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 مقدمه

 کودها مناسبآید. عدم مصرف صحیح گیاه یکی از عوامل مهم در بهبود کمی و کیفی محصول به شمار میتغذیه 

شود. در صورت مصرف با کیفیت پایین می یتمحصولا وه بر کاهش عملکرد کمی، باعث تولیددر بخش کشاورزي علا

 نیز در ادامه زنجیره غذایی البتهو  رفع کرد گیاه و در خاك را توان کمبود عناصر غذاییها میدر مزارع و باغ هابهینه کود

غذا  ي جهانیتقاضا ینیبشیپدر زمینه انجام شده  زیمتاآنالتامین نمود. دام و در نهایت انسان را مورد نیاز عناصر غذایی 

براي  .افتیخواهد  شیدرصد افزا 56تا  35 نیب 2010غذا نسبت به سال  براي تقاضا 2050که تا سال  نشان داده است

توان یموري در تولید محصولات کشاورزي است که این نتیجه را اي نیاز به افزایش بهرهدستیابی به چنین تقاضاي فزاینده

عناصر استفاده از  شیکشت، اصلاح خاك و افزا يهااز جمله کنترل موثر آفات، بهبود روش يعوامل متعدد بیبا ترک

 .(Kettlewell et al., 2023) به دست آورد غذایی

منظور تکمیل ذخیره  بهعرصه کشاورزي به شمار رفته و  يو سودآور دیتول يمهم برا اریبس هاياز نهادهها کود

 .است یمابراي افزایش عملکرد در واحد سطح الز . بنابراین، مصرف انواع کودهاروندخاك به کار میمواد غذایی طبیعی 

مورد استفاده در خاك توسط گیاهان جذب شیمیایی درصد از کودهاي  50تا  30تنها که ها نشان داده با این همه، بررسی

زیست و براي محیطمهم خطري  که شودمیزمینی زیرهاي روان و و مازاد آن در خاك مانده یا آبشویی و وارد آب شده

هاي شیمیایی به خاك با بر هم زدن ساختمان مداوم کود از سوي دیگر، افزودن .(Mozner et al., 2012) استآبزیان 

موضوع دیگري که  .(Han et al., 2015) شوداسیدیته آن میتغییر  و خاك منجر به کاهش کیفیت و حاصلخیزي خاك 

براي که  است هاآفات و بیمارياهمیت داشته و روي میزان عملکرد محصول تاثیرگذار است مبحث اي ولیدات گلخانهدر ت

را از مراحل اولیه رشد تا مرحله برداشت تحت تأثیر  گیاهان ،زاعوامل بیماري .رودبزرگ به شمار می یکشاورزان چالش

است شیمیایی استفاده شده  جمله سمومهاي گوناگونی از ذشته روشمشکلات از گاین به منظور غلبه بر . دهندقرار می

(Mihajlovic et al., 2017 .)زا را از خاك ها به طور کامل و موثر عوامل بیماريبا این حال، علاوه بر اینکه این روش

هاي جبران ناپذیري به سلامت انسان، منابع آبی و موجب خسارت ترکیباتیچنین اند، مصرف بیش از اندازه حذف نکرده

با عنایت . (1400محیط زیست نیز شده است که مغایر با اهداف و چشم اندازهاي توسعه پایدار است )نصیرزاده و همکاران، 

ایی که هزینه تولید مذکور در زمینه استفاده از مواد شیمیایی، پیدا کردن جایگزینی مناسب براي مواد شیمی ضلاتعبه م

داشته و تولید آن توسط خود کشاورزان نیز ممکن باشد و از سوي دیگر نه تنها خطري براي انسان، جانداران و  يکمتر

 Supaporn) ستا امري ضروري محیط زیست محسوب نشود بلکه منجر به بهبود مداوم کیفیت خاك و گیاهان نیز باشد

et al., 2013).  مواد  :توانندگیرند، میهاي محرك رشد که در فرمولاسیون کودهاي زیستی مورد استفاده قرار میباکتري

کاهش دهند و را براي گیاه غذایی مورد نیاز گیاه را فراهم کنند، جذب مواد غذایی را تسهیل کنند، سمیت فلزات سنگین 

زا توانند مقاومت گیاه در مقابل عوامل بیماريمیهمچنین ها باکتري . اینزا به گیاه جلوگیري کننداز ورود عوامل بیماري

هایی . این دسته از مواد زیستی با نظر به چنین پتانسیلفاده از سموم شیمیایی را کاهش دهندرا افزایش داده و نیاز به است

 Galeano Vanegas et) هاي مهم جایگزین در حوزه مصرف سموم و کودهاي شیمایی باشندتوانند یکی از گزینهمی

al., 2020.) 

محصولات  به یابیدست يبرا ،ییایمیش يعنوان مکمل کودها بهبا عملکرد چندگانه و  یستیز ياستفاده از کودها

 ,.Nousheen et alاست ) ي مهم به سمت کشاورزي ارگانیک و توسعه پایداراز راهکارها یکی، سالمترو  تیفیبا ک

2021; Mahapatra et al., 2022نیمهمتر. شوندیم مصرف یآل يکودها ایو  با بذر، خاك پوشش صورته مواد ب نی(. ا 
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 دیتول نامحلول، فسفر و روي یکنندگ حل ییتوانا تروژن،ین تیتثب شامل اهیبر رشد گ کودهاي زیستی تاثیر يسازوکارها

و آزادسازي عناصري  هاکاتیلیس هیتجز ،pHگوگرد و کاهش  زیستی شیاکسا جذب آهن، تیقابل شیو افزا دروفوریس

 هانینیتوکیس و هانیبرلیج ها،نیاکس دیبه واسطه تول نیهمچن کودهاي زیستی .(1400)خسروي،  است میهمچون پتاس

 ,.Nousheen et al., 2021; Mahapatra et al) گذارندیاثر م اهانیگ بر رشد شه،یبر مرفولوژي ر ریتأث قیاز طر

2022; Thomas and Singh., 2019 ،تواند یم يدر کشاورز محرك رشد هايباکتري استفاده از(. به عبارت دیگر

 شیافزا ،ییایمیش يبه کودها یو کاهش وابستگ يجذب مواد مغذ شیافزا اه،یبالقوه از جمله بهبود رشد گ تیمز نیچند

 ,.Joshi et al) داشته باشدرا  داریپا يکشاورز يها وهیبا ش ییو همسو ستیز طیسازگار با مح کردی، روبه تنشتحمل 

2023). 

ها بر رشد اثرات مثبت آن کهاند هاي محرك رشد گیاهی شناخته شدهها یا باکتريPGPRازتاکنون انواع زیادي 

طور زي هستند که بههاي خاكها گروهی از باکترياکتینومیست. گزارش شده استگذشته دهه چند و سلامت گیاه  از 

ها ها( و سطح برگگیاهان )اندوفیتهاي داخلی هاي طبیعی، شامل خاك، ریزوسفر گیاهان، بافتگسترده در محیط

فعال، نظیر ترکیبات هاي ثانویه زیستویژه به دلیل توانایی در تولید متابولیتها بهشوند. این باکتري)فیلوسفري( یافت می

ضدباکتریایی و ضدقارچی، نقش مهمی در افزایش سلامت گیاهان و تقویت بازده کشاورزي دارند و به عنوان جایگزینی 

 Abbasi et al. 2021; Rostamiد )شونهاي شیمیایی شناخته میکشزیست براي آفتو دوستدار محیط ایمن

Mehrueiyeh et al. 2021; Pacios-Michelena et al. 2021 .)استرپتومایسس  ها، در میان اکتینومیست

(Streptomyces )ها، سیدروفورها، بیوتیکآنتی اي است که به دلیل توانایی در تولیدشدههاي شناختهیکی از جنس

ها . این باکترياستبسیار مورد توجه بودههاي رشد گیاهی کننده دیواره سلولی بیمارگرها، و هورمونهاي تجزیهآنزیم

هاي زیستی )مانند فعال گیاه را در برابر تنشهاي رقابتی ریزوسفر زنده مانده و با تولید ترکیبات زیستویژه در محیطبه

کنند. همچنین هاي قارچی و باکتریایی( و غیرزیستی )مانند شوري، خشکی و کمبود مواد مغذي( محافظت میيبیمار

توانند نیاز گیاه به کودهاي نیتروژنی را کاهش توانایی تثبیت نیتروژن را دارند و میStreptomyces هاي برخی از گونه

کاربرد  (Sadeghi et al. 2012, 2017; Karimi et al. 2012). داده، به کاهش مصرف کودهاي شیمیایی کمک کنند

. هاي مختلف اثربخشی خود را نشان داده استبه عنوان کودهاي زیستی در پژوهش Streptomycesهاي باکتري

