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 چکیده
گیاهی مورد توجه قرار گرفته  منظور کنترل زیستی عوامل بیماریزایها به  بیوتیک های ثانویه مانند آنتی های اخیر، استفاده از متابولیتدر سال

 یه سهاز دریای عمان عل Streptomycesهایی از  این پژوهش با هدف جداسازی، شناسایی و بررسی فعالیت ضدمیکروبی جدایه است.

روی  Streptomycesهای  اجرا شد. سویه Erwinia amylovoraو  Fusarium oxysporum ،Xanthomonas campestrisبیمارگر گیاهی 

جداسازی شدند. فعالیت  های نمکی متفاوت های نشاسته کازیین اگار، گلیسرول گلیسین آگار و نشاسته نیترات آگار در غلظت محیط کشت

ها  % این سویه90گیری شد. گیری هاله عدم رشد در برابر بیمارگرهای گیاهی اندازه ا استفاده از کشت تقاطعی و اندازهها ب ضدمیکروبی سویه

 130ACدست آمد. دو سویه  متر به میلی 15±1بودند که بالاترین هاله  X. campestrisقادر به تولید هاله مهارکنندگی رشد در برابر باکتری 

کشت و تخمیری مختلفی کشت داده شدند. های پیشها در محیط ترکیب ضدمیکروبی انتخاب شدند. این سویه برای استخراج 275ACو 

 دست بههای  دهد. سویهدهد که محیط دارای گلیسرول و سویا هاله بازدارندگی را افزایش می های تخمیری مختلف نشان می استفاده از محیط

 باشند. جهت استخراج ترکیب ضدمیکروبی از حلال آلی می .Streptomyces sp یها متعلق به گونه SrRNA16آمده براساس ژن 

با ایجاد هاله  275ACو کلروفرم در سویه AC 130کلرومتان در سویه  استفاده گردید. حلال دیاستات  و اتیلکلروفرم ، کلرومتان دی

 های در محیط Streptomycesهای  دهد که برخی جدایه نشان میها بودند. این مطالعه  تر از سایر حلالمؤثرمتر  میلی 25و  21مهارکنندگی 

 توانند مورد استفاده قرار گیرند. باشند که می های بیماریزای گیاهی می دارای قابلیت کنترل باکتری ،دریایی کمتر کاوش شده

 

 .فعالیت ضدمیکروبی ،دریای عماندریایی، بیمارگرهای گیاهی،  Streptomyces کلیدواژگان:
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ABSTRACT 
In recent years, application of secondary metabolites such as antibiotics has been considered as a biological control 
method for plant pathogens. This study aimed to isolate, identify and evaluate the antimicrobial activity of Streptomyces 
species in Oman Sea against three plant pathogens including Fusarium oxysporum, Xanthomonas campestris and Erwinia 
amylovora. The Streptomyces strains were isolated on different media including starch casein agar, glycerol glycine agar 
and starch nitrate agar with different NaCl concentration. Preliminary antimicrobial activity was investigated using cross 
streak method and evaluated by measuring the zone of growth inhibition against plant pathogens. Ninety percent of the 
strains were able to inhibit the growth of X. campestris strain and the highest inhibition zone was 15±1 mm. Two strains, 
AC275 and AC130 were selected to extract the antimicrobial compound. The isolates were cultured in different seed 
cultures and fermentation media. The application of different fermentation media shows that glycerol and soybeans 
cultures increase inhibition zone. Based on 16S rRNA gene analysis, two strains were belonged to Streptomyces sp. The 
organic solvents including dichloromethane, chloroform and ethyl acetate were used in order to extract the antimicrobial 
compound. Dichloromethane in AC130 and chloroform in AC275 were more effective than other solvents by creating an 
inhibition zone of 21 and 25 mm respectively. This study shows that the Streptomyces species in less explored marine 
environment have the ability to control plant pathogenic bacteria. 
 
Keywords: Antimicrobial activity, Marin Streptomyces, plant pathogens, sea Oman. 
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 های تحقیقتازه

آمده  ترکیبات ضدمیکروبی به دست تأثیراین پژوهش به 

که از دریای عمان  .Streptomyces spهای  از سویه

های پژوهش  ویژگی پردازد. یکی از اند، می جداسازی شده

حاضر این است که به جای رسوبات، آب دریا مورد 

استفاده قرار گرفته است. بر اساس مطالعات انجام شده، 

ها و  Streptomycesتاکنون پژوهشی بر مبنای جداسازی 

بررسی خواص ضد میکروبی آنها در برابر بیمارگرهای 

 گیاهی از دریای عمان گزارش نشده است.

 

 مقدمه

های کشف شده تا سال بیوتیک نزدیک به نیمی از آنتی

مشتقات محصولات طبیعی میکروبی بودند که  2002

باشند. در  جدید می منبع اصلی برای کشف داروهای

ها برای کشف دارو از محصولات  چند دهه اخیر تلاش

میکروبی کاهش یافته است که به دلیل کاهش میزان 

های جدید و مفید از آنها بوده است.  شناسایی متابولیت

های محدود راهکارهای کشف جایگزین مانند موفقیت

استفاده از شیمی ترکیبی و همچنین افزایش 

مقاوم به چندین دارو سبب شد که توجهات بیمارگرهای 

دوباره به سمت اکتینوباکترها جلب شود که منبع مهمی 

 (.Ng et al. 2013برای محصولات ضدمیکروبی هستند )

های گرم مثبت، هوازی و دارای  ها باکتری اکتینومیست

باشند. این گروه از  درصد سیتوزین و گوانین بالا می

های هیدرولیتیک و  تولید آنزیمها به دلیل قابلیت  باکتری

باشند. تقریبا دو  ها بسیار مورد توجه میبیوتیک آنتی

های فعال  درصد از متابولیت 61ها و بیوتیک سوم آنتی

ها به ویژه  زیستی میکروبی از اکتینومیست

Streptomyces اند حاصل شده(Thumar et al. 2010). 

