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 چکیده

بسیاری از  موردتوجهمیکروبی ضدهای ثانویه و ترکیبات علت تولید انواع متابولیتها بهسیانوباکتری

قارچی ضدبا هدف افزایش تأثیر  BG11سازی محیط کشت بهینه منظور به. این تحقیق اند قرارگرفتهمحققان 

 .Fusarium oxysporum f. sp ی گیاهیبیماریزاعلیه دو قارچ  Cyanobacterium sp. PGU1سیانوباکتری 

lycopersici  وRhizoctonia solani AG2-2-IIIB  .فارس  شده از آب خلیجسیانوباکتری جداسازیانجام شد

 .Cyanobacterium spبا عنوان  16S rRNAشناختی )مورفولوژیک( و تعیین توالی  با دو روش ریخت

PGU1 کشت یطمحسازی شناسایی شد. بهینهBG11 با تغییر میزان منابع نیتروژن و فسفات موجود در ،

و  04/0، 02/0و میزان  NaNO3ی گرم در لیتر برا 3و  7/1، 57/0محیط کشت، هرکدام در سه سطح، شامل 

ی بررسقارچی سیانوباکتری  ضدانجام شد و تأثیر این مقادیر بر فعالیت K2HPO4 گرم در لیتر برای  00/0

سازی  ینهبهاز کشت خالص سیانوباکتری، پیش و پس از  آمده دست بهقارچی عصارۀ متانولی ضدشد. تأثیر 

سازی محیط کشت، درصد جلوگیری از بهینهپس از . به روش اختلاط عصاره در محیط کشت بررسی شد

از  AG2-2-IIIB  R. solaniدرصد و برای  43/05به  33/53از  F. oxysporum f. sp. lycopersici رشد

 درصد افزایش یافت.  22/30به  45/02

 

 محیط کشت. سیانوباکتری، ،قارچیضدسازی، ترکیبات بهینه :واژگانکلید

 

مقدمه

 درصد 50گیاهان بستگی دارد و امروزه حیات بشر به 

شود. می تأمیناز گیاهان نیز  انسان یازموردنمواد غذایی 

 تأمینبا توجه به اهمیت گیاهان و نقش مهمی که در 

دارند، کوشش برای افزایش تولید و حفظ  غذای انسان

 دها اهمیت بالایی دارآفات و بیماری ةاز حمل آنها

(Sharma et al. 2012). 

هایی بیماریبیماریزای گیاهی با ایجاد های  عامل

میری، پوسیدگی ریشه، پژمردگی و مرگ مانند بوته

شوند. گیاهچه، سبب کاهش محصول در گیاهان می

های شیمیایی از جمله کشکاربرد آفت متأسفانه

ها در این راستا، موجب مخاطرات کشقارچ

 های است. از جمله زیانی بسیاری شده طیمح ستیز

های شیمیایی در تولید محصولات کشکاربرد آفت

بردن موجودهای غیرهدف و پیدایش ، از بینغذایی

، رو نیازاها است؛ کشهای بیماریزای مقاوم به آفت عامل

راهبرد کنترل زیستی )بیولوژیک( و جایگزینی 

های زیستی بدون خطر،  های شیمیایی با عاملکشآفت
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های جایگزین برای وشمطرح شده است و استفاده از ر

ها مانند کنترل زیستی امری مهم در کنترل بیمارگر

 Tantawy)آید شمار میها بهمدیریت تلفیقی بیمارگر

2011, Alwathnani and Perveen 2012 .) 

ها های مرتبط با کاربرد انواع سیانوباکتریدر پژوهش

، موارد زیادی از تأثیر آنتاگونیستی زیستی در کنترل

های ثانویة تولیدشده توسط این ریزموجودها ولیتمتاب

ها و سموم مختلف گزارش شده بیوتیک مانند انواع آنتی

در انواع ی آب-های سبزجلبکیا ها سیانوباکتریاست. 

های خاکی وجود های آب شیرین، دریا و محیطمحیط

ة بسیاری از های ثانویمتابولیتهای اخیر دارند. در سال

 استخراج شده هاسیانوباکترییژه و بهموجودات این ریز

ترکیب جدید شیمیایی از  هزارپانزدهبیش از است. 

که از جملة  دست آمده استه ها بجلبکریز  ۀتودزیست

تنوئیدها، ومانند کار یفرد ترکیبات منحصربه توانمی آنها

 ها،ها، پلیمرهای چرب، آنزیمها، اسیداکسیدانتآنتی

 Basha andمختلف را نام برد ) ترول و سمومها، اسپپتید

Bhatnagar 2012 از سوی دیگر، ترکیبات بسیاری با .)

