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Abstract 

Objective: Actinomycetes are useful for biocontrol against soil fungi and increase 

seed growth, plant weight and yield in some crops. In this study, the isolation, 

identification and investigation of the population of Streptomyces species in the 

agricultural soil of C Bagh Fadak area and the effect on the seed growth of olive (Olea 

europea L.) cultivar Conservalia were investigated. 

Materials and methods: In this study, actinomycetes were isolated from the soil of 

region C, then primary screening, culture and secondary screening were done by 

diffusion in agar and DNA extraction and the effect on seed growth of conservalia 

cultivar olives. DNA molecular identification was done for all the isolates and 

their  rRNA 16s genes were amplified by PCR reaction and the positive samples were 

sequenced. The results of phylogenetic analyzes of all recorded sequences of this gene 

were downloaded from the NCBI database and saved for phylogenetic analysis with 

Mega 7 software in FAST A format. The whole sequence of isolating, identifying and 

checking the population of Streptomyces species was entered into the software. 

Findings: 40 actinomycete bacteria were isolated from the soil of area C of Fadak 

garden. By performing specific tests, Streptomyces isolates were identified. Biochemical 

and morphological tests (stringy and white appearance) on 5 isolates confirmed the 

presence of streptomycetes. By producing auxin, the isolates were effective in increasing 

the rooting of Conservalia cultivar olive seeds. The rooting capacity of Streptomyces 

isolate D was statistically significant (probability level 0.05). 

Conclusion: Streptomyces of agricultural soils are effective on tree rooting. 
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  چکیده
های خاک مفید و در برخی از گیاهان زراعی رشد دانه، وزن  ها برای بیوکنترل علیه قارچ اکتینومیست هدف:

تومیست های استرپ جداسازی، شناسایی و بررسی جمعیت گونهدهند. در این مطالعه  بوته و عملکرد را افزایش می

رقم کنسروالیا  (.Olea europea Lهای زیتون ) باغ فدک و تاثیر بر رشد دانه رستC خاک کشاورزی منطقه 

 مورد بررسی قرار گرفت.

 اولیه، غربالگری سپس انجام شد،  Cها از خاک منطقه جداسازی اکتینومیست در این پژوهش ها: مواد و روش

 های زیتون رقم کنسروالیا دانه رستو تأثیر بر رشد  DNA آگار و استخراج در انتشار با ثانویه غربالگری و کشت

 و تکثیر PCRها با واکنش  آن rRNA 16sها انجام و ژن  برای تمام جدایه DNAگرفت. شناسایی مولکولی  انجام

ن، از های ثبت شده این ژ شدند. نتایج حاصل از آنالیزهای فیلوژنتیکی تمام سکانس سکانس مثبت، های نمونه

ذخیره  FAST Aبا فرمت  Mega 7افزار  فیلوژنتیکی با نرم  دانلود شدند و برای بررسی NCBIبانک اطلاعاتی 

 افزار گردید. ها وارد نرم های استرپتومیست گردید. تمام سکانس جداسازی، شناسایی و بررسی جمعیت گونه

های اختصاصی،  باکتری اکتینومیست جداسازی شدند. با انجام تست 20باغ فدک   Cاز خاک منطقه ها: یافته

ای و  های بیوشیمیایی و مورفولوژیکی )ظاهر رشته های استرپتومیست مورد شناسایی قرار گرفتند. تست جدایه

زایی  زایش ریشهها با تولید اکسین، در اف ها را تایید نمودند. جدایه جدایه، وجود استرپتومیست 5سفید( بر روی 

دار  استرپتومیست از نظر آماری معنی Dزایی جدایه  های زیتون رقم کنسروالیا موثر بودند. ظرفیت ریشه دانه رست

 (.05/0بود )سطح احتمال 

 زایی درختان موثر هستند.  های کشاورزی، بر ریشه های خاک استرپتومیست گیری: نتیجه

 

 ریزوباکترها، استرپتومیست، زیتون رقم کنسروالیا.ها،  اکتینومیست: ها کلیدواژه
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 . مقدمه1

ها هستند که تولیدکننده قسمت  های میکروارگانیسم ترین گروه ها یکی از بزرگ اکتینومیست
ای گرم مثبتی هستند  های رشته ها ساپروفیت باشند. این باکتری ها در طبیعت می اعظم آنتی بیوتیک

ها تولیدکننده تعداد زیادی  باشند. اکتینومیست گیاهان پراکنده می که به طور وسیع در خاک، آب و
های  کننده ها، تنظیم ها، آنزیم از ترکیبات اساسی و حیاتی برای سلامتی انسان از جمله آنتی بیوتیک

ها در  باشند. این باکتری ها می های آنزیمی، ترکیبات ضد توموری و ویتامین ایمنی، مهارکننده
، تولید مواد غذایی و در صنایع داروسازی، کشاورزی و ماهیگیری نقش مهمی ایفا چرخه مواد آلی

دهند و  درصد از جمعیت باکتریایی خاک را تشکیل می 50ها حدود  (. اکتینومیست7کنند ) می
های ثانویه را دارند  ها دارا بوده و توانایی تولید انواعی از متابولیت ترین ژنوم را در بین باکتری بزرگ

جازی هستند، اما مشخص شده است که  های همه ها میکروارگانیسم (. اگرچه اکتینومیست2)
 ها (. اکتینومیست9دهند ) دهنده آن از قبیل هوموس و کودهای آلی را ترجیح می خاک و مواد تشکیل

ید هایی شامل تول های خاکزاد بیمارگر مفید بوده و دارای ویژگی برای عوامل بیوکنترل بر علیه قارچ
ها هستند و در  گرهای عمده با فرمول بیولوژیکی خاک های ثانویه، هدایت انواع مختلف متابولیت