 طبیعت ها از درصد از اکتینومیست 10تاکنون تنها 

 ( وDuraipandiyan et al. 2010اند )جداسازی شده

های  ها از محیط تلاش در جهت جداسازی اکتینومیست

در جهت  مؤثرها گامی  تر مانند اقیانوسناشناخته

کشف  های جدید و احتمالاً جداسازی اکتینومیست

ترکیبات دارویی جدید باشد. زیرا تنوع متابولیکی و 

دهد که ی دریایی نشان میها ژنتیکی اکتینومیست

های دریایی منابعی بکر در جهت شناسایی  محیط

سال گذشته  10ترکیبات فعال زیستی جدید هستند. در 

های دریایی گرفته شده  ترکیب از باکتری 659تعداد 

ها منشا گرفته  ها از اکتینومیستمورد از آن 256است که 

ها در  اکتینومیست (.Radhakrishnan et al. 2010) است

های گیاهی مانند اندول استیک تولید برخی از هورمون

اسید و سیتوکینین نقش دارند که در مجموع باعث 

های مختلف  شوند. گونه تقویت رشد گیاه می

Streptomyces sp.  وRhodococcus fascians  قادر به

 (.Jog et al. 2012) باشند تولید این ترکیبات می

های مختلفی مانند تولید  مها از مکانیس این باکتری

کننده دیواره  های تخریب بیوتیک، تولید آنزیم آنتی

 ها، القای مقاومت میزبانی و رقابت برای  باکتری

 کنند های بیمارگر استفاده می کنترل میکروارگانیسم

(Palaniyandi et al. 2013اکتینوباکتری .) در  های مفید

بیوتیک سبب  آنتیریشه گیاهان استقرار یافته و با تولید 

هایی که  بیوتیک شوند. از اولین آنتی مهار رشد بیمارگر می

توان به در مهار بیمارگرهای گیاهی استفاده شد، می

 سیکلوهگزامید و استرپتومایسین اشاره کرد که توسط 

S. griseus های  بیوتیک ها آنتی شود. این باکتری تولید می

های  ناهنجاریکنند، که سبب ایجاد  فراری تولید می

و  Aspergillus giganteusهایی مانند مورفولوژیکی در قارچ

Penicillium viridicatum ها  شود. اکتینوباکتری می

مکانیسم دفاع غیراختصاصی گیاهان را که به دو صورت 

و مقاومت سیستمیک  1(ISRمقاومت سیستمیک القایی )

 توسط ISRکنند.  باشد، فعال می می 2(SARاکتسابی )

توسط بیمارگرها و سالسیلیک  SARهای و  ریزوباکتری

توانند سبب فعال  ها می شود. اکتینوباکتری اسید القا می

ها شوند. جلوگیری از رشد بیمارگرها با  شدن این مکانیسم

استفاده از رقابت برای کسب آهن بیشتر از سایر موارد مورد 

 بررسی قرار گرفته است. غلظت آهن در ریزوسفر پایین

دست  باشد، در این شرایط میکروارگانیسم ها برای به می

آوردن آهن شلاتورهای آهن )سیدروفور( با تمایل بالا تولید 

ی در ریزوسفر مؤثرها به طور کنند. این میکروارگانیسم می

شوند و انواعی که دارای سیدروفور با تمایل پایین  ساکن می

ها  تشوند. در برخی اکتینومیس باشند، حذف می می

مشارکت سیدروفورها در جلوگیری از بیمارگرها گزارش 

 و  S.griseus ،S. albovinaceusشده است، مانند 

                                                                                  
1. Induced Systemic Resistance 
2. Systemic Aquired Resistance 
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S. viriginiae  که سیدروفور آنها از تندش اسپور در

Moniliophthora perniciosa کند  جلوگیری می

(Palaniyandi et al. 2013.) 

X. campestris تحرکغیرم هوازی، منفی، گرم باکتری 

 سوختگی و برگی لکه به منجرکه  باشد می ایمیله و

 Erwinia. (al et Leyns. 1984) شود می گیاهان

amylovora شود می محسوب گیاهی بیمارگر از دیگر یکی 

 گیاهی های بافت شدن نرم و نکروز گال، بیماری سبب که

 در را آتشک یا و باکتریایی نرم فساد بیماری و است

 کند می ایجاد سیب و به گلابی، مانند دار نهدا میوه درختان

(Vrancken et al. 2013 .)قارچ F. oxysporum عامل 

 طریق از که است گیاهی های سرشاخه و ها برگ پژمردگی

 در میری بوته به منجر و یابد می انتشار گیاهان در آوندها

 گردد می گیاه رشد مراحل تمامی در جالیزی محصولات

(Nelson et al. 1981 .) 

 هدف از انجام پژوهش جداسازی و شناسایی

دریای عمان به  Streptomyces هایی از جنس جدایه

منظور بررسی پتانسیل قابلیت کنترل زیستی آنها 

دهد که تاکنون هیچ  های ما نشان می باشد. بررسی می

های دریای عمان   Streptomycesگونه بررسی بر روی 

 صورت نگرفته است.

 

 هامواد و روش
 های آنویژگی برداری و محل نمونه

متری ناحیه لیپار دریای عمان  10نمونه آب از عمق 

 N 09 25E/51 60واقع در جنوب ایران با مختصات 

تهیه شد. میزان شوری آب دریای عمان به طور متوسط 

باشد و با افزایش عمق کاهش  گرم بر لیتر می 37

آن در عمق  ، به طوری که بیشترین میزان شورییابد می

متر  3000صفر و کمترین میزان شوری در عمق 

های آب در تاریکی و تحت شرایط  باشد. نمونه می

های استریل به آزمایشگاه منتقل شد. ویژگی

فیزیکوشیمیایی نمونه توسط آزمایشگاه آنالیز دستگاهی 

 دانشگاه فردوسی مشهد تعیین شد.

