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 Bacillus  subtilisپروبيوتيك  يلم در باكتريوفيل بيتشك

 مريم خضري

  دانشگاه اروميه ،دانشكده كشاورزي ،پزشكي ياهگگروه  استاديار

  21/01/1395: تاريخ پذيرش    19/06/1394: تاريخ دريافت

  ياهيگ سيشنا بيماري دانش. Bacillus subtilis پروبيوتيك يباكتر در لميوفيب ليتشك. 1395. م يخضر

5)2:(62-52.  

  دهيچك

ار متنوع ولي در يكه از نظر ساختار و عملكرد بس لم هستنديوفيل اجتماعي به نام بيقادر به تشك ها يباكتراغلب 

 يباكتر. است يسلول خارج ساكاريدهاي يپللم يوفيب يب اصليترك. دارند ياديز يها شباهت يعموم هاي يژگيو

ه در  كننده اندوسپور و خاكزي است كدي، تولشكل اي يلهمگرم مثبت،  يتركبا يك Bacillus subtilisپروبيوتيك 

لم يوفيل بيتشك. دارد يادياربرد زكرشد گياهان و مهار زيستي بيمارگرهاي گياهي  ي ارتقادهنده عنوان بهكشاورزي 

ط نامساعد يدر برابر شرا يلم موجب حفظ و بقاي باكتريوفيساختار ب .دارديمنگه زنده  يمدت طولان يرا براباكتري 

 يلم در باكتريوفيل بيتوانايي تشك. شود يمكشنده  موادو  ييايميش، سموم ها بيوتيك يآنتمانند وجود  يطيمح

 .دارد زيادياهميت  ياهيگ يمارگرهايشه و توان مهار زيستي بيون ريزاسيش كلنيجهت افزا B. subtilisپروبيوتيك 

  يستيزهارزبم، فراريشه ،اريدساك يپل  ،يباكتر :يديكل يها واژه

 مقدمه

و  زايي يماريبي شيوهشناخت  برايسودمند  يكشت خالص، روش در ها يباكتر ي رشد و تكثيري نحوهمطالعه

 صورت بهع يما هاي يطمحدر  كههر چند  ها يباكتربعضي  .است ها آن يولوژيزيمبهم ف يها جنبهشدن  روشن

  گر يكديوابسته به ها اين سلولمراحلي از زندگي در  ولي ،ندرهم وجود داو مستقل از  شناور، منفرد يها سلول

جالب توجه است كه  .دهندمي) Biofilm( و تشكيل بيوفيلم نمايند يمت عمل يجمعك ياز  يبخش عنوان به و شوندمي

مانند  يمختلف املعو. استمشابه  يساختمان يداراعت يطب وشگاه يط آزمايدر مح ها يباكترتوسط  شده يلتشكلم يوفيب

  بر ساختار طيمح كيناميدروديو ه يكروبيب اجتماع ميموجود، ترك يي، مواد غذامايع و هوا طيمشترك مح هاي يژگيو
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 ).Davey & O’Toole 2000, Kobayashi 2007( دارد يرتأثلم يوفيب

  يها گونه. اند شدهدانشمندان واقع مختلف مورد توجه  يها جنبه از Bacillus يها گونه

 B. amyloliquefaciens، B. licheniformis  وB. stearothermophilus عضيو ب هستند يت اقتصادياهم يدارا  

برخي از . )Kovács et al. 2009( باشند يمانسان  زاي يماريبعوامل مهم  B. anthracisو  B. cereusمانند 

 مارگرها به كاريه حشرات و بيعل آميز يتموفق صورت بهكه  مهاركننده زيستين عوامل ياول عنوان به Bacillus يها گونه

 يز خاكر و ودكننده اندوسپيتولشكل،  اي يلهم ،گرم مثبت يك باكتري B. subtilis يباكتر. شوند يمشناخته  ،اند رفته

وسيع در  صورت بهيابي شد و پس از آن تواليكامل  طور به B. subtilis 168ن يژنوم استر 1997در سال . است

). Henry et al. 2009(مدل مورد استفاده محققان قرار گرفته است  ريزجانداريك  عنوان بهمطالعات مهندسي ژنتيك 