، (تومورغده )ضدسرطان، ضدمیکروبی، ضدهای خاصیت

استخراج شده است  آنهای از قارچضدویروس و ضد

(Stensvik et al. 1998, Heidari et al. 2012.) همین  به

مناسبی برای  عنوان گزینةریزموجودها به دلیل، این 

 .اندسودمند شناخته شده زیستیمواد و استخراج کشف 

ها از سیانوباکتری توان اذعان داشت کهدر نتیجه می

 آنهاتوان از هستند که می زیستی مهمهای  عاملجمله 

های گیاهی، جانوری و بیمارگربرای کنترل بسیاری از 

ها و حتی مخمر هاها، باکتریانسانی مانند انواع قارچ

 (.Latysheva et al. 2012)د استفاده کر

مختلف نشان داده است که بروز بسیاری  هایبررسی

محصولات گیاهی، با استفاده از گیاهان و ها در از بیماری

ها در سیانوباکتری ی ترکیبات موجودآنتاگونیست ویژگی

و جستجو برای درک  هابررسیانجام این  یابد.کاهش می

های از جنبه ،هاسیانوباکتری ۀعصار ۀبازدارند تأثیر

 . (Kulik 1995)دارد بسیاری اهمیت 

توسط  یدشدهتول زیستیاستفاده از ترکیبات فعال 

ی های برتریهای گیاهی ها در کنترل بیماریسیانوباکتری

 Abo-Shady et) داردهای شیمیایی کشنسبت به آفت

al. 2007قارچی سه ضد تأثیر ،ها(. در یکی از پژوهش

-Spirulina platensis ،Anabaena flosسیانوباکتری

aquae  وNostoc muscorum  ی بیماریزابر دو قارچ

 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersiciشامل گیاهی

 یریگ اندازهبرای بررسی شد. Rhizoctonia solani  و

قارچی از روش اختلاط عصاره با محیط کشت ضد تأثیر

گیری نسبت به شاهد اندازه ها قارچاستفاده و رشد خطی 

ة جدای درقارچی ضد تأثیر. در این آزمایش بهترین شد

N. muscorum  درصد  8/94و  44/44که  شدمشاهده

 F. oxysporumو  R. solaniکاهش رشد را به ترتیب بر 

f. sp. lycopersici  اعمال کرد(Tantawy 2001). 

، قادر به تولید Anabaenaهای جنس سیانوباکتری

توان برای می آنهاکه از  هستندهای هیدرولیتیک آنزیم

ها . بسیاری از سیانوباکتریکردها استفاده کشتولید آفت

 ،.Oscillatoria sp.،sp.  Nostoc ،Calothrix sp جمله از

Phormidium sp.،   Fischerella sp. و Anabaena sp. 

های بیماریزای گیاهی  عامل زیستیینة کنترل زم درنیز 

های  یشآزما. در بسیاری از اند شدهی بررسبسیار 

ها از سیانوباکتری شده استخراجهای متابولیتمیکروبی، ضد

های استاندارد تأثیر بیوتیکها و آنتیکشدر مقایسه با قارچ

از خود نشان  مورد بررسیهای مارگربهتری روی انواع بی

 .(Tantawy 2011دادند )

انواع خاصی از توانایی تولید  هاسیانوباکتریاز برخی 

 هایهایی که از جنسزهرابه. نددار ها توکسین
Anabaena  وNostoc  کارایی بالایی استخراج شده است

ایجادشده  هایبیماری دیگرو  میریبوتهدر کنترل 

 مثال طور به ند؛ری گیاهی دابیماریزا های عاملتوسط 

 تأثیرNostoc  ةگوناز شده استخراج پپتیددپسی

 یفرنگ گوجهی بیماریزادر برابر قارچ ی بالایی آنتاگونیست

F. oxysporum f. sp. lycopersici  و  از خود نشان داده

دارو و عنوان استفاده به ةنیدرزم بالاییپتانسیل 

بر  افزون .(Tantawy 2011) داردکشاورزی تحقیقات 

و  یکشفعالیت حشره یدر تحقیقات دیگر ،این

گزارش شده  هادر مورد این ریزموجودنیز  ینماتدکش

 قابلیتبنابراین بالفعل کردن  (؛Tong Tan  2007) است

امری مهم  بیمارگرهادر برابر انواع  هاموجودریزاین  ۀبالقو

شمار به ها یماریبو  اتمدیریتی مبارزه با آف نظامدر 

 (.Tong Tan  2007) آیدمی

یدشده تولهای متابولیتیر سودمند تأثبا توجه به 
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ی بیماریزاهای  ها در کنترل عاملتوسط سیانوباکتری

گیاهی، این پژوهش با هدف جداسازی سیانوباکتری از 

های مولکولی و فارس و شناسایی آن با روش آب خلیج

سازی  ینهبهبعد،  شناختی انجام شد. در مرحلة ریخت

 .Cyanobacterium spمحیط کشت سیانوباکتری 

PGU1 قارچی آن علیه دو ضدمنظور افزایش تأثیر  به

 .F. oxysporum f. spقارچ بیماریزای گیاهی

lycopersici  وی فرنگ گوجهعامل پژمردگی آوندی 

R. solani AG2-2-IIIB  عامل مرگ گیاهچة لوبیا

 طراحی و اجرا شد.

 

هاروشموادو
 های قارچی جدایه ۀتهی

 .F. oxysporum f. spی گیاهی شامل بیماریزاهای قارچ

lycopersici وR. solani AG2-2-IIIB   از بخش

کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه  ۀدانشکد پزشکی گیاه

 ینیزم بیسروی محیط کشت  وبوشهر تهیه  فارس خلیج

 .شد افزونش (PDA)دکستروز آگار

 

 سیانوباکتری یساز خالصجداسازی و 

میکرولیتر از نمونة آب  19جداسازی سیانوباکتری،  منظور به

کشت داده شد.  BG11دریا در پلیت حاوی محیط کشت 

های حاوی نمونة آب دریا به مدت دو هفته در شرایط پلیت

لوکس و دمای  0000نور سفید نوری و دمایی مناسب )

C
 (.Zhang and Feng 2008نگهداری شد ) (°08

 شده دادههای کشت پلیتبرای تهیة کشت خالص، 

در زیر ، مناسب یطدر شرا نگهداری هفته سه تا دو از پس

های پدیدارشده هود لامینار بررسی شدند. کلونی

دیگری به روش  پلیتیلة لوپ سترون برداشته و در وس به

ها در پلیت ای کشت داده شدند.کشت چهار منطقه

شرایط نوری و دمایی مناسب به مدت دو هفته نگهداری 

های کلونیتک ازآن پسشدند تا کشت خالص ایجاد شود. 

ایجادشده، در زیر میکروسکوپ نوری بررسی شدند. 

ها، پروکاریوت و مانند دیگر سیانوباکتری ازآنجاکه

 آنهاهایی که در ها  بدون هسته هستند، نمونهباکتری

 Mohammadiی شدند )بررسنشد  هسته مشاهده

2012 .) 