 

محیط و ترکیبات  Streptomycesهای  جداسازی گونه

 کشت

ها از سه محیط کشت مختلف با  جهت جداسازی باکتری

گرم بر لیتر(  26و  20) NaClدو غلظت مختلف نمک 

ها شامل نشاسته کازیین  استفاده شد. این محیط کشت

گلیسین آگار و نشاسته نیترات آگار  آگار، گلیسرول

ها (. جهت جلوگیری از رشد قارچ1باشد )جدول  می

لیتر  میکروگرم بر میلی 100هگزامید بیوتیک سیکلو آنتی

ها و  استفاده شد. به منظور جداسازی بهتر سویه

ها، تیمار گرمایی نمونه  جلوگیری از رشد سایر باکتری

به مدت  سلسیوسدرجه  60 و 55آب در حمام آب گرم 

تا  10-1دقیقه انجام شد. از نمونه آب سری رقت از  10
هر رقت با سه میکرولیتر از  1000تهیه شد و  4-10

ای ای شیشه تکرار به محیط کشت اضافه و به کمک میله

L  و  25شکل پخش شد و به مدت یک ماه در دماهای

نی وحضور کل آنگاهشد.  نگهداری سلسیوسدرجه  30

 مورد بررسی قرار گرفت. ها باکتری

 

 های بیمارگر مورد استفادهمیکروارگانیسم

 Erwinia amylovora ATCC49946بیمارگرهای گیاهی

از مرکز  Xanthomonas campestris ATCC13951 و

 PTCC5115ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران و 

Fusarium oxysporum ها و  ای قارچاز مرکز منطقه

های صنعتی ایران خریداری شدند. قارچ  باکتری

F.oxysporum  روی محیط( کشتPDA)Potato 

dextrose agar ها روی  و باکتری( محیطNA) Nutrient 

agar  درجه  30کشت داده شدند و در دمای رشد

های مورد نظر به منظور  نگهداری شدند. سویه سلسیوس

 سلسیوسدرجه  4مطالعه در مراحل بعدی در دمای 

 نگهداری شدند.

 

 بررسی تولید ترکیب ضدمیکروبی

به منظور غربالگری اولیه، باکتری مورد نظر در مرکز 

درجه  25زمان لازم در دمای  پلیت کشت و پس از طی

ها و قارچ بیمارگر به صورت عمودی بر  باکتری سلسیوس

آن کشت داده شدند. هاله مهارکنندگی رشد پس از 

ساعت گرماگذاری مورد بررسی قرار گرفت  24-18

(Arifuzzaman et al., 2010)ترکیبات محیط کشت . 

ای در تولید مواد ضد میکروبی دارند. به  عمده تأثیر

همین دلیل، دو محیط پیش کشت و سه محیط 

(. یک 1تخمیری مورد بررسی قرار گرفت )جدول 
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 40لیتر از سوسپانسیون اسپوری حاصل به  میلی

 48کشت اضافه شد و به مدت  لیتر از محیط پیش میلی

درجه  30دور در دقیقه و دمای  200  ساعت در

لیتر از محیط  میلی 10قرار گرفت. سپس  سلسیوس

لیتر از  میلی 200شت حاوی سویه مورد نظر به ک پیش

روز به شیکر با  7محیط تخمیری تلقیح شد و به مدت 

 سلسیوسدرجه  30دور در دقیقه و دمای  200دور 

دور در دقیقه  10000منتقل شد. محلول حاصل در دور 

دقیقه سانتریفوژ شد و فاز رویی حاصل برای  20به مدت 

  .ر گرفتمراحل بعدی مورد استفاده قرا

 ترکیبات جداسازی منظور به روز، 7 گذشت از پس

 به rpm4000  دور با تخمیری های محیط میکروبی، ضد

 سانتریفوژ سلسیوس درجه 4 دمای در دقیقه 5 مدت

در مرحله بعد، روی محیط کشت مولر هینتون  .شدند

هایی با استفاده از سیلندرهای عمودی  اگار چاهک

ظت نیم مک فارلند از استریل ایجاد شد. سپس غل

بیمارگرهای مورد نظر تهیه شد و به صورت چمنی بر 

-100روی محیط کشت مولر هینتون اگار کشت شدند. 

 داخلمیکرولیتر از فاز رویی حاصل از سانتریفوژ  70

 مولر کشت محیط در که متر میلی 6 قطر به هایی چاهک

 ریخته بودند، شده ایجاد بیمارگر هر حاوی آگار هینتون

درجه  37ساعت در دمای  24نمونه ها به مدت  .شد

مورد  بازدارندگیگرماگذاری شدند و هاله  سلسیوس

 اطراف در رشد عدم هاله قطربررسی قرار گرفت. 

 آمده، دست به نتایج براساس و شد گیری اندازه ها چاهک

 ترکیب تولید برای مناسب تخمیری و کشتپیش محیط

 .Hamedi et alشد ) یارزیاب منتخب سویه ضدمیکروبی

2008.) 

 

های  استخراج ترکیبات ضدمیکروبی با استفاده از حلال

 آلی

استخراج ترکیبات ضدمیکروبی با استفاده از سه 

کلرومتان و کلروفرم  های آلی اتیل استات، دی حلال

انجام پذیرفت. به این منظور که پس از افزودن هم حجم 

ی سانتریفوژ حلال آلی به فاز رویی محیط کشت تخمیر

و جداسازی فازآبی و فاز آلی، تغلیظ فاز آلی در دمای 

و در فشار کم انجام شد  سلسیوسدرجه  40تر از پایین

(Arasu et al. 2009.) 

