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  :چكيده

 ــ      ــزه گي ــده از خ ــري ش ــاره گي ــع آوري و عص ــاي جم ــه ه ــانولي نمون ــاي ات ــاره ه ــرات عص ــي اث   ان بررس

ــا ( ــت ه ــين   ) بريوفي ــه از ب ــان داد ك ــاي      43نش ــاره ه ــك، عص ــزه و هپاتي ــه خ ــه  11نمون ــامي نمون ــه اس   :ب

Brachythecium albicans, Brachythecium salebrosum, Hygrohypnum luridum, Hypopterygium sp., 

Lidbergia sp., Plagiomnium undulatum, Plagiomnium sp., Porella platyphylla, Porella sp., 

Thamnobryum alopecurum, Tortula muralis،   ــاثير ــاكتري هــاي مــورد آزمــايش ت   روي حــداقل يكــي از ب

ــتند  ــد داش ــده رش ــا  . بازدارن ــازه و خشــك ب ــورت ت ــه دو ص ــا ب ــه ه ــري   نمون ــانول عصــاره گي   دو حــلال آب و ات

ــار      ــاكتري بيمـ ــش بـ ــگاه روي شـ ــرايط آزمايشـ ــا در شـ ــاثير آن هـ ــدند و تـ ــ گرشـ ــه انگياهـ ــامي بـ   :اسـ

 Erwinia amylovora, Pectobacterium carotovora, Rhizobium tumefaciens, Ralstonia solanacearum,  

Xanthomonas malvacearum و X. citri، بررسـي هـاي مقـدماتي بـه سـه روش       نتـايج . مورد بررسي قرار گرفت

 جهـت داد كه روش ديسـك كاغـذي   نشان ) ايجاد چاهك، ديسك كاغذي و مخلوط عصاره با محيط كشت(مختلف 

عصـاره  . مـي باشـد  بيشتري برخوردار اطمينان از بررسي تاثير عصاره هاي حاوي تركيبات ضد باكتريايي، آسان تر و 

ــزه روي     ــه خـ ــت نمونـ ــانولي هفـ ــه ،R. solanacearumاتـ ــه روي سـ ــه روي X. citri نمونـ ــه نمونـ   ، سـ

Pectobacterium carotovoraدو نمونه روي ،  E. amylovoraو يك نمونه روي Rhizobium tumefaciens  داراي

  اثـرات  . نداشـت X. malvacearum  عصاره هيچ يـك از نمونـه هـا تـاثير منفـي روي رشـد      . بودندرشد اثر بازدارنده 

باكتريايي عصاره هاي اتانولي نمونه هاي خشك از نظر دامنه تاثير همانند عصاره هاي اتانولي نمونـه هـاي تـازه     ضد

   ،P. carotovora بر بجزعصاره هاي آبي نمونه هاي تازه . اندكي ضعيف تر بود) قطر هاله(از نظر ميزان تاثير  امابود، 

نيز آن ها ) قطر هاله(ميزان تاثير  و گي قابل ملاحظه اي نشان ندادنداثير بازدارندت ،ورد نظرم هاي  باكتري ديگرروي 

 خـزه تنهـا عصـاره    ،از بين عصاره هاي آبي نمونه هـاي خشـك   كه در حالي ،عموما كمتر از عصاره هاي اتانولي بود

Tortula muralis به مقدار اندك روي X. citri نشان دادگي اثر بازدارند.  

  

  

  ايرانبيمارگر، باكتري هاي عصاره، خزه گيان، جگرواش، : واژه هاي كليدي
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  :مقدمه

بـر خـلاف نهـانزادان     وواقعـي هسـتند    شهيبرگ، ساقه و ر ،فاقد گلابتدايي اهان يگ) گيان  خزه(ها   تيوفيبر

شه در يو ر ساقهاندام برگ،  و جه شدهينت هاگاز رشد  ،شوند  حاصل مي ش تخميدار كه از رو  اهان دانهيآوندي و گ

ايـن دسـته از    هاي  گونهشتر يب. دينآ  به حساب مي متفاوت هاي  ا تال با شكليسه ينوعي ر ،قتيحق اهان درين گيا

 .كننـد   مي رشدهاي مرطوب   هدر و ها  ، شكاف سنگها  جنگل درختانه ها، روي چوب و تن  در كنار چشمهگياهان 

ت ي ـامتوفگدر مرحلـه  . شـود   يم دهيت ديو اسپوروف فيتز گامتويمتما كاملا مرحلهها دو   تيوفيدر چرخه زندگي بر

ا بافـت واقعـي بـوده و در    يفاقد آوند  اين گياهان هاي  گبرساقه و . دار است  سهيا رياه داراي اندام برگي شكل و يگ

طرح   ،در اين حالتكه  دنشو  به دنبال هم ديده مي دهيك و كشيو بار ليهاي طو  اي از سلول  فقط عده ساقهمركز 

ايـن  كار  ها  دييزوير ،شهيبه جاي ر، ها  تيوفيبردر . نمايد ميمتبادر را ) گلدار(در گياهان عالي ل آوند غربالي يتشك

  . دهند  را انجام مي اندام

ها،    ا خزهيده يوپسيكه شامل سه رده بر هستندهزار گونه  14شامل جمعا ) خزه ها و جگرواش ها(ها   تيوفيبر

  كـه   )Frahm 2001, Asakawa 2007( باشـد   هـا مـي    واش  ا شـاخ يده يها و آنتوسروپس   ا جگرواشيده يكوپسيهپات

