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چکیده
Fragaria)فرنگیهاي سالم توتهاي استولون و دمبرگ گیاهچههاي باکتریایی اندوفیت از بخشدر این مطالعه سویه ×

ananassa)فرنگی ها علیه قارچ عامل آنتراکنوز توتجداسازي شده و تاثیر آنتاگونیستی این سویهColletotrichum nymphaeae

هاي بیوشیمیایی شده با استفاده از ویژگیسه سویه جداسازي. شگاه، درون شیشه و گلخانه مورد بررسی قرار گرفتدر شرایط آزمای
دار رشد قارچ عامل هاي باکتریایی باعث کاهش معنیسویه. قرار گرفتندBacillusدر جنس16S rDNAو آنالیز مولکولی ژن 

، MarD40هاي درصد بازدارندگی از رشد پرگنه قارچ بیمارگر در سویهکه طوريبیمارگر در آزمون کشت متقابل شدند به
MarD35 وMarG2ها نیز باعث ار تولید شده توسط سویهترکیبات فرّ. درصد ارزیابی شد87/47و 92/54، 50میزان ترتیب بهبه

زمون کشت متقابل بود و بیشترین درصد ها در آکاهش رشد پرگنه قارچ بیمارگر شد ولی این بازدارندگی بسیار کمتر از تاثیر آن
هاي باکتریایی همچنین در نتیجه تاثیر ترکیبات خارج سلولی سویه. مشاهده گردید) درصدMarD35)7/24بازدارندگی در سویه 
ترین و بیش)درصدMarG2)96/34زنی قارچ بیمارگر بیشترین درصد بازدارندگی از رشد پرگنه توسط سویه بر رشد پرگنه و جوانه

هاي باکتریایی ارزیابی تاثیر سویه. مشاهده گردید) درصدMarD35)07/52زنی اسپور بیمارگر توسط سویه ممانعت از جوانه
اندوفیت بر شدت بیماري آنتراکنوز میوه در شرایط درون شیشه نشان داد که هر سه سویه قادر به کاهش شدت بیماري آنتراکنوز 

72/81با درصد بازدارندگی MarD35و 63/85با درصد بازدارندگی MarD40اثیر توسط دو سویه توت فرنگی هستند و بیشترین ت
هاي میزان قابل توجهی باعث کاهش شدت بیماري آنتراکنوز بر روي گیاهچههاي باکتریایی بههمچنین سویه. مشاهده گردید

و )درصدMarD40)44/94بیشترین تاثیر در سویه لپاشیمحلوفرنگی در شرایط گلخانه در مقایسه با شاهد شدند که در روش توت
هاي مورد بررسی هاي این مطالعه نشان داد که سویهیافته. ارزیابی شد) درصدMarD35)77/77در روش خیساندن خاك در سویه 

.باشندقادر به جلوگیري از رشد و گسترش قارچ بیمارگر در شرایط آزمایشگاه، درون شیشه و گلخانه می
هاي اندوفیت، ترکیبات ضدقارچی، ترکیبات فرار، کنترل زیستیباکتري: هاي کلیدياژهو

مقدمه
سرخیان متعلق به خانواده گل) Fragaria(فرنگی توت

)Rosaceae ( گونهو گیاه علفی و دولپه است که امروزه
در سراسر جهان Duchananassa×Fragariaتجاري آن 

ها، قندها نگی سرشار از ویتامینفرمیوه توت. گرددکشت می
و مواد معدنی بوده و طعم و عطر مطلوب این میوه سبب 

این میوه . محبوبیت این محصول در سراسر جهان شده است
به دلیل دارا بودن آهن، فیبر، ویتامین ث، کلسیم، پتاسیم، 
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فسفر و ترکیبات فلاونوئیدي در سلامتی انسان نقش بسزایی 
هاي موجود در میوه تاثیرات ضدسرطان، اکسیدانآنتی. دارد

هاي قلبی و عروقی جلوگیري ضد تومور داشته و از بیماري
در ایران، استان ). Konczak & Zhang, 2004(کند می

فرنگی توتمنطقه کشتعنوان یکی از مهمترین کردستان به
Karimi(باشد مطرح می et al., 2019 .(هاي آفات و بیماري

کند که بیماري محصول را محدود میزیادي کشت این 
در این بیماري . باشدها میآنتراکنوز یکی از مهمترین آن

ها، دمبرگ هاي گیاه از جمله طوقه، میوه، برگهمه قسمت
و استولون یا ساقه خزنده به قارچ عامل بیماري حساسیت 

در روي میوه نارس و رسیده در اثر حمله . دهندنشان می
اي تا سیاه و آبسوخته ایجاد هاي قهوهعامل بیمارگر لکه

. یابندها در شرایط مرطوب گسترش میگردد که این لکهمی
اي تا سیاه هاي قهوهها و دمبرگ گیاه لکهدر روي برگ

ایجاد شده و پوسیدگی طوقه سبب پژمردگی و مرگ گیاه 
Curry(گرددمی et al., 2002.(فرنگی در آنتراکنوز توت

Colletotrichumاثر چند گونه  spp.گردد که ایجاد می
موجب کاهش شدید محصول شده و گیاه در همه مراحل 

Cai)دهدرشدي به آلودگی قارچ حساسیت نشان می et al.,

شاخهبهمتعلقColletotrichumجنس. (2009
Ascomycota،زیرشاخهPezizomycotina،رده

Sordariomycetes،راستهGlomerellalesادهخانوو
Glomerellaceaeشناسی مانند هاي ریختویژگی. باشدمی

شکل و اندازه کنیدي، وجود خار و چنگک، اسکلروت، 
هاي کشت مانند رنگ پرگنه و آسروول، فرم جنسی، ویژگی

هاي مختلفمیزان رشد آن در شناسایی گونه
Colletotrichumرود به کار می)Sutton, 1992 .( به منظور

هاي ي آنتراکنوز در مزرعه و گلخانه روشمدیریت بیمار
هاي زراعی، کاربرد گردد که شامل روشمختلفی انجام می

Karimi)باشدسموم شیمیایی و ارقام مقاوم می et al.,

هاي زیست محیطی و بروز مقاومت به دلیل آلودگی. (2017
هاي در عوامل بیمارگر ناشی ازکاربرد بیش از حد قارچکش

اي جایگزین بیشتر مورد توجه قرار هشیمیایی، روش
ها کاربرد عوامل بیوکنترل اند که یکی از این روشگرفته

هایی که باعث سرکوب عوامل میکروارگارنیسم. باشدمی

شوند را در اصطلاح عوامل کنترل زیستی بیمارگر می
پارازیتیسم، (توانند به صورت مستقیم این عوامل می. نامندمی

رقابت (و غیر مستقیم ) هاي سلولیمتابولیتبیوز، تولید آنتی
زا از فعالیت عوامل بیماري) بر سر مکان و مواد غذایی

کاربرد ). Pal & Gardener, 2006(ممانعت کنند
ها در کنترل عوامل بیمارگر در مقایسه با سایر اندوفیت

عوامل بیوکنترل داراي مزایاي بیشتري است، زیرا این عوامل 
گیاه را کلونیزه کرده و توسط میزبان هاي داخلی بافت

هاي محیطی قرار تاثیر تنشمحافظت شده و کمتر تحت
Collinge)گیرند می et al., 2019) .هاي کاربرد روش

ها در دراز مدت، مقرون کنترل زیستی نسبت به سایر روش
عوامل بیوکنترل در برابر . تر استبه صرفه و ارزان

ر بوده و روي گیاه میزبان ایجاد هاي گیاهی بسیار موثبیماري
این عوامل براي محیط زیست امن بوده . کنندمسمومیت نمی

شوند، همچنین به آسانی محیطی نمیو باعث آلودگی زیست
در خاك تکثیر شده و باعث حذف عامل بیمارگر در محل 

ها علاوه بر کنترل این میکروارگانیسم. گردندآلودگی می
و گیاه و افزایش عملکرد آن شدهبیماري سبب افزایش رشد

نیز قابلیت اختلاط با کودهاي زیستی را دارند 
)Chandrashekara et al., 2012 .(هاي میکروارگانیسم

هاي هوایی، زیرزمینی و بذر گیاه که موجود در داخل بافت
عنوان داراي اثرات مثبت روي رشد و توسعه گیاه هستند به

Chebotar(شوند اندوفیت شناخته می et al., 2015 .(
هایی که توانایی عبارت دیگر، میکروارگانیسمبه

