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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.
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چکيده
بيمــاري پوســيدگی طوقــه و ریشــه )گمــوز( ناشــی از گونه هــاي مختلــف فایتوفتــورا یکــی از مهم تریــن بيماري هــاي پســته 
ــک روش  ــوان ی ــه عن ــک ب ــرل بيولوژی ــی کنت ــه شــده ول ــاري توصي ــن بيم ــت ای ــراي مدیری ــی ب ــاي مختلف ــد. گرچــه روش ه می باش
ــا محيــط زیســت مــورد توجــه قرارگرفتــه اســت. در ایــن تحقيــق تأثيــر آنتاگونيســتی ســه اســترین باکتریــایی جداســازي  ســازگار ب
ــت.  ــرار گرف ــررسی ق ــورد ب ــگاهی م ــرایط آزمایش ــر Phytophthora drechsleri در ش ــنجان ب ــتان رفس ــاي شهرس ــده از خاك ه ش
ــت  ــد. جه ــر نشــان دادن ــا 7،5، 5/5 ميلی مت ــب ب ــه ترتي ــدگی را ب ــه بازدارن ــزان هال ــن مي ــش تری ــاي 216، 217 و 226 بي ــه  ه جدای
ــه آزمــون  ــه  هــا، آزمایــش  هــاي فيزیولوژیــک متعــددي از جمل درك بهتــري از مکانيســم کنتــرل صــورت گرفتــه توســط ایــن جدای
ــام  ــون انج ــري آزم ــداد دیگ ــه و تع ــردن ریش ــزه ک ــی کلوني ــدروژن ، توانای ــيانيد هي ــرار و س ــواد ف ــد م ــون تولي ــی، آزم ــاي آنزیم  ه
ــه  هــا در کنتــرل اووميســت بيمارگــر روي گيــاه پســته در شــرایط آزمایشــگاهی مــورد ســنجش  ــر ایــن جدای پذیرفــت. در نهایــت اث
ــر آن اســت  ــود. اميــد ب ــه  هــا ب ــرار گرفــت و نتایــج حاکــی از کنتــرل خســارات بيمارگــر در صفــات مــورد نظــر توســط ایــن جدای ق
ــه پتانســيل مناســب آن هــا  ــا توجــه ب کــه جدایــه  هــاي منتخــب ایــن آزمــون توســط محققــان دیگــر مــورد پایــش قــرار گرفتــه و ب
ــد. ــش برون ــر، پي ــه بيمارگ ــاوم ب ــه مق ــان تراریخت ــت توليدگياه ــاي مناســب جه ــتفاده از ژن  ه ــا اس ــازي و ی ــاري س ــا مراحــل تج ت
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مقدمه