ها به تولید محصول، نقش دارند. معمولًا در مقادیر زنده، چندین  تجزیه مواد آلی و هدایت آن
اند. به  ها، از خاک جدا شده جنس از آن 20شوند و بیش از  میلیون به ازای هر گرم خاک دیده می

ها بخش غالب میکروفلور خاک را  های نسبتاً خشک و قلیایی، اکتینومیست طور کلی در خاک
های  ها به عنوان عوامل بیوکنترل پاتوژن ها به ویژه استرپتومیست (. اکتینومیست2دهند ) تشکیل می

 بخشند: می ها به طرق ذیل رشد گیاهان را تحریک نموده و بهبود کنند، اکتینومیست گیاهی عمل می
 دهند، مواد غذایی خاک را برای رشد گیاه در دسترس قرار می )الف

ها،  ( از قبیل اکسین(Plant growth regulators: PGRsهای رشد گیاهی  کننده تنظیم )ب
 ،Nocardia، Actinomycesهای  کنند. به طور مثال، جنس ها را تولید می ها و سیتوکینین ژیبرلین

Frankia های  تولید اکسین و جنسNocardia  وActinomyces  تولید ژیبرلین وStreptomyces 

griseoluteus نماید.  تولید ژیبرلیک اسید و ایندول استیک اسید می 
 های ها علیه پاتوژن بیوتیک هایی از جمله آنتی ها از طریق تولید متابولیت طور غیرمستقیم، آن به )ج

های جهان  % آنتی بیوتیک10بخشند. تولید بیش از  اه را بهبود میزای گیاهی، رشد گی بیماری
ها تولید  % توسط استرپتومیست10گیرد و از این میزان بالغ بر  ها صورت می توسط اکتینومیست
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های مختلف بیوتکنولوژی، دارای  های گیاهی بر پایه جنبه (. کنترل بیولوژیک بیماری5شوند ) می
بسیاری از محققین را به خود جلب نموده است. از نقاط قوت کنترل  مزایای فراوانی است و نظر

 توان به موارد زیر اشاره نمود: بیولوژیک می
دارای اثر طولانی و بادوام است، برخلاف سموم شیمیایی که نیاز به استفاده مکرر و  (الف

 متناوب دارند.
 باشد. های شیمیایی، کم هزینه می نسبت به روش (ب
 ضرر است.  ط زیست ایمن و بیبرای محی (ج

ها را به  کند، بلکه آن های بیوکنترل، پاتوژن و بیماری را به طور کامل ریشه کن نمی سیستم
به طور طبیعی PGPR دهنده رشد گیاهی  گرداند. ریزوباکترهای پرورش حالت تعادل طبیعی بازمی

کنند، از گیاهان  های گیاه را مستعمره می های خاکی هستند که به طور پرخاشگرانه ریشه باکتری
های  کنند. تلقیح گیاهان زراعی با برخی از سویه برند و افزایش ترویج رشد گیاه را فراهم می سود می
PGPR  و تلقیح عناصر، باعث در مراحل اولیه رشد، از طریق اثر مستقیم بر رشد ریشه و شاخه

شود. همچنین ممکن است اثرات متعددی بر رشد قدرت ارتفاع بوته، وزن  افزایش زیست توده می
های زودرس، محتوای کلروفیل و افزایش میزان  های ساقه، شکوفه ساقه، محتوای مواد مغذی بافت

ها و  مفید یا قارچ های توانند سبب افزایش سایر باکتری ها می بذر در حبوبات داشته باشد. آن
ها  ها مانند سایر باکتری (. اکتومینست4ها شوند ) های قارچی و باکتری همچنین کنترل بیماری

ها در دیواره  کنند، برخلاف قارچ در محیط کشت باکتری رشد میباشند،  میDNA و  RNAدارای 
غشاء سیتوپلاسمی، ها کیتین و سلولز وجود ندارند، روش تولیدمثل، تقسیم دوتایی است، در  آن

اثر است، قطر، مشابه  ها بی استرول وجود ندارد و داروهای ضدقارچی بر روی این باکتری
 میکرون است.  7 ها حدود باکتری

کند.  زیتون کنسروالیا بیشتر در کشور یونان که سومین کشور تولیدکننده زیتون است، رشد می
زانیلا اسپانیا است. به طوری که نسبت گوشت به هسته از نظر اندازه و میزان تولید، همانند زیتون مان

است. درصد روغن اینگونه کمی بیشتر از مانزانیلا  7به  1نیز در این زیتون همانند گونه مانزانیلا 
 200الی  710است. هر کیلوگرم زیتون کنسروالیا  24۲الی  20است. درصد روغن اینگونه زیتون 
 47۲نزدیک به  یابد، در کشور مصر نیز اینگونه زیتون پرورش میدانه است. علاوه بر کشور یونان، 

زیتون تولیدی مصر از نوع کنسروالیا است. در چند سال اخیر نیز باغداران طارم زنجان سعی در 
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 اند. پرورش این رقم زیتون کرده
 ریزوسفر و بالک خاک باکتریایی فلور بر نقره نانوذرات کریمی و صادقی در پژوهشی تاثیر

 بر L2000و  LS2000نانونقره  ونیفرمولاس دو ریتاث پژوهش نیا پنبه را مورد بررسی قرار دادند. در

 لیپروفا بر ls2000ر یتاث نشان داد جیشد. نتا بررسی پنبه بالک و زوسفریخاک ر ییایباکتر تیجمع
PCR-DGGE  16ژنSrDNA  بیشتر ازL2000 ( 1بود.) 
 های ستینومیاکت یکروبیم ضد خواص و جداسازیآباد و همکاران، نیز در پژوهشی  ذاکر بستان

