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Abstract 
 
Background & Objectives: Cumin (Cuminum cyminum L.) is an annual plant belonging to 

Apiaceae family. One of the major diseases of cumin is Fusarium wilt caused by a soil-borne,    

vascular wilt pathogen Fusarium oxysporum f.sp. cumini which is a devastating disease that      

occurs in major cumin growing areas of the world; while plants reach to 0.5- 2.5 cm in height, 

they die as the result of the disease.  

Materials & Methods: In the current research, 80 isolates of Streptomyces spp. isolated from the 

rhizosphere soil of Astragalus sp. and screened against Fusarium under laboratory condition.  

Results: Three out of 80 isolates including M15, M26 and M80 revealed the highest antagonistic 

activity, hence, selected for further evaluation under greenhouse condition. After emergence of 

cumin seedlings, mortality and growth indices were compared between different treatments   

weekly and results were recorded. Plants were harvested after teen weeks and growth indices such 

as plant height and weight were recorded. The Streptomyces sp isolate No. M15 showed the 

strongest effects on plant growth and suppression of the wilt disease compared to control.  

Conclusion: The present research is an attempt to control cumin Fusarium wilt disease using 

Streptomyces spp. The final goal of this research is to introduce an effective biological agent for 

managing Fusarium wilt disease under field condition.  

Keywords: Streptomyces, Cumin, Fusarium oxysporum f.sp. cumini, Fusarium wilt disease,       

Biocontrol. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 0711( تابستان 74سال چهاردهم شماره دوم )پیاپی

 23–74صفحات 

های خاکزاد جهت کنترل بیولوژيک بیماری پژمردگی آوندی زيره سبز بر کاربرد استرپتومیسس
 Fusarium oxysporum f.sp. cumini اثر قارچ 

  
 2، میثم سلطانی نژاد3، سونیا عقیقی*0، غلامحسین شهیدی بنجار0مژگان گلمرادی زاده

 
گروه 3پژوهشکده فناوري توليدات گياهي، دانشگاه شهيد باهنر کرمان، کرمان، ايران. 2 مهندسي گياهپزشکي، دانشکده کشاورزي، دانشگاه شهيد باهنر کرمان، کرمان، ايران. بخش1

 گياه پزشکي، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد، مشهد، ايران.

 چکیده

تمريم  باشد، از جممملمه ممهم مي Cumin cyminum L. با نام علمي  Apiaceaeزيره سبز گياهي يکساله از خانواده : سابقه و هدف

، که در مناطق ممهم  است f.sp. cumini   Fusarium oxysporumمشکلات کاشت اي  گياه دارويي، بيماري پژمردگي ناشي از قارچ 

  زيره کاري دنيا وجود دارد.

 و  M15،M26جدايه استرپتوميسس جداسازي شده از خاک ريزوسفر گياه گون سه جدايه  08در اي  تحقيق از بي  : ها مواد و روش

M80 هاي مذکور صورت پمذيمرفمت. هاي مختلف آنزيمي و فيزيولوژيکي روي جدايهانتخاب شدند. به منظور بررسي بيشتر، آزمون

 هاي منتخب تحت شرايط آزمايشگاه و گلخانه انجام پذيرفت. ارزيابي فعاليت آنتاگونيستي جدايه

هاي رشد در بي  تيمارهاي مختلف مقايسه و نمتمايمب  مبمت ها، مرگ ومير و شاخصهفته، رشد گياهچه 18پس از حدود   ها: يافته

بيشتري  تأ ير را بر رشد گياه و سرکوب بيماري پژمردگي نسبت به تيمار  M15جدايه گرديد. نتايب بيانگر اي  بود که، استرپتوميسس 

  شاهد نشان داد.

هما اسمت و پژوهش حاضر گامي در جهت کنترل بيماري پژمردگي فوزاريومي گياه زيره سبز با استفاده از اکتينوباکتري  گيري: نتيجه

کنترل زيستي عوامم    باشد.هدف نهايي از ادامه اي  تحقيق در آينده، معرفي يک محصول زيستي مناسب براي کنترل اي  بيمارگر مي

کند ولي در موارد موفق، مبارزه بيولوژيک ا رات ماندگمارتمري بيمارگر گياهي، برعکس بکارگيري سموم شيميايي، به سرعت ا ر نمي

نسبت به سموم شيميايي دارد. کنترل بيولوژيک بايستي به عنوان يک مولفه کليدي از رويکردهاي سيست  مديريت تلمفميمقمي آفمات 

 هاي مبارزه بکارگيري بي رويه سموم شيميايي به حداق  برسد.هاي گياهي اشاره نمود تا مخاطرات زيست محيطي روش وبيماري

   بيماري پژمردگي فوزاريومي، کنترل زيستي.، f.sp. cumini Fusarium oxysporum سبز،استرپتوميسس، زيره واژگان کليدي: 

 
 128830312پذيرش مقاله:                                  128832320ويرايش مقاله:                                131131231دريافت مقاله: 

 *( آدرس براي مکاتبه: گروه مهندسي گياهپزشکي، دانشکده کشاورزي، دانشگاه شهيد باهنر، کرمان، ايران.

  shahidi@uk.ac.irپست الکترونيک:                                                            تلف : ...  

 

 مقدمه     

امروزه استفاده بيش از حد سموم براي توليد محصول بيشمتمر،                                                         

در حالي گسترش يافته است که بقاياي سموم در ممحمصمو ت                                                  

هاي خطرناک و شيمو  عموار                          کشاورزي سبب بروز بيماري                       

مختلف در انسان شده است. اي  سموم علاوه بر اينکه جمعيت                                                      

دهند، مقمداري از                 هاي خاک را ت يير مي                   طبيعي ميکروارگانيس                    

ماند و به انسان ممنمتمقم                        آن نيز در محصو ت گياهي باقي مي                              

(. همچني  آلودگي محيط زيست ناشي از اسمتمفماده                                            1شود         مي  

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نويسندگان محفوظ است. اي  مقاله با دسترسي آزاد و تحت مجوز مالکيت خملاقمانمه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غيرتجاري فقط با استناد و ارجا  به ا ر اصلي مجاز است. در فصلنامه دنياي ميکروب
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بيش از حد از سموم شيميايي و ايجاد ترس از سموي بمرخمي                                                   

مخالفان سموم، باع  ايجاد ت ييرات چشمگير در نگرش افمراد                                                       

نسبت به استفاده از سموم دف  آفات در کشاورزي شمده اسمت                                                           

هماي     (. در نتيجه محققان تلاش خود را بر تموسمعمه روش                                          2    

ها متمرکمز           جايگزي  سموم شيميايي براي کنترل آفات و بيماري                                             

هاي مختلمف بمه ممنمظمور                    اند. در اي  راستا تلفيق روش                           کرده    

هماي گميماهمي تموصميمه                                   پيشگيري، کاهش يا کنترل بيممماري                             

(. گياه زيره سبز يکمي از گميماهمان حسماس بمه                                        3گردد        مي  

باشد. بيمماري              هاي قارچي از جمله بيمارگر فوزاريوم مي                                      بيماري      

است، در            F. oxysporumبوته ميري زيره سبز که قارچ عام  آن                                  

اک ر مناطق زيره کاري کشور ايران شيو  دارد. قارچ بيمارگمر و                                                           

موجب پژمردگي آونمدي در طميمف                              F. oxysporumخاکزاد      

شود، ايم  بميممماري                 وسيعي از محصو ت زراعي و باغي مي                               

گمردد و        تري  بيماري قارچي زيره سبمز ممحمسموب ممي                                     مه    

(. از       2نممايمد         خسارات زيادي را به مزار  زيره سبز وارد مي                                         

هماي     آنجا که عام  اي  بيماري خاکزاد بوده و کنترل بميممماري                                                  

بماشمد      خاکزاد بسيار سخت و بيشتر متکي بر پيشمگميمري ممي                                           

تواند به عنوان ابزار مناسبمي                             ها نمي      کش  بنابراي ، استفاده از قارچ                         

توان گمفمت کمه             جهت کنترل بيماري مطر  گردد و تقريبا  مي                                       

بهتري  استراتژي جهت مديريت اي  بيماري استفاده از ارقمام                                                        

هما، حما مز          اکتينوميسمت          (.      0باشد        مقاوم وکنترل بيولوژيک مي                        

ها بمه عمنموان             هاي خاصي هستند که موجب استفاده آن                                 ويژگي     

ها عبارتمنمد از:                شود، که اي  ويژگي                 عوام  کنترل بيولوژيک مي                       

