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 21/45/16تاریخ پذیرش:    20/40/10تاریخ دریافت: 

 چکیده

به عنوان یکی از راههای جانشین ها،  ها به عنوان آنتاگونیست بیمارگر های اخیر، استفاده از میکروارگانیسم در سال

توانند به  های باکتریایی هستند که می ها از مهمترین گروه است. اکتینومیست قرار گرفته سموم شیمیایی مورد توجه 

ها مؤثر باشند. این پژوهش شامل جداسازی، شناسایی و بررسی فعالیت ضدمیکروبی  عنوان عوامل زیستی علیه بیمارگر

 Fusarium oxysporum ،Xanthomonasگیاهی   های جداسازی شده از خاک علیه سه نمونه بیمارگر اکتینومیست

campestris  وErwinia amylovora و  آگار کازئین های نشاسته های اکتینومیست روی محیط کشت . سویهبود

آگار جداسازی شدند. غربالگری فعالیت ضدمیکروبی آنها در ابتدا به کمک کشت تقاطعی در برابر  کازئین گلیسرول

های  اکتینومیست براساس ویژگی جدایه 51ت و تخمیری مختلف انجام شد. کش های پیش ها و سپس در محیط بیمارگر

سویه دارای  8ها انتخاب شدند. غربالگری اولیه نشان داد که  فنوتیپی برای سنجش فعالیت ضدمیکروبی در برابر بیمارگر

د بیمارگر مورد برحسب اندازه هاله عدم رشاین موضوع که  بودند اثر ضدمیکروبی در برابر حداقل یک بیمارگر 

ها استفاده از محیط دارای  که در برخی سویهدادهای تخمیری مختلف نشان  سنجش قرار گرفت. استفاده از محیط

های  شناسایی شدند که متعلق به گونه SrRNA51. سه سویه براساس ژن سرول هاله بازدارندگی را افزایش دادگلی

کشت تخمیری دارای  ات و شرایط محیط کشت نشان داد که محیطسازی ترکیب بهینه. بودند  .Streptomyces spجنس

خنثی سبب بالاترین هاله مهار کنندگی رشد بیمارگر  pHگراد و  درجه سانتی 51گلیسرول و عصاره سویا در دمای 

X.campestris  16در حضور جدایهASC .و  یسازی ترکیبات ضد میکروب خالصسبب مطالعات آینده می تواند  شد

 شود. ازی شرایط تولید آن به منظور کاربرد صنعتی این سویه ها در کنترل آفات در کشاورزیس بهینه

 

 فعالیت ضدمیکروبی  کنترل زیستی،  ،گیاهیهای  بیمارگر ،یستاکتینوم  :ها کلید واژه

 

 

 مقدمه

های گیاهی هستند که در  گیاهی عامل بیماری های  بیمارگر

کنند و در  اد میایجاختلال تولید محصولات کشاورزی 

 درشوند.  ن یک نگرانی عمده محسوب میسراسر جها

از ها   بیمارگرهای صورت گرفته، میزان خسارت این  بررسی

در حال % در کشورهای 64% در کشورهای غربی تا حدود 26

. با توجه به افزایش جمعیت توسعه تخمین زده شده است
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محصولات  تولید به منظورهای گیاهی  جهانی، کنترل بیماری

 ,.Gohel et al) اهمیت بالایی داردکشاورزی بیشتر 

استفاده از مواد  ،های مقابله ترین راه یکی از عمده. (2006

هاست که در طولانی مدت نه  کش شیمیایی مثل سموم و آفت

بلکه تجمع  ،گردند تنها سبب ایجاد عوامل بیماریزای مقاوم می

 های طبیعی رخهاین مواد در محیط زیست و ورودشان به چ

. (Moosavi et al., 2011) برای انسان نیز خطرساز است

های  بنابراین تحقیقات برای استفاده از میکروارگانیسم

 در برابر زیستیکننده  بیماریزا به عنوان عوامل کنترل غیر

امیدوارکننده محسوب  راهکارگیاهی یک های   بیمارگر

مواد  در برابرها آنبرای جایگزینی  یشود و گزینه مناسب می

 ,Talubnak and Soytong)شود  محسوب میشیمیایی 

ها و  متنوعی درباره استفاده از باکتری های مثال(. 2010

 Pal) کننده زیستی وجود دارد ها به عنوان عوامل کنترل قارچ

and McSpadden, 2006 .)ترین  یکی از اصلی

های   رگربیماتوانند آنتاگونیست  های باکتریایی که می گروه

 14444در میان  .باشند  ها می گیاهی واقع شوند، اکتینومیست

ها، بیش  ترکیب ضدمیکروبی تولید شده توسط میکروارگانیسم

آمده است که  دست بهها  % این ترکیبات از اکتینومیست64از 

بیش از دو سوم آنها برای مصارف کشاورزی مورد استفاده 

 (.Evangelista-Martínez, 2014) گیرند قرار می

های آنزیمی این گروه از  های متعددی درباره ویژگی پژوهش

قارچی آنها به  باکتریایی و ضد ها و خواص ضد میکروارگانیسم

 ,Jeffry) انجام پذیرفته است  Streptomycesویژه جنس

2008 .) 

Streptomyces های گرم مثبت، هوازی و  ها باکتری

 molانین و سیتوزین بالا )رشته ای و دارای ژنوم با محتوای گو

تلاش برای  (.Lanoot et al., 2004باشند ) ( می51ـ %33

های جدید که قابلیت کاربرد در بیوتکنولوژی  جستجوی گونه

(. Fiedler et al., 2005را داشته باشند، ادامه دارد )

 از های متفاوتی شکل به Streptomycesهای جنس  باکتری

کنند  های بیمارگر محافظت می یسممیکروارگان در برابرگیاهان 

(El-Tarabily and Sivasithamparam, 2006 .)

