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باشد که دارای فعالیت آنتاگونیستی علیه قارچ ، یک عامل بیوکنترل جداشده از پسته میBacillus subtilis UTB1باکتری  چکیده:

Aspergillus flavus ر این مطالعه به منظور بهبود فعالیت آنتاگونیستی باشد. دمی B. subtilis UTB1علیه A. flavus  موتاسیون تصادفی با ده ،

 A. flavusکلونی باکتری به طور تصادفی انتخاب شده واثرات آنها علیه  511کیلوگری( انجام شد. پس از پرتوتابی،  3تا  1/1دز مختلف اشعه گاما )

R5 ( فعالیت بازدارندگی بیشتری در مقایسه با استرین %9کلونی )45کشت متقابل بررسی شد که  با استفاده از روشUTB1  نشان دادند. آنالیزrep-

PCR   تنوع ژنتیکی با استرین وحشی نشان دادند که عصاره خارج سلولی شش عدد از آنها  ،کلونی 45نشان داد که هشت کلونی باکتریایی از بین

ا به طور معنی داری در مقایسه با استرین مادری کاهش دهند. کروماتوگرافی لایه نازک نشان داد که تولید لیپوپپتیدهای حلقوی توانستند رشد قارچ ر

، ممانعت قابل توجهی A. flavus R5شامل خانواده های سورفکتین، فنجایسین و ایتورین در این شش موتانت افزایش یافت. آنالیز بیواتوگرافی علیه 

)مسئول بیوسنتز آنزیم  sfpتوالی ژن با توجه به نتایج همردیفی چندگانه  ها می باشد، را مشخص نمود.ارچ که مربو  به تولید ایتوریناز رشد ق

ا به شده است که تولید سه خانواده از لیپوپپتیدهای غیرریبوزومی ر فسفوپنتتین ترانسفراز( می توان بیان کرد که این ژن در این شش موتانت دچار جهش

 طور همزمان تحت تاثیر قرار داده است.

 .، لیپوپپتیدهای حلقوی، موتاسیون، پرتو گاما Bacillus subtilis، بیوکنترل،   Aspergillus flavusواژگان کلیدی: 

 

Effect of some metabolites produced by Bacillus subtilis UTB1 mutants against 

Aspergillus flavus 

Hamideh Afsharmanesh1*, Masoud Ahmadzadeh 2, Keivan Behboudi2, Farahnaz 

Motamedi Sede1  

1-Nuclear Agriculture Research School, Nuclear Science and Technology Research Institute (NARS-

NSTRI), Karaj, Iran 

2- Department of Plant Protection, College of Agriculture and Natural Resources, University of Tehran, 

Karaj, Iran 

*hafsharmanesh@nrcam.org 

Abstract: Bacillus subtilis UTB1, a biocontrol bacterium isolated from pistachio nuts, has 

been shown to have antagonistic activity against Aspergillus flavus. In this study, a 

random mutagenesis using 10 doses of gamma irradiation (0.1-3 KGy) was applied on B. 

subtilis UTB1 to improve its antagonistic activity against A. flavus. After irradiation, 500 

bacterial colonies were selected randomly and their effects against A. flavus R5 were 

assessed using dual culture assay. Forty-five colonies (9%) revealed higher inhibition 

activity as compared to strain UTB1. Eight colonies out of the 45 were selected based on 

genetic diversity by means of rep-PCR analyses; six of which could significantly inhibit 
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the fungal growth using cell-free supernatants as compared to the parental strain. Thin 
layer chromatography showed that the production of cyclic lipopeptides including 

surfactin, fengycin and iturin families increased in these six mutants. TLC-bioautography 

analysis against A. flavus R5 revealed a considerable inhibition of the fungal growth, 

which associated with iturins production. According to the results of sfp (responsible for 

biosynthesis of phosphopantetheinyl transferase) multiple alignment, we could display that 

the sfp sequence underwent a mutation in the six mutants. 

