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جداسازی و مطالعه بعضی رفتارهای فیزیولوژیکی چند جدایه اکتینوباکتری از ریزوسفر 
Phytophthora drechleri پسته با خاصیت آنتاگونیستی علیه

آزاده رضایی زاده1، سعیده حبیبی1*،تکتم عطایی سلامی1

چکیده
بيمــاري پوســيدگي طوقــه و ريشــه )گمــوز( ناشــي از گونه  هــاي مختلــف فايتوفتــورا يکــي از 
ــن  ــت اي ــراي مديري ــي ب ــاي مختلف ــه روش ه ــد. گرچ ــته مي باش ــاي پس ــن بيماري ه مهم تري
بيمــاري توصيــه شــده ولــي کنتــرل بيولوژيــک بــه عنــوان يــک روش ســازگار بــا محيط زيســت 
مــورد توجــه قرارگرفتــه اســت. در ايــن تحقيــق تأثيــر آنتاگونيســتی ســه اســترين باکتريايــی 
ــر Phytophthora drechsleri در  ــنجان ب ــتان رفس ــاي شهرس ــده از خاك ه ــازي ش جداس
ــای 216، 217 و 226 بيشــترين  ــت. جدايه ه ــرار گرف ــورد بررســی ق ــرايط آزمايشــگاهي م ش
ــت درك  ــد. جه ــان دادن ــر نش ــا 7،5، 5/5 ميلی مت ــب ب ــه ترتي ــی را ب ــه بازدارندگ ــزان هال مي
بهتــري از مکانيســم کنتــرل صــورت گرفتــه توســط ايــن جدايه هــا، آزمايش ــهاي فيزيولوژيــک 
ــدروژن ،  ــيانيد هي ــرار و س ــواد ف ــد م ــون تولي ــي، آزم ــاي آنزيم ــه آزمون ه ــددي از جمل متع
توانايــي کلونيــزه کــردن ريشــه و تعــداد ديگــري آزمــون انجــام پذيرفــت. در نهايــت اثــر ايــن 
ــورد  ــگاهی م ــرايط آزمايش ــته در ش ــاه پس ــر روی گي ــت بيمارگ ــرل اووميس ــا در کنت جدايه ه
ــورد نظــر  ــات م ــرل خســارات بيمارگــر در صف ــج حاکــي از کنت ــت و نتاي ــرار گرف ســنجش ق
توســط ايــن جدايه هــا بــود. اميــد بــر آن اســت کــه جدايه هــاي منتخــب ايــن آزمــون توســط 
محققــان ديگــر مــورد پايــش قــرار گرفتــه و بــا توجــه بــه پتانســيل مناســب آن هــا تــا مراحــل 
ــه  ــاوم ب ــه مق ــا اســتفاده از ژن هــاي مناســب جهــت توليدگياهــان تراريخت تجــاري ســازي و ي

بيمارگــر، پيــش برونــد.

Phytophthora drechsleri ،واژگان کلیدي: اکتينوميست، پسته، کنترل بيولوژيک، گموز

1گروه گياه پزشکی، دانشگاه شهيد باهنر 

کرمان، کرمان، ايران
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Isolation and study of some physiological behaviors of some 
actinobacterial isolates from pistachio rhizosphere with antagonistic 

properties against Phytophthora drechleri

Azadeh Rezaizadeh1, Saeedeh Habibi1*, TaktamAtai Salami1

Abstract
Crown and root rot disease caused by different species of Phytophtera is one 
of the most important pistachio diseases. Although various methods have been 
recommended for the management of this disease, biological control has been 
considered as an environmentally compatible method. In this research, the 
antagonistic effect of 3 bacterial strains isolated from the soils of Rafsanjan 
city on Phytophthora drechsleri was investigated in laboratory conditions. 
Isolates 216, 217, 226 showed the highest inhibition halo with 7.5 and 5.5 
mm, respectively. and hydrogen cyanide, the ability to colonize the root and 
a number of other tests were performed. Finally, the effect of these isolates 
in the control of the pathogenic oomycetes was measured in the pistachio 
plant laboratory conditions, and the results were indicative of the control 
of pathogenic damage in the target traits by these isolates. It is hoped that 
the selected isolates of this test will be monitored by other researchers and 
according to their appropriate potential, they will advance to the stages of 
commercialization or the use of suitable genes for the production of disease-
resistant transgenic plants.