هاي داخلی گیاهان بدون ایجاد بیماري و کلونیزاسیون بافت
عنوان تاثیرات مضر بر رشد و توسعه گیاهی را دارند به

این ). Schulz & Boyle, 2006(باشند اندوفیت مطرح می
عنوان را به) ندوسفرا(ها محیط داخلی گیاه میکروارگانیسم

ها یک نیچ اکولوژیکی منحصر به فرد اشغال کرده و از آن
کنند، هاي محیطی محافظت میدر برابر تغییرات و تنش

ه که این پدیده طی صدها میلیون سال تکامل یافتبطوري
Krings)است et al., 2007) .توانند از این موجودات می

ه به گیاه منتقل گردندي ایجاد شدهاطریق بذر، ریشه و زخم
(Chebotar et al., 2015) .صورت توانند بههمچنین می

مستقیم یا غیرمستقیم از توسعه بیمارگرهاي گیاهی ممانعت 
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کرده و از طریق افزایش حلالیت فسفر، تولید ایندول استیک 
هاي ضروري سبب اسید، تولید سیدروفور و ذخیره ویتامین

Ryan(افزایش رشد گیاهان گردند  et al., 2008(. هدف از
هاي انجام این پژوهش، جداسازي و شناسایی باکتري

اندوفیت داراي فعالیت آنتاگونیستی علیه قارچ عامل بیماري 
.باشدفرنگی میآنتراکنوز توت

هامواد و روش
قارچ بیمارگر

MK372221جدایه قارچ بیمارگر به شماره دسترسی 

ه کنترل بیولوژیک هاي آزمایشگااز کلکسیون قارچ
.دانشکده کشاورزي، دانشگاه کردستان تهیه گردید

بردارينمونه
-مزارع توتدر 1395هاي بهار و تابستان سال در ماه

هاي سالم به منظور جداسازي فرنگی مناطق مریوان از بوته
.برداري انجام شدهاي اندوفیت نمونهباکتري

هاي اندوفیت جداسازي باکتري
فرنگی به منظور حذف ذرات هاي سالم توتابتدا بوته

سپس . گل و لاي در زیر جریان آب، شستشو داده شد
هاي مختلف بافت گیاهی از هر نمونه شامل ریشه، قسمت

طوقه، برگ، دمبرگ، گلبرگ، دم میوه، ساقه، استولون، 
هاي کوچک تقسیم میوه نارس و میوه رسیده به قسمت

ها یک دقیقه خش از نمونهبه منظور ضدعفونی، هر ب.  گردید
30، %5/2دقیقه در هیپوکلریت سدیم 4–2، %70در اتانول 

قرار داده شد و سپس سه بار با آب مقطر %70ثانیه در اتانول 
هر . سترون هر کدام به مدت یک دقیقه شستشو داده شد

ها بعد از قرار دادن در آب مقطر سوم در بخش از نمونه
لیتر آب میلی10و به هر کدام هاون سترون قرار داده شد 

دقیقه30مقطر سترون اضافه گردید و کوبیده شد و به مدت 
. ها به محیط اطراف رها گردیدبه منظور خروج باکتري

50سپس از سوسپانسیون مربوط به هر نمونه به طور جداگانه 
NA(Nutrient agar،King,s(هاي میکرولیتر روي محیط

B و)TSA(Tryptic soy agar کشت چمنی انجام گردید
قرار سلسیوسدرجه 28در انکوباتور در دماي هاو نمونه

Costa(داده شد et al., 2012( . هایی که از نظر پرگنهسپس
رنگ، شکل و اندازه متفاوت بودند، انتخاب و روي محیط 

پس از .به صورت خطی کشت و خالص گردیدNAکشت 
% 20سترون به نسبت لیسروگل،NBیطدر محهاسویهرشد 
سلسیوسدرجه –70یزرها اضافه و در فربه نمونهیحجم

.شدينگهدار

واکنش فوق حساسیت
هاي باکتریایی، زایی سویهبه منظور بررسی عدم بیماري

میکرولیتر از سوسپانسیون هر سویه و باکتري100
Pseudomonas syringae pv. lachrymansعنوان شاهد به

لیتر آب مقطر سترون به سلول در هر میلی108ا غلظت مثبت ب
Nicotiana)هاي سه ماهه توتون هاي گیاهچهبرگ

tabacum L.) توسط سرنگ، تلقیح گردید و نتایج بعد از
Ben)ساعت مورد ارزیابی قرار گرفت96گذشت 

Abdallah et al., 2016).

هاي هاي بیوشیمیایی سویهبررسی ویژگی
باکتریایی

هاي بیوشیمیایی هر سویه هت بررسی ویژگیج
آمیزي گرام، کاتالاز، فسفاتاز، اکسیداز، هاي رنگآزمون

آز، مصرف سیترات، هیدرولیز نشاسته، ذوب لیپاز، اوره
ژلاتین، تولید سولفید هیدروژن، تولید گاز از گلوکز، احیاي 

هاي نیترات و آزمایش اکسیداسیون و احیاء بر اساس روش
Schaad)شدشناسی گیاهی انجام باکتريمعمول در et al,.

2001) .

بررسی تولید ترکیبات محرك رشد گیاه توسط 
هاي باکتریاییسویه

آزمون تولید اندول استیک اسید
لیتر محیط غذایی هاي باکتریایی در پنج میلیسویه

)Luria–Bertani (LB حجمی 2/0در غیاب و یا به همراه
و به مدت ده روز در شرایط بدون تریپتوفان کشت–ال

دور در 200روشنایی بر روي دستگاه لرزاننده با سرعت 
ها جهت اطمینان از رشد سپس نمونه. دقیقه قرار داده شدند
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دور 5000هاي شاهد مقایسه و در هاي باکتري با نمونهسویه
لیتر از دقیقه سانتریفوژ گردید و دو میلی12در دقیقه به مدت 

ی به لوله آزمایش جدید منتقل و دو برابر حجم آن فاز روی
Salkowski reagent)150لیتر اسید سولفوریک غلیظ، میلی

FeSO4.6H2O5/0لیترمیلی5/7لیتر آب مقطر و میلی250
دقیقه در تاریکی قرار 30اضافه گردید و به مدت ) مولار

داده شد و تغییر رنگ ایجاد شده در هر سویه بررسی 
نانومتر توسط دستگاه 530سپس ضریب جذب در . گردید

SPECORD® PC/210, Analytik)اسپکتروفتومتري مدل

jena, Germany) قرائت و با منحنی استاندارد مقایسه و
Ben Abdallah)شدغلظت هورمون در هر نمونه ارزیابی  et

al., 2016).

آزمون تولید جیبرلین
لیتر میلی5حاوي هاي هاي باکتریایی در لولهسویه

گرم، K2HPO41گرم، Jensen broth)Sucrose20محیط 
MgSO45/0 ،گرمNaCl5/0 ،گرمFeSO41/0 ،گرم

Na2MoO4005/0 گرم وCaCO32کشت و به مدت ) گرم
دور در دقیقه 200روز بر روي دستگاه لرزاننده با سرعت 7

2مدت دور در دقیقه به5000سپس با سرعت . قرار داده شد
دقیقه سانتریفوژ و پس از حذف رسوب، اسیدیته فاز رویی با 

مایع به . رسانده شد2–1مولار به 1/0اسید هیدروکلریک 
منتقل و سه بار با حجم مساوي از اتیل استات مخلوط بورت

فاز استخراج شده با بافر فسفات مخلوط و ضریب . گردید
ومتر نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفت254جذب در 

گیري و مقدار جیبرلین تولید شده توسط هر سویه با اندازه
Holbrook)شدم منحنی استاندارد ارزیابی رس et al.,

1961).

