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  Pseudomonas fluorescens های باکتری سویه ناهمسازی برخییر تأث

 ریشه و طوقه فیتوفترایی پوسیدگی علیه پسته گیاه دفاعی پاسخ القای بر
 

 3و امیرحسین محمدی 4، حسین علایی3، محمد مرادی*2، روح اله صابری ریسه1بدرالسادات محمودی میمند

 عصر)عج(، رفسنجان، ایران دانشکدۀ کشاورزی، دانشگاه ولیانشیار و استادیار، دانشجوی کارشناسی ارشد، د. 4و  2، 1
 پژوهشکدۀ پسته، مؤسسۀ تحقیقات علوم باغبانی، سازمان تحقیقات آموزش و ترویج کشاورزی، رفسنجان، ایراناستادیاران، . 3

 (5/4/1395تاریخ پذیرش:  - 10/7/1394)تاریخ دریافت: 

 
 چکیده

 روی مناطق مختلف های خاك از شده جداسازی Pseudomonas fluorescensسویۀ باکتری سی  )آنتاگونیستی(تأثیر ناهمسازی 
Phytophthora drechsleri ای بررسی شد. در آزمایشگاه، برای ارزیابی  عامل انگومک )گموز( پسته در شرایط آزمایشگاهی و گلخانه

درصد  904/61با  T17-4های فرار استفاده شد. در آزمون کشت متقابل سویۀ  ابولیتها از آزمون کشت متقابل و مت توان بیوکنترلی سویه
های  سویهدر گلخانه، سبب بیشترین میزان کاهش رشد در بیمارگر شدند.  87/57با  VUPF760های فرار سویۀ  و در آزمون متابولیت

VUPF760  وVUPF506 در قسمت داشتند.  شدت بیماریزاییرا در کاهش  أثیردرصد بیشترین و کمترین ت 66/16و  75/68ترتیب با به

کنندۀ سازوکار دفاعی گیاه پسته علیه بیماری فیتوفتورایی بررسی شد. فعال عنوان بههای منتخب آزمایشگاهی  دوم آزمایش توانایی سویه
فنیل آلانین آمونیالیاز و همچنین میزان فنل اکسیداز، آنزیم پراکسیداز، پلی جمله ازهای دفاعی گیاهی میزان تغییرپذیری برخی ترکیب

و  بالا های آنزیم فعالیتهای باکتری  گیری شد. نتایج نشان داد که سویه زنی اندازهپس از مایه 24و  12، 6، 3فنل کل در روزهای 
 پس ششم روز در افزایش این که داد افزایش عامل ناهمساز )آنتاگونیست( با تیمارشده های آلودۀ نهال های فنلی را در همچنین ترکیب

فنل اکسیداز، فنیل های باکتری توانایی متفاوتی در روند افزایشی آنزیم پراکسیداز، پلی . سویهرسید خود میزان بیشترین به زنی، مایه از
 ا نشان دادند. ر تأثیرکمترین  VUPF506بیشترین و سویۀ  VUPF760سویۀ  که یطور بهآلانین آمونیالیاز و همچنین میزان فنل کل داشته 
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ABSTRACT 
Activities of thirty bacterial strains obtained from plants rhizosphere in different areas against Phytophthora 
drechsleri were assessed through in vitro and greenhouse experiments. Dual culture and extracellular metabolites 
tests were used in in vitro assays. The bacterial strains inhibited growth of P. drechsleri, the highest inhibition zones 
was belonged to T17-4 strain with 61.904% in dual culture and VUPF760 strain with 57.87% in cell free metabolites 
tests. The highest and lowest reduction rates of disease severity were belonged to VUPF760 and VUPF506 with 
68.75 and 16.66%, respectively. In the second section of the study, the ability of bacterial strains to induce 
peroxidase, polyphenol oxidase, phenylalanine ammonia lyase and phenolic compounds in pistachio seedling was 
investigated 3, 6, 12 and 24 days after inoculation. Bacterial strains increased enzyme activities that reached the 
maximum levels 6 days after inoculation with pathogen. The highest level of phenolic compounds was observed at 6 
days after pathogen inoculation in treatments of bacterial strains and Ph. drechsleri compared with control. Induction 
of resistance in plants even 24 days after post-treatment with bacterial strains was effective for induction of more 
durable resistance compared to other activators of plant defense system. The ability of bacterial strains to increase 
enzymes activities and levels of phenolic compounds may be some of the mechanisms responsible for their biocontrol 
activities. VUPF760 strain showed the highest increase enzymes activities and levels of phenolic compounds.  
 
Keywords: antioxidant activity, biological control, gummosis, induce resistance. 
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 مقدمه

یکی از گیاهان مقاوم به شرایط  ،.Pistacia vera Lپسته 

ین محصول تر مهم عنوان بهنامساعد محیطی و میوة آن 

از مناطق کویری و خشک ایران اقتصادی در بسیاری 

قابل توصیه و توسعه است. بیماری انگومک )گموز( 

یکی از معضلات اصلی درختان  عنوان بهاست   دیرزمانی

های با شرایط  غ که در با ای گونه بهشود  پسته مطرح می

یراقتصادی شدن تولید غمناسب برای بیمارگر، باعث 

 از Phytophthoraچندین گونۀ مختلف قارچ  .شود یم

عامل این بیماری  عنوان بهکاری  مختلف پسته  مناطق

 ;Banihashemi, 1995; Moradi, 1998اند ) گزارش شده

Mirabolfathy et al., 2001 .)از  منظور کنترل بیماری به

زیستی شیمیایی، کنترل  زراعی، ةچون مبارزهایی  روش

ه لازم ب. شود استفاده میای مقاوم ه یهپاو  (بیولوژیک)