 یدارا یابانیب یها خاك که داد نشان مطالعه نیا ران را بررسی کردند.یا رهاییکو از شده جدا

 (.1است ) ها كیوتیب یآنت یبرا یا بالقوه منابع ها بوده و ستینومیاکت از یمتنوع یها گونه
 های اکتینومیست فیلوژنتیکی آنالیز و مولکولی شناسایی جداسازی،یوسفی و همکاران در پژوهشی 

قم را مورد  شهر شور زراعی های خاک از زا بیماری های پاتوژن ضد میکروبی علیه مواد مولد
 توانایی دارد که وجود قم استان خاک نمونه در جدیدی های ایزوله داد نشان نتایج بررسی قرار دادند.

 (.1استفاده کرد ) صنعت حوزه در ها آن از توان می و دارند را جدید آنتی باکتریایی مواد تولید
 مد و جزر بین رسوبات دریایی های اکتینومیست جداسازیجباری و همکاران در پژوهشی 

 های اکتینومیست که داد نشان نتایج ها را مورد بررسی قرار دادند. آن ضدقارچی خواص و دیلم ساحل

فعالیت ضدقارچی  که هستند زیستی فعال از ترکیبات غنی منابع دیلم، ساحل رسوبات دریایی
 (.3قابل توجهی دارند )

جدا  هالوتولرانت های اکتینومیست در بیوسورفکتانت تولیدآقایی و همکاران نیز در پژوهشی 
 و تحمل کنند را %44 نمک ستندتوان جدایه  44 قم را بررسی کردند. نمک دریاچه از خاک شده

 ها اکتینومیست های جدایه بیوشیمیایی، های تست اساس بر سپس بگیرند. جای هالوتولرانت گروه در
به عنوان  های اکتینومیست جدایه گرفتند. قرار بررسی مورد تولید بیوسورفکتانت برای لوتولرانت،

 به 1 جدایه آمده، دست به نتایج به توجه با شدند. انتخاب بیوسورفکتانت تولید توان با هایی جدایه

 (.70شد ) انتخاب جدایه بهترین عنوان
های گرم  باکتری Streptomyces ها از جنس گلینسکا در پژوهشی نشان داد که اکتینومیست

یک حلقه مهم در گردش ماده و  مثبت هستند و به دلیل فعالیت متابولیکی و قابلیت انطباقی بالا،
 (.77آیند ) می شمار انرژی به

های  شیوالایی و همکاران در پژوهشی به بررسی جداسازی و غربالگری میکروبیوتا از نمونه
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آوری شده از مناطق مختلف کالابوراگی، کارناتاکا، هند برای تولید کیتیناز  مختلف خاک جمع
 (.72پرداختند )

ی خاک مطالعه کرده و ها ها را از نمونه هتام و همکاران در پژوهشی جداسازی اکتینومیست
ها  زای انتخاب شده را مورد بررسی قرار دادند. این جدایه سویه بیماری 72فعالیت ضد میکروبی 

های جدید برای اهداف دارویی یا   بیوتیک توانند در تولید آنتی فعالیت ضد باکتری دارند و می
 (.79کشاورزی مورد استفاده قرار گیرند )

نمونه خاک را از مناطق مختلف هند  13اکتینومیست از  971هشی بهاراتی و همکاران در پژو
های جدا شده از مناطق  جدا کردند. نتایج حاصل، طیف وسیع فعالیت ضدقارچی اکتینومیست

  (.75هند را نشان دادند )
های  جداسازی، شناسایی و بررسی جمعیت گونهدر این راستا، پژوهش حاضر به بررسی 

های زیتون  ها بر روی رشد دانه رست باغ فدک و اثرات آنC زی منطقه استرپتومیست خاک کشاور
(Olea europea L.) .رقم کنسروالیا پرداخته است 

 ها . مواد و روش2

آوری  برای جمع نمونه برداشت شد. 20باغ فدک شهر قم،  Cدر این پژوهش از خاک منطقه 
ر( کنار زده شده و با استفاده از سانتیمت 4های سطحی خاک )حدود  های خاک، ابتدا بخش نمونه

های  سانتیمتر خاک برداشته و در بسته 20-74تا  4یک بیلچه کاملًا تمیز و استریل، از عمق 
گیری و پوشش گیاهی منطقه و شماره نمونه بر  استریل گذاشته شد. تاریخ و محل نمونه 1تن پلی

گراد قرار  درجه سانتی 5در دمای  ها را روی پلاستیک مربوطه نیز ثبت گردید. سپس تمامی نمونه
های  ها بر روی محیط داده و به آزمایشگاه دانشگاه آزاد قم انتقال داده شد. قبل از انتقال نمونه

 کشت، تیمارهایی روی خاک صورت گرفت:
روز در دمای  9، به مدت CaCo3بعد از مخلوط کردن خاک و  )مرک آلمان(:  CaCo3( تیمار 7

 گذاری شد. گراد، گرما سانتیدرجه  21
 دقیقه. 4به مدت  (UV) ( تابش پرتو فرابنفش2
از نمونه خاک را وزن نموده و بعد داخل آون در  g 70 مقدار های خاک: ( حرارت دادن نمونه9

                                                           
1. Polythene 
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قه قرار گرفت. از آنجایی که اکتینوباکترها تحمل نسبتاً بالایی یدق 70گراد به مدت  یدرجه سانت 770
غربالگری های رقیب از بین بروند. سپس به  ارها دارند، این امر باعث شد میکروارگانیسمبه این تیم