کشــور ایــران از نظرســطح زیرکشــت و ميــزان توليــد پســته، مقــام اول جهــان را دارا اســت و 53 درصــد از ســطح زیرکشــت 
و47 درصــد از ميــزان توليــد جهانــی را در ســال 2012 بــه خــود اختصــاص داده اســت. بــر اســاس آخریــن گــزارش ســازمان 
خــوار و بارجهانــی، ایــران بــا بيــش از470 هــزار تــن بيــش تریــن توليــد پســته را بــه خــود اختصــاص داده اســت و در رتبــه 
 Nuts and( ــان داشــته اســت ــد پســته را در جه ــران بيشــترین تولي ــز کشــور ای ــن در ســال 2015 ني ــراردارد. همچني اول ق
ــون  ــدود 2/68 ميلي ــال 1394 از ح ــور در س ــته کش ــت پس ــر کش ــطح زی Dried Fruits, 2016; Moradi et al., 2015(. س
ــک  ــاي خش ــوه  ه ــه مي ــادل 29/3% ب ــار مع ــزار هکت ــدود 785 ه ــارور( ح ــارور و ب ــم از غيرب ــور )اع ــات کش ــطح باغ هکتارس
ــته از  ــطح پس ــت. س ــوده اس ــارور ب ــطح غيرب ــه س ــوط ب ــارور و 17/8 %مرب ــدار 82/92% ب ــن مق ــه از ای ــته ک ــاص داش اختص
ــا توليــد ميــوه  هــاي خشــک کشــور مقــام  ــا 72/6% ب ــوده اســت. اســتان کرمــان ب درصــد کل ميــوه  هــاي خشــک 52/2% ب
ــا 11/1%، 10/5، 7/2 و 5/7 درصــد  ــه ترتيــب ب ــزد، همــدان ب اول را دارا اســت و چهــار اســتان فــارس و خراســان رضــوي، ی
مقام هــاي بعــدي ســطح توليــد ميــوه خشــک را بــه خــود اختصــاص داده انــد. ميــزان توليــد پســته ي کشــور حــدود 261/779 
 Amar( ــت ــه اس ــرار گرفت ــت ق ــگاه نخس ــور در جای ــته ي کش ــد پس ــد تولي ــا 64 درص ــان ب ــتان کرم ــه اس ــد ک ــن می باش ت
ــتفاده  ــورد اس ــاي دور م ــش از زمان ه ــوع و نيروبخ ــاي مطب ــی از خوراکی ه ــوان یک ــه عن ــه ب ــز پستـ nameh, 2015(. مغ
انســان قــرار گرفتـــه و بعـــدها در ترکيــب خوراکی هایـــی ماننــد انــواع شــکلات، بســتنی، کيــک، شيرینـــی و غيــره وارد شــده 
اســت. امــروزه پســته بــه عنــوان یــک آجيــل مطبــوع و خوشــمزه جــزء فرهنــگ مصرفــی بســياري از ملــل قرارگرفتــه اســت. 
از پســته بــه عنــوان آجيلــی خــون ســاز یــاد شــده اســت )Abrishami, 1994(. بــه علاوه پســته مقــدار فراوانــی آهــن قابــل 
ــش از50  ــص و بي ــن خال ــد پروتئي ــته داراي20درص ــز پس ــت. مغ ــر اس ــه مؤث ــت حافظ ــز در تقوی ــون دارد و ني ــذب درخ ج
ــته داراي  ــت. پس ــه اس ــل توج ــز قاب ــته ني ــی پس ــد و املاح معدن ــزان کارتنوئي ــا و مي ــت. ویتامين ه ــع اس ــن مای ــد روغ درص
.)Mohammadpour et al., 2007( ــی می باشــد ــاي غذای ــی فيبره ــع عال ــن منب ــن و همچني ــدرات و روغ ــن، کربوهي پروتئي

بطــور کلی عوامــل مختلــفی هــم چــون آفــات، بيمــاري هــا، کمبــود آب، شــوري و فقــر خــاك و عوامــل طبيــعی مختلــف مثــل 
ســرمازدگی، گرمــاي شــدید و غيــره در هــر ســال زراعی موجــب کاهــش توليــد محصــول پســته می  شــوند. بيمــاري پوسيــدگی 
ــران و در  ــارچ فيتوفتــورا ایجــاد می شــود در ای فيتوفتــورایی طوقــه و ریشــه پســته )گمــوز( کــه توســط گونه هــاي مختلــف ق
 Mohammadi and( طبــق گــزارش .)Ogawa and English, 1991( بــرخی از نقــاط دنيــا داراي اهميــت اقتصــادي اســت
ــاغ  هــاي منطقــه رفســنجان  ــرخی ب ــر بيمــاري فایتوفتــورا در ب Haqdel, 2010( ميــزان درصــد مــرگ و ميــر درختــان در اث
 P. ،P. citrophthora ــاي ــد.)SaberiRiseh et al. )2004 ، گونه ه ــرده ان ــرآورد ک ــط 2/7%ب ــور متوس ــه ط ــا 11% و ب را ت
ــن  ــه در ای ــد ک ــزارش دادن ــنجان گ ــته در رفس ــف پس ــات مختل P. drechsleri ، megasperma و P.cryptogea را از باغ
 SaberiRiseh et al.,( ــد ــرفی گردی ــنجان مع ــف رفس ــق مختل ــب در مناط ــه ي غال ــوان گون ــه عن ــان P. drechsleri ب مي
ــه P. drechsleri انتخــاب شــد. ــا روي بيمــاري گموز،گون ــري ه ــدگی اکتينوباکت ــر بازدارن ــررسی اث ــراي ب ــن ب 2004(. بنابرای