  .(Frey & Kürschner 2010) گونه آن از ايران گزارش گرديده است 456 ل، تا به حااين تعداد از

ها به وفور   ها، تركيبات فنلي و ترپن  هاي ثانوي نظير فلاونوييد  طبق مطالعات انجام شده، برخي از متابوليت

به خصـوص تركيبـات   بعضي از تركيبات . باشند  شوند، اما به ندرت داراي آلكالوييد مي  ها توليد مي  توسط بريوفيت

ايـن اسـاس،    بـر ). Frohne & Jensen 1992(ميكروبـي هسـتند     ها داراي اثرات ضـد   ترپني توليد شده توسط خزه

  هـا در كنتـرل عوامـل      هـا و اسـتخراج و بـه كـارگيري آن      جستجو براي يافتن اين نوع تركيبات در بـين بريوفيـت  

  شان از منظر   ها به خاطر اهميت ويژه  يل، در تحقيق حاضر، خزهبه همين دل. ز اهميت استيحا) بيمارگر(زا  بيماري

  . نظر قرار گرفته است پزشكي، بيشتر مد  گياه

ــا ــور   ت ــي در كش ــات فراوان ــون مطالع ــدا      كن ــا ج ــاط ب ــا در ارتب ــف دني ــاي مختل ــي     ه ــواد آل ــازي م   س

ي مختلف كشاورزي و دارويي افـزوده  ها  ها انجام گرفته است كه به اهميت و كاربرد اين گياهان در زمينه  بريوفيت

زا در امان هستند كه  هاي بيماري  ها نسبتا از حمله ميكروارگانيزم  دهد كه بريوفيت  نتايج مطالعات نشان مي. است

  ،Madsen & Pates 1952(شـان باشـد    ميكروبـي   تواند ناشي از خـواص ايمونولـوژيكي يـا ضـد      اين امر احتمالا مي

Mc Cleary & Walkington, 1966 ،Gunnison & Alexander 1975 ،Glime & Saxena 1991.(  

مدسن و پـاتز  . باشد  هاي هرباريومي اين گياهان به تيمار خاصي نياز نمي  از سوي ديگر، براي نگهداري نمونه

)Madsen & Pates 1952 (دريافتند كه عصاره يك گونه  ،طي مطالعه روي هشت گونه بريوفيتSphagnum sp.  در

  .موثر است Pseudomonas aeruginosa و Staphylococcus aureus: جلوگيري از رشد دو گونه باكتري به اسامي
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هـا    آن از ميانگونه خزه را مورد مطالعه قرار دادند كه  Mc Cleary et al. 1960 (12(مك كلري و همكاران 

ــه  ــ Orthotrichum rupestre و Anomodon rostratusدو گون ــامي   توان ــه اس ــاكتري ب ــه ب ــه گون ــار س : ايي مه

Micrococcus flavus M. rubens,  وStreptococcus pygens همچنــين مــك كلــري و واكينگتــون. را داشــتند  

)Mc Cleary & Walkington 1966 (   گونـه را در جلـوگيري از رشـد     18گونـه خـزه، تعـداد     50پـس از بررسـي  

  .ها موثر معرفي نمودند  باكتري

 و Barbula: پس از تهيه عصاره اتر نفتي دو گونـه خـزه بـه اسـامي    ) Gupta & Sing 1971(نگ گوپتا و سي

Timella، باكتري گرم مثبت و گرم منفي آزمايش كردند 33ها را با موفقيت روي   آن.  

 برخـي  هـا را عليـه    هاي مختلـف خـزه    بيوتيكي گونه  فعاليت آنتي) Banerjee & Sen 1979(بنرجي و سن 

 31گونـه از   14كـه   دريافتندها شامل سه باكتري گرم مثبت، پنج باكتري گرم منفي به كار برده و   رگانيزما ميكرو

هاي اتانولي، متانولي، اتري و اسـتوني نسـبت     ها عصاره  به عقيده آن. بودحداقل يك باكتري قادر به مهار گونه خزه 

  .دهند  ينتايج بهتري نشان م) خام و جوشانده(هاي آبي   به عصاره

 ـ   اي خـزه    از گونـه را ميكروبـي بـه نـام دايكـرانين       يـك مـاده ضـد   ) Borel et al. 1993(ورل و همكـاران  ب

آزمـايش   گر گياهـان را با موفقيت عليه چندين گونـه بـاكتري بيمـار    استخراج و آن Dicranum scopariumبه نام 

  .نمودند

مجددا خواص ) Basile et al. 1999(و همكاران  باسيله سپسو ) Kamory et al. 1995(كاموري و همكاران 

  .ها را با موفقيت اثبات نمودند  باكتريايي عصاره خزه  ضد

در ايران، تاكنون به غير از يك سري مطالعات مقـدماتي در قالـب رسـاله دكتـري توسـط ميرزايـي در سـال        

  .، پژوهش ديگري در اين زمينه صورت نگرفته است1378

  

  :هاروش مواد و 

  :ع آوري و آماده سازي نمونه هاجم -

   ديگـر نمونـه    27تعـداد   1388سـال  و در  )119-134با كد هاي ( بريوفيتنمونه  16تعداد  1387در سال 

  از منــاطق مختلــف كشــور جمــع آوري و پــس از شستشــو در آزمايشــگاه و شناســايي، ، )135-161بــا كــد هــاي (

 كـه در بخـش از هـر نمونـه     آن .رد بررسـي قـرار گرفتنـد   عصاره گيري و مـو  ،و خشك) 1شكل (به دو صورت تازه 

