر رن  تی ی   دش  ا تفرده  مسظیشبه  aiiA ژن   میفق   ر، انتقر  و  مسرنه  ضمن  پژو ش    این  نتریج  :گیرینتیجه

گینه    به  نزدیک  براتر  عسیانبه  ج ایه   این  نسر ریر .  ارد  فرا م   نیز شا   برش ر  میشد  ج ایه   دقیق  می دی ر   نسر ریر امدرن   ،ا بیمرش 

P. polymyxa    عسیان به   تیان  مر   ج ایه  این  ا رس   این   بر.  ا    گیر ر   ر بیمرش   ،یستر  استر   دش   برلا  آن  بیرن ر پترنسیل  

 .گیرد قراش برداش بیره میشد گیر رن براتریریر   ر بیمرش  م یری  پری اش شا درش ر   دش مؤثر ،یستر عرمل یک

 بییتیکبه آنتر  مقروم  لااتینر،  نصرب  ح  شفع  یستم بییاستر    آنترگینیس   :هاواژه  کلید

 : پژو شر.نوع مقاله

فرئزه  استناد: مقصید   خینبخت ی  اابر     پژو س ه  تیا     ر، مسرنه    ج ا ر،  (1404)نیر،اد  براتر  aiiAژن    رربیرو      ا، 

Paenibacillus polymyxa . ،2۶- 1(  4)1۷  مو ه بییتدسی یژ  اشروش. 
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 مقدمه

  ارده  ایورد   ربراتر   فیزیی یژ   دش  ا عم ه  تغییرات  تیان مر   ربییتیک آنتر  ا،  گسترده  ا تفرده  د یل  به  بییتیدرآنتر   مقروم 

  استر   برا   ج ی   شا درش ر   تی عه  یر  اشف  ضروشت  مسل ه   این.  آوشد  وجید  به  دشمرنر  فرآیس  ر   دش  ج ی     ر پیچی گر  و

  ر  شوش   به  تیجه   شا تر    این دش.  (Martinez et al., 2009; Sundin et al., 2016 ر،د )مر   آندرش   شا  براتریریر   ر بیمرش 

  ر بیمرش   ا،   نرنر   ر آ یب   ار ش  دش  مسر ب  شا درش  یک  عسیانبه  آنترگینیستر   ر میدرواشگرنیسم  ا،  ا تفرده  و  غیرنیمیریر

به Bacillus  و  Paenibacillus  گروه   ر براتر   .ا    یرفته  افزایش  براتریریر  گیر رن  شن   محرک   ر براتر   عسیان  

(1PGPB )گیر رن  ا، طبیعر طیش به  تیانس  مر ض میدروبر  ر متربی ی  تی ی  بر  گیر رن  شن   افزایش بر علاوه  اه  نین مر  نسرخته  

(.  Grady et al., 2016; Langendries and Goormachtig, 2001)  اسس    محرفظ   قرشچر  و  براتریریر   ر بیمرش   برابر  دش

  Quorum Sensing(  QSش رن )  پیرم   یستم  به  مربیط  د س ه ی سر    ر می دی   توزیه  براتر   این   ر ویژگر  میمترین  ا،  یدر

 گرم    ر براتر   دش(.  Leadbetter and Greenberg, 2000)  برن مر   انرژ   و  غذایر  مسربع  عسیان  به  مسفر  گرم   ر براتر   دش

 
1 Plant growth promoting rhizobacteria 
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  بیدن    برانرژ  د یلبه  ،ابیمرش  عیامل   تی ی . برن مر  Acyl homoserine lactone( AHLنیع ) ا،   ر   ی سر می دی   مسفر

 شفترش ر   تسظیم  بر   QS   یستم.  نید  فعر   مسر ب  ،مرن  دش  و  تراامپر   ر جمعی    دش   اه  ا    مؤثر  و   صرفهبه  مقرون   ،مرنر   فقط

  جمعر    ر فعر ی    مر س ر  دش  ا ی    نقش   ی شو یتیک   ر آنزیم   تی ی   و  بییفی م تشدیل  ،ایر بیمرش   جم ه  ا،   ر براتر   جمعر

 ان داده  نشرن  مطر عرت(.  Helman and Chernin, 2015; Papenfort and Bassler, 2016)   داشد  مسفر  گرم    ر براتر 

  ستس    متدر  QS   یستم  به  ،ایر بیمرش   بر  مرتبط   ر ژن  بیرن  تسظیم  و  استر   برا   گیر ر   ،ا  بیمرش   میم  براتر   ده  ح اقل  اه

(Baltenneck et al., 2021  .)مدرنیسم  QS   مدرشان  و  ن سین  تی ط   برش  او ین  برا   (Nealson et al., 1970  )پ ی ه  دش 

  ا     صیشت  این  به   آن   ا ر  مدرنیسم   یستم   این  دش  تسیع  وجید  بر .  ن   مشر  ه  Vibrio fischeri  براتر   به  مربیط  تربر،یس 

  Autoinducers  ( AIsخیدا قرگر )  نرم  به     ی ر  خرشج  د س ه   ی سر    ر می دی   ا،  ا پریه  طح   میاشه  براتریریر    ی    ر  اه

 براتر   به   شا  جمعی    رنمرش   تیانریر  طریق  این  ا،   و  بیده    ی ر  تراام  ا،   تربعر   محیط   دش  آن   غ ظ   میزان   اه  اس مر  مستشر

  ر  گیرن ه   ش ی    آ ترنه  ح   به   آن   غ ظ   اه  ،مرنر  و  یرفته  افزایش  محیط   دش   خیدا قرگر  میزان  براتر   جمعی   افزایش   بر.  د  مر

  این   استر   تح    ر ژن   بیرن  تسظیم  دش  تغییر  برعث   و  داده  تشخیص  شا   رمی دی    این  براتر     یتیپلا مر  یر  غشریر  پروتلیسر

 ,Fuqua and Greenberg)  ا     تراام  به  وابسته  ژن  بیرن   تسظیم  مدرنیسم  یک  نصربح    یستم  بسربراین .  نین مر   یستم

1998; Papenfort and Bassler, 2016  .) پروتلین   تی ط   ر ی سر  LuxI   پروتلیسر  گیرن ه  تی ط   و  تی ی  LuxR    دشیرف  

 این   د یل   مین  به.  برن  مر  خیدا قرگر   ستز  ژن   بیرن  افزایش  به  مربیط   ی سر     ر می دی   دشیرف   پیرم  ر   ا،  یدر.  نیدمر

 QS پ ی ه  دش  اختلا   ارشبرد   مدرشان   و   Dongبرش    نخستین  .(Sifri, 2008; Eberl, 1999)  نرمس مر   خیدا قرگر  شا   ر ی سر 

