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 چکیده
، به همین دلیل کنترل این باشدفرنگی میهای مهم گوجهیکی از بیماریVerticillium dahliae بیماری پژمردگی ورتیسیلیومی با عامل 

 محسوب می شوندیکی از عوامل کنترل بیولوژیک  اندوفیتکنترل بیولوژیک آن مورد توجه جدی می باشد. قارچ های  جملهبیماری و از 
های  پتانسیل بیوکنترلی چند جدایه از قارچ در این پژوهششوند. در گیاه میزبان می باعث بهبود رشدهای گیاهی  علاوه بر کنترل بیماریکه 

، آزمون های PDA، به ترتیب به روشهای کشت متقابل در محیط غذایی فرنگیپژمردگی ورتیسیلیومی گوجه اندوفیت گیاهی علیه عامل
، Nigrospora oryzaeگونه قارچ اندوفیت سه  مورد ارزیابی قرار گرفت. براساس نتایج بدست آمده، مختلف آزمایشگاهی و گلخانه
Chaetomium globosum  وConiolariella limonispora  علاوه بر کاهش میزان جوانه زنی  ،آزمون کشت متقابلانتخابی از

با  N. oryzaeقارچ  بودند، و هورمون اکسین و همچنین تولید کیتیناز و های سلولازتولید آنزیم قادر به V. dahliaeمیکرواسکلروت های 
و تحت شرایط آلودگی مصنوعی در  ایگلخانه های بررسی درمیلی گرم در لیتر بیشترین میزان هورمون اکسین را تولید کرد.  526/11میزان 

درصد( در نشاهای گوجه  51/51کاهش شدت علائم پژمردگی ورتیسیلیومی )بیشترین میزان سبب  N. oryzae قارچ اندوفیت خاک گلدان،
تاثیر  (N. oryzae)قارچ ی برخی شاخص های رشد نشان داد که این هامقایسه میانگین شد.در مقایسه با شاهد  فرنگی رقم حساس فلات

قارچ به عنوان  Nigrospora oryzaeداشت. قارچ اندوفیت نسبت به سایر تیمارها وزن تر گیاه  وریشه ، ساقه طولافزایش معنی داری در
  انتخاب شد. افزایش طول ساقه، ریشه و وزن تر گیاهو  V. dahliaeتاثیر بر کاهش شدت بیماری بیشترین با  بررسیاین در اندوفیت برتر 
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Abstract 
Verticillium wilt disease caused by Verticillium dahliae is one of the most important diseases of tomato, for 
this reason, the control of this disease, including biological control is of serious interest. Endophytic fungi are 
one of the biological control agents that in addition to controlling plant diseases, improve growth in the host 
plant. In this study, the biocontrol potential of several isolates from plant endophytic fungi against tomato 
verticillium wilt was evaluated by dual culture methods in PDA, various laboratory and greenhouse test, 
respectively. Base on the results, three species of Nigrospora oryzae, Chaetomium globosum and 
Coniolariella limonispora selected from dual culture test, in addition to reducing the germination rate of 
microscelerotia of V. dahliae, they were able to produce cellulase and chitinase enzymes as well as the 
production of auxin. N. oryzae produced the highest amount of auxin with a production of 17.625 mg/l. In 
greenhouse studies and under conditions of artificial contamination in potting soil, N. oryzae endophytic 
fungus caused the greatest reduction in the severity of symptoms of verticillium wilt (67.61%) in tomato 
seedlings of sensitive Falat cultivar compared to the control. Comparison of the means of some growth 
indices showed that this fungus (N. oryzae) had a significant effect on increasing stem and root length, and 
fresh weight of the plant compared to other treatments. Nigrospora oryzae endophytic fungus was selected as 
the superior endophytic fungus in this study with the greatest effect on reducing the severity of V. dahliae 
disease and increasing stem and root length and fresh weight of the plant.  
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 مقدمه

های مخرب بیماری پژمردگی ورتیسیلیومی یکی از بیماری

-یباشد که باعث لکه برگفرنگی می گیاه گوجهو متداول 

کاهش  ،یکوتولگ ،یپژمردگ ،یقرمز، کلروز آوند -زرد یها

 در یریم بوته و وهیم تیفیعملکرد، کاهش رشد و ک

 .)(Xiao & Subbarao, 2000گردد یم زبانیم اهانیگ

 .Vشامل  Verticilliumهای قارچ خاکزاد عامل آن گونه

nigrescens ،V. nubilum، V. tricorpus، V. dahliae، V. 

albo-atrum بیمارگر باعث های باشد. این قارچ می  

پژمردگی آوندی در طیف وسیعی از گیاهان زراعی و ایجاد 

تنها محدودکننده   د که نهنگرد زیان گسترده اقتصادی می

فرنگی  ویژه گوجه رشد محصولات زراعی مهم اقتصادی به

جات و گیاهان زینتی نیز باشد، بلکه در سبزیجات، میوهمی

سبب  V. dahliaeنماید. قارچ بیمارگر خسارت ایجاد می

گونه  200لیومی در بیش از یبروز بیماری پژمردگی ورتیس

ها دلار خسارت در سراسر شود و سالانه میلیونگیاهی می

. (Klosterman et al., 2009)آورد جهان به وجود می

قدرت بقای زیاد بیمارگر از  دلیل بهل این بیماری کنتر

دامنه میزبانی ، میکرواسکلروت طریق اندام استراحتی

ها و محل استقرار در گیاه وسیع، مقاومت به قارچکش

) et Wangباشد بسیار مشکل می ،)سیستم آوندی ریشه(

., 2014)al. به یا گلخانه محصولات خاکزاد یها یماریب 

 مانند خاک ییایمیش یعفون ضد قیطر از عمده طور

 و یمعمول کشت یها ستمیس در دیبروما لیمت از استفاده

 کیارگان دیتول یها ستمیس در خاک آب بخار از استفاده

 قابل زانیم به روش دو هر .شوند یم کنترل یا گلخانه

 انسان یسلامت ای و یطیمح ستیز مشکلات با توجه

 کاهشکمک به  در دیبروما لیمت مثال عنوان به. اند مرتبط

 سرطان به ابتلا خطر ،uv-B اشعه شیافزا اوزون، هیلا

 شده شناخته انسان در دیمروار آب یماریب بروز و پوست

 و است شده منسوخ جهان در آن مصرف امروزه و است

 در یانرژ مصرف توجه قابل شیافزا باعث آب بخار ماریت

 بر یمنف اثرات روش دو هر نیهمچن .شود یم گلخانه

 یها وهیش به ازین و دارد خاک دیمف فون و کروفلوریم

 Uppal et)  شود یم دیتشد روز به روز نیگزیجا یتیریمد

al., 2008).  

