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ت یو فعال ینیب زمیجداشده از س Bacillus sp. Bp91ت یاندوف يباکتر یکیلوژنتیگاه فیجا
  Ralstonia solanacearum يه باکتریآن عل یکروبیمضد

  4رضا معرفتیعل و 3یقی، بهروز حر*2زاده ، نادر حسن1یز بهمنیکامب

  )19/7/1399 :پذیرش تاریخ ؛25/5/1399 :دریافت تاریخ(

  دهیکچ
از  و در سراسر جهان ینیزمبیس يهايماریبن یترمخرباز  یکی Ralstonia solanacearumاز  یناش ینیزمبیس ییایباکتر یپژمردگ يماریب

ق ین تحقیدر ا. مذکور است يماریمؤثر در کنترل ب ياز راهکارها یکیت یاندوف يهاياستفاده از باکتر .است رانیجمله در استان کردستان ا
 يهاآزمون يشده بود برا ياستان کردستان جداساز ینیب زمیز برتر از مزارع سیستت همیعنوان اندوفکه به Bacillus sp. Bp91ه یاز سو

 يمثبت و برا Bacillus sp. Bp91ه یپروتئاز در سو دینشان داد تول یسم بازدارندگیمکان یبررس يهاج آزمونینتا. استفاده شد یلیتکم
نشانگر شباهت  Bacillus sp. Bp91ه یسو ییگاه تبارزایجا. ف بودیو مثبت ضع یب منفیدروفور به ترتیو س دروژنید هیانیس يها آزمون

-GCتوسط دستگاه  یکسیمتابولوم يهاین بررسیهمچن. باشدیم B. pulmilusژه یبو Bacillusشناخته شده جنس  يهاک به گونهیار نزدیبس

mass ت یداد دو متابولنشانEicosane  وDibutyl phthalate باشندیمذکور م يباکتر یکروبیضدم يهاتین متابولیتراز شاخص.  
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Abstract 
Bacterial wilt disease caused by Ralstonia solanacearum is one of the most destructive diseases in the world, 
including Kurdistan province of Iran. Using the endophytic bacteria is one of the most effective and 
applicable methods to control of the disease. In this study, Bacillus sp. Bp91 which was isolated from potato 
fields in Kurdistan province was used as a superior antagonist against R. solanacearum. The results of the 
supplementary tests showed that the production of protease in the mentioned strain is positive. This was 
negative and relatively weak for hydrogen cyanide and siderophore production, respectively. The 
phylogenetic tree derived from 16S rRNA gene sequence showed the stain belongs to the genus Bacillus 
sharing the highest level of sequence homology with to B. pumilus. Metabolic studies by GC-mass were also 
indicated that the two metabolites Eicosane and Dibutyl phthalate are the most prominent antimicrobial 
metabolites produced by the bacterium.
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  مقدمه

ــاریب ــ يم ــباکتر یپژمردگ ــ ییای  Ralstoniaاز  یناش

solanacearum (Smith) (Yabuuchi et al. 1995) یک ـی 
 ـا. اسـت  ین ـیزمبیزا در س ـمهم خسـارت  يهایماریاز ب ن ی
عامـل آن   بـوده و معروف  زین يقهوه ا یدگیبه پوس يماریب
 يهـا زبانیم .)Hayward, 1991(خاکزاد است  مارگریب کی
 54 اهان متعلق بـه یاز گ ياگستردهف یط شامل مارگرین بیا

 ـ  ,Hayward(اسـت   یاهی ـگونـه گ  450از  شیخانواده و ب

2000; Swanson et al. 2005; Wicker et al. 2007 .(ن یا
 Danesh(بار از اصفهان گـزارش  ن یران نخستیدر ا يماریب

& Bahar, 1984 (ج در اکثـر نقـاط کشـور    یو سپس به تدر
 ییتوانــا).  Pireh & Harighi, 2017(ز مشــاهده شــد یــن
، یکــیژنت تنــوع، مانــدن در آب و خــاك زنــده در مــارگریب

مـارگر  یب یزبـان یم دامنـه ع بـودن  یز وس ـینو ده گسترانتشار 
ت آن از یریمد ياعمال شده برا ياست روشها موجب شده

 ,Ramesh & Phadke(برخوردار باشند  يت محدودیموفق

 ـجد يکردهـا یرو لذا). 2012  ـ یسـت یز مهـار  چـون  يدی ه ب
 .اسـت  توجـه قرارگرفتـه  مـورد   نیگزیجا نهیگز کیعنوان 

مؤثر در  یستیزعوامل  افتنی يبرا يمطالعات متعددتاکنون 
اسـت   انجام شـده  ییایباکتر یپژمردگ يماریب بیآسکاهش 

)Kheirandish & Harighi, 2015( ن گونــه یو چنــد
از  یک ـی. انـد قرار گرفتـه  یو بررس ییمورد شناسا ییایباکتر
در داخـل   هسـتند کـه   ییهايمورد مطالعه، باکتر يهاگروه
ده ی ـنام تیاندوف يهايبه نام باکترو  کنندیم یزندگ اهانیگ

بـه کـار    یستیز مهارمؤثر  توانند به عنوان عواملیو م شده
 اهـان یگ درن عوامـل  یا ).Reiter et al. 2002(شوند  گرفته
 ،قابـل مشـاهده   يهـا خسـارت و نشـانه   جـاد یبدون ا سالم
 ـو  یسطح یشده و با ضدعفون زهیکلون از  يری ـگعصـاره  ای
 ).Hallmann et al. 1997(هسـتند   يقابـل جداسـاز  اه ی ـگ

مشـخص   یدرسته هنوز ب تیاندوف يهاينقش باکتر گرچه
 ـدهنـده ا اما مطالعـات مختلـف نشـان   ، نشده  کـه  ن اسـت ی
شـان،  زبـان یاهـان م یگ رشـد  شیافزا با تیاندوف يهايباکتر
در حفظ و  يؤثرنقش ما هر دو، یمارگرها و یب یستیز مهار
 .Sessitsch et al( داشته باشند زبانیم اهانیگ ن سلامتیتأم

 زبانیم اهانیگ نکهیبر ا یوجود دارد مبن ییهاهیفرض ).2004
هـا و   نـده یآلا سمی، کاتابولهیتغذهمچون  یمختلف يراهها از
 ـ یط ـیمح يهـا در برابر تـنش  اهیگ یواکنش دفاع تیتقو  ای

یبهـره م ـ  تیاندوف يهاياز باکتر اهان،یبه گ مارگریبحمله 
 نشـان  گـر ید مطالعات ).Bent & Chanway, 2002( رندیگ

 دروفورهایس ـ دی ـبـا تول  تیانـدوف  يهـا ياند که بـاکتر داده
)Burd et al. 1998( ،یاهی ـگ يهـا هورمون )Feng et al. 