 مخت ف  مراحل  دادن  قراش    ف  بر  تیان مر  اختلا   این (.Dong et al., 2000اردن  )  مطرح  شا   براتریریر   ر بیمرش   استر   جی 

 ,Rasmussen and Givskov, 2006; Papenfort and Basslerنید ) انورم خیدا قرگر ر نسر ریر یر تومع انتشرش  تی ی  

  یستم د ر ی سر  . (Dong et al., 2001نید )مر  نسرخته Quorum quenching( QQ)  یستم  عسیان تح   (. اه 2016

QS ق یریر  نرایط  تح   نیمیریر   شوش   دش.  داد  خرتمه  نیمیریر  و   آنزیمر  شوش   دو  به  غیرفعر   یر  فعر   صیشت   به  تیانمر   شا AHL 

 شخ   AHL  اسس هتوزیه   ر آنزیم   ا،   ا تفرده  بر  نیز   آنزیمر  (. شوش Churchill and Chen, 2011نید )مر    ی شو یز   رع    به

 مدرنیسم .  گذاشن نمر  براتر   شن   امی   دش  ترثیر   و  ن انته   میتر   یچ   رآن   ن اشن     ربییتیکآنتر   به  نبر تر   رآنزیم  این.  د  مر

  جمعر   شفترش  دش  تغییر  برعث   تسیر  و   ارده   ی شو یز  شا   محیط  دش   میجید   ی سر    ر می دی   اه  ا     صیشت   این  به    رآنزیم   این  عمل

  لااتینر،  آنزیم   ر آنزیم  این  انیاع  ا،  یک.  اسس   غیرفعر   شا AHL تیانس مر  خید  اثر  مدرنیسم  ا رس  بر   رآنزیم   این.  نین مر  براتر 

 Dong et al., 2002; Garge and Nerurkar, 2016; Bergonzi etاس  )مر   ی شو یز  شا AHL لااتینر  ح قه  اه  ا  

al., 2018 گروه   ر براتر   دش  ژن  (. این Bacillus     مثلB. thuringiensis  و  B. cereus   B. mycoides   B. anthracis    

B. subtilis    وB. velezensis   نید )مر   یرفDong et al., 2000; Dong et al., 2002; Lee et al., 2002; Zhu et 

al., 2003; Ulrich, 2004; Pan et al., 2008; Ayyappan and Bhaskaran, 2022.)   نشرن   ن ه  انورم   ر پژو ش 
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 پدتی یتیک  آنزیم  تی ی   ار ش  ا، طریق Pectobacterium carotovora براتر   نصربح    یستم  میرش  دش  آنزیم  این  میفقی   ا،

 .P  ،ا بیمرش    ر آنزیم   و  براتر   تحرک  شو  aiiA ژن  اثر  برش ر  بر  پژو شر  دش.  داشد  بیمرش   علائم  ار ش  نتیوه   دش  و

carotovora    ا، نیترایب   ییه  تی ی  بر P. carotovora  ژن  داشا aiiA   ار ش  برعث  آن بیرن و  ژن  این وجید اه  اردن  ثرب  

  تراشیخته   گیره  تی ی (.  Mahmoudi and Jafari, 2018)  نیدمر   پرتیژن  این  دش  ،ایربیمرش    ر آنزیم   تی ی   ار ش  و   تحرک  انیاع

  دش  aiiAژن    بیرن   و انتقر   بر   پژو شر  طر    مدرشان   و   Dongبرن .  مر   آن  بییتدسی یژیدر   ر ارشبرد  جم ه   ا، نیز aiiA ژن  حرو 

  تیجیر   قربل علائم  آ یده تراشیخته  گیر رن  پرتیژن  جمعی  ا،  برلایر  تراام بر  ت قیح  وجید بر  اه  دادن   نشرن  تسبرای و  ،میسر  یب  گیره

  ترتیب  به  QS یستم   میرش بر   aiiAژن  حرو  ،میسر یب  و اار یپتیس تراشیخته   (. گیر رنDong et al., 2001د س  )نمر  نشرن

  میفق   بیمرش   نرخص  ار ش  دش   Ralstonia solanasearumو Pectobacterium carotovorum  ر بیمرشگر   ع یه

  نرایط   دش  مرابرت  به  Pseudomonas syringaeبیمرشگر    ع یه B. cereus براتر   (. ت قیحOuyang and Li, 2016ان  )بیده

  دش   ژن  این   .(Akbari Kiarood et al., 2020ن  )  aiiAژن    بیدن  داشا  د یل  به   پرتیژن  ح نصرب  ار ش  برعث  آ،مریش ر ر

 ار ش  برعث   aiiAژن    حرو   تراشیخته  گیره  شو   E. amylovoraت قیح  .  ا    مؤثر بیده  نیز   E. amylovoraبیمرشگر    استر 

ن      یب   ر برگ  شو   بیمرش   علائم  ار ش  و    ی شوژن  پرااسی   به   بیشتر  حسر ی   براتر    خرشجر   رارشی پ ر  تی ی   میزان

(Molina et al., 2005  ژن .)aiiA  ،ییه    براتر   ا Paenibacillus polymyxa NR1   تی ط    برش  او ین  براChen   و  

 چس ین   ع یه  آ،مریش ره  دش  Gs  بسرم  ج ایه   یک  قی   آنترگینیستر  فعر ی   (.Chen et al., 2018ا   )  ن ه  گزاشش   مدرشانش

 مختل    ر آنزیم  وجید  احتمر     E. amylovora  و  P. carotovorum  نظیر   QS  ژن  تسظیم   یستم  داشا   مسفر  گرم  براتر 

  Paenibacillus  جسس  به   متع ق  ج ایه  این  بیینیمریر    ر آ،مین   نتریج  به   تیجه  بر.  اس مر  مطرح  براتر   این  دش  شا  نصرب  ح   اسس ه

  و   ج ا ر،   آن    دش  aiiA  ژن  وجید   برش ر   Gs  ج ایه  این  می دی ر  دقیق  نسر ریر   بر   علاوه   پژو ش    این   ف.  ن  گرفته نظر  دش

  برش ر    مچسین  و   ربراتر   به  مقروم  تراشیخته  گیر رن  ایورد  دش  بییتدسی یژیک  ا تفرده  مسظیش  به  براتر   ا،  ژن  این   ر،    مسرنه

  پس .  گردی   تدثیر   اختصرصر   آغر،گر ر   ا،  ا تفرده  بر  aiiA  ژن  مسظیش   ب ین.  ا    آنترگینیستر  ج ایه  این  دش  آن   ر تیا ر   فی یژنر

  آن   فی یژنتیدر   ر ویژگر   و  تیا ر   برش ر   به  تر  ن   انورم  ژن  یربرتیا ر   آن    صح   تریی   و  مسر ب  نرقل  دش  ژن   ر،  مسرنه  ا،

 . نید پرداخته

 