 سیانوباکتری ۀشناسایی جدای
 ریختی هایویژگی یۀبر پاجدایۀ سیانوباکتری  شناسایی

 و میکروسکوپی ، مشخصاتریختیشناسایی  برای

 هایتوجه به کلید با نظر های موردجدایه ماکروسکوپی

 ,Prescott 1962) شدها بررسی سیانوباکتری شناسایی

Anand et al. 1990 مانندی های ویژگی(. در این بررسی 

اندازه و  ها ویاختهای بودن، شکل و رشته ای یاختهتک

، داشتن یا نداشتن کلونیها دریاخته، آرایش آنهاابعاد 

ای تریکومی، منشعب یا ساده غلاف لعابی، در انواع رشته

 مانند یافته تخصصهای یاخته، داشتن هابودن تریکوم

های گازی، داشتن یا هتروسیست، آکینت و واکوئل

 ،ماکروسکوپی های ویژگینداشتن حرکت لغزشی و از 

های جامد و مایع و رنگ آن در محیط کلونیشکل 

 .(Zarrini et al. 1390) ی شدبررس

 
 شناسایی مولکولی جدایۀ سیانوباکتری

ریبوزومی  RNAاز تعیین توالی  ،برای شناسایی مولکولی

S74  در آغازاستفاده شد. در این روش  DNAبه روش 

CTAB  شداستخراج (Graham et al. 1994.)  در مرحلة

با  PCRاز واکنش  16S rRNAژن  افزونش منظور بهبعد 

ها استفاده های اختصاصی سیانوباکتری(پرایمرآغازگر )

 90در حجم  PCR(. مخلوط واکنش 7)جدول  شد

، dNTPمولار یلیم x 7 ،0/0میکرولیتر شامل بافر

 ،MgCl2مولار میلی 9/0ها، از آغازگر یک پیکومول از هر70

واحد آنزیم  9/0سیانوباکتری و  ژنومی DNAنانوگرم  700

C دمای باPCR پلیمراز بود. واکنش در دستگاه تک
°54 

 ةبرنام با چرخه سی در و شد شروع دقیقه سه به مدت

Cدمایی 
C ثانیه، بیست به مدت °54

 بیست مدتبه  °90

Cثانیه و 
 با یتدرنهاثانیه دنبال شد و  نودبه مدت  °10

Cدمای  ای دردقیقه پنجیک زمان 
واکنش تکمیل  °10

درصد در  9/7روی ژل آگاروز  PCR . محصولشد

 سپس در دستگاه دستگاه الکتروفورز بارگذاری شد و

محصول  یساز خالص. شدبررسی  ی از ژلبردار عکس

PCR سط شرکت و تعیین توالی توMetabion  آلمان

 شده ثبتهای توالیبا  آمده دست به ؛ سپس توالیشدانجام 

ها تعیین انطباق داده شد تا بیشترین قرابت نمونه  NCBIدر

 شد ییشناسا موردنظریت سیانوباکتری درنهاشود و 

(Morin et al. 2010). 
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 مورد بررسیبرای شناسایی مولکولی سیانوباکتری  استفاده مورد. آغازگرهای 7جدول 
Table 1. Primers used for molecular detecting of studied cyanobacteria 

Primer name sequence Primer Reference 
Forward primer 5ʹ-CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA-3ʹ Soltani et al. 2008 

Reveres primer 5ʹ-GACTACWGGGGTATCTAATCCCWTT-3ʹ Zarrini et al. 2011 

 

 تودۀ سیانوباکتریتهیۀ زیست

های آزمایش در لوله شده خالصهای سیانوباکتری در آغاز

 3900به مدت دو هفته در شرایط نور  cc00حجم  با

Cدمای و لوکس 
 .کشت شدند BG11در محیط  °09

های رشد لگاریتمی به ارلن ةها در مرحلسیانوباکتری

cc090  حاوی محیط کشت مایعBG11 در  و منتقل

C لوکس، دمای 0000شرایط نوری 
های ، دوره°09

ساعت تاریکی و با  هشتساعت روشنایی و  شانزده

دستگاه لرزای اتاقک رشد دور در دقیقه در  صدچرخش 

 . (Vonshak 1986شد )داده )شیکر انکوباتور( پرورش 

 

 قارچی عصارۀ متانولی سیانوباکتریضدتعیین فعالیت 

 ۀاز روش اختلاط عصارقارچی ضدبرای تعیین فعالیت  

استفاده شد. در این روش  PDAمتانولی با محیط کشت 

حجمی  -درصد حجمی 700و  19، 90، 09های غلظت

 شد؛ها ریخته پلیتسی تهیه و درون سی 0در حجم 

 ةدرج 49اتوکلاو شده به  PDAدمای محیط  ینکهازا پس

سی سی 00ها به حجم پلیتی ارسید، محتو سلسیوس

 رسانده شد.

قرص قارچی از کشت هفت روزه جدا و در مرکز  

سیانوباکتری قرار  ۀحاوی عصارPDA های محیط کشت

 0عصاره و حاوی  بدون PDA. محیط کشت گرفت

ها به پلیت. شد استفادههد سی متانول به عنوان شاسی

قرار گرفتند.  اتاقک رشددر  C0±09° روز در پنجمدت 

ها از روز اول تا روز پنجم ثبت شد و قارچقطری  رشد

متانولی سیانوباکتری  ۀکنندگی عصارجلوگیریدرصد 

 Alwathnani)شد نسبت به شاهد از فرمول زیر محاسبه 

and Perveen 2012 :) 
I = (C-T/C) ×100                                            

 

I کنندگیجلوگیری: درصد 

C شاهد پلیت: رشد قطری قارچ در 

T ۀهای تیمارشده با عصارپلیتقارچ در  قطری: رشد 

 سیانوباکتری

 BG11 کشت طیمحسازی بهینه

، با تغییر میزان منابع  BG11کشت یطمح سازی ینهبه

( در محیط K2HPO4( و فسفات )NaNO3نیتروژن )

