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 مقاله پژوهشی

 

به‌‌‌Rhabdosciadium Aucheriاهیگ‌تیاندوف‌یها‌یباکتر‌کیلوژنیو‌رسم‌درخت‌ف‌یابی‌یتوال

‌آنها‌یاثر‌ضد‌قارچ‌نییو‌تع‌Sanger Sequencingروش‌
 2*پور یبی، رضا حب1یزارع ساینگ

 .رانیهمدان، ا ،یواحد همدان، دانشگاه آزاد اسلام ه،یدانشکده علوم پا ،یولوژیکروبیگروه م ،یولوژیکروبیاس ارشد مکارشن -1
 ، همدان، ایران.یدانشگاه آزاد اسلام ،واحد همدان ه،یدانشکده علوم پا ،یولوژیکروبیگروه م ار،یدانش -2

 17/02/1404تاریخ پذیرش:  09/10/1403تاریخ دریافت: 

 چکیده
، ممکن است Rhabdosciadium aucheriمانند  اهانیگ یبرخ تیاندوف یها ی. باکترستیمشخص ن یبه خوب تیاندوف یها یخواص منحصر به فرد باکتر مقدمه:

به روش  R.aucheri اهیگ تیاندوف یها یباکتر کیلوژنیو رسم درخت ف یابی یمطالعه توال نیببرند. هدف از ا نیزا از ب یماریب یها قارچ یکروبیبا خواص ضدم
sanger sequencing باشد یآنها م یاثر ضد قارچ نییو تع. 

 یبرا تیپل یشدند. روش کشت بر رو یآور و آسان و در دسترس جمع یبا روش تصادف یلیتحل -توصیفیمطالعه  نیدر ا یاهیگ یها مونهن: ها مواد و روش
 نیا یشد. اثر مهار یساز نهیبه یتوال نییو تع تیاندوف یها یباکتر یمولکول صیتشخ یبرا PCR. روش دیاستفاده گرد تیاندوف یها یباکتر هیاول ییشناسا

 شد. دهیبه روش کشت متقاطع سنج کنزیآلب دایو کاند جرینا لوسیبر آسپرژ تیاندوف یها یترکبا
%( 12) زولهیا 12 س،یلیسوبت لوسی%( باس15) زولهیا 15 لوس،یپوم لوسی%( باس9) زولهیا R.aucheri ،9جدا شده از  ییایباکتر ی زولهیا 100از مجموع  نتایج:
 جیبودند. نتا دانسیاکس تردرصد( سوداروباک 7) زولهیا 7آ آگلومرانس و  %( پانتوئه8) زولهیا 8 نس،یکوفاسیلولیآم لوسیباس%( 14) زولهیا 14 ا،یکاریف ایسراش

را  تأثیر نیشتریشده ب یجداساز یها لوسیباس نیبودند. همچن Gو  T یها گاهیمربوط به جا لوسیمختلف باس یها نشان دادند که تفاوت گونه یتوال نییتع
 نشان دادند. جرینا لوسیارچ آسپرژق یبررو

 نیاست. همچن یکروبیضد م یبالا لیپتانس یدارا یها لوسیباس یجداساز یمناسب برا یمحل R.aucheri اهیگ شهیما، ر جیبا استناد به نتا گیری: نتیجه
 دارد. زا یماریب یاه مهار قارچ یبرا یشتریقدرت ب گرید یها یبا باکتر سهیدر مقا سیلیسوبت لوسیمشخص شد که گونه باس

 .لوسیآسپرژ ت،یاندوف یها یباکتر ،یتوال نییتع لوس،یباس: كلیدی یها واژه
   Email: habibipour.r@gmail.com ، 0814494064، نمابر: 09183169760 تلفن:، واحد همدان یدانشگاه آزاد اسلام ه،یدانشکده علوم پا ،یولوژیکروبیگروه م مسئول  نویسنده*

به روش  Rhabdosciadium aucheri اهیگ تیاندوف یها یباکتر کیلوژنیو رسم درخت ف یابی یتوال. رضاپور  یبیحب، ساینگ یزارعارجاع: 
Sanger Sequencing 15-24(:2)20؛1404مجله دانش و تندرستی در علوم پایه پزشکی . آنها یچاثر ضد قار نییو تع. 
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 مقدمه
 دهیبه اثبات رس اهان،یاز گ یعیوس فیدر ط تیاندوف های‌یحضور باکتر

برگ و  شهیمانند ساقه، ر اهیگ یاصل یها در بخش ها یباکتر نیاست. ا
از  تیاندوف یها یمختلف باکتر یها (. جنس و گونه1حضور دارند ) وهیم

انتروباکتر و  یها‌سالم، جدا شدند که جنس اهانیگ یداخل های‌بافت

 تیاندوف های‌یباکتر یطور کل‌. بهباشند‌می ها‌جنس نیتر‌عیلوس از شایباس

قرار دارند. از  تری‌نییدر سطوح پا مارگرهاینسبت به ب یتیاز نظر تراکم جمع

 تیرا دارد. جمع ییایباکتر تیجمع نیبالاتر شهیر ،یتیلحاظ تراکم جمع

 تیبوده و در دمبرگ و دمگل جمع شهیاز ر تر‌نییدر ساقه پا ها‌یباکتر

 (.1-3) رسد‌یم تر‌نییبه پا ها‌یباکتر

و  یجداساز ی‌نهیکه در زم هایی‌شرفتیبا وجود پ ریاخ یها‌سال در

 هم هنوز گرفته، صورت هااز آن ییو استفاده دارو یاهیگ های‌اسانس دیتول

 ییدارو های‌در بازار فرآورده یاهیگ یاز داروها حداقلی استفاده شاهد

 تبایهنوز هم در صدر فروش ترک ییایمیش ی( و داروها5 و 4) میهست

در  ییدارو های‌مقاومت یرگی‌که سبب شکل ییقرار دارند. داروها ییودار

رقم زده است  یجوامع بشر یرا برا شماری‌یشده و مشکلات ب ها کروبیم

 یطیو مح یستیز هایاز فاکتور یتوسط برخ ها‌تیاندوف تی(. جمع6 و 5)