مواد و روش  ها

جداسازي و کشت اکتينوميست  ها

بــه منظــور یافتــن عوامــل کنتــرل بيولوژیــک موثــر عليــه بيمارگــر، از بيــن حــدود 100 جدایــه اکتينوميســت جــدا شــده از 
خــاك ریزوســفر درختــان پســته باغــات قایميــه رفســنجان بــا مشــخصات جغرافيــایی 30/488337  56/048490 و همچنيــن 
ــنجش  ــاي س ــون  ه ــایی 30/017931  57/279165 ، آزم ــخصات جغرافي ــا مش ــان ب ــان کرم ــاهزاده ماه ــاغ ش ــگل ب از کاه
ــده و  ــک گردی ــوا، خش ــرض ه ــا 10 روز در مع ــدت 7 ت ــه م ــاك ب ــاي خ ــه ه ــت. نمون ــام گرف ــري انج ــد بيمارگ ــت ض فعالي
ــذي  ــاي کاغ ــت  ه ــت در پاک ــازي و کش ــان جداس ــا زم ــدند و ت ــور داده ش ــري عب ــی  مت ــش 0/8 ميل ــا م ــک ب ــپس از ال س
ــداري  ــازي نگه ــت و جداس ــان کش ــا زم ــرداري ت ــه ب ــل نمون ــخ و مح ــا درج تاری ــلسيوس( ب ــه س ــط )25درج ــاي محي در دم
ــوط گشــت  ــر آب مقطــر اســتریل مخل ــی  ليت ــا 90 ميل ــه وزن شــده ب ــه منظــور کشــت خــاك، 10 گــرم از نمون ــد. ب گردیدن
ــه حــال  ــه مــدت 10 دقيقــه ب ــر دقيقــه )rpm( قــرار داده شــد، ب ــه مــدت 30 دقيقــه روي شــيکر دوار 130 دور ب و ســپس ب
ــت 2- 10  ــد و رق ــه گردی ــتریل اضاف ــر اس ــر آب مقط ــی  ليت ــته و در 9 ميل ــر برداش ــی  ليت ــی 1 ميل ــاز روی ــا و از ف ــاکن ره س
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 )Lee andــد ــه گردی ــاي3- 10، 4- 10، 5- 10 و 6- 10 تهي ــت ه ــا رق ــاك ب ــيون خ ــن روش سوسپانس ــه همي ــد. ب ــت آم بدس
 )Hwang, 2002; Saadoun et al., 1999 and 1998.از محيــط کشــت کازئين-گليســيرین-آگار )CGA( بــه عنــوان 
 Kuster and Williams, 1964;Dhingra and Sinclair,( محيــط کشــت نيمــه انتخــابی اکتينوباکتــري هــا اســتفاده شــد
1995(. پــس از تهيــه محيــط کشــت و قبــل از توزیــع در تشــتک هــاي پتــري، یــک ميلــی  ليتــر از رقــت هــاي خــاك 3- 10، 
ــا 25 ميلــی  ليتــر از محيــط کشــت  4- 10، 5- 10 و 6- 10 در کــف تشــتک هــاي پتــري ریختــه شــد و ســپس ميــزان 20 ت

ــاي 28  ــه هــا در دم ــوط گشــت. نمون ــه آرامــی مخل ــد و ب ــه گردی ــه آن هــا اضاف ــاي حــدود 45 درجــه ســانتي گراد ب ــا دم ب
 Saadoun et al., 1998; Saadoun and( ــد ــام گردی ــرار انج ــش در 3 تک ــن آزمای ــدند. ای ــه ش ــراد انکوب ــانتی  گ ــه س درج
ــت  ــه کش ــر پرگن ــدند. از ه ــر ش ــا ظاه ــاي اکتينوباکتري ه ــه ه ــا 10 روز، پرگن ــت 7 ت ــس از گذش gharaibeh, 2002( پ
خطــی روي تشــتک هــاي پتــري حــاوي CGA تهيــه و در دمــاي 28 درجــه ســانتی  گــراد انکوبــه گشــت. هــم چنيــن بــراي 
نگهــداري طولانــی مــدت از هرکــدام از پرگنــه هــا در لولــه آزمایــش حــاوي CGA شــيب دار نيــز نمونــه اي تهيــه شــد کــه 
)Shahidi Bonjar, 2004( ــد ــال یافتن ــاي 4 درجــه ســانتي گراد انتق ــه دم ــا ب ــه ه ــودن نمون ــص ب ــان از خال ــس از اطمين پ