 (. میزانZang and Feng 2006)شد کشت انجام 

NaNO3  وK2HPO4 ها برای کشت سیانوباکتری یازموردن

. استگرم در لیتر  04/0و  9/7به ترتیب  طورمعمول به

این ترکیبات نصف و دو برابر و  میزان، سازی ینهبه برای

ی سیانوباکترقارچی ضد فعالیتاین مقادیر بر تغییر  تأثیر

منبع نیتروژن و فسفات ترکیب . بدین منظور شد یبررس

گرم برای  3و  9/7، 19/0در سه سطح با مقادیر  هرکدام

NaNO3 گرم برای08/0و  04/0، 00/0 ریداو مق 

K2HPO4 در شرایط نوری  در سه تکرار تیمار عنوان نهبه

C لوکس و دمای 0000
. پس از آزمایش شد °09

 ۀلگاریتمی، تود (فازحالت )ها در برداشت سیانوباکتری

در آون خشک و در مجاورت متانول  آمده دست به

 آمده دست بههای عصاره تأثیر یتدرنهاگیری شد. عصاره

از روش اختلاط عصاره با محیط کشت و در غلظت 

بیمارگر بررسی )حجم به حجم( بر رشد دو  درصد700

 ,Xiaobo et al. 2006, Azma et al. 2011)شد 

Kathiresan et al. 2006, Saha et al. 2003). 

 

 آماری لیوتحل هیتجز

کامل  ةفاکتوریل و در قالب طرح پای صورت به آزمایش

با  آمده دست بههای تصادفی، با سه تکرار اجرا شد. داده

ند. برای شدواریانس  ةتجزی SAS افزار نرماستفاده از 

نیز از آزمون چند  آمده دست بهمیانگین نتایج  ةمقایس

 .(Kim and Kim 2008)شد ای دانکن استفاده دامنه

 

نتایجوبحث

بررسی مشخصات ریختی میکروسکوپی و ماکروسکوپی 

های شناسایی معتبر و تطبیق آن با کلید موردنظرة جدای

یی بوده و تا هشتها دو، چهار و یا مشخص کرد کلونی

و با یک غلاف طبقه داشتند  طبقهیا  هیلا هیلاظاهری 

مخاطی احاطه شده بودند. سیانوباکتری بدون هتروسیست 
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ی با ظاهری دیپلوکوک بود که ا اختهی تکو اکینت بوده و 

یی است. دوتاتقسیم  صورت بهۀ نوع افزونش آن دهند نشان

های شناسایی مشخص کرد های با کلید تطابق این ویژگی

 است Chrococculesاز راستة  موردنظرکه سیانوباکتری 

 (. 7)شکل 
 در مولکولی تجزیة هایروش اخیر یها در دهه

 ژن توالی بررسی پایة ها برشناسایی سیانوباکتری

 ، گسترش 16S rRNAۀسازند هایزیرواحد کدکنندۀ

 (.Fiore et al. 2000یافته است ) زیادی

 حفاظت شده است و 16S rRNAژن  ۀکدکنند ناحیة

 از پس را ژنوم از بخش این کدکنندۀ ژن توالی توانمی

یابی کرد و سپس با توالی PCR روش کمک به افزونش،

 توانژن، می جهانی هایبانک در توالی این واردکردن

شناسایی کرد. این روش توسط  توالی را آن دارای گونة

 ,Fiore et al. 2000) استبسیاری از محققان انجام شده 

Morin et al. 2010, Saha 2003.) 

باز( با استفاده از  470) 16S rRNAبخشی از توالی 

های مستقیم و معکوس افزونش و با استفاده از آغازگر

BLAST در بانک ژن جهانی  شده ثبتهای با توالی

از جنس  آمده دست به 16S rRNAمقایسه شد. توالی 

درصد( با 58، بالاترین همولوژی )بیش از مورد بررسی

 نکهیاداشت. نظر به  Cyanobacterium IHBجنس 

فارس جدا شده بود، جدایة  جدایة سیانوباکتری از خلیج

 نامیده شد.  PGU1در این تحقیق  مورد بررسی

درخت تبارزایی )فیلوژنتیک( نزدیکی و مقایسة 

Cyanobacterium sp. PGU1 در این  مورداستفاده

مشاهده  0ی دیگر در شکل ها جنسپژوهش با برخی 

 شود. می

 

      
 40 × بزرگنمایی در Cyanobacterium sp. PGU1های سیانوباکتری جنس (؛ یاختهA. )7شکل

(B کلونی سیانوباکتری جنس )Cyanobacterium sp. PGU1 روی محیط کشت  شده کشتBG11 
Figure1. Cyanobacterium cells (Cyanobacterium sp. PGU1) in magnifying × 40 (A), cyanobacterium colonies of 

Cyanobacterium sp. PGU1 on BG11 medium 

 

 
شده با  یمترسهای موجود در بانک ژنی جهانی با برخی جنس Cyanobacterium sp. PGU1 تبارزایی سیانوباکتری درخت. 0شکل 

 Neighbor-Joiningتجزیه  پایة رب MEGA 5.2 افزار نرماستفاده از 
Figure 2. Phylogenetic tree of some cyanobacteria genus of global gene bank and Cyanobacterium sp. PGU1 based on 

Neighbor-Joining method in MEGA 5.2 software 
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انوباکتری قارچی عصارۀ متانولی سی ضدبررسی تأثیر 

