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 چکیده

صیفیLycopersicon esculentum)  فرنگیگوجه  مهمترین  از  یکی  پژمردگی (  بیماری  است.  ایران  و  جهان  سراسر  در  جات 

های نوین  یکی از روش. باشدوسعه کشت این گیاه در کشور میانع تمواز  Verticillum dahliae  با عاملفرنگی ورتیسیلیومی گوجه

مدیریت  گ بیماری   در  باکتری های  از  استفاده  مهاریاهی  است.  های  اندوفیت  پژوهش،  کننده  این  انجام  از  و  هدف  معرفی  شناسایی 

مؤثراندوفی  هایباکتری بیماری  به  ت  زیستی  کنترل  عامل  است. عنوان  منظو  مذکور  این  نمونه   ر، برای  گلخانه بردابتدا  از  و  اری  ها 

های ریشه، ساقه، برگ و  های اندوفیت از اندام انجام شد. جدایه   1396البرز در بهار و تابستان    های تهران وفرنگی استانمزارع گوجه

 King'sط کشت  حیهای کلیدی و بر اساس تولید رنگدانه فلورسنت بر روی مبا انجام آزمون فرنگی جداسازی شدند.  میوه گوجه 

medium B  جدایه    30، تعدادPseudomonas  انتخاب با  . طی انجام آزمون ندشد  فلورسنت مثبت  های کشت متقابل، شش جدایه 

بیوکنترل   به عنوان    P. fluorescens NZ105های تکمیلی قرار گرفتند. جدایهدر شرایط گلخانه مورد بررسی  V. dahliaeتوانایی 

آنتاگون عامل  با  یس موثرترین  ویمیل  3/ 7ت  پتری  ظرف  در  بازدارندگی  ب کاهش  درصد    85  متر  گلخانه    در  یماریشدت  شرایط 

ب  نتایج آزمون گلخانه ی  یشناسامورد    16S rDNAی  ژنو ترادف ناحیه  بیوشیمیایی    هایوسیله روش ه انتخاب شد و  ای  قرار گرفت. 

 تریر وزن خشک بوته و ریشه، ارتفاع بوته، طول ریشه، وزن نظ دار پارامترهای رشدی  نشان داد جدایه مذکور موجب افزایش معنی

های بازدارنده خارج سلولی قابل نفوذ در  های تولید پروتئاز، متابولیت ها نشان داد مکانیسم است. همچنین، بررسی  یشه و بوته شده ر

 ثر بودند.  ؤ م P. fluorescens NZ105توان کنترل زیستی جدایه در  قارچی،ار ضد های فرّآگار و متابولیت 

 فاکتورهای رشد  ا،هت ی متابول ،از، پروتئVerticillum dahliaeفرنگی، گوجه های کلیدی: واژه

 

 مقدمه

گوجه  علمیگیاه  نام  با   Lycopersiconفرنگی 

esculentum    گیاهی یکساله، متعلق به خانوادهSolanaceae  

صیفی مهمترین  از  یکی  محسوب  و  دنیا  سراسر  در  جات 

با توجه به توسعه بخش کشاورزی کشور در چند    د.گردمی

اخیر،   گوجه سال  تولید  امیزان  در  سال  رانیفرنگی  های  طی 

یافته است. افزایش  تُن، در    اخیر  میلیون  با حدود شش  ایران 

گوجه عمده  تولیدکنندگان  ششم  جهان  جایگاه  در  فرنگی 

( دارد  مهم  (.گوجه FAO, 2019قرار  دومین محصول  فرنگی 

ومی با  پژمردگی ورتیسلی  در کشور است و بیماری  ایگلخانه 

محدویت   Verticillium dahliaeعامل   از  جدی  یکی  های 

گوجه  است  تولید  ایران  در  ) Haji & Muridفرنگی 

Mansour, 2017) .  روش جهت  تاکنون  متعددی  های 

و   مقاوم  ارقام  از  استفاده  جمله  از  بیماری  این  مدیریت 

به  و  پیشنهاد  خاک  است.ا  ضدعفونی  شده  گذاشته  در    جرا 

می استفاده  مقاوم  ارقام  از  اغلب  گلخانه،  این  ود.  ششرایط  با 
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شدن  های گذشته، چندین مورد از شکسته حال، در طول سال 

گوجه ارقام  از  بسیاری  در  چون  مقاومت    Colibriفرنگی 

)  Rio Grandeو است  شده   ,.Rekanovic et alگزارش 

ی این گونه  یید پویاؤم  نسدر تو   V. dahliae(. جدایه  2007

میزبان  با  تعامل  پژمردگدر  بیماری  بروز  و  خود  ی های 

et al Oliveira ,.فرنگی است )ورتیسیلیومی در ارقام گوجه 

این   مضافاً  (.2010 بیبر  مصرف  و  که  شیمیایی  سموم  رویه 

برابر مصرف سموم و   بیمارگرها در  بروز پدیده مقاومت در 

از سایر  اس  ،اهاثرات سوء زیست محیطی آن    هایروشتفاده 

کننده  مهار  زیستی  کنترل  نظیر  خطر  کم  و  های  جایگزین 

) Bull,  &Martinبرجسته کرده است را ی یقارچی و باکتریا

2002; Naraghi et al., 2006; Naraghi et al., 2008; 

Prabhat et al., 2013) باکتری کنترل  .  در  اندوفیت  های 

ا و حفاظت  گیاهی  تنش ز  بیمارگرهای  برابر  در  های  گیاهان 

اهمیت   حائز  زنده  غیر  و  زنده  باکترهستندعوامل  های  ی . 

