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 چکیده
های عامل  کنترل بیولوژیک باکتری .یخ در سطح گیاهان است ی عامل هسته ها سرمازدگی، وجود باکتریمیزان  یکی از عوامل تشدیدکننده در

این مطالعه فعالیت آنتاگونیستی  در .رسد می نظر نوع سرمازدگی به های امیدبخش در کاهش این  ها، یکی ازگزینه یخ توسط آنتاگونیست هسته
 یخ جداسازی شده از سطح درختان پسته رفسنجان با بررسی ممانعت از رشد باکتری عامل هسته فیت پسته، های اپی ها و اکتینومیست باکتری

( Pseudomonas fragi raf3ارزیابی شد ،). هایی از برگ سالم درختان پسته مناطق مختلف شهرستان رفسنجان  همین منظور نمونه به
که دارای بیشترین هاله بازدارندگی بودند،  B)52 و  4A (شده، دو جدایه های جداسازی ها و اکتینومیست از بین باکتری آوری گردید. جمع

 هسته یخ،قطر هاله ممانعت از رشد باکتری عامل نتایج نشان داد که  .های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی مورد بررسی قرارگرفتند براساس آزمون
همچنین  بررسی خصوصیات مورفولوژیکی و  .متر بود میلی 11به میزان   B52متر و در جدایه میلیA4،22روی پتری دیش توسط جدایه

عنوان منبع  ها، قادر به تجزیه گلوکز و ساکارز به رنگ و خشک مشابه اکتینومیست های سفید با کلونی A4 جدایه بیوشیمیایی مشخص نمود، 
بوده و  7و  5اشد. این جدایه قادر به رشد در شرایط با اسیدیته ب کربن بوده و همچنین دارای فعالیت لیپازی، پروتئازی و کاتالازی مثبت می

درصد دارد. همچنین حساس به تتراسایکلین  و مقاوم به پنی سیلین بود. جدایه 12و7، 5، 2کلریدسدیم های نمک توان تحمل غلظت
کاتالاز مثبت، اکسیداز منفی، مغذی، یک باکتری گرم منفی،  های زرد رنگ روی محیط آگار با کلونی B52 آنتاگونیست دیگر، 
 هوازی اختیاری و قادر به تخمیر لاکتوز بود.  دارای تنفس بی

 
 

 .فیت، پسته، رفسنجان، سرمازدگی آنتاگونیست، اپی واژه های کلیدی:
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Abstract 

One of the aggravating factors in the amount of frost damage, is the presence of epiphytic ice nucleation 
bacteria on plant philosopher. Biological control of ice nucleation bacteria seems to be a promising option to 
reduce this type of frost damage. In this study, the antimicrobial capacity of epiphytic bacteria and 
actinomycetes was evaluated through growth inhibition of ice nucleation active bacteria (Pseudomonas fragi 
raf3) on pistachio in Rafsanjan. For this purpose, samples were collected from healthy pistachio leaves in 
Rafsanjan. Among the isolated bacteria and actinomycetes, two isolates (A4 and B52) with the highest 
inhibitory zone were subject to different biochemical and physiological tests. Results showed that the zone of 
inhibition growth of ice nucleation bacterium on Petri dish, was 20 mm and 14 mm for isolates A4 and B52 
respectively. Analysis of morphological and biochemical characteristics showed that isolate A4 was noted to 
be Gram-positive and to form white, dry colonies similar to actinomycetes.  It was able to degrade glucose 
and sucrose as a carbon source and able to produce lipase, protease and catalase enzymes.  This isolate was 
able to grow in conditions with pH 5 and 7, as well as, showed 2, 5,7 and 10% (w/v) salt-salt (sodium 
chloride) tolerance. It was tetracycline-sensitive and penicillin-resistance. The other antagonist isolate, B52, 
had yellow colonies on nutrient agar media Gram-negative bacterium, catalase positive, oxidase negative, 
facultative anaerobic and lactose fermenting.  
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 مقدمه

