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Abstract: 
 
Background: With regard to the occurrence of fungal infections, finding new antifungal 
agents is necessary. Due to its biologic properties Bacillus spp. are suitable sources for this 
purpose. The aim of this study was to find native bacillus species with potential of antifungal 
agent production. 
Material and Methods: In this experimental study, bacillus species were isolated from heat-
treated soil samples and following culturing in TSB, anti-fungal effects of their supernatants 
were determined by disc diffusion method. Minimum inhibitory concentration (MIC) and 
minimum fungicidal concentration (MFC) levels of the selected strains were obtained 
against two fungal pathogens. Growth curve of the isolate was obtained in different pH and 
temperatures. The effects of pH, temperature, carbon and nitrogen sources on antibiotic 
production by the isolate were also investigated. This isolate was identified through 
biochemical and molecular tests. 
Results: Three out of six bacillus isolates were able to produce the antifungal agents, among 
them Bacillus cereus strain SB15 showed the most significant antifungal effects against a 
wide range of fungi. Optimized conditions for antibiotic production by this isolate were: 
temperature=37˚C, pH=7, 48 h incubation and manitol and urea as the best carbon and 
nitrogen sources, respectively. The MIC and MFC of the produced antibiotic against 
Aspergillus niger were: 2 and 4 and against Aspergillus flavus 4 and 16 mg/ml, respectively. 
Conclusion: Based on the obtained results it may be concluded that this bacillus strain has 
optimum potential for antifungal agent production. The strain can be used for the control of 
fungal infections and also fungal growth in food industry and environment. 
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   SB15 سرئوس باسيلوسجدايه بومي از  قارچيضديد تركيبات تولتعيين شرايط بهينه براي 
  

حسين معتمدي
*2و1

، الناز زاهدي
3

، علي زارعي محمودآبادي
4

  

  

  مقدمه
 400حدود ها، شاخه قارچ در ميليون گونه 5/1از حدود 

د انا، حيوانات و گياهان شناسايي شدههعنوان پاتوژن انسانگونه به
-و فوزا سيليومآسپرژيلوس، پني هايها متعلق به جنسكه اكثر آن

 30در  هاي قارچيافزايش وسيع شيوع عفونت .]1[ باشندريوم مي
-هب طلبزاي فرصتبيماري قارچي عوامل و بروزسال گذشته 

 پزشكيدر را  مشكلاتيخصوص در موارد ضعف سيستم ايمني 
توليد  خصوصه تحقيقات دراين مسأل. ]2،3[ است وجود آوردههب

   .]4[ كندرا الزامي ميجديد  ضدقارچيتركيبات 
  

، گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه شهيد چمران اهواز، اهواز، استاد 1
  ايران

دانشگاه شهيد چمران اهواز، اهواز،  مركز تحقيقات بيوتكنولوژي و علوم زيستي، 2
  ايران

ه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه شهيد كارشناسي ارشد، گروي دانشجو 3
  چمران اهواز، اهواز، ايران

دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي جندي  استاد، گروه قارچ شناسي، 4
  شاپور، اهواز، ايران

  :نشاني نويسنده مسئول *
، دانشكده علوم، اهواز خوزستان، اهواز، ميدان دانشگاه، دانشگاه شهيد چمران

  شناسيگروه زيست
  06133331045  :دورنويس                                            06133331045 :تلفن

   hhmotamedi@yahoo.com :پست الكترونيك
  29/7/95 :تاريخ پذيرش نهايي                                           3/11/94 :تاريخ دريافت

 هايكشقارچاز دليل محدوديت در استفاده طرف ديگر به از
هاي جديد كشيافتن قارچهايي گياهي، براي كنترل بيماري شيميايي
امكان اثرات جانبي مضر و  ،چنينهم .]5[باشد خطر ضروري ميو كم

هاي بسياري در طي دو قرن گذشته تلاش ، موجب شدهعود بيماري
از بين منابع  .]6[ يافتن تركيبات ضدقارچي جديد انجام شودبراي 

ها گزينه مناسبي جهت توليد محصولات حاصل از باكتري ،جودمو
ها يو تحقيقات درباره تقابل باكتر قارچي جديد هستندتركيبات ضد

از  هاباكتري. ]7[ افزايش استسرعت روبهزا بههاي بيماريبا قارچ
ايجاد و يا  هستند هاي ثانويهها كه متابوليتبيوتيكطريق توليد آنتي

ها، در بين باكتري. ]8،9[ شوندمي هاقارچث مهار رشد رقابت باع
هاي عنوان باكتريهاي باسيلوس و سودوموناس بهاعضاء جنس

هاي كنترل زيستي، طراحي و توليد دارو مطرح برگزيده در روش
پراكندگي وسيع در ريزوسفر رشد با هاي باسيلوس گونه. هستند

و قادر به توليد  شوندراحتي كشت داده ميسريعي داشته، به
- ميان گسترده جنس در اعضاء اين. ]7[ هاي مختلف هستندمتابوليت

باشند كه برخي بيوتيك ميهاي توليدكننده آنتيترين ميكروارگانيسم
- شرايط برون از اين تركيبات ارزش كلينيكي داشته و برخي ديگر در

- مي هاي گياهي استفادهبراي كنترل فساد مواد غذايي و بيماريتني 

ها وسيله باسيلوسقارچي توليد شده بهتركيبات ضد .]9،10[ شوند
دلايلي از جمله هاي حلقوي هستند كه بهاغلب بيوسورفاكتانت

  :خلاصه
-باسيلوس بـه  هاي مختلفگونه و قارچي جديد ضروري استهاي قارچي يافتن تركيبات ضدبا توجه به گسترش عفونت :سابقه و هدف