 هامواد و روش

  به    1402   ر   دش  اه  Gs  ج ایه  ا،  پژو ش   این  دش  :نگهداری  و  کشت  شرایط  و  پژوهش  در  شده   استفاده   باکتری

  این  اش  برا   .ن  ا تفرده گیر رن   شیزو فر  خرک ا،  آم ه ب    براتریریر ج ایه  1۵0 میرن ا،  رج ایه  میثرترین ا،  یدر عسیان

 داش ن ه    رع   48  م ت  به  گراد رنتر  دشجه  28  دمر   دش  و  گردی   ا تفرده  Nutrient Agar  ( NA)  عمیمر  اش   محیط  ا،  براتر 
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  م ت   طیلانر   داش ن ه  برا   دشص   40  گ یسرو   دش  و  گراد رنتر   دشجه  چیرش  دمر   دش  میلاش  4MgSO0/1  مح ی   دش   ربراتر .  ن 

 . ن ن  ذخیره گراد رنتر  دشجه 80مسفر دمر  دش

  گرم    آمیز شنگ  نرمل  نسر ربراتر    ر آ،مین  :بیوشیمیایی  و  فیزیولوژیکی  مورفولوژیکی،  هایویژگی   بررسی

بییسه شن    نیش    به  تحمل  ااسی ا،   آ،مین  ارترلا،   آ،مین  گ یاز   ا،  گر،  و  ا ی   تی ی  نیترات   دمر    ا،  ا تفرده  تیانریر ار ش 

 ;Schaad et al., 2001گرف  )  انورم  ا ترن اشد   ر شوش  ا رس  بر   یا، بر   نرایط  دش  شن و      تحرکهاوش   ی شو یز   یترات 

Vos et al., 2011 .) 

  برا    تحقیق   این  دش  ا تفرده  میشد  آغر،گر ر :  aiiAژن    جداسازی  جهت  PCR واکنش  انجام  و  هاآغازگر   طراحی

  مرتبط  آغر،گر ر  Paenibacillus جسس به براتر  این بیی یژیک و فیزیی یژیک نبر   د یل به.  ن ن   طراحر   aiiA ژن  تدثیر

  BioMagic Gene  نرا   تی ط    پس   و   ن ه  طراحر  APE  افزاشنرم   و  NCBI  داده  پری ره  دش  میجید   ر تیا ر   ا،   ا تفرده  بر

 . بید  pBluescript II SK)+( نرقل  دش ن ه تدثیر  ژن  ر،  مسرنه برا   برنر  ری  داشا  ن ه  طراحر  آغر،گر. گردی ن   ستز

 aiiAمورد استفاده جهت تکثیر ژن  . توالی آغازگرهای1جدول 

Table 1. Primer sequences used for amplification of the aiiA gene 

  تکثیر  قطعه طول

 شده

Amplicon 

size(bp) 

 توالی آغازگر 

Primer sequence 

 نام آغازگر 

Primer 

name 

 نام ژن

Gene 

name 

 
 

756 

5’AAGAATTCGGATCCATGATTAACAAATTGTACTGGTTA3’ FaiiA 

EcoRI-

BamHI 

 
 

aiiA 

5’AAGAATTCCCCGGGTTATTTGTATTGTGGATATACCG3’ RaiiA 

EcoRI-

SmaI 

 

 این   دش(.  Wilson, 2001) ن   ا تخراج CTAB/NaCl شوش  ا،  ا تفرده  بر  براتر   ژنیم  :باکتری DNA استخراج

  ا تریل   تییب   به   نیشه پیدش  و  CTAB/NaCl برفر  میدرو یتر  300  اش    محیط   شو    ا،  براتر    ر ا سر  آوش جمع   ا،   بع    شوش

  ر،  خر ص   ا،   بع .  گرف   قراش Eppendorf ترمیمیدسر  د ت ره  دش  گراد رنتر   دشجه  ۶۵  دمر   دش   دقیقه  20  م ت  به    پس   و  افزوده

 .ن  حل ا تریل مقطر آب میدرو یتر 30 دش نیری  دش و داده ش یب  اترنی  بر ن ه ا تخراج DNA ا روفرم /فسی  شوش  به

حوم    PCRوااسش  :  PCRواکنش   نرمل    20دش  و    13میدرو یتر   ا تریل  مقطر  آب   PCRمیدرو یتر    2میدرو یتر 

Buffer×10   1    2میدرو یترMgCl     بر غ ظMm  2۵   1    میدرو یترdNTP     بر غ ظMm  10   1   بر    میدرو یتر ا،  ر آغر،گر

بر    Phusion DNA Polymerase(  NEBمیدرو یتر آنزیم )  2/0و    lµg/µ 1بر غ ظ     DNAمیدرو یتر    µM  10  ،1غ ظ   

 صیشت   به  دمریر  نرایط  بر  Biometra T-Gradient  م     ترمی رید ر  د ت ره  دش  میشدنظر  ژن   تدثیر  انورم ن .  lµU/  ۵غ ظ   

   ر،    وا رن    نرح   به   چرخه  3۵  بر    پس   و   دقیقه   ۵  م ت   به  گراد رنتر   دشجه  94  دمر   دش  او یه    ر،   وا رن  .  ن   انورم  ،یر
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  4۵  م ت  به  گراد رنتر  دشجه  ۷2  گسترش  و  ثرنیه  20  م ت  به  گراد رنتر   دشجه  ۵8  آغر،گر  اتصر   و  ثرنیه  20  گراد رنتر   دشجه  92

  ژ   ا، ا تفرده بر PCR وااسش نتیوه . ن  انورم  دقیقه  10 م ت  به  دشجه  ۷2 دمر  دش نیریر گسترش نیری  دش. ارد پی ا  ادامه ثرنیه

 . ن  برش ر  برومری  اتی ییم بر آمیز شنگ  و دشص 1 آگرش،

 ا تفرده 10TOP  ییه coli. E براتر   ا،  تراشیزش   برا   :الکتروپوراسیون  برای  باکتری  شایسته  هایسلول  تهیه

.  ن   اش   پیش  مریع LB محیط  دش  ا سر  یک   پس  و  ن ه  اش   جرم Luria-Bertani (  LBاش  )  محیط  دش  براتر   ابت ا.  ن 

  گ یسرو    دش   رد   ا تریل  آب  بر   ر  ی   نستشی   ا،  پس  و  ن ه   رنتریفییژ   ربراتر    0.5600OD=به    اص ر  اش   ش ی ن  ا،  پس

 .ن ن  مستقل گراد رنتر   دشجه ۷0مسفر دمر  به و دشآم ن   ی پرنسیین حر   به دشص  10

  ر،  مسرنه برا  (+) pBluescript II SK نرقل : (+) pBluescript II SKناقل  در aiiA ژن سازیهمسانه 

