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 533-903صفحات 

 تولید کننده ایتورینباسیلوس سوبتیلیس ارزیابی فعالیت ضد قارچی جدایه های 

 9، رضا حسینی دوست5*، عباس اخوان سپهی4آفاق محمدی
 دانشیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال، 2کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم داروئی، تهران، گروه میکروب شناسی،  1

 استاد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم داروئی، تهران، گروه میکروب شناسی 3 گروه میکروب شناسی،

 چکیده

با توانایی تولید طیف وسیعی از ترکیبات ضد میکروبی مانند لیپوپپتیدهای خاانواده ایتاورید در باسیلوس سوبتیلیس   سابقه و هدف:

 کنترل بیولوژیک تعداد زیادی از قارچ های بیماریزای گیاهی مؤثر می باشد. اید مطالعاه باا هادف بررسای یعالیاق ضاد قار ای 

 انجام شد.ورتیسیلیوم داهلیا و  یوزاریوم مونیلیفورمعلیه باسیلوس سوبتیلیس جدایه های بومی 

از خاک پارک های جنگلی هفق منطقه از تهران نمونه بارداری باه عما    باسیلوس سوبتیلیسبه منظور جداسازی   مواد و روش ها:

 دو جدایاه باا بیاشترید قطار   به کمک روش  اهک گذاری بررسی شاد. باسیلوس سوبتیلیس یعالیق ضد قار ی جدایه های  آمد.

شناسایی شدند. محیط آگار مغذی مایع به منظور تولید بیشترید متابولیق ضدقار ی توساط  PCRهاله عدم رشد انتخاب و با روش 

باا روش  Aجدایه های یاد شده بهینه سازی شد. سپس متابولیق های حاص  از کاشق  هاار روزه تخلیا  و وجاود ایتاورید 

 کروماتوگرایی تأیید گردید. 

به  87و  33شناسایی شدند. جدایه های شماره باسیلوس سوبتیلیس سویه به عنوان  23سویه جداسازی شده از خاک،  11از  یایته ها:

 111بیشترید قدرت مهارکنندگی را نشان دادند. نتاای  تطبیات توالای شاباهق ورتیسیلیوم داهلیا و  یوزاریوم مونیلیفورمترتیب علیه 

تأیید نمود. جدایه ها بیشترید یعالیق ضد قار ی را در محیط آگار مغذی ماایع باا باسیلوس سوبتیلیس درصدی اید دو جدایه را به 

هار دو  HPLCدرجه سلیسیوس نشان دادند. بر اسااس نتاای   31خنثی و دمای  pHمنبع کربد گلوکز، منبع نیتروژن عصاره مخمر، 

 را در بازه زمانی مشابه با ایتورید استاندارد تولید کنند. Aجدایه توانستند ایتورید 

جدایه های بومی به خوبی می توانند متابولیق های ضدقار ی تولید نمایند. بنابراید می توانند کاندیدای مناسبی بارای  نتیجه گیری:

 .کنترل زیستی قارچ های بیماریزای گیاهی و جایگزینی برای قارچ کش های شیمیایی باشند

 ، کنترل زیستی، ایتورید.باسیلوس سوبتیلیس واژگان کلیدی:

 13بهمد ماه پذیرش برای  اپ:    13آبان ماه دریایق مقاله: 

 *( آدرس برای ماکااتاباه: تاهاران، دانشاگااه آزاد اسالامای، واحاد تاهاران شاماال.

 akhavansepahy@gmail.comپسق الکترونیک:  12122123117تلفد:    

 م دمه     

در سال های اخیر استفاده مکرر از مواد شیمیایی به منظور                                                               

تولید محصو ت کشاورزی، سبب بروز مشکلاتی مانند آلودگی                                                    

محیط زیسق و بروز مقاومق در عوام  بیماری زای گیاهی                                                   

شده اسق. علاوه بر اید هزینه با ی استفاده از مواد شیمیایی را                                                            

نیز باید در نظر گریق. با توجه به نکات یاد شده، تحقیقات                                                        

اخیر به سمق جایگزینی اید روش با سایر شیوه ها از جمله                                                      

 (.  1کنترل بیولوژیک گسترش یایته اسق                                  

باسیلوس         به وی ه         (                   باسیلوس       باکتری های جنس                
به دلی  توانایی در تولید                          (                        سوبتیلیس          