هاي بومي باسيلوس با توان توليد تركيبات گونهيابي بههدف اين مطالعه دست. براي اين منظور است هاي زيستي منبع مناسبيدليل ويژگي
  .باشدقارچي ميضد

و با استفاده از روش انتشـار  شده جداسازي  ،هاي خاك تيمار شده با حرارتهاي باسيلوس از نمونهدر اين مطالعه گونه :هامواد و روش
منتخـب عليـه دو قـارچ     جدايـه  MFCو  MICهـاي  شاخص. ها بررسي شدويي حاصل از كشت براث آنقارچي مايع رديسك اثر ضد

، دما، زمان، منبع كربن و نيتروژن بر توليد تركيـب  pHاثر . رسم شد pHاستاندارد سنجيده شد و منحني رشد آن در مقادير مختلف دما و 
  .مولكولي تعيين هويت شد هاي بيوشيميايي واده از تستو جدايه با استفشده منتخب بررسي  ضدقارچي توسط جدايه

-بيشترين توان ضـد   Bacillus cereus SB15جدايه وجدايه توانايي توليد تركيب ضد قارچ را داشتند  3 جدايه باسيلوس، 6 از :نتايج

سـاعت انكوباسـيون و    C °37 ،7pH= ،48دماي: شرايط بهينه توليد تركيب ضدقارچ توسط اين جدايه عبارت بود از. قارچي را نشان داد
و  2ترتيب برابر به آسپرژيلوس نيجرتركيب ضدقارچي توليدي عليه  MFCو  MIC. عنوان بهترين منابع كربن و نيتروژنهمانيتول و اوره ب

  .دست آمدهليتر بگرم در ميليميلي 16و  4 آسپرژيلوس فلاوسو عليه  4
تـوان از آن در  جداسازي شده قابليت مناسبي جهت توليد تركيب ضدقارچ دارد و مـي  يلوسباس گفتتوان ميدر مجموع  :گيرينتيجه 

  .ها در صنايع غذايي و محيط استفاده كردهاي قارچي و نيز كنترل قارچتوليد تركيبات ضدقارچي جهت كنترل عفونت راستاي
  بيوتيكيمت آنتيسازي، مقاوبيوتيك، بهينه، آنتيعوامل ضدقارچ، باسيلوس :كليديواژگان

 9-18 ، صفحات1396، فروردين و ارديبهشت 1پژوهشي فيض، دوره بيست و يكم، شماره –نامه علميدو ماه                                                  
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پذيري بالا و عدم آسيب به محيط زيست از سميت پايين، تجزيه
جستجو براي يافتن  .]11[ شوندهاي مهم محسوب ميكشقارچ

ئل مهمي است كه جامعه انساني از قارچ مؤثر از مساتركيبات ضد
ديرباز با آن مواجه بوده است، لذا امروزه براي رفع و كاهش 

نظر قارچ منطقي بهمشكلات موجود تحقيق پيرامون داروهاي ضد
هاي جديد و داراي گري زيستگاهغربال ،همين دليلبه. ]12[ رسدمي

يابي به تتواند امكان دسها ميخصوصيات متفاوت از ساير زيستگاه
شرايط اقليمي . هاي جديد براي اين منظور را فراهم آوردسويه

دليل دماي بالا شرايط انتخابي را براي حضور و بقاء خوزستان به
هاي باكتريايي موجود در آن ها فراهم كرده است و گونهباسيلوس
اين  ،لذا. دهندفردي را نشان ميههاي بيولوژيك منحصر بتوانايي

هاي مولد ي به باكترييابتواند گزينه مناسبي براي دستيزيستگاه م
يابي به دست مطالعه حاضرهدف از  .ميكروبي باشدتركيبات ضد

ها قارچي است كه بتوان از آنفعاليت ضد هاي باسيلوس دارايگونه
طبيعي ضدقارچ براي كنترل  تركيباتعنوان منابع مناسب توليد به

    .استفاده كرد هاعفونت
  

  هاد و روشموا
 هاي خاكنمونه، سازي باكتريجداسازي و خالصمنظور به

زي دانشـگاه  ناحيه منطقه زنبورداري واقع در دانشـكده كشـاور   3از 
گـري  بـراي غربـال   ،سـپس . شـد آوري شهيد چمـران اهـواز جمـع   

درجـه   80 دقيقـه در  20(هـا  نمونه پس از حرارت دادنها باسيلوس
ليتر آب مقطـر  ميلي 90به همراه  ه خاكگرم از نمون 10، )گرادسانتي

- سـانتي  درجـه  30ي دقيقه در انكوباتور شيكردار در دما 20مدت به

- ميلـي  25 حاصل به نسيونليتر از سوسپاميلي يك. شد قرارداده گراد

 داردر انكوباتور شـيكر  وشد  تلقيح استريلليتر محيط نوترينت براث 
هـا از طريـق   جدايـه . شدانكوبه  )گرادسانتي درجه 30 ،ساعت 48(

بـر اسـاس   و شـد  سـازي  نوترينت آگار خـالص  محيطروي  كشت
- رنـگ و آميزي گرم، ني، رنگوشكل كل(خصوصيات مورفولوژيك 

كاتـالاز، تجزيـه   (هاي تشخيصي بيوشـيميايي  و تست) آميزي اسپور
و ، توليد اندول، هضـم ژلاتـين،   MR/VPنشاسته، مصرف سيترات، 

منظـور تاييـد   بـه  ،علاوههب. ]12،13[ دندشناسايي ش) C10°رشد در 
بـراي  . ها تكثير و تعيين توالي شدجدايه 16S rRNAژن  ،تشخيص

- يك ميلي. ]14[ اين منظور استخراج ژنوم طبق مراحل زير انجام شد

شـد  فارلند سانتريفيوژ مك ورت نيمسوسپانسيون باكتري با كد از ليتر
- بـه  Mili Qيتر آب لميلي 1و پس از حل كردن رسوب حاصل در 