 یطیحم طیادر شر یبردار‌، زمان نمونه نوع بافت ، اهیسن گ ، اهی، نوع گ مانند

 تواند‌یم زین اهیگ پیژنوت نی. علاوه بر اردگی‌یقرار م تأثیرخاک تحت 

 (.7 و 2قرار دهد ) تأثیرکلون شدن تحت  طیها را در شرا‌تیاندوف تیجمع

که در  باشند یم تیاندوف یها یباکتر نیاز مهمتر ها، لوسیباس
جنس  نیا اتیخصوص نیتر حضور دارند. از مهم اهانیمختلف گ یها بخش

 ییگرم مثبت بودن و توانا ،یهواز‌یب -یهواز طیتوان به، رشد در شرا‌یم

به  ها، یباکتر نیا یسلول وارهیخاص د یژگی(. و8اسپور اشاره کرد ) لیتشک
بالا، مواد  یدما رینامساعد نظ طیها توان مقابله در برابر شرا لوسیباس
(. 10 و 9) هدد یو اشعه فرابنفش را م ها کیوتیب یترشح آنت ،ییایمیش

از  یعیوس فیط دیتول لیبه دل ، یباکتر نیا تیاندوف یها گونه
 شتریب گرید یستیز یها یژگیو و کیتیدرولیه یها میو آنز ها کیوتیب یآنت

مورد مطالعه قرار  کیولوژیدر کنترل ب ییایباکتر یها جنس ریاز سا
 ژهیه وب ،یو پزشک یجنس در صنعت، کشاورز نیا یها اند. از گونه گرفته

 (.11 و 9) شود یطور گسترده استفاده م‌به زکنندهیدرولیه یها میآنز دیدر تول

 رانیپراکنده در ا اهانیگ نیتر از مهم یکی Rhabdosciadium جنس
و رده  Apiaceaeجنس در خانواده  نی. اباشد یم هیو ترک

Magnoliopsidaگونـه  5بندی شده است. این جنس دارای  ، گروه

طور طبیعی در ایران پراکنش دارند. گونـه ‌ا بههآن  یتمامکه  باشد یم

Rhabdosciadium aucheri باشد ییکـی از سه گونه انحصاری ایران م 
سانتیمتر، نازک، سخت شکننده یـا  100تا  30ای بـه ارتفـاع  که با سـاقه

دهی این گونه اواسط ‌. فصل گلدهی و میوهباشد یتقریباً قابل ارتجاع م

(. در 12) باشد تورانی می -باشد و گیاه متعلق به منطقه ایرانی میتابستان 

 تیاندوف یها لوسیباس های‌یباکتر دیمف هایکاربرد لیبه دل ریاخ یاه‌سال

 شده است.  سمیکروارگانیم نیا ییو شناسا یبه جداساز یادیتوجه ز
و عملکرد آن  R.aucheriجداشده از  یها لوسیباس یضدقارچ اثرات

رو، هدف  نی. از اباشد یمشخص نم ،یمضر انسان یها میواورگانسکریم هیعل
 اهیدر گ ها لوسیمختلف باس یها تنوع گونه یاز مطالعه حاضر بررس

R.aucheri اثرات  نییو تع یپیو ژنتو یپیفنوت یها بر اساس روش
 .باشد یم اهآن یکروبیضدم

 ها   مواد و روش
از سه  R.aucheri یاهیگ یها نمونه ،یلیتحل -یفیمطالعه توص نیدر ا

شد.  یآور‌ماهه جمع 16دوره  کی یمنطقه متفاوت شهرستان همدان ط

. دیو در دسترس انتخاب گرد یبر اساس روش تصادف یبردار‌نمونه وهیش

 یورآ‌جمع یها نمونه ت،یاندوف یها یجنس و گونه باکتر نییمنظور تع‌به

د همدان منتقل واح یدانشگاه آزاد اسلام یقاتیتحق شگاهیزماشده به آ
 شدند. 

شسته شدند  قهیدق 5آب به مدت  میملا انیجر رزی در ها‌ابتدا، نمونه در

کردن  یضد عفون یها گرفته شود. برااز سطح آن هیاول یها یتا آلودگ
( برش داده متر یسانت کیها به قطعات کوچک )حدود از آن کیها، هر  نمونه

 تیپوکلریسپس در ه قهیقبه مدت دو د %70شد. سپس، قطعات در اتانول 
و سپس سه بار در آب مقطر هر کدام به مدت  قهیبه مدت پنج دق میسد

 یاهیقطعات گ ل،یاستر یها قرار گرفت. با استفاده از گاز و چاقو قهیپنج دق

داخل  تا شد داده برش( برش چهار تا سه) تر‌کوچک یها به قسمت

برش داده  اهیو قطعه از گ. بعد، درندیقرار بگ یتریل یلیم 2 یها وبیکروتیم
 20قرار داده شد و به مدت  لیآب مقطر استر یحاو وبیکروتیشده داخل م