هماي       بيوز عليه بيمارگر                 توانايي کلونيزه کردن سطو  گياهي، آنتي                                     

هما،     هاي خار  سلولي، تجزيه فيتوتوکسيم                                 گياهي، سنتز پروتي                   

القا  مقاومت در گياه ميزبان و همچني  خاصيت محمرک رشمد                                                     

نيمز        PGPR(Plant Growth Promoting Rhizobacteria)گياه يا       

هاي باکتريمايمي               ها همراه با ساير سويه                     (. استرپتوميسس               دارند         

هاي متنوعي دارند کمه بمه                        ها، خصوصيت          متعلق به اکتينوميست                   

(. ايم         1دهد       ها توانايي ويژه بعنوان عوام  بيوکنترل را مي                                           آن  

بيوز علميمه           ها شام  کلونيزاسيون سطو  ريشه گياه، آنتي                                        توانايي       

هاي خار  سملمولمي خما  و                      بيمارگرهاي ريشه، سنتز آنزي                            

هما    هاي گياهي هستند و همچني  استرپتوميسمس                                    تجزيه توکسي             

ها مشمهمور          بيوتيک      به دلي  توانايي منحصر به فرد در توليد آنتي                                          

منب  غني از ترکيبات فعال                             Streptomycesهاي   (. گونه       0هستند         

هاي آنزيمي هستند. حمدود                        ها و مهارکننده              زيستي به ويژه آنزي                    

هاي شناخته شده تجاري و دارويي ممفميمد                                    بيوتيک        از آنتي         10

شوند و در بسميماري از                     توليد مي           .Streptomyces sppتوسط    

هاي اسمتمرپمتموممايسمس                  مناب  فعاليت مستقي  ضدقارچي گونه                                

ها نيمز بمه طمور               گزارش شده است. فعاليت ليتيک اي  باکتري                                      

هاي هيدرو زي مانند کميمتميمنماز و                              عمده در نتيجه توليدآنزي                         

ها توانايي تجزيه ديواره سملمولمي،                                  گلوکاناز است که اي  آنزي                          

(. در ايم  پمژوهمش                 1ها و کلاميدوسپورها را دارنمد                              ريسه    

هاي خاکزي جداسمازي شمده از                          هايي از استرپتوميسس                     جدايه     

ريزوسفر گون از مناطق مختلف استان کرمان نمونه برداري شده                                                         

است و از جهت برخورداري ازخوا  ضد قارچي عليه قمارچ                                                  

مولد بيماري پژمردگي زيره سبز، مورد غربالگري قرار گرفتمنمد.                                                          

هايي که در شرايط آزمايشگاهي فعاليت مهمارکمنمنمدگمي                                               جدايه     

داشتند عليه قارچ مذکور انتخاب شده و جهت بررسي ماهيمت،                                                      

هماي     خوا  مواد مو ر، ا رات آنتاگونيستي و تا ير بر شماخمص                                                 

هاي منتخب در شمرايمط                    رشد گياه مذکور مورد ارزيابي و جدايه                                   

 اي بررسي شدند.                گلخانه      

 

 ها  مواد و رو           

 .Fusarium oxysporum f.spالف( تهيه جدايه خالمص قمارچ                         

cumini                       :جمدايمه خمالمص قمارچ                       و ا بمات بميممماريمزايمي

F.oxysporum f.sp. cumini (IRAN54C)                    از م سسه تحقيقات

گياهپزشکي کشور تهيه گرديد. به منظور رشد و تک ير جدايه از                                                          

ممرک آلمممان              PDA (Potato Dextrose Agar)محيط کشت        

با آب مقمطمر               PDAاستفاده گرديد. به مقدار مورد نياز از محيط                                         

مخلو  و به منظور بدست آمدن مايعي يکنواخت روي هميمتمر                                                   

قرار گرفت. پس از آن به منظور استري  کردن، محيط کشت در                                                       

دقميمقمه         28و فشار يک و ني  اتمسفر به مدت                                 C  121دماي      

هاي پتري استري  توزي  و پمس از                               اتوکلاو گرديد و در تشتک                      

ساعت قارچ به صورت چمني روي محيط کشت سمتمرون                                             22

شده کشت داده شد. همچني  براي نگهداري طمو نمي ممدت                                                
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هاي آزمايش به صورت شيمب                        در لوله         PDAقارچ، محيط کشت                

زني گرديد، پس از سه روز و رشمد                               دار تهيه و قارچ در آن مايه                          

در يخچال انتقال يافتنمد. جمهمت                                C 4ها به دماي          مناسب، لوله           

زايي قارچ بر روي بذور زيره، ابمتمدا بمذرهما در                                            ا بات بيماري            

 مانميمه قمرار              08الي     38هيپوکلريت سدي  دو درصد به مدت                               

گرفتند، سپس دو بار و هر بار به مدت دو دقيقه در آب مقمطمر                                                        

استري  شستشو داده شدند. متعاقبا  روي کاغذ صافي استري  که                                                          

هاي پتري استري  قرار گرفته و بما آب ممقمطمر                                         داخ  تشتک         

زنمي     استري  خيس شده بودند قرار داده شدند، و تا زمان جوانمه                                                    

نگهداري گرديدند. در اي  فاصله زماني بي  ضدعفونمي کمردن                                                      

ها، قارچ به صورت چمني روي کماغمذ                                زني آن      بذرها و جوانه             

قرار گرفته، کشت گمرديمد.                           PDAصافي استري  که روي محيط                       

پس از گذشت پنب الي هفت روز، کاغذ صافي آلوده بمه قمارچ                                                     

آگار قرار گمرفمت،                 بيمارگر به صورت برعکس روي محيط آب                                 

سپس پنب الي شش عدد بذر جوانه زده روي کاغذ صافي آلوده                                                      

به قارچ قرار گرفتند. از قرار دادن بذرها روي کماغمذ صمافمي                                                       

استري  و فاقد اسپورهاي قارچ به عنوان تيمار شاهد اسمتمفماده                                                         

شد. تيمارها در دماي مناسب تا زمان  هور علا م  بميممماري،                                                     

زايي نسبت به شماهمد بمه صمورت                           نگهداري و شدت بيماري                    

 (.  0چشمي ارزيابي گشت                    

بمراي      برداري، جداسازي و کشت استرپتومميمسمس:                                    ب( نمونه        

هاي خاکزي از خاک ريزوسفر گياه                               بدست آوردن استرپتوميسس                      

گون مناطق مختلف استان کرمان شام : رفسمنمجمان، بمافمت،                                                  

برداري انجام گرفت. بمديم  ممنمظمور ده                                  بزنجان و رابر نمونه                   

  28تما      18متر سط  رويي خاک کنار زده شد، و از عمق                                          سانتي     

گرم خماک           088متري خاک نزديک ريشه گياهان، حدود                                  سانتي     

ها به       برداري گرديد. پس از آن نمونه                            هاي کاغذي نمونه               در پاکت       

مدت يک هفته در معر  هواي خشک قرار گرفتند، سپس از                                                  

ليتر آب ممقمطمر              ميلي      18هر نمونه، ده گرم خاک وزن شده و با                                   

دقميمقمه روي             38استري  مخلو  شد، مخلو  حاص  به مدت                                    

قرار داده شد. سمپمس بمه                        (rpm)دور بر دقيقه                138شيکر دوار           

دقيقه به حال ساک  رها گرديد، از فماز رويمي يمک                                               18مدت     

ليتر آب مقطر اسمتمريم  اضمافمه                           ليتر برداشته و در نه ميلي                         ميلي    

بدست آمد. به همي  روش سوسپانسيمون                                    18-2گرديد و رقت             

تهيمه شمدنمد                     18- و     18-0،   18-2،   18-3هاي     خاک با رقت          

ها، محيمط          (. محيط کشت انتخابي براي رشد استرپتوميسس                                        18    

ليتمر از         است. يک ميلي              (CGA)آگار      -گليسيري         -کشت کاز ي           

هماي پمتمري          هاي حاص  از مرحله قب  را در کف تشتک                                   رقت   

مذاب بما دمماي                 CGAاستري  ريخته و مقداري محيط کشت                              

45C        28ها در دماي            ها اضافه گرديد و نمونه                      به آنC           انمکموبمه

روز روي ممحميمط کشمت                    18تا      1شدند. پس از گذشت                  

هاي متفاوتي از استرپتوميسس، قارچ و باکتري  اهر شمد.                                                      پرگنه     

هاي پتري          از هر پرگنه استرپتوميسس، کشت خطي روي تشتک                                         

 تهيه شد.           CGAحاوي    

جهمت      ( آزمون کشت متقاب  جهت تعيي  فعاليت ضدقارچي:                                               