دور  5000 ،دقيقه 1(پس از سانتريفيوژ  .شد جوشاندهدقيقه  15مدت 
درصـد سـرد    99مايع رويـي اتـانول    برابر 5/2، به اندازه )در دقيقه
گراد قـرار  درجه سانتي - 20ساعت در فريزر  1مدت و بهشد افزوده 

ر دور د 13000 ،دقيقـه  10(پس از سـانتريفيوژ  ، در نهايت. داده شد
ميكروليتـر   50 و رسوب حاصل در شد مايع رويي دور ريخته )دقيقه
اسـتفاده   PCRعنوان الگو در واكـنش  و بهگرديد حل  Mili Qآب 
 پرايمرهـاي رفـت   اي پليمراز با اسـتفاده از واكنش زنجيره .]14[ شد

)5'-CCGAATTCGTCGACAAC-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (ت برگشــ پرايمــر و
)5'-CCCGGGATCCAAGCTTACGGTTACCT-

TGTTACGACTT-3' ( بـا اسـتفاده از دسـتگاه     در شرايط زيـر
 10 ليتر ژنوم،ميكرويك  :]15[ انجام شد) بيوراد، آمريكا(سايكلر وترم

ــدام از   ــول از هركـ ــايبافرپيكومـ  PCR (1X)، dNTPs هـ

(200mM)،MgCl2 (1.5M) ، ، 5/1  آنزيمواحد Taq در پليمراز 
 دقيقـه،  5(دناتوراسيون اوليـه   و در شرايطميكروليتر  25ايي حجم نه

°C 94(، 30 شامل دناتوراسـيون   سيكل)دقيقـه،  1 °C 94(  اتصـال ،
 و مرحلـه  )C 72° ثانيه، 150( سنتز و )C  1/58°ثانيه، 40( پرايمرها

جفـت بـازي    1500محصـول   توليد .)C 72° دقيقه، 20(سنتز نهايي 
روي ژل آگـارز يـك    )دقيقـه  45لـت،  و 80(حاصل با الكتروفورز 

ي بانـدهاي تشـكيل شـده بـا مـاركر وزن      و با مقايسه اندازه درصد
توسـط   محصـول واكـنش  . ]16[ تاييـد شـد   مولكولي يك كيلو باز

كردن شد و پس از اصلاح تعيين توالي شركت ماكروژن كره جنوبي 
ژن  هاي موجـود در بانـك  با داده Bioeditافزار از نرم با استفادهآن 

و بـاكتري شناسـايي   شـده   مركز ملي اطلاعات بيوتكنولوژي مقايسه
ساعته  48كشت قارچي، ضدتوليد تركيبات  جهت سنجش اوليه .شد

دور در  10000 ،دقيقـه  20(سانتريفيوژ شـد   TSBدر محيط  باكتري
ميكروليتـر   40هاي كاغذي استريل با افـزودن  ديسكو  )C 4°، دقيقه

كشت چمنـي از   .]17[ شد باكتري اشباعاز مايع رويي محيط كشت 
 Aspergillus niger هـاي قارچ فارلندمعادل نيم مك سوسپانسيون

PTCC 5013 ،Aspergillus flavus PTCC 5004، 
Fusarium sp.،Penicillium sp.  ،Aspergillus terreus  و 

Rhodotorulla sp. 80تـويين   درصـد  1/0حـاوي   آب مقطـر  در 
 هـاي هاي تهيه شده روي پليتديسك شد و آماده PDAروي پليت 

 24( پـس از انكوباسـيون   .اسپور قارچ قـرار داده شـد  تلقيح شده با 
 گيري شداندازه مترحسب ميليبر قطر هاله عدم رشد )C 35° ،ساعت

در محـيط مـايع    قارچي نشان دادنـد كه اثر ضد اييهجدايه. ]1،18[
و اثـر  شده ير تخليص به شرح زها كشت داده شدند و مايع رويي آن

، دقيقـه  20(كـردن   پس از سانتريفيوژ .ها سنجيده شدضدقارچي آن
 اتيل استات يا ديگـر باكتري، ه ساعت 48 كشت) دور در دقيقه 10000
با حجمي معادل  DMSOها مانند متانول، بوتانول، كلروفرم و حلال
كردن و يكنواخـت  مخلوط از پس مايع رويي اضافه گرديد و حجم 
 ،دور در دقيقـه  4000(سانتريفيوژ  ،منظور تفكيك فازهابهآنها،  كردن
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 و همكاران معتمدي
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°C4 (اسـت   قارچيضـد و فاز حلال كه حـاوي تركيـب   شد  انجام
حـلال بـا    اين فرآيند سه مرتبه تكرار شد و نهايتا .دگرديآوري جمع

 .]5،19[ شـد  تبخيـر  C 37° ساعت در دمـاي  36مدت به انكوباسيون
ليتـر در آب مقطـر   گرم بر ميليميلي 50با غلظت  دست آمدههپودر ب

قارچي آن به روش انتشار ديسـك مـورد بررسـي    اثر ضدحل شد و 
ميكروگـرم،   100( هاي استاندارد فلوكونـازول از ديسك .قرار گرفت

، و )ليـوفيلكم، ايتاليـا  ميكروگـرم،   10(، مايكونازول )ليوفيلكم، ايتاليا
عنـوان  بـه ) حقيـق حاضـر  توليد شده در تميكروگرم،  50(تربينافاين 

كنترل مثبت و از ديسك بلانك آغشته به حلال اسـتفاده شـده بـراي    
. عنـوان كنتـرل منفـي اسـتفاده شـد     استخراج تركيب ضدقارچي بـه 

