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های استرپتومایسس علیه شناسایی مولکولی و بررسی برخی خصوصیات فیزیولوژیکی سویه

ی ادلمهمولد بیماری پوسیدگی طوقه و ریشه گیاه فلفل  Phytophthora nicotianaeشبه قارچ 
(Capsicum annuum L.) 
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 چکیده

و  یمختلف قارچ بیمارگرگیاهی عوامل کنترل یبرا مؤثریعوامل  عنوانبهها آن یهاتیو متابول Streptomyces یهاگونه
شهر کرمان شامل درختان منطقه ریشه درختان جنگل قائم خاک بردارینمونهدر این پژوهش ابتدا از طریق  .شوندمحسوب می ییایباکتر

ها علیه عامل  قارچی این جدایهشبه  سپس فعالیت ضد سازی گردیدند.آمده و خالصدستبه استرپتومایسس جدایه 60 کاج، توت و عرعر
فعالیت بازدارندگی  H24و  H1، H8 سه جدایه قرار گرفت که موردبررسی Phytophthora nicotianae فلفل ریشه و طوقه پوسیدگی

بررسی آزمون رشد در ای، زایی روی میوه گیاه فلفل دلمهاثبات بیماری فراتری شامل هاآزمایش اعمال نمودند.در شرایط آزمایشگاهی 
های مذکور انجام گرفت. نتایج این پژوهش نشان  جدایههای خارج سلولی )لیپاز، آمیلاز و کیتیناز( ، بررسی تولید آنزیمحضور کلرید سدیم

هاله شفاف ایجاد کرده و  H1 ،H8، H24 هر سه جدایهروز کاملًا میوه فلفل را آلوده نمود و  7بعد از  P. nicotianaeشبه قارچ  کهداد 
و  H8خوبی داشت ولی جدایه های  رشد %5در کلرید سدیم  H1باشند و جدایه توانایی تولید آنزیم کیتیناز و لیپاز و آمیلاز را دارا می

H24  رشد ضعیفی داشتند. همچنین جدایهH1  توالی  آنالیز اساس مزبور برهای جدایه رشد نسبتاً خوبی داشت.  %7در حضور کلریدسدیم
های شناسایی و بر اساس نتایج حاصل، این جدایه ها همگی متعلق به گونه (16S rDNA)ریبوزومی  RNAزیر واحد کوچک 

سازی آزمایش آمادهدرصد( داشت.  99/1)  Streptomyces labedae بیشترین همپوشانی را با  H1استرپتومایسس بوده و سویه 
 باشد.مزبور در دست انجام می تحقیق ایگلخانه

 Capsicum annuum Phytophthora nicotianae ،Streptomyc,های خارج سلولی، آنزیم های کلیدی:واژه

 

 مقدمه

از طریق کاربرد دیگر گر شیمیایی عوامل بیمارگر گیاهی از طریق کاهش اثرات مضر یک بیمار بیولوژیک به مدیریت غیرکنترل 
 کارآمدیعوامل  عنوانبهها آن یهاتیو متابول های استرپتومایسسگونه (.Cook & Baker, 1983) گرددموجودات زنده اطلاق می

ی هاویژگیاز فرار  یآل باتیها و ترککیوتیبیآنت دی. تولشوندمحسوب می ییایو باکتر یمختلف قارچ بیمارگرهای گیاهیکنترل  یبرا
ف ترکیبات مضر شیمیایی سبب کاهش مصرتواند یمتوسعه آنها در قالب کود و سموم طبیعی و ها بوده فرد این میکروارگانیسممنحصربه
 هایهای رشدی و عملکرد گونهشاخص شیافزا یها براآن ییتوانا ن،ی. علاوه بر اگرددهای کشاورزی اعم از گلخانه یا مزرعه در سیستم

بیمارگر  Phytophthora nicotianae(. Vurukonda et al. 2018) ستا شدهدادهنشان  زراعی و باغی از محصولات یدر تعداد یاهیگ
 P. nicotianaeدی ناشی از های اقتصازیان .شودبرگ میو  میوهریشه، طوقه و گیاهی ویرانگر با توزیع جهانی است که سبب پوسیدگی 

بر اساس اهمیت خسارت  ود گردیک چالش محسوب میآن به دلیل ماهیت خاک بردی،  مدیریت بوده و به دلیل تنوع میزبان بسیار زیاد
(. 1399انی و همکاران، )میج است فتهقرارگراقتصادی به محصولات باغی در سطح ایران و جهان، در لیست ده اوومیست بیمارگر مهم 

رخی خصوصیات فیزیولوژیکی مزبور و بررسی بقارچ شبه علیه هدف این مقاله ارزیابی خاصیت ضد شبه قارچی جدایه های استرپتومایسس 
 باشد.و شناسایی مولکولی آنها می