تهيه کشت Phytophthora drechsleri و اثبات بيماري زایی روي ریشه چه پسته

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

اثبات بيماري زایی

بذرهــاي پســته )رقــم بــادامی ریــز زرنــدي( جهــت ضــد عفونــی، بــه مــدت 30 ثانيــه در هيپوکلوریــت ســدیم 2% قــرار داده 
و ســپس 2 بــار بــه مــدت 2 دقيقــه در آب مقطــر اســتریل شســت و شــو داده شــدند. ایــن بذرهــا در پتــري هــاي حــاوي آب 
آگار )3%( تــا زمــان جوانــه زنــی نگهــداري شــدند. بــه منظــور تهيــه مایــه تلقيــح، Ph. drechsleri در روي تشــتک پتــري 
حــاوي CMA، بــه صــورت چمنــی کشــت و ســپس روي آن هــا کاغــذ صافــی اســتریل قــرار داده شــد. پــس از ســه تــا پنــج 
روز کاغــذ صافــی آلــوده بــه فایتوفتــورا بــه پتــري دیــش حــاوي آب آگار منتقــل شــد و بــذر هــاي جوانــه زده روي آن قــرار 
ــوم  ــل آلوميني ــاي صــافی را داخــل فوی ــذ ه ــی اســتریل )کاغ ــذ صاف ــا روي کاغ ــذر ه ــوان تيمــار شــاهد، ب ــه عن ــد. ب گرفتن
گذاشــته ســپس درون آون در دمــاي 120 درجــه ســلسيوس بــه مــدت 15 دقيقــه اســتریل شــدند( منتقــل شــدند. تيمارهــا 
در نــور و دمــاي مناســب تــا زمــان ظهــور علائــم بيمــاري کــه شــامل پوســيدگی طوقــه و ریشــه بــود، نگهــداري و ميــزان 
 Deghat,( ــت ــرار انجــام گرف ــش در ســه تک ــن آزمای ــی گشــت. ای ــه صــورت چشــمی ارزیاب ــه شــاهد ب خســارت نســبت ب
2012(. از کشــت جــوان بيمارگــر یــک دیســک بــا قطــر 6 ميلــی  متــر برداشــته و در مرکــز پتــري دیــش حــاوي CMA قــرار 
داده شــد. ســپس از جدایــه هــاي استرپتومایســس خالــص کشــت داده شــده روي )CGAکازئيــن، گليســرول، آگار( کــه بــه 
مــدت 6 تــا 8 روز در دمــاي 28 درجــه ســانتی  گــراد انکوبــه شــده بودنــد دیســک هاي 6 ميلــی  متــري جــدا شــده و در فاصلــه 
3 ســانتی  متــري از دیســک بيمارگــر قــرار داده شــدند. بــه عنــوان شــاهد دیســکCGA عــاري از ميکــروب قــرار داده شــد. 
ایــن نمونــه هــا در دمــاي 28 درجــه ســلسيوس انکوبــه شــدند و بــر اســاس قطــر ناحيــه ممانعــت از رشــد، جدایــه هــاي فعــال 
ــه کــه در شــرایط آزمایشــگاهی فعاليــت مهارکنندگــی از رشــد مناســبی داشــتند،  ــد. در نهایــت ســه جدای انتخــاب گردیدن
انتخــاب شــده )جدایــه هــاي217 و216 و226( و جهــت بررســی ماهيــت و خــواص مــواد موثــر مــورد بررســی قــرار گرفتنــد.

تعيين ویژگی هاي مورفولوژیکی جدایه هاي فعال آنتاگونيست

بــه منظــور بــررسی مورفولوژیــکی ســطح اســپور هــا، از ميکروســکوپ الکتــرونی نــوع اســکنينگ اســتفاده گردیــد.

آزمون  زیستی In Vitro جهت تعيين توانایی فعاليت آنتاگونيست

جهــت تعييــن توانایــی جدایــه هــاي اکتينوميســت در ممانعــت از رشــد بيمارگــر و انتخــاب جدایــه مناســب از 
ــر  ــی  مت ــر 6 ميل ــا قط ــک ب ــک دیس ــورا ی ــوان فایتوفت ــت ج ــون از کش ــن آزم ــد. در ای ــتفاده ش ــل اس ــت متقاب روش کش
ــت  ــص کش ــت خال ــاي اکتينوميس ــه ه ــپس از جدای ــد. س ــرار داده ش ــاوي CMA ق ــش ح ــري دی ــز پت ــته و در مرک برداش
ــک هاي  ــد دیس ــده بودن ــه ش ــراد انکوب ــانتی  گ ــه س ــاي 28 درج ــا 8 روز در دم ــدت 6 ت ــه م ــه ب ــده روي CGA ک داده ش
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6 ميلــی  متــري جــدا شــده و در فاصلــه 3 ســانتی  متــري از دیســک قارچــی قــرار داده شــدند. بــه عنــوان شــاهد 
ــر  ــدند و ب ــه ش ــانتي گراد انکوب ــه س ــاي 28 درج ــا در دم ــه ه ــن نمون ــد. ای ــرار داده ش ــروب ق ــاري از ميک ــک CGA ع دیس
 .)Sinclair and Dhingra, 1995( انتخــاب گردیدنــد از رشــد، جدایــه هــاي فعــال  ناحيــه ممانعــت  اســاس قطــر 