هاي استرپتوميسس در ممانعمت از رشمد                                  تعيي  توانايي جدايه                   

قارچ بيمارگر و انتخاب جدايه مناسب، روش کشت ممتمقمابم                                                    

صورت پذيرفت، اي  آزمون در سه تکرار انجام شد و ميانگيم                                                        

( همر کمدام از              Inhibition zoneقطر ناحيه ممانعت از رشد                           

ها  بت گرديد. در اي  آزمون ابتدا قارچ به صورت چمني                                                    جدايه     

هماي     کشت شمد. سمپمس ازجمدايمه                     PDAروي محيط کشت              

که به مدت             CGAاسترپتوميسس خالص رشد يافته روي محيط                                     

گرماگذاري شمده بمودنمد،                         28Cپنب الي شش روز در دماي                        

متري جدا و روي آن قرار داده شدند. بمه                                      هاي شش ميلي           ديسک    

عاري از ميکروب استفماده گشمت.                               PDAعنوان شاهد ديسک                 

گرماگذاري و بر اساس قطر ناحيمه                                  28Cها در دماي            اي  نمونه         

(. پس از          11هاي فعال انتخاب گرديدند                           ممانعت از رشد جدايه                   

بيوگرام و مشخمص شمدن فمعمالميمت                           هاي آنتي        اجراي آزمون           

هاي فمعمال          هاي استرپتوميسس عليه قارچ بيمارگر جدايه                                         جدايه     

هاي خالص درون لوله آزمايش حاوي                                مذکور، به صورت کشت                  

، در دمماي                  C 28محيط کشت تهيه و پس از رشد تحت دماي                                  

4 C                                         ها، به عنموان              نگهداري شدند تا در زمان  زم از اي  کشت

 منب  کشت مجدد استفاده گردد.                           

د( کشت در محيط ماي  و ترسي  منحني توليمد مماده مم  مر:                                                    

هاي استرپتوميسس، به ازاي همر                             منظور تهيه کشت ماي  جدايه                           به  

ماي  تهيه و سترون گرديد، بمه                                CGليتر محيط         ميلي      288جدايه       
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ممتمري از         هر فلاسک حاوي محيط چهار ديسک شش مميملمي                                   

  rpm 120جدايه انتقال داده و روي شيکر انکوباتوردار  با دور                                                   

روز،        20( قرار داده شدند. از روز اول به مدت                                     C28 و دماي        

هماي اسمتمريم             ها به ميکروتيوب               ليتر از نمونه             ميلي      031روزانه        

ها تا پايان دوره در يخچمال نمگمهمداري                                   انتقال داده شد. نمونه                     

روز، براي هر نمونه در سه تکرار، آزمون                                         12شدند. در پايان هر                   

زيستي به روش چاهک عليه قارچ انجام گرفت. به عنوان شاهد                                                       

ها تما       اي استفاده شد. پتري                   با ديسک عاري از هر جدايه                          CGاز    

گرماگذاري شدند، سپمس                       C28 زمان رشد کام  قارچ در دماي                            

قطر هاله ممانعت از رشد سنجيده شد، و منحني توليد ماده مو ر                                                           

 (.    12براي هر جدايه فعال، رس  گرديد                                 

جهت تعيميم  دمماي                ه( تعيي  دماي غير فعال کننده ماده م  ر:                                         

  TIP ( Thermal Inactivation Point)غيرفعال کننده ماده مو مر                       

به ازاي هر جدايه فعال استرپتوميسس، نه لوله آزمايش در نظمر                                                          

هماي     گرفته شد. در هر لوله عصاره خام هر يمک از جمدايمه                                             

ها به ممدت           استرپتوميسس در آب مقطر استري  ح  گرديد. لوله                                            

،   128،   188،   08،   8 ،   28دقيقه در حمام آب گرم در دماهاي                                  18

درجه سلسيوس قرار گرفته و بلافاصلمه بمه                                       108و     8 1،   128

منظور کاهش دما انتقال يافتمنمد، بمراي                                    مخزن ي  خرد شده، به                   

از روغ  آفتابگردان استفاده گرديد. تيمار                                           C  100هاي با ي            دما   

نگهداري شده بمود.                    C  25شاهد، نمونه گرما نديده و در دماي                                  

آزمون زيستي به روش چاهک در سه تکرار انجام شده و قمطمر                                                     

هاله ممانعت شونده، سنجيده شد. اي  عم  تا دممايمي انمجمام                                                      

 (.    12و 13گرفت که هي  هاله ممانعت از رشدي ديده نشد                                            

براي بدسمت آوردن                 و( تعيي  حداق  غلظت بازدارنده از رشد:                                       

گرم از عصماره              ميلي      MIC   ،28حداق  غلظت بازدارنده از رشد                             

متي  سولفوکسايمد و                   ليتر حلال دي           خام هر جدايه در يک ميلي                       

، ح  شده و به مدت ده دقميمقمه                            1:1متانول، با نسبت حجمي                      

،   28مخلو  شدند. سپس از اي  استوک، هشت رقت متموالمي                                              

تهيه شمده             mg/ml 8310و     83312،   20 83،   1320،   230،   0،   18

ها آزمون زيستي به روش چاهک، در سه تمکمرار                                         و بر روي آن           

 (.    10انجام شد            

هدف از انجام اي                   ايستايي:          کشي و قارچ          ز( بررسي فعاليت قارچ                    

ايسمتمايمي همريمک از                 کشي يا قمارچ           آزمون، بررسي ا ر قارچ                     

باشد. براي انجام ايم  آزممايمش،                              هاي استرپتوميسس مي                    جدايه     

کشمت        PDAابتدا قارچ به صورت چمني روي محيط کشمت                                    

هما    متري استرپتوميمسمس                هاي شش ميلي           داده شد، سپس ديسک                 

روي آن قرار داده شد، پس از تشمکميم  همالمه ممممانمعمت،                                               

هايي از ناحيه شفاف هاله ممانمعمت بمرداشمتمه و بمه                                               ديسک    

منتق  گرديمد. در                   PDAهاي پتري محتوي محيط کشت                           تشتک    

ايستايمي         صورتي که قارچ بتواند رشد کند، نشان ازفعاليت قارچ                                                

جدايه مورد نظر دارد و در صورتي که نتواند رشد کند، نشان از                                                           

 (.    10کشي جدايه مورد نظر دارد                           فعاليت قارچ           

 هاي آنزيمي:                ( آزمون        
ها، پراکسيمد             ( آزمون کاتا ز:  آنزي  کاتا ز مترشحه از باکتري                                              1

نمايد، که بمه صمورت                   هيدروژن را به آب و اکسيژن تجزيه مي                                  

شوند. به منظور بررسي ايم                           ها ديده مي          هايي روي جدايه              حباب    

هاي حماوي          هاي منتخب، ابتدا در لوله                        توانايي در استرپتوميسس                      

CGA             هاي استرپتوميسس را کشمت                        دار، جدايه          به صورت شيب

هاي استرپتوميسس ميزان نيم                            داده و پس از رشد مناسب جدايه                            

هيدروژن ده درصد به هر جمدايمه اضمافمه                                   ليتر از پراکسيد               ميلي    

هاي گاز اکسيژن مورد بررسي قرار                                گرديد، و خار  شدن حباب                      

 (.       1گرفت        

ها براي توليد انرژي از گلوکمز                                  ( آزمون متي  رد: برخي باکتري                            2

بماشمد. جمهمت               کنند، که فراورده حاصله، اسيد ممي                               استفاده مي          

بممررسممي ايمم  تمموانممايممي ابممتممدا مممحمميممط کشممت مممايمم                                                                          

Methyl Red and  ogues- Proskauer Test(MR P)      کممه

هما        شام  پپتون، گلوکز و بافر فسفات است، تهيه و داخ  لمولمه                                                    

هاي اکتينوميمسمت، در                        توزي  و اتوکلاو گرديد. روز بعد جدايه                                   

ساعمت در           22زني و بمدت                محيط کشت ماي  آماده شده، مايه                             

ساعت، به ازاي                 22نگهداري شدند. پس از گذشت                          C  28 دماي    

ليتر از محيط کشت يک قطره متي  رد اضافه گرديد. در                                                      هر ميلي       

صورت توليد اسيد، معرف موجود در محيط به رن  قرممز در                                                    

 (.     1آيد         مي  

توانند از           ها مي     ( آزمون مصرف سيترات: برخي ميکروارگانيس                                        3

سيترات به عنوان منب  کرب  استفاده کنند، به منظور سنجش اي                                                            
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شمود، کمه         توانايي از محيط کشت سيمون سيترات استفاده ممي                                           

