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Abstract  

Background &Objectives: Aflatoxin in pistachios and some other foods and feeeds causes          

diseases in human and animals. Aspergillus flavus has been reported as an important producer of 

aflatoxin. In this research, antagonistic bacterial agents were isolated from pistachio orchards in 

Yazd province, Iran, and their antagonistic properties were investigated on A. flavus isolates. 

Materials & Methods: Different isolates of Bacillus sp. and Aspergillus sp. were isolated from      

different pistachio orchards in Yazd. A. flavus species were identified and various biochemical 

and molecular characteristics of bacterial isolates were investigated. Also, the antibiosis properties 

and production of antibiotics and effect of extracellular secretion, antifungal volatile substances 

and siderophore of the isolates were evaluated on A. flavus. 

Results: According to the results of biochemical and molecular tests, all isolates were identified 

as Bacillus. Strain Pr3 had the most effect with 95% and strains Pr5 and Pr7 had the least effect on 

A. flavus with 50%. The results of the antibiotic production test using chloroform method showed 

that isolates Pr3 and Pr7 had the highest and lowest antibiotic production with 84.35 and 38%,    

respectively. In this study, isolates Pr1, Pr2, Pr3 and Pr9 significantly produced extracellular     

secretion, siderophore and antifungal volatile substances and showed different amounts of effect 

on A. flavus. 

Conclusion: According to the results obtained from this research and the findings of other related 

researches, different Bacillus species and their metabolites have high antagonistic properties 

against A. flavus, which can be used as an effective and promising method to inhibit the growth of 

the fungus and to prevent the production of aflatoxin. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 2041( تابستان 55سال شانزدهم شماره دوم )پیاپی 

 201-255صفحات 

 آسپرژيلوس فلاووس شده از باغات پسته روی قارچ تاثیر عوامل باکتريايی آنتاگونیست جدا
 1زاده، مهرداد صالح*2سعیده دهقانپور فراشاه

 استادیار، گروه کشاورزی، دانشگاه پیام نور، تهران، ایران.1
 کشاورزی، دانشگاه شیراز، شیراز، ایران. دانشجو دکتری، گروه بیماری شناسی گیاهی، دانشکده2

 چکیده

آسپرژیلوس فلالاووس شود. گونه آفلاتوکسین در پسته و انواع مواد غذایی سبب بروز مشکلات و بیماری در افراد میسابقه و هدف: 

عنوان تولید کننده مهم آفلاتوکسین گزارش شده است. در این پژوهش عوامل باکتریایی آنتاگونیست از باغات پسته اسلاتلاان یلازد به

 بررسی شد.آسپرژیلوس فلاووس ها روی قارچ سازی و میزان خاصیت آنتاگونیستی آن جدا

آسپرژیلوس فلالاووس های از باغات پسته استان یزد جداسازی و گونهآسپرژیلوس و باسیلوس های مختلف جدایهها: مواد و روش

های باکتریایی مورد بررسی قرار گرفت. همچلانلایلان خلااصلایلات شناسایی شدند. خصوصیات مختلف بیوشیمیایی و مولکولی جدایه

آسپرژیلوس فلالاووس ها روی سلولی، مواد فرار ضدقارچی و  سیدروفور جدایهبیوتیک و تاثیر عصاره خارجبیوزی و تولید آنتی آنتی

 ارزیابی شد.

 59بلاا  Pr 3ها از جنس باسیلوس تشخیص داده شدند. سویه های بیوشیمیایی و مولکولی، همه جدایهبر اساس نتایج آزمونها: یافته

داشتند. نتلاایلاج صلااصلال از آسپرژیلوس فلاووس درصد کمترین تأثیر را روی  95با   Pr 7و Pr 5های  درصد بیشترین تأثیر و سویه

درصد بلایلاشلاتلاریلان و  45درصد و  53/49ترتیب با به  Pr7و  Pr3هایروش کلروفرم نشان داد که جدایهبیوتیک به آزمون تولید آنتی

سلولی، صورت معناداری مایع خارجبه  Pr9و  Pr1 ،Pr2 ،Pr3های  بیوتیک را داشتند. در این پژوهش، جدایهکمترین میزان تولید آنتی

 نشان دادند. آسپرژیلوس فلاووس سیدروفور و مواد فرار ضدقارچی تولید کردند و سطوح متفاوتی از تأثیر را روی 

هلاا  های آنو متابولیتباسیلوس های مختلف های سایر محققان، گونهآمده از این پژوهش و یافتهدستبا توجه به نتایج بهگیری: نتیجه

عنوان روشی با آینده روشن و ملاوثلار توانند بهپسته هستند که میآسپرژیلوس فلاووس دارای خاصیت آنتاگونیستی بالایی روی قارچ 

 کار روند.برای بازدارندگی رشد این قارچ و جلوگیری از تولید آفلاتوکسین به

 ، متابولیت، سیدروفور.باسیلوسبیوز، آفلاتوکسین، آنتیواژگان کلیدی: 

 1352/2/15پذیرش مقاله:                                  1352/3/25ویرایش مقاله:                                1351/12/5دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: گروه کشاورزی دانشگاه پیام نور، تهران، ایران.

  sdfarashah@pnu.ac.irپست الکترونیک:       55142955532تلفن: 

 مقدمه     

گرمسیری از خانلاواده                    گیاهی نیمه            پیستاسیا ورا            پسته با نام علمی                  

   4 1پسته یا کازو  آناکاردیاسه( از راسته افرا است که در سا                                                         

هلاای آللاوده بلاه                پسلاتلاه    گلاذاری شلاد.           میلادی توس  لینه نلاام                   

  شلاود.    آفلاتوکسین باع  بروز مشکلات و بیماری در انسان می                                              

   1B     ،2B   ،1های     ها شامل آفلاتوکسین                 ترین آفلاتوکسین              عمده    

هلاای     های متعددی از قلاارچ                  (. تاکنون جدایه               1باشند         ، می     2و   

کاتومیلاوم            و کلادوسپوریوم               ، رایزوپوس          ، آسپرژیلوس           ، پنیسیلیوم         

انلاد.      عنوان تولیدکننده اصلی آفلاتلاوکسلایلان گلازارش شلاده                                         به  

