
  های گیاهی  کنترل بیولوژیک آفات و بیماری نشریه

 (901-991) 9313 پاییز و زمستان ،2شماره ، 3دوره

 E-mail: ahmadz@ut.ac.ir                           650-75552223* تلفن: 
1. Deleterious 

 و  Pseudomonas fluorescens UTPF68 باکتری زیستی های ویژگی بررسی

 خیار روی Phytophthora drechsleriی آن علیه بیوکنترلارزیابی توان 
 

 *. مسعود احمدزاده3. فاطمه جمالی؛ 2باشی؛  . سمیه سادات قافله1

 علوم و مهندسی کشاورزی، پزشکی، دانشکدة  ، گروه گیاهو استاد آموختة کارشناسی ارشد . دانش3 و 1

 پردیس کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهران، کرج

 راصلاح نباتات، دانشکدة کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه خلیج فارس بوشه. استادیار، گروه 2

 (2/2/1331تاریخ تصویب:  - 5/7/1333)تاریخ دریافت: 

 

 چکیده

، عامل کنترل بیولوژیک، علیه Pseudomonas fluorescens UTPF68در این تحقیق از باکتری 

Phytophthora drechsleri  استفاده شد. ترکیبات فراّر سویةUTPF68  در سه محیط کشتNA ،NAG  و

PDA یمیسلیومدرصد بازدارندگی از رشد  33/77درصد و  55/43درصد،  11/41ترتیب  به 

P. drechsleri  سلولی تولیدشده توسط سویة  های خارج متابولیترا در برداشت. نتایج نشان داد که

UTPF68  در محیط کشتPDA طور کامل از رشد  بهP. drechsleri  ممانعت و در محیط کشتCMA  به

 11در سه غلظت  UTPF68درصد از رشد بیمارگر جلوگیری کرد. سلول و عصارة سویة  3/33میزان 

 د.کرجلوگیری  P. drechsleri از رشدر کامل طو ، بهدرون محیط مایعدرصد،  51درصد و  25درصد، 

تولید  KBGرا در محیط کشت  Pltو  DAPG ،MAPGبیوتیک  همچنین، این باکتری توانست هر سه آنتی

 P. drechsleriرا به کنترل  in vivoو  in vitroتواند هر دو شرایط  نتایج نشان داد که این باکتری می .کند

لیتر از این باکتری در خاک، خسارت ناشی از  سلول در هر میلی 114ظت که، کاربرد غل طوری درآورد؛ به

زنی این باکتری با خاک در حضور و نبود بیمارگر باعث بهبود  درصد کاهش داد. مایه 71این بیمارگر را تا 

داری  طوری که از این لحاظ با شاهد سالم تفاوت معنی به .فاکتورهای رشدی گیاه تحت شرایط گلخانه شد

اسیون ریشة خیار نشان داد که این باکتری بعد از گذشت دو هفته، توانست منطقة کلنیزان داد. بررسی نش

 کند.  هکلنیزدر گرم ریشه را  3/2×113ریزوسفر با جمعیت 
 

 سلولی.  خارج های اسیون، کنترل بیولوژیک، متابولیتکلنیزبیوتیک، عصارة سلولی،  آنتی کلیدواژگان:
 

 مقدمه

 عوامل کنترلمنظور   به مناسب نترلبیوک عوامل

 ةمنطق در د بتوانندبای ادخاکز و ادهواز بیماریزای

 میان از باشند.داشته بقا حضور و  فیلوسفر و ریزوسفر

 فلورسنت های سسودومونا بیوکنترل، عوامل انواع

 بقا فیلوسفر در و ریزوسفر مناطق در ندتوان می خوبی به

 .(Rabindran and Vidhysaekaran 1996) یابند

 P. fluorescensدر این پژوهش از سویة بیوکنترل 

UTPF68 های پروبیوتیک گیاهی  عنوان یکی از باکتری به

 اتیخصوص داشتن ةواسط به سویه این شد.استفاده 

 ن،یاکس هورمون دیتول مانند ،اهیگ رشد گیکنند کیتحر

 نداشتن و پروتئاز دروفور،یس د،یاس کیلیسیسال

 ،نازیپکت و سلولاز مانندبرای گیاه  2 آور انیز اتیخصوص

 همراه به اهیگ رشد کیتحر در مؤثرباکتری  کی عنوان به
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 Ahmadzadeh and) است مطرحی ماریب کاهشتوانایی 

Ghasemi 2012) .ینا که است داده نشان تحقیقات 

 Sclerotinia گرربیماتواند  می گلخانه سطح درسویه 

sclerotium گرریماب و کلزا گیاه در Rhizoctonia solani 

 Ahmadzadeh and) دکن کنترلرا لوبیا  گیاه در

Ghasemi 2012) . 