  شف   آغر،گر ر   ابت ا  دش  ترتیب  به   اه SmaI و BamHI برنر   ر آنزیم  بر م نظر  ژن  و  نرقل. ن   ا تفرده  ژن  این  یربرتیا ر   و

  تییه   پلا می   و  ژن  برا   ج اگرنه   تییب  دو  دش  میدرو یتر  100  حوم  دش  آنزیمر  برش  وااسش.  یرفتس   برش   بیدن     ن ه  تعبیه  برگش   و

  مو دا  BamHI آنزیم  اردن  اضرفه  ا،   پس  و    رع   2  م ت  به SmaI آنزیم  برا   گراد رنتر  دشجه  24  دمر   بر   اندیبرتیش   دش   ابت ا.  ن 

  برش   محصیلات  تر  ا    لا،م   ی ر یین   وااسش  انورم  جی   .ن   ن ی اش   اندیبرتیش  دشون  گراد رنتر   دشجه  3۷  دش  دی ر   رع   2

 برشگذاش   دشص   یک   Low Melting Point(LMPنیع )  ا،  آگرش،  ژ   شو   محصیلات  این  شا تر   مین  دش.  نین    خر ص  آنزیمر

  ژ   شو   ا،  بر،  جف   3000  ح ود  پلا می   به   مربیط  برن   و  بر،جف    ۷۵0  تقریبر  ان ا،ه  بر  ژن  به   مربیط  برن  .  ن   انورم  ا دتروفیش،  و

  به   LMP برفر   پس.  ن  داده حراشت  متسروب و  ایتره وشتدس بر   مراه دقیقه  ۵ م ت  به گراد رنتر  دشجه ۷0 دمر  دش  و یرفته  برش

  فسل   بع   مرح ه  دش.  گرف    قراش    رنتی راد  دشجه  ۷0  دمر   دش  دقیقه   ۵  م ت  به  مو داً  و  گردی   اضرفه   رتییب   به  حوم  برابر   ه   مق اش

   رع    بر    رنتریفییژ   پس .  ن   وشتدس   ایتره  و  متسروب  صیشت   به  دقیقه  ۵  م ت  به   و  اضرفه  آن  شو   حوم   برابر  یک  نسب   به

  به    ر، خر ص  نیری   دش.  ن    مستقل  ج ی   تییب  به  شویر  فر،  و   گرف   انورم  اترق  دمر   دش  دقیقه  ۵  م ت  به   دقیقه  دش  دوش  14000

 . ن  حل آب میدرو یتر 30 دش  ش یبرت و انورم ا روفرم/فسی  شوش

 ا تفرده  بر  ی ر یین وااسش آنزیمر  برش محصیلات  ر، خر ص  ا، پس: E. coliبه  تراریزش و لیگاسیون واکنش

   ی ر یین  محصی  ا،  میدرو یتر 2دش ادامه . ن   انورم  نب  یک  م ت به   گراد رنتر  دشجه  1۶ دمر  دش  DNA Ligase  4Tآنزیم ا،

  ا دتروپیشا یین   شوش  اضرفه گردی  و  پس انتقر  پلا می  نیترایب به 10TOP ییه  coli. E  نریسته    ی   میدرو یتر  ۵0به نرقل به  

  ربراتر   تراشیزش   ا،  پس  بلافرص ه.  گرف   صیشت Eppendorf ا دتروپیشاتیش  د ت ره  بر  ثرنیهمی ر   ۵  ،مرن  و  و    2۵00  و ترژ  بر

  براتر    ترمیم  جی  دقیقه   دش   دوش  180  و   گراد  رنتر  دشجه  3۷  دمر   دش  نیدر  اندیبرتیش  دش   رع  یک  م ت   به  مریع LB محیط  دش

 ن ن . داده اش   ی ینآمپر بییتیکآنتر حرو  LB جرم   محیط دش  پس . ن ن   ن ی اش 
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 صح    تریی    ی ین آمپر   به  مقروم   ر ا سر  شن   ا،  بع   :یابیتوالی   برای  ارسال  و  سازیهمسانه   صحت   تایید

  جی  .  ن    انورم  ارده   شن    ر براتر   شو   aiiA  ژن  اختصرصر  آغر،گر ر   ا،  ا تفرده  بر  PCR  وااسش  انورم  بر   ر،  مسرنه

  صیشت  به   پلا می   و  ژن   ر آغر،گر   بر  PCR   پس   و  انورم  پلا می   ا تخراج  نظر   م   نرقل  دش  ژن   ر،  مسرنه  دش تر   ا،  اطمیسرن

 TE  برفر  میدرو یتر  10  ا،  ا تفرده  بر  میدرو یتر  100  حوم  دش  ن ه  تریی   نیترایب  پلا می   شو   RNase  تیمرش.  ن   انورم  نیز  ترایبر

 گراد  دشجه  رنتر   3۷  دمر   دش  ن ی اش    رع   نیم  ا،  پس.  ن   انورم  RNase  آنزیم  میدرو یتر  1  و  پلا می   DNA  میدرو یتر  40  و

 وااسش  محصی    aiiA  ژن  حرو   پلا می   شو   RNase  وااسش  انورم  ا،  بع .  ن   انورم  ا روفیشم  ا،  ا تفرده   بر  DNA   ر، خر ص

RNase    نرا    به    سسآنتر   و    سس   جی   دو   دش  یربرتیا ر   جی  BioMagic Gene   اصلاح   ا،   بع    یربر   تیا ر  نتریج.  ن   اش ر  

  Mega7  افزاش   نرم  امک  به   و  دشیرف   NCBI  ا،   مشربه   ر  تیا ر .  ن   برش ر   BLAST  برنرمه  دش   ر تیا ر  ارومیگرام  فریل  مطربق

 Expasy - SIB Swiss  ابزاش  تی ط  پروتلین   پیشسیرد    رخترش  مربیطه   ا ی آمیسه  پیشبیسر  بر.  ن   تر یم   رآن  فی یژنتیدر  دشخ 

Institute of Bioinformatics ن  برش ر . 