عنوان یک محصول کشاورزی با ارزش و یکی  پسته، به

شمار  از منابع درآمدهای ارزی غیرنفتی کشور به

پرخطری برای پدیده سرمازدگی شدید بهاره، آید.  می

از جمله تولید پسته است.  ،های کشاورزی فعالیت

دست آمده از اداره حفظ  طبق آمار بهسرمازدگی، 

درصد  011تا  01هر سال بین  ،نباتات استان کرمان

خسارت در اغلب باغات پسته مناطق مختلف استان 

های  کند. باکتری کرمان، ازجمله رفسنجان وارد می

 در یخ تشکیل القای در خود اییتوان عامل هسته یخ، با

 از استفاده با نزدیک به صفر درجه سلسیوس، دماهای

موجب سرمازدگی گیاهان   یخ ساز هسته های پروتئین

 0111چنانچه هر گرم از بافت گیاهی توسط شوند.  می

، بافت هسته یخ کلونیزه شودعامل سلول باکتری 

در  سلسیوس درجه -1 گیاهی در دمای بالاتر از

عامل های  اکتریبرض یخ زدگی قرار خواهد گرفت. مع

فیت وگروهی  صورت اپی هسته یخ در طبیعت به

بیمارگر در سطح گیاهان مستقر هستند به همین 

دلیل گیاهان حساس به سرما در اثر کاهش مختصر 

د شون دما به زیر صفر،  دچار خسارت سرمازدگی می

(Gurian et al., 1993).  های مختلف  گونهدر ایران نیز

های مختلف  یخ از میزبان های فعال هسته باکتری

های عامل  جداسازی شده است. همچنین نقش باکتری

یخ در خسارت سرمازدگی درختان پسته  هسته

ها  رفسنجان ثابت شده و تعدادی از این باکتری

بنابراین . Rostami et al., 2018)اند ) شناسایی شده

زدگی لازم است تا  یخ رما وبرای مقاومت گیاهان به س

تواند با  مدیریت تنش رعایت شود. این مدیریت می

ها در سطح  ها یا آنتاگونیست کش استفاده از باکتری

در محدوده زمانی که خطر کاهش دما وجود  ،گیاهان

و مدیریت سرمازدگی گیاهان با در نظر گرفتن  دارد

های عامل هسته یخ در منابع متعددی  نقش باکتری

 از (. یکیLukas et al., 2022)اره شده است اش

 مواد شیمیایی از استفاده مقابله، های راه ترین عمده

نه  مدت طولانی در که هاست کش آفت و سموم مثل

 گردند، می مقاوم زای بیماری عوامل ایجاد سبب تنها

 به ورودشان و زیست محیط در مواد تجمع این بلکه

است  خطرساز نیز انسان طبیعی برای های چرخه

(Moosavi et al., 2011بنابراین .) برای تحقیقات 

 عنوان به زا های غیربیماری میکروارگانیسم از استفاده

 برابر بیمارگرهای در زیستی کننده کنترل عوامل

 و شود محسوب می امیدوارکننده راهکار یک گیاهی

مواد  برابر در آنها جایگزینی برای مناسبی گزینه

شود. با وجود تاریخچه نسبتا  می محسوب شیمیایی

ها، در  طولانی کنترل بیولوژیک توسط اکتینومیست

های اخیر توجهات بیشتری را به خود جلب کرده  سال

. با توجه به  (Gomes et al., 2018)است

های جدید کشاورزی و تاکید  های سیستم گیری جهت

تر، کشاورزی  بر کشاورزی ارگانیک یا تعبیری دقیق

های  ویژه باکتری ستفاده از عوامل میکروبی بهزیستی ا

عنوان گزینه مناسب با بسیاری از  فیت گیاهی بهاپی

درصد  71تقریباً بیش از بیمارگرها مطرح شده است.

-های طبیعی تولید میهایی که از فرآوردهبیوتیکآنتی

ها که اهمیت کاربردی در شوند و تعدادی از آن

های ها وعمدتاً از گونهستکشاورزی دارند، از اکتینومی

اند و نقش دست آمده به Streptomycesمختلف جنس 

های گیاهی داشته اند  کننده در بسیاری بیماری کنترل

(Promnuan et al, 2020اکتینومیست .) ،دارایها 

های خاصی هستند، توانایی کلونیزه کردن ویژگی

ز های گیاهی، سنتبیوز علیه پاتوژنسطوح گیاهی، آنتی

ها، های خارج سلولی و تجزیه فیتوتوکسینپروتئین

گیری به عنوان عوامل کنترل  ها را جهت بهرهآن

.  (Doumbou et al., 2002)نمایدبیولوژیک مطرح می

حتی کلونیزاسیون فیلوسفر گیاه هم توسط 

استرپتومایسزهای ساکن خاک تایید شده 

 Streptomyces(. جنس  (Vergnes  et al, 2020است

ترین اکتینومیست است،  ترین و احتمالا مهم که شایع

ها و  منبع خوبی از ترکیبات زیست فعال، آنتی بیوتیک

-های خارج سلولی است. خواص آنتاگونیستی آن آنزیم

های گیاهی گزارش ها علیه دامنه وسیعی از پاتوژن

این جنس در طول زمان توانسته است  .شده است

تر نشان دهد. در  ررنگآینده کشاورزی بدون سم را پ

حال حاضر برخی از محصولات بیوکنترل این جنس 

عنوان کود زیستی در بازار عرضه می شود،  به
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که هنوز کار بر روی این جنبه تولیدی ادامه  درحالی

