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 مقدمه
 40تا  30 نیاست که ب یاهیگ یاگرهماریمربوط به ب یامروز یاز مشکلات مربوط به کشاورز یکی
 یستیز طیو مح یانسان یمشکلات بهداشت ،ییایمیش یهاکشمحصول را به همراه دارند. آفت یهاانیدرصد ز

های بیوکنترلی راهکاری توسعه سیستماند. ارمغان آورده به تیمارها نیا یرا برا یکروبیمقاومت مهمچنین و 
 پایهبر های شیمیایی است. کشمؤثر جهت کاهش آلودگی محیط زیست و خطر ایجاد مقاومت ناشی از قارچ

 هاو یا کشت صاف شده آن Streptomyces هایبکارگیری گونه، علمیهای گوناگون و گزارش هاپژوهش
 اهانیجنس در حفاظت از گ نیا یهااز گونه یبرخ ییکارا ثر است.ؤم های قارچی گیاهانبیماریبرای کنترل 

 فیط دیتول درآن  بالای لیپتانس لیبه دل زوسفریر یرقابت داًیشدناحیه حضور مستمر آنها در همچنین و 
های در این زمینه گزارش فرار است. یآل باتیفعال محلول و ترک ستیز هیثانو یهاتیاز متابول یاگسترده

 Fusarium oxysporum ،Pythiumزاد از جمله فراوانی از کنترل زیستی بیمارگرهای قارچی خاك

ultimum  ،Verticillum spp. ،Rhizoctonia solani های ها به ویژه گونهبا استفاده از باکتری
Streptomyces ( به چاپ رسیده استRejon-Martinez et al., 2022; Olanrewaju and 

Babalola, 2019; Vurukonda et al., 2018 .)وکنترلیدو محصول بالمللی، در سطح بین در حال حاضر 
این هستند.  سسیاسترپتومانده ز یهاهیآنها سو موجود در  موجود است که مواد فعالها از این باکتری یتجار

 و  Streptomyces griseoviridis( محتوی باکتری ®Mycostopهای مایکواستاپ )دو محصول با نام
 ,.Newitt et al) هستند Streptomyces lydicus WYEC( محتوی باکتری ®Actinovateاکتینوویت )

-بهره"است که از سوی  "نیازی"برآمده از  کند این نمودزمانی که محصولی در بازار نمود پیدا می .(2019

تواند تضمینی باشد برای ورود سایر فعالان تا از نظر توجیه اقتصادی مشکل احساس شده است و می "برداران
 ای احساس نکنند.عمده

کنند،  کلنیزهرا  مختلف اهانیگ یهاشهیسطوح ر توانندیم Streptomyces ی مختلف باکتریهاگونه
مانی بتوانند طول دوره زندهآنها  واسطه کنند که به دیتول ییهاهمچنین اسپوردر انواع مختلف خاك زنده بمانند و 

 ی گوناگونهاهیسو بمانند. یاقها زنده بمحیطی مدت  سخت طیشراخود را در طبیعت افزایش داده و در 
Streptomyces یسلول وارهید ی مخربهامیآنز عانوا ها،کیوتیبیتآنانواع از  یعیوس فیط ی توان تولیددارا 

 یاهیگ هایزبانیتوانند از میمها استرپتومایسسهستند. نظر به این ویژگی،  فرار یآل باتیترکو  هابیمارگر
 Abbasi et al., 2021; Rostami) و اندوسفر محافظت کنند زوسفریها در خاك، ربیمارگردر برابر مختلفی 

Mehrueiyeh et al., 2021; Pacios-Michelena et al., 2021; Newitt et al., 2019; Sadeghi 

et al., 2012, 2017; Karimi et al., 2012). 

های های آنتاگونیست به توان تولیدی آنزیمباکتری ها نشان داده بخش مهمی از فعالیت بیوکنترلیبررسی
توانند دیواره بیمارگرهای قارچی گردد که به واسطه آنها میتجزیه کننده از سوی آنها مانند هیدرولازها برمی

ها گزارش (. در برخی پژوهشSadeghi et al., 2017; Shafi et al., 2017را مورد تخریب قرار دهند )
از مهمترین سازوکارها در فعالیت  Streptomycesهایی چون سط باکتریشده است تولید آنزیم کیتیناز تو

https://www.redalyc.org/journal/776/77666754004/html/#B30
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 .Fusarium oxysporum f.spهای های بیمارگر از جمله گونهآنتاگونیستی آنها در برابر قارچ

cucumerinum  وSclerotinia minor رود. البته تولید کیتیناز تنها سازوکار آنتاگونیستی نبوده به شمار می
های دیگری چون اندگلوکوناز، سلولاز و پروتئاز نیز به عنوان ابزار بیوکنترلی مهم در برابر بسیاری از و  آنزیم

 Streptomycesهای اندوگلوکاناز از سوی برخی گونه-3،1های بیمارگر گزارش شده است. تولید آنزیم قارچ
 Galeano Vanegasدارد )گزارش شده است که نقش مهمی در تجزیه دیواره سلولی بیمارگرهای قارچی 

et al., 2020; El-Tarabily et al., 2000.) 