Keywords: Aspergillus flavus, biocontrol, Bacillus subtilis, cyclic lipopeptides, mutation, gamma 

irradiation  

 

 مقدمه

-در سرتاسر جهان به طور وسیع انتشار می A. parasiticusو گونه نزدیک به آن یعنی  Aspergillus flavusقارچ 

ها به آسانی محصولات مهمی . این قارچ]1[شوندیابند و اغلب به عنوان ساپروفیت در خاک و روی مواد آلی پوسیده یافت می

 .Aو  A. flavusهای ولهکنند. اغلب ایزهای خشکسالی کلنیزه میمانند ذرت، بذر پنبه، بادام زمینی و پسته را به ویژه در سال

parasiticus 2[کنند زا برای انسان و دام به نام آفلاتوکسین میزا و سرطانتولید ترکیباتی فوق العاده سمی، موتانت[. 

ها در های مختلف از جمله کنترل بیولوژیک، کنترل آفات و ایجاد کولتیوارهای مقاوم برای کنترل آفلاتوکسینروش

است که در بین آنها کنترل بیولوژیک یک روش امید بخش در کنترل آفلاتوکسین در مرحله قبل و محصولات بررسی شده 

های آنتاگونیست برای کنترل آلودگی قارچ و ها، مخمرهاهای مختلفی از جمله باکتریباشد. میکروارگانیزمبعد از برداشت می

 های تجزیه کنندهآنزیمو  های ضدمیکروبیترشح متابولیت ،قابتها از طریق راین آنتاگونیست اند.ها بررسی شدهآفلاتوکسین

متحمل به دمای بالا و می باشند که sp.  Bacillusهای اسپورزای یکی از این عوامل بیوکنترل باکتری .شوندموثر واقع می

های ژنتیکی میکروارگانیزماصلاح  با کنندمی سعی دانشمندان .ندجایگزین سموم شیمیایی شو توانندبوده و میاسترس خشکی 

وسیله به تواند میها میکروارگانیزمدهد. اصلاح ژنتیکی تأثیر آنها را به عنوان عوامل کنترل بیولوژیک افزایش می ،آنتاگونیست

صورت  دستکاری ژنتیکینیز و  (اشعه ماوراء بنفش)مانند پرتو گاما یا  و فیزیکیاتیل متان سولفونات( مانند )شیمیایی  موتاسیون

زای تصادفی به منظور بهبود توانایی هایی از کاربرد عوامل موتانتمثال منجر به توسعه خصوصیات مطلوبشان شود.و  گیرد

و لیو و  ]3[توان به تحقیقات لی و همکاران آنتاگونیستی عوامل بیوکنترل بیمارگرهای گیاهی وجود دارد که از آن جمله می

با استفاده از تکنیک کاشت پرتو یونی معرفی کردند که  B. subtilisهایی را از باکتری انتاشاره کرد که موت ]4[همکاران 

نشان  Gibberella zeaeو  Rhizoctonia solaniتری را نسبت به استرین وحشی علیه فعالیت ضد قارچی قوی

درصد( آفلاتوکسین را  81قادر است به مقدار قابل توجهی )بیشتر از   BSP1(UTB1) B. subtilisاسترین دادند. 

-بهرهبا شود تلاش میتحقیق در این . ]5[ ضعیف است A.flavus تجزیه نماید اما توانایی این استرین در کاهش رشد قارچ 

در جلوگیری از رشد  B. subtilis UTB1بیوکنترل باکتری  تکنیک موتاسیون تصادفی با اشعه گاما، تواناییگیری از 
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های اصلاح شده مشخص موتانت قارچیضدهای بیوتیکها و آنتیمتابولیتنقش یابد. سپس  افزایش A. flavusقارچ 

 گردند. 