 هامواد و روش
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کرمان  واقع در شهر ائمجنگل قمنطقه ناحیه ریشه درختان کاج، توت، عرعر ز خاک ا :ها استرپتومایسسو جداسازی  بردارینمونه
صورت جداگانه الک شد تا ها، خاک هر نمونه بهعد از خشک شدن نمونهب .آوری شدخاک جمع گرم 500 حدوداً وانجام  بردارینمونه

س از گذشت پ .ها جداسازی شدند استرپتومایسس CGA (Casein Glycerin Agar)بافتی نرم و یکنواخت حاصل گردد و روی محیط 
 روی پلیت های حاوی کشت چمنی ،ظاهر گردید. از هر پرگنه استرپتومایسس هاهای متفاوتی از  روی محیط کشت پرگنه روز 7تا  5

CGA  (.1392و همکاران،  )سلطانی نژاد انکوبه شدند گرادسانتی درجه 28تهیه و در دمای 

 %70های فلفل با اتانل بتدا میوهازایی انجام شد. در میوه: با استفاده از روشی به نام تله میوه اثبات بیماری زایی رویبیماریاثبات 
یتوفتورا روی زخم قرار فروزه  7متر از حاشیه پرگنه کشت میلی 6ضدعفونی و زخم سطحی روی میوه ایجاد گردید، سپس پلاگ به قطر 

روز شبه قارچ  7 د نمود و بعد ازبعد از سه روز شبه قارچ روی میوه فلفل شروع به رش شانده گردید.داده شد و روی آن توسط پارافیلم پو
آزمون  هویت آن تائید گردید. وجداسازی  CMAکاملاً میوه فلفل را آلوده نمود. از میوه آلوده مجدداً شبه قارچ بیمارگر روی محیط کشت 

 گیرد، محیط کشتیمموردبررسی قرار  NaCl برای انجام این آزمون که میزان رشد در مقادیر مختلف :رشد در حضور کلرید سدیم

CGA گراد درجه سانتی 28دمای  و درروی آن کشت گردید  استرپتومایسسهای  شده و جدایهرید سدیم تهیهلک %10و  7%، %5 حاوی
های فعال سط جدایهبرای سنجش ترشح آنزیم لیپاز توآزمون فعالیت لیپازی: (. 1392و همکاران،  نژاد )سلطانیانکوبه شدند 
آب مقطر استفاده  لیتر 1و  گرم آگار 15کلرورکلسیم،  گرم 1/0گرم کلرورسدیم،  5گرم پپتون،  10از محیط کشتی شامل  استرپتومایسس

و در تشتک پتری ریخته  شدهاضافهاستریل  80تویین  لیترمیلی 10که پس از استریل شدن به این محیط که در حال سرد شدن است  شد
ور منتقل گردید یا جدایه های فعال به محیط مذکجدایه روزه 7تا  5های متر از کشت، دیسکی به قطر شش میلیساعت 24شد. پس از 

ل رشد باکتری دیده مح افترشح آنزیم لیپاز، هاله رسوبی در اطر در صورتی روی محیط کشت، کشت داده شدند. انقطهصورت ها به
 .(Sierra, 1957) هیدرولیز شدن تویین است دهندهنشانشود که یم

اده گردید، بدین منظور محیط آزمون فعالیت آمیلازی: از این آزمون جهت سنجش تولید آنزیم آمیلاز و توانایی تجزیه نشاسته استف
شت شدند. این کها  ای استرپتومایسسصورت نقطه، بهساعت 24نشاسته تهیه و پس از گذشت  %1بدون کازئین و حاوی  CGAکشت 
تر محلول لوگول ریخته لیمیلی 10ها گراد انکوبه شدند. سپس روی پتریدرجه سانتی 28های پتری به مدت سه روز در دمای تشتک

 ,MacFaddin) ماندنگی بجا میر، هاله بیاندشدههایی که نشاسته تجزیهکند و قسمتشد. ید با نشاسته واکنش داده و رنگ آبی ایجاد می

2000). 
شناسایی  منظوربهگار، آدرصد  5/1کیتین کلوئیدال و  درصد 4/0 در این آزمون از محیط حداقل که حاویآزمون فعالیت کیتینازی: 

کربن استفاده شد. این محیط  تنها منبع عنوانبهدارای فعالیت کیتینازی، استفاده شد. در این محیط، کیتین  های استرپتومایسسجدایه
های ز انجماد، جدایهاهای پتری استریل منتقل شد و بعد ، محیط به تشتکازآنپسدقیقه اتوکلاو شد.  20به مدت  C˚121در دمای 

طریق هیدرولیز ازی، از دارای فعالیت کیتین های استرپتومایسسکشت شد. جدایه شدهآمادهای روی محیط صورت نقطهاکتینومیست به
 (.Hsu & Lockwood, 1975) یص خواهند بودتشخقابلکیتین و تشکیل هاله شفاف در اطراف پرگنه ها، 