هلاای     قادر به تولید میکوتوکسیلان                          آسپرژیلوس         های مختلف             گونه    

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0صقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلالاقلاانلاه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فق  با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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آسپرژیلوس           ،   آسپرژیلوس فلاووس               های     متعددی هستند که گونه                    
  آسلاپلارژیلاللاوس نلاوملایلاوس                                        (،    A. parasiticus        پارازیتیکوس           

    A. nomius    ،)                    آسپرژیلوس سودوتاملااری        A. pseudotamari    ،)

آسلاپلارژیلاللاوس           ( و     A. bombycis        آسپرژیلوس بامبیلاسلایلاس                  

هلاای ملاهلام         عنوان تولیدکلانلانلاده                به      (   A. ochraceus      اکراس وس        

که آملاریلاکلاا             1 15(. از سا            4و 2اند       آفلاتوکسین گزارش شده                   

دلیل آلودگی بلاه                های صادراتی ایران و ترکیه را به                               بخشی از پسته            

آفلاتوکسین توقیف نمود، موضوع آفلاتوکسین و اهمیت آن در                                                     

    خصو  محصولات خشکباری بیشلاتلار ملاورد                              صنایع غذایی به              

( گزارش کردنلاد               5 15توجه قرار گرفت. مجتهدی و همکاران                                    

های تولیدکننده آفلاتوکسلایلان                          های پسته به قارچ                که آلودگی میوه              

( از بلاا           آسپرژیلوس پارازیتیلاکلاوس                     و     آسپرژیلوس فلاووس                   

هلاا      بندی پسته         شود و پس از برداشت و در موقع درجه                                 شروع می       

ویلاژه      هلاای ملازبلاور بلاه            با آب، میزان آلودگی به اسپلاور قلاارچ                                 

(.    3یابنلاد          ور چشمگیری افزایش می                     به    آسپرژیلوس فلاووس               

بیلاان        53 1واژه آنتاگونیسم نخستین بار توس  روبرت در سا                                               

های خود اثر آنتاگونیلاسلاتلای بلارخلای از                                   گردید. وی در بررسی                  

پلانلایلاسلایلاللایلاوم           ها را در محی  کشت مایع بیلان                              میکروارگانیزم             
ها نشان داده بود.                     ( و باکتری          Penicillium glucanum      گلوکانوم        

اولین کسی بود که به رقابت غذایی بیلان                                       1522سانفورد در سا                 

زا در آغاز آلودگی پی بلارد.                             خوار و عوامل بیماری                     عوامل پوسیده            

او مشاهده کرد که افزودن مواد آلی کاه( به خا  موجب کاهش                                                        

زمینلای نلااشلای از               آلودگی سیب زمینی به بیماری اسکب سیب                                   

شود. او در              می  (     Streptomyces scabies    استرپتومایسز اسکبیس                   

یافت که این پدیده به سبب اثرات آنتاگونیستی عوامل پوسلایلاده                                                         

بیوتیک باعلا  کشلاتلان                    ها با تولید آنتی                  خوار است. آنتاگونیست                    

ای از       شلاونلاد. پلااره          هلاا ملای       زا و صلاذف آن             عوامل بیملااری            

ها با اش ا  ف ای لازم بیمارگر را از صحنه خلاارج                                                آنتاگونیست          

نموده و از استقرار آن بر گیاه میزبان جلوگیری نموده و به ایلان                                                             

در    کلانلاد.        صورت گیاه را در مقابل آلودگی ملاحلاافلا لات ملای                                      

هلاا      های مفید یا آنلازیلام                 های بیولوژیکی از میکروارگانیسم                                روش   

ها یا در برخی ملاوارد                     برای تجزیه یا غیرفعا  کردن آفلاتوکسین                                    

صلاا ،      شلاود. بلاا ایلان             ها استفاده ملای               برای جذب مایکوتوکسین                    

ها به دلیل مزایایی مانند صذف بیشتر در ملادت زملاان                                                باکتری      

تر و عدم تولید رنگدانه، کاربرد بیشلاتلاری بلارای صلاذف                                                کوتاه     

های اسیلادلاکلاتلایلاک ملاانلانلاد                     (. باکتری          ها دارند            آفلاتوکسین         

 Saccharomyces        ساکارومایسس سرویلازیلاه                   و     لاکتوباسیلوس           

cerevisiae                                               از جمله بیشترین موارد مطالعه شده برای بلاررسلای )

های تلاخلاملایلاری،             ویژه در محصولات و نوشیدنی                        این فرآیند به             

لاکتوباسیلاللاوس             ها نشان داده است که سویه                          بررسی     (.      1هستند         
  LC-705( و        Lactobacillus rhamnosus        رامنلاوسلاوس        

بانلادشلاده و             AFB1درصد با           2/95 درصد و          5/55 ترتیب         به  

،   B1درصد از آفلالاتلاوکسلایلان                     2 وشو تا        بار شست       پس از پنج         

در پلاژوهلاش              (.    2شده به دیواره باکتری باقی مانده اسلات                                       باند    

  نوکاردیا کورینه باکتریویدز                              های   دیگری مشخص شد که باکتری                       

    Nocardia corynebacterioides DSM12.676    ،)           رودوکوکوس
،   (   DSM20.151 ،Rhodococcus erythropolis          اریتروپلاللایلاس          

ملالالاایلالالاکلالالاوبلالالااکلالالاتلالالاریلالالاوم فلالالاللالالاورانلالالاتلالالانلالالایلالالاورنلالالاس                                                                                                             
    Mycobacter iumfluoranthenivorans DSM 44.556     )   و

 لاور     بلاه  (     Bifidobacterium lactis        بیفیدوباکتریوم لاکلاتلایلاس                    

(. بلاررسلای اثلار               م ثری قادر به تجزیه آفلاتوکسین هستنلاد                                       

  N. corynebacterioides DSM12.676سللاوللای       عصاره خارج          

  23نشان داد که این عصلااره پلاس از                               B1روی آفلاتوکسین               

که عصاره          صالی    درصد آفلاتوکسین را تجزیه کرده در                                 25ساعت،       