ش یباعث افزا هامارگریبمقاومت در برابر  شیافزا و) 2006
ن ارتباط یدر هم ).Reiter et al. 2002( شوندیم اهیرشد گ
 Brader(توجه شده اسـت  آنها  یکیمتابول لیپتانس کمتر به

et al. 2014(. يهاتیمتابول دیها قادر به تولتیندوفا شتریب 
 شـده توسـط   دی ـتول باتیاز ترک یانواع مختلف .فعال هستند

، دهای، آلکالوئدهایشامل ترپنوئ تیندوفمختلف ا يهايباکتر
 دهای ـو پپت دهای ـکتی، پلکیفاتیآل باتی، ترکدهایپروپانوئ لیفن
 ـیمت ضدیفعال يدارا ). Astuti et al. 2014(هسـتند   یکروب

ت از یبـه عنـوان انـدوف     Bacillusمختلف يهاتاکنون گونه
 ـگـاه و یاند کـه جا شده ياهان مختلف جداسازیگ در  ياژهی
 موفـق  یسـت یز مهار به عنوان عوامل داشته وزها یستن همیب

 ن جـنس یا يهاگونه. هستند متنوع مطرح يمارگرهایب هیعل
از نظـر  ر یبا تنـوع چشـمگ   هیثانو يتهایسنتز متابول به جهت
 .)Amin et al. 2012(انـد  عملکرد شناخته شـده  ساختار و

-یآنت ـ انواع دیتول ن جنسیا ين سازوکارهایترمهم از یکی
اسـت   کی ـلیفیآمف ـ يحلقو يدهایپوپپتیژه لیو به هاکیوتیب
)Afsharmanesh & Ahmadzadeh, 2016 .(ـا  -یآنت ـ نی
کـم هسـتند کـه     یبـا وزن مولکـول   يدهایپپتیپل ،هاکیوتیب
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-یم ـ دیتول یبوزومیرریغ ای یبوزومیر يهاسمیتوسط مکان
 يبــرا یمختلفــ يهــاروش). Amin et al. 2012(شــوند 
 .Bajad et al( اسـت به کـار رفتـه   ها تیمتابول يریگاندازه

 يگاز یکروماتوگرافاز جمله آنها روش استفاده از  .)2006
)Gas chromatography (  ـرد تی ـقابل اسـت کـه از  و  یابی

اتصـال  . باشد یبرخوردار م دهیچینمونه پبات یترک ییشناسا
 يبسـترها ) Mass Spectrometry( یجرم ـ یسـنج فیبا ط
 یبـا کرومـاتوگراف   سهیرا در مقا يقو اریبس لیو تحل هیتجز
ــا ) Liquid chromatography-mass spectrometry(ع یم

استفاده  اساسرا بر باتیترک ییکند و امکان شناسایفراهم م
در  یو عموم يدر دسترس تجار MSها و منابع  از کتابخانه

 Retention( يزمـان بـازدار  شـاخص   يهـا با داده بیترک

Time (کندیفراهم م )Rohloff, 2015.(  
ن یـی و تع يزیستتوان هم یحاضر، بررساز مطالعه  هدف

از   Bacillusمتعلق بـه جـنس    Bp91هیسو ییگاه تبارزایجا
اسـتان   ین ـیزمبیت جدا شده از مزارع سیاندوف يهايباکتر

د شـده توسـط   ی ـتول يهاتیف متابولیط یکردستان و بررس
  .است GC-MSروش  يریآن با بکارگ

  یبررس يها مواد و روش

  ه مورد مطالعه یانتخاب سو

ــدر ا ــو یـ ــه  از سـ  Bacillus sp.Bp91هین مطالعـ

(MN326732)   ت جداشده از مزارع یاندوف يک باکتریکه
 يرو بـر  يزیسـت اثر هم ياستان کردستان و دارا ینیزمبیس

Ralstonia solanacearum  قـات منتشـر   یتحق(باشـد  یم ـ
 .Rمارگر یب يباکتر يهاهیسو. استفاده شد) نشده نگارندگان

solanacearum )يشـگاه بـاکتر  یاز آزما) 3نـژاد / 2وواریب-
شـگاه  یکشـور و آزما  یپزشک اهیقات گیمؤسسه تحق یشناس

دانشگاه کردسـتان   یاه پزشکیگروه گ یاهیگ یشناسيماریب

  . ه شدندیته

 ـعل   Bacillus sp. Bp91ه یسو يزیستاثر هم یبررس ه ی
Ralstonia solanacearum  

ه مـذکور در  یسـو  ییتوانـا  یرسبر: پروتئاز دیتول آزمون
ــتول ــاز د ی  ــپروتئ ــتفاده از مح ــا اس ــط کشــت یب ربدون یش

آگــار، صــورت درصــد  5/1 يحــاو) Skim Milk(یچربــ
-لتـر یه و بـه روش ف ی ـلک آگار، تهیم میط اسکیمح. گرفت

 ـکردن سترون گرد  ـجدا .دی در  Bp91ت یانـدوف  يه بـاکتر ی
کشـت   يابه صورت نقطهط کشت یمح يحاو يپتر تشتک
ــاو در  ــدت  وسیسلســدرجــه  28 يدم ــه م ــاعت  24ب س
 يباکتر پرگنهرنگ در اطراف یل هاله بیتشک. شد ينگهدار
 Chantawannakul et( د پروتئـاز اسـت  یتول ییتوانانشانه 

al. 2002; Chakravarty and Kalita, 2012.(  
 ـدر ا: دروژنید هیانیس دیآزمون تول ن آزمـون از روش  ی
 یبــا کمــ )Alstrom & Burns, 1989( و برنــز آلســتروم