-AG 2-2 و  F. oxysporum f. sp. lycopersiciعلیة 

IIIB R. solani اره به ترتیب موجب نشان داد که عص

درصد کاهش رشد قطری در این  41/80و  33/15

ی آنتاگونیست خاصیتبیمارگرها شد. در تحقیقی که روی 

 و Phormidium autumnaleدو گونه سیانوباکتری 

Nostoc linckia  و سه قارچAspergillus ،Alternaria  و

Cladosporium قارچ علیه F. oxysporium f. sp. 

lycopersici  که در بین  شدمشخص صورت گرفت

های و در بین گونه Aspergillus، آنتاگونیستهای قارچ

 د رش ازیشترین بازدارندگی را ب Nostoc، سیانوباکتری

 F. oxysporum f. sp. lycopersici  ندنشان داداز خود .

 درصد بود که در تیمار با 53 رشد قارچ کاهش یشترینب

Nostoc sp.  ی مختلفآنتاگونیستبه دست آمد. درجات، 

و ترکیبات  هابیوتیک آنتیاحتمال دارد به دلیل تولید 

که  ها باشد آنتاگونیست یدشده توسطتول ۀ دیگرمهارکنند

 مواد متفاوت بودبا توجه به ماهیت، کیفیت و میزان این 

(Alwathnani and Perveen 2001).  بررسی تأثیر

 روی .Nostoc spهای از گونهدیگر یکی  ۀبازدارندگی عصار

F. oxysporum f. sp. lycopersici  بیماریزایو چند قارچ 

 ۀبا افزایش غلظت عصار نشان داد کهفرنگی گیاه گوجه

بیشترین و  یافتهمیزان آلودگی قارچی کاهش  سیانوباکتری،

کاهش رشد روی  درصد87میزان مهارکنندگی با 

.oxysporum f. sp. lycopersici F ۀعصار توسط Nostoc 

sp. به دست آم( دKim and Kim 2008). 

 سازی محیط کشت سیانوباکتریبهینه منظور به

PGU1  های قارچ آن علیهقارچی  ضد تأثیربرای افزایش

ی مورد آزمون، منابع نیتروژن و فسفات محیط بیماریزا

. منابع نیتروژن و فسفات داده شدتغییر  BG11کشت 

در تولید  مؤثرمحیط کشت سیانوباکتری از جمله منابع 

روند شمار میبه هاترکیبات زیستی در این ریزموجود

(Kathiresan 2002.) 

 
در مقادیر  بیماریزای گیاهی قارچی علیه دو قارچ ضدافزایش تأثیر  منظور به BG11سازی محیط کشت یانس بهینه. تجزیة وار0جدول 

 (K2HPO4( و فسفات )NaNO3مختلف منابع نیتروژن )
Table 2. Analysis of variance for optimization of BG11 medium in order to increasing antifungal activity against two 

pathogen fungi in different amounts of nitrogen(NaNO3) and phosphate (K2HPO4) 

Source  

of variation 
Degree of  

freedom  
(df) 

Optimization of N and P sources for  

increasing antifungal activity of against  
F. oxysporum f. sp. lycopersici 

Optimization of N and P sources for  

increasing antifungal activity against 
AG2-2-IIIB  R. solani 

Treatment 9 45.31*** 80.52*** 

N 2 58.80*** 144.83*** 
P 2 84.86*** 138.37*** 
N × P 4 18.79** 

19.43** 

Error 18 3.56 4.82 

Coefficient of variation - 2.30 2.70 

  and *** are significant different at 0.01 and 0.001 respectively **.     درصد 7دار در سطح یک در هزار و   ترتیب تفاوت معنی *** و ** به

 

 
منظور افزایش  به BG11محیط کشت  (K2HPO4( یا )Pسازی منبع فسفات )به ترتیب مقایسة میانگین بهینه  Bو A. نمودار 3شکل 

 AG2-2-IIIB  R. solaniو  F. oxysporum f. sp. lycopersiciهای بیماریزای گیاهی قارچی علیه قارچ ضدتأثیر 
Figure 3. Mean comparison of optimization of phosphate sources (K2HPO4) in BG11 medium for increasing antifungal 

activity against F. oxysporum f. sp. Lycopersici (A) and R. solani AG2-2-IIIB (B) 
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منظور افزایش  به BG11محیط کشت  (NaNO3( یا )Nسازی منبع نیتروژن ) به ترتیب مقایسة میانگین بهینه Bو  A. نمودار 4شکل 

 AG2-2-IIIB  R. solaniو  F. oxysporum f. sp. lycopersiciهای بیماریزای گیاهی قارچی علیه قارچ ضدتأثیر 
Figure 4. Mean comparison of optimization of nitrogen sources (NaNO3) in BG11 medium for increasing antifungal 

activity against F. oxysporum f. sp. Lycopersici (A) and R. solani AG2-2-IIIB (B) 
 

    
 های بیماریزای گیاهیقارچی علیه قارچ ضدمنظور افزایش تأثیر  سازی به به ترتیب اثرهای متقابل بهینه Bو  A. نمودار 9شکل 

F. oxysporum f. sp. lycopersici وAG2-2-IIIB   R. solani در مقادیر مختلف( منابع فسفاتK2HPO4( و نیتروژن )NaNO3) 

N.P-اثر متقابل منبع نیتروژن و فسفات 
Figure 5. Mean comparison of optimization of nitrogen (NaNO3) and phosphate (K2HPO4) sources in BG11 medium for 

increasing antifungal activity against F. oxysporum f. sp. Lycopersici (A) and R. solani AG2-2-IIIB (B) 
 