شام  سيترات به عنوان تنها منب  کرب ، املا  آمونيوم به عنموان                                                            

باشد، که در ا ر تم ميميمر                       منب  ازت و معرف بروموتيمول بلو مي                                 

کمنمد.      اسيديته محيط به قليايي، محيط به رن  آبي ت يميمر ممي                                                

هايي که توانايي مصرف سيترات را داشته باشنمد،                                             استرپتوميسس           

آز، سيترات را به داخ  سلول منتق  و                                    توسط آنزي  سيترات پرمه                      

کنند، که اگزالواستميمک                      به اگزالواستيک اسيد و استات تبدي  مي                                    

شمود. گماز          اکسيدکرب  تجزيه مي                  حاصله به اسيد پيرويک و دي                         

اکسيدکرب  با يون سدي  و آب ترکيب شده و کربنات سدي                                                     دي  

شود، که سبب قليايي شدن محيط و تبدي  رن  سمبمز                                             توليد مي        

شود. ابتدا محيط کشت سمون سيترات در لوله                                         محيط به آبي مي              

هماي       آزمايش سترون، به صورت اسلنت تهيه شده، سپس جدايه                                               

زنمي شمده و در              ها ممايمه       استرپتوميسس مورد نظر در اسلنت                             

به مدت هفت روز گرماگذاري گشتند. به ممنمظمور                                            C28 دماي    

ساعت يکبار ممورد                   22مشاهده ت ييرات تا پايان مدت مقرر هر                                     

 (.   1بررسي قرار گرفتند                     

( آزمون فعاليت کيتينازي: در اي  آزمون از محيط حداق  کمه                                                        2

  آگار، به منظور شناسمايمي                            130  کيتي  کلو يدال و                    832حاوي      

هاي اکتينوميست داراي فعاليت کيتينازي استفاده گمرديمد.                                                         جدايه     

در اي  محيط، کيتي  به عنوان تنها منب  کرب  استفاده شد، و در                                                             

دقيقه اتوکلاو و پس از آن، محيط به                                    28به مدت          C  121دماي      

هماي         هاي پتري استري  منتق  گشت، و سمپمس جمدايمه                                          تشتک    

اي روي محيط، کشت گمرديمد.                             استرپتوميسس به صورت نقطه                        

هاي داراي فعاليت کيتينازي، از طريق هيدروليز کيتيم  و                                                     جدايه     

هايشان، قمابم  تشمخميمص                      تشکي  هاله شفاف در اطراف کلني                             

 (.  11خواهند بود              

( آزمون فعاليت پروت ازي: محيط کشت حداقلي حاوي يمک                                                  0

گرم آگار            10گرم گلوکز، سه گرم کاز ي ، دو گرم کلريدکلسي ،                                              

در يک ليتر آب مقطر تهميمه و اتموکملاو گمرديمد. سمپمس                                             

  22هاي پتري سترون توزي  شد و پس از گمذشمت                                        درتشتک      

هاي استرپتوميسس، مشابه بخش قبم  بمه ايم                                        ساعت، ديسک          

محيط منتق  شد. پس از گذشت سه الي چهار روز، در صورت                                                    

هيدروليز کاز ي  و خاصيت پروت وليتيکي، تشکي  هاله شمفماف                                                       

 (.      10ها  قاب  مشاهده خواهد بود                             در اطراف ديسک             

( آزمون فعاليت ليپازي: براي سنجش ترش  آنزي  ليپاز توسط                                                         

هاي فعال از محيط کشت شام : ده گرم پپتون، پنب گمرم                                                  جدايه     

گرم آگار و يک ليتر آب                         10گرم کلرورکلسي ،                 831کلرورسدي ،            

لميمتمر      مقطر استفاده شد، که پس از استري  شدن به آن ده ميلمي                                                  

هماي     ( استري  اضافه شده و در تشمتمک                              Tween 80    08تويي        

سماعمت و حصمول               22پتري ريخته شد. بعد از سپري شدن                                

هاي باکتري بمه صمورت                    اطمينان از آلوده نبودن محيط، جدايه                                  

هاي حاوي محيط کشت تهيمه شمده بمه                               جداگانه روي تشتک                

اي کشت داده شدند. پس از گذشت هفمت روز،                                       صورت نقطه         

ايجاد هاله رسوبي در اطراف مح  رشد باکتري، نشان دهمنمده                                                      

 (.      11باشد        ها مي     هيدروليز تويي  و فعاليت ليپازي جدايه                                    

( آزمون فعاليت آميلازي: از اي  آزمون جهت سنجش تولميمد                                                    1

آنزي  آميلاز و توانايي تجزيه نشاسته استفاده گمرديمد. بمديم                                                         

  نشماسمتمه          1بدون کاز ي  و حاوي                      CGAمنظور محيط کشت                

اي    سماعمت، بمه صمورت نمقمطمه                    22تهيه و پس از گذشت                   

 ها در آن کشت شدند.                    استرپتوميسس           

گمرمماگمذاري             C28 هاي پتري به مدت سه روز در دماي                              تشتک    

ليتر محلول لموگمول  يمد(                       ها ده ميلي          شدند، سپس روي پتري                  

کنمد.      ريخته شد. يد با نشاسته واکنش داده و رن  آبي ايجاد مي                                                    

هايي که نشاسته تجزيه شمده اسمت، همالمه                                    در نتيجه، قسمت              

 (.     1ماند        رنگي بجا مي            بي  

هاي استرپتوميسس                 ( آزمون توليد سيانيد هيدروژن: ابتدا جدايه                                         0

به صورت چمني کشت شده و بمه                             CGAهاي حاوي          در پتري       

مدت سه الي چهار روز در دماي مناسب نمگمهمداري شمدنمد.                                                 

سپس جهت توليد گيرنده گاز سيانيد هيدروژن، يمک کماغمذ                                                  

  و اسميمد          2صافي به محلول معرف شام  کربنات سمديم                                      

  آغشته گرديمد و در درب تشمتمک حماوي                                  830پيکريک        

هاي منتخب قرار داده شد. جهت جلوگيمري از خمرو                                                جدايه     

  هاي پتري توسط نوار پارافيل  مسدود شدند آنگاه به                                               گاز، تشتک         

صورت واژگون به مدت چهار الي پنب روز در انمکموبماتمور                                                  

نگهداري شدند. در صورت توليد گاز سيانيد هيدروژن تموسمط                                                     

ها، کاغذ صافي آغشته به معرف، از رن  زرد بمه رنم                                                 جدايه     
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اي تيره و نهايتا  آجمري تم ميميمر رنم                                                 اي روش ، قهوه             قهوه    

 (.  28دهد       مي  

ابمتمدا        ( بررسي خاصيت فرار بودن ماده مو ر ضمدقمارچمي:                                             

بمه       CGAهاي فعال استرپتوميسس، روي محيط کشمت                                  جدايه     

صورت چمني کشت گرديد و به مدت سه الي چهمار روز در                                                 

گرماگذاري گشتند. پس از گذشت مدت معي  و                                           C  28دماي      

هاي پتري          هاي استرپتوميسس، قارچ نيز روي تشتک                                  رشد جدايه         

به صورت چمني کشت داده شدنمد، سمپمس بما                                       PDAحاوي    

هاي پتري کشت استرپتوميسس و قمارچ،                                  برداشت  درب تشتک                

دهانه دو تشتک حاوي کشت قارچ و جدايه استرپتوميسمس را                                                    

بر روي ه  قرار داده، و اطرافشان با پارافيل  پوشانده شد تما از                                                              

هاي فرار استرپتوميسس جلوگيري گردد، و در                                         خرو  متابوليت             

به مدت پنب الي هفت روز نگهداري گمرديمد. در                                            C  28دماي      

صورتي که ماده مو ر ضد قارچي فرار باشمد، از رشمد قمارچ                                                    

 (.      10نمايد         جلوگيري مي          

هدف از انجام ايم  آزممون                        ي( آزمون حساسيت به کلروفرم:                             

باشمد. در          هاي استرپتوميسس مي                  تعيي  ماهيت ماده مو ر جدايه                           

صورتي که ماده فعال يک ايزوله ماهيت آنزيمي  پمروتميمنمي(                                                     

داشته باشد، با قرار گرفت  در معر  کلروفرم پروتي  از بميم                                                          

دهد، اما در صمورتمي                   رفته، و ماده مو ر ا ر خود را از دست مي                                      

اي در معر  کلروفمرم بماز هم                            که بعد از قرار گرفت  جدايه                          