منظور کاهش میزان تخریب محیط زیست ناشی از  به

مصرف بیش از حد سموم آلی و گازهای سمی، کنترل 

عنوان یک روش کارآمد جدید  هطور گسترده ب بیولوژیک به

برای از بین بردن حشرات و بیمارگرها و پالایش محیط 

کنترل  .) et alDaguerre(2014 ,.گردد زیست استفاده می

 موجودات زندهاستفاده از روشی در عنوان  بیولوژیک به

 برای کاهش هاها مانند متابولیتآن تولیداتو  هامفید، ژن

 انسلامت گیاهارتقا های گیاهی و  یبیمارآفات و    تخسار

استفاده از  .(Tranier et al., 2014) شود تعریف می

های گیاهی با های کنترل بیمارییکی از روش هااندوفیت

های گیاهی  اندوفیت .حداقل تاثیر بر محیط زیست است

های  اند که درون بافت بخشی از جامعه میکروبی هر گیاه

  و تمام یا بخشی از چرخه کنند سالم گیاهی زندگی می

سلولی   زندگی خود را با کلونیزاسیون فضای داخلی یا بین

گذرانند و کلونیزاسیون آنها منجر به  های گیاهی می بافت

) Gautamشود  علائم بیماریزایی قابل رویت در گیاه نمی

)& Avasthi, 2019 . هایاولین گزارش کنترل بیماریدر 

های اندوفیت گیاهی، با بررسی  با استفاده از قارچ گیاهی

های های اندوفیت علیه قارچمایع قارچ سوسپانسیون اثر

های اندوفیت بیماریزای گیاهی، مشخص شد که قارچ

خود قادر به کنترل خواص آنتی بیوتیکی  دلیل به

. (Liu et al., 2001)باشند میهای گیاهی  بیماری

گیاه میزبان در طول تعامل با همچنین قارچ های اندوفیت 

باعث بهبود رشد گیاه، افزایش جذب و ذخیره مواد غذایی، 

های ثانویه مفید، افزایش مقاومت گیاه در تولید متابولیت

به برابر بیمارگرها و گیاهخواران، افزایش تحمل گیاه 

 .) et alMishra(2014 ,.شوند میهای محیطی  تنش

های  گونه تاثیر همکاران، و خیرالدین -جابنون

Trichoderma شعاعی رشد روی را V. dahliae و مهار 

 بررسی شاهد با مقایسه در اسکلروت زنی جوانه و تولید

 عمیق تغییرات باعث  Trichoderma  های جدایه. کردند

شدند و  رویارویی مناطق در V. dahliae میسلیوم در

 خود تیره رنگ تدریج به  V. dahliae بالغ میکرواسکلروت

 که فرنگی گوجه داد. در شرایط گلخانه گیاهان دست از را

 و  Trichoderma اسپوری سوسپانسیون با نشا مرحله در

V. dahliae شدت کاهش روز 00 از بعد بودند، شده تلقیح 

 گیاهان با مقایسه در را ورتیسیلیومی پژمردگی بیماری

 گیاهان و دادند نشان نشده تیمار و شده تلقیح شاهد

 و ارتفاع افزایش Trichoderma جدایه هایبا  شده تیمار

 گیاهان با مقایسه در را ساقه و ریشه خشک و تر وزن

)Jabnoun-دادند  نشان نشده تیمار و شده تلقیح شاهد

. 2009)et alKhiareddine پژمردگی بیولوژیک . کنترل 
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 با را V. albo-atrum عامل با فرنگی گوجه ورتیسیلیومی

 ریزوسفر از شده جدا آنتاگونیست های قارچ از استفاده

 منطقه در شده است بطوریکه بررسی فرنگی گوجه

 متقابل با کشت در آنتاگونیست و بیمارگر رویارویی

Penicillium chrysogenum Thom شدن محدود باعث 

 Fusarium شده است و قارچهای بیمارگر رشد

culmorum (S.G. Sm)، Trichoderma viride، 

Gliocladium spp. و Penicillium vermiculatum باعث 

 شده آن روی رشد و نفوذ طریق از بیمارگر رشد توقف

 آنتاگونیست قارچ از نراقی و همکاران.  (Dutta 1981)اند

Talaromyces flavus ورتیسیلیومی پژمردگی کنترل برای 

 تصرف توانایی دارای قارچ این. کرد استفاده فرنگی گوجه

 کاهش پژمردگی، وقوع کاهش میزبان، ریزوسفر اشغال و

 گیاه عملکرد افزایش و بیمارگر میکرواسکلروت زنی جوانه

 با ، همکاران و زنگ.  (Naraghi et al. 2010)است بوده

اندو  از آمده دست به قارچی های جدایه از استفاده

 کنترل مطالعه به پنبه مزرعه خاک و ریزوسفر ریزوسفر،

 پتانسیل .پرداختند پنبه ورتیسیلیومی پژمردگی زیستی

 آنزیم فعالیت و آنتاگونیستی فعالیت براساس را بیوکنترلی

 پروتئاز، شامل قارچی سلولی دیواره کننده تخریب های

 اساس بر را گیاهی رشد بهبود پتانسیل و کیتیناز و سلولاز

 بررسی آزمایشگاه در ازت تثبیت و فسفات انحلال فعالیت

 بررسی برای را برتر های آنتاگونیست نهایت در. کردند

 شرایط در پنبه گیاه رشد بهبود و بیوکنترل پتانسیل

 نیدر ا .(Zheng et al. 2011)نمودند  انتخاب گلخانه

 تیاندوف یاز قارچ ها یتعداد قدرت آنتاگونیستی بررسی

یافتن بهترین و قوی هدف  با V. dahliae هیعل گیاهی

 یپژمردگ کیولوژیکنترل بترین جدایه اندوفیت جهت 

و گلخانه  شگاهیآزما طیدر شرا یفرنگ گوجه یومیلیسیورت

 با یکدیگر مقایسه شده است.
 