بر  یاتوانند اثرات گستردهیماین مواد دهد ینشان م Streptomyces در زمینه ترکیبات فرار هابررسی
-لیتوانند پروفایم این ترکیباتخود داشته باشند. میکروبی  گانیکننده و همسا دیتول یهاسمیارگان ی خودرو
عمل کنند،  یکیوتیبیآنت ای یضد قارچ باتیبه عنوان ترک هند،د رییها را تغ یباکتر یکیوتیبیمقاومت آنت یها

-کروبیژن م انیرا در ب یاگسترده راتییدهند و تغ شیرا افزا لمیوفیب لیمانند تحرك و تشک یگروه یرفتارها

رسانی پیام یهاتوانند به عنوان مولکولیم ترکیبات فرار(. Jones et al., 2018کنند ) جادیمجاور ا یها
گذارند یم ریریزجانداران پاسخ دهنده تأث گروهی رفتارو  سمیژن، متابول انیعمل کنند که بر ب )سیگنالینگ(

(Jones and Elliot, 2017مشخص شده است که تول .)ترکیبات فرار در  دیStreptomyces  اجازه به آنها
 دهندهگنالیس یهابه عنوان مولکول توانندیم باتیترک نیشود. ا لیتعد pHد مانن یطیمح طیدهد تا شرایم

 یهابگذارند. اکثر مطالعات نقش ریتأث یکروبیدر جوامع م یژن و رفتار گروه انیب روی و بر نمودهعمل 
-Pacios) اندکرده یمرتبط بررس ریغ یهاگونه نیرا در ارتباط و رقابت ب مواد و ترکیبات فرار یکیاکولوژ

Michelena et al., 2021). 
 این ترکیباتبه آهن دارند.  ییبالا یبیترک لیکه م روندبه شمار می ایکنندهکلاته باتیترک دروفورهایس

استفاده  یاهیگ یهاگرماریسرکوب ب یبرا یکیولوژیتوانند در کنترل بیهستند که م ییهاسازوکارمربوط به 
دهند.  شیو جذب آهن را افزا یتوانند دسترسیم زوسفریشده توسط ریزجانداران در ر دیتول یدروفورهایشوند. س

 دروفورهایس ن،یا گذشته ازشود. یمنجر به مهار آن م تیاز آهن، در نها بیمارگرعامل  کیمحروم کردن 
 یکیاکولوژ نیچاز ریزجانداران را  ریو سا کرده تیرا تقو هازوباکتریرجمعیت  ،نموده تیرا تقو اهیرشد گ نیهمچن

. (Pacios-Michelena et al., 2021; Sadeghi et al., 2017) کنندیحذف م زوسفریرفراهم آمده توسط 
 Palaniyandi) کنند دیتول دروفوریس توانندمی شهیکننده ر کلنیزه ینوباکتریاکت نیگزارش شده است که چند

et al., 2013 .)های تولید کننده سیدروفور گزارش شده است گونهStreptomyces  monomycini  وS. 

rimosus،  توانسته به خوبی بیمارگر گیاهی مهمی چونdrechsleri Phytophthora  را به خوبی کنترل
 .S از سویشده  دیتول دروکساماتیه دروفوریسنشان داده شده است که  (.Sadeghi et al., 2017) نماید

acidiscabies E13 از ترشح شده  دروکساماتیه یدروفورهایشود. سیم یچشم بلبل ایلوب رشد یباعث ارتقا
ه است آفتابگردان شددر  ومیباعث رشد و بهبود جذب کادم یبه طور قابل توجه S. tendae F4 سوی

(Dimkpa et al., 2008.) 
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 های باکتریایی اکتینومیستی از خاکسازی سویهجداسازی و خالص

برداری قرار های اکتینومیستی از خاك، سه محیط کشت مورد استفاده و بهرهباکتری برای جداسازی
 3/0گرم، کازئین  10شامل نشاسته محلول  Starch Casein Agar (SCA)گیرد. محیط کشت نخست می

گرم، کربنات  O2H.74MgSO 05/0گرم،  4HPO2K 2گرم،  2گرم، کلرید سدیم  2گرم، نیترات پتاسیم 
است. محیط کشت دوم  =7.2pHگرم در لیتر و  15گرم، اگار  O2H.74FeSO 01/0گرم،  02/0کلسیم 

Actinomycetes Isolation Agar (AIA)  شاملHeart infusion broth 25  گرم، کازئین هیدرولیزه
گرم، فسفات پتاسیم  1گرم، نشاسته محلول  Cysteine HCl 1گرم،  5گرم، دکستروز  5گرم، عصاره مخمر  4

گرم در لیتر و  20گرم، آگار  02/0گرم، کلرید کلسیم  2/0گرم، سولفات منیزیم  1گرم، فسفات آمونیم  15
pH=7.2  دهیم تا به دقیقه، اجازه می 15درجه سلسیوس به مدت  121است. هر دو محیط پس از اتوکلاو در

به محیط  Amphotericin Bز لیتر امیکروگرم در میلی 50درجه سلسیوس رسیده و در این دما با افزودن  50
 Water(. محیط کشت سوم نیز Muleta and Assefa, 2018کنیم )کشت از رشد قارچ جلوگیری می

Agar (WA)  گرم آگار در یک لیتر آب مقطر با   18شاملpH=7.2  ،است. توضیح بیشتر اینکه در این محیط
بایستی با دقت از این محیط کشت ساده به شوند که های گچی ریز مشاهده میها به صورت لکهاکتینومیست

