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  چكيده

باكتري،  قارچ و ضد توليد عوامل ضد، هاتوليد فيتوهورمونطريق ها هستند كه از  هاي اندوفيت گروه مهمي از باكتري باكتري
هـدف از  . شـوند  ميزاي گياهي  باعث مهارزيستي عوامل بيماري، القاي مقاومت سيستميك ميزبان و غذايي توليد سيدروفور، رقابت

 .Clavibacter michiganensis subspپژمردگـي يونجـه   هاي اندوفيت با اثر آنتاگونيستي عليه عامـل  اين پژوهش دستيابي به جدايه

insidiosus هـاي   هـاي انجـام شـده، جدايـه     بـرداري  ظـور انجـام ايـن پـژوهش طـي نمونـه      من به .در شرايط آزمايشگاهي و گلخانه بود
هـا عليـه بـاكتري     ثير آنتاگونيستي جدايـه أسپس در شرايط آزمايشگاه، ت. باكتريايي از مزارع يونجه در استان همدان جداسازي شدند

تشـكيل  و Nutrient Agar ط كشـت  اي در محـي  در شرايط آزمايشگاهي به روش كشت سه نقطه. شد  بررسي پژمردگي يونجه عامل
ميـانگين بـا    ةو مقايسSAS  هاي حاصل با استفاده از نرم افزار داده .شد تكرار انجامسه تصادفي با  بازدارنده در قالب طرح كاملاً ةهال

ازدارنـده شـش   ب ةهاي آزمايشگاهي، هشت جدايه كه داراي ميانگين قطر هال ـ بر اساس بررسي. داي دانكن آناليز شآزمون چند دامنه
هـاي باكتريـايي در كنتـرل توسـعه      در شرايط گلخانـه ارزيـابي اثـر جدايـه    . اي انتخاب شدند هاي گلخانه متر بودند، براي بررسي ميلي

توان كنترل بالايي داشتند؛  56و   8هاي  نتايج نشان داد كه جدايه. گيري فاكتورهاي رشدي يونجه بررسي شد بيماري از طريق اندازه
  هژن كدكننـــد. موجـــب افـــزايش فاكتورهـــاي رشـــدي گيـــاه شـــدند% 1هـــا در ســـطح احتمـــال  اي كـــه ايـــن جدايـــه گونـــه بـــه

 16s rRNAتـرين درصـد بازدارنـدگي را در    هايي كـه بـيش  نتايج نشان داد كه جدايه. هاي نماينده تكثير و تعيين توالي شدند جدايه
ــه جــنس    ــوط ب ــتند، مرب ــه داش ــگاه و گلخان ــرايط آزمايش ــاي ش ، Bacillus subtilis ،Pseudomonas sp. ،Escherichia coliه

Sphingomonas paucimobilis  وPaenibacillus glycanilyticus ــد ــاكتر .بودنـ ــاي يبـ ــدوفيت  هـ و  Bacillus subtilisانـ
Sphingomonas paucimobilis رشدي گيـاه   هاياي كه در اكثر ويژگيگونه به. ندداراي عملكرد مناسب عليه باكتري بيمارگر بود

توانــد ناشــي از توليــد طيــف وســيعي از مــيثير أتــ ايــن. ندتــرين تــأثير را داشــت از جملــه وزن تــر، وزن خشــك و ارتفــاع بوتــه بــيش
ها در مهار زيستي بيماري پژمردگي باكتريايي در شرايط آزمايشگاهي و گلخانـه و   جدايهها و القاي مقاومت سيستميك  بيوتيك آنتي

  .هاي خاكزاد باشد تواند نويدي در مديريت و مهار زيستي  بيماري شدي گياه باشد؛ نتايج حاصل ميافزايش فاكتورهاي ر
 اندوفيت، آغازگر، بازدارندگي، پژمردگي باكتريايي يونجه :هاي كليدي واژه

 
  مقدمه

رويـه از سـموم شـيميايي و     بـي  ةدليـل اسـتفاد   امروزه بـه 
ديگـري از  هـاي  ها بر محيط زيسـت، روش  منفي آنثيرات أت

كه محيط زيست  جمله استفاده از موادي كه بتوانند بدون اين
ــت تـ ـ ــي    أرا تح ــر م ــه نظ ــروري ب ــد ض ــرار دهن ــد ثير ق   رس

)Prabhat et al., 2013 .( هـاي  از اين رو، استفاده از بـاكتري
توانـد تـوان قابـل تـوجهي بـراي كنتـرل عوامـل         اندوفيت مي

داده كـه   متعـدد نشـان   هـاي  پـژوهش  .زا داشـته باشـد   بيماري
د و هـاي انـدوفيتي بـه نفـع گياهـان هسـتن      بسياري از جمعيـت 

شــوند  مــيتثبيــت نيتــروژن  از طريــقتحريــك رشــد موجــب 
)Hurek et al., 1994 .( هاتوليد فيتوهورمونهمچنين باعث ،

ريشـه، از طريـق    ةهـاي گيـاهي در ناحي ـ  مهار زيستي بيمارگر
ــد ســيدروفو   ــد عوامــل ضــدقارچ و ضــدباكتري، تولي ر، تولي

رقابت غذايي، القاي مقاومت سيستميك ميزبان و ايمني و يـا  
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ــدني    ــواد معـ ــودن مـ ــترس بـ ــزايش در دسـ ــي افـ ــوند مـ   شـ
)Sturz & Nowak, 2000.(  هـا  ايـن بـاكتري  طـور كلـي    بـه

ــزايش ر   ــث اف ــت باع ــن اس ــرخ   ممك ــزايش ن ــاه، اف ــد گي ش
زنــي، زيســت تــوده، ســطح بــرگ، ميــزان كلروفيــل،   جوانــه

يشه و سـاقه، عملكـرد و تحمـل بـه     نيتروژن، پروتئين، طول ر
. شـوند  تنش غيرزنـده ماننـد خشـكي، سـيل، شـوري و غيـره      

طـور   تواننـد رشـد گيـاه را بـه    هاي گياهي مـرتبط مـي  باكتري
انحـلال   و مستقيم از طريق تثبيت بيولوژيكي نيتـروژن، توليـد  

فسفات، مهار ارتقـاي بيوسـنتز اتـيلن را در پاسـخ بـه اسـترس       
غيرمستقيم بـا ايجـاد مقاومـت بـه     طور  به و يا زنده يا غيرزنده

). Bhattacharyya & Jha, 2012( افزايش دهندعامل بيمارگر 
اي در ايـران و بسـياري از نقـاط     ترين گيـاه علوفـه  يونجه مهم
دليل بالا بودن ارزش غذايي و امكان  اين گياه به. جهان است

اي مشـهور  هاي مختلف به ملكه نباتات علوفهكاشت در اقليم
هـاي  يونجه داراي آفات و بيمـاري ). Mueller, 2007(است 

هـاي مهـم يونجـه كـه باعـث      متعددي است؛ يكي از بيمـاري 
شود پژمردگي باكتريايي زياد مي كاهش عملكرد و خسارت

توسط  1925اين بيماري براي اولين بار در سال . يونجه است
ايـن بيمـاري   ). McCulloc, 1925(مك كالوچ گزارش شد 