 ها روشمواد و 

 تیاندوف یهاقارچ و یماریب عامل قارچ هیته
 Verticillium dahliaeغیر برگریز  جدایه قارچ بیمارگر

از موسسه تحقیقات بدست آمده از گیاه گوجه فرنگی 

گیاهی  قارچ اندوفیت 40پزشکی تهران تهیه شد. گیاه

 ،Alternaria longipes، Nigrospora oryzae شامل
Fusarium tricinctum، Alternaria alternata ،

Acreomonium sclerotigenum، Absidia spinose ،

Paraconiothyrium fuckelii، Aureobasidium 

pullulans، Coniolariella limonispora، 

Aureobasidium namibia، Chaetomium globosum ،

Clonostachys rosea، Epicoccum nigrum، Fusarium 

solani ،Alternaria atra و Trichothecium roseum  از

پردیس  پزشکیگیاهشناسی گروه  آزمایشگاه قارچ

 تهیه شدندانشگاه تهران  کشاورزی و منابع طبیعی
(Abdollahi Aghdam & Fotouhifar 2017; Jam 

Ashkezari & Fotouhifar 2017). 

 

 های آزمایشگاهی آزمون

 رقابت تغذیه ای از طریق کشت متقابل
های مناسب قارچ های اندوفیت، از به منظور انتخاب جدایه

 کشت آزمون کشت متقابل استفاده گردید. ابتدا محیط

PDA آماده شد.  سترونمتری ه سانتیهای نُدر تشتک

پرگنه تازه قارچ حاشیه متری از سانتی 1/0 قرصیک 

متری از لبه بیمارگر در کناره تشتک با فاصله یک سانتی

داده شد. سپس، بعد از گذشت سه روز در  قرار تشتک

قارچ مربوط به متری سانتی 1/0 قرصنقطه مقابل 

متری از لبه تشتک کشت سانتیآنتاگونیست با فاصله یک 

متری بیمارگر سانتی 1/0 قرصداده شد. در تشتک شاهد 

استفاده شد.  آگارمتری سانتی 1/0 از قرصو در مقابل آن 

درجه  21دمای  باانکوباتور  درون ی پتریها تشتک

سلسیوس تا زمان رشد کامل قارچ بیمارگر در تشتک 

اندازه  در تیمار یمارگرشاهد نگهداری شدند و قطر پرگنه ب

 پرگنه شد. درصد بازدارندگی از رشد شعاعی یریگ

-PIRG (%) = [ (R1با استفاده از فرمول         بیمارگر 

R2)/R1]×100 در این  .در مقایسه با شاهد محاسبه گردید

 ،مارگریب یرشد شعاع یدرصد بازدارندگ ،PIRG فرمول 

R1 و  شاهد ماریدر ت مارگریب یرشد شعاعR2 یشعاع رشد 

هستند.  گر و آنتاگونیستماریب یحاو ماریدر ت مارگریب

 9و  تیمار 40 با تصادفی کامل طرح در قالب آزمایش این

 .(Sonawane et al., 2015)انجام گردید  تکرار

برای گونه قارچی اندوفیت، جدایه هایی  40از میان 

ای انتخاب شدند  های بعدی آزمایشگاهی و گلخانه بررسی

سرعت رشد پرگنه آنها از سرعت رشد پرگنه بیمارگر  که

بیشتر بوده و سریع تر پرگنه بیمارگر را پوشاندند. سپس 

ترین قارچ  ها جهت انتخاب بهترین و قوی این قارچ

اندوفیت در کاهش شدت بیماری پژمردگی ورتیسیلیومی 
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فرنگی در شرایط آزمایشگاه و گلخانه با یکدیگر  گوجه

 مقایسه شدند. 

 

در   های اندوفیت های فرار جدایه ثر متابولیتا

 جلوگیری از رشد پرگنه قارچ بیمارگر

 آنتاگونیست قارچسه ی های تازهمنظور از کشت بدین

Nigrospora oryzae ،Chaetomium globosum  و

Coniolariella limonispora  و قارچ بیمارگر استفاده

 های قارچ هر کدام ازمتری سانتی 1/0های قرصگردید. 

روی محیط آنتاگونیست و قارچ بیمارگر به صورت جداگانه 

PDA داده شدند. سپس  قرار ی پتریهادر مرکز تشتک

حاوی قارچ بیمارگر به صورت معکوس روی  پتری تشتک

حاوی قارچ آنتاگونیست قرار داده شد و با پتری تشتک 

استفاده از پارافیلم به یکدیگر متصل شدند. در تشتک 

استفاده شد.  آنتاگونیستجای قارچ   به قرص آگارشاهد از 

درجه  21دمای  با انکوباتورون در ی پتریهاتشتک

در تشتک  بیمارگرسلسیوس تا زمان رشد کامل قارچ 

س در صد بازدارندگی از رشد سپشاهد قرار گرفتند. پتری 

 این .. محاسبه گردید فرمولبر اساس میسلیومی بیمارگر 

 تکرار 9و  تیمار 9 با تصادفی کامل طرح در قالب آزمایش

 . )et al Naraghi(2010 ,. انجام گردید

 

