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 چکیده

ّبی ثیَؿیویبیی ٍ پشٍتئیٌی ّفذُ خذایِ اص ثبکتشی اًذٍفیت طی یک ثشسػی دس دسختبى خٌگلی هبصًذساى خذاػبصی ؿذًذ. ثشسػی

ٍ ٍیظگیْبی ثیَؿیویبیی تؼییي  16S rDNAّب دس چْبس گشٍُ هتفبٍت گشدیذ. ػپغ ثب سٍؽ هَلکَلی ثش پبیِ ّب ػجت گشٍّجٌذی ثبکتشیخذایِ

ّب تبییذ ؿذ. ًتبیح اسصیبثی دس ثیي ًوًَِ Bacillus subtilis،megaterium  B. ،B. thuringiensis ٍ B. endophyticusّبی ؿذُ، ٍخَد گًَِ

ثشًح دس ؿشایط هحیط  (Bacterial brown stripe)ای ػبهل ثیوبسی ًَاس قَُْ avenaesubsp.  Acidovorax avenae ضذهیکشٍثی ثش ػلیِ ثبکتشی 

-ٍ خذایِ ای ثشًح تَلیذ ًوَدًذثیـتشیي ّبلِ ثبصداسًذُ سا ثش ػلیِ ثبکتشی ًَاس قَُْ B. subtilis  ٍB. megaterium ّبیکـت ًـبى داد کِ گًَِ

ًتبیح هثجتی سا ثش ػلیِ ثبکتشی ًَاسی ثشًح دس هحیط کـت آصهبیـگبّی ًـبى  B. thuringienesis  ٍB. endophyticus ّبیّبی هشثَط ثِ گًَِ

 گشدد.ای ثشًح ثشای اٍلیي ثبس دس ایشاى ثشسػی هیّبی ثبػیلَع ثش ػلیِ ثبکتشی ًَاس قًَُْذادًذ.  فؼبلیت ضذهیکشٍثی گًَِ

 ایضدمیکروبی، نوار قهوهواشگان کلیدی: اندوفیت، باسیلوس، 

 

 مقدمه:

ّبی هتؼذدی ثبؿذ. ایي خٌغ ؿبهل گًَِهی Bacillaceaeخٌغ ثبػیلَع خضء ثبکتشی گشم هثجت هتؼلق ثِ خبًَادُ  

داسای سٍاثط هتٌَع ثب ػبیش هَخَدات صًذُ ؿبهل ّوضیؼتی تب ثیوبسیضایی سا دس ثش داسد. ػلاٍُ ثش ایي اص خبک، آة، گیبُ، ثبفت 

ثبؿذ. دس كٌبیغ ًیض اص ایي ثبکتشی ثشای اّذاف هختلف صی هیخبّب ًیض خذاػبصی ؿذًذ ٍ خضء ثبکتشی ّوٍِ ػبیش ًوًَِ خبًَساى

ثیَتیکْب، ّبی ثبًَیِ ثَیظُ آًتیؿَد. ثشخی ٍیظگیْب ًظیش تَلیذ هتبثَلیتّب اػتفبدُ هیًظیش تَلیذ سیجَفلاٍیي، ثتبلاکتبهبص ٍ تَکؼیي

خطش ٍ ات دهب، سؿذ ػشیغ دس هحیط کـت ٍ تَلیذ اًذٍػپَس تَاًؼتِ ایي ثبکتشی سا ثِ ػٌَاى ػبهل هْن، ثیتحول ثبلا ثِ تغییش

داسای پتبًؼیل ثبلا دس کٌتشل ثیَلَطیک ػبهل ثیوبسیضای گیبّی هجذل ػبصد. فبکتَسّبیی ًظیش سقبثت، القبء هقبٍهت ػیؼتویک، 

ّبی تدضیِ کٌٌذُ دیَاسُ ػلَلی ٍ تشکیجبت فشاس اص هْوتشیي ّب، آًضینهتبثَلیتّبی گیبّی، لیپَپپتیذّب، تَلیذ ٍ افضایؾ َّسهَى

ّبی صیبدی دس خلَف فؼبلیت . ثشسػی[7ٍ  6، 5]گشدًذ ّبی ثبػیلَع هحؼَة هیپبساهتشّبی هَثش دس کٌتشل ثیَلَطیک گًَِ