متعاقبـا پـس از درج اطلاعـات هربـاريومي و      ،جهت شناسايي آورده شده بـود آزمايشگاه بخش تحقيقات رستني ها 

. قـرار داده شـد   )"IRAN"هربـاريوم (در مجموعه گياهان وزارت جهاد كشـاورزي   همراه كد مخصوص، الصاق اتيكت

 .استفاده گرديـد  (Frey et al. 1995 and Smith 2004)هاي معتبر  ها و كليد ق گونه ها از فلورتعيين نام دقيبراي 

 4جداول با كد هاي مخصوص به آن ها اشاره شده، در  از گزارشقسمت نمونه هايي كه در اين يك از  مشخصات هر

حاضر فقط نسبت به شناسايي ضمنا يادآور مي گردد در گزارش  .بعدي گزارش آورده شده استدر بخش هاي  6تا 

   .نمونه هايي كه داراي واكنش مثبت بوده اند اقدام گرديده است
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  :باكتري هاي مورد استفاده -

  :به اسامي زير استفاده شد انگياه گرنه باكتري بيماراز شش گو ،براي انجام آزمايش ها

Erwinia amylovora 

Pectobacterium carotovora (= Erwinia carotovora) 
Rhizobium tumefaciens (= Agrobacterium tumefaciens) 

Xanthomonas malvacearum 

Xanthomonas citri 

Ralstonia solanacearum 

  :همحيط كشت مورد استفاد -

در كليه آزمايش هاي مربوط به بررسي اثر عصاره ها روي باكتري هاي فوق الذكر، از محيط كشـت نوترينـت   

  .ميلي ليتر در تشتك هاي پتري نه سانتي متري استفاده شد 20به مقدار ) NA(آگار 

  

  :حلال هاي مورد استفاده -

  .استفاده شد% 96ليك ، از آب مقطر استريل و الكل اتيي خزهبراي تهيه عصاره نمونه ها

  

  :تهيه عصاره -

  و خشـك بـه طـور مجـزا خـرد گرديـد و        )1شـكل  (قبل از عصاره گيري، هر نمونه خزه به دو صـورت تـازه   

  .سپس به صورت پودر درآورده شد

   25گرم نمونه خزه با استفاده از ازت مايع در هاون خرد شـد و سـپس بـا     پنجابتدا   در مورد نمونه هاي تازه،

درجـه   25-30(ساعت در دماي آزمايشـگاه   24عصاره حاصله به مدت . ليتر آب مقطر يا اتانول مخلوط گرديدميلي 

 دور در دقيقه تكان داده شد و پس از سانتريفيوژ نمودن به مدت دو دقيقه با سرعت 120روي شيكر با ) سانتي گراد

شـايان ذكـر    ).2شـكل  (ده شد تا استريل گردد ميكرومتر گذران 45/0 دور در دقيقه، از فيلتر استريل واتمن 4500

  . اند است، كليه عصاره هاي خام بدون رقت به كار برده شده

   

  

  

  

  

  

  

  

  .تازه توسط ازت مايعبريوفيت خرد كردن نمونه هاي  - 2شكل 
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ــه           ــو داده، روي روزنام ــولي شستش ــا آب معم ــا را ب ــه ه ــت نمون ــك، نخس ــاي خش ــه ه ــورد نمون   در م

بـراي عصـاره گيـري    . پهن نموده و پس از خشك شدن توسط آسياب برقي خـرد گرديدنـد   ساعت 24-48به مدت 

  ميلي ليتر آب مقطر يا الكـل اتيليـك مخلـوط گرديـد و      50نمونه هاي خشك، پنج گرم از پودر خشك هر نمونه با 

قيقـه قـرار   دور در د 120روي شيكر با سرعت ) درجه سانتي گراد 25-30(ساعت در دماي آزمايشگاه  24به مدت 

. واتمن به كمك دستگاه مكنده از عصـاره هـا جـدا گرديـد     1سپس مواد گياهي با استفاده از فيلتر شماره . داده شد

  ).3شكل ( ميكرومتري گذرانده شد تا استريل شوند 45/0از فيلتر استريل واتمن با منافذ عصاره ها در نهايت 

   

  

  

  

  

  

  

  

  .ط فيلتر واتمن و دستگاه مكندهتوسها  بريوفيتصاف كردن عصاره  - 3شكل 
  

  

  :روش هاي بررسي اثرات ضد باكتريايي عصاره ها -

   :بررسي كارآيي روش هاي مختلف

و مخلـوط   ديسك كاغذي، روش چاهك(قبل از انجام آزمايش هاي اصلي، نخست كارايي روش هاي مختلف 

استرپتومايسـين سـولفات بررسـي     با استفاده از غلظت هاي مختلف محلـول آنتـي بيوتيـك    )كردن با محيط كشت

  .گرديد
  

  :روش ديسك كاغذي -1

سـلول بـاكتري در    1×  108با تعداد (ليتر سوسپانسيون باكتري مورد نظر  ميكرو 100نخست  ،در اين روش

  سپس ديسك هاي كاغذ صافي به قطر شـش ميلـي متـر بـا     . پخش گرديد  NAدر سطح محيط كشت ) ميلي ليتر

  پس از خشك كردن ديسك ها در شرايط استريل، . به مدت پنج دقيقه، ضد عفوني شدند% 70قرار دادن در  اتانول 

ميلي گرم در ميلي ليتـر قـرار داده    001/0و  01/0، 1/0، 1، 10در محلول هاي استرپتومايسين سولفات با دز هاي 

  داده و سـپس  آنتي بيوتيك پس از خشك شدن در سطح محيط كشت هاي مذكور قـرار   ديسك هاي حاوي. شدند