میکرولیتر از ترکیبات استخراج  250سپس، حدود 

های کاغذی ریخته و محیط مولر  شده روی دیسک

شدند. هینتون آگار حاوی بیمارگر مورد نظر منتقل 

های آلی به عنوان شاهد مورد استفاده قرار گرفتند.  حلال

درجه  37ساعت در دمای 18-24محیط کشت به مدت 

شدند. سپس قطر هاله عدم رشد  نگهداری سلسیوس

 گیری شد. باکتری اندازه

 

 آنالیز آماری

های  هریک از محیط تأثیربه منظور بررسی معنادار بودن 

سی بر روی هاله کشت و تخمیری مورد برر پیش

رشد، آنالیز آماری با روش آنالیز واریانس  بازدارندگی

(ANOVAبا استفاده از نرم )  افزارR و در سطح اطمینان 

 % انجام شد.95

 

های های بیوشیمیایی و مولکولی سویهبررسی ویژگی

 منتخب

های  های منتخب در غلظت رشد سویهبه این منظور 

های  وجود آنزیم ، در دماهای مختلف،NaClمختلف 

هیدرولازی مانند آمیلاز، ژلاتیناز، پروتئاز، سلولاز، اوره 

آز، سیتراتاز و تیروزیناز و تخمیر برخی قندها مورد 

 (.Gulve and Deshmukh, 2014بررسی قرار گرفت )

های جداسازی شده، از ژنومی سویه DNAاستخراج 

کشت تازه و خالص آنها با استفاده از کیت تجاری 

ازیست، ایران( و براساس روش توصیه شده در آن )دن

 27F (Marchesi etصورت گرفت. آغازگرهای عمومی 

al. 1998 1492( وR (Lane 1991 به منظور تکثیر و )

 Sاستفاده شد. تکثیر ژن  SrDNA16توالی ژن  تعیین

rDNA16  مولار  میلی 5/1با استفاده ازMgCl2 بافر ،

X10،10/0  میلی مولارdNTP ،5/0  از هر میکرومولار

 25تک پلیمراز با حجم نهایی واحد  6/0پرایمر، 

میکرولیتر برای مخلوط واکنش، با استفاده از کیت 

Bioneer  شرکت سیناژن( انجام شد. برنامه دمایی(PCR 

 سلسیوسدرجه  95سازی اولیه در به صورت واسرشت

درجه  95سازی در دمای ثانیه، واسرشت 120به مدت 

درجه  49ثانیه، اتصال آغازگرها  30ه مدت ب سلسیوس

ثانیه، سنتز قطعه مورد نظر در  30به مدت  سلسیوس

ثانیه و گسترش نهایی  90به مدت  سلسیوسدرجه  72
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دقیقه تنظیم گردید.  7به مدت  سلسیوسدرجه  72در 

 سیکل برای واکنش در نظر گرفته شد.  35تعداد  
 

 هاتعیین توالی و ثبت سویه

به منظور  یساز حاصل پس از خالص PCRمحصول 

تعیین توالی به شرکت ماکروژن کره جنوبی ارسال شد. 

ثبت و  NCBIدست آمده در بانک ژنی  های به توالی

 و KT274203شماره مربوط به آن دریافت گردید )

KT274206دست آمدههای به  (. قرابت فیلوژنتیکی سویه 

اطلاعاتی  یهاموجود در پایگاه یها با یکدیگر و با سویه

NCBI  وEz-Taxon  .های  توالیمورد بررسی گرفت

 SINAافزار آنلاین  موجود با استفاده از نرم

(http://www.arb-silva.de/aligner/) راستاسازی هم 

افزار  نرمدست آمده با استفاده از  های به آنالیز دادهشدند. 

MEGA (Vrsion 6)  و با استفاده از الگویMaximum 

Likelihood  انجام شد. بررسی اعتبار شاخه های درخت

 تکرار 1000با  bootstrap analysisافزار  با استفاده از نرم

 صورت گرفت.

 

 نتیجه و بحث

اگرچه بسیاری از محققان بر این باورند که دوران طلایی 

شده است، ولی جستجوی  ها سپری تیکبیو آنتی

هایی که کمتر  ترکیبات ثانویه به ویژه از اکوسیستم

کاوش شده اند، زمینه مناسبی برای تحقیقات به شمار 

دهد که جداسازی  نتایج نشان میرود.  می

های اکولوژیکی بررسی نشده  ها از نیچ میکروارگانیسم

های جدید یا بومی  تواند منجر به دستیابی به سویه می

منطقه گردد که در نتیجه امکان دستیابی به آن 

 Duraipandiyanمتابولیت جدید نیز بیشتر خواهد شد )

et al. 2010ناحیه لیپار دریای عمان یکی از .) 

