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 چكیده

( از مزارع استان کردستان جداسازی و تاثیر ضد قارچی Fragaria × ananassaفرنگی )های توتهای باکتریایی از گیاهچه سویه

آنتراکنوز  آن عامل  قارچ  بر  گلخ  Colletotrichum nymphaeaeها  و  شیشه  درون  آزمایشگاه،  شرایط  بررسیدر  مورد  قرار   انه 

تشخیص داده شد و در جنس    16S rDNAباکتریایی اندوفیت با استفاده از مشخصات بیوشیمیایی و مولکولی  ژن    های گرفت. سویه

Bacillus spp.  چ بیمارگر در سویة  قرار گرفتند. در آزمون کشت متقابل درصد بازدارندگی از رشد پرگنة قارMarG19  04/%64 ،

محاسبه شد. ترکیبات خارج سلولی هر چهار سویه    LN11  18/%54و در سویة    DM6  57/%61ة  ، در سویSN3  59/%60در سویة  

بیمارگر شدنددار رشد پرگنه و جوانهباعث کاهش معنی بیمارگر توسط سویة   .زنی قارچ  درصد بازدارندگی از رشد پرگنة قارچ 

MarG19  02/%79  سویة  ،SN3  95/%41  ،  سویةDM6  86/%32  سو بر    LN11  96/%34یة  و  بازدارندگی  درصد  و  شد  برآورد 

بیمارگر در سویة  جوانه  اسپور قارچ    LN11و در سویة    DM6  10/%41، در سویة  SN3  33/%75، در سویة  MarG19  31/%86زنی 

تا    %73/7بیمارگر به میزان  ی باعث کاهش رشد پرگنه قارچ  هر چهار سویه به صورت جزیار  فرّ  یباتترک محاسبه گردید.    %76/73

، در SN3  15/%76، در سویة  MarG19  19/%71در شرایط درون شیشه درصد بازدارندگی از شدت بیماری در سویة  شدند.    %19/64

سویة    DM6  07/%88سویة   در  گلخانار  LN11  43/%85و  شرایط  در  سویه  دو  هر  تاثیر  این،  بر  علاوه  شد.  روش  زیابی  دو  به  ه 

قر بررسی  مورد  اسپری  و  خاک  بیشخیساندن  که  گرفت  در  ار  بازدارندگی  درصد  روش    DM6و    MarG19  هاییه سوترین  در 

 ( محاسبه شد. %100در روش اسپری ) SN3( و در سویة %77/77خیساندن خاک )

 ، لیپوپپتید 16S rDNAژن های اندوفیت، ترکیبات ضدقارچی، باکتریهای کلیدی: واژه

 

 مقدمه 

)توت دولپه،Fragariaفرنگی  و  علفی  گیاه  از    ( 

تجاری آن    گونة( است که  Rosaceaeسرخیان )خانواده گل

نام   می  Duch ananassa × Fragariaبا  میوۀ  .  گرددکشت 

ها، قندها، مواد معدنی  فرنگی به دلیل دارا بودن ویتامینتوت

زیادی   توجه  از  جهان  سراسر  در  مطلوب،  عطر  و  طعم  و 

ثبر ویتامین  فیبر،  آهن،  دارای  همچنین  است.  ،  خوردار 

پتاسی در  کلسیم،  که  بوده  فلاونوئیدی  ترکیبات  و  فسفر  م، 

بر  (.  Konczak & Zhang, 2004ند )سلامت انسان نقش دار

نامه سازمان جهاد کشاورز در  ،  1400در سال    یاساس آمار 

مطرح از  یکی  عنوان  به  کردستان  استان  ترین  ایران، 

توتدهنپرورش بیماریدگان  و  آفات  است.  های  فرنگی 

ک  محصوزیادی  این  رشت  میل  قرار  تاثیر  تحت  که  ا  دهند 

از اصلی آنتراکنوز یکی  این  ها میترین آن بیماری  باشد. در 

بخش بیشتر  برگبیماری  میوه،  طوقه،  مانند  گیاه  ها،  های 

بیماری   عامل  قارچ  به  خزنده  ساقة  یا  استولون  و  دمبرگ 

ند. در اثر آلودگی با قارچ عامل بیماری روی  باشحساس می

نارس و رسیده میو به  های قهوه ، لکهه  تا سیاه و آبسوخته  ای 

ها در شرایط مرطوب گسترش پیدا  آید که این لکه وجود می

ها و  ای تا سیاه همچنین بر روی برگهای قهوه کنند. لکهمی
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سبب   به  گیاه  مرگ  و  پژمردگی  و  شده  ایجاد  دمبرگ 

