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 چکیده

 (یولوژیکبزیستی )آنتاگونیست امیدبخش برای کنترل  هایباکتری عنوان بهجنس باسیلوس  اعضای

 Bacillus سه سویه ای عصارۀ بدون یاخته تحقیقاند. در این بیماریزای گیاهی شناخته شده های عامل

subtilis UTB96 ،B. subtilis UTB1 وB. subtilis UTB70   علیه قارچAspergillus flavus R5  به روش

( را نشان ≥55/5pرندگی )بیشترین اثر بازدا  B. subtilis UTB96کشت متقابل بررسی شد که سویۀ 

 ۀدهند نشان، هااز باکتری شده استخراجنازک با لیپوپپتیدهای  ۀلای (کروماتوگرافینگاری ) داد. رنگ

 .استدر هر سه سویه سه خانواده از لیپوپپتیدهای ایتورین، فنجایسین و سورفکتین  حضور هر

ها را در ایتورین ۀنقش بالقو، A. flavus R5قارچ ها علیه کروماتوگرام بیواتوگرافی وتحلیل تجزیه

ها در فعالیت یید نقش ایتورینتأ منظور به مشخص کرد. B. subtilis UTB96 سویۀفعالیت ضدقارچی 

بیوسنتز یا  ساخت زیست مین ژن در مسیرسو) bmyBژن ، B. subtilis UTB96 ضدقارچی سویۀ

و  PCR وتحلیل شامل تجزیه یولکولم. بررسی شدتخریب  زایی هدفمندبه کمک جهش ها(ایتورین

 بیوتیک یآنت مشخص کرد که ژن مقاومت به ها یافته جهشیافته در  افزایش ۀیابی قطعتوالی

 ۀه است. مقایسشداین ژن تخریب  ترتیب ینا بهو ( شده bmyBاسپکتینومایسین جایگزین ژن هدف )

و  ای یاخته بدون ۀت ضدقارچی عصارفعالینشان داد که مادری  سویۀبا  bmyBهای یافتهفنوتیپی جهش

اتوبیوگرافی و نیز  وتحلیل تجزیه،  A. flavusدر کشت متقابل با هایافتهجهش ۀشد استخراجلیپوپپتیدهای 

 پژوهش گویای نقش های این پسته کاهش چشمگیری یافته است. بنابراین، یافته ۀروی میو

 A. flavus R5علیه   B. subtilis UTB96 سویۀ اصلی لیپوپپتیدهای خانوادۀ ایتورین در کنترل زیستی

  .است

 

 .، لیپوپپتیدبیولوژیککنترل  ،Aspergillus ،Bacillus :گانواژکلید
 

 مقدمه

 نزدیک به آن یعنی ۀو گونAspergillus flavus  قارچ
A. parasiticus  انتشار  گسترده طور بهدر سرتاسر جهان

در خاک  (پروفیتسارست ) پوده عنوان بهیابند و اغلب می

 Dvorockovaشوند )و روی مواد آلی پوسیده یافت می

ها به آسانی محصولات مهمی مانند (. این قارچ1990

های در سال یژهو بهو پسته را  ینیزم بادام، دانه پنبهذرت، 

 A. flavusهای  جدایهکنند. اغلب کلنیزه می یسال خشک
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های (ولیتمتاب) وسازگر سوخت تولید A. parasiticus و

کنند که آفلاتوکسین می کتیدی ثانویه از مشتقات پلی

 العاده فوق های ترکیبها شوند. آفلاتوکسیننامیده می

 هستندزا برای انسان و دام زا و سرطانسمی، جهش

(Hesseltine 1965 و باعث ایجاد سرطان کبد در )

در بین محصولات کشاورزی، پسته  .شوندها میانسان

 Pittet etخطر آلودگی به آفلاتوکسین را دارد )بیشترین 

al. 1998 .) ینتر مهمآلودگی پسته به آفلاتوکسین 

ملی و  های چالشصادرات آن بوده و یكی از  چالش

و همواره کشورهای  استای این محصول با ارزش منطقه

المللی از پسته در راستای رقابت در بازار بین ۀصادرکنند

 اروپا ۀاتحادی اند.هکردیران استفاده ا ۀاین حربه علیه پست

حد مجاز آفلاتوکسین را  ۀپروند، 1929مارس  در دوم

نهایی و برای تصویب به پارلمان اروپا ارسال کرد. در این 

یا  )میكروگرم بر کیلوگرم 29و  ppb0 مصوبه اعداد

و  Bبرای حد مجاز آفلاتوکسین  (قسمت در میلیون

و  ppb21 اعداد مصرف و ۀآماد ۀآفلاتوکسین کل در پست

و آفلاتوکسین کل در  Bبرای حد مجاز آفلاتوکسین  25

 ۀ)کمیت وری بعدی تعیین شده استآپسته نیازمند فر

 (. 1929اروپا، 

ین روش مؤثرتراگرچه استفاده از سموم شیمیایی 

های گیاهی است اما خطرهای کنترل بیماری

محیطی ناشی از کاربرد سموم منجر به توجه  یستز

زیست مانند کنترل  یطمحهای دوستدار یشتر به روشب

های( زیستی )بیولوژیک( با ریزجانداران )میكروارگانیسم

خشكی در  تنشو  زیاددمای سودمند شده است. 

ها و قارچ ،این شرایط درپسته باعث شده که  های باغ

رقابت  A. flavusهایی که در حالت معمول با باکتری

 ۀدر پدید A. flavusنكرده و  رشد آسانیبه  ،کنندمی

 زیستیبرتری یابد. لذا در راستای کنترل  ،رقابت

های سودمند متحمل به دمای آسپرژیلوس پسته، باکتری

خشكی موجود در فیتوسفر پسته  (استرس) تنش بالا و

عنوان  به توانند می .Bacillus sp هایجدایه مانند

ستفاده کنترل آلودگی ا زیستی، برایفعال  های ترکیب

 شده و جایگزین سموم شیمیایی شوند. این

های  وسازگر ترشح سوخت ،رقابت راهها از آنتاگونیست

واقع  مؤثرکننده  یههای تجز آنزیمو  ضدمیكروبی

های  یكی از مسائل مهم در کاربرد عملی عامل .شوند می

های مدیریت تلفیقی دانستن کنترل زیستی در برنامه

های ضدقارچی  اغلب ترکیب .است ها آنسازوکار عمل 

وزن مولكولی کمی  Bacillus subtilisیدشده توسط تول

های یلۀ آنزیموس به( داشته و دالتون یلوک 1)کمتر از 

 (NRPSs)بزرگی به نام پپتید سینتتازهای غیرریبوزومی 

 Moyne et al. 2001, Steinشوند )ساخت )سنتز( می

رریبوزومی غی صورت بههایی که بیوتیک (. آنتی2005

شوند شامل لیپوپپتیدهای حلقوی ساخت می

فیلیک هستند که بسته به توالی اسیدآمینه و آمفی

به سه خانوادۀ اصلی  ها آنانشعاب زنجیره اسید چرب 

ها تقسیم میها و فنجایسینها، ایتورینشامل سورفكتین

ها (. سورفكتینOngena and Jacques 2008شوند )

های زیستی هستند که  سورفكتانتترین  یقو احتمال به

مایكوپلاسمایی ویروسی، ضدهای همولیتیک، ضدفعالیت

دهند ولی خود فعالیت و ضدباکتریایی نشان می

 Ongena) استضدقارچی یا نداشته و یا خیلی ضعیف 

and Jacques 2008اثرگذاری تشدیدکنندگی روی  ( بلكه

 .Maget-Dana et al) دارندآ قارچی ایتورینفعالیت ضد

آ و  ها )مایكوسوبتیلین، ایتورین. ایتورین(1992

فعالیت ضدقارچی قوی علیه طیف باسیلومایسین( 

دهند ولی ها نشان میای از مخمرها و قارچ گسترده

محدود است و فعالیت  ها آنباکتریایی فعالیت ضد

 Moyne et al. 2001, Yuدهند )ضدویروسی نشان نمی

et al. 2002, Zeriouh et al. 2011 فعالیت همولیتیكی .)

ها و ها( کمتر از سورفكتینپاستاتین ها )پلیفنجایسین

ویژه علیه  قارچی قوی بهولی فعالیت ضد استها ایتورین

 .Koumoutsi et alدهند )ای نشان میهای رشتهقارچ

2004, Romero et al. 2007aیدشده تول آ(. ایتورین

از تولید آفلاتوکسین   B.subtilis NK 330توسط سویۀ

جلوگیری کرده  A. parasiticus و  A. flavus یلۀوس به

(. دو همسان )آنالوگ( از Ono and Kimura 1991است )

 از هاییهای متفاوت از سویه با جرم Dباسیلومایسین 
B. subtilis اند که فعالیت سازی و شناسایی شدهخالص

 Moyen etند )انشان داده A. flavusآنتاگونیستی علیه 

al. 2001, Zhang et al. 2008 سویۀ .)B. pumilus 

HY1  که از سس سویا جدا شده بود، فعالیت

کنندۀ های تولیدآنتاگونیستی قوی علیه قارچ

با تولید  A. parasiticus و A. flavusآفلاتوکسین 
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 .Cho et alلیپوپپتیدهای خانوادۀ ایتورین نشان داد )

2009 .) 