در نهايـت قطـر هالـه عـدم رشـد      . درجه سانتي گراد در انكوباتور نگهـداري شـدند   28ساعت در دماي  24به مدت 

  .باكتري ها اندازه گيري شد
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ــكل  ــف         -4ش ــاي مختل ــت ه ــاوي غلظ ــذي ح ــاي كاغ ــك ه ــراف ديس ــا در اط ــاكتري ه ــد ب ــدم رش ــه ع   هال

  .آنتي بيوتيك

  

  :روش چاهك -2

 وقبلي نخست پليت هايي كه در سطح آن ها باكتري هاي مورد آزمايش پخش شده بود، تهيـه  همانند روش 

  ليتـر محلـول   ميكـرو  50در هر چاهـك  . سپس در هر پليت شش عدد چاهك به قطر هفت ميلي متر ايجاد گرديد

  سـاعت در دمـاي   24انكوباسـيون بـه مـدت    . آنتي بيوتيك با غلظت هـاي ذكـر شـده توسـط سـمپلر ريختـه شـد       

  .در نهايت قطر هاله عدم رشد باكتري ها اندازه گيري شد. درجه سانتي گراد صورت گرفت 28

  

  

  

  

  

  

  

  

  .هاله عدم رشد باكتري ها در اطراف چاهك هاي حاوي غلظت هاي مختلف آنتي بيوتيك - 5شكل 

  

  :روش مخلوط آنتي بيوتيك با محيط كشت -3

ــر غلظـــت آنتـــي بيوتيـــك   ــر از هـ ــرم در  001/0و  01/0،  1/0، 1 ،10(چهارصـــد ميكروليتـ ــي گـ   ميلـ

  سـپس بـاكتري هـا    . درجه سانتي گراد مخلوط گرديد 45در دماي  NAميلي ليتر محيط كشت  20، با )ميلي ليتر

  .به صورت خطي روي محيط كشت هاي مذكور كشت داده شدند
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  .ط با محيط كشترشد باكتري ها در غلظت هاي مختلف استرپتومايسين سولفات مخلو -6شكل 

  

  :بررسي اثر عصاره خزه ها -

با توجه به نتايج حاصله از آزمايش هاي انجام شده توسط محلول هـاي استرپتومايسـين سـولفات و رجحـان     

روش ديسك كاغذي، اثرات ضد باكتريايي عصاره هاي آبي و الكلي نمونه هاي تر و خشـك خـزه هـاي جمـع آوري     

جزييات مربوط به شرايط آزمايش در بخش نتايج ذكر شـده  . سي قرار گرفتندشده به روش ديسك كاغذي مورد برر

  .است

  

  :نتايج

  :اثرات ضد باكتريايي محلول هاي استرپتومايسين سولفات -

  :روش ديسك كاغذي -1

  :نشان مي دهد 7و شكل  1همان گونه كه جدول 

يتر استرپتومايسين سولفات در اطـراف  و يك ميلي گرم در ميلي ل 10هاله هاي عدم رشد باكتري در غلظت هاي  -

  .ديسك هاي كاغذي به وضوح ديده مي شد

كمتـرين تـاثير بازدارنـده روي     و R. solancearumو  E. amylovoraبيشترين تاثير بازدارنده رشد، روي باكتري  -

  .مشاهده شد R. tumefaciensو  X. citri ،P. carotovoraباكتري 

   X. malvacearum ميلــي گــرم، تنهــا در پليــت هــاي 1/0ظــت هــاي كمتــر از هالــه عــدم رشــد بــاكتري در غل -

  .قابل مشاهده بود  R. solancearumو 
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  هاله عدم رشد باكتري ها در اطراف ديسك هاي كاغذي حاوي آنتي بيوتيكقطر  -1جدول          

  )برحسب ميلي متر( در غلظت هاي مختلف هاله عدم رشدقطر 

   001/0  نام باكتري

  ميلي گرم

01/0   

  ميلي گرم

1/0   

  ميلي گرم

1   

  ميلي گرم

 10   

  ميلي گرم

0  0  0  16  25  E. amylovora 

0  0  0  14  17  P. carotovora 

0  0  0  12  15  X. citri 

11  17  18  20  26  X. malvacearum 

0  0  0  13  15  R. tumefaciens 

8  10  10  17  23  R. solancearum 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ــكل  ــف         ه -7ش ــاي مختل ــت ه ــاوي غلظ ــذي ح ــاي كاغ ــك ه ــراف ديس ــا در اط ــاكتري ه ــد ب ــدم رش ــه ع   ال

  .آنتي بيوتيك

  

  ):8و شكل  2جدول  اساس بر(روش چاهك  -2

  ميلــي گــرم در ميلــي ليتـر آنتــي بيوتيــك بــه وضــوح ديــده  10هالـه عــدم رشــد بــاكتري هــا تنهـا در غلظــت    -

  .مي شد

كمتـرين تـاثير بازدارنـده روي     و E. amylovoraو  R. solancearumبيشترين تاثير بازدارنده رشد روي بـاكتري   -

  .مشاهده شد كه با نتايج روش ديسك كاغذي مطابقت داشت X. ciriو  P. carotovoraباكتري 
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  هاله عدم رشد باكتري ها در اطراف چاهك هاي حاوي آنتي بيوتيكقطر  -2جدول 