 ترکیباتی با خوا  ضدمیکروبی مانند لیپوپپتیدهای                                               

 (.  2  ضد قار ی، علیه عوام  بیماریزای گیاهی مؤثر هستند                                                 

یک میکروارگانیس   الب  خاک اسق که                                   باسیلوس سوبتیلیس                  
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قادر به تولید تعداد زیادی ترکیبات ضد میکروبی مانند پپتیدها،                                                             

می باشد.          (     Polyeneان ها         پلی     و       لیپوپپتیدها، یسفولیپیدها                        

هم نید به عنوان عوام  کنترل بیولوژیک علیه برخی از                                                   

باکتری ها و قارچ های بیماری زای گیاهی کاربرد دارد.                                                    

 توانایی تشکی  اسپور مقاوم به وسیله اید باکتری نیز آن را                                                       

به عنوان یکی از بهترید کاندیداها در یرآیند کنترل بیولوژیک                                                           

 (.    2معریی نموده اسق                   

شام       باسیلوس سوبتیلیس                  لیپوپپتیدهای سنتز شده به وسیله                                

و     ( ac in    ، سوریاکتید               ( in    خانواده های ایتورید                       

اید مواد که الیگوپپتیدهای                           ( می باشد.            engycin   ینجیسید         

سنتز شده به روش  یر ریبوزومی می باشند به وسیله                                                

 کمپلکس های  ند آنزیمی بزر  تولید می شوند.                                           

 اید ترکیبات دارای یعالیق های ضد میکروبی وسیع و                                                

 .(   3یعالیق های سوریاکتانتی می باشند                                   

شام  ایزویرم های                    ایتورید       لیپوپپتیدهای متعلت به خانواده                               

 و مایکوسوبتیلید                 (     acillomycin ایتورید، باسیلومایسید                         

   ycos   ilin )                             پپتیدهای حلقوی آمفی ییلیک ، 

  Amphiphilic     )                   آمینواسید متص  به                      هستند که شام  هفق

می توانند از رشد                  می باشند. اید ترکیبات                           آمینویتی اسید                

های بیماری زای گیاهی از طریت واکنش                                     طیف وسیعی از قارچ                 

با استرول موجود در  شای قارچ و ایزایش نفو پذیری آن به                                                       

 (.   و     2  خوبی ممانعق نمایند                    

بررسی یعالیق ضد قار ی جدایه های                                 هدف از اید مطالعه،                    

 یوزاریوم مونیلیفورم                   علیه        باسیلوس سوبتیلیس                بومی      
 ورتیسیلیوم داهلیا                   و     (                           

 ( و انتخاب بهترید جدایه مولد                                                    

 از میان جدایه های جمع آوری شده بود.                                     آنتی بیوتیک             

علاوه بر اید بهینه سازی شرایط تولید آنتی بیوتیک برای                                                     

جدایه های منتخب از نظر منبع کربد و نیتروژن، اسیدیته و دما                                                           

 نیز مورد ارزیابی قرار گریق.                           

 

 مواد و رو  ها             

در اید        جداسازی و شناسایی باسیلوس سوبتیلیس:                                     الف(      

 ،   باسیلوس سوبتیلیس                مطالعه به منظور جداسازی باکتری                                

از خاک پارک های جنگلی هفق منطقه از تهران   یتگر،                                                  

طالقانی، شیان، سرخه حصار، پردیسان، مناطت جنگلی بوستان                                                       

نه  البلا ه و مناطت جنگلی بوستان گفتگو( نمونه برداری                                                     

  3از عمت        صورت گریق. نمونه ها از یاصله یک متری ریشه و                                             

 سانتی متری خاک در شرایط استری  جمع آوری شدند                                              11تا    

درجه سلیسیوس                2(. نمونه ها با ثبق مشخصات و در دمای                                     3  

 به آزمایشگاه منتق  گردیدند.                             

در ابتدا نمونه ها به منظور حف  اسپورها و حذف سلول های                                                       

در    دقیقه         11رویشی، با روش  نی سازی حرارتی به مدت                                      

(. سپس با استفاده از                      8تیمار شدند              درجه سلیسیوس                71دمای      

رقق های متوالی از نمونه ها در آب مقطر                                       روش سریال رقق،                

میلی لیتر از هر یک از سوسپانسیون های                                        1استری  تهیه و میزان                     

حاصله در پلیق استری  ریخته شد. پس از آن محیط کشق                                                  

گرم       3گرم بر لیتر پپتون،                       نوترینق آگار  مرک، آلمان(  شام                                  

گرم بر لیتر آگار( اتوکلاو شد و در                                     1بر لیتر عصاره گوشق و                      

