
 های گیاهی  کنترل بیولوژیک آفات و بیماری

 (1-16) 1397پاییز و زمستان ،2ۀ شمار، 7دورۀ 
  DOI: 10.22059/jbioc.2018.263489.237    

* Corresponding author E-mail: m.khezri@urmia.ac.ir 

 فرنگی و فاکتورهای رشدی گیاهارزیابی اثر بیوپرایمینگ بذر بر کنترل زیستی بیماری لکه برگی گوجه
 

 2فرزانه محمدسور و 2پور انبی، افسانه عباس*1مریم خضری
 کشاورزی، دانشگاه ارومیهپزشکی، دانشکده استادیار گروه گیاه .1

 پزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه ارومیهدانشجوی کارشناسی ارشد گروه گیاه .2
 (23/07/1397 تاریخ پذیرش: -16/05/1397 )تاریخ دریافت: 

 
 

 چکیده
ساز عوامل مشکلیکی از  Pseudomonas syringae pv. syringaeفرنگی ناشی از باکتری بیماری لکه برگی باکتریایی گوجه

های پروبیوتیک بر هایی از ریزوباکتریمهم برای تولید این محصول در گلخانه و مزرعه است. در این مطالعه، تاثیر سویه
فرنگی در آزمایشگاه و های بذر، فاکتورهای رشدی گیاه و کنترل بیولوژیک عامل بیماری لکه برگی سیرینگایی گوجهشاخص

غربی جداسازی فرنگی استان آذربایجانزا و پروبیوتیک از مزارع گوجههای بیماریر گرفت. باکتریگلخانه مورد ارزیابی قرا
سویه ریزوباکتری  21انجام شد. توانایی  های فنوتیپی و مولکولیهای مفید با استفاده از روششدند. شناسایی ریزوباکتری

های های ثانویه با استفاده از روشدر تولید متابولیت Pseudomonas fluorescens و Bacillus subtilisهای منتخب از گونه
-ها از نظر تولید آنزیمگذاری سوسپانسیون فیلتر شده و قرار دادن باکتری پروبیوتیک در چاهک ارزیابی شد. همچنین سویهنقطه

ی در هر دو روش موجب کاهش رشد های ریزوباکترسویه های لیپاز، پروتئاز و پروتئاز قلیایی مورد بررسی قرار گرفتند.
های باکتری ها تولید شدند. برخی از سویههای هیدرولیتیک توسط کلیه سویهزا در آزمایشگاه شدند و آنزیمباکتری بیماری

های منتخب باعث افزایش فاکتورهای فرنگی شدند. در گلخانه، سویهزنی بذرهای گوجهموجب افزایش درصد و سرعت جوانه
های پروبیوتیک موجب دیده شد. باکتری Bs11و  Pf23های فرنگی شدند. بیشترین تاثیر در مورد سویهگوجه رشدی گیاه

با  Pf23و  Bs6های% و سویه25/81با  Bs11درصد نسبت به شاهد شدند. در گلخانه، سویه  25/81و  25کاهش بیماری بین 
 Bs11های های ایجاد شده روی برگ نشان دادند. سویهاهش لکه% کاهش بیماری نسبت به شاهد، بیشترین تاثیر را در ک50/61

-برگی سیرینگایی گوجههای برتر این مطالعه در تاثیر روی فاکتورهای رشدی گیاه و کاهش بیماری لکهبه عنوان سویه Pf23و 

 فرنگی انتخاب شدند.
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ABSTRACT 
Tomato bacterial leaf spot caused by Pseudomonas syringae pv. syringae is a serious problem for tomato 
production in the greenhouse and field. In this study, effect of some probiotic rhizobacteria evaluated on seed 
indexes, plant growth factors and biocontrol of syringae leaf spot in the laboratory and greenhouse. All 
probiotic and pathogenic bacteria isolated from tomato fields in West Azarbaijan. Identification of beneficial 
rhizobacteria carried out via phenotypic and molecular methods. Ability of 21 selected rhizobacteria of 
Bacillus subtilis and Pseudomonas fluorescens strains in secondary metabolites production was investigated 
via two methods. In first method, filtered suspension spotted on medium, and in second one bacterial cell was 
poured in wells created on medium. In addition, the strains were studied for lipase, protease and alkaline 
protease production. In both methods, studied strains reduced the pathogenic bacterial growth in the 
laboratory, and hydrolytic enzymes produced by all strains. Some of the studied strains increased percentage 
and speed of tomato seed germination. Selected strains increased the growth factors of tomato plants in 
greenhouse. The greatest effect was observed in Pf23 and Bs11 strains. The probiotic bacteria reduced the 
disease between 25 and 81.25% compared to the control. In the greenhouse, Bs11 with 81.25% and Bs6 and 
Pf23 with 61.50% disease decreasing compared to control, showed the most effect in reducing leaf spots. 
Bs11 and Pf23 were selected as the best strains in effect on tomato growth factors and biocontrol of syringae 
leaf spot. 
 

Keywords: Pseudomonas syringae pv. syringae. Biological control, Pseudomonas fluorescens, Bacillus 
subtilis. 
 



 ...فرنگی وبر کنترل زیستی بیماری لکه برگی گوجهارزیابی اثر بیوپرایمینگ بذر و همکاران:  خضری 2

 

 تازه های تحقیق

های پروبیوتیک های باکتریدر این تحقیق از سویه

فرنگی از جداسازی شده از ریزوسفر و ریشه گیاه گوجه

آذربایجان غربی جهت کنترل بیولوژیک مزارع استان 

فرنگی که بیماری مهم بیماری لکه برگی سیرینگایی گوجه

های مورد بررسی باشد، استفاده شد. سویهدر منطقه می

-های ثانویه و آنزیمدارای پتانسیل بالایی در تولید متابولیت

ها به صورت های هیدرولیتیک بودند. کاربرد سویه

افزایش فاکتورهای رشدی گیاه پرایمینگ بذر موجب 

های منتخب به صورت فرنگی شد. استفاده از سویهگوجه

اسپری روی اندام هوایی گیاه موجب کاهش تعداد و اندازه 

 25ها گردید. شدت بیماری بین های نکروزه روی برگلکه

 درصد نسبت به شاهد کاهش نشان داد. 25/81و 

 

 قدمهم

 Pseudomonasلای شکباکتری گرم منفی و میله 

syringae pv. syringae van Hall 1902 (Pss)  از ،

های های مهم همراه گیاه است که موجب بیماریباکتری

های این شود. سویهلپه میمختلفی در گیاهان دولپه و تک

های مختلف گونه گیاهی در جنس 180باکتری به بیش از 

یایی های مهمی مانند شانکر باکترحمله کرده و بیماری

دار، بلاست مرکبات، بلایت برگی گندم درختان میوه هسته

-ای لوبیا را ایجاد میو جو، نوار قرمز نیشکر و لکه قهوه

 .Bultreys and Kaluzna 2010, Kaluzna et alنمایند )

2010, Khezri et al. 2010, Dariush et al. 2012.) 

 Solanumفرنگی )در گیاه گوجه Pssباکتری 

lycopersicum L.برگی سیرینگایی (، موجب بیماری لکه

شود. این باکتری در مراحل اولیه رشد گیاه وارد عمل می

شده و در شرایط محیطی مساعد، موجب بروز خسارات 

گردد اقتصادی قابل توجه در این محصول پرمصرف می

(Jones et al. 1991علایم اولیه بیماری به صورت لکه .) های

سوخته روی ساقه و دمبرگ است که متری آبمیلی 3-2

متر ای تا سیاه با قطر یک سانتیهای قهوهتوانند به زخممی

ها از ساقه و دمبرگ به تبدیل شوند. گاهی اوقات زخم

ها توسعه پیدا کرده، موجب پژمردگی و در نهایت مرگ برگ

(. Garibaldi et al. 2007گردند )گیاه در طول چند روز می

درجه سلسیوس  15-20عه بیماری بین دمای بهینه توس

یابد بوده و بیماری در این طیف دمایی به شدت افزایش می

-ولی دمای سی درجه سلسیوس موجب کاهش بیماری می

شود. وجود زخم و رطوبت نسبی بالا در دمای مناسب، از 

عوامل اصلی موثر در توسعه و افزایش شدت بیماری هستند 

(Gullino et al. 2009.) 