مؤثرند ها فعال خود و تعامل مثبت با گیاهان، نه تنها در کنترل بیماريهاي زیستبه دلیل تنوع متابولیت اهاکتینومیست

ها از طریق تولید سیدروفورها جذب مواد مغذي کنند. آنعنوان کودهاي زیستی به بهبود تغذیه گیاه نیز کمک میبلکه به

زا به کند، بلکه با محدود کردن دسترسی عوامل بیماريدهند که نه تنها به رشد گیاه کمک میمانند آهن را افزایش می

نیز نقش مهمی در تنظیم بیان ژن،  Streptomycesنماید. تولید ترکیبات فرار توسط ها را مهار می، آناین ماده حیاتی

دهنده به بهبود عملکرد گیاه و هاي سیگنالهاي اطراف ایفا کرده و به عنوان مولکولمتابولیسم و رفتار میکروارگانیسم

 Newitt et al., 2019; Jones et al. 2018; Jones). کندمقاومت آن در برابر شرایط نامساعد محیطی کمک می

and Elliot. 2017)  
و از افزایش یافته درصد  6/13 (CAGR) رشدبا نرخ  2022 تا 2016 يهاسال نیب یستیز يارزش بازار کودها

میلیارد دلار در سال  3شود به رسیده و پیش بینی می 2022دلار در سال  اردیلیم 5/1به  2015دلار در سال  ونیلیم 610

)خسروي،  برسددلار  اردیلیم 90از  شیبازار به ب نیارزش ا 2050سال  تاشود ، پیش بینی میبا این روند . برسد 2025
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هاي مهم در در حال حاضر تولید کودهاي زیستی به عنوان جایگزین کودهاي شیمیایی به عنوان یکی از اولویت (.1400

با وجود اینکه   .قرار داردهاي دانش بنیان کشور کشاورزي و شرکتهاي وزارت جهاد اسناد بالادستی کشور و برنامه 

آغاز شده است، اما میزان تولید و مصرف کودهاي زیستی  در در کشور  مطالعه بر روي کودهاي زیستیها است سال

ولیدات داخل خرید کودهاي شیمیایی در کشور سالانه و به طور منظم از ت. مقایسه با کودهاي شیمیایی بسیار ناچیز است

متوسط مصرف کودها و سموم  ها نشان داده. از سوي دیگر، بررسیشودانجام میهمراه با خروج ارز و یا از طریق واردات 

از این رو به کارگیري  .(1395نشاط و همکاران، ؛ 1400خسروي، ) بالاتر از میانگین جهانی آن استشیمیایی در ایران 

ها با کودهاي زیستی در راستاي منافع اقتصادي و ها و جایگزینی آنمصرف این نهادهتمهیدات موثر براي کاهش مقدار 

 .استو حیاتی ضروري امري زیست محیطی کشور 

هاي محرك جداسازي، شناسایی و ارزیابی اکتینومیست براياین دستورالعمل فنی با هدف ارائه یک راهنماي جامع 

ها توانند این باکتري، محققان و کارشناسان کشاورزي میاین دستورالعمل ندر نظر گرفترشد گیاهی تدوین شده است. با 

ها را براي استفاده به عنوان کودهاي هاي زیستی و عملکردي آنو ویژگی کرده هاي طبیعی مختلف جدارا از محیط

 :دهد عبارتند ازمیها پاسخ سوالات اساسی که این دستورالعمل به آن .زیستی و عوامل بیوکنترلی ارزیابی کنند

هاي طبیعی مختلف جداسازي و براي تولید کود زیستی استفاده ها را از محیطتوان اکتینومیستچگونه می( 1 

 کرد؟

ها تواند به بهبود رشد گیاه و افزایش مقاومت آن در برابر بیماريها میهاي زیستی این باکتريکدام ویژگی( 2 

 کمک کند؟

هاي محیطی مانند خشکی، شوري و دماهاي نامساعد ها را در برابر تنشپایداري اکتینومیستتوان چگونه می( 3 

  ارزیابی کرد؟

تواند کند و میزیست را هموار میپاسخ به این سوالات، مسیر تولید کودهاي زیستی کارآمد، ایمن و دوستدار محیط

ت خاك و کاهش وابستگی به کودها و سموم شیمیایی ، حفظ سلامهامبتنی بر آن به بهبود عملکرد محصولات کشاورزي

وري و سلامت . توسعه کودهاي زیستی از این طریق، گامی مهم در راستاي کشاورزي پایدار و افزایش بهرهکمک کند

 Pacios-Michelena et al. 2021; Palaniyandi et). بود زیست خواهدمحصولات کشاورزي و حفاظت از محیط

al. 2013; Dimkpa et al. 2008)  

 

 ها از منابع مختلفجداسازی اکتینومیست .1

از   هايباکتر نیا يجداساز ، يدر کشاورز هاستینومیاکت يو کاربرد یستیز اتیخصوص یبررسنخستین قدم در 

 ي(، روهاتی)اندوف یاهیگ يهااز جمله درون بافت یعیطب طیمختلف مح يهادر بخش هاستینومی. اکتاست یعیمنابع طب

 یخاص يهایژگیها وبخش نیاز ا کی. هر شوندیم افتی( هايزوسفری)ر شهیر هی( و در ناحهايلوسفریها )فسطح برگ

 آن منبع باشد. يهایژگیمتناسب با و دیهر کدام با يبرا يجداساز يهاروش نیدارند و بنابرا

 های اندوفیتاکتینومیست .1.1

استخراج  ازمندین ندیفرآ نی. اشودیاستفاده م اهانیگ یداخل يهااز بافت ،یتیاندوف يهاستینومیاکت يجداساز يبرا

 شه،یشامل ر اهیمختلف گ يهامناسب است. قسمت کشت طیها به محو انتقال آن اهیگ یدرون يهااز بافت هايباکتر

از  يریجلوگ ي(. براSharma et al. 2023) شوندیبرداشت م بیآسسالم و بدون  اهیاز گ قیطور دقبرگ به ایساقه 
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و  شوندیور مدرصد غوطه 1 میسد تیپوکلریدر محلول ه قهیدق 3-2ابتدا به مدت  یاهیگ يهابافت ،یخارج یآلودگ

 ،ضدعفونی سطحی بافت(. پس از Bano et al. 2021) شوندیطور کامل شسته مبه )سترون( لیسپس با آب مقطر استر

کشت مانند  هايطیدر مح میطور مستقبرگ( با دقت  جدا شده و به ایساقه  شه،ی)مانند ر اهیگ یبافت داخل

Actinomycetes Isolation Agar (AIA) ای Glucose Yeast Extract Malt Agar (GYM or ISP2)  قرار داده

در صورت (. Reddy et al. 2019) شوندیم يروز  نگهدار 3-2به مدت  وسیسلسدرجه  28 يدر دما . سپسشوندیم

ها به صورت شود. در صورتیکه باکتريهر کدام کشت مجزا تهیه و نگهداري میاز ها به صورت  تک کلنی، رشد باکتري

کشت  طیو به مح هیته 410تا  110رقت  يسر با  ونیسوسپانسیک مجموعه رشد کرده باشند باید از هر مجموعه یک 

GYM  روش باید به  يسازخالص يبرا هر کلنی ،ي اکتینومیستیهایرشد کلنو تایید از مشاهده  پس . شودانتقال داده

 (.Singh et al., 2020منتقل شود ) GYMکشت  طیبه مح ياکشت چهار منطقه

 های فیلوسفری. اکتینومیست2.1

آوري طور دقیق جمعهاي گیاه بههاي فیلوسفري از سطح برگ گیاهان، ابتدا باید برگراي جداسازي اکتینومیستب

هاي رگب .ها از سطح برگ جدا شوند، باکتريجداسازيهاي با استفاده از روش پس از ضدعفونی سطحی برگ،شوند و 

طور دقیق و با ها باید بهشوند. این برگد نظر برداشت میدیدگی از نواحی مختلف گیاهان مورگیاهان سالم و بدون آسیب

دقیقه  2-3به مدت  درصد 1هاي گیاهی در محلول هیپوکلریت سدیم برگ .آوري شوندرعایت اصول بهداشتی جمع

لیتر سرم میلی 10در  ضدغفونی شدههاي برگ .شوندطور کامل با آب مقطر استریل شسته میشوند. سپس بهور میغوطه

دقیقه  30به مدت  rpm 150شوند و با استفاده از شیکر در سرعت سترون قرار داده می (NaCl 0.9%)فیزیولوژیک 

در سرم  410تا  110رقت از  آمده، سريدستاز سوسپانسیون به .ها از سطح برگ جدا شوندشوند تا باکتريشیک می

 مانند میکرولیتر سوسپانسیون بر روي محیط کشت انتخابی 100از هر سري رقت . شودفیزیولوژیک سترون تهیه می

Starch Casein Agar (SCA) یا Actinomycetes Isolation Agar (AIA) شود و با استفاده از انتقال داده می