نلالاوکلالااردیلالاا کلالاوریلالانلالاه بلالااکلالاتلالاریلالاویلالادز                                                                                    سلالاللالاوللالای       خلالاارج    
    DSM20.151 N.corynebacterioides        درصلاد        55( صلادود

سلاللاوللای       را تجزیه نموده بود. عصلااره خلاارج                                1Bآفلاتوکسین           

بلایلاش     (   M. fluoranthenivoransمایکوباکتریوم فلورانتنیورنس                               

ساعت تجزیه کرد و پس                       3درصد آفلاتوکسین را در  ی                           55از    

(. آلبرتز و             5ساعت آفلاتوکسینی در محی  وجود نداشت                                        5از    

رودوکلاوکلاوس           ( گزارش کردند که در ص ور                          2552همکاران           
درصلاد        22ساعت،         2 مدت     ( به    R. erythropolisاریتروپلیس              

ها نشان داده است                  (. نتایج بررسی              5تجزیه شد              1Bآفلاتوکسین           

اسلاتلانلاوتلاروفلالاوملاونلااس ملااللاتلاوفلایلاللایلالاا                                                                                هلاای   کلاه بلااکلاتلاری         

    Stenotrophomonas maltophilia   )   جلادایلاه بلااسلایلاللاوس               و  

درصد کاهش کومارین در تلاجلازیلاه                              55درصد و          52ترتیب با            به  
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هلاا،     در میلاان بلااکلاتلاری                .نقش دارند           1Bکومارین و آفلاتوکسین                     

های محیطی مختلاللاف و                     ها به دلیل تحمل بالا به تنش                          باسیلوس       

عنوان نوعی پروبیوتیک بالقوه، مورد توجه زیادی                                                ها به     کاربرد آن         

( نشان داد که استلافلااده از                           155        سومارتیا        (.      15اند       قرار گرفته          

کاهش میزان آفلاتوکسین در بلاادام                                 باسیلوس سوبتیلیس باع                      

هلاا     (. یافته        11شود       می    آسپرژیلوس فلاووس               های آلوده به              زمینی     

قارچی توسلا  سلاویلاه                 سری ترکیبات ضد              مشخص کرد که یک              

شود که از           تولید می          (   B. subtilis B-FS06    باسیلوس سوبتیلیس                

کند. اصتما  داده شلاده                      جلوگیری می              آسپرژیلوس فلاووس               رشد     

باع  این فعاللایلات                   Bacillomycin Dاست که ترکیباتی از قبیل                         

( دو آنلااللاو              2551(. ملاویلان و هلاملاکلااران                     12شود       می  

Bacillomycin D       باسیلوس سوبتیلیلاس                شده توس  جدایه                تولید  

    B. subtilis AU195   )                                     را خالص و مشاهده نمودند که ایلان دو

را    آسپرژیللاوس فلالاووس                 ترکیب فعالیت بازدارندگی از رشد                                

   Iturin( گزارش کلاردنلاد کلاه                1551(. اونو و کیمورا                    2دارند         

قادر به جلوگیری از تولید                            باسیلوس سوبتیلیس                لیدشده توس              تو  

(.    14اسلات           آسپلارژیلاللاوس فلالاووس               آفلاتوکسین صاصل از                   

بلایلاوتلایلاک ایلاتلاوریلان                ( مشاهده کرد که آنتی                    1552    دهاری       چو  

بلااسلایلاللاوس پلاوملایلاللاوس                                                               وسلایلاللاه سلاویلاه            شلاده بلاه        تولید     

    B. pumilus  Y1             کننده آفلاتوکسلایلان                 های تولید         ( از رشد قارچ

  باسیلوس سوبتیلاللایلاس                همچنین کاربرد                   (.    13کند       جلوگیری می          

  آسپرژیلوس فلالاووس               ساعت قبل از آلودگی به                         35روی  رت         

در شرای  مزرعه، از آلوده شدن  رت به آفلاتوکسین جلوگیری                                                       

  سودوموناس پلاوتلایلادا                              ای از       در پژوهشی دیگر سویه                       (.    19کرد       

    Pseudomonas putida   )            آسلاپلارژیلاللاوس           زایلای      شدت بیماری

زمیلانلای را          و میزان آغشتگی به آفلاتوکسین روی بادام                                         فلاووس     

هلاای بلااکلاتلاریلاایلای               (. در بررسی دیگر اثر سویه                         12کاهش داد            

رالستونیلاا سلاولانلااسلاه                   ،   (RCB 3,RCB 6(  باسیلوس سوبتیلیس                
آمفی باسلایلاللاوس              ( و     Ralstonia solanacearum RCB 5      آروم    

( را روی          Amphibacillus xylanus RCB27        گلالازیلالالانلالاوس       

بلالالاخلالاش فلالالالاوی                                                                          آسلالالاپلالارژیلالالاللالاوس           هلالاای       جلالادایلالالاه     

    Aspergillus sectionFlavi                        ها نشلاان         ( بررسی نمودند. نتایج آن

های باکتریایی تحت شرای  ملاحلایلاطلای                               داد که هر کدام از سویه                      

و کلااهلاش آفلالاتلاوکسلایلان                          آسپرژیلوس           خاصی قادر به کنتر                     

ها بر کاهش رشد و توللایلاد                        (. با توجه به تاثیر باکتری                           1هستند         

پلاژوهلاش           ، در ایلان        آسپرژیلوس فلالاووس               آفلاتوکسین توس                 

عوامل باکتریایی آنتاگونیست از باغلاات پسلاتلاه اسلاتلاان یلازد                                                    

ها روی جدایه              میزان خاصیت آنتاگونیستی آن                            و سازی شدند             جدا   

 مورد ارزیابی قرار گرفت.                       آسپرژیلوس فلاووس                 
 

 ها  مواد و رو           

های بلااکلاتلاری:             و جدایه       آسپرژیلوس           های     جداسازی قارچ                الف(    

های باکتلاری از               و جدایه       آسپرژیلوس           های     برای جداسازی قارچ                 

 باغات پسته از دو روش زیر استفاده گردید:                                         

هلاای       آوری شده شامل پسلاتلاه                  های جمع       در این روش نمونه                  -1