از محلول آماده شده، در دو  تریماکرول 50. سپس، دیورتکس گرد قهیدق
شد.  ختهی، هند( رHi-Mediaآگار ) نتینوتر طیمح یحاو یها تیطرف پل

ساعت  24به مدت  رادگیدرجه سانت 37 ییدما طیدر شرا یگذار‌گرمخانه

جنس و  یپیو ژنوت یپیفنوت یها با استفاده از روش تیانجام شد. در نها
 (. 12شدند ) ییشناسا یها لوسیباس ی گونه

کالاتالاز و  آزمونگرم،  یزیآم‌رنگ ها، یکلن هیاول ییشناسا جهت

 مونیحرکت، س آزمون ترات،ین یایکپسول و اسپور، اح یزیآم‌رنگ داز،یاکس

 زیتخم آزمون نیو همچن نیژلات زیدرولیآوز، ه اوره ترات،یس
رامنوز،  نوز،یترهالوز، راف تول،ینوزیا نوز،یمختلف شامل اراب یها دراتیکربوه
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 تول،یمانوز، مان  فروکتوز، گالاکتوز، گلوکوز، وز،یساکاروز، سلوب لوز،یاز بوز،یر
 ییشناسا یها زولهیا دییأت یبرا نیاستفاده شد. همچن نیسیو سال وزیملوب

 (.13) دیاستفاده گرد زین srRNA16از ژن  ،یپیشده به روش فنوت
 ی( با کمTE) Tris-EDTAاز روش DNAمنظور استخراج  به

 درخالص شده  یها یشروع کار، کلن ی(. برا14) دیاستفاده گرد یساز نهیبه
، هند(، حل Hi-Mediaبراث ) نتینوتر طیمح یحاو یها وبیکروتمی

از  نانیساعت و حصول اطم 24به مدت  هیاول یگذار‌خانهشدند. بعد از گرم

ورتکس  یبه آرام ها وبیکروتیکشت، م طیشدن مح رهیو ت ها یرشد باکتر
 قهیدق 5به مدت  rpm 4000با دور  ها وبیکروتیم یشدند. سپس، حاو

-Trisبافر  تریماکرول 500 ییرو‌عی. بعد از خارج کردن مادیگرد وژیفیسانتر

EDTA(TEبه آن )  درجه  75 یدر دما قهیدق 60اضافه شد و به مدت
، طبیعی کی NACLمحلول  تریکرولیما 100بعد،  دیردانکوبه گ گرادیسانت
 200( و CTAB) دیبروما ومیآمون لیمت یتر لیست تریکرولیما 100

 75 یدر دما قهیدق 30استات اضافه شد و به مدت  ومیآمون تریکرولیما

 نوالکلیزوآمیا ها‌‌وبیکروتی. بعد از آن، به مدیانکوبه گرد گرادیدرجه سانت

 4 ییدما طیدر شرا RPM 14000در دور  قهیدق 15اضافه شد و به مدت 
آگارز  ی. از روش الکتروفورز ژل آگارز رودیگرد وژیفیسانتر گراد،یدرجه سانت

 DNA تیفیک نییساعت جهت تع 1به مدت  V85درصد با ولتاژ  5/1
 .دیاستخراج شده، استفاده گرد

 PCRواکنش  یساز‌، مراحل آماده1حدول  یمرهایبا استفاده از پرا

 30 قه،یدق 5به مدت  ºC94 ییدر دامنه دما srRNA16ژن  ریتکث یبرا
به  یینها ºC72( و ºC72 هیثان ºC56،40 هیثان ºC94،30  هیثان 30) کلیس

 2که شامل  تریکرولیم 50واکنش یی، انجام شد. حجم نهاقهیدق 5مدت 
و  کومولاریپ 25 با غلظت مریاز هر پرا تریکرولیم 1الگو،  DNA تریلکرویم

ژن  ی(. برا15شد ) نیی، آلمان( تعAmpliqon) کسیمسترم تریکرولیم 25
( استفاده کای)ساخت آمر MJ Mini BioRad  کلریمورد مطالعه از ترموسا

 به V85با ولتاژ  درصد 5/1آگارز  یها بر رو حضور ژن  ت،ی. در نهادیگرد
 یها نمونه یتوال نییمنظور تع . سپس، بهدیساعت الکتروفورز گرد 1مدت 
شده به همراه  ریتکث یها مخصوص، نمونه های شده طبق پروتکل یبررس

 ارسال شد.  (تهران)نور  اژنیبه شرکت ن یاختصاص یها مریپرا
 ایدینئوفورمنس، کاند پتوکوکوسیکر هیعل ها لوسیعصاره باس یاثرده
 گلابراتا
 پتوکوکوسیکار از روش کشت متقاطع استفاده شد. ابتدا، کر نیا یبرا

دکستروز آگار  تویکشت پوت طیمح یگلابراتا بر رو ایدینئوفورمنس و کاند
(PDA) (Hi-Media کشت داده شدند و به مدت )ساعت در  48، هند

 یجراح یشدند. سپس، با استفاده از چاقو یگذار درجه گرمخانه 37 یدما

 2شد و در فاصله  دهیمتر( بر یلیم 5×5) ومیسلیلوک مک بی لیاستر
متوسط از  یکلون کیقرار داده شد.  PDA طیمح تیاز لبه پل یمتر یسانت

در طرف  PDA تیپل یرو میخط مستق کیدر  کیتیاندوف یها یباکتر
ها کشت داده شد.  رگه گریاز لبه د متر یسانت 2با فاصله  یمقابل بلوک قارچ