بر اساس قطر هاله عـدم   تركيب ضدقارچيترين جدايه مولد مندتوان
حـداقل غلظـت مهـاري و كشـنده تركيـب       وشـد  رشد  انتخـاب  

 A. niger PTCC 5013 ،A. flavus PTCCعليه  آن ضدقارچي

 20در ايـن روش  . روش ميكروديلوشن بـراث تعيـين شـد   به5004 
 80 و) فارلنــدكــدورت نــيم مــك(سوسپانســيون قــارچ  ميكروليتــر

هـاي  ميكروليتـر از غلظـت   100و  RPMI1640ميكروليتر محـيط  
- ميلـي  25/0، 5/0، 1، 2، 4، 8، 16، 32، 64(مختلف عصاره باكتري 

 خانـه  96هـاي  هـاي ميكروپليـت  به درون چاهـك ) ليتربر ميلي گرم
- خانـه درجـه گـرم   C30°ها در دماي ميكروپليت ،سپس .شد افزوده

 ELISAساعت توسـط دسـتگاه   72و  48 ،24گذاري شد و بعد از 

Reader )530ميـزان جـذب آنهـا در طـول مـوج       )بيوراد، آمريكا 
 ـ شد  گيرياندازهنانومتر  زان جـذب شـاهد مثبـت    و با مقايسه بـا مي

محــيط (و منفــي ) و سوسپانســيون قــارچ RPMI 1640محــيط (
RPMI 1640 (  منظـور  بـدين  ؛حداقل غلظت مهاري مشـخص شـد

حداقل غلظتي كه ميزان جذب آن از جـذب شـاهد مثبـت كمتـر و     
حـداقل  ( MICعنـوان  به ،دست آمدهنزديك به جذب شاهد منفي ب

در نظر گرفته شـد و  ) ستغلظتي كه از رشد قارچ جلوگيري كرده ا
هاي بالاتر از آن باتوجه به افزايش مهار قـارچ ميـزان جـذب    غلظت

براي تعيـين حـداقل غلظـت كشـندگي يـك لـوپ       . يابدكاهش مي
هايي كه فاقد رشـد بودنـد روي پليـت حـاوي     استاندارد از چاهك

PDA كشت )°C 30، 24 حداقل غلظتي كـه از رشـد   . شد )ساعت
 عنوان حداقل غلظـت كشـندگي  ري نمايد بهقارچ روي محيط جلوگي

)MFC(  منظـور افـزايش دسترسـي بـه     بـه  .]20[ درنظر گرفته شـد
ليتـر از  ميلـي  3قارچي توليد شده توسط جدايه توانـا،  تركيبات ضد

محيط كشت توليد حاوي باكتري با استفاده از دستگاه سونيكاسـيون  
. ]16[ رديـد سـونيكه گ  مگـاهرتز  120 در فركـانس ) C 4°، ثانيه 40(

زا مشابه آنچـه  قارچي آن عليه چند سويه قارچ بيمارياثر ضد ،سپس
جهت تعيين مقاومـت دمـايي    ،در ادامه. دگرديگيري اندازه ،گفته شد

- يك ميلـي . قارچي توليد شده تيمار حرارتي انجام شدمتابوليت ضد

قارچي بود در دماهـاي  ليتر از محيط كشت باكتري كه داراي اثر ضد
 120دقيقـه و   30مـدت  گـراد بـه  درجه سانتي 65 و 45، 37، 30، 4

 و شـد  تيمـار دمـايي  دقيقـه   15مدت به) اتوكلاو( گراددرجه سانتي
گيـري قطـر هالـه عـدم رشـد عليـه قـارچ        نتيجه اين تيمار با اندازه

 200 ،علاوههب .]10[ سنجيده شد A. niger PTCC5013 استاندارد
ميكروليتـر از   20كشـت بـاكتري بـا    محيط مايع رويي ميكروليتر از 

ليتـر  گرم بر ميلـي ميلي 1/0و پپسين با غلظت  Kهاي پروتئيناز آنزيم
گيري قطر هاله عدم رشـد عليـه   نتيجه اين تيمار با اندازه و شد تيمار
در  .]10،16[ سنجيده شـد  A. niger PTCC5013استاندارد  قارچ

 بـراي ايـن  . شـد  زيسامنتخب بهينه شرايط رشد باكتري ،مرحله بعد
گراد درجه سانتي 45 و 37، 30در سه دماي منحني رشد  ابتدا منظور

ترين دماي رشد با و پس از انتخاب مناسبشد رسم  TSBدر محيط 
  5/8و  7، 5/5در محـدوده   مناسـب رشـد  pH ثابت نگه داشتن دما، 

رسم منحني رشد، از سوسپانسيون باكتري معادل  جهت. دگرديتعيين 
تلقـيح  TSB درصد حجم محيط كشت بـه   1ميزان فارلند بهمك نيم

هـر  و  گرماگذاري شد )دور در دقيقه 150( و در شيكر انكوباتورشد 
نـانومتر توسـط    600ساعت ميزان جذب باكتري در طـول مـوج    2

 60در طـي  منحنـي رشـد   و شـد   گيرياندازهدستگاه اسپكتروفتومتر 
 ـساعت رسـم   تركيـب   ازي توليـد س ـبهينـه در مرحلـه   .]18[ دگردي

پس از انتخاب جدايه برتر اثر شرايط فيزيكي و شـيميايي  ، ضدقارچ
توسـط ايـن جدايـه     قارچيتركيب ضدمحيط كشت بر ميزان توليد 

و محيط انتخابي TSB در اين مرحله از دو محيط توليد . بررسي شد
، MgSO4درصـد   15/0درصد تريپتون،  NaCl، 2 درصد  5حاوي 