گرم، عصاره  10شامل گلوکز  Glucose Yeast extract Malt extract (GYM)تر مانند محیط کشت غنی
 (.Sadeghi et al., 2017واکشت داد ) pH=7.2گرم در لیتر با  15گرم و آگار  4گرم، عصاره مالت  4مخمر 

برداری شده ناحیه های نمونه(، از خاكSerial dilutionقت )در ادامه تا با استفاده از روش سری ر
گرم خاك در  1(. برای این کار به میزان 1شود )شکل های رقت تهیه میریزوسفری و یا خاك بالک، سری

شیک  rpm150 گرم در لیتر کلرید سدیم( ریخته و نیم ساعت در  9لیتر سرم فیزیولوژیک سترون )میلی 10
میلی لیتر از  1لیتر سرم فیزیولوژیک سترون را با میلی 9سری لوله آزمایش جدید محتوی  6نموده و سپس تا 

کنیم )پیش از هر تلقیح بایستی هر لوله آزمایش به خوبی تکان داده سوسپانسیون خاك سری نخست تلقیح می
ن بر روی یکی از سه میکرولیتر سوسپانسیو 100به میزان   710و  510، 310های شود(. در پایان نیز از سری

 Blaize etزنیم )محیط کشت اشاره شده در بالا )بسته به امکانات( منتقل نموده و با پیپت پاستور پارو می

al., 2023; Muleta and Assefa, 2018 درجه  28ها در دمای ساعت نگهداری پلیت 48تا  24(. پس
های به دست آمده را شود. کشتداده میهای به دست آمده به محیط جامد جدید واکشت سلسیوس، کلنی

 ,Andersson and Lood( )2ای خالص نمود )شکل سازی نیاز است تا با کشت چهار منطقهبرای خالص

تهیه نموده و جهت نگهداری  pH=7.2با  GYMهای مایعی در محیط مایع ها کشت(. از این کلنی2023
درصد( ترکیب نمود. برای افزایش ماندگاری  15نهایی  درصد اتوکلاو شده )غلظت 60بلند مدت با گلیسرول 

دقیقه(  5درجه سلسیوس برای  110اتوکلاو شده ) Skim milkها توان همراه با گلیسرول به سویهها میسویه
فریز شدن در ازت مایع انداخته و سپس در فریزر های تهیه شده را جهت پیشدرصد افزود. ویال 10با غلظت 

 (.Jain et al., 2020; Cody et al., 2008( )3کنیم )شکل لسیوس نگهداری میدرجه س 80منفی 
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 های خاك ریزوسفری و یا بالک های باکتریایی از نمونه. تهیه سری رقت جهت جداسازی سویه1شکل 

 

 
 های باکتریاییسازی سویه( جهت خالصstreak plating. کشت مخطط )2شکل 
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 درصد( 15گلیسرول )غلظت نهایی درجه سلسیوس زیر  -80های باکتریایی در فریز . نگهداری سویه3شکل 

 
 

 آزمون کشت متقابل
لیت حاوی محیط کشت جامد پ دو سویباکتریایی، در  هایسویه خطیابتدا کشت برای این منظور 

Potato Dextrose Agar (PDA)  ی از مترمیلی پنج بلوكیک  در ادامه سپس ( و4دهیم )شکل میانجام
 28روز در دمای  7های فوق به مدت کشت شود.میتلقیح  یاد شدهلیت بیمارگر در وسط پ تازه قارچ تکش

فرمول ر پایه ها از رشد پرگنه قارچ بیمارگر، بسویهمیزان بازدارندگی درجه سلسیوس نگهداری و در پایان نیز 
در صورتی که قارچ بیمارگر، سرعت رشد بالایی داشته  .(Colombo et al., 2019)گردد زیر محاسبه می

های باکتریایی دو تا سه روز زودتر کشت داده شده و در روز چهارم نسبت به کشت قارچ بهتر است سویهباشد؛ 
بیمارگر اقدام شود تا در این فاصله مواد مترشحه باکتری وارد محیط کشت شده تا بدین وسیله از واکنش منفی 

 کاذب جلوگیری شود.
 

 

100× 
 دیش شاهدبیمارگر در پتری رشد پرگنهمیزان  -میزان رشد پرگنه بیمارگر در تیمار

 درصد بازدارندگی =
 دیش شاهدمیزان رشد پرگنه بیمارگر در پتری
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 . ارزیابی برهمکنش باکتری و قارچ بیمارگر در کشت متقابل )راست: تیمار و چپ: شاهد(4شکل 

 

 آزمون تولید ترکیبات فرار ضد قارچی
ی باکتریایی در هاسویه تازهباکتری از کشت  cfu/ml 710 سوسپانسیونی با غلظت اابتدبرای این منظور 

گرم آگار و  15محتوی  GYMمیکرولیتر روی محیط کشت  100سرم فیزیولوژیک سترون تهیه و به میزان 
pH=7.2  و یا محیط کشت جامدNutrient Agar (NA) پیپت پاستور  باو  افزوده حاوی دو درصد گلوکز

متری از کشت تازه قارچ بیمارگر در وسط پلیت دوم حاوی محیط میلی 5نماییم. سپس یک بلوك میپخش 
های کشت باکتری و قارچ بیمارگر برداشته و دو پلیت. در شرایط سترون، درب کنیممیتلقیح  PDAکشت 
ها مسدود لیتمیان پ فاصله، یا سلفون دیش را بر روی یکدیگر قرار داده و با استفاده از نوار پارافیلمپتری

. سپس کنیممی. در تیمار شاهد به جای سوسپانسیون باکتری از آب مقطر سترون استفاده (5شود )شکل می
یمارگر شوند. درصد بازداری از رشد پرگنه بسلسیوس نگهداری میدرجه  28روز در دمای  10ها به مدت لیتپ

 Darlis et al., 2023; Jalaluldeen et al., 2014; Fiddamanکنیم )نیز بر پایه فرمول زیر محاسبه می

and Rossall, 1993.) 
 