خاصيت ضد ميکروبي در آن مشاهده شود، نشان از مماهميمت                                                  

غيرپروتيني ماده فعال آن جمدايمه دارد. در ايم  آزممايمش،                                                    

اي روي ممحميمط             هاي استرپتوميسسي، به صورت نقطمه                                پرگنه     

کشت داده شدند، و پس از نگهداري به مدت سمه                                            CGAکشت     

هاي پمتمري در شمرايمط                   ، تشتک      C    28 الي پنب روز در دماي                     

استري ، به صورت وارونه و به مدت سه ساعت روي شميمشمه                                                  

ليترکلروفرم بمود، قمرار داده                            ساعتي که حاوي مقدار پنب ميلي                            

شدند. پس از گذشت مدت زمان مقرر به هر تشتک پتري، آگار                                                      

، به ميزاني که يک  يه نمازک سمطم                                 C45 يک درصد با دماي               

  22هاي اکتينوميستي را فرا گيرد، اضافه شمد. بمعمد از                                               کلوني     

ها بمه       ساعت، قارچ به صورت چمني روي آگار کشت و نمونه                                            

 (.  28نگهداري شدند                  C28 مدت پنب الي هفت روز در دماي                             

محيط کشت ممورد               ک( بررسي تحم  شوري و فشار اسمزي:                                  

آگممار                                    اسممتممفمماده در ايمم  آزمممون، نمموتممريممنممت گمملمموکممز                                   

(Nutrient Glucose Agar) NGA            کلمريمدسمديم              2به اضافه  

(NaCl)                    کشت نوترينت گلموکمز آگمار،                           بود، جهت تهيه محيط

گلوکز يک درصد و نوترينت آگار چهار درصمد بمه صمورت                                                

دو درصد نميمز بمه آن                     NaClجداگانه وزن و با ه  مخلو  و                             

افزوده شد، پس از شفاف و يک دست شدن محيط کشمت، در                                                 

اتمسفر، بمه              130و فشار          C120 ها توزي  شده، و در دماي                         لول   

دار       ها در سط  شيمب             دقيقه استري  گشتند، سپس لوله                              20مدت     

قرار گرفته تا به صورت اسلنت درآيند. به عنموان شماهمد، از                                                       

ها استفاده شمد.                معمولي جهت کشت جدايه                      CGAمحيط کشت          

زنمي و در دمماي               ها مايه       ها به صورت جداگانه در لوله                          جدايه     

28 C                        هاي شاهد نگهداري گرديمدنمد.                           تا زمان رشد کام  نمونه

ها در تيمارهاي حاوي نمک رشد کمنمنمد،                                   درصورتي که جدايه                

 (.  21ها در تحم  فشار اسمزي است                             نشان دهنده توانايي آن                     

براي توليد مايه تلقي  قارچ، ابمتمدا در                                      اي:     ل( مطالعات گلخانه                 

گرم از بذور ارزن ريخته شد،                              188ليتري       ميلي      208هاي     فلاسک    

ممتمر آب        ها تا جايي که پنب تا هشت سانتي                              و سپس روي ارزن              

ها قرار گيرد، آب اضافه گرديد. پس از گمذشمت يمک                                             روي آن      

ها خار  گرديد، و درب هر کدام با پنمبمه و                                        شب، آب فلاسک           

 فوي  آلومينيوم پوشانده شد.                            

  38ها سه مرتبه  در سه روز متوالي( و هر بار به مدت                                                فلاسک    

اتمممسمفمر(           130و فشار          C  121دقيقه در اتوکلاو  دماي                         20تا    

سترون شدند. سپس در شرايط سترون در هر فلامسمک پمنمب                                               

متر از قارچ قرار گرفت، و                            ديسک ميسليومي به قطر شش ميلي                            

به مدت سه الي چهار هفته نگهداري شمدنمد.                                         C  25در دماي         

يک فلاسک بدون قارچ، حاوي ارزن استري  به عنوان شاهد در                                                      

هما    نظر گرفته شد. براي کلونيزه شدن کام  بذور ارزن فلاسمک                                                  

 (.    22هر روز با دست تکان داده شدند                                

-هاي استرپتوميسس، ابتدا جدايمه                            براي تهيه سوسپانسيون جدايه                          

داخ  تشتک پتمري کشمت داده                            CGAهاي فعال روي محيط                 

نگهمداري شمدنمد.                 C28 شدند و به مدت هفت روز در دماي                               

ليتر آب مقطر استري  به هر تشتک پتري اضافمه،                                            ميلي      18سپس     
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شک  استري  کاملا  خراش داده                              Lها با يک ميله               و سط  کلوني           

(.  براي اطميمنمان                  10شد تا سوسپانسيوني از اسپور بدست آيد                                       

هاي موجود روي سط ، بذور زيره سمبمز بمه                                     از حذف آلودگي             

  قرار گرفته و سمپمس                    2 انيه در هيپوکلريت سدي                            38مدت     

براي حدف هيپوکلريت دو بار، و هر بار به مدت دو دقيقمه در                                                        

آب مقطر استري  شسته شدند. پس از آن در  روف اسمتمريم                                                    

و نور کافي به مدت يک                       C  25 حاوي کمي آب مقطر در دماي                        

زده جهت کشت آمماده                   شبانه روز نگهداري شده، و بذور جوانه                                     

هاي استرپتمومميمسمس بمر                    منظور اطمينان از ا ر جدايه                          شدند. به        

جدايه قارچ بيمارگر در ح ور گياه زيره سبمز، آزممايشمي در                                                      

 شرايط گلخانه انجام گرفت.                          

اي  آزمون در قالب فاکتوري  و در سه تکرار بمراي همر سمه                                                     

( با تيمارهاي زير انجام گمرفمت:                                 M80و     M15 ،M26جدايه         

شاهد  فاقد قارچ بيمارگر و استرپتوميسس آنتاگونيست(، قمارچ                                                         

، اسمتمرپمتمومميمسمس               (F. oxysporum f.sp.cumini)بيمارگر         

، استرپتومميمسمس آنمتماگمونميمسمت                          M15آنتاگونيست جدايه                  

، قمارچ        M80، استرپتوميسس آنتاگونيست جدايمه                                 M26جدايه     

،   (F. oxysporum+M15)بيمارگر و استرپتوميسس آنتاگونيست                                  

قارچ بميمممارگمر و اسمتمرپمتمومميمسمس آنمتماگمونميمسمت                                                                                   

(F. oxysporum+M26)                              قارچ بيمارگر و اسمتمرپمتمومميمسمس ،

ها از           . در تهيه خاک گلدان                   (F. oxysporum+M80)آنتاگونيست            

( استري  اسمتمفماده                  1:3ش  شسته و خاک برگ  با نسبت وزني                               

به نسبمت            F. oxysporum f.sp. cuminiگرديد. مايه تلقي  قارچ                      

   وزني خاک  پنب گرم ارزن کلونيزه شده توسط قارچ در                                                    830

 يک کيلو خاک( مورد استفاده قرار گرفت.                                      

زني خاک همزمان با کماشمت بمذور زيمره بمه صمورت                                              مايه    

ساندويچي انجام شد. ابتدا سه گلدان به عنوان شاهد در نمظمر                                                        

گرفته شد، و بدون هي  گونه باکتري آنتاگونيمسمت يما قمارچ                                                     

بيمارگري در خاک استري  شده بذور زيره کشت شمدنمد. در                                                   

هاي آنتاگونيست مقمداري                       ي بعد، براي تهيه تيمار باکتري                                 مرحله     

هاي اکتينوميست به صورت جداگانمه                                    ها با جدايه               از خاک گلدان            

ي خاک سال  گلدان  خاک سمالم                                 زني گرديد و بي  دو  يه                          مايه    

  خاک مايه زني شده با سوسپانسيون جدايه اکتيمنمومميمسمت                                                     

خاک سال ( قرار گرفت، بدي  صورت که  يه وسطي خاک سه                                                   

، سه گلمدان بما               M15گلدان با سوسپانسيون جدايه اکتينوميست                                      

و سمه گملمدان بما جمدايمه                       M26جدايه اکتينمومميمسمت                  

زني گشت و به طور کام  ه  زده شمد،                                  مايه       M80اکتينوميست          

تا به طور کام  آغشته به جدايه اکتينوميست مربوطه شود، و در                                                           

متري خاک کماشمتمه                    نهايت بذور زيره سبز در عمق يک سانتي                                   

شد. سپس براي کاشت تيمار قمارچ بميمممارگمر  بماکمتمري                                              

آنتاگونيست، مقدار مشخصي از قارچ بيمارگر که از سه همفمتمه                                                       

هاي ارزن رشد کرده بودند را با مقداري خماک                                          قب  در فلاسک           

ترکيب کرده و جدايه استرپتوميسس نيز به طور جمداگمانمه بما                                                      

خاک مخلو  گشت وبه صورت ساندويچي  خماک سمالم                                              

زني شده با سوسپانسيون جدايه استرپتمومميمسمس                                                 خاک مايه        

خاک مايه زني شده با سوسپانسيون قارچ بيمممارگمر   خماک                                                   

سال ( قرار گرفت سپس بذور زيره کاشته شد، بمراي کماشمت                                                   

زنمي شمده بما            تيمار قارچ بيمارگر، نيز مقداري از ارزن ممايمه                                           

فوزاريوم را با خاک مخلو  کرده، و در وسط دو  يمه خماک                                                    

 سال  ريخته و کشت زيره انجام شد.                                 

