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Abstract  

Background & Objectives: Aspergillus tubingensis and Fusarium fujikuroi cause raisin rot and ring rot 

of rice. Nowadays, using chemical compounds has decreased. Therefore, Bacillus species having         

antifungal activities can be used in biocontrol. The aim of this research is evaluating antifungal           

metabolites produced from the Bacillus strains against two mentioned fungi.     

Material and Methods: 5 soil samples were collected from forest soils of Tehran for 

the Bacillus isolation genus and the antifungal activity of the isolated Bacillus species were evaluated 

using well-method. To increase the amount of antifungal production, superior strain was optimized.   

Produced antifungal metabolite was purified by the Methanol extraction method and its compounds 

were evaluated by GC chromatography analysis. Superior strain was assessed for genetic identity based 

on 16S rRNA sequencing. 

Results: Production amount for antifungal metabolites of Bacillus species was evaluated and a strain 

showing the highest fungal growth-inhibition halo with a diameter of 26±0.265 and 25±0.265 mm 

(p≤0.05) introduced as the superior strain. Inoculation of this species into the production medium, in the 

presence of Glucose, Yeast extract as the nitrogen source, neutral pH, and with incubation time course 

of 48 hours showed the significant increase in the production rate of antifungal compounds with         

diameters of 31±0.265 and 30.265±0.0 mm (p≤0.05).  The superior species was identified as the name 

of Bacillus toyonensis. Results of Gas chromatography confirmed the production of 68.38% antifungal 

metabolite from lipopeptides of the Iturin group. 

Conclusion: Bacillus toyonensis, as a native strain isolated from the soil ecosystem of Iran, has a potent 

capacity in producing antifungal metabolites and this potential can be benefited in biological control of 

fungal pests. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 3041( بهار 85سال هفدهم شماره اول )پیاپی 

 08– 13صفحات 

بومی علیه باسیلوس تویوننسیس بررسی فعالیت و ترکیبات ضدقارچی تولید شده از باکتری 

 فوزاریوم فوجی کوروایو آسپرژیلوس توبینجنسیس زای گیاهی  های بیماری قارچ
 1، شادی سلسله ذاکری *2،  شکوفه غازی 3کوثر سادات شجاع الدین 

استادیار، گروه میکروبیولوژی، دانشکده  2کارشناسی ارشد، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم و فناوری های نوین، واحد علوم پزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران.  1
 دکتری میکروبیولوژی، گروه میکروبیولوژی، مرکز پژوهش های غلات، تهران، ایران. 3علوم و فناوری های نوین، واحد علوم پزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران. 

 چکیده

( (Fusarium fujikuroi فوزاریوم فوجی کووروای ( و (Aspergillus tubingensisتوبینجنسیس آسپرژیلوس  های قارچ  سابقه و هدف:

یوافوتوه، لو ا             اسوتودواده از تورکویوموات شویومویوایوی کواهوش . اموروزه نقش دارند  برنج و طوقه  در ایجاد پوسیدگی کشمش 

ایون پوژوهوش،   هودفزیستی استداده گوردنود.  ی کنترل توانند درحیطه خواص ضدقارچی، می با ) Bacillus(  باسیلوس های گونه

  باشد. علیه دو قارچ ناممرده می باسیلوس های های ضدقارچی تولید شده ازگونهمتابولیت بررسی

  قارچی فعالیت ضد بررسی آوری و جمع باسیلوس های جنگلی شهرتهران جهت جداسازی جنس نمونه خاک پارک 5ها: مواد و روش

سوازی   بوهویونوه تولید متابولیت ضدقارچی  شد. گونه منتخب جهت افزایش مقدار   گ اری انجام  به روش چاهک باسیلوس های  گونه

 GC-MS  متانولی تخلیص شد و ترکیمات آن بوا آنوالویوزکورومواتووگورافوی ضدقارچی تولید شده با روش عصاره  گردید. متابولیت 

 گردید. بررسی 16S rRNA شد. گونه منتخب جهت شناسایی هویت ژنتیکی برممنای ارزیابی

یک گونه با داشتن بالاترین هاله مهار رشد قارچی بوه ارزیابی شد و  باسیلوس های های ضدقارچی گونهمیزان تولید متابولیت  ها:یافته

عنوان گونه منتخب معرفی گردید. تلقیح این گونه درمحیط پایه تولیدی در حضور مونوموع به متر میلی 25± 0/265 و 26±0/ 265قطر 

افزایش زیادی در میزان تولید ترکیوب  ساعت  84در بازه زمانی  گرماگ اریبا  خنثی و pHکربن گلوکز، منمع نیتروژن، عصاره مخمر، 

 (Bacillus toyonensis( باسیلوس تویوننوسویوس گونه برتر با نامنشان داد.  متر میلی 30± 0/265 و 31± 0/  265 ضدقارچی با قطرهاله

  را تایید کرد.  (Iturinلیپوپپتیدهای گروه ایتورین ) 64/34عیین هویت شد. نتایج کروماتوگرافی تولید ت

عنوان یک سویه بومی جداسازی شده ازاکوسیسوتوخ خواک کشوور پوتوانسویود زیوادی در به باسیلوس تویوننسیسگیری: نتیجه

  توان از این قابلیت جهت کنترل زیستی آفات قارچی بهره گرفت. ضدقارچی داشته و می هایمتابولیت تولید

 قارچی. های ضد  ، خاک، متابولیتباسیلوس تویوننسیس  ،فوزاریوم فوجی کوروای،  آسپرژیلوس توبینجنسیسکلمات کلیدی: 

 
 1803/3/4پ یرش مقاله:                                 1803/1/18ویرایش مقاله:                                 1802/11/21دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتمه: گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم و فناوری نوین، واحود 
 علوم پزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران. 

  Shokoofeh. ghazi@gmail.comپست الکترونیک:           01125228034تلدن: 

 م دمه     

هوا در         های مختلدی از موجودات زنده و میکروارگانیوسوخ                                            گونه    

ها یکی از انوا  مووجوودات زنوده                                کنند. قارچ            خاک زندگی می            

شوونود.         خاک هستند که باع  ایجاد بیماری در گویواهوان موی                                           

گیاهی، در طول تاری  خسارات اقتصادی                                        زای     های بیماری             قارچ    

کردند که از آن جومولوه                         فراوانی به محصولات کشاورزی وارد                              

    گیاه و مور             توان به کاهش محصولات، ایجاد ضایعه روی                                      می  

هایی بوه نوام             ها متابولیت               (. هم نین قارچ              2و 1کرد )         گیاه اشاره          

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محدوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خولاقوانوه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استداده غیرتجاری فقط با استناد و ارجا  به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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کنند که باعو  جوهوش،                       تولید می          (Mycotoxin)مایکوتوکسین             

هوای       شود. قوارچ           سرطان و تضعی  سیستخ ایمنی در انسان می                                     

از      یوکوی   آسپرژیلوس توبینجنسیوس                      و   فوزاریوم فوجی کوروای                      

عونووان یوک          (. برنج بوه          3باشند )         می      کننده گیاهان              عوامد آلوده           

محصول غ ایی اصلی، نقش بسیار مهمی در ت  یه جوموعویوت                                                 

یوا      (akanae )زیادی از مردم جهان دارد. بیمواری بواکوانوه                                        

فوزاریوم          که از قارچ              پوسیدگی طوقه و ریشه برنج بیماری است                                     
کاری دنیوا             شود و در بیشتر مناط  برنج                           ناشی می       فوجی کوروای             

(. بیماری باکانه دارای علا خ مشخصی مانند                                         5و 8شود )       یافت می       

های سمز رنو  پوریوده توا زرد،                             گیاه باریک و کشیده با بر                          

هوای       هوای نوابوجوا و بو ر                 ها و تشکید ریشوه                 کوتولگی بوته            

یافته و یا پوک در برنج اسوت. کشوموش از انووا                                              ت ییررن         

آسپرژیلوس توبینجونوسویوس                      خشکمار است که با عامد قارچی                             
تواند سمب کاهش مقادیر کوموی و                               گردد. این قارچ می                     آلوده می        

 (.   و 6کیدی محصول شود)               

ها هستنود کوه بوه                  کش    شیمیایی، گروهی از آفت                         های     کش    قارچ    

    ی   هوا    شوند و بواعو  نوابوودی قوارچ                         استداده می            میزان وسیعی           

ها جولووگویوری              گیاهی شده و از رشد و گسترش آن                               بیماریزای           

کنند. هم نین اثرات مندی زیادی نیز بر روی سلامت انسوان                                                       می  

گ ارند. باقی مانده سموم ناشی از مصورف                                        و محیط زیست می              

ها، باع  آلودگی محیط، ایجاد مقواوموت درعووامود                                              کش    قارچ    

زا، و باقی ماندن طولانی مدت درمحیط زیست، کواهوش                                                بیماری      

هایی چون جوهوش، سورطوان و                       بازدهی محصولات و بیماری                      

هوا      شوند. بسیاری از کشوور                      ها می       مشکلات هورمونی در انسان                      

های شیمیایوی را موحودود                        کش      ها و آفت          کش    استداده از قارچ               

هوای       کردن قوارچ           ای را جهت کنترل                 و تحقیقات گسترده                    اند     کرده    