های مهم  یکی از بیماری میری جالیز‌بیماری بوته

 های تگیاهان جالیزی است که هرساله خسار

به  ،همچنین مزرعه و ناپذیری به محصولات در جبران

 . کند ها وارد می درختی در گلخانه محصول خیار

 خیارة بار عامل بیماری پوسیدگی طوقه و ریش اولین

(Phytophthora drechsleri)  جداسازی، شناسایی توکررا 

 Tucker) شرح دادرا و خصوصیات آن کرد گذاری  نام و

 ،در اصفهان ،شریف را بار این بیماری اولین. در ایران، (1931

 Ershad and Mostofipour) دکراز روی خربزه گزارش 

 2735سال  این بیماری از دربارةجدی  بررسیولی . (1969

بیماری  این (Ershad and Mostofipour 1969) شروع شد

در نقاط مختلف ایران مانند خوزستان، فارس، کرمان، یزد، 

 اصفهان، تهران، مرکزی، قزوین، مازندران و آذربایجان شیوع

 (.Alavi 1973) دارد

 P. drechsleri د گیاه میزبان در تمام مراحل رش

 دلیل ، بهعامل بیماری. دکنحمله  به آنتواند  می

د و در کن حمله میگیاه  ةریشه و طوقبه ابتدا  ،بودن ادز خاك

مدت  در گیاه میزبان، شرایط محیطی مناسب بودن صورت

 Alavi) رود از بین می شود و سپس، می کوتاهی پژمرده

ک و نرم و قارچ باری ةمحل حمل ،گیاهچه ةدر مرحل .(1973

 Hwang and) شود گیاه می افتادن شدن و پژمرده باعث

Beneson 2005) بنابراین، استفاده از عامل بیوکنترل .

رسد. هدف از  مناسب علیه این بیماری ضروری به نظر می

 های زیستی سویة این تحقیق بررسی برخی ویژگی

 P. fluorescens UTPF68 و میزان تأثیر آن علیه 
P. drechsleri .در شرایط آزمایشگاه و گلخانه است 

 

 ها روش و مواد

 استفاده مورد های میکروارگانیسم

  P. drechsleri ةجدای ةتهی

د که از شاستفاده  P. drechsleriدر این بررسی از 

های گیاه خیار جداسازی شده بود. این جدایه از  طوقه

بعد از انتقال  شد. تهیهپزشکی کشور  مرکز تحقیقات گیاه

مجدد آزمون بیماریزایی روی گیاه خیار در  ،به آزمایشگاه

 .(Ghafelebashi 2012) گلخانه انجام شد

 

 تآنتاگونیسباکتری  ةتهی

های  از کلکسیون باکتری P. fluorescens UTPF68باکتری 

پزشکی  گروه گیاهگیاهی،  شناسی بخش بیماری آنتاگونیست

 د. ش تهیه ،دانشگاه تهران

 

 صیات آنتاگونیستی باکتریبررسی برخی خصو

در بازدارندگی  P. fluorescens UTPF68تأثیر باکتری 

 از رشد بیمارگر درون تشتک پتری

 (P. drechsleri) بررسی قدرت بازدارندگی از رشد بیمارگر

 Hagedron et al. (1989) در شرایط آزمایشگاه از روش

ای  صورت نقطه به ین صورت که باکتریه اد. بشاستفاده 

متر  سانتی 2/6 ةو به فاصل NA+PDAوی محیط کشت ر

محیط  ،تشتک پتری کشت داده شد. همچنین ةاز لب

حاوی و بدون عامل آنتاگونیست  NA+PDAهای  کشت

 34 .نظر گرفته شد پتری شاهد در تشتک عنوان به

متر از محیط کشت  سانتی 2/6قرصی به قطر  ،ساعت بعد

تشتک پتری  مورد نظر در وسط P. drechsleriحاوی 

در دمای  ،مدت یک هفته پتری بههای  تشتکقرار گرفت. 

 ةوجود هال .داری شدند درجة سلسیوس نگه 53

عنوان واکنش مثبت بازداری از رشد  بازدارندگی به

 ةقدرت بازدارندگی، فاصل ةبرای مقایس .دشبیمارگر تلقی 

. شدگیری  بیمارگر اندازه میسلیومکلونی باکتری تا 

 .شدتکرار انجام  چهارآزمایش در 

 

 ترکیبات فرّار ضد قارچی باکتری علیه بیمارگر تأثیر

 ةسویاز  CFU/ml 264میکرولیتر از سوسپانسیون  566

، NAGکشت  ای در سطح محیط شیشه ةمیل باکتری با

NA و PDA  35 مدت بهپتری  یها تشتکپخش شد و 

. شدندداری  درجة سلسیوس نگه 53ساعت در دمای 

کشت  ةاز حاشی متر میلی 2هایی به قطر  قرص ،سپس

ی پتری حاوی ها تشتکفیتوفترا در مرکز  ةپنج روز

CMA  در کنار شعله با رعایت شرایط  ،آنگاه .ندشدکشت

طور  به P. dreshsleriی پتری حاوی ها تشتکسترون، 

های آنتاگونیست  های پتری حاوی جدایه وارونه روی تشتک
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 گرفته هم قرار ی پتری رویها تشتک ةقرار داده شدند و لب

ی پتری ها تشتکمسدود شدند.  نوار پارافیلم کاملاً با و

یک هفته  مدت بهدرجة سلسیوس و  53در دمای 

حاوی  CMAدر تشتک پتری شاهد  داری شدند. نگه

فیتوفتورا در مقابل تشتک پتری حاوی محیط کشت 

NAG ،NA  وPDA بدون آنتاگونیست قرار داده شد 

(Kraus and Loper 1992). قالب طرح  این آزمایش در

تصادفی شامل سه تیمار در سه تکرار برای هر نوع  کاملاً

آمده از آزمایش  دست های به د. دادهشمحیط کشت اجرا 

 د.شدنتحلیل آماری  )قطر رشد کلونی( تجزیه و

 B A B C  100 
A :تیمار ةقطر رشد پرگن 

B :شاهد ةقطر رشد پرگن  

C :درصد بازداری از رشد بیمارگر  

 

 P. fluorescensباکتری های خارج سلولی  تأثیر متابولیت

UTPF68 روی بیمارگر  
ین ه اب. انجام شد این آزمون مطابق روش کراس و لوپر

 آب باکتری ومیکرولیتر از سوسپانسیون  266ترتیب که 

 باعنوان شاهد به محیط کشت اضافه و  سترون به مقطر

 CMA و PDAای در سطح محیط کشت  هشیش ةمیل

درجة  53ساعت در دمای  35 مدت بهو  پخش شد

 ةمیل با استفاده از سپس، .داری شدند سلسیوس نگه

 از سطح محیط باکتریای و آب مقطر سترون،  شیشه

 76طور وارونه  ی پتری بهها تشتکو  شد کشت شسته

یک  ،سپس دقیقه در معرض بخار کلروفرم قرار گرفتند.

