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Abstract 

Background & Objectives: Soil microorganisms play an important role in the biological control of 

pathogenic fungi. The aim of this investigation was to isolate soil-borne Bacillus subtilis with the 

ability to produce antifngal lipopeptides  that are suitable  for suppressing Fusarium graminearum, 

which contaminates wheat, corn, potato and a wide range of plants. 

Materials & Methods: B. subtilis was isolated from the rhizospher of healthy plants of park        

slocated in the five areas north, south, east, west and center of Tehran and was identified based on 

morphological characteristics, biochemical tests and sequencing of 16S rRNA. The antagonistic 

activity of isolated strains against F. graminearum was investigated by Well method. The strains 

that inhibited the growth of fungi and showed the greatest inhibition zone, were selected. Surfactin 

of selected bacteria was purified by methanol method and bacterial metabolites and pure surfactin 

(Sigma Company) were compared with, high performance liquid chromatography (HPLC). 

Results: Among 60 isolated strains, 27 strains had antifungal activity. Six strains with the highest 

fungal inhibition zone (8-16 mm) were selected and their yellow color and transparency was a 

confirmation to HPLC. Two bacteria with the highest amount of surfactin production by            

molecular method showed high similarity with B. subtilis.  

Conclusion: The results show that Bacillus subtilis isolated from soil are good candidates for    

biological control of plant pathogenic fungi and therefore can a suitable alternative to chemical 

fungicides. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 0911( زمستان 94سال چهاردهم شماره چهارم )پیاپی 

 01-82صفحات 

 فوزاریوم گرامینئارومبومی تهران علیه قارچ باسیلوس سوبتیلیس فعالیت ضد قارچی 
 0، زهرا نور محمدی3، عباس اخوان سپهی*8محمدرضا فاضلی ،0فاطمه رفیعی

 دانشکده داروسازی، دانشگاه تهران، تهران، ایران.2گروه میکروبیولوژی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران.  1

 گروه میکروبیولوژی، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران. 3  

 چکیده

زا دارند. هدف از این تحححقحیحف یحا حتحن های بیماریهای خاک نقش مهمی درکنترل بیولوژیک قارچ      میکروارگانیسم :سابقه و هدف

باشد که برای از بحیحن بحردن  حوزاریحوم قارچی می( بومی خاک با توانایی تولید لیپوپپتیدهای ضدB.subtilisباسیلوس سوبتیلیس )

 (، عامل آلودگی گندم، ذرت، سیب زمینی و بسیاری از گیاهان دیگر کارآمد است. (Fusarium graminearumگرامیناروم

ی شمال، جنوب، شرق، غرب و های پنج منطقهباکتری باسیلوس سوبتیلیس از خاک اطراف ریشه گیاهان سالمِ پارک  : هامواد و روش

 16S rRNAیهای بیوشیمیایی و تعیین توالی قحطحعحهمرکز شهر تهران جداسازی شد و بر اساس خصوصیات مور ولوژیک، آزمون

گحااری های به دست آمده علیه قارچ  وزاریوم گرامیناروم به روش چحاهحکمورد شناسایی قرار گر ت.  عالیت آنتاگونیستی جدایه

 (surfactin)ی عدم رشد را نشان دادند، انتخاب شدند. سور کتیحن ها بودند و بیشترین هالههایی که مانع رشد قارچبررسی و جدایه

 high performanceهای منتخب با روش متانولی خالص گردید و با استفاده از کروماتوگرا ی مایع بحا  شحار بحااحاصل از باکتری

liquid chromatography) (HPLC)ها و سور کتین خالص )شرکت سیگما( مورد مقایسه قرار گر ت.(، متابولیت باکتری 

ی عدم رشحد جدایه با بیشترین میزان هاله 0جدایه  عالیت ضدقارچی داشتند.  22جدایه منتخب،  06بر اساس نتایج، از بین :  هایا ته

باکتری با بحیحشحتحریحن  2تایید گردید.  HPLCها با متر انتخاب شدند، سور کتین زرد و شفاف تولیدی آنمیلی 10-8قارچی برابر با 

 میزان تولید ، با روش مولکولی قرابت نزدیکی با باسیلوس سوبتیلیس را نشان دادند. 

هحای های جداسازی شده از خاک، گزینه خوبی برای کنترل زیسحتحی قحارچدهند که باسیلوس سوبتیلیسنتایج نشان می:  گیرینتیجه

 های شیمیایی باشند. توانند جایگزینی مناسب برای قارچ کشباشند و بنابراین میزای گیاهی میبیماری

 باسیلوس سوبتیلیس،  وزاریوم گرامیناروم، مواد ضد قارچی، سور کتین.  :واژگان کلیدی

 

 1/66411411پایرش مقاله:                               1/66416411ویرایش مقاله:                                 1/664248دریا ت مقاله: 

 *( آدرس بحرای محکحاتحدحه: دانشحگحاه تحهحران، دانشحکحده داروسحازی، تحهحران، ایحران. 

  mofazeli@yahoo.comپست الکترونیک: :             6210/111/12تلفن:  

 م دمه     

محصوات کشاورزی بخش مهمی از رژیم غاایحی انسحان را                                                

تحریحن آ حات گحیحاهحان                  ها از مهحم         (. قارچ       1دهند )      تشکیل می        

های برداشت شده و انحدحار شحده در                               درصد از میوه              26هستند.      