 به ها کش قارچ گستردة و مداوم کاربردیادآوری است که 

مخرب روی انواع  گذاریاثر محیطی، زیستآلودگی  دلیل

 و ایجاد های غیر هدف (ارگانیسمموجود )مختلف 

. (Roberts, 2002)رسد  نظر نمی مقاوم جایز به  های سویه

ینۀ زم درشرایطی و نظر به مشکلات چندی که  در چنین

گر پوسیدگی طوقه و ریشۀ پسته وجود دارد کنترل بیمار

یر شدید درختان بیمار و آسیب زیاد وم مرگو با توجه به 

های سازگار با  به باغداران، اهمیت استفاده از روش

  شود. یمزیست در مدیریت این بیماری آشکار  یطمح

 شیمیایی، مواد برخی توسط گیاه تحریک زمان در

 های عامل یا و اریزابیم های عامل ناسازگار نژادهای

 شرایط به وابسته ها آن های نشانه ظهور که بیماریزایی

 این که رود، می بالا گیاه دفاعی ظرفیت است، محیطی

 ,.Gorlach et al) شود می تعبیر مقاومت القاء به حالت

1996; Sticher et al., 1997.)  با  مقاومت اینآغاز

 تمیکسیسیافته یا  نظام اکتسابی مقاومت عنوان

(SAR)، موضعی ویافته  نظام افزایش با همراه 

 ,.Malamy et al) است (SA) اسید سالیسیلیک

 توسط گیاهان در القایی مقاومت از دیگری نوع .(1990

 مقاومت کهشود  یم ایجاد بیماریزا غیرة زندهای  عامل

 Audenaert et) شود می نامیده (ISR) القایییافتۀ  نظام

al., 2002; Raupach et al., 1996; Van Loon et al.,. 

 های ریزوباکتر ،ISR القاگرهای  عامل از یکی .(1998

(PGPR) تلفی باعث القاء مخ مسیرهای از که هستند

 ،هاPGPR  با گیاهان تیمار پی درشوند.  مقاومت می

 ها فیتوالکسین مقدار در چشمگیری افزایش

(Phytoalexin) (Van Peer et al., 1991،) های  ترکیب

 & Zdore) پراکسیدازها (،Piga et al., 1997) فنلی

Anderson, 1992; Albert & Anderson, 1987،) 

 آمنیولاز آلانین فنیل شناساگر هایmRNA سطوح

(PAL) مشاهده گیاه، شدن چوبی میزان همچنین و 

 ROS تولید میزان بین طبیعی شرایط در است. شده

(Reactive oxygen species) ت سازوکارو فعالی 

 دارد، وجود تعادل ROSة برند بین از های (مکانیسم)

 موجب و خورد می هم به تعادل این  تنش تحت اما

 شود یم گیاهان در( اکسیداتیواکسایشی ) تنش

(Abdul Jaleel et al., 2009; Bhattacharjee, 2005.) 

 اکسایش )اکسیداسیون( ضد سازوکارهای گیاهان

 سازوکارها این .دارند آزاد های یکالراد اثر کاهش برای

گیاه  دفاعی های آنزیم میزان درهایی تغییر بروز شامل

و  PAL آنزیمکاتالاز، پلی فنل اکسیداز، پراکسیداز،  مانند

 ,.Honty et al) است ها فنل ازجمله دیگری های ترکیب

2005; Hsu & Kao, 2003 ازجمله(. پراکسیدازها 

شود و به  می فعال یستیز های تنش براثر که هایی آنزیم

 ناهمساز )آنتاگونیست( های عامل با گیاه تیمار دنبال

ها یاخته را در برابر مقادیر  آنزیم کند. این می پیدا افزایش

(. Parida & Das, 2005)کنند  حفاظت می H2O2سمی 

 در استحکام مهمی نقش یاخته در پراکسیدازها تجمع

 افزایش و ای تهیاخ تمایز فرآیند در ای یاخته دیوارة

 ,.Chittoor et al) دارد بیمارگر هایعامل نفوذ به مقاومت

1999; Odjakova & Hadjuvanova, 2001 .) پلی فنل

مرکزی ۀ اکسیداز یا تیروزیناز آنزیمی دو اتم مس در هست

ها را انجام  ها به کینون دی فنل که اکسایشد دارخود 

 ن مولکولیاین آنزیم در این واکنش از اکسیژ .دهد می

 ,Mayer)کند استفاده می (سوبسترابستره )عنوان  به

نخستین و  (PAL)فنیل آلانین آمونیالیاز  .(2006

که باعث  استین آنزیم مسیر فنیل پروپانوئید تر مهم

ساخت )سنتز( بنزوئیک اسید، سالیسیلیک اسید و دیگر 

های  وساز )متابولیسم( های وابسته به دفاع سوخت فنل

 ها . فنل(Tsuge et al., 2004)شود  یاه میثانویۀ گ

 پاسخ در که هستند پائین یمولکول با وزن هایی ترکیب

 بیماریزای های عامل ازجمله مختلف های تنش به گیاه
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آنزیم . (Zheng et al., 2005دارند ) دخالت گیاهی

هایی هستند  اکسیداز ازجمله آنزیم  فنل پراکسیداز و پلی 

و تشکیل لیگنین در   ه کینونب  فنل ایشکه در اکس

بیمارگرها نقش مهمی  ۀهای گیاهی در طول حمل یاخته

 .(Flott et al., 1989دارند )

با توجه به آسیب و زیان بالای بیماری پوسیدگی 

ی سازگار با ها روشطوقه و ریشۀ پسته و لزوم توجه به 

ی ها یباکتر، در این تحقیق نقش ستیز طیمح

ء مقاومت در پسته در حضور ناهمساز در ایجاد القا

 بیمارگر بررسی شد.

 

 ها روش و مواد
 بیماري عامل قارچ

پزشکی  از کلکسیون بخش تحقیقات گیاه این قارچ

  مؤسسۀ تحقیقات پستۀ کشور تهیه شد.