هلاای روی درخلات بلاا                 خشک ریخته شده پای درخت، پسته                            

پوست شکاف خورده، بدشکل، دارای للاکلاه در پلاوسلات و                                             

 لاور مسلاتلاقلایلام روی                                  های ضب  پستلاه، بلاه                ضایعات ترمینا               

PDA    Potato Dextrose Agar             .کشت شدند ) 

هلاا و      دست آوردن اسپورهای قلاارچ                       در روش دوم برای به                      -2

ها صاوی محلایلا  کشلات                  های باکتری از سط  با ، پلیت                           جدایه     

PDA         های مختلف با  و در ارتلافلااعلاات ملاتلافلااوت                                    در قسمت

ها در اواخر تابسلاتلاان                     دقیقه قرار گرفت. نمونه                        45درخت صدود           

آوری شدند. سپس با بستلان                        ها جمع      هنگام رسیدگی کامل میوه                      به  

  25ها به آزمایشگاه منتقل و در انکوباتور با دملاای                                              درب پلیت        

های انتلاخلااب شلاده                  جدایه     درجه سلسیوس گرماگذاری شدند.                             

های بعدی در آب مقطر استلاریلال و در                                   من ور انجام آزمایش                    به  

درجه سلاللاسلایلاوس( نلاگلاهلاداری شلادنلاد.                              3دمای یخچا               

های یزد، میبد، اشکذر، خاتم و مهریلاز                                    برداری از شهرستان                   نمونه     

 (.    1صورت گرفت  جدو                

هلاای     برای شناسایی گلاونلاه                 های آسپرژیلوس:                ب( شناسایی گونه               

 MEA (Malt Extract Agar)از سه محی  کشت                آسپرژیلوس           

                              25گرم عصلااره ملااللات، یلاک گلارم پلاپلاتلاون،                                 25 صاوی       

گرم آگلاار در یلاک للایلاتلار آب ملاقلاطلار(،                                                     25گرم گلوکز و             

CYA (Czapek Yeast Extract Agar)                   صاوی یک گلارم دی 

لیتر زاپکس غلی ، پنج گرم                            میلی      15پتاسیم هیدروکسی فسفات،                        
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لیتر آب         گرم آگار در یک                19گرم سوکروز و                45عصاره مخمر،             

کلاه      به است نای این                 CYA مانند محی  کشت                  CY20Sمقطر( و         

گرم سوکروز اضافه گردید( استفاده شد. در                                          255در این محی              

ها، عم ، ساخلاتلاار،                  ها، رن  کنیدیوم               بررسی ماکروسکوپی قارچ                     

خوردگی پرگنه و ص ور یا عدم ص ور قطراتی روی                                            نحوه چین        

ها مورد ارزیابی قرار گرفتند. برای شلانلااسلاایلای                                           پرگنه و رن  آن              

از کلیدهای شناسایی و منابلاع علاللاملای                                 آسپرژیلوس           های     جدایه     

 (.  15و 15استفاده شد              

هایی که قادر به رشد در این محلایلا  بلااشلانلاد در شد. باکتری

دار محی  است، توانند از سیترات که تنها عامل کربنصقیقت می

بلاللاو          استفاده کنند و در مجاورت معرف رنگی بلاروملاوتلایلاملاو 

  Bromo Thymol Blue  )رنلا  آبلای درآیلانلاد. در غلایلار   به

علت عدم رشد باکتری و عدم ت ییر رن  محلایلا  صورت به این

 .آزمایش سیترات منفی است

هلاا باکتلاریی باکتری: ها د( بررسی خصوصیات مولکولی جدایه

ساعت روی محیلا  کشلات تلاکلا لایلار شلادنلاد و  23مدت به

  cfu/mlسوسپانسیونی با غل ت صدود
از هر باکتری در آب   15 

ها بلار اسلااس جدایه ژنومی DNAمقطر تهیه گردید. استخراج 

برای تلاعلایلایلان (.  25( انجام شد  2552روش پالو و همکاران  

 16srRNAجایگاه فیلوژنتیکی از آغازگرهای مربوط به ناصلایلاه 

 Fd2 (5`- A A  TTT A TCA T   CTC A -3`)شامل 

 RP1 (5`- AC   TT ACCTT  TTA C A CTT -3`)و 

ای به قطعه  ای پلیمراززنجیرهدر  ی انجام واکنش استفاده شد و 

(. قطعات صاصل از واکنش 21    جفت باز تک یر شد 1955 و  

یابی به شرکت سینوهه ارسلاا  و برای توالی  ای پلیمراززنجیره

                   Seqmanافلازار یلاابلای بلاا نلارمقطعات صلااصلال از تلاواللای

  DNASTAR Inc., Madison, Wis. مورد تجزیه و تلاحلاللایلال )

 قرار گرفتند.