ه ی ـتهون یتر از سوسپانس ـیکرولیم 100. استفاده شدرات ییتغ
ــجداســاعته  48شــده از کشــت  ــه غلظــت ز یســته هــمی ب

CFU/mL 108  ط کشـت  یمح يحاو يپترتشتک سطح در
 ـ، پخـش گرد ییآگار غذا سـترون   یسـپس کاغـذ صـاف   . دی

د یو اس ـ دو درصـد  میشامل کربنات سـد (آغشته به معرف 
قـرار   يپتـر  تشـتک در قسـمت درب  ) پنج درصد کیکریپ

 ـلم مسـدود گرد یبا نوار پـاراف  آنداده شد و درب  د تـا از  ی
 يپتـر  تشتک. شود يریت فرار جلوگیخروج هرگونه متابول

 ينگهـدار  وسیسلس ـدرجه  28 يک هفته در دمایبه مدت 
رنـگ  ز، یستهم يتوسط باکتر HCNد یدر صورت تول. شد

، یآغشته به محلـول معـرف از زرد بـه نـارنج     یکاغذ صاف
رنـگ  ر یی ـو کـرم تغ  يره، آجـر ی ـت ياروشن، قهوه ياقهوه
  . دهد یم

ــون بررسـ ـ ــتول یآزم ــی ــنجش تول: دروفورید س ــس  دی
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طبـق  و   CAS agarط کشـت یمح ـ با اسـتفاده از  دروفوریس
) Schwyn and Neilands, 1987(لنـدز  یو ن نیشوو روش

 يپتـر ز در تشـتک یسـت هـم  هیروش، جدا نیادر . انجام شد
کشـت   يابـه صـورت نقطـه    مـذکور کشـت   طیمح يحاو
 وسیسلس ـدرجـه   28 يسپس در دمـا  يپتر تشتک. دیگرد

در  یلـه نـارنج  ها لیواکنش مثبـت بـا تشـک    .شد ينگهدار
  .ز در حال رشد مشخص شدیستهم هیاطراف جدا

  ها کروموزومی باکتريDNA جداسازي 

کشت مایع نوترینت براث کشـت داده    باکتري در محیط
لیتـري منتقـل و   یلیم 5/1شد و بعد از رشد به میکروتیوب 

ــدت   ــه م ــرعت    5/1ب ــا س ــه ب ــه یدور در دق 3000دقیق ق
دقیقـه در   30رسوب بدست آمده به مـدت  . سانتریفیوژ شد

حـل   TE میکرولیتـر بـافر   200داري  و سپس در  فریزر نگه
میکروگرم بر  10محلول پایه  از(میکرولیتر لیزوزیم  8  . شد
 30ون حاصـل اضـافه و بـه مـدت     یانس ـپبه سوس) لیتر میلی

 40سـپس . داري شد وس نگهیدرجه سلس 37دقیقه در دماي 
  SDSمیکرولیتـر  24مـولار،   4میکرولیتر سـدیم پرکلـرات   

)Sodium dodecyl sulfate (ــد و  ده ــر  8درص میکرولیت
بـه  ) لیتـر  رم بر میلیمیکروگ 20از غلظت پایه ( 1Kپروتئیناز 

 2بـه مـدت   ) وارونه کردن(زدن محلول اضافه و بعد از هم
بـه  . داري شـد  وس نگـه یدرجـه سلس ـ  45ساعت در دماي 

حجم اتانول خالص  2دست آمده در مرحله قبل، محلول به
اضافه و بـه  ) وسیدرجه سلس -20داري شده در دماي  نگه(

ون یانس ـپسوس. داري گردیـد  دقیقه در فریـزر نگـه   30مدت 
وس بـا  یدرجـه سلس ـ  4دقیقـه در دمـاي    5حاصل به مدت 

رسـوب  . دور در دقیقه سـانتریفیوژ گردیـد   13000سرعت 
درصد شستشـو داده شـد و    70لیتر اتانول  میلی 1حاصل با 

دور در دقیقـه   13000دقیقـه بـا سـرعت     5مجدداً به مدت 
                                                      

1 Proteinase K 

رسـوب حاصـل چنـد ثانیـه در محـیط      . سانتریفیوژ گردید
 500داري شد تا خشک گـردد سـپس، در    ق نگهمعمولی اتا

دست آمده با حجم به DNA. حل گردید TE میکرولیتر بافر
) 1:24:25( 2آیزوآمیـل الکـل  : کلروفرم: مساوي ترکیب فنل

مخلوط شده و در درجه حرارت معمولی اتاق بـه صـورت   
سپس بـه  . زده شد تا کاملاً یکنواخت گرددوارونه کردن هم

یفوژ گردید تـا سـه فـاز مجـزا تشـکیل      دقیقه سانتر 3مدت 
فاز رویی به میکروتیوب تمیـز و سـترون منتقـل و    . گردید

 ـدر هر بـار محلـول رو  . بار تکرار شد 3مرحله قبل  ی بـه  ی
بار نیـز  ی یکیمحلول رو. میکروتیوب سترون منتقل گردید

رسـوب  ) 1:24(ایزوآمیـل الکـل   : با اضافه نمودن کلروفـرم 
 ـمحلول رو. داده شد میکروتیـوب سـترون منتقـل و    ی بـه  ی

DNA  درصد  1/0حجم اتانول خالص و  2با اضافه نمودن
مولار بـا   Sodium acetate (3(حجم محلول استات سدیم 

8/4 PH= داري در فریزر به مدت یـک شـب،    و سپس نگه
 13000دقیقه با سرعت  5ترکیب به مدت . رسوب داده شد

توسـط  دور سانتریفیوژ گردید و رسـوب بـه دسـت آمـده     
رسوب حاصله پس از خشـک  . درصد شسته شد 70اتانول 

از ( 3حـاوي ریبونوکلئـاز   TEمیکرولیتـر بـافر    50شدن در 
 20ی یلیتر بـه غلظـت نهـا    گرم بر میلی میلی 10محلول پایه 

 زیآنـال  يبـرا  اسـتفاده  آمـاده  حـل و ) لیتر میکروگرم بر میلی
PCR شد )Sambrook & Russell, 2001.(  

گـاه بـا   یسـه جا یز و مقایسته همیجدا یص مولکولیتشخ
  لوسیاستاندارد باس يها هیر جدایسا