معر  حمله قارچی هستند و اندارداری گیاهان از موارد محهحم                                                       

(. به دلیل شرای  مناسب انحدحارهحا                                2باشد )      اقتصاد کشاورزی می                 

برای تولید سموم قارچی از جمله تاریکی و رطوبت، سحاانحه                                                     

ها از بحیحن               ها تن از محصوات کشاورزی در این مکان                                   میلیون      

های مهمی است کحه آ حت                     (.  وزاریوم از قارچ                   /و   1روند )      می  

شود و سفیدک ناشی از قحارچ  حوزاریحوم                                   گیاهی محسوب می              

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خحلاقحانحه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری  ق  با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در  صلنامه دنیای میکروب
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(Fusarium Head Blight)                ترین بحیحمحاری             ، به طور کلی جدی

های قحارچحی           ترین بیماری           ترین و مخرب           گیاهی و یکی از مهم                  

که شامل ححداقحل                وزاریوم گرامیناروم                     (. گونه         1باشد )      گندم می       

های غالب تولحیحد کحنحنحده                      جدایه  یلوژنیک است، از گونه                             11

(. استحفحاده از سحمحوم                    /و   0باشد )      مایکوتوکسین در ذرت می                     

هحای گحیحاهحی                     شیمیایی عمدتا م ثرترین روش کنترل بیمحاری                                       

های شیمیایی ابزار اصلی بحرای کحنحتحرل                                   کش  ( و قارچ        2است )     

(. در       1بحاشحنحد )       زا درگیاهان اندار شده محی                        های بیماری            قارچ    

های اخیر با توجه به خطرهای زیست محیطحی نحاشحی از                                                 سال   

سموم شیمیایی، کنترل بیولوژیک مورد تحوجحه قحرار گحر حتحه                                                               

هایی با توانایی                 توان از باکتری              (. در کنترل بیولوژیک می                       8است )     

تولید ترکیداتی ضدمیکروبی مانند پپتیدهای ضدقارچی استحفحاده                                                         

یک نمحایحنحده            باسیلوس سوبتیلیس                  نمود و در این میان، باکتری                            

تواند مستقیما و از طحریحف                         ( که می        رود )     مناسب به شمار می                

ها و هم به صورت غیرمستقیم و از راه                                    حمله به میسلیوم قارچ                    

هحای     های ضدقارچی، از رشد و تکح حیحر قحارچ                                تولید متابولیت              

ها اک را            (. باسیلوس          16زای گیاهی ممانعت به عمل آورد )                              بیماری      

شوند و قادر بحه                های مختل  جدا می                ساپرو یت بوده و از محی                        

هحای     (. جحدایحه        11و 1رشد در مناطف مختلفی از بیوسفر هستند )                                     

برای تولید ایتورین،  نجیسحیحن و                               باسیلوس سوبتیلیس                  مختل        

هحا    شوند و از رشد انواع مختلفی از قحارچ                                  سور کتین استفاده می                   

هحای     (. قدرت اثر سور کتین علحیحه قحارچ                              12کنند )      ممانعت می         

باشد و در محیحان                زای گیاهی مشابه سموم شیمیایی می                               بیماری      

ها، سور کتحیحن دارای سحمحیحت و                           طی  وسیعی از ضدقارچ                   

حساسیت کمی برای انسان و حیوان بوده و یحک کحانحدیحدای                                                  

کش است که خطری برای محی  زیسحت                               مناسب به عنوان آ ت                  

ها نوعی لیپوپپتید با ساختاری حلحقحوی                                    (. سورر کتین            11ندارد )       

اند که این واحدهحا بحه یحک                                   واحد تشکیل شده                2هستند و از            

(. این ترکیدات بحا                    اسید متصل هستند )                 هیدروکسی آمینو تی                 -بتا   

ها واکنش داده و سدب ایجاد منا حا و                                   غشای سیتوپلاسمی قارچ                   

ا زایش نفوذپایری غشای سلول هدف و در نهایت مر  سلول                                                    

اسیدهای با زنجیره جاندی اسیحد                              ها از آمینو           گردند. سور کتین               می  

هحای       کش  اند و به این دلیل در مقایسه با آ ت                                  چرب تشکیل شده             

(. عحوامحل کحنحتحرل                /1پایر هستند )            شمیایی به سادگی تجزیه                     

توانند یا به صورت دوزهایی از لیپوپحپحتحیحدهحای                                           بیولوژیک می           

ضدقارچ باشند و یا به صورت ماده تلقیحی یعنی اسپور باشحنحد                                                        

های گیاه،  محانحع رشحد                     های پایدار در ریشه                  که با ایجاد بیو یلم                   

 (.      11شوند)     ها می     قارچ    

با دارا بودن اندوسپور قدرت تحمل شرای                                        باسیلوس سوبتیلیس                  

ای در آن ایحجحاد شحده                    سخت محیطی را دارد و مقاومت وی ه                               

قحابحلحیحت                    باسیلحوس سحوبحتحیحلحیحس                  ( هم نین          11و 1است )     