 

 نتایج و بحث

  ر تس   ابت ا  مطر عه میشد آنترگینیس  ج ایه شو  :بیوشیمیایی  و فیزیولوژیکی مورفولوژیکی، هایویژگی  بررسی

 .ا   آم ه 2 ج و  دش  رتس  این نتریج.  نید نسرخته براتر  جسس  رآن نتریج  مطربق تر گردی  انورم او یه مخت ف

 باکتری  شناسایی جدایه   برای های بیوشیمیایی. نتایج آزمون2جدول 

Table 2. The results of biochemical tests for identification of bacterial isolates 

 Results نتایج   Biochemical tests  های بیوشیمایی آزمون
 + Gram reactionگرم  

 + Oxidaseااسی ا،  
 + Catalaseارترلا،  
 :Hydrolyze of ی شو یز  

 Casein  ار،ئین 
 Ureaاوشه  
 Strachنشر ته  

 
+ 
+ 
+ 

 Optimal growth temperature (◦C) 30  گراد(دمر  بییسه شن  )دشجه  رنتر
 + Acid and gas production in glucose     تی ی  ا ی  و گر، دش گ یای،

 :Growth in NaClشن  دش محیط اش  حرو  نمک 
7% 
5% 
2% 

 
 - 
 - 
+ 

 + Nitrate reductionار ش نیترات  
 -    Utilization of citrateتیانریر مصرف  یترات

 Oxidative fermentation glucose   Fتخمیر -ااسی ا یین
 + Motilityتحرک 

*F :ستس  وااسش بیدن  مسفر و بیدن  مثب  معسر به ترتیب به( -) و. )+( اختیرش    یا،   بر . 
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  جی  PCR وااسش  براتریریر   ج ایه  ا، DNA ا تخراج  ا،  بع :  PCRواکنش  با aiiA ژن  وجود  تایید  و  تکثیر

 میشد  یک دشص   آگرش،  ژ   شو   بر PCR محصی .  ن   انورم  ن ه  طراحر  آغر،گر ر   ا،  ا تفرده  بر   aiiAژن  تدثیر  و  ج ا ر، 

 .(1 ندل) ارد تریی   شا aiiA ژن وجید Gs ج ایه دش بر،جف   ۷۵0 تقریبر  ان ا،ه  بر برن    حضیش. گرف  قراش  برش ر

 

 PCR ( محصول1KB  ،Gsمولکولی  وزن  با NEB ( نشانگرPCR  .Mمحصول    آگارز  ژل  الکتروفورز.  1  شکل

 منفی ( کنترل-Cباشد، می ژن این وجود از حاکی Gs جدایه باکتری aiiA ژن

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of the PCR product. M) DNA marker; Gs) PCR 

product of the aiiA gene from Gs bacterium; C−) Negative control 

 pBluescript نرقل  و aiiA ژن PCR محصی :  (+)pBluescript II SKپلاسمید    در aiiA ژن  سازیهمسانه 

II SK(+)     ر آنزیم   بر  ج اگرنه   طیشبه    ر،  مسرنه  برا    ر، آمرده  و   ر، خر ص   ا،  بع  BamHI و SmaI نتریج .  ن   تیمرش  

 . ا   آم ه 3 ندل   دش aiiAپلا می  نیترایب حرو  ژن  ژنیمر نقشه  .(2 ندل) ارد تریی   شا برش میفقی  ا دتروفیش،  ژ 

 

( برش آنزیمی پلاسمید  aiiA  ،2( برش آنزیمی ژن  1( مارکر،  M  .الکتروفورز واکنش برش آنزیمی  .2شکل  

)+(pBluescript II SK 

Figure 2. Electrophoresis of the restriction digestion reaction. M) DNA marker; 1) 

Restriction digestion of the aiiA gene; 2) Restriction digestion of the (+)pBluescript II SK 

plasmid 
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 aiiAحاوی ژن  pBluescript II SK)+(   نوترکیب پلاسمید ژنومی نقشه . 3شکل

Figure 3. Genomic map of the recombinant plasmid pBluescript II SK  (+) containing the 

aiiA gene 

 

   فی     ر ا سر  شن  .  یرف   انتقر   نریسته   ر   ی   به   ا دتروپیشا یین   شوش   ا،  ا تفرده  بر    ی ر یین   ا،   پس  نیترایب  پلا می 

 بر  ر،  مسرنه صح . بید تراشیزش بیدن آمیزمیفقی  د س ه نشرن  رع  14 ا، بع   ی ینآمپر حرو  انتخربر اش  محیط شو 

 (.4 ندل) گرف   قراش تریی  و برش ر  میشد PCR on colony شوش ا، ا تفرده

 

  رشد   هایکلنی   روی aiiA ژن  اختصاصی  آغازگرهای  با  PCR on colony محصول  الکتروفورز  نتیجه -4شکل

  حاوی   هایکلنی PCR محصول(  11  و  9  ،4  ،3  مارکر، (Mسلین.  آمپی  حاوی  انتخابی  کشت  محیط  روی  کرده

 aiiAژن 

Figure 4. Electrophoresis result of colony PCR using aiiA gene-specific primers on colonies 

grown on selective medium containing ampicillin. M) DNA marker; Lanes 3, 4, 9, and 11) 

PCR products of colonies harboring the aiiA gene 

 

  ا،   بیشتر  اطمیسرن  جی   انتخربر   اش   محیط  دش  ارده  شن    ر ا سر  ا،  نیترایب  پلا می    ر،   خر ص  و  ا تخراج  ا،  بع 

  بر   PCR  اه  صیشت  این  به   ن   ا تفرده  ترایبر  صیشت  به  ژن  و  پلا می   آغر،گر ر    بر  PCR  شوش  ا،  پلا می   بیدن  نیترایب

   .ا   آم ه ۵ ندل دش PCR نتریج اه ن  ا تفرده RaiiA و T7 آغر،گر ر  بر  و FaiiA و T3  ر آغر،گر
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  ژن   حضیش   Gsیربر مربیط به ج ایه  تیا ر   Blastنتریج    :فیلوژنتیکی  درخت   ترسیم  و  یابیتوالی   نتیجه  هایآنالیز 

aiiA  ر  ییه   به  برلا  بسیرش  نبر    بر   P. polymyxa  (دشص   9۷–98  نبر    دشجرت  بر)ژن   این  حضیش  ا،   ریرگزاشش   بر     مراه  

   ییه   به   مربیط  تطربق  دشص   برلاترین  ا  .   گینه  این  به   متع ق  احتمرلاً  Gs  ج ایه  د   اهمر   نشرن   Paenibacillus   ر گینه   دش

P. polymyxa strain CF05  (د تر ر  نمرشه  :NZ_CP009909.1  )  و   دشص   100  تیا ر   پینش   و   نبر    دشص   4۷/9۷بر  

  بر   اگرچه   . گرف   قراش  دوم   شتبه  دش  دشص   21/99  بر (  NZ_CP025957.1:  د تر ر  نمرشه)   P. polymyxa-HY96-2   ییه

 S rRNA  مرنس   ا ن هحفرظ    ر ژن  ا،  معمیلاً   رگینه   قطعر  نسر ریر  برا   و  ا    عم درد   ژن  یک  aiiA  ژن  اهاین  به  تیجه

  دش  P. polymyxa  گینه  به  ج ایه این بیدن نزدیک برا  قریسه یک عسیان  به  تیان مر نتریج بر این حر  این  نید مر ا تفرده 1۶

 (. ۶ ندل)برن   ر  مخت ف مر ر  مربیطه نشرن ا، اختصرصی  این ژن دش اعضر  بین جسس چرا اه برش ر  نید  گرفته نظر

 