ناز، يتيلاز، پروتئاز، كيمتنوع مانند آم هاي يمآنزد يل توليشده و به دل يزجداسا يعيطب هاي يطمحاز  يراحت به ين باكتريا

 فراريشهدر B. subtilis يباكتر). Morikawa 2006(شناخته شده است  يصنعت يك باكتري عنوان بهپاز يلاناز و ليزا

و  ها قارچجاد شده توسط يا ياهيگ هاي يماريبار زيستي ك عامل مهم در مهي عنوان بهو  شود يمافت ياهان ياغلب گ

تاكنون  مهار زيستياين عامل  .)Rudrappa et al. 2010( باشد يممطرح  اناهيرشد گ حركمن يهمچن و ها يباكتر

پودري خيار و كدو،  دكيسف، يفرنگ گوجهگياهي مانند شانكر باكتريايي  هاي يماريبموفق به كنترل يا كاهش 

آسپرژيلوسي  هاي يآلودگو  يفرنگ گوجهريزوكتونيايي، پژمردگي باكتريايي  هاي پوسيدگيفوزاريومي،  هاي يپژمردگ

 Utkhede & Koch 2004, Swain & Ray 2009 ،1393نجفقلي و همكاران ميرزايي ،1391صدروي( گرديده است

Mohammadipour et al. 2009, Seema & Devaki, 2012, Chen et al. 2013.( در  همم يسازوكارهااز  يكي

ع خارج يد ترشحات مايتول. باشد يمپادزي  موادد يتول B. subtilis بيمارگرهاي گياهان توسط مهارزيستيايي توان

  هستند مؤثر ياهيگ هاي يماريبدر كاهش  باكترين يا هاي يهجدابعضي توسط  يضد قارچفرار  موادو  يسلول

)Chu et al. 2006, Driks 2011 .( يباكتر ،نيمحقق هاي يافتهبر اساس B. subtilis هاي يتمتابولد يعلاوه بر تول 

ك يو تحر زا يماريباه در برابر عوامل يمقاومت در گ يگياهي، قادر به القا هاي گريمارب برعليه مختلفپادزي ه يثانو

 ).Kearns 2008, Rudrappa et al. 2010, Khezri et al. 2011( باشد يمنيز اهان يرشد گ

 ست؟يچ لميوفيب -1

خارج سلولي  ساكاريدهاي يپلتوسط مواد پليمري از جنس كه  ستا هاريزجانداراز  يا مجموعهلم يوفيب

 اي يهلابايد توسط  الزاماًزنده يا غيرزنده باشد اما  تواند يماين بستر  .نمايد يمجامد رشد بستر ك ي يروپوشيده شده و 

منفرد به سطح جامد آغاز  يها سلولافته بوده كه با اتصال يتوسعه  يندآفرك يلم يوفيل بيتشك. از آب احاطه شده باشد

ركيب اصلي بيوفيلم ت. نمايند يمفا يا ها يباكتره يدر اتصال اول ينقش مهم IVپ يت يليتاژك و پ. گردد يم
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است كه در  يساختمان سه بعد يلم بالغ دارايوفيك بي. است DNAو  ها يينپروت، يخارج سلول ساكاريدهاي يپل

و پرگنه ) Pellicle(ه نازك يا لايكل ي، پل)Slime(، لعاب )Plaque(ط مختلف به اشكال متفاوت نظير پلاك يشرا

)Colony ( گردد يممشاهده )Kobayashi 2007, Kearns 2008.(  

 لميوفيل بيو مراحل تشك ساختار -2

لم حداقل يوفيدر توسعه ب. گردد يمك سطح جامد آغاز يمتحرك آزاد به  هاي يباكترلم با اتصال يوفيل بيتشك

شناور  يها سلولن مرحله تك يدر ا :ه اولمرحل . )1شكل ( ص استيمختلف قابل تشخ يكيولوژيزيفپنج مرحله 

ار سست بوده و ين اتصال بسيا. چسبند يمآب وجود دارد،  يا رويسست به سطح جامد كه درون  صورت به يباكتر