شـيلي، اسـتراليا، امريكـا،    : ماننداز كشورهاي مختلفي  تاكنون
نيوزلند، جمهوري چك، يونـان، برزيـل، عربسـتان، كانـادا و     

عامــــل ايــــن بيمــــاري . تــــونس گــــزارش شــــده اســــت
 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosusبـاكتري 
هاي آلوده به باكتري رنگ سبز مايل به زرد دارند بوته. است

بـارزترين  . هاي سالم قابل تشخيص هسـتند ز بوتهو به راحتي ا
هاي جانبي  هاي گياهان آلوده شامل كوتاهي قد، ساقهويژگي

دهـد، كـاهش   گيـاه مـي   فراوان كـه حالـت جاروجـادوگر بـه    
زمـاني كـه   . هـا رو بـه بـالا اسـت     ارتفاع گياه، پيچش برگچـه 

اصـلي بـه زرد يـا     ةكند ريشبيماري روي گياه توسعه پيدا مي
دهد كه با برش عرضي قابل رنگ، تغير رنگ ميي كماقهوه

هـاي بيمـاري   باكتري فوق مانند اكثـر بـاكتري  . مشاهده است
ســاكاريد توليــد  پلــي زاي خــاكزاد، درون گيــاه نــوعي اگــزو

دهنـد  اي انجـام مـي   كند كه اعمـال بيولـوژيكي چندگانـه    مي
)Jahr et al.,1999( .ساكاريد يك زمينه اشباع  پلي اين اگزو
عنوان يك حفـاظ در   كند كه به آب دور باكتري ايجاد مي از

 ,Leigh & Coplin(كنــد  برابــر دهيدراتاســيون عمــل مــي

هـاي گيـاهي،   در برهمكنش عامل بيمـاري بـا سـلول   . )1992
هــا و ســاكاريدها بــا جلــوگيري از فعاليــت لكتــين پلــي اگــزو

زا توســط سيســتم  هــا، از تشــخيص عامــل بيمــاريآگلــوتينين
. (Kiraly et al., 1997) كننـد  ه جلـوگيري مـي  دفـاعي گيـا  

سـاكاريدها در چسـبيدن بـاكتري بـه      پلـي  همچنين اين اگـزو 
كننـد و باعـث پيشـرفت     سطوح زنده و غيرزنـده كمـك مـي   

ــده   ــان شــ ــاه ميزبــ ــي در گيــ ــكيل كلنــ ــودگي و تشــ   آلــ
  كـــه بـــراي پيشـــرفت و گســـترش بيمـــاري لازم اســـت     

)Bermpohl et al., 1996 .(بـا   ها احتمـالاً ساكاريد پلي اگزو
نيروي چسبندگي و وزن مولكولي بالا باعث ايجاد تنش آبي 

ها در پيشرفت همين دليل وجود آن به. شود شديد در گياه مي
بــاكتري . (Fulkerson, 1960)بيمــاري پيشــنهاد شــده اســت 

هاي ريشه و طوقه كـه در   از طريق زخم عامل بيماري معمولاً
ز طريق انتهاي بريـده شـده   اثر سرما يا خسارت حيوانات، يا ا

ــاقه ــي    س ــاه م ــرا وارد گي ــا چ ــر درو كــردن ي ــا در اث ــوند ه   ش
)Samac et al., 1998.(  

عنوان عوامـل مهـار زيسـتي وابسـته بـه       ها به اثر اندوفيت
: عوامــل زيــادي اســت كــه برخــي از ايــن عوامــل عبارتنــد از

ويژگي ميزبان، پويايي جمعيت، الگوي كلونيزاسيون ميزبـان،  
حركـت بـه درون ميزبـان و توانـايي القـاي مقاومـت        توانايي

ــتميك  ــته . (Backman & Sikora, 2008)سيس در گذش
چندين باكتري اندوفيت براي تحريك رشد و بهبود سلامت 

، و )Hallmann et al., 1997(اسـت    گياهـان گـزارش شـده   
. همين دليل ممكن است منبع عوامل بيوكنترلي مهمي باشند به

 هاي انـدوفيت  ، توسط باكتريErwinia caratovoraبراي مثال 
، .Pseudomonas spهـاي مختلـف از   متعدد از جمله استرين

Curtobacterium luteum ،Pantoea agglomerans ،
در بلـوط نيـز   ). Sturz & Nowak, 2000(شـود   كنتـرل مـي  

هاي انـدوفيت فعـال بيولـوژيكي عليـه عامـل بيمـاري       باكتري
جــدا شــده  Ceratocystis fagacearumپژمردگــي بلــوط، 

هاي جدا علاوه بر اين استرين). Brooks et al., 1994(است 
آونــد چــوبي  ةاز شــيرBacillus subtilis ي بــاكتري  شــده

ــه      ــدقارچي عليـ ــرات ضـ ــالم اثـ ــوط سـ ــاه بلـ ــان شـ درختـ
Cryphonecteria parasitica      عامـل سـوختگي شـاه بلـوط
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ت، توانـايي  جالب توجه اس). (Wilhelm et al., 1998دارند 
هاي اندوفيت جدا شده از  باكتري ةوسيل مهار رشد بيمارگر به

داخلـي   ةهـاي كلـونيزه كننـد    هاي سيب زمينـي، بـاكتري   غده
هـاي  كلونيزاسيون از ميزبان. دهدگياهان ميزبان را كاهش مي

  هــا گــزارش هــاي مختلــف از انــدوفيت   متعــدد بــا گونــه  
  و Pseudomonas putida 89B-27بـراي مثـال   . شده اسـت 

 Serratia marcescens 90-166  با القاء مقاومت سيستميك
موجب كنترل ويروس موزائيك كدوئيان در گوجـه فرنگـي   

اسـتورز و نـوواك   ). et al., 1996 Raupach(و خيار شـدند  
جدايــه باكتريــايي انــدوفيت  192جدايــه از  61دريافتنــد كــه 

ــ ــت  هب ــده از باف ــاقه ســيب دســت آم ــاي س ــل  ه ــي، عوام زمين
 .Clavibacter michiganensis subsp بيوكنترلي مؤثر عليه 

spedonicus  بودنــد)Sturz & Nowak, 2000 .( در يــك
انـدوفيت   15بررسي ديگر، اسـتاچكويچ و همكـاران، تعـداد    

هاي ضدعفوني سـطحي شـده   هاي ريشهريزوبيال از گره غير
ها را به درون يونجـه و  هاي نفوذ آنيونجه جداسازي و زمينه

مـورد بررسـي    Sinorhizobium meliloti ها بـا زيستي آن هم
هـاي   هـاي شناسـايي شـده از بـاكتري    قرار دادند كـه اسـترين  

Bacillus megaterium،Brevibacillus chosiensi   و
Microbacterium trichothenolyticum  ــدند ــي شـ معرفـ

(Stajkovich et al., 2009) . متقابل گيـاه و ميكـروب در   اثر
ارتقاء توسعه و سلامت گيـاه موضـوعي مـورد توجـه      راستاي

چالش و هدف اصـلي ايـن اسـت كـه مـا بتـوانيم        .بوده است
ــاهي توســط     ــيون گي ــع كلونيزاس ــه نف ــي را ب ــع ميكروب جوام