به    اندوفیت  نسبت  گیاهان  سریع  دفاع  افزایش  باعث 

تنش عفونت  و  ویروسی  یا  قارچی  باکتریایی،  های  های 

این  .(Wang et al., 2015)شوند  محیطی می این    ضمن  که 

گزینه باکتری تولید  ها  برای  خوبی  زیستی  کوهای  دهای 

فرامی باکتری  با  مقایسه  در  و  میباشند  بهتر  توانند  ریشه 

تنش میزب شرایط  در  را  بیماری   انشان  عوامل  محافظت  و  زا 

مکانیسم از  باکتریکنند.  این  شده  شناخته  ایجاد  های  ها 

سیستمیک القایی   Induced Systemic)مقاومت 

Resistance, ISR)  به وابسته  گیاهی    هایهورمون ( 

 ,.Vallino et al)( است  ET( و اتیلن )JA)  مونیک اسید اسج

2009). 

مکان دیگر  باکترییسماز  این  برای  شده  شناخته  ها  های 

آنزیممی استیک،  اسید  ایندول  تولید  از   ACCهای  توان 

نیتروژن تثبیت  خاک،  در  مغذی  مواد  انحلال    و   دآمیناز، 

بیمارگرهای گیاهی نام برد   (. Vallino et al., 2009)  کنترل 

جنس رشد  از  دهنده  ارتقا  یا  بهبود  اندوفیت  باکتریایی  های 

( به  می  (PGPگیاه  اشاره    Burkholderiaو    Bacillusتوان 

به  که  وزن  نمود  و  طول  افزایش  باعث  توجهی  قابل  طور 

برنج شده  و  کلزا  گیاه  همچنین جداید  انخشک    MSA2ه  و 

Enterobacter    گیاه ریشه  ب  موج  Jatropha curcasاز 

  طول ریشه، تعداد برگ و وزن تر و خشک گیاه شده   افزایش
) Jha, & Bhattacharyya 1999;  et al.,Singh  است

باکتری  .(2012 از  استفاده  خصوص  اندوفیت  در  های 

بگوجه  روشهفرنگی  از  یکی  مدیریت  عنوان  در  موثر  های 

ورتیسلیومی گزارش پژمردگی  های محدودی وجود  بیماری 

مطالعه   Amaresan et al. (2012)دارد.   باکتری با  های  ی 

بوته  در  گوجه اندوفیت  تهای  جدایه فرنگی  های  وانستند 

قابلیت   با  اندوفیت  شناساارتقا  باکتری  را  که  یرشد  نمایند  ی 

این جدایه  به جنس  بیشتر  متعلق  از    Bacillusها  دو جدایه  و 

جدایه بودند.    Serratiaجنس   این  کنترل  اغلب  به  قادر  ها 

،  Fusarium oxysporumارچی و شبه قارچی  رهای قرگبیما

Colletotrichum capsici  ،Sclerotinia rolfsii  وPythium 

sp.  ایبودند. همچنین توانا دول استیک  ینی تولید سیدروفور، 

تحقیق در  بودند.  دارا  را  فسفات  و  مطالع  ی اسید  با    ة مشابه، 

بوته باکتری در  اندوفیت  گوجه های  توانست های    ند فرنگی 

قابلیت  جدایه  با  اندوفیت  باکتری  را شناساارتقا  های  ی یرشد 

مت که  جنس  نمایند  به  از    Pseudomonasعلق  جدایه  دو  و 

بودند.    Acinetobacter  و  Stenotrophomonas  هایجنس

دارای    V. dahliaeبیمارگر قارچی  ها ضمن کنترل  این جدایه 

سیدروفور،  یتوانا تولید  اسیدایندول  ی  تولاستیک    ید ، 

آنتییت متابول قارچی،  ضد  فرار  پروتئازها،  بیوتیکهای  ها، 

هیدروژن  سو    کیتینازها ) Safdarpour& بودند  یانید 

Khodakaramian, 2019) .    توجه اهمیت  به  با  و  فوق  موارد 

شناسا جداسازی،  به  اقدام  موضوع،  این  مختلف  و  یابعاد  ی 

جه  گوباکتری اندوفیت از روی گیاه    معرفی مؤثرترین جدایه 

صفات کامل  توصیف  گردید.   اندوفیت  باکتری  فرنگی 

Pseudomonas fluorescens NZ105    این اهداف  دیگر  از 

 .  تحقیق بود

 

 های بررسیمواد و روش 

 نمونه برداری 

بوته نمونه  گلخانه و    20فرنگی در  های گوجه برداری از 

سال    15 تابستان  و  بهار  فصول  طی  در  در    1396مزرعه 

نمونه   ان های تهراستان البرز انجام شد. در طی    10،  برداریو 

کاملاً گ  بوته  هر  فاقد  هر  سالم  از  بیماری  ظاهری  علایم  ونه 
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مزرعه   یا  هر  انتخاب  گلخانه  میوه  و  برگ  ساقه،  ریشه،  شد. 

 گیاه به عنوان یک نمونه در نظر گرفته شد.