. [9ٍ  8]ّی كَست گشفتِ اػت ّبی گیبثش ػلیِ پبتَطى B. subtilisّبی ثبػیلَع خلَكبً ضذهیکشٍثی ثشخی گًَِ

Ramachandran (4102 دس طی یک ثشسػی ثش سٍی تؼذادی اص ثبکتشیْبی ثیوبسیضای اًؼبًی ثِ تبثیش ثبکتشی )B. subtilis  ثش سٍی

 ّبی ثبػیلَع خبکضی ثش سٍی ثبکتشیْبی خبک پشداخت ٍ ًتبیح هثجتیثِ اثش گًَِ 4116دس  Yilmaz. [8]ایي ثبکتشیْب اؿبسُ ًوَد 

 Fusarium oxysporumثش ػلیِ قبسذ  B. subtilisّبی اثش هثجت ثشخی اػتشیي 0880. دس ایشاى ًیض خوبلی دس ػبل [01]اسائِ ًوَد 

سا ثش کٌتشل قبسذ  B. subtilisّبی . دس تحقیق دیگشی ًیض قبثلیت خذایِ[8]ػبهل پظهشدگی ًخَدفشًگی سا گضاسؽ ًوَد 

Rhizoctonia solani  راکشی ًیض تبثیش ضذقبسچی ثبکتشی [0]ػبهل هشگ گیبّچِ لَثیب سا دس ایشاى ًـبى دادًذ .B. subtilis  ِثش ػلی

Pythium ultimum  [2]سا هـخق ًوَد . 

 ؿَد دس ثؼیبسی اص کـَسّبی آػیبیی، آفشیقبیی، ای ثبکتشیبیی ثشًح کِ ًَاسی ؿذى ّن ًبهیذُ هیثیوبسی ًَاس قَُْ
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ؿَد کِ ثِ ایدبد هی avenaesubsp.  Avidovorax avenaeسٍپبیی گضاسؽ ؿذُ اػت. ایي ثیوبسی تَػط ثبکتشی آهشیکبیی ٍ ا

كَست ػوذُ ثزسصاد اػت ٍ ثزسّبی ثشًح آلَدُ ثِ ثبکتشی ثِ ػٌَاى هٌجغ هْوی اص صادهبیِ اٍلیِ ثیوبسی ثشای اًتقبل ثِ هٌبطق دیگش 

کبسیْبی ؿوبل کـَس دس خلَف اسصیبثی ًحَُ اًتقبل ثیوبسی ٍ اّویت ثیوبسی دس ثشًح. ثِ ّویي هٌظَس ثب تَخِ ثِ [4]ثبؿذهی

ّبی اًذٍفیت ثش سٍی ایي ثبکتشی ثشای اػتفبدُ ثبکتشی آًتبگًَیؼت دس ػطح ثزس ٍ یب دس خضاًِ ثب ّذف ًْبیی اٍلیِ تبثیش ثبػیلَع

  کبّؾ اػتفبدُ اص ػوَم دس خضاًِ ًـبء ثشًح اقذام ًوَدین.

 

  ها و روشمواد 

 

 جداسازی 

قؼوتْبیی اص پَػت . تْیِ ٍ ثِ آصهبیـگبُ هٌتقل ؿذّبی یکؼبلِ دسختبى خٌگلی هبصًذساى اص ؿبخِ 0898ّب دس خشداد ًوًَِ

ٍ ػپغ ثب آة هقطش  ضذػفًَی ػطحیدقیقِ  0% ثشای 75ٍ تحت ؿشایط اػتشیل ثب اتبًَل  ؿذ ؿؼتـَثب آة ّب خذا ٍ ؿبخِ

تیوبس ؿذُ دس پلیت اػتشیل حبٍی هقذاس اًذکی آة هقطش خشد ؿذُ ٍ حدن کوی اص  قطؼبتاػتشیل  دٍ تب ػِ ثبس آة کـیذُ ؿذًذ. 

ّب تب ًوبیبى ؿذى کلٌی C◦48ٍ دس دهبی  ُکـت ؿذ هخططثِ كَست  Nutrient Agar  (NA)ایي هبیغ ثش سٍی هحیط کـت

 ؿذ. ًگْذاسی

  

 شناسایی مولکولی 

هیلی هَلاس ػِ ثبس ؿؼتِ  Tris-HCL 01دقیقِ خوغ آٍسی ٍ ثب  5دٍس ثِ هذت  5111ثب ػبًتشیفیَط دس  ی ثبکتشیّبػلَل

اػتفبدُ  DNAثشای اػتخشاج  ((Thermo Scientific, Germanyؿشکت GeneJET Genomic DNA Purification اص کیت .ؿذًذ

- ´27f (5سفت  ثب پشایوش 16S rDNAی ثکبس گشفتِ ؿذ تب ًبحیِ ) PCR (ای پلیوشاص صًدیشُ ٍاکٌؾکل ثِ ػٌَاى الگَ دس  DNA ؿذ.

AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG- 3´) 1525 ٍ ثشگـتr (5´-AAG GAG GTG WTC CAR CC-3´ ) گشددتکثیش. 

یبثی اسػبل خبلق ٍ ثِ هٌظَس تَالی  Thermo Scientificؿشکت  GeneJET Gel Extraction kitثب اػتفبدُ اص کیت  PCRهحلَل 

 ؿذًذ. 

 

 ارزیابی فعالیت بازدارندگی بر روی محیط کشت

ًیَصیلٌذ ثب  ICMPاص کلکؼیَى هیکشٍثی  (.Acidovorax avenae subsp. avenae)اػتبًذاسد ثبکتشی ًَاسی ثشًح خذایِ 

گشم دس یک لیتش آة( آهبدُ ٍ دس  01گشم، آگبس  8گشم، ػبکبسٍص  8) ًَتشیٌت ثشاث  NASتْیِ ؿذ. هحیط کـت  ICMP 254ؿوبسُ 

ثب  A. a. aهتشی پخؾ ٍ دس ؿشایط اػتشیل ًگْذای ؿذًذ. ثبکتشی ػبًتی 01 ؿشایط اتَکلاٍ اػتشیل گشدیذ. هحیط کـت دس پتشی

OD  1.2 ِّبی قِ هقذاس پٌح هیکشٍلیتش اص ّش کذام اص خذایِای اػتشیل پخؾ ٍ ثؼذ اص چٌذ دقیثش سٍی هحیط کـت ثب هیلِ ؿیـ

 47ّب دس اًکَثبتَس دس دهبی دیؾ ثِ فبكلِ تقشیجبً یکٌَاخت قشاس گشفتٌذ ٍ پتشیدس ػِ قؼوت هدضا دس پتشی OD 0ّب ثب  ثبػیلَع

 ػبػت ثشای هـبّذُ ّبلِ ثبصداسًذُ اقذام ؿذ. 42گشاد قشاس گشفتٌذ.  ثؼذ اص گزؿت دسخِ ػبًتی

 

 

 

 



 

 

 نتایج و بحث

هشفَلَطیکی، فیضیَلَطیکی ٍ ثیَؿیویبیی ؿٌبػبیی  ّبیٍیظگیثش اػبع ( 0داسای کلًَی ثبػیلَع )ؿکل خذایِ ثبػیلَع ّفذُ 

ّوِ  .سا داؿتٌذتـکیل اًذٍػپَس  تَاًبییٍ  ثَدُ کبتبلاص هثجت هتحشک ٍَّاصی،  ؿکل، ایّب گشم هثجت، هیلِی خذایًِذ. ّوِؿذ

 ّبی ثشسػی ؿذُ  اص پَػت دسخت خٌگلی هوشص کـت ٍ  خذاػبصی گشدیذًذ. ثبػیلَع

 

 

  NASثبػیلَع کـت ؿذُ دس هحیطّبی خذایِّبی ( کلٌی0ؿکل 

 

تَالی هَسد ًظش سا تکثیش  F27  ٍR1525کِ پشایوش ّبی  هـخق گشدیذ  %0سٍی طل آگبسٍص  PCRالکتشٍفَسص هحلَلات 

 ُثب اػتفبد NCBIهَخَد دس ثبًک طى  ّبی ثجت ؿذُثب تَالی ّبخذای16S rDNAِ ّبیتَالیػبصی سدیفّنپغ اص  (.4)ؿکل  کشدًذ

خذاؿذُ دس دسختبى هوشص اص چْبس گًَِ  ّبی ثبػیلَعگشدیذ کِ خوؼیتّب هـخق ًضدیکتشیي گًَِ،  BLASTn ثشًبهِ اص

Bacillus subtilis ،B. megaterium ،   ensisiB. thuring  ٍendophyticusB.   ٍ تبییذ ؿذ تـکیل. 
 