 ةکشت پنج روز ةاز حاشی متر میلی 2ص به قطر قر

تشتک  هر ، در مرکزسترونبا رعایت شرایط  بیمارگر

 53ی پتری در دمای ها تشتک. پتری کشت داده شد

نی پس وو قطر رشد کلشدند داری  نگه درجة سلسیوس

تشتک شاهد به انتهای  ی فیتوفتورا میسلیوماز رسیدن 

. این (Kraus and Loper 1992) گیری شد پتری اندازه

تیمار چهار تصادفی شامل  آزمایش در قالب طرح کاملاً

)دو تیمار شامل آب مقطر و قارچ در سه تکرار انجام شد 

و دو تیمار دیگر  CMA و PDAدر دو محیط کشت 

 و PDAباکتری در دو محیط کشت سوسپانسیون شامل 

CMA) آمده از آزمایش )قطر رشد  دست ههای ب و داده

 ند.شدتجزیه و تحلیل آماری کلونی( 

 B A B C  100 
A :تیمار ةقطر رشد پرگن 

B :شاهد ةقطر رشد پرگن  

C :درصد بازداری از رشد بیمارگر  

 

 یمیسلیومتأثیر سلول باکتری در جلوگیری از رشد 

P. drechsleri در محیط مایع  

 لیتر از محیط میلی 26لیتری،  میلی 266ی ها ارلندرون 

، ها ارلنشدن  سترونریخته شد. پس از  PDBکشت 

 باکتری درون محیط ةساعت 53میکرولیتر از کشت  266

TSB،  2زمان پنج دیسک  ریخته شد و هم ها ارلندرون 

فیتوفتورای  ةکلونی چهار روز ةی از حاشیمتر میلی

ریخته شد.  ها ارلن، درون CMAرشدیافته روی محیط 

ر نظر گرفته شد. یک شاهد برای این آزمایش دو شاهد د

 سترون TSBمیکرولیتر محیط  266فیتوفتورا که حاوی 

 ةی از حاشیمتر میلی 2بدون باکتری و پنج دیسک 

فیتوفتورای رشدیافته روی محیط  ةکلونی چهار روز

CMA ریخته شد و شاهد دیگر که  ها ارلندرون  ،بود

بدون باکتری و  سترون TSBمیکرولیتر از محیط  266

بدون  CMAی از محیط کشت متر میلی 2دیسک پنج 

درون شیکر  ها ارلن ،بیمارگر در ارلن ریخته شد. سپس

یک هفته قرار داده  مدت بهدور در دقیقه  526با دور 

ی میسلیومشد. بعد از گذشت یک هفته، وزن خشک 

کاغذ  ،ین صورت که ابتداه اد. بشگیری  فیتوفتورا اندازه

د و شترازوی حساس وزن  ، روی2/3 ةصافی واتمن شمار

گرفت  قرار کاغذ صافی درون قیف روی پمپ خلأ ،سپس

پس از  ؛شد و محیط حاوی فیتوفتورا روی آن ریخته

فیتوفتورا، کاغذ صافی  میسلیومجداشدن محیط از 

روز در دمای  یک شبانه مدت بهفیتوفتورا  میسلیومحاوی 

حساس  با ترازوی ،سپس .گرفت تا خشک شود  اتاق قرار

 ها هم از روش مذکور استفاده شد.    د. برای شاهدشوزن 

 میسلیوموزن خشک = 

 میسلیومکاغذ همراه با  ـ وزن کاغذ صافی

 

 .P یمیسلیومباکتری در جلوگیری از رشد  ةتأثیر عصار

drechsleri محیط مایع در  

درون  KBشده روی  یک لوپ از باکتری تازه کشت

ساعت روی  35 مدت بهریخته شد و  TSBمحیط کشت 
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بعد از  ،قرار داده شددور در دقیقه  526 شیکر با دور

