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چکیده
تغییـرات  جـانوران، وقـوع  ،انسـان یسـلامت اتـی در خطرنجر به ایجاد مهمواره هاکشآفتوییایمیشموادازگستردهاستفاده

ــه . اســتشــدهاکولــوژیکی و عــدم تعــادل در پایــداري محــیط زیســت   ــا نمون ــاه  در ایــن مطالعــه ب ــه ریزوســفر گی ــرداري از ناحی ب
Helianthemum ledifoliumه لاکتوباسـیلوس گـرم   سـوی هفـت  هاي بیابانی از مناطق بیابانی استان گلسـتان،  و خاك اطراف دنبلان

هـاي بیوشـیمیایی نشـان داد    آزمایش. جداسازي و شناسایی شدندMRSو PDA ،NAهاي مثبت و کاتالاز منفی روي محیط کشت
داشته درجه سلسیوس 45و حداکثر 15توانایی رشد در دماي حداقل قرارگرفت و8تا 3ها در اسیدیته که دامنه رشد برخی از سویه

و R11 ،R12 ،R21 ،R22 ،R31 ،S11هـاي  ، سـویه 16S rDNAبا استفاده از توالی ژن . بودندر قندهاي مورد آزمونتخمیقادر به و 
S12 گونهLactobacillus plantarum11بالاترین میزان بازدارندگی در روش نشـت در آگـار بـا قطـر هالـه      .تشخیص داده شدند
Pseudomonasمتر در کنترل عامل بیمارگر گیاهی میلی syringae و باکتريStaphylococcus aureus  هـاي  توسـط سـویهR31 و
S11هاي اطراف ریشه گیاه همزیست ترتیب مربوط به سویهبهH. ledifolium   در فعالیـت ضـد   . و خاك اطراف دنـبلان انجـام شـد

. درصد بود99/66و 37/69رتیب تبهFusarium solaniو Penicillium expansumهايقارچيبرارشدمهارنرخ حداکثرقارچی 
تصـادفی نشـان   و طرح کاملاSASًافزار نتایج آماري براساس نرم. لیوم در مقایسه با شاهد مشاهده گردیدیکاهش تشکیل اسپور پنیس

بالا دارند زا را با طیف هاي بیماريهاي اسید لاکتیک با منشا گیاهی و خاك توانایی ممانعت از رشد قارچ و باکتريداد که باکتري
.هاي پس از برداشت محصولات کشاورزي استفاده نموددر آلودگیبیوکنترلهاي به عنوان باکتريهاتوان از آنو می
همزیستی، قارچ دنبلان، لاکتوباسیلوس، خاصیت ضد میکروبی، کنترل زیستی:هاي کلیديواژه

مقدمه
ییغـذا مـواد يبـرا جهـان رشـد بـه رونیـاز بهباتوجه

حـائز  مضـر عوامـل ازمحصـولات کشـاورزي  حفظرههموا
ي هـا يبـاکتر ازاسـتفاده منظـور، بـدین . اهمیت بـوده اسـت  

اثرات بازدارندگی در بیمارگرهاي گیاهی داشـته و  بیوکنترل
ــه حفـــظ ســـلامت محـــیط زیســـت مـــی  ــد منجـــر بـ گردنـ

)Ahmadzade, 2014 .( کیـــلاکتدیاسـ ـيهـــايبــاکتر
)Lactic acid bacteria=LAB( ــاکتري در ــروه ب ــاي گ ه

ی منفکاتالازوحرکتبی،فاقد اسپورمثبت،گرمنامتجانس،
دیاس ـمحصول عمـده و نهـایی بـا نـام    دفعمنجر به کههستند

هـاي  اند کـه سـویه  محققان گزارش کرده. شوندمیکیلاکت
LAB    زاي غــذازاد ماننــد  قــادر بــه مهــار عوامــل بیمــاري

Staphylococcus aureus ،Salmonella typhimurium ،
Escherichia coli وListeria monocytogenes  هســتند

)Darsanaki et al., 2012 .( ن،ی ـابـر عـلاوهLAB   قـادر بـه
Penicillium expansum ،Botrytisســموم قــارچیمهــار
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cinerea ،Aspergillus niger ،A. flavus ،Fusarium

graminearumزایـی گیـاهی   هاي بیماريو همچنین باکتري
ــد م Pectobacteriumو Xanthomonas campestrisانن

carotovorum هســتند)Trias et al., 2008(.هــاي قــارچ
هاي خوراکی زیرزمینی هستند دنبلان بیابانی گروهی از قارچ