زنی  روی جوانه اندوفیت های قارچاثر 

  Verticillium dahliae میکرواسکلروت
رشد داده شد و  PDBدر محیط کشت  V. dahliaeابتدا 

درجه  20 یدما با نکوباتورا کریهفته در ش کیمدت  به

قرار داده شد.  قهیدق بر دور 480 سرعت و وسیسلس

دو  تیگرم پرل 10 کرواسکلروت،یم لیمنظور تشکسپس به

 در قهیدق 90هر بار به مدت ) اتوکلاو در شده سترونبار 

 .V عیکشت ما تریلیلیم 10( با ساعت 21 زمانی  فاصله

dahliae اتاق  یمدت سه ماه در دما شد و به حیتلق

پس از آزمون با کمی تغییرات انجام شد. شد.  ینگهدار

 یهادانه یجداساز ت،یپرل یها روکرواسکلروتیم لیتشک

 هود ریز سترون طیاز هم در شرا کرواسکلروتیو م تیپرل

 تریلیلیاسکلروت با پنج مسه گرم میکروانجام شد. سپس 

مرتبه  ششپس از  .شدمخلوط و هاون  سترونآب مقطر 

 یمخلوط رو نیاز ا تریکرولیم 400 زانیبه م ،یساز قیرق

 یدر دما ی پتریهاتشتکپخش شد.  PDA تشتکهر 

. پس از شدند گذاشته انکوباتور داخل وسیدرجه سلس 20

ها  از پخش سوسپانسیون میکرواسکلروتگذشت دو روز 

ها در  شروع جوانه زنی میکرواسکلروت روی محیط کشت،

هر  یمتریسانت 1/0 قرصهای پتری دیده شد، که تشتک

مدت یک هفته در  که به ستیآنتاگون قارچکدام از سه 

ها قرار تشتکدر مرکز  کشت شده بودند، PDAمحیط 

 407 ونیفقط با سوسپانسنیز شاهد  تشتک .داده شد

پس از  و شده آلودهلیتر  در میلی مارگریب کرواسکلروتیم

-کرواسکلروتیم رشد و یزن جوانه گذشت یک هفته درصد

 )et alKhiareddine -Jabnoun ,.شد دهیها با آن سنج

2009). 
 

های  توسط جدایه یقارچ  مواد ضد دیتول توان

  اندوفیت
 از تریل یلیاسپور در م 407 یاسپور ونیسوسپانس ابتدا در

. شد هیته ستیآنتاگون قارچ سه از یک هرو  مارگریب قارچ

کشت  PDA طیدر مح هاقارچ نیااز  کدامهر منظور نیبد

درجه  21 یدما باانکوباتور درون هفته  کی مدتشده و به

پنج  بااسپورهای قارچی  سپس. شدند داده قرار وسیسلس

ها شسته و  لیتر آب مقطر سترون از تشتک میلی

تعداد  تومتریهموسا لاماستفاده از  آوری شدند و با جمع

 407 یاسپور غلظتاسپورهای قارچی شمارش شد و 

 یهاقارچ از هرکدام و مارگریب قارچ تریلیلیاسپور در م

 400. برای انجام این آزمون شد هیته ستیآنتاگون

قارچ بیمارگر در  407میکرولیتر از سوسپانسیون اسپوری 

کشت داده شد و  PDBلیتر محیط کشت  پنج میلی

دور  480ز درون شیکر انکوباتور با سرعت مدت سه رو به

درجه سلسیوس قرار داده شد.  21در دقیقه و دمای 

میکرولیتر از سوسپانسیون  اسپور  هرکدام از  400سپس 

ها  هر یک از نمونه  طور جداگانه به های آنتاگونیست به قارچ

مدت سه روز درون شیکر انکوباتور با  اضافه شد و به 

درجه سلسیوس  21قیقه و دمای دور در د 480سرعت 

مورفولوژیکی   نهایت خصوصیات قرار داده شدند. در

های قارچی با بینوکولر در مقایسه با شاهد بررسی  ریسه

شدند. در این آزمون در فالکون شاهد از آب مقطر سترون 

های آنتاگونیست استفاده شد  به جای سوسپانسیون قارچ

(Masih & Paul, 2002) . 
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تولید  اییتوان، فعالیت کیتینازی و سلولازیفعالیت 

  های اندوفیتتوکسین جدایه
آنتاگونیست،  های قارچبرای بررسی فعالیت سلولازی 

سدیم نیترات دو گرم، دی حاوی محیط کشت زایموگرام 

 1/0پتاسیم هیدروژن فسفات یک گرم، سولفات منیزیم 

 گرم، کربوکسی متیل سلولز دو 1/0گرم، کلرید پتاسیم 

 47آگار  و گرم 2/0گرم، پپتون مخصوص میکروبیولوژی 

متری سانتی 1/0های قرص سپسدر لیتر تهیه شد  گرم

کشت  زایموگرامهای آنتاگونیست روی محیط کشت قارچ

درجه  21در دمای  نگهداریبعد از هفت روز  .داده شدند

ها با استفاده از کنگورد رنگ آمیزی تشتکسلسیوس 

سلولیتیک از طریق ایجاد هاله شفاف  هایقارچشدند تا  

 .) et alGhose(1987 ,.شناسایی شوند 

-منظور بررسی فعالیت کیتینازی هرکدام از قارچ به

 CCA آگار دالیکلوئ نیتیک طیهای آنتاگونیست مح

درصد،  Na2HPO4 2/0درصد،  1/0)کیتین کلوئیدال 

KH2PO 4/0  ،درصدNH4Cl 4/0  ،گرمNaCl 01/0 

 CaCl2 2H2O 01/0درصد، MgSO4 7H2O 01/0درصد، 

درصد، آگار دو درصد( تهیه  01/0درصد، عصاره مخمر 

های متری هر کدام از قارچسانتی 1/0 قرصگردید. سپس 

ها تشتککشت شدند. سپس  آنتاگونیست روی این محیط

درجه سلسیوس نگهداری  21به مدت هفت روز در دمای 

ی بر هیدرولیز شد. وجود یا عدم وجود هاله شفاف مبن

ها ارزیابی گردید کیتین و فعالیت کیتینازی آنتاگونیست

, 1975)LockwoodHsu &  (. 
 

 تولید توکسین
 با ینیپروتئ یمنظور بررسی توان تولید توکسین ها  به

توسط  ینیکوپروتئیگل و توکسین های نییپا یلکولوم وزن

ی هر سانتی متری از کشت تازه 1/0 قرص، ها اندوفیت

های حاوی محیط  تشتکها در مرکز کدام از آنتاگونیست

گرم، بافر  09/0گرم، متیلن بلو  20کشت توکسین )گلوکز 

 1.1گرم،  20میلی لیتر، آگار 4000فسفات یا سیترات 

:pH ساعت در دمای  72( قرار داده شد. سپس به مدت

درجه سلسیوس نگهداری شدند. توان تولید توکسین  21

های بی رنگ شفاف در حاشیه کلنی یبا تشکیل هاله

های شاهد به  تشتکهای آنتاگونیست بررسی شد. در  قارچ

) et Portesآگار استفاده شد قرص ها از جای آنتاگونیست

., 2013)al. 