درجه  28ساعت در دماي  24-48ها به مدت پلیت. شودطور یکنواخت در سطح محیط کشت پخش میپیپت پاستور به

انتقال  تازههاي کشت هاي اولیه بر روي محیطها رشد کنند. پس از این مدت، کلنیشوند تا کلنیداري میسلسیوس نگه

تا  کشت شونداي کشت چهار منطقه روش آمده باید بهدستبه هايها، باکتريي جدایهسازمنظور خالصبه .شوندداده می

 (.Singh et al., 2020; Reddy et al. 2019) ها اطمینان حاصل شوداز خلوص سویه

 های ریزوسفری. اکتینومیست3.1

ها شود. این خاكهاي ناحیه ریزوسفري گیاهان استفاده میهاي ریزوسفري، از خاكبراي جداسازي اکتینومیست

اري بردشوند. نمونهویژه در ناحیه ریزوسفري مستقر میهاي مفیدي هستند که در اطراف ریشه گیاهان بهشامل باکتري

ها باید با رعایت اصول بهداشتی شود. این نمونهانجام قرار دارد  مجاورت ریشه گیاه سطح و در که دری از خاک باید

لیتر سرم میلی 10شده به  برداريگرم از خاك نمونهدر ابتدا، یک  .شوندو در شرایط سرد به آزمایشگاه منتقل آوري جمع

ها از خاك شود تا باکتريدقیقه شیک می 30به مدت  rpm 150 سرعت باکر اضافه شده و در شی فیزیولوژیک سترون

شود. هر سري رقت تهیه میدر سرم فیزیولوژیک سترون  410تا  110هاي شده، سري رقتاز سوسپانسیون تهیه جدا شوند.

میکرولیتر به محیط  100رقت، هر سري  از. گیردهاي آزمایش قرار میمنظور انجام کشت صحیح، در لولهطور دقیق و بهبه
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، Starch Casein Agar (SCA)توانند شامل ها می. این محیط(1)شکل  شودکشت انتخابی انتقال داده می

Actinomycetes Isolation Agar (AIA) هاي مشابه مانند یا محیطGYM   باشند. سوسپانسیون با استفاده از پیپت

درجه  28ساعت در دماي  24-48ها به مدت لیتپ .شودمحیط کشت پخش میطور یکنواخت در سطح بهخمیده پاستور 

از خاك  ي جدا شدههاهاي اکتینومیستخوبی رشد کنند. در این مدت، باکتريها بهشوند تا کلنیسلسیوس نگهداري می

توان از روش ، میهاجدایهسازي منظور خالصبه. شوندطور واضح بر روي محیط کشت رشد کرده و قابل شناسایی میبه

 (Singh et al. 2020; Reddy et al. 2019).  اي استفاده کردکشت چهار منطقه

 

 

 

 

 

 

 

پایین، از چپ ) تا چهار رقت هاي کشت شده نمونه خاك ریزوسفريو پلیت (بالا) میکروبی در سرم فیزیولوژیک تهیه سري رقت (1شکل          
 هاي آزمایش هاي متناظر لولهبه راست رقت

 

 اکتینومیستهای سازی سویهنگهداری و ذخیره. 2

مدت ذخیره شوند. براي نگهداري طولانی دشده بای هاي جداها، سویهسازي اکتینومیستپس از جداسازي و خالص

با  ساعت، کشت آماده شده 72بعد از  .شودکشت داده می GYMمایع  در محیط خالص هر جدایهبراي این منظور 

 مخصوص هايترکیب شده و در ویال، درصد 15گلیسرول به  غلظت نهاییاستریل تا رسیدن  درصد 60گلیسرول 

(cryovials )در ازت مایع به مدت چند دقیقه قرار  ،هامدت، ویالبراي حفظ ماندگاري طولانی. شوداستریل ذخیره می

 .شوندنگهداري میدرجه سلسیوس  -80شوند و سپس در فریزر با دماي داده می
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 هاهای شناسایی اکتینومیستروش. 3

 شناسی های ریختروش. 1.3

 (Gram staining) گرم یزیآمرنگ .1.1.3

 ولتیو ستالیرنگ کر م،یضخ یسلول وارهید لیگرم به دل يزیآمکه در رنگ یمعن نیگرم مثبت هستند، به ا هاستینومیاکت 
 قرارصفحه لام  کی يرشد کرده را رو ياز نمونه باکتر ینازک هیلا .شوندیم دهیو به رنگ بنفش د کنندیرا حفظ م )ویوله(

ابتدا  ،در صورت کم بودن غلطت در کشت مایع باکتريلام، فاصله داشته باشد.  يها. بهتر است نمونه از کنارهدهندیم
کاملا در مجاورت هوا  دیبانمونه  رد،یگیلام قرار م يروشده و  هیته نمونه سپس از رسوب باکتري شود،یانجام م وژیفیسانتر

. شودیم تیلام تثب يبا استفاده از صفحه گرم کننده، نمونه بر رو ایمرتبه( و  3-4شعله ) يعبور دادن لام از رو با خشک شود.
 ستالیبا رنگ کر قهیدق 1به مدت نمونه ابتدا سطح  در مرحله رنگ آمیزي .شودینمونه استفاده م تیتثب يها برااز الکل یگاه

با محلول لوگل  قهیدق 1به مدت  نمونهسطح  در مرحله بعد. شودیم شستهبا آب  رنگ . سپسشودیپوشش داده م ولهیو
به مدت الکل(،  ایرنگ بر )مثلا استن یک محلول با سپس . شودیبا آب شسته م شود و بعد از آنداده می( پوشش دی)محلول 

 قهیدق 1به مدت  نیبا سافران در این مرحله سطح لام .شودی، لام با آب شست و شو داده مو بعد از آن هرا شست ملاثانیه  10
نمونه تهیه شده براي بررسی با  .کنندیلام را خشک م سپسو  شودیست و شو با آب انجام مدر انتها ش. شودپوشانده می

هایی که هایی که در زیر میکروسکوپ به رنگ قرمز دیده شوند را گرم منفی و باکترياکتريمیکروسکوپ نوري آماده است. ب
 (.2 )شکلنامند به رنگ بنفش دیده شوند را گرم مثبت می

 

 

                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 گرم يزیآمو مراحل رنگ ییایباکتر هايهیلام از سو هیتهروش (  2شکل



 

 
 

رشد های محرک راهنمای جداسازی، شناسایی و ارزیابی اکتینومیست دستورالعمل فنی

 گیاهی

 
 

11 

 

 یکروسکوپیم بررسی. 2.1.3

را مشاهده کرد.  هااکتینومیست يارشد رشته يو الگوها اسپورزنجیره  مانند،فیه يساختارها توانیم ،ينور کروسکوپیم با 
 (.3استفاده کرد )شکل  یالکترون کروسکوپیمباید از  تر،یجزئ یبررس يبرا

 

 

 

 

 

 

 

 یستینومیاکت يباکتریک از )میکروسکوپ نوري(  یکروسکوپیم ری( تصو3شکل 

 اسپورها ساختار. 3.1.3

 ی. به عنوان مثال، برخکندیفراهم مندي و  صیتشخ يبرا یاطلاعات مهم هاستینومیاسپورها در اکت تینوع، تعداد و موقع 
 باشد. دیآنها مف ییشناسا با استفاده از راهنما براي تواندیدارند که م یطولان يهابه صورت رشته ییاسپورها هاستینومیاز اکت

 ISPهای کشت استفاده از محیط .2.3  

هستند که  یکشت اختصاص يهاطیاز مح يامجموعه ISP (International Streptomyces Project) کشت يهاطیمح
 نی. ا(1)جدول  شدند یمعرف ها،سسیاسترپتوما ژهیبه و ،یستینومیاکت يهاگونه يبندو طبقه ییشناسا يبرا 1960در سال 

 ییو شناسا کیتحر یمختلف را به طور اختصاص يهاونهخاص گ يهایژگیهستند که رشد و و یخاص باتیترک يدارا هاطیمح
 .کنندیم لیآنها را تسه

ISP1 تواندیمشده و  یطراح سسیاسترپتوما يهامشخص توسط گونه يهازهیرنگ دیتول يبرا طیمح نیآهن(: ا-پپتون طی)مح 
 .ها بر اساس رنگ کمک کنداز گونه یبرخ زیبه تما

ISP2 هاسسیاسترپتوما ژهیوبه هاستینومیاکت يارشته اتیخصوص یو بررس هافیرشد ه کیتحر يآگار(: برا-مالت طی)مح 
 د.کنیکمک م هایمختلف بر اساس رنگ و ظاهر کلن يهاگونه ییبه شناسا زین طیمح نی. اردیگیمورد استفاده قرار م