لیتر از محیط کشت حاوی  میلی 46ساعت،  35گذشت 

 لیتر( میلی 36فالکون )در هر فالکون  5باکتری درون 

درجة  52وژ با دمای یریخته شد و درون سانتریف

دقیقه قرار  22 مدت بهدور در دقیقه  2666 سلسیوس و

میکرومتر عبور  5/6رویی برداشته و از فیلتر گرفت. فاز 

باکتری  ةداده شد. برای این منظور، از سه غلظت عصار

 ،سپس .دشاستفاده  درصد 26و  درصد 52، درصد 26

لیتر از  میلی 26لیتری حاوی  میلی 266ی ها ارلندرون 

 2زمان پنج دیسک  ریخته شد و هم PDBمحیط کشت 

فیتوفتورای  ةر روزکلونی چها ةی از حاشیمتر میلی

ریخته شد.  ها ارلن، درون CMA یافته روی محیط رشد

بدون باکتری در  سترون TSBمحیط  فقطبرای شاهد 

در نظر  درصد 26و  درصد 52، درصد 26سه غلظت 

کلونی  ةی از حاشیمتر میلی 2پنج دیسک  گرفته شد و

، CMA یافته روی محیط فیتوفتورای رشد ةچهار روز

ریخته شد و شاهد دیگر که تنها محیط  ها ارلندرون 

TSB 52، درصد 26بدون باکتری در سه غلظت  سترون 

متری از محیط  میلی 2دیسک  پنجو  درصد 26و  درصد

 ،بدون بیمارگر در ارلن ریخته شد. سپس CMAکشت 

مدت یک  بهدور در دقیقه  526ها درون شیکر با دور  ارلن

هفته، وزن خشک  . بعد از گذشت یکندهفته قرار داده شد

این گیری شد.  ی فیتوفتورا طبق روش قبل اندازهمیسلیوم

 آزمون با دو تیمار در سه غلظت و سه تکرار انجام شد. 

 

 انحلال فسفات معدنی توسط باکتری

در  UTPF68گیری کیفی توانایی باکتری  برای اندازه

مطابق  Sperberانحلال فسفات معدنی از محیط کشت 

. محیط کشت (Sperber 1958)اده شد روش اسپربر استف

 4های پتری با قطر  شدن، درون تشتک پس از سترون

کشت در حین انتقال به  متری ریخته شد. محیط سانتی

زده   زن سترون هم طور مرتب با هم های پتری به تشتک

طور  کلسیم فسفات در تمام حجم محلول به شد تا تری

 ةساعت 53میکرولیتر از کشت  2یکنواخت پخش شود. 

ای روی محیط  صورت نقطه باکتری برداشته شد و به

های پتری به  تشتک ،د. پس از آنشاسپربر کشت 

درجة سلسیوس و در شرایط  53انکوباتور با دمای 

ساعت قطر پرگنه و  34تاریکی منتقل شدند. پس از 

 ةدهند که نشانگیری شد  اندازهشفاف اطراف آن  ةهال

و نسبت قطر هاله  استن کنندگی فسفات آ خاصیت حل

گیری در چهار نوبت و  به قطر پرگنه محاسبه شد. اندازه

 . شدیک روز در میان انجام  صورت به

 

  بیوتیک آنتیاستخراج و تشخیص 

  Plt, MAPG, DAPGهای  بیوتیک استخراج آنتی

با استفاده از  بیوتیک آنتیباکتری از نظر تولید  ةسوی

در محیط کشت مایع  (HPLC)کروماتوگرافی مایع کارا 

 Maurhofer به روش بیوتیک آنتید. استخراج شبررسی 

et al. (1992) و Notz et al. (2001) انجام شد. 

 King Bکشت  در محیط UTPf68باکتری  ةسوی

broth گرم گلوکز  26شده با  غنی(KBG)  53در دمای 

دور در دقیقه  206درجة سلسیوس بر شیکر با دور 

 کشت داده شدند. 

 76ها از  بیوتیک آنتیگیری و استخراج  نمونه

. انجام شدساعت  34از لیتر از محیط کشت پس  میلی

pH  محیط با استفاده ازHCl  دو نرمال بین دو و سه

به محیط  2:2استات به نسبت  اتیل ،د. سپسشتنظیم 

ی حاوی محیط کشت و ها ارلنکشت اضافه شد. در 

شدت  ثانیه به 76 تمد بهدرپوش بسته و ا استات ب اتیل

از فاز مایع  بیوتیک آنتیداده شدند. فاز آلی حاوی  تکان

فیلترهای با  کمکمواد معدنی به  ها و حاوی باکتری

 ,Macherey-Nagel 5160 Düren) پوشش سیلیکونی

Germany)  .در دستگاه  استات اتیلجدا شدRotary 

evaporator (HETOVAC; Heto Lab Equipment,. 

Allerod, Denmark) د و باقیمانده شطور کامل تبخیر  به

حل شد. این  HPLCلیتر متانول مخصوص  میلی 2در 

درجة  -56داری در  دقیقه نگه 76محلول پس از 

دور در دقیقه  27666دقیقه در  26 مدت بهسلسیوس، 

های  محلول رویی به فلاسک ،سپس .سانتریفیوژ شد

HPLC  د.شمنتقل 

 

  ها بیوتیک یتشخیص و تعیین کمیت آنت

 HPLCها با دستگاه  بیوتیک گیری کمی آنتی یابی و اندازه رد

 Hewlett Packard 1090; Hewlett) مجهز به شناساگر

Packard 1090 Co; Pal Alto, CA)  انجام شد و از ستونی

 Nucleosil 120-5-C18متر از نوع  میلی 3×266به ابعاد 
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(Macherey-Nagel, Düren, Germany) ش فاز با رو

 درجة سلسیوس استفاده شد. 32معکوس در دمای 

میکروگرم از  266برای دستیابی به پیک استاندارد، 

میکرولیتر  266بیوتیک در  های خالص هر آنتی نمونه

میکرولیتر(  26ها ) حل شد. نمونه HPLCمتانول مخصوص 

درصد )صفر تا پنج  24-57با سه شیب خطی متانول ا

 27-04)پنج تا شش دقیقه( و از  درصد 57-27دقیقه(، از 

درصد ارتو فسفریک اسید  37دقیقه( در  22-0درصد )