پراکندگی آنها در خاک به پارامترهای مختلفی مانند نوع 

آلی، شوری، رطوبت نسبی و دما  خاک، میزان اکسیژن، مواد

 (.McCarthy and Williams, 1990بستگی دارد )

مختلف  مناطق یها Streptomycesهای  بررسی ویژگی

فعالیت مهم برای شناسایی منابع تجاری جدید  کجغرافیایی ی

به عنوان مثال . شیمیایی می باشدباارزش ژنتیکی و بیو

Streptomyces griseus  یک ترکیب ضدمیکروبی تولید

کند که در کنترل پژمردگی فوزاریومی در گیاه گوجه  می

 Anitha andاست ) گرفتهقرار فرنگی مورد استفاده 

Rebeeth, 2009تاگونیستی نفعالیت آای دیگر  (. در مطالعه

در برابر بیمارگرهای  Streptomycesهای  برخی سویه

 Fusarium oxysporum ،Rhizoctoniaقارچی مانند 

solani  وCurvularia lunata  نشان داده شده است

(Sowndhararajan and Kang, 2012.)  در تحقیقات

ایجاد هاله بازدارندگی بیمارگرهای مشابه تاثیر متغیر زمان در 

 Streptomycesه های مختلف سوی رقارچی در حضو

 (.Evangelista-Martínez, 2014بررسی شده است )

 اکتینومیست های جدایه هدف از مطالعه حاضر، غربالگری

 اساسها براک جنگلی و کوهستانی، شناسایی آندو نمونه خ از

همچنین و مولکولی، و  ، بیوشیمیاییکیهای مورفولوژی ویژگی

 های  بیمارگرها علیه برخی فعالیت ضدمیکروبی آن بررسی

  گیاهی در شرایط آزمایشگاهی است.

 

 ها مواد و روش
 گیاهی مورد مطالعه:های   بیمارگر

 Erwinia amylovoraهای باکتریایی سویه

ATCC 49946  ،Xanthomonas campestris 

ATCC13951 چ قار وPTCC5115  Fusarium 

oxysporum از  گیاهی مورد مطالعه های  بیمارگره عنوان ب
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ای  مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران و مرکز منطقه

قارچ  تهیه شدند. (PTCCقارچها و باکتریهای صنعتی ایران )

F. oxysporum محیط کشت روی (PDA)Potato 

dextrose agar   روی ها باکتریو ( محیطNA) 

Nutrient agar درجه   34 شت داده شدند و در دمایک

های مورد نظر به منظور  شدند. سویه نگهداریگراد  سانتی

گراد  درجه سانتی 0در دمای مطالعه در مراحل بعدی 

 نگهداری شدند.

 خاک های و کشت باکترینمونه برداری 

منطقه  :برداری خاک از دو منطقه مختلف ایران نمونه

دریه خراسان جنوبی و کوهستانی کدکن واقع در تربت حی

منطقه پارک جنگلی تلار واقع در شمال ایران با رعایت 

خاک در متری  سانتی 14برداری از عمق  شرایط نمونه

ها برای انجام  صورت گرفت. نمونه سترونهای  فالکون

گراد  درجه سانتی 0های بعدی در دمای  و بررسی ها آزمایش

 نگهداری شدند.

سرم لیتر  میلی 14 شد و باگرم خاک وزن  14 در ابتدا

دقیقه در شیکر  34فیزیولوژی مخلوط شده و به مدت 

قرار داده  rpm 164با دور گراد  درجه سانتی 34انکوباتور 

ها از ذرات خاک جداسازی شوند. به منظور  شد تا باکتری

 14-5تا  14-1ی ها از نمونه خاک رقت ،ها تفکیک بهتر پرگنه

رشد  های تند باکتری فعالیت ی ازبه منظور جلوگیر تهیه شد و

 16ها به مدت  یستتحریک رویش اسپور اکتینومهمچنین و 

به عنوان گراد  درجه سانتی 56دقیقه در حمام آب گرم 

از هر لیتر  میکرو 144س تیمار دمایی قرار گرفتند. سپ پیش

و  1ین آگارئنشاسته کاز های رقت روی محیط کشت

رار از هر کدام تلقیح شد و با سه تک 2ین آگارئگلیسرول کاز

گراد  درجه سانتی 26 هفته در دمای 0 تا 2به مدت 

محیط  .(Shetty et al., 2014) گرماگذاری شدند

                                                           
1  - Starch Casein Agar 

2  - Glycerol Casein Agar 

(، 3/4کازئین ) (،14آگار شامل نشاسته ) کازیین نشاسته

(، دی 2کلرید ) (، سدیم2نیترات ) پتاسیم

هیدراته  3سولفات  (، منیزیوم2فسفات ) هیدروژن پتاسیم

هیدراته  3سولفات  (، آهن42/4کربنات ) (، کلسیم46/4)

( Kuster and Williams, 1964) (11و آگار ) (41/4)

 14حاوی گلیسرول ) آگار ینئکاز و محیط گلیسرول

(، 2) کلرید (، سدیم2) نیترات (، پتاسیم3/4) (، کازئینلیتر میلی

هیدراته  3 سولفات (، منیزیوم2فسفات ) هیدروژن پتاسیم دی

هیدراته  3 سولفات (، آهن42/4کربنات ) (، کلسیم46/4)

 El-Nakeeb and) بود( 11( و آگار )41/4)

Lechevalier, 1963.)  مقادیر ذکر شده در داخل پرانتز

. به منظور جلوگیری از رشد قارچ، استبرحسب گرم بر لیتر 

بیوتیک ضدقارچی  آنتیلیتر  میکروگرم/میلی 144

به  میکرومتر22/4با فیلتر  کردن نستروسیکلوهگزامید پس از 

 محیط کشت اضافه گردید.