(. اموروزه،            10و 1،4انود )       گویواهوی، آغواز نومووده                     بیماریزای         

زای       ها جهت کنترل و سرکوب عوامد بیومواری                                   ازمیکروارگانیسخ               

گوویونود.          زیسوتوی موی          شود، که به آن کنترل                     قارچی استداده می                

تواند جایگزیون خووبوی                      زیستی روش نوینی است که می                           کنترل     

های موثور در               های شیمیایی باشد. از میان باکتری                                  کش    برای قارچ         

زیستی، جنس باسیلوس به علت تشکید اسپور و مقاوموت                                                  کنترل     

زیسوتوی بوه حسواب                       در شرایط سخت، از عوامد مهخ کنوتورل                                

های گورم موثوموت،                 شامد باکتری           باسیلوس         (. جنس        11آید )       می    

ای شکد، هوازی و اکثرا ساپروفیت بوده که توانایی تولویود                                                        میله    

  (Iturin)لیپوپپتیدهای ضدقارچی از خانواده لیپوپپتیدی ایتورین                                                    

شوده       (. لیپوپپتیدهای ضدقارچی و ترکیمات تولویود                                       12را دارند )          

ها، حلقوی بوده که در فاز سکون چرخه رشود،                                           باسیلوس       توسط      

تولید و از طری  واکنش با غشای سیتوپلاسمی و ایجاد مونودو                                                       

پ یری غشای سلول،                      ها در غشا و افزایش ندو                          کننده یون           هدایت     

زا      ها شده و موجب مر  سلول قارچ بویومواری                                    مانع رشد قارچ             

ضدقارچوی، موزایوای زیوادی                           (.این لیپوپپتیدهای                  13شوند )        می  

توان به کوموتور                ها دارند. از آن جمله می                         کش    نسمت به سایر آفت                

زیسوتوی بوالا و               بودن، ماندگاری بیشتر در محیط، تجزیوه                                     سمی   

توانود از            زیست اشاره نمود که می                       خصوصیات سازگار با محیط                      

 (.  15و 18کند )       ها جلوگیری            رشد و تکثیر قارچ                

باسیلووس سووبوتویولویوس                                      مانند       باسیلوس         های       بسیاری ازگونه             

(Bacillus subtilis )                       هووای       قووادر بووه مووهووار رشوود قووارچ

ورتوویووسوویوولوویوووم داهوولووی                                                                            مووانوونوود       گوویوواهووی      زای     بوویووموواری      

   ( erticillium dahiliae                        ( عامد پژمردگی سوموزیوجوات )16      ،)

بیماری بولاوسوت در                  (Magnaporthegrisea)گریسا         مگناپورته         

  (  Fusarium o ysporum) فوزاریوم اکسی سپوروم                      (،       1برنج )      

(، فووزاریووم گورامویونواروم                                                              14عامد پوسویودگوی گونودم )                   

   (Fusariumgraminearum                                             عامد آلوودگوی سویوب زمویونوی )

 باشد.         ( می    11) 

های       قارچی گونه            های ضد        هدف این تحقی ، بررسی اثر متابولیت                                 

هوای       های شهر تهران بورقوارچ                      شده از خاک پارک                 جدا   باسیلوس         

فوزاریوم          )عامد پوسیدگی کشمش( و                       آسپرژیلوس توبینجنسیس                      

)عامد پوسیدگی طوقه و ریشه برنج(، تعیین اثور                                            فوجی کوروای             

ضودقوارچوی           کشت برمیزان تولید لیپوپپتیدهای                                  ترکیمات محیط            

و در نهایت تعیین هوویوت گوونوه                            باسیلوس         های       توسط گونه         

 منتخب است.          
 

 ها    مواد و رو           

مونو وور جوداسوازی               بوه  ها از خاک:              ال ( جداسازی باسیلوس                    

متری ریشه و از                  1نمونه خاک، از فاصله                       5،   باسیلوس       های       گونه    
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های جنگلی شهر توهوران                       متری خاک پارک               سانتی       10تا      30عم      

پرندگان و چیتگر( بوه                       حصار، با            فاطمی، سرخه             )جمشیدیه، یاس             

ها جهت موطوالوعوات                  آوری و نمونه              کمک وساید سترون جمع                   

بعدی تحت شرایط کاملا سترون و در کنوار یو  خشوک بوه                                               

سلسیووس در یوخو وال                     درجه      8آزمایشگاه منتقد و در دمای                         

هوا بوه         باسیولووس       شدند. جهت جداسازی انحصاری                             نگهداری         

روش استاندارد تهیه رقت های سریالی و پورپلیت و با کوموک                                                      

  40مواری        دقیقه در بن             10تکنیک غنی سازی حرارتی، به مدت                               

(. بوراسواس خصووصویوات                   18گردید )         درجه سلسیوس انجام                 

ای و        های سدیدرن ، ماید به کرم با قوام کره                                      شناسی کلنی            ریخت    

خطی در          دار انتخاب و طی کشت                     سطحی خشن و حاشیه دندانه                       

   Ibrosco)آگوار )ایوران شورکوت                    محیط کشت نووتوریونوت                

های       ، بررسی       باسیلوس       سازی شدند. به من ور تایید جنس                                 خالص    

آمیزی گرم، اسپور و آزموون کواتوالاز                                   میکروسکوپی شامد رن                    

 (.  16گردید )         انجام     

های قارچی استاندارد                       سویه    های قارچی مورد بررسی:                         ب( سویه       

، که عامد پوسیدگوی                   Fusarium fujikuroi PTCC 5144شامد:       

،   Aspergillus tubingensis PTCC 5162طوقه و ریشه برنج و                    

باشد کوه بوه صوورت                   عامد پوسیدگی و آلودگی کشمش می                             

لیوفیلیزه از مرکز کلکسیون میکروارگانیسخ های صنعتوی ایوران                                                         

 (.                                                                                                                                                                    16تهیه گردید )            

های لیوفیلیزه و تهیه سوسپوانسویوون قوارچوی:                                         ( احیای سویه             
شودنود و          قارچی در شرایط سوتورون بواز                          های لیوفیلیزه                 ویال    

ای حوواوی مووحوویووط                مووحووتووویووات کوواموود آن در لووولووه                       

شود.         ریخته       Ibrosco)سابورودکستروزبرا  )کشورایران شرکت                                   

آگوار )کشوور ایوران                    دکسوتوروز         سپس روی محیط پووتویوتوو                     

درجه سلوسویووس بوه                  25( کشت و در دمای                  Ibroscoشرکت    

های قارچی رشد                 ساعت گرماگ اری گردیدند تا سویه                                2 مدت     

نمایند. سپس جهت تهیه سوسپانسیون قارچی، مقداری از کلنوی                                                       

ساعته هر قارچ مطاب  بوا اسوتوانودارد                                    2 رشدکرده، از کشت                 

لیوتور سورم            میلی      5تا      3، در    (CFU/ml) 108  5/1فارلند          مک    نیخ   

 (.  16شد )      گردید و کدورت آن تنطیخ                        فیزیولوژی سترون حد                  

جوهوت     های باسیولووس:                  قارچی گونه            د( بررسی خواص ضد                  

جداسازی شوده             باسیلوس         های       بررسی فعالیت ضدقارچی گونه                         

(. از       18شد )      گ اری استداده                 های خاک، از روش چاهک                      از نمونه        

هر سوسپانسیون قارچی، به کمک سوآ  در محیوط پووتویوتوو                                                 

هایی در           ادامه چاهک            شد. در        دکستروزآگار، کشت یکنواخت داده                               

ها با آگارم اب بسته شد با کمک سمپلور                                       پلیت حدر و انتهای آن                    

هوای       میکرولیتر از سوسپانسیون گونوه                              50در یک چاهک، میزان                   

بورا  )کشوور ایوران شورکوت                             در محیط نوترینت               باسیلوس         

Ibrosco                         3ساعوت در دموای                28( و )با شرایط گرماگ اری   

و کدورت معوادل بوا                   RPM 160درجه سلسیوس، دور چرخش                     

میکرولیتور             50استاندارد نیخ مک فارلند( و در چاهک دوم میزان                                              

از سوپرناتانت )مایع رویی( باکتری ریخته شد.سووپورنواتوانوت                                                      

هوای اپونودورف سوتورون حواوی                          دادن لوله           باکتری که با قرار                 

دار     ساعته باکتری، در سانتریدویووژ یوخو وال                                   28سوسپانسیون            

)لیپوپپتیدهای ضدقارچی ترکیمات حساس بوه حورارت بوالا                                                 

دار       هستند به همین علت در این مرحله از سانتریدیوژ یوخو وال                                                  

دقیقه و دموای              15، به مدت          RPM12000استداده گردید( با دور                       

ها در انکوباتور                 (.سپس پلیت          16آمد )       دست   درجه سلسیوس، به                 5

سواعوت        2 درجه سلسیوس به مدت                    25دار، در دمای                یخ ال     

بار تکرار آزمایشات                      3باکتری            گرماگ اری شدند. برای هر نمونه                             

  50رشد )کنترل مندی(،                     شد و به عنوان شاهد عدم                        در ن ر گرفته            

    برا  سترون، در یک چاهک ریخوتوه                                میکرولیتر محیط نوترینت                      