 های اندوفیتاکسین توسط جدایههورمون تولید 
 یهاقارچ از کی هر یاختصاص کشت طیدر ابتدا مح

 Sabouraud Dextrose طیشامل مح که ستیآنتاگون

Broth قارچ یبرا Chaetomium globosum (Wang et 

al., 2012)، طیمح Czapek قارچ  یبراNigrospora 

oryzae (Ding et al., 2016) طیمح و YESD یبرا 

Coniolariella limonispora (Sica et al., 2016) هیته 

هرکدام از میکروگرم تریپتوفان به  100 . سپسشد

های آنتاگونیست در قارچو  اضافه گردید کشت های محیط

محیط کشت مایع اختصاصی خود کشت داده شدند و به 

 سرعتمدت هفت شبانه روز در دستگاه شیکر انکوباتور با 

درجه سلسیوس قرار داده  21 یو دمادور در دقیقه  480

ها را از کاغذ صافی عبور آن، هاشدند. پس از رشد قارچ

دقیقه در  40به مدت کردن فیوژ یسانتربا و  شد داده

5000g لیتر از مایع رویی با  . یک میلیرسوب داده شدند

لیتر معرف سالکوسکی مخلوط شد. این محلول  چهار میلی

دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد. تغییر رنگ  20به مدت 

محلول قارچی بیانگر تولید اکسین توسط جدایه قارچی 

اندازه گیری میزان تولید اکسین منظور  می باشد. سپس به

های آنتاگونیست، میزان جذب در طول موج  قارچتوسط 

نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت  191

 =Yگردید. مقادیر تولید اکسین هر جدایه از فرمول 

48.64 X + 2.74  با توجه به منحنی استانداردی که قبلا از

زمایشگاه کنترل بیولوژیک های مختلف اکسین در آ غلظت

 & Patten) تهیه شده بود، محاسبه گردیددانشگاه تهران 

Glick, 2002). 

 

 ایهای گلخانهبررسی
ی گروه های گلخانه ای در یکی از واحد های گلخانه آزمایش

پزشکی پردیس کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه  گیاه

. شدانجام  فلاتفرنگی رقم  تهران با کاشت بذور گوجه

از  2:2:9نسبت  بهخاک مورد استفاده در این آزمایش 

تهیه شد. خاک  یا و خاک مزرعه یخاک برگ، کود دام

ها با  مورد نیاز، قبل از استفاده و ریختن داخل گلدان

درجه  424به مدت یک ساعت و دمای  استفاده از اتوکلاو

عنوان  فلات به رقم یفرنگ وجه. گشد سترون سلسیوس

فرنگی به پژمردگی  ارقام حساس گوجهیکی از 

 & Morid)در این تحقیق استفاده شدورتیسیلیومی 

Hajmansoor, 2017) .ضدعفونی سطحی بذور ابتدا   در
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بذور درون بشر حاوی  ،شدند. جهت ضدعفونی سطحی

 40و به مدت  ندسدیم یک درصد ریخته شد یتهیپوکلر

داده ر دور در دقیقه قرا 400دقیقه روی شیکر با سرعت 

 سترون. سپس بذور چهار مرتبه با آب مقطر شدند

شستشو داده شدند و در سینی نشا کشت شدند. 

به  سترونهای نشاء با مخلوط کوکوپیت و پرلیت  سینی

 1-1. از گیاهان در مرحله شده بودندنسبت مساوی پر 

 ای استفاده شد. های گلخانهبرگی برای بررسی

 V. dahliaeوم از بذور گندم آغشته به میسلی
عنوان مایه تلقیح بیمارگر استفاده شد. جهت تهیه مایه  به

ساعت در  21ابتدا بذور گندم به مدت ، V. dahliaeتلقیح 

شدند. سترون اتوکلاو درون آب خیسانده و دو مرتبه 

هایی از قارچ بیمارگر تلقیح قرصسپس بذور گندم با 

با دمای  انکوباتور ونو به مدت حدود سه هفته در ندشد

ند. از مایه تلقیح به درجه سلسیوس قرار داده شد 24

 خاک گلدان استفاده گردید 40به  4نسبت وزنی 

Akrami & Yousefi, 2015)(. ونیاز سوسپانس نیهمچن 

عنوان  به تریل یلیاسپور در هر م 407 تیجمع با یقارچ

مایه تلقیح هر کدام از سه قارچ اندوفیت استفاده شد. 

درون فرنگی  گوجه برگی 1-1های گیاهچهریشه 

 یهاغلظت به تیاندوفی هاقارچ یاسپور ونیسوسپانس

دقیقه قرار داده  40به مدت  تریل یلیاسپور در م 407

کشت تیمار های ها در گلدانشدند و سپس گیاهچه

 24های کشت شده در گلخانه با دمای گیاهچه گردیدند.

روز انجام  11و ارزیابی بعد از  درجه سلسیوس قرار گرفتند

قدرت  شیآزماارزیابی . )et al Naraghi(2010 ,.شد 

 یپژمردگ  یماریب هیعل تیاندوف یهاهیجدا یستیآنتاگون

 Verticillium dahliaeاز  یناش یفرنگ گوجه یومیلیسیورت
مجزا  ماریت 9) ماریت چهار با یتصادف کامل طرح در قالب

 9از  یکی هیزادما به آغشته گلدان خاک کدام هر درکه 

شاهد که خاک  ماریت کیبود و  مارگریبه همراه ب تیاندوف

انجام  شد( و سه تکرار حیتلق مارگریب هیگلدان با زادما

 .)(Akrami & Yousefi, 2015گرفت 

شاخص بیماری پژمردگی ورتیسیلیومی 

)گیاه بدون علائم بصری(،  0براساس مقداردهی دلخواه 

 1/4)آلودگی یک برگ(،  4ها(،  )آلودگی کوتیلدون 1/0

)آلودگی سه برگ( ارزیابی شد و  2)آلودگی دو برگ(، 

شدت علائم بیماری طبق 

   فرمول
                                                  

                                                              
      

های  آزمایش دوم، ارزیابی تاثیر قارچ محاسبه شد. 