 لیتر در دقیقه بود. میلی 2آنالیزشده و جریان 

، (DAPG)فلوروگلوسینول  استیل ـ دی3و5

از طریق  (Plt)و پیولوتئورین  (MAPG)گلوسینول  منواسیل

 536، 536های  ترتیب در طول موج جذب ماورای بنفش به

های  بیوتیک ردیابی شدند. زمان تأخیر برای آنتی 776و 

دقیقه بود. کمیت  4/2و  3/3، 3/4ترتیب  مورد نظر به

اساس پیک استاندارد و زمان تأخیر،  ها بر بیوتیک آنتی

 مول در لیتر محیط کشت محاسبه شد. برحسب میکرو

 

 ای های گلخانه بررسی

  P. drechsleri تلقیح ةمای ةتهی

تمیز و شسته و درون  وبیا سفید معمولی، کاملاًگرم ل 26

لیتر آب  میلی 266لیتری ریخته شد.  میلی 526ارلن 

مدت  مقطر به آن افزوده و در سه روز متوالی، هر روز به

 2/2درجة سلسیوس و در فشار  252دقیقه در دمای  36

 د. در شرایط کاملاًشمتر مربع سترون  کیلوگرم بر سانتی

کشت  ةاز حاشی متر میلی 2ص به قطر قر چهار، سترون

یافته روی محیط  رشد P. drechsleri روزه( چهار) جوان

روز در  56 مدت بهد. ارلن شبه ارلن اضافه  BAکشت 

 داری شد.  درجة سلسیوس در انکوباتور نگه 53دمای 

 

 باکتریتلقیح  ةمای ةتهی

 یافته روی محیط آگار غذایی یک لوپ از باکتری رشد

(NA)  لیتری میلی 26حاوی  لیتری میلی 266ارلن به 

 مدت بهمنتقل شد و  NB (nutrient broth)کشت  محیط

 53دور در دقیقه( در دمای  256ساعت روی شیکر ) 53

. این محیط تحت شرایط داده شددرجة سلسیوس قرار 

 درون هر .ریخته شد ستروندرون چهار فالکون  سترون

کشت ریخته  تر محیطلی میلی 52لیتر،  میلی 26فالکون 

وژ یهای باکتری با استفاده از سانتریف سلول ،سپس .شد

جدا  NB( از محیط مایع g0666دقیقه در  22مدت  )به

شدن  شدند و فاز رویی بیرون ریخته شد و برای برطرف

آمده سرم  دست به رسوب به محیط غذایی، ةباقیماند

 ،سپس .لیتر اضافه شد میلی 52فیزیولوژیک به میزان 

از این  ،وژ مجددیسانتریفز طریق های باکتری ا سلول

ها سرم فیزیولوژیک  محلول جدا شدند و از آن

سپس، به کمک دستگاه د. شسوسپانسیون تهیه 

جمعیت نانومتر،  066اسپکتروفتومتر در طول موج 

 د. شتنظیم  CFU/ml264باکتری در 

 

در شرایط  بیمارگرکنندگی باکتری علیه  تأثیر کنترل

 انهگلخ

های پلاستیکی با گنجایش  ای از گلدان گلخانه در بررسی

 چهارد. در هر گلدان شگرم خاك سترون استفاده  766

متری  سانتی 7در عمق  ،رقم کشمیر ،خیارعدد بذر 

 درجة 53±2 دمایها در  خاك کاشته شد. گلدان

ساعت  نهساعت روشنایی و  22با تناوب نوری  سلسیوس

شرایط آزمایش در تمام مراحل  داری شدند. تاریکی نگه

 از نظر نور و دما یکسان بود.

 CFU/ml 264 لیتر سوسپانسیون باکتری میلی 26

 )گیاهان در مرحله دو برگی( پای هر گلدان مرطوب

تلقیح  ةگرم از مای 5 ،ساعت بعد 35ریخته شد. 

د. این آزمایش در قالب طرح شفیتوفتورا به خاك اضافه 

شد. در این آزمایش،  اجرا تکرار هارچتصادفی و در  کاملاً

تلقیح فیتوفتورا در  ةگرم مای 5تیمار شاهد آلوده حاوی 

گرم لوبیا سفید  5هرگلدان و شاهد غیرآلوده حاوی 

تلقیح فیتوفتورا در هر گلدان بود.  ةمای بدونشده  سترون

 تکرار در نظر گرفته شد.  چهاربرای هر تیمار 

 

 ارزیابی شدت بیماری 

صورت یک روز در میان آبیاری شدند. بعد از  ا بهه گلدان

ها به ملایمت در زیر آب شسته شدند و  ریشه ،سه هفته

اساس مقیاس صفر تا پنج، ارزیابی  ها بر شدت بیماری آن

صورت  دهی به . مقیاس(Kim and Hwang 1992) شد

 شد:زیر انجام 

 گیاهان سالم بدون هیچ علائم آلودگی  =6

های کوچک  بیماریزایی. وجود لکه صددر 76کمتر از  =2

 طوقه  ةو جزئی در ناحی
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 طوقه  ة. پوسیدگی کم در ناحیدرصد 72ـ26 بیماریزایی =5

سوخته  ای آب های قهوه . لکهدرصد 22ـ36 بیماریزایی =7

ایجاد  همراه با پیشرفت پوسیدگی و ،در محل طوقه

 فرورفتگی در محل طوقه

تگی شدید در محل رف . فرودرصد 36ـ36بیماریزایی  =3

طوقه و زردشدن برخی  ةشدن ناحی طوقه و نازك

 ها  برگ

رفته )مرگ  از بین . گیاه کاملاًدرصد 266بیماریزایی  =2

 گیاه(.