های طبیعی و کمتر بررسی شده ایران  اکوسیستم

های فیزیکوشیمیایی ناحیه لیپار بررسی ویژگیباشد.  می

 75/17و  2/15ا دهد که یون سدیم و کلر ب نشان می

ترین عناصر موجود بوده و درجه  گرم بر لیتر فراوان

باشد که در ساختن محیط کشت  می 29/2شوری آن 

های  مورد توجه قرار گرفت. به منظور جداسازی سویه

های خاکی و یا رسوبات  استرپتومیسس بیشتر محیط

های  دریایی مورد توجه قرار گرفته اند. یکی از ویژگی

این است که آب دریا به عنوان نمونه  پژوهش حاضر

انتخاب شده است. اگرچه تعداد استرپتومیسس در واحد 

هایی با  یابد، ولی احتمال یافتن سویه حجم کاهش می

باشد. در  هایی متابولیکی جدیدتر بیشتر می ویژگی

جدایه از ناحیه لیپار دریای عمان  159مجموع 

بر مبنای سویه  35جداسازی شدند که از این تعداد 

نی، شکل میسلیوم و وشکل کلنی، رنگ پشت و روی کل

های مورفولوژی و فیزیولوژی متعلق به  دیگر ویژگی

سویه روی محیط  22باشند.  ها می استرپتومایسس

 سویه روی نشاسته 7، (SNA)نشاسته نیترات آگار 

 دست بهسویه از گلیسرول گلیسین آگار  2کازیین آگار و 

حیط نشاسته نیترات آگار دارای آمدند. بنابراین، م

های  بیشترین تعداد و بالاترین تنوع مورفولوژی در سویه

باشد. تاکنون پژوهشی بر مبنای  استرپتومایسس می

ها و بررسی خواص ضد  استرپتومایسسجداسازی 

میکروبی آنها در برابر بیمارگرهای گیاهی از دریای عمان 

یه تولید شده های ثانو گزارش نشده است. این متابولیت

های دریایی قابلیت کاربرد در کشاورزی و  توسط باکتری

 رشد بیمارگرهای گیاهی را دارند. کنترل

میکروبی، دو مرحله  به منظور بررسی فعالیت ضد

غربالگری صورت گرفت. در بررسی اولیه که با استفاده از 

درصد(  32سویه ) 11انجام پذیرفت،  متقابلکشت 

وبی حداقل نسبت به یکی از دارای خاصیت ضدمیکر

بیمارگرهای گیاهی بودند و منجر به مهار رشد آن شدند 

 بازدارندگیدرصد( دارای اثر  29سویه ) 10(. 2)جدول 

متر میلی 10-15با میانگین  X.campestrisرشد در برابر 

نیز قادر به تولید هاله مهارکنندگی  141ACبودند. سویه 

. در حالی که هیچ یک از بود F.oxysprumدر برابر قارچ 

دست آمده دارای اثرمهارکنندگی رشد در  های به سویه

نبودند. در تحقیقی که  E.amylovoraبرابر باکتری 

توسط آتیمارد و همکاران بر روی خواص ضدباکتریایی 

های دریایی کشور هند صورت گرفت، از  اکتینومیست

%( دارای 80سویه ) 14اکتینومیست جداسازی شده،  17

خاصیت ضدباکتریایی در برابر بیمارگرها بودند، ولی هیچ 

هاله  Aspergillus nigerهای  کدام نسبت به قارچ

 (. درAttimarad et al. 2012مهارکنندگی نداشتند )

پژوهش انجام شده توسط ههمان و همکاران 

 Streptomyces sp. NTKبیوتیک تولید شده توسط  آنتی

http://www.arb-silva.de/aligner/
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آمده است، دارای اثر  تدس بهکه از رسوبات دریا  937

 های بیمارگر گیاهی  کنندگی روی باکتری مهار

X. campestris  وRalstonia salancearum باشد  می

(Hohmann et al. 2009). ای دیگر فعالیت  در مطالعه

های رسوبات دریایی در برابر  ضد قارچی آکتینومیست

 Kathiresan etچهار قارچ بیمارگر گیاهی ارزیابی شد )

al. 2005.)  بنابراین تحقیق حاضر با توجه به تعداد

آمده و فعالیت ضدمیکروبی  دست بههای  اکتینومیست

تواند قابل توجه  آنها و نیز زیستگاه جداسازی آنها می

 باشد.

 
 7ی محیط رو pHهای جداسازی، پیش کشت و تخمیری. مقادیر ذکر شده برحسب گرم بر لیتر بوده و ترکیب محیط کشت .1جدول 

 تنظیم شده است.

Table 1. Composition of seed, fermentation media and isolation cultures. The values are in terms of g/l where pH is 
justified on 7 

Fermentation Media Seed Media Isolation Media 
Glycerol soymeal   

medium 
(Reading  

& Cole 1997) 

Glycerol oymeal   
medium 

(Reading & 
Cole. 1997) 

Hicky Tresner  
medium 
(Kuster& 

Williams. 1964) 

Seed Cultures B 
 (Reading &  
Cole 1997) 

Seed Cultures 
A  

(Wink 2002) 

Starch  
nitrate  
agar 

Glycerol  
glycine  

agar 

Starch   
casein  
agar 

Glycerol              
30 

Glycerol                    
15 

Dextrin                   
10 

Peptone                  
10 

Malt extract   
10 

Starch       20 Glycerol       20 
Starch          

10 
Peptone casein     

2 
Soy meal                   

10 
Meat extract             

1 
Malt extract           

10 
Yeast extract  

4 
KNO3             1 

Glycine         
2.5 

Casein         
0.3 

NaCl                    
1 

NaCl                          
5 

Trypton                    
2 

Glycerol                 
10 

Glucose         
4 

K2HPO4      

0.5 
K2HPO4             1 

K2HPO4           
2 

K2HPO4                       

1 
CaCo3                                    

1 
Yeast extract            

1 
 

MgSO4            

0.5 
FeSO4          

0.01 
FeSO4           

0.1 
FeSO4      
0.01 

MgSO4                      

0.5 
CoCl2                          
0.001 

CoCl2                         
0.001 

 
NaCl                 

1 
MgSO4         

0.5 
MgSO4            

0.1 
KNO3                  

2 

      CaCO3           
0.1 

CaCO3       
0.02 

 
 متر( های اکتینومیست با استفاده از کشت تقاطعی )میلی فعالیت ضدمیکروبی سویه .2جدول 

Table 2. Antibacterial activity of actinomycetes strains using cross-streak method 
F.oxysprum X.campestris E.amylovora strain F.oxysprum X.campestris E. amylovora Strain 