 مواد و روش ها

از ده منتخب کلونی  511فعالیت آنتاگونیستی : فعالیت آنتاگونیستی موتانت های حاصل از پرتودهی با اشعه گاما

با استفاده از   A. flavus R5 کیلوگری( علیه قارچ 3و  5/2، 2، 5/1، 2/1، 1، 7/1، 5/1، 3/1، 1/1دز مختلف اشعه گاما )

در جلوگیری از رشد قارچ نسبت به استرین معنی دار که باعق افزایش  موتانت هایی. ]6[بررسی شد روش کشت متقابل 

  گردیدند.وحشی شدند انتخاب 

، انگشت نگاری کلونی( 45متقابل ) های منتخب ازکشتبه منظور غربالگری موتانتها: غربالگری مولکولی موتانت

DNA  به روشrep-PCR  .کیت مخلو  واکنش شاملای پلیمراز در هر لوله مخلو  واکنش زنجیرهانجام شدPCR 

برنامه باشد. ژنومی باکتریایی می DNAو  BOX A1Rیا  ERIC 2 و  ERIC 1R هایآغازگر، ایران(، سیناژن)

Co ثانیه، 31به مدت  C o 94از چرخه 35دقیقه و سپس  دوبه مدت   Co 95در شامل یک انکوباسیون اولیه  PCRحرارتی 

45 (ERICیا )Co51 (BOX به مدت )و ثانیه 61Co 72  بین پس از تکثیر، باندهای حاصل  .ثانیه انجام شد 61به مدت

 .ه قرار گرفتسیاها مورد مقو موتانت UTB1استرین وحشی 

موتانت منتخب فعالیت آنتاگونیستی هشت : موتانت ها صاره فاقد سلولیبه کمک ع A. flavusجلوگیری از رشد 

، با استفاده rep-PCR (M419،M425 ،M455 ،M458،M464 ، M523 ، (M600, M562از آنالیز 

برای  .با استرین وحشی مقایسه شدند لیتر(کنیدی در میلی511×1) A. flavusکشت متقابل با قارچ آنها در فاقد سلولی عصاره

به  ]7[1مولپها در محیط کشت مناسب برای تولید لیپوپپتیدهای غیرریبوزومی به نام ، ابتدا باکتریفاقد سلولی هیه عصارهت

 .ساعت رشد داده شده و پس از سانتریفیوژ، فیلتر شدند 72مدت 

، هشت UTB1شی سلولی استرین وحهای فاقدلیپوپپتیدها از عصارهاستخراج و آنالیز لیپوپپتیدهای غیرریبوزومی: 

با  ،]subtilis. B ]8از  UMAF6639و  UMAF6614و دو استرین مرجع PCR-repمنتخب بر اساس  موتانت

گردید. لیپوپپتیدهای  مانده در متانول حلشده و باقی تبخیرلایه بوتانول . ]9[اضافه کردن حلال بوتانول نرمال استخراج شدند

آنها ( Rf)ضریب نگهداری ه واز یکدیگر جدا شد F254سیلیکاژل  جنس ازTLC صفحات شده در فاز متانولی روی حل

های آن در مقایسه با دو استرین مرجع محاسبه شد. به منظور شناسایی ترکیب موثر در فعالیت و موتانت UTB1در استرین 

-های ظاهرکروماتوگرام روی منظورانجام شد. بدین A. flavusعلیه قارچ  TLCها، آنالیز بیواتوگرافی قارچی جدایهضد

، پوشانده شدند. پس از نگهداری در لیتراسپور قارچ در میلی 1×511مذاب حاوی PDAبا محیط  TLCشده روی صفحه 

 

optimal medium for lipopeptides production (MOLP) 0 
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گردد. مقادیر ضریب نگهداری از هاله بازدارندگی تخمین زده شد و با مقادیر ، هاله بازدارندگی مشاهده میCo 28دمای

 مقایسه شد.  مربو  به لیپوپپتیدهای مختلف

و هشت موتانت منتخب با  UTB1)مسئول بیوسنتز آنزیم فسفوپنتتین ترانسفراز( در استرین  sfpتکثیر ژن  :sfpردیابی ژن 