ساعق در           22شرایط استری  به پتریدیش اضایه و به مدت                                        

 (.    7درجه سلیسیوس نگه داری شدند                                38دمای      

کلنی های سفید رن ، مای  به کرم با قوام کره ای، سطحی                                                     

منطقه ای در               2خشد و حاشیه ای م رس انتخاب و طی کشق                                     

محیط نوترینق آگار خال  سازی گردیدند. به منظور                                               

 ،   باسیلوس سوبتیلیس                جداسازی انحصاری سویه های                          

بررسی های میکروسکوپی  رن  آمیزی گرم و ما شیق گرید(                                                    

و بررسی های بیوشیمیایی شام  آزمون های کاتا ز، استفاده از                                                          

سیترات، هیدرولیز لستید، حرکق، احیای نیترات و تخمیر                                                    

 (.  8قندهای گلوکز، آرابینوز، مانیتول و زیلوز انجام گریق                                                      

سویه های قار ی مورد استفاده در اید                                    ب( سویه های قار ی:                    

( عام  مر                 A CC  یوزاریوم مونیلیفورم                     تحقیت شام             

( عام  بیماری                      A CC      ورتیسیلیوم داهلیا                 گیاه ه و          

خشکیدگی و پوسیدگی برخی گیاهان می باشند. سویه های                                                  

مورد نظر در محیط کشق سابروز دکستروز آگار  مرک، آلمان(                                                       

 گرم       21گرم پپتون گوشق،                    گرم پپتون کازئید،                       شام        

گرم آگار آگاردر یک لیتر آب( کشق داده                                         1گلوکز و         -دی  
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 درجه سلیسیوس نگهداری گردیدند.                                2شدند و در در دمای                   
 ( بررسی یعالیق ضد قار ی جدایه های باسیلوس                                            

برای اید منظور از روش  اهک گذاری استفاده                                          سوبتیلیس:           

ساعته هر قارچ، به طور                         82(. در اید روش از کشق                      1گردید         

(     C   ml    711      1جداگانه، مطابت با شاهد نی  مک یارلند                                        

 در محیط سابروز دکستروز آگار، سوسپانسیون تهیه گردید.                                                     

هر سوسپانسیون قار ی به یک پلیق منتق  و به کمک سواپ                                                    

میکرولیتر از                1 استری  کشق متراک  داده شد. سپس                                

ساعته جدایه های باکتریایی تهیه شده در                                         22سوسپانسیون            

محیط نوترینق برا  معادل شاهد نی  مک یارلند، به طور                                                    

جداگانه در در داخ  هر  اهک ریخته شد. پلیق ها در                                                 

ساعق        82درجه سلیسیوس به مدت                       23- 2انکوباتور با دمای                   

بار تکرار در نظر                    3گرماگذاری گردیدند. برای هر آزمایش                                   

میکرولیتر محیط                  1 گریته شد. به عنوان شاهد عدم رشد،                                  

نوترینق برا  استری  در یک  اهک ریخته شد. در نهایق                                                   

قطر هاله های عدم رشد قارچ در اطراف  اهک ها و نیز                                                  

 (.  1میانگید قطر هاله ها اندازه گیری گردید                                         

د( شناسایی مولکولی جدایه های باسیلوس سوبتیلیس با                                                  
  A  به منظور استخرا                   بیشترید میزان یعالیق ضد قار ی:                                

ابتدا باکتری ها بر روی محیط نوترینق آگار کشق  منی داده                                                        

درجه سلیسیوس                38ساعق در دمای                22شدند و به مدت               

  A  گرماگذاری گردیدند. سپس با استفاده از کیق استخرا                                                   

ژنومی اقدام               A   شرکق سیناژن، ایران( نسبق به استخرا                                       

باکتریایی از                R A     گردید. به منظور تکثیر ژن                          

   - A A     A C    C CA-  :   آ ازگرهای           

، استفاده            -  R:  -    ACC     AC AC    و   

 میکرولیتر شام :                  2با حج  نهایی                PCRشد. واکنش           

   gCl   ،211  میلی مول              3(،       میکرولیتر بایر                      2

 a    A واحد آنزی  از                  Ps   ،1 2   میکرومول          

Polyme ase   ،1 2                          ،میکرولیتر از                1میکرومول از هر آ ازگر

میکرولیتر آب مقطر دی یونیزه انجام گریق.                                           1و     A  نمونه       

با شرایط دمایی واسرشق شدن ابتدایی در دمای                                             PCRواکنش       

 رخه        31دقیقه و در ادامه                     درجه سلیسیوس به مدت                        1