 

100× 
 دیش شاهدبیمارگر در پتری میزان رشد پرگنه -میزان رشد پرگنه بیمارگر در تیمار

 درصد بازدارندگی =
 دیش شاهدمیزان رشد پرگنه بیمارگر در پتری
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ها در آزمون به صورت توسط سویه باکتریایی )بالا: نحوه چیدمان پلیت قارچیتولید ترکیبات فرار ضد . ارزیابی 5شکل 

 شماتیک و واقعی، پایین راست: تیمار شاهد، پایین چپ: تیمار متأثر از مواد فرار آنتاگونیست(

 

 ضد قارچی مایعآزمون تولید ترکیبات 
ها کشت مناسب این دسته از باکتریروزه از سویه اکتینومیستی در محیط  5کشت مایع برای این کار ابتدا 
های با کنیم. سپس محیطدرجه سلسیوس تهیه می 28در دمای  pH=7.2با  GYMیعنی محیط کشت مایع 

نسبت به دقیقه،  20به مدت  g×8000دقیقه و متعاقب آن با سانتریفوژ در  5به مدت  g×4000سانتریفوژ در 
های ی به دست آمده، به وسیلۀ پمپ خلاء از صافیهاعصاره. نماییمتوده اکتینومیستی اقدام میحذف زیست

شوند. سازی عبور داده میمیکرونی و یا فیلترهای سر سرنگی )میکروپور( جهت سترون 22/0میکروبیولوژیک 
، 5در ارلن تهیه نموده و به ترتیب  ی نیزلیترمیلی 19و  17، 15 هایبا حجم PDA اتوکلاو شده یط کشتحم
و  ریخته شده PDAها در دمای پیش از جامد شدن تر از عصارۀ فیلتر شده هر یک از باکتریلیمیلی 1و 3
حجمی/حجمی از ترکیبات مایع  %5و  %15، %25های کنیم. بدین ترتیب غلظتپلیت میبه  آنها راپس س

ایت جهت رع بدون باکتری GYMبرای تیمار شاهد، محیط کشت مایع  شود.های باکتریایی فراهم میسویه
ی از کشت تازه مترمیلی 5دیش یک بلوك در وسط هر پتریآن د. پس از وشمیاستفاده های یاد شده نسبت

 Muletaگردد )روز یادداشت می 7پس از  بیمارگربیمارگر قارچی تلقیح نموده و میزان بازداری از رشد پرگنه 

and Assefa, 2018; Berg et al., 1994.) 
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 بیمارگر در برهمکنش با سویه آنتاگونیستمیسلیوم  وضعیتبررسی میکروسکوپی 

های آنتاگونیست، نیاز است تا اثرات آنها روی قارچ بیمارگر در سویهعلاوه بر سنجش ماکروسکوپی 
ی هانمونهمقیاس میکروسکوپی نیز بررسی شود. برای این کار از حاشیه پرگنه متأثر از آزمون آنتاگونیستی، 

دهیم. مورد مشاهده قرار می x100و  x40های و در زیر میکروسکوپ با بزرگنماییمیکروسکوپی تهیه نموده 
هایی چون گیرد. به طور معمول واکنشدر این بررسی، وضعیت میسلیوم نسبت به شاهد مورد مقایسه قرار می

هایی با هها، ضخیم شدن دیواره سلولی بیمارگر، ایجاد ناحیتر شدن واکوئلهای متعدد، بزرگتولید واکوئل
های روشن در هیف، پاره شدن انتهای هیف و ریختن مایع درون سلولی به بیرون از آن و همچنین هاله

های باکتریایی بر روی قارچ بیمارگر است های آثار تخریبی سویههای متعدد در ساختار هیف از نشانهبدشکلی
 (.Baptista et al., 2022; Sellem et al., 2017( )7و  6)شکل 

 
 

 
 . ارزیابی وضعیت میسلیوم بیمارگر در برهمکنش با سویه باکتریایی آنتاگونیست با میکروسکوپ نوری6شکل 
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. ارزیابی وضعیت میسلیوم بیمارگر در برهمکنش با سویه باکتریایی آنتاگونیست با میکروسکوپ الکترونی 7شکل 

 )چپ: شاهد و راست: متاثر از سویه آنتاگونیست(

 

 تولید سیانید هیدروژن )روش نخست(آزمون 

 Tripticهای حاوی محیط کشت های باکتریایی در پلیتگیری سیانید هیدروژن ابتدا سویهبرای اندازه

Soy Agar (TSA) ( کشت داده می 4/4غنی شده با گلایسین )های شوند. سپس کاغذ صافیگرم در لیتر
( در بخش داخلی دربِ پلیت گذاشته %2و کربنات سدیم  %5/0خیسانده شده در پیکرات سدیم )پیکریک اسید 

داری کرده و توانایی تولید سیانید درجه سلسیوس نگه 28ساعت در دمای  120ها به مدت شود. پلیتمی
 Reetha( )1و جدول  8گردد )شکل هیدروژن از روی تغییر رنگ کاغذ صافی، برابر با جدول زیر ارزیابی می

et al., 2014; Jalaluldeen et al., 2014; Lorck, 1948.) 