  ( Mچاهک   .ژنیکترنس  هایکلنی  از  یکی به مربوط شده سازیخالص  نوترکیب پلاسمید الکتروفورز -5شکل

 محصول(  4  و  3  چاهک  ،FaiiAو T3 هایآغازگر  با  نوترکیب  پلاسمید    PCRمحصول (  2  و  1  چاهک  مارکر،

PCR آغازگرهای  نوترکیب  پلاسمید T7 وRaiiA،  محصول(  5  چاهک PCR آغازگر   با  نوترکیب  پلاسمید  

 aiiA ژن  اختصاصی

Figure 5. Electrophoresis of the purified recombinant plasmid from one of the transgenic 

colonies. M) DNA marker; 1 and 2) PCR product of the recombinant plasmid using T3 and 

FaiiA primers; 3 and 4) PCR product of the recombinant plasmid using T7 and RaiiA 

primers; 5) PCR product of the recombinant plasmid using aiiA gene-specific primers 

 

  نزدیدر   ژنتیدر  قراب   حرصل   تبرشنمر   دش  Gs  ج ایه  اه   داد   مشربه نشرن  ژنر   تیا ر   پریه  بر  فی یژنتیدر   تح یل  ا،   حرصل  نتریج

)  ا،  ا تفرده  بر  فی یژنتیدر   دشخ   . داشد  P. polymyxa HY96-2  ج ایه  بر  MCL  )Maximum Compositeشوش 

Likelihood  افزاشنرم   دش  MEGA7   دشخ    بید.  مچسین  ج ایه   دو  این  بین  تیجه  قربل  تدرم ر  اشتبرط  د س هنشرن  و  آم   د  به

نشرن داد اه تیا ر     ر  مخت ف ا، جسس  aiiA ر  ج ایه میشد نظر بر  ریر تیا ر aiiAژن  تر یم ن ه بر ا رس تیا ر فی یژنتیدر

 (. ۷ ندل) .گیرددانته و دش نزدیدر آن قراش مر  P. polymyxaمربیط به  aiiAج ایه میشد برش ر  نبر   برلایر بر ژن 
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 ( A) ا ف

 
 (B) ب

شد و شکل    مشاهده   P. polymyxa  هایگونه   با   شباهت  بیشترین   ؛ aiiA  ژن  توالی  BLAST. شکل الف(  6شکل  

  دارای   هاتوالی   بیشتر  ؛aiiA  ژن  توالی  به  مربوط  BLAST  برتر  نتیجه  63  میان  در  Query Coverageب(  

 باشند می Paenibacillusجدایه مربوط به جنس  63تمام   .هستند کامل پوشش

Figure 6. A) Top BLAST hits for the aiiA gene show the highest similarity with species of P. 

polymyxa. B) Query coverage across the top 63 BLAST hits for the aiiA gene, where the 

majority of sequences exhibit full-length coverage. All 63 isolates belong to the genus 

Paenibacillus, underscoring the specificity and conservation of the aiiA sequence within this 

genus 
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 ( A) ا ف

 
 (B) ب

 NCBI از آمده بدست هایتوالی  با Gs جدایه aiiA ژن توالی ترازیهم از حاصل فیلوژنتیکی درخت. 7 شکل

های مشابه  شده با توالی  ترسیم  درخت  . الف(Maximum Like hoodروش    با MEGA افزارنرم   از  استفاده  با
با Gsجدایه    aiiAتوالی ژن     گروه   عنوان  به  50بالای    با بوتسترپP. polymyxa-HY96-2   ، این جدایه را 

با توالی این ژن در   Gsجدایه    aiiAدرخت ترسیم شده حاصل از برسی توالی ژن    ب(  شدند و  معرفی  خواهری
دیگرگونه داد،  های  دسترسی:    P. polymyxa ATCC842و    Gs  نشان  و  (NZ_CP024795)شماره 

P.polymyxa HY96-2    در یک کلاد قرار گرفته و به طور کامل جدا از جنس    70با بوتسترپ بالایBacillus  
 قرار گرفتند

Figure 7. Phylogenetic tree derived from the alignment of the aiiA gene sequence of 
strain Gs with NCBI-derived sequences using MEGA software by the Maximum 
Like hood method  A) The tree constructed with sequences similar to the aiiA gene 
of strain Gs indicates that this strain forms a sister group to P. polymyxa HY96-2 
bootstrap support above 50   and  B) The phylogenetic analysis of the aiiA gene 
sequence of strain Gs alongside those from other species shows that Gs, P. polymyxa 
ATCC842 (Accession number: NZ_CP024795) , and P. polymyxa HY96-2 cluster 
within the same clade with bootstrap support above 70 , and are completely 
separated from the genus Bacillus 
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  P. polymyxa-HY96-2  براتر   بر  Gs   ج ایه  ا،  aiiA  ژن  به   مربیط  ا ا ی آمیسه  و  نیا لیتی    تیا ر  ترا،  م

  APE  افزاشنرم   ا،  ا تفرده  بر  Gs   ج ایه   aiiA  ژن  تی ط  ن ه  ا    ر ا ی آمیسه.  بید   م  به   دوج ایه  این  برلا   نبر    د س هنشرن

 . (8ن  )ندل  بیسرپیش

 

 ( Aا ف )

 

 (B) ب

-P. polymyxa-HY96  باکتری   از  ژن  همان   توالی  با   Gs  یجدایه   aiiA  ژن  نوکلئوتیدی  ترازیهم (  الف.  8  شکل 

  به  بالایی شباهت  Gs یجدایه  در aiiA ژن که دهدمی نشان ترازیهم  این. MultAlin سایت  از استفاده با 2

 ی جدایه   aiiA  ژن  ایاسیدآمینه   ترازیهم(  بو    دارد  P. polymyxa-HY96-2  باکتری  از  شده  گزراش  توالی

Gs  باکتری  از  ژن  همان  توالی  با  P. polymyxa-HY96-2  سایت  از  استفاده  با  MultAlin  .نشان   ترازیهم  این  

 از  شده  گزراش  توالی   به  بالایی  شباهت  کندمی  کد   Gs  یجدایه   در  را  aiiA  ژن  که  ایاسیدآمینه  که  دهدمی

 دارد P. polymyxa-HY96-2 باکتری

Figure 8. A) Nucleotide alignment of the aiiA gene from isolate Gs with the corresponding 

gene sequence from P. polymyxa-HY96-2 using the MultAlin tool. This alignment shows that 

the aiiA gene in isolate Gs has a high similarity to the reported sequence from P. polymyxa-

HY96-2 and B) Amino acid alignment of the aiiA gene product from isolate Gs with the 

corresponding protein sequence from P. polymyxa-HY96-2 using the MultAlin tool. This 

alignment indicates that the amino acid sequence encoded by the aiiA gene in isolate Gs is 

highly similar to the reported sequence from P. polymyxa-HY96-2 
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 Pfam داده  پری ره  و  Motif Search ابزاش  ا،  ا تفرده  بر  تیا ر   این  تح یل  مذایش   ژن  ا ا ی آمیسه  تیا ر  بیسرپیش   ا،  پس