 

 باکتري کنترل هاي زیست عامل

از هزار جدایۀ باکتری کلکسیون کنترل بیولوژیک دانشگاه 

از  87-88های  طی سال)عج( رفسنجان که  عصر یول

ریزوسفر گیاهان مختلف سراسر ایران جداسازی شده بود، 

با توجه به  P. fluorescens شمار سی سویۀ باکتری

شده توسط دانشجویان آن های پیشین انجام پژوهش

دانشگاه که توانایی کنترل چندین بیماری )مانند پاخورة 

د، در غلات و نماتد ریشۀ گرهی پسته و غیره( را داشتن

سازی در ها پس از خالص این پژوهش استفاده شد. سویه

 نگهداری شدند -C˚80درصد در دمای 40گلیسرول 

(Kim et al., 1997.) 

 

 درهاي باکتري  سویه کنترلی زیست توانایی بررسی

 آزمایشگاه شرایط

 دربالا  های سویه کنترلی زیست توانایی بررسیبرای 

 روشبنا بر  متقابل کشت آزمون از آزمایشگاه شرایط

Hagedorn et al. (1989)  استفاده شد. درصد

ساعت با  96بازدارندگی از رشد میسلیوم پس از 

  استفاده از رابطۀ زیر محاسبه شد:

100× A – B درصد بازدارندگی = 
A 

 

A ،رشد هیف در شاهد :B.رشد هیف در تیمار : 
 

های فرار ضد قارچی برابر روش  آزمون ترکیب

Fiddaman & Rossall(1994)  .منظور بهانجام شد 

ی ضدقارچی در ها تیمتابولبررسی تولید برخی 

های منتخب از آزمون پروتئاز بنا بر روش  سویه

Maurhofer et al. (1995) توان تولید سیانید ،

 Alstrom & Burnsهیدروژن با استفاده از روش 

بر  گیری میزان تولید آهن و اندازه (1989)

(Siderophore) سنج نوری  به روش طیف

 Meyer & Abdallah)اسپکتروفتومتری( برابر روش 

باکتری با توان  سویۀاستفاده شد. شمار پنج  (1978)

ای و همچنین  های گلخانه ناهمسازی بالا، در آزمایش

 استفاده شد. بررسی سازوکار مقاومت

 

 تحت پسته هاي نهال در القایی مقاومت ایجاد سنجش

 خانهگل شرایط

 کاشت نهال

ۀ پست تحقیقاتۀ سسؤم از سرخس رقمۀ پستبذرهای 

 روشبذرها برابر  کاشت .شد تهیهدر رفسنجان  کشور

سترون  خاك در Moradi (1998) توسط شدهارائه

 گرفت. صورت

 
 زنی قارچ عامل بیماريمایه

 های شش ماهه، زادمایۀ زنی نهال برای مایه

P. drechsleri ن به مدت یک ماه در روی دانۀ برنج سترو

 & Holmesسلسیوس پرورش داده شد )  درجۀ 27دمای 

Benson, 1994 .)زنی قارچ عامل بیماری  مایه منظور به

 ها برداشته و مایه )اینوکولوم( خاك سطحی گلدان

P. drechsleri 5های پسته ) در ناحیۀ اطراف ریشۀ نهال 

گرم به ازای هر کیلوگرم خاك گلدان( قرار گرفت و 

دوباره با همان خاك پوشانده شد. برای گیاه شاهد بدون 

 زنی از برنج سترون استفاده شد.  مایه

 
 هاي باکتري زنی سویهمایه

های باکتری،  برای افزودن دروایۀ )سوسپانسیون( سویه

ساعت روی محیط  24به مدت  ها یباکتردر آغاز 

ی با ا کشت داده شدند و سپس دروایه NAکشت 

در آب  ها یباکتریاختۀ هرکدام از  از 1010غلظت 

( تهیه و OD 5/0یاختۀ باکتری=  1010مقطر استریل )
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 1لیتر برای هر گلدان حاوی میلی 10به میزان 

که چهار حفرة  صورت نیبدکیلوگرم خاك اضافه شد. 

ها ایجاد و پس از تلقیح  نیمه عمیق در اطراف نهال

ری هشت ها در تناوب نو درنگ پوشانیده شد. گلدانبی

ساعت تاریکی و شانزده ساعت روشنایی نگهداری شدند. 

 درجۀ سلسیوس متغیر بود.  25-30دمای گلخانه بین 

 
 ي براي بررسی مقاومت القاییبردار نمونههاي  زمان

های پراکسیداز، پلی  میزان تغییرپذیری فعالیت آنزیم

فنل اکسیداز، فنیل آلانین آمونیالیاز و همچنین 

ی میزان فنل کل طی روزهای سوم، هاتغییرپذیری

زنی ششم، دوازدهم و بیست و چهارم پس از مایه

 ارزیابی شد.

 

 و عصاره در حل قابل پروتئین کل میزان ارزیابی

 استاندارد پروتئین سنجش

 مورد ةعصار در موجود پروتئین میزان ارزیابی منظور به

 روش از استاندارد، پروتئین منحنی ۀتهی و آزمایش

(Bradford, 1976) شد. استفاده 

 

 گیاه بافت از پروتئین استخراج

 گیاه برگ بافت از گرم 0.5 یخ محیطدر آغاز کار در 

 50 فسفات پتاسیمۀ نمون بافر لیترمیلی 3-5 در

 PVPPحاوی  pH=5/7با  مولار یلیم

(Polyvinylpolypyrolidone)  1 درصد و  EDTA 

(Ethylenediaminetetraacetic acid )1 در مولار لیمی 

 حاصل مخلوط .شد له یکلطوربه چینی هاون یک

 لیتری میلی 2 های (میکروتیوبریزلوله ) به درنگ بی

 توسط و دقیقه 20-30 مدت به و منتقل

 سانتریفیوژ C˚4 دمای در g4000 در میکروسانتریفوژ

های پذیریتغییر میزان بررسیبرای  روییدروایۀ  شد.