ــه  ــامل گون ــه ش ــنس ک ــددي از ج ــاي متع ــايه ، Terfeziaه
Tirmania وPicoaبـا ریشـه اعضـاي    هـا ایـن قـارچ  . هستند

سـاله و چنـد سـاله    هـاي یـک  شامل گونهCistaceaeخانوداه 
ــنس ــدد از جـ ــاي متعـ ــوص Cistus ،Tuberariaهـ و بخصـ

Helianthemumکننــــد همزیســــتی مــــی)Jamali &

Banihashemi, 2012.(

هاروشومواد
، خاك ناحیه ریزوسـفر  H. ledifoliumهاي گیاه نمونه

.T(و مقادیري خاك اطراف قارچ دنبلان بیابـانی   claveryi (
شهرســتان گنبــد کــاووس، منــاطق (از مراتــع اســتان گلســتان 

بـه منظـور جداسـازي    . تهیـه گردیـد  ) داشلی بـرون و کلیجـه  
ــاکتري ــاه  ب ــه گی ــا از ریش .Hه ledifolium  ــه ــس از تهی ، پ

درصــد 01/0بــه همــراه 10-8تــا 10-5هــاي باکتریــایی رقــت
سیکلوهگزامید جهت مهار رشد قارچ به محیط کشت جامـد 

)de Man, Rogosa and Sharpe agar(MRS agar  منتقـل
بــه منظــور . نگهــداري شــدسلســیوسدرجــه 37و در دمــاي 

آمیـزي گـرم و   هـاي رنـگ  هـا از آزمـون  شناسایی اولیه سویه
Aazami(آزمون تولید کاتالاز اسـتفاده شـد    et al., 2014 .(

هـایی  بـاکتري ()hemofermentative(آزمون هموفرمنتـاتیو 
هــا را اســید لاکتیــک تشــکیل  ولیــت آندرصــد متاب90کــه 

ــی ــدمـــ ــاتیو) دهـــ )heterofermentative(از هتروفرمنتـــ
هایی کـه عـلاوه بـر اسـید لاکتیـک قـادر بـه تولیـد         باکتري(

هاي دیگر چون پراکسید هیدروژن، اسیدهاي آلی و متابولیت
گلـوکز از  -از ديگـاز و بررسی تولید ) اسید استیک هستند

ــاران   ــا و همک ــاي  )2013(روش نیش ــد در دم 45و 15، رش
، رشـد در  )2015(از روش ناي و همکـاران  سلسیوسدرجه 

pHهاي بالاي نمـک از  مختلف و آزمون مقاومت به غلظت
MRSدر محیط کشـت مـایع   ) 2009(و همکاران روش کولادو 

آزمون تخمیر کربوهیدرات براساس روش کـاي  .دشاستفاده 

ــاران  ــد) 1998(و همکـــ ــام شـــ ــتخراج . انجـــ DNAاســـ

NaClو CTABروشازاســــــــتفادهبــــــــابــــــــاکتري 

ــر   ــی تغیی ــا کم ــنش  ) Wilson, 1987(ب ــام و واک PCRانج

16S rDNAبـــا اســـتفادهاز آغازگرهـــاي عمـــومی ژن    

)´5´ TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3 (1492R

) AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3´ (27F ´5(و 
Aazami(صورت گرفت  et al., 2014.(

ــایی   ــد باکتری ــت ض ــاکتري  فعالی ــل ب ،E. coliدر مقاب
S. aureusوP. syringae CCOS2نشت در آگـار  روشبا

قطـر انجـام و  ) MHA(و در محیط کشت مولر هینتون آگـار  
فعالیــت ضــد قــارچی . شــديریــگانــدازهگیبازدارنــدهالــه

Fusariumعلیــه چهــار قــارچ LABهــاي بــاکتري solani ،
Verticillium dahliae ،Aspergillus niger و

Penicillium expansum    با روش کشـت متقابـل در محـیط
ــت  ــت agarMRSکشــ ــرار گرفــ ــون قــ ــورد آزمــ مــ

)Fhoula et al., 2013 .(  درصد بازدارندگی رشد با اسـتفاده
نتـایج  . گیري شـد اندازه) =R1-R2)/R1([IP[100*(از رابطه 

تصـادفی  در قالب طرح کاملاSASًافزار دست آمده با نرمهب
.یه و تحلیل آماري قرار گرفتمورد تجز