ها با آب مقطر استري  و تقريبا  هر سمه روز                                              آبياري تمام گلدان                 

يکبار انجام گرفت. کشت گياه اواخر شهريور ماه با دماي کنترل                                                           

در گلخانه تحقيقاتمي دانشمکمده کشماورزي                                      C    2        20 شده     

دانشگاه شهيد باهنر کرمان انجام گرفت. پس از انجام ممراحم                                                         

ها به منظور مشاهده وضعيت رشمد و  مهمور                                     مزبور گياهچه            

بيماري به صورت هفتگي بررسي گرديدند. همچني  يمک مماه                                                   

روز يکبار، مقدار کمي کود مايم                                  18ها، هر          بعد از رشد گياهچه                 

ها اضافه گرديد. ايم                       حاوي نيتروژن، فسفر، پتاسي ( به گلدان                                     

روز انجام گرفت، و پمس از ايم                                10آزمايش در مدت زمان                    

هماي     ها به طور کام  خار  و شماخمص                          مدت گياهان از گلدان                   

 (.      22مختلف رشدي مورد ارزيابي قرار گرفت                                     

هاي رشد  ارتفا ، وزن تر، ميزان ممرگ                                    گيري شاخص         م( اندازه         

ارتفا  گياه از جوانه انتهايي تا انمتمهماي ريشمه                                             و مير گياهان(:                

گيري شد. بدي  منظور پس از خمار                                 متر اندازه          برحسب سانتي           

ها از خاک و شست  ريشه با آب، همر کمدام                                      نمودن کليه بوته               

هاي کاغذي که قبلا  وزن شمده بمود قمرار                                    جداگانه در پاکت               
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گرفتند، از تفاض  وزن هر يک با وزن پاکت خالي مربوطه وزن                                                        

 (.    10گيري شد           تر گياه اندازه              

نسبت مرگ و مير گياهان بر اساس تعداد گياهان تملمف شمده                                                    

نسبت به تعداد گياهان جوانه زده در هر تيمار شمارش و  مبمت                                                        

 گشت.      

ها براسماس طمر                تجزيه واريانس داده                  ن( تجزيه آماري نتايب:                       

کام  تصادفي و همچني  مقايسه تيمارها توسط آزممون چمنمد                                                    

انمجمام و رسم                SPSSاي دانک  با استفاده از نرم افزار                                  دامنه     

انمجمام          2013Excel Microsoft Officeنمودار توسط نرم افزار                       

 گرديد.      

         

 ها  يا ته     

زايي قارچ عام  بيماري روي جوانه ي گيماه                                        الف( ا بات بيماري                 
در شرايط آزمايشگاهي در حالي که بذور تيمار شاهد بمه                                                   زيره:       

طور مناسب رشد کردند، بذوري که در تماس با قمارچ عمامم                                                     

بيمارگر قرار گرفتند علا   بيماري را بروز دادند. قارچ، بمذور،                                                            

ريشه و طوقه گياهچه را کلونيزه کمرده، بماعم  پمژممردگمي                                                  

 ها و حتي عدم رشد گياهچه شد.                             گياهچه      

هاي استرپتوميسس به منظور تعيي  فعاليت                                       ب( غربالگري جدايه                 

هماي     جدايه خالص شمده، در آزممون                          08تمامي       ضد قارچي:           

ها از طريق سنجش ميزان                       زيستي بررسي فعاليت ضد قارچي آن                              

سنجيمده شمد.               Growth inhibition zoneهاله ممانعت از رشد                  

گميمري      هاي کشت متقاب  و ديسک گذاري و انمدازه                                    طي آزمون        

،   M15هماي   هاله ممانعت از رشد، مشخص گرديد کمه جمدايمه                                       

M26   وM80                                                  با داشت  بيشتري  هاله ممانعت از رشد، بيشتريم

فعاليت ضد قارچي را دارا هستند، اي  سه جدايه براي انمجمام                                                        

 هاي بعدي انتخاب شدند.                       آزمون     

هاي استرپتوميسس مناسب در کنترل قارچ                                                                   پس از انتخاب جدايه                  

F.oxysporum f.sp. Cumini                             از طريق آزممون زيسمتمي، ايم

زنمي     درون لوله آزمايش ممايمه                       CGAها در محيط کشت                جدايه     

 نگهداري گرديدند.                  C  4شده و پس از رشد در دماي                         

 ( کشت در محيط ماي  و ترسي  منحني توليمد مماده ممو مر:                                                    

 CGدر محميمط         M15و       M15 ،M80هاي استرپتوميسس                 جدايه     

ماي  کشت داده شده و از روز اول تا روز بيست و پمنمجم  از                                                      

 ها نمونه برداري انجام شد.                           کشت آن      

هاي موجود آزمون زيسمتمي بمه روش                                در پايان دوره، با نمونه                       

هماي     ها در تماريم            چاهک انجام شده و ا ر بازدارندگي عصاره                                     

ها حاکمي از آن               مختلف سنجيده و منحني آن ترسي  شد. داده                                      

 .F.oxysporum f.spبودند که حداک ر بازدارندگي از رشد قارچ                                        

cumini               براي جدايهM15                         در روز هفت ، براي جدايهM80       در

، در روز پازده   بمت گمرديمد                           M15روز سيزده  و در جدايه                       

 (.  3تا    1 شک     

در کشمت   M15منحني روند توليد ماده مو ره استرپتوميسس جدايه :  1شک  

بمه روش آزممون  rpm  120روز متوالي روي شيکر دوار در  20ماي ، طي 

. از نمظمر آمماري، Fusarium oxysporumزيستي نشت چاهک، عليه قارچ 

  (.p<0.01 داري با ه  ندارند روزهاي داراي حروف مشترک، تفاوت معني

 20در کشت ماي  طمي   M26منحني روند توليد ماده مو ره جدايه .:  2شک  

به روش آزممون زيسمتمي نشمت   rpm 120روز متوالي روي شيکر دوار در 

از نظر آمماري، روزهماي داراي   Fusarium oxysporumچاهک، عليه قارچ 

  )p<0.01(داري با ه  ندارند حروف مشترک، تفاوت معني
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پس از اعممال   (TIP):د( تعيي  دماي غير فعال کننده ماده م  ر 

هماي هاي حاوي ماده مو مر جمدايمهدماهاي مختلف به عصاره

استرپتوميسس و انجام آزمون زيستي چاهمک، مميمزان همالمه 

غيرفعال کمنمنمده  C  128 گيري شد. دما ممانعت از رشد اندازه

بود، در حاليکه ايم  دمما     M80و  M15هاي ماده م  ر جدايه

 (.2بود  شک   M26 ، C08براي جدايه 

نتمايمب ايم  :  ( MIC  ه( تعيي  حداق  غلظت بازدارنده از رشد 

 MIC    (Minimum Inihibitory  آزمون بيانگر ايم  بمود کمه،

Concent هاي استرپتوميسسبراي جدايهM26  ،M15  وM80 

 ليتر بود.گرم بر ميليميلي 28و  1320، 230به ترتيب 

هماي نمتمايمب آزممونهاي فيزيولوژيکي و آنزيممي: و( آزمون

فيزيولوژيک انجام شده بر روي سه جدايه استمرپمتمومميمسمس 

 نشان داده شد. 1منتخب در جدول 

اي در اواخر شمهمريمور مطالعات گلخانهاي: ز( مطالعات گلخانه

در  C  2  20 روز تحت دماي کنترل شمده  10ماه و به مدت 

گلخانه تحقيقاتي دانشکده کشاورزي دانشگاه شهيد باهنر کرمان 

هماي انجام گرفت، مرگ و مير پس از توليد گياهچه و شاخمص

هاي مختلف با يکديگر مقايسه شد و توسمط رشد در بي  تيمار

 ممورد SPSS اي دانک  و با استفاده از نرم افزارآزمون چند دامنه

 (. و  0تجزيه و تحلي  قرار گرفت  شک  

مقايسه ميانگي  ا ر تيممارهماي هاي رشدي:  ( ارزيابي شاخص

مختلف بر روي ارتفا  گياهان، وزن تر گياه و تعداد مرگ مميمر 

آممده اسمت. ممقمايسمه  0- در تيمارهاي مختلف در اشکال 

اي دانک  انمجمام ميانگي  تيمارها با استفاده از آزمون چند دامنه

در کشمت   M80.توليد ماده مو ره استرپتوميسس جدايه منحني روند: 3  شک 

بمه روش آزممون   RPM  120روز متوالي روي شيکر دوار در  20ماي ، طي 

از نمظمر آمماري، Fusarium oxysporum .  زيستي نشت چاهک، عليه قارچ 

 هاي فيزيولوژيکي و تولي آنزي  انجام شده بمرخلاصه نتايب آزمون:  1جدول  ).p<0.01(داري با ه  ندارند روزهاي داراي حروف مشترک، تفاوت معني