فرنگی از های باکتریایی گوجهآنجایی که بیماریاز 

های این محصول پرمصرف در مناطق ترین بیماریمهم

ها باشند و خسارات کمی و کیفی حاصل از آنکشت آن می

گردد، مدیریت ها موجب رها نمودن مزارع میدر برخی سال

ها با در نظر گرفتن کمترین آسیب به این بیماری

نظر زی و منابع طبیعی ضروری بههای کشاوراکوسیستم

های اخیر، استفاده از عوامل میکروبی رسد. در سالمی

های ثانویه های بالا در تولید متابولیتپروبیوتیک که قابلیت

دارند و از طرق مختلف موجب کنترل یا کاهش بیماری 

دوستدار سلامت طبیعت قرار محققان شوند، مورد توجه می

های مفید همراه گیاه ز میکروارگانیسماستفاده اگرفته است. 

های گیاهی و افزایش زیستی بیماریجهت کنترل

عنوان جایگزینی مناسب برای فاکتورهای رشدی گیاهان، به

سموم و کودهای شیمیایی مطرح است. افزایش تقاضا برای 

مصرف مواد غذایی سالم و ارگانیک، تمایل به استفاده از 

ها را های تولید شده توسط آندهخطر و فرآوراین عوامل کم

 (.Raza et al. 2016افزایش داده است )

بررسی فاکتورهای رشدی، معیار مناسبی در سنجش 

باشد. یکی از عواملی که موجب سلامت و توان گیاه می

شود، کودهای افزایش رشد و ارتقا سلامت گیاهان می

باشند. کودهای بیولوژیک که معمولا حاوی بیولوژیک می

، Pseudomonas ،Bacillusهای هایی از جنسباکتری
Serratia ،Azosprillium و Enerobacter  هستند، قادرند

عناصر مورد نیاز گیاه را از فرم غیرقابل دسترس به شکل 

ها در اختیار قابل استفاده تبدیل نموده و با قرار دادن آن

 ,Khezri 2017) گیاه، موجب رشد و تقویت گیاه شوند

Gouda et al. 2018های مهم این عوامل (. از ویژگی

های زیستی متعدد، توان به تولید فرآوردهمیکروبی می

سرعت بالای رشد و تحصیل نواحی مناسب جهت کلنیزه 

نمودن گیاه که لازمه موفقیت در رقابت با سایر عوامل 

(. در Saraf et al. 2014میکروبی خاک است، اشاره نمود )

های همراه گیاه هستند ، باکتریPGPR هایواقع باکتری

طور مستقیم و غیرمستقیم موجب افزایش رشد که به

-ها میترین راهکارهای این باکتریشوند. از مهمگیاهان می
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توان به تثبیت نیتروژن، افزایش حلالیت فسفر و افزایش 

های اکسین، رشد گیاه با تنظیم و تغییر تولید هورمون

اسید اشاره نمود آبسزیک سیتوکینین، جیبرلین و

(Ahmadzadeh 2013, Ahemad and Kibret 2014, 

Panwar et al. 2014ها با (. درک تعاملات ریزوباکتری

ها در چرخه زندگی گیاهان، گیاهان و نقش میکروارگانیسم

در رسیدن به اهداف کشاورزی پایدار اهمیت زیادی دارد. 

وجود بین به همین دلیل مطالعات مرتبط با روابط م

ها و گیاهان به سرعت در حال افزایش است ریزوباکتری

(Szentes et al. 2013.) 

ها و های مختلفی از پروکاریوتمیکروارگانیسم

-زیستی و افزایشعنوان عوامل کنترلها بهیوکاریوت

ها در ترین آناند که مهمدهنده رشد گیاه معرفی شده

و  Pseudomonas ،Bacillus ،Streptomycesهای جنس

Trichoderma ( قرار دارندAhmadzadeh 2013, 

Szentes et al. 2013زیستی (. از بین عوامل کنترل

 .Pشامل  Pseudomonasهایی از جنس باکتریایی، گونه

putida ،P. chlororaphis ،P. aeruginosa ،P. 

aureofaciens  و بویژهP. fluorescens  از نظر تولید

بیوتیک، ثانویه مختلف از قبیل انواع آنتیهای متابولیت

کننده هیدرولیتیک، سیدروفور و های تجزیهآنزیم

های فرار مانند سیانیدهیدروژن از اهمیت متابولیت

بالایی برخوردارند. القا مقاومت سیستمیک در گیاهان، 

دست آوردن مواد غذایی و همچنین رقابت موفق برای به

نمودن ریشه، توسط  های مناسب جهت کلنیزهمکان

گزارش شده است  P. fluorescensهای مختلف سویه

(Ahmadzadeh 2013, Murthy et al. 2014, Sun et al. 

(. مطالعات متعددی کاهش خسارات ناشی از 2017

 Fusariumهای بیمارگر گیاهی مانند ها و باکتریقارچ

oxysporum f. sp. cucumerinum ،F. graminearum ،

P. syringae pv. tomato  ،Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae  وRalstonia solanacearum های توسط سویه

 .Weller et alدهد )مختلف این باکتری را نشان می

2012, Lingaiah and Umesha 2013, Szentes et al. 

2013, Raza et al. 2016, Shahbazi et al. 2016.) 

 .Bوس مانندهای مختلفی از جنس باسیلگونه

subtilis ،B. cereus ،B. licheniformis وB. 

thuringiensis عنوان عوامل کنترل بیولوژیک موفق به

 .Fousia et al. 2016, Shafi et alاند )معرفی شده

بیشتر گیاهان قابل  از ریزوسفر B. subtilis(. گونه 2017

های جداسازی است. این باکتری با داشتن انواع متابولیت

ها و ها، آنزیمبیوتیکثانویه از جمله طیف وسیعی از آنتی

-عنوان یکی از عوامل برتر در کنترلها بهبیوسورفکتانت

های باشد. سویههای گیاهی مطرح میزیستی بیماری

مختلف این باکتری موجب افزایش رشد گیاه شده و 

ها های گیاهی ایجاد شده توسط قارچبسیاری از بیماری

-علاوه بر تولید متابولیتنماید. ها را کنترل میو باکتری

های ثانویه مختلف، القا مقاومت در گیاه در برابر عوامل 

های مختلف این های سویهزا از دیگر قابلیتبیماری

 .Ongena et al. 2007, Fousia et al) باکتری است

2016, Ardalan et al. 2017, Wang et al. 2018.) 
-بررسی پتانسیل ریزوباکتریاین پژوهش با هدف 

های پروبیوتیک جداسازی شده از ریزوسفر و ریشه گیاه 

غربی در کاهش شدت فرنگی در استان آذربایجانگوجه

فرنگی در آزمایشگاه و برگی سیرینگایی گوجهبیماری لکه

ها بر گلخانه انجام شد. همچنین تاثیر این ریزوباکتری

فرنگی اه گوجههای بذر و فاکتورهای رشدی گیشاخص

آلوده به بیماری، در مقایسه با شاهد مورد ارزیابی قرار 

 گرفت.

 

 هامواد و روش

-جداسازی، شناسایی فنوتیپی و مولکولی باکتری

 های پروبیوتیک

جدایه ریزوباکتری از خاک ریزوسفر و ریشه  142تعداد 

فرنگی فاقد علایم بیماری از استان گیاه گوجه

جداسازی  1394-96های سال غربی در طیآذربایجان

گری اولیه با در نظر گرفتن ممانعت از رشد شدند. غربال

های با روش نشت متابولیت Pssزای باکتری بیماری

سویه ریزوباکتری  21ثانویه در آگار انجام شد. تعداد 

مورد بررسی قرار پروبیوتیک منتخب در این تحقیق 

ی و شناسایی مورفولوژیکی، بیوشیمیای گرفتند.

ها بر اساس کلیدهای معتبر فیزیولوژیکی این سویه

 .Schaad et alهای گیاهی انجام شد )شناسایی باکتری

2001, Lelliot and Stead 1987.) 