ــد  15/0 ــد   1و  K2HPO4درص ــتفاده ش ــوكز اس ــد گل از . درص
در محيط  فارلند حاصل از كشت باكتريسوسپانسيون معادل نيم مك

 تلقـيح محيط كشت توليد  به ميزان يك درصد حجمنوترينت براث به
توسـط   تركيب ضدقارچيتأثير پارامترهاي زير بر ميزان توليد  و شد

ل مهـم جهـت   گذاري از عوامخانهدماي گرم .بررسي شدبرتر  جدايه
بيوتيـك درنظـر   هاي ثانويه مانند آنتـي رشد باكتري و توليد متابوليت

 گذاري جهت توليـد خانهبراي تعيين بهترين دماي گرم. شودگرفته مي
درجـه   45 و 37 ،30، محـيط توليـد در دماهـاي    قـارچ تركيب ضد

 72، 48، 24، 12در فواصل زمـاني   وشد گذاري خانهگراد گرمسانتي
برداري انجام شد و اثـر  از محيط توليد نمونهآن عت بعد از سا 96 و

، A. niger PTCC5013روش انتشار ديسك عليـه  عصاره رويي به
A. flavus PTCC5004  منظور تعيـين  به .]21،22[ گيري شداندازه

لحاظ  باتركيب ضدقارچ  توليد كشت بر ميزان اوليه محيط pHتأثير 
  pH ،دست آمده در مرحلـه قبـل  هن بدماي بهينه و بهترين زماكردن 

قـارچي  و اثر ضـد شد تنظيم  5/8و  pH5/5 ،7 محيط كشت در سه 
 .]21،22[ گيـري شـد  سازي دما اندازهروش بهينهعصاره رويي مشابه 
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از عوامل تأثيرگـذار در توليـد    و نيتروژن منبع كربنباتوجه به اينكه 
در نظر گرفتن دما  ، بهينه سازي اين منابع باباشدمي تركيب ضدقارچ

بنـابراين، جهـت    .دست آمده از مراحل قبل انجام شدبهينه بهpH  و
جـاي افـزودن گلـوكز بـه     تعيين بهترين منبع كربن در اين مرحله، به

ز و ومحيط كشت انتخابي، منـابع كـربن مختلـف از جملـه سـاكار     
قارچي آن مشـابه  د و اثر ضدگرديميزان يك درصد اضافه مانيتول به

جهت تعيين بهترين منبـع   .]22[ گيري شدسازي دما اندازهبهينهروش 
جاي افزودن تريپتون به محيط كشـت انتخـابي، منـابع    به نيزنيتروژن 
 و نيتـرات سـديم   آلي و معدني شامل اوره، سولفات آمونيوم نيتروژن
- به ،درنهايت .]22[د گردي ارزيابي هاقارچي آنو اثر ضدشد استفاده 

 ،تركيـب ضـدقارچي   حلال جهت اسـتخراج  بهترين شناسايي منظور
كمـك طيـف   قارچي در جدايه منتخب بـه مايع رويي داراي اثر ضد

 99/99( ، متانول)درصد 5/99( ها شامل اتيل استاتوسيعي از حلال
 ، كلروفـرم )درصـد  6/99( ، بوتـانول )درصد 6/99( ، اتانول)درصد

ــرم و DMSO، )درصــد 99- 4/99( ــانول/كلروف ــورد  )1:  2( مت م
عصـاره   ضـد قـارچي  و اثر حلال بـر قـدرت    استخراج قرار گرفت

  .]18،23[ بررسي شد
  

  نتايج
- ه زنبورگونه باسيلوس از خاك منطق 6 گري اوليهدر غربال

ه نيمـي  نشان داد ك هاقارچي آناثر ضدبررسي داري جداسازي شد و 
 SB15جدايـه   از ايـن بـين  ؛ ندهستقارچي ها داراي اثر ضداز جدايه

از . بـود  هادر مقايسه با ساير جدايه اياثر قابل ملاحظهتفاوت اراي د
 استاندارد نيز براي كنترل و مقايسـه اسـتفاده شـد    داروهاي ضدقارچ

تركيــب بــراي  MFCو MICهــاي شــاخص ).1شــماره  جــدول(
ــدقارچي ــط   ض ــدي توس ــه تولي ــه SB15جداي  A. nigerعلي

PTCC5013  و عليـــه 4و  2ترتيـــب برابـــر بـــهA. flavus 

PTCC5004 4  تايج سـو ن .دست آمدهليتر بگرم در ميليميلي 16و -

قبـل و بعـد از    SB15قارچي جدايـه  نشان داد كه اثر ضد سيوننيكا
 ـكمـي اد نسونيكه كردن تغييري در اندازه هاله عـدم رشـد ايج ـ   . دن

ترشـحي   قارچ توليدي توسط اين باكتريتمامي تركيب ضد ،بنابراين
كـه از ايـن نظـر مزيـت      هرج سلولي منتقل شدبه محيط خا است و

منحنـي رشـد   سازي شـرايط رشـد،   منظور بهينهبه .شودمحسوب مي
گراد رسـم  درجه سانتي 45و  37، 30ترتيب در دماي به SB15ه جداي
دسـت  هگراد بدرجه سانتي 37 بهينه رشد اين جدايه دماي دماي. شد

منحنـي   .ديرسشد ساعت در اين دما به حداكثر ر 28پس از  آمد كه
 pH در مقـادير   وگـراد  درجه سانتي 37در دماي SB15 رشد سويه 

اسيدي، خنثي  pHاين جدايه در هر سه  نشان داد كه  5/8و  7، 5/5
در  .رشد بهتـري دارد  اسيدي pHولي در  ،و بازي توانايي رشد دارد