 

  V. dahliaeهای قارچ بیمارگر جدایه

–VD–Co–P–Gبا کد    V. dahliaeجدایه قارچ بیمارگر  

گیاه   22 تحقیقات  مؤسسه  کلکسیون  تهیه    کشور  پزشکیاز 

صورت  قارچی  هایریسه   .شد   کشت    محیط  به  جداگانه  به 

PDA  نوک   به   قارچ  جدایه   سپس   .شدند  منتقل   ریسه   روش 

 .شد سازیخالص

 

 Pseudomonasهای جنس جداسازی اندوفیت 

شدند و پس  ه دقیقه با آب شستشو داد 10مدت ها به نمونه 

اتانول با  ضدعفونی  مدت    %75  از  با    40به  وسپس  ثانیه 

اتانول  به   %5سدیم  هیپوکلریت   و  دقیقه  یک  به    %70مدت 

شدند.    30مدت   شستشو  سترون  مقطر  آب  با  بار  سه  ثانیه، 

حاوی آب مقطر سترون، له شدند و    سترونها در هاون  نمونه 

  ت شک   محیط  روی  بر  فوق  سوسپانسیون  از  میکرولیتر  20

( ب  شد    مخطط  صورت   به (  KBکینگ  داده  کشت 

(Deshappriya, 2015 &Atugala ) با رنگدانه  یها. جدایه ی 

انتخاب    Pseudomonasهای جنس  عنوان گونه ه  ب،  فلورسنت

آزمون اساس  بر  اکسیداز،    بیوشیمیاییهای  و  لوان،  )تولید 

و   زمینی  سیب  بافت  نرم  پوسیدگی  هیدرولیزه،  دی  آرژنین 

فو توتون( در حد جنس  ق  ایجاد  برگ گیاه  حساسیت روی 

 شدند.  بندیگروه 

 

های  اکتریببا    V. dahliae  یمارگربررسی برهمکنش ب

 در شرایط آزمایشگاه  Pseudomonasاندوفیت 

جدایه ارزیابی بیوکنترل  توان  تعیین  برای  اولیه  های  های 

 .Vعلیه قارچ بیمارگر    Pseudomonasفلورسنت مثبت جنس  

dahliae  کشت  حیم  روی متقابل  به   PDAط  کشت  صورت 

متر و از پنج میلی   های میسلیومی به اندازه انجام گرفت. قرص 

پرگنه   قارچ  15حاشیه  رشد  حال  در  در    روزه  شد.  تهیه 

سیب تشتک کشت  محیط  حاوی  دکستروز های  زمینی 

قرار داده  بیمارگر  باکتریها روبروی  ( این قرصPDAآگار)

تشتک  سپس  ششد.  پتری  بحاوی  د  اههای   .Vمارگریقارچ 

dahliae    تیمار در دمای و در شرا  25و  یط  درجه سلسیوس 

آزمون این  شدند.  نگهداری  انکوباتور  درون  در   تاریکی 

تصادفی با پنج تکرار انجام شد. قطر پرگنه    قالب طرح کاملاً

آماری   محاسبات  برای  پانزدهم  روز  در  بیمارگر 

بازدیادداشت  درصد  و  شد  نهایی  رشد  اربرداری  از  ندگی 

( بیمارگر  قارچ  فرمول  PIمیسلیوم  از  استفاده  با   )–1[(RPI=

] × 1001/ R )2R    که در آنR1    برابر با شعاع پرگنه در شاهد

پرگنه    R2و   شعاع  با  جدایه برابر  حضور  باکتریدر   های 

 (. Munif et al., 2012است، محاسبه شد )

 

 ای های گلخانهآزمایش

توان     Pseudomonasندوفیت  ا  هایاکتری بارزیابی 

 ای در کنترل بیماری در شرایط گلخانه

با  فرنگی  بذورگوجه  سوسپانسیون    لیترمیلی  10رقم فلات 

منتخب   جدایه  شش  غلظت  Pseudomonasهر  در   که 

cfu/ml  810    به روش اسپکتروفتومتر تعیین شده بود به مدت

 Atugala)  کاشته شدند   ءساعت آغشته و داخل سینی نشا   24

)appriya, 2015shDe &.  24    نشاهای انتقال  از  قبل  ساعت 

سوسپانسیون    ،حاوی خاک سترونهای  به گلدان   ،تیمار شده 

با جمعیت   میلی  1×  810قارچ  هر  در  شد اسپور  اضافه  و    لیتر 

 Nejad et)منتقل شدند ها  سپس نشاهای تیمار شده به گلدان 

al., 2000)  .45  تیمار شده گوجه   روز از رشد گیاهان    پس 

ب رنگیف شدت  درصد  هفته  هر  علا  یماری ،  شمارش   م یبا 

داد نشاهای سالم و بیمار، تعیین و  تع  ییهوا  هایاندام   یظاهر

میزان کنترل    .میزان کنترل بیماری برای هر تیمار محاسبه شد

فرمول از  استفاده  با  که در    D2D–1[(D / (1001 × [ بیماری 

ب  1Dآن   شدت  و  ی ماریدرصد  آلوده  شاهد  د  رص د  2D  در 

ب شد    یماریشدت  محاسبه  تیمار،   ,.Jabnoun et al)در 

پنج تکرار   تصادفی ر قالب طرح کاملاًاین آزمایش د ،(2009

های  تجزیه آماری داده گیاهچه( انجام و    10)هر تکرار شامل  

 SASافزار  گیری پارامترها، با استفاده از نرم حاصل از اندازه 

با  و  انجام شد و مقایسه تجزیه واریانس    9.1 مقایسه میانگین 

آزمون   از  درصد  استفاده  یک  احتمال  سطح  در  دانکن 

 رفت. صورت گ
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 های گیاهیها در بافتردیابی حضور اندوفیت