-'sfp-R1 (5و sfp-F (5'-cggaggatctagaatgaagatttac-3')استفاده از جفت آغازگر 

ggcgcactgaaaaggaatcaagcgg-3')  .5بافر شاملدر هر لوله  پلیمراز ایمخلو  واکنش زنجیرهانجام شدxPCR ،

واحد در  5 (پلیمراز DNA GoTaqآنزیم، )مولمیلی11)تری فسفاتلئوزیدکنومخلو  دی، مول(میلی 25) کلرید منیزیم

-می Co61و دمای اتصال  PCR-repمشابه با   PCRبرنامه حرارتی باشد. از هرآغازگر می پیکومول 11و (هرمیکرولیتر

خالص شده و تعیین توالی گردیدند.  PCRسازی محصول کیت خالصمربو  با استفاده از  PCRصولات . سپس محباشد

 Vector NTI، با استفاده از نرم افزار مذکور هشت موتانتاسترین وحشی و  در sfp به دست آمده از  ژن توالی

Advance 10 های احتمالی بین توالیهمردیف شدند تا جهش UTB1 مشخص گردد. شجره فیلوژنتیکی  هابا موتانت

تکرار با استفاده از نرم  1111و با آزمون اعتبارسنجی با  Maximum likelihood (ML)براساس روش

 .]11[ترسیم گردید  MEGA5افزار

 نتایج و بحث

ر تصادفی کلونی باکتری به طو 511از مجموع ده دز پرتوتابی، ها و غربالگری آنها: فعالیت آنتاگونیستی موتانت

بررسی شد. سه نوع فنوتیپ در نتایج حاصل از کشت R5    A. flavusعلیه قارچآنها و فعالیت آنتاگونیستی  هانتخاب شد

داری  نشان افزایش معنی UTB1درصد( شعاع رشد قارچ نسبت به استرین وحشی  6کلونی ) 31در  -1متقابل مشاهده شد: 

کیلوگری، شعاع رشد قارچ نسبت به استرین  3و  5/2،  2پرتودهی با دزهای حاصل از درصد(  9کلونی ) 45در  -2داد. 

UTB1 داری نسبت به درصد( از نظر شعاع رشد قارچ، اختلاف معنی 85ها )در سایر کلونی -3داری نشان داد. کاهش معنی

زدارندگی بیشتر علیه قارچ زمانی استرین وحشی دیده نشد. نتایج حاضر نشان داد که بیشترین نرخ موتانت مطلوب با فعالیت با

کلونی  45واحد لگاریتمی کاهش یافته بود. به منظور غربالگری مولکولی  4-3ها به مقدار اتفاق افتاد که جمعیت زنده باکتری

 به روش DNA( در کاهش رشد قارچ نشان دادند، انگشت نگاری P≤0.01منتخب از کشت متقابل که افزایش معنی داری)

 rep-PCRام شد. نتایج تکثیر انجDNA  نشان داد که هشت کلونی M419, M425, M455, M458, M464, 

M523, M562  و M600 با استرینUTB1 مورفیسم نشان داد که (. الگوی پلی1دهد )شکلاختلاف ژنتیکی نشان می

 ,M419, M425, M455, M464ها را به سه گروه مجزا تقسیم کرد: گروه اول شامل شش موتانتتوان موتانتمی

M562  و M600 مورفیسم در آنها شبیه یکدیگر و متفاوت از استرین وحشی است. گروه دوم شامل بوده که الگوی پلی

ها به همراه استرین باشد وسایر موتانتمی UTB1مورفیسم مشابه و متفاوت با با الگوی پلی M523و  M458 دو موتانت

UTB1 نگشت نگاری دهند. اگروه سوم را تشکیل میDNA  به روشrep-PCR  روشی سریع، قابل اعتماد و تکرار پذیر

  .]11[های مختلف باکتریایی را مشخص نماید ها و استریناست که قادر است تنوع ژنتیکی بین ژنوم گونه
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-ERICدرصد، با استفاده از )الف( های حاصل از پرتودهی در ژل آگارز یک و موتانت UTB1مقایسه الگوهای باندی بین استرین وحشی  -1شکل 