ۀ درج -20 در آزمایش امانج ازپیش  تا و جدا آنزیمی

 .(Reuveni, 1995) شد نگهداری سلسیوس

 

  (GPX) پراکسیداز آنزیم فعالیت میزان یريگ اندازه

 3 آنزیمی،ة عصار میکرولیتر 20 به منظور این برای

 با مولار 1/0 پتاسیم فسفات بافر محلول لیتر میلی

6=pH با مولار 2/0 گایاکول مایع میکرولیتر 50 و 

 هیدروژن میکرولیتر 40 و (C7H8O2) اییشیمی فرمول

 درنگ بی و شد اضافه مولار 03/0 (H2O2) پراکسید

 با nm436=maxλ  موج طول در نور جذب هایتغییر

 یکهای هفاصل در سنج نوری طیف دستگاه از استفاده

ۀ محاسب برای .شد ثبت دقیقه سه مدت به و دقیقه

 شدهندهخوا جذبی عدد آخرین پراکسیداز آنزیم فعالیت

 شود یم تقسیم 3 عدد بر و کم جذبی عددنخستین  از

(Mac-Adam et al., 1992). 

 

 ارزیابی و اکسیداز فنل پلی آنزیمی ۀعصار ۀتهی

 (PPO) اکسیداز فنل پلی فعالیت میزان

بافر لیتر  میلی 3/2مخلوط واکنش شامل لیتر  میلی 3

لیتر  میلی 6/0و  =7pHبا مولار  میلی 50 فسفات

  ةمیکرولیتر عصار 100 ومولار  میلی 100تکول کپیرو

طورکلی مخلوط در یک لولۀ آزمایش کوچک بهآنزیمی 

اکسیداز، پیروکتکول  فنل در حضور آنزیم پلی .شد

موجود در مخلوط واکنش، به پورپوروگالین تبدیل 

، نانومتر 425در  پیروکتکولجذب کاهش در . شود می

نسبت  لسیوسس ۀرجد 25دقیقه در دمای  دهپس از 

با استفاده از سپس  .محاسبه شدبه زمان آغاز واکنش، 

mM) ضریب خاموشی پیروگالول
-1

cm
و فرمول  (12/6-

A=εbcیک واحد . ، فعالیت آنزیمی محاسبه شد

اکسیداز شامل میزان پیروگالولی است  فنل آنزیمی پلی

 شود که در مدت یک دقیقه به پورپوروگالین تبدیل می

(Fujita et al., 1995) . برحسب واحد فعالیت آنزیمی

موجود در ( گرم میلی) کل نیپروتئآنزیم در میزان 

 Bradfordاز روش  آمده دست بهمیکرولیتر عصارة 100

 .محاسبه شد (1976)

 

 آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم فعالیت میزان ارزیابی

(PAL) 

لیتر  میلی 5/0لیتر بافر استخراج،  میلی 1برای این منظور 

لیتر آب دو بار  میلی 4/0مولار،  میلی 10فنیل آلانین 

لیتر عصارة آنزیمی مخلوط و به مدت  میلی 1/0تقطیر و 

نگهداری شد. واکنش با  C˚37یک ساعت در دمای 

مولار  6 کیدریدکلریاسلیتر  میلی 5/0کردن   اضافه

 nm260=maxλ  موج طولها در  متوقف شد و جذب نمونه

 1 عنوان بهواحد فعالیت آنزیمی گیری شد. یک  اندازه
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اسید تولیدشده در مدت یک  میکرومول سینامیک

گرم پروتئین در نظر گرفته شد.  دقیقه به ازای هر میلی

اسید تولیدشده از  برای محاسبۀ میزان سینامیک

اسید استفاده شد  منحنی استاندارد سینامیک

(Mohammadi & Kazemi, 2002.) 

 

 هاي غلظت پایۀ محلول تهیۀ و کل فنل میزان ارزیابی

 استاندارد فنل

گرم 05/0کل،   های فنلی برای سنجش محتوای ترکیب

 یده ویدرصد سا 95 اتانول لیتر میلی 5در بافت  از

تاریکی  ساعت در 24 به مدتآمده دستمخلوط به

ده به مدت  g4000پس از سانتریفیوژ . شدنگهداری 

لیتر  میلی 5/0ی لیتر از محلول روی میلی 5/0دقیقه، به 

درصد اضافه و حجم محلول با آب مقطر به  95اتانول 

 25/0به محلول حاصل . لیتر رسانده شد میلی 5/2

لیتر  میلی 5/0درصد و  50لیتر معرف فولین  میلی

ها پس از  درصد افزوده و جذب نمونه 5سدیم   کربنات

سنج نوری در  یک ساعت نگهداری در تاریکی با طیف

 & Rolandنانومتر خوانده شد ) 725 موج طول

Laima, 1999) .های فنلی  برای محاسبۀ غلظت ترکیب

کل با استفاده از گالیک اسید منحنی استاندارد رسم و 

گرم بر گرم  های فنولی برحسب میلی غلظت ترکیب

 وزن تر گیاه محاسبه و گزارش شد. 

 

 آماريوتحلیل تجزیه

 چهار در یتصادفل کامها در قالب طرح  یشآزماهمۀ 

 چهار حاوی تکرار هر و گلدان( یک تکرار )هر تکرار

 با آمده دست به های داده بود. سرخس رقمۀ پست نهال

 آماریوتحلیل  یهتجز SAS 9.0 افزار نرم از استفاده

 ی ادامنه چند آزمون از استفاده با ها میانگین و شدند

 ندشد مقایسهدرصد  5 احتمال سطح در دانکن

(Duncan & Ferris, 1983 .) 