ن مرحله را يا. دهد يمآزاد به رشد خود ادامه  صورت بهو مجدداً  جداشدهاز سطح  يباكتر ،در صورت اعمال فشار

د يتولشروع به  ها سلولن مرحله يدر ا :مرحله دوم .نامند يم يرپذ برگشت صورت بهبه سطح  مرحله اتصال اًاصطلاح

تاژك  يسلول باكتر. گردند يمبه سطح متصل  يرناپذ برگشتمحكم و  صورت بهنموده و  يخارج سلول ساكاريدهاي يپل

ن زمان يادر آن ساختار  ييتوسعه ابتدا لم بايوفين مرحله بلوغ بياول :مرحله سوم .شود يمخود را از دست داده و ساكن 

 هاي يينپروتو  يخارج سلول ساكاريدهاي يپلد يمختلف و به دنبال آن تول يها ژنان يب :مرحله چهارم .دهد يمرخ 

 شدن جدا و انتشار :مرحله پنجم .گردد يملم كامل يوفيب و سه بعدي دهيچيو ساختار پبيشتر در اين مرحله رخ داده 

ط يو با شراشده ط منتشر يدر مح ها سلولن يا .افتد يمكوچك در اين مرحله اتفاق  يها پرگنهاز  ياكترب يها سلولتك 

 نمايد يملم كمك يوفيب اي ينهزمماده از  ها سلولمختلف به جدا شدن  يوجود اگزوپروتئازها. گردند يمد سازگار يجد

)Sauer 2003(. 

  
   ،ريپذ برگشت صورت بهبه سطح  يباكتر يها سلولاتصال  -1 :ها يباكترلم توسط يوفيسعه بمراحل تو -1 شكل

ه و يبلوغ ثانو -4، لميوفيه ساختار بيبلوغ اول - 3  ،ها آنبه سطح و ساكن شدن  ها يباكتر ريناپذ برگشتاتصال  -2
كوچك و  يها پرگنهاز ) شكلره در يت يها سلول(متحرك  يها سلولجدا شدن  -5، لميوفيتكميل شدن ساختار ب

  ).Sauer 2003(ط يانتشار در مح
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شتر يب جاديا درباشند اما  يباكترك گونه يت يجمع حاصل توانند يملم يوفيب دهنده يلتشك كوچك يها پرگنه

 توان يم ،سازنده آن يباكتر يها ونهگا يلم بالغ علاوه بر گونه يوفيك بيدر . دنشركت دار يگونه باكتر ينچند ها يوفيلمب

را  ها سلوللم يوفيب اي ينهزمماده . افت نموديرا بسترها و فساد  ي، پروتزوآها و مواد حاصل از خوردگها جلبك، ها قارچ

. نمايد يمكمك  ها آنن يب جاد ارتباطيبه ا يكيزيو ف ييايميش هاي يگنالسدر درون خود محافظت نموده و با استفاده از 

 گنال را به عهده دارديس يها مولكولو  ييمواد غذا آب، كه انتشار شود يمافت يآب  يمحتو يها كانال ها يوفيلمبون در

)Abee et al. 2011, Kearns 2008(. لم يوفيبدر  يا فشرده يكروبيمنفرد و آزاد، مجموعه م يها سلولسه با يدر مقا

مهم  يسازوكارهااز  يكيلم يوفيب. )Sauer 2003( دهد يممقاومت نشان  يكروبيضدم يمارهايوجود دارد كه به ت

زبان ياز حمله و دفاع م توانند يملم يوفيموجود در ب هاي يباكتر ،يشگاهيبر اساس مطالعات آزما. باشد يم يباكتر يبقا

توان مقابله  بيوفيلم يدرون يها بخشموجود در  هاي يباكتر دهد يممحققان نشان  هاي يشآزمانتايج  .ندياجتناب نما

-Prigent(دارند آزاد  يها سلولنسبت به  يژن و تراكم سلوليت اكسيبالاتر، محدود يط اسمزيبا شرا يشتريب

Combaret et al. 1999(.  