 (.Olanrewaju and Babalola, 2019دارد )

های دارای اثر بازدارندگی رشد باکتری  اکتینومیست

 های برنج توسط عامل بلایت برگی برنج، از سطح برگ

 Ilsanهای و همکاران جداسازی و جنس 

Streptomyces ،Actinomadura ، Nonomuraea و 

Micromonospora 16براساس تعیین توالی ناحیهS 

rDNA( شناسایی شدIlsan et al., 2016)ت . فعالی

های ساکن دریا نیز  ضدباکتریایی در اکتینومیست

های ضدمیکروبی  بررسی شده است. متابولیت

   Streptomyces sp. strain SCA29جداسازی شده از 

که اثر سمی  شدت فعال بودند درحالی درکشور هند به

 Siddharth and). قابل توجهی بر سلول زنده ندارند 

Vittal, 2019)  
اضر، بررسی اثر بیوکنترلی هدف از مطالعه ح

های ساکن سطح درختان  ها و اکتینومیست باکتری

  Pseudomonas fragi raf3پسته  برعلیه باکتری 

 باشد. می
  

 مواد و روش ها

 جدایه عامل هسته یخ: تهیه گونه خالص

خالص عامل ایجاد هسته یخ   جدایه

)که بیشترین فعالیت   Pseudomonas fragi raf3 گونه

های جداسازی شده از  هسته یخ را در بین باکتری

سطح درختان پسته نشان داده است( از مجموعه 

های عامل هسته یخ جداسازی شده توسط  باکتری

رستمی و همکاران در دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

های مورفولوژیکی و فعالیت  رفسنجان تهیه شد. ویژگی

توسط    Pseudomonas fragi raf3یخ جدایه  هسته

 Rostami etرستمی و همکاران شرح داده شده است 

al., 2018) پس از رشد مناسب و اطمینان از عدم .)

یخ، فعالیت هسته یخ  آلودگی جدایه عامل هسته

 . ها مجددا بررسی و تایید شد جدایه

 

 فیت های اپی برداری و کشت جدایه نمونه

 از 0978-77بهار سال برداری درفصل پاییز و نمونه

ها و ها، جوانهخصوص برگ های هوایی به بخش

شهرستان رفسنجان  پسته در  درختان هایسرشاخه

پس از ثبت  به صورت تصادفی انجام گرفت و

-در پاکت و درج مختصات جغرافیایی مشخصات لازم

-بیماریبه آزمایشگاه های کاغذی و در شرایط خنک 

داری در یخچال نگه کشتو تا زمان  شناسی منتقل

گرم از هر نمونه در  91-01(. حدود 0شدند ) جدول 

مقطر استریل  لیتر آب میلی 11فلاسک ارلن حاوی 

و مدت یک ساعت روی  01 0همراه یک قطره تویین به

دور در دقیقه قرار داده شد. تویین  071شیکر با 

عنوان یک شوینده جهت جداسازی بهتر  به

اضافه شد. یک لوپ از  های سطح گیاه ارگانیسم

های پتری های حاصل، روی سطح تشتکسوسپانسیون

 CGA9شامل ،  0های آگار غذاییحاوی محیط کشت

صورت مخطط کشت داده شد در سه  به GYNA0و

-درجه سانتی 07ساعت در دمای  07تکرار و به مدت 

محتوی  CGA داری شدند. )محیط کشتگراد نگه
Casein: 0.3 g , NaCl: 2 g, KNO3: 2 g, k2HPO4: 

2 g, MgSO4: 0.5 g, CaCO3: 0.2 g, glycerin: 10 

g, Agar: 18g   است( مقطر آب میلی لیتر0111در 

(.(Soltani et al., 2015  محیط کشتGYNA شامل ،

گرم  0یک لیتر محیط کشت آگار مغذی غنی شده با 

 Rostami etگرم عصاره مخمر است  0گلوکز به همراه 

al., 2018) .)و   های باکتریاییپس از ظهور پرگنه

های دارای سازی، پرگنه منظور خالص اکتینومیست، به

شکل و رنگ متفاوت دوباره بر روی محیط کشت آگار 

شدند و سپس از غذایی و به صورت خطی کشت داده

ای کشت هر کدام  یک پرگنه انتخاب و به صورت لکه

، یک لوپ از داری طولانی مدتمنظور نگه داده شد. به

ها در یک لیتر آب ساعته هریک از جدایه 00کشت 

مقطر استریل سوسپانسیون شد و به یخچال با دمای 

تک گراد منتقل شدند. همچنین درجه سانتی 0

صورت  های منتخب بر روی محیط کشت به کلنی

 صورت ماهیانه تجدید کشت شدند ای کشت و به لکه

                                                                               
1 Tween 

2  Nutrient agar : Merck, Darmstadt, Germany   

3 Casein-Glycerol-Agar (3.3 g Bacto peptone, 2.7 g Difco 

nutrient broth, 2.0 g yeast extract, and 15.0 g Bacto agar/1 L 

distilled H2O) 