ساقه، شامل ارتفاع   یصفات رشداندوفیت بر بهبود 

در قالب طرح کاملا ها  ارتفاع ریشه و وزن تر بوته

ها در گلدان  .تکرار انجام گرفت 9تیمار و  8تصادفی با 

 شدند. گروه اول حاوی گیاهان دو گروه طبقه بندی

قارچ اندوفیت برتر بود و  9از آلودگی و  سالم و عاری

گروه دوم حاوی گیاهان مایه زنی شده با قارچ بیمارگر و 

شاهد سالم  ماریت 2قارچ اندوفیت برتر بود. همچنین  9

 تلقیح شد مارگریب هیزادما که با آلودهشاهد  ماریو ت

., 2010)et al raghiNa(.   

 

 تجزیه و تحلیل نتایج

افزار  نرم از استفاده با نتایج آزمایشها  تحلیل تجزیه

SAS دانکن آزمون از استفاده با ها میانگینو  انجام 

   (P≤0.05) قرار گرفتند مقایسه مورد

 

 هایافته

در  Verticillium dahliaeبازدارندگی از رشد پرگنه 

 آزمون کشت متقابل 

، Nigrospora oryzae قارچسه سرعت رشد پرگنه 

Chaetomium globosum  وConiolariella limonispora 

بسیار بیشتر از پرگنه قارچ بیمارگر می باشد، بطوریکه 

روز بعد از کشت، پرگنه قارچ بیمارگر را  1تا  9پس از 

پوشانده و ضمن اشغال محل رشد و مصرف غذای مورد 

نیاز بیمارگر، روی هیف های آن رشد می کنند. در بررسی 

میزان بازدارندگی رشد پرگنه بیمارگر با روش آزمون 

ل مشاهده شد که سرعت رشد پرگنه قارچ کشت متقاب

آنتاگونیست با میزان بازدارندگی از رشد رابطه مستقیم 

 Nigrospora قارچسه  قارچ اندوفیت، 40از بین دارد. 

oryzae ،Chaetomium globosum  وConiolariella 

limonispora  از رشد بازدارندگیبیشترین میزان 

به طوری که پس  را موجب شدند. V. dahliae میسلیومی

طور کامل  از سه تا پنج روز پرگنه قارچ بیمارگر را به

 (. 4)شکل احاطه کردند 

 



 409 ...در کنترل بیولوژیک بیماری گیاهی های اندوفیت قارچ ارزیابی برخیو همکاران:  زراعتکار 

حرف با  ها میانگین .آزمون کشت متقابلهای اندوفیت در قارچ توسط Verticillium dahliaeبیمارگر درصد بازدارندگی از رشد  -4شکل 

 %(1مشترک اختلاف معنی داری با هم ندارند )دانکن 
Figure 1- Inhibition percentage of Verticillium dahliae growth by endophytic fungi in dual culture experiment. 

The means with the same letter are not significantly different (Dun. 5%). 

 

در   های اندوفیت قارچهای فرار  اثر متابولیت

 V. dahliaeجلوگیری از رشد پرگنه قارچ 
ارچ ــه قـــدایـد که جــی دهـان مـج نشـایـنت

Nigrospora oryzae ی ــت بازدارندگــالیـرین فعـــبیشت

 Coniolariella limonisporaی ــارچـــه قــدایــو ج

 دـــدگی را دارا هستنـازدارنـــت بــالیــکم ترین فع

 (.4جدول)

 

 Verticilliumزنی میکرواسکلروت میزان جوانه

dahliae های اندوفیتدر تعامل با قارچ 

با  هااندوفیت یک هفته از تقابل پس از گذشت

و پر شدن تشتک شاهد از  V. dahliaeمیکرواسکلروت 

تعداد  کرده، زنی جوانه های میکرواسکلروت

جوانه زده در تیمارها شمارش شد های  میکرواسکلروت

 .(2)جدول 

  .Verticillium dahliaeبیمارگر پرگنه قارچ بازدارندگی از رشد شعاعی در  های اندوفیت های فرار قارچ اثر متابولیت -4جدول 
Table 1- The effect of volatile metabolites of endophytic fungi in inhibition of colony radial growth of the 

pathogenic fungus Verticillium dahliae. 
Inhibition (%) Antagonistic fungi 

76a Nigrospora oryzae 

55b Chaetomium globosum 

46c Coniolariella limonispora 

 %(1میانگین های با حرف مشترک اختلاف معنی داری با هم ندارند )دانکن 

The means with the same letter are not significantly different (Dun. 5%).

 
 ،Verticillium dahliaeهای اندوفیت منتخب بر جوانه زنی میکرو اسکلروت قارچ  اثر قارچ -2جدول

Table 2- The effect of selected fungal endophytes on germination of V. dahliae fungus microsclerotium. 

Inhibition (%) Antagonist 

70 Nigrospora oryzae 

65 Chaetomium globosum 

50 Coniolariella limonispora 
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های قارچ توسطتوان تولید مواد ضد قارچی 

 اندوفیت
های اندوفیت و قارچ بیمارگر در محیط با بررسی قارچ

های توسط بینوکلر مشاهده شد که میسلیوم PDBکشت 

های در تماس با قارچ Verticillium dahliaeقارچ 

و تخریب  در مقایسه با تیمارهای شاهد بد شکلاندوفیت 

-در تعامل با سلول V. dahliaeهای اند. رشد میسلیومشده

های هر کدام از سه قارچ اندوفیت به صورت ضعیف بوده 

است. این مشاهدات احتمال تولید مواد ضد قارچی توسط 

 آورد. سه جدایه اندوفیت را به وجود می

 

تولید  اییتوانیتینازی و ، فعالیت کفعالیت سلولازی

  های اندوفیتتوکسین جدایه
هر سه جدایه اندوفیت قادر براساس نتایج به دست آمده 

صورت کیفی بودند   به تولید آنزیم های سلولاز و کیتیناز به

 .توانایی تولید توکسین را نداشتند ها آنک از ی  هیچو 

  های اندوفیتاکسین توسط جدایههورمون تولید 
ترکیب شد  با معرف سالکوسکیهای اندوفیت  محلول قارچ

 اندوفیت مشاهده شد که قارچهر سه تغییر رنگ محلول و 

جدایه قارچی می باشد. این بیانگر تولید اکسین توسط 

 های آنتاگونیستسپس میزان تولید اکسین توسط جدایه

  .(9)جدول د محاسبه گردی

یومی پژمردگی ورتیسیل توانایی کنترل بیماری

 در شرایط گلخانههای اندوفیت توسط قارچ
کاهش شدت  باعثقارچ اندوفیت در این بررسی هر سه 