- 12±0 - AC117 - 13 ± 0 - AC111 
- 14±1 - AC130 - 10±1 - AC112 
- 8±0 - AC135 - 10±1 - AC113 

15±1 - - AC141 - 12±0.5 - AC114 
- 15±1 - AC275 - 12±0.6 - AC115 
    - 12±0.6 - AC116 
 

که بالاترین هاله  130ACو  275ACدو سویه 

نشان  X. campestrisمهارکنندگی را در برابر باکتری 

دادند، به منظور بررسی نهایی انتخاب شدند. سویه 

275AC  درصد  5/7و  5، 5/2قادر به رشد در غلظت

باشد و  نمک و عدم رشد در غلظت صفر درصد نمک می

گیرد،  بنابراین در گروه نمک دوست متوسط قرار می

قادر به رشد در غلظت صفر،  130ACکه سویه درحالی

درصد نمک بوده و مقاوم به نمک تلقی  5/7و  5، 5/2

 گردد.می

دهد  های خارج سلولی نشان می بررسی کیفی آنزیم

دو سویه دارای فعالیت سلولازی و پروتئازی مثبت  هر

دارای فعالیت آمیلازی و  275ACسویه باشند.  می

دارای فعالیت  130ACآزی مثبت و سویه  اوره

(. هر 3باشد )جدول  میسیتراتازی و تیروزینازی مثبت 

دو سویه قادر به تخمیر گلوکز و عدم تخمیر ساکارز و 

 یتکه فعال دهد یان مها نش پژوهش باشند. لاکتوز می

 یجهدر نت ها یباکتر ینا کنندگی یهو تجز یمهارکنندگ

گلوکوناز، پروتئاز و  یتیناز،مانند ک هایی یمآنز یدتول

 ها یمآنز ین(. اIntra et al. 2011) باشد یسلولاز م

 یاهیمهم گ یماریزایب یها از قارچ یاریبس یبازدارنده قو

قارچ منجر به  یسلول یوارهد یتینبر ک تأثیرهستند و با 

 ین. همچنگردند یآن م یسلول یوارهد یهتجز

 polyene یضدقارچ یبترک یدقادر به تول ها ینومیستاکت

 یاست و با ارگسترول غشا یزگر آب یبیهستند که ترک

کانال منجر به  یجادکرده و با ا یجادقارچ، تداخل ا یسلول

 (.Barke et al. 2010شود ) افزایش نفوذپذیری آن می

تواند مشخص  های حاضر در این پژوهش نمی اگرچه داده

های  کند که به صورت دقیق کدام یک از مکانیسم
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اند.  بوده مؤثرمهارکنندگی که در مقدمه ذکر شده اند، 

تواند  های هیدرولیتیک می ولی به هر حال، حضور آنزیم

 بازدارنده تلقی شود. به عنوان یک سامانه

ه است که ترکیبات و های مختلف نشان داد پژوهش

شرایط محیط کشت در تولید ترکیبات ضدمیکروبی 

 ;Bredholt et al. 2008ای خواهد داشت ) تأثیر عمده

Hamedi et al. 2008از سوی دیگر عوامل دیگری .) 

مانند میزان انتشار این مواد در آگار و یا میزان تلقیح و 

ر غلظت در مهارکنندگی رشد اثر دارد. به همین دلیل د

کشت و سه نوع  پژوهش حاضر دو نوع محیط پیش

هاله عدم رشد مورد استفاده قرار   تخمیری در بررسی

تفاوت  Bو  Aکشت  های پیش گرفت. استفاده از محیط

 داری در ایجاد هاله عدم رشد نشان ندادند  معنی

(5/0p>در حالی که استفاده از محیط )  های تخمیری

اله بازدارندگی نشان داری را در ایجاد ه تفاوت معنی

دادند. آنالیز آماری نشان داد که قطر هاله بازدارندگی با 

حاوی گلیسرول و  GSMاستفاده از محیط تخمیری 

(. 1داری افزایش یافت )شکل عصاره سویا به صورت معنی

دهد که کاربرد یک محیط  این نتایج نشان می

ها مؤثر  کشت و تخمیری خاص برای تمام سویه پیش

کشت بهینه  دستیابی به محیط تخمیری و پیش نیست و

 های بیشتر دارد. نیاز به بررسی

 
 جداشده از دریای عمان. 275ACو   130ACهای استرپتومایسس خصوصیات بیوشیمیایی سویه. 3جدول 

Table 3. Biochemical characteristics of Streptomyces sp.AC130 and AC275 isolated from Sea Oman 
AC130 AC275 Extracellular Enzyme AC130 AC275 Sugar fermentation 

+ + Protease + + Glucose 

- + Amylase - - Lactose 

+ + Cellulase - - Sucrose 

- + Urease    
+ - Citratase    
+ - Tryptophanase    

 

 
کشت و  در محیط پیش X. campestrisدر برابر  275ACو  130ACهای استرپتومایسس فعالیت ضد میکروبی سویه .1شکل 

(، گلیسرول سویا HTMهیکی ترزنر ) :های تخمیری (، محیطSeed A/B: )Bو  Aکشت  متر. محیط پیش تخمیری برحسب میلی
(GSM( و گلیسرول )GM.) 

Figure 1. Antibacterial activity of Streptomyces strains AC130 and AC275 against X.campestris in seed and fermentation 
medium (mm). Seed cultures A and B, fermentation cultures: Hicky Tresner (HTM), Glycerol soymeal (GSM) and 

Glycerol Media (GM). 

 

دهد که نوع و ماهیت  های مختلف نشان می پژوهش

های تولیدکننده آن  ترکیب ضدمیکروبی در سویه

گذار باشد تأثیرها  روی نوع حلالتواند  می

(Radhakrishnan et al. 2010, Hamedi et al. 2008.) 

به همین دلیل در این پژوهش سه حلال متفاوت به 

منظور استخراج این ترکیبات مورد استفاده قرار گرفت. 

کلرومتان برای سویه  های قطبی دی استفاده از حلال

130AC  متر و  لیمی 21منجر به هاله بازدارندگی

منجر به ایجاد هاله  275ACکلروفرم برای 

 متر در برابر باکتری بیمارگر  میلی 25کننده  ممانعت
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X. campestris شود. احتمالا به دلیل ماهیت قطبی  می

تر  های آلی قطبی ترکیبات ضدمیکروبی استفاده از حلال

 (.4شوند )جدول  سبب استخراج بهتر ترکیبات می

 
های استخراج شده مهارکنندگی فراکسیون . قطر هاله4جدول 

در  275ACو  130ACهای  از محیط تخمیری حاصل از سویه

 X. campestrisبرابر بیمارگر 

Table 4. Diameter of inhibition zones of the 

fermentation broth fractions extracts (mm) from AC130 

and AC275 strains against X.campestris 
Strain AC275 Strain AC130  

8±0.3 - Ethyl acetate 
11±0.3 21±0.7 Dichloromethane 
25±0.7 - Chloroform 

 
دست آمده،  های به تر سویهبه منظور شناسایی دقیق

دو سویه منتخب انجام SrRNA16یابی ژن  تکثیر و توالی

های موجود  دست آمده با توالی  های به شد. توالی سویه

مقایسه شد  Ez-taxonو  NCBIهای اطلاعاتی  در پایگاه

هایی که قرابت بیشتری با  (. توالی باکتری2)شکل 

های مورد نظر را داشتند، به منظور رسم در درخت  سویه

 100دارای شباهت  130ACفیلوژنی انتخاب شد. سویه 

 S. albogriseolus NPRL B-1305درصدی به 

(AJ494865)  275و سویهAC  100دارای شباهت 

 .AY9997832567 (-NPRL B badius S(درصدی به 
های  بیوتیک برای کنترل بیماری باشد. مصرف آنتی می

های مقاوم ایجاد خواهد کرد. با  جانوری و گیاهی سویه

توان اثر آنها را نادیده گرفت. فعالیت  این وجود نمی

های استرپتومایسس در برابر  ضدمیکروبی گونه

 Anithaand andت شده است )بیمارگرهای گیاهی اثبا

Rebeeth, 2009, Intra et al. 2011, Debnath et al.. 