 های اکتینومیست: میکروبی جدایه فعالیت ضد

از طریق کشت خطی در  های اکتینومیست جدایه

سازی شدند.  های حاوی محیط کشت اولیه خالص پلیت

غربالگری اولیه به منظور بررسی وجود ترکیبات 

در محیط کشت  های اکتینومیست میکروبی در جدایه ضد

 انجام پذیرفت. به روش کشت تقاطعی و 3مولر هینتون آگار

 مک فارلند 6/4های اکتینومیست به اندازه رقت  ابتدا جدایه

(cell/ml141 ×6/1 رقیق شد و به صورت یک خط )

درجه  26مستقیم در مرکز پلیت کشت و در دمای 

 تا زمان لازم برای رشد جدایه گرماگذاری شد.گراد  سانتی

پس از طی این زمان، از نمونه بیمارگرهای مورد بررسی 

مک فارلند تهیه شده و به صورت خطوط عمود  6/4غلظت 

اکتینومیست، کشت داده شدند.  های بر خط کشت جدایه

به گراد  درجه سانتی 34های محیط کشت در دمای  پلیت

 Arifuzzaman et) گرماگذاری شدندساعت  20مدت 

                                                           
3  - Muller Hinton Agar (MHA) 
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al., 2010کننده رشد،  ت ایجاد هاله ممانعت( و در صور

متر اندازه گیری شد  میلی 1/4قطر هاله توسط کولیس با دقت 

(Fourati-Ben Fguira et al., 2005 هر آزمایش .)

 باشد.  شامل سه تکرار می

های پیش کشت و تخمیری  بررسی تاثیر محیط

 در تولید ترکیب ضدمیکروبی

وانند اثر ت با توجه به اینکه ترکیبات محیط کشت می

قابل توجهی در تولید ترکیبات ضدمیکروبی و اثر 

های اکتینومیست داشته باشند، تاثیر دو  آنتاگونیستی جدایه

( و سه محیط تخمیری )هیکی A, Bمحیط پیش کشت )

ترزنر، گلیسرول سویا و گلیسرول( مورد بررسی قرار 

به این منظور، در ابتدا سوسپانسیون اسپوری از هر  گرفت.

روز در  14ه تهیه گردید. در ابتدا هر جدایه به مدت جدای

گراد  درجه سانتی 26در دمای  1محیط هیکی ترزنرآگار

آب لیتر  میلی 14پس از طی این مدت،  گرماگذاری شد.

ریخته و با لوپ  روی سطح محیط کشت مقطر استریل

سطح پلیت خراشیده شد. اسپورهای معلق در آب به 

یر مواد محیط کشت و کمک یک گاز استریل از سا

میسیلیوم جداسازی گردید. سوسپانسیون اسپوری تهیه 

درجه  34دقیقه در شیکر انکوباتور  34شده به مدت 

 قرار گرفت. rpm 164با دور گراد  سانتی

از سوسپانسیون اسپوری لیتر  میلی 1در مرحله بعدی، 

و  Aاز هر محیط پیش کشت )لیتر  میلی 04تهیه شده به 

Bبا گراد  درجه سانتی 34د و در شیکر انکوباتور ( تلقیح ش

ساعت قرار گرفتند. محیط  32به مدت  rpm 164دور 

(، عصاره مالت 0شامل عصاره مخمر ) Aپیش کشت 

( و محیط پیش کشت Wink, 2002( )0) (، گلوکز14)

B ( 14(، گلیسرول )14(، عصاره مالت )14حاوی پپتون) 

(Reading and Cole, 1977 )ادیر ذکر شده . مقبود

محیط  pHباشد.  در داخل پرانتز برحسب گرم بر لیتر می

                                                           
1  - Hicky Tresner Agar 

های  از محیطلیتر  میلی 1سپس  .بودتنظیم شده  3ها  کشت

لیتر  میلی 24پیش کشت حاوی سویه در حال رشد به 

روز در  3های تخمیری تلقیح شدند و به مدت  محیط

 rpm164 و دور گراد  درجه سانتی 34شیکر انکوباتور 

محیط تخمیری هیکی ترزنر شامل:  اگذاری شدند.گرم

(، 2(، عصاره مخمر)1(، عصاره گوشت )14دکسترین )

 Kuster and( )42/4(، کلرید کبالت )2تریپتون )

Williams, 1964 2(، محیط تخمیری گلیسرول سویا 

(، کلرید سدیم 14(، عصاره سویا )14شامل گلیسرول )

 ,Reading and Cole( )1(، کربنات کلسیم )6)

(، و محیط تخمیری گلیسرول  حاوی گلیسرول 1977

(، دی پتاسیم هیدروژن 1(، کلرید سدیم )2(، تریپتون )34)

 Reading( )6/4هیدراته ) 3منیزیوم سولفات  1فسفات 

and Cole, 1977 )مقادیر ذکر شده در داخل  .بود

ها  محیط کشت pH پرانتز برحسب گرم بر لیتر بوده و

 .بودده تنظیم ش  3روی 

روز، به منظور جداسازی ترکیبات  3پس از گذشت 

به  rpm0444 های تخمیری با دور  ضد میکروبی، محیط

سانتریفیوژ گراد  درجه سانتی 0دقیقه در دمای  6مدت 

از مایع حاصل از سانتریفیوژ داخل میکرولیتر  144شدند. 

که در محیط کشت مولر متر  میلی 5هایی به قطر  چاهک

ایجاد شده بودند، ریخته شد.  بیمارگرار حاوی هینتون آگ

تا  20به مدت گراد  درجه سانتی 34ها در انکوباتور  پلیت

ساعت گرماگذاری شدند. قطر هاله عدم رشد در  01

گیری شد و  ها به وسیله کولیس اندازه اطراف چاهک

آمده، محیط پیش کشت و تخمیری  دست بهبراساس نتایج 

ضدمیکروبی جدایه  مناسب برای تولید ترکیب

 اکتینومیست ارزیابی شد.

 ها ویژگی بیوشیمیایی جدایه

                                                           
2  - Glycerol Soy meal 
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میکروبی را  هایی که بیشترین ترکیبات ضد جدایه

دمایی، تولید کردند، از نظر قابلیت رشد در شرایط مختلف 

pH ،قابلیت مصرف قندهایی مانند گلوکز، لاکتوز و ساکارز ،

، پروتئاز، آمیلاز و های هیدرولازی مانند ژلاتیناز آنزیموجود 

 ,Gulve and Deshmukh)سلولاز بررسی شدند 

2011.) 