ISP3 تا ISP7 هستند که  ییمواد غذا گریو د دهاینواسیپپتون، آم سرول،یمختلف مانند گل باتیشامل ترک هاطیمح نای
را  دیمقاوم به اس يهاگونه تواندیم نییپا pH داشتن لیبه دل ISP7 طیمتفاوت کمک کنند. مح يهابه رشد گونه توانندیم

تا حدودي را  هاستینومینوع و جنس اکت توانیم ها،طیمح نیرنگ، ساختار و رشد در ا راتییاساس تغ بر .کند ییشناسا
را  هاستینومیاکت ینسب يبنددر آنها، امکان طبقهباکتري و رشد  يظاهر راتییبا توجه به تغ ISP يهاطیکرد. مح ییشناسا

 .(Parte et al., 2012) کنندیفراهم م
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رزی ایرانوکشا یپژوهشگاه بیوتکنولوژ  

 

 هاو محتویات هر کدام از آن  ISPکشت يها طیمح يسر یمعرف -1جدول

 محتویات م محیطنا

ISP1 پپتون/آهن/آگار 

ISP2 آگار-عصاره مخمر/عصاره جو 

ISP3 آگار-آرد جو دوسر 

ISP4 آگار -مکهاي معدنی/نشاستهن 

ISP5 آگار-گلیسرول/آسپارژین 

ISP6 آگار -پپتون/عصاره مخمر/آهن 

ISP7 آگار -تیروزین 

 

 16s rRNAشناسایی مولکولی بر اساس توالی ژن  . 3.3

ژن  یروش از توال نی. در ارودیبه کار م هاستینومیاکت ییو مدرن در شناسا قیروش دق کیبه عنوان  یمولکول ییشناسا      
s rRNA16 نی. ارودیبه شمار م هايباکتر يبندو طبقه ییو پرکاربرد در شناسا يدیکل يهااز ژن یکیکه  شودیستفاده ما 

مختلف تفاوت داشته  يهاها و جنسگونه نیب تواندیاست که م يریمتغ يهابخش يراوجود دارد، اما دا هايژن در تمام باکتر
 (.Hussein et al., 2024; Sadeghi et al., 2017) باشد

 ( DNAاستخراج ماده وراثتی ). 1. 3.3

 وژیفیسانتر قهیدور در دق 3000در  قهیدق 3به مدت را  مایع GYMکشت تازه باکتري در محیط از  تریکرولیم 250ابتدا        
 400. سپس شودیآب مقطر سترون اضافه و مخلوط م تریکرولیم 400. به رسوب حاصل شودیحذف م ییرو عیکرده و ما

در  کروگرمیم 10و  SDSدرصد  EDTA ،1 مولاریلیم Tris-HCl ،25 مولاریلیم 50( شامل 2Xبافر استخراج ) تریکرولیم
. شوندیانکوبه م وسیدرجه سلس 55 يساعت در دما 3ها به مدت نمونه .شودیافزوده م ونیبه سوسپانس K نازیپروتئ تریلیلیم

ها به لوله. شودیتکان داده م قهیدق 3تا  2مولار به هر لوله افزوده و به مدت  5/7استات  ومیآمون تریکرولیم 400پس از آن، 
. سپس شودیمنتقل مبه تیوپ جدید  ییرو عیمااز  تریکرولیم 750شده و  وژیفیسانتر قهیدور در دق 12500در  قهیدق 10مدت 
شب  کیبا دست تکان داده شده و به مدت دو تا سه بار به آرامی  هاتیوپ. شودیسرد افزوده م زوپروپانولیا تریکرولیم 750

و  قهیدور در دق 12500در  قهیدق 30ها به مدت مدت، نمونه نی. پس از ارندیگیم رارق وسیسلس درجه -30تا  -20 يدر دما
 ت،ی. در نهاشودیدرصد شسته م 70اتانول  تریکرولیم 750شده و رسوب حاصل دو بار با  وژیفیسانتر وسیدرجه سلس 4 يدما

ها . نمونهشودیمقطر سترون حل م آب تریکرولیم 20خشک شده و در  قهیدق 30به مدت  وسیدرجه سلس 56 يرسوب در دما
 .Sadeghi et al) .دشونیم رهیذخ وسیدرجه سلس -20 زریفر ای وسیدرجه سلس 4 يدر دما مدتیطولان ينگهدار يبرا

2014 .) 

 (PCRواکنش زنجیره ای پلیمراز ) .2. 3.3

( و با استفاده از 16s rRNAژن ریبوزومی ) RNAواحد کوچک  توالی زیر آنالیز اساس بر منتخب هايباکتري شناسایی     
 -R1492 (5′و  F27 (5′- AGAGTTTGATCCTGGCTCAGA-3′)آغازگرهاي 

AAGTCGTAACAAGGTAGCCGT-3′شود ( انجام می(Blanco et al. 2002) براي انجام .PCR توان ازمخلوط می
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Master mix کرد. واکنش تهیههاي مشخص آن را یا با مقدار آماده استفاده کرد و PCR  در دستگاه ترموسایکلر با شرایط
درجه  94سازي در چرخه شامل واسرشت 35درجه سلسیوس و در ادامه  94سازي اولیه در دماي دقیقه واسرشت 5دمایی: 

درجه سلسیوس به  72ثانیه، طویل شدن در  30درجه سلسیوس به مدت  55ثانیه، اتصال در دماي  40سلسیوس به مدت 
 شود.دقیقه انجام می 10درجه سلسیوس به مدت  72ثانیه و در نهایت طویل شدن نهایی در دماي  90مدت 

 PCRژنومی و محصول  DNAاطمینان از صحت استخراج . 3. 3.3

موجود در هر  DNAو غلظت  شده میکرولیتر آب دوبار تقطیر سترون رقیق 999در  استخراج شده هر نمونه میکرولیتر از یک
شود. همچنین  ( قرائت میng/µlموجود در هر میکرولیتر محلول ) DNAنمونه توسط دستگاه نانو دراپ و برحسب نانوگرم 

دو طول تعیین نسبت جذب در ) موجود در نمونه استخراج شده به پروتئین DNAبا استفاده از دستگاه اسپکتوفتومتر نسبت 
استخراج شده از روش الکتروفورز ژل آگارز  DNAشود. براي اطمینان از کیفیت ده مینانومتر( تخمین ز 280و  260موج 

 . شودمیاستفاده 

 یابی توالی. 4. 3.3

ژن با دقت بالا  نیا يدینوکلئوت یمرحله، توال نی. در اشودیانجام م 16s rRNAژن روي شده از  ریبخش تکث یابییتوال    
جفت باز( روي ژل آگارز و مقایسه با نشانگر اندازه  1400پس از مشاهده قطعه تکثیر شده مورد نظر )حدود  .شودیم نییتع

DNA ( با نام تجاريDNA Ladder Mix TMGene Rulerمحصول حاصل براي توالی ،) شود.می ارسالیابی 

 رسم درخت تبارزایی .5. 3.3

 يهالیتحل يبرا توانیمکنند هایی که در این زمینه فعالیت میو ارسال شده توسط شرکتبه دست آمده  يهایاز توال    
مورد  يهاستینومیاکت یکه ارتباطات تکامل دهدیکار به پژوهشگران اجازه م نیاستفاده کرد. ا کیلوژنتیف روابط خویشاوندي یا

جهت تعیین درصد  DNASTARتوالی حاصل پس از بررسی توسط نرم افزار  کنند. یبررس هايباکتر گریا دبمطالعه را 
( همولوژيشباهت ) شود و در نهایت براي تعیین میزاناستفاده می NCBIهاي موجود در بانک داده همولوژي اولیه با سایر توالی

 EzTaxon-e serverها بر اساس میزان تشابه جفت باز از نرم افزار )ها با سایر باکتريجدایه 16s rDNAتوالی ژنومی 

http://eztaxon-e.ezbiocloud.net ها با استفاده از الگوریتم د. پس از هم ترازي توالیوشمی( استفادهCLUSTAL W ،
لازم به ذکر است . (4)شکل  شودی استفاده می( براي رسم درخت فیلوژنNeighbor-joining)روش  MEGAاز نرم افزار 

( به صورت رایگان در دسترس است اما با MEGA 11این نرم افزار نسخه هاي متعددي دارد. اگر چه جدید ترین نسخه آن )
 استفاده از نسخه هاي قدیمی تر نیز می توان درخت تبار زایی یا فیلوژنتیک را رسم کرد.
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 یک جدایه اکتینومیستی شماتیک از مراحل شناسایی مولکولی( تصویري 4شکل

 

 

 هامحرک رشدی اکتینومیست هایویژگیارزیابی . 4

 نیاکس دیتول. 1.4

گرم  25/0)شامل  TSBکشت  طیساعت در مح 48به مدت  هايابتدا باکتر ،نیاکس دیتولبراي  هاهیتوان جدا یبه منظور بررس
( کشت پتونیتر تریگرم در ل 5/7و  میسد دیکلر تریگرم در ل 5فسفات،  دروژنیه میپتاسيد تریگرم در ل 25/0دکستروز،  تریدر ل