   آنتي بيوتيك لفدر غلظت هاي مخت هاله عدم رشدقطر 

  )برحسب ميلي متر(
  نام باكتري

001/0   

  ميلي گرم

01/0   

  ميلي گرم

1/0   

  ميلي گرم

1   

  ميلي گرم

10   

  ميلي گرم

0  0  12  16  23  E. amylovora 

0  0  0  0  15  P. carotovora 

0  0  0  0  18  X. ciri 

0  15  15  20  22  X. malvacearum 

0  0  0  12  21  R. tumefaciens 

0  0  0  20  30  R. solancearum 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .هاله عدم رشد باكتري ها در اطراف چاهك هاي حاوي غلظت هاي مختلف آنتي بيوتيك - 8شكل 

  

  :روش مخلوط آنتي بيوتيك  با محيط كشت -3

  :مشاهده مي شود 9و شكل  3گونه كه در جدول  همان

  .لفات رشد نكردنداسترپتومايسين سو ppm2 تمام باكتري ها در دو غلظت بيشتر از  -

  . استرپتومايسـين سـولفات  قابـل مشـاهده نبـود      ppm2 اختلاف حساسيت باكتري ها در غلظت هـاي كمتـر از    -

اما امكان افزايش مقدار عصاره  وجود ندارد،) اندازه گيري قطر هاله عدم رشد(در اين روش امكان اندازه گيري كمي 

  .امكان پذير است
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  رشد باكتري ها در محيط كشت حاوي غلظت هاي مختلف استرپتومايسين سولفاتت وضعي -3جدول 

  در غلظت هاي مختلف آنتي بيوتيكو رشد رشد عدم 
  نام باكتري

 ppm002/0   ppm02/0   ppm2/0   ppm2   ppm20 

-  -  -  + +  E. amylovora 

-  - -  + + P. carotovora 

-  - -  + + X. citri 

-  - -  + + X. malvacearum 

-  - -  + + R. tumefaciens 

-  - -  + + R. solancearum 

  عدم رشد :+ 

  رشد  : -

   

  

  

  

  

  

  

  

  

  .غلظت هاي مختلف استرپتومايسين سولفاتمحيط كشت حاوي ها در  كاهش رشد باكتري - 9شكل 

  

نتخـاب  با توجه به نتايج به دست آمده، روش ديسك كاغذي به دلايل زير بـراي انجـام آزمـايش هـاي بعـد ا     

  :گرديد

  .از حساسيت كافي براي مشاهده اثر ضد باكتريايي برخوردار است -

  .حلال در اثر تبخير به سرعت از ديسك كاغذي حذف شده، امكان اشتباه كمتر است -

  .مقدار كمتري عصاره براي آزمايش لازم است -

  .وجود دارد) با اندازه گيري قطر هاله عدم رشد باكتري(امكان اندازه گيري كمي تاثير  -
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  هاي اصلي  آزمايش

  :بريوفيت اثرات عصاره هاي اتانولي نمونه هاي تازه -

نشـان  به روش ديسك كاغـذي  نمونه تازه خزه و هپاتيك  43بررسي اثرات ضد باكتريايي عصاره هاي اتانولي 

  :)10و شكل 4جدول ( داد

و  151، 149، 144، 142، 141، 139، 138، 137، 135، 131با كد هاي ( بريوفيتنمونه  11عصاره هاي اتانولي  -

  .حداقل روي يكي از باكتري هاي مورد آزمايش تاثير بازدارنده رشد داشتند) 156

  ، سـه نمونـه روي  X. citri سـه نمونـه روي   ،R. solanacearum روي بريوفيـت عصاره هاي اتانولي هفـت نمونـه    -

P. carotovoraدو نمونه روي ، E. amylovora و يك نمونه روي R. tumefaciens   اثر بازدارنده داشتند، اما عصـاره

 .نشان ندادندX. malvacearum يك از نمونه ها تاثير منفي روي رشد  هيچ

   .تروي همه باكتري ها تاثير بازدارنده داش) آنتي بيوتيك(تيمار شاهد  -

  

  بريوفيت اثرات ضد باكتريايي عصاره هاي اتانولي نمونه هاي تازه -4جدول 

  )متر  برحسب ميلي(بازدارنده رشد هاله قطر 

R. 

solancearu

m  

R. 

tumefaciens  
X. 

malvacearum  
X. 

citri  
E. 

amylovora  
P. 

carotovora  

   نام

  بريوفيت

  كد 

  بريوفيت

12  - - - - - Brachythecium 

albicans 
131  

-  -  -  10  - -  Tortula muralis 135  

-  - -  10  - - Brachythecium 

salebrosum 
137  

15  - -  -  - - Hygrohypnum 

luridum 
138  

17  - -  -  - - Plagiomnium sp. 139  

-  - -  -  - 14 Hypopterygium  sp. 141  

16  - -  -  11 - Lindbergia sp. 142  

10  - -  -  - - Thamnobryum 

alopecurum 
144  

-  - -  11  10 12 Plagiomnium  

undulatum  
149  

12  12 -  -  - 11 Porella platyphylla 151  

10  -  -  -  -  -  Porella sp. 156  
  

25  16  25  14  24  14  
استرپتومايسين 

  سولفات  

  آنتي

  بيوتيك
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  ).روش ديسك كاغذي(زه اثرات ضد باكتريايي عصاره اتانولي چند نمونه خ -10شكل 
  

  :بريوفيت اثرات عصاره هاي آبي نمونه هاي تازه -

و  149، 142، 138، 135 با كد هـاي (، تنها عصاره هاي پنج نمونه بريوفيتنمونه  43از بين عصاره هاي آبي 

ونـه روي  ، يـك نم R. solancearumعصاره هاي آبي سه نمونه روي . اثرات بازدارنده رشد باكتري نشان دادند) 156