آ ژنومی انها، دیجهت شناسایی مولکولی سویه

 Llopها با روش لوپ و همکاران استخراج شد )باکتری
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et al. 1999 16(. تکثیر ژنS rRNA  واکنش در

-’5مراز با استفاده از آغازگرهای عمومی )ای پلیزنجیره

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)fD1  ( 5و’-

ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’)rP2   انجام

در  PCR(. مخلوط واکنش Weisburg et al. 1991شد )

میکرولیتر تهیه شد. این مخلوط حاوی دوازده  25

 PCR Master Mix Red - Mgcl2:1.5 mMمیکرولیتر 

180301-50 (Ampliqon) ،ده پیکومول از هر آغازگر ،

آ ژنومی باکتری و آب مقطر سترون انصد نانوگرم دی

بازی با استفاده از دستگاه جفت 1500بود. تکثیر قطعه 

 Gradient Palm Cyclerترموسایکلر )مدل
TM

، ساخت  

کشور استرالیا( انجام  Corbett Life Scienceشرکت 

 C°شامل یک مرحله حرارتی  PCRه حرارتی شد. برنام

ای چرخه 35مدت سی دقیقه، سپس یک برنامه به 94

مدت به C 94°ترتیب که هر چرخه شامل سه مرحله به

مدت به C 72°مدت یک دقیقه و به C 62°چهل ثانیه، 

دقیقه و در پایان یک مرحله برای بسط نهایی با  5/1

بررسی محصول  مدت ده دقیقه بود.به C 72°دمای 

PCR  با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز یک درصد و

 PCRآمیزی ژل انجام شد. تعیین ترادف محصول رنگ

با ارسال قطعه تکثیر شده و آغازگرهای استفاده شده 

جنوبی انجام شد. تجزیه و توسط شرکت ماکروژن کره

ها با جستجو در پایگاه اطلاعاتی تحلیل مولکولی توالی

NCBI افزار و استفاده از نرمCLC MainWorkbench8 

 انجام شد.

مورد استفاده در این  Pssدو سویه باکتری بیمارگر 

فرنگی از مزارع گوجه 1395پژوهش، در تابستان 

غربی جداسازی شدند. اشنویه، واقع در استان آذربایجان

زایی با استفاده از این دو سویه، پس از اثبات بیماری

 فنوتیپی و مولکولی شناسایی شدند.های روش

 

 های باکتریداری سویهشرایط رشد و نگه

های کشت شده روی محیط جامد نوترینت آگار از باکتری

(NA در تشتک پتری یا درون محیط مایع لوریا برتانی )

های جاری استفاده ، برای آزمایشC 27°( در LBبراث )

اده از محلول ها، با استفشد. نگهداری طولانی مدت سویه

انجام شد.  LB% در محیط مایع 25( v/vسترون گلیسرول )

 نگهداری گردیدند. -C 20°ها در فریزر نمونه

ردیابی فعالیت ضدباکتریایی ریزوباکتری مفید در 

 آزمایشگاه

ها از دو ریزوباکتری منظور بررسی اثرات آنتاگونیستیبه

ر ها دروش استفاده شد. در روش اول، ریزوباکتری

مدت یک هجده ( بهNBمحیط مایع نوترینت براث )

در دمای  rpm 150هشت ساعت روی شیکر با سرعت 

مدت ده سی درجه سلسیوس رشد داده شدند. سپس به

در دمای چهار درجه سلسیوس  rpm 13000دقیقه در 

های سانتریفیوژ شدند. به منظور حذف کامل سلول

میکرونی عبور داده  22/0باکتری، محلول رویی از فیلتر 

های باکتری بیمارگر نیز به مدت هجده شد. سویه

رشد داده  NBساعت با شرایط ذکر شده، در محیط 

CFUmlشدند. مقدار یکصد میکرولیتر از سوسپانسیون 
-

 NAهای بیمارگر روی محیط جامد باکتری 1×106 1

پخش شد. پس از پنج دقیقه، سوسپانسیون اضافه 

پتری به مدت ده دقیقه خشک های حذف شد و تشتک

شدند. مقدار ده میکرولیتر از محلول فاقد باکتری فیلتر 

 48گذاری شد. پس از شده، روی محیط کشت نقطه

ساعت بر اساس هاله روشن ایجاد شده، میزان 

تعیین شد. از  بازدارندگی از رشد باکتری بیمارگر

بیوتیک جنتامایسین )ده میکروگرم( به دیسک آنتی

 .Mezaini et al) کنترل مثبت استفاده شدعنوان 

2009.) 

-زیستی باکتریدر روش دوم، میزان توان کنترل

های ثانویه در های آنتاگونیست با روش نشت متابولیت

آگار ارزیابی شد. برای این منظور، مقدار یکصد 

CFUmlمیکرولیتر سوسپانسیون 
باکتری  1×106 1-

گار پخش % آ75/0حاوی  NAزا روی محیط بیماری

متر روی محیط هایی به فاصله دو سانتیشد. چاهک

ها یکصد میکرولیتر کشت ایجاد شد. درون چاهک

CFUmlسوسپانسیون 
های مفید باکتری 1×109 1-

ریخته شد و پس از دو روز قطر هاله بازدارنده از رشد 

 (.El-Hendawy et al. 2005گیری شد )اندازه

 

 تولید آنزیم لیپاز

های قابلیت تولید آنزیم لیپاز توسط سویهجهت تعیین 

مورد بررسی از محیط کشت لیپاز )پپتون ده گرم، 

گرم، آگار  1/0کلرید سدیم پنج گرم، کلرید کلسیم 
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% در یک لیتر آب( 2به میزان  80پانزده گرم، تویین

های باکتری به صورت خطی روی استفاده شد. سویه

ای پتری به همحیط آزمون لیپاز کشت گردیدند. تشتک

داری شدند. نگه C 27°ساعت در دمای  48مدت 

ها از نظر وجود یا عدم وجود رسوب کدر در سپس سویه

 .Schaad et alاطراف پرگنه باکتری ارزیابی شدند )

2001.) 

 

 تولید آنزیم پروتئاز

های ریزوباکتری تولید آنزیم پروتئاز توسط سویه

%، 1)پودر شیر بدون چربی SMAپروبیوتیک در محیط 

%( بررسی شد. در این 2% و آگار 02/0سدیم آزاید 

ساعت  24به مدت  NBها در محیط آزمون، کلیه سویه

رشد داده  rpm 180روی شیکر با دور  C 37°در دمای 

 rpmهای باکتری با سانتریفوژ شدند. سپس سلول

چهار رسوب داده  C°به مدت پنج دقیقه در  10000

عنوان محلول حاوی آنزیم پروتئاز حلول رویی بهشدند. م

 SMAبرداشت شد و پنج میکرولیتر از آن روی محیط 

ساعت  24مدت های پتری بهگذاری شد. تشتکنقطه

رنگ نگهداری شدند. تشکیل هاله بی C 27°در دمای 

عنوان فعالیت آنزیم پروتئاز در اطراف پرگنه باکتری به

 (.Chantawannakul et al. 2002در نظر گرفته شد )

 

 تولید آنزیم پروتئاز قلیایی

های قابلیت تولید آنزیم پروتئاز قلیایی در ریزوباکتری

مورد مطالعه با استفاده از محیط مربوطه )پپتون دو 

گرم، عصاره مخمر پنج گرم، گلوکز یک گرم، فسفات 

گرم، کربنات سدیم بیست گرم، آگار  2/0دی پتاسیم 

لیتر آب( انجام شد. پرگنه باکتری  پانزده گرم در یک

-ساعت تشتک 48گذاری شد. پس از روی محیط نقطه

ها های پتری از نظر تولید هاله روشن اطراف پرگنه

 (.Schaad et al. 2001مورد ارزیابی قرار گرفتند )

 

 های بذرها بر شاخصتاثیر ریزوباکتری

فرنگی، تاثیر پس از تعیین قوه نامیه بذر گوجه

-های مورد مطالعه بر دو شاخص درصد جوانهاکتریریزوب

زنی بذر در آزمایشگاه مورد ارزیابی زنی و سرعت جوانه

قرار گرفت. جهت تعیین قوه نامیه بذر، ضدعفونی سطحی 

با استفاده  Early urbana Yفرنگی رقم دویست بذر گوجه

مدت ده دقیقه انجام از هیپوکلریت سدیم سه درصد به

چهار بار شستشوی بذرها با آب مقطر سترون، شد. پس از 

تعداد پنجاه بذر روی کاغذ صافی سترون مرطوب درون 

مدت ده های پتری بهتشتک پتری قرار داده شد. تشتک

نگهداری شد. شمارش بذرهای  C 25°روز در دمای 

زده از روز دوم تا دهم انجام گردید. با شمارش جوانه

های درصد ختلف، شاخصزده در روزهای مبذرهای جوانه

 ISTAزنی بررسی شدند )زنی و سرعت جوانهجوانه

های باکتری مفید روی جهت تعیین تاثیر سویه (.2003

زنی بذر از دویست بذر استفاده شد. در هر درصد جوانه

تشتک پتری تعداد پنجاه بذر روی محیط آب آگار قرار 

شاهد و زده داده شد. پس از ده روز، تعداد بذرهای جوانه

ها شمارش شدند. درصد و بیوپرایم شده با ریزوباکتری

های زیر زنی بذرها با استفاده از فرمولسرعت جوانه

 Gupta 2005, Naik and Sreenivasaمحاسبه شدند )