گرم در  2)شامل  DF طیمح تریلیلیم 25به  مایع GYMکشت تازه باکتري در محیط از  تریل کرویم 50. سپس شوندمیداده 
 تریگرم در ل 5/0گلوکز،  تریگرم در ل 1 م،یکلس دیکلر تریگرم در ل O2H.74MgSO ،2/0 تریگرم در ل 4PO2NaH ،2/0 تریل

 3BO3H ،24/1 تریدر ل گرمیلیم O2H.74FeSO ،5 تریدر ل گرمیلیم 5شامل:  نهیعناصر کم نیو همچن کیتریس دیاس
 1و  O2H.54CuSO تریدر ل کروگرمیم O2H.74ZnSO ،79/0 تریدر ل کروگرمیم O2.H4MnSO ،78/0 تریدر ل کروگرمیم
از محلول  تریلیلیم کیو  وژیفیسانتر يباکتر کشتساعت،  48بعد از  .شودمیمنتقل  7برابر  pH( با 4MoO تریدر ل کروگرمیم

 تریلیلیم 5/0آب مقطر و  تریلیلیم 750 ظ،یغل کیسولفور دیاس تریلیلیم 150) سالکوسکیمعرف  تریلیلیم 4آن با  يبالا
O2H.63FeCl -  و سپس با استفاده از  ياتاق نگهدار يدر دما قهیدق 20مخلوط به مدت  نی. اشودمیمولار( مخلوط

 شده دیتول ناکسی(. مقدار Glick and Patten, 2002) شودمینانومتر قرائت  535جذب نور آن در  زانیاسپکتروفتومتر م
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 ندولیاز ا تریدر ل گرمیلیم 200و  150، 50 يهاشده با غلظت هیاستاندارد ته یجذب نور آن با منحن سهیاز مقا هیتوسط هر جدا
  د.وشمیمحاسبه  دیاس کیاست

 دروفوریس دیتول. 2.4

. شوندیم اهانیگ يآن برا يسازکلاته کردن آهن باعث فراهمبه دام انداختن یا هستند که با  ییهامولکول دروفورهایس
میکرولیتر کشت  5 .ردیگیصورت م Chrome Azurol S (CAS) طیدر مح هاستینومیتوسط اکت دروفوریس دیتول ییشناسا

که به  (Chrome azurol S)هاي حاوي محیط جامد کروم آزورول اس آگار گذاري روي پلیتتازه باکتري به روش لکه
 Hussein et al., 2024; Sadeghi et al., 2012; Manninen)شود شود کشت مینامیده می CAS-Agarاختصار 

and Mattila-Sandholm, 1994; Alexander and Zubber, 1991). 

شود:تهیه می 4تا  1هاي این محیط به روش زیر و با ساخت محلول 

یک میلی مولار  O 2H6-3FeClمیلی لیتر 10این محلول از اختلاط  :(1)محلول  CAS  -Feمحلول معرف 
سید کلریدریک  شود. محلول میلی گرم در لیتر( تهیه می 21/1) CAS محلولمیلی لیتر  50میلی مولار( با  10)در ا

یوساااتااه بااه  پ تکااان دادن  مراه بااا  ه می و  یره حاااصااالااه بااه آرا ت نی  غوا لول 40ار ح م تر  ی ل لی  ی  م

(hexadecyltrimethylammonium)HDTMA  (82/1  صل که شود. محلول حا ضافه می  میلی گرم در لیتر( ا
شده و د ست اتوکلاو  سرد می 50ر دماي محیط تا داراي رنگ آبی تیره ا سیوس  سل شود. این محلول باید به درجه 

 .صورت تازه تهیه شود

میلی لیتر محلول  750در  PIPES گرم بافر 24/30محلول شاااماره دو با حل کردن  :(2محلول بافر)محلول 
 KOH  05%آن با  pHشود وتهیه می  Cl 4NHگرم 0/1و    NaClگرم 4PO2KH ،5/0گرم  3/0نمکی حاوي 

میلی  800گرم آگار اضااافه و با افزودن آب مقطر حجم آن به  15می رسااد. قبل ازاتوکلاو، به محلول فوق  8/6به 
 درجه سلسیوس سرد می شود. 50لیتر می رسد. بعد از اتوکلاو تا 

میلی  02H7 -4MgSO ،11 میلی گرم 493حاوي دو گرم گلوکز، دو گرم مانیتول،  :(3محلول غذائی )محلول 
 O2H.54CuSO ،2/1میلی گرم  3BO3H ،04/0میلی گرم O2H -4MnSO ،4/1میلی گرم  2CaCl ،17/1گرم 

اسااات. این محلول نیز به صاااورت جداگانه  O2H 2 -4MoO2Naمیلی گرم 0/1و  O 2H7 -4ZnSOمیلی گرم
 .اتوکلاو و سرد می شود

میلی لیتر آب مقطر اضافه می شود. این  30به مقدار سه گرم کازامینو اسید  :(4محلول کازامینو اسید )محلول 
 .میکرون استریل می شود 2/0محلول با استفاده از فیلتر 

( اضااافه می شااود. در آخر 2براي تهیه محیط ابتدا محلول چهار و سااپس محلول سااه به محلول بافر )محلول 
شود. مخلوط نهایی در1محلول معرف )محلول  ضافه می  سانتیمتري توزیع  9پلیت هاي  ( به آرامی و با هم زدن ا

شود. این پلیت سطح محیط لکه گذاري می  شت تازه باکتري بر روي  شود. پنج میکرولیتر از ک  28ها در دماي می 
شود که نتیجه آن تولید یک می CASتولید سیدروفور باعث جدا شدن آهن از  .درجه سلسیوس نگهداري می شوند

(. قطر این هاله پس از سه روز ثبت و نسبت قطر هاله به قطر 5است )شکل هاله نارنجی رنگ اطراف کلنی باکتري 
 کلنی محاسبه می شود. 
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 CAS-Agarهاي اکتینومیستی بر روي محیط ارزیابی تولید سیدروفور، تشکیل هاله نارنجی در اطراف کلنی (5شکل

 

 یو معدن ی. انحلال فسفات آل3.4

، ₂SO₄(NH₄)گرم  0.5فسفات،  میگرم کلس 5گرم گلوکز،  10 ابتدا Pikovskaya کشت طیمح تریل کی يسازآماده يبرا
کنند. سپس میرا در آب مقطر حل  FeSO₄گرم  0.002، و MnSO₄گرم  MgSO₄ ،0.002گرم  NaCl ،0.1گرم  0.2

 .ندکنمیاتوکلاو ده و به هفت رسانرا  طیمح pHگرم آگار،  20میلی لیتر رسانده و پس از افزودن  1000حجم محلول را به 
از چند  پس .شودمی کشت داده Pikovskaya طیمح يحاو تیپل در  ستینومیاز کشت تازه اکت تریکرولیم 100 سپس

در انحلال  هاستینومیاکت یینشانه توانا هایهاله شفاف اطراف کلن لیتشک ،سسلسیودرجه  28 يدر دما ونیروز انکوباس
 .(Smirnova et al., 2023; Soltani et al.2010)( 6)شکل  فسفات است

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ، تشکیل هاله شفاف اطراف هر کلنی نشان دهنده انحلال فسفات معدنی استيباکتر يهاهیانحلال فسفات توسط سو یابیارز( 6شکل
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 می. انحلال پتاس4.4

شامل  طیمح نی. اشودیآماده م Aleksandrowکشت  طیابتدا مح ها،ستینومیتوسط اکت میانجام آزمون انحلال پتاس يبرا
 دیگرم(، کلر 0.5) میزیگرم(، سولفات من 2فسفات ) میگرم(، کلس 0.2فلدسپار ) ای کایمانند م دارمیپتاس یگرم(، کان 10گلوکز )

 يآب مقطر حل شده و با اتوکلاو در دما تریل 1کشت جامد( است که در  يگرم برا 15آگار ) ازیگرم( و در صورت ن 0.5) میسد
 طیمح يرو یصورت خطموردنظر به ستینومیاکت يهاهی. سپس، سوشودیم لیاستر قهیدق 15به مدت  سلسیوسدرجه  121

 یبررس. شوندیم يروز نگهدار 7-14به مدت  سلسیوس درجه 28-30 يو در انکوباتور با دما کشت عیما طیدر مح ایجامد 
دهنده انحلال نشانها در این کشت هایوجود هاله شفاف در اطراف کلن شود.هاي جامد انجام میبا مشاهده کشت یفیک