Key words: Actinomycete, Biological control, Gummosis, Phytophthora 
drechsleri, Pistachio.
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مقدمه

کشور ايران از نظرسطح زيرکشت و ميزان توليد پسته، مقام اول جهان را دارا است و 53 درصد از سطح زيرکشت و47 درصد از ميزان توليد جهاني 
را در سال 2012 به خود اختصاص داده است. بر اساس آخرين گزارش سازمان خوار و بارجهاني، ايران با بيش از470 هزار تن بيشترين توليد 

پسته را به خود اختصاص داده است و در رتبه اول قراردارد. همچنين در سال 2015 نيز کشور ايران بيشترين توليد پسته را در جهان داشته است 
)Nuts and Dried Fruits, 2016; Moradi et al., 2015(. سطح زير کشت پسته کشور در سال 1394 از حدود 2/68 ميليون هکتارسطح 

باغات کشور )اعم از غيربارور و بارور( حدود 785 هزار هکتار معادل 29/3% به ميوه های خشک اختصاص داشته که از اين مقدار 82/92% بارور و 
17/8 %مربوط به سطح غيربارور بوده است. سطح پسته از درصد کل ميوه های خشک 52/2% بوده است. استان کرمان با 72/6% با توليد ميوه

های خشک کشور مقام اول را دارا است و چهار استان فارس و خراسان رضوی، يزد، همدان به ترتيب با 11/1%، 10/5، 7/2 و 5/7 درصد مقام های 
بعدی سطح توليد ميوه خشک را به خود اختصاص داده اند. ميزان توليد پسته ی کشور حدود 261/779 تن می باشد که استان کرمان با 64 درصد 

توليد پسته ی کشور در جايگاه نخست قرار گرفته است )Amar nameh, 2015(. مغز پستـه به عنوان يکي از خوراکي هاي مطبوع و نيروبخش 
از زمان هاي دور مورد استفاده انسان قرار گرفتـه و بعـدها در ترکيب خوراکي هايـي مانند انواع شکلات، بستني، کيک، شيرينـي و غيره وارد شده 

است. امروزه پسته به عنوان يک آجيل مطبوع و خوشمزه جزء فرهنگ مصرفي بسياري از ملل قرارگرفته است. از پسته به عنوان آجيلي خون 
ساز ياد شده است )Abrishami, 1994(. به علاوه پسته مقدار فراواني آهن قابل جذب درخون دارد و نيز در تقويت حافظه مؤثر است. مغز پسته 
داراي20درصد پروتئين خالص و بيش از50 درصد روغن مايع است. ويتامين ها و ميزان کارتنوئيد و املاح معدني پسته نيز قابل توجه است. پسته 

.)Mohammadpour et al., 2007( داراي پروتئين، کربوهيدرات و روغن و همچنين منبع عالي فيبرهاي غذايي مي باشد
بطور کلی عوامل مختلفی همچون آفات، بيماری ها، کمبود آب، شوری و فقر خاك و عوامل طبيعی مختلف مثل سرمازدگی، گرمای شديد و غيره 

در هر سال زراعی موجب کاهش توليد محصول پسته مي شوند. بيماری پوسيدگی فيتوفتورايی طوقه و ريشه پسته )گموز( که توسط گونه های 
مختلف قارچ فيتوفتورا ايجاد می شود در ايران و در برخی از نقاط دنيا دارای اهميت اقتصادی است )Ogawa and English, 1991(. طبق 