 آزمون تولید سیانیدهیدروژن )روش دوم(

طور جداگانه ه ب تازهها از کشت برای بررسی تولید سیانید هیدروژن، ابتدا سوسپانسیون هر یک از باکتری
روی محیط کشت  سویه باکتریاییمیکرولیتر از هر  100لیتر آب مقطر سترون تهیه و به میزان در یک میلی

Nutrient Agar (NA)  1. قطعاتی از کاغذ صافی به ابعاد شودمیپخش1 متر در محلول معرف سانتی
متیل دی  -N- N) -بیس)متیلن  4 و 4گرم میلی 5لیتر اتیل استواستات مس، میلی 5شامل سیانید هیدروژن 

قطعات کاغذ صافی آغشته به معرف مذکور درون درب  سپس. گرددمیور غوطهلیتر کلروفرم، میلی 2آنیلین(( و 
سلسیوس نگهداری درجه  28دیش حاوی کشت باکتری آنتاگونیست قرار گرفته و به صورت وارونه در پتری

نماییم. ساعت را نشانه تولید سیانید هیدروژن تفسیر می 3-18شده و تغییر رنگ کاغذ صافی به رنگ آبی پس از 
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ها بیشتر از حالت طبیعتاً برای بازداری از خروج سیانید هیدروژن بهتر است پارافیلم یا سلفون پیرامون پلیت
 .(Castric and Castric, 1983)معمول پیچیده شود 

 
 های باکتریایی مورد آزمایش. شاخص رنگی میزان تولید سیانید هیدروژن در سویه1جدول 

 درجه بندی سطوح سیانوژنی رنگ کاغذ معرف HCNتوان تولید 

 1 زرد عدم تولید
 2 کرم حداقل

 3 نارنجی نسبتا کم

 4 قهوه ای روشن نسبتا زیاد

 5 آجری حداکثر

 

 

 . ارزیابی تولید سیانید هیدورژن توسط باکتری )راست: واکنش مثبت و چپ: واکنش منفی(8شکل 

 

 ازکیتینآزمون تولید 
 400در  نیتیچهل گرم کابتدا کیتین کلوئیدی تهیه گردد. بدین منظور پیش از این آزمون نیاز است تا 

 .شودتیمار می rpm 150ساعت در شیکر انکوباتور با سرعت  2ترکیب نموده و به مدت  ظیغل HCl تریل یلیم
. دهیممیرسوب ی دیکلوئ ونیبه صورت سوسپانسرا  نیتیکمقطر سرد، آب  تریل 2 با افزودن آهسته سپس

 تریل 5آن در  قیو با تعل یآورجمع یکاغذ صاف یهمراه با مکش رو ونیلتراسیبا ف به دست آمده، ونیسوسپانس
در پایان . شودتکرار  برسد بایستی 5/3به  ونیسوسپانس PHکه  یشستشو تا زماناین . شودمیشسته  شیرآب 

برای انجام آزمون کیتیناز نیز بلوك یک  .خواهد شد افتیباز به صورت کلوئید نیتیدرصد از ک 85نزدیک به 
 2/7درصد کیتین کلوئیدی با  4/0درصد آگار همراه با  5/1متری از کشت باکتریایی به پلیت حاوی سانتی
pH=  شود. در طی این زمان، تولید هاله روز نگهداری می 7درجه سلسیوس به مدت  28منتقل و در دمای

 Gonfa et) ( 9گیرد )شکل ان فعالیت کیتینازی مورد ارزیابی قرار میروشن پیرامون کشت باکتریایی به عنو

al., 2023; Kuddus and Ahmad, 2013; Hsu and Lockwood, 1975). 



 

 
 

 های آنتاگونیست استرپتومایسس از آزمایشگاه تا مزرعهدستورالعمل فنی کار با سویه
 

15 

 

 

 های باکتریایی )راست: فعالیت ضعیف و چپ: فعالیت قوی(. ارزیابی فعالیت کیتینازی سویه9شکل 

 

 آزمون تولید سلولاز
 Carboxymethyl cellulose ،4/0گرم  5/2شامل  تآنزیم ابتدا محیط کشاین برای بررسی تولید 

در یک گرم آگار  15و  O2H7. 4FeSOگرم  NaCl ،02/0گرم  2CaCl ،02/0گرم  4PO2KH ،02/0گرم 
. شودمیدقیقه اتوکلاو  15اتمسفر به مدت  5/1و فشار  سلسیوسدرجه  121تهیه و تحت دمای لیتر آب مقطر 

یک هفته های باکتریایی تلقیح و به مدت ای توسط استرینمحیط به صورت لکهاین حاوی های پتری دیش
را با استفاده از معرف کنگو  هاپتری دیش ،پس از این مدت .شوندمینگهداری  سلسیوس درجه 28در دمای 

سدیم یک  میلی لیتر آب مقطر( به مدت یک دقیقه آغشته نموده و سپس با کلرید 1در گرم میلی 1قرمز )
( 10شود )شکل های مد نظر بررسی میکنگو قرمز را شسته و تولید هاله روشن پیرامون کلنی باکتری ،مولار

(2011; Majidi et al., 2017Sadeghi et al., .) 
 