با ) PCR(مراز یپل يارهین منظور از واکنش زنجیا يبرا
 16S ژن یعمـوم ) Primers(ک جفت آغازگر یاستفاده از 

rRNA )( استفاده شـد ) 1 جدولWeisberg et al. 1991 .(

                                                      
2 Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol 
3 Ribonuclease 
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  16S rRNAژن  بخشی از  تکثیر مراز براياي پلیمورد استفاده در واکنش زنجیره آغازگرهاي .1جدول 
Table 1. Primers used in the polymerase chain reaction to amplify a part of the 16S rRNA gene 

Reference Amplification 
length Primer Sequence (5' to 3') Primer 

Weisburg et al. 1991 1.5 Kb ACGGTTACCTTGTTACGACTT rp1 
AGAGTTTGATCATGGCTCAG fD2 

  

  
 Bp91در سـویه   PCRالکتروفورزي محصـول   وارن. 1شکل 

بـا جفـت آغازگرهـاي     16S rRNAمربوط به تکثیـر ناحیـه   
مارکر  .بر روي ژل آگاروز یک درصد fD2و   rp1اختصاصی

1kb DNA Ladder باشدمی.  
Fig 1. Electrophoresis patterns of PCR product in 
Bp91 strain related to amplification of 16S rRNA 
region with specific primers pair rp1 and fD2 on 1% 
agarose gel. Ladder: 1kb DNA Ladder  

  
، )1 شـکل (آن  الکتروفـورز  و نظـر  مـورد  ژن ریتکث از پس

به شرکت مـاکروژن کـره جنـوبی ارسـال و      PCRمحصول 
خـام بـا اسـتفاده از نـرم      يهایتوال. دو طرفه شد یابییتوال

  BioEdit Sequence Alignment Editor v 7.0.9.0افـزار 
و سپس با استفاده از نرم ) Hall, 1999, 2011(ش شد یرایو

هـاي   یر تـوال یمورد نظر با سـا  يتوالی باکتر BLASTافزار 
-بر). Altschul et al. 1990(مقایسه شد  NCBIموجود در

 ـ) similarity(زان شـباهت  یاساس م  ـن جدایب بـا   Bp91ه ی
ه مـورد نظـر در سـطح جـنس و گونـه      یها، جدایر توالیسا

-Neighborبــه روش  ییآنالیزهــاي تبــارزا. شــد ییشناســا

Joining افزار  به کمک نرمMEGA 6.06 )Tamura et al. 

بـه   یـی هاي تبارزا   درخت حاصل از آنالیز. انجام شد) 2013
. مشـاهده شـد  ) TreeView  )Page, 1996وسیله نرم افـزار 

ــارامتري و   NJروش ــحیح دو پـ ــا تصـ ــرار  1000بـ تکـ
)Bootstrap ( انجام شد)Kimura, 1980.(  

  تیاندوف يباکتر يهاتیاستخراج متابول

ط یتـر مح ـ یل یلیم 200در  Bp91تیاندوف يه باکتریجدا
ــا ــدت    NBع یکشــت م ــه م ــ 7کشــت و ب کر یروز در ش

ــا دور ــاتور ب ــایدور در دق 100 انکوب ــه و دم درجــه  28 يق
ط کشت ی، محيپس از رشد باکتر. شد يوس نگهداریسلس
قـه  یدق 15قه و به مدت یدور در دق 7000در  يباکتر يحاو
بـا حجـم    )Supernatant( یـی ع رویمـا . دیوژ گردیفیسانتر
لـوط و بـه مـدت    درصد مخ 100خالص استاتلیات يمساو

ل یع تشـک یتا دو فـاز مـا  ) shake(ساعت تکان داده شد مین
کـار   ياستات جهت ادامهلیات يحاو ییسپس فاز رو. گردد

 ي، جدا و جهـت نگهـدار  4)ف جداکنندهیق(توسط دکانتور 
ن مرحله سه بار تکرار یا. دیز منتقل گردیک فلاسک تمیبه 
توسـط دسـتگاه   ه یثانو يهاتیمتابول ياستات حاولیات. شد
 ـخشـک گرد  5يکننده روتـار ریتبخ يهـا تـاً عصـاره  ینها. دی

                                                      
4 Separatory funnel 
5 Rotary evaporator 
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 و اسـترپ بوت روش از استفاده با شده برآورد

  .شد انتخاب 
Fig 2. Phylogenetic tree derived from 
and selected reference strains belonging to the genus 
joining method. Bootstrap values were expressed as percentages of 1000
been selected as an out-group species.

لتـر سـترون   یبـا اسـتفاده از ف  . تر حل شد
شـات  یلتر شد و جهت انجـام آزما یکرون، محلول ف

 ۳۸۷-۳۷۱ :۱۳۹۹ سال / ۴ شماره

برآورد معیار خطاي ترسیم و Joining -Neighbourبا استفاده از روش
 گروه از خارج گونه عنوان به Geobacillus subteraneus  .شد

. Phylogenetic tree derived from 16S rRNA gene sequence showing the relationship between isolate Bp91
and selected reference strains belonging to the genus Bacillus. The tree was constructed using the neighbour

Bootstrap values were expressed as percentages of 1000 replications. Geobacillus
group species. 

 ـخشـک شـده وزن گرد   د و در ی
 5/0 ییجـاد غلظـت نهـا   یاسـتات جهـت ا  

تر حل شدیلیلیگرم بر میلیم
کرون، محلول فیم 22/0

شماره / ۵۶ جلد / گياهي هايبيماري
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با استفاده از روش یلوژنتیکیدرخت ف .2 شکل
شد محاسبه تکرار 1000براساس

gene sequence showing the relationship between isolate Bp91 
constructed using the neighbour-

Geobacillus subteraneus has 

  
خشـک شـده وزن گرد  ) يهاتیمتابول(استات لیات

اسـتات جهـت ا  لی ـات یمقدار کاف
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 ـدر فر يبعد  ـگرد يوس نگهـدار یدرجـه سلس ـ  -20زری د ی
)Murate et al. 2015; Akinsanya et al. 2015; 