 یلبه دل B. subtilis UTB96باکتری  در این تحقیق

از  R5 A. flavus داشتن فعالیت بازدارندگی قوی علیه

باسیلوس انتخاب  آنتاگونیستهای ای از باکتریمجموعه

 ۀبررسی فعالیت بازدارندگی عصار تحقیق. هدف این شد

علیه قارچ  B. subtilis UTB96 سویۀ ای یاخته بدون

در بازدارندگی از  مؤثر بیوتیکآنتیمزبور و شناسایی 

اتوبیوگرافی  وتحلیل تجزیه ۀوسیل هرشد قارچ ب

 ۀلای (کروماتوگرافینگاری ) رنگاز  ناشیهای گرماتوگرام

هدفمند با  (موتاسیون) جهش آن به کمک ییدتأنازک و 

 بیوتیکآنتی ساختزیستهای مسیر  حذف یكی از ژن

 . استمربوطه 

 

 هامواد و روش
 یط کشتو شرا ریزجانداران

و   B. subtilis UTB96 ،B. subtilis UTB1های باکتری

UTB70 B. subtilis  های باغ ۀپست ۀاز میو جداشده 

دانشگاه تهران دریافت  پزشكی یاهگاز گروه  ،رفسنجان

 و B. amyloliquefaciens UMAF6614های سویه. شد

UMAF6639 B. amyloliquefaciens  با داشتن فعالیت

 Podosphaera fusca (Romero etقارچ  ضدقارچی علیه

al. 2004)  )از گروه میكروبیولوژی دانشگاه مالاگا )اسپانیا

، یافتهجهشهای . برای انتخاب باکتریشدتهیه 

( و μg/mL299) سیلینآمپی هایبیوتیکآتی

 ( به محیط کشت اضافهμg/mL299اسپكتینومایسین )

جدا شده بود  ینیزم بادامکه از   A. flavus R5. قارچشد

 پزشكی دانشگاه تهران دریافت شد. یاهگاز گروه 

 

 بدون ۀبه کمک عصار A. flavusجلوگیری از رشد 

 هاباکتری ای یاخته

 هایسویهها، باکتری ای یاخته بدون ۀعصار ۀبرای تهی
B. subtilis UTB96 ،B. subtilis UTB1،B. subtilis 

UTB70، B. amyloliquefaciens UMAF6614 و 

UMAF6639 B. amyloliquefaciens  در محیط کشت

مناسب برای تولید لیپوپپتیدهای غیرریبوزومی به نام 

MOLP 

 روی C92°ساعت در دمای  21به مدت  2

                                                                                  
1. Optimal medium for lipopeptides production (MOLP) 

 .Ahimou et al) رشد داده شدند (شیكر) دستگاه لرزا

 g 29999×دورو  C4°. پس از سانتریفیوژ در دمای (2000

به کمک  ای یاخته بدون ۀعصاردقیقه،  پانزدهبه مدت 

رسرنگی از جنس نیترات سلولز های س(فیلترپالایشگر )

دروایۀ )سوسپانسیون(  میكرومتری( تهیه شد. سپس 1/9)

لیتر( کنیدی در میلی 295×2) A. flavus R5اسپور قارچ 

قرار گرفت  PDAهای حاوی محیط دیش در مرکز پتری

ا درون هباکتری ۀشد پالایشمیكرولیتر از کشت  299و 

های دیش متر که در پتریمیلی 5هایی به قطر چاهک

PDA در شاهد  ۀتعبیه شده بود، ریخته شد. در نمون

محیط کشت  ،جای عصارۀ بدون باکتری ها بهچاهک

MOLP ها در دیش در چاهک ریخته شد. سپس پتری

قطر به مدت یک هفته نگهداری شدند و  C99°دمای 

 شد. گیریبازدارندگی اندازه ۀهال

 

 هاضدقارچی باکتری های شناسایی ترکیب

 پنج سویۀ ای بدون یاختههای لیپوپپتیدها از عصاره

حجم  چهارم یکطی سه مرحله با اضافه کردن  یادشده،

به  دستگاه لرزاحلال بوتانول نرمال و تكان دادن روی 

دقیقه در دفعات  پانزدهاول و  ۀدقیقه در مرحل نودمدت 

 ۀلای. (Yazgan et al. 2001) شدنددوم و سوم استخراج 

در آن مانده باقی ،خشک شده خلأشرایط  دربوتانول 

 (فاز) حالت شده در. لیپوپپتیدهای حلشدمتانول حل 

سیلیكاژل  از جنس TLC های هصفحمتانولی روی 

F25460 ۀبا اندازcm 19×19 (محصول شرکت مرک 

ز متانولی ا حالتمیكرولیتر از  299آلمان( با تزریق 

متحرک شامل کلروفرم:  حالتیكدیگر جدا شدند. 

 که هنگامی. است  4:15:95 متانول: آب به نسبت حجمی

رسید، در فضای   TLCۀصفح انتهایمتحرک به  حالت

آب مقطر  یلۀوس بهآلی  های ترکیبباز خشک شده و 

1نمایان شدند. سپس ضریب نگهداری ها هروی صفح
(Rf) 

 B. subtilis UTB96 ،B. subtilis هایسویهدر  ها آن

UTB1،  B. subtilis UTB70  سویۀدر مقایسه با دو 

و  B. amyloliquefaciens UMAF6614 مرجع

UMAF6639 B. amyloliquefaciens  .محاسبه شد 

قارچی در فعالیت ضد مؤثرشناسایی ترکیب  منظور به

 علیه قارچ TLCبیواتوگرافی  وتحلیل تجزیهها، جدایه

                                                                                  
2. Retention factor 
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A. flavus های کروماتوگراممنظور م شد. بدینانجا

 ۀبا انداز هاییدیشدر پتری ،TLC ۀظاهرشده روی صفح

mm145×145  قرار داده شدند و با محیطPDA  مذاب

پوشانده شدند. پس از نگهداری در  اسپور قارچ حاوی

بازدارندگی را  ۀروز، هال 5-2به مدت  C 15°دمای

 ۀاری از هالتوان مشاهده کرد. مقادیر ضریب نگهد می

و با مقادیر مربوط به لیپوپپتیدهای  برآورد بازدارندگی

 .(Yánez-Mendizábal et al. 2011) مختلف مقایسه شد

 

 B. subtilis UTB96 های یافته جهش ۀتهی

ایتورین در کنترل  ۀنقش اعضاء خانواد ییدتأ منظور به

، جهش هدفمند با هدف حذف سومین A. flavusقارچ 

این  ساخت زیستت باز( در مسیر جف 29901ژن )

و طراحی دو  Fusion PCRبا استفاده از روش  ها ترکیب

جفت آغازگر انجام شد. بدین منظور دو جفت آغازگر 

بالادست و  شده حفاظتدر نواحی  مستقیم و معكوس

 5' طراحی شد. به انتهای bmyBژن  ناحیۀ انتهایی

( bmyB-Fdnو  bmyB-Rup) رونیآغازگرهای د

 14های مكمل ژن مقاومت به اسپكتینومایسین ) یتوال

در  مورداستفاده. توالی آغازگرهای شدبازی( اضافه 

 افزایششامل  PCRواکنش اول آمده است.  2جدول 

ژن هدف با آغازگرهای  ناحیۀ انتهایینواحی بالادست و 

اسپكتینومایسین ژن مربوط به  افزایشمربوطه و نیز 

 شده از اینافزایشه سه قطع. استجداگانه  صورت به

 

 PCR محصول سازیمرحله با استفاده از کیت خالص

(illustrate GFX PCR and Gel Band Purification 

Kit عنوان بهو سپس هر سه  شده خالص( از روی ژل آگارز 

DNA  در مرحلۀ دوم واکنش استفاده شدند. واکنش دوم

PCR (Crossover PCR or Fusion PCR شامل افزایش )

در یک  PCRیجادشدۀ ناشی از واکنش اول اه قطعۀ س

. بدین منظور از آغازگرهای استمخلوط واکنش منفرد 

- bmyBمستقیم در ناحیۀ بالادست )بیرونی یعنی آغازگر 

Fup) معكوس در ناحیۀ انتهایی ژن هدف  و آغازگر

(bmyB-Rdn استفاده شد. واکنش دوم )PCR  59با حجم 

 5x phusion HF (Inc.New بافرمیكرولیتر شامل 

England Biolabs=NEB مخلوط دیمول میلی 29( و-

- bmyBاز آغازگرهای  پیكومول 29از، تری فسفاتنوکلئوزید

Fup  وbmyB-Rdn ،94/9 آنزیماز  واحد در هر میكرولیتر 

DNA Phusion  ،پلیمرازLµ9 از  شده یشافزاهای  قطعه از

از ژن  Lµ9و  bmyBدست ژن  یینپانواحی بالادست و 

 ۀبرنامانجام شد.  شده یشافزاپادزی اسپكتینومایسین 

 دورۀ نگهداری شامل یک PCR Fusion گرمایی

o  اولیه در (انكوباسیون)
C00 و سپس سی ثانیه به مدت 

oسی چرخه شامل 
C00  ،به مدت سی ثانیه o

C54  به مدت

o و   سی ثانیه
C21   پس از . استبه مدت سه دقیقه

سازی کیت خالصبا استفاده از  PCRمحصول افزایش، 

خالص شد و برای تعیین توالی به نمایندگی  PCRمحصول 

 شرکت ماکروژن در هلند فرستاده شد.