2009.) 
 زنی بذرزده= درصد جوانهکل بذر/تعداد بذر جوانه× 100

E1/N1+E2/N2+……+En/Nn زنی بذر= سرعت جوانه 

Enهای سبز شده در عداد گیاهچه: تnth شمارش روزانه 

Nشماره روز : 

 

پاشی اندام هوایی بیوپرایمینگ بذر و محلول

 هاریزوباکتریفرنگی با گوجه

تعداد هفت ریزوباکتری پروبیوتیک از هر دو گونه مورد 

های زیستی باکتریآزمایش، با توان متفاوت در کنترل

-های گلخانهانجام بررسیبیمارگر در آزمایشگاه، جهت 

مدت های باکتری به(. سویه3ای انتخاب شدند )شکل 

در دمای سی درجه  NBهجده ساعت در محیط 

رشد داده شدند.  rpm 150سلسیوس روی شیکر با 

 rpmهای باکتری، سانتریفیوژ آوری سلولجهت جمع

مدت ده دقیقه انجام شد. سوسپانسیون به 6000

CFUml
های باکتری در محلول یک سلول 109-108 1-

درصد متیل سلولز تهیه شد. ضدعفونی سطحی بذرهای 

با هیپوکلریت سدیم  Early urbana Yفرنگی رقم گوجه

مدت سه دقیقه انجام شد. سپس بذرها یک درصد به

-سه بار با آب مقطر سترون کاملا شستشو شدند و به

مدت دو ساعت در محلول یک درصد متیل سلولز 



 ...فرنگی وبر کنترل زیستی بیماری لکه برگی گوجهارزیابی اثر بیوپرایمینگ بذر و همکاران:  خضری 6

های باکتری قرار داده شدند. بذرهای حاوی سلول

مدت دوازده ساعت در جریان هوای پرایمینگ شده به

-سترون زیر هود، کاملا خشک شدند و جهت آزمایش

 Kempf and Wolfای استفاده گردیدند )های گلخانه

1989.) 

پاشی اندام هوایی چهار هفته پس از کشت، محلول

CFUmlفرنگی با سوسپانسیون های گوجهبوته
-1 108×1 

مولار  1/0های ریزوباکتری مفید در بافر فسفات سویه

(pH: 7.0 جهت بررسی کاهش بیماری توسط ،)

ها انجام شد. سوسپانسیون باکتری بر سطح ریزوباکتری

های مختلف اندام هوایی رویی و زیرین برگ و بخش

ها به خوبی با اسپری شد، طوری که تمام بخش

د پوشش داده شدند. جهت سوسپانسیون باکتری مفی

مدت بیست و چهار ساعت زیر ها بهحفظ رطوبت، بوته

 .Wilson et alپوشش پلاستیکی نگهداری شدند )

2002.) 

 

های زیستی بیماری توسط ریزوباکتریکنترل

 پروبیوتیک منتخب

برگی،  4-5فرنگی در مرحله های گوجهسازی بوتهآلوده

از پودر با خراش دادن سطح برگ با استفاده 

CFUmlکاربوراندوم و اسپری سوسپانسیون 
-1 105×1 

زا روی اندام هوایی انجام شد. پس از باکتری بیماری

 24های آنتاگونیست، که چهارده روز تاثیر باکتری

زا طبق روش ساعت قبل از تلقیح باکتری بیماری

توصیف شده در بخش بیوپرایمینگ روی گیاه اسپری 

ماری نسبت به تیمار شاهد شده بودند، در کاهش بی

مورد ارزیابی قرار گرفت. شدت بیماری با استفاده از 

به صورت زیر انجام شد. صفر( بدون  4شاخص صفر تا 

درصد لکه نکروزه در سطح برگ،  3-1( 1زخم و نکروز، 

 12-6( 3درصد لکه نکروزه در سطح برگ،  3-6( 2

( بیش از دوازده 4درصد لکه نکروزه در سطح برگ و 

 Lawson andدرصد لکه نکروزه در سطح برگ )

Summers 1984بیماری توسط (. درصد کنترل

های مورد استفاده، با در نظر گرفتن شاخص ریزوباکتری

فرنگی و کسر های گوجهبیماری ایجاد شده روی بوته

 نمودن درصد بیماری از عدد یکصد محاسبه شد.

 

 فرنگیبررسی فاکتورهای رشدی گیاه گوجه

فاکتورهای رشدی شامل طول، وزن تر و وزن خشک   

فرنگی تلقیح های گوجهریشه و اندام هوایی در گیاهچه

های شده با باکتری عامل بیماری و ریزوباکتری

روز پس از کاشت بذرهای بیوپرایم شده  35پروبیوتیک، 

ها به آرامی از بستر  مورد ارزیابی قرار گرفت. گیاهچه

سط آب روان شستشو شدند. ها تو خاک خارج و ریشه

گیری طول اندام هوایی، از محل طوقه تا جهت اندازه

گیری طول ریشه از طوقه انتهای گیاهچه و جهت اندازه

تا انتهای بلندترین ریشه در نظر گرفته شد. پس از 

ها تا زمان گیری وزن تر ریشه و اندام هوایی، نمونهاندازه

هفتاد درجه  تثبیت شدن وزن خشک، در آون با دمای

-Alسلسیوس قرار داده شدند، سپس توزین گردیدند )

Amri 2013, Farghaly and Nafady 2015.) 

 

 هاتجزیه و تحلیل آماری داده

ها در قالب طرح کاملاً تصادفی در چهار کلیه آزمایش

بندی تیمارها، تجزیه واریانس و تکرار انجام شد. گروه

کی با استفاده از ها به روش تومقایسه میانگین داده

انجام شد. همبستگی بین  SPSS (version 23)افزار نرم

صفات مطالعه شده در آزمایشگاه و گلخانه با استفاده از 

 ضریب همبستگی پیرسون مورد بررسی قرار گرفت.

 

 و بحث نتایج

این مطالعه با هدف ارزیابی توان کنترل بیولوژیک 

 21توسط  فرنگیبرگی سیرینگایی گوجهبیماری لکه

پروبیوتیک جداسازی شده از ریزوسفر و  سویه باکتری

فرنگی سالم و فاقد هرگونه علایم ریشه گیاهان گوجه

 غربی انجام شد.بیماری در استان آذربایجان

 

 مطالعات آزمایشگاهی

با توان کنترل  سویه 21پس از جداسازی و انتخاب 

ازی سزا در آزمایشگاه، خالصبیولوژیک عامل بیماری

ها در سه مرحله انجام شد. شناسایی فنوتیپی سویه

های های پروبیوتیک بر اساس آزمونباکتری

مورفولوژیکی، بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی موجود در 

های شناسی انجام شد. باکتریمتون معتبر باکتری

های های گرم منفی و سویهمنتخب در دو گروه سویه
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ای های گرم منفی، میلهگرم مثبت قرار گرفتند. باکتری

شکل، هوازی اجباری، تولیدکننده رنگدانه پایووردین 

ب، اکسیداز و کاتالاز مثبت بودند. روی محیط کینگ

ها قادر به تولید گاز از گلوکز و تولید اندول این سویه

نبودند اما گلوکز، مالات، سوربیتول و سیترات را مصرف 

رد منفی آز، متیلهای احیای نیترات، اورنمودند. آزمون

ها در ولی آزمون هیدرولیز ژلاتین مثبت بود. سویه

گلوکوزیداز، آرژنین دهیدرولاز -ها مانند بتابرخی آزمون

 (.1و مصرف برخی قندها نتایج متغیر داشتند )جدول 

شکل، هوازی های گرم مثبت، باسیلوسیباکتری

اجباری، متحرک و تولیدکننده اندوسپور در مرکز سلول 

ها قادر به رشد در دمای چهل درجه بودند. این سویه

های اکسیداز، کاتالاز، سلسیوس بودند و در آزمون

هیدرولیز کازئین، هیدرولیز نشاسته، هیدرولیز ژلاتین، 

احیاء نیترات، مصرف سیترات، لستیناز و رشد در چهل 

ها قادر به رشد درجه سلسیوس مثبت بودند. همه سویه

رید سدیم پنج و هفت درصد بودند، در محیط حاوی کل

رشد  8/6و  7/5همچنین روی محیط با اسیدیته 

های مورد بررسی، در های فنوتیپی سویهنمودند. ویژگی

 آورده شده است.  1جدول 

 
 پژوهش.های باکتری پروبیوتیک استفاده شده در این های فنوتیپی سویهویژگی -1جدول 

Table 1- Phenotypic characteristics of probiotic bacteria used in this study. 
Phenotypic traits Gram-

negative 
strains 

Gram-positive 

strains 

Phenotypic traits Gram-

negative 
strains 

Gram-

positive 
strains 

Cell morphology Rod-

shaped 

Bacilli 

form 

Starch hydrolysis - - 

Aerobic growth + + 5% NaCl tolerance + + 

Anaerobic growth - - 7% NaCl tolerance - + 

Endospore production N + 

(Central) 