 

 خفت ثبس هثجت 011ثِ ّوشاُ هبسکش ٍصى هَلکَلی  27f  ٍ1525rای پلیوشاص هشثَط ثِ آغبصگشّبی ( طل آگبسٍص هحلَل ٍاکٌؾ صًدیش4ُؿکل 

 

ٍ ػِ  B. megateriumٍ ػِ خذایِ دس گًَِ  B. subtilisای کِ ثشسػی ؿذًذ تؼذاد ًِ ًوًَِ دس گًَِ خذایِ 07دس ثیي  

دس حبل ّب یذ دقیق ایي گًَِثٌذی ؿذًذ. الجتِ تبئدػتِ B. endophyticusٍ دٍ ًوًَِ دس گًَِ  B. thuringienesisهَسد دس گًَِ 

 . ثبؿذهی rpoD،gyrB   ٍDnaKٍ ثشسػی طًْبی هحبفظت ؿذُ ًظیش  ERIC ،BOXاػتفبدُ اص ًـبًگشّبی هَلکَلی ًظیش  ثشسػی ثب

 



 

 

 .Bٍ دٍ خذایِ گًَِ   B. subtilisهتـکل اص پٌح خذایِ دس گًَِ داسای اثشات ضذثبکتشی ّفت ًوًَِ خذایِ هَسد هطبلؼِ،  07دس 

megaterium  ِای ثشًح سا دس ؿشایط هحیط کـت تَلیذ ًوبیٌذ ) ثِ خَثی تَاًؼتٌذ ّبلِ ثبصداسًذُ ثش ػلیِ ثبکتشی ًَاس قَُْ ثَدًذ ک

هتش ثَدًذ. ّبلِ هیلی 04ٍ حذاکثش  01هتش کِ حذاقل هیلی 00ثِ طَس هتَػط   B. subtilisؿذُ دس گًَِ  (. ّبلِ تَلیذ 8ؿکل 

ثَدًذ.  سا ؿبهلهتش هیلی 07ٍ  حذاکثش  02گیشی ؿذ کِ اص حذاقل هتش اًذاصُهیلی 06حذٍد   B. megateriumثبصداسًذُ دس گًَِ 

 ِ هقطغ صهبًی تکشاس ؿذُ ٍ هیبًگیي آًْب هحبػجِ گشدیذ. ٍ دس ػ Guangluیغ دیدیتبل ّب ثب اػتفبدُ اص دػتگبُ کَلگیشیایي اًذاصُ

 

 

 ای ثشًح )ساػت(ثش ػلیِ ثبکتشی هَلذ ًَاس قَُْ  B. megaterium ای ثشًح  ) چپ( ٍ ّبلِ ثبصداسًذُثش ػلیِ ثبکتشی ًَاس قَُْ B. subtilis( ّبلِ ثبصداسًذُ 4ؿکل 

 

ّبی خذا ؿذُ اص پَػت دسختبى هوشص کـت ٍ خبلق ؿذًذ ٍ ػبیش دسختبى هطبلؼِ ؿذُ ًظیش ثلَط، ساؽ، افشا ٍ ثبػیلَع

ّبی ثبػیلَع ثبؿذ ٍ گًَِخَاف ضذهیکشٍثی هی هوشص داسای دسختبى خٌگلیاص آًدبیی کِ لیلکی فبقذ اًذٍفیت ثبػیلَع ثَدًذ. 

سا تب حذی ی دسخت هوشص بیذ ثتَاى خَاف ضذ هیکشٍثی ػلبسُؿ هتؼبسف سا داسًذ هؼوَل ٍ یّبثیَتیکتَلیذ اًَاع آًتی تَاًبییًیض 

ٍ یب تحشیک گیبّبى ثِ تَلیذ هَاد ضذهیکشٍثی دس اثش ّب ّبی ثبًَیِ ایي ثبکتشیّبی اًذٍفیت ٍ هتبثَلیتٍخَد ثبػیلَع ًبؿی اص

ّبی ثبػیلَع هطبلؼِ ؿذُ ثب یی تشکیجبت ضذهیکشٍثی گًٌَِبػبداًؼت. الجتِ ؿّبی اًذٍفیت دس آًْب ّوضیؼتی ٍ استجبط ثب ثبػیلَع

  ثبؿذ. ًیبص ثِ ثشسػی هی ٍ گٌذم ٍ تَاًبیی اًذٍفیت ؿذى آًْب ثب گیبّبى اػتشاتظیک ثشًح GC-MSاػتفبدُ اص دػتگبُ 
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