Beiranvand et al. 2017.(  

تخراج شده در اس يها تیمتابول یکروبیسنجش اثر ضد م
  يط پتریشرا

ــا ــای ــا ین آزم ــر مبن ــرا و سـ ـیروش د يش ب ر ینکلینگ
(Dhingra & Sinclair, 1995) رات انجـام  یی ـتغ یو با کم ـ

 R. solanacearum مارگریب يباکترون یسوسپانسابتدا . شد
 يپتـر  يرو کنواختیبه شکل  CFU/mL 108×2با غلظت 

 5پخش و بـه مـدت   ) NA( يآگارمغذ کشت طیمح يحاو
پس از خشک شدن، . شدگذاشته  هود سترون ریدر ز قهیدق
-لی ـاتمتـر آغشـته بـه    یلیم 7حدود با قطر  يکاغذ سکید

 ياســتخراج شــده از بــاکتر يهـا تیــمتابول ياسـتات حــاو 
. ط کشـت قـرار داده شـد   یمح ـ يرو Bp91 هیت سویاندوف
 ينگهـدار  وسیسلسدرجه  28 يدر دما يپتر تشتک سپس
 یقطـر هالـه بازدارنـدگ   ساعت  48-72 پس از گذشت. شد

آغشـته   سـک یاز د. شد يریگاندازه سکیرشد در اطراف د
  . دیاستات به عنوان شاهد استفاده گردلیبه حلال ات

  د شدهیتول يهاتیف متابولیط یبررس

نـوع و میـزان مـواد     ییو شناسا ترکیبات زیآنالبه منظور 
آمـده  دسـت  به عصارهتر از یکرولیک می، عصارهموجود در 

نگــار بــه دســتگاه کرومــاتوگرافی گــازي متصــل بــه طیــف
 /Agilent 7890B GC Systemمــدل (GC/MS)جرمــی

5977A MSD (Agilent Technologies, USA) ، مجهز به
 يهابات در ستونیترک. تزریق شد، 6شکاف/ میانژکتور تقس

متـر  یل ـیم 25/0متر، قطر  30با طول ستون (  HP-5یرگیمو
انـرژي  . از هم جدا شدند) کرومتریم 25/0لم یو ضخامت ف

                                                      
6 split/ splitless 

انژکتـور در   يدما .ولت انتخاب شدالکترون 70یونیزاسیون 
درجـه   300 يدر دمـا قه یدق 3به مدت ) split )1:20حالت 
بـه عنـوان   ) %999/99(وم یگاز هلقرار گرفت و  وسیسلس
 ـتجز يبرا. استفاده شد حاملگاز  ، برنامـه  GC لی ـو تحل هی
 2آغاز شـد، بـه مـدت    وس یدرجه سلس 60از ستون  يدما
در  وسیسلس ـدرجـه   6 سـرعت  و بـا  شـد  شتهدا نگه قهیدق
 3و بـه مـدت   افتـه  یش یوس افزایدرجه سلس 260به  قهیدق
 ;Ahsan et al. 2017(شـد  در آن دمـا نگهـداري   قـه  یدق

Gholamveisi et al. 2017; Ezati et al. 2018(. ریتفس ـ 
-و بـه   GC-MSابخانـه از کت اسـتفاده  با GC-MSهاي فیط

 هـاي فی ـانجام و ط WILEYو  7NISTهاي داده يریکارگ

 موجـود در  شـده هـاي شـناخته   فی ـط بـا  ناشناخته یجرم

 ساختار و یمولکول وزن نام، و سهیمذکور، مقا يهاکتابخانه

 Mirzaie & Zare(شـد   دیی ـتأ شده جداسازي مواد بیترک

Karizi, 2016; Arianfar et al. 2017; Ezati et al. 
2018 .(  

   بحث و جینتا
ار یبس ـ یزبـان یدامنه م يدارا R. solanacearum يباکتر

است  یاهیگونه گ 450ش از یخانواده و ب 54شامل  یعیوس
)Hayward, 2000; Swanson et al. 2005; Wicker et 

al. 2007 .(ار یمارگر بس ـیب يهایژگیل ویبدل يماریکنترل ب
ــت  ــوار اس ــاز م. دش ــاان روشی ــرل ب يه ــولوژیکنت ک، ی

 ـت روش نسـبتاً جد یانـدوف  يهـا يبـاکتر  يریبکارگ  يدتری
 هیعل يزیستت همیبا قابل هاتیاندوف از یانواع مختلف. است
 Sturz et(انـد  گزارش شده یو قارچ ییایباکتر يها پاتوژن

al. 2000; Sessitsch et al. 2004; Miliute et al. 2015.( 
جـدا   ین ـیزمبیاز س ـ یمختلف ـت یاندوف يهايتاکنون باکتر

يهـا يبـاکتر کشـت  بـر   یمبتن ـ يهایاند، اما در بررسشده

                                                      
7 National Institute Standard and Technology 
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هاي موجود در کروماتوگرام، تعداد ترکیبات موجود در عصـاره  پیک. Bacillus sp. Bp91کروماتوگرام عصاره باکتري . 3شکل 

 ,Phenolنشانگر متابولیت  P حرف. ها استهاي داراي بلندترین پیکدهنده متابولیتترتیب نشانبه 7تا  1اعداد  .دهدرا نشان می

3,5-dimethoxy- حــرف ،E  ــت ــانگر متابولی ــت  D، حــرف Eicosaneنش ــانگر متابولی ــرف  Dibutyl phthalate نش  Cو ح
  .است Carbamic acid, 3-methylphenyl-, butyl esterنشانگرمتابولیت 

Fig 3. Chromatogram of Bacillus sp. Bp91. The peaks in the chromatogram show the number of compounds in 
the extract. 
1&3: Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- 
2&7: Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmethyl)- 
4: Filicinic acid 
5: L-Leucine, N-cyclopropylcarbonyl-, methyl ester 
6: 2,5-Piperazinedione, 3,6-bis(2-methylpropyl)- 
P: Phenol, 3,5-dimethoxy- 
D: Dibutyl phthalate 
E: Eicosane 
C: Carbamic acid, 3-methylphenyl-, butyl ester 