 وژیفیسانتر ونیپس از انکوباس عیما طیمح ،یکم ی. در بررسشودیم يریگاندازه قیکش دقها با خطهاله نیا قطراست.  میپتاس
محلول استفاده  میپتاس يریگاندازه ي( و محلول شفاف به دست آمده براقهیدق 10به مدت  قهیقدور در د 4000) شودیم
( حیبا نمونه شاهد )بدون تلق جیشده و نتا نییتع يافتومتر شعله ایآزادشده با استفاده از اسپکتروفتومتر  میپتاس زانی. مشودیم

( و کنترل میشده در انحلال پتاسشناخته ییبا توانا ياهیاز صحت آزمون، از کنترل مثبت )سو نانیاطم يبرا .شودیم سهیمقا
 شیمحلول افزا میغلظت پتاس ایمشاهده شود  اطراف کلنی . اگر هاله شفافشودی( استفاده مباکتريکشت بدون  طی)مح یمنف

 .شودیم لیثبت و تحل یو کم یفیصورت کبه یینها جیاست. نتا میانحلال پتاس رد ستینومیاکت ییدهنده توانانشان ابد،ی
 .(Verma et al. 2015( )7 شکل)

 

 
 ، تشکیل هاله شفاف اطراف کلنی ها نشان دهنده انحلال پتاسیم استهاي باکتريارزیابی انحلال پتاسیم توسط سویه (7شکل

 

 سیلی. انحلال س5.4

شامل  طیمح نی. اشودیم هیته یکشت اختصاص طیابتدا مح س،یلیدر انحلال س هاستینومیاکت ییتوانا یبررس يبرا       
گرم(، فسفات  0.5) کونیلیس دیاکسيد ای میسد کاتیلیمانند س سیلیاز س يگریمنبع د ایگرم(، پودر کوارتز  10گلوکز )

https://www.himedialabs.com/in/m1996-aleksandrow-agar.html
https://www.himedialabs.com/in/m1996-aleksandrow-agar.html
https://www.himedialabs.com/in/m1996-aleksandrow-agar.html
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 طی. محشودیم لیگرم( و آب مقطر است که در اتوکلاو استر 0.5) میسد دیگرم(، کلر 0.5) میزیگرم(، سولفات من 1) میپتاسيد
صورت جامد به طیمح ينظر رو مورد ستینومیاکت يهاهیآماده شود. سپس، سو عیما ایصورت جامد )با افزودن آگار( به تواندیم

روز  7-14به مدت  سلسیوسدرجه  28-30 يو در انکوباتور با دما شوندیم حیتلق عیما طیدر مح ایشده  کشت داده یخط
 لیبه دل هایرنگ اطراف کلن رییتغ ایو وجود هاله شفاف  شودیم یجامد بررس طیمح ،یفیک یبررس يبرا. شوندیم ينگهدار

توان از . براي بهتر دیده شدن ناحیه روشن پیرامون باکتري میاست سیلیدهنده انحلال سنشان کیسیلیس دیآزاد شدن اس
 ونیپس از انکوباس عیما طیمح ،یکم ی. در بررس(8 شکل( نیز استفاده نمود )bromocresol purple) پرپلرنگ بروموکرسل 

 بداتیآزادشده با استفاده از معرف مول کیسیلیس دیاس زانیها و ذرات معلق جدا شوند. سپس متا سلول شودیم وژیفیسانتر
آزاد  کیسیلیس دیکه شدت رنگ آن با مقدار اس کندیم دیتول رنگیکمپلکس آب کیواکنش  نی. اشودیم نییتع ومیآمون

از صحت  نانیاطم يبرا .شودیم يریگنانومتر اندازه 410موج متناسب است. شدت رنگ با دستگاه اسپکتروفتومتر در طول
( استفاده باکتريبدون کشت  طی)مح ی( و کنترل منفسیلیانحلال س ییشده با تواناشناخته هیسو کیآزمون، از کنترل مثبت )

 ستینومیاکت ییدهنده توانانشان ع،یما طیمحلول در مح يجذب نورافزایش  ایجامد  طیدر محاطراف کلنی . هاله شفاف شودیم
 يبندرتبه سیلیدر انحلال س هاهیسو ییتا توانا شوندیم لیثبت و تحل یو کم یفیصورت کبه جیاست. نتا سیلیدر انحلال س

 .(Soni  et al. 2023) شود

 

 
هاي ، اطراف باکتري در اثر رنگ بروموکرسل بلو زرد رنگ شده است اما سایر بخشتوسط سویه هاي باکتري سیلیسارزیابی انحلال  (8شکل 

 محیط کشت بدون تغییر و به رنگ بنفش باقی مانده است

 

 تروژنین تی. تثب6.4

 .ردیگیمورد استفاده قرار م تروژنین يگازها دیتول ای تیتریبه ن تراتین يایدر اح يباکتر ییتوانا نییتع يبرا شیآزما نیا      
 یو ب يهواز يهاياکثر باکتر .افتدیاتفاق م يهواز یب طیمعمولاً در شرا N)2 (یملکول تروژنین ای تیتریبه ن تراتین يایاح

 نیتریت، آمونیاك،اکثراً به صورت  تراتین يایاح ییمحصول نها .کنندیم اءیرا اح تراتین ،ژنیاکس نبوددر  ياریاخت يهواز
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 یم دهینامیی زدا تراتین (NO) تروین دیاکس ای یملکول تروژنیبه ن تراتین اءیاح .نیتروژن مولکولی و هیدروکسیل آمین است
که غلظت  یوقت یکند، ول دایتجمع پ تروین دیاکس بالا باشد ممکن است که تراتیاگر غلظت ن ییزدا تراتین ندیفرآ در. شود

محصول  نیحضور آخر تراتین اءیاح شیدر آزما نیشود. بنابرایم اءیاح تروژنیبه ملکول ن تروین دیباشد، اکس نییپا تراتین
( Nitrate Broth) تراتین يحاو عیما طیبکار گرفته شده مح طیشود. محیم یسبرر طیدر مح تراتیعدم حضور ن ای کیکاتابول

 گرم/لیتر(، 3)از عصاره گوشت  است  عبارت طیمح ی. اجزاء اصلاست 6/8برابر  pH آگار با تراتین طیمح ایو  7برابر  pHبا 
. شودمیآگار اضافه  گرم15جامد شدن به آن مقدار  يکه برالیتر(  1) ، آب مقطرگرم/لیتر( 1) میپتاس تراتین گرم/لیتر( 5) تونیپ

. میرسانیم تریل 1را با دقت وزن کرده و با آب مقطر به حجم  طیسازنده مح شکل است که اجزاء نیبه ا طیمح هیروش ته
صورت وارونه در داخل محلول  بهلوله دورهام را  کیاز آنها  کیکرده و در هر  عیتوز شیآزما يهارا در لوله عیما طیسپس مح

 ينگهدار 4-10 يدر دما خچالیکرده و  تا زمان استفاده در  لیاستر در اتوکلاو قهیدق 15ها را به مدت لوله .میدهیقرار م
را به صورت  تراتین طیمح يمورد نظر برداشته و هر لوله حاو جدایه باکترياز کشت تازه کمی  لوپ استریل. با کنیمیم

از که  يباکتر کیبا  مثبت،. لوله شاهد شودمیبطور همزمان استفاده  زیدو شاهد ناز  شیآزما نیدر ا .میکنیم حیتلق نیسنگ
 5تا  2به مدت  هاي کشت داده شدهلوله .شودنمی حیتلقمنفی اصلا شاهد  لولهشود و مثبت است تلقیح می تراتین ياینظر اح

 A دو معرفاز  تیترین دیو تول تراتین اءیاح صیتشخ يبرا شیآزما نی. در اشوندانکوبه می درجه سلسیوس 28 يروز در دما

گرم  5مقدار  A  معرفاست. براي تهیه نفتیل آمین  -  لیمت يد ای نیآم لینفت -آلفا  دارايA  معرف شود.میاستفاده   B و
 کاملابه طور تا داده حرارت  متیبه ملا کیاست دیاس تریل یلیم 1000را در  نیآم لینفت -لیمت يگرم د 6 ای نیآم لیفتن -آلفا

است که  کیلیسولفان دیگرم اس 8 داراي B معرف .شودمی ينگهدار ياقهوه ياشهیش يدر بطرآماده شده معرف  حل شود.
 ينگهدار یکیدر تارو دربسته  ياقهوه ياشهیش يدر بطر دیبا  Aشود و مانند معرفیحل م دیاس کیاست میلی لیتر 1000در 
 .(Vaziri, 1984د )شو