گزارش )Mohammadi and Haqdel, 2010( ميزان درصد مرگ و مير درختان در اثر بيماری فايتوفتورا در برخی باغ های منطقه رفسنجان 
 P. ، P. megasperma ،P. citrophthora گونه هاي ، SaberiRiseh et al. )2004(.را تا 11% و به طور متوسط 2/7%برآورد کرده اند

drechsleri و P.cryptogea را از باغات مختلف پسته در رفسنجان گزارش دادند که در اين ميان P. drechsleri به  عنوان گونه ی غالب در مناطق 
 P. بنابراين برای بررسی اثر بازدارندگی اکتينوباکتری ها روی بيماری گموز،گونه .)SaberiRiseh et al., 2004( مختلف رفسنجان معرفی گرديد

drechsleri انتخاب شد.

مواد و روش ها

جداسازی و کشت اکتینومیست ها

به منظور يافتن عوامل کنترل بيولوژيک موثر عليه بيمارگر، از بين حدود 100 جدايه اکتينوميست جدا شده از خاك ريزوسفر درختان پسته باغات 
قايميه رفسنجان با مشخصات جغرافيايی 30/488337  56/048490 و همچنين از کاهگل باغ شاهزاده ماهان کرمان با مشخصات جغرافيايی 

30/017931  57/279165 ، آزمون هاي سنجش فعاليت ضد بيمارگری انجام گرفت. نمونه هاي خاك به مدت 7 تا 10 روز در معرض هوا، خشک 
گرديده و سپس از الک با مش 0/8 ميلي متري عبور داده شدند و تا زمان جداسازی و کشت در پاکت هاي کاغذي در دمای محيط )25درجه 

سلسيوس( با درج تاريخ و محل نمونه برداری تا زمان کشت و جداسازی نگهداري گرديدند. به منظور کشت خاك، 10 گرم از نمونه وزن شده با 
90 ميلي ليتر آب مقطر استريل مخلوط گشت و سپس به مدت 30 دقيقه روي شيکر دوار 130 دور بر دقيقه )rpm( قرار داده شد، به مدت 10 
دقيقه به حال ساکن رها و از فاز رويي 1 ميلي ليتر برداشته و در 9 ميلي ليتر آب مقطر استريل اضافه گرديد و رقت 2 10 بدست آمد. به همين 

 )Lee and Hwang, 2002; Saadoun et al., 1999 and 1998(روش سوسپانسيون خاك با رقت هاي3 10، 4 10، 5 10 و 6 10 تهيه گرديد
 Kuster and Williams,( به عنوان محيط کشت نيمه انتخابی اکتينوباکتريها استفاده شد )CGA( از محيط کشت کازئينگليسيرينآگار.

Dhingra and Sinclair, 1995;1964(. پس از تهيه محيط کشت و قبل از توزيع در تشتک های پتری، يک ميلي ليتر از رقت هاي خاك 3 10، 
4 10، 5 10 و 6 10 در کف تشتک های پتری ريخته شد و سپس ميزان 20 تا 25 ميلي ليتر از محيط کشت با دماي حدود 45 درجه سانتي

گراد به آن ها اضافه گرديد و به آرامي مخلوط گشت. نمونه ها در دماي 28 درجه سانتي گراد انکوبه شدند. اين آزمايش در 3 تکرار انجام گرديد 
)Saadoun et al., 1998; Saadoun and gharaibeh, 2002( پس از گذشت 7 تا 10 روز، پرگنه هاي اکتينوباکتری ها ظاهر شدند. از هر پرگنه 

کشت خطي روي تشتک های پتری حاوي CGA تهيه و در دماي 28 درجه سانتي گراد انکوبه گشت. همچنين براي نگهداري طولاني مدت از 
هرکدام از پرگنه ها در لوله آزمايش حاوي CGA شيب دار نيز نمونه اي تهيه شد که پس از اطمينان از خالص بودن نمونه ها به دماي 4 درجه 

)Shahidi Bonjar, 2004( سانتي گراد انتقال يافتند

تهیه کشت Phytophthora drechsleri و اثبات بیماري زایي روي ریشه چه پسته
 

 گونه خالص ااوميست Ph. drechsleri از کلکسيون پژوهشکده پسته رفسنجان تهيه شد.