  
 و عـدد بـوده   20کمتـر از  هـا اغلـب   ، تعداد جنستیاندوف

ــاجــنس و  Bacillus ،Pseudomonas ،Enterobacter يه
Agrobacterium  استبوده  ن آنهایترجیرااز )Manter et 

al. 2010.(    ــا ــاط ب ــرلدر ارتب ــژاد  کنت .R يبــاکتر 3ن
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  16S rRNA ژننوکلئوتیدي  بر اساس توالی ستیزهمباکتري اندوفیت  شناسایی. 2 جدول
Table 2. Identification of antagonistic endophytic bacterium by partial sequencing of 16s rRNA 

Isolate GenBank Accession no. 16s rRNA sequence 
(5'  to 3') % Similarity 

Bp91 MN326732 Range 1: 30 to1383 100% with Bacillus pumilus ATCC 7061T  (AY876289.1) 

  
solanacearum جـدا شـده از    تیاندوفهاي توسط باکتري

 يهـا گـزارش  امـا . ها اندك استتعداد گزارشزمینی سیب
 يهـا توسـط گونـه   يمارین بیا کنترلدرخصوص  يمتعدد
 يزوباکترهـا یت کـه اغلـب در گـروه ر   یرانـدوف یز غیستهم

 تـوان بـه  یاز جملـه م ـ . محرك رشد قرار دارند وجود دارد
،  Bacillus subtilis ،Paenibacillus macerans يهاگونه

Serratia marcescens ،Bacillus pumilis  وPseudomo-

nas fluorescens اشاره کرد )Kurabachew et al. 2007; 

Alyie et al. 2008; Kurabachew and Wydra, 2013 .(
 يو سـودمند  یمتعدد بـه تـوان بازدارنـدگ    يهادر گزارش

)BMs(8 يهـــاگونـــه Bacillus يمارگرهـــایدر مقابـــل ب 
 .Tan et al(اهان اشاره شـده اسـت   یگ یو قارچ ییایباکتر

2013(.  
 يبـاکتر  يهـا  هیاز جدا یکی Bacillus sp. Bp91ه یجدا
در  ین ـیزمبیمختلـف س ـ  يهـا از بخشت جدا شده یاندوف

که ) مطالعات منتشر نشده نگارندگان(استان کردستان است 
  .  برخوردار است يزیستهم يبالا ییاز کارآ
 16S rRNAژن  9یاجمـاع  یسه توالیمقا لیتحل و هیتجز
هاي استاندارد موجود  هاي سویه با سایر توالی Bp91ه یجدا

مشـخص   BLASTفزار با استفاده از نرم ا NCBIدر سایت 
تعلـق   Bacillusه مذکور مشخصاً بـه جـنس   ینمود که جدا

 ـجدا ییز تبارزایج آنالینتا). 2 جدول(دارد   .Bacillus sp هی

Bp91  گـاه یدست آمده از پاهاي تیپ به هاي سویه با توالی  
  

                                                      
8 Beneficial microorganisms 
9 Consensus 

انـدوفیت   سـویه  سـتیزي هـم  سنجشهاي  تایج آزمونن. 3جدول 
  Bacillus sp. Bp91  باکتریایی

Table 3. Results of biocontrol assay tests of bacterial 
endophyte strain Bacillus sp. Bp91 

Result Biocontrol assays tests 
+w Siderophore production 
- Hydrogen cyanide production 
+ Protease production 

positive '+'(>5mm),  Weak '+w'(≤5mm),  negative '-' 
  

و  Neighbor- Joining،  بـه روش  10بانـک ژن  یداده جهان
 Bp91 هیجدا نشان داد که، MEGA 6.06 افزار به کمک نرم

قرار   Bacillus pumilusدر گروه Bootstrap( 74(با تکرار 
گونـه متعلـق بـه     24، ییبراي رسم درخت تبـارزا  .ردیگیم

   Geobacillus subteraneus. استفاده شد Bacillusجنس 
مقـادیر  . در نظـر گرفتـه شـد    11گروهن برونیبه عنوان استر

نشـان داده   2هـا در شـکل    روي شاخه )Bootstrap(تکرار 
 یمرکـز مل ـ مطالعـه در بانـک ژن    ه مـورد یسـو  .شده است
 13یبـه شـماره دسترس ـ  ) NCBI( 12يفناور ستیاطلاعات ز

)MN326732 (دیبه ثبت رس.  
ج مربوط بـه  یدر نتا Bacillus sp. Bp91 يزیستتوان هم

دروفور و ید س ـی ـچـون تول  يزیسـت سنجش هـم  يهاآزمون
د پروتئـاز  ی ـتول). 3 جـدول (د پروتئـاز مـنعکس اسـت    یتول

ج مطالعـات انجـام شـده    ید نتـا ییه مذکور در تأیتوسط سو
)Mantsala and Zalkin, 1980; Pant et al. 2015 (است .

-کننـده دیتول لوس از زمرهیباس يهاطبق منابع موجود گونه

                                                      
10  GenBank 
11 Out group 
12 National Center for Biotechnology Information 
13 Accession number  
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 .Pant et al(هسـتند   یخارج سلول يپروتئازها یاصل يها

دروفورها در محـدود کـردن رشـد تعـداد     ینقش س). 2015
 .Saha et al(زا گزارش شده است يماریاز عوامل ب يادیز

 لی ـبـه دل شـتر  یب لوسیجنس باس ـ يهاگرچه گونه). .2016
شـناخته  هـا و اسـپورها   کـش ، حشـره هاکیوتیبیداشتن آنت

قـرار گرفتـه    توجهمورد  کمترآنها  يدروفورهایس اند وشده
  . )Yu et al. 2017( است
 ـیماثـر ضـد   یج حاصل از بررسینتا  يو مهـارگر  یکروب
 .Bacillus spه یاستخراج شده از جدا يدیتول يهاتیمتابول

Bp91 جـاد هالـه   یل ای ـنشان داد دل یشگاهیط آزمایدر شرا
، يدر سـطح پتـر   R. solanacearumبازدارنده درتقابل بـا  

قات یجه با تحقین نتیباشند که اید شده میتول يهاتیمتابول
 يهاگونه. )Yu et al. 2011(ز منطبق است یگر محققان نید
ساختار  هم از بعد هیثانو يهاتیسنتز متابول يبرا لوسیباس
-Silo(باشـند  یبرخـوردار م ـ  يادیزتنوع  ازعملکرد هم و 

Suh et al. 1994; Amin et al. 2012(.  ـا ییشناسـا  ن ی
هـا  يبـاکتر  يع حـاو یکشـت مـا   يهـا طیمحاز  هاتیمتابول