برحسب  (DI=disease index) شاخص بیماری

توان  د که میشدرصد با استفاده از فرمول زیر محاسبه 

را ، درصد کنترل بیماری 266کردن آن از عدد  با کم

 (.Liu et al. 1995) دکرمحاسبه 

 

 در گلخانه در افزایش رشد گیاه خیار باکتریتأثیر 

ها کاشته و  های خیار در گلدان مطابق روش مذکور بذر

لیتر سوسپانسیون  میلی 26 ،داری شدند. سپس نگه

)گیاهان  پای هر گلدان مرطوب CFU/ml 264 باکتری

تکرار  چهارمار ریخته شد. برای هر تی دوبرگی( ةدر مرحل

طول ریشه و ساقه و وزن تر و  ،سپس در نظر گرفته شد.

 خشک گیاه محاسبه شد.

 

 UTPF68 ةتوسط سوی ریشة خیاراسیون کلنیزالگوی 

. اجرا شد Yan et al. (2003) این آزمایش مطابق روش

لیتر از  میلی 26 بابه این ترتیب که بذور خیار 

در  ند.نی شدز مایه UTPF68سترون  264سوسپانسیون 

 256ها در دمای  که خاك آنکاشته شدند هایی  گلدان

مدت چهار ساعت در دو روز متوالی  درجة سلسیوس به

ترتیب در  ها به برداری از ریشه . نمونهندده بودشسترون 

و در  شدروز بعد از کاشت بذور انجام  54و  52، 23، 3

مقدار جمعیت باکتری روی ریشه و  ،طی چهار هفته

 .دست آمد هاسیون ریشه بعد از چهار هفته بکلنیزمیزان 

 

 ها تجزیه و تحلیل داده

 ةو مقایس SASافزار  نرما ها ب تجزیه و تحلیل داده

در سطح  LSDها با استفاده از آزمون  میانگین تیمار

 . شدانجام  62/6

 و بحث نتایج

درون  بیمارگری یوممیسلقدرت بازدارندگی از رشد 

 تشتک پتری

 PDAکشت   درون تشتک پتری حاوی محیط باکتری

و هالة بازدارندگی  دکن کنترلرا  P. drechsleri توانست

بازدارندگی  ةوجود هال متر ایجاد کرد. سانتی 3/2 به قطر

های بازدارنده از سوی  تولید متابولیت ةدهند نشان

 است.  باکتری

 

 د قارچی باکتری بر بیمارگرض فرّارتأثیر ترکیبات 

، NAهر سه محیط  ها نشان داد که باکتری در بررسی

NAG  وPDA تولید  راترکیبات فرّار ضد قارچی  توانست

 توانستیافته در هر سه محیط کشت  . باکتری رشدکند

 ازد. کنجلوگیری  P. drechsleriی میسلیوماز رشد 

 شود، می جدایه تولید که توسط فرّاری جمله ترکیبات

 توسط آن که تولید باشد هیدروژن سیانید تواند می

اثبات رسیده است  به فلورسنس سودوموناس های جدایه

(Castric and Castric 1983).  تولید ترکیبات فرّار توسط

های کنترل  یکی از مکانیسم P. fluorescensهای  جدایه

 Wuthrich and Defago) استهای قارچی  بیماری

1990, Kraus and Loper 1992, Keel et al. 1997). 

آمده است ترکیبات فرّار  2شکل طور که در  همان

یافته در محیط  شده از باکتری رشد ضد قارچی تولید

 .P، توانایی بیشتری در بازدارندگی از رشد NA کشت

drechsleri ( افزودن درصد 33/43داشت .)درصد 5 

تأثیری در افزایش  NAگلوکز به محیط کشت 

نشان نداد. ترکیبات  P. drechsleriازدارندگی از رشد ب

 P. fluorescens باکتری ةشد فرّار ضد قارچی تولید

UTPF68 در محیط کشت PDA نسبت به دو محیط ،

دار  قبلی در بازدارندگی از رشد بیمارگر تفاوت معنی

و تأثیر کمتری در بازدارندگی از رشد داد نشان 

 (. 2ل شک) شتی بیمارگر را دامیسلیوم

 

 P. fluorescensباکتری سلولی  های خارج تأثیر متابولیت

UTPF68   روی بیمارگر 

 در UTPF68 سویة توسط تولیدشده های متابولیت

 از مانع کاملطور  بهبعد از ده روز،  PDA محیط کشت
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 کشت محیط در د.ش P. drechsleri یمیسلیوم رشد

CMA،  کلونیP. drechsleri  توانست  اندکیبه مقدار

 PDAرشد کند، اما به لحاظ آماری با محیط کشت 

 (.5تفاوت معناداری نداشت )شکل 

 یمیسلیوم رشد از جلوگیری در باکتری سلولتأثیر 
P. drechsleri مایع محیط در 

 رشد از کاملطور  به مایع محیط درون باکتری سلول
P. drechsleri (7)شکل  دکر جلوگیری. 