های خاک ادامه داده شد و برای این کار از  ها از نمونه سازی و جداسازی اولیه اکتینومیست و غنی
گرم نمونه خاک،  70ها از مقدار  جهت جداسازی اکتینومیستاستفاده گردید.   SCAمحیط کشت

نشین شدن  قرار داده شد. پس از ته rpm740دقیقه در انکوباکتر شیکر با دور  20به مدت  ارلن
های سریالی مورد استفاده  ها از مایع رویی جدا شدند و در تهیه رقت ذرات درشت خاک، باکتری

های سریالی گردید. پس از الک  سازی رقت با تهیه سوسپانسیون خاک، شروع به آمادهقرار گرفتند. 
میلی لیتر بافر  700 که حاوی 400کردن خاک، مقداری از هر نمونه را وزن کرده و داخل ارلن 

دقیقه در انکوباتور  20بود، ریخته شد. سپس ارلن به مدت  10توئین  و چند قطره(pH=7) فسفات 
نشین شدن رسوبات خاک، از سوپرناتانت حاوی  قرار داده شد. پس از ته rpm740شیکر با دور 

از هر نمونه خاک  70-4تا  70-7های  های سریالی انجام گردید. رقت های باکتری، تهیه رقت سلول
بدین  انجام شد. Pour plateو  Spread plate methodبه دست آمد. سپس کشت اولیه با روش 

های حاوی محیط  میلی لیتر از هر رقت به پلیت Spread plate method 7/0منظور، برای روش 
SCA  گار پخش شد. سپس پلیت و با میله شیشهمنتقل ها به  ای سرکج استریل، بر روی کل سطح آ
 7گذاری گردیدند و با روش پورپلیت نیز  گراد گرما درجه سانتی 21 -90روز در دمای 1-70مدت 

ها را  اضافه گردید. سپس پلیت SCAمیلی لیتر از هر رقت کف پلیت ریخته و روی آن محیط 
گراد گرماگذاری  درجه سانتی 21-90روز در حرارت  1-70شده و به مدت  چرخانده تا یکنواخت

توان از نظر مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی بر اساس  های اکتینومیست را می کلنی شدند.
هایی که  جهت شناسایی خصوصیات ماکروسکوپی، کلنی بررسی کرد. (ISP) های دستورالعمل

های مختلف مثل  ظاهری خشن، صاف، سفت، چسبنده و یا پودری شکل داشته باشند و با رنگ
 جهت شناسایی خصوصیات میکروسکوپی،(. 74) سفید، خاکستری و یا زرد باشند، انتخاب شدند

آمیزی  شد. بدین جهت، رنگ های اکتینومیست توسط میکروسکوپ نوری بررسی شکل میسیلیوم
هایی که گرم مثبت و آرایش  ها مشاهده شدند و آن گرم انجام شد. هیف و کندی اکتینومیست

ها  سازی اکتینومیست (. برای خالص74های اکتینومیست احتمالی بودند ) ای داشتند، باکتری رشته
های تک و احتمالی  استفاده گردید. بدین منظور کلنی 2المللی استرپتومیست  از محیط بین

 جدایه استرپتومیست 4های حاصل، در محیط کشت استرپتومیست کشت داده شدند و  اکتینومیست
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های بیوشیمیایی مانند تست هیدرولیز نشاسته، تست  (. سپس تست74مورد شناسایی قرار گرفتند )
، H2Sتست  ، تست لیستیناز، تست احیای نیترات، تست اکسیداز، تست کاتالاز،10تجزیه تویین

( روی تمام 71، تست هیدرولیز تریپتوفان، تست هیدرولیز اوره، تست حرکت )Dnaseتست 
، هورمون گیاهی، حل کنندگی (HCN)ها انجام گرفت. سپس تولید سیانید هیدروژن  جدایه

جدایه استرپتومیست مورد  4ها بررسی شد. فعالیت ضد قارچی  فسفات و اثرات ضد قارچی آن
های مولکولی و تهیه  رفت. سپس شناسایی مولکولی انجام شد. بدین منظور آزمایشبررسی قرار گ

انجام گرفت. سپس به  XTBE10های مورد نیاز مانند اتیدیوم بروماید و ساخت بافر  محلول
ها انجام گرفت. پس از تهیه پرایمرها  روی آن PCRپرداخت شد و واکنش  DNAاستخراج 

 (. 71کت سینا کلون مورد استفاده قرار گرفت )های مورد نیاز، کیت شر ومحلول
نظر  مورد DNA ای پلیمراز، قطعات با استفاده از پرایمرهای مورد استفاده در واکنش زنجیره

 شوند. ( در دستگاه ترموسایکلر تکثیر می7طبق جدول شماره )
ه ها را بسته و در دستگا وبی، درب میکروت2/0های  پس از تهیه محصول در میکروتیوب

گارز و بیرون  PCRبرای الکتروفورز محصول (. 71ترموسایکلر قرار داده شدند ) پس از تهیه ژل آ
قرار گرفت. بعد از  TBE X5/0آوردن شانه از ژل، درون کاست تانک الکتروفورز حاوی بافر 

ها قرائت شد، سپس محصول  هر یک از نمونه ODهای مثبت،  سازی، برای تمامی نمونه خالص
PCR شرکت  بهMicrosynth  سوییس با حجم حدودµl20 ( و غلظتμl ng 90 از هر نمونه )

افزار،  این نرم پس از بررسی با بررسی شد. 70500نسخه  Finch TVافزار  ارسال گردید و با نرم
 های مثبت شده سازی شده و برای آنالیزهای فیلوژنتیکی، تمام سکانس ردیف ها با هم هم سکانس