اثبات بیماریزایي

بذرهای پسته )رقم بادامی ريز زرندی( جهت ضد عفوني، به مدت 30 ثانيه در هيپوکلوريت سديم 2% قرار داده و سپس 2 بار به مدت 2 دقيقه 
در آب مقطر استريل شست و شو داده شدند. اين بذرها در پتري هاي حاوي آب آگار )3%( تا زمان جوانه زني نگهداري شدند. به منظور تهيه 
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مايه تلقيح، Ph. drechsleri در روي تشتک پتري حاوي CMA، به صورت چمني کشت و سپس روی آن ها کاغذ صافي استريل قرار داده شد. 
پس از سه تا پنج روز کاغذ صافي آلوده به فايتوفتورا به پتري ديش حاوي آب آگار منتقل شد و بذر های جوانه زده روي آن قرار گرفتند. به عنوان 
تيمار شاهد، بذر ها روي کاغذ صافي استريل )کاغذ های صافی را داخل فويل آلومينيوم گذاشته سپس درون آون در دمای 120 درجه سلسيوس 

به مدت 15 دقيقه استريل شدند( منتقل شدند. تيمارها در نور و دماي مناسب تا زمان ظهور علائم بيماري که شامل پوسيدگي طوقه و ريشه بود، 
نگهداري و ميزان خسارت نسبت به شاهد به صورت چشمي ارزيابي گشت. اين آزمايش در سه تکرار انجام گرفت )Deghat, 2012(. از کشت 

جوان بيمارگر يک ديسک با قطر 6 ميلي متر برداشته و در مرکز پتري ديش حاوي CMA قرار داده شد. سپس از جدايه هاي استرپتومايسس خالص 
کشت داده شده روي (CGAکازئين، گليسرول، آگار( که به مدت 6 تا 8 روز در دماي 28 درجه سانتي گراد انکوبه شده بودند ديسک هاي 6 ميلي

متري جدا شده و در فاصله 3 سانتي متري از ديسک بيمارگر قرار داده شدند. به عنوان شاهد ديسکCGA عاري از ميکروب قرار داده شد. اين 
نمونه ها در دماي 28 درجه سلسيوس انکوبه شدند و بر اساس قطر ناحيه ممانعت از رشد، جدايه هاي فعال انتخاب گرديدند. در نهايت سه جدايه 

که در شرايط آزمايشگاهی فعاليت مهارکنندگي از رشد مناسبي داشتند، انتخاب شده )جدايه هاي217 و216 و226( و جهت بررسي ماهيت و 
خواص مواد موثر مورد بررسي قرار گرفتند.

تعیین ویژگی های مورفولوژیکی جدایه های فعال آنتاگونیست
به منظور بررسی مورفولوژيکی سطح اسپور ها، از ميکروسکوپ الکترونی نوع اسکنينگ استفاده گرديد.

آزمون  زیستي In Vitro جهت تعیین توانایي فعالیت آنتاگونیست
جهت تعيين توانايي جدايه هاي اکتينوميست در ممانعت از رشد بيمارگر و انتخاب جدايه مناسب از روش کشت متقابل استفاده شد. در اين 