X. citri  و يك نمونه رويP. carotovora  5جدول (موثر بودند( .  

ــاثير            ــي ت ــاي آب ــاره ه ــري از عص ــداد كمت ــانولي، تع ــاي ات ــاره ه ــا عص ــه ب ــي، در مقايس ــور كل ــه ط   ب

  .آن ها عموما كمتر از عصاره هاي اتانولي بود) قطر هاله(همچنين ميزان تاثير . ضد باكتريايي نشان دادند
  

  بريوفيت ثرات ضد باكتريايي عصاره هاي آبي نمونه هاي تازها -5جدول 

  )برحسب ميلي متر(بازدارنده رشد هاله قطر 

R. 

solancearum  
R. 

tumefaciens  
X. 

malvacearum  
X. 

citri  
E. 

amylovora  
P. 

carotovora  

  نام 

  بريوفيت

  كد 

  بريوفيت

-  -  -  9  - -  Tortula muralis  135  

12  -  -  -  - -  Hygrohypnum 

luridum  
138  

12  -  -  -  - -  Lindbergia sp.  142  

-  -  -  -  - 12 Plagiomnium  

undulatum  
149  

12  -  -  -  - -  Porella sp. 156  
  

26  15  25  13  22  15  
استرپتومايسين 

  سولفات  

آنتي 

  بيوتيك
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  :اثرات عصاره هاي اتانولي نمونه هاي خشك -

  از نظــر دامنــه تــاثير هماننــد بريوفيــت نمونــه هــاي خشــك  اثــرات ضــد باكتريــايي عصــاره هــاي اتــانولي

در بعضي نمونه ها قدري ضعيف تـر بـود   ) قطر هاله(عصاره هاي اتانولي نمونه هاي تازه بود، معهذا از نظر ميزان اثر 

  ).6جدول (

  

  فيتوبري اثرات ضد باكتريايي عصاره هاي اتانولي نمونه هاي خشك -6جدول 

  )برحسب ميلي متر( در حاشيه ديسك هاي كاغذي بازدارنده رشدهاله قطر 

R. 

solancearum  
R. 

tumefaciens  
X. 

malvacearum  
X. 

citri  
E. 

amylovora  
P. 

carotovora  

  نام 

  بريوفيت

كد 

  بريوفيت

10  - - - - - Brachythecium 

albicans  
131  

-  -  -  10  - -  Tortula muralis  135  

-  - -  10  - - Brachythecium 

salebrosum 
137  

14  - -  -  - - Hygrohypnum 

luridum 
138  

15  - -  -  - - Plagiomnium sp.  139  

-  - -  -  - 14 Hypopterygium sp. 141  

15  - -  -  10 - Lindbergia sp. 142  

10  - -  -  - - Thamnobryum 

alopecurum 
144  

-  - -  11  10 12 Plagiomnium  

undulatum  
149  

10  10 -  -  - 11 Porella platyphylla 151  

10  -  -  -  -  -  Porella sp. 156  
            

   

24  17  24  14  25  15  
استرپتومايسين 

  سولفات  

آنتي 

  بيوتيك

  

  :اثرات عصاره هاي آبي نمونه هاي خشك -

  بــه مقــدار انــدك روي 135تنهــا عصــاره نمونــه  ،بريوفيــت از بــين عصــاره هــاي آبــي نمونــه هــاي خشــك

X. citri ه نشان داداثر بازدارند.  
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  :و نتيجه گيري بحث -

ديسك كاغذي، ايجاد چاهك و مخلوط نمودن عصاره بـا محـيط   (بررسي مقدماتي كارايي روش هاي مختلف 

  براي ارزيابي اثرات ضد باكتريايي محلول هاي حاوي تركيبـات ضـد ميكروبـي بريوفيـت هـا، نشـان داد كـه        ) كشت

ز رشد باكتري ها را مي توان مشاهده كـرد، امـا اسـتفاده از روش ديسـك     چند با هر سه روش مذكور، ممانعت ا هر

روش ديسك كاغذي عـلاوه بـر اينكـه از حساسـيت كـافي      . كاغذي براي دستيابي اهداف اين پروژه مناسب تر است

ان زوسـموت و همكـار  . ، نتايج قابل اطمينان ببـار مـي آورد  )اتانول(برخوردار مي باشد، به دليل تبخير سريع حلال 

)Süssmuth et al. 1987 (  ضمن برشمردن محاسن و معايب هر كدام از اين روش ها به حساس بودن روش ديسـك

  .كاغذي در بررسي اثرات ضد باكتريايي آنتي بيوتيك ها اشاره كرده اند

  نمونـه خـزه حـداقل     11هاي اتـانولي   نمونه خزه و هپاتيك، عصاره  43هاي   در بررسي حاضر، از بين عصاره

با توجه به نتـايج بـه دسـت آمـده در ايـن      . هاي مورد آزمايش تاثير بازدارنده رشد نشان دادند روي يكي از باكتري 

، اتانول براي اسـتخراج تركيبـات   )آب و اتانول(گيري نمود كه از بين دو حلال مورد استفاده   توان نتيجه پروژه، مي 

  بنرجـي و سـن  هـاي بـه دسـت آمـده توسـط       ه بـا بررسـي   باكتريايي مناسب تر است كه نتيجه به دست آمـد   ضد

)Banerjee & Sen 1979 (هاي اتانولي، متانولي، اتري و استوني نسبت به  بر اين اساس، عصاره . كاملا مطابقت دارد