در مقایسه با شاهد  V. dahliaeبیماری ناشی از بیمارگر 

های شاهد آلوده به بیمارگر در . تکرارشدند( مارگری)ب

 .N و قارچ % علائم بیماری را از خود نشان دادند72حدود 

oryzae  کاهش شدت علائم بیماری بیشترین میزان

 را در مقایسه با شاهد از خود نشان داددرصد(  04/07)

 .(2)شکل 

 

 های اندوفیت.قارچ توسطتولید هورمون اکسین میزان  -9 جدول
Table 3- The rate of production of the hormone auxin by endophytic fungi 

 
Antagonist Absorption in 535nm Oxin (mg/l) 

Nigrospora oryzae 

Coniolariella limonispora 

Chaetomium globosum 

0.34 

0.006 

0.002 

17.625 

1.379 

1.185 

 
با حرف  ها میانگین فرنگی در گلخانه.لیومی گیاه گوجهیورتیسهای اندوفیت منتخب بر شدت بیماری پژمردگی ر قارچیاثت -2شکل 

 %(1مشترک اختلاف معنی داری با هم ندارند )دانکن 
Figure 2- Effect of selected endophytic fungi on the severity of Verticillium wilt disease of Tomato plant in 

greenhouse. The means with the same letter are not significantly different (Dun. 5%) 

 

 های رشدی گیاه در گلخانهارزیابی شاخص
مقایسه میانگین اثر سه آنتاگونیست روی صفاتی چون 

آزمون چند براساس  بوته ارتفاع ساقه، ارتفاع ریشه، وزن تر

ها در سطح احتمال پنج تیمار نشان داد که ای دانکندامنه

باشند. براساس مقایسه داری میدارای اختلاف معنی ددرص

 عثبا Nigrospora oryzaeی قارچ ها، جدایهمیانگین

d 

c 

b 

a 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

Nigrospora oryzae Chaetomium globosum Coniolariella limonispora  +شاهد 

P
er

ce
n
ta

g
e 

o
f 

d
is

ea
se

 s
ev

er
it

y 
 

Treatment 



 444 ...در کنترل بیولوژیک بیماری گیاهی های اندوفیت قارچ ارزیابی برخیو همکاران:  زراعتکار 

بیشترین و درصد(  49)بیشترین افزایش ارتفاع ساقه 

درصد( نسبت به گیاهان شاهد  27)ریشه افزایش ارتفاع 

بیشترین تاثیر  N. oryzaeتیمار  چنین هم.. (9-)شکل شد

فرنگی نسبت  گوجها در افزایش وزن تر گیاه ردرصد(  21)

 (.1-)شکل داشتبه گیاهان شاهد 

 

 
با حرف مشترک  ها میانگین .در شرایط گلخانه فرنگیی گیاه گوجههای اندوفیت منتخب بر طول اندام هوایی و ریشهر قارچیاثت -9شکل 

 %(1اختلاف معنی داری با هم ندارند )دانکن 
Figure 3- The effect of selected endophytic fungi on tomato foliage and root length in the greenhouse condition. 

The means with the same letter are not significantly different (Dun. 5%). 
 

 
با حرف مشترک اختلاف معنی داری با هم ندارند )دانکن  ها نگینمیا فرنگی.های اندوفیت منتخب بر وزن تر گیاه گوجهر قارچیاثت -1شکل 

1)% 
Figure 4- The effect of selected endophytic fungi on tomato fresh weight. The means with the same letter are not 

significantly different (Dun. 5%). 

 

 بحث

های  های اخیر مطالعات نسبتا زیادی روی قارچ در سال

عنوان  های گیاهی و به منظور کنترل بیماری اندوفیت به

کود بیولوژیک برای بهبود رشد گیاهان صورت گرفته 

 ها بیشتر استفاده از اندوفیت دلیل مزایای محققان به است.

 خود را مطالعات بیشتر مصنوعی، هایکش آفت نسبت به

 در اندوفیت هایقارچ های شناسایی پتانسیل بهمعطوف 

. اند گیاهی کرده هایبیماری سرکوب و گیاهان از حفاظت
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 ،سازگاری با گیاه میزبان ازطریقهای قارچی اندوفیت

های ثانویه ی همزیستی و تجمع متابولیتایجاد رابطه

های و تنش ها باعث مقاومت گیاه میزبان به بیماری

به وسیله سازگاری گیاه میزبان با و گردند مختلف می

-زیستی باعث افزایش رشد گیاهان میزبان می های تنش

 و های قارچ  از آمده دست به هایموفقیت از . برخیگردند

) & Gautam هستند دسترس در آنها هایمتابولیت

)Avasthi, 2019. مطالعه جیطبق نتا . et alWang 

 تیاندوف یهاقارچ انیاز م N. oryzae، قارچ (2014)

را  V. dahliae یومیسلیممانعت از رشد م زانیم نیشتریب

Khiareddine -Jabnounشاهد داشت.  ماریبا ت سهیدر مقا

2009) ,.et al)، های گونه تاثیر Trichoderma رشد روی 

 .V میکرواسکلروت زنی جوانه مهار میسلیوم و شعاعی

dahliae های جدایهکردند.  بررسی شاهد با مقایسه را در 

Trichoderma sp. میسلیوم مهار رشد باعث V. dahliae 

کشت متقابل، کاهش در صد جوانه زنی  در

میکرواسکلروت و از بین رفتن تدریجی رنگ تیره 

در تقابل میکرواسکلروت  V. dahliae بالغ میکرواسکلروت

V. dahliae  و جدایه هایTrichoderma sp.  شدند. در

، Nigrospora oryzaeاین پژوهش سه گونه 

Chaetomium globosum  وConiolariella limonispora 

شدند. مکانیسم  V. dahliaeسبب ممانعت از جوانه زنی 

عمل فوق بنظر می رسد بدلیل تولید آنزیمهای برون 

سلولی از جمله سلولاز و کیتیناز و همچنین 

مایکوپارازیتیسم باشد که برای روشن تر شدن نیاز به 

های تکمیلی از جمله بررسی تولید آنزیم گلوکوز آزمون

 سمیمکان کی ییزا اسکلروت از ممانعتاکسیداز می باشد. 