 bmyBدر این بررسی برای حذف ژن  شده استفادهآغازگرهای . 2جدول 

Table 1. Primers used in this study to delete bmyB gene 

Sequence Primer 

5'- GTAGAGCCGGTCGTGGGAAT-3' bmyB -Fup 
5'- cgttacgttattagcgagccagtcGCCATATCGGAATGATTCGC-3' bmyB -Rup 
5'- caataaacccttgccctcgctacgGCGATTTGTATGCCTATTTTACA -3' bmyB -Fdn 
5'- GCCGTCATACAATTGAATCAGTT -3' 

5'- GACTGGCTCGCTAATAACGTAACGTGACTGGCAAGAG -3' 

5'- CGTAGCGAGGGCAAGGGTTTATTGTTTTCTAAAATCTG-3' 

bmyB -Rdn 
spec-fwd 

spec -rev 

 

 UTB96   B. subtilis سویۀ تراریختی

 ۀبه سوی Fusion PCRانتقال محصول  منظور به

B. subtilis UTB96 ،رون حامل یا مزبور د ۀقطع در آغاز

pGEM (وکتور) بردار
®
-T Vector (Promega, USA ) 

درون  Fusion PCRکلون شد. عمل الحاق محصول 

pGEMپلاسمید 
®
-T سط تو شده دادهبا روش شرح  برابر

 ۀشدشرکت پرومگا انجام شد. سپس پلاسمید الحاق

منتقل شد.  E. coli DHα5درون باکتری  آمدهدستبه

باکتریایی  یاختۀشده با بدین منظور، محصول الحاق

تكانۀ از یک  پسمخلوط شده و  E. coli DHα5 2مستعد

oدمایی روی یخ و دمای  (شوک)
C92 محیط کشت ،LB 

                                                                                  
1. Competent cell  
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oت دو ساعت در دمایو به مد شده  اضافهبه آن 
C 92 

باکتری رشد  ازآن پسرشد داده شد.  دستگاه لرزاروی 

میكروگرم بر  299آگاردار حاوی  LBیافته روی محیط 

محلول لیتر گرم بر میلیمیلی 49و  سیلینآمپیلیتر میلی

XGal  های سفید  نیوکلساعت، 29-14پخش شد. پس از

یلین  کشت سانتخاب شده و روی محیط جدید حاوی آمپی

 موردنظر(. برای اطمینان از وجود قطعۀ 2شدند )شكل 

با استفاده از آغازگرهای  PCR نیوکل درون پلاسمید بالا،

 ۀپس از اطمینان از وجود قطع. شدبیرونی انجام 

 E. coliرا از  آمدهدستبه، پلاسمید برداردرون  موردنظر

DHα5 با استفاده از کیتQIAprep Spin Miniprep Kit 

(Germany, Qiagen)  استخراج  روش پیشنهادی بنابرو

کرده و غلظت آن با استفاده از دستگاه نانودراپ 

(NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer تعیین )شد.  

pGEM بردارانتقال 
®
-T سویۀ به درون B. subtilis 

UTB96  روش تراریختی )ترانسفورماسیون( طبیعیبه 

 B. subtilis سویۀ آغاز در ،در این روش. شدانجام 

UTB96  کشت داده شد. سپس  شب یکبه مدت

باکتریایی رسوب داده شده در  یاختۀسانتریفیوژ شده و 

تراریختی  لیتر محیط 2) تراریختیمحیط لیتر میلی 29

لیتر لیمی 10xMC، 99/9محیط  لیترمیلی299 شامل

گرم بر میلی 29 لیتر تریپتوفانیلیم 5سولفات منیزیم، 

گرم بر میلی 29فنیل آلانین-لیتر الیلیم 5لیتر، یلیم

.( است لیتر آب دیونیزهمیلی 2/009لیتر، میلی

 999جذب آن در  که یطور بهشدند،  سوسپانسیون

oباشد. سپس در دمای  905/9 -2/9نانومتر 
C92  روی

ساعت رشد داده شد  5-2به مدت  دستگاه لرزا

شود.  2-5/2نومتر نا 999جذب نهایی آن در  که یطور به

میكرولیتر از  29با   بالالیتر از کشت میلی 2، ازآن پس

pGEM بردار
®
-T مخلوط شد و  موردنظر ۀحاوی قطع

oدر دمای  دستگاه لرزاروی 
C92  دقیقه  چهلبه مدت

قرار گرفتند. سپس یک سانتریفیوژ کوتاه انجام شده و 

 299آگاردار حاوی  LBباکتریایی روی محیط  یاختۀ

لیتر حاوی اسپكتینومایسین پخش روگرم بر میلیمیك

o. سپس در دمای شد
C92 ساعت  14-40مدت به

جدا شده و روی  ،های رشد کردهنیوکلنگهداری شدند. 

 محیط جدید حاوی اسپكتینومایسین کشت داده شدند

گرم  21/292 شامل: 10xMC یطمح یترل 2 .(1)شكل 

پتاسیم  گرم فسفات4/51فسفات هیدروژن دی پتاسیم، 

گلوتامات، -گرم ال19گلوکز، گرم دی199هیدروژن، دی

 29مولار، میلی 999لیتر سیترات سدیم میلی 299

گرم بر میلی 11لیتر فریک آمونیوم سیترات  میلی

آب  بالاکه به مواد  استگرم کازامینواسید  29لیتر،  میلی

میكرومتری  1/9 پالایشدیونیزه اضافه شد و سپس با 

 .شد تریل(سترون )اس

 

 
حاوی محصول  pGEM-T . مراحل کلون کردن بردار2شكل 

Fusion PCR  درونE. coli DHα5 

Figure 1. Cloning process of pGEM-T vector including 

Fusion PCR product into E. coli DHα5 

 

 bmyBهای ژن یافتهو فنوتیپی جهش یمولکولبررسی 

 های نیوکلدر  bmyBاطمینان از حذف ژن  منظور به

و  اسپكتینومایسین پادزییافته روی محیط حاوی رشد

از نظر  هانیوکل، لازم است ها آننبود تولید ایتورین در 

 مولكولی و فنوتیپی آزمایش شوند.

 
 هایافتهی جهشمولکولبررسی 

با  PCRنی وکل ،هایافتهبرای بررسی مولكولی جهش
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- bmyBو  bmyB (bmyB-Fup های بیرونی ژنآغازگر

Rdn)  انجام شد.  اسپكتینومایسینو نیز با آغازگرهای ژن

pGEM بردار
®
-T وحشی  سویۀشاهد مثبت و  عنوان به

B. subtilis UTB96 شاهد منفی استفاده شد.  عنوان به

سازی با استفاده از کیت خالص یافته یشافزا ۀسپس قطع

با استفاده از شده و  خالصاز ژل  PCRمحصول 

برای تعیین توالی به نمایندگی  برده امنآغازگرهای 

  شرکت ماکروژن در هلند فرستاده شد.

 
 bmyBی هایافتهبررسی فنوتیپی جهش

یافتگان ژن فنوتیپی جهش های ویژگیبرای بررسی 

bmyB با  هایافتهوحشی و جهش سویۀ، لیپوپپتیدهای

بیواتوگرافی  وتحلیل تجزیهو  نداستخراج شد بوتانل نرمال

 تأثیر. همچنین شدانجام  A. flavus R5رچ علیه قا

 21از رشد به مدت  ناشی) ای یاخته بدونهای عصاره

 B. subtilisوحشی  سویۀ( MOLPساعت در محیط 

UTB96 های ژن یافتهو جهشbmyB  در جلوگیری از

در یک  با روش کشت متقابل انجام شد. A. flavusرشد 

 ۀاز عصار 2:4و  2:1، 2:2های  غلضتآزمایش تكمیلی، 

 299ها با یافتهوحشی و جهش سویۀ ای یاخته بدون

میكرولیتر اسپور قارچ  5و  PDBمیكرولیتر محیط کشت 

 میزانچاهكی ریخته شدند و  09های ( در پلیت2×295)

oساعت نگهداری در دمای  14رشد قارچ پس از 
C99  از

 (.Malina and Shai 2005لحاظ ظاهری بررسی شد )

 

در جلوگیری  شده استخراجلیپوپپتیدهای  تأثیربررسی 

 روی میوه پستهR5  A. flavus از رشد جدایه

رویی سالم و بدون  ۀهای رقم اکبری با پوستپسته

رویی و استخوانی  ۀانتخاب شدند، پوست دیدگی یبآس

 درصد2جدا شده و سپس با هیپوکلریت سدیم  ها آن

ضدعفونی سطحی شدند و سه مرحله با آب مقطر 

 طور به ن شسته شده و سپس در زیر هود لامینارسترو

 299های گرم مغز پسته در ارلن 25کامل خشک شدند. 

لیتر از میلی 2لیتری ریخته شد، سپس میلی

 سویه )با بوتانل نرمال( از لیپوپپتیدهای استخراج شده

B. subtilis UTB96 شدهای آن اضافه یافتهو جهش .

اسپور  سوسپانسیون میكرولیتر 299ها با سپس پسته

از نگهداری در دمای  پس( آلوده شدند. 2×294قارچ )

o
C99  به مدت یک هفته و تكان شدید شرایط تاریكی و

در گرم  قارچاسپور  جمعیتروزانه به مدت پنج دقیقه، 

 پسته محاسبه شد.
  