 درجه سلیسیوس به مدت                        1شام  واسرشق در دمای                     

ثانیه،          31درجه سلیسیوس به مدت                       3 ثانیه، اتصال در دمای                        31

ثانیه و           11درجه سلیسیوس به مدت                       82طوی  شدن در دمای                  

 درجه سلیسیوس به مدت                       82طوی  شدن نهایی در دمای                        

 (.    11دقیقه انجام شد                    11

  7 1با استفاده از الکترویورز در ژل آگاروز                                         PCRمحصول       

برای تعیید توالی به مرکز                            PCRدرصد بررسی گردید. محصول                         

ملی  خایر ژنتیکی ایران یرستاده شد. به منظور تأیید شناسایی                                                           

با       las باکتری ها، توالی های حاص  با استفاده از نرم ایزار                                                   

توالی نوکل وتیدی موجود در بانک اطلاعات ژنی تطبیت داده                                                      

 شدند.     
ه( بهینه سازی پارامترهای محیطی به منظور بهینه سازی یعالیق                                                           

برای اید منظور تعدادی از                          ضد قار ی جدایه های منتخب:                           

عوام  و پارامترهای محیطی و اکولوژیکی به شر  زیر تغییر                                                       

داده شد تا به اید وسیله تغییر احتمالی در میزان یعالیق ضد                                                          

 قار ی جدایه های برگزیده ارزیابی گردد.                                     

به منظور بررسی تأثیر منبع کربد از سه قند                                            منبع کربد:            -1

 گلوکز  منوساکارید(،  کتوز  دی ساکارید( و نشاسته                                                 

 پلی ساکارید( استفاده و جایگزید عصاره گوشق  منبع کربد                                                       

در نوترینق برا ( شدند. پس از کشق باکتری درمحیط های                                                    

 درجه سلیسیوس به مدت                       31یاد شده، محیط ها در دمای                          

ساعق گرماگذاری گردیدند. سپس با استفاده از روش                                                 22

 اهک گذاری و آزمون آنالیزی دامنه دانکد میزان تولید                                                    

 (.  11متابولیق ضد قار ی ایتورید مورد ارزیابی قرار گریق                                                    

در اید مرحله تأثیر منابع نیتروژن مختلف                                            منبع نیتروژن:               -2

شام  ازت آلی  عصاره مخمر( و ازت معدنی  نیترات آمونیوم(                                                        

ارزیابی شد. اید مواد جایگزید پپتون  منبع اصلی نیتروژن در                                                          

محیط نوترینق برا ( شدند. سوسپانسیون باکتری ها مطابت                                                     

تهیه و پس از گرماگذاری، یعالیق                                  1روش یاد شده در قسمق                     

 ضد قار ی آن ها مورد بررسی قرار گریق. سپس بهترید                                                 

 منبع نیتروژن با توجه به میانگید قطر هاله عدم رشد قارچ                                                       

 (.  11تعیید گردید               

با استفاده از اسیدکلریدریک و هیدروکسیدسدی ،                                             اسیدیته:            -3
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محیط کشق نوترینق برا  حاوی مناسب ترید منابع کربد و                                                    

   اسیدی         pH، با      2و     1نیتروژن به دسق آمده از قسمق های                                 

تهیه گردید. پس از کشق و گرماگذاری باکتری ها                                               1و قلیایی          

درجه سلیسیوس، یعالیق ضد قار ی آن ها                                       31در دمای         

 (.  12بررسی و با یکدیگر مقایسه شد                               

محیط کشق نوترینق برا  حاوی مناسب ترید منابع                                               دما:      -2

 کربد و نیتروژن و هم نید مناسب ترید میزان اسیدیته                                                  

 طبت نتای  حاصله در مراح  قب ( ساخته و پس از تهیه و                                                     

و     31،    2دمای        3کشق سوسپانسیون باکتریایی، محیط ها در                                      

  22درجه سلیسیوس گرماگذاری شدند. پس از گذشق                                           38

 ساعق، میزان یعالیق ضد قار ی مورد بررسی قرار گریق                                                

  1 (. در همه مراح ، به عنوان شاهد در یک  اهک                                           13  

میکرولیتر سوسپانسیون باکتری بدون تغییر شرایط محیط                                                   

 کشق مورد استفاده قرار گریق.                           