شوده در اطوراف                رشد ایجاد             (. در ادامه قطر هاله عدم                        16شد )    

شد و بوه           گیری        بیوگرام اندازه                کش آنتی         ها، به کمک خط               چاهک    

(، بهترین گوونوه، کوه                    LSDکمک آزمون آنالیزی دامنه دانکن )                               

رشد )بویوشوتوریون فوعوالویوت                         دارای بیشترین قطر هاله عدم                          

عنوان گونه منتخب انتخاب گردید. برای هور                                        ضدقارچی( بود، به                

 (.  16شد )      تکرار درن رگرفته                  3آزمایش      

منوموع      سازی فعالیت ضدقارچی گونه باسیلوس منتخب:                                         ه( بهینه        

من ور بررسی تاثیر منمع کربن از سه قند گلوکز، لاکتوز                                                    کربن: به        

شد که به صوورت                 گرم در لیتر استداده                     0/05و نشاسته به میزان                   

جداگانه جایگزین عصاره گوشت )منمع کوربون( در موحویوط                                                

گورم     1گرم درلیتر، پوپوتوون                   0/05گوشت        برا  )عصاره               نوترینت       

گرم در لیتر( شدند. پس از کشت گونه منتوخوب                                         1درلیتر، نمک             



 الدین و همکاران.کوثرسادات شجا   .باسیلوس تویوننسیستوسط  فوزاریوم فوجیکوروایو  آسپرژیلوس توبینجنسیسبررسی مهار رشد قارچ  .1803ها، سال هددهخ شماره اول بهار  دنیای میکروب

49 

نو ور در            موورد        هوای   شوده، نوموونوه            های تهویوه            در محیط       

 RPMدرجه سلسیوس و دور                      3انکوباتورشیکردار، در دمای                           

سوواعووت گوورموواگوو اری                                                  2 و     84،   28بووه موودت          160

    منتخب در محیط نوترینوت                         چنین از کشت گونه                  (. هخ     16شدند )      

مقطر سوتورون بوه                   عنوان کنترل مثمت و از آب                        برا  سترون به             

قارچی و قطور                 شد. میزان فعالیت ضد                     عنوان کنترل مندی استداده                        

گ اری و آزموون                 رشد هر کدام به کمک روش چاهک                             هاله عدم        

و   آسپرژیلوس توبینجنسیوس                      آنالیزی دامنه دانکن علیه دو قارچ                                  

گرفت و بورای هور                  مورد بررسی قرار               فوزاریوم فوجی کوروای                      

 (.  16شد )      بار تکرار در ن ر گرفته                          3آزمایش      

منمع نیتروژن: در این مرحله تاثیر منابع نیتروژن مختل  شوامود:                                                            

ازت آلی )عصاره مخمر( و ازت معدنی )نیترات آموونویووم و                                                    

گورم در        1گرفت که به میزان                    نیترات پتاسیخ( مورد بررسی قرار                              

لیتر، به صورت جداگانه جایگزین پپتون )منمع نویوتوروژن( در                                                       

شده از          برا  شدند. بهترین منمع کربن )مشخص                                     محیط نوتریت           

گوشت در محیط نووتوریونوت                        مرحله قمد( نیز جایگزین عصاره                            

شوده       های تهیه            برا  شد. پس از کشت گونه منتخب در محیط                                       

درجه سلوسویووس و دور                      3در انکوباتورشیکردار، در دمای                              

RPM160        سواعوت گورمواگو اری                                      2 و     84،   28به مودت

چنین از کشت گونه منتخب در محیط نوترینوت                                          (. هخ     16شدند )      

عنوان کنترل مثمت و از آب مقطر سوتورون بوه                                        برا  سترون به               

قارچی و قطور               عنوان کنترل مندی استداده شد. میزان فعالیت ضد                                            

گ اری و آزموون                 رشد هر کدام به کمک روش چاهک                             هاله عدم        

و   آسپرژیلوس توبینجنسیوس                      آنالیزی دامنه دانکن علیه دو قارچ                                  

گرفت و برای هور                  مورد بررسی قرار               فوزاریوم فوجی کوروای                      و   

 (.  16شد )      بار تکرار درن رگرفته                        3آزمایش      

اسیدیته: محیط کشت بهینه، حاوی بهترین منمع کربن و بهتریون                                                         

( 2و 1آمده در مورحولوه                 دست   منمع نیتروژن )با توجه به نتایج به                                 

  1سودیوخ        گردید. به کمک اسیدکلریدریک و هیدروکسویود                                        تهیه    

  pH(،    5اسویودی )          pHمتر، هرکدام در محدوده                           pHنرمال و       

    ( تن یخ شدند و مطاب  با روش  کور                               1بازی )          pH( و    خنثی )      

    پس ازکشت و گرماگ اری، قطر هاله عودم                                  2و 1شده در مرحله              

گ اری و آزمون آنوالویوزی                         رشد هر کدام به کمک روش چاهک                           

فوزاریوم          و   آسپرژیلوس توبینجنسیس                      دامنه دانکن علیه دو قارچ                          
چنین از کشت گونه                    گرفت. هخ          مورد بررسی قرار               فوجی کوروای             

عنوان کنترل مثمت و                    برا  سترون به               منتخب در محیط نوترینت                       

شد و برای هور                عنوان کنترل مندی استداده                          مقطر سترون به               از آب       

 (.  16شد )        بار تکرار درن رگرفته                      3  آزمایش      

جوهوت     های ضدقارچی ازگونه منتوخوب:                             و( تخلیص متابولیت                 

قارچی گروه ایتورین گونه منتخب در                                    های ضد        تخلیص متابولیت              

لیتر محیط بهینه )مشخص شده از مرحلوه قومود( در                                              میلی      250

ساعت در انوکووبواتوور                   84و به مدت              لیتری کشت           1مایر      ارلن    

درجوه سولوسویووس،                 3و دمای          RPM 160شیکردار با دور                

  5و دموای           RPM6621ها با دور             گرماگ اری شد. سپس محیط                      

دار       دقیقه در سانترفیووژ یوخو وال                          20سلسیوس به مدت                 درجه      

صوورتوی و           -گرفتند. پس از سانترفیوژ، یک رسوب زرد                                        قرار    

ادامه، سوپرناتانت حاصد به کوموک                                 شد. در        سوپرناتانت تشکید                

(. سوپرناتانت               16رسید )      2معادل        pHنرمال به            6اسیدکلریدریک              

درجه سلسویووس               5و دمای          RPM 13000اسیدی مجدد با دور                   

گرفت. رسووب              دار قرار          دقیقه در سانترفیوژ یخ ال                          15به مدت        

ترین حولال جوهوت                شد )متانول مناسب                  حاصد در متانول حد                 

انحلال لیپوپپتیدهای ضدقارچی است( و بوار دیوگور بوا دور                                                             

RPM 13000          دقیقه در            10درجه سلسیوس  به مدت                       5و دمای

(. سوپرناتوانوت حواصود،                     16دار قرارگرفت )                سانترفیوژ یخ ال               

منوتوخوب           شده توسط گونه               های ضدقارچی تولید                   همان متابولیت             

دست آمد.سپوس عصواره                   مرحله سانترفیوز به                    3است که پس از            

درجوه        8شده و در دموای                 متانولی داخد میکروتیوب ریخته                            

شد تا در مراحد بعد مورد استودواده قورار                                            سلسیوس نگهداری                

 (.  16گیرد )      

سازی شوده          ز( بررسی فعالیت ضدقارچی عصاره متانولی خالص                                          

گو اری         در روش چواهوک           گ اری:          گونه منتخب با روش چاهک                      

قارچی تووسوط              های ضد      جهت اطمینان بیشتر از تولید متابولیت                                   

شده )سووپورنواتوانوت                   گونه منتخب، از عصاره متانولی تخلیص                                  

ساعته باسیلوس مونوتوخوب در                          84حاصد از سانترفیوژ کشت                       

عنوان کنترل مثمت و از آب مقطرسوتورون                                    محیط کشت بهینه( به                  

رشد هر کودام                 شد. قطر هاله عدم                  عنوان کنترل مندی، استداده                           به  
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شود و          گیری      بیوگرام اندازه                کش آنتی         ها با استداده از خط                     از قارچ       

با استداده از آزمون آنالیزی دامونوه دانوکون، موورد بوررسوی                                                     

 (.  20گرفت )          قرار    

های ضدقارچی گونه منتخب با اسوتودواده از                                         ( آنالیزمتابولیت                 

   C- M  :طی  سونوج جورموی            -روش کروماتوگرافی گازی                     

های      عصاره متانولی حاصد از گونه منتخب جهت آنالیزمتابولیت                                                   

طی  سونوج             –گازی        ضدقارچی به کمک روش کروماتوگرافی                               

    جرمی به مرکز آنالیزهای شیمیایی کیمیازی )شهرتهران( فرستاده                                                         

ضودقوارچوی، بوا دسوتوگواه                                      هوای     شد. آنالیز لویوپووپوپوتویود                    

Agilent6890)      شرکتAgilent technologies           و ستون )HP       با

و بوا         08.8m 218μm 8.21μmو به ابعاد              MS1مشخصات        

طوور     شد. نمونوه بوه              انجام       (NISTof version 2)سرچ کتابخانه              

بوا مود                     GC-MSمستقیخ به میزان یک میکرولیتر به دستوگواه                                        

split        عنوان گواز حوامود                ادامه از گاز هلیوم به                         شد و در           تزری

شوده بوه            استداده گردید. پس از تزری  نمونه با شرایوط یواد                                             

در منحنی کورومواتووگورام                        هایی        دستگاه، نتیجه به صورت پیک                         

( و محدوده            Retention timeشد و زمان  هور )                  حاصله مشخص          

 (.  20گردید )         زیر هر پیک به صورت جداگانه ثمت                                

من ور شناسایوی دقویو                     به  ن( شناسایی مولکولی گونه منتخب:                                

( انوجوام         PCRمراز )        ای پلی        وگونه منتخب، واکنش زنجیره                           جنس   

گردیود.          گونه منتخب طی روش جوشاندن جداسازی                                    DNAشد.   