 
 B. subtilis UTB96. مراحل تراریختی طبیعی سویۀ 1شكل 

Figure 2. Natural transformation process of B. subtilis 

UTB96 

 

 آماری وتحلیل یهتجز

طرح کامل تصادفی انجام شدند.  در قالبها آزمایش

به کمک  LSDها با استفاده از آزمون داده  میانگین

  .مقایسه شدند درصد 5 در سطح SAS (V9.1) افزار نرم

 

   نتایج
 بدون ۀبه کمک عصار R5  A. flavusجلوگیری از رشد

 ای یاخته

 های سویه ای یاخته بدون ۀشدپالایشکشت  تأثیر

 ،B. subtilis UTB96 ،B. subtilis UTB70وحشی 

B. subtilis UTB1  های مرجع سویهدر مقایسه با 
B. amyloliquifaciens UMAF6639  وUMAF6614 

B. amyloliquifaciens  علیهA. flavus R5  با استفاده از

 ۀگیری هالشدند. اندازه روش کشت متقابل بررسی

بین  بازدارندگی پس از هفت روز نشان داد که

 B. subtilisهای سویه ای یاخته بدونهای  عصاره
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UTB96، UMAF6639 B. amyloliquifaciens  و

UMAF6614 B. amyloliquifaciens  هایسویهبا 

B. subtilis UTB1،  B. subtilis UTB70 در محیط

داری قارچی تفاوت معنیضد ویژگیاز نظر  PDAکشت 

 ۀبیشترین هال. (1)جدول وجود دارددرصد  5در سطح 

 B. amyloliquifaciens هایسویهبازدارندگی مربوط به 

UMAF6639 (99/24 و مترمیلی )B. subtilis UTB96 

 سویۀو کمترین آن مربوط به  متر( میلی 99/24)

B. subtilis UTB1 (99/4 میلی)رتیب . بدین تاست متر

 B. subtilis UTB96 سویۀایران، بومی های  سویهدر بین 

نشان  A. flavus R5بازدارندگی را علیه  تأثیربیشترین 

 داد. 

 
های باسیلوس در ای سویه تأثیر عصارۀ بدون یاخته .1جدول 

 R5  A. flavusجلوگیری از رشد
Table 2. Effects of cell–free supernatants of Bacillus 

strains in inhibition of A. flavus growth 
Inhibition zone (mm) Treatment 

*14.66±0.6 a** 
 13.33±0.6 b 
 14.66±0.6 ab 
  5.66±0.6 c 
  4.66±0.6 d

 

   0e 

UMAF6639 
UMAF6614 

UTB96   
UTB70 
UTB1 

Control  
تكرار انحراف معیار از سه  ±ۀ میانگین هالۀ بازدارندگی دهند نشانها * داده

 در سه تكرار انجام شد. دو بارهستند. آزمایش 
با استفاده از  درصد5دار در سطح بیانگر اختلاف معنی ناهمانندحروف ** 

 است. LSDآزمون 
* Data represent the means ±standard deviation from three replicates. 
The experiment was conducted two times with three replicates. 

** Values followed by the same letter were not significantly different at 

P=0.05 using Fisher’s least significant difference test. 

 

لیپوپپتیدهای غیرریبوزومی و نقش  وتحلیل تجزیه

 در فعالیت ضد قارچی ها آن

ط توس یدشدهتولتعیین پروفایل لیپوپپتیدهای  منظور به

و  B. subtilis UTB96 ،B. subtilis UTB70های سویه

B. subtilis UTB1 ،نازک  ۀلای نگاری رنگ وتحلیل تجزیه

 ای بدون یاخته ۀشده از عصاربا لیپوپپتیدهای استخراج

مرجع  سویۀها انجام شد که با لیپوپپتیدهای دو باکتری

B. amyloliquifaciens UMAF6639 ۀکنند)تولید 

 آ( ویدهای سورفكتین، فنجایسین و ایتورینلیپوپپت

B. amyloliquifaciens UMAF6614 ۀکنند)تولید 

لیپوپپتیدهای سورفكتین، فنجایسین و باسیلومایسین( 

(Romero et al. 2007a و نیز لیپوپپتیدهای ) تجاری

( مقایسه .Sigma Coو سورفكتین ) آخالص ایتورین

( مربوطه Rfاری )ضریب نگهد میزانگیری شدند. اندازه

و TLC  های هشده روی صفحهای ظاهر(باندنوار )در 

وجود باندهای مربوط به سه  مرجع، سویۀمقایسه با دو 

 اصلی از لیپوپپتیدهای سورفكتین  ۀخانواد

(0/9-2/9Rf=( ایتورین ،)9/9-4/9Rf= و فنجایسین )

(1/9-2/9Rf= را در هر سه )نشان داد. با توجه  سویه

 های صفحهشده روی های ظاهرهری لكهظا ۀانداز به

TLC ،سویۀشده توسط لیپوپپتیدهای تولید میزان 
B. subtilis UTB1 و B. subtilis UTB70   محسوس

 میزان B. subtilis UTB96 سویۀدر  که یدرحالنبود 

 توجه شایانایتورین و سورفكتین  ۀلیپوپپتیدهای خانواد

 B. amyloliquifaciensمرجع سویۀبا دو  یسهمقا شایانو 

UMAF6639  وB. amyloliquifaciens UMAF6614 

 (. A -9بود )شكل 

بررسی ارتباط بین لیپوپپتیدها و فعالیت  برای

 وتحلیل تجزیهها، های باکتریضدقارچی جدایه

انجام شد  A. flavusبا استفاده از  TLCبیواتوگرافی 

از رشد میسلیومی  یتوجه شایان بازدارندگی(. B-9)شكل

و  B. subtilis UTB96های سویهو اسپورزایی قارچ در 

B. amyloliquifaciens UMAF6639  و به میزان کمتری

 و B. amyloliquifaciens UMAF6614های در سویه

B. subtilis UTB70  مشاهده شد که با توجه به میزان

( 9/9-4/9ضریب نگهداری هالۀ بازدارندگی ایجادشده )

و  آی خانوادۀ ایتورین )ایتورینمتعلق به لیپوپپتیدها

. در ضریب نگهداری متناسب با اعضای استباسیلومایسین( 

خانوادۀ سورفكتین بازدارندگی از رشد و اسپورزایی قارچ در 

های این آزمون ها مشاهده نشد. یافتهیک از جدایه یچه

 عنوان بهبیوز مبتنی بر تولید خانوادۀ ایتورین نقش آنتی

را  B. subtilis UTB96اصلی در سویۀ قارچی ضد عامل

 کند.تأیید می

 

 B. subtilis سویۀدر ها مختل کردن تولید ایتورین

UTB96  و کاهش فعالیت ضدقارچی آن علیهA. flavus 

علیه  TLC های صفحهبا توجه به نتایج اتوبیوگرافی 

 ۀخانواد یکه اعضا شد، مشخص R5  A. flavusقارچ

ومایسین و یا مایكوسوبتیلین( در باسیل ،ایتورین )ایتورین

در جلوگیری از رشد قارچ  B. subtilis UTB96 سویۀ

 سویۀدر  یدشدهتولنوع ایتورین  نقش اساسی دارند.
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B. subtilis UTB96 مشخص نیست و با توجه به  خیلی

در جابجایی  یادشدهاینكه تنها تفاوت سه نوع ایتورین 

در  2و  9ا و ی 5و  4های در موقعیت یدآمینهاسچند 

های مسیر ، حذف هر یک از ژناستهپتاپپتید 

تواند منجر به تولید این خانواده می یاعضا زیست ساخت

قرار گیرد این  مدنظرای که باید د. تنها نكتهنشدن شو

 شده حفاظتاست که طراحی آغازگر باید در نواحی 

 سویۀانجام گیرد تا بتوان از آن توالی برای حذف ژن در 

B. subtilis UTB96  استفاده کرد. بدین ترتیب جهش

جفت باز(  29901هدفمند با هدف حذف سومین ژن )

ایتورین با استفاده از  های ترکیب زیست ساختدر مسیر 

  انجام شد. Fusion PCRروش 

 

 
 ، B. subtilis UTB1،B. subtilis UTB70های( لیپوپپتیدهای سویهB( و بیواتوگرافی )Aنگاری لایۀ نازک )ا وتحلیل رنگ . تجزیه9 شكل

B. subtilis UTB96 ،B. amyloliquifaciens UMAF6639 و B. amyloliquifaciens UMAF6614. های سویهUMAF6639  وUMAF6614  و

- گاری لایۀن ا رنگبهای یادشده لیپوپپتیدهای سویه (Aشاهد مثبت استفاده شدند.  عنوان بهو سورفكتین  آنیز لیپوپپتیدهای خالص ایتورین

شده از های ظاهروتحلیل بیواتوگرافی کرماتوگرام تجزیه (Bظاهر شدند.  TLCهای  شده و با آب مقطر روی صفحه یجداسازنازک از یكدیگر 

های  باعضاء خانوادۀ ایتورین با فلش نشان داده شده است. ضری با. نواحی بازدارندگی از رشد قارچ A. flavusعلیه قارچ  TLCوتحلیل  تجزیه

 در سمت چپ شكل آمده است. آ، باسیلومایسین و فنجایسین( متناسب با لیپوپپتیدهای سورفكتین، ایتورینRfنگهداری )

Figure 3. Thin-layer chromatography (TLC) analysis (A) and bioautoghraphy (B) of lipopeptides of strains B. subtilis 

UTB1, B. subtilis UTB70, B. subtilis UTB96, B. amyloliquifaciens UMAF6639 and B. amyloliquifaciens UMAF6614. 

Strains UMAF6639 and UMAF6614 and also purified iturin A and surfactin were used as positive control. A) The 

lipopeptides of the strains were fractionated by TLC and revealed with H2O. B) Bioautographic analysis of the revealed 

chromatograms against A. flavus. The inhibition zones of the fungal growth induced by iturin are shown by arrows. 