آزمون از کشت جوان فايتوفتورا يک ديسک با قطر 6 ميلي متر برداشته و در مرکز پتري ديش حاوي CMA قرار داده شد. سپس از جدايه هاي 
اکتينوميست خالص کشت داده شده روي CGA که به مدت 6 تا 8 روز در دماي 28 درجه سانتي گراد انکوبه شده بودند ديسک هاي 6 ميلي متري 
جدا شده و در فاصله 3 سانتي متري از ديسک قارچي قرار داده شدند. به عنوان شاهد ديسک CGA عاري از ميکروب قرار داده شد. اين نمونه ها 
 Sinclair and Dhingra,( در دماي 28 درجه سانتي گراد انکوبه شدند و بر اساس قطر ناحيه ممانعت از رشد، جدايه هاي فعال انتخاب گرديدند

 .)1995

بررسی تولیدآنزیم های خارج سلولی
يکي از روش هاي عوامل آنتاگونيست در کنترل بيولوژيک، ترشح آنزيم هاي خارج سلولي مختلف مي باشد که موجب از بين رفتن ديواره سلولي 

 Haran et al.,(  قارچ ها مي شوند. کيتينازها، گلوکانازها، ليپازها و پروتئازها ازجمله اين آنزيم ها هستند که در اکثر موارد، خاصيت هم افزايي دارند
.)1996

بررسي توانایي کلونیزه کردن ریشه چه پسته توسط جدایه هاي اکتینومیست
يکي از روش هاي اکتينوميست ها به عنوان عامل آنتاگونيست در ايجاد مقاومت، کلونيزه کردن ريشه ها مي باشد که بدليل اشغال کردن آشيانه 

اکولوژيک عوامل بيمارگر خاکزاد باعث کاهش خسارت و يا کنترل آن مي گردند. به منظور بررسي اين توانايي ابتدا بذر های پسته شــسته و 
استريل گشت، سپس در محلول حاوي 106 اسپورهاي اکتينوميست به مدت 2 دقيقه قرار گرفتند. اين بذر ها روي کاغذ صافي استريل قرار گرفته 

روي محيط آب آگار رشد داده شدند. پس از رشد بذرها از قسمت انتهايي ريشه ها نمونه برداري شده و روي پتري ديش حاوي CGA کشت 
گرديد. در صورت رشد اکتينوميست ها، نشان دهنده توانايي آن ها در کلونيزه کردن ريشه ها مي باشد )Maghoolet al., 2013(. جدايه هايی که 
بيشترين ميزان بازدارندگی را داشتند از از جنبه های ذيل مورد بررسی قرار گرفتند:تعيين حداقل غلظت بازدارنده از رشد )MIC(، بررسی خاصيت 

فرار بودن ماده مؤثر ضد فايتوفتورايی، بررسی فعاليت قارچ کشی يا قارچ ايستايی )ShahidiBonjar and Karimi Nick, 2004(، تعيين دماي 
 Daveloset( آزمون حساسيت به کلروفرم ، )TIP))KalantarZadeh et al., 2005; ShafiiBaftii et al., 2005) غير فعال کننده ماده مؤثر

.)Gulve and Deshmukh, 2011) بررسی حساسيت جدايه های اکتينوميست به آنتی بيوتيک های تجاری ،)al., 2004

بررسی تولیدآنزیم های خارج سلولی
يکي از روشهاي عوامل آنتاگونيست در کنترل بيولوژيک، ترشح آنزيم هاي خارج سلولي مختلف مي باشد که موجب از بين رفتن ديواره سلولي 

 Haran et al.,( قارچ ها مي شوند. کيتينازها، گلوکانازها، ليپازها و پروتئازها ازجمله اين آنزيم ها هستند که در اکثر موارد، خاصيت هم افزايي دارند
 .)1996

نتایج
در شرايطي که بذرهای تيمار شاهد رشد مناسبي داشتند، بذرها و گياهچه هاي در تعامل با فايتوفتورا علائم بيماري را نشان دادند. بيمارگر بذرها، 

ريشه و طوقه گياهچه ها را کلونيزه کرده، باعث نکروز و نازك شدن طوقه ها و پژمردگي گياهچه ها شد )شکل1(.
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شکل -1 اثبات بيماريزاييPhytophthora drechsleri روي بذر پسته، اشکال به ترتيبa شاهد و b گياهچه نکروز شده با بيمارگر.