در مووورحووولوووه بوووعووود از آغوووازگووور رفوووت                                                                                                          

5 -AGAGTTTGATCTGGCTCAG-3                     و آغازگر بورگشوت

5 -GGTTACCTTGTTACGACTT-3                      در جهت انجام واکنش

موراز      ای پلی        (. واکنش زنجیره               16شد )        مراز استداده              ای پلی          زنجیره      

  15ترتیب زیرانجام شد: واسرشت شدن ابتدایوی در دموای                                               به  

چرخه شوامود             30دقیقه و در ادامه                    5درجه سلسیوس به مدت                    

ثانیه، اتصال                30درجه سلسیوس به مدت                      15واسرشت در دمای                

شودن       ثانیه و طوویود              10درجه سلسیوس به مدت                      2 در دمای         

دقیقوه انوجوام                       10درجه سلسیوس به مدت                      2 نهایی در دمای               

مراز بوا           ای پلی        (. در مرحله بعد محصول واکنش زنجیره                                  16شد )      

و       درصود بوررسوی            0/1استداده از الکتروفورز در ژل آگاروز                                    

آمده جهت تعیین تووالوی و رسوخ درخوت                                   دست   محصول به        

  -به شرکت ژن ایران )ایوران                        (   Phylogenetic Treeفیلوژنتیکی )            

هوای       ها، توالوی           شد و جهت تایید شناسایی باکتری                               تهران( ارسال              

( با توالی نوکلو ووتویودی                       LAST حاصله با استداده از بلاست )                          

 (.  16موجود در بانک اطلاعات ژنی تطمی  داده شد )                                        

هوای       جهت تجزیه و تحولویود داده                      ی( تجزیه و تحلید آماری:                         

رشد       دار در میانگین قطر هاله عدم                             آماری و بررسی اختلاف معنی                        

طورفوه                                            گونه منتخب، از آزموون آنوالویوز واریوانوس یوک                                        

   ( ne-Way AN  A          استداده ،)                           گردید. هم نین جهت تعویویون

رشد گونه منتخوب، از آزموون                            بیشترین میانگین قطر هاله عدم                            

شد. تمامی موراحود بوا نورم افوزار                                              چند دامنه دانکن استداده                       

SPSS        انوجوام                           0/05و سطح معونوادار کوموتور از                       16نسخه

 (.  16گردید )         

 

 ها    یافته     

در ایون        های باسیلوس:                ال ( جداسازی و شناسایی اولیه گونه                                 

کلنی سودویود             60مرحله، براساس خصوصیات ریخت شناسی،                                   

ای، سطحی خشن و حاشیه دندانه                               رن  ماید به کرم، با قوام کره                            

گردید. در             ای تهیه         مرحله       8ها کشت        شده و از آن             دار، جداسازی            

دار، کاتوالاز               )گرم مثمت هوازی، اسپور                      باسیلوس         گونه        80نهایت       

های بعودی            منطور بررسی           ها به       شدند و این گونه                 مثمت( شناسایی             

درجه سلسیوس، در یخ ال قرارگرفتونود. جوهوت                                         8در دمای         

  20های غربال شده، با استداده از گلیوسورول                                    سازی گونه            خیره     

درجوه        -20سترون شده، استوک گلیسرولی تهیه و در فریوزر                                           

 سلسیوس نگهداری شد.                  

فوعوالویوت        های باسیلوس:              د( بررسی خواص ضدقارچی گونه                            

شناسایی شده، به کوموک روش                         باسیلوس         گونه        80ضدقارچی         

گ اری مورد بررسی قرارگرفت. همانگونه که در جودول                                                  چاهک    

است، از این تعداد، پنج گوونوه دارای                                     نشان داده شده                 1شماره     

باسیلووس         های بعدی )گونه                  فعالیت ضدقارچی بود که در تکرار                              

(، طوی گورمواگو اری بوا دور                        12با کد شماره             تویوننسیس           

RPM160          سواعوت،         28درجه سلسیوس، به مدت                        3و دمای

بیشترین فعالیت ضدقارچی را به ترتیب با میانگین قطرهاله عدم 

سواعوت  84متر پوس از  میلی 25±0/265و  26±0/265رشد 
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فوزاریوم  و  آسپرژیلوس توبینجنسیسگرماگ اری علیه دو قارچ 
عنوان گوونوه ( و بهp ≤ 0/05) از خود نشان داد فوجی کوروای 

خاک پارک جموشویودیوه شد. گونه منتخب از   منتخب، برگزیده

       است. واقع در منطقه یک تهران، جداسازی شده 

گ اری با استداده مستقیخ از سووسوپوانسویوون                                         در روش چاهک           

از        شوده     باکتریایی و با استداده ازسوپرناتانوت سوانوتورفویووژ                                               

ی     درجوه      5و دمای          RPM 12000های غربال شده با دور                        باکتری      

ها نشان دادند کوه                    سلسیوس نتایج مشابهی را در مهار رشد قارچ                                       

 است.             کر شده         1نتایج هردو، در جدول شماره                         

خونوثوی  pHعنوان بهترین منمع نیتروژن، کربن، عصاره مخمر به

تواند منجر به افزایوش  عنوان بهترین اسیدیته، می( به )محدوده 

شده توسط گونه منتوخوب   ضدقارچی تولید های تولید متابولیت

شود.                                                                    باسیلوس تویوننسیس 

ی منتخب درحضوور مونوابوع  مقایسه فعالیت ضدقارچی گونه
نتایج حاصد از بررسی میزان فعالیت ضدقارچوی مختل  کربن: 

بواسویولووس رشد گونوه مونوتوخوب  و میانگین قطر هاله عدم
فوزاریوم و آسپرژیلوس توبینجنسیس علیه دو قارچ تویوننسیس 