 

 

 

 

 

 

 های باکتریایی. ارزیابی فعالیت سلولازی سویه10شکل 
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 آزمون تولید پروتئاز
 Skim Milk Agar جامد ابتدا محیط کشت های باکتریایی،توسط سویهاین آنزیم برای ارزیابی تولید 

(SMA)  تهیه و تحت دمای  گرم آگار 5/13 گرم آگار خونی و 4گرم عصاره مخمر،  5گرم پودر شیر،  5شامل
های حاوی محیط . پتری دیششودمیدقیقه اتوکلاو  20اتمسفر به مدت  5/1و فشار  سلسیوسدرجه  121

SMA درجه 28ساعت در دمای  48باکتریایی تلقیح و به مدت  هایسویه ای ازبا کشت تازه ایبه صورت لکه 
 (11گیرد )شکل مورد ارزیابی قرار میرنگ در اطراف پرگنۀ باکتری تشکیل هالۀ بیو نگهداری  سلسیوس

(Prajapati et al., 2022; Jalaluldeen et al., 2014; Maurhofer et al., 1994.) 
 

 
 های باکتریایی. ارزیابی فعالیت پروتئازی سویه11شکل 

 

 )روش کیفی(  CAS-Agarآزمون تولید سیدروفور به روش

ساعت در محیط  48ها به مدت ها، ابتدا باکتریبه منظور بررسی توان تولید سیدروفور توسط سویه 

Tryptic Soy Broth (TSB)  کمی توان تولید شوند. در این روش برای تشخیص نیمه کشت داده می

 CASهای حاوی محیط جامد گذاری روی پلیتمیکرولیتر سوسپانسیون تازه باکتری با روش لکه 15سیدروفور، 

 ;Hussein et al., 2024; Sadeghi et al., 2012; Alexander and Zubber, 1991دهیم )کشت می

Manninen and Mattila-Sandholm, 1994 برای تهیه این محیط چهار محلول به شرح زیر به صورت .)

پس از آماده شدن چهار محلول زیر، محلول بافر و  .شوندجداگانه تهیه، استریل و در ادامه با هم ترکیب می

شود. سپس همراه با محلول کازآمینواسید را با یکدیگر ترکیب نموده و سپس محلول غذایی به آن افزوده می

 .شودها توزیع میبه آنها افزوده و در پلیت Fe-CAS هم زدن آرام و بدون ایجاد حباب، محلول معرف به

درجه سلسیوس نگهداری نموده و توانایی تولید  28های باکتریایی تلقیح کرده، در دمای ها را با سویهپلیت

شود ساعت ارزیابی می 72و 48، 24سیدروفور با تغییر رنگ محیط کشت از آبی به نارنجی، در فواصل زمانی 

  .(12)شکل 
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 10مولار )در محلول یک میلی O 2H6-3FeClلیترمیلی 10: این محلول از ترکیب CAS -Feمحلول معرف

لیتر( گرم در میلیمیلی 21/1)  CAS گرممیلی 5/60لیتر محلول حاوی میلی 50مولار اسید کلریدریک( با میلی

لیتر آب مقطر حاوی میلی 40وانی تیره به آرامی و همراه با تکان دادن پیوسته به شود. این مخلوط ارغتهیه می

شود. محلول آبی تیره حاصل، اتوکلاو لیتر( اضافه میگرم در یک میلیمیلی 82/1) HDTMA گرممیلی 8/72

 .شوددرجه سلسیوس سرد می 50و تا 

شود. محلول لیتر محلول نمکی حل میمیلی 750در  PIPES گرم 24/30برای تهیه محلول بافر،  :محلول بافر

این محلول با استفاده از  pHاست.  Cl 4NHگرم 1و   NaClگرم 4PO2KH  ،5/0گرم  3/0نمکی حاوی 

شود. مخلوط لیتر رسانده میمیلی 800تنظیم شده و سپس حجم نهایی آن به  8/6در  KOH درصد 50محلول 

 شود. درجه سلسیوس سرد می 50و و تا گرم آگار اتوکلا 15حاصل پس از افزودن 

گرم میلی O2H.74MgSO  ،11گرممیلی 493گرم مانیتول،  2گرم گلوکز،  2این محلول حاوی  :محلول غذایی

2CaCl ،17/1 گرممیلی  O2.H4MnSO ،4/1 3گرم میلیBO3H ،04/0 گرم میلیO2H.54CuSO ،2/1 

لیتر آب مقطر است. این محلول میلی 70در  O 2H.24MoO2Naگرممیلی 1و   O 2H.74ZnSOگرممیلی

 .شوددرجه سلسیوس سرد می 50پس از اتوکلاو تا دمای 

شود و لیتر آب مقطر حل میمیلی 30گرم کازآمینواسید در  3برای تهیه این محلول،  :محلول کازآمینواسید

 .شودمیمیکرون، استریل  45/0سپس با گذارندن آن از کاغذ صافی غشائی با قطر منافذ 

 

 
 CAS-Agarهای باکتریایی به روش . ارزیابی کیفی توان تولید سیدروفور توسط سویه12شکل 
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 آزمون ارزیابی تولید سیدروفور به روش اسپکتروفوتومتری )روش کمی(