Retention factor (Rf) values of the different lipopeptide families, surfactins (surf), iturins including iturin (itu) and 

bacillomycin (bacillo), or fengycins (fengy) are indicated on the left. 

    

بالادست ژن  ۀناحی افزایششامل  PCRواکنش اول 

bmyB ( ناحی 099حدود در ،)ژن  انتهایی ۀجفت باز

bmyB (2999  در )های سویهجفت بازB. subtilis 

UTB96  و B. amyloliquefaciens UMAF6639( شاهد

، bmyB-Fup،bmyB-Rupبا آغازگرهای مربوطه )مثبت( 

bmyB-Fdn  وbmyB-Rdn)  ژن مربوط به  افزایشنیز و

جفت باز(  2999حدود در اسپكتینومایسین )مقاومت به 

دارای کاست مربوط به این  .Bacillus spاز  ایسویهدر 

 صورت به spec-revو  spec-fwdبا آغازگرهای ، پادزی

 (.4)شكل  استجداگانه 

 PCRشده از واکنش اول سازیخالص های فرآورده

و نیز ژن  bmyB)ناحیه بالادست و ناحیه انتهایی ژن 

در الگو  DNA عنوان بهمقاومت به اسپكتینومایسین( 

( استفاده شدند و قطعه Fusion PCR)PCR واکنش دوم 

 استفاده از جفت باز با 9999 در حدودبه طول  درازی

آغازگرهای بیرونی یعنی آغازگر مستقیم در ناحیه 

 انتهاییو آغازگر معكوس ناحیه  (bmyB-Fupبالادست )

 پلیمراز Phusion DNA( و آنزیم bmyB-Rdnژن هدف )

 (.5شد )شكل افزایش

درون Fusion PCR از کلون کردن محصول  پس

pGEMبردار
®
-T  ،های سفید رشد کرده روی نیوکل

انتخاب  سیلینآمپیو X-Gal حاوی  جامد LB محیط
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در  موردنظر ۀقطعوجود شده و برای اطمینان از 

با استفاده از آغازگرهای  PCR نیوکل، یادشدهپلاسمید 

جفت  9999 ۀها قطعنیوکلدر برخی  انجام شد. بیرونی

 ۀدهد پلاسمید حاوی قطعشد که نشان می افزایشبازی 

ن بیشتر، پلاسمید از اطمینا منظور بهماست.  موردنظر

و با استفاده از آغازگرهای  شده استخراجها نیوکلاین 

با استفاده از یابی، پس از توالی .شدتعیین توالی  یادشده

در  های معتبر موجود توالی یۀبر پاو  BLASTۀ برنام

 میزان یشترینب ، توالی مربوطاطلاعاتی هایبانک

 یا  bmyAیهارا با ژندرصد(  05)بیشتر از  همسانی
ituA ناحی(بالادست ژن  ۀbmyB ،)bmyB  یاituB  و ژن

اسپكتینومایسین نشان داد که  پادزیمقاومت به 

صحیح توالی  آمده دست به ۀاین است که قطع ۀدهند نشان

از حاصل پس از اطمینان از وجود قطعۀ  ما را دارد. موردنظر

Fusion PCR   در پلاسمیدpGEM-T  و اطمینان از توالی

 E. coli DHα5در سویۀ   آمده دست بهپلاسمید هینۀ آن، ب

به  تراریختی طبیعیروش به  افزایش و خالص شد، سپس

 منتقل شد. B. subtilis UTB96درون 

 

 
 و B. subtilis UTB96های در سویه bmyBافزایش ناحیۀ بالادست و ناحیۀ انتهایی ژن ناشی از  PCRهای  فرآورده .4شكل

B. amyloliquefaciens UMAF6639  شاهد منفی با آغازگرهای  (2اسپكتینومایسین. نیز افزایش ژن مقاومت به وbmyB-Fup وbmyB-Rup  .
شاهد منفی با  (UTB96  .5 در سویۀ bmyB افزایش ناحیۀ بالادست ژن (4و  UMAF6639 .9در سویۀ bmyB افزایش ناحیۀ بالادست ژن  (1

 افزایش ناحیۀ انتهایی ژن  (0و  UMAF6639 .2در سویۀ bmyB افزایش ناحیۀ انتهایی ژن  (bmyB-Rdn .9و  bmyB-Fdn آغازگرهای

bmyB در سویۀUTB96 .0) شاهد منفی با آغازگرهای spec-fwd  وspec-rev .29 ،22  افزایش ژن مقاومت به اسپكتینومایسین در  (21و
 DNA (HyperLadder I: 200 -10,000bp.)، نشانگر M رد.که کاست مربوط به این پادزی رادا .Bacillus spای از سویه

Figure 4. Amplification of the upstream and the end region of bmyB in strains B. subtilis UTB96 and B. amyloliquefaciens 
UMAF6639 and also amplification of spectinomycin resistance gene.1) negative control with bmyB-Fup and bmyB-Rup 
primers. 2) Amplification of the bmyB upstream in UMAF6639. 3, 4) Amplification of the bmyB upstream in UTB96. 5) 
Amplification of the end region of bmyB with bmyB-Fdn and bmyB-Rdn. 6) Amplification of the end region of bmyB in 
UMAF6639. 7, 8) Amplification of the end region of bmyB in UTB96. 9) Negative control with spec-fwd and spec-rev 

primers. 10, 11, 12) Amplification of spectinomycin resistance gene in one strain of Bacillus sp. which has spectinomycin 
resistance cassette. M, HyperLadder I: 200 -10,000bp. 

 

 
و نیز ژن  B. subtilis UTB96در سویه  bmyBناشی از افزایش نواحی بالادست و انتهایی ژن  Fusion PCRهای  ، فرآورده9و  1-5شكل 

 DNAر مارک (M( شاهد منفی. bmyB-Rdn .2و  bmyB-Fupبا استفاده از آغازگرهای  PCRاسپكتینومایسین در یک مخلوط واکنش 
(HyperLadder I: 200 -10,000bp.) 

Figure 5. 2, 3, Fusion PCR products resulted from amplification of the upstream and the end of region of bymB in B. 
subtilis UTB96 and also spectinomycin resistance gene in a PCR reaction using bmyB-Fup and bmyB-Rdn and DNA 

Phusion polymerase. 1) Negative control without the upstream and the end of region of bymB and spectinomycin 
resistance gene. M) HyperLadder I: 200 -10,000bp. 
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 bmyBژن ی هایافتهجهش یمولکولبررسی 

 B. subtilis سویۀ طبیعی تراریختیپس از عمل 

UTB96 ،هایی روی محیط نیوکلLB  حاوی

 کندمشخص میاسپكتینومایسین رشد کردند که 

وجود ژن  ییدتأ منظور بهشده است.  ها آنپلاسمید وارد 

 نیوکل، bmyBحذف ژن  ییدتأنیز اسپكتینومایسین و 

PCR  با استفاده از آغازگرهای مربوط به

 bmyB-Fupو نیز آغازگرهای بیرونی ) اسپكتینومایسین

 نیوکلانجام شد. نتایج ها نیوکلدر این ( bmyB-Rdnو 

PCR  که  نشان دادژن اسپكتینومایسین با آغازگرهای

حاوی های رشدیافته روی محیط نیوکلدر 

 اسپكتینومایسینژن مقاومت به  ،اسپكتینومایسین

جفت باز( افزایش شد و این  2999ی به طول ا قطعه)

 دنظرمور ۀحاوی قطع پلاسمیدکند که مشخص می

شامل ژن مقاومت به  Fusion PCRحاصل از  )قطعۀ

 اسپكتینومایسین و نیز نواحی بالادست و انتهایی ژن

bymB) همچنین در  است. ژنوم باکتری شده وارد

 سپكتینومایسین حاوی  های رشدکرده روی محیطنیوکل

در ای به طول قطعه با آغازگرهای بیرونی، PCRپس از 

قطعۀ  ۀاندازشد که هم یشافزاجفت باز  9999 حدود

کند که و این مشخص می است Fusion PCRحاصل از 

 باکتری شده و ژنوم وارد موردنظرپلاسمید حاوی قطعۀ 

 

 bmyBژن مقاومت به اسپكتینومایسین جایگزین ژن 
باکتری  ژنوماز  bmyBترتیب ژن  ینا بهو  ه استشد

 B. subtilis UTB96 وحشی سویۀ. در حذف شده است

دلیل آن بزرگ بودن درازای باندی دیده نشد که هیچ 

در زمان است و  (جفت باز 29999حدود) bmyBژن 

بزرگ وجود ندارد  ۀاین قطع افزایش، امكان PCRکوتاه 

 (. 9)شكل 

، قطعه bmyBحذف ژن  ییدتأسپس برای 

با و  شده خالصها از ژل آگارز یافتهیافته در جهش افزایش

تعیین  bmyB-Rdnو  bmyB-Fupاستفاده از آغازگرهای 

با استفاده از یابی، پس از توالی توالی شدند.