Nitrate reduction - - 

Hypersensitive reaction - - Lecithinase + + 

Motility + + 3- Keto lactose formation - + 

Fluorescent pigment on KB + N Urease - N 

Oxidase + + Methyl red - N 

Catalase + + Utilization of: - + 

Growth at 4 °C - - Citrate + + 

Growth at 40 °C - + Sorbitol + + 
Indole - N D- Glucose + + 

Gas from glucose - N D- Arabinose V + 

Gelatin hydrolysis + + D- Xylose + + 
Aesculin hydrolysis V N D- Manitol V + 

Casein Hydrolysis N + D- Mannose V V 

: نتایج Vهای این ستون انجام نشد. : این آزمون برای سویهNها مثبت بود. % سویه80ها منفی بود. +: نتایج آزمون در % سویه80: نتایج آزمون در-

 های مورد بررسی متغیر بود.  این آزمون در سویه

-: Results of the experiment was negative for 80% of strains. +: Results of the experiment was positive for 

80% of strains. N: This test has not been conducted for strains of this column. V: Results of the experiment 

was variable in studied strains. 

 

های مورد مطالعه، از تکثیر جهت شناسایی ژنوتیپی سویه

با استفاده از آغازگرهای عمومی استفاده  16S rRNAژن 

جفت بازی را تکثیر  1500ها قطعه شد. همه سویه

(. قطعه تکثیر شده هر سویه باکتری 1کردند )شکل 

-با سایر توالی BLASTها در برنامه یابی شد. توالیتوالی

مقایسه  NCBIهای ثبت شده در پایگاه اطلاعات ژنومی 

های گرم در باکتری 16S rRNAهای ژن شدند. توالی

های ثبت شده درصد با توالی 100تا  99منفی بین 

از سایر نقاط دنیا مشابهت نشان  P. fluorescensباکتری 

های فنوتیپی و ژنوتیپی، دادند. با توجه به نتایج بررسی

شناسایی  P. fluorescensعنوان باکتری ها بهاین سویه

های گرم مثبت نیز همین فرایند شدند. در مورد باکتری

انجام شد و توالی قطعات تکثیر شده، صد درصد با 

در پایگاه  B. subtilisی های ثبت شده باکترتوالی

ها نیز با شباهت نشان دادند. این سویه NCBIاطلاعاتی 

های مورفولوژیکی، بیوشیمیایی و توجه به نتایج آزمون

شناسایی شدند  B. subtilisعنوان باکتری مولکولی به

 (.1)جدول 
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-ای پلیهای ریزوباکتری مورد مطالعه در واکنش زنجیرهتوسط سویه 16S rRNAجفت بازی تکثیر شده ناحیه  1500قطعه  -1شکل 

 کنترل منفی.( Cو   1Kb ،Pf )Pseudomonas fluorescens، Bs )Bacillus subtilis( مارکر نردبانی Lمراز. 

Figure 1- Amplified fragments of 1500 pb related to 16S rRNA region by studied rhizobacteria via PCR. L) l 

Kb Ladder, Pf) Pseudomonas fluorescens, Bs) Bacillus subtilis and C) negative control. 
 

های جهت غربالگری اولیه، توان تولید متابولیت

ری مورد ارزیابی قرار گرفت. های ریزوباکتثانویه سویه

بررسی ایجاد هاله بازدارنده از رشد باکتری بیمارگر، به 

گذاری محیط کشت تلقیح شده با دو روش نقطه

های ثانویه و نشت سوسپانسیون حاوی متابولیت

(. در این دو A2ها در آگار انجام شد )شکل متابولیت

بیوتیک جنتامایسین )ده آزمون، دیسک آنتی

رم(، به عنوان کنترل مثبت استفاده شد. نتایج میکروگ

گذاری سوسپانسیون فیلتر شده حاوی آزمون نقطه

های مورد های ثانویه نشان داد، همه سویهمتابولیت

های ثانویه بازدارنده رشد بررسی توان تولید متابولیت

های مورد بررسی در ایجاد باکتری را داشتند. باکتری

لایی نشان دادند و از نظر آماری هاله بازدارنده تنوع با

-در یازده گروه قرار گرفتند. بین تیمارها اختلاف معنی

دار در سطح یک درصد مشاهده شد. قطر هاله بازدارنده 

متر متغیر بود. بیشترین میلی 23و  5/2ایجاد شده بین 

به ترتیب  Bs25و  Bs11 ،Bs1های تاثیر مربوط به سویه

متری و کمترین اثر میلی 14و  20، 23با هاله 

 3و  3، 5/2با  Bs7و  Bs13 ،Pf14بازدارندگی مربوط به 

(. در روش دوم، 2متر هاله بازدارنده بود )جدول میلی

به ترتیب با ایجاد  Pf92و  Bs11 ،Bs1 ،Bs6های سویه

متر بیشترین تاثیر را در میلی 10و  10، 13، 16هاله 

کمترین تاثیر کاهش رشد باکتری بیمارگر نشان دادند. 

و  5/1، 2/1با  Bs7و  Pf12 ،Pf14های مربوط به باکتری

(. بین نتایج 2 متر هاله بازدارنده بود )جدولمیلی 5/1

-حاصل از این دو روش همخوانی وجود داشت، بطوری

بیشترین ممانعت از  Bs11و  Bs1هایی مانند که سویه

و  Pf14های بیمارگر را نشان دادند و سویه رشد باکتری

Bs13  .در هر دو روش عملکرد ضعیفی داشتند

زا توسط های بیماریبازدارندگی از رشد باکتری

گذاری، که فقط های پروبیوتیک در روش نقطهباکتری

های ثانویه مورد استفاده قرار گرفت، بیشتر متابولیت

ها بیوتیکهای ثانویه بویژه آنتیتوان تولید متابولیت بود.

های که معمولا در ارتقای ویژگی هاو بیوسوفکتانت

عنوان ابزار مفیدی در بیوکنترلی موثر هستند، به

غربالگری اولیه کاربرد دارد. نتایج مطالعات مختلف 

های مختلف بیانگر تولید این ترکیبات توسط گونه

(. Daes et al. 2010باشند )سودوموناس و باسیلوس می

آنتاگونیست ای که با هدف جداسازی عوامل در مطالعه

عامل پوسیدگی میوه خیار، از ، P. viridiflavaباکتری 

های سالم خیار انجام شد آزمون نشت فیلوسفر بوته

های ثانویه در آگار به خوبی موجب تفکیک متابولیت

که پتانسیل  P. fluorescensهای آنتاگونیست باکتری

های بالایی در تولید سیدروفور داشتند، از سایر باکتری

تولید  (.Al-Karablieh et al. 2017رد بررسی شد )مو

های ها، از دیگر ویژگیآنزیم لیپاز توسط ریزوباکتری

(. بر اساس B2مورد بررسی در این پژوهش بود )شکل 

ها قادر به تولید نتایج حاصل از این تحقیق، همه سویه
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با  Bs25و  Bs11 ،Bs1های آنزیم لیپاز بودند. سویه

متری به قطر سیزده، ده و ده میلیتولید هاله کدر 

بیشترین آنزیم لیپاز را تولید نمودند. کمترین مقدار 

(. 2بود )جدول  Pf43و  Pf12های مربوط به سویه

کننده است های مهم تجزیهپروتئاز یکی دیگر از آنزیم

که توسط برخی از عوامل کنترل بیولوژیک تولید و 

روتئاز قلیایی که های پروتئاز و پگردد. آنزیمترشح می

کاربردهای زیادی در صنعت و کنترل بیولوژیک 

های مختلف های گیاهی دارند، توسط گونهبیماری

ها مقاومت بالایی در شوند. این آنزیمباسیلوس تولید می

، دمای بالا، مواد شوینده و pHبرابر تغییرات 

(. در این Contesini et al. 2017ها دارند )اکسیدکننده

های ها کم و بیش قادر به تولید آنزیم، همه سویهمطالعه

و  D2و  C2های پروتئاز و پروتئاز قلیایی بودند )شکل

 (.2جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

(، رسوب کدر اطراف Aسوسپانسیون فیلتر شده باکتری پروبیوتیک )زا توسط های باکتری بیماریهاله بازدارنده رشد سلول -2شکل 

( و هاله روشن اطراف C) (، هاله روشن اطراف پرگنه باکتری به دلیل تولید آنزیم پروتئازB) پرگنه باکتری ناشی از تولید آنزیم لیپاز

 (.D) پرگنه باکتری ناشی از تولید آنزیم پروتئاز قلیایی
Figure 2- Inhibition zone of pathogenic bacteria by filtered suspension of probiotic bacteria (A), opaque zone 

around bacteria colony due to lipase production (B), clear halo around bacterial colony because of protease 

production (C) and clear halo around bacterial colony due to alkaline protease production (D). 