دار سطوح  انس گویای اختلاف معنینتایج تجزیة واری

یگر د عبارت به(. 0)جدول ستآنهاو اثرهای متقابل  ها عامل

در سطح  آنهاسطح نیتروژن و فسفات و نیز اثرهای متقابل 

( که با توجه به 9تا  3ی ها شکلدار شد ) معنی 007/0

دار شدن اثرهای متقابل، از تفسیر اثرهای ساده به معنی

 تفسیر شد. آنهاتنهایی خودداری و اثرهای متقابل 

سازی منبع نیتروژن و فسفات محیط کشت در بهینه

 ضدبهترین شرایط برای افزایش تأثیر  ،PGU1سیانوباکتری 

و  R. solani AG2-2-IIIBقارچی علیه دو قارچ بیماریزای 

F. oxysporumf. sp. lycopersici  در تیمار عصارۀ

و  NaNO3از محیط کشت حاوی سه گرم  آمده دست به

درصد کاهش  43/81و  40/50، با K2HPO4گرم  00/0

سازی از بهینه آمده دست به(. نتایج 4)شکل  شد یجادارشد 

دهد که با کاهش محیط کشت سیانوباکتری نشان می

قارچی  ضدمیزان فسفات و افزایش میزان نیتروژن، تأثیر 

یابد افزایش می Cyanobacterium sp. PGU1سیانوباکتری 

 (.9)شکل 

روی تأثیر فسفات در  شده انجامدر یکی از تحقیقات 

 Oscilatoria تولید ترکیبات فعال زیستی در سیانوباکتری

sp. سفات در محیط که با کاهش میزان ف شد، مشخص

و میزان سمّیت کشت تولید ترکیبات فعال زیستی 

 .Samosorrn et alیابد )افزایش میتوسط سیانوباکتری 

کمترین درصد کاهش رشد دو در این پژوهش،  (.2007

 و AG2-2-IIIB R. solaniقارچ بیماریزای گیاهی 

F. oxysporum f. sp. lycopersici  و  91/14به ترتیب

گرم منبع نیتروژن و  9/7و  19/0درصد در مقادیر  3/13

گرم منبع فسفات در محیط کشت سیانوباکتری 04/0

داری نیز نداشتند. میانگین آمد که اختلاف معنی دست به
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در سطوح مختلف نیتروژن و فسفات برای  مؤثرهتولید مواد 

AG2-2-IIIB R. solani  وF. oxysporum f. sp. 

lycopersici و  7/87یکسان بود و به ترتیب  به یکنزد

سازی  نتایج گویای بهینه درمجموعآمد.  به دست 3/87

یکسان بوده  به یکنزدبرای مبارزه با هر دو عامل بیماریزا 

است. تحقیقات دیگر گویای آن است که منبع فسفات و 

نیتروژن موجود در محیط کشت، دو منبع اهمیت در رشد، 

ثانویه در این ریزموجودها های متابولیتافزونش و تولید 

از این تحقیق  آمده دست بههای دارند که این امر با یافته

 Takagi et al. 2000, Golberg andهمخوانی داشت )

Chen 2006, Samosorn et al. 2007, Azarm and .

Mohajer 2010) . 
 

 
 نسبت به شاهد AG2-2-IIIB  R. solani علیه قارچ Cyanobacterium sp.PGU1 قارچی عصارۀ سیانوباکتری  ضد. افزایش تأثیر 4شکل

(A رشد قطری قارچ .)AG2-2-IIIB  R. solani در محیط کشت بدون عصارۀ سیانوباکتری Cyanobacterium sp.PGU1 

(B رشد قطری قارچ .)AG2-2-IIIB  R. solani در محیط کشت با عصارۀ سیانوباکتری Cyanobacterium sp.PGU1 
Figure 6. Increasing of antifungal activity of cyanobacterium extract against R. solani AG2-2-IIIB with respect to control 

A: diagonal growth of R. solani AG2-2-IIIB without Cyanobacterium sp.PGU1extract 

B:  diagonal growth of R. solani AG2-2-IIIB with Cyanobacterium sp.PGU1extract 

 

 با توجه به افزایش درصد جلوگیری از رشد

F. oxysporum  f. sp. lycopersici  43/81به  33/15از 

درصد  40/50به  41/80از  AG2-2-IIIB  R. solaniدرصد و 

توان چنین استنباط کرد که در این پژوهش می

ای برای کنترل زیستی های بالقوه ها عاملسیانوباکتری

رو  ینازاروند. شمار میبهی گیاهی بیماریزاهای  عامل

برای افزایش تولید  آنهاسازی محیط کشت بهینه

در بالا بردن خاصیت  قارچی تأثیر بسزایی ضدهای  متابولیت

خواهد داشت. با توجه به تأثیر مثبت  آنهاصارۀ میکربی ع ضد

در شرایط  Cyanobacterium sp.PGU1سیانوباکتری 

های ثانویة مؤثر توسط متابولیتآزمایشگاهی و نظر به تولید 

شود برای ارزیابی تأثیر این سیانوباکتری این جدایه، تأکید می

یق تحقهای گیاهی نیز در شرایط گلخانه بر کنترل بیماری

 نجام شود.اای  جانبه تر و همه قیقد

 
REFERENCES  
Abdelillah A, Houcine B, Halima D, Meriel C, Imane Z, Eddine SD, Abdallah M, Daoudi CS (2013) 

Evaluation of antifungal activity of free fatty acids methyl esters fraction isolated from Algerian  Inumusita 

tissimum L. seeds against toxigenic Aspergillus. Journal of Tropical Biomedicine 3(6): 443-448. 

Abo-Shady AM, Ghaffar BA, Rahhal MMH, Monem HA ( 2007) Biological control of faba bean 

pathogenic fungi by three cyanobacterial filtrates. Pakistan Journal of Biological Sciences 10(18): 

3029-3038. 

Abu-Nada Y (2006) Metabolic profiling of potato cultivars varying in horizontal resistance to late blight, 

Phytophthora infestans. Ph.D. thesis, McGill University, Canada. 
Agoramoorthy G, Chandrasekaran M, Venkatesalu V, Hsu MJ (2007) Antibacterial and antifungal 

activities of fatty acid methyl esters of the blind-your-eye mangrove from India. Brazilian Journal of 

Microbiology 38: 739-742. 