در  های معتبر موجود توالی یۀبر پاو   BLASTۀبرنام

 ، قسمتی از توالی که با آغازگراطلاعاتی هایبانک

bmyB-Fup را  همسانیترین یشب ،تعیین توالی شده بود

 پادزیو ژن مقاومت به  ituAیا   bmyAبا ژن

از توالی که با  بخشینومایسین نشان داد و اسپكتی

تعیین توالی شده بود بیشترین   bmyB-Rdnآغازگر

و نیز  ituBیا  bmyBکوچكی از ژن  ۀرا با قطع همسانی

ژن مقاومت به اسپكتینومایسین نشان داد که 

مقاومت به اسپكتینومایسین ژن ۀ جایگزینی دهند نشان

ترتیب این و بدین  است bmyBهدف یعنی ژن  یجا به

 .ژن حذف شده است

 
با استفاده از آغازگرهای  PCRهای  (. فرآوردهA) .B. subtilis UTB96های در تراریخت bymB. تشخیص مولكولی حذف ژن 9شكل

bmyB-Fup   و bmyB-Rdnهای درتراریختUTB96. 2)  مخلوط واکنشPCR  سویۀ  (1باکتری.  ژنومبدونUTB96 . 
 ها.های ایتورینتراریخت (4-0)شاهد مثبت(. موردنظرۀ قطعحاوی  pGEM-Tبردار (9

(Bافزایش ژن مقاومت به اسپكتینومایسین با آغازگرهای .)spec-fwd   وspec-rev :2)  مخلوط واکنشPCR  باکتری ژنومبدون. 
 .هاهای ایتورینتراریخت (4-0 .موردنظرحاوی قطعۀ  pGEM-Tبردار  (UTB96  .9سویۀ (1

M)  نشانگرDNA (HyperLadder I: 200 -10,000bp.) 
Figure 6. Molecular diagnosis revealed the deletion of the gene bmyB in transformants of B. subtilis UTB96. (A) PCR 

products obtained with the pair of primers bmyB-Fup and bmyB-Rdn on bacterial transformants of UTB96. 1) PCR mix 
without bacterial DNA. 2) Strain UTB96. 3) pGEM-T vector containing the desirable fragment (positive control). 4- 8) 

iturins-deficient transformants. 
(B) Amplification of the spectinomycin resistance cassette using the pair of primers spc-fwd and spc-rev primers. Lane 1) 
PCR mix without bacterial DNA. Lane 2) wild strain UTB96. Lane 3) pGEM-T vector containing the desirable fragment. 

Lanes 4-8) iturins-deficient transformants. M) HyperLadder I: 200-10,000bp. 
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 bmyBهای ژن یافتهبررسی فنوتیپی جهش

 .هاییافتهجهشوتحلیل لیپوپپتیدهای غیرریبوزمومی  یهتجز

bmyB  و اتوبیوگرافی علیهA. flavus. 

 B. subtilis وحشی سویۀاز  شده استخراجلیپوپپتیدهای 

UTB96 ژن  ۀیافتو هشت جهشbmyB ،یلۀوس به 

شدند. پس از  جداسازینازک از یكدیگر ۀ لای نگاری رنگ

که  شدطر، مشاهده ها به کمک آب مقظاهر شدن لكه

 ۀمتناسب با ضریب نگهداری مربوط به خانواد ۀلك

، B96ΔbmyB2یافته )ایتورین در سه جهش

B96ΔbmyB4  و(B96ΔbmyB8  است و در از بین رفته

 سویۀلكه در مقایسه با  ۀدیگر انداز ۀیافتپنج جهش

کاهش یافته است.  B. subtilis UTB96مادری 

های حاصل علیه روماتوگرامبیواتوگرافی ک وتحلیل تجزیه

یافته نیز نشان داد که سه جهش A. flavus R5قارچ 

B96ΔbmyB2 ،B96ΔbmyB4  وB96ΔbmyB8  قادر به 

 

ها مربوط به ایتورین ۀجلوگیری از رشد قارچ در ناحی

شود که با حذف ژن نیستند، بدین ترتیب مشخص می

bmyB  ورین ایت ۀخانوادهای  پادزیها،  یافته جهشدر این

 ۀیافتبازدارندگی در پنج جهش ۀشوند. هالتولید نمی

 B. subtilis سویۀ نسبت به یفراواندیگر، کاهش 

UTB96 ( در2شكل نشان داده است .)  این پنج

که از لحاظ  bmyBیافته با وجود حذف ژن  جهش

حذف نشده کلی  بهثابت شد، ولی تولید ایتورین  یمولكول

شود: یكی اینكه مطرح میاست. در این مورد دو فرضیه 

ها تولید هایی از ایتورین(ایزوفرم) همریخت ممكن است

. هستندشوند که قادر به جلوگیری جزئی از رشد قارچ 

 ساخت زیستحد واسطی که در مسیر  های ترکیبدوم، 

 شوند، بسته به ترکیب اسیدآمینه ها تولید میایتورین

  مؤثر یشبو کمتوانند می ها آندر ساختار پپتیدی 

 باشند. 

 
های بوتانولی استخراج  B. subtilis UTB96( .A) هایدر تراریخت A. flavus. نقص در تولید لیپوپپتید ایتورین و جلوگیری از رشد 2شكل

سه خانواده از   UTB96در سویۀ شده که پس از پاشش با آب مقطر یجداسازاز هم  TLCنگاری لایۀ نازک روی صفحۀ  یلۀ رنگوس به

در ضریب نگهداری متناظر با  UTB96::bmyB8و  UTB96::bmyB2, UTB96::bmyB4های یافتهلیپوپپتیدها ظاهر شد ولی در جهش

 A. flavus حاوی اسپور PDAبا محیط  TLC. صفحۀ A. flavusعلیه قارچ  TLCوتحلیل بیواتوگرافی  ( تجزیهBای مشاهده نشد. )ها هالهایتورین

، UTB96::bmyB2های یلۀ اعضاء خانوادۀ ایتورین با فلش نشان داده شده است. تراریختوس بهنواحی بازدارندگی از رشد قارچ پوشانده شد. 

UTB96::bmyB4  وUTB96::bmyB8  توانایی جلوگیری از رشد قارچ و اسپوزاییA. flavus کلی از دست دادند. را به 
Figure 7. The transformants from B. subtilis UTB96 fail in production of the lipopeptide iturin and suppression of A. 

flavus in vitro. (A) Butanolic extracts fractionated by TLC and treated with water revealed the presence of the three 

lipopeptides in wild-type UTB96, and no water-extruded halo at retention time of iturins the mutants (UTB96::bmyB2, 

UTB96::bmyB4 and UTB96::bmyB8). (B) TLC-bioautographic analysis against A. flavus. The TLC plates were covered 

with a suspension of PDA medium containing A. flavus conidia. Arrow: Zone of inhibition of fungal growth induced by 

iturins. The UTB96::bmyB2, UTB96::bmyB4 and UTB96::bmyB8 transformants lost completely the ability to inhibit the 

growth and sporulation of A. flavus. 
 

 

 

A 

B 
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در  bmyBهای یافتهای جهش یاختههای بدون تأثیر عصاره

 A. flavusجلوگیری از رشد 

 B. subtilisوحشی  سویۀ ای یاخته بدونهای عصاره تأثیر

UTB96 ژن  ۀیافتو هشت جهشbmyB  در جلوگیری از

ۀ یافتنشان داد که در چهار جهش A. flavusرشد 

B96ΔbmyB2 ،B96ΔbmyB3،B96ΔbmyB4   و

B96ΔbmyB8  از  پستوانایی بازدارندگی از رشد قارچ

 .B سویۀ در مقایسه با  یتوجه شایان میزانوز به هفت ر

subtilis UTB96 داری از بین رفته است و تفاوت معنی

 ۀیافتنشان دادند. اما چهار جهش درصد 5در سطح 

B96ΔbmyB1, 5, 6, 7 داری از لحاظ رشد اختلاف معنی

 (. 9وحشی نشان ندادند )جدول  سویۀقارچ با 

 
 bmyBهای یافتهای جهش اختهتأثیر عصارۀ بدون ی .9جدول 

 A. flavus R5 در جلوگیری از رشد

Table 3. Effects of cell–free supernatants of bmyB 
mutants in inhibition of A. flavus R5 growth 

inhibition zone (mm) Bacterial isolates 

*13.66±0.6 a** 

13.33±0.6 ab 

13.33±0.6 ab 

13±1 abc 

13±1 abc 

11.66±0.6 bc 

11.33±0.6  c 

5.66±0.6 d 

5.33±0.6  d 

UTB96 

B96ΔbmyB5 

B96ΔbmyB7 

B96ΔbmyB6 

B96ΔbmyB1 

B96ΔbmyB2 

B96ΔbmyB8 

B96ΔbmyB3 

B96ΔbmyB4 

انحراف معیار از سه تكرار  ±ۀ میانگین هالۀ بازدارندگی دهند نشانها * داده

 در سه تكرار انجام شد. دو بارهستند. آزمایش 

با استفاده از  درصد5دار در سطح ناهمانند بیانگر اختلاف معنی حروف** 

 است. LSDآزمون 
* Data represent the means ±standard deviation from three replicates. 

The experiment was conducted two times with three replicates. 

** Values followed by the same letter were not significantly different at 

P=0.05 using Fisher’s least significant difference test. 
 
ساعت  14تكمیل آزمایش یادشده، پس از  منظور به

های ( از عصاره2:4و  2:1، 2:2) نگهداری سه غلظت

و  B. subtilis UTB96 ای سویۀ وحشی یاخته بدون

 ارچهمراه با اسپور ق bmyBهای ژن یافته جهش
A. flavus R5 99چاهكی در دمای  09های در پلیت 

درجۀ سلسیوس، میزان رشد قارچ از لحاظ ظاهری 

شود مشاهده می 0که در شكل  طور همانبررسی شد. 