دهند. در های منفی کاذب میواکنش CAS-Agarهای مثبت در روش تجربه نشان داده برخی سویه
های در روش پلیت، از رشد برخی سویه HDTMAبرخی منابع اشاره شده است که به دلیل وجود ماده 

 یکم ارزیابی شود. در این زمینهشود. بنابراین روش دوم در این دستورالعمل مطرح میمیکروبی بازداری می
هایی که در نمودن تولید سیدروفور در سویهتواند با دو منظور انجام شود؛ یکی بحث کمی می دروفوریستولید 
اند و دوم اینکه از همان اول با روش کمی نسبت به سنجش تولید سیدروفور غربال شده Cas-Agarروش 

های گزارش شده از اعتبار بالاتری برخوردار باشند و هم اینکه امکان ارزیابی میزان تولید اقدام نمود تا منفی
 شود.بدینوسیله هزینه و زمان مدیریت می در این روش فراهم بوده و

 LB Broth کشت طیدر مح افتهیرشد  ییایباکتر یهاکشت ییرو عیما برای این کار نیاز به برداشت
ریخته،  یتریلیلمی 2ویال در  محیط کشت مایع را تریلیلیم ابتدا یک. (Arora and Verma, 2017است )
. پس از نماییممی حی( تلقcfu/ml 810تازه ) ییایکشت باکتر ولیترمیکر 10 سترون نمودن با اتوکلاو،از پس 
به  rpm 10000 با سرعت ییایباکتر یهاساعت، کشت 48به مدت  سلسیوسدرجه  28 یدر دما ونیاسانکوب

 یی )سوپرناتانت(رو عیو از ما ختهیدور ر رسوی میکروبی به دست آمده را .دونشمی وژیفیسانتر قهیدق 10مدت 
 عیما از تریلیلیم 5/0در صورت سنجش با کووت، به میزان  .کنیممیاستفاده  دروفوریسمیزان  ارزیابی یبرا
 ینور یچگال قهیدق 20و پس از  نمودهمخلوط  CASمعرف  تریلیلیم 5/0با  یی راایهر کشت باکتریی رو
(OD در طول موج )میکرولیتر  100میزان در صورت سنجش با میکروپلیت، به . شودمی سنجشنانومتر  630
 یچگال قهیدق 20و پس از نموده مخلوط  CASمعرف میکرولیتر  100با  یی راایهر کشت باکتریی رو عیما از

ها بر حسب هیشده توسط سو دیتول دروفوریس .(13شود )شکل مینانومتر گرفته  630( در طول موج OD) ینور
جذب مرجع )محلول  میزان Arکه در آن  کنیممی یریگاندازه ریفرمول زبر پایه  (psu) دروفوریدرصد واحد س

CAS  نشده( و  حیتلق محیط کشتوAs  محلول میزان( جذب نمونهCAS ییرو عیو ما )بدون سلول از نمونه 
 .است
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های آبی: وش اسپکتروفوتومتری. چاهکهای باکتریایی با ر. ارزیابی کمی توان تولید سیدروفور توسط سویه13شکل 

 های زرد و نارنجی: واکنش مثبت واکنش منفی و چاهک

 

 های منتخب باکتریاییآزمون کراس استریک جهت ارزیابی آنتاگونیستی سویه
های مهم در میکروبیولوژی است که به کی از تکنیک( یCross streakروش کشت کراس استریک )

. دلیل استفاده رودمیکروبی و شناسایی اثرات آنتاگونیستی بین ریزجانداران به کار میآنتیمنظور بررسی تعاملات 
های منتخب جهت استفاده از این روش در مباحث بیوکنترل این است که نیاز داریم آنتاگونیستی احتمالی سویه

منتخب دارای آنتاگونیسیتی های های گلخانه و یا مزرعه بررسی شود تا در تیمارهای ترکیبی، سویهدر آزمون
 به آزمایش موردکشتی از سویه باکتریایی  یک ابتدا روش، این درزمان نداشته باشند. با یکدیگر حضور هم

به  اولیه انکوباسیون از پس. شودمی کشیده GYMجامد  محتوی محیط کشت پلیت مرکز در خطی صورت
 را خود متابولیکی مواد وکرده  رشدسویه باکتریایی  دهدمی اجازه کهدرجه سلسیوس  28روز در دمای  4مدت 
ها پلیت سپس. شودمی داده کشت اول خط روی ازدرجه  90و  متقاطع صورت به دوم میکروب ،نماید تولید

 عدم یا وجود صورتبه آزمون این نتایج شود.می انکوبهدرجه سلسیوس  28روز در دمای  4به مدت  دوباره
 ضد ترکیبات اول میکروب اگر. شودمی داده نشان اول خط اطراف در دوم میکروب رشد مهار از ایناحیه وجود

 که کنندمی مهار را دوم میکروب رشد و شده پخش GYM محیط در ترکیبات این کند، تولید میکروبی
است  (. نیاز به یادآوری14)شکل  است مشاهده قابل اول خط اطراف در رشد عدم یا ترروشن ایناحیه صورتبه

ای در وسط که این روش به صورت شعاعی نیز امکان پذیر است که در آن کشت سویه نخست به صورت لکه
ها به صورت شعاعی در پیرامون کشت نخست خواهد های دوم مربوط به سایر سویهپلیت انجام شده و کشت