 آسپلارژیلاللاوس فلالاووسپتانسیل مهار رشد قارچ   بیوز:ه( آنتی

زمان در محیلا  های جداشده با آزمایش کشت همتوس  باکتری

هلاای کشلات با سه تکرار انجام شد. از پتری دیش PDAکشت 

عنوان کنتر  منفی اسلاتلافلااده شلاد. شده با قارچ بدون باکتری به

 دست آمد: به 1درصد ممانعت رشد توس  فرمو  

*   رشد قارچ بدون ص ور باکتری/ رشدقارچ در ص ور  155

 ( = درصد ممانعت رشد1 -باکتری( 

این آزمون با استفلااده از بلاخلاار بیوتیک:  و( بررسی تولید آنتی

( با سه تکرار انلاجلاام 1554کلروفرم مطاب  روش والر و کو   

به نسبلات  (PDA+NA(. در این روش، از محی  کشت 22شد  

های صاوی محلایلا   ( استفاده شد. شاهد در این آزمون پلیت1:1

قلاارچ   هلاای ریسلاهکشت بدون کشت باکتری بود. میانگین رشد 

 مقایسه گردید.  1عامل بیماری با شاهد براساس فرمو  

 آوری.های باکتری و محل جمعنام جدایه :1جدو 

 آوریجمع محل نام جدايه رديف

1 Pr1 چرخاب -اشکذر 

2 Pr2 صسن آباد -میبد 

4 Pr3 شهریاری -خاتم 

3 Pr4  1یزد) 

9 Pr5 گاریزات -دهشیر 

2 Pr6 منگاباد -مهریز 

  Pr7 اصمداباد -اردکان 

5 Pr9  2یزد) 

پلاس از ی باکتری: ها ج( بررسی خصوصیات بیوشیمیایی جدایه

ساعت رشد، از هر جدایه باکتری روی محی  کشلات آگلاار  23

برای مشاهده تلاوللایلاد   آمیزی گرم استفاده شد.م ذی برای رن 

کار رفلات. درصد ساکارز به 9لوان محی  آگار م ذی به اضافه 

درجه سللاسلایلاوس،  25روز نگهداری در دمای  9الی  4پس از 

عنوان تولید للاوان دار و گنبدی شکل بههای لعاب تشکیل کلونی

 5/2ها با افلازودن  هیدرولیز نشاسته توس  جدایه  تلقی گردید.

نشاسته به محی  آگار م ذی بررسی شد. بعد از کشلات  درصد

درجلاه  25الی  29ها به مدت پنج روز در دمای  باکتری، محی 

سلسیوس نگهداری شدند. سپس محلو  لوگل  ید در یلادور 

ای ریخته شد که تمام سط  پتاسیم( روی محی  کشت به اندازه

ای روشلان در ا لاراف  محی  کشت را فرا بگیرد. پیدایش هاله

از محی  کشت سیملاون   عنوان نتیجه م بت تلقی شد.ها به کلونی

( برای تعیلایلان قلادرت Simmons Citrate Agarسیترات آگار  

دار موجود در محی  اسلاتلافلااده عنوان تنها عامل کربنباکتری به
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این آزمون مطلاابلا  سلولی: ز( بررسی تأثیر ترشحات مایع خارج

انلاجلاام      NB( و در محی  کشلات1553روش سین  و دورا   

های متفلااوت  (. برای بررسی تأثیر این عصاره، از غل ت24شد  

درصد استفاده گردید. در این آزمون، شاهد شلااملال  29و  19، 9

هلاای  محی  کشت مایع بدون باکلاتلاری بلاود کلاه از صلاافلای

میکرونی عبور داده شد. درصد بازدارندگی  5/2میکروبیولوژیک 

 محاسبه شد. 1از رشد قارچ عامل بیماری بر اساس فرمو  

این آزمون مطاب  روش ح( بررسی تولید مواد فرار ضدقارچی: 

هلاای شلااهلاد  (. پللایلات23( انجام شد  1554فیدامن و روزا   

های صاوی قارچ  بدون کشت باکتری بودند که پلیت NAصاوی 

ها قرار گرفتند و با پارافیلم کاملا مسدود شدند. درصلاد روی آن

 محاسبه گردید. 1بازدارندگی از رشد قارچ  ب  فرمو  

روش گیلز و شیلاپلارز     این آزمون بهط( بررسی تولید سیدروفور: 

(. در این روش، به محی  کشت کینلاگلاز 29( انجام شد  1554  

 29و  19، 9های مخلاتلاللاف آهلان   غل ت (King’s B)بی 

هلاای  ظرفیتی( اضافلاه شلاد. جلادایلاه 4میکرومولار کلرید آهن 

متلاری از صلااشلایلاه باکتریایی در سه نقطه، به فاصله یک سانتی

 9زملاان یلاک قلار   ور هلامای و به صورت نقطهها به پلیت

هلاا کشلات  متری از صاشیه کشت تازه قارچ در مرکز پلیلات میلی

گلاذاری در  ساعت گرمخانه 35داده شد. پس از گذشت صدود 

هلاای  درجه سلسیوس، اندازه منطقه بازدارندگی در غللا لات 25

 مختلف آهن با همدیگر مقایسه شدند. 

 هايافته

در این پژوهلاش های آسپرژیلوس فلاووس: الف( شناسایی گونه

تعداد زیادی سویه قارچ و باکتری جداسازی و سلاپلاس گلاونلاه 

 شناسایی گردید. آسپرژیلوس فلاووس 

 9 ها: از مجموع  های بیوشیمیایی برای باکتریب( نتایج آزمون

های مختلف اسلاتلاان  نمونه گرفته شده از باغات پسته شهرستان

دست آمد که در آزمون کشلات جدایه باکتریایی به  4یزد، تعداد 

آسپرژیللاوس فلالاووس ها روی قارچ متقابل، اثر بازدارندگی آن
هلاای مورد بررسی قرار گرفت. بلار اسلااس نلاتلاایلاج آزملاون

تشلاخلایلاص داده باسیلوس ها از جنس بیوشیمیایی، همه جدایه

 آورده شده است. 2شدند که نتایج آن در جدو  

بلاا تلاوجلاه بلاه یلاابلای: ای پلیمراز و تواللایج( واکنش زنجیره

کار رفته که برای جنس باسیلوس عمومی هستنلاد، آغازگرهای به

جفت  1955های باکتریایی مورد آزمایش قطعه برای تمام جدایه

های بیلاوشلایلاملایلاایلای باز تک یر شد که با نتایج صاصل از آزمون

یلاابلای ، سه جدایه برای توالیPCRمطابقت داشت. پس از انجام 

یلاابلای، درخلات اساس نتایج صاصل از توالی انتخاب شدند و بر

 (. 1فیلوژنی رسم شد  شکل 

 های باکتری.های بیوشیمیایی جدایهنتایج آزمون :2جدو 

 رديف
نام 

 جدايه

آزمون 

 گرم

آزمون 

 لوان

آزمون 

 نشاسته

آزمون 

 سیترات

1 1Pr + - + + 

2 2Pr + + + + 

4 3Pr + + + + 

3 4Pr + + + + 

9 5Pr + - + + 

2 6Pr + + + + 

  7Pr + + + + 

5 9Pr + + + + 

یابی قطعات مرتب  با بلاخلاشلای از توالیدرخت فیلوژنی صاصل از :  1شکل 

های موجود در بانک ژن، روش باکتری و مقایسه با جدایه 16srRNAناصیه 

Maximum likelihood. 