) GC-MS( یسنج جرم ـ فیط-يگاز یکروماتوگرافتوسط 
در  .)Ahsan et al. 2017(باشد یم شناخته شدهروش  کی

 GC طیـف شـده،  دی ـتول يهاتیف متابولیط یند بررسیفرآ

-کننده تعداد ترکیبات پایدار در نمونه مجهول مـی مشخص

-چه میزان جذب یک پیک بیشـتر باشـد نشـان    هر و باشد

دهنده آن است کـه آن ترکیـب در نمونـه مجهـول درصـد      
ــازداري  . بیشــتري دارد ــان ب ــین هرچــه پیــک در زم همچن

دهنده جرم مولکولی بیشتر آن تري ظاهر شود، نشانطولانی
ق حاضر پـس از  یدر تحق .)Zabeti et al. 2014( ماده است

سـنج   فی ـط-يگـاز  یتوسط کرومـاتوگراف عصاره  یبررس
- دسـت  بهGC  طیف لیه و تحلیتجز و )GC-MS( یجرم
بـا   ل دهنـده یاجـزاء تشـک   یجرم يهافیط سهیمقاو  آمده

ک کـه  ی ـپ WILEY275.L ،38و  NIST14.L يهاکتابخانه

د یــگرد ییمختلــف بــود شناســا یب آلــیــترک 38نشــانگر 
نشـان داده   3 ترتیب ظهـور آنهـا در شـکل   ، که )4 جدول(

 بـات، ینشـان داد کـه اکثـر ترک    GC-MS زیآنـال . شده است
 يهادروکربنیمشتقات هز ینو  کیبات آروماتیترکمشتقات 
 ـا. بودنـد  دهایپوپپتیو ل مختلف  يمعمـولاً دارا  بـات یترک نی
 & Ongena(ند هسـت  یقـارچ و ضد یکروبیمضدت یخاص

Jacques, 2007; Raaijmakers et al. 2010; Brader et 
al. 2014; Ahsan et al. 2017(. ـ بـات یترک  فـرار و   یآل

 یقـارچ ضد لیپتانس يدارا ياچند حلقه کیمشتقات آرومات
در . )Müller et al. 2009; Memić et al. 2011( هسـتند 

 قــارچ بــهضــدب یــترک دوشــده،  یین مشــتقات شناســایبــ
 Dibutyl phthalate و  Eicosane (C20H42)بیــترت

(C16H22O4)  4شـکل ( 249/22 يبازداربا مدت زمان-a ( و
عنـوان  بـه  Eicosane. شدند ییشناسا) b-4شکل( 654/21
 Karanja et al. 2012; Nandhini et( یقـارچ ب ضدیترک

al. 2015 ( وDibutyl phthalate  ز به همان شـکل بـه  ین-

 Roy et al. 2006; Nandhini et( یقارچب ضدیعنوان ترک

al. 2015 (بات یان ترکیب در میهر دو ترک. اندگزارش شده
-تی ـن متابولیتـر ، از شـاخص يشده عصاره باکتر ییشناسا
شـده،  بـات ذکـر  یعـلاوه بـر ترک  . هستند یکروبیضدم يها
، Dodecane (C12H26) ،Tetradecane (C14H30)بـات  یترک

Hexadecane (C16H34) ،1-Chlorohexadecane 

(C16H33Cl) ،Octadecane (C18H38) دروکربنیاز گروه ه-

دهنده عصـاره اسـتخراج   لیبات تشکیز در ترکیآلکان ن يها
ــده از جدا ــش ــخ Bp91هی ــدندیتش ــات یتحق. ص داده ش ق
 ـدهد که اینشان م یمحققان قبل اثـرات   يبـات دارا ین ترکی

بـات مهـم   یترک). Ezati et al. 2018(هسـتند   یکروبیمضد
 ـگر مشاهده شـده در عصـاره اسـتخراج شـده از جدا    ید ه ی

Bp91يهاتی، متابول  Carbamic acid, 3-methylphenyl- 

butyl ester  وPhenol,3,5-dimethoxy- شـکل (باشند یم
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  .GC-MSتوسط   Bacillus sp. Bp91 سویه استات یلعصاره اتدر  شناسایی شده موجود یباتترک .4 جدول
Table 4. Compounds identified in ethyl acetate extract of Bacillus sp. Bp91 by GC-MS. 

Molecular 
weight 

Chemical 
formula  Name of compound Area% Retention 

time 
Peak 
No. 

99 C5H9NO 2-Piperidinone 0.67 6.803 1 
198 C14H30 Tetradecane 0.8 11.39 2 
226 C16H34 Hexadecane 1.69 15.348 3 
263 C19H34 Tricyclohexylmethane 0.42 17.172 4 
154 C11H22 5-Ethyl-1-nonene 1.13 17.365 5 
207 C11H13NO3 N-Acetyl-N-(4-methoxyphenyl)acetamide 3.1 17.58 6 
202 C9H18N2O3 DL-Alanyl-l-leucine 1.68 17.878 7 
154 C7H10N2O2 Hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione 1.87 18.245 8 
255 C18H38 Octadecane 1.16 18.956 9 
210 C11H18N2O2 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-

(2-methylpropyl)- 
6.91 19.218 10 

154 C8H10O3 Phenol, 3,5-dimethoxy- 1.62 19.62 11 
156 C7H12N2O2 1-N-Butylhydantoin 1.57 19.789 12 
213 C11H19NO3 L-Leucine, N-cyclopropylcarbonyl-, methyl 

ester 
6.06 20.809 13 

210 C11H18N2O2 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-
(2-methylpropyl)- 

17.4 21.171 14 

154 C8H10O3 Filicinic acid 7.42 21.316 15 
278 C16H22O4 Dibutyl phthalate 1.87 21.654 16 
283 C20 H42 Eicosane 1.05 22.249 17 
173 C8H15NO3 Ethyl 6-amino-6-oxohexanoate 0.5 22.709 18 
282 C18H35NO Oleamide 0.41 23.654 19 
202 C16H10 Fluoranthene 0.45 23.712 20 
208 C15H28 Bergamotane 0.76 23.794 21 
226 C12H22N2O2 2,5-Piperazinedione, 3,6-bis(2-methylpropyl)- 9.43 24.872 22 
170 C12H26 Dodecane 0.83 25.262 23 
154 C8H10O3 Filicinic acid 1.82 25.653 24 
246 C14H18N2O2 2,5-Piperazinedione, 3-benzyl-6-isopropyl- 1.08 26.067 25 
244 C14H16N2O2 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-