مایه  تیمارهای  از  کدام  هر  با  از  شده  های  باکتری زنی 

مایه  شاهد  و  صورت  اندوفیت  به  گیاهچه  پنج  نشده،  زنی 

اصات برای  شدنثبدفی  اندوفیت  پدیده  شد تخان  ،ات  ند.  اب 

انجام همان   از  منظور، قطعات گیاهی مختلف پس  این  برای 

اشا جداسازی  مراحل  قسمت  در  شده  های  باکتری ره 

)  کشت  محیط  روی اندوفیت،   ب  داده (  KBکینگ  قرار 

شناسا و  جداسازی  از  پس  یافته  باکتریی  ی شدند.  رشد  های 

با   آنها  مقایسه  و  قطعات  اطراف  جداسازی  باکتری در  های 

زنی نشده، اندوفیت بودن  شاهد مایه   قطعات مربوط به ز  شده ا

  .ه تعیین شدهای مورد مطالعباکتری

 

  گیاه   رشد  بر  اندوفیت  هایباکتری  تأثیر

 فرنگی گوجه 
های رشد  های اندوفیت بر شاخص ر جدایه ثبرای بررسی ا

مایه  بذور  از گیاه،  یک  هر  با  بیمارگر  قارچ  با  شده  زنی 

مایباکتری اندوفیت  اشاره شده  )زنی شده  ه های  مطابق روش 

ب سینی   الا(در  در  شدندو  کاشته  نشاء  از  .های    روز   45  پس 

فرنگی گوجه  شده  تیمار  گیاهان  رشدی    هایشاخص،  رشد 

وزن ساقه،  طول  ریشه،  طول  وزن  شامل  و  بوته  و  ریشه  تر 

ریشه   و  بوته  با  خشک  شده  جدایه تیمار    منتخب  شش 

Pseudomonas  ( و شاهد  بد نسبت به شاهد سالم )ون بیمارگر

گلخانه آلو شرایط  در  قارچ  بیمارگر  به  و    ده  بررسی 

 (.  Jha, 2012& Bhattacharyya)برداری شد داشت یاد

 

 Pseudomonas موثراندوفیت  شناسایی و جدایه

شناسایی منظور  اندوفیت  ثرتریمؤ  به  باکتری  ن 

Pseudomonas    و تکثیر ناحیه ژنی    بیوشیمیایی  های روشاز

16S rDNA  د شاستفاده(Kumar et al., 2016  .) 

  مرازای پلیو انجام واکنش زنجیره DNAاستخراج 

نوترینت    روی محیط کشت  Pseudomonas  موثر  جدایه 

میکروتیوب   آگار داخل  ایزوله  هر  کلنی  شد.  داده   کشت 

( یک دهم نرمال NaOHمیکرولیتر سود )  500سترون حاوی  

م  SDSمیکرولیتر    10و   درصد  از  خلنیم  پس  شد.  وط 

نمونه  مدت  ورتکس،  برای  قرار    5ها  جوش  آب  در  دقیقه 

شد  دقیقه  دنداده  سه  مدت  به  یخ  ظرف  داخل  در  سپس   .

شد  داده  سرمایی  دقیقه  ندشوک  پنج  مدت  به  آن  از  پس   .

با سرعت  نمونه  دمای    13000ها  در  دقیقه  در  درجه    25دور 

شد سانتریفیوژ  با  100.  ندسلسیوس  فاز  از  به  لامیکرولیتر  یی 

سترون   میکروتیوب  دمای  داخل  در  و  درجه    -20منتقل 

نگهداری شد برای  (,.Elboutahiri et al  2009)   سلسیوس   .

ژن   عمومی    16S rDNAتکثیر  آغازگر  جفت    –5)'از 
CGGGATCCAGAGTTTGATCCTGGTCAGAAC

) '3–GAACGCT  5)– و' 

CGGGATCCTACGGCTACCTTGTTACGACTTC

ACCCC–3') ( استفاده شدKumar et al., 2016  .) 

نهایی واکنش  نها PCR مخلوط  حجم    25ی  یدر 

موا با  بافرمیکرولیتر  حاوی     2MgCl  ،میکرولیتر  1X ،5/2د 

مولار(    5/1)  میکرولیتر،  dNTPS  5/0   ،میکرولیتر  1میلی 

یک   کدام  هر  برگشت  و  رفت   ،میکرولیترآغازگرهای 

مولارTaq DNA polymerase  (5/2    )آنزیم  3/0میلی 

آب ترمیکرولی و  7/16 سترون مقطر ،   DNA میکرولیتر 

 با برنامه  PCRواکنش    شد. تهیه میکرولیتر  2شده   استخراج

دمای حرارتی سلسیوس    94 شامل  دقیقه  درجه  دو  مدت  به 

 94در   چرخه هر و  PCR  چرخه 25برای واسرشت اولیه و  

به مدت   درجه سلسیوس  52ثانیه،   60مدت درجه سلسیوس به

دقیقه و بسط نهایی   به مدت سهلسیوس  س  درجه   72ثانیه و    60

دمای   مدت    72در  به  سلسیوس  شد. دق  20درجه  کامل  یقه 

با   مرازای پلیواکنش زنجیره چهار میکرولیتر از هر محصول  

های  یک میکرولیتر مارکر رنگ آمیزی مخلوط و در چاهک 

آگارز   میکرولیتر    %1ژل  یک    DNA ladder SMO 323و 

(Thermo Scientific  )از    ذاریرگ با پس  دقیقه    30و 

ژل  داکیومنتیشن  الکتروفورز  ژل  دستگاه  توسط   Gel)ها 

Document   Uvitec/DM 500)   عکس و  برداری مشاهده 

واکنش محصول  جنوبی   PCR شد.  کره  بایونیر  شرکت  به 

 (.  Kumar et al., 2016فرستاده شد )