PCR  )و )بBOX-PCRها بالای هر چاهک نوشته شده است. . نام جدایهM مارکر ،DNA  جفت باز. 11111تا  111مخلو  از 

شده استرین کشت فیلتر ارزیابی اثرات بازدارندگی: A. flavusفاقد سلولی در جلوگیری از رشد  اثر عصاره

UTB1 هو هشت موتانت آن علیA. flavus   شش موتانت نشان دادکه قطر هاله بازدارندگی در M419, M425, 

M455,M464, M562, M600  نسبت به UTB1داری دارد. درحالیکه دو موتانتافزایش معنی M523  و

M458 (. 1داری را از نظر هاله بازدارندگی با استرین وحشی نشان ندادند )جدول اختلاف معنی 

( مربوطه در Rfگیری مقدار ضریب نگهداری )اندازهی غیرریبوزومی در فعالیت ضد قارچی: نقش لیپوپپتیدها

، وجود (UMAF6639و  UMAF6614و مقایسه با دو استرین مرجع )TLC باندهای ظاهر شده روی صفحات

-2/1( و فنجایسین )=3/1Rf-4/1(، ایتورین )=7/1Rf-8/1باندهای مربو  به سه خانواده اصلی از لیپوپپتیدهای سورفکتین )

1/1Rf= را در استرین )UTB1 های ظاهر شده روی صفحات منتخب نشان داد. با توجه به اندازه لکه و هشت موتانت

TLC مقدار لیپوپپتیدهای تولید شده توسط استرین ،UTB1  و دو موتانتM523 و M458  محسوس نبود درحالیکه

 ,M419, M425 واده ایتورین و سورفکتین افزایش قابل توجهی در شش موتانتمقدار لیپوپپتیدها به ویژه لیپوپپتیدهای خان

M455, M464, M562   و M600 در مقایسه با استرینUTB1  الف(. آنالیز بیواتوگرافی  -2نشان داده است )شکل

TLC  با استفاده ازA. flavus  زایی قارچ در ممانعت قابل توجهی از رشد میسلیومی و اسپور نشان دادکه ب(-2)شکل

به  (، متعلق3/1-4/1بازدارندگی ایجاد شده ) مذکور مشاهده شدکه با توجه به مقدار ضریب نگهداری هاله شش موتانت

قادر به جلوگیری از رشد  M523و  M458 و دو موتانت UTB1باشد. استرین وحشی لیپوپپتیدهای خانواده ایتورین می

کم است که وضوع احتمالا به این دلیل است که مقدار تولید ایتورین در این سه جدایه خیلیقارچ با تولید ایتورین نبودند. این م

قادر به جلوگیری از رشد قارچ نیستند. در ضریب نگهداری متناسب با خانواده فنجایسین و سورفکتین، ممانعت از رشد و 
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میکروبی کتانت قدرتمندی است، فعالیت ضدها مشاهده نشد سورفکتین که یک سورفاسپورزایی قارچ در هیچیک از جدایه

های این آزمون یافته. ] 13[آ نشان داده است کنندگی قوی در ترکیب با ایتوریناما فعالیت تشدید] 12[آن بسیار محدود است

کند. فوق حمایت می قارچی اصلی در شش موتانتاز نقش آنتی بیوز مبتنی بر تولید خانواده ایتورین به عنوان فاکتور ضد

. غشاءهای ] 14[کنند های گروه ایتورین در حضور استرول موجود در غشاء سیتوپلاسمی ارگانیزم عمل میبیوتیکآنتی

باسیلومایسین  .] 15[توانند هدف باسیلومایسین دی باشند حاوی ارگسترول و کلسترول هستند که می A. flavusهای کنیدی

 . ] 17و  16[ های بیمارگر گیاهی نشان داده استو طیف وسیعی از قارچ A. flavusقارچی موثری علیه فعالیت ضد دی