تواند زمـاني كـه   اين امر مي. هاي مفيد مديريت كنيمباكتري
يك دانش و آگاهي بهتـر در مـورد اكولـوژي و اثـر متقابـل      

جا كـه    از آن. ا به دست آمده باشد، عملي شودهمولكولي آن
هاي ديگـر   بيماري پژمردگي يونجه در همدان و برخي استان

شيوع داشته و تـاكنون بررسـي جـامعي در ايـن مـورد انجـام       
نشده است، هدف از اين تحقيق تعيـين ميـزان بازدارنـدگي و    

فيـت يونجـه بـر بـاكتري عامـل      هـاي انـدو   اثر كنترلي باكتري
در  Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus پژمردگي

  .نظر گرفته شد
  

  ها مواد و روش
هـاي   شناسايي بـاكتري  نمونه برداري، جداسازي و

  اندوفيت
برداري از شهرهاي مختلف استان همدان شـامل   نمونه

فامنين، بهار، امزاجرد، ملاير، كبودرآهنگ و رزن در بهـار و  
ــهنم. صــورت گرفــت 1392تابســتان  ــه ون ــرداري ب صــورت  ب

در . تصــادفي بــا حركــت در قطــر مــزارع يونجــه انجــام شــد 
هاي تازه و سالم پيش از  نمونه از برگ 60-70مجموع تعداد 

بـراي جداسـازي بـاكتري ابتـدا بـراي      . دهي برداشت شد گل
مدت يك دقيقـه   بهيك گرم برگ يونجه ضدعفوني سطحي 

ده و سـپس  قـرار دا  )وايـتكس  ماده تجاري( %1آب ژاول در 
خـارج   كـاملاً  آنبقايـاي  تا  شويي شدند آبچند بار  ها نمونه
ليتـر   ميلـي  50برگ را خرد كرده و در پس از آن نمونه  .شود

دقيقـه   20-30مـدت   ژلاتـين بـه  % 1آب مقطر استريل حـاوي  
) NA )Merck- Germany روي محــيطو مخلــوط نمــوده  

) Merck- Germany( مخمـر ه عصـار در ليتر گرم حاوي يك 
هـا از هـر   پس از رشد كلنـي . خطي كشت داده شد صورت به

صورت چمني در پتـري جديـد    پتري يك كلني برداشته و به
ها، از هر تيـپ كلنـي يـك    كشت داده و پس از رشد باكتري

هـا از  داري بـاكتري بـراي نگـه  . داري شد نمونه خالص و نگه
سـاعته بـاكتري سوسپانسـيوني در آب مقطـر تهيـه       24كشت 
اي دردار ريختـه و در   ليتر در ظروف شيشه و يك ميليكرده 

. هاي حاوي بـاكتري در يخچـال قـرار داده شـدند     نهايت لوله
داري طولاني مدت در گليسـرول  ها براي نگههمچنين جدايه

هــاي فنــوتيپي و ويژگــي. داري شــدند درون فريــزر نگــه% 10
ق آزمون فـو : هاي زير انجام شدها با روشبيوشيميايي جدايه

، آزمـون  (Klement et al., 2001)حساسيت روي شمعداني 
، رشـد در نمـك طعـام    (Kovacs, 1956)كاتـالاز، اكسـيداز   

(Schaad et al., 2001) آزمون ،KOH 3%دانـه   ، توليد رنگ
ــد رنــگYDCزرد روي  ــه فلورســنت روي محــيط   ، تولي دان
King B )Merck, Germany( ، ،آزمون آرژنين دي هيدرولاز

ــواز  ــد ه ــوازي رش ــي ه ، )Hugh & Leifson,1953( ي و ب
ــوان   ــدروليز نشاســته، تســت ل   ،(Schaad et al., 2001)هي
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Rot of potato كشت روي ،EMB )Merck, Germany(  و
دانه سبز متاليـك، اسـتفاده از سـيترات، هيـدروليز      توليد رنگ

هـا بـا اسـتفاده از محـيط     ژلاتين و توليد اسيد از كربوهيدرات
  ).Schaad et al., 2001(م شد پايه آير انجا

نمونه برداري و جداسازي عامل بيماري پژمردگي 
  باكتريايي يونجه

هاي گيـاهي مشـكوك بـه آلـودگي پژمردگـي       از نمونه
هـاي  نمونـه . صورت تصادفي نمونه برداري شـد  باكتريايي، به

آوري شده براي جداسـازي بـاكتري عامـل بيمـاري بـه      جمع
هـاي آلـوده ابتـدا بـا آب مقطـر      هبوت. آزمايشگاه منتقل شدند

شسته شدند و پس از خشك شدن، بافت آلوده در آب مقطر 
دقيقه سوسپانسيون حاصـل   10-15استريل خرد شد و پس از 

 ةحــاوي يــك گــرم در ليتــر عصــار NAروي محــيط كشــت 
ها براي رشد به انكوباتور منتقـل  نمونه. مخمر كشت داده شد

زا بـه رنـگ زرد   بيماري هاي باكتريو پس از چند روز كلني
  .مايل به نارنجي جداسازي شدند

  )زايي آزمون بيماري(تلقيح باكتري به ميزبان گياهي 
 ةيونج ـ ةگياهچ ةپاييني سيستم ريش ةبراي اين منظور نيم

. هفت روزه رقـم همـداني بـا اسـكالپل اسـتريل برداشـته شـد       
هـاي باقيمانـده در سوسپانسـيون بـاكتري مشـكوك بــه       ريشـه 

عنـوان شـاهد    ساعت خيسانده شده و آب مقطر به مدت يك
 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus ومنفـي  

. عنوان شاهد مثبت اسـتفاده شـد   عامل بيمارگر شناخته شده به
ســاعت  12نــوري  ةگياهــان در شــرايط كنتــرل شــده بــا دور

 .روز رشد كردنـد  35 تاريكي به مدت ساعت 12روشنايي و 
روز از بوته  35 و 28، 21 ،14 ،10 ،7پس از   رگهاي ب نمونه

جدا و پس از ضدعفوني سطحي در مقدار بسـيار كمـي بـافر    
ــفات  ــدند  )PBS(فسـ ــانده شـ ــن    .خيسـ ــوپ از ايـ ــك لـ يـ

آگار با آنتي بيوتيك، پخـش   TBYسوسپانسيون روي سطح 
ــرار داده شــد ةدرجــ 22و در  روز  4-6 پــس از. سلســيوس ق

ــي ــيون كلنـ ــابه انكوباسـ ــاي مشـ ــد هـ ــاتوژن رشـــد نمودنـ   پـ
(Vichova & Kozova, 2004).  