 

متابولیت تولید  توانایی  توسط بررسی  مهم  های 

 Pseudomonas موثرجدایه 

 آزمون تولید پروتئاز 
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تشتک   Pseudomonas  موثر جدایهکلنی   حاوی    روی 

کشت   صورت    SMA (Simmon citrate agar)محیط  به 

  25  ساعت در دمای   48ای در سه تکرار کشت و به مدت  لکه 

درجه سلسیوس نگهداری شد. تشکیل هاله شفاف در اطراف  

جدای پروتئازی  فعالیت  منزله  به  باکتری  شد    ه پرگنه  ارزیابی 

(Hafeez, 2012 &Gull  .) 

 

ه خارج سلولی  های بازدارندآزمون تولید متابولیت 

 قابل نفوذ در آگار

غلظت  Pseudomonas  موثر   جدایه سوسپانسیون    با 

cfu/ml  810×1    های حاوی محیط کشت  تشتکرویPDA  

دمای  کشت   در  روز  سه  مدت  به  سلسیوس    28و  درجه 

ها  های سطح محیط کشت نه نگهداری شدند. سپس کل پرگ

ر بر  کلروفرم  به  آغشته  سترون  پنبه  یک  و  تراشیده  وی  را 

تشتک  از  درپوش  پس  شد.  داده  قرار  وارونه  بصورت    30ها 

میسلیوم حاشیه کشت    دیسکدقیقه، یک   قارچ    15از  روزه 

شاهد   عنوان  به  تشتک  یک  و  تشتک  هر  وسط  در  بیمارگر 

بازدارندگی   از  PI)کشت داده شد و میزان درصد    15( پس 

گیری شد  اندازه  =R2R–1[(RPI / (1001 × [روز طبق فرمول  

(Hamde, 2016 &t Rau .) 

 

 های فرار ضد قارچی آزمون تولید متابولیت 

سوسپانسیون   فوق،  آزمون    موثر  جدایهطبق 

Pseudomonas  مشابه غلظت  سپس   با  و    200مقدار  تهیه 

آگار    نت های کشت نوتریمیکرولیتر از این رقت روی محیط 

د دو  )حاوی  گلوکز  مدت  NGAرصد  به  و  گردید  پخش   )

در    24 ها  پتری  نگهداری    25دمای  ساعت  سلسیوس  درجه 

روزه از قارچ بیمارگر    15از کشت    دیسکشدند. سپس یک  

کشت   محیط  وسط  شرایط    PDAدر  در  شد.  داده  قرار 

های کشت باکتری و قارچ بیمارگر روی هم  سترون، تشتک

و  شدند  داده  میانی  ب  قرار  منفذ  پارافیلم،  نوار  از  استفاده  ا 

طبق فرمول بالا درصد    روز  10ها مسدود شد. پس از  تشتک

( اندازه PIبازدارندگی  قارچ  رشد  از  شد  (  ) Raut& گیری 

Hamde, 2016) . 

 

 آماری  تحلیل و تجزیه

تصادفی انجام شد و    ها بر اساس طرح کاملاًکلیه آزمون 

ر گرفته شد. تجزیه و تحلیل  نظبرای هر تیمار پنج تکرار در  

با استفاده از نرم داده  بندی  گروه   . ام شدانج  SAS 9.1افزار  ها 

یک  احتمال  سطح  در  دانکن  آزمون  از  استفاده  با  تیمارها 

 درصد صورت گرفت. 

 

 نتایج

 Pseudomonasهای اندوفیت باکتری  جداسازی

های کلیدی و نیز بر اساس تولید رنگدانه  با انجام آزمون 

کشت  ورفل محیط  روی  بر  از  ،  King's medium Bسنت 

ورسنت مثبت شش جدایه  فل   Pseudomonasجدایه    30تعداد  

جنس   حد  توانایی شدند  بندی گروه در  با  جدایه  شش   .

بررسی  V. dahliaeبیوکنترل   مورد  گلخانه  شرایط  های  در 

 (.1)جدول  تکمیلی قرار گرفتند

 

جدایه آنتاگونیستی   در  Pseudomonasهای  اثر 

 مایشگاه آز

بازدارندگی  اثر  بررسی    Pseudomonasهای  جدایه   با 

بی قارچ  ترتیب  به جدایه  پنج  ،  V. dahliaeمارگر  علیه 

Pseudomonas sp. NZ 2011    میانگین متر، میلی  7/2با 

Pseudomonas sp. NZ 2201    میانگین متر، میلی  6/2با 

Pseudomonas sp. NZ 2202    میانگین متر، میلی  3/2با 

Pseudomonas sp. NZ 1102    میانگین و میلی  7/1با  متر 

Pseudomonas sp. NZ 1101    متر، هاله  میلی   4/1با میانگین

نمودند.   ایجاد  را  با بازدارندگی  همراه  مورد  پنج  جدایه    این 

NZ105  P. fluorescens    بیشترین  میلی  7/3با میانگین با  متر 

  V. dahliaeترل  کنبرای ارزیابی توانایی بیوهاله بازدارندگی،  
  .در شرایط گلخانه مورد بررسی قرارگرفتند

 