 های ها از محیط (. اگرچه غالب این استرپتومایسس2013

های اخیر به دلیل  اند، ولی در سال آمده دست بهخاکی 

های دریایی معطوف شده است،  توجهی که به محیط

یکروبی آنها های ثانویه و فعالیت ضدم بررسی متابولیت

در برابر بیمارگرهای انسانی و گیاهی نیز مورد توجه قرار 

های  میکروبگرفته است. برخی محققان عقیده دارند که 

در  بقاجداسازی شده از دریا به هیچ عنوان قادر به 

پاسخ به این پرسش تا . شرایط خاک نخواهند بود

های دریایی نهفته  اکتینومیست أحدودی در نظریه منش

باشد که آنها یا از خشکی منشا گرفته و یا بومی دریا  می

 Helmke and Weyland, 1984, Fenical andاند ) بوده

Jensen, 2006 اگر منشا خاکی داشته باشند و به .)

به شرایط دریا سازگار شده باشند، با بازگشت آنها  تدریج

بیوتیک در این شرایط، قادر به  به خشکی و تولید آنتی

شکی نیز هستند. اما اگر منشا دریایی داشته بقا در خ

باشند، با توجه به دشوار بودن شرایط دریا نسبت به 

 تر نیز هستند قادر به تحمل شرایط سهل خشکی احتمالا

(Hohmann et al. 2009, Manivasagan et al. 2014). 

 
 AC130.KT274203

 AJ781321 Streptomyces griseoincarnatus

 AB184139 Streptomyces griseorubens

 AB184704 Streptomyces labedae

 KF697135 Streptomyces tunisiensis

 AB184317 Streptomyces viridodiastaticus

 AB184884 Streptomyces variabilis

 AJ781328 Streptomyces erythrogriseous

 HQ267984.Streptomyces graminifolii JL-22(T)

 AC275.KT274206

 AJ781370.Streptomyces spororaveus

 AB184684.Streptomyces sporoverrucosus

 HQ268006.Streptomyces graminilatus

 Y17231.Microbacterium esteraromaticum

90

54

100

0.01 
های توپر نشان داده شده است.  دست آمده با دایره ای بههمنتخب در این مطالعه. سویه Streptomyces  دندروگرام دو سویه .2شکل 

هستند که بصورت درصد از  bootstrapها ارزش انجام پذیرفت. اعداد روی شاخه SINAافزار آنلاین  نرمها توسط  سازی توالی راستا هم

 % نشان داده شده است.50بالاتر از  bootstrapتکرار نشان داده شده است.  1000

Figure 2. Dendrogram of the two selected Streptomyces strains in this study. The obtained strains are shown by the filled 

circles. Alignments of sequences carried out by online software SINA. Numbers on branch nodes are bootstrap values 

shown as percentages of 1000 replications. Bootstrap values greater than 50% are indicated. 
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دهد که  نتایج حاصل از این پژوهش نشان می

ویژه در ههای استرپتومیسس دریایی ب سویه

های کمتر کاوش شده ایران دارای قابلیت  اکوسیستم

باشند. استخراج این میکروبی می تولید ترکیبات ضد

های مختلف منجر به نتایج متفاوتی  حلالترکیبات با 

خواهد شد که به ماهیت قطبی یا غیرقطبی آن بستگی 

 دارد. 

سازی، بررسی  های بیشتر مانند خالص انجام بررسی

شرایط بهینه تولید و بررسی حداقل غلظت مهارکننده و 

کننده تواند تکمیل کشنده ترکیبات ضدمیکروبی می

 پژوهش حاضر باشد.
 

 سپاسگزاری

انجام این طرح تحقیقاتی با حمایت مالی معاونت پژوهشی 

 3/31044دانشگاه فردوسی مشهد در قالب طرح شماره 

های میکروبیولوژی و انجام شده است. از آزمایشگاه

شناسی دانشکده علوم  بیوتکنولوژی میکروبی گروه زیست

 گردد.تشکر و قدردانی می ،پایه دانشگاه فردوسی مشهد

 
REFERENCES  
Anitha, A, Rebeeth, M (2009) In vitro antifungal activity of Streptomyces griseus against phytopathogenic 

fungi of tomato field. Academic Journal of Plant Sciences 2: 119-123. 

Arasu MV, Duraipandiyan V, Agastian P, Ignacimuthu S (2009) In vitro antimicrobial activity of 

Streptomyces spp. ERI-3 isolated from Western Ghats rock soil (India) Journal de Mycologie 

Médicale 19: 22-28 
Arifuzzaman M, Khatun M, Rahman H (2010) Isolation and screening of actinomycetes from Sundarbans 

soil for antibacterial activity. African Journal of Biotechnology 9: 4614-4619. 

Attimarad SL, Ediga GN, Karigar AA, Karadi R, Chandrashekhar N, Shivanna C (2012) Screening, 

isolation and purification of antibacterial agents from marine actinomycetes. International Current 

Pharmaceutical Journal 1(12): 394-402. 

Barke J, Seipke RF, Grüschow S, Heavens D, Drou N, Bibb, MJ, Goss RJM, Yu DW, Hutchings MI 

(2010) A mixed community of actinomycetes produce multiple antibiotics for the fungus farming ant 

Acromyrmex octospinosus. BMC Biology 8: 109-119. 

Bredholt H, Fjærvik E, Johnsen G, Zotchev SB (2008) Actinomycetes from sediments in the Trondheim 

fjord, Norway: diversity and biological activity. Marine Drugs 6(1): 12-24. 

Bu YY, Yamazaki H, Ukai K, Namikoshi M (2014) Anti-Mycobacterial Nucleoside Antibiotics from a 

Marine-Derived Streptomyces sp. TPU1236A. Marin Drugs 12(12): 6102–6112. 