 (.Yadav and Tiwari, 2023; Malek et al., 2015بود )
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های بیوکنترلی با کراس استریک )چپ: تصویر شماتیک و راست: نتاگونیستی سویه. بررسی آ14شکل 
 تصویر واقعی(

 

 یاییباکترهای سویهشناسایی مولکولی 
استفاده  16S rRNAناحیه یابی و توالی PCRاز روش  های باکتریاییبرای شناسایی مولکولی سویه

 ,.Hussein et al., 2024; Abellan-Schneyder et al., 2021; Sadeghi et al( )15شود )شکل می

و  MEGA11 ها با استفاده از نرم افزارهاییابی قطعات مد نظر، شناسایی گونهپس از تکثیر و توالی(. 2017
BLAST یی نیز شامل باکتریاهای شناسایی مولکولی سویهپرایمرهای  مورد استفاده برای . شودانجام می

های ای از اجزای واکنش و همچنین شرایط چرخهبه شرح زیر است. نمونه 1492و  27fجفت پرایمر عمومی 
PCR  سازی شود )آورده شده است که البته بسته به شرایط کار نیاز است تا بهینه 3و  2نیز در جداولDos 

Santos et al., 2019.) 
 

27F: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 
1492R: 5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′ 
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 1492Rو  27Fو نقشه پرایمرهای آن با تاکید بر پرایمرهای عمومی  16s rRNAگانه  9. نواحی متغیر 15شکل 

 
 

          باکتریاییهای در شناسایی مولکولی سویه PCR. اجزای واکنش 2جدول 

 ترکیب حجم )میکرولیتر(

5/2  PCR buffer 10x 

1 MgCl2 (50 mM) 

5/2  dNTPs (2 mM) 

2/0  Taq polymerase (5 U/ul) 

1 27F primer 

1 1492 primer 

1 DNA template 

8/15  ddWater 

 
          های باکتریاییدر شناسایی مولکولی سویه PCRهای واکنش . چرخه3جدول 

ایمرحله از واکنش زنجیره دما )سلسیوس( دقیقه  

دقیقه 5  96 Initial Denaturation 

ثانیه 40  94 Denaturation 

ثانیه 30  57 Annealing 

دقیقه 1  72 Extension 

دقیقه 10  72 Final Extension 
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 گلخانه/مزرعههای سازی آزمونیایی جهت پیادهباکترهای سویه تهیه فرمول اولیه
روز  GYM (5های منتخب با توان بیوکنترلی در محیط مایع برای این کار ابتدا کشت مایعی از سویه

 10برای  rpm 5000های به دست آمده در کنیم. کشتدرجه سلسیوس( تهیه می 28انکوباسیون در دمای 
ریزیم. با استفاده از سرم را دور می دقیقه سانتریفیوژ  نموده و زیست توده حاصل را نگه داشته و مایع رویی

درصد( زیست توده را رسوسپان نموده و در ادامه با استفاده از روش سری رقت  9/0فیزیولوژیک )کلرید سدیم 
(serial dilutionکه در بخش ) های پیشین به آن اشاره شد، نسبت به بررسی میزانcfu/ml  هر سویه

ای باشد نهایی محلول میکروبی و تیمار و یا تلقیح آنها بایستی به گونه کنیم. تنظیم حجمباکتریایی اقدام می
برسد. در تیمار بذر به  cfu/g  610و یا  cfu/ml 610که در نهایت، جمعیت باکتریایی به گیاه هدف با غلظت 

است از ها و نشاءها بهتر صورت پوشش میکروبی )بذرمال نمودن یا سید کوتینگ( و یا در تیمار ریشه گیاهچه
( مرغوب استفاده gum arabic) ( و یا صمغ عربیCMCمرهایی چون کربوکسی متیل سلولوز )پلیزیست

شود )حالت پودری صمغ عربی بهتر از حالت پولکی است(. نسبت های متنوعی در مورد استفاده از این دو 
طور معمول همانند بیشتر شود. نویسندگان دستورالعمل حاضر به مر در منابع علمی دیده میپلیزیست

( به فرمولاسیون tweenبرند. افزودن چند قطره تویین )درصد بهره می 1پژوهشگران عرصه میکروبی از نسبت 
ک سورفکتانت غیر یونی تواند در کارایی و بهتر عمل نمودن فرمولاسیون اولیه کمک کننده باشد. تویین، یمی

قادر است کشش . این ماده های باکتریایی داردر فرمولاسیونکاربردهای متعددی داست که فایر و امولسی
 .شودها به سطوح مختلف میکه این امر باعث افزایش قابلیت دسترسی باکتری سطحی آب را کاهش دهد

های استرپتومایسس، نکته پایانی اینکه در صورت نیاز به استفاده از فرمولاسیون اولیه جامد در مورد سویه
ای چون ماسه بادی معمولی و یا ماسه بادی آسیاب شده همراه با نمک کلرید سدیم از شدهبسترهای سترون 

های منتخب به شوری مقاوم باشند. در این حالت روند؛ به ویژه زمانی که سویهبسترهای مناسب به شمار می
همچنین آلودگی تا زمان  توان از درصد بیشتر نمک در فرمول اولیه استفاده کرد تا انبارداری هم بالا برود ومی

 Zhang et al., 2022; Palupi et al., 2017; Karimi and Sadeghi, 2015; Biariاستفاده رخ ندهد )

et al., 2011; Dawar et al., 2008.) 
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