در شرایط  منتخب در کنترل بیماری  های  اثرجدایه

 ای گلخانه

زیستی   مهار  توان  واریانس  تجزیه  جدایه نتایج    شش 

بیمارگر به   Pseudomonasهای اندوفیت  باکتری همراه قارچ 

V. dahliae  بیمار )قارچ  آلوده  شاهد  با  مقایسه  و  گردر   )
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نشا بیمارگر(  قارچ  )بدون  سالم  اختلاف  شاهد  داد  ن 

بین تیمارها وجود دارد  داری در سطح یکمعنی .  درصد در 

نسبت    85با    P. fluorescens NZ105باکتریجدایه   درصد 

را نشان    یماریبه شاهد آلوده بیشترین کاهش درصد شدت ب 

 (.  1داد )شکل 

جدایه اندوفیت  سایر  مهار ایتوان  Pseudomonasهای    ی 

زیستی کمتری نسبت به شاهد سالم و باکتری منتخب داشتند  

 (. 2)جدول 

 

 
 Pseudomonasباکتری منتخب تعلق به جنس جدایه    شش مشخصات فنوتیپی  -1جدول 

Table 1. Phenotypic characters of six selected Pseudomonas isolates  

Isolates Levan Gram 
staining 

Hypersensitivity 
reaction 

Arginine 
dihydrolase 

Oxidae 
test 

Fluorescent 
pigment Potato rot 

Pseudomonas 

sp. NZ 1101 

– – – – – + – 

Pseudomonas 
sp. NZ 2201 

+ – – + + + – 

Pseudomonas 

sp. NZ 2011 
+ – – + + + – 

Pseudomonas 
sp. NZ 1102 

– – – – – + – 

Pseudomonas 

sp. NZ 2202 

– – – – – + – 

P. fluorescens 
NZ 105 

+ – – + + + – 

 

 

 

 
دار  معنکاهش    -1شکل گیاه گوجه  پژمردگیعلایم  ی  افزایش رشد  بذورو  تیمار  در  شده   فرنگی  زنی  قارچ  مایه   .V بیمارگر  با 

dahliae    باکتریوNZ105    P. fluorescens (B  با مقایسه  در  بC)سالم    شاهد  تیمار(  آلوده  شاهد  و   .V بیمارگرقارچ  ه  ( 

dahliae(A ) 

Fig. 1. Significant reduction of wilt symptom and increasing the growth of the tomato plants in seed treatments 

with V. dahliae and P. fluorescens NZ105 (B) compared to non–inoculated control (C) and inoculated control 

with V. dahliae (A) 
اندوفیت  باکتری ثیر  أت بر رشد    Pseudomonasهای 

 گیاه

تر و خشک بوته و ریشه،  یه واریانس صفات وزن نتایج تجز

معنی اختلاف  تیمارها  بین  داد  نشان  بوته  و  ریشه  داری  طول 

دارد وجود  درصد  یک  سطح   .NZ105  P  جدایه.  در 
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fluorescens   افزایش در  بیشتری  توان  از  میان  این    در 

شاخصعنیم خشک  دار  وزن  بوته،  خشک  وزن  رشد  های 

بوته، طول ریش  ارتفاع  بوته  ریشه،  تر  تر ریشه و وزن  ه، وزن 

 (. 2)جدول برخوردار بود  
 

بیماری  رو Pseudomonas اندوفیت  هایثیر جدایه أت  -2جدول   های رشدی گیاه  و شاخص  پژمرگی ورتیسلیومیی درصد کنترل 

 در شرایط گلخانه  فرنگیگوجه 
Table 2. The effect of endophytic Pseudomonas isolates on Verticillium wilt disease control and tomato plant 

growth parameters under greenhouse conditions 
Root 

length 

(cm) 

Root dry 

weight (g) 

Root wet 

weight 

(g) 

Seedling 

height 

(cm) 

Seedling dry 

weight (g) 

Seedling wet 

weight (g) 
Disease 

Control 

(%) 

Disease severity 

(%) 

Treatment 

4.83
±0.05 f  

1.98±0.
05 g  

6.11± 
0.06 g 

13.8
3± 0.05e  

4.67±0.05 g  19.15±0.08 
h  

– 94 ± 0.28 a Inoculated control 

19.2

5±0.14 b 

15.50±

0.28 b  

33.50

± 0.28 b  
28.5

0 ± 0.28 
b 

25.50± 0.28 

b  

58.50± 0.28 

b  
– 0.00 ± 0.00 

g 

Non–inoculated 

control 

16.5

0± 0.28 
c 

12.62±

0.05 c 

31.66

±0.06 c 

24.0

0±0.05 c 

18.20±0.28 

c 

49.71±0.05 

c 

44.5 55.50 ±0.28 

b 

Pseudomonas sp. 

NZ 1101 + pathogen 

6.66

±0.02 e  

4.27±0.