کننده فسفاتآزمون تولید آنزیم حل
کننده فسفات، به منظور بررسی توانایی تولید آنزیم حل

اي بر روي محیط کشتهاي باکتریایی به صورت نقطهسویه
Pikovskaya حاويCa₃(PO₄)₂ کشت و در انکوباتور در

پس از گذشت . دشنگهداري سلسیوسدرجه26±2دماي 

هاي باکتري هفت روز، تشکیل هاله شفاف اطراف کلونی
Dias(ارزیابی شد  et al., 2009 .(

بررسی توانایی تولید سیدروفور
06/0مقدار CAS–agarبه منظور تهیه محیط کشت 

لیتر آب دیونیزه حل گردید، میلی50در CASگرم ماده
یک FeSO4.6H2Oلیتر محلول میلی10سپس به آن 

مولار اسید کلریدریک اضافه میلی10مولار در محلول میلی
در . شوددر این حالت رنگ محلول قرمز جگري می. شد

حین تکان دادن به HDTMAلیتر محلولمیلی40ادامه 
گردد و رنگ محلول آبی تیره میمحلول فوق اضافه شد که 

تهیه LBهمچنین محیط کشت . این محلول اتوکلاو گردید
100سپس . اتوکلاو شدرسانده شد و8/6و اسیدیته آن به 

لیتر محیط میلی900با CAS–HDTMAلیتر از محلول میلی
ها، در تشتک پتري. دشکشت سترون در زیر هود مخلوط 

خته شد و پس از سرد شدن، ابتدا محیط کشت باکتري ری
نیمی از آن توسط تیغه سترون حذف و به جاي آن محیط 

LBمخلوط شده با محیط CAS–HDTMAآماده شده 

هاي باکتریایی به صورت خطی در مرز ریخته شد و سویه
بین دو محیط، کشت گردید سپس در شرایط تاریکی در 

تشکیل هاله . نگهداري شدسلسیوسدرجه 26±2دماي 
& Schwyn)شدها بررسی ی در اطراف سویهرنگ

Neilands, 1987; Louden et al., 2011; Arora and

Verma, 2017) .

هاهاي ثانویه و آنزیمبررسی تولید متابولیت
تولید سیانید هیدروژن

NAهاي باکتریایی بر روي محیط به این منظور سویه

کاغذ صافی سترونپتريظروف کشت گردید و در درب 
قرار Picric acid% 5و Na2CO3% 2آغشته با محلول 

درجه 26±2ها در دماي پتري. داده و با پارافیلم پوشانده شد
سلسیوس نگهداري و پس از گذشت هفت روز تغییر رنگ 
کاغذ صافی از زرد کم رنگ تا قرمز پر رنگ مورد بررسی 

Alstrom(قرار گرفت  & Burns, 1989 .(
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تئازتولید آنزیم پرو
به منظور بررسی توانایی تولید آنزیم پروتئاز از محیط 

سترون شده به روش تندالیزاسیون %3کشت اسکیم میلک 
اي روي هاي باکتریایی به صورت نقطهسویه. استفاده شد

درجه 26±2محیط، کشت و به مدت هفت روز در دماي 
سلسیوس نگهداري و سپس ایجاد هاله شفاف در اطراف 

Tiru(شدباکتریایی بررسی هاي کلونی et al., 2013 .(
تولید آنزیم کیتیناز

گرم از پودرچهاریتین،کییدالکلویهبه منظور ته
10یدریککلریدروهیداسیترلیلیم10باکیتین تجاري

درجه 4يساعت در دما24و به مدت مخلوط نرمال 
به % 100اتانولیترلیلیم990سپس.قرار داده شدسلسیوس
دور 5000در ساعت 24بعد از گذشتو گردید آن اضافه
%70اتانولو رسوب حاصل دوبار با شدیفیوژسانتردر دقیقه 

ي شد نگهداردرجه سلسیوس 4يدر دماشستشو و سپس 
)Mathivanan et al., 1997(. به منظور بررسی توانایی

هاي باکتریایی محیط کشت حاوي تولید کیتیناز در سویه
K2HPO4گرم، 5/0گرم، عصاره مخمر 5لوییدال کیتین ک

گرم، آگار NaCl1/0گرم، MgSO4.7H2O2/0گرم، 5/0
سپس . گرم در یک لیتر آب مقطر تهیه و سترون گردید15

4اي کشت شد و به مدت هاي باکتري به صورت نقطهسویه
ایجاد . نگهداري شدسلسیوسدرجه 26±2روز در دماي 

شداف کلونی با محلول لوگول بررسی هاله شفاف اطر
)Shanmugaiah et al., 2008.(

پکتینازیمآنزیدتول
. به منظور تهیه پودر پکتین از میوه سیب استفاده گردید

5/1لیتر آب با اسید هیدروکلریک به میلی400ابتدا اسیدیته 
گرم میوه سیب رنده شده 200سپس به آن . رسانده شد

درجه سلسیوس قرار داده 85رت در دماي اضافه و روي حرا
. زده شد تا غلیظ گردیداي مدام به همو با همزن شیشه

اي چندین مرتبه محلول غلیظ شده با استفاده از تنظیف پارچه
صاف شد و محلول صاف شده مجددا روي حرارت قرار 

حجم %75سپس . داده شد تا حجم آن نصف گردید
ضافه شد تا پکتین به صورت به تدریج ا%96محلول، اتانول 

پکتین حاصل در آون در درجه . اي به سطح محلول آمدژله
ساعت خشک و سپس پودر 48درجه سلسیوس به مدت 25

Giovanetti Canteri)شد  et al., 2005).یبررسيبرا
حاوي Vincent̕agarیناز، از محیط پکتیمآنزیدتولییتوانا

Sucrose1 ،گرمKNO36/0 ،گرمKH2PO41 ،گرم
MgSO4.7H2O25/0،گرمCaCl21/0 ،گرمNaNO32

گرم، عصاره مخمر KCl5/0گرم، K2HPO45/0گرم، 
گرم در یک لیتر آب 15گرم و آگار 10یک گرم، پکتین 

هاي پس از سترون شدن، سویه. مقطر استفاده گردید
درجه 26±2اي کشت و در دمايباکتریایی به صورت نقطه

پس از گذشت چهار روز ایجاد . داري شدنگهسلسیوس
3گرم یدید پتاسیم و 6(هاله شفاف توسط محلول لوگول 

& Aaisha)شدارزیابی ) یک لیتر آب مقطرگرم ید در

Barate, 2016) .

هاي کنترل زیستی در شرایط آزمایشگاهآزمون
هاي بیمارگر با بررسی اثرات ضد قارچی سویه

روش کشت متقابل
هاي باکتریایی در یک طرف تشتک روش سویهدر این 

به PDA (Potato dextrose agar(هاي حاوي محیطپتري
صورت خطی کشت شدند و در طرف مقابل یک دیسک 

متري از کشت هفت روزه قارچ بیمارگر قرار داده پنج میلی
. در تیمار شاهد دیسک قارچ به تنهایی کشت گردید. شد

سلسیوسدرجه 25±2اي ها در انکوباتور در دمپتري
نگهداري شدند و پس از گذشت هفت روز قطر کلونی 

درصد . گیري و با شاهد مقایسه گردیدقارچ اندازه
بازدارندگی هر سویه با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد

)Moreira et al., 2014 .(

میانگین رشد قارچ در /میانگین رشد قارچ در شاهد(×100
درصد بازدارندگی)=قارچ در شاهدمیانگین رشد–تیمار

یدتولفرار هايیتمتابولیاثرات ضد قارچیبررس
بر رشد پرگنه باکتریاییهايط سویهشده توس

قارچ بیمارگر
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به منظور بررسی تاثیرات ضد قارچی ترکیبات فرار، 
به صورت چمنی NAهاي باکتریایی بر روي محیط سویه

متري از کشت لیهمچنین یک دیسک پنج می. کشت گردید
هاي حاوي هفت روزه قارچ بیمارگر در مرکز تشتک پتري

در شرایط سترون تشتک . قرار داده شدPDAمحیط 
هاي هاي حاوي قارچ بیمارگر روي تشتک پتريپتري

در . باکتریایی قرار داده شد و با پارافیلم محکم پوشانده شد
تیمار شاهد تشتک پتري حاوي قارچ بیمارگر بر روي 

تشتک . کشت بدون تلقیح باکتري قرار داده شدحیطم
درجه سلسیوس 25±2ها در انکوباتور در دماي پتري

قارچ یو پس از گذشت هفت روز قطر کلوننگهداري 
طبق درصد بازداندگی.یدگردیسهو با شاهد مقایريگاندازه

یاثرات ضد قارچیفرمول ذکر شده در بخش بررس
کشت متقابل محاسبه با روش یمارگربهايسویه
Gao)یدگرد et al., 2017) .