در بالا( شباهت   Pr2    S7   )Aجدایه با بررسی درخت فیلوژنی 

بلااسلایلاللاوس و باسیلوس سوبتلایلاللایلاس بسیار بالایی به گونه 
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های  جدایهداشت و  (B. amyloliquefacians)آمیلولیکوفسینس 

Pr5    S8ی (  صلقهA و )Pr9    S6   )B   هلاای     گلاونلاهدر بالا( با

B. subtilis subsp. subtilis،  وB. subtilis subsp. iranicus 

هلاای             دارای تشابه نوکللا لاوتلایلادی بلاالایلای بلاودنلاد. جلادایلاه

الیسیکلاللاوبلااسلایلاللاوس اسلایلادوکلااللاداریلاوس        مربوط به گونه 
(Alicyclobacillus acidocaldarius) علالانلالاوانبلالاهout group  

  mega-5در بالا( درخت فیلوژنی با نرم افلازار Cانتخاب شدند  

 رسم گردید. 955استرپ با بوت

سلاازی ها و خالصسازی باکتریپس از جدابیوز: د( آزمون آنتی

آسلاپلارژیلاللاوس فلالاووس هلاای بیوز با قارچها آزمون آنتیآن

جداسازی شده صورت گرفت و میزان منطلاقلاه بلاازدارنلادگلای 

(. نلاتلاایلاج 2گیری شد  شکل ها روی محی  کشت اندازه جدایه

 59با   Pr3ها نشان داد که سویهدست آمده از مقایسه میانگین به

درصلاد،  95بلاا   Pr7و  Pr5های درصد بیشترین تأثیر و سویه

داشلاتلانلاد          آسلاپلارژیلاللاوس فلالاووس کمترین تأثیر را روی 

 (. 2و 1  نمودار

1Pr 2Pr 3Pr 4Pr 

5Pr 6Pr 7Pr 9Pr 

 آسپرژیلوس فلاووس.های مختلف باکتری روی بیوز جدایهآزمون آنتی: 2شکل 

های باکتریلاایلای در بلاازدارنلادگلای از رشلاد  نمودار تأثیر جدایه:  1نمودار 

های دارای صروف مشلاتلار  ستونبیوز. در آزمون آنتی آسپرژیلوس فلاووس

 داری با یکدیگر ندارند. تفاوت معنی

 1ها در سلاطلا   نتایج تجزیه واریانس نشان داد که بین جدایه

ها نسبت بلاه  دار وجود دارد و تمامی جدایهدرصد تفاوت معنی

 دار دارند. شاهد تفاوت معنی

روش بیوتلایلاک بلاه نتایج آزمون تولید آنتیبیوتیک:  ه( تولید آنتی

 45و  53/49با ترتیب به  Pr7و Pr3کلروفرم نشان داد که جدایه 

 (.2درصد بیشترین و کمترین میزان را داشتند  نمودار 

های آنتلااگلاونلایلاسلات  بیوتیک توس  جدایه نمودار میزان تولید آنتی:  2نمودار 

هلاای دارای صلاروف به روش کلروفرم. سلاتلاون  آسپرژیلوس فلاووس  روی

 داری با یکدیگر ندارند.مشتر  تفاوت معنی
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دسلات آملاده در آزمون تجزیه واریانس نیز بر اساس نتایلاج بلاه

دار  درصد با شاهد تفلااوت ملاعلانلای 1ها در سط   تمامی جدایه

 .داشتند

آسلاپلارژیلاللاوس ها روی سلولی آنتاگونیستو( ترشحات خارج

 مایلاع   Pr9و Pr1 ،Pr2 ،Pr3های  در این آزمون جدایهفلاووس: 

روی سلولی تولید کردند و درصدهای متفاوتی از تأثیر را خارج

(. 3و4و نلاملاودار   4نشان دادند  جدو  آسپرژیلوس فلاووس

های تولیدکننده ترشحات  دست آمده نشان داد که جدایهنتایج به

درصد دارای تلافلااوت  1به شاهد در سط  سلولی نسبتخارج

 دار بودند. معنی

سلوللای چلاهلاار های مختلف عصاره خارجمن ور تاثیر غلطتبه

 به محی  کشت آسپرژیلوس فلاووس جدایه آنتاگونیست روی 

 29و  19، 9های مختلف آهن   غل ت (King’s B)کینگز بی 

ظرفیتی( اضافه شد(، نتایج نشلاان داد  4مولار کلرید آهن میکرو

ها در صد مشابهی روی قلاارچ ملاورد های جدایهکه همه غل ت

هلاای ملاخلاتلاللاف ایلان بررسی تاثیر گذاشتند و در میان غل ت

 (.3بود  نمودار  Pr3ها بیشترین تاثیر مربوط به جدایه  جدایه

سلولی هر جلادایلاه های مختلف عصاره خارجمیانگین تاثیر غل ت  : 4جدو  

 آسپرژیلوس فلاووس.روی 

 هاجدايه خارج سلولیعصاره تولید 

 شاهد 00.00

23.39 Pr1 

36.7 Pr2 

45.39 Pr3 

00.00 Pr4 

00.00 Pr5 

00.00 Pr6 

00.00 Pr7 

00.00 Pr8 

26.18 Pr9 

اند در صلایلان انلاجلاام هایی که با عدد صفر مشخص شدهسویه

دسلات ها بلاهها با مشکل مواجه شدند و ا لاعاتی از آنآزمایش

سلاللاوللای منزله عدم تولید عصاره خلاارجنیامد اما این مطلب، به

نیز نشان داده شلاده اسلات  4نمودار   درگونه که نیست. همان

با بیشترین درصد بازدارندگی بهترین جدایه از ن لار  Pr3جدایه 

 سلولی ارزیابی شد. تولید عصاره خارج

هلاای  سلولی بین جلادایلاهخارجعصاره نمودار مقایسه میزان تولید :  4نمودار 

 .آنتاگونیست

های ملاخلاتلاللاف عصلااره تاثیر غلطتنمودار مقایسه میزان :  3نمودار 

 فلاووس. آسپرژیلوسی آنتاگونیست روی هاسلولی جدایه خارج

هلاای در این آزملاون جلادایلاهز( نتایج بررسی تولید سیدروفور: 