هاي اندوفيت روي بررسي اثر آنتاگونيستي باكتري
 .Clavibacter michiganensis subspباكتري بيمارگر

insidiosus )روش بخار كلروفرم(  

هـا در توليـد   هاي توانـايي آنتاگونيسـتي جدايـه    آزمايش
فيـت و  اي انـدو ه ـبيوتيك و مواد بازدارنده بـين بـاكتري  آنتي

باكتري عامل بيمـاري در شـرايط آزمايشـگاهي روي محـيط     
اي و بخار كلروفرم انجـام  روش كشت سه نقطه به NAكشت 

براي بررسي اثر متقابل، از كشت  .(Ryan et al., 2004)شد 
ــه   ســاعته بــاكتري  48-24 ــد؛ ب ــا اســتفاده ش ــه   ه طــوري ك

ت اي روي محـيط كش ـ صـورت لكـه   هاي اندوفيت به باكتري
NA سـاعت در   48-72مـدت   هـا بـه  نمونه. كشت داده شدند

هـا را   هـا، آن داري شدند، پس از رشد بـاكتري  انكوباتور نگه
پـاك كـرده و سـپس    % 96آغشـته بـه الكـل     ةبا استفاده از پنب

صورت وارونـه قـرار داده و يـك قطـره كلروفـرم       پتري را به
 دقيقــه در پتــري را 20روي در پتــري ريختــه شــد و پــس از  

دقيقه در زير هـود هـوادهي انجـام     20-30مدت   برداشته و به
در طول  :OD 1/0سپس سوسپانسيون باكتري بيمارگر با . شد

ليتــر از  نــانومتر تهيــه شــده و بــه ميــزان يــك ميلــي 600مــوج 
سوسپانسيون بـاكتري بيمـارگر روي محـيط ريختـه و سـپس      

. داري شـد صورت يكنواخت پخش و درون انكوباتور نگه به
ــس از  ــه  48-72پ ــر جداي ــاعت اث ــدوفيت توســط   س ــاي ان ه
در نمونـه شـاهد   . گيري قطر هاله بازدارنده بررسي شـد  اندازه

جاي باكتري آنتاگونيست يا سوسپانسيون باكتري بيمـارگر   به
اين آزمون در قالـب طـرح   . از آب مقطر استريل استفاده شد

ــاملاً ــه تكــرار انجــام شــد   ك ــراي انتخــاب . تصــادفي در س ب
ــراي يــهجدا ــه انجــام بررســي هــاي مناســب ب اي،  هــاي گلخان

اي دانكـن مـورد    ها از طريق آزمـون چنـد دامنـه    ميانگين داده
  .ها انتخاب شدند مقايسه قرار گرفت و نماينده

  اي گلخانههاي  آزمايش
  گياه كشت بستر ةتهي

سازي خاك، از مخلوط ماسه، كود حيـواني   براي آماده
ابتـدا  . اسـتفاده شـد   2:1:2پوسيده و خاك مزرعـه بـه نسـبت    

صـورت   بـه بـه همـرا ماسـه     سـرند شـده  خاك و كود حيواني 
 شـده  رطـوب م تركيب. با هم مخلوط شدند يكنواخت كاملاً

سلسـيوس   ةدرج ـ 70دمـاي   درخاك، ماسه و كـود حيـواني   
ــه ــد   ب ــوكلاو ش ــاعت ات ــدت دو س ــدان. م ــول  گل ــا محل ــا ب ه

ضدعفوني، و پـس از خشـك شـدن    % 10هيپوكلريت سديم 
  .ا مخلوط خاك به ميزان كافي پر شدندب
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هاي آنتاگونيست و بـاكتري   تلقيح باكتري ةماي ةتهي
  بيمارگر

هــاي  جدايــهســاعته  24-48سوسپانســيوني از كشــت  
آب مقطـر اسـتريل    ةوسـيل  ، به:1/0ODآنتاگونيست با غلظت 

غلظـت بـاكتري بيمـارگر    . نانومتر تهيه شد 600در طول موج 
تلقــيح  .دشــتاگونيســت تهيــه  هــاي آنجدايــهنيــز مشــابه  

صـورت آغشـته سـازي بـذر و اضـافه       سوسپانسيون باكتري به
% 2ابتدا بذور با هيپوكلريت سديم . كردن به خاك انجام شد

مــدت پــنج دقيقــه ضــدعفوني شــد و ســپس بــا آب مقطــر  بــه
تعـدادي از  . شستشو شدند تا هيپوكلريت سـديم زدوده شـود  

آنتاگونيسـت انـدوفيت   هـاي   جدايـه بذور تنها با سوسپانسيون 
انـدوفيت، بـا    هـاي  جدايـه تعدادي نيز علاوه بر . آغشته شدند

بـذر   ،منفي شاهددر . باكتري بيمارگر نيز آغشته سازي شدند
مثبـت بــذر و   شـاهد و خـاك تنهـا بـا بـاكتري بيمـارگر و در      
 30مـدت   بذور بـه . خاك تنها با آب مقطر استريل آغشته شد

روي شيكر قرار داده، و سـپس  دقيقه در سوسپانسيون باكتري 
  .به مدت يك ساعت در هواي آزاد قرار داده شد

  گياهكاشت 
پـس  . كاشـته شـد  يونجه همداني بذر  3-5در هر گلدان 

ــاكتري  ــذر، سوسپانســيون ب هــاي آنتاگونيســت و از كشــت ب
 20ميـزان   هـاي مـورد نظـر بـه    بيمارگر به هر كـدام از گلـدان  

 ةهـا بـه انـداز    آن گلـدان  پس از. به خاك اضافه شدليتر  ميلي
از گذشـت   پس.منظم آبياري شدندصورت  بهظرفيت زراعي 

هاي رشد يافتـه برداشـت شـد و     روز چين اول بوته 45حدود 
هـا را از خـاك بيـرون     هفته پـس از رشـد مجـدد، بوتـه     چهار

آورده و فاكتورهاي طول ريشه، طول سـاقه، وزن تـر سـاقه و    
عنـوان   بـه . گيـري شـد   ريشه، وزن خشك ساقه و ريشه اندازه

شاخص بيماري و رشد نيز فاكتور شادابي مورد بررسـي و بـا   
اين آزمـايش در  . سيستم نمره دهي مورد ارزيابي قرار گرفت

هاي كامل تصـادفي بـا سـه تكـرار انجـام و       قالب طرح بلوك
در قالب  SAS نرم افزار  4/9نسخه نتايج حاصل با استفاده از 

ميـانگين تيمارهـا بـا اسـتفاده از     . دشفاكتوريل تجزيه  آزمون
  .اي دانكن مقايسه شد آزمون چند دامنه

هاي اندوفيت جدا شـده   جدايه از DNAاستخراج 
  PCRاز يونجه و انجام واكنش 

مـورد نظـر در    جدايـه از باكتري، DNA براي استخراج 
ساعت كه  48-72پس از . كشت داده شد NAمحيط كشت 

بـاكتري را در يـك   هـا رشـد كردنـد، يـك لـوپ از       باكتري
ليترآب مقطر استريل درون ميكروتيوب ريختـه و ميـزان    ميلي
هـا   به آن افزوده شد، سـپس نمونـه  % KOH 5ميكروليتر،  100

پـس از آن  . براي پنج دقيقه در آب جـوش قـرار داده شـدند   
دور در دقيقــه  12000هــا در  مــدت پــنج دقيقــه نمونــه    بــه

فــاز رويــي بــه  ،وژيوژ شــدند، بعــد از اتمــام ســانتريفيســانتريف
 عنـوان  ميكروتيوب استريل ديگري منتقل و بـراي اسـتفاده بـه   

DNA  الگو در واكنشPCR  سلسـيوس   ةدرج -20در دماي
از آغازگرهـاي  PCR بـراي انجـام واكـنش     .داري شدند نگه