 

بیشترین میزان تولید آنزیم پروتئاز و پروتئاز قلیایی 

بود. میزان تولید  Bs6و  Bs1 ،Bs11های مربوط به سویه

نیز قابل P. fluorescens هایی از آنزیم پروتئاز در سویه

ی که با هدف امکان (. در مطالعات2توجه بود )جدول 

فرنگی با استفاده زیستی نماتود ریشه گرهی گوجهکنترل

-هایی از جنس باسیلوس انجام شد، تولید آنزیماز جدایه

های پروتئاز، پروتئاز قلیایی، لیپاز و کیتیناز به عنوان 

های گری اولیه باکتریمعیارهای اصلی جهت غربال

 Ramezani Moghadamآنتاگونیست در نظر گرفته شد )

et al. 2013, Mota et al. 2017 نتایج تحقیق کنترل .)

زاد آووکادو نشان زای خاکهای بیماریبیولوژیک قارچ

موفق، توانایی بالایی در  B. subtilisهای داده است سویه

های هیدرولیتیک پروتئاز و گلوکاناز، تولید آنزیم

سین آ و فنجایهای مانند ایتورینبیوتیکهمچنین آنتی

 (.Cazorla et al. 2007اند )داشته

در این مطالعه، قدرت نامیه بذرهای مورد استفاده 

ها روی شاخص % تعیین شد. نتایج تاثیر ریزوباکتری94

زنی بذر نشان داد بذرهای پرایم شده با درصد جوانه

زنی داشتند. % جوانه99تا  88های ریزوباکتری بین سویه

زنی در ده ظر درصد جوانههای مورد بررسی از نسویه

زنی بذر در گروه آماری قرار گرفتند. میزان درصد جوانه

غالب تیمارها بالاتر از شاهد بود. بیشترین تاثیر در 
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(. در 3دیده شد )جدول  Pf5و  Bs6 ،Bs28های سویه

زنی های باکتری روی سرعت جوانهبررسی تاثیر سویه

در دوازده گروه ها تنوع زیادی نشان دادند و بذر، سویه

 آماری قرار گرفتند.
 

 های پروبیوتیک مورد مطالعه در آزمایشگاه.های ثانویه باکتریتولید متابولیت -2جدول 
Table 2- Production of secondary metabolites by studied probiotic bacteria, in vitro. 

Strains Inhibition zone, 

filtered suspension 

method (cm) 

Inhibition zone, 

well method 

(cm)  

Lipase 

production 
(cm) 

Protease 

production (cm) 

Alkaline protease 

production 

(cm)  

Pf5 0.7±0.09 d-g 0.3±0.09 h-l 0.5±0.04 e-f 1.77±0.13 cd 0.15±0.02 e-g 

Pf12 0.32±0.06 f-h 0.12±0.06 k-l 0.17±0.02 fg 1.35±0.09 de 0.075±0.04 fg 

Pf14 0.3±0.09 gh 0.15±0.09 j-l 0.47±0.13 e-f 1.45±0.14 de 0.35±0.11 b-c 

Pf 23 1.37±0.11 ab 0.72±0.10 d-g 0.97±0.08 a-d 1.52±0.06 ab 0.57±0.04 ab 

Pf43 0.95±0.10 a-d 0.4±0.09 g-l 0.2±0.04 fg 0.85±0.11 fg 0.17±0.02 e-g 

Pf87 0.65±0.09 d-g 0.45±0.06 g-k 0.55±0.07 d-f 0.7±0.04 fg 0.12±0.06 e-g 
Pf92 1.12±0.9 a-c 1.05±0.06 c-e 0.4±0.10 e-g 1.6±0.09 e 0.45±0.02 a-d 

Pf96 0.72±0.13 d-g 0.65±0.15 e-h 0.67±0.04 b-e 0.8±0.04 fg 0.27±0.02 d-f 

Bs1 2±0.00 a 1.3±0.10 bc 1.07±0.04 ab 2.2±0.09 bc 0.62±0.04 a 
Bs6 1.35±0.11 ab 1.07±0.04 cd 0.82±0.04 b-e 2.27±0.16 c 0.55±0.06 a-c 

Bs7 0.3±0.07 gh 0.15±0.02 j-l 0.62±0.16 b-f 0.7±0.04 fg 0.12±0.06 e-g 

Bs8 0.77±0.09 d-g 0.6±0.10 f-i 0.72±0.13 b-e 0.77±0.06 fg 0.1±0.00 e-g 
Bs 11 2.32±0.11a 1.67±0.11 ab 1.3±0.10 a 2.85±0.10 a 0.67±0.06 a 

Bs13 0.25±0.06 gh 0.2±0.04 i-l 0.42±0.04 e-g 1.07±0.04 ef 0.17±0.04 e-g 

Bs17 0.5±0.04 e-h 0.2±0.04 i-l 0.55±0.06 d-f 0.57±0.04 g 0.3±0.00 c-f 
Bs20 0.85±0.25 c-f 0.77±0.09 d-g 0.7±0.10 b-e 0.75±0.06 fg 0.15±0.02 e-g 

Bs22 0.77±0.04 d-g 0.55±0.06 f-j 0.57±0.13 c-f 0.47±0.04 g 0.2±0.04 d-g 

Bs25 1.45±0.13 b 0.9±0.04 c-f 1.02±0.10 a-c 0.57±0.09 g 0.55±0.08 a-c 
Bs28 0.95±0.06 a-d 0.55±0.06 f-j 0.72±0.04 b-e 0.52±0.06 g 0.17±0.04 e-g 

Bs30 0.52±0.08 e-h 0.45±0.06 g-k 0.67±0.10 b-e 0.65±0.05 fg 0.25±0.02 d-g 

Bs31 0.45±0.06 e-h 0.52±0.08 f-k 0.82±0.04 b-e 0.85±0.02 fg 0.17±0.02 e-g 

Control 0±0.00 h 0±0.00  l 0±0.00  g 0±0.00  h 0±0.00  g 

Gentamicin 2±0.00 a 2±0.00 a - - - 

 باشند.درصد بر اساس آزمون توکی می 1دار در سطح دهنده تفاوت آماری معنیهر ستون، نشانحروف متفاوت در  -

- Pf  ( Pseudomonas fluorescens ،)Bs  ( Bacillus subtilis و )Control )تیمار شاهد(.   
- Different characters in each column indicate statistically significant difference at 1% level according to 

Tukey’s multiple range tests. 
- Pf (Pseudomonas fluorescens), Bs (Bacillus subtilis) and Control (control treatment). 