خارج هاياثرات ضد قارچی متابولیتیبررس
بر باکتریاییهايسویهشده توسط یدتولیسلول

رشد پرگنه قارچ بیمارگر
لیتري حاوي میلی100هاي هاي باکتریایی در ارلنابتدا سویه

ساعت48لیتر محیط مایع سترون کشت و به مدت میلی45
دور در دقیقه 150بر روي دستگاه لرزاننده با سرعت 

دور 5000ساعت در 48بعد از گذشت . نگهداري شدند
دقیقه سانتریفوژ و مایع رویی از فیلتر 15دقیقه به مدت 

تحت Milliporeمیکرون ساخت شرکت 22/0سرنگی قطر 
به منظور بررسی تاثیر . شرایط سترون عبور داده شد

هاي سه تخراج شده از هر سویه از پتريهاي اسمتابولیت
یک دیسک پنج . استفاده شدPDAبخشی حاوي محیط 

متري از کشت هفت روزه قارچ بیمارگر در مرکز هر میلی
متر از دیسک قارچ، میلی25قسمت قرار داده شد و به فاصله 

میکرولیتر از 150متري ایجاد و یک چاهک پنج میلی
در . ر هر چاهک ریخته شدعصاره فیلتر شده هر سویه د

تیمار شاهد در چاهک، محیط کشت تلقیح نشده اضافه 
درجه 25±2ها در انکوباتور در دماي تشتک پتري. گردید

سلسیوس نگهداري و پس از گذشت هفت روز قطر کلونی 

گیري و درصد بازداندگی طبق در مقایسه با شاهد اندازه
یچاثرات ضد قاریبررسفرمول ذکر شده در بخش 

Jangir)شدمحاسبه با روش کشت متقابلیمارگربهايسویه

et al., 2018) .

خارج هاياثرات ضد قارچی متابولیتیبررس
باکتریایی بر هايسویهشده توسط یدتولیسلول

زنی اسپور قارچ بیمارگرجوانه
هاي خارج سلولی فیلتر شده با لیتر از متابولیتیک میلی

یون اسپور قارچ بیمارگر با غلظت پانسسوسمیکرولیتر200
هاي حاوي پنج یتر آب در لولهلیلیاسپور در هر م106

مخلوط و PDB (Potato dextrose broth(لیتر محیط میلی
دور در دقیقه نگهداري 120روي دستگاه لرزاننده با سرعت 

در تیمار شاهد سوسپانسیون اسپور بدون اضافه کردن . شد
ساعت میزان 24پس از گذشت . شدمتابولیت استفاده

زنی، توسط میکروسکوپ نوري ارزیابی گردید و جوانه
درصد بازدارندگی طبق فرمول زیر محاسبه شد

(Mohammadi et al., 2017; Saechow et al., 2018) .
زده اسپورهاي جوانه/ زده در شاهداسپورهاي جوانه(×100

ددرص)=زده در شاهداسپورهاي جوانه–در تیمار
بازدارندگی

ايکنترل زیستی در شرایط درون شیشهآزمون
هاي باکتریایی بر مهار این آزمون به منظور تاثیر سویه
-هاي توتابتدا میوه. شدبیماري آنتراکنوز در میوه ارزیابی 

اندازه انتخاب و با آب معمولی جهت فرنگی سالم و هم
به منظور هاسپس میوه. حذف ذرات خاك شستشو شد

قرار داده 70%ثانیه در اتانول 30ضدعفونی سطحی به مدت 
شد و پس از آن سه بار با آب مقطر سترون شستشو داده شد 

هاي میوه. و روي کاغذ صافی سترون خشک گردید
ضدعفونی شده براي هر تیمار، جداگانه در سوسپانسیون 

ر آب لیتسلول در هر میلی108هاي باکتریایی با غلظت سویه
مقطر سترون به مدت پنج دقیقه قرار داده شد و پس از آن 

درجه 25±2هاي سترون قرار داده شد و در دمايدر بسته
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ساعت هر میوه 24بعد از گذشت . دشسلسیوس نگهداري 
میکرولیتر از 20با سوزن سترون خراش داده شد و 

اسپور در هر 106سوسپانسیون اسپور قارچ بیمارگر با غلظت 
یتر آب در محل زخم تلقیح گردید و مجددا در لیلیم

در تیمار شاهد مثبت فقط . هاي خود قرار داده شدندبسته
سوسپانسیون اسپور قارچ با غلظت ذکر شده تلقیح گردید و 

ها تلقیح شد و در تیمار شاهد منفی آب مقطر سترون به میوه
در دماي ذکر شده به مدت هفت روز نگهداري گردید

)Huang et al., 2011 .( پس از آن شعاع و ارتفاع هر میوه
گیري و با در نظر گرفتن آن به صورت یک مخروط اندازه

مساحت سطح آلوده در هر میوه نسبت به سطح سالم آن 
Souza(ارزیابی گردید فزار اتوکدتوسط نرم et al., 2019 (

:و شدت بیماري توسط فرمول زیر محاسبه شد
DS=A/H×2πr

DS :ت بیماريشد
A :سطح آلوده
H :ارتفاع میوه
r :شعاع میوه

کنترل زیستی در شرایط گلخانهآزمون
هاي باکتریایی در مهار بیماري جهت بررسی تاثیر سویه

و ) soil drenching(آنتراکنوز از دو روش خیساندن خاك
-اي توتهاي پنج هفتهابتدا گیاهچه. استفاده شدمحلولپاشی

. هاي پلاستیکی کشت شدندس در کیسهفرنگی رقم پارو
لیتر از سوسپانسیون میلی25سپس در روش خیساندن خاك 

لیتر آب در سلول در هر میلی108هر سویه باکتري با غلظت 
لیتر ، پنج میلیمحلولپاشیدر روش . پاي ریشه ریخته شد

-سوسپانسیون هر سویه باکتري با غلظت مشابه بر روي اندام

ها در شرایط گلخانه و گلدانهاي هوایی اسپري شد 
لیتر از ساعت پنج میلی24پس از گذشت . نگهداري شدند

اسپور در هر 106سوسپانسیون اسپور قارچ بیمارگر با غلظت 
. ها اسپري شدهاي هوایی گیاهچهیتر آب بر روي انداملیلیم

در تیمار شاهد مثبت سوسپانسیون قارچ بیمارگر به تنهایی و 
محلولپاشی منفی آب مقطر سترون در تیمار شاهد

Freeman)شد et al., 2001; Rakotoniriana et al.,

درجه سلسیوس 25±2ها در شرایط دمایی گیاهچه. (2013
در گلخانه نگهداري شدند و شدت بیماري بعد از گذشت 

.روز ارزیابی شد60
) 1980(هاي بیماري روي دمبرگ به روش ارزیابی شاخص

Delp & Milholandبه صورت ذکر شده در زیر انجام شد.
0= دمبرگ سالم بدون زخم )الف

1= یلیمتربا اندازه کمتر از سه معلائم روي دمبرگ)ب
2= مترمیلی3–10با اندازه علائم روي دمبرگ)ج
3= مترمیلی1/10–20با اندازه علائم روي دمبرگ)د
4= ترممیلی20علائم روي دمبرگ با اندازه بیشتر از ) ن
= رودیمیناز بیاهدمبرگ به طور کامل نکروزه شده و گ)ه
5

پس از ارزیابی شاخص در شاهد و تیمار درصد بازدارندگی 
.طبق فرمول زیر محاسبه گردید

–شاخص بیماري در تیمار/شاخص بیماري در شاهد(×100

درصد بازدارندگی)=شاخص بیماري در شاهد

دوفیتهاي انتشخیص مولکولی باکتري
Murray & Thompsonبه روش DNAابتدا استخراج 

ازهاي باکتریایی به منظور شناسایی سویهانجام و(1980)
–16S rDNA ،)َ3آغازگرهاي عمومی ژن 

AGAGTTTGATCATGGCTCAG–َ5  (FD2و)َ3–

ACGGTTACCTTGTTACGACTT–َ5 (RP1 استفاده
Weisburg(شد  et al., 1991 .( واکنشPCRه ادر دستگ

25با حجم ™BIO RAD T100ترموسایکلر مدل 
، یک Master mixمیکرولیتر 5/12میکرولیتر حاوي 

5/9و DNAمیکرولیتر از هر آغازگر، یک میکرولیتر 
چرخه . میکرولیتر آب مقطر دیونیزه سترون انجام شد

یک چرخه واسرشت سازي اولیه به حرارتی به صورت 
شروع و در سلسیوسدرجه 95مدت چهار دقیقه در دماي 

سازي در دماي چرخه شامل واسرشت40صورت ه ادامه ب
52درجه به مدت یک دقیقه، اتصال آغازگر در دماي 94