 تیکه فعال رایباشد، ز یم V. dahliae وکنترلیبمهم در 

 در V. dahliae اولیه نوکلومیا کاهش باعث ها ستیگوناآنت

 مانند ایچرخه کی یها یماریب در. شود یم خاک

 با ارتباط در یماریب شدت یومیلیسیورت یها یپژمردگ

 ییتوانا کاهش نیبنابرا باشد، یم خاک در هیاول نوکلومیا

 کاهش به منجر تواند یم خاک در کرواسکلروتیم ستنیز

(. Fahima & Henis, 1995) شود یماریب وقوع توجه قابل

 یینااتو کاهش،  Fravel & Roberts (1991) مطالعات در

در تقابل آن با  V. dahliae کرواسکلروتیزنده ماندن م

 دازیاکس گلوکز میآنز دیتول لیبه دل T. flavus ستیآنتاگون

بوده است. به طور مشابه استوز و همکاران  یخارج سلول

. (1996)et alStosz  ، یزن که ممانعت از جوانه افتندی 

 دازیگلوکز اکس دیتول لیبه دل V. dahliae کرواسکلروتیم

 ستیقارچ آنتاگون سه ییتوانا یمنظور بررس به بوده است.

 ،یسلول وارهیکننده د بیتخر یها میآنز دیدر تول

و سلولاز انجام شد.  نازیتیک یها میآنز دیتول یها آزمون

قارچ  سههر  یها یهاله شفاف اطراف کلن مشاهده

و  نازیتیک یها میآنز دیتول ییتوانا انگریب ستیآنتاگون

 دیتول توان سنجشها بود.  قارچ نیسلولاز توسط ا

 یابیارز یبرا یسلول وارهید کننده بیتخر یها میآنز

 اهیگ رشد بهبود اثرات و مارگرهایب وکنترلیب لیپتانس

کیتیناز در سرکوب فعالیت . باشد یم یضرور انبزیم

بیمارگرهای گیاهی به طور مستقیم نقش دارند و دارای 

ها هستند.  توانایی تخریب دیواره سلولی قارچ ها و اامیست

 هاست، قارچ یسلول وارهید عمده بیترک که نیتیک

 مارگریب مهار ییتواناو  باشد یم نازیتیک میآنز یسوبسترا

 نازیتیک دیتول به وطمرب است ممکن ها ستیآنتاگون توسط

تواند  آنزیم سلولاز می نیهمچن (Gao et al., 2010). باشد

مستقیم از طریق فعالیت مایکوپازایتیسمی و  طور غیر به

کننده دیواره  اتصال قارچ به دیواره و سنتز آنزیم تجزیه

 Murashima et) سلولی، در بهبود رشد گیاه موثر باشد

al., 2003). 

قارچ  سهتوسط  نیاکس دیتول زانیم قیتحق نیا در

 021/47 با N. oryzaeشد که قارچ  یبررس تیاندوف

 و کرده دیتول را نیاکس زانیم نیشتریب تریل بر گرم یلیم

 .Cو قارچ  979/4 میزان C. limonispora قارچ

globosum هورمون را  نیا تر،یل بر گرم یلیم 481/4 زانیم

 نیتر از مهم یکیبه عنوان  نیاکس دیکردند. تول دیتول

شده با  حیتلق اهانیعملکرد در گ شیعوامل افزا

محرک رشد شناخته شده است.  یها سمیکروارگانیم

کنند، به مراتب  یم دیتول یشتریب نیکه اکس ییها هیجدا

رشد  زانیو بالتبع در م شهیر یدر مورفولوژ یشتریب ریتاث

 ایکنند  ینم دیتول نیکه اکس ییها هینسبت به جدا اهیگ

) et alAchouak ,.کنند، دارند  یم دیتول یکمتر نیاکس

 یماریباعث کاهش شدت ب تیهر سه قارچ اندوف .(2004

 طیشرا در یفرنگگوجه اهیگ یومیلیسیورت یپژمردگ

در  N. oryzae یشگاهیآزما جینتا طبق. شدند یاگلخانه

 یها تیمتابول دیتول کرواسکلروت،یم یزن ممانعت از جوانه

 تینسبت به دو اندوف نیاکس هورمون دیتول زانیمفرار و 

کنترل  زانیم نیشتریداشت و ب یعملکرد بالاتر گرید

اثر در بهبود  نیشتریو ب یومیلیسیورت یپژمردگ یماریب
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 Nigrospora قارچ. شد سببرا  یفرنگ گوجه یصفات رشد

sp. مانند ویواکتیب هیثانو یهاتیمتابول از یقو یمنبع 

 یهالاکتون و ییایضدباکتر یهانیتروتروفین فومالکتون،

 یدارا قارچ نیا استات لیات عصاره. باشدیم کیتوتوکسیف

 یکروبیم  ضد تیفعال. باشدیم یقو یدانیاکس یآنت تیفعال

وجود  علتبه است ممکن قارچ نیا یدانیاکس یآنت و

 ,Pawle & singh) باشد هانونیآنتراک ای یفنول باتیترک

 خاکزاد یمارگرهایب کیولوژیب کنترل ییکارا.(2014

مانند  یمختلف عوامل به Verticillium یها گونه مخصوصا

 قارچ توسعه زانیم شده، جادیا یستیآنتاگون رابطه قدرت

کنترل عامل ییتوانا و زبانیم اهیگ زوسفریر در مارگریب

 اهیگ ینیزم ریز یهابافت کردن زهیکلون در یماریب کننده

) Tjamos دارد یبستگ مارگریب یآلودگ از یریجلوگ یبرا

., 2000)et al. و توسعه زانیماز  یآگاه یبرا بیترت نیبد 

ریزوسفر،  منطقه در پژمردگی ورتیسیلیومی یماریب شدت

 و V. dahliae نیب یکروبیم تعاملات یمطالعهبه  ازین

 مطالعه نیهمچن. باشدیمدر این منطقه  هاستیآنتاگون

 یپژمردگ یوکنترلیب یندهایفرا در لیدخ یهاسمیمکان

 یم تیاهم حائز هاستیآنتاگون نیا توسط یومیلیسیورت

 .  باشد

گونه تعارض منافع توسط نویسندگان وجود  هیچ

 .ندارد
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