   .منتخب سه جدايه استرپتوميسس

 های انجام شدهآزمون M15 جدايه M26 جدايه M80جدايه 

mg/ml20  mg/ml1.25   mg/ml2.5 MIC 

℃ 140 
1.6 

℃ 80 
1.4 

℃ 140 
1.8 

TIP 

قطر هاله ممانعت از 

 (cm)رشد قارچ 

 حساسيت به کلروفرم -   -

 کشيتوانايي قارچ   -  

 توليد مواد فرار - - -

 توليد سيانيد هيدروژن - - -

 تحم  فشار اسمزي      

 فعاليت ليپازي      

 فعاليت پروت ازي      

 فعاليت آميلازي      

 فعاليت کيتينازي     -

 تجزيه ژ تي  -    

 مصرف سيترات      

 آزمون کاتا ز     -

 آزمون متي  رد - - -

هما، گرفت. نتايب حاکي از آن است، که در شاخص ارتفا  بوتمه

بهتري  عملکرد را در بي  تيمارها از  M80و   M15  تيمار جدايه

خمود بممه نمممممايمش گممذاشممت، در حممالمي کممه تمميمممممار          

F.oxysporum f.sp. cumini   تري  نسبت به ک  تيمارها در پايي

موجب کماهمش  M26سط  آماري قرار داشت و تيمار جدايه 

معني دار ارتفا  بوته زيره سبز شد. نتايب در وزن تر گياه بديم  

بهتري  عملکمرد و تميمممار   M80و M15  شک  بود که تيمار

هماي پس از تيمار عصاره خمام جمدايمه ،قطر هاله ممانعت از رشد:  2شک  

  آنتاگونيست در دماهاي مختلف.استرپتوميسس 
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F.oxysporum f.sp. cumini   داري تري  سط  ممعمنميدر پايي

قرار گرفت، همچني  نتايب ارزيابي ميزان مرگ و مير در تيمارها 

، M15هاي استرپتوميسس بيانگر اي  بود، که تيمار حاوي جدايه

M80  و سپسM26  کمتري  ميزان مرگ و مير را دارا بموده در

نسبت بمه کملميمه     F.oxysporum f.sp. cuminiحالي که تيمار 

 تيمارها با تري  آمار مرگ و مير را داشت. 

 20نتايب بررسي ا ر تيمارهاي مورد بررسي بر ارتفا  گياه زيره سبز :  0شک  

زني شده با قمارچ روز پس از آغاز آزمايش. الف: تيمار شاهد. ب: تيمار مايه

Fusarium oxysporum. جمدايمه   زني شده با استرپتومميمسمسپ: تيمار مايه

M26 ت: تيمار قارچ .F.oxysporum      استرپتوميسس جمدايمهM26 :ث .

.  : تميمممار قمارچ M15زني شده با استرپتوميسس جمدايمه تيمار مايه

F.oxysporum    استرپتوميسس جدايهM15زنمي شمده بما . چ: تيمار مايمه

استرپتوميمسمس       F.oxysporum.  : تيمار قارچ M80استرپتوميسس جدايه 

 . M80جدايه

نمودار مقايسه ميانگي  وزن تر تيمارهاي به کار رفته در مطالمعمات :   شک  

 و M15،  M26،  M80  هاي استرپتمومميمسمسا ر جدايه  اي و ارزيابي گلخانه

در شمرايمط سبز   زيرهروي گياه    Fusarium oxysporum f.sp. cuminiقارچ

 گلخانه. تيمارهاي با حروف مشترک از نمظمر آمماري تمفماوتمي نمدارنمد

P<0.01) .(Control  :  ،) تيمار شاهد  فاقد هر گونه ميکروارگانميمسمM15 :

 : تميمممارM26 ،M80: تيمارحاوي جدايه M15 ،M26تيمار حاوي جدايه 

بميمممارگمر         : تيمار حماوي ممايمه تملمقميم  قمارچ M80 ،Foحاوي جدايه 

oxysporum  F.، :Fo+M15    تيمار حاوي مايه تلقي  قارچ بيمارگر و جدايمه

M15، :Fo+M26   تيمار حاوي مايه تلقي  قارچ بيمارگر و جمدايمهM26   و

Fo+M80 تيمار حاوي مايه تلقي  قارچ بيمارگر و جدايه :M80.  

نمودار مقايسه ميانگي  طول بوته، تيمارهاي به کار رفته در مطالعات :  1شک 

 و M15،M26 ،  M80هاي استرپتومميمسمس  ا ر جدايه  اي و ارزيابي  گلخانه

در شمرايمط زيره سبز روي گياه    Fusarium oxysporum f.sp. cuminiقارچ

تيمارهاي با حروف مشترک از نمظمر آمماري تمفماوتمي نمدارنمد              .  گلخانه

  P<0.01 .)Control  : شاهد  فاقد هر گونه ميکروارگانيس (،   تيمارM15تيمار : 

حماوي   : تميمممارM26 ،M80حاوي جدايه   : تيمارM15 ،M26 حاوي جدايه

: تميمممار حماوي ممايمه تملمقميم  قمارچ بميمممارگمر              M80 ،Foجدايه 

oxysporum  F.،:Fo+M15    تيمار حاوي مايه تلقي  قارچ بيمارگر و جمدايمه

M15،:Fo+M26  تيمار حاوي مايه تلقي  قارچ بيمارگر و جمدايمهM26   و

Fo+M80 تيمار حاوي مايه تلقي  قارچ بيمارگر و جدايه :M80. 

نمودار مقايسه ميانگي  مرگ و مير گياهان در تيمارهاي به کار رفته :  0شک  

  ،  M15 ،M26اسمتمرپمتمومميمسمسهاي  ا ر جدايه  اي و ارزيابي مطالعات گلخانه

M80 قارچ وFusarium oxysporum f.sp. cumini   در سبمز   زيرهروي گياه

شرايط گلخانه. تيمارهاي با حروف مشترک از نظر آماري تفاوتمي نمدارنمد       

  P<0.01.)Control شاهد  فاقد هر گونه ميکروارگانيس (،  : تيمارM15تيمار : 

حماوي   : تميمممارM26 ،M80حاوي جدايه   : تيمارM15 ،M26حاوي جدايه 

بميمممارگمر                  : تميمممار حماوي ممايمه تملمقميم  قمارچ M80 ،Foجدايه 

oxysporum  F.، :Fo+M15   تيمار حاوي مايه تلقي  قارچ بيمارگر و جمدايمه

M15، :Fo+M26   تيمار حاوي مايه تلقي  قارچ بيمارگر و جمدايمهM26   و

Fo+M80 تيمار حاوي مايه تلقي  قارچ بيمارگر و جدايه :M80. 
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هماي کلروفرم ماهيت ضدقارچي خود را حفظ کردند، اما جدايه

داراي فعاليت آنزيمي، پس از تيمار با کلروفرم قادر به کمنمتمرل 

در آزممون   (. 28قارچ و ايجاد هاله ممانعت از رشد نبمودنمد  

، M15هاي  براي جدايه MIC، سنجش حداق  غلظت بازدارنده

M26  وM80  28 و 1320، 230به ترتيب mg/ml  بمه دسمت

طي تحقيقي حداق  غلظت بازدارنده از رشد يک متابوليت  .آمد

هاي استرپتومايسس، عليه چهار باکمتمري فعال جدا شده از گونه

لميمتمر  گرم بر مميملميميلي 32-2 گرم م بت و گرم منفي بي  

هاي بررسي شده در اي  از آنجايي که جدايه  (. 22گزارش شد  

باشنمد، تري قادر به کنترل قارچ ميهاي پايي تحقيق، در غلظت

توان نتيجه گرفت که احتما  از نظر آنتاگونيستي ا ر بسميمار مي

 خوبي در کنترل بيمارگر مورد مطالعه دارا باشند.