Alwathnani HA, Perveen K (2012) Biological control of Fusarium wilt of tomato by antagonist fungi and 

cyanobacteria. African Journal of Biotechnology 11(5): 1100-1105. 

Anand NL, Radha RS, Ravati G, Subramianam TD (1990) Perspectives in phycology. Today and 

Tomorrow's Printers and Publishers New Delhi. pp. 383-391. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169113600945
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169113600945
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169113600945
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169113600945
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169113600945
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169113600945
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169113600945
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169113600945


 91 ... افزایش تأثیر منظور به BG11 سازی محیط کشت ینهبه و همکاران: نجفیان گرجی 

Azarm A, Mohajer R (2010) The role of cyanobacteria biological fertilizer in improving the quality of soil. 

Proceeding of the first Congress of Fertilizer Challenges in Iran: half century of application of 

fertilizer, 2010, Tehran, Iran. (in Persian) 

Basha M, Bhatnagar A (2010) Biodiversity of microalgae and cyanobacteria from fresh water bodies of 

Jodhpur, rajasthan (India). Journal of Algal Biomass 1(3): 45-69. 

Cardoso VM, Solano AG, Prado MA, Nunan A (2006) Investigation of fatty acid esters to replace 

isopropyl myristate in the sterility test for ophthalmic ointments. Journal of Pharmaceutical and 

Biomedical Analysis  42(5): 630-4. 

Fiore M, Neilan BA, Copp JN, Rodrigues JLM, Tsai M, Lee H, Trevors JT (2005). Characterization of 

nitrogen-fixing cyanobacteria in the Brazilian Amazon floodplain. Water research 39: 5017-5026. 
Goldberg IK, Cohen Z (2006) The effect of phosphate starvation on the lipid and fatty acid composition of 

the fresh water eustigmatophyte Monodus subterraneus. Phytochemistry 67: 696-701. 

Graham GC, Mayer P, Henry RJ (1994) A simplifiedmethod for the preparation of fungal genomic DNA

for PCR and RAPD analysis. Biotechniques 1: 48-50. 

Heidari F, Riahi H, Yousefzadi M, Asadi M (2012) Antimicrobial activity of cyanobacteria isolated from 

hot spring of Geno. Middle-East Journal of Scientific Research 12(3): 336-339. 

Huang CB, George B, Ebersole JL(2010) Antimicrobial activity of n-6, n-7 and n-9 fatty acids and their 

esters for oral microorganisms. Archives of Oral Biology 55(8): 555-560. 

Khairy H, El-Kassas H (2010) Active substance from some blue green algal species used as antimicrobial 

agents. African Journal of Biotechnology 9(19): 2789-2800. 
Kathiresan S, Sarada R, Bhattacharya SGA (2006) Culture media optimization for growth and 

phycoerythrin production from Porphyridium purpureum. Biotechnology and Bioengineering 96(3): 

456-463. 

Kulik MM (1995) The potential for using cyanobacteria (blue-green algae) and algae in the biological 

control of plant pathogenic bacteria and fungi. European Journal of Plant Pathology 101: 585-599. 

Latysheva N, Palmer J, Codd GA, Barker D (2012) The evolution of nitrogen fixation in cyanobacteria. 

Bioinformatics 28(5): 603-606. 
Lin J, Dou J, Xu J, Aisa HA (2012) Chemical composition, antimicrobial and antitumor activities of the 

essential oils and crude extracts of Euphorbia macrorrhiza. Molecules 17: 5030-5039. 

Martineau E, Susanna A, Matthew R, Miller J, Anne D, Hawes JI, Webster-Brown J,  Packer MA 
(2013) Characterisation of antarctic cyanobacteria and comparison with New zealand strains. 

Hydrobiologia 711:139-154. 

Mikaeili A, Karimi T, Shamspur T, Gholamine B, Modaresi M, Khanlari M (2012) Anti-candidal 

activity of Astragalus verus in the in vitro and in vivo guinea pig models of cutaneous and systemic 

candidiasis. Brazilian Journal of Pharmacognosy 22(5): 1035-1043. 

Mohammadi F, Heshmatipour Z, Khanafari A, Njafi S, Hajipour S (2012) Isolation and identification of 

thermophilic cyanobacteria from  hot spring in Ramsar. The 13
th

 Iranian and the 2
nd

 international 

congress of Microbiology, Ardabil, Iran, 121.  

Morin N, Vallaeys T, Hendrickx L, Natalie L, Wilmotte N (2010) An efficient DNA isolation protocol for 

filamentous cyanobacteria of the genus Arthrospira. Journal of Microbiological Methods 80 (2): 148–154. 
Prescott, GW (1982) Algae of the western great lakes areas William, C. Brown Company publisher, 

Dubuqe, Iowa.  

Pohl CH, Kock JLF, Thibane VS (2011) Antifungal free fatty acids: a Review In: Mendes-yalis A (ed.), 

Science against microbial pathogens: communicating current research and technological advances. 

FORMATEX, France, Pp 61-71.  

Rodrigues LA, Lima DS, Johann S, Cisalpino PS, Pinheiro L, Pimenta S, AméliaBoaventura M  (2011) 

In vitro antifungal activity of fatty acid methyl esters of the seeds of Annona cornifolia A. St.-Hil. 

(Annonaceae) against pathogenic fungus Paracoccidioides brasiliensis. Revista da Sociedade 

Brasileira de Medicina Tropical 44(6): 777-780. 

Saha SK, Uma L, Subramanian G (2003) Nitrogen stress induced changes in the marine cyanobacterium 

Oscillatoria willei BDU 130511. FEMS Microbiology Ecology 45: 263-272. 

Salem O, Hoballah E, Ghazi S, Hanna S (2014) Antimicrobial activity of microalgal extracts with special 

emphasize on Nostoc sp.. Life Science Journal 11(12): 752-758. 