 

 
 رشدیافته  Pseudomonas fluorescens UTPF68 ت فرّار باکتریتأثیر ترکیبا .2 لشک

 Phytophthora drechsleriهای مختلف بر جلوگیری از رشد  در محیط کشت

 

 
  Pseudomonas fluorescens UTPF68باکتری  شده تولید های متابولیتتأثیر  .5 لشک

 Phytophthora drechsleri در جلوگیری از رشد (CMA, PDA) دو محیط کشت جامد در

 

 
  Pseudomonas fluorescens UTPF68 باکتری تأثیر سلول .7 لشک

 در محیط مایع Phytophthora drechsleriی میسلیوم روی رشد
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 یمیسلیوم رشد از جلوگیری در باکتری ةعصارتأثیر 

P. drechsleri مایع محیط در 

 26و  درصد 52، درصد 26ر سه غلظت باکتری در ه ةعصار

 طور کامل مانع از رشد در محیط مایع به درصد
P. drechsleri مورد در مفصلی تحقیقات .(3)شکل  دش 

 ای یاخته برون مایع ترشحات در ترکیبات موجود نوع
P. fluorescens از یکی است که مشخص شده انجام و 

 ها آن از اعیانو که هاست بیوتیک ها آنتی آن مهم ترکیبات

 

-2 فنازین های بیوتیک آنتی قبیل هایی از جدایه

 کربوکسیلیک-2 فنازین-هیدروکسی 5 اسید، کربوکسیلیک

فلوروگلوسینول،  استیل ی 3و5فنازین، -هیدروکسی-5 اسید،

 محققان مختلفی از توسط نیترین پیرول و پیولوتئورین

 در ها آن تأثیرات و شد گزارش P. fluorescensهای  جدایه

 و مثبت های گرم باکتری ها، رشد ریسة قارچ از بازداری

 .Chin-A-Woeng et al) رسیده است اثبات به مخمرها

1997, Savchuk et al. 2001.) 

 
 یمیسلیومروی رشد  Pseudomonas fluorescens UTPF68 باکتری ةشد سلولی فیلتر برون ةتأثیر عصار .3 لشک

Phytophthora drechsleri ی نسبت به شاهد آزمایش(میسلیوم ةد بازداری از وزن خشک تود)درص 

 

  معدنی فسفات انحلال

نتایج نشان داد که باکتری در محیط کشت اسپربر 

 از (. یکی2 د )جدولکنحل  را فسفات معدنی تواند می

 در افزایش ها آن ثیرأت ها، ریزوباکتری توجه قابل راتیثتأ

 

 ةدهند افزایش های باکتری است. در میزبان گیاه رشد

 ،ةواسط به گیاه رشد ، افزایشPGPRیا  گیاهی رشد

 نظیر گیاهی های تولید هورمون و فسفات کردن حل

 (.Vessey 2003) شود حاصل می سیتوکینین و اکسین

 لفهای مخت در محیط اسپربر در روز Pseudomonas fluorescens UTPF68کنندگی فسفات معدنی باکتری  . میزان حل2جدول 
 روز هشتم روز ششم روز چهارم روز دوم زمان )روز(

 cm5/2 cm2/2 cm3/2 cm2/5 کنندگی فسفات توسط باکتری میزان حل

 

 ها بیوتیک آنتی یابی رد و استخراج

 5ـ3 های بیوتیک آنتی تولید نظر از UTPf-68سویة 

 گلوسینولمونواسیل ،(DAPG) فلوروگلوسینول استیل دی

(MAPG) رینپایولوتو و (Plt) محیط در KBG روش با 

HPLC زمان و استاندارد پیک مبنای بر و دش بررسی 

 میکرومول حسب بر شده تولیدبیوتیک  آنتی میزان خیر،أت

 موردسویة  د.ش محاسبه کشت محیطلیتر  میلی در

  .بیوتیک را داشت آنتی سه هر تولیدتوانایی  بررسی

 Plt و DAPG ،MAPGبیوتیک  بررسی تولید سه آنتی

  UTPf-68 با سویة KBGدر محیط کشت 

بیوتیک  آنتی سه هر تولیدتوانایی  UTPf-68سویة 

DAPG، MAPG و Plt  کشت محیط دررا KBG  

 را تولید میزان بیشترین MAPGبیوتیک  آنتی .داشت

 را تولید میزان کمترین Plt بیوتیک آنتی داد. نشان

 شتدا KBG محیط در دیگربیوتیک  آنتی دو به نسبت

 (.5 )جدول
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 KBGدر محیط کشت  Pseudomonas fluorescens UTPF68بیوتیک باکتری  . میزان تولید آنتی5جدول 

 های سویة بیوتیک آنتی
Pseudomonas fluorescens UTPF68 

  KBGمیزان تولید در محیط کشت 

 برحسب میکرومول در لیتر

    MAPG 222 بیوتیک آنتی

    DAPG  5/20 بیوتیک آنتی

     Plt 4/2 بیوتیک آنتی

 

تحقیقات نشان داده است که میزان تولید یک 
 های مختلف یک گونه متفاوت است. بیوتیک در سویه آنتی

در سویة  DAPGو  MAPGهای  بیوتیک میزان تولید آنتی
P. fluorescens UTPF101  در محیط کشتKBG  بعد از

میکرومول در لیتر  0و  33ترتیب،  ساعت، به 34گذشت 
. عواملی که موجب (Jamali 2009) گزارش شده است

که  MAPGبر تولید  شوند، می DAPGتحریک تولید 
نین، مادة حاصل از تجزیة بیوتیک و همچ مادة آنتی پیش

 Bangera and Thomashow) بیوتیک است این آنتی

. (Duffy and Defago 1999) نیز تأثیر دارند (1999
 pf-5 ةنیترین جدای های پیولوتئورین و پیرول بیوتیک آنتی
ای  جلوگیری از رشد ریسه توانایی P. fluorescens ةگون

را  Rhizoctonia solaniو  Pythium ultmiumهای  قارچ

بیوتیک  آنتی .(Howell and Stipanovic 1980) نددار
DAPG  در بیوکنترل چند بیماری در گندم و خیار نقش

نقش کلیدی را  Plt بیوتیک آنتیدارد و در کرفس و توتون، 
 Maurhofer et al. 1994, Lemanceau) در بیوکنترل دارد

et al. 1995). 
 