بحثوجینتا
به زیر 3کمتر از pHها در نتایج نشان داد که رشد سویه

درصـد  8هـا تـا   اکثـر سـویه  . درصد و تا حد صـفر رسـید  23
هـا در  نمک را تحمل و بیشترین درصد رشـد بـراي بـاکتري   

7/4=pHبه مقاومت نمـک نشـان داد کـه    نتایج مربوط . بود
ها دارد کـه  نعت کنندگی روي برخی از سویهثیر ممانمک تأ

فاقـد  (ها نسبت به حالت کنترل باعث کاهش درصد رشد آن
هاي باکتري اسید لاکتیک در نمک تمامی سویه. شد) نمک

د بـه طـوري کـه بـا افـزایش      شد را داشتندرصد بالاترین ر6
هیچ . ها نیز کاهش یافتمیزان درصد نمک، درصد رشد آن

تخمیر قند گلوکز گـاز تولیـد نکردنـد و بـه     ها ازکدام از آن
هـا در دمـاي   تمام سویه. عنوان هوموفرمنتاتیو شناسایی شدند

ها به جز همچنین تمام سویه. رشد کردندسلسیوسدرجه 45
S11 وS12 بودنـد  سلسیوسدرجه 15قادر به رشد در دماي

هاي در آزمون تخمیر کربوهیدرات براي باکتري). 1جدول (
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هـر هفـت سـویه نتـایج مشـابهی در      کتیـک منتخـب،  اسید لا
تخمیر قندهاي گلوگز، فروکتوز، لاکتوز، سوکروز، آرابینوز 

هـا  از طرفـی هیچیـک از ایـن سـویه    . و گالاکتوز نشان دادند
.نتوانستند قند زایلوز را تخمیر کنند

و Helianthemum ledifoliumفر گیـاه  هـاي اسـید لاکتیـک جداسـازي شـده از ریزوس ـ     هاي بیوشیمیایی باکتريویژگی-1جدول 
خاك دنبلان 

Table 1. Biochemical characteristics of lactic acid bacteria isolated from Helianthemum ledifolium rhizosphere

and soil.
Growh
in 150C

Growth
in 45 0C

Gas
production

from
Glucose

Growth rate in
salt

10%/0% (%)

Growth rate in
salt

8%/0% (%)

Growth rate in
salt

6%/0% (%)

Growth rate in
pH

8.7/5.7 (%)

Growth rate in
pH

4.7/5.7 (%)

Growth rate in
pH

3.7/5.7 (%)

Strain

++-1.65a±13.421.27a±24.083.3a±64.491.8a±53.801.3b±771 ab*±29.25R11
++-1.90ab±11.261.40b±16.402.3a±61.525.6a±53.495.7c±70.601.5 ab±29.7R21
++-1.6ab±10.351.11ab±18.10.8a±68.592.5a±53.243.6a±80.221.2a±32.29R31
-+-0.7b±9.001.2a±23.111.8a±63.773.1ab±51.34.9b±74.81.01 a±33.7S11
++-1.7a±15.253.2a±24.500.4b±55.42.6ab±52.92.7b±75.23.5b±27.9R12
++-2.4ab±11.270.4b±14.61.4b±53.33.1ab±52.21.6c±68.381.8ab±29.1R22
-+-3.2ab±10.752.3b±16.800.4a±63.201.1c±48.302.6a±79.102.7a±32.50S12

خطاي استاندارد*، )P<0.05(باشد دانکن میدار بین  براساس آزمون حروف مختلف در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی
The different letters in each column shows a significant difference based on Duncan's test (P <0.05), * Standard error

، PCRیـابی محصـول   دسـت آمـده از تـوالی   هبا نتایج ب
ــویه ــماره سـ ــا شـ ــا بـ ــاي هـ ، MG841152 ،MG841153هـ

MG841154 ،MG841155 ،MG841156 ،MG841157 و
MG841158 در بانک ژنNCBI   ثبـت و در دسـترس مـی-

هـاي منتخـب نشـان داد کـه     شناسایی مولکولی سـویه . باشند
L. plantarumهـاي مـورد مطالعـه متعلـق بـه گونـه       بـاکتري 

R11 ،R12 ،R21 ،R22 ،R31ها با کـدهاي  این سویه. بودند

.Hه گیـاه  هـاي جـدا شـده از ریش ـ   براي سویه ledifolium و
S11 ،S12 از خــاك اطــراف دنــبلان بیابــانی)T. claveryi (