عنوان  به تیاندوف یبدون باکتر ومیسلیبلوک م کی یحاو PDA تیپل
 ایدینئوفورمنس و کاند پتوکوکوسیکر یشاهد استفاده شد. رشد شعاع

 (.1) دیگرد یریگ اتاق، اندازه یدر دما یگذار روز گرمخانه 14گلابراتا بعد از 
2و آزمون آماری  8نسخه  GraphPad Prismافزار  نرم

χ  به منظور
آنوا دوطرفه و  یآمار یها . از آزموندیتفاده گردها اس داده یفیک یبررس

 و ≤05/0P) دیاستفاده گرد رهایمتغ نیارتباط ب یبررس یبرا یت-آزمون
001 ̸0 P≥فزارا دار در نظرگرفته شد(. با استفاده از نرم معنی Chromas 

 NCBIداده  گاهیشدند. با استفاده از پا لیو تحل هیتجز  ی، توال 6/6نسخه 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiتجز ،)ها یتوال یو تحل هی 
انجام شد. نمودار  تیاندوف یها یباکتر ی جنس و گونه نییمنظور تع به
 BioEditافزار  نرم ازبا استفاده  لوسیمختلف باس یها گونه کیلوژنیف

 .دیرسم گرد 3نسخه 

 نتایج
 از R.aucheri گیاهی های تحلیلی، نمونه-توصیفیدر این مطالعه 

 آوری جمع ماهه 16طی یک دوره  سه منطقه متفاوت شهرستان همدان
برداری بر اساس روش تصادفی و در دسترس انتخاب  شد. شیوه نمونه

های  های اندوفیت، نمونه منظور تعیین جنس و گونه باکتری گردید. به
وری شده به آزمایشگاه تحقیقاتی دانشگاه آزاد اسلامی واحد آ جمع

 نتقل شدند. همدان م

دقیقه شسته  5ها در زیر جریان ملایم آب به مدت  در ابتدا، نمونه
فونی ها گرفته شود. برای ضد عهای اولیه از سطح آن د تا آلودگیشدن

متر(  ها به قطعات کوچک )حدود یک سانتیها، هر یک از آن کردن نمونه
به مدت دو دقیقه سپس  %70برش داده شد. سپس، قطعات در اتانول 

در هیپوکلریت سدیم به مدت پنج دقیقه و سپس سه بار در آب مقطر 
های  هر کدام به مدت پنج دقیقه قرار گرفت. با استفاده از گاز و چاقو

تر )سه تا چهار برش(  های کوچک استریل، قطعات گیاهی به قسمت
لیتری قرار بگیرند. بعد،  میلی 2های  برش داده شد تا داخل میکروتیوب

گیاه برش داده شده داخل میکروتیوب حاوی آب مقطر  دو قطعه از
 50دقیقه ورتکس گردید. سپس،  20استریل قرار داده شد و به مدت 

های حاوی محیط  ماکرولیتر از محلول آماده شده، در دو طرف پلیت
گذاری در شرایط  ، هند( ریخته شد. گرمخانهHi-Mediaنوترینت آگار )

ساعت انجام شد. در نهایت با  24دت گراد به م درجه سانتی 37دمایی 
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های  ی باسیلوس های فنوتیپی و ژنوتیپی جنس و گونه استفاده از روش
 . (12)شناسایی شدند 

کالاتالاز و  آزمونآمیزی گرم،  ها، رنگ جهت شناسایی اولیه کلنی
حرکت،  آزموننیترات،  آمیزی کپسول و اسپور، احیای اکسیداز، رنگ

تخمیز  آزمونآوز، هیدرولیز ژلاتین و همچنین  سیمون سیترات، اوره
های مختلف شامل ارابینوز، اینوزیتول، ترهالوز، رافینوز،  کربوهیدرات

  رامنوز، ریبوز، زایلوز، ساکاروز، سلوبیوز، فروکتوز، گالاکتوز، گلوکوز،
یید أه شد. همچنین برای تمانوز، مانیتول، ملوبیوز و سالیسین استفاد

نیز  srRNA 16های شناسایی شده به روش فنوتیپی، از ژن  ایزوله
 .(13)استفاده گردید 

با کمی  Tris-EDTA (TE)از روش  DNAمنظور استخراج  به
های خالص  . برای شروع کار، کلنی(14) سازی استفاده گردید بهینه

، Hi-Mediaهای حاوی محیط نوترینت براث ) شده در میکروتیوب
ساعت و  24گذاری اولیه به مدت  هند(، حل شدند. بعد از گرمخانه

ها و تیره شدن محیط کشت،  حصول اطمینان از رشد باکتری
ها با  ها به آرامی ورتکس شدند. سپس، حاوی میکروتیوب میکروتیوب

دقیقه سانتریفیوژ گردید. بعد از خارج کردن  5به مدت  rpm 4000دور 
به آن اضافه شد و  Tris-EDTA (TE)بافر ماکرولیتر  500رویی  مایع

 100درجه سانتیگراد انکوبه گردید بعد،  75دقیقه در دمای  60به مدت 
 لیستمایکرولیتر  100، طبیعییک  NACLمایکرولیتر محلول 

مایکرولیتر آمونیوم استات  200و  (CTAB) دیبروما ومیآمون لیمت یتر
درجه سانتیگراد انکوبه  75دقیقه در دمای  30اضافه شد و به مدت 

ها ایزوآمینوالکل اضافه شد و به مدت  گردید. بعد از آن، به میکروتیوب
درجه سانتیگراد،  4در شرایط دمایی RPM 14000دقیقه در دور  15