 

 نتایج
 آزمایشگاه

سی  از که داد نشان متقابل کشت از آمدهدستبه نتایج

 از شدهجداسازی P. fluorescensباکتری  سویۀ

 ایجاد به قادر سویه پنج شمار مختلف گیاهان ریزوسفر

 بوده بیماری عامل قارچ روی بازدارندگی ۀهال بیشترین

 کمترین که بود یرمتغ متر یلیم 16 تا 6 از هاله قطر و

 و CHA0 های سویه به مربوط هاله میزان بیشترین و

T17-4 سویۀ  .استT17-4 سویۀ  دو و 904/61 با

VUPF760 و VUPF5 پس از سویۀ درصد 142/51 با ،

T17-4 رشد از بازدارندگی در را تأثیر بیشترین 

P. drechsleri (.1 )شکل داشتند 

 فرارهای  رکیبت تأثیر از آمده دست به نتایج بربنا

 با ترتیب به T17-4 و VUPF760سویۀ  دو قارچی ضد

 جلوگیری در را تأثیر بیشترین درصد 4/33 و 87/57

 (.2 )شکل دادند نشان P. drechsleri ی ا ریسه رشد از

 فعالیت بر بیوشیمیایی های فعالیت که ییازآنجا

 دارد بسزایی تأثیر ناهمساز های باکتری کنترلی زیست

 ها باکتری قابلیت تواند می بهتر ها آزمون این نتیجه در

 در متفاوتی تواناییباکتری  های سویه .نشان دهند را

 بیشترین که داشتند (HCN) هیدروژن سیانید تولید

 فعالیت بهترین .بود VUPF5سویۀ  به مربوطیزان م

 از پس (متر میلی 7) VUPf5سویۀ  در پروتئازی

 14 به ساعت 48 طی در که بوده ساعت 24 گذشت

 نوع ازبر  آهن تولید ازناشی  نتایج رسید. متر میلی

 درسنج نوری  طیف دستگاه از استفاده با پایووردین

 ساعتچهل  گذشت از پس نانومتر 400 موج طول

کرد  تولید رابر  آهن بالاترین VUPf5سویۀ  شد.خوانده 

 تولیدبر  آهن که بود موردی تنها VUPf506و سویۀ 

 (.1 )جدول نکرد

 توانایی باشمار پنج سویه  آزمایشگاهی، نتایج بربنا

برای  بیماری عامل قارچ روی بازدارندگی در بالا

  شدند. انتخاب ای گلخانه های آزمایش

 
های  های بیوشیمیایی سویه. برخی ویژگی1جدول

 سودوموناس فلورسنت
Table 1. Some biochemical characteristic of 

Fluorescent pseudomonads 

Bacterial 

strains 
Siderophores  
(Micromole) 

Protease 

 (Millimeter) 
Hydrogen 

cyanide 
CHA0 227.0 6.0 + 
VUPF5 427.0 7.0 +++ 

VUPf506 0.0 6.0 + 
VUPF760 196.0 1.6 + 

T17-4 157.0 2.3 + 
 گشت. لیمتما کرمرنگ کاغذ نشانگر به +: 

+: Indicator of the ability of hydrogen cyanide production. 
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 اي گلخانههاي  بررسی

 .هاي باکتري روي درصد وقوع بیماري تأثیر سویه

 و VUPF760سویۀ  ،یموردبررس های سویه میان از

VUPF506 ترتیببه درصد66/16 و 75/68 با 

 ناشی ریوم مرگ کاهش در را تأثیر کمترین و بیشترین

 

 و آلوده شاهد به بتنس و داشتنددر گلخانه  بیماری از

 در دادند. نشان راداری  یمعن اختلاف تیمارهادیگر 

 یی تنها به P. drechsleriبا  شدهتلقیح های نهال

 شد مشاهده پسته های نهال درصد 100 مرگ

 .(3)شکل

 
ر آزمون کشت د (%) Phytophthora drechsleriهای باکتری ناهمساز روی بازدارندگی رشد میسلیومی  . تأثیر سویه1شکل 

 متقابل در شرایط آزمایشگاهی
Figure 1. Inhibitory effects of bacterial strains on mycelial growth of Phytophthora drechsleri in dual culture assays 

under invitro conditions. 

 

 
 های فرار در آزمون متابولیت (%) Phytophthora drechsleriهای باکتری ناهمساز روی بازدارندگی رشد میسلیومی  . تأثیر سویه2شکل 

Figure 2. Inhibitory effects of volatile compunds of bacterial strains on mycelial growth of Phytophthora drechsleri 
under invitro conditions 

 

 
 زنی همزمان با مایه P. fluorescensهای مختلف  شده با سویه های پستۀ تلقیح . درصد رخداد بیماری در نهال3شکل 

Phytophthora drechsleri ای در شرایط گلخانه 

Figure 3. Disease occurrence percent in pistachio seedling (cv. Sarakhas) inoculated with Phytophthora drechsleri 

and Pseudomonas fluorescens strains, simultaneously under greenhouse conditions. 
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 پراکسیداز آنزیم هايپذیريتغییر بررسی

های باکتری  سویه با تیمارشدهة آلود های نهال

 در آنزیم فعالیت میزان ازنظر فلورسنت سودوموناس

 های نهال همچنین و شاهد سالم های نهال با مقایسه

 افزایش تنها، سویۀ ناهمساز با تیمارشده سالم

 (.4 )شکل دادند ننشا داری معنی

 همانند آنزیم فعالیت میزان بیشترین ششم روز در

سویۀ  با تیمارشده ةآلود های نهال در پیش روزهای

 ،های دفاعی آنزیم میزانی طورکل به شد. دیده ناهمساز

 درسویۀ ناهمساز  با تیمارشدهة آلود های نهال در

تیمار آلوده )دارای قارچ و بدون باکتری(  با مقایسه

 در افزایشیزان م بیشترین که داد نشان ایشافز

سویۀ  مخلوط زنیمایه به مربوط آنزیمی سطوح

VUPF760 قارچ و P. drechsleri برابر 31/6 با 

 

 مربوطیزان م کمترین و سالم شاهد به نسبت افزایش

 قارچ و VUPF506سویۀ  همزمان زنیمایه به

P. drechsleri دشاه به نسبت افزایش برابر 17/3 با 

 سطوح برابری 99/2 افزایش روز این در بود. سالم

 مشاهده سالم شاهد به نسبت آلوده شاهد در آنزیمی،

 فعالیت میزان بیشترین که استبیان  به لازم .شد

 ششم روز در بردارینمونه روزهای بین در نیز آنزیم

 نیز همکاران و چن نتیجه این دییتأ در .شد مشاهده

 را داریسپ اهیگ در راکسیدازپ فعالیت میزانبیشترین 

  Pythium aphanidermatum زنیمایه از پس روز شش
ها گزارش کردند شده با ریزوباکتریزنیبا تیمارهای مایه