دستکاری ژنتیکی دارد و میحکحروارگحانحیحسحم محورد تحا حیحد                                                                      

اداره غاا و داروی ایاات متحده آمریکا، شناخته شده به  عنوان                                                            

 RAS (generally recognized as safe)                       و ایمن برای استفحاده

(. سور کتین تولید شده تحوسح                             16باشد )      در صنایع غاایی می                 

دارای خاصیت بیوسور کتانتی نیز هسحت                                   باسیلوس سوبتیلیس                  

که کاربردهای مختلفی چون کاهش کشش سطحی، بحازیحا حت                                                

(.  در این تحقیف، بیشحتحر                         10پاایی و ... دارد )                  نفت خام، زیست             

خاصیت ضدقارچی سور کتین مورد مطالحعحه قحرار گحر حت،                                               

های بومی این باکتری که توان تولیحد بحاایحی از محواد                                                   جدایه     

ضدقارچی را دارند شناسایی و جداسازی شدند و سور کتحیحن                                                    

ها به عنوان یک جایگزین مناسب مواد ضحدقحارچحی                                           تولیدی آن         

شیمیایی معر ی گردید تا کمی از مخاطرات زیست محححیحطحی                                                  

 بکاهد.        

 

 ها  مواد و رو           

بیست وپحنحج           ها از خاک:            ال ( جداسازی و آماده سازی نمونه                               

ی شمال، جحنحوب، شحرق،                    های پنج منطقه             نمونه خاک از پارک                 

محتحری نحزدیحکحی             سانتحی       16  -11غرب و مرکز تهران از عمف                         

آوری        ی گیاهان  اهرا سالم با کمک قاشقک استریل جمحع                                           ریشه    

ها سریعا به آزمایشگاه محیحکحروبحیحولحوژی                                    (. نمونه        12گردید )       

دانشکده داروسازی دانشگاه علوم پزشکی تهران ارسحال شحد.                                                     

  1متر الک شده و               میلی      2های خاک، با  الک با قطر منا ا                               نمونه     

  216لیتر آب مقطر استریحل، در ارلحن                              میلی      1/گرم از آن در              

درجحه        86ماری      دقیقه در بن             16لیتر حل کرده و به مدت                         میلی    

(. پحس از خحنحک شحدن                  18و 1سلیسیوس حرارت داده شد )                       
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هحا بحا سحرم           ( از نمونحه          168تا      161های متوالی )            ها، رقت         ارلن    

لیتر از هحر            میلی      1(. سپس        12 یزیولوژی استریل تهیه گردید )                             

لیحتحر      میلی      26رقت تهیه شده به پلیت استریل انتقال داده شده و                                               

محی  نوترینت آگار به آن اضا ه گردید. محتویات هر پلیت بحه                                                         

من ور پخش شدن یکنواخت هم زده شد و پس از بستن محی                                                    

ساعت، در شحرایح                   /2درجه سلیسیوس به مدت                       11در دمای         

 (.   1گااری گردید )             هوازی، گرمخانه              

پس از  حاهحر            ب( جداسازی و شناسایی باسیلوس سوبتیلیس:                                        

هحای       های باکتری،  برای شناسایی و جداسازی باسیل                                         شدن کلنی        

ها از لحححاظ            نمونه     باسیلوس سوبتیلیس،                   گرم م دت مشکوک به                   

شکل  اهری، قوام، رن  و شکل کحلحنحی و خصحوصحیحات                                           

 (.  26بیوشیمیایی مورد ارزیابی قرار گر تند )                                     

آمحیحزی گحرم و             های گرم م دت اسپورداری که  با رن                                  باکتری      

گرین جداسازی شدند، با آزمایشات بحیحوشحیحمحیحایحی                                           مااشیت      

، احیای نیترات، تخمیحر                       SIMکاتااز، هیدرولیز لسیتین، سیترات،                                  

شناسایحی           OFقندهای گلوکز، آرابینوز، مانیتول، گزیلوز و تست                                               

 (.  21گردیدند )         

ی م دت و منفی به عنوان شاهد، مورد بررسی قرار گر تند.                                                      نمونه     

بحاسحیحلحوس سحوبحتحیحلحیحس                    ی م دت، جدایه استاندارد                         نمونه     

1023PTCC                                   های صنحعحتحی           از مرکز کلکسیون میکروبی باکتری

های جداسازی شده بحه                    (. تمامی نمونه              11ایران خریداری شد )                  

درصحد گحلحیحسحرول در                   26کمک با ر  سفات سالین حاوی                           

درجحه        -86های استریل جحمحع و در  حریحزر                           میکروتیوب         

 (.  22سلیسیوس نگهداری گردیدند )                         

نیز از         وزاریوم گرامیناروم                     ی   برای بررسی اثر ضدقارچی، جدایه                             

آزمایشگاه میکروبیحولحوژی دانشحکحده داروسحازی دانشحگحاه                                                                 

عححلححوم پححزشححکححی تححهححران تححهححیححه و بححر روی محححححیحح                                                                                              

SDA (sabouraud dextrose agar)                         کشت داده شد و در دمحای

گحااری               ساعحت گحرمحخحانحه              22درجه سلیسیوس به مدت                       21

 (.  21گردید )       

های ضحد        توانایی تولید متابولیت                       ( تعیین  عالیت ضد قارچی:                           

گحااری بحررسحی             های باسیلوس با تکنیک چاهک                         قارچی جدایه           