با استفاده از  محیط کشت تخمیریسازی  بهینه

 متغیرهای مختلف محیطی

% V/W 1به منظور بررسی اثر منابع مختلف کربن، میزان 

از هر یک از منابع کربن مختلف مانند گلوگز، دکستروز، 

ده قرار گرفت. محیط تخمیری نشاسته و گلیسرول مورد استفا

گراد  درجه سانتی 34 حرارتدارای منابع کربنی مختلف در 

روزگرماگذاری شد. تولید  3به مدت  rpm 164با دور 

ترکیب ضدمیکروبی حاصل به وسیله روش انتشار در آگار 

های  گیری شد. پس از انتخاب بهترین منبع کربنی، غلظت اندازه

( آن بررسی V/Wدرصد ) 6/2و  2، 6/1، 1، 6/4مختلف 

شدند. اثر منابع مختلف نیتروژن با افزودن منابع مختلف شامل 

نیترات به  آمونیوم و مالت سویا و عصاره عصارهپپتون، 

به محیط کشت بهینه شده در مرحله قبل  V/W 2/4%میزان

بررسی شد. پس از انتخاب بهترین منبع نیتروژنی مؤثر بر تولید 

های مختلف منبع نیتروژنی  ر غلظتترکیب ضدمیکروبی، اث

درصد وزنی حجمی( مورد  2/1 و 1، 1/4، 5/4، 0/4، 2/4)

محیط کشت بر  pHبه منظور بررسی اثر  بررسی قرار گرفت.

تولید ترکیب ضدمیکروبی، بهینه محیط کشت از مرحله قبل با 

pH  ساخته شدند. به منظور بررسی اثر دما بر  1و  1، 3، 5های

، 16دمیکروبی، محیط تخمیری در دماهای تولید ترکیب ض

 rpm 164گراد و با دور  درجه سانتی 33و  34، 26، 24

 گرماگذاری شدند. 

 ها شناسایی مولکولی جدایه
های خالص  ژنومی از کشت تازه باکتری DNAاستخراج 

و براساس روش توضیح داده شده با استفاده از کیت 

(Qbiogene, MP Biomedicals, Illkirch, 

France)FastDNA
®
 SPIN Kit   انجام شد. بررسی

ژنومیک استخراج شده به وسیله ژل  DNA کمی و کیفی

% آگارز صورت پذیرفت. شناسایی 1الکتروفورز محتوی 

قدرت بیشترین جدایه اکتینومیستی انتخاب شده که دارای 

 Sمیزان مهارکنندگی بود، با تکثیر ژن و تعیین توالی ژن 

rRNA15 ده از آغازگرهای عمومی و با استفاF23  و

R1012  انجام گرفت. تکثیر ژنS rRNA15 با استفاده از 

مولار  میلی MgCl2، Buffer X14 ،2/4مولار  میلی 6/1

dNTP ،6/4 تک  واحد 5/4از هر آغازگر،  رمیکرومولا

برای مخلوط واکنش، با میکرولیتر  26پلیمراز با حجم نهایی 

به صورت  PCRم شد. برنامه انجا Bioneerاستفاده از کیت 

 زیر انجام شد:

 2به مدت  گراد درجه سانتی 16سازی اولیه  واسرشت 

درجه  16 سازی واسرشتچرخه  34دقیقه، و به دنبال آن 

درجه  65اتصال آغازگرها ثانیه،  34به مدت  گراد سانتی

درجه  32طویل شدن در ثانیه،  34به مدت  گراد سانتی

 32انیه و طویل شدن نهایی در دمای ث 14به مدت  گراد سانتی

 دقیقه.  3به مدت  گراد درجه سانتی

 آمده دست بههای  ی و مقایسه توالیآنالیز فیلوژن

حاصل پس از خالص سازی به منظور  PCRمحصول 

کره جنوبی ارسال شد.   Macrogenتعیین توالی به شرکت

و  ذخیره NCBIآمده در بانک ژنی  دست بههای  توالی

مربوط به هر کدام دریافت گردید که از  ترسیدسشماره 

قرابت  .بودند KT232075تا  KT232073شماره 

های  آمده با یکدیگر و با سویه دست بههای  فیلوژنتیکی جدایه

با   Ez-Taxonو NCBIهای اطلاعاتی  موجود در پایگاه

 MEGA (Vrsion 5) (Tamura etاستفاده از نرم افزار 

al., 2011)  سازی  راستا گرفت. هممورد بررسی

(Alignement) ها توسط نرم افزار  توالیMuscle 

(Edgar, 2004) .ها  دسته بندی توالی انجام پذیرفت
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(Clusteringبا استفاده از الگو )ریتم Maximum 