(Chen et al., 2000). آنزیم فعالیت دوازدهم روز در 

 بیست و چهارم روز در وشد  کمتر ششم روز به نسبت

 کرد. پیدا دامهدوازدهم ا روز مانند کاهشی روند این
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 زنی همزمان با مایه P. fluorescensهای مختلف  شده با سویههای پستۀ تلقیح . تغییرپذیری آنزیم پراکسیداز در نهال4شکل

Phytophthora drechsleri ای در شرایط گلخانه 
Figure 4. The levels of peroxidase enzyme in pistachio seedling (cv. Sarakhas) inoculated with Phytophthora 

drechsleri and Pseudomonas fluorescens strains simultaneously under greenhouse conditions 
A: VUPF760, T17-4, VUPF760+ph, T17-4+ph, ph alone, control 

B: VUPF5, VUPF506, CHA0, VUPF5+ph, VUPF506+ph, CHA0+ph, ph alone, control 
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 اکسیداز  فنل  پلی آنزیم پذیريتغییر یبررس

 عامل قارچ وهای باکتری  سویه با زنیمایهی طورکل به

 افزایش باعث مخلوط صورت به یا ویی تنها به بیماری

 مختلفهای هدرج در شدهگیریاندازه های آنزیم سطوح

 بود. متفاوت آن میزانسویۀ باکتری  به بسته کهشد 

های باکتری  سویه اب تیمارشدهة آلود های نهال

 در آنزیم فعالیت میزان ازنظر فلورسنت سودوموناس

 های نهال همچنین و شاهد سالم های نهال با مقایسه

 داری معنی افزایش تنها، ناهمساز با تیمارشده سالم

 در اکسیداز فنلپلی آنزیم فعالیت میزان دادند. نشان

 وزر در و یافت افزایش جیتدر به شدهبررسی های نمونه

 به رو گریبار د و رسید خود حد بیشترین به ششم

  (.5 )شکل گذاشت کاهش

 در نیز آنزیم فعالیت میزان بیشتریندر روز ششم 

 شاهد در جز به ،شد مشاهده بردارینمونه روزهای بین

 سوم روز در آنزیم فعالیت میزان بیشترین که آلوده

 رد اکسیداز فنل پلی آنزیم فعالیت میزان شد. مشاهده

 باکتری و قارچ قارچ، باکتری، با تیمارشده های نهال

 و باکتری )بدون سالم شاهد تیمار به نسبت ،همزمان

های  سویه تیمارهای بین در داد. نشان افزایش قارچ(

 افزایش میزان بیشترین ،P.drechsleri قارچ وباکتری 

 و VUPF760سویۀ  همزمان زنیمایه در آنزیم فعالیت

 به نسبت افزایش برابر 35/3 با P. drechsleri قارچ

سویۀ  همزمان زنیمایه در میزان کمترین و سالم شاهد

CHA0 قارچ و P. drechsleri افزایش برابر 645/1 با 

 .شد مشاهده سالم شاهد به نسبت

 

 آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم پذیريتغییر بررسی

 در آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم فعالیت میزان

 روز در و یافت افزایش جیتدر به شدهبررسی های نمونه

 رو بار دیگر سپس رسید، خود حد بیشترین به ششم

 (.6 )شکل گذاشت کاهش به

 

 
 زنی همزمان با مایه P. fluorescensهای مختلف  شده با سویه های پستۀ تلقیح . تغییرپذیری آنزیم پلی فنل اکسیداز در نهال5شکل 

Phytophthora drechsleri ای در شرایط گلخانه 
Figure 5. The levels of Polyphenoloxidases enzyme in pistachio seedling (cv. Sarakhas) inoculated with 

Phytophthora drechsleri and Pseudomonas fluorescens strains simultaneously under greenhouse conditions 

 

 
همزمان با  P. fluorescensهای مختلف  شده با سویه های پستۀ تلقیح یم فنیل آلانین آمونیالیاز در نهال. تغییرپذیری آنز6شکل

 ای در شرایط گلخانه Phytophthora drechsleri زنی مایه
Figure 6. The levels of phenylalanine ammonia-lyase enzyme in pistachio seedling (cv. Sarakhas) inoculated with 

Phytophthora drechsleri and Pseudomonas fluorescens strains simultaneously under greenhouse conditions. 
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 لیفندر روز ششم بیشترین میزان فعالیت آنزیم 

برداری نیز در بین روزهای نمونه ازیالیآمون نیآلان

های  ی میزان آنزیم، در نهالطورکل بهمشاهده شد. 

ارشده با سویۀ ناهمساز در مقایسه با شاهد آلودة تیم

سالم افزایش نشان داد که بیشترین میزان افزایش در 

زنی مخلوط سویۀ سطوح آنزیمی مربوط به مایه

VUPF760 و قارچ P. drechsleri  برابر  92/17با

افزایش نسبت به شاهد سالم و کمترین میزان مربوط 

 و قارچ CHA0زنی همزمان سویۀ مایهبه 

P. drechsleri  برابر افزایش نسبت به شاهد  06/11با

برابری سطوح  5/9سالم بود. در این روز افزایش 

آنزیمی، در شاهد آلوده نسبت به شاهد سالم مشاهده 

 شد. 

 کل فنل پذیريتغییر میزان بررسی

 تیمارشده با های نهال در نیزفنلی  های ترکیب میزان

به همراه قارچ  های باکتری سودوموناس فلورسنت سویه

عامل بیماری در روز ششم نسبت به روز سوم افزایش 

فنلی  های در روز ششم بیشترین میزان ترکیبیافت. 