.نامگذاري شدند
ــار،    ــاد شــده در روش نشــت در آگ ــه ایج براســاس هال

متـر در  میلـی 11بالاترین میزان مهـار کننـدگی بـا قطـر هالـه      
.Pکنتــرل عامــل بیمــارگر گیــاهی     syringae و غــذازاد

S. aureus توسط سویهR31نتایج نشان داد . ورت گرفتص
هـاي قـارچ   ها قادر به جلوگیري از رشد ریسـه که اکثر سویه

درصـد 95داري بـا احتمـال   عامل بیماري بوده و اثرات معنی
هـاي هـر   کمترین و بیشـترین میـزان رشـد ریسـه    . نشان دادند

بـا  R31هاي چهار قارچ بیمارگر به ترتیب در حضور باکتري
متـر  میلـی 90با رشد تقریبی R11ر و متمیلی46رشد تقریبی 

نـرخ  حداکثردر بررسی فعالیت ضد قارچی، ). 2جدول (بود 
بـه ترتیـب   F. solaniو P. expansumقارچيبرارشدمهار

بیشـــترین ن،یـــابـــرعـــلاوه.درصـــد بـــود99/66و 37/69
. انجام شـد R31توسط سویه A. nigerقارچبازدارندگی در

هـا، تولیـد   رچ بیمـارگر و بـاکتري  هـاي قـا  در مجاورت ریسه
.Aو P. expansumقـارچ  (زا اسپور عامل بیماري niger ( در

مقایسه با شاهد کاهش پیـدا کـرد کـه ایـن شـرایط بـراي دو       
.V(قارچ خاکزاد مورد آزمایش  dahliae وF. solani ( فقط

بـه توجهبا. صورت کاهش رشد میسلیومی مشاهده گردیدبه
در LABرد تیمـار در ایـن بررسـی اثـر     هاي خاکزاد موقارچ

صورت هبF. solaniمهار رشد عامل پوسیدگی فوزراریومی 
هـاي مـورد   داري در مقایسه بـا مهـار رشـد سـایر قـارچ     معنی

بـوده اسـت امـا در مـورد     ) درصد99/66(مطالعه بسیار بیشتر 
Lactobacillusهیسـو ،V. dahliaeی آونـدي  پژمردگعامل 

تر در مقایسه با شـاهد در خصـوص رشـد    اثر بازدارندگی بیش
ــداد    ــان ن ــود نش ــلیوم از خ ــدول (میس ــا   ). 2ج ــایج ب ــن نت ای

ــی ــاران   بررس ــوتز و همک ــط ل ــر توس ــاي اخی ــه) 2012(ه ک
ییـــد قـــرارأبـــر روي قـــارچ خـــاکزاد انجـــام شـــد مـــورد ت

.گیردمی
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در محـیط  LABهـاي هاي باکتريبل با سویههاي بیمارگر گیاهی در کشت متقااز قارچ) IP(میانگین درصد بازدارندگی -2جدول 
گراد درجه سانتی27-25در دماي MRS agarکشت 

Table 2. Average inhibitory percent (IP) of pathogenic fungi in dual culture with LAB bacteria in MRS agar

medium at 25-27 °C.

V. dahliaeP. expansumA. nigerF. solaniPathogenic fungi

LAB bacteria

3.3d±1.994.4d±3.224.2e±16.772.5e*±17.34R11
0.4d±6.723.2b±23.090.3d±23.091.6b±66.19R21
0.5a±22.271.7a±69.372.6a±58.810.5a±66.99R31
3.1a±28.833.1a±66.951.7b±49.881.2a±71.04S11
1.5b±12.373.6c±10.753.3d±25.203.7a±16.15R12
0.9b±10.752.9b±26.251.9c±38.784.5d±25.17R22
0.5c±9.194.5c±13.086.8e±17.501.6c±30.45S12

خطاي استاندارد: *، )P<0.05(باشد دار براساس آزمون دانکن میحروف مختلف نشان دهنده اختلاف معنی
Different letters indicate a significant difference based on Duncan's test (P <0.05), *: Standard error

هـا در  مطالعه آزمون شـوري نشـان داد ایـن بـاکتري    نتایج
درصد نیز توانایی زنده ماندن و تکثیر را دارنـد  8محیط با نمک 

تواننـد بـه عنـوان بیـوکنترل در منـاطق شـور مـورد        و احتمالاً می
موضـوع بسـتگی بـه وجـود سـایر      البته ایـن  . استفاده قرار بگیرند