4 Glucose yeast extract nutrient agar (28g Nutrient Agar, 5g 

Glucose and 5g yeast extract /1 L distilled H2O) 
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(Schaad et al., 2001.) محیط کشت  برای تهیه

ها، محیط کشت  انتخابی جهت رشد اکتینومیست

( مورد استفاده قرار CGAآگار )-گلیسیرین-کازئین

 (.  Dhingra and Sinclair, 1995گرفت )

 مختصات جغرافیایی مناطق نمونه برداری. – 0جدول
Table1- Geographical Coordinates of Sampling Sites. 

Latitude Longitude City Locations 

 

Pistachio 

Cultivar 

 

30º28′34."7N 55º 44 ′16.2"E Rafsanja

n 

Ahmad-Abad Fandoghi 1 

30º 28′20.4"N 55 º42′51.1"E Rafsanja

n 

Ahmad-Abad Akbari 2 

30º28′29.7"N 55 º44′12.3"E Rafsanja

n 

Mohamad-

Abad 

Akbari 3 

30 º28′38.6"N* 55 º44′17.3"E Rafsanja

n 

Mohamad-

Abad 

Akbari 4 

30º28′34.02"N 55 º44′17.7"E Rafsanja

n 

Mohamad-

Abad 

Kale-Ghoochi 5 

30º19′7.9"N 56 º22′ 7.6" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Fandoghi 6 

30º19′ 6.75" N 56 º22′7.21" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Akbari 7 

30º19′7.37"N 56 º22′7.33" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Akbari 8 

30º19′7.33"N 56 º22′7.19" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Akbari 9 

30º19′7.7"N 56 º22′7.43" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Kale-Ghoochi 10 

30º19′7.32N 56 º22′7.17" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Kale-Ghoochi 11 

30°19′1.7"N 56°22′49.4" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Kale-Ghoochi 12 

30°19′3.9"N 56°23′42.7" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Kale-Ghoochi 13 

30°19′1.6"N 56°23′5.8" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Akbari 14 

30°19′2.8"N 56°22′49.7" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Ohadi 15 

30°19′8.1"N* 56°23′50" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Kale-Ghoochi 16 

30°18′28.8"N 56°22′35.3" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Ohadi 17 

30°18′52.1"N 56°22′26.9" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Kale-Ghoochi 18 

30°18′28"N 56°22′37.2" E Rafsanja

n 

Kabutar-khan Ohadi 19 

30°25′24.48"N 56°21′3.02" E Rafsanja

n 

Mohamad-

Abad 

Fandoghi 20 

30°84.6′25.5"N 55°77′47.5" E Rafsanja

n 

Bahreman Kale-Ghoochi 21 

30°85.9′15.3"N 55°76′44.8" E Rafsanja

n 

Bahreman Momtaz 22 

30°22′72.1"N 55°56′0.33"E Rafsanja

n 

Rafsanjan Fandoghi 23 

 منطقه جداسازی نمونه آنتاگونیست* 

Site of the antagonist isolation 
* 

جهت تعیین فعالیت  In Vitroهای زیستی آزمون

 ضدباکتریایی 

فیت های اپی های اکتینومیست و باکتری توانایی ایزوله

یخ  و انتخاب  در ممانعت از رشد باکتری عامل هسته

 Dhingra andاز دو روش کشت متقابل )ایزوله مناسب 

Sinclair, 1995گذاری ) ( و روش دیسکShahidi 

Bonjar and Karimi Nick, 2004 بررسی و مطالعه )

ها در سه تکرار انجام شد. در صورت ایجاد  شد. آزمون

 0/1دقت  با کولیس توسط هاله قطرهاله ممانعت،  

ه ممانعت میانگین قطر ناحیگیری شد.  متر اندازه میلی
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 Fourati-Ben).ها ثبت شد ) از رشد هرکدام از ایزوله