غربالگري جدایه هاي اکتینومیست جهت انتخاب آنتاگونیست
تمامي جدايه هاي جدا شده در آزمون هاي زيستي شرکت داده شده و فعاليت آن ها عليه فايتوفتورا با سنجش ميزان هاله ممانعت از رشد سنجيده 

شد. از بين جدايه هاي جدا شده از خاك سه جدايه شامل 216، 217 و 226بر روی فايتوفتورا بيشترين ميزان کنترل کنندگي را داشتند که براي 
انجام آزمايش های بعدی انتخاب شدند )شکل 2(.

شکل -2 نتايج آزمون زيستي جهت انتخاب جدايه هاي اکتينوميست فعال مناسب عليه Phytophthora drechsleri اشکال b ،a و c به ترتيب جدايه 
هاي216،217و 226 مي باشند.

بررسي توانایي کلونیزه کردن ریشه چه پسته توسط جدایه هاي اکتینومیست
از چند نقطه از ريشه چه پسته که با سوسپانسيونی از اکتينوميست ها باغلظت cfu/mL106X 1/5به صورت جداگانه تيمار شده بودند، قطعاتي جدا 

شده و در محيط کشتCGA به صورت خطی کشت شدند. نتايج حاکي از رشد و توانايي کلونيزه کردن جدايه ی 216 بودند .

 In Vitroبررسی اثر جدایه 226 اکتینومیست بر روی رشد ریشه چه پسته در شرایط
پس از گذشت 32 روز و بررسی های چشمی مشخص شد که جدايه اکتينوميست226، سبب افزايش رشد و بهبود کيفيت گياهچه ها نسبت به 

تيمار شاهد شد )شکل3(.

شکل3 نتايج بررسی ظاهری اثر جدايه های اکتينوميست بر روی رشد ريشه چه های پسته در مقايسه با شاهد. a تيمار شاهد. b جدايه 226. جدايه 
اکتينوميست سبب افزايش رشد و بهبود کيفيت گياهچه ها نسبت به تيمار شاهد شدند. اين نتايج فقط به صورت چشمی مورد مشاهده قرار گرفت و بررسی 

آماری در آن ها به عمل نيامد.

 (MIC)تعیین حداقل غلظت بازدارنده از رشد
MIC براي جدايه216، 0/156 ميلي گرم بر ميلي ليتر بود.

(TIP) تعیین دماي غیر فعال کننده ماده مؤثر
پس از اعمال دماهي مختلف به عصاره هاي حاوي ماده مؤثر جدايه هاي اکتينوميست و انجام آزمون زيستي چاهک، ميزان هاله ممانعت از رشد 

اندازه گيري شد و در دماهای تست شده هيچکدام از دماها غير فعال کننده ماده موثر نبودند )جدول 1(.
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جدول 1 قطر هاله ممانعت از رشد پس از تيمار عصاره خام جدايه 226 اکتينوميست آنتاگونيست در دماهاي مختلف

قطر هاله ممانعت از جدایه 226
(mm)

(c)دما

2/340

7/160

1/180

5/190

5/0100

5/0120

5/0140

3/0160

بررسي خاصیت فرار بودن ماده مؤثر علیه فایتوفتورا
سرعت رشد فايتوفتورا در هر سه تيمار نسبت به تيمار شاهد يکسان بود .

بررسي فعالیت قارچ کشي و یاقارچ ایستایي
رشد فايتوفتورا از ديسک هاي منتقل شده به محيط کشت هر سه تيمارديده شد، که نشان دهنده فعاليت قارچ ايستايي مي باشد )شکل 4(.

شکل4 نتايج حاصل از آزمون تعيين فعاليت قارچ کشي/ قارچ ايستايي، نشان دهنده فعاليت قارچ ايستايي در هر سه جدايه مي باشد. اشکالb ،a و c به ترتيب 
جدايه هاي 216 ،217 و 226مي باشند.