بسط در دماي  و  قه  ی دق ه مدت یک  ب 72درجه 
به مدت دو دقیقه و بسط نهایی در دماي سلسیوسدرجه 

. به مدت هفت دقیقه در نظر گرفته شددرجه سلسیوس72
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ارزیابی 1%در روي ژل آگارز PCRاکنش ومحصول 
Bereswill(گردید  et al., 1995.(

و آنالیز فیلوژنتیکی PCRتعیین توالی محصول 
توسط براي هر سویه PCRواکنش یابی محصول توالی

ABI3730xl DNA sequencer شرکت ماکروژن کره
افزار هاي دریافتی توسط نرمو توالیانجام شدیجنوب

BioEdit هاي موجود در با توالیویرایش و 7.0.5.3ورژن
مقایسه گردید بلاستبانک ژن با استفاده از ابزار جستجوي

و با Neighbor Joiningو آنالیزهاي فیلوژنتیکی به روش
).Hall, 1999(انجام شد MEGA7افزاراستفاده از نرم

هاي هاي اختصاصی لیپوپپتید در گونهتکثیر ژن
باسیلوس

FenD ،ItuDبراي سه ژن PCRنظور انجام واکنش به م

. از سه جفت آغازگر اختصاصی استفاده گردیدsrfAAو
TTTGGCAGCAGGAGAAGTTT–3َ(آغازگرهاي 

–َ5 (FenD1f و)َ3–GCTGTCCGTTCTGCTTTTTC

–َ5 (FenD1r براي ژنFenD 964با طول قطعه تکثیري
GATGCGATCTCCTTGGATGT–3َ(جفت بازي و 

–َ5 (ItuD1f و)َ3–

ATCGTCATGTGCTGCTTGAG–َ5 (ItuD1r براي
جفت بازي، چرخه 647با طول قطعه تکثیري ItuDژن 

95حرارتی به صورت واسرشت سازي اولیه پنج دقیقه در 
چرخه شامل واسرشت سازي یک 30درجه سلسیوس و

درجه 55درجه سلسیوس، اتصال یک دقیقه در 94دقیقه در 
درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه و 72سلسیوس، بسط در 

درجه سلسیوس در نظر گرفته 72دقیقه در 10بسط نهایی 
Gond(شد  et al., 2015 .( شرایط واکنش براي ژنsrfAA

–3َ(با آغازگرهاي 

TCGGGACAGGAAGACATCAT–َ5 (SRFAF و
)َ3–CCACTCAAACGGATAATCCTGA–َ5 (

SRFAR صورت جفت بازي به201با طول قطعه تکثیري
40درجه سلسیوس و95واسرشت سازي اولیه چهار دقیقه در 

درجه 94چرخه شامل واسرشت سازي یک دقیقه در 
درجه سلسیوس، بسط در 55سلسیوس، اتصال یک دقیقه در 

درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه و بسط نهایی به مدت 70
Mora)درجه سلسیوس انجام شد70قیقه در د5 et al.,

انجام %1بر روي ژل آگارز PCRیابی محصول ارز. (2011
. گردید

نتایج
هاي اندوفیتجداسازي باکتري

از استولون و MarG2و MarD40در این تحقیق سویه 
هاي سالم مزارع از دمبرگ گیاهچهMarD35سویه 

.فرنگی شهرستان مریوان استان کردستان جداسازي شدتوت
آزمون فوق حساسیت

هاي توتون ساسیت بر روي گیاهچهانجام آزمون فوق ح
یک از ساعت هیچ علائم نکروزي را توسط هیچ96پس از 

ها نشان نداد در صورتی که در شاهد مثبت پس از سویه
. ساعت علائم نکروز را مشاهده گردید24گذشت 

بررسی تولید ترکیبات محرك رشد گیاه توسط 
هاي باکتریاییسویه

هاي گیاهی ی تولید هورمونهر سه سویه باکتریایی توانای
و جیبرلین را داشتند ولی این ) IAA(ایندول استیک اسید 

توانایی حلالیت فسفات . بیشتر بودMarG2توانایی در سویه 
همچنین . مشاهده گردیدMarG2و MarD35هاي در سویه

توانایی تولید سیدروفور در هر سه سویه مشاهده شد اگرچه 
تر از دو سویه دیگر ضعیفMarD40این توانایی در سویه 

قادر MarD40هاي مورد بررسی فقط سویه در بین سویه. بود
به تثبیت ازت بود و این توانایی در دو سویه دیگر مشاهده 

). 1جدول (نشد 
هاهاي ثانویه و آنزیمبررسی تولید متابولیت

ها نشان داد که توانایی تولید سیانید هیدروژن بررسی
)HCN (توانایی تولید . ها مشاهده نشدک از سویهیدر هیچ

ها وجود داشت ولی در سویه آنزیم کیتیناز در همه سویه
MarD40 با قدرت کمتري نسبت به دو سویه دیگر تولید

همچنین توانایی تولید آنزیم پروتئاز فقط در دو سویه . شد
MarD35 وMarG2 مشاهده گردید و سویهMarD40 قادر
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توانایی تولید آنزیم پکتیاز نیز فقط . م نبودبه تولید این آنزی
).1جدول (مشاهده شد MarD35و MarD40در دو سویه 

هاي باکتریایی اندوفیتشناسایی سویه
RP1و FD2هاي باکتریایی توسط آغازگرهاي سویه

1500به طول تقریبی 16S rDNAبررسی و قطعه ژنومی 
ماکروژن یابی توسط شرکت جفت باز تکثیر شد و توالی

در سایت BLASTپس از انجام . کره جنوبی انجام گردید
NCBIهاي باکتریایی با هاي سویهیابی توالیشباهت

نتایج بررسی. هاي موجود در بانک ژن مقایسه گردیدتوالی
هاي هاي بیوشیمیایی و مولکولی نشان داد که سویهویژگی

یه که سوباشندمیBacillusباکتریایی متعلق به جنس 
MarD40%77/97 به گونهB. tequilensis سویه ،MarD35

MarG2و سویه B. licheniformisبه گونه%66/96

اعضاي جنس . شباهت داشتندB. subtilisبه گونه %79/99
Bacillus متعلق به شاخهFirmicutes رده ،Bacilli راسته ،

Bacillales خانواده ،Bacillaceaeاعضاي این . باشندمی
شناسی اي شکل بوده و ریختانواده گرام مثبت و میلهخ

هاي مختلف گونه. ها اشکال متفاوتی دارددر بین گونهپرگنه
توانند اکسیداز مثبت یا این جنس کاتالاز مثبت بوده و می

هاي بررسی ویژگی. منفی باشند و قادر به تولید اسپور هستند
ز منفی بوده اکسیداMarD40بیوشیمیایی نشان داد که سویه 

این سویه بر روي محیط . و توانایی حلالیت ژلاتین را ندارد
هاي با رنگ صورتی روشن، ، تولید کلونیNAکشت 

سویه . کندهاي مشخص میصاف، محدب با کناره
MarD35هاي کدر، چسبیده به سطح نیز داراي کلونی

محیط کشت و کناره هاي نامنظم بوده و توانایی مصرف 
داراي رنگ MarG2هاي سویه کلونی. داردسیترات را ن

اي مضرس بوده که به صورت سطحی سفید تا کرم با حاشیه
ها در جدول هاي بیوشیمیایی این سویهویژگی. کندرشد می

.نشان داده شده است1
با MarD40سویه باکتریایی 16S rDNAهاي ژن توالی

با شماره MarD35، سویه MH161579شماره دسترسی 
با شماره دسترسی MarG2و سویه MH161575رسی دست

MH161572بررسی توانایی تولید . در بانک ژن ثبت شدند
لیپوپپتیدهاي فنجایسین، ایتورین و سورفکتین نشان داد که 

فقط توانایی تولید لیپوپتید سورفکتین در هر سه سویه مورد 
).1شکل (بررسی مشاهده شد 

در هر يجفت باز201طعهق. ینسورفکتیپوپتیدل–1شکل 
ینسورفکتیپوپپتیدلاختصاصیژنوجوددهندهنشانسویه

1 Kb DNA ladder (M). .باشدیم

Fig 1. Surfactin lipopeptide. The 201 bp fragment

in each isolate indicates the presence of a surfactin–
specific lipopeptide gene. 1 Kb DNA ladder (M).