و( تخلی  متابولیق های ضدقار ی از جدایه های باسیلوس                                                    
 جدایه های باکتریایی مورد بررسی در                                   سوبتیلیس:           

میلی لیتر محیط کشق بهینه، کشق و  هار روز در                                               1 2

درجه سلیسیوس و دور                      31انکوباتور شیکردار با دمای                           

 دور در دقیقه گرماگذاری گردیدند. سپس                                       111گردشی       

   دقیقه و در دمای                    2به مدت          g    7111محیط ها در دور                  

درجه سلیسیوس سانتریفیوژ شدند. روماند با اسید کلریدریک                                                       

 رسانده شد. رسوب شک  گریته دوباره در دور                                         2معادل          pHبه  

  g    11111          درجه سلیسیوس                2دقیقه و در               1به مدت

سانتریفیوژ گردید. رسوب ایجاد شده در متانول ح  و در                                                    

دقیقه         11به مدت          g     21111درجه سلیسیوس و دور                    2دمای      

سانتریفیوژ گردید. روماند حاوی متابولیق های ضد قار ی به                                                        

 درجه سلیسیوس                2صورت عصاره متانولی برداشته و در دمای                                      

 (.  12نگه داری شد               
میزان       :         ز( آنالیز متابولیق های ضد قار ی با استفاده از                                               

میکرولیتر از عصاره های متانولی متابولیق های ضد                                                  21

قار ی، به دستگاه کروماتوگرایی با شرایط زیر تزریت گردید:                                                         

( و     mm    2          mm    2 1به عنوان یاز ثابق                       -C  ستون      

به عنوان یاز                31:81مخلو  استونیتری  و آب با نسبق                               

دقیقه،          21میلی لیتر در دقیقه و مدت زمان                                 1متحرک، سرعق             

نانومتر تنظی  گردید. پس از                              221طول مو  دستگاه نیز بر روی                           

 تزریت نمونه به دستگاه با شرایط یاد شده نتیجه به صورت                                                      

پیک هایی در منحنی کروماتوگرام حاصله بر روی دستگاه                                                   

 مانیتور متص  به دستگاه کروماتوگرایی،  اهر و زمان  هور                                                     

  Re en ion  ime                                       و محدوده زیر هر پیک نیز جداگانه ثبق )

که به         Aگردید. در اید بررسی از متابولیق ضدقار ی ایتورید                                                 

صورت خال  از شرکق سیگما خریداری شد به عنوان شاهد                                                  

میلی گرم در میلی لیتر                         1استفاده گردید. به اید منظور محلول                                   

میکرولیتر از آن به عنوان شاهد،                                  21آن در حلال متانول، تهیه و                          

 (.  12قب  از نمونه های مجهول به دستگاه تزریت گردید                                                
به منظور بررسی وجود اختلاف                              ( تجزیه و تحلی  داده ها:                         

معنادار در میانگید هاله عدم رشد در باکتری ها و شرایط                                                      

مختلف از آزمون آنالیز واریانس یک طریه استفاده شد. برای                                                        

تعیید بیشترید میانگید قطر هاله عدم رشد در شرایط مختلف از                                                          

( استفاده شد. تمامی                                  آزمون  ند دامنه دانکد                         

و سط                تحلی  ها با استفاده از نسخه شانزده  نرم ایزار                                               

     انجام گریق.              1 1معناداری بیشتر از                   

 یافته ها        

 الف( جداسازی و شناسایی جدایه های باسیلوس سوبتیلیس:                                                    
کلنی        11در اید مرحله بر اساس خصوصیات موریولوژیک،                                          

گرد با قوام کره ای، سطحی                          -سفید رن ، مای  به کرم، دوکی                           

 خشد، حاشیه ای م رس و بویی نامطبو  جداسازی و از                                                

منطقه ای تهیه گردید. با استفاده از آزمون های                                                2آن ها کشق           

استاندارد باکتری شناسی جدایه های مشابه حذف و در نهایق،                                                        

 شناسایی شدند.               باسیلوس سوبتیلیس                  سویه به عنوان                 23

درجه        2اید جدایه ها به منظور بررسی های بعدی در دمای                                              

 سلیسیوس در یخ ال نگه داری شدند.                               
ب( بررسی یعالیق ضد قار ی جدایه های باسیلوس                                            

با استفاده از روش  اهک گذاری مشخ  گردید                                         سوبتیلیس:           

جدایه دارای یعالیق                       سویه جدا شده،                 23که از میان            

بودند.          ورتیسیلیوم داهلیا                 و     یوزاریوم مونیلیفورم                   ضدقار ی علیه              
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میانگید و انحراف استاندارد قطر هاله های عدم رشد                                                   1جدول      

 را در جدایه های مختلف در دو قارچ یاد شده نشان می دهد.                                                     