Pr1 ،Pr2 ،Pr3 وPr9 صورت معناداری در سط  اصتما  یلاک به

ای میانگین درصد درصد سیدروفور تولید کردند. نمودار مقایسه

آسپرژیلوس فلالاووس ها روی تاثیر سیدروفور هر یک از جدایه

 آمده است.  9در نمودار 

ها روی ای میانگین تاثیر سیدروفور هر یک از جدایهنمودار مقایسه:  9نمودار 

 آسپرژیلوس فلاووس.
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در ایلان آزملاون ح( نتایج بررسی تولید مواد فرار ضدقارچی: 

سلولی کرده بودند، مواد فلارار هایی که تولید عصاره خارججدایه

ضدقارچی نیز تولید نمودند که بیشترین میزان تولید ایلان ملاواد 

دست آملاده صورت گرفت. بر اساس نتایج به  Pr9توس  جدایه

تولید مواد فرار ضدقارچی   Pr9و Pr1 ،Pr2،Pr3های فق  جدایه

آسپلارژیلاللاوس فلالاووس کردند که تاثیر هر چهار جدایه روی 

 (.  2دار بود  نمودار نسبت به شاهد دارای تفاوت معنی

ها دریافتند که جمعیت                        ( نیز مطابقت داشت. آن                     1 15همکاران           

ملادت     درجه سلسیوس بلاه                55صتی در دمای             باسیلوس         های       گونه    

  باسیلوس سوبتلایلاللایلاس                    مانند و جمعیت گونه                    دقیقه زنده می               15

  155دقیقه در دمای کمتر از                         45مدت     دهی خا  به          بعد از بخار             

صلااللات اوللایلاه            سرعت بلاه       درجه سلسیوس بعد از چند روز به                             

(. نتایج این بررسی نشان داد کلاه بلارخلای از                                         2گردند           برمی    

  59دگلای     با میزان بازدارن                  Pr3مانند جدایه             باسیلوس         های       جدایه     

  آسپرژیللاوس فلالاووس               بیوز بالایی روی پرگنه                      درصد تاثیر آنتی               

های محققان دیگر مطابقت داشلات.                              داشتند که این نتایج با یافته                            

  باسیلوس پومیلوس               سویه        2( نیز اثر            155مونیمبازی و بولرمن                      

را در جلوگیری از تولید آفلاتوکسین مورد ارزیابی قرار دادند و                                                            

مشاهده کردند که در مجموع درصد بازدارنلادگلای از تلاوللایلاد                                                   

همچنلایلان بلاوتلاون و                    (.    25درصد بود              55/2-55آفلاتوکسین           

باسیللاوس         ( گزارش کردند که ترکیبات خاصی از                                  2554پلوسو         

کند و مانع            جلوگیری می            آسپژیلوس        های     از رشد گونه             پومیلوس       

(. چان          25شود       زنی اسپور می            از  ویل شدن میسلیوم و جوانه                           

  باسلایلاللاوس سلاوبلاتلایلاللایلاس                                              ( نشان دادند جدایه                   255و هو        

     )NK-330                                         از رشد قارچ و تولید آفلاتلاوکسلایلان در شلارایلا

باسیلوس         هایی از تأثیر               . گزارش       (   45    کند     آزمایشگاه ممانعت می                   

آسلاپلارژیلاللاوس                         در جلوگیری از رشد میسللایلاوملای                              سوبتیلیس        
وجلاود دارد.  لابلا                   آسپرژیلوس فلاووس               و   (     A. niger    نیجر      

سلاللاو       (، ترشحات مایع برون                   2555تحقیقات ردی و همکاران                         

 ور ملا ثلاری از رشلاد قلاارچ                       به    باسیلوس سوبتیلیس                باکتری        

              1Bدرصد( و تولید آفلالاتلاوکسلایلان                           25        آسپرژیلوس فلاووس               

درصد( ممانعت کرد که این گزارش با نلاتلاایلاج پلاژوهلاش                                                95    

. همچنین ملاطلااللاعلاات فلارزانلاه و                           (   41  صاضر همخوانی دارد.                    

باسلایلاللاوس سلاوبلاتلایلاللایلاس                  ( نشان داد سویه                 2511همکاران           

UTBSP1                درصدی         59توانایی کاهشAFB1             هلاا    را دارد. آن

دللایلال      گزارش کردند که فعالیت تخریبی این سویه اصتملاالا بلاه                                               

سلولی باشد. نتایج پژوهش دیگری مشلاخلاص                                    های خارج        آنزیم     

و     BSP1   ،BSP4   ،BSP5    باسیلوس سوبتیلیس                    های   کرد که سویه           

BSP38         شده از میوه پسته، تأثیر چشمگیری بر کاهش                                         جداسازی

هلاای     . همچنین یافلاتلاه              (   42    میزان آفلاتوکسین میوه پسته داشتند                                  

ای میانگین تاثیر مواد ضدفرار قارچی هلار یلاک از نمودار مقایسه:  2نمودار 

 آسپرژیلوس فلاووس.ها روی جدایه

 بح      

از پسته و ضایعات باغات                          جداشده      های       مطالعه و ردیابی باکتری                      

هلاای       پسته در منا   مختلف استان یزد نشان داد که تنوع گلاونلاه                                                   

باشد و بسلایلااری از ایلان                      باکتریایی در این باغات بسیار بالا می                                   

آسلاپلارژیلاللاوس           ها پتانسیل بازدارندگی از رشلاد قلاارچ                                     باکتری      
های گرم سا  دمای بالای خا                            پسته را دارند و در ماه                        فلاووس     

کنند. تاکنون تحلاقلایلاقلاات زیلاادی روی                                  راصتی تحمل می             را به     

هلاای       ها در اکوسیسلاتلام                فرمولاسیون عوامل بیوکنتر  و معرفی آن                                   

کشاورزی انجام شده است ولی هنوز موفقیت زیلاادی در ایلان                                                    

دست نیامده است زیرا بیوکنتر  تحت تلاأثلایلار علاواملال                                              زمینه به        