در هر سه غلظت، به میزان  B. subtilis UTB96 سویۀ

زیادی از رشد قارچ جلوگیری کرده است. هشت 

رشد قارچ تا در غلظت اول از  bmyBیافتۀ ژن  جهش

های اند اما با رقیق کردن عصارهحدودی بازدارندگی کرده

ای به میزان دو و چهار برابر نتوانستند مانند  بدون یاخته

سویۀ وحشی از رشد قارچ جلوگیری کنند و رشد قارچ 

همانند شاهد )بدون عصارۀ باکتری( بود.  2:4در غلظت 

دیگری های وسازگر دهد که سوختاین موضوع نشان می

نقش  A. flavusها در جلوگیری از رشد افزون بر ایتورین

در  چراکهکنند ها نقش اصلی را ایفا میدارند اما ایتورین

اند تا حدودی ها توانستهیافتهغلظت اول بیشتر جهش

به  ها آنجلوی رشد قارچ را بگیرند اما با رقیق کردن 

 شود و غلظت دیگردلیل اینكه ایتورین تولید نمی

ها نیز کاهش یافته است، جلوگیری از وسازگر سوخت

که با  یابد. درحالیرشد قارچ به میزان زیادی کاهش می

 B. subtilisای سویۀ رقیق کردن عصارۀ بدون یاخته

UTB96   جلوگیری از رشد قارچ کاهش محسوسی 

 شود که دهد. بدین ترتیب مشخص مینشان نمی

 یباکتری، اعضا های این سویۀوسازگر در بین سوخت

خانوادۀ ایتورین نقش اصلی در جلوگیری از رشد قارچ 

 دارند.

 
 bymBهای یافتهجهششده از استخراجتأثیر لیپوپپتیدهای 

 روی مغز پسته A. flavus  در جلوگیری از رشد

در جلوگیری از  هاایتورینپس از مشخص شدن نقش 

در محیط کشت، لازم است این  A. flavusرشد قارچ 

 پس از هفت روزبرسد.  ییدتأپسته به  ۀتایج روی میون
و ( 2×294شده با اسپور قارچ ) های تلقیحنگهداری پسته

در آب مقطر( از  شده )محلوللیپوپپتیدهای استخراج

های یافتهو نیز جهش B. subtilis UTB96وحشی  سویۀ

B96ΔbmyB2 ،B96ΔbmyB4  وB96ΔbmyB8  در 

پورهای قارچ زیر سلسیوس، اس ۀدرج 99دمای 

میكروسكوپ شمارش شدند. نتایج نشان داد که جمعیت 

 2داری در سطح ها افزایش معنییافتهاسپور در جهش

نشان  B. subtilis UTB96 سویۀ درصد در مقایسه با 

شده  زنی یهمابا اسپور قارچ  تنهابا شاهد )که دادند ولی 

 راین، بناب(. 4داری مشاهده نشد )جدولتفاوت معنیبود( 

 ایتورین  ۀتوان بیان کرد لیپوپپتیدهای خانوادمی

  B. subtilis UTB96 سویۀدر  مؤثر های ترکیبیكی از 

 A. flavus R5به کاهش رشد قارچ هستند که منجر 

 شوند.  می
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 UTB96::bmyB2, UTB96::bmyB4 andن )های ایتورییافتهو جهش  B. subtilis UTB96ای های بدون یاخته. تأثیر بازدارندگی عصاره0شكل

UTB96::bmyB8 علیه )A. flavus  .شاهد: محیط با استفاده از آزمون میكروپلیتPDB های همۀ غلظت .(2×295)شده با اسپور قارچ  تلقیح

 از رشد قارچ بودند. ها قادر به جلوگیری یافته جهشهای از عصاره 2:2عصارۀ سویۀ وحشی از رشد قارچ جلوگیری کردند ولی تنها غلظت 
Figure 8. Inhibitory effect of dilutions of cell free supernatants of B. subtilis UTB96 and iturins-deficient mutants 

(UTB96::bmyB2, UTB96::bmyB4 and UTB96::bmyB8) against A. flavus using a microplate bioassay. Control is PDB 

medium inoculated with only A. flavus conidia (1×105 conidia/ mL). All dilutions of the wild type supernatant inhibited 

the fungal growth, and only 1:1 dilutions of the mutant’s supernatants were capable inhibiting the fungal growth. 

 

 لیپوپپتیدهای شده با مغز پسته زنی  یهماو کارایی کنترل بیمارگر پس از  A. flavus R5 اسپور قارچ جمعیت .4جدول

  B96ΔbmyB8و  B96ΔbmyB4 ،B96ΔbmyB2 های یافته جهش با  B. subtilis UTB96 شده خالص

Table 4. Spore population of A. flavus R5 and pathogen control efficacy after inoculation of pistachio  

nuts with lipopeptide-enriched extracts of B. subtilis UTB96 or iturins-deficient transformants 
Pathogen control efficacy (%) Spore population Treatment 

0 

9.86 
13.38 

14.79 

47.18 

*2.84×108a** 
2.56×108b 
2.46×108b 

2.42×108b 

1.5×108 c 

Untreated 

UTB96::bmyB4 
UTB96::bmyB2 

UTB96::bmyB8 

UTB96 

 . استA. flavus R5 اسپور قارچ  2×294های آلوده تنها با شاهد، پسته

  .استمیانگین دو تكرار مستقل با سه تكرار  ها داده* 

  است. LSDبا استفاده از  درصد5دار در سطح حروف ناهمانند بیانگر اختلاف معنی** 
The control treatment is pistachio nuts inoculated just with 1×104A. flavus spores.  

*Each value represents the means of two independent experiments with three replicates.  

**Values followed by the same letter within a column are not significantly different at P= 0.05 using Fisher’s least  

     significant difference test. 

 

 بحث

اس به کشاورزی، پسته خیلی حس های فرآوردهدر بین 

و  A. flavusگیاهی مانند بیمارگر  طلب فرصتهای قارچ
A. parasiticus است (Mojtahedi et al. 1979, Sinha 

and Bhatnagar 1998)  ۀهای ثانوی وسازگر سوختکه 

ند کننام آفلاتوکسین تولید می به ییزا سرطانقارچی 

(Amaike and Keller 2011)شیمیایی  های کنترل. روش

 نیستند بلكه مؤثر همیشه (فومیگاسیونتدخین )و 

 زیست یطمحاثر منفی روی سلامت انسان و  توانند می

 راهبرد . بنابراین تحقیقات روی(Droby 2006)گذارند ب

ها را حدودیتهای مدیریتی جدیدی که این م(استراتژی)

 Dorner 2004, Cotty) شودکاهش دهد، متمرکز می

and Mellon 2006 .)زیستیکنترل های اخیر در سال 

 شده توجههای گیاهی یک روش مدیریت بیماری عنوان به

(. سطح موفقیت در مورد هر عامل Fravel 2005است )

کنترل زیستی وابسته به دانستن سازوکار فعالیت آن عامل 

 عنوان بهجنس باسیلوس  ی(.  اعضاSpurr 1981) است

های کنترل زیستی موفق علیه بیمارگرهای متنوع  عامل

 ,Krebs et al. 1998, Wulff et al. 2002مطرح هستند )

Kildea et al. 2008, Arguelles-Arias et al. 2009, .

Pérez-García et al. 2011 ینتر مهم(. یكی از 

 یژهو به بیوتیکواع آنتیانتولید  ها آنهای سازوکار

 ,Shoda 2000) استلیپوپپتیدهای حلقوی آمفی فیلیک 

Stein 2005, Ongena and Jacques 2008 .) 

را  B. subtilis UTB96باکتری  سویۀ پژوهشدر این 

 قارچ بیمارگر ۀبالقو کنترل زیستیعامل  عنوان به
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A. flavus R5  باکتری، تولید سه  سویۀ. این شدانتخاب

لیپوپپتیدهای سورفكتین، ایتورین و فنجایسین  ۀادخانو

قوی قارچی ها فعالیت ضدها و فنجایسینکند. ایتورینمی

دهند  می های بیمارگر نشانعلیه طیف گستردۀ قارچ

(Vanittanakom et al. 1986, Razafindralambo et al. 

1993, Asaka and Shoda 1996, Moyne et al. 2001,. 

Romero et al. 2007b, Ongena et al. 2009, Yánez-. 

Mendizábal et al. 2011 ،)طور  بهسورفكتین  که یدرحال

آن  (سورفكتانت) ویژگی فعالیت سطحیبه دلیل  عمده

وتحلیل اتوبیوگرافی  تجزیهشناخته شده است. 