  β-Lactamase  خرنیاده  به   متع ق  عم درد   دامسه  یک  داشا   Gs  ج ایه   دش aiiA ژن  تی ط   ن هشمزگذاش   پروتلین   اه  داد  نشرن

  بر قیه   تیان  اه  شودمر  نمرشبه  لااتینر،  آنزیمر  فعر ی   داشا    ر پروتلین   ن هنسرخته   ر ویژگر  ا،  یدر  دامسه  این(.  9ندل  )  ا  

  رخترش   دامسه  این  نسر ریر.  برنس مر  داشا   شا    AHLsجم ه  ا،   QS  ی سر    ر می دی   دش  میجید  لااتینر  پیین  ر   ندستن  دش

 براتریریر  بین  د ر ی سر    ر  رمرنه  میرش  دش  آن  تیانریر  و  لااتینر،  آنزیم  یک  عسیانبه   آن  نقش  مؤی   تیان مر  مذایش  پروتلین  دش

 .برن 

 

  استفاده   با  و  بینیپیش  Motif Search ابزار  با  Gs یجدایه  aiiA ژن  به  مربوط   پروتئین   موتیف   تحلیل.  9  شکل 

  به   مربوط  که  است  β-Lactamaseخانواده    به  متعلق  دامنه  یک  دارای  ایاسیدآمینه  توالی .Pfam داده  پایگاه  از

 باشد می  لاکتامازها-β آنزیمی فعالیت

Figure 9. Motif analysis of the aiiA protein from isolate Gs using the Motif Search tool and 

the Pfam database. The amino acid sequence contains a domain belonging to the β-

Lactamase family, which is associated with the enzymatic activity of β-lactamases 

 

 Expasy - SIB Swiss Institute of  ابزاش   ا،  ا تفرده  بر  aiiA  ژن  پروتلین  به  مربیط  پپیشسیرد   بع     ه   رخترش  برش ر  نتریج

Bioinformatics   شوش  به  SWISS MODEL  خرصی   بر  لااتینر،   ژن   این  محصی   اه  داد  نشرن  QQ  به  متع ق  P. 

polymyxa    ن هبیسرپیش   م  .  ا  (Model 01  ) 9۷/0  بر  د   مر  پینش   شا(  ا ی آمیسه  2۵1  تر  1)  پروتلین  ارمل  دامسه  =

GMQE     اتصر    مچسین محل.  ا     مرجع  قر ب  بر(  دشص 100)  ارمل  پینرنر  م  و  دشص   82/94  تیا ر   نبر  ⁺Zn²  م     دش  

 برجسته   شا  لااتینر،  این بیی یژیدر  ا می   اه  ا      ن ه برش ر  و  مشر  ه(  Model 02)   رخترش  دش  آن  اتصر   محل  و  ن ه  مستقل

 Expasy - SIB  ابزاش   ا،  ا تفرده  بر   aiiA  ژن  پروتلین  به   مربیط  پپیشسیرد   بع     ه   رخترش  برش ر  نتریج  (.10  ندل)  اس مر

Swiss Institute of Bioinformatics شوش   به  SWISS MODEL  خرصی   بر  لااتینر،  ژن   این  محصی   اه  داد  نشرن 

QQ  به  متع ق  P. polymyxa    ن هبیسرپیش  م  .  ا  (Model 01  )پینش   شا(  ا ی آمیسه  2۵1  تر  1)  پروتلین  ارمل  دامسه  
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 اتصر    مچسین محل.  ا    مرجع   قر ب  بر(  دشص 100)  ارمل  پینرنر م   و   دشص   94٫82  تیا ر  نبر      GMQE=  0.9۷  بر   د   مر

⁺Zn²  رخترش  دش  آن  اتصر   محل  و  ن ه  مستقل  م    دش   (Model 02  )این   بیی یژیدر  ا می   اه  ا     ن ه  برش ر  و   مشر  ه 

 (.11 ندل) اس مر  برجسته شا لااتینر،

 

  استفاده   با   و   بینیپیش Motif Search ابزار  با  Gs یجدایه  aiiA ژن  به   مربوط  پروتئین  موتیف   تحلیل .  10  شکل 

  به  مربوط  که  است β-Lactamaseخانواده  به متعلق دامنه یک دارای ایاسیدآمینه توالی  .Pfamداده پایگاه  از

 باشد می β-Lactamaseآنزیمی  فعالیت

Figure 10. Motif analysis of the aiiA protein from isolate Gs using the Motif Search tool and 

the Pfam database. The amino acid sequence contains a domain belonging to the β-

Lactamase family, which is associated with the enzymatic activity of β-lactamases 

 

  یربر تیا ر  و   مسرنه  ر،  PCR ا،  ا تفرده  بر  و  ن ه  طراحر aiiA ژن  برا   ویژه  آغر،گر ر   پژو ش  این  دشگیری:  نتیجه

 Paenibacillus بیمر   ییه  ا، aiiA ژن  اه  د  مر  نشرن  تحقیق  این    ر یرفته.  گرف   انورم   Gs ییه  ا،  ژن  این  ارمل

polymyxa (  ییه Gs  ) تیا ر  دنبر ه  برلا    مخیانر  بر  مر   ر،  مسرنه  فرآیس   صح .  ا    ن ه  نسر ریر  دقیق  طیشبه Gs بر  

  P. polymyxa-HY96-2 ییه   aiiA نیا لیتی    تیا ر  نمینه    برا   نید؛مر   تأیی    ر ییه   ریر  ا،   aiiA ن هنسرخته   ر ژن

 تیا ر  اه  د  مر  نشرن aiiA ژن  فی یژنتیک  آنر یز   مچسین.  داشد   مپینرنر Gs بر  دشص   99  ا،  بیش  نیز  P. polymyxa-CF05و  

Gs مخت ف  ر گینه  لااتینر، ر  اسرش دش Paenibacillus  ژن اه د س مر نشرن  رداده این ال  دش. گیردمر  قراش aiiA ج ایه 

Gs قب ر  ن هاشف  ر آنزیم  مشربه آن  رخترش  و ن ه  نسر ریر دش تر  به (   اLei et al., 2015; Luo et al., 2018 .) 
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 ( A)ا ف

 

 (B)ب

 - Expasy ابزار از  استفاده با Gs ایزوله از aiiA شده پروتئین ژنبینیپیش  بعدیسه  ساختار(  الف. 11 شکل

SIB Swiss Institute of Bioinformatics  روش  به SWISS-MODEL های مورد مدل(مختلف ب  جهات  از

 AlphaFold DB پایگاه  از   E3E7J1.1.Aقالب  پایه  بر  بینی ساختار پروتئین مورد نظراستفاده برای پیش 

مربوطه  شده  ساخته پروتئین  مدل میP. polymyxa به    متعلق QQ خاصیت   با  لاکتوناز  یک  است؛    باشد. 