Fguira et al., 2005 های دارای  پس از گزینش ایزوله

و  ررسی خواص فیزیولوژیکیخاصیت بازدارندگی، ب

ای که بیشترین ممانعت را ایجاد  ایزولهبیوشیمیایی 

 جوان روش کشت متقابل، کشت کرد، انجام شد. در

 متر میلی 6 قطر با دیسک یک یخ هستهعامل  باکتری

 آگار مغذی قرار حاوی دیش پتری مرکز در و برداشته

 خالص اکتینومیست های ایزوله از سپس. شد داده

 در روز 7 تا 6 مدت به که CGAروی شده داده کشت

 بودند شده نگهداری گراد سانتی درجه 07 دمای

 9 فاصله در و شده جدا متری میلی 6 های بلوک

 داده قرار یخ عامل هسته باکتری بلوک از متری سانتی

 میکروب از عاری CGA بلوک شاهد عنوان به. شدند

 درجه 07 دمای در ها نمونه این. شد داده قرار

 از ممانعت ناحیه قطر اساس بر و نگهداری گراد سانتی

 Dhingraانتخاب شدند فعال هسته یخ های ایزوله رشد

and Sinclair, 1995)  .)برای متقابل کشت همچنین 

 ساعت 07 تا 00 زمان مدت در که اپیفیت های باکتری

 جهت  بودند، کرده رشد GYNA کشت محیط روی

شد.  در روش  انجام آنها آنتاگونیستی فعالیت  ارزیابی

گذاری، روی پتری دیش حاوی آگار مغذی که  دیسک

ساعت قبل کشت چمنی  باکتری روی آن صورت  00

های اکتینومیست  طابق روش قبل دیسکگرفته بود، م

فیت انتقال یافتند. نمونه شاهد حاوی  یا باکتری اپی

،  بدون GYNAیا  CGAدیسک  محیط کشت 

ها در انکوباتور  اکتینومیست یا باکتری بود. این نمونه

گراد نگهداری شدند و بر درجه سانتی 07در دمای 

آنها  اساس قطر هاله ممانعت از رشدشان میزان فعالیت

 ,Shahidi Bonjar and Karimi Nickسنجیده شد )

2004.) 

 

 ها جدایه بیوشیمیایی ویژگی

بازدارندگی را از  بیشترین که اکتینومیست های جدایه

 قابلیت نظر از رشد باکتری فعال هسته یخ نشان دادند،

 مصرف قابلیت ، pHنمک،  مختلف شرایط در رشد

 ساکارز، وجود و لاکتوز گلوکز، مانند قندهایی

لیپاز، کاتالاز و همچنین  پروتئاز، هایی، مانند آنزیم

شدند  بررسی ها مقاومت به برخی آنتی بیوتیک

(Gulve and Deshmukh, 2011) همچنین .

لیه های او نموآزهای بازدارنده رشد، بر اساس  باکتری

یط اشردر رشد  ،اکسیداز ز،کاتالاگرم، ن موآزمانند 

زرد تشکیل پرگنه م تشکیل یا عد، ازیبی هوازی و هو

 ند.شد بررسی،  5YDCروی محیط 

 

 نتایج

جدایه اکتینومیست و باکتری ساکن سطح  01

درختان پسته که از نظر مورفولوژی با یکدیگر متفاوت 

ها در  سازی شدند. باکتری بودند، جداسازی و خالص

ها  و  اکتینومیست  NAهای حاوی محیط  دیشپتری

قبل از کشت  و نگهداری شد. کشت  CGAدر محیط

با انجام  ها با باکتری فعال هسته یخ، جدایه متقابل

باکتری آزمون انجماد درون لوله از فعالیت هسته یخ 

Pseudomonas fragi raf3 اطمینان حاصل شد ،

 .(0)شکل 

 

 
در Pseudomonas fragi raf3 نتیجه مثبت  – 0شکل

 .آزمون هسته یخ درون لوله 
Figure 1.Positive result of Pseudomonas fragi 

raf3 in tube nucleation test. 

 

های  های جدا شده، در آزمون تمامی ایزوله  

زیستی شرکت داده شده و فعالیت ضد باکتریایی آنها 

باکتری فعال  با سنجش میزان هاله ممانعت از رشد

های جدا شده گیری شد. از بین ایزوله یخ  اندازه هسته

از سطح درختان پسته منطقه رفسنجان، سه ایزوله 

هاله ممانعت کننده از رشد ایجاد کردند. از این سه 

به طور مشخص هاله   B52و   A4جدایه دو جدایه 
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ممانعت قویتری  نسبت به جدایه سوم ایجاد کردند. 

در   و A4 ،01میانگین قطر هاله بازدارندگی در جدایه  

B52، 00 (. 0متر بود )شکل میلی  1جدایه سوم  و در

برای بررسی درمراحل آتی  B52و   A4لذا دو جدایه 

 انتخاب شدند. 