گروه بندی آماری تیمارها با استفاده از آزمون  ند دامنه دانکد                                                             

 جدایه شماره             انجام شد.           (       111p-val e 1در سط           

آن      87جدایه شماره             و یوزاریوم مونیلیفورم                     باکتری بر روی                 33

بیشترید یعالیق ضد قار ی را نشان                                 ورتیسیلیوم داهلیا                   بر روی        

با استفاده از نرم                     R A     دادند. نتای  حاص  از آنالیز                             

باسیلوس         درصدی دو جدایه اخیر به                          111، شباهق          las ایزار     

 را نشان دادند.                سوبتیلیس        

 ( بهینه سازی پارامترهای محیطی به منظور بهینه سازی                                                    

 بر اساس نتای              یعالیق ضد قار ی جدایه های منتخب:                                  

به دسق آمده، بهترید منبع کربد، بهترید منبع نیتروژن، بهترید                                                              

pH                                               و بهترید دما به ترتیب شام  قند گلوکز، عصاره 

 درجه سلیسیوس بودند                      31خنثی و دمای               pHمخمر،       

 (.  2و جدول          1 شک       

در جدایه های                 د( شناسایی متابولیق ضد قار ی ایتورید                                      

با بررسی کروماتوگرام های به دسق آمده مشخ                                            باکتریایی :             

استاندارد در کروماتوگرام                            Aگردید که پیک مربو  به ایتورید                               

صدم ثانیه،  اهر شد که                         22دقیقه و           2حاص  از آن، در زمان                     

با پیکی مشابه در همید بازه زمانی در کروماتوگرام حاص  از                                                         

 ( مطابقق داشق               87و     33جدایه های مورد بررسی                        

  A(. اید نتیجه بیان کننده ح ور ایتورید                                      2تا      2 شک  های          

 در جدایه های مورد آزمایش می باشد.                                 

 

   بح    

کنترل زیستی عوام  بیماری زای گیاهی با استفاده از                                                  

 میکروارگانیس  های مفید روش مؤثری جهق کنترل خسارات                                                   

 

 ورتیسیلیوم داهلیا فوزاریوم مونیلیفورم نام قارچ

 منبع کربن

 1c 1 1±21 1c 17±1 1 گلوکز

 3a 1  7±11 3a 11±7  1 لاکتوز

  1 12±1 1  1 13±1 1 نشاسته

 منبع نیتروژن

  1 21±1 1  1 17±1 1 پپتون

 3c 1  7±23 8c 11±7  1 عصاره مخمر

 3a 1 1±11 1a 11±7  1 نیترات آمونیوم

pH 

  8 17±7  1  8 13±7  1 اسیدی

 3c 1  7±23 8c 11±7  1 خنثی

 1a 1 1±18 1a 12±1 1 قلیایی

 دما )درجه سلیسیوس(

52 1  7±1  3a 1 1±17 1a 

90 1  7±11 3c 1  7±23 8c 

93 1  7±18 8  1  7±21 8  

 میانگید گروه تعیید شده توسط آزمون دانکد ارائه شده اند. ±* سلوله های جدول به صورت انحراف استاندارد 

یوزاریاوم میانگید و انحاراف اساتاندارد قطار هالاه عادم رشاد : 5جدول 

  بار حاسب میلای ماتر( در اثار یعالیاق ورتیاسیلیوم داهلیاا و  مونیلیفورم

در محیاط هاایی باا  باسیلوس ساوبتیلیس  87و  33ضد قار ی جدایه های 

 .pHمنابع مختلف کربد، نیتروژن، دما و 

 ورتیسیلیوم داهلیاا الف( و  یوزاریوم مونیلیفورمقطر هاله عدم رشد :  4شکل 

در شارایاط  87و  33 ب( در اثر یعالیق ضد قار ی به ترتیب جدایه های 

 خاناثای و دماای  pHبهینه  منبع کربد گلوکز، منبع نیتروژن عصاره مخمر، 

 درجه سلیسیوس( 31

 کد جدایه باکتریایی            

 نام قارچ
8 43 93 23 38 

 3a,  1 1±18 1c 1  7±1  33a,  1 1±1  1a  1±7  1  1 13±1 1 فوزاریوم مونیلیفورم

  1a 1  7±18 8a 1  7±18 3a 1  7±17 3a 1 1±1 21 18±7  1 ورتیسیلیوم داهلیا

 باسیلوس سوبتیلیس. در اثر یعالیق ضد قار ی جدایه هایورتیسیلیوم داهلیاو  یوزاریوم مونیلیفورمانحراف استاندارد قطر هاله های عدم رشد  ±میانگید : 4جدول 