  ، GMQE=97/0 با  دهد،می   پوشش  را(  اسیدآمینه  251  تا  1)  پروتئین  کامل  دامنه (Model 01شده ) بینیپیش 

 ⁺Zn² فلز   اتصال  محل  وجود .  است  مرجع   قالب  با(  درصد100)  کامل  پوشانیهم  و  درصد   82/94توالی    شباهت 

 است مشاهده قابل دو مدل در نیز

Figure 11.  A) Predicted three-dimensional structure of the aiiA gene product from isolate 

Gs, generated using the Expasy - SIB Swiss Institute of Bioinformatics tool via the SWISS-

MODEL approach, shown from different perspectives.  B) The models used for protein 

structure prediction were based on the E3E7J1.1.A template from the AlphaFold DB 

database. The corresponding protein is a quorum-quenching (QQ) lactonase belonging to 

P. polymyxa. The predicted model (Model 01) covers the full length of the protein (1–251 

amino acids), with a GMQE score of 0.97, sequence identity of 94.82%, and 100% structural 

coverage with the reference template. The Zn²⁺ metal-binding site is also visible in the model 
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 دش  اه  ارده  حفظ   شا «HxHxDH» ا  ی   بر  لااترمر،‑β‑متر ی  ن همحرفظ    ر میتیف  ژن   ا ا ی آمیسه   ،نویره

 میتیف  این.  داشد  آنزیمر  فعر ی   دش  ا ی    ( نقش⁺Zn²ف ز  )    ر یین  اتصر   و  ا    ن ه  دی ه  ن هنسرخته   aiiA لااتینر، ر  

 Badarau andا   )  B. cereus  و  B. thuringiensis  وB. subtilis جم ه    ا،   ریربراتر   دش  ن هگزاشش   ا  ی   مطربق

Page, 2006; Momb et al., 2008; Na et al., 2019; Anandan and Vittal, 2019و   بع   ه    رخترش  بیسر (. پیش  

 مشربه   لااتینر، ر    تمرم  دش  اه  داشد   شو   یین  اتصر   محل  بر  متر یآنزیمر   رخترش   نیز Gs آنزیم  اه  د  مر   نشرن  میتیف  برش ر

 ا رس   این  بر  و  داشد  شا AHL  ر می دی   ا،  و یعر  طیف   ی شو یز  تیانریر  لااتینر،  آنزیم  ارشارد   نظر  ا،  .ا    ن ه  حفظ  ارملاً

  ر  گزاشش   مطربق  نیز Gs ج ایه  دش  آنزیم  این  آنترگینیستر  (. عم دردPan et al., 2008د   )مر  نشرن  خید  ا،  مؤثر  QQ عم درد

  ن ت به   شا  P. carotovorum پدتیسر،   فعر ی  B. cereus ا،  ن ه  ا تخراج   aiiAآنزیم  مثر     برا   ا  ؛  انتظرش  قربل  قب ر

 حرو  E. coli نیترایب   ییه  بر P. carotovora براتر    مزمرن  ت قیح  بر  (.Kachhadia et al., 2022ا   )  داده  ار ش

 ,.Lee et alیرب  )مر   ار ش  P. carotovora  ا،  حرصل  پی ی گر   علائم   و  AHLتی ی     میزان   برلا    بیرن    طح   بر aiiA ژن

   رارشی  ر  پ ر  تی ی   نید مر   بیرن  آن  دش  Bacillus sp. A24براتر     aiiAژن    اه E. amylovora ژنیکترنس   (. م  2002

 Molina etا   )  یرفته  ار ش  چشم یر   طیشبه    یب  برگ  شو   بیمرش   علائم  ن ت  و   ی شوژن  پرااسی   به  تحمل  خرشجر 

al., 2005 لااتین  ح قه   ی شو یز  بر  آنزیم  این  ترتیب    مین  (. به  AHL    یستم  تسظیم  تح    ر بیمرش   استر QS   تسییل 

 .اس  عمل گیر ر  ر پرتیژن ع یه بییاستر   عرمل عسیانبه  تیان  مر  آن aiiA آنزیم و Gs  ییه  شونن  نتریج  به  تیجه  بر. نیدمر

  بیرن   اه   ا    ن ه  داده  نشرن.  داشد  مسفر  گرم  براتریریر   ر بیمرش   استر   دش  ارشبرد   ان ا، چشم  مطر عه  این   ر یرفته  نیریترً 

 ,.Dong et al) بخش  بیبید QS بر مبتسر براتریریر  ر بیمرش   برابر دش شا  رآن  مقروم  تیان مر  تراشیخته  گیر رن دش  aiiAژن

2001; Ouyang & Li, 2016دش   ژن  این  عم ر  ارشبرد  برا   ع مر  ،یر رختر  عسیانبه   تیان مر   حرضر  مطر عه  ا رس   این  (. بر  

  بیی یژیک  استر    ر  ییه   تی عه  یر  بیمرش   به   مقروم  گیر رن   رخ   برا   مثر   طیشبه   گیرد؛  قراش  ا تفرده  میشد  اشروش،   بییتدسی یژ 

  بسربراین   ا      ن ه  نسرخته   میم  Biopesticide  و   گیر ر  د س ه  شن   عرمل  یک   عسیانبه   P. polymyxa  این    بر   علاوه   .ج ی 

  حرصل    بییآنزیمر   و  می دی ر   نیا    ا ر    طیشبه   طرفر   ا،.  داشا    شا   اشروش،   دش   یدمس   براتر   عسیان   به   تی عه  قرب ی    Gs   ییه

  و   نسر ر شوش   ر مزی .  اسس مر   تأیی   شا   ج ی   ج ایه  این  دش   aiiA  بیی یژیدر  ا می   و  ارده  تقیی   شا   نتریج  صح   و  پری اش 

 . ا    تحقیق این  ر داده برلا  اعتبرش  نشرنه پیشین مطر عرت به  ریرفته نبر  

پژو ش حرضر    دش اجرا  رمر   ی به خرطر حمر  نیی  م نر آذشبریورندانش ره    را، معرون  محترم پژو ش  :سپاسگزاری

 . نیدر م   پر  زاش
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 Pectobacterium براتر    ،ایربیمرش    ر آنزیم   و  تحرک  بر  aiiA ژن  بیرن   تأثیر(  2018)  صم   جعفر    ا مرعیل   محمید 

carotovorum 93   ۷  گیر ر   ر    بیمرش   و  آفرت  بیی یژیک  استر .  براتریریر  نرم  پی ی گر  عرمل -
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