. اختصاصي ساخته شده توسط شـركت سـيناژن اسـتفاده شـد    
  .ه شده استاراي) 1(شده در جدول توالي آغازگرهاي استفاده 

  
 16S rRNAآغازگرهاي استفاده شده براي تكثير ژن  - 1جدول

 .هاي باكتريايي جدا شده از يونجه و شناسايي جدايه

Table 1. The 16s rRNA primers used for the 

identification of alfalfa bacterial strains. 
Primer sequence Primer name 
5'TTGCCAAGCCTCGCTCCAAC3'
5' CCGCGTTGTTCCTCGTTCAT3'

PCA2a s 

PCA2b 
5'GGAGCTTGCTCCCTGATGTT3'
5' CACCCAATCATCTGTCCCA 3'

Bacill  sub 16sf s 
Bacill sub 16sr  

5'AGTTTGATCATGGCTCAGATTG3'
5'TACCTTGTTACGACTTCACCCCAG3'

MO f (10f)u 

MO r (1507r) 
U :آغازگر عمومي، S :آغازگر اختصاصي  

U: universal primer, S: specific primer 
  

  هاي تكثير شدهتعيين توالي فرآورده الكتروفورز و
چاهـك   22براي اين كار در ابتدا از يك ژل با ظرفيت 

ــراي بارگــ ــهذاب ــا اســتفاده شــد  ري نمون ــر . ه چهــار ميكروليت
با دو ميكروليتر بافر بارگذاري مخلوط و پس  PCRمحصول 

هـا   هـا در چاهـك   ، نمونـه TBEدر بافر % 1ژل آگارز  ةاز تهي
دستگاه الكتروفورز بـه منبـع تـأمين نيـروي     . ري شدندذابارگ

دقيقـه و   75پـس از  . ولـت متصـل شـد    80ثابـت  برق با ولتاژ 
  متري انتهاي ژل هنگامي كه رنگ بروموفنول بلو به دو سانتي

  



 ... فيت يونجه عليه باكتري بيمارگرهاي اندو بررسي بازدارندگي باكتري :اميدي نسب، خدا كرميان  6

 20مـدت   آميزي بـه  و ژل، براي رنگجريان برق قطع  رسيد،
محلول اتيديوم برومايد با غلظت يك دقيقه در داخل  30الي 
). Sigmon & Larcom, 1996(گرم در ليتر قرار گرفت  ميلي

مـدت يـك دقيقـه بـا آب مقطـر       آميـزي، ژل بـه   پس از رنگ
ــرار گـــرفتن در دســـتگاه      ــو و پـــس از قـ  ســـترون شستشـ

(Uvitec/DM 500)  Gel document    ازآن عكـس بـرداري
 DNA، قطعـات  هـا  نمونـه DNA منظـور تعيـين تـوالي     به. شد

  .فرستاده شد Bioneerتكثير شده به شركت 
  

  نتايج
هاي اندوفيت براي كنتـرل بيمـاري    منظور يافتن جدايه به

هـاي هـوايي گيـاه، در     پژمردگي باكتريـايي يونجـه، از انـدام   
ــوع   ــ 57مجم ــه ب ــد  هجداي ــت آم ــده. دس ــين   نماين ــايي از ب ه

ند داشـت  NA هاي متفاوت روي هاي اندوفيت كه كلني جدايه
هاي بيوشيميايي، فنـوتيپي و مولكـولي    انتخاب و براي آزمون

هاي بيوشيميايي، فيزيولوژيكي  براساس آزمون. استفاده شدند
، .Bacillus spهـاي انـدوفيت    و مورفولوژيكي اغلـب جـنس  

Pseudomonas sp. ،Xanthomonas sp.  وPaenibacillus sp. 
  .تشخيص داده شد

ت آنتاگونيسـتي  خاصـي تايج بررسي آزمايشـگاهي  ن
  هاي اندوفيت جدايه

  انـــدوفيت بـــراي هـــاي از بـــاكتري جدايـــه 57تعـــداد 
ــارگر   ــاكتري بيمــ ــه بــ ــدگي عليــ ــر بازدارنــ ــي اثــ   بررســ

Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus  عامـل ،
اي روي محـيط   پژمردگي يونجه، بـا روش كشـت سـه نقطـه    

ان نتايج نش ـ. )1شكل ( مورد آزمايش قرارگرفت NAكشت 
هاي آنتاگونيست در ميـزان بازدارنـدگي از    جدايهداد كه بين 

ــي   ــتلاف معن ــارگر، اخ ــاكتري بيم ــد ب ــود دارد رش   داري وج
)df: 56, Pr>F: 0.0001(براسـاس ميـزان بازدارنـدگي،     ، كه
تـرين ميـزان بازدارنـدگي     بـيش  .هشت دسته قرار گرفتنـد  در

بــود   Pseudomonas fluorescensهــاي جدايــهمربــوط بــه 
ثيري در بازدارندگي أگونه ت هيچ جدايه نيز شانزده. )2شكل (

  .رشد باكتري بيمارگر نداشتند
  
 

 
يونجه  ةريشهاي اندوفيت جدا شده از  باكتري اثر -1شكل 

  .بازدارندگي از رشد باكتري عامل پژمردگيدر 
Fig. 1. Effect of endophytic bacteria isolated from 

alfalfa on the growth of wilt bacterial agent 
  

 
هـاي   بازدارندگي استرين راتثگروه بندي آماري ا -2شكل 

ــه     ــه عليــ ــده از يونجــ ــدا شــ ــدوفيت جــ ــايي انــ   باكتريــ
Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus.  

Fig. 2. Statistical grouping of the inhibitory effects 

of endophytic bacterial strains isolated from alfalfa 

against Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus. 
  

هـاي   اي اثـر بـاكتري   هـاي گلخانـه   نتايج آزمايش
و شـدت   فاكتورهـاي رشـد يونجـه   اندوفيت روي 

 .Clavibacter michiganensis subspزايــي بيمــاري
insidiosus  

اي  آمـده از آزمـون گلخانـه    دسـت  هب ـهاي  داده ةتجزيبا 
هــاي  مشــخص شــد كــه بــين گياهــان تيمــار شــده بــا بــاكتري

همراه باكتري بيمـارگر در   هاي اندوفيت به و باكتري اندوفيت
  و مثبـت ) تيمار فقط با باكتري بيمارگر( منفي شاهدمقايسه با 
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چنــين  هــم .داري وجــود دارد اخــتلاف معنــي) شــاهد ســالم(
عامـل  مهارزيسـتي  فيت توانايي هاي اندومشخص شد باكتري

در ايـن بررسـي   . بيماري پژمردگي باكتريايي يونجه را دارنـد 
دار شدت بيماري نسبت به شاهد آلوده مشـاهده  كاهش معني

 هـاي  جدايـه اي كه  به گونه ).df: 17, Pr>F: < 0/0001( شد
Pseudomonas sp. و  Sphingomonas paucimobilis 

  .ترين شدت بيماري را داشتند كم
واريـانس اثـر بلـوك بـر      ةنتـايج تجزي ـ  )2( طبق جـدول 

هـاي   جدايـه كارگيري  اثر به. دار نبود ارتفاع گياه يونجه معني
هـا بـا    جدايـه باكتريايي اندوفيت به تنهايي و اثـر متقابـل ايـن    