نتايج آزمايش هـا همچنـين نشـان داد كـه     . نددادنتايج بهتري نشان ، )بدون رقتخام و جوشانده (هاي آبي  عصاره 

  . بودصاره هاي اتانولي نمونه هاي تازه بيشتر از عصاره هاي اتانولي همان نمونه ها به صورت خشك تاثير ع

 عصاره اتانولي تازه و خشـك كه  نشان دادحاضر ، نتايج به دست آمده از انجام پروژه 6تا  4با توجه به جداول 

تقريبا در اغلب نقاط مرطوب  ازي وهمه جكه گونه اي است ) 149نمونه شماره ( Plagiomnium undulatum گونه

  توانست بيشترين تاثير بازدارندگي رشد را روي سـه بـاكتري   ،مناطق شمالي و غربي كشور به آساني يافت مي شود

P. carotovora, E.  amylovora  و  X. citri138، 131ست كه نمونه هاي شـماره  ا اين در حالي. به اثبات رساند ،

ديگر، از بين شش بـاكتري   سوياز  .از خود نشان ندادندعليه باكتري هاي مورد نظر ري گونه تاثي هيچ 156و  144

  كهصورتيدر  ،بيشترين تاثير پذيري را نسبت به ساير باكتري ها از خود نشان داد  R. solanacearum،آزمايشمورد 

X. malvacearum     ه بـه عملكـرد مثبـت    لـذا بـا توج ـ   .تحت تاثير هيچ يك از عصاره هـاي بريوفيـت قـرار نگرفـت  

اسـتنتاج  مـي تـوان چنـين     ،)149و  139، 137، 131نمونه هاي شماره (خزه مورد بررسي چهار آرايه  هاي عصاره

ات تحقيق ـنتايج بخشي از  اب، )با توجه به گونه هاي بريوفيت موجود در ايران(پژوهش حاضر  دستاورد هاينمود كه 

  .شته استمطابقت داكاملا  )Banerjee & Sen 1979( نرجي و سنب انجام شده توسط

  ضد ميكروبي گياهان را روغـن هـاي فـرار تشـكيل مـي دهنـد، احتمـالا         با توجه به اينكه بعضي از تركيبات

ــد    ــا كــاهش مــي ياب ــه ه ــواد ضــمن عمــل خشــك كــردن نمون ــن م ــدار اي ــرون و جنســن . مق ــق گــزارش ف   طب

)Frohne & Jensen 1992(،  وص ترپن هاي آن ها، تركيبـات فعـال بيولـوژيكي    به خصمتابوليت هاي ثانوي خزه ها

  .مي باشند كه به صورت اجسام روغني فرار هستند و بوي خاص اغلب خزه ها مربوط به اين مواد است
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گونه خزه را مورد مطالعه قرار دادند كه در بين آن ها  Mc Cleary et al. 1960( ،12( مك كلري و همكاران

  همچنــين مــك كلــري و واكينگتــون. يي مهــار ســه گونــه بــاكتري را داشــتندعصــاره هــاي دو گونــه خــزه توانــا

)Mc Cleary & Walkington 1966 ( گونـه را در جلـوگيري از رشـد     18گونه از خزه ها، تعـداد   50پس از بررسي

گونه خزه بررسي شده،  31از ) Banerjee & Sen 1979( طبق گزارش بنرجي و سن. باكتري ها موثر معرفي نمودند

  .گونه توانست حداقل يك باكتري را مهار كند 14صاره اتانولي ع

  در مورد اين كه اثرات ضد باكتريايي خزه هاي مورد بررسـي مربـوط بـه كـدام گـروه از تركيبـات شـيميايي        

  نظـر   طبق بررسي هاي انجـام شـده، خـزه هـا از    . اظهار نظر نموددقيق به طور نمي توان در حال حاضر ن هاست، آ

، نشاسته و فروكتان ها بـه عنـوان مـاده ذخيـره اي و سـلولز در      )bو   aكلروفيل(پيگمان هاي فتوسنتزي  دارا بودن

  امـا كـوتين، سـوبرين و ليگنـين در آن هـا يافـت نمـي شـود        . ديواره سلولي با ساير گياهـان سـبز تفـاوتي ندارنـد    

)Frohne & Jensen 1992 .( اما در خزه هاي شاخي و اعضـاي  . دارداز خزه هاي وجود %  50فلاونوييد ها تقريبا در

 در جگـرواش هـا  . يافت نمي شـود  Tetraphididaeو  Polytrichidae ،Andreaeopsida ،Sphagnopsidaهاي   رده

  دي هيـدرو فـلاون،  و گليكوزيـد هـا،    Cتاكنون وجود فلاون . يد ديده مي شوديفلاونو ره، انواع خاصي ازيبرحسب ت

  همچنـين ايـزوفلاون هـا،    . در خـزه هـا بـه اثبـات رسـيده اسـت      ا و گالاكترونيـد هـا   دي هيدروكالن هفلاونول ها، 

يـك  يتركيبـات فنلـي از جملـه مشـتقات كاف    . دزاكسي آنتوسيانين ها در خزه ها يافت شده است -3بي فلاون ها و 

جگرواش هـا،   و در بعضي از خزه ها باستثناي(turf mosses) اسفاگنوميك اسيد در خزه هاي تورفي  اسيد از جمله

يد، يدي ترپنو 44 ي ترپن،يسسكو 172مونوترپن،  24در خزه ها تاكنون . يافت مي شوند) bibenzyle(بي بنزيل ها 

  ي تـرپن هـا فقـط در جگـرواش هـا و      يو سسـكو  -مونو. يد تشخيص داده شده استياسترو 13يد و يتري ترپنو 14