 B. subtilisلم يوفيد بيدر تول مؤثر عوامل ژنتيكي -3

 ماده زمينهبات يمختلف و تجمع ترك يها ژنان يم مناسب بيتنظ ،لميوفيل بيتشك در كننده يينتعاز عوامل  يكي

ار يرا در اخت يادياطلاعات زآزاد و درون بيوفيلم ت رشد يمختلف در دو وضع يها ژنان يسه بيمقا. استلم يوفيب

ژن  519نشانگر بيان متفاوت  B. subtilis يدر باكتر DNA ريزآرايهز يآنال .)Sauer 2003( دانشمندان قرار داده است

خارج  اي ينهزمماده بات يترك رمزگذاركه  ييها ژن). Stanley et al. 2003( باشد يملم يوفيموجود در ب يها سلولدر 

فعال  هاي يينپروتاز ( Spo0Aكوچك كه در آن فسفريله شدن  تيرجمعيك زيهستند در  B. subtilisلم يوفيب يسلول

 Chai( نسبت داد ان دوگانه ژنيبه ب توان يمت موجود را يجمع يناهمگون. شوند يمان يب ،دهد يمرخ ) در اسپورزايي

et al. 2008, Kearns 2008.(  به نام  يژن 15اپرونepsA-O، سنتز  ياز برايمورد ن هاي يمآنز رمزگذار

 ،مطالعات مختلف. استلم يوفيعمده ب پروتيين رمزگذارز ين yqxM ياپرون سه ژن. است يخارج سلول ساكاريدهاي يپل

 فاكتور. اند نمودهلم اثبات يوفيمرحله ب آزاد به يها سلولدر انتقال از مرحله  ياصل كننده يمتنظ عنوان بهرا  SinRنقش 

SinR يژن 15 يها اپرونه پروموتر يناح درن محل يبه چند epsA-O يو سه ژن yqxM ب ين ترتيمتصل شده و به ا

 ,Chu et al. 2006, Chai et al. 2008, Kolodkin-Gal et al. 2010( گردد يم يشانها ژن يبردار نسخهاز مانع 

Driks 2011.( پروتيين تياز فعال بازدارندگي ياز طرف SinR  به نام  يگريد پروتيينتوسطSinI  ژن . شود يمانجام

sinI سيستم درن اساسيبر ا. )2 شكل( گردد يمان يب ييبالامقدار به  اما شدهفعال ، %2ت كوچك حدود يرجمعيدر ز ، 

  به .شود يم انيب sinIژن  و گيرد يمدر حالت روشن قرار  دهد يمرخ  Spo0Aفسفريله شدن  ها آنكه در  ييها سلول
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خاموش يا روشن بودن ژن  -B. subtilis  :1 پروبيوتيك تشكيل بيوفيلم باكتريساده تنظيمات ژني در مدل  - 2 شكل

و ) سيستم روشن(فعال  spoA حامل ژندر زيرجمعيتي  SinIپروتيين توليد  -2 ،توسط سويچ دوگانه spoAتنظيمي 
و سنتز  yqxMو  epsA-O يها اپرونفعال شدن  - SinI  ،3توسط پروتيين  SinRپروتيين ممانعت از فعاليت 

احاطه شدن كل  -5 ،كوچك بيوفيلم توسط يك زيرجمعيتمونتاژ و تشكيل  -4 ،بيوفيلم دهنده ليتركيبات تشك
  .)Kearns 2008( تشكيل شده بيوفيلمتوسط جمعيت 

 .)Kearns 2008( گردد يمو در اين جمعيت بيوفيلم توليد  شدهان يز بين yqxM و epsA-O يها اپرون دنبال آن

، SinR ،DegU عواملاين  ينتر مهم كه اند شناسايي شده B. subtilisيوفيلم مختلفي در جريان توليد بهاي  كننده يمتنظ

Spo0A ،AbrB ،CcpA  وHδ هاي يينپروت .باشند يم Hδ ،Spo0A و DegU  شوند  يتوليد بيوفيلم مموجب افزايش

 ,Kobayashi 2007, Chai et al. 2008( دهند يمرا كاهش لم يوفيمقدار ب CcpAو  SinR ،AbrBدر حالي كه 