 A. flavus R5های آن در جلوگیری از رشدموتانتو  UTB1اثر عصاره فاقد سلولی استرین  -4جدول 

 هاله بازدارندگی (mm) تیمار

M419 
M464 
M600 

M562 

M455 

M425 

M523 

UTB1 

M458 

 شاهد

 33/15±6/1 a 

15±1 a 

66/14±6/1 a 

33/14±6/1 a 

14±1 a 

14±1 a 

33/4±6/1 b 

66/4±6/1 b 

66/4±6/1 b 

1 c  

 

 باشند.  انحراف معیار از سه تکرار می ±*داده ها نشان دهنده میانگین هاله بازدارندگی 

 باشد.می با استفاده از آزمون دانکن %1دار در سطح حروف غیر متشابه بیانگر اختلاف معنی**

، هشت موتانت منتخب UTB1بین استرین مادری  sfp همردیفی چندگانه توالی : مقایسه توالی آنو  sfpردیابی ژن

 NCBI(B. subtilis 168, B. subtilisEPC5, B. subtilis در  sfpهای ثبت شده و هشت استرین از توالی

96-41, B. mojavensis GS1, mojavensis GS2,B. amyloliquefaciens FZB42, B. 

amyloliquefaciens 96-79 , B. amyloliquefaciens 96-82 B. نشان داد که این توالی بین )
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 ,M419, M25, M455 مشابه بوده اما متفاوت از شش موتانت M523و  M458و دو موتانت  UTB1استرین

M464, M562   و M600باشد. درخت فیلوژنتیکی مبتنی بر میMaximum likelihood را  هاروابط بین جدایه

شود، جهش در ژن هایی که در افزایش همزمان سه لیپوپپتید در یک موتانت مطرح مییکی از فرضیه(. 3دهد )شکل نشان می

sfp های پپتیدسینتتازهای سازی آنزیمفسفوپنتتین ترانسفراز( نقش ضروری در آماده -4باشد که آنزیم کدشده توسط آن )می

دارد به طوریکه  sfpپپتیدهای حلقوی بستگی به حضور محصول کارآمد ژن یبوزومی پلیر. سنتز غیر] 18[غیرریبوزومی دارد

( منجر به عدم تولید ترکیبات سورفکتین، باسیلومایسین و فنجایسین می شود knockoutجهش از نوع ازکارانداختن این ژن )

 ,M419, M25, M455شش موتانت رسد این ژن در، به نظر میsfp. با توجه به نتایج همردیفی چندگانه ژن ] 18[

M464, M562  و M600 هایی از نوع جابجایی شده است که تولید سه خانواده از لیپوپپتیدهای دچار جهش

 غیرریبوزومی )سورفکتین، ایتورین و فنجایسین( را به طور همزمان تحت تاثیر قرار داده است. 

، M523 ،M425های  و موتانت B. subtilis UTB1وگرافی )ب( لیپوپپتیدهای استرین کروماتوگرافی لایه نازک )الف( و بیواتآنالیز  –2شکل 

M562 ،M562 ،M464  وM419های . استرینUMAF6639 کننده لیپوپپتیدهای سورفکتین، فنجایسین و ایتورین آ( و )تولیدUMAF6614  تولید(

 و نیز لیپوپپتید خالص ایتورین آ به عنوان شاهد مثبت استفاده شدند.   B. subtilisکننده لیپوپپتیدهای سورفکتین، فنجایسین و باسیلومایسین( از 
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 -3شکل sfpترسیم درخت فیلوژنتیکی توالی 

به  Maximumکمک روش 

likelihood  برای استرین وحشیB. subtilis UTB1هشت موتانت ،M419, M425, M455, M458, M464, M523, M562  وM600  و هشت

درصد را نشان  51از  بیشتر درصد اعتبارسنجیها . اعداد روی شاخه(EPC5, 96-41, GS1, GS2, B. FZB42, 96-79,  96-8 ,168ترین مرجع )اس
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