 

 نتایج و بحث
روز این شبه قارچ کاملاً میوه  7 بعد از سه روز شبه قارچ روی میوه فلفل شروع به رشد نمود و بعد اززایی روی میوه: اثبات بیماری
 (.1)شکل فلفل را منهدم کرد 
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: تیمار B : تیمار شبه قارچAای: روی میوه فلفل دلمه Phytophthora nicotianaeشبه قارچ  زایی. آزمون اثبات بیماری1 شکل

 .شاهد
رشد ضعیفی داشتند، در  H24و  H8رشد خوبی داشت و جدایه های  %5در غلظت  H1آزمون رشد در حضور کلرید سدیم: جدایه 

 رشدی نداشتند. %10رشد نداشتند، هر سه جدایه در غلظت  H24و  H1رشد نسبتاً خوبی داشت و جدایه های  H1جدایه  %7غلظت 

هم  کنند و به میزان مشابه نسبت بهآنزیم لیپاز را ترشح می H24و  H1 ،H8 هر سه استرپتومایسس جدایهآزمون فعالیت لیپازی: 
 (.2لیپید موجود در محیط کشت را تجزیه کردند )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 .H24: جدایه H8 ،C: جدایه H1  ،B: جدایه A. آزمون فعالیت لیپازی. هر سه جدایه استرپتومایسس فعالیت لیپازی دارند. 2شکل 

 و H1، H8 سه جدایه استرپتومایسسها در هر ها و اضافه شدن لوگول به محیط آنپس از رشد پرگنهآزمون فعالیت آمیلازی: 
H24 (.3فعالیت آمیلازی و تجزیه نشاسته محیط است )شکل  دهندهنشانرنگی دیده شد که هاله بی 

 
 

 

 

 

 
 
 

 H24جدایه  H8:C: جدایه H1 B: جدایه A. آزمون فعالیت آمیلازی هر سه جدایه استرپتومایسس فعالیت آمیلازی دارند. 3شکل 

دهنده تجزیه کیتین توسط این جدایه ها هاله شفاف مشاهده شد که نشان H24 و H1 ،H8در هر سه جدایه آزمون فعالیت کیتینازی: 
وتحلیل : نتایج تجزیه16S rDNAهای فیلوژنی بر اساس ژن وتحلیلتجزیه. شناسایی مولکولی جدایه های آنتاگونیست بر اساس باشدمی

 .دارد Streptomyces labedaeدرصد قرابت( را با  1/99بیشترین همپوشانی ) نشان داد که H1بیوانفورماتیک استرپتومایسس جدایه 

  

A B 

A B C 

A B C 
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 گیرینتیجه
سیل مناسب آنها تا مراحل و با توجه به پتان قرارگرفتههای فراتری مورد پایش یبررسمنتخب این تحقیق در  است که جدایه بر آنامید 
یستی جهت بیوکنترل زترکیبات بازدارنده  یدتول ی رشدی و عملکرد محصولات کشاورزی وهاشاخصی زیستی، بهبود سازی، تولید کودهایتجار

سازی این قبیل محصولات، یارتجویژه به توسعه کودها و سموم زیستی در قالب توسعه هدفمند تحقیقات و  عوامل بیمارگر گیاهی پیش بروند. توجه
، مزارع و باغات خواهد گردید.هاگلخانهمنجر به تعدیل کاربری کودها و سموم شیمیایی در   
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Abstract 

Streptomyces species and their metabolites are considered as effective factors for 

controlling various fungal and bacterial plant pathogens. In this study, 60 Streptomyces 

isolates were isolated and purified by soil sampling from root regions of different trees such 

as pine and mulberry located in Ghaem forest, Kerman, Iran. Antifungal activity of these 

isolates against Phytophthora nicotianae was carried out and three isolates including H1, H8 

and H24 revealed inhibitory activity, in vitro. Further tests including pathogenicity of P. 

nicotianae on bell pepper fruit, Streptomyces species growth test in the presence of Sodium 

Chloride at 5 and 7%, production of extracellular enzymes (lipase, amylase and chitinase) by 

H1, H8 and H24 were performed. Results of this study showed that the fungus-like P. 

nicotianae completely infected the pepper fruit, 7 days post inoculation. All three antagonists 

were able to produce enzymes chitinase, lipase and amylase. H1 isolate in the presence of 

sodium chloride (5%) had a good growth whereas isolates H8 and H24 had weak growth. H1 

isolate also had a relatively good growth in the presence of Sodium Chloride 7%. These 

isolates were identified based on sequence analysis of small ribosomal RNA subunit (16S 

rDNA) and based on the results, these isolates all belonged to Streptomyces species and H1 

strain had the highest similarity with Streptomyces labedae (99.1%). It should be noted that 

greenhouse experiment is underway. 
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