با  MEGA7افزار  های فیلوژنتیکی با نرم دانلود و برای بررسی NCBIاطلاعاتی  این ژن، از بانک
سازی  افزار گردید و در نهایت همردیف ها وارد نرم ذخیره شده و تمام سکانس FAST Aفرمت 

درخت ژنی برای نمایش ارتباط  ها انجام شد. در گام بعدی ترسیم دندروگرام ژنی انجام شد. توالی
بر اساس مدل تعداد اختلاف نوکلئوتیدی با استفاده  Neighbor-joiningکدیگر با متد ها با ی ایزوله
های دارای یک تیپ سکانس، در یک کلاستر قرار گرفتند  ترسیم گردید. ایزوله MEGA7افزار  از نرم

(. برای 73و وجود حتی یک نوکلئوتید اختلاف، باعث قرارگیری ایزوله در کلاستر دیگر شد )
ها، از نگهداری طولانی مدت به دو روش میکروتیوب و محیط کشت اسلنت و نیز  ویهنگهداری س

های  ها بر رشد دانه رست نگهداری کوتاه مدت استفاده شد. در نهایت به منظور تأثیر اکتینومیست
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های انتخابی تهیه شدند و با  های حاصل از باکتری زیتون رقم، کنسروالیا سوسپانسیون و متابولیت
 های زیتون رقم کنسروالیا تلقیح شدند. ماکرولیتر به خاک دانه رست 7000مقدار 

 ها مرهای مورد استفاده در شناسایی جدایهیتوالی پرا -1جدول 

 Tm Sequence Primers rRNA 16s طول قطعه

1500 bp 58 
5AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3 27F 

5'- GGTTACCTTGTTACGACTT -3' 1492R 

 ها . یافته3

 های خاک  ها از نمونه . جداسازی اکتینومیست3-1

سویه  50فدک قم صورت گرفت، C برداری که از خاک کشاورزی منطقه  نمونه 20از 
های متفاوت بودند و برای  سویه دارای کلنی 4اکتینومیست خالص شده بدست آمده که از این بین 

ها بررسی  پس خواص ریزوباکتر آنهای بیوشیمیایی گذاشته شد، س ها تست استرپتومیست بودن آن
 (.2سویه برای تلقیح به بذر گیاه انتخاب گردید )جدول 4گردید و از 

 ست یاسترپتوم ییجهت شناسا ییایمیوشیهای ب ج تستینتا -2جدول 

 A B C D E جدایه

 + + + + + هیدرولیز نشاسته

 + - - - - 83توئین

 - - - - - لیستیناز

 + + - + + ملانین

 + - - - - از اوره

 - + + + + اکسیداز

 + + + + + کاتالاز

Dnase - - - - + 

H2s - - - - + 

 - - - - - تریپتوفان

 - - - + - حرکت

 - - - - - اندول

هایی که دارای ظاهری خشن، صاف، سفت، چسبنده و یا پودری شکل و به سطح محیط  کلنی
(. همچنین 74های مختلف مثل سفید، خاکستری و یا زرد دیده شدند ) کشت چسبیده و با رنگ
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(. با مشاهده 20های اکتینومیست بودند ) ها استشمام شد، باکتری بوی خاک مرطوب از آن
دارای ظاهر پودری یا گچی و به رنگ سفید خاکستری، قرمز، زرد، آبی و  هایی که ها، کلنی پلیت

 (.9آمیزی گرم انجام شد )جدول  های مورد نظر، رنگ بنفش بودند، انتخاب گردیدند، در مورد کلنی

 ستیهای استرپتوم هیمشخصات مورفولوژی جدا -3جدول 

 های میکروسکوپی ویژگی مشخصات کلنی جدایه شماره

9 A ای، بسیار نازک، کوتاه رشته گچی - سفید - فرورفته 

2 B  ای، نازک رشته گچی - سفید -برآمده 

3 C دار، مارپیچ ای، انشعاب رشته پودری - خاکستری - برآمده 

5 D فنری، اسپوردار سفید طوسی - گچی - برآمده 

4  E دار، نازک ای، انشعاب رشته برآمده - گچی - خاکستری 

گیری شد، زیر  نانومتر اندازه 490اکسین تولید شده در طول موج  هایی که میکروارگانیسم
گذاری  ای( بودند را علامت های اکتینومیست )گرم مثبت و آرایش رشته میکروسکوپ دارای ویژگی

 (. 71انتقال داده شدند ) ISP2 ها به محیط کرده و کلنی

و مثل کلافی درهم پیچیده هستند،  ای ت رشتههایی که در زیر میکروسکوپ به صور یباکتر
آمیزی و بررسی ماکروسکوپی و میکروسکوپی  (. پس از رنگ74باکتری اکتینومیست بودند )

های مورد نظر با لوپ از سطح محیط جدا  ، باکتریISP5های سطح پلیت حاوی محیط  باکتری
دست آوردن کلنی خالص به صورت چهار منطقه برای ب  ISP2شده و در سطح پلیت حاوی محیط

گراد نگهداری شدند  درجه سانتی 91روز در انکوباتور با دمای  1کشت داده شد و به مدت 
(. توانایی تولید هیدروژن سیانید از روی تغییر رنگ کاغذ صافی قابل مشاهده بودند. 5)جدول 

ای تیره  متوسط(، قهوهای روشن )تولید  ها به ترتیب از کرم )تولید کم(، قهوه تغییر رنگ کاغذ صافی
 (.9)تولید زیاد( و آجری )تولید خیلی زیاد( متغیر بودند )تصویر 