Likelihood   تکرار انجام شد.  1444با 

 آنالیز آماری

 های دار بودن تاثیر هریک از محیط به منظور بررسی معنا

کشت و تخمیری مورد بررسی بر روی هاله  پیش

نالیز واریانس کننده رشد، آنالیز آماری با روش آ ممانعت

(ANOVA)، افزار  با استفاده از نرمR  و در سطح اطمینان

 % بررسی شد.16

 نتایج

ی اکتینومیست که از خاک منطقه  نمونه 34از مجموع 

مونه از ن 14نمونه ) 16کوهستانی و جنگلی جداسازی شد، 

نمونه از خاک کوهستانی( براساس  6خاک جنگلی و 

و رنگ میسیلیوم به منظور  کیهای مورفولوژی ویژگی

میکروبی های ضد و ارزیابی تولید متابولیتهای بیشتر  بررسی

های گیاهی مورد نظر انتخاب شدند. قابلیت بیمارگردر برابر 

میکروبی به کمک کشت تقاطعی مورد  تولید ترکیبات ضد

%( که از 63جدایه ) 1ارزیابی قرار گرفت. از این تعداد، 

خاک جنگل جداسازی شدند، حداقل نسبت به یک نوع 

گیاهی مورد بررسی اثر آنتاگونیستی نشان دادند و  بیمارگر

 .(1)جدول  منجر به مهار رشد آن شدند

های اکتینومیست  جدایههمه ، 1براساس نتایج جدول 

 .X میکروبی در برابر بیمارگر ضد آمده دارای فعالیت دست به

campestris 34. جدایه بودندACS  دارای ترکیبات

های  . جدایهبودمیکروبی در برابر هر سه بیمارگر گیاهی  ضد

12ACS  51وACS  دارای قابلیت تولید ترکیبات

 .F و قارچ X. campestrisضدمیکروبی در برابر باکتری 

oxysporum  54بوده و سویه ACS ترکیب دارای

 .X و  E. amylovora ضدباکتری در مقابل بیمارگرهای

campestris 54جدایه  .بودACS  دارای بالاترین هاله

 .Eمتر( در برابر بیمارگر  میلی 36/13مهارکنندگی )

amylovora51 ، جدایهACS  دارای بالاترین هاله

 .Xمتر( در برابر بیمارگر  میلی 26مهارکنندگی )

campestris 34 و جدایهACS  بیشترین هاله مهارکنندگی

 .شتدا F. oxysporumرا در برابر قارچ  متر( میلی 3/24)

این سه جدایه به منظور بررسی تاثیر ترکیبات محیط پیش 

 انتخاب شدند.کشت و تخمیری در تولید ماده ضدمیکروبی 

و سه محیط تخمیری هیکی  Bو  Aدو محیط کشت 

زیابی شدند. بررسی ترزنر، گلیسرول سویا و گلیسرول ار

کشت تاثیر  های پیش آنالیز آماری نشان داد که محیط

معناداری در اندازه هاله بازدارندگی رشد نداشتند. اگرچه 

سبب تولید هاله  Aمحیط پیش کشت  34ACSدر جدایه 

شد. محیط تخمیری گلیسرول سویا  بازدارندگی بزرگتری 

هر چند این سبب افزایش اندازه هاله بازدارندگی رشد شد، 

 (. 1معنادار بود )شکل  34ACSتاثیر فقط در جدایه 

های بیوشیمیایی سه سویه که ترکیبات  بررسی ویژگی

هر (، نشان دادکه 2ضدمیکروبی بیشتری تولید کردند )جدول 

سه سویه قادر به تجزیه گلوکز و ساکارز به عنوان منبع کربن 

و  51ACSهای  بوده، ولی قادر به مصرف لاکتوز نبودند. جدایه

34ACS  دارای آنزیم پروتئاز و فاقد آنزیم آمیلاز بودند و این

برعکس بود. تولید آنزیم ژلاتیناز در  51ACSحالت در جدایه 

 51ACSهر سه سویه منفی و سلولاز مثبت بود. جدایه 

بررسی اثر شرایط محیطی  دارای همولیز آلفا بودند. 34ACSو

، 24سه قادر به رشد در دماهای  ها نشان داد که هر بر رشد سویه

گراد بودند. همچنین برخلاف دو  درجه سانتی 33و  34، 26

درجه  0قادر به رشد در دمای  54ACSجدایه دیگر، جدایه 

قادر به رشد در  34ACSو  51ACSگراد بود. جدایه  سانتی

بودند و این در حالی است که هیچ pH : 6شرایط اسیدی با 

 نبودند. 1قلیایی  pHه رشد در ها قادر ب یک از سویه

درجه  0در دمای  54ACSبا توجه به رشد جدایه 

سازی شرایط  گراد، روش تک متغیره به منظور بهینه سانتی

تولید ترکیب ضدمیکروبی در این سویه در برابر بیمارگر 

X.campestris  مورد استفاده قرار گرفت. با استفاده از این 
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هایی که زیر آنها خط کشیده شده است، از منطقه کوهستانی و بقیه  یجاد شده توسط متابولیت ها در هشت سویه اکتینومیست علیه سه بیمارگر گیاهی. نمونهـ هاله عدم رشد ا5جدول 

 باشند. متر و با حداقل سه تکرار می ها برحسب میلی اند. اندازه دست آمده از ناحیه جنگلی به
Table 1. Zone of growth inhibition caused by metabolites in eight Actinomycetes sp. against three plant pathogens. The underlined samples were 

obtained from mountain and others from jungle. 
 

 

 
 مورفولوژی  و بیوشیمیایی سویه های های منتخب. های ـ ویژگی5جدول 

Table 2. Morphological and biochemical characteristics of selected strains 

 

ACS70 ACS69 ACS60 ACS57 ACS54 ACS46 ACS41 ACS32 ACS31 ACS29 ACS18 ACS12 ACS6 ACS5 ACS3      Isolates 

Pathogens  

20.6±0.11 25±0 19±0.11 - 12.6±0.4 13±0.35 - 13±0.17 - 10±0 - 10±0 - - - X. campestris 

11.3±0.11 - 13.35±0.1 - - - - - - - - - - - - E. amylovora 

20.3±0.5 15.6±0.2 - - - - - - - - - 0.8±0 - - - F. oxysporum 

Strains Sugar 

Fermentation 

Extracellular 

enzymes 

Temperature (◦C) pH 

 Color 

mycelium 

Glucose Lactose sucrose Gelatinase Protease Amylase Cellulase Catalase 4 20 25 30 37 55 5 7 9 

AC

S60 

Cream + - + - - + + + + + + + + - - + - 

AC

S69 

Brown 

black 

+ - + - + - + + - + + + + - + + - 

AC

S70 

White gray + - + - + - + + - + + + + - + + - 

یگ
اهپزشک

 ی
)مجله علم

 ی
کشاورز

ی
(، جلد 

04 
شماره 

1 ،
بهار
 

1315
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محیط تخمیری )هیکی ترزنر، گلیسرول سویا و گلیسرول( روی هاله  ( و سهA,Bـ تاثیر دو محیط پیش کشت )5شکل 

 ها بازدارندگی رشد در سویه

Figure 1. The effect of two seeding cultures (A/B) and three fermentation media (Hicky Tresner, 

Glycerol Soy meal and Glycerol) on inhibition zone in selected strains. 
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روش، متغیرهای مختلف به صورت جداگانه مورد بررسی 

قرار گرفته و به عنوان سطح ثابت برای متغیرهای بعدی در 

 نظر گرفته شدند.