 تروژنین تیتثب شیآزما جینتا ریتفس

. اگر حباب گاز در داخل لوله دورهام مشاهده گیرندمورد مشاهده و بررسی قرار میگاز  دیتولاز نظر دورهام  هايلوله  ابتدا       
 کاتوریفیتریدن شیمورد آزما جدایهمثبت است و  ییزدا تراتین يمثبت باشد پاسخ آزمون برا دازیاکس شیمورد آزما يشود و باکتر
مشاهده در لوله دورهام  ياگر گاز ایکننده باشد و  ریتخم شیآزما درمو يشود. اما اگر گاز موجود باشد و باکتریمحسوب م

 10 باًیرا مخلوط و تقر B و A يهااز معرف يمساو يهامنظور ابتدا قسمت نیبه ا شود.نیتریت استفاده می ، از معرفنشود
تا  1 پس ازظهور رنگ قرمز  می دهیم.تکان  یبه آرامفزوده و کشت شده ا طیمح لوله محتوي بهرا قطره از مخلوط حاصل 

 نیصورت عدم مشاهده رنگ قرمز به هم در است. تیترین دیو تول تراتین يایاز نظر اح شیمثبت بودن آزما بیانگر قه،یدق 2
داده تکان  یو مخلوط به آرام افزودهکاملاً خالص  يرو پودراز -گرم  یلیم 20حدود - یمقدار کم ت،یتریمعارف ن يلوله حاو

 يایاست و آزمون اح طیاز مح تراتینشانه حذف ن ،مشاهده نشد یرنگ رییگونه تغ چیه قهیدق 10تا  5 پس از. اگر شودمی
احیاي نیترات در مورد جدایه مورد  شیآزما جهینت ،تا قرمز یرنگ صورت ظهور در صورت  اما شود.ارزیابی میترات مثبت ین

 لیتبد تیتریبه ن يافزودن رو پس از مانده و  یباق طینشده در مح اءیبه حالت اح تراتین به این معنی که است.  یمنفآزمون 
 (Vaziri, 1984). استکرده  دیهاا واکنش داده و رنگ قرمز را تولشده با معرف لیتشکتازه  تیتریناین  واست شده 

 نازیدآم-ACC دی. تول7.4

. به منظور گیردمیانجام  ( با کمی تغییرات2005آمیکو و همکاران )دآمیناز به روش -ACCآزمون توان تولید آنزیم         
 -ACC میآنز دینشانه تول نداتویکه م تروژنین به عنوان تنها منبع ACCهاي مورد مطالعه در استفاده از بررسی توان جدایه

از  تریکرولیم 50. سپس دشونمیکشت داده  TSBکشت  طیساعت در مح 48ها به مدت هیباشد، جدا يتوسط باکتر نازیدآم
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سولفات  تریگرم در ل 2 يحاو DF طیمح،  ACCم گرمیلی 3حاوى  DF طیاز سه مح تریل یلیم 20به  هیتازه هر جدا کشت
 48. بعد از شودمی اضافه( ی)به عنوان شاهد منف ومیو سولفات آمون ACCفاقد  DF طیبه عنوان شاهد مثبت و مح ومیآمون

کلنی هایی که در هر سه محیط رشد کرده باشند به عنوان مثبت )تولید کننده  ،سلسیوسدرجه  28 يدر دما ونیساعت انکوباس
 (.Abbasi et al., 2020آنزیم( در نظر گرفته می شوند )

 یستیآنتاگون تی. فعال8.4

براي بررسی  .کنندیکمک م یاهیگ يهايماریبه کنترل ب ییایو ضد باکتر یضد قارچ باتیترک دیبا تول هاستینومیاکت     
به همراه بیمارگر  PDA(Potato Dextrose Agar) طیدر مح هاآن همزمان کشتها از فعالیت آنتاگونیستی این باکتري
کشت محیط  يرو یرا به صورت خطی ستینومیاکتهاي جدایه شود. به این منظور نخستقارچی یا باکتریایی استفاده می

در از رشد  یبازدارندگ هیوجود ناح .دهیمکشت می تیرا در مرکز پل ییایباکتر ای یقارچ بیمارگرساعت،  24از  پس .دهیممی
 ;Gonfa et al., 2023)( 9)شکل  استجدایه اکتینومیستی  یستیآنتاگون تیدهنده فعالنشان جدایه بیمارگر یاطراف کلن

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (هاي آنتاگونیست در چهار طرف پلیتقارچ بیمارگر در وسط و باکتريو چپ:  شاهد )راست: مارگریو قارچ ب يبرهمکنش باکتر یابی( ارز9شکل 

 

 رشد محرک یهاهیجداتوسط  هیدرولیز کننده میآنز دیتول. 5
کشت جامد  يهاطیاز مح ،ییایباکتر يهاهیو سلولاز توسط سو نازیتیپروتئاز، ک يهامیآنز دیتول یبررس يبرا

گرم عصاره  5 ر،یگرم پودر ش 5شامل  Skim Milk Agar (SMA) طیپروتئاز، مح ي. براشودیاستفاده م یاختصاص
 يهاهیبا سو حیشده و پس از تلق هیآب مقطر ته تریل کیگرم آگار در  13.5و  (blood agarدار ) گرم آگار خون 4مخمر، 

دهنده نشان یاطراف کلن رنگیهاله ب لیساعت، تشک 48به مدت  سلسیوسدرجه  28 يدر دما ونیو انکوباس ییایباکتر
استفاده شده و پس  يدیکلوئ نیتیدرصد ک 0.4درصد آگار و  1.5 يآگار حاو طیمح ناز،یتیک ياست. برا يپروتئاز تیفعال

 هایهاله روشن اطراف کلن لی، تشکسلسیوس درجه 28 يدر دما ونیانکوباسهفته  کیو  ییایباکتر يهاهیبا سو حیاز تلق
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، KH₂PO₄گرم  0.4سلولز،  لیمت یگرم کربوکس 2.5 يکشت حاو طیسلولاز، مح ي. برااست ينازیتیک تیفعالدهنده نشان
شده و پس  هیآب مقطر ته تریل کیگرم آگار در  15و  FeSO₄.7H₂Oگرم  NaCl ،0.02گرم  CaCl₂ ،0.02گرم  0.02
 کی میسد دیبا معرف کنگو قرمز و شستشو با کلر يزیآمو رنگ ونیهفته انکوباس کی و ییایباکتر يهاهیبا سو حیاز تلق

 (.10دهد )شکل یمنشان را  يسلولاز تیهاله روشن فعال لیمولار، تشک

 ب: سلولاز ج: کیتیناز پروتئازالف:  هاي محرك رشد،اکتینومیستتوسط هاي هیدرولیزي آنزیم دیتول یابی( ارز10شکل 

 

 رشد محرک یهاهیجدا کیاستر کراس .6

است.  یکروبیم يهاهیسو نیب یستیاثرات آنتاگون یدر بررس مفید يهاکیاز تکن یکی کیروش کشت کراس استر      
 شود.میکشت  GYM انندکشت جامد م طیمح يحاو تیدر مرکز پل يالکه ای یصورت خطاول به هیروش، سو نیدر ا

کشت  یشعاع ای يصورت عموددوم به باکتري وس،یدرجه سلس 28 يدر دما زرو 4به مدت  هیاول ونیپس از انکوباس
 باتیترک دیدهنده تولاول نشان باکتريدوم در اطراف  باکتريمهار رشد  یمجدد، نواح ونی. پس از انکوباسشودیم

 يهاهیزمان سواز حضور هم يریتعاملات و جلوگ ییشناسا يروش برا نیاول است. ا باکتريتوسط  یکروبیمیآنت
 (.Soni  et al. 2023; Malek et al., 2015)( 11)شکل  شودیاستفاده م یکروبیم باتیدر ترک ستیآنتاگون

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  کیکراس استر استفاده از روش با محرک رشد هایهیسو یستیآنتاگونتوان  یبررس( 11شکل
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 های محیطیها به تنشاکتینومیستبررسی مقاومت . 7

 نییتع يبرا یابیارز نی. اشودیدشوار انجام م یطیمح طیبه شرا هاستینومیتحمل اکت یابیبخش به منظور ارز نای     
ها  براي در زمان استفاده از آن یطیو مح یمیمختلف اقل طیدر زنده ماندن و عملکرد در شرا هاستینومیاکت ییتوانا

 يشور ،یتحمل به خشک یشامل بررس هاشین آزمایا .است ضروري ییپالاستیو ز يکشاورز ،يفناورستیز يکاربردها

 .مختلف است يو دماها

 یخشک تحمل. 1.7

 یابانیب يهاطیدر مح ژهیبه و ها،سمیکروارگانیم يبقا تواندیاست که م یطیمح يهاتنش نیتراز مهم یکی یخشک     
 کولیگل لنیاتیپل يحاوکشت  طیمح از ی،به خشک هاستینومیمقاومت اکت یبررس يرا محدود کند. برا خشکمهیو ن