Debnath R, Saikia R, Sarma RK, Yadav A, Bora TC, Handique PJ(2013) Psychrotolerant antifungal 

Streptomyces isolated from Tawang, India and the shift in chitinase gene family. Extremophiles 17: 

1045-1059. 

Duraipandiyan V, Sasi AH, Islam VIH, Valanarasu M, Ignacimuthu S (2010) Antimicrobial properties 

of actinomycetes from the soil of Himalaya. Journal of Medical Mycology 20(1): 15-20. 

Fenical W, Jensen PR (2006) Developing a new resource for drug discovery: marine actinomycete bacteria. 

Nature chemical biology 2(12): 666-673. 

Gulve RM, Deshmukh AM (2011) Enzymatic activity of actinomycetes isolated from marine sediments. 

Recent Research in Science and Technology 3: 80-83. 

Hamedi J, Mohammadipanah F, Amoozegar MA, Dehghan S (2007) Isolation of a new moderately 

halophilic broad-spectrum antibiotic producing actinobacter. Jundishapur Journal of Natural 

Pharmaceutical Products 2(2): 94-104. 

Hamedi J, Mohammadipanah F (2008) Isolation, determination and evaluation of antifungal activity some 

Iranian actinomycetes against three plant pathogenic fungi. Entomology and Phytopathology 76(2): 33-53. 

Helmke E, Weyland H (1984) Rhodococcus marinonascens sp. nov., an actinomycete from the sea. 

International Journal of Systematic Bacteriology 34(2), 127-138. 

Hohmann C, Schneider K, Christina B, Elisabeth Irran E et al, (2009) Caboxamycin, a new antibiotic of 

the benzoxazole family produced by the deep-sea strain Streptomyces sp. NTK 937. The Journal of 

Antibiotics 62: 99-104. 

Intra B, Mungsuntisuk I, Nihira T, Igarashi Y, Panbangred W (2011) Identification of actinomycetes 

from plant rhizospheric soils with inhibitory activity against Colletotrichum spp., the causative agent 

of anthracnose disease. BMC Research Notes 4:98-107. 

Jog R, Nareshkumar G, Rajkumar S (2012) Plant growth promoting potential and soil enzyme production 

of the most abundant Streptomyces spp. from wheat rhizosphere. Journal of Applied Microbiology 

113(5): 1154-1164. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bu%20YY%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamazaki%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ukai%20K%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Namikoshi%20M%5Bauth%5D


 ... دریایی Streptomyces های سویه برخی میکروبی ضد خصوصیات بررسیشمس و شهنواز:  82

 

Kathiresan K, Balagurunathan R, Selvam MM (2005) Fungicidal activity of marine actinomycetes against 

phytopathogenic fungi. Indian Journal of Biotechnology 4: 271-276. 
Kuster E, Williams ST (1964) Selection of media for isolation of streptomycetes. Nature 202: 928-929 

Lane DJ (1991) 16S/23S rRNA sequencing.In: Stackebrandt E, Goodfellow M, editors. Nucleic acid 

techniques in bacterialsystematics. Chichester, United Kingdom: John Wiley and Sons. 115–175. 

Leyns F, De Cleene M, Swings J, De Ley J (1984) The host range of the genus Xanthomonas. The 

Botanical Review 50(3):305-355.   

Liu LL, Xu Y, Han Z, Li YX, Lu L, Lai PY,Zhong JL, GuoXR, Zhang XX, Qian PY (2012) Four New 

Antibacterial Xanthones from the Marine-Derived Actinomycetes Streptomyces caelestis, Marin 

Drugs 10(11): 2571-2583.  

Manivasagan P, Venkatesan J, Sivakumar K, Kim SK (2013) Marine actinobacterial metabolites: Current 

status and future perspectives. Microbiological Research 168(6):311-332. 

Marchesi JR, Sato T, Weightman AJ, Martin TA, Fry JC, Hiom SJ, Wade WG (1998) Design and 

evaluation of useful bacterium-specific PCR primers that amplify genes coding for bacterial 16S 

rRNA. Applied and Environmental Microbiology 64: 795-799 

Nelson PE, Toussoun TA, Cook RJ (1981) Fusarium, diseases, biology and taxonomy. University Park, 

PA, USA. 

Ng YK, Hewavitharana AK, Webb R, Shaw PN, Fuerst JA (2013) Developmental cycle and 

pharmaceutically relevant compounds of Salinispora actinobacteria isolated from Great Barrier Reef 

marine sponges. Applied Microbiology and Biotechnology 97(7): 3097-3108. 
Palaniyandi SA, Yang SH, Zhang L, Suh JW (2013) Effects of Actinobacteria on plant disease 

suppression and growth promotion. Applied Microbiology and Biotechnology 97(22): 9621-36. 
Radhakrishnan M, Suganya S, Balagurunathan R, Kumar V (2010) Preliminary screening for 

antibacterial and antimycobacterial activity of actinomycetes from less explored ecosystems. World 

Journal of Microbiology and Biotechnology 26(3): 561-566. 

Reading C, Cole M (1977) Clavulanic acid: a β-lactam from Streptomyces clavuligerus. Antimicrobial 

Agents and Chemotherapy 11(5): 852-57. 
Thumar JT, Dhulia K, Singh SP (2010) Isolation and partial purification of an antimicrobial agent from 

halotolerant alkaliphilic Streptomyces aburaviensis strain Kut-8. World Journal of Microbiology and 

Biotechnology 26(11): 2081-2087. 

Wink J(2002) The Actinomycetales, An order in the class of Actinobacteria important to the pharmaceutical 

industry- Electronic manual, Aventis Pharma Deutschland Gmbh. 
Zeng Q, Huang H, Zhu J, Fang Z, Sun Q, Bao S (2013) A new nematicidal compound produced by 

Streptomyces albogriseolus HA10002. Antoine Van Leeuwenhoek 103(5): 1107-1111. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Palaniyandi%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24092003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24092003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24092003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suh%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24092003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24092003