01 e  

12.48

±0.01 d 

14.6

6 ±0.05 
d 

8.65±0.11 e 27.40±0.05 

d 

67.50 32.50 ±0.28 

d  

Pseudomonas sp. 

NZ 2201 + pathogen 

6.83

±0.01 e 

4.54± 

0.02 e  

 

11.15±0.0
8 e 

14.1

6± 0.02 
de 

 8.59±0.05 e  25.40 ±0.05 

f 

68.50 31.50 ±0.28 

e 

Pseudomonas sp. 

NZ 2011 + pathogen 

7.33

± 0.05 d 

5.06±0.

04 d   

11.48

±0.01 e 

14.0

0 ±0.28 
e 

9.06±0.04 d 25.79±0.05 

e 

45.50 54.50 ±0.28 

c 

Pseudomonas sp. 

NZ 1102 + pathogen 

6.66

± 0.02 e 

3.62±0.

05 f 

9.85±

0.08 f 

10.6

2±0.06 f 

7.20± 0.11 f 22.20±0.11 

g 

64.5 35.50 ±0.28 

d 

Pseudomonas sp. 

NZ 2202 + pathogen 
25.5

0±0.57 a 

17.23± 

0.57a   

42.31

±0.005 a  
35.6

6±0.57 a  

30.72±0.57 

a  

70.08±0.005 

a  
85  15.00 ±0.28 

f  

P. fluorescens NZ 

105+ pathogen 

Values followed by the same letter are not statistically different (P ≤ 0.01) according to Duncan’s multiple range test. 

 

جدایهی شناسا  موثر ت  اندوفیباکتری    ی 

Pseudomonas  آنالیز اساس  تعیین    PCRبر  ترادف و 

    16S r DNAژنیناحیه 

ترادف   تعیین  نتایج  اساس  جدایه    16S rDNAژن  بر 

  P. fluorescens NZ105بنام    همولوژی   %99با    منتخب

و  یشناسا دسترسی  با  ی  پایگاه    MN814047شماره  در 

 شد. ثبت توالی  NCBI GenBankهای داده 

 

توانا متابولیت  ییبررسی  میکروبی  تولید  های 

  NZ105 P. fluorescensتوسط جدایه 

 وتئازتولید پر

هاله   توسط جدایه  میزان  قارچ   .NZ105  Pبازدارندگی 

fluorescens  ،33/1 متر تعیین شدمیلی . 

 

های بازدارنده خارج سلولی قابل تولید متابولیت

 نفوذ در آگار

بازدارندگی میزان  م بیشترین  قارچ  به  ربرشد   جدایهوط 

NZ105 P. fluorescens    تعیین شد میلی  76/2با )شکل    متر 

2). 

 
سلول  هایتابولیت م  تولید  -2  شکل خارج  قابل    یبازدارنده 

آگار در  توسط    V. dahliae  رچقارشد  از  بازداری  و    نفوذ 

   (.A( نسبت به شاهد )B)   P. fluorescens NZ105 جدایه
Fig 2. Production of extracellular metabolites and 

inhibition of V. dahliae growth by P. fluorescens 

NZ105 (B) compare to control (A). 

 

 های فرار ضد قارچی تولید متابولیت

رشد   موجب  NZ105   P. fluorescensجدایه  کاهش 

 .(3شد )شکل  %68به میزان  بیمارگرمیسیلیوم قارچ 
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متابولیت أت  -3شکل   شده فرهای  ثیر  تولید  قارچی  ضد   ار 

اندوفیت   توسط باکتری  به  P. fluorescens NZ105   جدایه 

   (A( و شاهد )B)  V. dahliaeبیمارگر  همراه قارچ
Fig. 3. Effect of volatile metabolites produced by the 

endophytic bacterium P. fluorescens NZ105 against 

pathogenic fungus V. dahliae (B) compare to control 

(A) 

 

 بحث
بی  استفاده  دلیل  به  شیامروزه  سموم  از  و  رویه  میایی 

آن  منفی  روش تاثیرات  کاربرد  زیست،  محیط  بر  های  ها 

تاثیر  یدیگر بدون  بتوانند  بر  که  زیست،    نامناسب  محیط 

به طور مطلوبی کنترل کنند، ضروری  بیماری های گیاهی را 

می نظر  ) Weller &2013; Kwak  .et alJunaidرسد  به 

2013; Prabhat et al. 2013)  .ا پی  در  و  راستا  این  ین  در 

، شش  Pseudomonasجدایه اندوفیت    30تحقیق، از مجموع  

و    Pseudomonasجدایه   آزمایشگاهی  مطالعات  برای 

نتایج  گلخانه  شدند.  انتخاب  کشت  ای  آزمون  از  حاصل 

بیماری در کنترل  میزان  ارزیابی  نیز  و  رایط گلخانه  ش  متقابل 

در آزمایشگاه     NZ105   P. fluorescensجدایه نشان داد که  

قارچبیش علیه  را  بازدارندگی  هاله  ایجاد    V. dahliae  ترین 

ها و  کرد و در شرایط گلخانه نیز توانست بیش از دیگر جدایه 

میزان   پژمردگی   درصد  85به  بیماری  کاهش  باعث 

شود. با    ورتیسیلیومی  آمده  بدست  )نتنتایج   Martin& ایج 

Bull (2002    .های  با استفاده از جدایه   هاآن همخوانی داشت

بیماری    88کاهش  شاهد    Pseudomonasاندوفیت   درصدی 

دار پارامترهای رشدی گیاه گوجه فرنگی  نیز افزایش معنی  و

جنس   دو  مشابه،  تحقیق  در  و    Bacillusی  یباکتریابودند. 