(. ابتدا از جدایه باکتریایی و اسپور قحارچحی، طحدحف                                                /2گردید )       

شاهد نیم مک  ارلند سوسپانسیون تهیه و در شرای  استریحل و                                                        

متر       میلی      2در پلیت، دو چاهک با قطر                           SDAزیر هود، در محی                   

ایجاد شد. از سوسپانسیون قارچی، کشت سطحی داده شحد و                                                   

مایکرولیتر سوسپانسیون بحاکحتحریحایحی                                   16سپس در هر چاهک                

درجه سلیسیوس قرار داده شحد و                               21ساعت در           8/ریخته و         

گحیحری      ی عدم رشد با خ  کش آنتی بیوگرام، انحدازه                                       سپس هاله        

(. با توجه به نتحایحج، محتحابحولحیحت ضحدقحارچحی                                       21گردید )       

ی عدم رشد را              هایی که بیشترین قطر هاله                        )سور کتین( از جدایه                   

 داشتند، استخرا  شد.                   

به من ور استخرا  محتحابحولحیحت، بحه                               د( جداسازی سور کتین:                      

لیتر محی  کشحت               میلی      166لیتری که حاوی               میلی      216های       ارلن    

درصد سوسپانسیون باکتریایی محورد آزمحایحش                                         2مایع بودند،             

  21روز در شیکر انکوباتور، با دمای                                  1ها به مدت           تلقی  و ارلن            

گااری شدند. پس از                   گرمخانه          rpm 200درجه سلیسیوس و دور                  

لیتری ریخحتحه             میلی      166لیتر از نمونه، داخل  الکون                            میلی      16آن    

درجه        /دقیقه و در دمای                   21به مدت          rpm 8000شد و با  دور              

مایع رویی، بحا اسحیحد                       pH(.    11سلیسیوس سانتریفیوژ گردید )                          

رسانده شد. مایع رویی اسیدی، مجددا                                     2نرمال، به             0کلریدریک          

بحه      rpm 1000لیتری استریل، با دور                      میلی      166در داخل  الکون                

درجه سلیسیوس سانتریفیوژ شد. در                                  /دقیقه و دمای                11مدت     

ی     این مرحله مایع رویی، دور ریخته شد و رسوبی که بر جحداره                                                     

ها تشکیل شده و حاوی لیپوپپتید ضدقارچحی بحود، بحه                                                الکون      

درجه سلیسیوس  قرار داده شد تا                                 16ساعت در دمای                /2مدت     

رطوبت گیری شود، سپس رسوب در متانول حل شده و دوباره                                                    

دقحیحقحه در سحانحتحریحفحیحوژ بحا                                                16محلول حاصله به مدت                    

درجه سلیسیحوس سحانحتحریحفحیحوژ                                   /و دمای          rpm 2000 دور     

(. به این ترتیب مایع رویحی زرد رنح  و شحفحاف                                           گردید )       

  141هحای     ی متانولی متابولیت ضدقارچ، در میکروتیحوب                                         عصاره     

 (.  20آماده گردید )               HPLCلیتری برای            میلی    

محتحابحولحیحت          :     HPLCگیری کمی سور کتین با                      و( تایید و اندازه                 

ضدقارچی سور کتین خحالحص کحه از شحرکحت آلحمحانحی                                                           

Sigma-Aldrich                                      خریداری شده بود به عنحوان شحاهحد محورد

مایکرولیتر از محلول محتحانحولحی                               26استفاده قرار گر ت. میزان                          
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شحرکحت         zorboxشاهد، به دستگاه کروماتوگرا ی مایع )محدل                                      

Agilent                                                         ایاات متحده آمحریحکحا( تحزریحف گحردیحد. سحتحون

 orbax c-18                             در صد متانحول                166به عنوان  از ثابت و محلول

لیتحر در         میلی      1به عنوان  از متحرک در ن ر گر ته شد. سرعت                                          

نانومتر تن یم و پس                      2/6دقیقه، با طول مو                      26دقیقه، به مدت               

های مجهول به دستگاه، نحتحایحج بحه صحورت                                    از تزریف نمونه              

(. بحر اسحاس            10هایی در منحنی کروماتوگرام ثدت گردید )                                       پیک   

ای که بیشترین میزان تولیحد را نشحان داد،                                        نمونه       HPLCنتایج       

محورد بحررسحی قحرار                                16S rRNAبرای شناسایی بحه روش                   

 (.  22گر ت )      

به محنح حور          ز( شناسایی مولکولی باکتری باسیلوس سوبتیلیس:                                             

، پس از کشت باکتری، اسحتحخحرا                              16S rRNAتعیین توالی ژن                

DNA                   با استفاده از کیحتDNeasy Blood and Tissue Haand 

book       شرکت(Qiagen            انجام و )PCR                                       بحرای تحکح حیحر ژن

16S rRNA                                                                                    بحححا پحححرایحححمحححرهحححای یحححونحححیحححورسحححال

22    f:5– A TTT ATCCT  CTCA -3                               و

11/1  r:5-AA  A  T ATCCA CC CA-3             .انجام شحد

درجحه        1 در دمحای            initial denaturationبحا     PCRبرنامه      

درجه        1 در دمای            denaturationدقیقه و         1سلیسیوس به مدت                

درجحه        18در دمای            Annealingثانیه و         1/سلیسیوس به مدت                

درجحه        22در       extentionثحانحیحه و         06سلیسیوس به مدت                

  DNAثانیه اجرا گردید. در پایان غل ت                                   6 سلیسیوس به مدت                

سحازی      گیحری شحد. خحالحص             نانومتر اندازه                206در طول مو             

 Qiaquick PCR purificationبا کمحک کحیحت             PCRمحصول     

، الحکحتحرو حورز و                PCRسازی محصول            انجام و پس از خالص                  

کحره بحا روش              Bioneerهم نین تعیین توالی توس  شرکت                              

Sanger               ( 28و 11انجام گردید  .) 