بررسی توليدآنزیم هاي خارج سلولی

یکــی از روش هــاي عوامــل آنتاگونيســت در کنتــرل بيولوژیــک، ترشــح آنزیــم هــاي خــارج ســلولی مختلــف مــی 
باشــد کــه موجــب از بيــن رفتــن دیــواره ســلولی قارچ هــا مــی  شــوند. کيتينازهــا، گلوکانازهــا، ليپازهــا و پروتئازهــا 
.)Haran et al., 1996(  دارنــد هــم  افزایــی  خاصيــت  مــوارد،  اکثــر  در  کــه  هســتند  آنزیــم  هــا  ایــن  ازجملــه 

بررسی توانایی کلونيزه کردن ریشه چه پسته توسط جدایه هاي اکتينوميست

یکــی از روش هــاي اکتينوميســت هــا بــه عنــوان عامــل آنتاگونيســت در ایجــاد مقاومــت، کلونيــزه کــردن ریشــه هــا می باشــد 
کــه بدليــل اشــغال کــردن آشيانــه اکولوژیــک عوامــل بيمارگــر خــاك زاد باعــث کاهــش خســارت و یــا کنتــرل آن می گردنــد. 
بــه منظــور بررســی ایــن توانایــی ابتــدا بــذر هــاي پســته شــــسته و اســتریل گشــت، ســپس در محلــول حــاوي 6-10 اســپورهاي 
اکتينوميســت بــه مــدت 2 دقيقــه قــرار گرفتنــد. ایــن بــذر هــا روي کاغــذ صافــی اســتریل قــرار گرفتــه روي محيــط آب آگار 
 CGA رشــد داده شــدند. پــس از رشــد بذرهــا از قســمت انتهایــی ریشــه هــا نمونــه بــرداري شــده و روي پتــري دیــش حــاوي
کشــت گردیــد. در صــورت رشــد اکتينوميســت هــا، نشــان دهنــده توانایــی آن هــا در کلونيــزه کــردن ریشــه هــا مــی باشــد 
)Maghoolet al., 2013(. جدایــه هــایی کــه بيــش تریــن ميــزان بازدارندگی را داشــتند از از جنبــه هاي ذیل مورد بــررسی قرار 
گرفتند:تعييــن حداقــل غلظــت بازدارنــده از رشــد )MIC(، بــررسی خاصيــت فــرار بــودن مــاده مؤثــر ضــد فایتوفتــورایی، بررسی 
فعاليــت قارچ کــشی یــا قــارچ ایســتایی )ShahidiBonjar and Karimi Nick, 2004(، تعييــن دمــاي غيــر فعــال کننــده مــاده 
 Daveloset al.,( آزمــون حساســيت بــه کلروفرم ، )TIP()KalantarZadeh et al., 2005; ShafiiBaftii et al., 2005( مؤثــر
.)Gulve and Deshmukh, 2011( بــررسی حســاسيت جدایــه هــاي اکتينوميســت بــه آنــتی بيوتيــک هــاي تجــاري ،)2004

بررسی توليدآنزیم هاي خارج سلولی

یکی از روش هاي عوامل آنتاگونيست در کنترل بيولوژیک، ترشح آنزیم هاي خارج سلولی مختلف می باشد که موجب از بين 
رفتن دیواره سلولی قارچ ها می  شوند. کيتينازها، گلوکانازها، ليپازها و پروتئازها ازجمله این آنزیم  ها هستند که در اکثر موارد، 

 .)Haran et al., 1996( خاصيت هم  افزایی دارند

نتایج

در شرایطی که بذرهاي تيمار شاهد رشد مناسبی داشتند، بذرها و گياهچه  هاي در تعامل با فایتوفتورا علائم بيماري را نشان 
دادند. بيمارگر بذرها، ریشه و طوقه گياهچه ها را کلونيزه کرده، باعث نکروز و نازك شدن طوقه ها و پژمردگی گياهچه ها شد 

)شکل1(.