کشوت حواوی مونوابوع موخوتولو             در محیطفوجی کوروای 

          2کربن )گلوکز، لاکتوز و نشواسوتوه( طومو  جودول شومواره

 باشد.می
و آسپرژیلوس توبینجنسویوس رشد  ی عدم قطر هالهنتایج میانگین :   1جدول 

 منتخب. باسیلوسگونه  5قارچی  در اثر فعالیت ضد کوروای فوزاریوم فوجی

52 52 52 71 75 
 نام قارچ

c265 /0±16 b 265 /0±14 ab 0/265±1  ac265 /0±18 a265 /0±26 
آسپرژیلوس 

 توبینجنسیس

c 265 /0±11  b265 /0±20 ab265 /0±15 ac265 /0±16 a 0/265±25 

فوزاریوم 

   فوجی
 کوروای

 باسیلوسکد گونه 

های موخوتولو  را  دار بین گروه ردی ، اختلاف معنی حروف نامتشابه در هر

 (. ≥ 0/05p( دهد نشان می

و انجام آزمون دامونوه دانوکون، 1در ادامه بر طم  جدول شماره

گونه مونوتوخوب 5قارچی  های ممکن )خواص ضد تمامی جدت

داری با هخ داشتند. فعالیت ضدقارچی  (، اختلاف معنیباسیلوس

، در بالاترین گوروه 12با کد شماره باسیلوس تویوننسیس گونه 

قرار گرفت درنتیجه دارای بالاترین میزان فوعوالویوت   (a)آماری

عنوان گونه منتخب برگزیده شد. با تووجوه ضدقارچی بود که به

ضدقارچی توسوط  های بهترین زمان تولید متابولیت 5به جدول 

کشت بهینه )حاوی گلووکوز و عصواره  منتخب، در محیط گونه

خنثی، دموای pHعنوان بهترین منابع کربن و نیتروژن(، مخمر به

توا  28، از RPM160درجه سلسیوس و گرماگ اری با دور  3

 ساعت است. 84

بر اساس نتوایوج سازی فعالیت ضدقارچی گونه منتخب: ه( بهینه

عنوان بهترین مونوموع ( گلوکز به5و 8، 3، 2آمده )جداول دستبه

و  آسپرژیلوس توبینوجونوسویوس  رشد نتایج میانگین قطر هاله عدم:  2جدول 

 باسویولووسدراثر فعالیت ضد قارچی گونه منتخب  فوزاریوم فوجی کوروای

 ساعت گرماگ اری. 28در حضور منابع مختل  کربن بعد از  تویوننسیس

آسپرژیلوس   منابع کربن

 توبینجنسیس

 فوزاریوم فوجی

 کوروای 

  0/265a  27 ± 0/265a ± 28 گلوکز

  0/265b  55 ± 0/265b ± 23 لاکتوز

  0/265c  15 ± 0/265c ±   16 نشاسته

های موخوتولو  را  دار بین گروه ردی ، اختلاف معنی حروف نامتشابه در هر

 (. ≥ 0/05p( دهد نشان می

های موموکون، دانکن، تمامی جدت در ادامه با انجام آزمون دامنه

هایی با منابع گلوکز، لاکتوز و نشاسته اخوتولاف  کشت درمحیط

، خوواص 2داری با هخ داشتند. برطمو  جودول شومواره معنی

علیه دو قوارچ  تویوننسیس  باسیلوس ضدقارچی گونه منتخب

در   فووزاریووم فووجوی کووروایو  آسپرژیلوس توبینجنسیس

رشود بوه  کشت حاوی گلوکز، با میانگین قطر هاله عودم محیط

در بوالاتوریون متر بود که  میلی  2±0/265و  24±0/265ترتیب 

عنووان ( درنتیجه گلوکز به≥ 05/0pگرفت ) قرار ) a( گروه آماری 

  شد. بهترین منمع کربن انتخاب

ی منتخب درحضوور مونوابوع  مقایسه فعالیت ضدقارچی گونه

نتایج حاصد از بررسوی مویوزان فوعوالویوت :  مختل  نیتروژن
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رشود گوونوه مونوتوخوب   ضدقارچی و میانگین قطر هاله عدم

و  آسپرژیلوس توبینجنسیسعلیه دو قارچ  تویوننسیس  باسیلوس

در محیط کشت حاوی منابع مختولو   فوزاریوم فوجی کوروای

پتاسیخ( طومو     آمونیوم و نیترات   مخمر، نیترات  نیتروژن)عصاره

 باشد.می 3جدول شماره

عولویوه دو قوارچ                  تویوننسیوس             باسیلوس       قارچی گونه منتخب                  

کووروای        فووزاریووم فووجوی               و     آسپرژیلوس توبینجنسیوس                    

رشود بوه          ، با میانگین قطر هاله عودم                         خنثی      pHکشت با          درمحیط      

در    کوه    ( ≥ 0/05p.)  متر بود         میلی      24±0/265و     21±0/265ترتیب       

عنووان       به    خنثی      pHگرفت درنتیجه                قرار      ) a( بالاترین گروه آماری                    

 شد.     بهترین اسیدیته انتخاب                       

ی منتخب در موحویوط کشوت                       مقایسه فعالیت ضدقارچی گونه                          

:   سواعوت گورمواگو اری                2 و     84،   28بهینه، در فواصد زمانی                     

سواعوتوه گوونوه              28میانگین قطر هاله عدم رشد سوسپانسیون                                     

در محیط کشت حاوی منمع کربن                              تویوننسیس             باسیلوس       منتخب       

   3خنثوی و دموای                   pHگلوکز، منمع نیتروژن عصاره مخمر،                                 

فووزاریووم          و     آسپرژیلوس توبینجنسیس                    درجه سلسیوس علیه                  

. متر بود         میلی        24±0/265و     21±0/265به ترتیب            فوجی کوروای           

   (0/05p≤     )                                                 که افزایش معناداری نسمت به میانگین قطر هاله عدم

ساعته گوونوه مونوتوخوب                    28رشد کنترل مثمت )سوسپانسیون                            

ترتیوب       برا ( به          در محیط کشت نوترینت                       تویوننسیس             باسیلوس       

   (.    ≥ 0/05p)   متر داشت          میلی      25  ±0/265و   26±0/265با اندازه           

و  آسپرژیلوس توبینوجونوسویوس  رشد نتایج میانگین قطر هاله عدم:  3جدول 

 بواسویولووسدراثر فعالیت ضدقارچی گونه منتخب  فوزاریوم فوجی کوروای

 ساعت گرماگ اری. 28بعد از نیتروژن در حضور منابع مختل   تویوننسیس

 فوزاریوم فوجی کوروای آسپرژیلوس توبینجنسیس  منابع نیتروژن

  0/265a  28 ± 0/265a ± 29 عصاره مخمر

  0/265c  12 ± 0/265c ± 13 آمونیوم  نیترات

  0/265b  14 ± 0/265b ± 15  نیترات پتاسیخ

های موخوتولو  را  دار بین گروه ردی ، اختلاف معنی حروف نامتشابه در هر

 (. ≥ 0/05p( دهد نشان می

های مموکون،             دانکن، تمامی جدت                  در ادامه با انجام آزمون دامنه                               

مخمر، نیترات آمونویووم و                          هایی با منابع عصاره                       کشت     در محیط       

داری با هخ داشتند. طومو  جودول                               نیترات پتاسیخ اختلاف معنی                        

  بواسویولووس       ، خواص ضدقارچی گونوه مونوتوخوب                           3شماره       

فوزاریوم          و     آسپرژیلوس توبینجنسیس                    علیه دو قارچ                تویوننسیس         
مخمر، با میانگیون                    کشت حاوی عصاره                  در محیط       فوجی کوروای             

متر       میلی      24±0/265و     21±0/265رشد به ترتیب                  قطر هاله عدم            

گورفوت        قورار      )   a(   در بالاترین گروه آماری                       که    (.      ≥ 0/05p)       بود   

 شد.     عنوان بهترین منمع نیتروژن انتخاب                                  مخمر به         درنتیجه عصاره             

هایوی        کشت     ی منتخب در محیط                 مقایسه فعالیت ضدقارچی گونه                          

نتایج حاصد از بررسوی مویوزان                           :     اسیدی، خنثی و قلیایی                       pبا    

رشد گونه منتخوب                  فعالیت ضدقارچی و میانگین قطر هاله عدم                                       

فووزاریووم          و     آسپرژیلوس توبینجنسیس                    علیه دو قارچ                باسیلوس       
اسیدی، خونوثوی و                 pHیی با         ها    کشت   در محیط         فوجی کوروای           

 باشد.     می    8قلیایی طم  جدول شماره                     

های مموکون،             دانکن، تمامی جدت                    در ادامه با انجام آزمون دامنه                             

اخوتولاف         اسیدی، خنثی و قلویوایوی                      pHهایی با         کشت     درمحیط      

، خوواص ضود           8داری با هخ داشتند. طم  جدول شماره                                     معنی    

pH فوزاریوم فوجی کوروای آسپرژیلوس توبینجنسیس 

  0/265b  14 ± 0/265b ± 15 اسیدی

  0/265a  28 ± 0/265a ± 29 خنثی

  0/265c  12 ± 0/265c ± 13 قلیایی

های موخوتولو  را  دار بین گروه ردی ، اختلاف معنی حروف نامتشابه در هر

 (. ≥ 0/05p( دهد نشان می

و  آسپرژیلوس توبینجونوسویوس  رشد  نتایج میانگین قطر هاله عدم:  8جدول 

 بواسویولووسدراثر فعالیت ضدقارچی گونه منتخب  فوزاریوم فوجی کوروای

 28اسیدی، خنثی و قلیایی بعود از  pHهایی با  در محیط کشت تویوننسیس

 ساعت گرماگ اری. 

های مموکون،  در ادامه با انجام آزمون دامنه دانکن، تمامی جدت

داری با هوخ  ساعت اختلاف معنی 2 ساعت و 84ساعت،  28در

بیشترین خواص ضودقوارچوی  5داشتند.بر طم  جدول شماره 

آسوپورژیولووس عولویوه   تویوننوسویوس باسیلوس گونه منتخب

در محیط کشت بهینوه  فوزاریوم فوجی کوروایو  توبینجنسیس
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گورم در لویوتور،   1گرم در لیتر، عصاره موخومور 0/05)گلوکز

درجوه   3( و دمای  خنثی )محدوده   pH  گرم در لیتر(،1نمک

ترتیوب ساعت گرماگ اری بود، )به 84سلسیوس در مدت زمان 

 30±0/265  و 31±0/265با میانگین قطر هاله عودم رشود 
 0/05pقرارگرفوت ) ) a( بالاترین گروه آماری   متر( که در میلی

 2 های ضود قوارچوی در  (. هم نین میزان تولید متابولیت≥

 و  13±0/265رشد   ترتیب با میانگین قطر هاله عدمساعت، )به
 84ساعتوه و  28نسمت به سوسپانسیون متر(  میلی  0/265±12

  (. ≥ 0/05pو کاهش معناداری داشت ) ساعته روند کاهشی

میزان فاکتور تطاب  و فاکتور تطاب  معوکووس ایون تورکویوب 

دهنده تطوابو   است که نشان  قرار گرفته 400تا  600درمحدوده 

دقیوقوه، یوک  24/111هم نین در زمان بازداری  خوب است(.