 ر رنگ براساس مقدار تولید هیدروژن سیانیدییالگوی تغ -3ر یتصو 
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گیری توان تولید اکسین با معرف سالوسکی، سپس با استفاده از منحنی استاندارد غلظت  اندازه
 IAAهای مختلف در تولید  جدایهها مورد ارزیابی قرار گرفت.  اکسین تولید شده توسط جدایه

را  کننده رشد گیاه بالاترین تولید این تنظیم Aمتفاوت است. جدایه  91/7تا  0/3متفاوت هستند، از 
 (.7؛ نمودار 5؛ تصویر 5دارد )جدول

 
 باکتری ن حاصل ازیهای حاوی اکس رات رنگ محلولییتغ -4ر یتصو

 

 استاندارد سالکوسکی -1نمودار 

 های منتخب غلظت اکسین سویه -4جدول 

 خوانده شده OD جدایه منتخب

D 32/9  

A 33/9  

C 25/9  

B 1/3  

E 34/9  

 (.4نانومتر قرائت شد )جدول  510اسپکتوفتومتر در طول موججذب نور محلول با استفاده از 
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 حلالیت فسفات معدنی -5جدول 

 حلالیت فسفات )میلی گرم بر لیتر( جدایه منتخب

D 1/91 

A 9/1 

C 1/99 

B 3/91 

E 3/92 

های آنتاگونیست عمل  ها ممکن است با تولید آنتی بیوتیک، به عنوان میکروارگانیسم اکتینوباکتری
 (.1( )جدول 27شوند ) های فیتوپاتوژن می کنند. این ترکیبات از طریق محیط، مانع از رشد قارچ

 های استرپتومیست بر قارچ اثر مهاری جدایه -6جدول 

 آسپرژیلوس فلاوییس آسپرژیلوس نایژه اکاندیدا آلبیکنس جدایه

D + - + 

A + + + 

C + + - 

B + + + 

E + + + 

سویه دارای خواص ریزوباکتر بهتری بودند که انتخاب و جدا  4شده،  سویه جدا 77از بین 
ها را به بذر گیاه زیتون تلقیح کرده و اثرات  ها انتخاب گردیدند، آن شدند. حال که بهترین سویه

ها  روی آن RNA 16sابی قرار گرفت، همچنین شناسایی مولکولی یاهان زیتون مورد ارزیرشد گ
 (.1انجام شد )جدول 

 های استرپتومیست  خصوصیات ماکروسکوپی و میکروسکوپی و غلظت جدایه -7جدول 

جدایه 

 منتخب
 خصوصیات میکروسکوپی خصوصیات ماکروسکوپی

غلظت 

 باکتری

میزان 

حلالیت 

 فسفات

متابولیت 

 ضدقارچ

تولید 

هیدروژن 

 سیانید

شدت جذب 

نوری هورمون 

 اکسین 

D 31/9 زیاد + 9/1 3.113 نازک، کوتاهای، بسیار  رشته فرورفته، سفید، گچی 

A 1/3 زیاد + 3/91 3.33 ای، نازک رشته گچی، برآمده، سفید 

C 25/9 خیلی زیاد + 1/99 9.599 ای، مارپیچ، باانشعاب رشته برآمده، پودری، خاکستری 

B 32/9 زیاد + 1/91 9.315 فنری، اسپوردار برآمده، گچی، سفید طوسی 

E 34/9 خیلی زیاد + 3/92 9.851 دار ای، ضخیم، انشعاب رشته برآمده، زرد 
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 16s RNAمولکولی توالی . شناسایی 3-2

 (.9جدایه استرپتومیست بر روی ژل الکتروفورز نمایش داده شده است )تصویر 5ژنوم 

rRNA 16s ،5  (.5جدایه استرپتومیست بر روی ژل قرار دارد )تصویر 

 
 های استرپتومیست جدایهاستخراج ژنوم  -3ر یتصو

 
 rRNA 16sنتیجه الکتروفورز  -4ر یتصو

درصد  54/31درصد تا  95/31با مقدار  NCBIگونه استرپتومیست موجود در  1با  Aجدایه 
های مشابه  ای جدا از سایر نمونه در خوشه Aشباهت داشتند. درخت فیلوژنی نشان داد که جدایه 

 استرپتومیست قرار دارد. 

درصد شباهت  99/31بین  NCBIگونه استرپتومیست موجود در اطلاعات  1ا ب Bجدایه 
های مشابه  ای جدا از سایر نمونه در خوشه Bداشتند. درخت فیلوژنی نشان داد که جدایه 

درصد  10/31و  NCBIاسترپتومیست موجود در اطلاعات  3با  Cاسترپتومیست قرار دارد. جدایه 
های مشابه  ای جدا از سایر نمونه در خوشه Cشباهت داشتند. درخت فیلوژنی نشان داد که جدایه 

دارای  NCBIگونه استرپتومیست موجود در اطلاعات  3با  Dاسترپتومیست قرار دارد. جدایه 
سایر  ای جدا از در خوشه Dدرصد شباهت داشتند. درخت فیلوژنی نشان داد که جدایه  15/31
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 (.4های مشابه استرپتومیست قرار دارد )تصویر  نمونه

         

 Dجدایه  درختچه فیلوژنی نتایج سکانس و -5 تصویر

میلی  30سی سی برداشته شده و داخل هر کدام 240ارلن  77برای تهیه سوپرناتانت، تعداد 
شود،  گراد اتوکلاو می درجه سانتی727دقیقه با دمای 74براث ریخته و به مدت  ISP2لیتر محیط 

گردد و به  لوپ باکتری استرپتومیست با کدورت نیم مک فارلند اضافه می 5تا 9سپس در هر کدام 
گیرد.  ، داخل شیکر انکوباتور قرار می710گراد و دور  درجه سانتی 90روز با دمای 1الی  9مدت 