شکل 1- اثبات بيماري زاییPhytophthora drechsleri روي بذر پسته، اشکال به ترتيبa شاهد و b گياهچه نکروز شده با بيمارگر.
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غربالگري جدایه هاي اکتينوميست جهت انتخاب آنتاگونيست
تمامــی جدایــه هــاي جــدا شــده در آزمون هاي زیســتی شــرکت داده شــده و فعاليــت آن هــا عليه فایتوفتــورا با ســنجش ميزان 
هالــه ممانعــت از رشــد ســنجيده شــد. از بيــن جدایــه  هــاي جــدا شــده از خــاك ســه جدایــه شــامل 216، 217 و 226بــر روي 
فایتوفتــورا بيشــترین ميــزان کنتــرل کنندگــی را داشــتند کــه بــراي انجــام آزمایــش هــاي بعــدي انتخــاب شــدند )شــکل 2(.

 ،a اشــکال Phytophthora drechsleri شــکل 2- نتایــج آزمــون زیســتی جهــت انتخــاب جدایــه هــاي اکتينوميســت فعــال مناســب عليــه
b و c بــه ترتيــب جدایــه هــاي216،217و 226 مــی  باشــند.

بررسی توانایی کلونيزه کردن ریشه چه پسته توسط جدایه هاي اکتينوميست
از چند نقطه از ریشه چه پسته که با سوسپانسيونی از اکتينوميست  ها باغلظت cfu/mL106X 1/5به صورت جداگانه تيمار 
شده بودند، قطعاتی جدا شده و در محيط کشتCGA به صورت خطی کشت شدند. نتایج حاکی از رشد و توانایی کلونيزه 

کردن جدایه ي 216 بودند .

 In Vitroبررسی اثر جدایه 226 اکتينوميست بر روي رشد ریشه چه پسته در شرایط

پس از گذشت 2-3 روز و بررسی هاي چشمی مشخص شد که جدایه اکتينوميست226، سبب افزایش رشد و بهبود کيفيت 
گياهچه ها نسبت به تيمار شاهد شد )شکل3(.

شــکل3- نتایــج بــررسی ظاهــري اثــر جدایــه هــاي اکتينوميســت بــر روي رشــد ریشــه چــه هــاي پســته در مقایســه بــا شــاهد. a- تيمــار 
شــاهد. b- جدایــه 226. جدایــه اکتينوميســت ســبب افزایــش رشــد و بهبــود کيفيــت گياهچــه هــا نســبت بــه تيمــار شــاهد شــدند. ایــن 

نتایــج فقــط بــه صــورت چشــمی مــورد مشــاهده قــرار گرفــت و بــررسی آمــاري در آن هــا بــه عمــل نيامــد.
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 (MIC)تعيين حداقل غلظت بازدارنده از رشد
MIC براي جدایه216، 0/156 ميلي گرم بر ميلی  ليتر بود.

(TIP) تعيين دماي غير فعال کننده ماده مؤثر

پــس از اعمــال دماهــی مختلــف به عصاره  هاي حــاوي ماده مؤثر جدایــه هاي اکتينوميســت و انجام آزمون زیســتی چاهک، ميزان 
هاله ممانعت از رشــد اندازه گيري شــد و در دماهاي تســت شــده هيچکدام از دماها غير فعال کننده ماده موثر نبودند )جدول 1(.

جدول 1- قطر هاله ممانعت از رشد پس از تيمار عصاره خام جدایه 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

بررسی خاصيت فرار بودن ماده مؤثر عليه فایتوفتورا
سرعت رشد فایتوفتورا در هر سه تيمار نسبت به تيمار شاهد یکسان بود .

بررسی فعاليت قارچ  کشی و یاقارچ ایستایی

رشد فایتوفتورا از دیسک هاي منتقل شده به محيط کشت هر سه تيماردیده شد، که نشان دهنده فعاليت قارچ ایستایی می 
باشد )شکل 4(.

شــکل4- نتایــج حاصــل از آزمــون تعييــن فعاليــت قــارچ کشــی/ قــارچ ایســتایی، نشــان دهنــده فعاليــت قــارچ ایســتایی در هــر ســه جدایــه 
مــی  باشــد. اشــکالb ،a و c بــه ترتيــب جدایــه هــاي 216 ،217 و 226مــی  باشــند.
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بررسی حساسيت جدایه هاي اکتينوميست به آنتی بيوتيک هاي تجاري
جدایه  هاي اکتينوميست نسبت به آنتی  بيوتيک  هاي مختلف رفتار متفاوتی نشان دادندکه درشکل 5-7 نشان داده شده است.