  

 
 .B52 و  A4 های جدایه در ممانعت هاله فعالیت ضدباکتریایی با ایجاد -0 شکل

Fig. 1 Antibacterial activity showing inhibition zone in A4 and B52 isolates. 

 

   A4بررسی تحمل شوری و فشار اسمزی جدایه 

با  یطدر محداد که جدایه مذکور  ( نشان0)جدول

رشد  یدرصد به خوب 01و  8، 1 ،0 یغلظت شور

 تجزیه به قادر سویه همچنین این ( .9)شکل کند می

 به قادر ولی کربن بوده، منبع عنوان به ساکارز و گلوکز

های خارج  نبود. در بررسی تولید آنزیم لاکتوز مصرف

دارای فعالیت   A4نتایج نشان داد، جدایه  سلولی 

(. 1و  0لیپازی، پروتئازی و کاتالازی مثبت بود )شکل

 1و  8این جدایه قادر به رشد در شرایط با اسیدیته 

به  A4به رشد نبود. جدایه قادر  7بوده اما در اسیدیته 

آنتی بیوتیک تتراسایکلین حساسیت نشان داد و ایجاد 

هاله نمود، در حالیکه به آنتی بیوتیک پنی سیلین 

مقاوم بوده و هیچ هاله بازدارندگی مشاهده نشد )شکل 

، در B52های لزج باکتریایی زرد رنگ جدایه  کلونی (.6

کاتالاز  پاسخ به آزمون های بیوشیمایی، گرم منفی،

هوازی اختیاری  مثبت، اکسیداز منفی، دارای تنفس بی

 (. 9( و )جدول 8و قادر به تخمیر لاکتوز بود )شکل
 

 

 

 
 01و  8، 1 ،0 های غلظت در  A4 جدایه رشد -9 شکل

 .سدیم کلرید نمکدرصد 

Fig. 2. Growth of isolates A4 in 2, 5, 7 and 10 % 
concentrations of NaCl 
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 آزمون فعالیت لیپازی )سمت چپ(و  )سمت راست(  A4 فعالیت پروتئازی  جدایهنتایج  -0شکل 

Results of protease activity for isolates A4 ( the right side ) and lipase (the left side).  Fig 3. 

 

 
 A4نتیجه فعالیت کاتالازی مثبت جدایه  -1شکل 

Positive result of catalase  for isolate A4.ّFig 4.  

 

 
( و عدم مشاهده هاله بازدارندگی به آنتی Tآنتی بیوتیک تتراسایکلین ) حساسیت به( در A4هاله بازدارندگی  جدایه ) -6شکل 

 (.Pسیلین ) بیوتیک پنی

Fig. 5. Inhibition halo results for isolate A4 in Tetracycline (T) susceptibility and showed no 

inhibition halos with a penicillin (P) antibiotic. 
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 . A4 سویه بیوشیمیایی و مورفولوژی های ویژگی -0جدول 
Table 1. Morphological and biochemical characteristics of strain A4  

Rersult  Characteristics 

Strain A4 

White gray  Color Mycelium 

+ Glucose  

- Lactose Sugar Fermentation 

+ Sucrose  

+ Protease  

+ Lipase Extracellular enzymes 

+ Catalase  

+ 2  

+ 5 Growth in salinity (NaCl%) 

+ 7  

+ 10  

+ 5  

+ 7 Growth in PH 

- 9  

 

 
پاسخ منفی به -0پاسخ مثبت به تست کاتالاز -0به ترتیب از راست به چپ.:   B52 سویه  بیوشیمیاییهای  . نتایج تست8شکل

 هوازی رشد در شرایط هوازی و بی -9تست اکسیداز

Fig 6. Results of biochemical tests for isolate B52. from right to left respectively.1. Positive result of 

catalase assay. 2.Negative result of oxidase test. 3. Growth Under aerobic and anaerobic conditions. 
 

 .B52 سویه بیوشیمیایی و مورفولوژی های ویژگی -9جدول 

Table 2. Morphological and biochemical characteristics of strain B52.. 