، 7200یقه با دور دق 70سپس سوسپانسیون بدست آمده را داخل فالکون ریخته، و به مدت 
ون و یها با سوسپانس گردد. انتهای ساقه شود، سپس محلول سطح جدا می سانتریفیوژ می

روز  75مار شدند. پس از یتر تیماکرول 7000های باکتری انتخابی با مقدار  هیهای جدا تیمتابول
ج نشان داد که ینتاقرار گرفتند.  یهای هر ساقه مورد بررس شهیها و تعداد ر شهیمار، طول ریبعد از ت

تون یاه زیها در هر نمونه گ شهیش تعداد ریموجب افزا A, B, C, D, E یهای باکتر هیمار با جدایت
ها  شهیش طول ریموجب افزا Dهای باکتری  هیمار با جدایدهد که ت یج نشان میشده است. نتا

 گردد. یم
 مارهاییها، در ت شهیتعداد رن یانگیدهد که تفاوت در م یها نشان م انس دادهیز واریآنال

دار است؛ به طوری که میانگین تعداد ریشه در تیمارهای جدایه  یمعنP=0.05 مختلف در حد 
ن یانگیم دار است. ها نسبت به کنترل )فاقد سوسپانسیون جدایه باکتری( معنی استرپتومیست

ها  انس دادهیز واریاست. آنالدار  یمارها معنیر تیبا کنترل و سا  Dماریها در ت شهین تعداد ریشتریب
دار  یمعن P=0.05مارهای مختلف در سطح یها در ت شهین طول ریانگیدهد که تفاوت در م ینشان م

مارها یر تیبا سا Dمارهای کنترل و یها در ت شهین طول ریانگیکه تفاوت در م یاست؛ به طور
 (.3،  1دار است )جدول  یمعن
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 ها هیمار جدایشه تحت تیتعداد و طول رن یانگیانس میز واریآنال -8جدول 

 های انتخاب شده ت باکترییو متابول

 
 های انتخابی ت باکترییها و متابول هیمار جدایشه تحت تین تعداد و طول ریانگیم -9جدول 

 ماریت شهیتعداد ر شهیطول ر

3.1559 b 0.7941 d Control 

5.8075 b 2.4250 bc SA 

3.8237 b 2.7373 bc SB 

2.6976 b 2.6429 bc SC 

3.4031 b 2.2525 bcd SD 

2.8219 b 2.1563 cd BA 

3.846 b 1.6563 cd BB 

4.8174 b 3.5652 ab BC 

17.9571 a 4.342 a BD 

ها را باید نگهداری کرد تا آلوده  های باکتری مورد نظر، جدایه سازی جدایه پس از خالص
ها  کشت داده و دور پلیت ISP2ها را در سطح محیط  نگردند و یا محیط کشت خشک نشود. سویه

ها داخل پلیت برای مدت  گردد. نگهداری سویه شود و در یخچال نگهداری می پارافیلم پیچیده می
مناسب نیست؛ چرا که محیط کشت پس از مدتی خشک شده و یا محیط آلوده شده و طولانی 

زند. پس، برای نگهداری طولانی مدت آن، از دو روش تهیه میکروتیوپ و محیط  حتی کپک می
ها را در  های بدست آمده، آن شود. جهت حفظ و نگهداری طولانی مدت سویه اسلنت استفاده می

ساعت انکوبه شدن، با دمای  12ریخته و پس از  ISP2محیط مایع  حاوی cc4/7های  میکروتیوپ
شود، سپس درِ آن را پارافیلم پیچیده و در  قطره گلیسرول استریل به آن اضافه می 5الی  9درجه،  91

ای به صورت مورب ریخته و پس  را داخل لوله شیشهIsp2 (. محیط کشت 22گیرد ) فریزر قرار می
باتور  ر سطح آن کشت داده میاز آن باکتری موردنظر د درجه  91شود و به مدت یک هفته در انکو

ها را  شود، به طوری که سطح کلنی گیرد. سپس چند قطره گلیسرول روی آن ریخته می قرار می

ANOVA

304.307 9 33.812 4.578 .000

2304.252 312 7.385

2608.559 321

6657.291 9 739.699 6.614 .000

34893.310 312 111.838

41550.601 321

Between Groups

Within Groups

Total

Between Groups

Within Groups

Total

NUMBER

LENGTH

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
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باغ فدک  C قهاز منط (.22گیرد )  بپوشاند، سپس دور آن را پارافیلم پیچیده و در یخچال قرار می
 77باکتری اکتینومیست جدا گردید، از این میان  50اری انجام شد، که برد منطقه خاک نمونه 20

های  ها، تست سویه با خصوصیات مورفولوژی متفاوت مشاهده شد که جهت اطمینان از نوع گونه
های استرپتومیست در خاک  دهنده صحّت وجود جدایه شناسایی بیوشیمیایی انجام گرفت که نشان

سویه که دارای بیشترین میزان انحلال  4ر بررسی گردید، و بود. پس از آن خواص ریزوباکت
فسفات، تولید اندول استیک اسید، متابولیت ضد قارچ و تولید هیدروژن سیانید بودند، انتخاب و 

جدایه استرپتومیست با خواص ریزوباکتر  4ها انجام شد. سپس این  آن روی RNA 16sشناسایی 
یح داده شد. بدین صورت که سوپرناتانت و سوسپانسیون به بذرهای زیتون رقم کنسروالیا تلق

روز، نتیجه بدین صورت بود که 75ها با سه بار تکرار، به هر بذر تلقیح شد و پس از  استرپتومیست
ها، دارای رشد طولی و تعداد ریشه زنی بیشتری نسبت به نمونه  بذرهای تیمارشده با استرپتومیست