 

و  Pf12 ،Pf43های بیشترین تاثیر مربوط به سویه

Bs11  (. از آنجایی که برخی از عوامل 3بود )جدول

زایی روی بذرهای زاد قادر به بیماریزای خاکبیماری

زنی بذر موجب زده نیستند، افزایش سرعت جوانهجوانه

زا کاهش دوره حساسیت بذر نسبت به عامل بیماری

گردد. بیوپرایم کردن بذرها موجب افزایش سرعت می

ین تاثیر به دلیل اختلال در شود که ازنی بذر میجوانه

شود. این توانایی در زنی بذر ایجاد میدوره کمون جوانه

های مختلف متفاوت است. نتایج مورد ریزوباکتری

دهد تیمار بذر گیاهان با مطالعات قبلی نشان می

ها در های مفید موجب افزایش تحمل آنریزوباکتری

یمار های محیطی در مقایسه با بذرهای تبرابر تنش

های شود. در واقع تیمار بذر یا ریشه با باکترینشده می

دهنده رشد گیاه، باعث توسعه و افزایش عملکرد افزایش

 Vesseyگردد )های کشاورزی میگیاه در سیستم

توانند های محتمل در این فرآیند می(. مکانیسم2003

های گیاهی، افزایش مواد غذایی در تولید هورمون

-عوامل بیماری بیولوژیک کنترل همچنین گیاه، دسترس

ها، سیدروفور و ... بیوتیکآنتی تولید نتیجه در گیاهی زای

 (.Zulueta-Rodriguez et al. 2015باشند )

 

 ایهای گلخانهبررسی

تعداد هفت ریزوباکتری پروبیوتیک، شامل چهار سویه 

 .P و سه سویه باکتری B. subtilis باکتری 

fluorescens های با توان متفاوت در تولید متابولیت

زا، جهت های باکتری بیماریثانویه و کاهش رشد سویه

(. 3ای انتخاب شدند )شکل انجام مطالعات گلخانه

ای شامل بررسی امکان کاهش یا حذف مطالعات گلخانه

فرنگی توسط خسارت بیماری لکه برگی باکتریایی گوجه

ب و تاثیر این های پروبیوتیک منتخریزوباکتری

فرنگی ها روی فاکتورهای رشدی گیاه گوجهریزوباکتری

زا بود. در بخش بررسی امکان آلوده به باکتری بیماری
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های ریزوباکتری زیستی بیماری در گلخانه، سویهکنترل

های نکروز درصد موجب کاهش لکه 25/81تا  25بین 

 شدند و Pssایجاد شده توسط دو سویه باکتری بیمارگر 

ها (. بین سویه3گروه آماری قرار گرفتند )شکل  4در 

دار در سطح یک درصد مشاهده شد. سویه تفاوت معنی

Bs11  درصد کاهش بیماری، بیشترین تاثیر را  25/81با

-برگی سیرینگایی گوجهزیستی بیماری لکهدر کنترل

فرنگی نشان داد و با شاهد سالم در یک گروه آماری 

با  Pf23و  Bs6های ین سویه، سویهقرار گرفت. پس از ا

درصد کاهش بیماری نسبت به شاهد آلوده در  50/62

با  Bs25و  Bs1های های بعدی قرار گرفتند. سویهمرتبه

وجود بازدارندگی بالا روی رشد باکتری بیمارگر در 

(، نتوانستند تاثیر زیادی در کاهش 2آزمایشگاه )جدول 

 (.3بیماری داشته باشند )شکل 
 

 فرنگی.های بذر گوجههای پروبیوتیک مورد مطالعه بر شاخصتاثیر ریزوباکتری -3جدول 

Table 3- Effect of studied probiotic rhizobacteria on tomato seed indexes. 
Strains Seed percentage 

germination (%) 

Seed speed 

germination 

Strains Seed percentage 

germination (%) 

Seed speed 

germination 

Pf5 98.50±0.86 ab 77.50±2.59 a-c Bs8 89.57±0.47 ef 64±0.70 f-h 
Pf12 93.25±0.62 b-f 85.75±0.85 a Bs 11 97.25±0.75 a-d 86±0.70 a 

Pf14 97.50±1.19 a-d 65±0.91 e-h Bs13 98±0.70 a-c 75±0.00 b-d 

Pf 23 97.25±0.62 a-d 74.25±1.25 b-e Bs17 89.75±1.03 ef 77.50±0.50 a-c 
Pf43 97±0.57 a-d 86.75±1.10 a Bs20 97.25±1.31 a-d 72±0.00 c-f 

Pf87 92.75±2.13 c-f 67.25±0.85 d-h Bs22 88±0.91 f 66±1.58 d-h 

Pf92 95±1.91 a-e 71.25±3.63 c-g Bs25 98±0.70 a-c 83±0.40 ab 
Pf96 98.25±1.43 a-c 75.25±0.94 b-d Bs28 98.75±0.47 ab 78.50±0.28 a-c 

Bs1 97±1.78 a-d 72.75±5.12 c-f Bs30 88.50±0.64 f 61.25±0.47 h 

Bs6 99.25±0.25 a 71.50±4.05 c-g Bs31 98.25±0.62 a-c 73±1.08 c-f 
Bs7 97.50±0.64 a-d 61.75±1.10 gh Control 99.25±0.25 a 65.50±0.50 d-h 

 باشند.درصد بر اساس آزمون توکی می 1دار در سطح دهنده تفاوت آماری معنیحروف متفاوت در هر ستون، نشان -

- Pf (Pseudomonas fluorescens ،)Bs (Bacillus subtilis و )Control .)تیمار شاهد( 
- Different characters in each column indicate statistically significant difference at 1% level 

according to Tukey’s multiple range tests. 
- Pf (Pseudomonas fluorescens), Bs (Bacillus subtilis) and Control (control treatment). 

 

جهت کنترل که گیلاردی و همکاران ای در مطالعه

 Cuore di bueبرگی سیرینگایی در رقم بیماری لکه 

 B. subtilis QST713اند، سویه فرنگی انجام دادهگوجه

موجب کاهش بیماری به صورت جزئی شده است و 

تاثیری بر کاهش  P. chlororaphis MA342سویه 

(. نتایج Gilardi et al. 2010بیماری نداشته است )

شه گیاه تحقیقی که با پیش تیمار برگ، خاک، بذر و ری

انجام شده  Rahnella aquatilisفرنگی با باکتری گوجه

های تیمار دهنده کاهش حساسیت گیاهچهاست، نشان

-برگی گوجهشده با باکتری مفید نسبت به بیماری لکه

 Xanthomonas vesicatoriaفرنگی ناشی از باکتری 

های بوده است، همچنین وزن تر و وزن خشک گیاهچه

ریزوباکتری مفید نسبت به شاهد آلوده تیمار شده با 

از طرفی کاهش محتوای پروتئینی  .افزایش داشته است

-گیاه و تعداد باندها در الگوی پروتئین کل باکتری نشان

دهنده اثر مثبت باکتری مفید در کاهش تنش و اثرات 

(. El-Hendawy et al. 2005باکتری بیمارگر بوده است )

های برخی ریزوباکتری در مطالعه حاضر نیز کاربرد

پروبیوتیک موجب کاهش خسارت بیماری در مقایسه با 

فوسیا و همکاران تاثیر سویه  (.3شاهد شد )شکل 

و هیدروکسید مس روی  B. subtilis QST 713تجاری 

 فرنگی ایجاد شده توسط باکتری برگی گوجهبیماری لکه

P. syringae pv. tomato ار در گلخانه را مورد مقایسه قر

-بیماری را به QST 713اند. در این مطالعه، سویه داده

طور چشمگیری در مقایسه با کنترل آلوده و سم مسی 

کاهش داده است، همچنین جمعیت باکتری بیمارگر در 

بسیار کمتر از تیمار شاهد بوده است.  QST713تیمار 

نتایج این تحقیق بیانگر افزایش طول گیاه در تیمارهای 

گونیست و سم مسی نسبت به شاهد بوده باکتری آنتا

 PR1a ،PR1bکمی سه ژن  PCRاست، همچنین آنالیز 

-مرتبط با سیستم دفاعی گیاه هستند، نشان که Pin2و 

در مقایسه با شاهد بوده  Pin2دهنده افزایش بیان ژن 

(. نتایج تحقیقی مشابه که با Fousia et al. 2016است )

 .Bهای اندوفیت هایی از باکتریاستفاده از سویه
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pumilus  وB. amyloliquefacies دار روی باکتری نشان

P. syringae pv. tomato  انجام شده است، نشان داد

جمعیت باکتری بیمارگر به طور قابل توجهی روی 

فیلوسفر گیاهان تیمار شده کاهش یافته است، همچنین 

-های گیاه گوجههای نکروتیک روی برگکاهش لکه

های پروبیوتیک با تاثیر بازدارندگی ط باکتریفرنگی توس

 Filho etکلرور مس قابل مقایسه بوده است )سم اکسی

al. 2013.) 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 Pf های منتخب در گلخانه.فرنگی توسط ریزوباکتریزیستی بیماری لکه برگی سیرینگایی گوجهکنترل -3شکل 

(Pseudomonas fluorescens ،)Bs (Bacillus subtilis و )Control I .)تیمار آلوده( 
Figure 3- Biological control of tomato syringae leaf spot disease by selected rhizobacteria in the greenhouse. 