بررسي حساسیت جدایه هاي اکتینومیست به آنتي بیوتیک هاي تجاري
جدايه هاي اکتينوميست نسبت به آنتي بيوتيک هاي مختلف رفتار متفاوتي نشان دادندکه درشکل 75 نشان داده شده است.
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شکل5 بررسي حساسيت اکتينوميست جدايه 216 به آنتي بيوتيکهاي تجاريa حاوي ديسک هاي آنتي بيوتيک اريترومايسينE، سفيکسيمCFM، جنتامايسين
.CFسفالوتين ،Pپنيسيلين ،Kکانامايسين ،TEحاوي ديسک هاي آنتي بيوتيک، تتراسيکلين b ،SXTسولفامتوکسازول ، Sاسترپتومايسين ،GM

 ،TEتتراسيکلين ،Eاريترومايسين ،Pحاوي ديسکهاي آنتي بيوتيک پنيسيلين a.شکل6 بررسي حساسيت اکتينوميست جدايه 217 به آنتي بيوتيک هاي تجاري
.CFMسفيکسيم ،GMجنتامايسين ،Sاسترپتومايسين .،SXTحاوي ديسکهاي آنتي بيوتيک سولفامتوکسازول b .CFسفالوتين ،Kکانامايسين

 ،TEتتراسيکلين ، Pپنيسيلين ،CFحاوي ديسکهاي آنتي بيوتيک سفالوتين a.شکل7 بررسي حساسيت اکتينوميست جدايه 226 به آنتي بيوتيک هاي تجاري
.SXTسولفامتوکسازول .GMجنتامايسين ،Eاريترومايسين ،Sاسترپتومايسين ، ،CFMحاوي ديسکهاي آنتي بيوتيک سفيکسيم b .Kکانامايسين

بررسي تولید آنزیم هاي خارج سلولي
مشاهدات نشان دهنده تنوع بين توليدات آنزيمي اکتينوميست جدايه مي باشد.

الکترومیکروگراف میکروسکوپ الکترونی
در الکتروميکروگراف ميکروسکوپ الکترونی زنجيره اسپورها و توپولوژی سطح استرپتومايسس ها مشخص است )شکل8(.

شکل8 الکتروميکروگراف ميکروسکوپ الکترونی نگاره )Scanjng Electron Microgroscop( از استرپتومايسس های جدايه هایc226 ،217 b،216  a.زنجيره 
اسپورها و توپولوژی سطح آن ها در مرکز عکس نشان داده شده است.

In Vitro مطالعات
پس از جوانه زدن بذر های پسته وقرار دادن در پتری ديش حاویWA 1% ، بذرهای حاصل با قارچ و اکتينوميست مايه کوبی شدند، به مرور زمان 

خسارت قارچ بيمارگر به گياهان قابل مشاهده بود و تعدادي از بذرها دچار زوال شده و از بين رفتند. علائم مذکور در شکل  9 قابل ملاحظه است.
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شکل9 به ترتيب، a شاهد، bاکتينوميست جدايه c،226 فايتوفتورا، d بيمارگر+جدايه 226

بحث و نتیجه گیری

در سال های اخير پژوهش های زيادی در زمينه مبارزه بيولوژيک با بيماری های گياهی صورت پذيرفته است. جنس Streptomyces به عنوان يکي 
از غالب ترين ميکروفلورهاي هوازي ريزوسفر در بسياري از گياهان معرفی می گردد )Al-Quwaie, 2024(. چندين خصوصيت دارند که به آن ها 
توانايي عمل بعنوان عوامل بيوکنترل در ريزوسفر را مي دهد؛ سويه  هاي مختلف آن با توليد هورمون هاي مختلف، فراهم آوردن عناصر غذايي و 