 .Fاي بيموکمنمتمرلنتيجه نهايي بررسي آماري آزمايشات گلخانه

oxysporum   نشان داد که، ابتدا جدايهM15  از لحاظ صمفماتمي

و وزن تر بوته با اختلاف معني دار از ديمگمر  بوتهطول  :مانند

از لحاظ صفمات فموق   M80ها بهتر است، سپس جدايه جدايه

کاهش وزن تر بوته و ارتمفما  موجب   M26بهتر بود. جدايه 

گياه نسبت به تيمار شاهد شد، اما ميزان مرگ و مير گياهمان را 

نسبت به تيمار بيمارگر و شاهد کاهش داد. همچني  نتايب ايم  

هماي جمنمس ­تحقيق نشان داد علي رغ  اينکه برخي از گونمه

Streptomyces هاي مختلمف ها و متابوليتبا توليد آنتي بيوتيک

هما شوند، برخي از گونمهبه عنوان عوام  بيوکنترل محسوب مي

کمه  M26نيز بر رشد گياه ا ر منفي دارند به عنوان م ال جدايه 

واند بمه باع  کاهش رشد گياهان در اي  تحقيق گرديد و نمي

عنوان عام  بيوکنترل مورد استفاده قرار گيرد، هر چند کمه در 

تا ير آنتاگونيستي بر قارچ بيمارگر نشان داد، اما  In vitroشرايط 

بايد تموجمه .  ترکيب ضد ميکروبي آن را استخرا  نمود ميتوان

ها با توليد ترکيبماتمي از داشت که برخي از اي  ميکروارگانيس 

وغيمره   phthoxazolins،phosphinothricin  ،gougerotinجمله 

کنند، از جمله اي  عوام  از رشد گياه يا ميکروب جلوگيري مي

اشاره کردکه با داشتم   Streptomyces arenaeتوان به گونه مي

هاي شل م  خاصيت آللوپاتيکي سبب جلوگيري از رشد گياهچه

 133 هاي سوروف به مميمزان درصد وگياهچه 831 به ميزان 

 بحث 

همايمي از در ايم  پمژوهمش تملاش گمرديمد تما جمدايمه

هاي خاکزي جداسمازي نممموده و از حميم   استرپتوميسس

برخورداري از ا رات آنتاگونيستي عليه قارچ ممولمد بميممماري 

جهت .  گيردپژمردگي زيره سبز، مورد ارزيابي و غربالگري قرار 

 .f.sp. cumini   Fيافت  عوام  کنترل بيولوژيک م  ر عليه قارچ

oxysporum   08عام  پژمردگي گياه زيره سبز، از بي  حمدود 

جدايه استرپتوميسس جداسازي شده از خاک مناطق مخمتملمف 

استان کرمان، آزمون سنجش فعاليت ضدقارچي انجام گمرفمت. 

آزمايشمگماهمي فمعمالميمت   در نهايت سه جدايه که در شرايط

مهارکنندگي مناسبي از رشد قارچ داشتند، انتخاب شد و جهمت 

 بررسي ماهيت و خوا  مواد مو ر مورد بررسي قرار گرفتمنمد.

توليد سيانيد هيدروژن مورد سمنمجمش قمرار که در آزمايشي 

گرفت، نتايب در هر سه مورد منفي بود. سيانيد هيدروژن يمکمي 

هايي است که در فرآيند آنتماگمونميمسمتمي از مهمتري  متابوليت

شود. ايم  ممتمابمولميمت کمه توسط عوام  بيوکنترل توليد مي

باشد، توسط مي  فلزات  کنندهکلاته  همچني   و  تنفس  کننده مخت 

گردد. اگر توليد مي  هاسودوموناس  ها از جملهاز باکتري  بسياري

چه اي  ماده درکنترل قارچ مو ر است، اما باع  کاهش مميمزان 

توانايي در توليمد عدم   در نتيجهشود رشد و عملکرد گياهان مي

در آزممون (.  23شود  اي  ماده ويژگي تقريبا  مناسبي تلقي مي

ديگري جهت رسيدن به جواب اي  سوال کمه آيما تممماممي 

شمود يما خميمر محدود ميها به توليد آنزي  هاي جدايه فعاليت

ها در آزمون حساسيت به کلروفرم قرار داده شدند، که در  نمونه

هما ها و يا پروتي پس از تخريب آنزي  M80و  M15دو جدايه 

توسط کلروفرم، همچنان قادر به کنترل بيمارگر قارچي بمودنمد. 

کنندگي خود را از دست داد، کمه قدرت کنترل M26اما جدايه 

 M26دهد احتما   ماده م  ر موجود در جمدايمه اي  نشان مي

ها، مويد مطالعه انمجمام ماهيت پروتيني  آنزيمي( دارد. اي  يافته

و همکاران پيرامون بررسي کممميمت و  Davelosشده توسط 

ها است هاي توليد شده به وسيله اکتينوميستبيوتيککيفيت آنتي

بيوتيمک از  هاي فعالي که با ترش  آنتيجدايه  که نشان داده شد

کردند پس از قرارگيري در ممعمر  رشد قارچ جلوگيري مي



 مژگان گلمرادي زاده و همکارانهاي خاکزاد جهت کنترل بيولوژيک بيماري پژمردگي آوندي. کاربرد استرپتوميسس .1288ها، سال چهارده  شماره دوم تابستان  دنياي ميکروب

 

44 

همچني  مشخص شده است کمه گمونمه (.  20  شوددرصد مي

Streptomyces anulatus  با توليد ترکيمبendophenazines A-

D  ا رherbicide  روي خمزه  Lemna minor )   2دارد  .)

و همممکماران نميمز  enkatachalam همچني  در اي  رابطه 

پژوهشي انجام دادند، و طي آن ا ر چندي  جدايمه جمداسمازي 

شده از خاک را روي جوانه زني بذور ذرت، تربچه، لوبيا سميماه 

مورد ارزيابي قرار دادند. بررسي ا مر  Bromus lyticusو علف 

هاي مذکور روي جوانه زني بذور نامبرده مشخص کمرد جدايه

سبب القا و  S.grieseoleutusو  Streptomyces gibosonniکه 

تحريک جوانه زني در بذور تربچه، لوبيا و ذرت شمدنمد. در 

سبب بازدارندگي  S.claviferو S.viridochromogenes حالي که

 Bromusزني بذور تربچه، ذرت، لوبيا  و عملمف ­از جوانه

lyticus  هايي که داراي بازدارندگي از شدند. در ادامه تا ير جدايه

 Bacillus subtilisزني بذر بودند، روي رشد بماکمتمري جوانه

سنجيده شد و با تشکي  هاله عدم رشد باکتري، مشخص شمد 

هما ها روي رشد باکتري ه  ا ر منفي دارند. بمررسمياي  جدايه

زنمي بمذور و که مس ول بازدارندگي از جوانه نشان داد ترکيبي

 phosphinothricin  رشد باکتري در اي  آزمايمش بمود، مماده

 (.21باشد   مي

 

 گیرینتیجه

اگرچه اي  تحقيق در شرايط آزمايشگاهي صورت پذيرفته، امما 

هاي جداسازي شده در تحقميمقمات  زم هست که آنتاگونيست

مرتبط با اي  پژوهش در شرايط مزرعه نيز صورت پذيرد. نتايب 

هاي محکمي در آينده در  جهت کاربرد تواند گاماي  تحقيق مي

ها در مزرعه باشد و از اي  نظر در جهت کنترل اي  آنتاگونيست

باشد. در حال حاضر ما از هاي قارچي زيره، نوآورانه ميبيماري

ها عليه بميمممارگمر مکانيس  ا ر مولکولي دقيق اي  آنتاگونيست

هاي خار  سلولي نظير آميملاز، اطلاعاتي نداري  اما توليد آنزي 

هماي تواند خوا  ضد قارچي آنتاگونيمسمتپروت از و ليپاز مي

 مذکور را عليه بيمارگر تشديد کند.

 

 تشکر و قدردانی

نويسندگان از دانشگاه شهيد باهنر کرمان جهت فمراهم  کمردن 

 کنند. امکانات آزمايش تشکر مي
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