گياهـان كنتـرل   . دار شـد  معنـي % 1باكتري بيمارگر در سـطح  
) هاي انـدوفيت  جدايهكتري بيمارگر و بدون حضور با( مثبت

ــي  ــرل منف ــط حضــور ( و كنت ــارگر  فق ــاكتري بيم ــاوت ) ب تف
بـا توجـه بـه    . داري در صفت ارتفاع بوتـه نشـان ندادنـد    معني

ــ ــانگين دانكــن  ةمقايس ــهمي ــدوفيت   جداي ــايي ان ــاي باكتري ه
Bacillus subtilis  وPseudomonas fluorescens ترتيب  به

   ).3 شكل(ع بوته را سبب شدند كمترين ارتفاو بيشترين 

  
هاي اندوفيت جـدا شـده از يونجـه بـر      ثير باكتريتأ -3شكل 

  .يونجه ةو ارتفاع بوت ريشهطول  ،ارتفاع ساقه
Fig. 3. Effect of endophytic bacteria isolated from 

alfalfa on the stem length, root length  and plant 

height. 
  

انـدوفيت و بـاكتري    هـاي  جدايـه  بررسي اثـرات متقابـل  
ثير بـاكتري  أبيمارگر نشان داد كه بيشترين ارتفاع بوته تحت ت

Pseudomonas sp.  ــارگر حاصــل  در ــاكتري بيم حضــور ب
در مورد صفت طول ريشه نيـز اثـر بلـوك     ).4شكل(د شو مي

هاي اندوفيت بر صفت طول  بررسي اثر باكتري. دار نبود معني
هــاي  جدايــهن داد كــه كــاربرد هــاي يونجــه نشــا ريشــه بوتــه

 .دار نبـود  باكتريايي در مقايسه با كنتـرل مثبـت و منفـي معنـي    

بر طول ريشه نشـان داد كـه كـاربرد بـه      تأثيرچنين بررسي  هم
همراه باكتري بيمارگر در مقايسـه بـا كنتـرل منفـي اخـتلاف      

ــ .داري نــداردمعنــي ــ ةنتــايج حاصــل از تجزي ثير أواريــانس ت
ت بر طـول سـاقه يونجـه نشـان دادنـد كـه       اندوفي هاي باكتري
 ها جدايهبه تنهايي روي اين صفت مؤثر نبوده و ها  آنكاربرد 

داري در مقايسـه بـا شـاهد نداشـتند      از اين نظر اختلاف معني
ــدول( ــاربرد    ).2 ج ــل ك ــر متقاب ــي اث ــهدر بررس ــاي  جداي ه

باكتريايي به همراه باكتري بيمارگر در مقايسه با كنترل منفـي  
ــت ــي  و مثب ــتلاف معن ــه  اخ ــد؛ ب ــاهده ش ــه   دار مش ــوري ك ط
 Sphingomonasو .Pseudomonas spهــــاي  جدايــــه

paucimobilis  بيشـــترين وPseudomonas fluorescents 
هاي يونجـه   ترين ميزان تأثير را در افزايش طول ساقه بوته كم

  ).4 شكل(هاي باكتريايي داشتند جدايهتلقيح شده با 

  
هـاي انـدوفيت جـدا     قابـل اسـترين  بررسي اثرات مت -4 شكل

همـراه بـاكتري بيمـارگر در صـفات ارتفـاع       شده از يونجه بـه 
  .و ارتفاع كلريشه  ،ساقه

Fig. 4. Interactions among the strains of endophytic 

bacteria isolated from alfalfa and pathogen on 

stem, root and total plant height. 

  
 هـاي  كـارگيري بـاكتري   واريـانس، بـه   ةطبق نتايج تجزي

هاي يونجه اختلاف اندوفيت به تنهايي روي وزن تر كل بوته
معنـي دار بـود   % 1اختلاف در سطح . داري باهم داشتند معني

بيشـترين   .Pseudomonas spجدايه طوري كه  ، به)3جدول(
تأثير را روي وزن تركل داشت و بـا سـاير تيمارهـا اخـتلاف     

تـرين   كـم  6جدايـه  چنـين   هـم . نظر داشـت  داري از اين معني
هـاي يونجـه    ، روي وزن تـر بوتـه  هـا  ميزان را در بين اندوفيت

همـراه   بـه  هـا  بررسـي اثـر متقابـل انـدوفيت    ). 5شكل (داشت 
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هـا نسـبت بـه     جدايـه باكتري بيمـارگر نشـان داد كـه كـاربرد     
ــي   ــتلاف معنـ ــي اخـ ــرل منفـ ــت؛ و  كنتـ ــه داري داشـ جدايـ

Pseudomonas sp. ــور ــيش  در حضـ ــاتوژن بـ ــرين و  پـ تـ
Pseudomonas fluorescents ــم ــل را   ك ــر ك ــرين وزن ت ت

  ).5شكل (داشت 
  

  
تنهـايي در   جدا شده از يونجه بـه  هاي ثير اندوفيتأت -5 شكل

بر وزن تـر كـل، وزن ترسـاقه و     مثبت و منفي شاهدمقايسه با 
  .ريشه

Fig. 5. The effect of endophytes isolated from 

alfalfa compared to positive and negative control, 

on total fresh weight, fresh weight of alfalfa roots 

and shoots. 
  

هـاي انـدوفيت بـر وزن تـر      جدايـه با بررسي نتايج تـأثير  
ريشه يونجه مشخص شد كه به كارگيري اندوفيت به تنهـايي  

هــاي يونجــه در مقايســه بــا كنتــرل مثبــت و منفــي  روي بوتــه
  بررسـي اثـر متقابـل   . داشـت % 1داري در سطح  ختلاف معنيا

  

هاي اندوفيت به همراه باكتري بيمـارگر نسـبت    جدايهكاربرد 
هـاي   جدايـه اثـر  . دار بود معني% 1به شاهد آلوده نيز در سطح 

دار شد  معني% 1اندوفيت به تنهايي، بر وزن تر ساقه در سطح 
سـالم و آلـوده    كار برده شده نسبت بـه شـاهد   هاي به جدايهو 

اثـر متقابـل كـاربرد    . )3جـدول  (داري داشـتند   اختلاف معني
اندوفيت به همـراه بـاكتري بيمـارگر نسـبت بـه شـاهد آلـوده        

 .Pseudomonas spجدايــه داري داشــت و  اخــتلاف معنــي
تــرين اثــر را  كــم Pseudomonas fluorescentsبيشــترين و 

ــتند    روي وزن تـــر ســـاقه يونجـــه در حضـــور پـــاتوژن داشـ
  ).6شكل (

جـدا شـده از يونجـه     هـاي  اثـرات متقابـل انـدوفيت    -6شكل 
وزن تـر سـاقه و ريشـه     وزن تر كـل،  برهمراه باكتري بيمارگر  به

  .يونجه
Fig. 6. Interactions of the endophytes isolated from 

alfalfa with pathogenic bacteria on total fresh 

weight, fresh weight of alfalfa roots and shoots. 
  