هاي کنترل زیستی در شرایط آزمایشگاهآزمون
هاي باکتریایی در آزمون کشت بررسی توانایی سویه

متقابل حاکی از آن است که هر سه سویه باکتریایی قادر به 
جلوگیري از رشد پرگنه قارچ بیمارگر بوده و تفاوت 

درصد بازدارندگی از رشد . داري را با شاهد نشان دادندمعنی
، MarD35 ،%92/54به ترتیب در سویه رچ بیمارگرپرگنه قا

به میزان MarG2و در سویه MarD40 ،%50در سویه 
همچنین درصد بازدارندگی از رشد . ارزیابی شد%87/41

پرگنه قارچ بیمارگر در آزمون توانایی تولید ترکیبات فرار 
به میزان MarG2و MarD40 ،MarD35براي سویه 

ارزیابی گردید که فقط در سویه 86/3و 7/24، %69/13
MarD35هاي توانایی سویه. دار بوداین تفاوت معنی

باکتریایی در تولید ترکیبات خارج سلولی با خاصیت 
آنتاگونیستی نشان داد که با توجه به درصد بازدارندگی در 

MarD40%)97/20( ،MarD35هاي باکتریایی سویه

خارج سلولی ترکیبات) 96/34(MarG2%و )07/23(%
دار رشد ها باعث کاهش معنیتولید شده توسط این سویه

).2جدول (پرگنه قارچ بیمارگر نسبت به شاهد شدند 
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زنی اسپور قارچ بیمارگر درصد بازدارندگی از جوانه
و MarD40 ،%41/27، در سویه MarD35 ،%07/52در سویه 

برآورد گردید درصد 41/27به میزان MarG2در سویه 
)3).3جدول(

هاي باکتریاییهاي بیوشیمیایی سویهویژگی–1جدول 

Table 1. Biochemical characteristics of bacterial isolates

Taxonomic/Functional traits MarD40 MarD35 MarG2
Secondary metabolites and enzymes
Protease – + +++
Chitinase + +++ +++
Pectinase + +++ –
HCN – – –
Lipase + ++ +++
Plant growth promoting characters
Indole–3– acetic acid (IAA) + + +++
Gibberellin + + ++
Phosphate solubilization – ++ +++
Siderophore production + +++ ++
Nitrogen fixation ++ – –
General features
Gram test + + +
Oxidase – + +
Catalase + + +
Motility + + +
Simon citrate +++ – +
Starch hydrolysis +++ + ++
Gelatin hydrolysis – + +
Phosphatase + + +
Nitrate reduction ++ ++ ++
H2S production – – –
Gas from glucose agar – – –
Urease ++ ++ –
Oxidative fermentative (OF) + +++ +++
Hypersensitive Response Test – – –

دهنده فعایت کم، زیاد به ترتیب نشان+++ و ++ ، . +دهنده عدم فعالیتنشان–دهنده انجام فعالیت و نشان+ 
و خیلی زیاد

+ represents production, – represents no production; +, ++ and +++: isolates showing low,
high and very high activity respectively.

.روز در شرایط آزمایشگاه7هاي باکتریایی بر رشد پرگنه قارچ بیمارگر پس از تاثیر بازدارندگی سویه–2جدول 
Table 2. Inhibitory effect of bacterial isolates on mycelia growth of Colletotrichum nymphaeae under in vitro

tests after 7 days

Dual culture Volatile metabolite Non–volatile metabolite
Treatments Colony diameter

(mm)
Inhibition

%
Colony

diameter
(mm)

Inhibition
%

Colony
diameter

(mm)

Inhibition
%

MarD40 2.03 ± 0.05 bc 50 2.9 ± 0.17 ab 13.69 1.13 ± 0.11 b 26.54
MarD35 1.83 ± 0.20 c 54.92 2.53 ± 0.64 b 24.7 1.1 ± 0.00 b 23.07
MarG2 2.36 ± 0.15 b 41.87 3.23 ± 0.05 a 3.86 0.93 ± 0.15 b 34.96
Control 4.06 ± 0.30 a – 3.36 ± 0.15 a – 1.43 ± 0.2 a –

P(باشنددار میداراي اختلاف معنیLSDهاي مشخص شده با حروف متفاوت بر اساس آزمونمیانگین ≤ 0.05.(
Mean followed by different letters within the column represents significant differences according to the LSD test
(P ≤ 0.05). Data are mean of four replicates with ± standard deviation (SD).
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هاي باکتریایی بر کاهش شدت بیماري آنتراکنوز پس از هفت روز در شرایط درون شیشه و تاثیر ترکیبات تاثیر سویه–3جدول 
.هاي باکتریایی بر جوانه زنی اسپور قارچ بیمارگرخارج سلولی سویه

Table 3. Effect of bacterial isolates on fruit decay development in vivo after 7 days and Efficacy of the cell free
culture filtrates of bacterial strain on conidial germination of Colletotrichum nymphaeae
Treatments Living cell Conidial germination

Disease severity Biocontrol efficacy (%) Germinated conidia Biocontrol efficacy (%)
MarD40 0.043 ± 0.016 b 85.63 17.66± 2.08 ab 27.41
MarD35 0.055 ± 0.019 b 81.72 11.66 ± 1.15 b 52.07
MaeG2 0.119 ± 0.068 b 60.63 17.66± 0.57 ab 27.41
Control 0.302 ± 0.066 a – 24.33 ± 7.5 a –

P(باشنددار میداراي اختلاف معنیLSDهاي مشخص شده با حروف متفاوت بر اساس آزمونمیانگین ≤ 0.05.(
Mean followed by different letters within the column represents significant differences according to the LSD test
(P ≤ 0.05). Data are mean of four replicates with ± standard deviation (SD).

و کنترل زیستی در شرایط درون شیشهآزمون
گلخانه

زایی قارچ عامل ارزیابی درصد بازدارندگی از شدت بیماري
هاي باکتریایی اندوفیت آنتراکنوز روي میوه در حضور سویه

نشان داد که هر سه سویه باعث جلوگیري از ایجاد علائم 
ه و این کاهش در هر سه سویه نسبت به قارچ بیمارگر شد

درصد بازدارندگی از شدت بیماري . باشددار میشاهد معنی
و MarD35 ،%72/81، در سویه MarD40 ،%63/85در سویه 
). 3جدول (محاسبه شد 63/60%به میزان MarG2در سویه 

ها بر کاهش شدت بیماري در همچنین بررسی تاثیر این سویه
ی از کاهش علائم بیماري هم در روش شرایط گلخانه حاک

درصد بازداندگی در . باشداسپري و هم خیساندن خاك می
در روش اسپري به MarG2و MarD40 ،MarD35سویه 

درصد و در روش خیساندن 11/61و 77/77، 17/41ترتیب 
دست آمد هدرصد ب50و 55/55، 44/94خاك به ترتیب 

). 4جدول (

روز تحت شرایط گلخانه60هاي باکتریایی بر شدت بیماري آنتراکنوز پس از تاثیر سویه–4جدول 
Table 4. Effect of bacterial isolates on disease severity of strawberry anthracnose under greenhouse condition, 60

days after inoculation
Treatments Soil drench Plant spraying

Disease severity Disease reduction (%) Disease severity Disease reduction (%)
MarD40 2.75 ± 1.25 ab 41.17 0.25 ± 0.5 b 94.44
MarD35 1.00 ± 2.00 b 77.77 2.00 ± 2.30 b 55.55
MarG2 1.75 ± 2.06 b 61.11 2.25 ± 2.06 ab 50
Control 4.50 ± 0.57 a – 4.50 ± 0.57 a –

P(باشنددار میداراي اختلاف معنیLSDهاي مشخص شده با حروف متفاوت بر اساس آزمونگینمیان ≤ 0.05.(
Mean followed by different letters within the column represents significant differences according to the LSD test
(P ≤ 0.05). Data are mean of four replicates with ± standard deviation (SD).