اين تركيبات در جگرواش ها به صـورت  . ي يافت مي شونديد ها تنها در خزه هاي برگيخزه هاي برگي و تري ترپنو

مواد معطره مونوترپني شامل لمونن . اجسام روغني وجود داشته و بوي خاص اغلب خزه ها مربوط به اين مواد است

)Limonen( پينن ،)Pinen( ژرانيول ،)Geraniol( بورنئول ،)Borneol (ي ترپن ها از نوع المن يو سسكو)Eleman(،   

  اجســام روغنــي آبــي رنــگ. هســتند) Bisabolan(، بيســابولان )Germacran(، ژرمكــرن )Eudesman(يودســمن 

Calypogeia trichomanis  مربوط به آزولن)Azulene (ي ترپن ها در گياهان عالي نيـز يافـت   ياغلب سسكو. است

، همچنـين دولابـلان   )Kauran(، كـاران  )Clerodan(، كلـرودان  )Labdan(دي تـرپن هـا از نـوع لابـدان     . مي شود

)Dolabellan ( و ساكولاتان)Sacculatan (هستند كه تنها در خزه ها يافت مي شوند )Frohne & Jensen 1992(.  

  ضـد ميكروبـي    اثـرات . تركيبات ذكر شده فوق، به خصـوص تـرپن هـا، تركيبـات فعـال بيولـوژيكي هسـتند       

 ـ     )ضد قارچي و ضد باكتريايي(   قـارچ هـا و    ل، هرچند تاكنون به طور كـافي بررسـي نشـده اسـت، مقاومـت در مقاب

بدين جهت انتظار مي رود كـه همـه خـزه هـا حـاوي نـوعي از       . باكتري ها براي خزه ها داراي اهميت زيادي است

  موجـود در ) Polygodial(گوديـال   از بين ايـن تركيبـات تـاثير ضـد ميكروبـي پلـي      . تركيبات ضد ميكروبي باشند

Porella  گايسـن  -و نـورپين)Norpin-guison (  موجـود درConocephalum conicum   و لونـولارين)Lunularin (

  ).Frohne & Jensen 1992(به اثبات رسيده است  Lunularia cruciataموجود در 
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بـراي  داراي اثـرات آلـرژي زا    Frullania tamarisciدر اين ارتباط، شايان ذكر است كه برخي خزه ها نظيـر  

 ).Frohne & Jensen 1992(انسان هستند و مشخص شده است كـه عامـل ايـن حساسـيت، لاكتـون هـا هسـتند        

بنابراين، لازم است پس از شناسايي تركيبات ضد ميكروبي خزه ها و قبل از توليد انبوه و استفاده عملـي از آن هـا،   

  .ده اقدام شودنسبت به بررسي آلرژي زايي آن ها براي انسان و ساير موجودات زن

  

 :اتپيشنهاد

كه امكان دارد از طريق اسانس گيري نتايج بهتري به دست آيد، پيشنهاد مـي شـود، در قالـب پـروژه     يي از آنجا -1

  .جديد اثرات ضد باكتريايي اسانس خزه هاي موثر بررسي شود

ي اسـت همـه جـازي و    كه گونـه ا ) 149نمونه شماره ( Plagiomnium undulatumگونه  گستردگيبا توجه به  -2

با توجه بـه  شمالي تا غربي كشور يافت مي شود، مختلف استان هاي مناطق  درتقريبا در اغلب نقاط مرطوب كشور 

پس از طبيعت جمع آوري و به آساني آن را مي توان  ،ه استنتايج مثبتي كه طي تحقيق حاضر از آن به دست آمد

 X. citriو  P. carotovora, E. amylovora گر گياهـان يعنـي  ماركنترل سه باكتري بيجهت از آن از عصاره گيري 

    . استفاده نمود

  .نيز بررسي شود انگياه گراثرات عصاره ها و اسانس خزه هاي مذكور روي قارچ هاي بيمار - 3

  

  :منابعفهرست 
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Abstract 

  

 

In order to study the in vitro antibacterial (bactericidal) activities of bryophyte, a research 

project on this topic was performed during 2006-2010. Since chemical compounds present in these 

plants are still remained unknown in Iran, therefore, 43 bryophyte specimens (mosses & liverworts) 

were freshly collected, washed, dry-powdered and then extracted in different solvents including 

water (raw and boiled), methanol, ethanol, acetone and petroleum ether. Among these solvents, the 

broadest spectrum of their inhibitory effects on some plant pathogenic bacteria, was mainly shown 

by the ethanolic and water extracts derived from 11 bryophyte species (for detail, refer to the 

Persian text). Both fresh and dried bryophyte specimens were, therefore, extracted with these two 

solvents and their impacts were then successfully examined against six pathogenic bacteria, namely, 

Erwinia amylovora, Pectobacterium carotovora, Rhizobium tumefaciens, Ralstonia solanacearum, 

Xanthomonas malvacearum and X. citri. The preliminary results of three different performed 

methods (injection of extract into agar well, paper disc, and agar medium mixed with extract) 

showed that, the paper disc method proved to be a more reliable and even easier than the other two. 

Dried specimen extracts on their impact point of view on one hand, were similar to the ethanolic 

fresh specimen extracts and the aqueous extracts of the same specimen extracts on the other hand, 

showed lesser inhibitory effects. This is interesting to note that, none of the extract showed negative 

effects on X. malvacearum.  

 

Key words: Extract, Moss, Liverwort, Pathogenic Bacteria, Iran  
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