این  برداری مشاهده شد.نیز در بین روزهای نمونه

رو شد و میزان در روز دوازدهم با کاهش تدریجی روبه

این روند کاهشی تا روز بیست و چهارم نیز ادامه 

های باکتری  در بین تیمارهای سویه (.7 داشت )شکل

 های ترکیببیشترین میزان  Ph. drechsleri و قارچ

 و قارچ VUPF760زنی همزمان سویۀ در مایه فنلی

P. drechsleri زنی همزمان و کمترین میزان در مایه

 مشاهده شد. P. drechsleriو قارچ VUPF506سویۀ 

 

 
 زنی همزمان با مایه P. fluorescensهای مختلف  شده با سویه های پستۀ تلقیح . تغییرپذیری فنل کل در نهال7شکل

Phytophthora drechsleri ای در شرایط گلخانه 
Figure 7. The levels of total phenol in pistachio seedling (cv. Sarakhas) inoculated with Phytophthora drechsleri and 

Pseudomonas fluorescens strains simultaneously under greenhouse conditions 

 

 بحث

ینۀ مبارزة درزمهای زیادی  های اخیر پژوهش در سال

های گیاهی صورت  زیستی )بیولوژیک( با بیماری کنترل

 های ریزوسفری محرك رشد گیاه باکتریپذیرفته است. 

(PGPRگروهی از باکتری )  های سودمندند که قابلیت

زه( کردن ریشه، تحریک رشد گیاه و کاهش پرگنه )کلنی

 Pseudomonasهای گیاهی را دارند. جنس  وقوع بیماری

های ریزگیاهان )میکروفلورهای(  یکی از عامل عنوان به

هوازی ریزوسفر در بسیاری از گیاهان معرفی شده است. 

های فلورسنت و درجۀ کاهش  بین جمعیت سودوموناس

م مثبتی مشاهده شده و های مختلف رابطۀ مستقی یماریب

های سودوموناس به  با توجه به گرایش بالای باکتری

های ریشۀ میزبان و میزان سریع رشد، در رقابت با ترشح

تر عمل ها( موفق دیگر ریزجانداران )میکروارگانیزم

های  ها همچنین با تولید متابولیت کنند. این باکتری می

بر بازدارندة  هنثانویۀ پرشماری چون سیانید هیدروژن و آ

حیات عامل بیماریزا )پاتوژن( و موجب افزایش سلامتی 

 شوند.  گیاه می

 از که داد نشان متقابل کشت ازآمده دستبه نتایج

شده از جداسازی P. fluorescensۀ باکتری سویسی 

 ،T17-4سویۀ ) پنج ریزوسفر گیاهان مختلف شمار

VUPF760، VUPF5، VUPF506 و CHA0که بهترین ) 

تأثیر را نیز روی کنترل چندین بیماری )مانند پاخورة 

میری جالیز( غلات، نماتد ریشۀ گرهی پسته و بوته
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 این داشتند، برای مرحلۀ گلخانه انتخاب شدند. در

 و بازدارندگی هالۀ آزمون از آمده دست به نتایج پژوهش،

 آن گویای یا گلخانهشرایط  در بازدارندگی سطح بررسی

 نتایج و هاله آزمون بازدارندگی نتایج میان که بود

در  ای گلخانه شرایط در بررسی بازدارندگی ازآمده  دست به

سویۀ  مثالطور  بهداشت.  وجود همبستگی برخی موارد

 هالۀ بیشترین آزمایشگاه در که T17-4 باکتریایی

بود  کرده ایجاد عامل بیماری را علیه قارچ بازدارندگی

 توانست به ای بهترین نبود اما گلخانه شرایط در ینکهباا

شود. البته  بیماری کاهش باعث درصد 33/33میزان 

که در شرایط آزمایشگاه  VUPf5و  VUPf760های  سویه

درصد از رشد قارچ عامل  142/54توانستند به میزان 

بیماری جلوگیری کنند، در گلخانه نیز قابلیت 

که به  یطور بهکنترلی بالایی از خود نشان دادند  زیست

درصد باعث  52و  75/68ترتیب توانستند به میزان 

 کاهش بیماری شوند.