در گزارشـی بـافونی و   . هاي دیگر موجود در خـاك دارد نمک
ــاران  ــا    ) 2015(همک ــدم ب ــاه گن ــار گی ــه تیم ــد ک ــلام نمودن اع

L. plantarum SLG17  سبب کنتـرلF. graminearum  شـده
. که دلیل این ممانعت قارچی، تولید اسـیدهاي آلـی بـوده اسـت    

.Lباکتري  plantarum ATCC9019 در نوعی از گیاه نی سبب
کاهش تنش شوري با تجمـع پـرولین، موجـب کـاهش فعالیـت      
پرولین دهیدروژناز و کـاهش فعالیـت سوکسـینات دهیـدروژناز     

Phoboo(شود می) چرخه کربس( et al., 2016 .(  آزمون اسـید
هـا اسـید اسـتیک و اسـید لاکتیـک تولیـد       نشان داد این بـاکتري 

هـا اسـت کـه    القوه در ایـن بـاکتري  کنند و این یک توانایی بمی
. را نیـز دارنـد  ) =7/3pHتـا  (مانی در شرایط اسیدي توانایی زنده

ها بـه دلیـل تولیـد    ها بر سایر قارچاثر ممانعت رشدي این باکتري
هاي هایی نظیر اسید لاکتیک، اسید استیک و یا فراوردهمتابولیت

هـاي ویهدر این بررسی مشخص شد که س. باشدنرمال تخمیر می
توانایی فعالیت ضد باکتریـایی بـا بیشـترین    L. plantarumجنس

هـــاي پـــس از برداشـــتمیــزان مهـــار کننـــدگی علیـــه قـــارچ 
)P. expansum و ،A. niger (ــتفاده از را داشـــته و LABاسـ

عوامـل براي بالقوهموجود در ریزوسفر را به عنوان یک پتانسیل
هـاي  از قـارچ خسارات ناشـی ازيریجلوگجهتیستیزکنترل

هـا قـارچ ازياریبس ـواقع،در.نمایدمشخص میبرداشتازپس
، فسادلسئومکهزهرابه هستندوزاحساسیتاسپورهايکنندهدیتول

و همـانطور  باشـند میی بهداشتيجدخطراتیی و غذاتیمسموم
L. plantarumهـاي  که در این تحقیق مشخص گردید از باکتري

و دنبلان بیابـانی H. ledifoliumوسفر گیاه جدا شده از ناحیه ریز
P. expansumثر قارچ متوان به عنوان یک عامل مهار کننده می

تحقیـق کیلـی و   در . اسـتفاده نمـود  ) عامل کپک آبی در سـیب (
هـا در ناحیـه ریزوسـفر    علت حضور این باکتري) 2006(همکاران 

ییشناسـا بـا ایـن حـال    . تأثیر ترشـحات ریشـه عنـوان شـده اسـت     
نیازمند یـک  LABهاي تراوش شده در ناحیه ریزوسفري متابولیت

.باشدتر در آینده میهاي دقیقبرنامه هدفمند جهت بررسی
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Abstract

The widespread use of chemicals and pesticides has always led to risks to the human health, animals,

ecological changes and imbalances in environmental sustainability. During this study, sampling was followed by

collecting samples of rhizosphere of Helianthemum ledifolium and desert truffle surrounding soils in Golestan

province, selected 7 strains of gram-positive Lactobacillus and catalase-negative which was isolated and

identified on PDA, NA and MRS medium. Biochemical tests showed some of the bacterial strains were able to

grow in acidic condition from pH 3 to 8 and they were able to tolerate up to 8% salt. Strains were also able to

grow at minimum 15 C and maximum 45 C and the fermentation of the sugars were tested by the carbohydrate

fermentation test. Using the 16S rDNA gene sequence, different strains of R11, R12, R21, R22, R31, S11 and

S12 were identified as L. plantarum. In agar well-diffusion test, the highest inhibitory level was significantly

observed in Pseudomonas syringae and Staphylococcus aureus with a diameter of 11 mm by R31 and S11

isolated from H. ledifolium root and desert truffle soil, respectively. In antifungal activity, the maximum growth

inhibitory for P. expansum and F. solani were 69.37 and 66.69 percent, respectively. Sporulation reduced in P.

expansum in comparison to the control. The results based on SAS system and completely randomized design

showed that lactic acid bacteria with plant and soil origin could inhibit the growth of pathogenic fungi and

bacteria with high spectrum and can be used as safe biocontrol bacteria in post- harvest crop contamination.
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