(PEG) مشابه با  یطیشرا ط،یآب مح لیبا کاهش پتانس این ماده د.شویکمبود آب، استفاده م طیشرا يسازهیشب يبرا
 طیمح رد هاستینومیاکت ش،یآزما نیباشد. در اداشته بر باکتري  میمستق یاثر سم نکهیکند، بدون ا جادیا یتنش خشک

 ون،یپس از انکوباس .شوندی( کشت داده م%30و  10% ،20%) PEG مختلف يهاغلظت ي( حاواسبر ای)لور LB کشت
به  تواندیم PEGعدم رشد در هر غلظت  ای. رشد شوندیم یاز نظر اندازه و تعداد در هر غلظت بررس ییایباکتر يهایکلن

ها در هر و تراکم آن های. اندازه کلنردیمورد استفاده قرار گ هاستینومیاکت یتحمل خشک نییتع يبرا یعنوان شاخص
 شتریبباکتري بالاتر و رشد  PEGاست؛ هرچه غلظت  یخشک طیشرابه  یستینومیاکتجدایه  ینسب مقاومتغلظت، نشانگر 

 .(Ashry et al., 2022) است یبه خشکآن دهنده مقاومت بالاتر باشد، نشان
 یشور تحمل. 2.7

 يکاربردها يبرا تواندیم ياست. تحمل به شور هاسمیکروارگانیرشد م يبرا گریعامل محدودکننده د کی يشور    
کشت  طیدر مح هاستینومیاکت ،ياثر شور یبررس ي. براردیشور مورد استفاده قرار گ يهاآب ای هاخاكدر  يفناورستیز

 ،طیمح يفشار اسمز شوند. نمک با افزایشمی( کشت داده %12، و 3% ،6%  ،9%) NaClمختلف نمک  يهاغلظت يحاو
 تیفیاز نظر ک هایرشد کلن ،سلسیوسدرجه  28 يدر دماها پلیت ونیپس از انکوباس .کندشبیه سازي میرا  يشور طیشرا

بتوانند رشد کنند،  NaClبالاتر  يهادر غلظت هاستینومیاکت . اگرشودیم ی( بررسهای)تعداد کلن تی)شکل و اندازه( و کم
 يشوربه تحمل  زانیم توانیمختلف، م يهارشد در غلظت زانیم سهیبالاتر است. با مقا يدهنده تحمل آنها به شورنشان
 .(Ventosa et al. 2015)( 12)شکل  کرد نییرا تع ستینومیاکت جدایههر 

 

 (%12و  ، %9،  %6، %3 ،: صفرNaClغلظت  محرك رشد باکتریایی )چپ به راست هايهیسو تحمل به شوري یبررس( 12شکل
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 نیپائ و بالا یدماها تحمل. 3.7

 یبررس لیدل نیبه هم رند،یمورد استفاده قرار گ زیسرد ن اریبس ایگرم  اریبس يهاطیممکن است در مح هاستینومیکتا     
در بقا و رشد در  هاستینومیاکت ییتوانا ییشناسا يبرا شیآزما نیاست. ا تیگسترده حائز اهم ییها به دامنه دماتحمل آن

کشت داده  کشت جداگانه يهاطیدر مح یستینومیاکت هايبه این منظور هر یک از جدایه. شده است یمختلف طراح يدماها
 توانندیمختلف هستند که م ییدما طیشرا انگریدماها نما نی. اشوندتیمار می سلسیوسدرجه  50و  40، 10، 4 يو در دماها شده

تحمل به سرما، و  یابیارز يدرجه( برا 10و  4) نییپا يسرد، معتدل و گرم مطابقت داشته باشند. دماها يهاطیمح طیبا شرا
در  هایکلن تیفیرشد و ک ون،یپس از انکوباس .اندتحمل به گرما در نظر گرفته شده یابیارز يدرجه( برا 50و  40بالا ) يدماها

 طیها در تحمل شراآن ییدهنده توانامختلف، نشان يدر دماها تیفیک سالم و با يهای. کلنردیگیقرار م یابیهر دما مورد ارز
 يهاطیکاربرد در مح يقادر به رشد باشند، برا نییپا اریبس ایبالا  اریبس يکه در دماها ییهاستینومیمتنوع است. اکت ییدما
 .(Sarikhaniet al., 2019) مناسب هستند رمعمولیغ ییدما

 محرک رشد  هایسی نحوه استقرار باکتریربر. 8
شوند. میپر  (pH=6)رآگا -آب محیط میلی لیتر 25سانتی متري با  20اي استریل هاي شیشهلولهبراي این منظور، ابتدا 

سوسپانسیون داخل دقیقه  20به مدت ، با آب مقطر استریلها آنآبکشی  و با هیپوکلریت سدیمبذرها از ضد عفونی سطحی  پس
شاهد از سرم فیزیولوژي استریل  به عنوان شوند.می لیتر قرار دادهدر هر میلی 610برابر با   cfuسرم فیزیولوژي با درباکتري 

دماي مناسب براي آن گیاه  دربه مدت یک هفته  کشت شده و در هر لوله استریل، یک بذر شود. میبدون باکتري استفاده 
ضدعفونی پس از  ي گیاه کشت شده در این شرایطهاریشه ،هابراي بررسی اندوفیت شدن باکتري (.13شود )شکل نگهداري می

. این قطعات به مدت شودمیسانتیمتري تقسیم  2با هیپوکلریت سدیم و الکل با سرم فیزیولوژي استریل شسته و به قطعات 
 کشت  GYMو روي محیط کشت  شده تهیه رقتسریال  ،سرماین . از شوندمیسرم استریل ورتکس لی لیتر می 2دقیقه در  3

( 14شوند )شکل قرار داده می GYMها به صورت سالم روي محیط کشت ریشه ،بررسی کلنیزه شدن باکتريشود. براي می
 (.1400)علی پور کافی و همکاران، 
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 هاي محرك رشد بر روي ریشهيشدن باکتر زهیب: کلن تیاندوفهاي باکتريالف:  ،شهیدر رهاي محرك رشد ي( نحوه استقرار باکتر14شکل

 

 

 های اکتینومیست در گلخانهباکتریگیاهی  ارزیابی ویژگی محرک رشد. 9
د. نشوتهیه و پاي گیاه ریخته میمختلف هاي اکتینومیست به سه روش باکتري گیاهی، براي ارزیابی ویژگی محرك رشد    
ها در ارلن. شوندمیکشت  GYM میلی لیتر محیط کشت  50 حاوي میلی لیتري 250هاي ارلن ها درباکتريروش اول در 

هاي باکتري با سلول شوند. سپسمیروز قرار داده  4به مدت  rpm 120 دور بر روي شیکر باو درجه سلسیوس  28دماي 
میلی  50 در شده و پس از حدف روشناور، رسوب باکتريرسوب دادهدقیقه  15به مدت  rpm 8000 در استفاده از سانتریفیوژ

شود. در روش دوم، پس از انجام همه مراحل ي هر گیاه ریخته میو یک میلی لیتر پا لیتر سرم فیزیولوژي سوسپانسیون شده
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می گرم ماسه استریل اضافه و به خوبی مخلوط  250به میلی لیتر سوسپانسیون نهایی تهیه شده  50انجام شده در روش اول، 
)به یا ماسه بدون باکتري سیون باکتري و گرم از فرمولا پنج. شودمیسیون باکتري نامیده . این مخلوط از این پس فرمولاشود

در  .شودمی سطح هر گلدان در کنار طوقه گیاه اضافه ر رويبه گلدان ب چه یا نشاءفاصله پس از انتقال گیاهلابعنوان شاهد( 
شود. ها ریخته میروش سوم، یک میلی لیتر از کشت مایع باکتري بدون انجام سانتریفوژ و جداسازي سلول باکتري پاي بوته

ها را از خاك خارج تیمار شاهد در هرسه روش ارزیابی ضروري است. پس از سپري شدن زمان لازم و رشد گیاهان، بوتهوجود 
(. در مرحله بعدي آنالیز آماري 15-17کرده و اندازه گیري صفاتی مانند وزن خشک و طول گیاهان انجام می شود )شکل 

 کند. ها را تعیین می، ویژگی محرك رشدي سویهدر مقایسه با تیمارهاي شاهد هاي به دست آمدهداده

 

 

 کنترل

نسبت به کنترل ها باکتري يمحرك رشد یژگیاز راست به چپ و .ستیمنویمختلف اکت هايگیاهی جدایه محرك رشد یژگیو یابی( ارز15شکل 
 .شودیم شتریبو یکدیگر 
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 (يباکتر حیشاهد ) بدون تلق اهیمحرك رشد ب: گ يشده با باکتر حیتلق اهی( الف: گ16شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 زایی در گیاه تیمار شده با باکتري محرك رشد )سمت راست( در مقایسه با کنترل )سمت چپ(افزایش ریشه ( 17شکل 

 الف                                                                   ب  
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