Abee et al. 2011(.  ژنykuT  است كه نقش مهم آن در توليد بيوفيلم سويه  ييها ژنازB. subtilis 168  مشخص

نبوده و روي محيط كشت  يدلم كامل و سه بعيوفيباين ژن، قادر به توليد  در يافته جهش يباكتر .شده است

TYG )Trypton yeast extract glucose (نتايج تحقيقات . دينما يمايجاد  يخوردگ نيچصاف، براق و فاقد  يها پرگنه

نشان داد، اين ژن بر بيان اپرون ) FACS )Fluorescence activated cell sortingانجام شده با استفاده از روش 

spoIIA  و ژنhag ي كه در عدم حضور طور بهدارد،  ريتأثدر اسپورزايي و تحرك اين باكتري  مؤثرعوامل ، به ترتيب

قادر به تحرك و اسپورزايي نبود  افتهي جهشكاملاً متوقف گرديد و سويه  hagو ژن  spoIIAبيان اپرون  ،ykuTژن 

 يها ستميس ريتأثتحت  تواند يم B. subtilis يباكتر درتوليد بيوفيلم مراحل مختلف  ).1389و همكاران  خضري(

 ,Jiang & Pace 2006( قرار گيرد )Quorum sensing, QS(اب صحدن احساسباكتري از قبيل سيستم تنظيمي 

Danhorn & Fuqua 2007 .(يها ستميس QS  مختلفي نظيرComQXPA  وRapP-PhrP  شناساييدر اين باكتري 

  ).Irie & Parsek 2008, Swift et al. 2008, Dogsa et al. 2014, Bendori et al. 2015(شده است 
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  لميوفيبل يتشكبر  يطيط محيشرا ريتأث -4

زان آهن، تنش ي، ميط اسمزي، شراpH، دما، ييغذا يا نوع محتوايزان ير در مييتغنظير مختلف  يطيط محيشرا

 & O’Toole،1390و همكاران  كمالي( داشته باشند يرتأث ها يباكترلم يوفيل بيتشك يرو توانند يمو نوع بستر  ژنياكس

Kolter 1998 ،Molina et al. 2003 .(جهت تشكيل پرگنه و  هاريزجانداراز نقاط ترجيحي  فراريشه ريشه و منطقه

مترشحه از ريشه گياه نخود بر توليد بيوفيلم  هاي يدآمينهاسقندها و  يرتأثنتايج مطالعه روي . باشند يمكلنيزاسيون ميزبان 

اسيدآمينه مترشحه از ريشه گياه، كم و بيش موجب افزايش توليد بيوفيلم  14قند و  9، نشان داد B. subtilisري باكت

بر  تواند يمط يموجود در مح ييغذا موادمحتواي و  يطيط محيشراكه نتايج اين بررسي نشان داد . ندگرديد باكتري

تحقيقات ). 1394و همكاران  خضري( باشد مؤثرآن  يدكنندهتول هاي يباكترآن توان مهار زيستي  تبع بهو لم يوفيد بيتول

 Pseudomonasو Escherichia coli يها يباكتربر تشكيل بيوفيلم  ها يدآمينهاسمشابه نقش مهم قندها و 

aeruginosa  نمايد يم ييدتأرا )O’Toole & Kolter 1998, Goh et al. 2013, Brandenburg et al. 2013, 

Xu et al. 2015 .( از قبيل  ها يوسورفكتانتبدر توليد بيوفيلم، قابليت توليد  يرگذارتأثيكي ديگر از عوامل مهم و

آن كلنيزاسيون ريشه گياه و افزايش توان مهار زيستي  تبع بهزايش عملكرد بيوفيلم و اف سورفكتين است كه نقش آن

 .Bais et al. 2004, Mohammadipour et al. 2009,Zeriouh et al(بيمارگر باكتريايي به اثبات رسيده است 

خاكزي  هاي يباكتردر تشكيل بيوفيلم  يرگذارتأث ياجزا ينتر مهمو پرمصرف خاك از  مصرف كمعناصر  ).2014

 ,Song & Leff 2006, Cruz et al. 2012( باشد يم، منيزيم و كلسيم آهناين عناصر  ينتر مهماز . باشند يم