سازی نشان داد که سویه مورد نظر در تمامی  نتایج بهینه

ها قادر به رشد بود، در حالی که در ایجاد هاله  محیط

تی دیده شد )جدول بازدارندگی رشد بیمارگر اثرات متفاو

(. آنالیز آماری نشان دادکه منابع کربنی پیچیده مانند 3

گلیسرول و نشاسته موثرتر از منابع کربنی منومر بودند. غلظت 

درصد اثر افزایشی بر  2تا  6/4گلیسرول مورد استفاده از 

تولید ترکیب ضدمیکروبی داشته و پس از آن منجر به 

یا و پپتون به عنوان منابع کاهش تولید ترکیب شد. عصاره سو

نیتروژنی به ترتیب بیشترین تأثیر را بر تولید ترکیب 

% سبب 1ضدمیکروبی داشتند. افزایش غلظت عصاره سویا تا 

افزایش میزان تولید ترکیب ضدمیکروبی و پس از آن سبب 

 pHکاهش تولید گردید. بیشترین هاله بازدارندگی رشد در 

ا کاهش پس از آن سبب شد، و افزایش ی خنثی مشاهده 

 26کاهش تولید ترکیب ضدمیکروبی شد. با افزایش دما تا 

گراد، تولید ترکیب ضدمیکروبی افزایش یافت و  درجه سانتی

گراد کاهش چشمگیری داشته و در  درجه سانتی 34در دمای 

 گراد به صفر رسید.  درجه سانتی 33دمای 

ه، روش دست آمد های به به منظور شناسایی بیشتر جدایه

انتخاب شد.  S rRNA15مولکولی با استفاده از تکثیر ژن 

های موجود در  دست آمده با توالی های به توالی جدایه

مقایسه شد.  Ez-taxonو  NCBIهای اطلاعاتی  پایگاه

هایی که قرابت بیشتری با جدایه مورد نظر  توالی باکتری

 ویه سداشتند، به منظور رسم در درخت فیلوژنی انتخاب شد. 

 sp.(54ACS)  به گونه 61/11شباهت %Streptomyces 

spororaveus (KJ573040 .نشان داد ) شباهت سویه

sp.  (51ACS) با گونه Streptomyces purpeofuscus 

(AB184234) 61/11 34سویه % تخمین زده شد وACS 

 Streptomyces% شباهت را با گونه باکتری 51/11میزان 

subrutilus (X80825 )(.2نشان داد )شکل 

 

 بحث

عامل بیماری در گیاهان  F. oxysporumقارچ 

این قارچ ( می باشد. Cucurbitaceaeخانواده کدوئیان )

های گیاهی است. انتشار  ها و سرشاخه عامل پژمردگی برگ

گیرد که گاهی  این قارچ در گیاه از طریق آوندها صورت می

منجر به بوته به پژمردگی کامل گیاه می انجامد. بیمارگر 

میری در محصولات جالیزی در تمامی مراحل رشد گیاه 

گردد و به میزان چشمگیری باعث کاهش کمیت و  می

کیفیت این محصولات در ایران می گردد 

(Jahanbakhsh, 1997 .)X. campestris  یک

 باکتری گرم منفی، هوازی، غیرمتحرک و میله ای می باشد

شود. این  گیاهان می منجر به لکه برگی و سوختگیکه 

ای نامنظم روی سطح برگ  های سوخته دایره باکتری لکه

گیاه ایجاد می کند که این دوایر به مرور زمان به هم رسیده و 

-Modaresسطح وسیعی از برگ سوخته به نظر می رسد )

Sheikh et al., 2012 باکتری .)E. amylovora  یکی

که سبب  شود دیگر از بیمارگرهای گیاهی محسوب می

های گیاهی می شود و  نکروز و نرم شدن بافت بیماری گال،

بیماری فساد نرم باکتریایی و یا آتشک را در گیاه ایجاد 

ها و  این بیمارگر عامل سوختگی، ریزش شکوفه کند. می

باشد. این باکتری عموماً عامل بیماری  عدم تشکیل میوه می

باشد. در  و سیب میدار مانند گلابی، به  در درختان میوه دانه

هایی از اپیدمی این باکتری در  های اخیر گزارش سال

محصولات گیاهی در شهرهای نیشابور، مشهد و چناران 

دیده شده است که خسارات غیر قابل جبرانی را به مزارع 

 ,Abdollahi and Akbari-Mehrوارد کرده است )

2008) . 
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 X. campestrisدر حضور بیمارگر  16ACSله بازدارندگی جدایه ـ اثر متغیرهای مختلف در ایجاد ها3جدول 

Table 3. The effect of different variables on production of inhibition zone for AC60 strain in presence of 

X. campestris. 

 . 