(phenylmethyl)- 
3.77 26.999 26 

260 C15H20N2O2 Cyclo(L-leucyl-L-phenylalanyl) 0.34 27.262 27 
244 C14H16N2O2 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-

(phenylmethyl)- 
12.6 27.64 28 

297 C21H44 Heneicosane 0.54 28.043 29 
391 C24H38O4 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 0.94 29.96 30 
169 C9 H15 N S 2,5-dipropylthiazole 1.79 30.322 31 
261 C16H33Cl 1-Chlorohexadecane 0.55 30.619 32 
260 C15H20N2O2 Cyclo(L-leucyl-L-phenylalanyl) 3.21 30.887 33 
207 C12H17NO2 Carbamic acid, 3-methylphenyl-, butyl ester 1.66 31.802 34 
283 C15H25NO4 l-Proline, N-allyloxycarbonyl-, hexyl ester 2.85 32.251 35 

  
4-c،d .(خـواص   يدارا یفنـل بطـور کل ـ   يبات حـاو یترک

 يز دارای ـد نیاس ـکی ـکاربامبـات  یترک. هسـتند  یکروبیمضد
در ). Rich & horsfall, 1961(هسـتند   یکشت قارچیخاص
-Pyrrolo[1,2-a]pyrazineبـات  یز صورت گرفتـه، ترک یآنال

1,4-dione,hexahydro-3-(2-methylpropyl)- ،Pyrrolo 

[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmet 
hyl)- ،Filicinic acid ،L-Leucine, N-cyclopropylcarb 

onyl-, methyl ester   2,5و-Piperazinedione, 3,6-bis 

(2-methylpropyl)-  )ــکل ــدتربن ) e ،f ،g ،h ،i-4شـ بلنـ
رین درصـد مسـاحت را نسـبت بـه سـا     یشـتر یهـا و ب کیپ
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   Bacillus sp. Bp91 هاي مهم جدا شده از عصاره باکتريتعدادي از متابولیت اختصاصیکروماتوگرام . 4شکل 

Fig 4. Separate chromatograms of a number of important metabolites isolated from the extract of Bacillus sp. 
Bp91. (a)Eicosane (b)Dibutyl phthalate (c)Carbamic acid, 3-methylphenyl-, butyl ester (d)Phenol, 3,5-dimethoxy- 
(e)Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- (f)Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, 
hexahydro-3-(phenylmethyl)- (g)Filicinic acid  (h)L-Leucine, N-cyclopropylcarbonyl-, methyl ester  (i)2,5-
Piperazinedione, 3,6-bis(2-methylpropyl)- 

  
درصـد   4/17ک با مساحت ین پیبالاتر. بات دارا بودندیترک

ب ی ـدرصد متعلـق بـه ترک   91/6ک با مساحت ین پیو سوم
Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-

methylpropyl)- ــا مســاحت یــن پیدومــ. اســت  6/12ک ب



  ...جدا شده از سیب زمینی و فعالیت Bacillus sp. Bp91جایگاه فیلوژنتیکی باکتري اندوفیت : همکارانو  بهمنی
 

384 384 
 

متعلـق بـه    درصـد  77/3ک با مساحت ین پیدرصد و هفتم
 ,Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dioneب یــــــــترک

hexahydro-3-(phenylmethyl)- ک چهارم بـا  یپ. باشد یم
. اســت Filicinic acidدرصــد متعلــق بــه  42/7مســاحت 

-Lب ی ـدرصد متعلق به ترک 06/6ک با مساحت ین پیپنجم

Leucine, N-cyclopropylcarbonyl-, methyl ester   و
-2,5درصــد متعلــق بــه  43/9ک بــا مســاحت یــن پیششـم 

Piperazinedione, 3,6-bis(2-methylpropyl)-  بـر . بـود-

ک ی ـپ عدد نیبالاترداشتن  ،GC-MS لیو تحل هیاساس تجز
در  بی ـترک پنج نیکه ا ن استیدهنده انشان و درصد سطح

 باتیترک نیا. نداهبود یاصلبات ی، ترکيزوله باکتریاعصاره 
 .Rبرابـر  مـؤثر در  مـواد فعـال   را بـودن  ن احتمال دایشتریب

solanacearum ــد، از ا ــان یرا دارن ــرو در می ــات ن  ترکیب
 رسـد  یم ـنظـر   بـه  عصـاره،  شده تشـکیل دهنـده   شناسایی
 بیشترین عاملی، هايگروه و ساختار حلقوي يدارا ترکیبات
  .دهند یم اختصاص خود به را ضدمیکروبی اثرات سهم

   يسپاسگزار
. نگارنـده اول اسـت   ياز رسـاله دکتـر   ین مقاله بخشیا
است محتـرم  یشائبه ر یب يهايق با همکارین تحقیا ياجرا

اسـتان کردسـتان    یع ـیو منابع طب يقات کشاورزیمرکز تحق
 يهـا ییو راهنمـا  ين سـدر یدکتـر محمدحس ـ  يجناب آقا

ار یکمـانگر اسـتاد   یدکتر سـامان بهرام ـ  يارزنده جناب آقا
 يهـا ییها و راهنمـا يهمکار. دیسر گردیمحترم آن مرکز م
 یدکتــر جــواد رزمــ يمانه جنــاب آقــایبزرگوارانــه و صــم

ــتاد ــلام یاس ــگاه آزاد اس ــرم دانش ــوم و   یار محت ــد عل واح
ن یقات تهـران، همـواره رهگشـا بـوده اسـت؛ همچن ـ     یتحق

آذر  يروان محمـد یدکتـر س ـ  يغ جناب آقایدریب يهمکار
جهـت   واحد سـنندج   یار محترم دانشگاه آزاد اسلامیاستاد

له از ین وس ـیاست، که بد یستودن GC-MSکمک در انجام 
 ـه عزیکل يهايزحمات و همکار  ـ  ی  یزان تشـکر و قـدر دان

  .گرددیم
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