Oglesby-Sherrouse et al. 2014.( 

 اهيشه گيون ريزاسيو كلنگياهي  هاي يماريب مهار زيستيلم در يوفينقش ب -5

 Morikawa( داردمهمي نقش  ياهيگ هاي يمارگربمهار زيستي  ييدر تواناها باكتري توسطلم يوفيد بيتول

2006, Khezri et al. 2011( . مارگريب يباكتر مهار زيستيكه  اه آرابيدوپسيس نشان داديگ يرو ها يشآزمانتايج  

 P. syringae pv. tomato سويه توسط B. subtilis 6051،  در باكتري  اين توسطن يسورفكتلم و يوفيب ليتشكبه

 د نموده وين توليلم و سورفكتيوفيب ياديمقدار ز ،شهيون ريزاسيكلن محض به هسوياين . دارد ياه بستگيشه گياطراف ر

 يماريمهار زيستي ب. )Bais et al. 2004( گردد يم زا يماريب ياه در برابر باكتريق موجب حفاظت گين طريبه ا

  هاي يهسوتوسط  يدشدهتوللم يوفيزان بيم با Fusarium culmorumاز قارچ  يشه و طوقه گندم ناشير يدگيپوس

 B. subtilis  ه استدادنشان  مثبت يگلخانه همبستگ شرايط درروي ريشه گياه )Khezri et al. 2011.(  

  گيري يجهنت

  يداريهش پاا كايعوامل مهار زيستي، عدم استقرار  عنوان بهد يمف هايريزجانداراز مشكلات استفاده از  يكي 
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قرار  محض بهافته است، يتوسعه  يخوب به ها آنلم در يوفيد بيكه تول هايي يباكتر. باشد يم فراريشه طيدر مح ها آن

 هاي يباكترت به ين قابليا. نمايند يملم يوفيب ياديد مقدار زيافته و تولير يتكث سرعت بهاه يشه گير يگرفتن رو

ن يب مانع از اشغال اين ترتيزه نمايند و بديشه كلنير يرا رو يشتريب ياه محلكه  كند يمكمك گياهي پروبيوتيك 

 يمهم هاي يتمز تواند يملم يوفيد بيتول ييتوانا .گياهي موجود در خاك شوند زاي يماريب هايريزجاندارنقاط توسط 

يستي بيمارگرهاي عامل مهار ز يز خاك هاي يباكتردر خصوص . آن به همراه داشته باشد دهنده يلتشك باكتري يبرا

ريشه، بقا در  مؤثرتركلنيزاسيون  واه يشه گياتصال محكم به ر ،فراريشهدر يشامل استقرار بهتر باكتر مزايان ي، اگياهي

 ياهيگ يمارگرهايب يژهو به هاريزجاندارر يو توان بالا در رقابت با سا وجود مواد سميانند م يطيط نامساعد محيشرا

بالايي در توليد بيوفيلم و ساير  هاي يتقابلداراي  B. subtilisباكتري  هاي يهسوكه برخي به اين  توجهبا . باشد يم

بومي و سازگار  هاي يهسو شود يم پيشنهاد، باشند يمگياهي  زاي يماريبدر بازدارندگي عوامل  مؤثرثانويه  هاي يتمتابول

به ستفاده در مهار زيستي بيمارگرهاي گياهي جهت اشناسايي و با فرمولاسيون مناسب  پروبيوتيك گياهياين باكتري 
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Abstract 
Most bacteria have a common ability to form communities known as biofilm. They are 

varied in structure and function, but have some similarities in general properties. The main 

compounds of biofilms are extracellular polysaccharides. The probiotic Bacillus subtilis is a 

gram-positive, rod-shape, endospore-forming and soil inhabiting bacterium that has many 

agricultural use, such as plant growth promoting activity and biocontrol potential against many 

of phytopathogens. Biofilm formation is an important microbial survival strategy that enables 

microorganisms to stay together for long time. Biofilm can protect the bacteria against 

unfavorable conditions, like antibiotics, chemical pesticides and biocide components. Capability 

of biofilm formation in probiotic B. subtilis plays significant role in root colonization and 

biological control of plant pathogens. 
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