Pseudomonas  بیمارگر کنترل  به  قارچیهاقادر    ی 

Verticillium  ، Fusarium و Rhizoctonia    به ترتیب  به 

 Munif etبودند )  درصد  85و  درصد    86  ، صددر  88میزان  

al., 2012) . 

های مورد بررسی علاوه بر کاهش بیماری موجب  جدایه 

معنی گیاه  افزایش  رشدی  پارامترهای  خشک  نظیر  دار  وزن 

وز ریشه،  طول  بوته،  ارتفاع  ریشه،  و  بوته ن بوته  و  ریشه    تر 

 Thomas)نتایج این تحقیق با نتایج توماس و یوپتری    شدند. 

Upreti, 2015) &    تحقیق نتایج  همچنین  داشت.  مطابقت 

( نتایج  با  با     Johnson  &Nejad)2000حاضر  و 

(2012(Jha  &Bhattacharyya     و کلزا  گیاه  دو  روی  که 

تحقیگوجه  در  داشت.  همخوانی  بود  شده  انجام  ق  فرنگی 

درصد    V. dahliae  ،88علایم بیماری ناشی از  کاهش    ایشان،

درصد    F. oxysporum  ،86از  اری ناشی  علایم بیمکاهش    و

بود.   شده  از  گزارشاعلام  استفاده  بر  مبنی  متعددی  های 

زیستی  باکتری مهار  در  موثر   .Bهای  گونه توسط  های 

subtilis    وP. fluorescens  شد باعلیه این بیماری موجود می  

به  عوامل  این  از  برخی  جدایه که  ازیهاویژه  و   Bacillus ی 

Streptomyces  شده ب تولید  تجاری    ) Kwak&  اند صورت 

Weller, 2013)  . 

بررسی خصوص  بیو در   .Pجدایه   کنترلتوان 

fluorescens NZ105   قادر استرین مذکور  مشخص شد که 

  از پروتئو    های فرار و ترشحات ضد قارچیتولید متابولیت به  

تولید  می فاکتورهای  ارزیابی  نتایج  با  تحقیق  این  نتایج  باشد. 

)همتابولیت  توسط  میکروبی    Amaresan et al. (2012ای 

ویژه  به  ثانویه  متابولیت  از  استفاده  داشت.  مطابقت 

متابولیت بیوتیکآنتی متنوع،  قارچی، های  ضد  فرار  های 

محققان    جهها و همچنین تولید بیوفیلم، همواره مورد توآنزیم

 ;Morikawa, 2006)اند  های گیاهی بوده مهار زیستی بیماری

Khezri et al., 2011). 

به   استناد  با  و  بررسی  این  از  حاصل  نتایج  به  توجه  با 

توان با اطمینان  گزارشات ارائه شده توسط سایر محققین، می 

ش موثری در افزایش  قهای اندوفیت ن اعلام نمود که باکتری 

ن  کاها مهار بیماری امداشته و با حضور آن   اه رشد رویشی گی

ات مخرب و ناگوار بر سلامتی اثربدون اینکه    ،باشدپذیر می

 د.  ن محیط زیست داشته باش انسان و
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 پیشنهادها 

کننده   مهار  باکتری  کارآیی  به  توجه   .NZ105  Pبا 

fluorescens    در کنترل پژمردگی ورتیسلیومی گوجه فرنگی

آزمایشگاهی شرایط  آزمونگلخانه   و  در  انجام  های  ای 

آن  مزرعه متعاقب  و  تجاری ای  و    آن   زیسافرمولاسیون 

 شود.پیشنهاد می

 

 سپاسگزاری
و   زحمات  از  وسیله  لاله    هایهمکاریبدین  دکتر  خانم 

نمودند،   یاری  تحقیـق  ایـن  انجـام  در  را  اینجانب  که  نراقی 

 شود.صمیمانه تقدیر و تشکر می 

.
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Abstract  

Tomato (Lycopersicon esculentum) is one of the most important crops in the world and Iran.  Verticillium wilt 

of tomato caused by V. dahliae is one of the most important obstacles to the cultivation of this plant in the 

country. Using endophytes has been introduced as a new solution to plant disease management. The aim of this 

study was to introduce endophytic bacteria as biological control agent for Verticillium wilt of tomato. For this 

purpose, plants were collected from both greenhouses and tomato fields in Tehran and Alborz provinces. 

Endophytic bacteria were isolated mainly from the roots, stems, leaves and fruits of tomato. Based on key tests 

and fluorescent pigmentation on King' B medium, 30 fluorescent Pseudomonas were selected. In dual culture 

tests, six isolates with biocontrol capacity of V. dahliae were screened and complementary evaluation was done 

under greenhouse conditions. The P. fluorescens NZ105 strain was identified as the most effective biocontrol 

agent with 3.7 mm inhibition zones in Petri dish and 85% disease incidence reduction in greenhouse. This strain 

was identified based on the key tests and 16S rDNA gene amplification. The results of the greenhouse test 

showed that P. fluorescens NZ105 had the best performance in increasing plant growth factors including plant 

dry weight, dry root weight, plant height, root length, wet root weight and wet plant weight. Furthermore, the 

studies showed that this strain is capable of producing protease, volatile antifungal metabolites and extracellular 

metabolites.  
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