Anaerobic 

growth 
Lactose 

Fermentation 
Oxidase Catalase Grame 

reaction 
Aerial mycelium Yellow pigment Characteristics 

+ 

 
+ - + - - + Result for Strain 

B52 

 

 بحث

 نقش خصوصدر فراوان مستندات و منابع وجود

 خسارت بروز در خی هستهعامل  یها یباکتر

ی و همچنین  نقش احتمالی آنها در بروز سرمازدگ

 نیا مطالعه و یبررس ضرورتهای ثانویه،  بیماری

 یبرا دیمف یهارراهکا هئارا جهت در را ها یباکتر



 71 ...آنتاگونیستی یک استرین باکتری وجداسازی و ارزیابی فعالیت  رستمی: و دهقان مقدم   

 

 کند یم انیب پسته ها  در جمعیت این باکتری تیریمد

(Hirano et al., 2000 .)هایدر حال حاضر، داده 

برای کنترل خسارت سرمازدگی ناشی از  متعددی

این  .باشدمی عامل هسته یخ در دسترس های باکتری

ها، استفاده از کششامل استفاده از باکتریروش ها 

 عامل های گیاهان اصلاح شده مقاوم به باکتری

اگونیست فاقد نتآهای  کارگیری باکتری و به یخ هسته

های مولد هسته یخ  هسته یخ برای رقابت با باکتری

 مطالعات بین در .(Kohl et al., 2019باشد )می

مهار  های میکروارگانیسم یافتن برای که هدفداری

زا انجام شده است، این مطالعه  بیماری عوامل کننده

برای نخستین بار در جهت کنترل عوامل هسته یخ 

ا انجام شد. نتایج این مطالعه ه توسط آنتاگونیست

به طور معنی داری از  B52و   A4نشان داد دو جدایه 

رشد باکتری هسته یخ  روی محیط کشت ممانعت 

و عوامل بوده دارای پتانسیل کنترل زیستی و  کردند

 مناسبی برای جایگزینی مواد شیمیایی در مدیریت

 .جمعیت باکتری های هسته یخ می باشند

های  نتیجه بررسی این جدایه ها با آزمون

بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی مشخص کرد، جدایه 

گرم منفی، شیری مایل به زرد رنگ و  B52باکتریایی 

هوازی اختیاری که ساکن معمول سطح گیاهان  بی

است. این جدایه باتوجه به توان رشد در شرایط بی 

بت به هوازی، پاسخ منفی به آزمون اکسیداز، پاسخ مث

های شیری رنگ و سایر  تست کاتالاز و داشتن کلونی

های بیوشیمیایی و مورفولوژیکی به جنس  ویژگی

Pantoea  ازخانوادهEntrobacteriaceae  مشابهت

بیوزیس در این مطالعه نشان  های آنتی داشت. آزمون

طور مشخص بر علیه  به B52داد که جدایه باکتریایی 

  Pseudomonas fragi raf3باکتری فعال هسته یخ 

فعالیت آنتاگونیستی داشته و از رشد  این باکتری روی 

کند.  محیط کشت در شرایط آزمایشگاه جلوگیری می

Babu   و همکاران  نیز فعالیت آنتاگونیستیPantoea 

agglomerans   از خانوادهEntrobacteriaceae  را

(. در مطالعه مزبور، Babu et al, 2005اند )  تایید کرده

از خانواده سطح  Pantoea agglomeransجدایه 

سالم جداسازی و فعالیت آنتاگونسیتی آن  گیاهان برنج

 oryzae pv. oryzae Xanthomonas بر علیه باکتری 
کند که این جدایه توان  و تایید می اثبات شده است

های اختصاصی در فیلوسفر گیاه را  کلونیزاسیون سایت

های شاخص برای یک آنتاگونسیت  که از ویژگیدارد 

و   Nunesدر رقابت موفق در سطح گیاه می باشد. 

برای   Pantoea agglomeransهمکاران از جدایه 

های پس از برداشت گلابی  کنترل بیولوژیک بیماری

(. همچنین Nunes et al, 2001استفاده کرده اند )

وسیدگی فعالیت آنتاگونیستی این جدایه در کنترل پ

 et al., 2020جات تایید شده است )  ای میوه قهوه

Lahlaliهای دارای توان  (.  استفاده از جدایه

بازدارندگی بصورت کاربردی در کنترل بیولوژیک نیاز 

به تحقیقات گسترده و مطالعات بیواکولوژیک دارد. چه 

های  بسا ممکن است بسیاری از این موارد پاتوژن

ستی از انواع مختلف فهرفرصت طلب باشند. 