بحث
هاي قارچ بیماري آنتراکنوز توسط گونه

Colletotrichum spp.ترین عنوان یکی از شایعایجاد و به
فرنگی پس از بیماري پوسیدگی خاکستري هاي توتبیماري

عامل اصلی C. acutatumگونه مرکب .باشدمطرح می

شناسی نیز ن بیماريپراکنش بیماري در دنیا بوده و محققی
فرنگی کردستان گزارش همین گونه را در مزارع توت

Karimi(اند کرده et al., 2017 .( مطالعات چند فازي نشان
گونه بوده که شش گونه 31داد که این گونه مرکب شامل 

. باشندفرنگی میقادر به ایجاد بیماري آنتراکنوز روي توت
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ز کلکسیون اC. nymphaeaeدر این پژوهش گونه 
هاي آزمایشگاه کنترل بیولوژیک دانشکده کشاورزي قارچ

دهند که این گونه تحقیقات قبلی نشان می. انتخاب گردید
خسارت اقتصادي زیادي را بر روي میوه در استان کردستان 

Karimi(کند ایجاد می et al., 2017 .(
امروزه با توجه به کاربرد بیش از اندازه سموم شیمیایی 

محیطی براي مدیریت بیماري هاي زیستلودگیو آ
فرنگی، هدف اصلی تحقیقات آنتراکنوز در مزارع توت

هاي جایگزین مناسب صورت گرفته مبتنی بر یافتن روش
از این رو . باشدبراي مدیریت و کاهش خسارت بیماري می

هاي مفید در حفاظت محصول از طریق کاربرد باکتري
هاي گیاهی، کلونیزاسیون بافترقابت بر سر غذا و مکان، 

کننده دیواره هاي تجزیههاي گیاهی، آنزیمتولید هورمون
سلولی، سیدروفورها، ترشح ترکیبات ضد قارچی و القا 

عنوان روش جایگزین و موثر، مطرح مقاومت سیستمیک به
;Duffy & Défago, 1999; Whipps, 2001)باشدمی

Bhattacharyya & Jha, 2012) .راستا تاثیر چندین در این
Bacillusسویه باکتري  spp. جداسازي شده از گیاهان سالم
فرنگی در بازدارندگی از رشد و ایجاد علائم از مزارع توت

قارچ بیمارگر در شرایط آزمایشگاه، درون شیشه و گلخانه 
. مورد ارزیابی قرار گرفت

هاي کشت متقابل، تاثیر ترکیبات فرار و نتایج آزمایش
فرار بر رشد میسلیوم قارچ بیمارگر و همچنین تاثیر غیر

زنی اسپور قارچ بیمارگر در ترکیبات غیرفرار بر جوانه
شرایط آزمایشگاه نشان داد که سه سویه باکتریایی تاثیر 
بازدارندگی بر رشد قارچ بیمارگر را دارند و قطر کلونی در 

ولید مقایسه با شاهد کاهش یافته و نیز ترکیبات غیرفرار ت
زنی اسپور قارچ ها باعث کاهش قدرت جوانهشده توسط آن

دهد که این تاثیرات تحقیقات نشان می. گرددبیمارگر می
هاي تجزیه کننده دیواره تواند به دلیل ترشح آنزیممی

سلولی، تولید سیدروفور و ترکیبات فرار و غیر فرار ضد 
Ben Abdallah(قارچی باشد  et al., 2016.(
نشان داد که سه سویه باکتریایی قادر به تولید نتایج 

کیتیناز بودند ولی توانایی تولید آنزیم پروتئاز در سویه آنزیم
MarD40ها داراي توانایی کنترل این آنزیم. مشاهده نشد

تعدادي از . باشندهاي بیمارگر میزیستی در برابر قارچ
، Bacillus ،Burkholderiaهاي باکتریایی شامل جنس

Serratia ،Acinetobacter،Pseudomonas،
EnterobacterوStenotrophomonasهاي پروتئاز آنزیم

کنند که در تجزیه دیواره سلولی و پکتیناز ترشح می
Ben Abdallah)باشند میهاي بیمارگر دخیلقارچ et al.,

و LB14 ،HM03هاي استرینB. atrophaeusگونه . (2016
HM17هاي پروتئاز و کیتیناز و تولید نزیمبا ترشح آ

.CوC. acutatumسیدروفور از رشد هیفی 

gloeosporioidesکنند میممانعت)Han et al., 2015 .(
هاي همچنین توانایی تولید آنزیم پکتیناز فقط در سویه

MarD35وMarD40ترشح آنزیم پکتیناز .مشاهده گردید
هاي گیاهی سیون بافتهاي اندوفیت، کلونیزاتوسط باکتري

را تسهیل کرده و از طرف دیگر تجزیه الیگوساکاریدها و 
عنوان قطعات پکتیکی فعال دیواره سلولی گیاه به

زا عمل کرده که سبب تحریک سیستم الیسیتورهاي درون
Davis(گردد دفاعی در گیاه می et al., 1984 .( همچنین

استرین Penicillium oxalicumپکتیناز تولید شده توسط 
BZH–2002 مقاومت موضعی را در برابرCladosporium

cucumerinumکنددر خیار تحریک می(Peng et al.,

2004) .
کارهاي مهم عنوان یکی از راهتولید سیدروفور نیز به

هاي گیاهی مطرح ها در کنترل زیستی بیماريباکتري
یی هاي مورد آزمایش در این تحقیق تواناسویه. باشدمی

تولید سیدروفور را دارند ولی توانایی تولید سیدروفور در 
. تر از دو سویه دیگر ارزیابی شدضعیفMarD40سویه 

سیدروفور در تعاملات میکروبی ریزوسفر داراي اهمیت 
بوده و در شرایط کمبود آهن تولید شده و با جذب آهن 

Eisendle)گرددباعث عدم دستیابی عامل بیمارگر به آن می

et al. 2004) . تحقیقات نشان داده است که سیدروفور تولید
سبب B10استرین Pseudomonas putidaشده توسط 

شود میFusarium oxysporumسرکوب قارچ بیمارگر 
)Kloepper et al., 1980.( همچنینBacillus subtilis با

هاي ایجاد شده ترشح سیدروفور توانایی کنترل بیماري
Fusarium oxysporiumتوسط  f. sp. ciceri و
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Macrophomina phaseolinaرا در لوبیا دارد(Patil et al.,

در تحقیق دیگري نشان داده شده است که پژمردگی . (2014
.Bفرنگی با تولید سیدروفور توسط فوزاریومی گوجه

pumilusگردد کنترل می(Heidarzadeh & Baghaee–

Ravari, 2015) .
لیپوپپتیدهاي سورفکتین، ایتورین و همچنین تولید 

هاي باکتریایی مورد بررسی قرار گرفت و فنجایسین در سویه
. گرددفقط لیپوپپتید سورفکتین در هر سه سویه تولید می

هاي بیوتیکی در گونهعنوان ترکیبات آنتیلیپوپپتیدها به
جنس باسیلوس مطرح بوده و تحقیقات زیادي حاکی از 

,Ongena & Jacques(باشد ها میخاصیت ضد قارچی آن

همچنین این ترکیبات قادر به تحریک سیستم دفاعی ). 2008
Ongena(در گیاه هستند  et al., 2007 .( ایتورین ترشح شده

Rhizoctoniaزایی باعث کاهش بیماريB. subtilisتوسط 

solaniگرددفرنگی میروي گوجه(Asaka & Shoda,

گونه باسیلوس با تولید همینS499استرین . (1996
سورفکتین، ایتورین و فنجایسین سبب جلوگیري از ایجاد 

گردد میBotrytis cinereaهاي میوه سیب در اثرزخم
)Ogena et al., 2007 .(

هاي گیاهی با منشاء میکروبی ترکیبات مهم هورمون
هاي محیطی گیاه بوده و سبب در افزایش رشد و تحمل تنش

Yasmin(شوند یه بیمارگر میایجاد مقاومت  et al., 2017 .(
هورمون ایندول استیک اسید باعث افزایش تکثیر سلولی و 
رشد طولی و توسعه ریشه گیاه شده و در نتیجه موجبات 
افزایش مقاومت میزبان را به آلودگی بیمارگر فراهم 

Yu)سازدمی et al., 2009; González–Lamothe et al.,

لید هورمون جیبرلین سبب افزایش سطح همچنین تو. (2012
). Bhattacharyya & Jha 2012(گردد و تعداد ریشه می

عوامل کنترل زیستی میزان دسترسی گیاه به مواد غذایی را به 
دهد وسیله توانایی تثبیت ازت و حلالیت فسفات افزایش می

)Alori et al., 2017 .(هاي ایندول توانایی تولید هورمون
.و جیبرلین در هر سه سویه مشاهده شداستیک اسید

هاي عنوان یکی دیگر از مکانیسمتولید ترکیبات فرار به
دهد تحقیقات نشان می. باشدکنترل زیستی مطرح می

ها و ترکیبات فرار ضد قارچی تولید شده توسط باکتري

هاي گیاهی نقش به سزایی ها در کاهش بیماريقارچ
;Schnabel & Mercier, 2006)دارند Huang et al.,