Pf (Pseudomonas fluorescens), Bs (Bacillus subtilis) and Control I (Infected control). 

  

های منتخب بر برخی در این مطالعه اثر ریزوباکتری

فرنگی آلوده به باکتری فاکتورهای رشدی گیاه گوجه

مورد ارزیابی قرار گرفت. این فاکتورها  Pssزای بیماری

شامل وزن تر، وزن خشک و طول اندام هوایی و ریشه 

د که پنج هفته پس از تلقیح باکتری مورد گیاه بودن

بررسی قرار گرفتند. بر اساس نتایج این تحقیق، گیاهان 

ها از نظر طول، وزن تر و وزن تیمار شده با ریزوباکتری

ترتیب در هشت، چهار و هفت خشک اندام هوایی به

(. بین 6و  5، 4های گروه آماری قرار گرفتند )شکل

ر سطح یک درصد مشاهده دار دتیمارها تفاوت معنی

شد. بیشترین تاثیر در افزایش هر سه فاکتور مربوط به 

بود. میزان افزایش فاکتورهای  Pf23و  Bs11های سویه

ها نزدیک به تیمار کنترل مورد بررسی در این سویه

 سالم بود.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Pf (Pseudomonas فرنگی.پروبیوتیک منتخب بر طول اندام هوایی و ریشه گیاه گوجههای اثر ریزوباکتری -4شکل 

fluorescens ،)Bs (Bacillus subtilis ،) Control H(و تیمار سالم )Control I .)تیمار آلوده( 
Figure 4- Effect of selected probiotic rhizobacteria on tomato foliage and root length. Pf (Pseudomonas 

fluorescens), Bs (Bacillus subtilis), Control H (Health control) and Control I (Infected control). 
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با  Bs6و Pf92 های در فاکتور طول اندام هوایی سویه

(، در فاکتور 4متر )شکل سانتی 15و  7/15های طول

های با وزن Bs25و  Pf5های وایی سویهوزن تر اندام ه

( و در فاکتور وزن خشک 5گرم )شکل  89/3و  96/3

و  77/1های با وزن Bs25و  Bs1های اندام هوایی سویه

( بیشترین تاثیر افزایشی را پس از 6گرم )شکل  59/1

نشان دادند. نتایج تحقیقی که  Pf23و  Bs11های سویه

-ا فعالیت متفاوت افزایشریزوباکتری ب 37با استفاده از 

دهندگی فاکتورهای رشدی گیاه انجام شده است، نشان 

دار در های مورد استفاده با تفاوت معنیداد همه باکتری

درصد موجب افزایش وزن تر ساقه ذرت در  5سطح 

اند. در این مطالعه، مقایسه با تیمار شاهد سالم شده

ا در بیشترین تاثیر ر Agrobacterium NGB-11سویه 

-افزایش طول گیاه نشان داده است. بیشتر ریزوباکتری

اند که های مورد بررسی طول ریشه را افزایش داده

 NGB-31بیشترین مقدار مربوط به سویه 

Flavobacterium  بوده است. وزن خشک و وزن تر

ها تیمار شده بود، هایی که بذرهایشان با ریزوباکتریذرت

-افزایش قابل توجه نشان دادهدر مقایسه با تیمار شاهد 

 (.Youseif 2018اند )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pf (Pseudomonas fluorescens ،)فرنگی. های منتخب روی وزن تر اندام هوایی و ریشه گیاه گوجهتاثیر ریزوباکتری -5شکل 

Bs (Bacillus subtilis ،) Control H )تیمار سالم( وControl I .)تیمار آلوده( 
Figure 5- Effect of selected rhizobacteria on fresh weight of tomato foliage and root. Pf (Pseudomonas 

fluorescens), Bs (Bacillus subtilis), Control H (Health control) and Control I (Infected control). 

 
در مورد فاکتورهای رشدی ریشه، نتایج مشابهی در 

 Bs11های طول و وزن خشک ریشه به دست آمد. سویه

بیشترین تاثیر مثبت روی طول و وزن خشک  Pf23و 

ها روی طول ریشه، ریشه داشتند. در تاثیر ریزوباکتری

بیشتری از دو متر تاثیر سانتی 75/10با طول  Pf5سویه 

های بعدی با سویه برتر این مطالعه نشان داد. سویه

 37/2با  Pf5های بیشترین تاثیر روی وزن تر ریشه سویه

گرم بودند. در وزن خشک  11/2با  Bs1و  Pf92گرم و 

ریشه نیز این سه سویه بیشترین تاثیر را در افزایش وزن 

ر د (.6و  5، 4های نسبت به شاهد نشان دادند )شکل

 .Pو  .Azospirillum spهای ای تاثیر باکتریمطالعه

fluorescens 313 فرنگی، روی رشد گیاهان گندم، گوجه

فلفل و پنبه تحت شرایط مختلف محیطی مورد بررسی 

های مورد مطالعه بر وزن خشک قرار گرفت. باکتری

اند اما وزن تر ریشه گیاهان مورد بررسی تاثیری نداشته

شرایط دمایی و رطوبت نسبی مناسب، تحت ها در ریشه

های پروبیوتیک مورد مطالعه قرار تاثیر مثبت ریزوباکتری

(. Bashan and de-Bashan 2005است ) گرفته

فاکتورهای رشدی گیاه آرابیدوپسیس و داتوره نیز پس 

، P. plecoglossicida Pp20 از تیمار با سه ریزوباکتری 

Bacillus sp. Bt04  وLysinibacillus fusiformis Lf89 

گیاه  C/Nافزایش نشان داده است. تغییر در نسبت 

ها از آرابیدوپسیس و افزایش ترکیبات آلکالوئیدی ساقه

ها بوده است تاثیرات مشخص این ریزوباکتری
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(Rahmoune et al. 2017 .)  با عنایت به اهداف

کشاورزی پایدار، افزایش کاربرد عوامل بیولوژیک همسو 

سلامت طبیعت، جهت افزایش رشد گیاهان و بالا با 

های گیاهی از ها در برابر آفات و بیماریبردن توان آن

ای برخودار است. در این راستا در مطالعه اهمیت ویژه

دهنده خسارت های پروبیوتیک کاهشحاضر، باکتری

های با قابلیت بالا در زا و غربال سویهباکتری بیماری

کننده ای ثانویه و تولید عوامل تقویتهتولید متابولیت

 Bs11های برتر رشد گیاه مورد توجه قرار گرفت و سویه

 جهت تحقیقات تکمیلی انتخاب گردیدند.  Pf23و 
 

 
 Pf (Pseudomonasفرنگی. های منتخب روی وزن خشک اندام هوایی و ریشه گیاه گوجهاثر ریزوباکتری -6شکل 

fluorescens ،)Bs (Bacillus subtilis ،) Control H تیمار سالم( و(Control I .)تیمار آلوده( 
Figure 6- Effect of selected rhizobacteria on dry weight of tomato foliage and root. Pf (Pseudomonas 

fluorescens), Bs (Bacillus subtilis), Control H (Health control) and Control I (Infected control). 

  

 گیری کلینتیجه

های جداسازی شده بر اساس نتایج این تحقیق، باکتری

فرنگی در استان از ریزوسفر و ریشه گیاه گوجه

آذربایجان غربی، کم و بیش پتانسیل بالایی در کاهش 

فرنگی نشان دادند. سیرینگایی گوجهبرگی بیماری لکه

ها با توان بیوکنترلی بالا در آزمایشگاه برخی سویه

کمترین تاثیر را در کاهش بیماری در گلخانه نشان 

های پروبیوتیک مورد مطالعه، دادند. در بین باکتری

های بذر، هایی با توان بالا در افزایش شاخصسویه

رنگی و کاهش فافزایش فاکتورهای رشدی گیاه گوجه

فرنگی مشاهده شد بیماری لکه برگی سیرینگایی گوجه

که به عنوان مطالعات اولیه روی عوامل کنترل 

باشند. بیولوژیک باکتریایی در این استان قابل توجه می

های برتر در آزمایشگاه و گلخانه جهت بررسی سویه

فرنگی تاثیر روی سایر بیمارگرهای باکتریایی گوجه

ها در حال د و تحقیقات تکمیلی روی آنانتخاب شدن

 انجام است.
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