درصد تولید کورده  62/6لیپوپپتیدضدقارچی باسطح زیر منحنی

های حولوقووی  لیپوپپتید  که یک لیپوپپتید حلقوی مشابه با، است

از موواد  تووانود جوز وی  ضدقارچی است که این ترکیب موی

، (Fangycin)دهنده ترکیمات ضدقارچی مانند فنجسیون  تشکید

، 1و یا ایتورین باشد. ترکیوب شومواره (Surfactin)  سورفاکتین

درصد بیشتری از لیپوپپتیدهای حلقوی مووجوود در عصواره 

شده از گونه منتخب را به خوود اخوتوصواص      متانولی استخرا 

 است.  داده

و آسپرژیلوس توبینوجونوسویوس رشد  نتایج میانگین قطر هاله عدم:  5جدول 

بواسویولووس در اثر فعالیت ضدقارچی گونه منتخب کوروای  فوزاریوم فوجی
در محیط کشت بهینه حاوی بهترین منمع کربن )گلوکز(، بهتریون تویوننسیس 

درجه سلسویووس، در   3خنثی در دمای  pHمنمع نیتروژن )عصاره مخمر(، 

 .ساعت گرماگ اری 2 و 84، 28فواصد زمانی 

 فوزاریوم فوجی کوروای آسپرژیلوس توبینجنسیس زمان

  0/265b  28 ± 0/265b ± 29  ساعت 28

  0/265a  30 ± 0/265a ± 31  ساعت 84

  0/265c 12 ± 0/265c ± 13  ساعت 2 

های موخوتولو  را  دار بین گروه ردی ، اختلاف معنی حروف نامتشابه در هر

 (. ≥ 0/05p( دهد نشان می

های ضدقارچی گونه منتخب با اسوتودواده از   ( آنالیزمتابولیت

نتایوج حواصود :  طی  سنج جرمی-کروماتوگرافی گازی روش

عصاره متانولوی طی  سنج جرمی   -کروماتوگرافی گازی  ازآنالیز

، با مقایسه مشخصات و بوا باسیلوس توینسیسشده از  استخرا 

، 22،21،21،24، 20،1) منابع و موقوالات شومواره مراجعه به 

  داده نشوان 8و3، 2،1( و با توجه به شوکود شومواره 31و30

  است. شده

      1، تورکویوب شومواره باسیلوس تویوننوسویوسگونه منتخب 

(، چووهووارموویوون پوویووک شوواخووص، بووا نووام                      3)شووکوود

3 ,8,8 -Trimethoxy-3-piperidyl-2,2 -binaphthalene-

 tetrone-1,1 ,4,4   7 و فرمول مولکولیN 25H28C  فواکوتوور

، )کوه RMF ( 85( فاکتور تطاب  معکوس   و  643 )MF(تطاب  

منحنی کروماتوگرام عصاره متانوولوی موتوابوولویوت ضودقوارچوی :  1  شکد

 تویوننسیس. باسیلوسشده از  استخرا 

سنجی جرمی مربوط به عصاره متانولی استخرا    کروماتوگرام طی :   2شکد 

هوا دراین نمودار شدت نسمی یون  باسیلوس تویوننسیسشده از گونه منتخب 

ترین پیک بوده  است که بلند  ترین حالت نرمال شدهفراوان به   m/z = 57/1در 

و سوومویون    m/z =647/4و به پیک مادر معروف است. دومین پیک بلند در

 = m/zاست. هم نین یون مولکولی در نرمال شده    m/z =316/2پیک بلند در

  است. ( مشاهده شده m/z)بیشترین میزان    647/4



 الدین و همکاران.کوثرسادات شجا   .باسیلوس تویوننسیستوسط  فوزاریوم فوجیکوروایو  آسپرژیلوس توبینجنسیسبررسی مهار رشد قارچ  .1803ها، سال هددهخ شماره اول بهار  دنیای میکروب

54 

 بواسویولووسشده از گونه مونوتوخوب  عصاره متانولی تخلیص

گرم در لویوتور،  0/05، در محیط کشت بهینه )گلوکزتویوننسیس

خنوثوی و  pHگرم در لیتر(، 1گرم در لیتر، نمک 1عصاره مخمر

سواعوت  84درجه سلسیوس به مدت   3گرماگ اری در دمای 

فووزاریووم فووجوی و  آسپرژیلوس توبینجنسیسعلیه دو قارچ 
مترگوزارش  میلی 32±0/   265و   33±0/265ترتیب که به کوروای

نسمت به میانگین قوطور هوالوه عودم رشود (.  ≥0/05p)   شد

برا  علیه دو قوارچ   ساعته در محیط نوترینت 28سوسپانسیون 

کوه  فوزاریوم فووجوی کووروایو آسپرژیلوس توبینجنسیس 

موتور بوود، افوزایوش  میولوی 25±0/265و 26±0/265ترتیب  به

چنین نسمت به میانگیون قوطور  . هخ( ≥0/05p) معناداری داشت 

ساعته گونه منتخب  84ساعته و  28رشد سوسپانسیون  هاله عدم

کشت بوهویونوه )گولووکوز و   در محیط تویوننسیس  باسیلوس

درجوه   3خنثی و گرماگ اری در دموای  pH  مخمر( و عصاره

تورتویوب     کوه بوهآسپرژیلوس توبینجنسویوس سلسیوس، علیه 

و عولویوه  ( ≥0/05p) متر بوود  میلی  31±0/265و 21  0/265±

 30±0/265و 24  ±0/265ترتیب که به فوزاریوم فوجی کوروای

بوود، رونود افوزایشوی و افوزایوش           (  ≥0/05p) موتور  میولوی

 .معناداری داشت

)لیپوپپتید  1سنجی جرمی مربوط به ترکیب شماره کروماتوگرام طی :  3شکد 

شده از گوونوه مونوتوخوب  شده از عصاره متانولی استخرا  حلقوی( شناسایی

 m/z =149ها در است که در این نمودار شدت نسمی یونباسیلوس تویننسیس 

است که بلند ترین پیک بوده و به پیک مادر  ترین حالت نرمال شده به فراوان 

 m/zو سومین پیک بلنود در    m/z =57معروف است و دومین پیک بلند در

 است. مشاهده شده    m/z =328است و یون مولکولی در نرمال شده 167=

، دومین پویوک شواخوص، 8در ادامه با توجه به شکد شماره 

 مولکوولوی با فرمول Normethadol-N-αبا نام  2ترکیب شماره 

N 27H20C تطاب   و فاکتور )MF (  682  معکوس  تطاب  و فاکتور

 )RMF  (685 موعوکووس  تطاب  تطاب  و فاکتور )که میزان فاکتور

اسوت کوه  قرار گرفوتوه   400تا  600این ترکیب در محدوده 

دهنده تطاب  خوب است( هم نین در زموان بوازداری  نشان

دقیقه یک لیپوپپتید حلقوی ضدقارچی با سطوح زیور  23/333

توانود  درصد تولید کرده است، که این ترکیب می 3 /5منحنی 

جز ی از مواد تشکید دهنده ترکیمات ضودقوارچوی موانونود 

فنجسین، سورفاکتین و یا ایتورین باشد. که این ترکیب درصود 

کمی از لیپوپپتیدهای حلقوی موجود در عصواره موتوانوولوی 

استخرا  شده از گونه منتخب را به خود اختصاص داده است. 

  حلقوی در عصواره   دهد که دو ترکیب لیپوپپتید نتایج نشان می

 باسیلوس تویوننوسویوسشده از گونه منتخب  متانولی استخرا 

درصد از عصاره را بوه  64/33شده است که مجموعا  شناسایی 

 دهد. خود اختصاص می

سوازی  ز( بررسی فعالیت ضدقارچی عصاره متانولی خوالوص

طم  نتابج گ اری:  شده از باسیلوس تویونسیس با روش چاهک

(، میانگین قطرهاله عدم رشد حواصود از 5آمده )شکد دستبه

)لیپوپپتید 2مربوط به ترکیب شماره کرومانوگرام طی  سنجی جرمی :  8شکد 

 شده، از گونوه مونوتوخوب شده از عصاره متانولی استخرا  حلقوی( شناسایی
 m/zها در ارا ه شده که دراین نمودار شدت نسمی یون باسیلوس تویوننسیس

ترین پیک بوده و به پیک  است که بلند  ترین حالت نرمال شده به فراوان   58=

 m/zو سومین پیک بلند در  m/z =91 مادر معروف است. دومین پیک بلند در

  است. مشاهده شده   m/z =277است و یون مولکولی در نرمال شده 115=
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 بح    

گویواهوی، بوه کوموک                   زای     زیستی عووامود بویومواری                    کنترل     

هوای       کوش    ها، روش جایگزین مناسمی برای آفت                                 میکروارگانیسخ             

ها، با توولویود                باسیلوس       مانند           ها    شیمیایی است. برخی از باکتری                           

هوای       در ممارزه بوا قوارچ                   های ضدقارچی، نقش مهمی                       متابولیت        

 (.  23گیاهی دارند )                 زای     بیماری      

گونه باکتری بومی جوداشوده از خواک                                  60در این پژوهش از                 

  باسیلوس       به عنوان              گونه      80، تعداد         های جنگلی شهر تهران                     پارک    

شودنود.         )گرم مثمت، هوازی، اسپوردار، کاتالاز مثمت( شناسایی                                                  

هوا بوا         آزمون تکمیلی شامد بررسی فعالیت ضدقارچی گوونوه                                           

از این تعداد، پونو                        داد که        گ اری، نشان             استداده از روش چاهک                   

گونه دارای فعالیت ضدقارچی بوده که در تکورارهوای بوعودی                                                    

و     RPM160طی گرماگ اری با دور                         تویوننسیس             باسیلوس       گونه      