های اپیفیت گیاهان در مطالعات متعدد ارایه  باکتری

ای  های برگ، میلهفیتشده است. بسیاری از این اپی

 Nongkhlaw and) ) شکل و گرم منفی  هستند

Joshi,  2014فیت حاضر در سطح های اپی . باکتری

برگ و یا اضافه شده به صورت محلول پاشی نقش 

زای گیاهی ایفا  اکتری های بیماریمهمی در سرکوب ب

 کنند. می

فیت دیگر  ، جدایه گرم مثبت اپیA4جدایه 

طور مشخص  جداسازی شده در این مطالعه است که به

مانع از رشد باکتری عامل هسته یخ  در شرایط 

های مورفولوژیکی،  آزمایشگاه شد. با توجه به ویژگی

اشت. ها د هایی مشابه اکتینومیست این جدایه کلونی

نتایج نشان داد که این جدایه توان تحمل فشار 

های متعدد نمک  اسمزی بالا و رشد در غلظت

های  کلریدسدیم را دارد. همچنین رشد در اسیدیته

(، از یک طرف  توان 0مختلف محیط کشت )جدول 

سازگاری یک آنتاگونیست را در شرایطی مشابه رشد 

هد و از گیاه میزبان )شوری و خشکی( را نشان می د

گیری در  عنوان یک یافته در تصمیم طرف دیگر به

عنوان معیار کنترل  شرایط تولید یک محصول به

. ) et alPassari(2016 ,.بیولوژیک مفید خواهد بود 

های اپی فیت در صورت داشتن سازگاری  آنتاگونیست
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با شرایط محیطی بهترین گزینه برای کنترل بیولوژیک 

فیزیولوژیکی هستند. یکی تنش های بیماریزایی و 

دیگر از نتایج این مطالعه نشان داد این جدایه قادر به 

های لیپاز، پروتئاز و کاتالاز می باشد. در  تولید آنزیم

مطالعات متعدد نشان داده شده است توان تولید 

های لیتیک مثل لیپاز و پروتئاز ارتباط مستقیمی  آنزیم

نیسم دارد اورگا با توان آنتاگونیستی یک میکرو

(Mamphogoro et al., 2021) در بررسی قند .

 تجزیه، قادر به A4مصرفی، نتایج نشان داد جدایه 

که  در حالی کربن بوده، منبع عنوان به ساکارز و گلوکز

تواند لاکتوز را تجزیه کند. این داده علاوه بر اینکه  نمی

در حمایت رشد میکروبی این آنتاگونیست در محیط 

، نشان می دهد که می توان با تامین کمک می کند

های آنتاگونیست، فعالیت  منابع کربنی مورد نیاز سویه

آنتاگونیستی آنها را افزایش داد. همچنین این یافته 

بندی  و  مند به بسته های علاقه تواند به شرکت می

فرمولاسیون این آنتاگونیست کمک کند که بهترین 

اهم کند. این جدایه شرایط را برای بهبود کارایی آن فر

در نتایج آزمون گرم مثبت بوده و به آنتی بیوتیک پنی 

های  سیلین مقاومت نشان داد. نتایج ویژگی

های بیوشیمیایی این جدایه  مورفولوژیکی و نتایج تست

داد که با  نشان می Streptomycesشباهت آن را به 

( مطابقت 0101و همکاران )  Rashardنتایج مطالعه

های  بته جهت شناسایی دقیق به آزمونداشت. ال

تکمیلی و تعیین توالی نوکلئوتیدی در مطالعات آینده 

های گرم مثبت بیش از  باکتری نیازمند است. اگر چه

کنند نیمی از ترکیبات ضد میکروبی جهان را تولید می

های مختلف زندگی آدمی به خصوص در و در عرصه

 Doumbouند )اکنترل بیماری های گیاهی اثر گذاشته

et al., 2002 Shimizu et al., 2000; .) 

 

 پیشنهادات

شود مطالعات تکمیلی در خصوص  پیشنهاد می

ها، خالص سازی مواد ضد   شناسایی این جدایه

باکتریایی این آنتاگونیست ها و توان کلونیزاسیون آنها 

شود  در سطح گیاه بررسی شود. همچنین پیشنهاد می

 دو جدایه ، روی گیاه بررسی گردد.توان بیوکنترل این 

ی است بر انجام آزمایشات ا در واقع این مطالعه مقدمه

های مذکور علیه تکمیلی مانند کاربرد آنتاگونیست

های فعال هسته یخ  در شرایط باغ در قالب  باکتری

های آماری که باید در مدت زمان حداقل سه طرح

با  سال صورت گیرد. در صورت تطابق نتایج حاضر

 های توان به جدایهگاه می شرایط مزرعه آن

Streptomycesعنوان عوامل بیوکنترل کاندید  موجود به

در کنترل زیستی محسوب کرد. و در این راستا 

بایستی امنیت آنها از نظر تاثیر بر محیط زیست، تاثیر 

آنها بر رشد گیاه و همچنین تاثیرات احتمالی آنها در 

ی با تاکید بر مصرف کننده چرخه زیستی مواد غذای

 اصلی که انسان است مورد توجه قرار گیرد.
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