  .يونجهطول ريشه و ارتفاع بوته   ،ساقه ارتفاعهاي اندوفيت جداشده از يونجه بر  واريانس اثر كاربرد باكتري ةتجزي -2جدول 
Table 2. Analysis of variance for the effectd of endophytic bacteria isolated from alfalfa on the stem length, root 

length and plant height. 
Pr>F  Mean Squares

df Treatment Stem length Root length Plant height  Stem length Root length Plant height 
0.210.40 0.66 57.818.15 5.74 2 Block 
0.190.27 0.0001<  55.7611.98150.28 8 a 
0.230.02 0.41 52.4351.689.59 1 b 
0.0030.67 0.0001<  162.396.25 215.42 8 a × b 

    35.038.69 13.57 18 Error 
21.5 25.9 8.97     CV 

a : ،باكتري آنتاگونيستb : بيمارگرباكتري ،a×b : بيمارگراثر متقابل باكتري آنتاگونيست و  
a: anthagonistic bacteria, b: pathogenic bacteria, a×b: Interaction between antagonistic bacteria and pathogens 
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  .يونجه ، ريشه و وزن تر كلساقه هاي اندوفيت بر وزن تر واريانس اثر كاربرد باكتري ةتجزي -3جدول 
Table 3. Analysis of variance for the effects of the endophytic bacteria, on the stem and root fresh weight of alfalfa. 

Pr>F Mean Square 
df 

 
Treatment Root fresh 

weight 
Stem fresh 

weight 
Total fresh 

weight 
 Root fresh 

weight 
Stem fresh 

weight 
Total fresh 

weight 
0.13 0.49 0.35 0.0050.1 0.2 2 Block 

0.0001<0.0001< 0.0001<0.131.272.35 8 a 
0.23 0.02 0.0040.0030.852.03 1 b 

0.0001< 0.0001< 0.0001< 0.162.563.95 8 a × b 

   0.0020.140.19 18 Error 
15.53 29.22 27.48    CV 

a  : ،باكتري آنتاگونيستb : بيمارگرباكتري ،a×b : بيمارگراثر متقابل باكتري آنتاگونيست و.  
a: anthagonistic bacteria, b: pathogenic bacteria, a×b: Interactionbetween antagonistic bacteria and pathogens. 

  
  PCRنتيجه 

 MOf مـراز بـا آغـازگر    اي پلـي  انجام واكنش زنجيـره 

(10f) / MOR(1507r)       ًموجـب تشـكيل تـك بانـد تقريبـا 
روي ژل  4و  8  ،41هـاي   جدايـه جفت بـاز از   1500 ةانداز به

مـراز بـا    اي پلـي  هانجام واكـنش زنجيـر  ). 7شكل ( آگارز شد
ــازگر  Bacillsub 16sr /Bacill sub 16sfاختصاصــي  آغ

جفـت بـاز از    1500 ةبه انـداز  موجب تشكيل تك باند تقريباً
اي  انجـام واكـنش زنجيـره   . روي ژل آگـارز شـد   36  جدايـه 

موجـب   PCA2a/ PCA2bاختصاصـي  مـراز بـا آغـازگر     پلي
، 31هـاي   جدايهجفت باز از  1000 ةتشكيل تك باند به انداز

  ).8شكل ( روي ژل آگارز شد 6، 13، 39
  

  
ــكل  ــ -7شـــــ ــازگرعمومي  PCR ةنتيجـــــ ــا آغـــــ  بـــــ

MOR(1507r) /.MOf(10f). 

Fig. 7. The PCR result with universal primer MOR 

(1507r)/ MOF(10f). 

  
ــكل  ــ -8شـــ ــي  PCR ةنتيجـــ ــازگر اختصاصـــ ــا آغـــ  بـــ

 PCA2a/ PCA2b.  
Fig. 8. The PCR result with specific primer PCA2a 

/PCA2b. 

  
  مراز اي پلي يابي محصولات واكنش زنجيره واليت

عمومي  آغازگر ةوسيل به ها جدايه 16s rRNAتوالي ژن 
)MOR(1507r)/MOf(10f ــر ــه   تكثي ــنش ب ــول واك و محص

دسـت   بـه  16s rRNAتوالي ژن. ارسال شد Bioneer شركت
نـرم   ةوسيل به NCBIدر بانك اطلاعات  ها آمده با ساير توالي

بـــا  8 ةجدايـــ .تـــراز شـــد افـــزار بلاســـت نوكلئوتيـــد هـــم
 ،Pseudomonas sp. (GenBank No. KP271980)عنـوان 
، Escherichia coli (GenBank No. KR527205)،41 ةجداي

 Paenibacillus (GenBank No. KR527204)،4 ةجداي ـ

glycanilyticus 56 ةو جداي ـ Sphingomonas paucimobilis 
)GenBank No. KP106458 (شناسايي شدند.  
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  بحث
هـاي انـدوفيت آنتاگونيسـت كـه در ايـن تحقيـق        جدايه

ــي       ــل پژمردگ ــه عام ــوكنترل علي ــايي بي ــابي توان ــراي ارزي ب
باكتريايي يونجه در شرايط آزمايشگاهي مورد بررسـي قـرار   

در  .گرفتند، از نظر ميزان فعاليت آنتاگونيستي متفاوت بودنـد 
ها، هشت جدايه توان آنتاگونيستي بالايي نشان  بين اين جدايه

توانـد شـامل    هـا مـي   سازوكار آنتاگونيستي اين باكتري. دادند
). Sturz, 2000(توليـد هورمـون، آنـزيم و سـيدروفور باشـد      

هـاي پايـه كـه از طريـق      اساس مكانيسم گياهي بر ارتقاء رشد
هـاي   ان بـاكتري عنـو  اسـت بـه    ها رشد گياه تحريك شـده  آن

PGPB كـه باعـث افـزايش رشـدگياه      اسـت؛   بندي شـده  طبقه
ها بيمارگربا مهار رشد  و شوند طور مستقيم و بيوكنترلي مي به

). Sikora & Backman,2008( كنـد  از گياهان محافظت مي
، )Stajkovich et al., 2009(مطالعـه انجـام شـده توسـط     در 

ضدعفوني   اي ريشهه ههاي غيرريزوبيال از گراثرات اندوفيت
تلقـيح  . سطحي شده يونجه، بر رشد يونجه بررسي شده است

طـور   به  S. melilotiهاي غيرريزوبيال با  مشترك تمام استرين
هاي يونجـه را تحـت تـأثير قـرار داد؛ امـا بـه        مثبت تعداد گره

دار بـر   تـأثير معنـي   فاقـد  بـه تنهـايي   S. melilotiنسبت تلقيح 
ــود  ــاي رشــد ب ــه  . پارامتره ــيح ب ــن حــال تلق ــا اي ــا  ب ــايي ب تنه

ــترين ــه در     اس ــل توج ــزايش قاب ــال باعــث اف ــاي غيرريزوبي ه
پارامترهاي رشدي ساقه و ريشه در مقايسه بـا گياهـان تلقـيح    

هاي غيرريزوبيال داراي برخـي   دهد كه استرين نشده نشان مي
  .رشد گياه هستند ءهاي ارتقا از پتانسيل

ــه ــيش  جداي ــه ب ــر هــايي كــه در گلخان ــر را روي ت ين اث
هاي رشـدي گيـاه داشـته و بازدارنـده عامـل بيمـاري        ويژگي

 Bacillus subtilis ،Sphingomonasهاي  بودند تحت جنس

paucimobilis  ــدند ــايي ش ــاكتري  .شناس  Sphingomonasب
. گونه شناسـايي شـده اسـت    27نمونه گياهي و  78تاكنون از 

در بـين   امـا اگرچه تعداد و نسبت جمعيـت در نوسـان اسـت،    
هـاي   ايـن گونـه از خـانواده   . اكثر گياهـان عـالي وجـود دارد   

ــاهي  ، Fabaceae ،Caryophylaceae ،Polygonaceaeگيـــ
Primolaceae ،Brassicaceae ،Convolvolaceae، 
Lamniaceae ،Asteraceae و Poaceae است گزارش شده .