ساعت، بویوشوتوریون                 28درجه سلسیوس و به مدت                         3دمای      

رشد         ی عدم       فعالیت ضدقارچی را به ترتیب با میانگین قطر هاله                                              

عولویوه دو قوارچ              (     p≥0/05متر)      میلی      25±0/265  و   0±26/   265

فوزاریوم          )عامد پوسیدگی کشمش( و                       آسپرژیلوس توبینجنسیس                      

داد         )عامد پوسیدگی طوقه و ریشه برنج( نشوان                                      فوجی کوروای           

موقوایسوه تووالوی                                      شود.       عنوان گونه منتخب، بورگوزیوده                         و به    

16S rRNA                                      11/40، رسخ درخت فیلوژنتیکی این گونه شماهت  

  ، (. ایون بواکوتوری             16دارد )      باسیلوس تویوننسیس                   درصدی به          

هوای       دار بوده که از زیرگونه                        شکد، کاتالاز مثمت و اسپور                          ای      میله    

است که درخواک،                 (Bacillus cereus)  باسیلوس سر وس             گروه        

شود و از آن               محصولات کشاورزی و دریاهای عمی  یافت می                                     

زیستی و کمک به رشد                      عنوان پروبیوتیک درخوراک دام، کنترل                                  به  

شوود.        شوری استداده می                   تنش     از جمله             سخت       گیاه تحت شرایط              

این باکتری هوازی، متحرک و قادر به رشد در دماهای پوایویون                                                                 

  .(   28 ( نموک اسوت )            4سلسیوس( و غل ت بالای )                       درجه        8)   

بیشترین فعالیت ضدقارچوی                          تویوننسیس             باسیلوس       گونه منتخب            

عنوان بهتوریون              در محیط نوترینت برا  حاوی گلوکز به                                      خود را      

  pHعنوان بهترین منمع نویوتوروژن،                            منمع کربن، عصاره مخمر به                        

  84در مودت زموان               RPM160گرماگ اری با دور                  ( و      خنثی )      

 درجه سلسیوس از خود نشان داد.                               3ساعت و دمای             

فوزاریووم )ال ( و    آسپرژیلوس توبینجنسیسرشد   ی عدم قطر هاله:  5شکد 

تخلیص شده از   )ب( در اثر فعالیت ضدقارچی عصاره متانولیفوجی کوروای 

در محیط کشت بهینه )گلوکز و عصواره  تویوننسیس  باسیلوس گونه منتخب

ساعت )کونوتورل  84درجه سلسیوس، به مدت   3خنثی و دمای  pHمخمر(، 

مثمت( و رشد هر دو قارچ در اطراف چاهک حاوی آب مقطر سترون )کنترل 

 مندی(.

موراز        ای پلوی        واکنش زنجیره            :     ن( شناسایی مولکولی گونه منتخب                             

  بواسویولووس       گونه مونوتوخوب              16S rRNAجهت تکثیر قطعه                

  انجام گردید. پس از انجام بلاستویونو  در درگواه                                           تویوننسیس         

NC I       بواسویولووس         منتخب  بوه           درصدی گونه              11/40شماهت

 تایید شد.         تویوننسیس           

با استدواده تویوننسیس   باسیلوسرسخ درخت فیلوژنی گونه منتخب :  6شکد 

 . ootstap 1000و  2همسایگی  -الگوریتخ اتصال و  Mega6از نرم افزار 
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های ضدقارچی تولیدشده توسط گونه منتخب                                        تخلیص متابولیت              

به کمک حلال متانول انجام و شناسایی و                                       تویوننسیس             باسیلوس       

تعیین ساختار نمونه مجهول به کمک روش کورومواتووگورافوی                                                  

دهنده آن بودکه ترکیب لیپوپپتید                                    طی  سنج جرمی نشان                   -گازی    

، در زموان           7N 25H28Cبا فرمول مولکوولوی                    1حلقوی شماره           

درصود و          62/6دقیقه و سطح زیرمنحونوی                        24/111بازداری         

موولوکوولوی           بوا فورموول            2حلقوی شومواره               ترکیب لیپوپپتید               

N 27H20C             دقیقه و سطح زیرمنحنی                        23/333داری        ، در زمان باز

درصد از عصاره متانولی                         64/33شد. مجموعا              درصد تولید            3 /5

شامد ترکیماتی بوا                    تویوننسیس             باسیلوس       از گونه منتخب                 حاصد      

ساختار لیپوپپتیدهای حلقوی گروه ایتورین از جمله ایوتووریون،                                                         

 (.  20باشد )        سورفاکتین و فنجسین می                     

شهر توهوران و               باسیلوس       های بومی            نتایج حاصد توانایی گونه                       

هوای       را در مقابولوه بوا قوارچ                        ها  های تولیده توسط آن                    متابولیت        

دهد. از تحقیقات مشابه انجام شوده                                   زای گیاهی نشان می                   بیماری      

توان به مووارد زیور                     ها می       باسیلوس         در مورد خواص ضدقارچی                    

 کرد:                        اشاره     

ای      به مطوالوعوه           2018و همکاران در سال                    Noorkhan)( نورخان        

در بورابور            باسیلوس       های       مشابه بر روی فعالیت ضدقارچی گونه                                

در        های مورد استودواده آن                     و تجزیه و تحلید مکانیسخ                         فوزاریوم        

زیستی پرداختند. این بررسوی روی چوهوار گوونوه از                                              کنترل     

 Basillus simple    -   ،    Basillusهوووای     بووواسووویووولووووس       

simple    ،Basillussimple       وBasillussubtilis    -  

با میانگین قوطور                   -    B.subtillisدادکه         نشان      شد..نتایج           انجام     

موثرترین اثر ضدقارچی را بور روی                                    متر     میلی      15رشد       هاله عدم        

دارد که در مقایسه با نتایج تحقی  حاضر و بوا                                              فوزاریوم        قارچ      

منتخب تحقیو                باسیلوس       رشد         استناد به میانگین قطر هاله عدم                                

متر(، نسموت              میلی    25)   فوزاریوم فوجی کوروای                      حاضر علیه قارچ                

منتخب تحقی  نورخوان                    باسیلوس         رشد       به میانگین قطرهاله عدم                        

قارچی بیشوتوری داشوتوه                      متر(، فعالیت ضد                 میلی    15و همکاران )           

هوای       تواند به دلید تولید بیشترموتوابوولویوت                                   است.این تداوت می                  

منتخب تحقویو  حواضور بواشود.                          باسیلوس       ضدقارچی توسط              

   3و دمای بهینوه                 pHعنوان بهینه             ( را به        خنثی )         pHهم نین      

کردند که منجر به افزایش توولویود                                   درجه سلسیوس را گزارش                    

شود که ایون              می  باسیلوس         قارچی توسط گونه                   های ضد        متابولیت        

 (.  12نتایج همسو با نتایج تحقی  حاضراست )                                   

ای مشوابوه            مطالعه           2014و همکاران در سال                    (ydele )اویدله        

باسویولووس سووبوتویولویوس                    جهت ارزیابی فعالیت ضدقارچی                            
(Basillus subtilis)     دادند. نتایج نشوان                     شده از خاک انجام                    جدا

قوارچوی         عملوکورد ضود           باسیلوس سوبتیلیس                های       داد که جدایه              

  11رشد         با میانگین قطر هاله عدم                         آسپرژیلوس             خوبی علیه قارچ              

که در مقایسه با نتایج تحقی  حاضر و با استناد به                                                 متر دارد.             میلی    

منتخب تحقیو  حواضور                  باسیلوس         رشد       عدم       میانگین قطر هاله                  

متر( نسوموت بوه                میلی      26)   آسپرژیلوس توبینجنسیس                        علیه قارچ         

منتخب تحقی  اویدلوه و                        باسیلوس       رشد         میانگین قطر هاله عدم                    

متر( فعالیت ضدقارچی بیشتری داشته اسوت.                                         میلی    11همکاران )         

های ضدقارچی               تواند به دلید تولید بیشترمتابولیت                                   این تداوت می            

بهینوه          pHمنتخب تحقی  حاضر باشد. هم نین                               باسیلوس       توسط      

عنوان بهتریون              درجه سلسیوس، گلوکز را به                           3(، دمای بهینه                )   

سواعوت        84توا      28منمع کربن و بهینه مدت زمان گرماگ اری                                      

قوارچوی         های ضود        کردند که منجر به افزایش متابولیت                                    گزارش     

شود، که این نتایج همسو با نوتوایوج                                   می    باسیلوس       توسط جدایه            

 (.  23تحقی  حاضراست )               

ای مشوابوه            مطوالوعوه        2020و همکاران در سال                    (Rong)رون       

بواسویولووس سوافونوسویوس                                       قارچی         جهت ارزیابی فعالیت ضد                     
   ( Bacillus  afensis                کوش جوهوت          عنوان آفوت         و کاربرد آن به

دهد کوه          دادند. نتایج نشان می                      کنترل بیماری بلاست برنج انجام                            

این سویه و ترکیمات ضدقارچی آن پتانسید تمدید شدن به یوک                                                       

زیستی بیماری بلاست بورنوج را                             زیستی جهت کنترل                 آفت کش      

 (.  25دارد )      