 میزان و خیار گیاه در رشد افزایش در باکتریتأثیر 

 گلخانه شرایط در P. drechsleri کنترل

 و بیمارگر کنترل میزان در باکتریسویة تأثیر  بررسی
 زنی مایه از هفته سه گذشت از بعد گیاه، رشد افزایش

 میزان شامل ارزیابی مورد های فاکتور .انجام شد بیمارگر،
 خشک وزن ساقه، طول ریشه، طول بیماریزایی، درصد
 باکتری با تنها که گیاهانی بودند. گیاه تر وزن گیاه،

P. fluorescens UTPF68 رشد افزایش بودند شده تیمار 
 فاکتورهای دادند. نشان سالم شاهد با مقایسه در زیادی
 یدار معنی تفاوت شاهد با مقایسه در نیز گیاه رشدی

 با هم و باکتری با هم که گیاهانی ،همچنین داد. نشان
 رشد افزایش شاهد به نسبت ،بودند شده رتیما بیمارگر

 استفاده که داد نشان حاصله نتایج دادند. نشاندار  معنی
مؤثر  تواند می P. drechsleri کنترل در هم سویه این از

 دتوان می خیار گیاه رشد افزایش در هم و دشو واقع
 داد نشان ها بررسی باشد. رشدی محرك یکعنوان  به

 CFU/ml264 غلظت در UTPF68 سویة که هنگامی
 درصد 52/06 توانست ،شد زنی مایه گلدان خاك درون

P. drechsleri (.3و  0، 2های  شکل) کند کنترل را 
 های فاکتور بهبود باعث باکتری با خیار گیاه کردن تیمار

 .(Azad Disfani 2000) دش خیار گیاه در رشدی
 

 باکتری توسط خیار بذر اسیونکلنیز

 بعد باکتری این که داد نشان اسیوننیزکل از حاصل نتایج
 جمعیت با ریزوسفرة منطقتواند  ، میهفته دو گذشت از

 توسط ریشه کردن هکلنیز کند. هکلنیزرا  7/5×263

 ییتوانا در مهم شرط یک ی،یباکتریا های آنتاگونیست
 ییتوانا .است ریشه های بیماری کنترل برای ها آن

 نامحقق برخی که است مهم یحد هب ریشه کردن هکلنیز
 گیرند می نظر در برتر آنتاگونیست انتخاب مبنای را آن

(Kraus and Loper 1992). ریشه کردن هکلنیز، تاکنون 
 شده گرفته  کار هب های آنتاگونیست جمعیت تغییرات و

 .Baligh et al) است شده بررسی زیادی نامحقق توسط

1999, De Lafuente et al. 2001). 
 

 باکتری  توسط خیارة ریش سیوناکلنیز الگوی

اسیون کلنیزآمده از الگوی  دست های به مقایسة میانگین
ریشة خیار در طی چهار هفته مشخص کرد تراکم جمعیت 
باکتری پس از طی یک هفته دارای افزایش چشمگیری بود 

سلول باکتری بر گرم بذر که  7/5×263و جمعیت باکتری از 
سلول باکتری  32/7×263ه ه کرده بود بکلنیزبذر خیار را 

بر گرم ریشة خیار رسید. پس از اتمام هفتة دوم، باکتری 
بود و افزایش کمی را  35/2×263دارای تراکم جمعیت 

اسیون باکتری کلنیزروز، میزان  52نشان داد. بعد از گذشت 
روی ریشة خیار سیر نزولی نشان داد و از سطح جمعیت 

تقلیل یافت  22/5×264در انتهای هفتة دوم، به  35/2×263
 (.4)شکل 
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  Phytophthora drechsleriعلیه  Pseudomonas fluorescens UTPF68کنندگی باکتری  . میزان کنترل2شکل 

 روی گیاه خیار در شرایط گلخانه

 

 
  Phytophthora drechsleri بیمارگرعلیه  Pseudomonas fluorescens UTPF68 سویةتأثیر کاربرد  .0شکل 

 شرایط گلخانه طول ریشه و طول ساقة گیاه خیار درفاکتور دو روی 

 

 
  Phytophthora drechsleri بیمارگرعلیه  Pseudomonas fluorescens UTPF68 سویةتأثیر کاربرد  .3شکل 

 شرایط گلخانه وزن تر و خشک گیاه خیار درفاکتور دو روی 
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 در طی چهار هفته Pseudomonas fluorescens UTPF68کردن ریشة خیار با سویة  هکلنیز. الگوی 4شکل 

 
 

عنوان یک  به P. fluorescens UTPF68باکتری 

باکتری قوی در بیوکنترل مطرح است و با توجه به 

توان محیط  شده، می های بررسی خصوصیات و ویژگی

کشت مناسب و اقتصادی برای باکتری مذکور تعریف 

در  پروبیوتیک گیاهییک عنوان  کرد و از این باکتری به

 سطح وسیع استفاده کرد. 
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