 جدايـه  مشـخص شـد كـه     اوليـه محـيط توليـد    دمايسازي بهينه

SB15هـاي  چعليه قارA. niger  وA. flavus   درجـه   37در دمـاي
گراد بيشترين قدرت مهاري را دارد و اثر مهاري آن عليه قارچ سانتي

A .flavus  بيشتر ازA .niger هـم  .)الـف  - 1 شماره شكل( است -

مشـخص كـرد كـه     اوليه محيط توليـد  pHبهينه سازي نتايج  ،چنين
بيشـترين   pH=7راد وگدرجه سانتي 37در دماي بهينه  SB15جدايه 
 .A هـاي و قدرت مهـاري را عليـه قـارچ    تركيب ضدقارچيتوليد 

niger  وA. flavus  عليـه   ي را مهـار قـدرت   و حداكثر داراست
 بهينـه  زمـان  .)ب - 1شـماره   شكل( دنكميايجاد  A. flavusقارچ 
است كه ساعت  48 ،شكلمطابق  SB15 براي جدايه گذاريخانهگرم

اثـر   و تركيـب ضـدقارچي  شترين ميـزان توليـد   پس از اين مدت بي
 .)ج –1 شـماره  شـكل ( نشـان داد  A. flavusمهاري را عليه قارچ 

 SB15جدايـه   نشان داد كه بهينه سازي منبع كربن محيط توليدنتايج 
توانايي توليد  گلوكز، سوكروز و مانيتول در حضور هر سه منبع كربن

وليد در اين جدايـه در  بيشترين ميزان تولي  ،دارد تركيب ضدقارچي
بهترين منبع ، نيتروژنبهينه منبع در مورد  .حضور مانيتول مشاهده شد

شرايط در  SB15توسط جدايه  تركيب ضدقارچنيتروژن جهت توليد 
سـاعت انكوباسـيون و در    7pH= ،48گـراد،  درجه سانتي 37دماي 

 ـ  .باشداوره ميو عنوان منبع كربن، حضور مانيتول به ت نتـايج مقاوم
دما، (توليد شده در شرايط بهينه  تركيب ضدقارچدمايي نشان داد كه 

، 30، 4(در دماهـاي مختلـف   ) ، منبع كربن و منبع نيتروژنpHزمان، 
 120اما پس از قرارگيري در دمـاي   ،شودغيرفعال نمي) 65، 45، 37

نتايج مقاومـت آنزيمـي   ، چنينهم. شودگراد غيرفعال ميدرجه سانتي
قادر به غيرفعـال كـردن    Kهاي پپسين و پروتئيناز آنزيم نشان داد كه

باتوجه بـه  . باشندنمي SB15توليد شده در جدايه  تركيب ضدقارچي
 تركيـب ضـدقارچي  ساختار  توان بيان كرد كه احتمالااين نتيجه مي

- توليد شده غيرپروتئيني بوده و باتوجه به حل شـدن آن در آب مـي  

از  .باشـد پاتيك ميسورفاكتانت آمفيبيني نمود كه يك بيوتوان پيش
دو حلال اتيل استات و  استخراج توسط ،هاي مورد استفادهحلالبين 

متانول /كه مخلوط كلروفرم آميز بودموفقيتمتانول / مخلوط كلروفرم
شناسـايي   تركيب ضد قارچيحلال جهت استخراج عنوان بهترين به

ــد ــه  .ش ــايينتيج ــه شناس ــرSB15  جداي ــي ب ــاس خصوص ات اس
ايـن  داد كـه  نشان  تشخيصي بيوشيمياييهاي مورفولوژيكي و تست

ايـن  شناسـايي فيلـوژنتيكي   در  .باشـد مـي  باسيلوس سرئوس جدايه
و  16S rRNAژن  PCRمحصـول   تعيين تـوالي جدايه نيز پس از 

ارزيـابي   BLAST در برنامـه  ،Bioeditافزار توسط نرم اصلاح آن
درصدي  100تشابه  جدايه اينه دست آمداساس نتايج به گرديد و بر

نيز مطابقت  شناسايي فنوتيپي نتايج داشت كه با Bacillus cereusبا
  .)2 شماره شكل( داشت
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 و همكاران معتمدي

 14                                                                                         1شماره  |21دوره  |1396|فروردين و ارديبهشت |نامه فيضدوماه

  هاي ضد قارچي استاندارد روي چند نمونه قارچها و داروقدرت مهاري ناشي از جدايه - 1جدول شماره 
Fluconazol Miconazol SB15 SB13 SB12 قارچ جدايه  

- - 13* - - Aspergillus terreus  
- - 14 - - Aspergillus niger  
- 14 10 - - Aspergillus flavus  
- - ‐ - 14 Penicillium sp.  
- - 15 - - Rhodotorulla sp. 

- 14 16 21 15 Fusarium sp. 

  )مترميلي 6ديسك (متر قطر هاله عدم رشد بر حسب ميلي* 
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  .و زمان pHدر مقادير مختلف دما، SB15 بيوتيك توسط جدايه ميزان توليد آنتي -1 شماره شكل
 بيوتيك توسط جدايه ميزان توليد آنتي -ج. pHدر مقادير مختلف SB15بيوتيك توسط جدايه ميزان توليد آنتي -ب. در دماهاي مختلف SB15بيوتيك توسط جدايه ميزان توليد آنتي -الف

SB15 مختلف هايزماندر.  
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 :M. ايي پليمرازالكتروفورز محصول واكنش زنجيره -2شماره  شكل

  . ماركر وزن مولكولي يك كيلو باز
  .جفت باز 1500با وزن  SB15ژنوم جدايه  PCRدو تكرار از : 2و  1