ای      مطوالوعوه        2016در سال      و همکاران             (Mohammadi)محمدی       

  باسیلوس سوبتیولویوس                مشابه بر روی فعالیت ضدقارچی جدایه                                   

فوزاریوم مونیلیدورم                     زا      های بیماری            کننده ایتورین علیه قارچ                         تولید     
ها به خوبی تووانسوتونود                       جدایه       .دادند       انجام       ورتیسیلیوم داهلی                و   

ضدقارچی تولیدکنند و کاندیدای مناسوموی بورای                                              های     متابولیت        

هومو ونویون          زای گیاهی باشند                 های بیماری              کنترل زیستی قارچ                
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عونووان       عنوان منمع کربن بهینه و عصاره مخمر را بوه                                        گلوکز را به           

که منجر به افوزایوش توولویود                             کردند       منمع نیتروژن بهینه گزارش                        

شود.که این              می    باسیلوس       های ضدقارچی توسط جدایه                          متابولیت        

 (.      16نتایج همسو با نتایج تحقی  حاضراست )                                   

ای مشوابوه            مطالعوه         2013همکاران در سال              و     (ahedi )زاهدی       

موولود      تویوونونوسویوس               باسیلوس         جهت جداسازی و شناسایی                     

لیپوپپتیدهای ضدقارچی از منابع محیطی انجام دادند در نتیوجوه                                                          

قوارچوی تووسوط              هوای ضود        این مطالعه، میزان تولید متابولیت                                

  آسوپورژیولووس نوایوجور               علیوه قوارچ             باسیلوس تویوننسیس                 

(Aspergillus niger)                             ،رونود          در دو روز بعد از گورمواگو اری

قوارچوی جوزو دسوتوه                  های ضد          افزایشی داشته )زیرا لیپوپپتید                             

در فواز            ثانویه هستند و در انتهای فاز لگاریتمی و                                           های   متابولیت        

و از روز سووم بوه                     شوند(       سکون چرخه رشد باکتری تولید می                             

است )این امر می تووانود                         را از خود نشان داده                       بعد روند کاهشی              

های سوموی           به علت ورود باکتری به فاز مر  و تولید متابولیت                                              

 (.  26باشد( که این نتایج همسو با نتایج تحقی  حاضراست )                                                

  2009و همکاران در سوال                    (Selseleh  akeri)    سلسله  اکری           

بواسویولووس         قارچی         ای مشابه جهت ارزیابی فعالیت ضد                                مطالعه      
و     ورتیسلیوم داهلوی               زای گیاهی             بیماری          های     علیه گونه         سر وس       

انجام دادنود.                (hytophthora infestans )    فیتوفتورا ایندستانس                   

  توانند از رشود               های آن می           نتایج نشان داد این باکتری و متابولیت                                    

عونووان       ن ر جلوگیری کنند. هم نین پپتون را به                                        های مورد        قارچ    

ترین منمع نیتروژن گزارش کردند که منجر بوه افوزایوش                                                   مناسب     

شوود.        می    باسیلوس       های ضدقارچی توسط جدایه                        تولید متابولیت              

که این یافته با نتایج تحقی  حاضر تداوت دارد. ایون تودواوت                                                        

های ضودقوارچوی               تواند به علت رشد بهتر و تولید متابولیت                                        می  

بررسی دراین تحقیو                        منتخب مورد            باسیلوس       بیشتر توسط گونه                 

عنوان بهوتوریون مونوموع                   کشت دارای عصاره مخمر به                         در محیط       

 (.   2نیتروژن باشد )              

ای مشوابوه بوا               مطالعه           2017و همکاران در سال                   (arei )زارعی     

جوهوت     جرمی          سنج     طی      -گازی      کروماتوگرافی            استداده از آنالیز                   

شوده از          شناسایی ترکیمات موجود در عصاره متانولی تخلویوص                                            

  11از ترکیمات، مربوط بوه                      درصد         6ها انجام دادند.                 باسیلوس       

ماده شیمیایی بود. که بیشترین ترکیمات  موجود در این عصواره                                                          

درصود و زموان                2با میوزان            Gamma-terpineneمربوط به          

بوا      Phenol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl)دقیقه و         12بازداری         

توانود         دقیقه، است که می                  35/ 2درصد و زمان بازداری                        میزان       

تشکید دهنده بخشی از ساختار لیپوپپتیدهای ضدقارچی گوروه                                                      

ایتورین )ایتورین، فنجسین و سورفاکتین( باشند. و در مقایسه با                                                             

 (، درصد کوموتوری را گوزارش                         64/33نتایج تحقی  حاضر )                  

این ترکیمات دارای خواص ضدقارچی بووده، کوه بوا                                              اند.      کرده    

ایجاد مند  روی غشای قارچ و افزایش ندودپ یری آن، موجوب                                                      

 (.    20شوند )        مر  سلول قارچ می                

ای      مطالعه        2023و همکاران درسال                    (oilybayeva )کویلی بایوا           

های تولیودشوده تووسوط                     مشابه جهت ارزیابی و آنالیز متابولیت                                   

با استودواده از کورمواتووگورافوی                                         باسیلوس           های     برخی از گونه            

ها نشوان           دادند. تجزیه و تحلید                        جرمی انجام                سنج     طی      -گازی    

ها شامد ترکویوموات                   باسیلوس       داد که ترکیمات تولید شده توسط                               

هوای چورب،            ها، لیپوپپتیدها، اسیود                       ها، الکد          مختلدی مانند: کتون                  

های مختل              این ترکیمات در گونه                     ها است. عملکرد                ها و استر           اتر   

های مختولودوی در زمویونوه                       متداوت است که کاربرد                    باسیلوس         

میکروبی، صونوعوتوی،                   ضد  های         نگهداری مواد غ ایی، فعالیت                          

عنوان عوامد کنترل زیستی دارنود. در                                   زیست پالایی و حتی به                   

های مختلو  از گوونوه                     با غل ت             هشت ترکیب شیمیایی                   ادامه     

شناسایی شد. که بیشتوریون تورکویوموات                                  باسیلوس تویوننسیس                 

درصود و زموان بوازداری                       34/25با میزان            Acetoin  مربوط به        

درصد و زموان                16/1با میزان            butanedione-2,3  دقیقه،        6/286

درصد و          40/ با میزان            butanediol-2,3دقیقه،            2/265بازداری         

دقیقه است.عملکرد هور کودام از ایون                                     1/846زمان بازداری              

 . ( 24) دیگر متداوت است                   ترکیمات با هخ             

ای مشابه جوهوت                مطالعه        2021در سال        و همکاران             (Nas)ناس     

های فعال زیستی تولیودشوده تووسوط                                تجزیه و تحلید متابولیت                      

طیو        -به کمک روش کروماتوگرافی گازی                            باسیلوس         های       گونه    

ترکیب شناسایی شدند کوه                         56ادامه           سنج جرمی انجام دادند. در                        

شامد ترکیمات استر، اسیدچرب، اتر و لیپوپپتید هستند. که چنین                                                            

ای                        های بویوولووژیوکوی و دارویوی گسوتورده                               ترکیماتی کاربرد               
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 . ( 21دارند )       

 

 گیری    نتیجه     

آمده در این مطالعه و همسو بودن ایون                                      دست   با توجه به نتایج به                   

کورد کوه،             گیری      توان نتیجه          شده می          نتایج با سایر مطالعات ارا ه                           

های بومی مناط  جنگلی شهر تهران، منابع با پتاسید بوالا                                                       خاک   

های ضد          هایی با توانایی تولید متابولیت                                جهت جداسازی باکتری                  

بووموی          هوای     باشند. هم نین تاییدی بر توانایی گونه                                      قارچی می          

، در موموارزه بوا                  باسیلوس تویوننوسویوس                 ژه جنس          وی  کشور به       

توان از آن در جوهوت                     های بیماریزای گیاهی است، که می                                قارچ    

های زیستی استداده نموود. ایون                             کنترل زیستی و تهیه قارچ کش                          

هوا      کوش    لیپوپپتیدهای ضدقارچی مزایای زیادی نسمت سایر آفت                                               

دارند، از جمله سمی بودن کمتر، توجوزیوه زیسوتوی بوالا و                                                 

تواند جوایوگوزیون                 خصوصیات سازگار با محیط زیست که می                                 

های شیمیایی، باشنود. ضومون ایونوکوه                                 کش    مناسمی برای قارچ                

ی اقتصادی تولید اینگونه از محصولات و جلوگویوری از                                                  صرفه    

خرو  ارز از کشور در ازای خرید محصولات مشابه از مونوابوع                                                     

ای      توان با استداده از توانمندی و  دانوش پوایوه                                        خارجی را می           

 موجود در کشور اشاعه داد.                        
 

 م   ات اخ قی            

نویسندگان این مقاله پژوهشی کلیه نکات اخلاقی اعخ از سرقت                                                        

 اند.      ها را رعایت کرده                  ادبی، عدم انتشار دوگانه و تحری  داده                                    

 

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از سرکار خانخ دکتر عدیمی استاد توانمنود                                                            

گروه قارچ شناسی دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم پوزشوکوی                                                     

تهران، به دلید همکاری صمیمانه شان در این پروژه، نوهوایوت                                                       

 تشکر و قدردانی را دارند.                        

 

 تعار  منافع           

 وجود ندارد.           
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