کلونيزه کردن ريشه، آنتي بيوز عليه بيمارگرهای خاکزاد گياهی، سنتز آنزيم هاي خارج سلولي خاص و تجزيه توکسين هاي گياهي حائز اهميت 
هستند و سبب افزايش معني داري در رشد و محصولات گياهی مي شوند )Gill and Warren, 1988(. در اين مطالعه، تلاش شد تا جدايه هايی از 
اکتينوميست هاي خاکزي را جداسازي نموده و از حيث برخورداري از اثرات آنتاگونيستي عليه Phytophthora drechsleri که مولد بيماري گموز 

پسته است، مورد ارزيابي و غربالگري قرار گيرند. پس از جداسازی30 توده خاك ،256 جدايه که از نظرشکل پرگنه متفاوت بودند، خالص سازی 
شد. يافته هاي اين تحقيق نشان داد که تنها 3 جدايه از ميان بيش از 256 جدايه خالص سازی شده، داراي ترکيبات عليه بيمارگر مذکور مي باشند. 

فعاليت آنتاگونيستی اين جدايه ها، مبين اهميت و توان بالقوه آن ها براي بررسي هاي بيشتر، پيرامون کاربرد به عنوان عوامل بيوکنترل است. هر 
چند، بايد در نظر داشت که تمامي جداسازی آزمايشگاهي از جمله پژوهش حاضر، تنها امکان انتخاب اوليه کانديدهاي مناسب بيوکنترل را فراهم 

مي آورند. به منظور بررسي مکانيسم هاي درگير در پديده آنتاگونيستي، توليد آنزيم هاي خارج سلولي مختلف مثل ليپاز، پروتاز، آميلاز، ژلاتين و 
کازيين توسط جدايه هاي فعال بررسي شد. نتايج نشان داد که اين جدايه ها، از حيث توليد اين آنزيم ها بسيار توانمند هستند. در آزمون سنجش 
حداقل غلظت بازدارنده، MIC براي جدايه 226، 0/156 ميلي گرم بر ميلي ليتر بدست آمد که مي توان نتيجه گرفت که احتمالا از نظر آنتاگونيستي، 
اثر بسيار خوبي در کنترل بيمارگر مورد مطالعه دارا باشد. در ادامه براي بررسي اثر متابوليت هاي ثانويه جدايه ها بر ديواره و غشا سلولي، آزمون هاي 
متعددي صورت گرفت که نشان دهنده ترشح آنزيم هاي تجزيه کننده ليپيد ها و نشاسته و پروتئين ها در هر سه جدايه 216، 217 و226 مي بود. 

همچنين دو جدايه217، 226 قادر به تجزيه سيترات جهت مصرف  بودند، اما هيچ يک قادر به مصرف گلوکز به عنوان تنها منبع کربن نبودند. 
در بررسی توانايی کلنيزاسيون ريشه، جدايه 226 توانايی کلنيزاسيون ريشه را در شرايط آزمايشگاه داشت. جدايه 226 که از ريزوسفر پسته جدا 
شده بود، با سوسپانسيون اکتينوميست پوشانده شد و افزايش رشد ريشه چه به صورت چشمی مورد ارزيابی قرار گرفت که نشان دهنده افزايش 

رشد ريشه چه در مقايسه با تيمار شاهد بود. اين تحقيقات باعث حفظ سلامت محيط زيست شده و از آنجايی که کشاورزی ارگانيک به عنوان 
يک سيستم مديريت اکوسيستم شناخته می شود که از هيچ ماده غيرطبيعی برای رشد و کشت محصولات استفاده نمی کند، از اصول عمده در 
کشاورزي ارگانيک و در کشاورزي پايدار نيز است )Carrié et al. 2024(. در مجموع، تحقيق انجام شده گام اوليه در جهت اهداف فوق بوده و 

اميد است محققين ديگر در پيشبرد اهداف دراز مدت اين مطالعه نقش مؤثري ايفا نمايند.
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