نقش  A. flavusعلیه  TLCاز  های حاصلکروماتوگرام

ایتورین  ۀخانوادی لیپوپپتیدهامبتنی بر تولید  پادزیستی

 B. subtilis سویۀقارچی اصلی در ضد عامل عنوان به

UTB96  ها یید نقش ایتورینتأ منظور بهکند. می را تأیید

)سومین ژن  bymBدر فعالیت ضدقارچی این سویه، ژن 

 Fusionها( به کمک ساخت ایتورین در مسیر زیست

PCR زایی هدفمند تخریب شد. از بین رفتن و جهش

در  A. flavusها علیه  یافته جهشالیت ناهمسازی فع

ها نقش یید کرد که ایتورینتأوتحلیل اتوبیوگرافی  تجزیه

علیه قارچ    B. subtilis UTB96کلیدی در سویۀ 

های ما نشان داد یافتهترتیب  ینا بهکنند. یادشده ایفا می

  B. subtilis UTB96سویۀ کنترل زیستیکه فعالیت 

لیپوپپتیدهای خانوادۀ ه علت تولید ب طور عمده به

 :این است که. شاهد این مدعا استایتورین 

وحشی  سویۀبرخلاف  bymBژن  های یافته جهش -2

وتحلیل اتوبیوگرافی  در تجزیهفعالیت ضدقارچی خود را 

لیپوپپتیدهای  -1دست دادند.  از A. flavusعلیه 

حاوی ایتورین منجر به کاهش رشد و  شده خالص

 شدند. روی مغز پسته A. flavus R5ایی قارچ اسپورز

های مربوط به لیپوپپتیدهای خانوادۀ تخریب ژن

به های مختلف باسیلوس ایتورین و فنجایسین در گونه

نقش آن زایی هدفمند و پی بردن به  کمک جهش

در زای قارچی های بیماری لیپوپپتیدها در کنترل عامل

تخریب ژن . پیشین گزارش شده است همسانتحقیقات 

bymA  درB. subtilis AU195  دادن  از دستمنجر به

شد و بدین ترتیب  A. flavusتوانایی ناهمسازی آن علیه 

دی نقش کلیدی در کنترل زیستی علیه باسیلومایسین

A. flavus نش( ان دادMoyne et al. 2004.)  تخریب

 UMAF6614های سویهدر  bymAو  fenB ،ituDهای  ژن

به کمک  B. amyloliquefaciens از UMAF6639و 

این  های یافته جهشزایی هدفمند نشان داد که جهش

ناشی از  ۀناها قادر به کنترل سفیدک پودری هندوژن

Podosphaera fusca مشخص  ترتیب ینا بهند و یستن

آ و باسیلومایسین( و ها )شامل ایتورینایتورین شد

سفیدک  کنترل زیستیها سهم مشترکی در فنجایسین

 ituD(. تخریب ژن Romero et al. 2007bپودری دارند )

با استفاده  B. amyloliquefaciens PPCB004در 

از تولید  بازدارندگیهدفمند که منجر به  ییزا جهش

شود، نقش مؤثر ایتورین در جلوگیری از رشد ایتورین می

کرد  را تأییدهای پس از برداشت مرکبات قارچ

(Arrebola et al. 2010.) با تخریب ژن fenB   به کمک

مشخص  B. subtilis CPA-8 جهش هدفمند در سویۀ

 توانفنجایسین بیشترین  ۀکه لیپوپپتیدهای خانواد شد

ای هلو ناشی از قارچی علیه پوسیدگی قهوهضد

Monilinia laxa  وM. fructicola دهند را نشان می 

(Yánez-Mendizábal et al. 2011.) 

آ و ایتورین )ایتورین ۀدهای خانوادنقش لیپوپپتی

های سویه یلۀوس بهشده باسیلومایسین دی( تولید

ن اتوسط محقق آسپرژیلوسدر کنترل قارچ  باسیلوس

 ,Ono and Kimura 1991) پیشین گزارش شده است

Klich et al. 1993, Moyne et al. 2001, Zhang et al.. 

آ توانست از وریناونو و کیمورا بیان کردند که ایت (.,2008

 A. parasiticusو   A. flavus یلۀوس بهتولید آفلاتوکسین 

 ها( ولی بعدOno and Kimura 1991) جلوگیری کند

و نیز معین و ( Klich et al. 1993)  کلیچ و همكاران

آ ( شرح دادند که ایتورینMoyne et al. 2001همكاران )

آفلاتوکسین و تولید  A. flavusقادر به جلوگیری از رشد 

از  (آنالوگ) همسانه نیست. معین و همكاران دو

دالتون(  2950و  2944های )با جرم Dباسیلومایسین 

 از باکتری A. flavusعلیه  آنتاگونیستیبا فعالیت 
B. subtilis AU195 خالص و جداسازی کردند (Moyne 

et al. 2001 ایتورین بستگی به طول  زیستی(. فعالیت

اسید  ترطولانی ۀب آن دارد. زنجیراسید چر ۀزنجیر

 شودقارچی بیشتر ایتورین میچرب منجر به فعالیت ضد

(Maget-Dana and Peypoux 1994 ،ژانگ و همكاران .)

و  2950های باسیلومایسین با جرم هماننددو ترکیب 
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ی و ساز خالص B. subtilis B-FS06دالتون از  2921

تر از ترکیب شناسایی کردند که یک گروه متیلن بیش

 .B. subtilis AU195 (Moyne et alوسیلۀ شده به ییشناسا

( در زنجیرۀ اسیدچرب آن دارد و بیان کردند که 2001

 AU195بیشتر از سویۀ  B-FS06قارچی سویۀ فعالیت ضد

ن پیشنهاد کردند که آنا(. Zhang et al. 2008) است

  یلۀوس بهشده های همانند باسیلومایسین تولید ترکیب

B-FS06  های کنترل زیستی  عامل عنوان بهممكن است

در حین انبارداری مواد غذایی باشند.  A. flavusبالقوه علیه 

های اولیه نشان داده است که تأثیر ضدقارچی  بررسی

 ها آنلیپوپپتیدهای ایتورین، بستگی به ساختار شیمیایی 

)حلقۀ پپتیدی و طول زنجیرۀ اسید چرب( و نیز میزان 

 Latoudهای هدف دارد )پلاسمایی در قارچ یرول غشااست

et al. 1990, Avis et al. 2002های گروه ایتورین (. پادزی

سیتوپلاسمی موجود )ارگانیسم(  یروی گروه استرول غشا

های کنیدی ی(. غشاQuentin et al. 1982کنند )عمل می

A. flavus ( ارگوسترول و کلسترول دارندDeLucca et al. 

را حساس به لیپوپپتیدهای ایتورین  ها آن( که 1997

 (. Moyne et al. 2001کند )می

مشاهدۀ میزان کمی فعالیت ضدقارچی لیپوپپتیدهای 

های ایتورین در مغز پسته  یافته جهشاستخراج شده از 

 های ضدقارچی سویۀ دهد که دیگر ترکیبنشان می

B. subtilis UTB96 ها  ینها و سورفكتاز جمله فنجایسین

توانند در جلوگیری از رشد قارچ یادشده نقش داشته می

افزایی )سینرژیستی( بین این لیپوپپتیدها  باشند. فعالیت هم

های باسیلوس در در فعالیت ضدمیكروبی دیگر سویه

 Magnet-Dana etهای پیشین شرح داده شده بود )گزارش

al. 1992, Koumoutsi et al. 2004, Romero et al.. 

2007b .)به های ما حال این نظریه در مورد آزمایش ینباا

وتحلیل  یل ظاهر نشدن ناحیۀ بازدارندگی در تجزیهدل

چندان محتمل نیست  A. flavus R5اتوبیوگرافی علیه 

 احتمال به(. بنابراین افزون بر لیپوپپتیدها، -4B)شكل 

های میكروبی دیگری و یا حتی سازوکارهای ضد ترکیب

 B. subtilisعالیت کنترل زیستی سویۀ دیگری در ف

UTB96  ( نقش دارندJanisiewicz and Korsten 2002.) 

 

 کلیگیری نتیجه

 B. subtilisسویۀ در  شدتحقیق مشخص این در 

UTB96ایتورین نقش اصلی در  ۀ، لیپوپپتیدهای خانواد

در محیط کشت و  A. flavusجلوگیری از رشد قارچ 

حذف سومین ژن در مسیر  با چراکهروی پسته دارند 

، ها آن نشدن ها و در نتیجه تولیدایتورین ساخت زیست

کاهش   B. subtilis UTB96 سویۀقارچی ضدویژگی 

از بین نرفت و این نشان  کلی بهیافت ولی چشمگیری 

بر  افزون سویهدیگری از این  های ترکیبدهد می

 از رشد قارچ نقش دارند.  بازدارندگیها در ایتورین
 

 سپاسگزاری

ی زیستی ورافنشرکت  ،ایکشاورزی هسته ۀپژوهشكد از

از گروه میكروبیولوژی دانشگاه  ویژه بهو  گرا یعتطب

 برایهای مالی و فكری مالاگای اسپانیا به خاطر حمایت

 .گرددتشكر و قدردانی می، تحقیقاین انجام 
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ABSTRACT 
Members of the genus Bacillus are among the most promising candidates for biological control of plant 

pathogenic bacteria. In this study, cell free supernatants of three strains B. subtilis UTB96, B. subtilis UTB1 

and B. subtilis UTB70 against Aspergillus flavus R5 were investigated using dual culture assay. Strain B. 

subtilis UTB96 showed the highest inhibition effect. Thin lyer chromatography in extracted lipopeptides of 

the bacterial cell free supernatants proved the presence of the three families of lipopeptides iturin, fengycin 

and surfactin. Bioautography analysis of the chromatogarams against A. flavus R5 revealed the antifungal 

potential of iturins in strain B. subtilis UTB96. Gene bymB (the third gene in iturin biosynthesis) was 

disrupted usisng targeted mutagenesis to confirm role of iturins in antifungal activity. Molecular study (PCR 

analysis and sequencing the amplified fragment) of the mutants revealed that the targeted gene (bmyB) was 

replaced by spectinomycin resistance gene, hence the gene was disrupted. The phenotypical comparison of 

the bmyB mutants with the parental strain demonstrated that the antifungal activity of cell free supernatants 

and extracted lipopeptides was decreased interestingly in a dual culture assay with A. flavus, bioautography 

analysis and also on pistachio nuts. To sum up, these findings allowed us to conclude that iturin-like 

lipopeptides are indispensable for the biocontrol ability of the strain UTB96 against A. flavus R5. 
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