Samosorn A, Pumnuan J, Insung A, Ruangsomboon S (2007) Effects of nitrate and phosphate in culture 

medium on production of bioactive compounds by Oscillatoria sp. affecting on the house dust mite, 

Rmatophagoides pteronyssinus (Trouessart).  The 8
th

 International Symposium on Biocontrol and 

Biotechnology, 215-219. 

Sharma V, Singh G, Kaur H, Saxena A K, Ishar MP (2012) Synthesis of β-ionone derived chalcones as 

potent antimicrobial agents. Journal of Bioorganic and Medical Chemistry Letters 22(20): 6343-6. 



 7359بهار و تابستان ، 7، شمارۀ 9های گیاهی، دورۀ  کنترل بیولوژیک آفات و بیماری 98

 

Soltani N, Dezfoulian, Shokravi Sh, Bafteh-Chi L, Ehsan Sh (2008) Isolation and morphological and 

molecular characterization of  new species of cyanobacteria from firooz-kooh area (Tehran province) 

using different media cultures. Science Journal 8(4): 319-328. (in Persian) 
Takamatsu S, Nagle DG, Gerwick WH (2004) Secondary metabolites from marine cyanobacteria and algae 

inhibit LFA-1/ICAM-1 mediated cell adhesion. Journal of Natural Products 70(2):127-31. 

Tantawy STA (2011) Biological potential of cyanobacterial metabolites against some soil pathogenic fungi. 

Journal of Food, Agriculture & Environment 9 (1): 663-666. 
Takagi M, Watanabe K, Yamaberi K, Yoshida Y (2000) Limited feeding of potassium nitrate for 

intracellular lipid and triglyceride accumulation of Nannochloris sp. Applied Microbiology and 

Biotechnology 54, 112-117. 

Tong Tan, L (2007) Bioactive natural products from marine cyanobacteria for drug discovery. 

Phytochemistry 68: 954-979. 

Viyoch J, Pisutthanan N, Faikreua A, Nupangta K, Wangtorpol K, Ngokkuen J (2006) Evaluation of in 

vitro antimicrobial activity of Thai basil oils and their micro-emulsion formulas against Propioni 

bacterium acnes. International Journal of Cosmetic Science 28(2): 125-33. 
Vonshak A (1986) Laboratory techniques for the cultivation ofrnicroalgae. In: Richmond A (ed.), Handbook 

of micro algal mass culture. CRC Press, Boca Raton, FL. pp. 89-95 

Wada H, Murata M (1990) Temperature-induced changes in the fatty acid composition of the 

cyanobacterium, Synechocystis PCC68031.Plant Physiology 92: 1062-1069. 

Xiaobo Z, haiying W, Linyu H, Yongcheng L, Zhongtao L (2006) Medium optimization of carbon and 

nitrogen sources for theproduction of eucalyptene A and xyloketal A from Xylaria sp. 2508 using 

response surface methodology.Process Biochemistry 41: 293-298. 
Yoon MY, Choi GJ, Choi, YH, Jang KS, Cha B, Kim JC (2011) Antifungal activity of polyacetylenes 

isolated from Cirsium japonicum roots against various phyto pathogenic fungi. Journal of Industrial 

Crops and Products 34(1): 882-887.   
Zarrini G, Rasooli I, Abazari M, GhasemiY (2011). Investigation of antimicrobial activity of 

cyanobacteria isolated from urmialake catchment area. Journal of Ardabil University Medical 

Sciences 11(4): 329-336. (in Persain) 

Zhang W, Feng Y (2008) Characterization of nitrogen-fixing moderate halophilic cyanobacteria isolated 

from saline soils of Songnen Plain in China. Progress in Natural Science 18: 769-773. 

 

 

 

 



 

 

Biological Control of Pests and Plant Diseases  
Vol. 5, No. 1, Spring & Summer 2016 

 

 

Optimization of BG11 culture medium for increasing antifungal activity 

of Cyanobacteriumsp. PGU1 against some plant pathogenic fungi 
 

Maryam Najafian Gorji
1
, Mohammad Modarresi

2*
, Mehran Keysami

3
 and Fatemeh Jamali

4
 

1. M.Sc. Student in Marine Biotechnology, Faculty of Marin Sciences and technology, Persian Gulf University, Bushehr, Iran  

2, 4. Assistant Professors, Plant Breeding Department, Faculty of Agriculture and Natural Resources, Persian Gulf 

University, Bushehr, Iran 

3. Assistant Professor, Technical and Vocation Jihad Agriculture High Education center Mirza koochak Khan 

(Received: Feb. 22, 2015 - Accepted: Mar. 1, 2016) 

 
ABSTRACT 

Cyanobacteria have been considered due to producuction of types of secondary metabolites and antimicrobial 

compounds. This research designated for optimization of BG11 culture medium to increase the antifungal 

activity of Cyanobacterium sp. PGU1 against the plant pathogenic fungi, Fusarium oxysporum f. sp 

lycopersici and Rhizoctonia solaniAG2-2-IIIB. Cyanobacterium was isolated from the Persian Gulf and 

identified as Cyanobacterium sp. using morphological characteristics and 16S rRNA sequencing. 

Optimization was done by changing the amount of nitrogen (NaNO3) (0.75, 1.5 and 3 g/l) and phosphate 

(K2HPO4) (0.02, 0.04 and 0.08 g/l) and then the antifungal activity of cyanobacterium was investigated. 

Antifungal effects of pure culture methanol extract of cyanobacterium were investigated under in vitro 

conditions by mixing the extract derived from pure culture before and after optimization to the pathogen 

culture medium. Growth inhibition percentage for F. oxysporum f. sp. lycopersici and R. solani AG2-2-IIIB 

increased from 79.33 to 87.43, and from 82.47 to 90.62 percent, respectively. 
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