ها با سه تحکحرار                ی آزمون       در این پ وهش کلیه                  ( آنالیز آماری:                  

ها با استفحاده از نحرم ا حزار                            انجام شدند، تجزیه و تحلیل داده                              

SPSS        با استفاده از آزمون                       10نسخهANO A                  انجام و نمحودار

 ترسیم گردید.              E ELبا استفاده از نرم ا زار                         
 ها  یافته     

 در مرحله  اول               ها از خاک:            سازی نمونه            ال ( جداسازی و آماده                    

های هتروتروف مزو یل هوازی که قادر به تولید                                            میکروارگانیسم             

درجه سلیسیوس بودنحد جحدا                          86اندوسپورهای مقاوم به دمای                           

هایی با قطر             شدند و پس از کشت در محی  نوترینت آگار، کلنی                                           

ای    متر، سفید، گرد، خشک و خشن، برآمده با حاشحیحه                                          میلی      1-1

بودند جحداسحازی               باسیلوس سوبتیلیس                  م رس که مشکوک به                  

 شدند .      

هحای     ب( شناسایی و جداسازی باسیلوس سوبتیلیس بحا روش                                            
های بنفش گرم م دت و                     آمیزی گرم، باسیل                پس از رن          شیمیایی:          

های گرم م دتی کحه دارای                        گرین، باسیل           آمیزی مااشیت            با رن       

هحای رویشحی           اسپور بی ی شکل انتهایی با رن  سدز و سلحول                                        

 قرمز بودند، انتخاب شدند.                        

های کاتااز م دت، لسیتحیحنحاز                           پس از بررسی بیوشیمیایی، جدایه                             

منفی، سیترات م دت، دارای حرکت، حاوی آنحزیحم ردوکحتحاز،                                                    

هوازی و با قابلیت استفاده از قندهای گلوکوز، آرابینوز، مانیتحول                                                               

شنحاسحایحی         باسیلوس سوبتیلیس                  های     و گزیلوز به عنوان باکتری                        

 جدایه بودند.              06شدند که در مجموع                  

: با بررسی اثر ضدقارچی با روش                                ( تعیین  عالیت ضدقارچی                       

جدایه منتخحب بحا قحارچ                       06گااری، پس از مجاورت                     چاهک    

در دمحای           SDAجدایه که  در محی                      22  ،  وزاریوم گرامیناروم                   

ی     گااری، هاله           ساعت گرمخانه              22درجه سلیسیوس به مدت                       21

ی بیشترین متابولحیحت ضحد                       عدم رشد نشان داده و تولید کننده                               

جحدایحه بحا            0ها    ( و از بین آن             1قارچی بودند جدا شده )شکل                          

ی عدم رشد( بحرای ادامحه                       بااترین میزان تولید )بزرگترین هاله                                  

  10ی عدم رشد           (. بیشترین میزان هاله                     2کار انتخاب شدند )شکل                    

متر بود. در بقیه جدایه ها قحطحر                               میلی      8متر و کمترین مقدار                    میلی    

 متر بود.        میلی      11تا       هاله از         

جدایه منتخب با روش مجحاورت                             0از    د( جداسازی سور کتین:                      

با  اسید و متانول، لیپوپپتید ضدقارچی زرد و شفاف سور کتیحن                                                          

خالص سازی شد و با سور کتین خالص استاندارد، بحا روش                                                   

HPLC                          .مورد ارزشیابی قرار گر ت 

های       با توجه به منحنی                :     HPLCگیری کمی سور کتین با                      ه( اندازه         

ها تایید          کروماتوگرام وجود متابولیت سور کتین در تمامی نمونه                                                 

ب(. در کروماتوگرام ححاصحل از ایحن                                  -ال        1گردید )شکل            
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دهم ثانیه یک پیک  اهر شد که به                                  82دقیقه و           2نمونه در زمان               

های سور کتین در کحرومحاتحوگحرام                             ترتیب با زمان  هور پیک                      

صدم ثانیحه             1دقیقه و           1حاصل از سور کتین استاندارد در زمان                                    

هایی که بیشترین میزان تولید را بر اسحاس                                        مطابقت دارد. جدایه                  

سط  زیر نمودار نشان دادند، برای اطمینان بیشحتحر بحه روش                                                                

16S rRNA                           .مورد شناسایی قرار گر تند 

پحس از       و( شناسایی مولکولی باکتری باسیلوس سوبتیحلحیحس:                                             

،   16S rRNAبرای تکح حیحر ژن                 PCRو انجام            DNAاستخرا        

 ng/ L 5/94نانومتر، به میزان                     206در طول مو                DNAغل ت    