درصد  5/1آگارز  یروالکتروفورز ژل آگارز سانتریفیوژ گردید. از روش 
استخراج  DNAجهت تعیین کیفیت ساعت  1به مدت  V85با ولتاژ 

 .دیگرد شده، استفاده
 PCRسازی واکنش  ، مراحل آماده1دول جبا استفاده از پرایمرهای 

، دقیقه 5به مدت  ºC94در دامنه دمایی  srRNA 16برای تکثیر ژن 
 ºC72و  (ºC72 ثانیه ºC56، 40 ثانیه ºC94، 30  ثانیه 30) سیکل 30

میکرولیتر  50حجم نهایی واکنش، انجام شد. دقیقه 5به مدت نهایی 
 میکرولیتر از هر پرایمر با غلظت 1الگو،  DNAمیکرولیتر  2که شامل 

تعیین آلمان( ، Ampliqon)مسترمیکس میکرولیتر  25پیکومولار و  25
  MJ Mini BioRad کلریترموسااز ژن مورد مطالعه  ی. برا(15)شد 

ها بر روی آگارز  حضور ژن  در نهایت،. گردید( استفاده کای)ساخت آمر
ساعت الکتروفورز گردید. سپس، به  1به مدت  V85درصد با ولتاژ  5/1

های  های بررسی شده طبق پروتکل منظور تعیین توالی نمونه

اختصاصی به های  های تکثیر شده به همراه پرایمر مخصوص، نمونه
  تهران( ارسال شد.( شرکت نیاژن نور

 
‌و‌کیاستخراج‌شده‌با‌ژل‌آگارز‌‌‌DNAهای‌الکتروفورز‌نمونه‌جینتا‌-2شکل‌

تا‌‌2های‌‌:‌کنترل‌مثبت،‌چاهک1،‌چاهک‌Kb100:‌مارکر‌Mنیم‌درصد.‌چاهک‌

‌های‌استخراج‌شده‌:‌ایزوله10

 
‌ ‌ژن‌-3شکل ‌گ به‌‌‌16srRNAالکتروفورز ‌شناسایی ‌مختلف‌‌ونهمنظور های

‌ ‌گیاه ‌از ‌شده ‌R.aucheriباسیلوس‌جدا ‌تکثیر‌شده ‌طول‌قطعه .250‌‌ ‌300تا

‌ ‌است. ‌تعیین‌شده ‌‌1چاهک‌جفت‌باز ‌‌M.مثبتکنترل ‌مارکر جفت‌‌-100:

‌های‌بررسی‌شده‌:‌ایزوله7تا‌‌2های‌‌:‌کنترل‌منفی،‌چاهک8ی،‌چاهک‌باز

 ،نسکریپتوکوکوس نئوفورمها علیه  اثردهی عصاره باسیلوسبرای 
استفاده شد. ابتدا،  از روش کشت متقاطع کاندیدیا گلابراتا

بر روی محیط کشت  کاندیدیا گلابراتا و کریپتوکوکوس نئوفورمنس
، هند( کشت داده شدند و به Hi-Media) (PDA) دکستروز آگار تویپوت

با  سپس، گذاری شدند. درجه گرمخانه 37ساعت در دمای  48مدت 
متر(  یلیم 5×5) ومیسلیبلوک م کی لیاستر یجراح یاستفاده از چاقو

قرار داده  PDA پلیت محیطاز لبه  یمتر یسانت 2شد و در فاصله  دهیبر
 میخط مستق کیدر  کیتیاندوف یها یاز باکتر ی متوسطکلون کیشد. 

از  متر یسانت 2با فاصله  یدر طرف مقابل بلوک قارچ PDA پلیت یرو
 ومیسلیبلوک م کی یحاو PDA پلیتشد.  کشت دادهها  رگه گریلبه د

 یعنوان شاهد استفاده شد. رشد شعاع به تیاندوف یبدون باکتر
گرمخانه روز  14بعد از  کاندیدیا گلابراتا و کریپتوکوکوس نئوفورمنس

‌.(1) گیری گردید ، اندازهاتاق یدر دماگذاری 



 و همکاران سیدرضا عقیلی   کاندیدمی در سوختگی

19 

 

 
‌تحلیل‌تعیین‌توالی‌ژن‌‌-4شکل‌ ‌تجزیه‌و ‌‌در‌جهت‌شناسایی‌گونه‌16srRNAنتایج‌حاصل‌از ‌گیاه ‌از ‌شده ‌تعیین‌R.aucheriهای‌مختلف‌باسیلوس‌جدا ‌عکس‌بالا: .

‌زار‌کروماسفا های‌مختلف‌باسیلوس.‌عکس‌پایین:‌تعیین‌کیفیت‌محصولات‌تعیین‌توالی‌شده‌به‌وسیله‌نرم‌گونه

‌
‌رهای‌استفاده‌شده‌در‌این‌مطالعهتوالی‌پرایم‌-1جدول‌

‌منبع‌طول‌قطعه‌توالی‌نوکلئوتیدی‌نام‌ژن
16srRNA F: 

GAGTTTGATTTGATCMTGGCT
CAG 

R: TACCTTGTTACGACCTT‌

218‌(15)‌
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‌R.aucheriهای‌باسیلوس‌جدا‌شده‌از‌گیاه‌‌دندروگرام‌حاصل‌از‌تعیین‌توالی‌گونه-درخت‌فیلوژنیک‌-5شکل‌

 