ــک  ــی  بيوتي ــک هاي آنت ــاوي دیس ــاريa- ح ــاي تج ــک ه ــی بيوتي ــه آنت ــه 216 ب ــت جدای ــيت اکتينوميس ــی حساس ــکل5- بررس ش
ــی- ــاي آنت ــک ه ــاوي دیس ــازولb ،SXT- ح ــترپتومایسينS ، سولفامتوکس ــنGM، اس ــفيکسيمCFM، جنتامایسي ــنE، س اریترومایسي

.CFســفالوتين ،Pپنيسيليــن ،Kکانامایسيــن ،TEبيوتيــک، تتراسيکليــن

ــک  ــی  بيوتي ــاي آنت ــک ه ــاوي دیس ــاري.a- ح ــاي تج ــک ه ــی بيوتي ــه آنت ــه 217 ب ــت جدای ــيت اکتينوميس ــی حساس ــکل6- بررس ش
پنيسيليــنP، اریترومایسيــنE، تتراسيکليــنTE، کانامایسيــنK، ســفالوتينb .CF- حــاوي دیســک هــاي آنتــی  بيوتيــک سولفامتوکســازول

.CFMــفيکسيم ــنGM، س ــترپتومایسينS، جنتامایسي SXT،. اس

ــک  ــی  بيوتي ــاي آنت ــک ه ــاوي دیس ــاري.a- ح ــاي تج ــی بيوتيک ه ــه آنت ــه 226 ب ــت جدای ــيت اکتينوميس ــی حساس ــکل7- بررس ش
ســفالوتينCF، پنيسيليــنP ، تتراسيکليــنTE، کانامایسيــنb .K- حــاوي دیســک هــاي آنتــی  بيوتيک ســفيکسيمCFM، ، اســترپتومایسين

.SXTسولفامتوکســازول .GMــن ــنE، جنتامایسي S، اریترومایسي
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بررسی توليد آنزیم  هاي خارج سلولی
مشاهدات نشان دهنده تنوع بين توليدات آنزیمی اکتينوميست جدایه می  باشد.

الکتروميکروگراف ميکروسکوپ الکترونی
در الکتروميکروگــراف ميکروســکوپ الکتــرونی زنجيره اســپورها و توپولوژي ســطح استرپتومایســس  ها مشــخص اســت )شــکل8(.

  aاز استرپتومایســس  هــاي جدایــه هــاي )Scanjng Electron Microgroscop( شــکل8- الکتروميکروگــراف ميکروســکوپ الکتــرونی نــگاره
c226 ،217 b،216.زنجيــره اســپورها و توپولــوژي ســطح آن هــا در مرکــز عکــس نشــان داده شــده اســت.

In Vitro مطالعات
پــس از جوانــه زدن بــذر هــاي پســته وقــرار دادن در پتــري دیــش حــاويWA 1% ، بذرهــاي حاصــل بــا قــارچ 
مشــاهده  قابــل  گياهــان  بــه  بيمارگــر  قــارچ  خســارت  زمــان  مــرور  بــه  شــدند،  کــوبی  مایــه  اکتينوميســت  و 
بــود و تعــدادي از بذرهــا دچــار زوال شــده و از بيــن رفتنــد. علائــم مذکــور در شــکل 9 قابــل ملاحظــه اســت.

شــکل9- بــه ترتيــب، a- شــاهد، b-اکتينوميســت جدایــه c،226- فایتوفتــورا، d- بيمارگر+جدایــه 226
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بحث و نتيجه گيري