و الکترو ورز انجام شحده                           PCRسازی محصول          بود که با خالص              

نحوکحلح حوتحیحدی تحا حیحد                                                1166ی   روی آن، وجود قحطحعحه                 

 (.  /گردید )شکل            

باسیحلحوس در برابر سور کتین   وزاریوم گرامینارومی عدم رشد هاله:  1شکل

 . SDA در محی  سوبتیلیس

در بحرابحر  باسیلوس سوبتیلیسی منتخب جدایه 0ی عدم رشد هاله:  2شکل

 .SDAدر محی   با سه تکرار وزاریوم گرامیناروم 

 
ال ( سور کتین استاندارد، پیحک در   HPLCکروماتوگرام حاصل از :  1شکل

هحای ی بومحی پحیحکهای حاصل از جدایهاطراف دقیقه سوم. ب( متابولیت

 باشد.دقیقه سوم مربوط به سور کتین می

ای پلیمراز با اسحتحفحاده از پحرایحمحرهحای محصول واکنش زنجیره:  /شکل

: 1%. از سمت چپ به ترتیحب: سحتحون 1در ژل آگار  B.subtilisیونیورسال 

: ژنحوم /و1: کنترل منفی.  ستحون 2یک کیلو جفت باز. ستون   DNAمارکر

  منتخب. B.subtilisهای جدایه

، جدایه انتخاب شحده NCBIها در سایت پس از بلاست توالی

ی عدم رشحد را نشحان داد از نحوع که بیشترین میزان هاله

  Bacillus subtilis Rafبود و بحا عحنحوانباسیلوس سوبتیلیس 

بحاسحیحلحوس هحای مشخص شد که شداهت آن با سایر گحونحه

باشد. با رسم درخت  یلوژنتیکی قرابحت % می426  سوبتیلیس 

 (.1ها هم مشخص گردید )شکلاجدادی آن

(  2روش اتصال مجاور ) 2درخت  یلوژنتیکی با نرم ا زار مگا 

( رسم 16)   1666بوت استرپ  rRNA  16S بر اساس توالی ژن 

  شد.

مولد سور کحتحیحن  باسیلوس سوبتیلیسباکتری    یلوژنتیکی  درخت:  1شکل 

 ی عدم رشد. جدا شده از خاک با بیشترین هاله
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 بحث

امروزه به دلیل توجه وی ه به سلامتی انسان و محی  زیسحت و 

زا به سموم های عوامل بیماریهم نین مقاوم شدن برخی جدایه

هحا، از کششیمیایی و آلودگی محی  زیست به وسیله این آ ت

های زیادی به من ور استفاده دانشمندان تلاش 66 1اواخر سال 

های ساکن خحاک بحرای های طدیعی بین ارگانیسماز آنتاگونیسم

زی و های خحاک(. باکتری11اند )حفا ت از گیاهان انجام داده

زای هحای بحیحمحاریزا با توانایی آنتاگونیستی قحارچغیر بیماری

گیاهی و جلوگیری از بیماری، یک جایگزین محنحاسحب بحرای 

ترین عوامل مح ثحر در های شیمیایی هستند و از مهمکشقارچ

های کشاورزی و زراعحی برقراری و ایجاد پایداری در سیستم

 باسیلوس سوبتیلیحس های باسیلوس به وی ه(. گونه/1باشند )می

های خاص، از قدیل تحولحیحد به واسطه داشتن یک سری وی گی

های هیدرولیتیحک بیوتیکی ضد قارچی و نیز آنزیمترکیدات آنتی

و توانایی تولید اسپور پایدار، به عنوان عوامل کنحتحرل کحنحنحده 

بیولوژیک، کارایی زیادی در زمینه سیستم مدیریت تلفیقی آ ات 

که یک راه مناسب برای مدیریت آ ات به وسیله ترکیحب ابحزار 

بیولوژیک،  یزیکی و شیمیایی، بدون خطحرات اقحتحصحادی و 

 (.12محیطی است دارند )