کنترلی  زیست قابلیت در چندی های سازوکار

 دارند، دخالت ها یازجمله باکتر های ناهمساز عامل

 مانند ضدقارچی های ترکیب به تولید توان یازجمله م

 و اتیلن برها، سیانیدهیدروژن، آهن ها، آنزیم ها، پادزی

 (های گیاهی هورمون) رشدی های ترکیب همچنین

 هایی متابولیت حقیقت در ها ترکیب این. کرد اشاره

 بیرون مایع هایترشحصورت  بهکه  روند می شماربه

اطراف محیط  وارد فرار های ترکیب یا و اییاخته

بنابر . (Kamilova et al., 2005شوند ) می باکتری

های فرار ضدقارچی  یبترک تأثیراز آمده دست بهنتایج 

و  87/57به ترتیب با  T17-4 و VUPF760دو سویۀ 

 را در جلوگیری از رشد تأثیردرصد بیشترین  4/33

 .نشان دادند P. drechsleriای  ریسه

 سیانید تولید در متفاوتی تواناییباکتری  های سویه

 مربوطمیزان  بیشترین که داشتند (HCN) هیدروژن

 دو موفقیت دلایل از یکی یدشا .بود VUPF5سویۀ  به

 که بود نکته این VUPf5 و VUPf760سویۀ 

سویه  دو این در کنترلی های زیست عامل از ای مجموعه

 تولید با VUPF506که سویۀ  یدرحال است، فعال

 فرار، های متابولیت تولیدیزان م کمترین ،بر نکردن آهن

 در هیدروژن سیانیدیزان مو کمترین  ناکافی استقرار

 نکرد. عمل موفق چندان کنترل زیست یندآفر

 برابر در میزبان گیاه دفاعی مهم های جنبه از یکی

 و بیوشیمیایی دفاع ۀجنب بیماریزا، های عامل

 & Steinerاست ) آن پیچیدة یها واکنش

Schönbeck, 1995که است فرآیندی مقاومت (. القاء 

 هآماد بیماریزا های عامل برابر در دفاع برای را گیاه

 بیوشیمیایی های امانهس فعالیت با فرآیند این کند، می

دارد  همخوانی پراکسیداز و PAL آنزیم همانند

(Bradford, 1967; Schlumbaum, 1986). گیاهان 

 از ناشی آزاد های رادیکال اثر بردن بین از منظور به

 یرزندةغ و زنده  زای )استرس( تنش های عامل

 چندین گیرند، می کار به را خود دفاعی های سازوکار

 و اکسیداز فنل پلی کاتالاز، پراکسیداز، ازجمله آنزیم

 ثانویه های متابولیت عنوان به فنل همانند یهای ترکیب

 به یابند می تجمع گیاهان در استرس به پاسخ در که

  .(Elad & Chet, 1987) اند رسیده اثبات

 بیانگر تواند می ها نهال در القایی مقاومت وجود

 که باشد ریشه رویناهمساز  عامل استقرار و زیستیهم

 همچنین موضوع این است. شده ها نهال تحریک باعث

 بیماری عامل قارچ با زنیمایه که دهد می نشان

 گیاه تحریک باعث خارجیة زندزای  تنش یک عنوان به

 روی دفاعی های سازوکار افزایش یا و شدن فعال به

 یافته نظام قابلیت سیبرر در شود. می پسته های نهال

 اکسیداز فنل پلی ، پراکسیداز های آنزیم فعالیت شدن

 استنباط چنین ریشه های بافت تیمار در PAL و

 شایان افزایش ششم روز تا آنزیم القای که شود می

 مقاومت اثر که رسد می نظر به و است داشته توجهی

 ارچق بانفوذهای باکتری  ۀ سویهوسیل به یافته نظام القایی

 بر یرتأث و القاء باعث و یافته افزایش گیاه بافت درون به

 است. شده گیاه دفاعی های سازوکار و ها یمآنز ساخت

 بیشتر مقاومت و دفاعی های آنزیم افزایش بین ارتباط

 گزارش نیز دیگر نامحقق توسط بیماریزا های عامل به

 باکتری با ینیزم بادام بذرهای تیمار .است شده

 دفاعی های آنزیم سریع تجمع باعث سسودومونا

 گلوکاناز، بتا کیتیناز، مانند مقاومت با مرتبط

 بذرهای در آمونیالیاز آلانین فنیل و پراکسیداز

شود  یم سالم شاهد با مقایسه در ینیزم بادام

(Kishore et al., 2006). 

منجر به   P. fluorescensتیمار گیاه برنج با باکتری 
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 Rhizoctonia solaniیافته علیه  القای مقاومت نظام

های  شود و نتیجۀ این مقاومت، افزایش فعالیت آنزیم می

  (.Nandakumar et al., 2001کیتیناز و پراکسیداز است )

 با Physic nut (Jatropha curcas L.) گیاه تیمار

 مقاومت القاء ضمن (Pf1) فلورسنت سودوموناس

 پراکسیداز، های آنزیم فعالیت در افزایش ،یافته نظام

 سوپراکسید اکسیداز، فنل پلی ،آمونیالیاز آلانین فنیل

 بیشترین که شود یم سبب را کل فنل و دیسموتاز

 در کل فنلهای  ترکیب وبالا  های آنزیم فعالیت میزان

شد  مشاهده زنیمایه از پس روز پنجمین

(Narmadhavathy et al., 2013.)  

های باکتری  سویه های تیمارشده با ی نهالطورکل به

زنی نیز مایه P. drechsleriسودوموناس فلورسنت که با 

 P. drechsleriهایی که تنها با  شده بودند نسبت به نهال

کوبی شدند روند پایدارتری را در بالا نگه داشتن مایه

های دفاعی نشان دادند که این نشان از  میزان آنزیم

تر  ومت القایی بادوامها در ایجاد مقا این سویه مؤثرکارایی 

در میزان فعالیت آنزیم در گیاهان  فراواناست. کاهش 

تواند بیانگر  یی میتنها به P. drechsleriزنی شده با مایه

آسیب ریشه و از بین رفتن نهال و به عبارتی غلبۀ عامل 

بیماریزا بر گیاه باشد. باید توجه داشت که روال ثابت 

گرفتن القاء در این شکل شاهد سالم نشان از صورت ن

ساختار  ازلحاظتیمار نسبت به تیمارهای دیگر است. 

های  ظاهری )مرفولوژی( گیاهان تیمارشده با سویه

VUPF760، VUPF5، T17-4، CHA0 و VUPF506   به

های  ترتیب سلامت بیشتری دارند و تا روز آخر نشانه

 های هوایی کمتر دیده شد. بیماری در اندام

 

 کلیگیري نتیجه

 P. fluorescens باکتری های سویه یطورکل به

 62 تا 10 کاهش باعث تحقیق، این در مورداستفاده

 تا 17 و آزمایشگاه شرایط تحت بیمارگر رشد در درصد

 های نهال شدند. پسته های نهال ریوم مرگ در درصد69

 فلورسنت سودوموناس باکتری های سویه با تیمارشده

 به نسبت بودند شده زنیهمای نیز P. drechsleri با که

 شدند زنیمایه P. drechsleri با تنها که هایی نهال

 های آنزیم میزان داشتن نگه بالا در را پایدارتری روند

 کاراییگویای  که دادند نشان آزمایش طول در دفاعی

 تر بادوام القایی مقاومت ایجاد در ها سویه این مؤثر

 گیاهان در نزیمآ فعالیت میزان در فراوان کاهش است.

 بیانگر تواند مییی تنها به P. drechsleri با شدهزنیمایه

ۀ غلب عبارتی به و نهال رفتن بین از و ریشه آسیب

 روال که داشت توجه باید باشد. گیاه برعامل بیماریزا 

 در القاء نگرفتن صورت از نشان سالم شاهد شکل ثابت

ۀ سوی است. دیگر تیمارهای به نسبت تیمار این

VUPF760، بهترین مورداستفاده های سویه بین در 

 پسته های نهال روی هم و آزمایشگاه در هم را ریتأث

 داد. نشان
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