‌

‌گیاه‌‌اثر‌مهاری‌گونهتشخیص‌‌-6شکل‌ ‌از ‌شده های‌مختلف‌باسیلوس‌جدا

R.aucheriچپ(‌‌)راست(‌و‌کریپتوکوکوس‌نئوفورمنس‌کاندیدیا‌گلابراتاعلیه‌‌(

زا‌تیمار‌شده‌‌های‌بیماری‌کشت‌متقاطع‌و‌نتایج‌عدم‌رشد‌قارچ‌آزمونتوسط‌

‌‌R.aucheriجدا‌شده‌از‌‌‌های‌اندوفیت‌با‌باکتری

‌

‌

‌
بر‌روی‌‌R.aucheriهای‌اندوفیت‌گیاه‌‌باکتری‌درصد‌بازدارندگی‌-‌2جدول
 انسانی‌ زای‌بیماری‌های‌قارچ

 (اندوفیتتیمار )باکتری 
 بیماریزا قارچ

 کاندیدا گلابراتا کریپتوکوکوس نئوفورمنس

 78/77 00/0 باسیلوس پومیلوس

 78/77 44/12 سیلیسوبت لوسیباس

باسیلوس 
 آمیلولیکوفاسینس

33/34 11/61 

 89/38 33/13 گلومرانسآ آ پانتوئه

 11/61 22/14 دانسیسوداروباکتر اکس

 78/77 67/6 سراشیا فیکاریا

 - - کنترل



 و همکاران نگیسا زارعی و تعیین اثر ضدقارچی آنها Rhabdosciadium Aucheriز گیاه جداسازی باکتری های اندوفیت ا
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‌ ‌چپ(‌‌-1شکل ‌)سمت ‌ماکروسکوپی ‌و ‌راست( ‌)سمت ‌میکروسکوپی نتایج

‌‌R.aucheriهای‌مختلف‌گیاه‌ه‌‌دست‌آمده‌از‌بخش‌ههای‌ب‌جدایه

منظور بررسی کیفی  به χ 2 آزمون آماریو   GraphPad Prismافزار نرم
تی برای -طرفه و آزمون های آماری آنوا دو ها استفاده گردید. از آزمون داده

دار  معنی P≤001/0 و P≤05/0بررسی ارتباط بین متغیرها استفاده گردید )
تجزیه و تحلیل   ، توالی Chromasافزار با استفاده از نرم .(در نظرگرفته شد

 NCBIده دا  شدند. با استفاده از پایگاه
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiتجزیه و تحلی توالی ،)  ها

های اندوفیت انجام شد. نمودار  ی باکتری منظور تعیین جنس و گونه به
 BioEditافزار  های مختلف باسیلوس با استفاده از نرم فیلوژنیک گونه

 رسم گردید.  3نسخه 

 بحث 
 یمحل برا نیبهتر R.aucheri اهیگ شهیبر اساس مطالعه ما، ر

 لوس،یمختلف باس یها به خصوص گونه ت،یاندوف یها یباکتر یجداساز
کاظمینی ( و 8و همکاران )پالمیری مطالعه حاضر،  جینتا دییأ. در تباشند یم

 اهیگ شهیدر ر لوسیباس یها گونه وعی( نشان دادند که ش12و همکاران )
R.aucheri حال،  نی. با اباشد یم شتریب اهیگ یها بخش ریبا سا سهیدر مقا
 دس،یکوئیپاراما لوسیباس یبالا وعیمطالعه حاضر از نظر ش جیبر خلاف نتا

 نیشتریب ئوسیآتروف لوسی( نشان دادند که باس4و همکاران ) محمد
 داشت. رتیما مغا جیداشت که با نتا R.aucheri اهیگ شهیرا در ر یفراوان

ها به منظور  روش نیتر قیو دق نیتر عیاز سر یکی یمولکول یها روش
 یدارا یها گونه تواند یکه م اشدب یمختلف م یها میکرواورگانسیم ییشناسا

(. استفاده از ژن 16دهد ) صیتشخ یراحت‌هرا ب کینزد یپیشباهت فنوت
16srRNA ژن، از جمله  نیشده توسط ا ریتکث یها یو خوانش توال

 کیر نشان از شباهت نزدکه در مطالعه حاض باشد یم یلکولمو یها روش
داشت. در مطالعه  R.aucheriجدا شده از  لوسیمختلف باس یها گونه نیب

از  یکی یمولکول یها ( روش17و همکاران ) مانیازو همکاران و کاظمینی 
 صیتشخ نهیمورد استفاده در زم یها‌روش نیتر‌قیو دق نیتر‌حساس

 نیالعه همچنمط نیباشد. ا یشده است م یمعرف ها میکرواورگانسیم
 MLSTاز جمله سنگر و  یابی‌یمختلف توال یها مشخص کرد که روش

کمک کند که مشابه با مطالعات  ها یبهتر باکتر یبند‌به دسته تواند یم
 (.18) باشد یانجام شده م

 یو دقت بالا تیدارد که، حساس ادیز تیتکته اهم نیبه ا توجه
سبب کاهش  ییایباکتر یها جنس و گونه ییدر شناسا یمولکول یها روش

در مطالعه  که‌یطور‌ه(. ب19) گردد یم صیسرعت تشخ شیو افزا نهیهز
 یپیفنوت یها در کنار روش یدییأو ت یلیروش تکم کیعنوان ‌هحاضر ب

که  یا کار برده شده است. در مطالعه‌هب ییایباکتر یها‌‌گونه یبند‌دسته یبرا
تلف داشتند با استفاده از مخ یها قارچ یو همکاران بر روچاتزیدیموپولوس 