 
   بحث

هـاي قـارچي   هـاي اخيـر بـراي درمـان عفونـت     در سال
مطالعات بسياري در زمينه يافتن تركيبات جديد مهار كننـده رشـد   
عوامل قارچي صورت گرفته و توجه محققـين بـه بررسـي تـأثير     

بر  آنها هايها و متابوليتويژه باكتريههاي مختلف بارگانيسمميكرو
هاي موثر در ليتبرخي از متابو. ها معطوف گرديده استرشد قارچ

 انـد اين رابطه از منابع زنده استخراج و مورد شناسايي قرار گرفتـه 
-پپتيـدهاي ضـد  مثـل پلـي  قارچي مختلفي تركيبات ضد. ]26-24[

-، مـايكو Aليپوپپتيـد ايتـورين    با منشاء باكتريايي هماننـد قارچي 

عليـه  سوبتيلين، باسيلومايسين و فنجايسين داراي فعاليت قوي بـر  
-ميكـرو  .]27،28[ زا هسـتند هـاي بيمـاري  عي از قـارچ طيف وسي

تـوان جهـت   هاي خاك از جمله منابعي هسـتند كـه مـي   ارگانيسم
ايـن   در و قارچي جديد به آنها اشاره كـرد استخراج تركيبات ضد

نتيجـه ايـن    در .]10[ ددارن وسيعي كاربردهاي باسيلوس ميان گونه
د كه نيمي از آنها داراي اثر گونه باسيلوس جداسازي ش 6پژوهش 

درصـدي بـا    100كـه مشـابهت    SB15 قارچي بودند و جدايهضد
اي قـارچي قابـل ملاحظـه   داشت داراي اثر ضد باسيلوس سرئوس

از باسـيلوس سـرئوس    با مطالعـه حاضـر   مشابه در پژوهشي .بود
توليـد   توانـايي كه  جداسازي شدتونس  هاي شور در جنوبخاك

نشان ها از جمله فوزاريوم را هار رشد قارچو م تركيب ضدقارچي
از زيستگاه گرم و خاك شـور مشـابه   در پژوهش ما هم  .]29[ داد

بـاكتري مشـابه بـا    مذكور شرايط زيستگاه استفاده شده در تحقيق 
 هـا اين يافتـه . جداسازي شده است تركيب ضدقارچيتوان توليد 

-ي غربـال هاي داراي خصوصيات ويژه برااين فرضيه كه زيستگاه

بسـياري از   .كندتاييد مي را ،هاي خاص مناسب هستندگري سويه
 و بتيليساباسيلوس سرئوس، باسيلوس س ـل ثهاي باسيلوس مگونه

هـاي  اند كه قادر بـه مهـار قـارچ   شناخته شده باسيلوس مايكوئيدز
باشـند  زا مثل ريزوكتونيا، اسكلروتنيا، فوزاريوم و پيتيوم ميبيماري

 .]29[ زاهاي گياهان دارنـد ر كنترل زيستي بيماريكه نقش مهمي د
 قارچتركيب ضدعنوان عوامل مولد در ساير مطالعات عوامل زير به

 توسـط  رايزوكتونيـا سـولاني  مهـار   :انـد شناسايي و معرفي شـده 
 آسـپرژيلوس فـلاووس  مهـار   ،]NCD-2 ]5 باسيلوس سـابتيليس 

يـوم  زار، مهار گونـه فـو  ]AU195 ]25باسيلوس سابتيليس توسط 
ــط  ــرئوس توس ــيلوس س ــد  ، ]29[ باس ــار رش ــپرژيلوس مه آس

فوزاريـوم   ،]31-23،33[ آسپرژيلوس فـلاووس ، ]30[ كربوناريوس
باسيلوس توسط ] 35[  H25بايسوكلاميس فولوا، و ]34[ فرممونيلي

باسـيلوس آميلوليكـوئي   توسـط   مهار قـارچ فوزاريـوم  ، سابتيليس
 ،]37[ SQR-N43سباسيلوس پوميلـو و  ،]AS 43.3 ]36فاشينس

 باسـيلوس آميلوليكـوئي فاشـينس   سـيليوم توسـط   مهار گونه پنـي 
PPCB004 ]27[،  پـائني باسـيلوس   مهار گونه فوزاريوم توسط و

هـا  بيوتيك توسـط باسـيلوس  بيوسنتز آنتي .]PKB1]38  ميكساپلي
تحت تأثير شرايط فيزيكي و شيميايي محيط كشت مانند دما، زمان 

براي توليد  وباشد ع كربن و منبع نيتروژن مي، منبpHانكوباسيون، 
بيشترين ميزان توليد  .بيوتيك لازم است اين شرايط بهينه شوندآنتي

درجـه   37دمـاي   ،خنثي pH در اين جدايه در تركيب ضدقارچي
طـور  بـه  .گذاري ديده شدخانهساعت گرم 48بعد از و گراد سانتي
 ـو همكاران  Zhao مشابه -پپتيـدهاي ضـد   تبهترين شرايط فعالي

-درجه سـانتي  37دماي را  BH072باسيلوس  از جداشده قارچي

 مشـابه  مطالعاتبرخي  در. ]10[اند گزارش كرده pH=4/7گراد و 
گـزارش   تركيب ضدقارچي مناسب توليد pHعنوان به pH=7هم 
 pHدر تركيـب ضـدقارچي   فعاليـت بهينـه   . ]39،40[ اسـت  شده

يت است كه بهترين فعاليـت را  محدوده خنثي از اين نظر حائز اهم
توانند داشته باشند و بيشـترين اثـر   در شرايط بدن موجود زنده مي

بيوتيـك  كه آنتيازآنجايي. شوددر اين حالت محقق مي ضدقارچي
از  در ساعات اوليه بعد ،شودهاي ثانويه محسوب ميجزء متابوليت