هدف از انجام این تحقیف بررسی اثر ضدقارچی سور کتین بحه 

بومی جدا شده از باسیلوس سوبتیلیس های دست آمده از جدایه

هحای باشد. به همین من ور و با توجه به عدم بحررسحیخاک می

این موضوع در ایران، طی این مطالعه با تکیه بر استفاده از منابع 

های تهحران، از خاک پارک باسیلوس سوبتیلیسجدایه  06بومی، 

جدا شدند   وزاریوم گرامینارومبا  عالیت ضدقارچی علیه  قارچ 

 PTCC1023  باسیلوس سوبتیلحیحسو به همراه جدایه استاندارد 

مورد مطالعه قرار گر تند. جنس  وزاریوم سحدحب پح محردگحی، 

خشکیدگی و پوسیدگی بار، ریشه، ساقه و محر  گحیحاهح حه 

رو طی این تحقیف امحیحد اسحت کحه بحا (. از این11)   دشو می

بیوتیک سور کتیحن های مناسب تولید کننده آنتیشناسایی جدایه

هحای ها برای کنترل بحیحولحوژیحک قحارچو م ثر واقع شدن آن

های ایحجحاد زا، راهکارهای مناسدی برای کاهش بیماری بیماری

شده در گیاهان توس  عوامل بیولوژیک ایمن و بدون خحطحرات 

تحوان بحه زیستی محیطی ارا ه شود. از مطالعات انجام شده محی

 (Rezaeian Doloei)  پ وهش انجام شده توس  رضاییان دلویی

را   وزاریوم گرامیناروماشاره کرد که  6 11و همکاران در سال 

به عنوان عامل اصلی آلودگی گندم در ایران و جحهحان محورد 

بررسی قرار داد که موجب کاهش تولید محصول و مسمومیحت 

  (Mehrzad)(. هم نین مطالعه مهحرزاد/1شود )انسان و دام می

را یحکحی از   وزاریوم گرامینارومکه  2 11و همکاران در سال 

های قارچی مولد مایکوتوکسینِ زرالنون معر حی ترین گونهعمده

(. در /شود )نمود که اغلب باعث آلودگی غلاتی ن یر ذرت می

این مطالعه با توجه به وجود مخاطرات ناشی از آلودگی غحلات 

به وی ه گندم و ذرت که جیره اصلی خوراک انسحان و دام را 

، کنترل بیولوژیکی ایحن  وزاریوم گرامینارومدهند با تشکیل می

 قارچ مورد بررسی قرار گر ت. 

بحه عحنحوان  باسیلوس سوبتیلحیحس های مختل از میان باکتری

هحا باشد. الدته سحودومحونحاسها مطر  میکننده قوی قارچ مهار

ها هم به عنوان تولیدکنندگان محواد ضحدقحارچحی واکتوباسیل

اند ولی در این تحقیحف اسحتحفحاده نشحدنحد زیحرا معر ی شده

زا بوده بنابراین پحس از های بیماریها از میکروبسودوموناس

سازی اسحتحفحاده ها حتما باید پس از خالصتولید، محصول آن

تواند مستقیم هم بحه میباسیلوس سوبتیلیس گردد، در صورتیکه 

هحا هحم، (. در مورد اکتوباسیل28خاک کشاورزی اضا ه شود )

ها، بومی بودن خحاک و نسدت به آنباسیلوس سوبتیلیس مزیت 

ها موجب انتحخحاب ایحن جحنحس و گحونحه          تر آنرشد سهل

توان بحه تحححقحیحقحات (. از مطالعات انجام شده می11گردید )

اشاره نمود که از  2662( و همکاران در سال Cazorla(کازورا 

جدایه جداسازی شده از ریزوسفر درختان آواکادو  61 مجموع 

شنحاسحایحی  باسیلوس سوبتیلیس جدایه را به عنوان /در اسپانیا، 

هحای ها را عحلحیحه قحارچنموده و  عالیت ضدقارچی این جدایه

، F.oxysporum ،Pythium ultimum  زای گححیححاهححیبححیححمححاری

Rhizoctonia solani   و  Rosellina necartix  مورد بررسی قرار

و  F.oxysporumجدایه علیحه  /دادند که مشخص گردید این 

Rosellina necartix ای را  عالیت ضدقارچی قابل محلاحح حه

 عالیحتحی را نشحان  Pythium ultimum  دهند اما علیهنشان می
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( و همحکحاران در سحال Rebibربیب ) (. هم نین10اند ) نداده

جحداسحازی شحده از  باسیلوس سوبتیلیحسجدایه   0، 2612

هحای محخحتحلح  های شور در شمال تونس را علیه گونحه خاک

 وزاریوم مورد بررسی قرار دادند و مشخص گردید که یکی از 

 وزاریحوم ، علیه SR146 باسیلوس سوبتیلیسها به نام این جدایه
 82481(  عالیت آنتاگونیستی قوی تا F.culmorum)   کولموروم