 یها گونه 23srRNAو  16srRNA یژن یها  تیو سا یمولکول یها روش
(. با 21 و 20اند ) کرده ییممکن شناسا یخطا نیرا با کمتر یهمولوژ یدارا

اند که گرچه روش کشت از نظر  کرده انیاز پژوهشگران ب یحال، برخ نیا
به  یمیقد یمولکول یها با روش سهیدر مقا ییو شناسا یسرعت عملکرد

و  یاختصاص یها  طیمح یبا استفاده از برخ توان یم یرسد، ول ینظر م
برخوردار شد  یخوب جیاز نتا ونیلاسیاستر طیفراهم کردن شرا نیهمچن

 (22 و 21 ،16)
ازلحاظ  ها سمیکروارگانیم عیسر یخط متقاطع روش غربالگر روش

استاندارد،  طیا حفظ شراب آزمون نی. اباشد یم یسمیآنتگوان ی رابطه
 یها با روش سهیدارد، اما در مقا یقابل قبول تیو اختصاص تیحساس
 نییتع تجزیه و تحلیلما،  جیدارند. بر اساس نتا ییکمبودها یمولکول

مربوط به جنس  یفراوان نیشتریداد که ب شانمختلف ن یژنوم یها یتوال
و ساختار  ییایکتربا یها تفاوت جنس و گونه نی. همچنباشد یم لوسیباس

مشخص  Cو  G یها یشده، بر اساس توال یبررس یها تیاندوف یمولکول
 ییو همکاران شناساطهماسبی و همکاران و تانیواکی شدند. در مطالعه 

صورت گرفت.  یتوال نییاز روش تع ستفادهبا ا یکروبیمختلف م یها گونه
 یدارا یها گونه ییمسائل در شناسا نیتر از مهم یکیها مطرح کردند که آن

باشد که ‌یم Gو  Cمرتبط با  یها یو توال یژن یها جهش نییتع ،یهمولوژ
 (.24 و 23داشت) یما همخوان جیبا نتا

(، ثابت کرد که 25و همکاران ) داسانجام شده توسط  قاتیتحق
 داهایاز رشد کاند نویماک اهانیمشتق شده از گ تیاندوف یها یباکتر
ها و مشاهدات انجام ‌دست آمده از آزمون‌به یها افتهی. کند یم یریجلوگ

جدا شده از  لوسیباس یها نشان داد که گونه زیمطالعه حاضر ن نیشده در ا
R.aucheri نی. با ادهند یانجام م یگلوبراتا را به خوب دایمهار رشد کاند 

 لوسیباس یها از گونه ی( نشان دادند که برخ8و همکاران )پالمیری حال، 
نشان دادند که  یببرند. برخ نیرا از ب دایمختلف کاند یها ونهگ توانند ینم

عملکرد  تلافعامل در اخ نیثرترؤها، م و قارچ ها یتفاوت در ساختار باکتر
(. 26 و 1بودند ) تیاندوف یها یدست آمده از باکتر‌هب یها ضدقارچ
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ا ب سهیمتفاوت و در مقا کاملاً یسلول وارهیها ساختار د‌در قارچ که‌یطور‌هب
 دارد.  یشتریضخامت ب یباکتر
عصاره  فیضع یمطالعه حاضر اثربخش جینتا نیتر از مهم یکی
داد که  حیتوض توان یم نیچنبود.  داهایکاند هیعل تیاندوف یها یباکتر

ممکن است با مهار  ها دایدر کاند ییپلاسما یو غشا یسلول وارهیساختار د
دست  هب یها تیاندوف یبخش اثر نهیزم ییایباکتر یها تیکردن نفوذ متابول

اپرینتی مشابه در مطالعات  جیرا رقم زده باشند. نتا R.aucheri اهیآمده از گ
 نیگزارش شده است. با ا زی( ن28و همکاران ) نورسالوا( و 27و همکاران )

جدا شده از  یها لوسیباس یکروبی( اثرات ضد م29و همکاران ) داسحال، 
ما  جیبا نتا سورا اثبات کردند که هم داهایکاند هیعل ییدارو اهانیگ یبرخ

 .باشد یم
 ایکاریف ایآ آگلومرانس و سراش حاضر نشان داد که پانتوئه مطالعه

 ن،ینئوفورمنس داشت. همچن پتوکوکوسیرا بر رشد کر یاثر مهار نیشتریب
گلابراتا  ایدیدر مقابل کاند مپلکسیس لوسیباس تیدر کشت دوطرفه اندوف

 ایو سراش سیلیسوبت لوسیباس لوس،یپوم لوسیباس درصد و  78/89با 
گالبراتا را  دایرا بر کاند یاثر مهارکنندگ نیشتریدرصد ب 77/78با  زین ایکاریف

و همکاران  ایرجایی( و 30و همکاران ) نایسااند. بر اساس مطالعات ‌داشته
ها آن یکروبیعملکرد ضد م زانیدر م ها ی(، غلظت استفاده شده باکتر31)

بردن غلظت  ها مشخص کردند که با بالارا نشان داد. آن یمهم اریبسنقش 
ساختار  بیمختلف تخر یها قارچ هیاستفاده شده عل یها یو تراکم باکتر

 ریاز تکث شتریب ریمرگ و م زانیصورت گرفته و م یقارچ در زمان کمتر
در  یقارچ یها یو کلن افتهی شیحالت، قدرت مهار افزا نیخواهد بود. در ا

مطالعات  جینخواهند شد. تشابه نتا لیتشک ها تیاندوف یها یضور باکترح
 یها یباکتر یها بخش اثر مثبت عصاره دینو تواند یفوق با مطالعه حاضر م