ليد كـاهش  انكوباسيون توليد ديده نشد و از روز سوم به بعد نيز تو
ورود بـه   هاي سـمي و دليل توليد متابوليتيافت كه اين كاهش به

-هايي كه انجام شده محيط كشـت طي پژوهش .باشدفاز مرگ مي

در . ه اسـت بيوتيـك اسـتفاده شـد   هاي مختلفي براي توليـد آنتـي  
 و ،NB ،TSB ،LBمثـل   هاي مختلفـي پژوهش حاضر نيز محيط

MHB ن توليد در محيط كشت اما بيشترين ميزا ،استفاده شدTSB 
و  Kumarمطالعـه   در دسـت آمـده  همطابق با نتايج ب كه ديده شد

ــاران  ــت )2009(همك ــه  ،]18[ اس ــي در مطالع و  Moshafi ول
هـاي  ارگانيسـم كروگري ميطي غربال LBمحيط  )2011(همكاران 

1     2       M 

1500 bp
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شـده  گـزارش   محيط براي توليد بهترينقارچي مولد تركيبات ضد
تركيـب شـيميايي    تواند مربوط به مين تفاوت دليل اي .]41[ است

و در محيطـي كـه    باشدتركيب ضدقارچي  محيط كشت و ساختار
بيشـترين   ،فراهم باشدتركيب ضدقارچي اجزاء سازنده جهت سنتز 

ها زمـان  طور كلي در باسيلوسبه .دست خواهد آمدهميزان توليد ب
-يون مـي ساعت بعد از انكوباس 72تا  24 تركيب ضدقارچيتوليد 

چراكـه   ؛ترين زمان بستگي به گونه باسيلوس داردباشد كه مناسب
در  .]22[ هاي مختلف مسـيرهاي متـابوليكي متفـاوتي دارنـد    گونه

حضور مانيتول  در تركيب ضد قارچيبيشترين توليد مطالعه حاضر 
در . عنـوان منبـع نيتـروژن ديـده شـد     عنوان منبع كربن و اوره بهبه

عنوان منبع كربن ساكارز به )2007(همكاران و  Al-Ajlani تحقيق
 B. subtilis MZ-7موجب افزايش سورفاكتين توليد شده توسـط 

گلـوكز   ي ديگر مشـخص شـد كـه   پژوهش و در ]42[ شدشناخته 
 Bacillusتوسـط   Lichenysinموجب تحريك و افزايش توليد 

lichenformis هاي متابوليسم قنـد  تفاوت در مسير .]43[ شودمي
ها مهمتـرين عـاملي اسـت كـه بـر ميـزان مصـرف آن        باكتريدر 

هـاي  رو در مطالعات مختلـف كـه جدايـه   تاثيرگذار است و ازاين
عنـوان منبـع بهينـه    اند منابع قندي متفاوتي بهدست آمدههمتفاوتي ب

مسيرهاي متفاوت جذب قند در  ،چنينهم. كربن گزارش شده است
 ـ  .اثيرگذار استسازي تها بر اين نتايج بهينهباكتري -هطبق نتـايج ب

توليد شده پس از  تركيب ضدقارچي دست آمده در پژوهش حاضر
و  Sadfi در تحقيـق . فعاليت خود را از دسـت نـداد   دمايي تيمار

 باسـيلوس سـرئوس  توليد شده توسط  تركيب ضدقارچيهمكاران 
، 4( پس از قرارگيري در دماهـاي مختلـف   شور جدا شده از خاك

 ،فعاليت خود را از دست نداد )گراددرجه سانتي 65و  45، 37، 30
گـراد  درجـه سـانتي   120يـا   100اما پس از قرارگيري در دمـاي  

-تحقيق حاضر مـي در توافق با نتايج اين نتايج  .]29[ غيرفعال شد

هـاي  به آنزيمSB15 توليد شده در جدايه تركيب ضدقارچي  .باشد
-دست آمـده از خـالص  هكه پودر بپروتئازي مقاوم بود و ازآنجايي

توان بيـان كـرد كـه    مي ،در آب حل شد تركيب ضدقارچيسازي 
 مشابه اين نتـايج . باشدپاتيك مياحتمالأ يك بيوسورفاكتانت آمفي

-هاي مختلف باسيلوس با فعاليـت ضـد  پس از جداسازي گونه نيز

دست آمـده اسـت و بيـان    هبو همكاران  Moshafiتوسط  قارچي
توليد شده تحت تأثير پروتئازهايي مثل ي تركيب ضدقارچ شده كه

  .]41[ دهدميفعاليت خود را از دست ن K تريپسين و پروتئيناز 
  

  گيرينتيجه
تركيبات توليد شده  نتايج اوليه اين مطالعه نشان داد كه

قارچي اثر بالقوه ضد Bacillus cereus strain SB15 توسط
 pH=7گراد و يدرجه سانت 37اين جدايه در دماي . دهدنشان مي

-تركيب ضدرا دارد و  تركيب ضدقارچيبيشترين ميزان توليد 

توليد شده در اين جدايه تمامأ خارج سلولي و مقاوم به  قارچي
اين باكتري باتوجه به اينكه از زيستگاه گرم  .باشدپروتئازها مي

رو مقاومت محيطي بالايي دارد و ازاين ،خوزستان جدا شده است
  . باشدضدقارچ مناسب ميتركيب يد انبوه و تجاري براي اهداف تول

  
  و قدرداني شكرت

وسيله نويسندگان مقاله از معاونت محترم پژوهشي بدين
اين  تامين منابع مالي انجامدليل دانشگاه شهيد چمران اهواز به

و نيز اعتبار پايان نامه   27171 شماره از محل پژوهانه تحقيق
  .نمايندمي تقدير و تشكركارشناسي ارشد 
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