(  F. solani(    وزاریوم سوانیدهد ولی علیه درصد را نشان می

طی آنالحیحزهحای بحعحدی  .ای را نشان ندادندمهار قابل ملاح ه

هحای مشخص شد که این  عالیت به دلحیحل تحولحیحد آنحزیحم

هیدرولیتیک و ترکیدات لیپوپپتیدی ضدقحارچحی تحوسح  ایحن 

جدایه بحه دسحت  06(. در بررسی حاضرنیز، 10هاست )جدایه

باسیحلحوس های بیوشیمیایی به عنوان آمده از خاک توس  روش

توان نتیجه گر ت خاک، یحکحی از تأیید شدند که می سوبتیلیس

تولیدکحنحنحده  باسیلوس سوبتیلیسمنابع مناسب برای جداسازی 

گااری بحرای تحعحیحیحن باشد. روش چاهکمواد ضدقارچی می

 عالیت ضد قارچی انتخاب شد که روشی ساده ولی کحاربحردی 

 22گااری ملاح ه گردید کحه است. با استفاده از روش چاهک

را دارنحد و    وزاریوم گرامیناروم  جدایه  عالیت ضدقارچی علیه

هحا بحا جحدایحه در ادامه قدرت  عالیت ضدقارچی این جدایحه

استاندارد مورد ارزیابی قرار گر ت از موارد مشابه محطحالحعحات 

بحاسحیحلحوس های انجام شده روی خاصیت آنتاگونیستی جدایه

زا بحا اسحتحفحاده از روش های بیحمحاریعلیه قارچسوبتیلیس 

و همکاران در سال )    Yu( ی یو توان به مطالعهگااری می چاهک

  اشححاره نححمححود کححه  ححعححالححیححت ضححدقححارچححی                  2662

B.subtilis amilolicofasianهای ناشی از ، در سرکوب بیماری

را مورد بررسی قرار دادند و میانگین  R.solani زایقارچ بیماری

ی عدم رشد قارچ در ح ور سوسپانسیون بحاکحتحری،  قطر هاله

و همکاران نیز در سحال  (hang ) (. ژان  12متر بود )میلی 21

را عحلحیحه  TS06  باسیلوس سوبتیلحیحس، اثر ضدقارچی 2612

 Fusariumو  erticillium dahliae  بیماری پوسیدگی ناشی از

oxysporum، گااری مورد بررسی قرار دادند. طی روش چاهک

ها در برابر سوسپانسحیحون ی عدم رشد این قارچمیزان قطر هاله

(. ما نیز در  1متر گزارش شد )میلی 11و  /1باکتری، به ترتیب 

متر دست یا تیم که بحا میلی 11ی عدم رشد این تحقیف به هاله

ی بومی و مزایای زیست محیطی و توجه به انتخاب یک جدایه

 سازگاری آن نتیجه خوبی بود.

هحای محهحنحدسحی توان از طریف روشهای منتخب را میجدایه

های بیان ( و با دستکاری ژنتیکی ژن11سازی نمود )ژنتیک بهینه

های ضدقارچی و تلفیف خصوصیات ضدقارچحی کننده متابولیت

های بحیحان دو یا چند متابولیت ضدقارچی و هم نین انتقال ژن

 های تندرشد همح حونهای ضدقارچی به باکتریکننده متابولیت

Escherichia coli هایحی بحا خصحوصحیحات توان به جدایهمی

برجسته دست یا ت. با توجه به این که از محیحان محواد ضحد 

قارچی، سور کتین کمتر مورد مطالعه قرار گر ته بود، در ایحن 

پ وهش شناسایی سور کتین به عنوان عامل ضد قارچی مد ن ر 

ی جحدایحه 0قرار گر ت و در ادامه تحقیف متابولیت حاصل از 

ی عدم رشد، استخرا  گردیحد و نحتحایحج برتر با بیشترین هاله

هحای ححاصحل از و بررسی کحرومحاتحوگحرام HPLC  حاصل از

های بومی منتخب و جدایه استاندارد حاکی از این مسألحه  جدایه

ها با قدرت مهار رشد قارچ، توانایی تحولحیحد بود که همه جدایه

ی استاندارد شحرکحت ی نمونهسور کتین را در زمان و محدوده

هحای سیگما دارند و در نتیجه سور کتین، یکی از محتحابحولحیحت

به عنوان کنحتحرل  باسیلوس سوبتیلیسمناسب تولید شده توس  

  باشد. کینسلا زا میهای بیماریکننده رشد قارچ
Kinsella) (  و

بیوتیک مهم سور کتین و تولید دو آنتی  266همکاران در سال 

جحدا شحده از  QST713باسیلوس سوبتیلیس  را در Aایتورین 

و  Aدر کنحار ایحتحوریحن  HPLC ریزوسفر خیار، با استفاده از

سور کتین استاندارد شرکت سیگما مورد مطالعه قرار دادنحد و 

طی این مطالعه به این نتیجه رسیدند که این جدایحه تحوانحایحی 

تولید هر دو لیپوپپتید ضدقارچی را دارد و در کحرومحاتحوگحرام 

 2دقیحقحه و  1حاصل از این نمونه مشاهده کردند که در زمان 

شود که دهم ثانیه دو پیک  اهر می 2دقیقه و  /دهم ثانیه و نیز 

و سور کتحیحن در  Aهای ایتورین به ترتیب با زمان  هور پیک

 (.6/ها مطابقت دارد )کروماتوگرام حاصل از آن

های برتر تولید کننحده جدایه ،HPLCدر نهایت با توجه به نتایج 

هحا بحا سور کتین انتخاب و به بررسی و شناسایی مولکولی آن
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پرداخته شد و قرابت ژنتیکی جدایه منتخب با 16S rRNAروش 

و در پایحان درخحت   تایید باسیلوس سوبتیلیسجدایه استاندارد 

  یلوژنتیکی هم ترسیم شد.
 

 گیرینتیجه

 حوزاریحوم  ها بر روی قارچباسیلوس سوبتیلیساثر ضدقارچی 
شناخته شد. این تحقیف و تحقیقات  راوان دیگر در  گرامیناروم

های اخیر برتری محصوات بیولوژیک را نسدت به مشحابحه سال

دهند. با توجه بحه خحطحرات زیسحت ها نشان میشیمیایی آن

ویح ه بحا محیطی سموم شیمیایی، کحنحتحرل بحیحولحوژیحک بحه

باشند و پیشنهحاد های بومی جایگزینی مناسب میمیکروارگانیسم

زمان برای تحولحیحد های مختل  به صورت همشود از باکتریمی

های متفاوت ضدقارچی در محزارع اسحتحفحاده شحود. متابولیت

 ملاحظات اخلاقی

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار 

سازی را در این مقحالحه رعحایحت ها و دادهدوگانه، تحری  داده

 اند.کرده
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