هاي اندوفیت فعالیت ضد ترکیبات فرار باکتري. (2011
قارچی داشته و باعث تحریک مقاومت گیاه و جلوگیري از 

گردند زنی اسپور قارچ بیمارگر میرشد هیف و جوانه
)Monte, 2001 .( ترکیبات فرارPaenibacillus polymyxa

ب جلوگیري از با تاثیر ضد قارچی بسیار، سبWR–2استرین 
Raza(گردد میF. oxysporumرشد  et al., 2015 .(

.Bدهد، ترکیبات فرار باکتريتحقیقات نشان می

amyloliquefaciens پس از پنج روز سبب کاهش رشد
Ralstonia solanacearumشود می)Raza et al., 2016 .(

تولید ترکیبات فرار در هر سه سویه مورد بررسی، مثبت 
.گردیدارزیابی 

ها داراي ترکیبات غیر فرار تولید شده توسط باکتري
تحقیقات نشان داده ترکیبات . باشندفعالیت ضد قارچی می

باعث کاهش رشد EDR4استرین B. subtilisخارج سلولی
میسلیومی عامل بیماري پاخوره گندم و کاهش رشد و 

در کلزا Sclerotinia sclerotiorumزنی اسپورجوانه
Chen(گرددمی et al., 2014.( همچنین ترکیبات خارج

باکتري W1R33و I2R21سلولی دو استرین 
Pseudomonas sp. سبب ممانعت از رشد کلونی

Wicaksono)شود میBotryosphaeriaceousهايگونه et

al., 2017) .
هاي باکتریایی در شرایط درون تاثیر بازدارندگی سویه

ها قادر به جلوگیري از تريشیشه نشان داد که این باک
تواند این اثر می. باشندگسترش علائم بیماري آنتراکنوز می

هاي به دلایل رقابت بر سر منابع کربن و مکان، تولید آنزیم
بیوز و تحریک مقاومت تجزیه کننده دیواره سلولی، آنتی

Carmona–Hernandez(سیستمیک باشد  et al., 2019 .(
ندوفیت چند سازوکارتوام با هم را هاي ااحتمالا باکتري

برند که در این بین تولید براي کنترل بیماري به کار می
هاي تجزیه کننده دیواره سلولی عامل بیماري و ترشح آنزیم

ترکیبات ضد قارچی با توجه به نتایج به دست آمده، 
. باشدتر میمحتمل
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هاي باکتریایی بر بیماري همچنین تاثیر این سویه
کنوز در گلخانه به دو روش اسپري و خیساندن خاك آنترا

نتایج نشان داد که حضور باکتري . مورد بررسی قرار گرفت
هاي هوایی و اطراف ریشه، گیاه را اندوفیت در روي اندام

در برابر حمله و ایجاد آلودگی توسط قارچ بیمارگر 
تواند به دلیل کلونیزاسیون این نتایج می. کندمحافظت می

و اشغال نیچ اکولوژیکی، ایجاد رقابت بر سر مواد گیاه 
هاي غذایی، ترشح ترکیبات فعال زیستی مانند آنزیم

کننده دیواره سلولی قارچ بیمارگر، تولید سیدروفور و تجزیه
همچنین تحریک مقاومت سیستمیک در میزبان گیاهی باشد 

)Mates et al., 2019 .(
ظ کیفیت و هاي گیاهی به منظور حفمدیریت بیماري

انواع . باشدفراوانی غذا داراي اهمیت زیادي می
هاي گیاهی جهت حذف یا سازوکارهاي مدیریت بیماري

ها بر پایه کاهش بیماري وجود دارد که اغلب این سازوکار
هاي در سال. باشدکاربرد سموم و کودهاي شیمیایی می

اخیر، با توجه به تاثیر مخرب کاربرد سموم شیمیایی بر 
هاي متی انسان و اکوسیستم طبیعی و ایجاد آلودگیسلا

هاي زیادي در جهت استفاده از محیطی، تلاشزیست
وسعه مهار زیستی انجام گرفته هاي جایگزین و تروش
Pal and)است Gardener, 2006) . تاکنون تحقیقات زیادي

هاي گیاهی با در جهت مهار عوامل ایجادکننده بیماري
. نترل زیستی صورت گرفته استاستفاده از عوامل ک

شناسایی ارتباط بین عوامل کنترل زیستی و بیمارگرهاي 
تواند شامل تولید گیاهی ممکن است پیچیده بوده که می

ترکیبات شیمیایی علیه بیمارگر، رقابت بر سر غذا و مکان و 
,Cook and Baker)ا تحریک سیستم دفاعی میزبان باشدی

مل کنترل زیستی میکروبی تعداد زیادي از عوا. (1983

توانایی غلبه بر بیمارگرهاي گیاهی تحت شرایط محیطی 
گوناگون و نیز توانایی مدیریت طیف وسیعی از این 

Shafi(بیمارگرها را دارند  et al., 2017 .( در این تحقیق
هاي باکتریایی اندوفیت هاي ضد قارچی سویهویژگی

فرنگی بر وتهاي سالم مزارع تجداسازي شده از گیاهچه
در تعامل با قارچ بیمارگر . عامل آنتراکنوز بررسی گردید

ها ممکن است از سازوکارهاي چندگانه مانند این باکتري
رقابت بر سر مواد غذایی و فضا، اشغال نیچ اکولوژیک، 

کننده دیواره سلولی بیمارگر، تولید هاي تجزیهترشح آنزیم
مچنین تحریک هاي ضدقارچی و هسیدروفور و متابولیت

با توجه به اهمیت کشت این گیاه . مقاومت گیاه استفاده کنند
در استان کردستان و عدم تاثیر سموم کاربردي و 

هاي محیطی ناشی از آن کاربرد روشهاي زیستآلودگی
جهت . باشدجایگزین مانند کنترل زیستی ضروري می

ن کاربرد موفق عوامل کنترل زیستی، مطالعات اکولوژیکی ای
قطعا ایمنی و ارزش این .رسدعوامل ضروري به نظر می

ها در شرایط مزرعه تعیین عوامل با موفقیت کاربرد آن
درك نحوه عمل، تنوع و توزیع اکولوژیکی و . گرددمی

ها با محیط، به منظور سازگاري این عوامل و تعامل آن
هاي گیاهی در جهت تولیدات ها در مهار بیماريموفقیت آن

ارزیابی عملکرد کنترل . باشدی سالم داراي اهمیت میگیاه
زیستی این عوامل در یک محیط اختصاصی، قدم اول براي 

ها در مدیریت بیمارگرهاي گیاهی شناسایی نحوه عمل آن
در نتیجه، به دلیل پیچیدگی شرایط مزرعه، . باشدمی

هاي به کار آزمایشات وسیع در جهت درك کامل سازوکار
دیریت بیمارگرهاي گیاهی نیاز ین عوامل براي مرفته توسط ا

Shafi)است et al., 2017).
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Abstract

In this study, three nonpathogenic endophytic bacterial isolates recovered from Fragaria × ananassa stolon
and petal and their antagonistic activity was evaluated against Colletotrichum nymphaeae, the causal agent of
strawberry anthracnose under in vitro, in vivo, and greenhouse conditions. Bacterial isolates were identified as
Bacillus spp. using a combination of phenotypic, biochemical properties and molecular phylogenetic analysis of
the 16S rDNA gene sequence. The living cells of bacterial isolates inhibited the mycelial growth of C.
nymphaeae using dual culture method and inhibition percentage was evaluated as 41.87, 50, and 54.92 % in
MarG2, MarD40 and MarD35, respectively. The volatile compounds (VOCs) produced by bacterial isolates
inhibited the mycelial growth of C. nymphaeae and the highest inhibition was observed in MarD35 isolate
(24.7%). Moreover, the cell free culture filtrates of bacterial isolates reduced the mycelial growth and conidial
germination of pathogen and the highest inhibition was observed in MarG2 (34.96%) on mycelial growth and in
MarD35 (52.07%) on conidial germination. The living cells of bacterial isolates decreased anthracnose fruit rot
at postharvest and the highest inhibition was observed in MarD40 (85.63%) and MarD35 (81.72%), respectively.
Furthermore, disease severity of strawberry anthracnose by bacterial isolates was reduced using drenching soil
and plant spraying techniques. The findings of this study showed that bacterial isolates have the ability to
prevent the growth of fungal pathogen under in vitro, in vivo and greenhouse conditions.
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