گیلارد و هلانلاوز خلایلاللای از                       مختلف زنده و غیرزنده قرار می                            

ها با عوامل میکروبی ناشناخته است. امرت و                                          های آن        کنش     برهم    

هلاا      بلااسلایلاللاوس       کردند که اسلاپلاور                گزارش       (     1555هندلزمن           

در و  میلیاردها سا  به تکاملال                                باسیلوس سوبتیلیس                بخصو        

(.    22ها ت مین شده اسلات                    رسیده و مقاومت و  و  عمر آن                           

این موضوع، همچنین با نتایج صاصل از تحقیقات بلارادبلانلات و                                                      
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بلاا      باسیلوس سوبتیلاللایلاس                باکتری          1BSPدیگر نشان داد جدایه                     

جلوگیری کامل از تولید بیومس قارچ در محی  کشلات ملاایلاع                                                   

PDB                              4هلاای     ، بیشترین تاثیر را داشت. جدایلاهBSP   ،5BSP     و

38BSP    درصلاد        25/54و     31/ 2،   95/55ترتیب باع  کاهش                 به

درصدی میلازان               22/12و     21/55،   52/59بیومس قارچ و کاهش                   

نسبت به شاهد بدون باکتری شدند و همبستگی                                           1Bآفلاتوکسین           

داری بین میزان کاهش بیوملاس قلاارچ بلاا ملاقلادار                                         منفی معنی         

های دیلاگلار          بررسی     .     (   44    تولیدی وجود داشت                  1B آفلاتوکسین         

قلاادر        WF2020    آمیلولیکوفسینس                  باسیلوس       نشان داد که سویه                  

لیلاتلار      میکروگرم در میلی                  5تا      1را بین          AFB1 ور موثر          است به      

اللای        4ترتیب       بهینه برای فعالیت آن به                          pتجزیه کند و دما و                   

ها همچنین نشان دادند کلاه                         درجه سلسیوس گزارش شد. آن                          39

این سویه قادر است در رشد قارچ اخلاتلالا  ایلاجلااد کلانلاد و                                                 

نیز دارای پتانسیل                       سلو  باکتری           ترشحات مایع برون                این       بر    علاوه    

ای در صفاظت ملاواد غلاذایلای از آللاودگلای بلاه                                     امیدوارکننده            

 (.    43آفلاتوکسین است                 

هلاای بلااکلاتلاریلاایلای               در پژوهش صاضر مشخص شد که گلاونلاه                             

بیوتیک، مواد فلارار ضلادقلاارچلای و                             آنتاگونیست با تولید آنتی                        

آسلاپلارژیلاللاوس           سیدروفور دارای اثر بازدارندگی بالایی روی                                         

های       اند که سویه           های مختلف نیز نشان داده                       یافته     بودند.          فلاووس     

دارای پتانسیل کنتر  زیسلاتلای بلار                                باسیلوس سوبتیلیس                مختلف       

بیوتیکی مانند لیپوپپتیلادهلاایلای                             اساس توانایی تولید ترکیبات آنتی                               

ن یر خانواده فنجایسین، ایتورین و سورفکتین هسلاتلانلاد. ایلان                                                      

ترکیبات دارای فعالیت ضدقارچی قوی در برابر  یف وسیلاعلای                                                     

ها نشان داده اسلات کلاه                     های گیاهی هستند. گزارش                      از پاتوژن         

  بلااسلایلاللاوس       و     باسیلوس سوبتیلیس                های     تولید ایتورین به گونه                     

محدود شده است. سورفکتین و مشلاتلاقلاات                                      آمیلولیکوفسینس              

  ، باسیللاوس کلاواگلاولانلاس                                باسیلوس سوبتیلیس                نزدیک به آن از                

    B. coagulans    ،)                 باسیلاللاوس للایلاکلانلای               و   باسیلوس پومیلوس

انلاد و تلاوللایلاد             سازی شلاده        ( جدا     B. licheniformis      فورمیس      

،   (   B. cereus        بلااسلایلاللاوس سلار لاوس             های     فنجایسین از گونه                

بلااسلایلاللاوس         ،   (   B. thuringiensis        باسیلوس تورینجینسلایلاس                   
گزارش شلاده اسلات.                    آمیلولیکوفسینس                  باسیلوس       و     سوبتیلیس        

پپتیدهای ایتورین تولیدشده تلاوسلا                                 همچنین تاثیر خانواده پلی                        

            هلاای   های مختلف باسیلوس در ممانعت از رشلاد قلاارچ                                       گونه    

مولد آفلاتوکسین در مطلااللاعلاات ملاخلاتلاللاف گلازارش شلاده                                                                             

 (.      42و 49و 2است       

 

 گیری    نتیجه     

دلیل ویژگی، کارایی، سازگاری بلاا                                های میکروبی به              آنتاگونیست          

پذیر بلاودن           محی  زیست، صفاظت از کیفیت و  عم غذا و امکان                                           

عنوان روشلای جلاذاب                 فرآیندها در هنگام کاربرد در صنایع، به                                     

دست       با توجه به نتایج به                     برای محققان در ن ر گرفته شده است.                                 

هلاای     های سایر محلاقلاقلاان، گلاونلاه                     آمده از این پژوهش و یافته                         

هلاا دارای خلااصلایلات                هلاای آن      و متابولیلات          باسیلوس         مختلف       

پسلاتلاه        آسپرژیللاوس فلالاووس               آنتاگونیستی بالایی روی قارچ                            

عنوان یک روش امیدوارکننلاده و ملاوثلار                                  توانند به         هستند که می           

برای بازدارندگی رشد این قارچ و جلاللاوگلایلاری از تلاوللایلاد                                                 

 کار روند.           آفلاتوکسین به            

 

 تشکر و قدردانی              

وسیله از تمام کسانی که در انجام مراصل مختلاللاف ایلان                                                   بدین    

 شود.    اند قدردانی می              مقاله یاری رسانده                 

 

 ملا  ات اخلاقی            

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار                                                       

سازی را در این مقلااللاه رعلاایلات                            ها و داده         دوگانه، تحریف داده                  

 .اند   کرده    

 

 تعار  م افع             

 .وجود ندارد          
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