 دارای حروف مشترک بر اساس آزمون  ند دامنه دانکد در سط  احتمال یک درصد اختلاف معنی دار ندارند. موارد* 
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 وارد آمده به محصو ت کشاورزی می باشد. برخی از                                              

با توانایی            باسیلوس سوبتیلیس                  باکتری های خاکزی مانند                        

 آنتاگونیستی علیه قارچ های بیماری زای گیاهی، جایگزید                                                   

 (.  2مناسبی برای قارچ کش های شیمیایی هستند                                         

سویه به عنوان                 23سویه باکتریایی، تعداد                         11در اید پ وهش از                 

شناسایی شدند. آزمون های تکمیلی شام                                        باسیلوس سوبتیلیس                

 بررسی یعالیق ضد قار ی جدایه ها با استفاده از روش                                                  

بیشترید توانایی                   87و     33 اهک گذاری نشان داد که دو جدایه                                 

  ورتیسیلیوم داهلیا                 و   یوزاریوم مونیلیفورم                     را در کنترل بیولوژیک                      

دارند. نتای  کروماتوگرایی ح ور متابولیق ضد قار ی را در                                                        

 اید جدایه ها تأیید نمود. نتای  به دسق آمده در آزمون                                                     

بهینه سازی پارامترهای محیطی برای تعیید یعالیق ضد قار ی،                                                         

در محیط نوترینق برا  دارای                              87و     33نشان داد که دو سویه                     

قند گلوکز به عنوان منبع کربد، عصاره مخمر به عنوان منبع                                                        

درجه سلیسیوس، بیشترید                         31خنثی و دمای               pHنیتروژن،          

 یعالیق ضد قار ی را دارا می باشند.                                   

 از مطالعات مشابه می توان به بررسی انجام شده توسط هاند                                                       

  Hanene                    سویه        31اشاره کرد. آن ها                    2112( و همکاران در سال

جدا شده از خاک های شور در شمال                                  باسیلوس سوبتیلیس                

تونس را مورد بررسی قرار دادند. یایته های آنها نشان داد که                                                           

  یوزاریوم کالموروم                 ، علیه           R باسیلوس سوبتیلیس                  سویه      

 (.  8دارای یعالیق آنتاگونیستی قوی می باشد                                        

، اثر ضد قار ی                2111( و همکاران نیز در سال                        hang ژان         

یوزاریوم          و   ورتیسیلیوم داهلیا                   را علیه               باسیلوس سوبتیلیس                  
 با استفاده از روش  اهک گذاری                                اکسی سپوروم           

 نشان دادند. در بررسی آن ها قطر هاله عدم رشد اید                                                 

 و     12قارچ ها در برابر سوسپانسیون باکتری، به ترتیب                                              

میلی متر گزارش شد که در مقایسه با نتای  حاص  از                                                    1

میلی متر در مورد قطر هاله عدم رشد                                     21پ وهش حاضر              

(. اید تفاوت می تواند به دلی                                 1( کمتر بود              ورتیسیلیوم داهلی                

تولید بیشتر متابولیق ضد قار ی و اثر مهارکنندگی بیشتر جدایه                                                            

باسیلوس         نسبق به جدایه               ورتیسیلیوم            مورد بررسی علیه                 
 باشد.             سوبتیلیس          

. نتای  حاص  از کارومااتاوگارام Aکروماتوگرام حاص  از ایتورید :  5شکل 

دقیاقاه و  2استاندارد در زمان  Aنشان داد که پیک اصلی مربو  به ایتورید 

 صدم ثانیه  اهر گردید. 22

. باا باسیلوس سوبتیلایاس 33جدایه  HPLCکروماتوگرام حاص  از : 9شکل 

دقیقاه و  2در زمان  33توجه به نتای  بدسق آمده مشخ  گردید که جدایه 

استاندارد( پیک  اهر شد که نشاان دهاناده  Aصدم ثانیه  مشابه ایتورید  32

 در اید جدایه اسق. Aوجود ایتورید 

. اید باسیلوس سوبتیلیس 87جدایه  HPLCکروماتوگرام حاص  از : 1شکل 

صدم ثانیه  مشابه ایتورید  38دقیقه و  2کروماتوگرام  هور پیک را در زمان 

A .استاندارد( نشان داد که حاکی از ح ور ایتورید در اید جدایه اسق 
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تأثیر بهینه سازی                     111( و همکاران در سال                    hno اونو        

باسیلوس سوبتیلیس                  توسط        Aپارامتر دما را در تولید ایتورید                                 

R                                                          مورد بررسی قرار دادند. یایته های آنها نشان داد که