Variables  Inhibition zone 

(mm) 

Variables  Inhibition zone 

(mm) 

Carbon 

source 

Glycerol 

Starch 

Glucose 

Dextrose 

19±0.1 

11±0.01 

0 

8±0.07 

% Soybean 0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1 

1.2 

12±0.07 

12±0.08 

14±0.02 

17±0.1 

19±0.07 

17±0.03 

%Glycerol 0.5 

1 

1.5 

2 

2.5 

9±0.07 

11±0.01 

18±0.01 

 8±0.1 

19±0.07 

pH 6 

7 

8 

9 

11±0.02 

19±0.07 

9±0.07 

0 

Nitrogen 

source 

Peptone 

Soy extract 

Malt extract 

NH4NO3 

10±0.01 

15±0.07 

7±0.07 

8±0.06 

Temperature 15 

20 

25 

30 

37 

14±0.1 

17±0.1 

21±0.02 

19±0.08 

0 

 

 

هدف اولیه در پژوهش حاضر، بررسی ترکیبات 

های  ها بود. متابولیت ضدمیکروبی مشتق شده از اکتینومیست

ها دارای قابلیت مهار  باکتریی تولید شده توسط این  ثانویه

باشند. نتایج نشان داده است که  رشد بیمارگرهای گیاهی می

های اکولوژیکی بررسی  ها از ریزبوم جداسازی اکتینومیست

های جدید یا بومی آن  تواند منجر به دستیابی به سویه نشده می

منطقه گردد که در نتیجه امکان دستیابی به متابولیت جدید نیز 

 (.Radhakrishnan et al., 2010خواهد شد )بیشتر 

در پژوهش حاضر محیط تخمیری گلیسرول سویا در بیشتر 

ها بالاترین میزان تولید ترکیب ضدمیکروبی را نشان داد،  جدایه

محیط هیکی ترزنر را بهترین در حالی که در برخی پژوهش ها 

 Hamedi and)محیط تخمیری ارزیابی کرده اند 

Mohammadi-Panah, 2009) . به عنوان مثال، جدایه

34 ACS و  2/1دارای میانگین تولید ترکیب ضدمیکروبی

بود، در حالی  Bو  Aهای  پیش کشتمحیط متر در  میلی 15/4

میلی  1/5و  0/5به میزان ACS 54که این مقدار برای جدایه 

دهد که الزاماً یک محیط  این نتایج نشان میمتر بود. 

های  برای تمامی نمونهکشت و تخمیری خاص  پیش

تواند مؤثر واقع شود و  اکتینومیست جداسازی شده نمی

دستیابی به محیط تخمیری و پیش کشت بهینه نیاز به 

 های بیشتر دارد. بررسی

دست آمده نشان داد که  های به بررسی مولکولی جدایه

باشند. فعالیت  می Streptomyces آنها متعلق به جنس

های  در پژوهش Streptomycesآنتاگونیستی جنس 

نشان داده شده  مختلف به اثبات رسیده است. به عنوان مثال،

های ناحیه ریزوسفر دارای فعالیت  Streptomycesاست که 

 Intraبود ) Colletotrichumقارچی در برابر بیمارگر  ضد

et al., 2011 .) ،همچنینSterptomyces griseus 



36 

1315 بهار، 1شماره  04(، جلد یکشاورز ی)مجله علم یاهپزشکیگ  

 .Fدقارچی در برابر جداسازی شده از خاک دارای فعالیت ض

oxysporum  وF. solani ( بودAnitha and 

Rebeeth, 2009.) دست آمده در این پژوهش  نتایج به

نشان  بود که Debnath et al. (2013)مشابه نتایج تحقیق 

 .S. cirratus ،Sمانند  های مختلف این جنس داد گونه

purpeofuscus و S. sporoverrcosus  دارای فعالیت

بودند و هاله بازدارندگی  F. oxysporumقارچ علیه 

دادند. در پژوهش  متر را نشان  میلی 6-11 رشدی در حدود

های  حاضر، هاله بازدارندگی رشد در میکروارگانیسم

بیشتر   Streptomycesهای  حضور گونهبیمارگر در 

 متر بود میلی 1 -21و حدود 

فعالیت دهد که  های انجام شده نشان می پژوهش

ها در نتیجه تولید  این باکتری کنندگی و تجزیه هارکنندگیم

های هیدرولازی مانند کیتیناز، گلوکوناز، پروتئاز و  آنزیم

ها  این آنزیم (.Intra et al., 2011سلولاز بوده است )

های بیماریزای مهم گیاهی  بازدارنده قوی بسیاری از قارچ

ارچ منجر به هستند و با اثر بر بخش کیتینی دیواره سلولی ق

توانند بر روی دامنه  گردند و می تجزیه دیواره سلولی آن می

وسیعی از بیمارگرهای قارچی مؤثر واقع شوند. همچنین

 
 

نشان می  Streptomycesرا در بین جنس های آمده  دست بههای  جدایهموقعیت  Maximum Likelihoodدرخت  ـ 5شکل 

هستند که بصورت  bootstrap اعداد روی شاخه ها ارزشانجام پذیرفت.  Muscleافزار ها توسط نرم  سازی توالی راستا همدهد. 

 % نشان داده شده است.16بالاتر از bootstrapتکرار نشان داده شده است.  5666درصد از 

Figure 2. Maximum Likelihood tree showing the position of obtained isolates among members of genus 

Streptomyces. Alignment of sequences carried out by Muscle software. Numbers on branch nodes are 

bootstrap values shown as percentages of 1000 replications. Bootstrap values greater than 50% are indicated. 

 ACS70

 X80825.Streptomyces subrutilus

 AB184177.Streptomyces xanthophaeus

 AJ781370.Streptomyces spororaveus

 AB184684.Streptomyces sporoverrucosus

 AY999794.Streptomyces cirratus

 ACS60

 KJ573040.Streptomyces spororaveus DHS1

 AB184737.Streptomyces olivochromogenes

 AB045876.Streptomyces bobili

 AB249921.Streptomyces spiroverticillatus

 AB184325.Streptomyces kurssanovii

 AB184223.Streptomyces misakiensis

 AB184234.Streptomyces purpeofuscus

 ACS69

 HQ268006.Streptomyces graminilatus

 AB184213.Streptomyces humidus

 AB279889.Arthrobacter oryzae

50
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6760

56

88

69

77

50
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 polyeneها قادر به تولید ترکیب ضدقارچی  اکتینومیست

هستند که ترکیبی آب گریز است و با ارگسترول غشای 

سلولی قارچ، تداخل ایجاد کرده و با ایجاد کانال منجر به 

شود. تحقیقات نشان داده است که  افزایش نفوذپذیری آن می

مقاوم نشده اند  polyeneها نسبت به ترکیبات  هنوز قارچ

(Barke et al., 2010.) 