 ها باشد. قارچ یبرخ هیعل تیاندوف
 ی( نشان داد که برخ9و همکاران )بوییو ما، مطالعه  جیبا نتا همراستا

قادر به  یدار‌یطور معن‌به R.aucheri اهیگجدا شده از  لوسیباس یها گونه
ارتباط  نیا یریگ‌حال، در شکل نیبودند. با ا لوسیو آسپرژ دایمهار کاند
سبب  ردموا ینقش دارند که ممکن است در برخ یمهم اریعوامل بس
 ی( مطرح کردند که عوامل32و همکاران ) مدیسونگردد.  جیاختلاف نتا

از آن جدا شده است، جنس و گونه  تیکه اندوف ییدارو اهیمانند نوع گ
 نیا جادیدر ا یمهار شده، نقش مهم یها قارچ نیو همچن تیاندوف یباکتر

 یاست که در برخ ینکته ضرور نیدارد. توجه به ا یستیارتباط انتاگون
 یکروبیاثرات ضدم یبررس یبرا ییایباکتر یها دیمطالعات عصاره و پپت

 ریمتفاوت مطالعات ما با سا جیار در نتاگذتأثیر یاستفاده شده است که عامل
محل  ،ییدارو اهیرو، توجه به نوع گ نی(. از ا11) باشد یمطالعات م

در  یزرگکمک ب ،ییایباکتر یها تیو متابول تیاندوف یباکتر یجداساز

 یها سمیکرواورگانیدر مهار م یعیطب یها کروبیکاربرد ضدم شیافزا
 دارد. زا یماریب

گرفت که غالب  جهینت توان‌یاصل شده مح جیتوجه به نتا با
 یاثرات مهار R.aucheri اهیگ شهیدست آمده از قسمت ر‌هب های‌تیاندوف

 یها . با توجه به گونهکند یم فایا زا یماریب یها قارچ هیرا عل یشتریب
 یاستنتاج کرد که برخ نیچن توان یم R.aucheri اهیدر گ لوسیمختلف باس

در بخش  یباکتر نیانباشت ا لیبه دلممکن است  یکروبیخواص ضد م
و  تینکته توجه داشت که ماه نیبه ا دیبا ،یو ساقه آن باشد. از طرف شهیر

عدم مهار  ایدر مهار و  ینقش مهم زیمورد مطالعه ن یها جنس و گونه قارچ
ساختار  یقارچ یها گونه یدر برخ رایرا دارد. ز تیاندوف یها یتوسط باکتر

 باشد یضخامت م یشتریو ب یرینفوذپذ زانیم نیمترک یدارا یسلول وارهید
 .  زند یرا بر هم م تیاندوف یها یباکتر یکه معادلات مهارکنندگ

 و قدردانی رتشک
و تشکر خود را از معاونت محترم  یمقاله مراتب قدردان نیا سندگانینو

 .دارند یپژوهش دانشگاه آزاد واحد همدان اعلام م

 یملاحظات اخلاق
و منشور اخلاق پژوهش  ینکیمعاهده هلس یا اصول اخلاقب قیتحق نیا

واحد همدان انجام شده  یدانشگاه آزاد اسلام یمعاونت پژوهش و فناور
 تهیکم دییأپژوهش مورد ت نیا ییایاستاندارد باکتر یها هیسو هیاست. ته

اخلاق دانشگاه آزاد واحد همدان با کد اخلاق 
IR.IAU.H.REC.1401.026 باشد. یم 

  منافع تعارض
 را اعلام نکردند. یتعارض منافع گونه چیه سندگانینو

 مشاركت نویسندگان
مقاله مشارکت  نیا یساز در پژوهش و آماده سندگانینو یاعضا یتمام

 اند. داشته

 مالی حمایت
 یدانشگاه آزاد واحد همدان از رساله کارشناس یمال یها تیمقاله با حما نیا

 شده است. استخراج یزارع سایارشد خانم نگ
 اخلاق كد

IR.IAU.H.REC.1401.026 
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Abstract: 
 

Introduction: The unique properties of endophytic bacteria are not well known. Endophytic bacteria of some plants, such as 

Rhabdosciadium aucheri, may inhibit pathogenic fungi with antimicrobial effects. The purpose of this study is to sequence and 

draw the phylogenetic tree of R.aucheri endophytic bacteria by the Sanger sequence method and determine their antifungal effect. 
Methods: In this descriptive-analytical study, plant samples were collected using a random, convenient, and accessible method. 
The initial identification of endophytic bacteria was performed using the plate culture technique. Molecular detection and 
sequencing of the bacteria were carried out using optimized PCR methods. 
Results: Out of 100 bacterial isolates obtained from R. aucheri, the distribution was as follows: Bacillus pumilus made up 9% (9 
isolates), Bacillus subtilis 15% (15 isolates), Serratia ficaria 12% (12 isolates), Bacillus amyloliquefaciens 14% (14 isolates), 
Pantoea agglomerans 8% (8 isolates), and Pseudarthrobacter oxydans 7% (7 isolates). Sequencing analysis indicated that 
variations among the Bacillus species were primarily associated with differences at the cytosine (C) and guanine (G) nucleotide 
positions. Among the isolates, those belonging to the Bacillus genus displayed the most significant inhibitory effect against 
Aspergillus niger. 
Conclusion: Our findings indicate that the roots of the R. aucheri plant provide a favorable environment for isolating Bacillus 
species with high antimicrobial activity. Among the isolated bacteria, Bacillus subtilis exhibited the most potent antifungal effect 
against pathogenic fungi. 
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