در ســال هاي اخيــر پژوهش هــاي زیــادي در زمينــه مبــارزه بيولوژیــک بــا بيماري هــاي گيــاهی صــورت پذیرفتــه اســت. جنــس 
Streptomyces بــه عنــوان یکــی از غالب تریــن ميکروفلورهــاي هــوازي ریزوســفر در بســياري از گياهــان معــرفی می گــردد 
)Al-Quwaie, 2024(. چندیــن خصوصيــت دارنــد کــه بــه آن هــا توانایــی عمــل بــه عنــوان عوامــل بيوکنتــرل در ریزوســفر را 
مــی دهــد؛ ســویه  هــاي مختلــف آن بــا توليــد هورمون هــاي مختلــف، فراهــم آوردن عناصــر غذایــی و کلونيــزه کــردن ریشــه، 
آنتــی بيــوز عليــه بيمارگرهــاي خــاك زاد گيــاهی، ســنتز آنزیــم هــاي خــارج ســلولی خــاص و تجزیــه توکســين هــاي گياهــی 
 .)Gill and Warren, 1988( حائــز اهميــت هســتند و ســبب افزایــش معنــی داري در رشــد و محصــولات گيــاهی می شــوند
در ایــن مطالعــه، تلاش شــد تــا جدایــه هــایی از اکتينوميســت  هــاي خاکــزي را جداســازي نمــوده و از حيــث برخــورداري از 
اثــرات آنتاگونيســتی عليــه Phytophthora drechsleri کــه مولــد بيمــاري گمــوز پســته اســت، مــورد ارزیابــی و غربالگــري 
قــرار گيرنــد. پــس از جداســازي30 تــوده خــاك ،256 جدایــه کــه از نظرشــکل پرگنــه متفــاوت بودنــد، خالــص ســازي شــد. 
یافتــه  هــاي ایــن تحقيــق نشــان داد کــه تنهــا 3 جدایــه از ميــان بيــش از 256 جدایــه خالــص ســازي شــده، داراي ترکيبــات 
عليــه بيمارگــر مذکــور می باشــند. فعاليــت آنتاگونيســتی ایــن جدایــه هــا، مبيــن اهميــت و تــوان بالقــوه آن هــا بــراي بررســی  
هــاي بيشــتر، پيرامــون کاربــرد بــه عنــوان عوامــل بيوکنتــرل اســت. هــر چنــد، بایــد در نظــر داشــت کــه تمامــی جداســازي 
آزمایشــگاهی از جملــه پژوهــش حاضــر، تنهــا امــکان انتخــاب اوليــه کاندیدهــاي مناســب بيوکنتــرل را فراهــم مــی  آورنــد. بــه 
منظــور بررســی مکانيســم هاي درگيــر در پدیــده آنتاگونيســتی، توليــد آنزیم هــاي خــارج ســلولی مختلــف مثــل ليپــاز، پروتــاز، 
آميلاز، ژلاتيــن و کازیيــن توســط جدایــه هــاي فعــال بررســی شــد. نتایــج نشــان داد کــه ایــن جدایــه هــا، از حيــث توليــد ایــن 
ــی   ــه 226، 0/156 ميل ــراي جدای ــده، MIC ب ــل غلظــت بازدارن ــد هســتند. در آزمــون ســنجش حداق آنزیم هــا بســيار توانمن
گــرم بــر ميلــی  ليتــر بدســت آمــد کــه مــی  تــوان نتيجــه گرفــت کــه احتمــالا از نظــر آنتاگونيســتی، اثــر بســيار خوبــی در 
کنتــرل بيمارگــر مــورد مطالعــه دارا باشــد. در ادامــه بــراي بررســی اثــر متابوليــت  هــاي ثانویــه جدایــه هــا بــر دیــواره و غشــا 
ســلولی، آزمــون  هــاي متعــددي صــورت گرفــت کــه نشــان دهنــده ترشــح آنزیــم  هــاي تجزیــه کننــده ليپيد هــا و نشاســته و 
پروتئيــن هــا در هــر ســه جدایــه 216، 217 و226 مــی  بــود. هــم چنيــن دو جدایــه217، 226 قــادر بــه تجزیه ســيترات جهت 
مصــرف  بودنــد، امــا هيــچ یــک قــادر بــه مصــرف گلوکــز بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن نبودنــد. در بــررسی توانــایی کلنيزاسيون 
ریشــه، جدایــه 226 توانــایی کلنيزاسيــون ریشــه را در شــرایط آزمایشــگاه داشــت. جدایــه 226 کــه از ریزوســفر پســته جــدا 
شــده بــود، بــا سوســپانسيون اکتينوميســت پوشــانده شــد و افزایــش رشــد ریشــه چــه بــه صــورت چشــمی مــورد ارزیــابی 
قــرار گرفــت کــه نشــان دهنــده افزایــش رشــد ریشــه چــه در مقایســه بــا تيمــار شــاهد بــود. ایــن تحقيقــات باعــث حفــظ 
سلامــت محيــط زیســت شــده و از آنجــایی کــه کشــاورزي ارگانيــک بــه عنــوان یــک سيســتم مدیریــت اکوسيســتم شــناخته 
می شــود کــه از هيــچ مــاده غيرطبيــعی بــراي رشــد و کشــت محصــولات اســتفاده نــمی کنــد، از اصــول عمــده در کشــاورزي 
ارگانيــک و در کشــاورزي پایــدار نيــز اســت )Carrié et al. 2024(. در مجمــوع، تحقيــق انجــام شــده گام اوليــه در جهــت 
اهــداف فــوق بــوده و اميــد اســت محققيــن دیگــر در پيشــبرد اهــداف دراز مــدت ایــن مطالعــه نقــش مؤثــري ایفــا نماینــد.
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