سازی شده قادر به تولید اهای جد سویهدر پژوهش حاضر، 

ت تواند فعالی که می بودندپروتئاز و آمیلاز سلولاز، 

قادر به  54ACSجدایه میکروبی آنها را توضیح دهد.  ضد

که با توجه به رشد آن  بود گراد درجه سانتی 0رشد در دمای 

تواند به عنوان باکتری سرماپذیر  می گراد درجه سانتی 33در 

ه شود. فعالیت ضدمیکروبی ظر گرفت)تحمل کننده سرما( در ن

ها های متعدد و اثر آن تواند در اثر تولید آنزیم ها می یستاکتینوم

صورت گیرد و در نهایت  بیمارگرهابر ساختارهای مختلف 

ها در  گردد. تولید این آنزیم ها منجر به مهار رشد و تکثیر آن

وع تواند نسبت به ن ها می توسط باکتریدمایی اکستریم شرایط 

های منحصر به  دارای ویژگی دمایی میانهتولید شده در شرایط 

 باشد که در نهایت یپذیری بیشتر آنزیم انعطاف ی مانندفرد

خواهد شد. پژوهش  بیمارگربر بیشتر امکان اثربخشی  باعث

د که ا( نشان د2007) .Giudice et alانجام شده توسط 

د کاندید توانن های سرمادوست و مقاوم به سرما می سویه

میکروبی جدید در  مناسبی به منظور جستجوی ترکیبات ضد

های بیشتر بر  نظر گرفته شوند. در این پژوهش انجام بررسی

و ارزیابی تولید ترکیب ضدمیکروبی  54ACSروی جدایه 

های مورد بررسی در شرایط سرما برای بیمارگرآن علیه 

 باشد. ضروری می تر گیری دقیق نتیجه

سازی شرایط های زیادی به منظور بهینه تاکنون پژوهش

ها صورت  محیط های تخمیری و میزان تولید متابولیت آن

های منابع کربنی و متغیرپذیرفته است. در این پژوهش 

در دما مورد بررسی قرار گرفتند.  و pHنیتروژنی، غلظت آنها، 

حالی که جدایه مورد نظر توانایی رشد در همه دماهای 

درجه  26، ولی دمای گرماگذاری شته را داگیری شد اندازه

 تغییر چشمگیری را در میزان هاله بازدارندگی رشدگراد  سانتی

اگرچه بالاترین میزان  .دادنشان   X. campestrisبیمارگر

، ولی نکته قابل بود :pH 3تولید هاله بازدارندگی رشد در 

های اسیدی و قلیایی تولید   pHکه در  بودتوجه در این 

های متعدد نشان  پژوهش. نشدکیب ضدمیکروبی متوقف تر

که ماهیت محیط کشت و ترکیبات آن در تولید  ه استددا

ای دارند. در این  تاثیر عمدهبیمارگر هاله مهارکنندگی رشد 

اله تولید ه ،پژوهش استفاده از گلوکز در محیط تخمیری

افزودن  پژوهشیک د. در ادکاهش مهارکنندگی را به شدت 

سبب افزایش تولید ترکیبات  تخمیریبه محیط  گلوکز

. (Khandan Dezfully et al., 2015) دشضدمیکروبی 

که  داده شدشان ن دیگر پژوهش یک دراین در حالی است که 

کنندگی اثر ن منبع کربن در افزایش هاله مهارنشاسته به عنوا

 (Abdelwahed, et al., 2012)داشت مستقیم 

های  یستش وجود اکتینومحاصل از این پژوه نتایج

های طبیعی  را در اکوسیستم میکروبیکننده ترکیبات ضد تولید

مطالعات آینده در جهت استخراج، دهد.  ایران نشان می

های  سویه سازی و شناسایی نوع ترکیب ضدمیکروبی خالص

کننده  تواند تکمیل تواند می آمده خواهد بود که می دست به

 .پژوهش حاضر باشدنتایج 

 

 گزاری اسسپ
انجام این طرح تحقیقاتی با حمایت مالی معاونت پژوهشی 

انجام  3/31431دانشگاه فردوسی مشهد در قالب طرح شماره 

های میکروبیولوژی و بیوتکنولوژی  از آزمایشگاهشده است. 

شناسی دانشکده علوم پایه دانشگاه  میکروبی گروه زیست

  .گردد فردوسی مشهد تشکر و قدردانی می
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Abstract 

In recent years, the use of microorganisms as a pathogenic antagonist and also a 

substitute for chemical pesticides has drawa the attention of researcliers. Actinomycetes 

are one of the most important bacterial groups with the ability to produce a variety of 

secondary metabolites and could be applied as biological agents against pathogens. This 

study included isolation, identification and evaluation of antimicrobial activity of 

Actinomycetes isolated from soil samples against three plant pathogens as Fusarium 

oxysporum, Xanthomonas campestris and Erwinia amylovora. Actinomycetes strains 

were isolated on the Starch Casein Agar and Glycerol Casein Agar. The screening of the 

antimicrobial activity against pathogens was primary evaluated with the cross culture 

method and followed different seeding and fermentation cultures. Fifteen Actinomycete 

isolates were selected to measure their antimicrobial activity against pathogens based on 

their phenotypic characteristics. The primary screening showed that 8 strains have 

antibacterial effects against at least one pathogen which was evaluated by plant pathogen 

inhibition zone. The results showed that the inhibition zone increases with the use of 

glycerol medium in some strains. Three strains were identified as Streptomyces sp. based 

on 16S rRNA gene. The culture compound and conditions optimization of ASC60 strain 

showed that fermentation media containing glycerol and soy meal at 25°C and neutral pH 

has the highest inhibitory zone against X.campestris. Future studies can focus on 

purification of antimicrobial compounds and improvement of production conditions in 

order to effectively use these strains in pest control. 
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