 بود. D میزان رشد متعلق به بذر تیمار شده با سوسپانسیون باکتری با کد کنترل بود؛ از این میان بیشترین

 . بحث4

های خاک پرداخته شد. سپس شناسایی  ها از نمونه در پژوهش حاضر به جداسازی اکتینومیست
و  ها انجام گرفت. شناسایی باکتری اکتینومیست، شناسایی ماکروسکوپی های اکتینومیست کلنی

سازی باکتری انجام  آمیزی گرم نیز بررسی گردید. سپس خالص شناسایی میکروسکوپی با رنگ
های بیوشیمیایی انجام شد. برای بررسی صفات  ها، تست گرفت و برای شناسایی استرپتومیست

ک یها، تولید هیدروژن سیانید، تولید هورمون رشد اکسین )اندول است ریزوباکتر استرپتومیست
های ضدقارچ، مورد بررسی  گیری میزان حلالیت فسفات در محیط مایع و متابولیت ندازهد(، ایاس

سویه دارای خواص ریزوباکتر بهتری بودند که  4سویه جدا شده،  77قرار گرفت. سپس از بین 
ر باکتری یانجام گرفت. تاث نیز 16s RNA توالیانتخاب و جدا شدند. شناسایی مولکولی 

ج یها هم بررسی شد. نتا تون رقم کنسروالیا بر تعداد و طول ریشهیز ییزا شهیست بر ریاسترپتوم
ها در هر نمونه  شهیش تعداد ریموجب افزاA, B, C, D, E  یهای باکتر هیمار با جداینشان داد که ت

شده  ها شهیش طول ریموجب افزا Dهای باکتری  هیمار با جدایتون شده است. همچنین تیاه زیگ
ها به دو طریق کوتاه مدت و بلند مدت )میکروتیوپ و اسلنت(  نگهداری سویهاست. در نهایت، 

 50برداری شد که  نمونه Cناحیه خاک باغ فدک منطقه  20در این تحقیق از انجام شد. در واقع 
ها بر رشد دانه زیتون رقم کنسروالیا بررسی گردید.  سویه اکتینومیست جدا گردید و تاثیر این باکتری
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تاثیر بیشتری بر افزایش تعداد ریشه و طول  Dجدایه انتخاب شد که از این بین جدایه  4در نهایت 
 ریشه گیاه زیتون رقم کنسروالیا داشت.

 گیری . نتیجه5

های مختلف فیزیولوژی، اکولوژی، ژنتیک و  ها در جنبه امروزه مطالعه بر روی اکتینومیست
و نوع  Actinobacteriaترین جنس  ها بزرگ استرپتومیست(. 29بیوتکنولوژی توسعه یافته است )

های خاک هستند و  ها، ساپروفیت است. استرپتومایس Streptomycetaceaeجنس آن خانواده 
ها نیز در  مسئولیت بوی خاک تازه را با تولید ژئوسمین برعهده دارند. به دلیل اینکه استرپتومایسس

شوند و نیز بعضی از  های گیاهی می الیت و سرکوب بیماریافزایش رشد گیاه نقش داشته و باعث فع
های  کنند، به عنوان ریزوباکتری های ثانویه را مانند اسیدهای استیکول و کیتیناز تولید می متابولیت

های مختلفی از  های گیاهی توسط مکانیسم کننده بیماری کننده رشد گیاه و همچنین سرکوب تقویت
، سیتوکینین و تولید IAAذی مانند فسفر، گوگرد، آهن، مس، تولید جمله افزایش عرضه مواد مغ

ها و  های گیاهی و کنترل قارچ ها همچنین باعث تولید هورمون روند. آن شمار می سیدروفور به
بسیار گسترده است، در  IAA(. توانایی تولید هورمون گیاهی 20شوند ) های باکتریایی می بیماری

توانند  های ریزوسفر می باکتری 10%که معمولًا با گیاه ارتباط دارند، تقریباً هایی  میان میکروارگانیسم
های رشد گیاه بوده و تولید آن باعث افزایش عملکرد گیاه  کننده آن را ترشح کنند. اکسین از تنظیم

 بیوسورفکتانت تولیدنتایج تحقیق (. 25کند ) رشد گیاه را تحریک می PGPRشود و از طریق آن  می

 دریاچه خاک کهقم نشان داد  نمک دریاچه از خاک جدا شده هالوتولرانت های کتینومیستا در
گسترده  کاربرد به توجه با و بوده وسورفکتانتیمولد ب هالوتولرانت یها سینومیاکت یدارا قمنمک 

 (. 70کرد ) استفاده مختلف صنایع در ها این جدایه از توان می یامروز جوامع در وسورفکتانتیب
 های اکتینومیست فیلوژنتیکی آنالیز و مولکولی شناسایی توجه به نتایج تحقیق جداسازی، با

قم، از غربالگری  شهر شور زراعی های خاک از زا بیماری های پاتوژن ضدمیکروبی علیه مواد مولد
سویه جدا شده تنها یک  70های زراعی شور استان قم، از  های جداسازی شده از خاک اکتینومیست

1سیلین ) متیسویه توانایی تولید ماده ضد میکروبی علیه 
MRSA)  .را دارا بود 

                                                           

1. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 
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 . پیشنهادات 6

ت و تواند منبع خوبی برای جداسازی استرپتومیس های زراعی شور استان قم می خاک
ها  های مولد ماده آنتی میکروبیال باشد و در تحقیقات زراعی و همچنین کاربرد باکتری اکتینومیست

  باشند. در کشاورزی قابل استفاده می
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