  Aدرجه سلیسیوس بهترید دما برای تولید ایتورید                                               2دمای      

(. اید یایته با نتای  به دسق آمده در تحقیت حاضر                                                 13اسق       

تفاوت دارد. اید تفاوت را می توان به رشد بهتر جدایه های                                                        

 درجه سلیسیوس نسبق داد.                        31مورد بررسی در دمای                    

  HPLC، با روش          2111( و همکاران در سال                     ove  گراور         

دریایتند که اثر آنتی بیوتیکی و یعالیق ضد قار ی سویه                                                     

به دلی  توانایی اید سویه در تولید                                       RPباسیلوس سوبتیلیس                  

(. نتای  حاص  از تخلی                         12باشد         می    Aلیپوپپتید ایتورید                   

نشان        HPLCماده مؤثره و مقایسه کروماتوگرام های حاص  از                                             

داد که یعالیق ضد قار ی سویه های مورد مطالعه به دلی                                                      

اع ای اید خانواده دارای یعالیق                                .     می باشد         Aتولید ایتورید               

ضد قار ی قوی بوده و می توانند از رشد طیف وسیعی از                                                   

قارچ های بیماری زای گیاهی ممانعق نمایند. مکانیس  تأثیر                                                        

اید ترکیبات از طریت واکنش با استرول موجود در  شای                                                   

قارچ و ایجاد منایذ در آن و  ایزایش نفو پذیری آن اسق که                                                        

 (.  2در نهایق موجب تخریب  شا و مر  قارچ می گردد                                              

 

 نتیجه گیری          

با توجه به نتای  به دسق آمده در اید مطالعه، خاک های مناطت                                                           

 جنگلی منابع اکولوژیکی مناسبی به منظور جداسازی                                               

 باکتری های بالقوه با توانایی تولید متابولیق های ضد قار ی                                                          

در    باسیلوس سوبتیلیس                  می باشند. هم نید تأییدی بر توانایی                                    

کنترل بیولوژیک عوام  بیماری زای گیاهی اسق که می توان از                                                         

آن در کنترل زیستی قارچ های بیمارگر محصو ت کشاورزی                                                   

 نیز استفاده نمود. از آنجایی که عوام  کنترل گر زیستی                                                     

می توانند جایگزید مناسبی برای قارچ کش های شیمیایی                                                   

باشند، بنابراید اید روش از جذابیق های خا  زیسق                                                

 محیطی و اکولوژیکی برخوردار اسق.                               
 

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان اید مقاله از جناب آقای دکتر زمانی زاده مدیر گروه                                                            

محترم مقطع دکترای رشته مهندسی کشاورزی گرایش بیماری                                                    

شناسی گیاهی دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم تحقیقات تهران،                                                         

به دلی  اهدای سویه های قار ی و نیز از مرکز تحقیقات                                                    

دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران پزشکی به دلی  همکاری                                                    

 صمیمانه در اجرای اید پ وهش کمال امتنان را دارند.                                                
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Abstract 

Background & Objectives: Bacillus subtilis strains produce a wide variety of antimicrobial  

substances, such as iturin family lipopeptides, which are effective in biological control of many 

plant pathogens. The aim of present study was to investigation the antifungal activity of  

indigenous strains Bacillus subtilis against Fusarium moniliforme and Verticillium dahliae.  

Materials & Methods: The forest soil samples were collected from seven different parks at  

Tehran. The isolates were screened by antifungal activity. Two best strains with greater inhibition 

zone were identified by PCR. Then, nutrient broth media were optimized to produce of large  

volumes of the antifungal metabolites from the selected native strains. Following 4 day  

incubation, the bacterial metabolites were purified, and the presence of iturin was confirmed by 

chromatography method. 

Results: Totally, 23 isolated strains were confirmed as B. subtilis. In subsequent experiments, two 

strains 36 and 78 showed the greatest activity against the Fusarium moniliforme and  

Verticillium dahliae respectively. 16srRNA sequence analyses for selected isolates confirmed 

100% similarity to B. subtilis. The nutrient broth with glucose, yeast extract, neutral pH and 30 ⁰C 

incubation temperature were optimized for the best production condition. The HPLC results 

showed that both the ability of these strains to produce iturin A in a specific period was as the 

same as standard iturin. 

Conclusion: These indigenous strains showed the ability to produce antifungal metabolites.  

Therefore, these strains can be used as good candidates for the biological control of plant  

pathogenic fungi and as an alternative for chemical fungicides. 
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