 چهارهايي مشابه، اثر بازدارندگي اين باكتري عليه در بررسي

زا آزمايش شده است؛ كه نتـايج   ه قارچ فوزاريوم بيماريگون
طبـق   .فـوق اسـت   جدايـه نشان دهنده اثر قـوي آنتاگونيسـتي   

ــزارش ــه، )Innerebner et al., 2011( گـ ــاي  جدايـ هـ
Sphingomonas د از گيــاه نــتوان مــيArabidopsis  در برابــر
ــاري  ــل بيم ــت  Pseudomonas syringaeزاي  عوام محافظ

ه فـوق در برابـر عوامـل    جداي ـو آنتاگونيستي  اثر رقابتي. كند
ايـن  . اسـت   سطح برگ تأييد شده ةزاي كلونيزه كنند بيماري

هـاي دفـاعي    باكتري در شرايط گلخانه باعث تحريك پاسـخ 
در اين بررسي نيز اثر بازدارندگي ايـن بـاكتري    .شود گياه مي

در يك بررسـي   .در شرايط آزمايشگاه و گلخانه، مشابه است
زا، بـا   ديگر، يك رقم مقاوم گنـدم بـه عوامـل بيمـاري    مشابه 

آلـوده   F. culmorum بـا قـارچ   و Sphingomonasاندوفيت 
نتـايج  . آنتاگونيست به برگ و پاتوژن به ساقه تلقيح شـد . شد

ــد ــان دهن ــه    ةنش ــاكتري آنتاگونيســت علي ــودن ب ــده ب بازدارن
ــي    ــن م ــه از اي ــود؛ ك ــارگر ب ــه     بيم ــت ك ــه گرف ــوان نتيج ت

مقاومت سيستميك القايي را در گياه تحريـك   آنتاگونيست،
ــد مــي ــاكتري . كن ــدوفيت ب ــز داراي  Bacillus subtilisان ني

اي كـه در   به گونه. عملكرد مناسب عليه باكتري بيمارگر بود
هاي رشدي گياه از جمله وزن تـر، وزن خشـك    اكثر ويژگي

توانـد   مـي  امـر  كه اين. ترين تأثير را داشت و ارتفاع بوته بيش
هــا و القــاي  بيوتيــك ي از توليــد طيــف وســيعي از آنتــيناشــ

مشـــابه نتـــايج  تحقيـــقنتـــايج . مقاومـــت سيســـتميك باشـــد
)Gnanamanickam & Ebenzar, 2007 (ــود در بررســي . ب

باسيلوس داراي عملكـرد مناسـب   اندوفيت ذكر شده باكتري 
مطالعـات همچنـين نشـان     .روي بيمارگرهاي برگي برنج بـود 

عنـوان عوامـل    هـاي انـدوفيت بـه    اكتريدهد كه عملكرد ب مي
  .بيوكنترلي، تا حـد زيـادي وابسـته بـه ژنوتيـپ ميزبـان اسـت       

هـاي انـدوفيت جـدا     در بررسي فعاليت آنتاگونيستي بـاكتري 
 زاي عوامـل بيمـاري  زمينـي در برابـر    شده از بافت ساقه سـيب 

ــايي  .Clavibacter michiganensis subspباكتريــ

sepedonicusاي باكتريــــايي  حلقــــه ، عامــــل پوســــيدگي
ــيب ــي،  سـ ــل% 32زمينـ ــه  192 ازكـ ــده عليـ ــه بازدارنـ   نمونـ

C. michiganensis ــود ــنت،   . ب ــودوموناس فلورس ــك س ي
قادر بـه كلونيزاسـيون داخلـي و خـارجي،       CICA90استرين 

نتـايج   ).Lodewyckx et al., 2002(بافت ريشه و ساقه بـود  
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هـاي   يكترهاي ديگر كه در آن تلقيح با اين تحقيق با بررسي
شـود،   اندوفيت موجب افزايش محصول و كاهش بيماري مي

اثـر مثبـت و    ةدسـت آمـده نشـان دهنـد     نتايج بـه  .منطبق است
هاي آنتاگونيست جـدا شـده از يونجـه     جدايهبازدارنده بودن 

زيسـتي در شـرايط آزمايشـگاهي و     مهـار عنوان يك عامل  به
بات كارايي با اين وجود مطالعات بيشتر براي اث .استگلخانه 

هـا در شـرايط مزرعـه نيـاز      ها با هـدف كـاربرد آن   اين جدايه
  .است
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Abstract 

Endophytic bacteria are important group of bacteria that produce phytohormones, antifungal and 

antibacterial agents, siderophore, nutrient competition and induced systemic resistance in the host, causing the 

biocontrol of plant pathogens. The aim of this study was to obtain endophytic isolates with antagonistic effects 

against the alfalfa wilt agent, Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus in the laboratory and greenhouse. In 

order to conduct this research study, samples and isolation of bacteria from alfalfa fields in Hamedan province 

were performed. Then, in the laboratory conditions, their antagonistic effects against Cmi were investigated. The 

experiments were conducted in laboratory on NA (Nutrient Agar) culture medium in a completely randomized 

design with three replications by determining the pathogenic bacterium growth inhibition. The obtained data 

were analyzed by Statistical Analysis System (SAS) software and the means were compared by Duncan's 

multiple range test. Based on the laboratory studies results, eight antagonistic strains with inhibition diameter 

higher than 6 mm were selected for the greenhouse studies. In the greenhouse conditions, the strains were 

evaluated for their effects on increasing growth factors of alfalfa. The results showed that isolates 8 and 56 

showed higher biocontrol efficacy. These isolates increased plant growth factors at 1% level statistical 

probability. The 16srRNA encoding genes of strains were amplified and sequenced. Result showed that they 

were belonged to the genera Bacillus subtilis, Pseudomonas sp., Escherichia coli, Sphingomonas paucimobilis 

and Paenibacillus glycanilyticus. These isolates have been effective in biocontrol of wilt bacterial agents in the 

laboratory and greenhouse conditions, and increasing plant growth factors. Endophytic bacteria including 

Bacillus subtilis and Sphingomonas paucimobilis showed effective performance against pathogenic bacteria. In 

addition they had great impact on plant growth characteristics such as fresh weight, dry weight and plant height. 

These effects may be due to the production of antibiotics and induced systemic resistance to biological control of 

bacterial wilt disease in the laboratory and greenhouse and increasing plant growth factors. These results are 

promising and may be used in the biocontrol and the management of soil-borne diseases. 
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