ن  ای  (.Curry et al., 2002)  گرددی طوقه ایجاد میپوسیدگ

ایجاد شده     .Colletotrichum sppر چند گونه  بیماری در اث

قارچ   با  آلودگی  به  نسبت  رشدی  مراحل  همة  در  گیاه  و 

  (. جنس Cai et al., 2009دهد ) بیمارگر حساسیت نشان می

Colletotrichum  شاخة  به  متعلق  Ascomycota،   زیرشاخة  

Pezizomycotina ،   ردۀ  Sordariomycetes ،   راستة  

Glomerellales  خانوادۀ   و  Glomerellaceae  به  می باشد. 

گونه شناسایی  مختلف  منظور  از  Colletotrichumهای   ،

ریخت کنیدی،  خصوصیات  شکل  و  اندازه  مانند  شناسی 

و   جنسی  فرم  آسروول،  اسکلروت،  چنگک،  و  خار  وجود 

آن  رشد  میزان  و  پرگنه  رنگ  می  همچنین  شود  استفاده 

(Sutton, 1992  .)مختلف روش مدهای  برای  بیماری  یریت  ی 

مزر در  میآنتراکنوز  که  شده  انجام  گلخانه  و  به  عه  توان 

مقاوم  روش ارقام  و  شیمیایی  سموم  کاربرد  زراعی،  های 

جا که کاربرد بیش  (. ازآنKarimi et al., 2017اشاره کرد )

قارچ حد  بروزکشاز  سبب  شیمیایی  های  آلودگی  های 

، ددگربیمارگر می  محیطی و بروز مقاومت در عواملزیست

بیشتر مورد توجه قرار گرفتهکاربرد روش اند  های جایگزین 

روش این  از  یکی  میکه  زیستی  کنترل  کاربرد  ها،  باشد. 

بیمارگر  میکروارگارنیسم عوامل  سرکوب  باعث  که  هایی 

آنتیمی )پارازیتیسم،  مستقیم  صورت  به  تولید  شوند  بیوز، 

مستقیم  متابولیت  غیر  و  سلولی(  مهای  سر  بر  و )رقابت  کان 

بیما عوامل  فعالیت  از  غذایی(  جلوگیری مواد  گیاهی  رگر 

اندوفیتPal & Gardener, 2006) کنندمی دلیل  (.  به  ها 

بافت  و کمتر تحتاینکه  را کلونیزه کرده   های داخلی گیاه 

تنش  میتاثیر  قرار  محیطی  در  های  سایر گیرند  با  مقایسه 

 Collinge)باشند  شتری میعوامل بیوکنترل دارای مزایای بی 

et al., 2019)اندوفیت می.  و  ها  ریشه  بذر،  طریق  از  توانند 

یا  زخم مستقیم  صورت  به  و  وارد  گیاه  به  شده  ایجاد  های 

جلوگیری گیاهی  بیمارگرهای  پیشرفت  از  کنند.  غیرمستقیم 

میکروارگانیسم این  بهمچنین  فسفر،  ها  حلالیت  افزایش  ا 

استیک ایندول  اسید  با  تولید  افزایش رشد  و سیدروفور  عث 

 ,.Ryan et al., 2008; Chebotar et al)شوند  گیاهان می

شناسایی    .(2015 و  جداسازی  پژوهش،  این  انجام  از  هدف 

ها  های ضد قارچی آنهای اندوفیت و بررسی ویژگیباکتری

 باشد.فرنگی میعلیه عامل بیماری آنتراکنوز توت
 

 ها مواد و روش

 قارچ بیمارگر

از    MK372221رسی  گر به شماره دستیة قارچ بیماروس

قارچ دانشکده  کلکسیون  بیولوژیک  کنترل  آزمایشگاه  های 

 کشاورزی، دانشگاه کردستان تهیه گردید.
 

 بردارینمونه 

ازبوته  فرنگی منطقه مریوان در مزارع توت  های سالم، 

جمع کردستان  بستهاستان  در  و  به  آوری  کاغذی  های 

کنتر دان آزمایشگاه  بیولوژیک  منتقل  ل  کشاورزی  شکده 

 گردید.

 

 های اندوفیت  جداسازی باکتری

بوته شستشوی  از  توتپس  سالم  آب  های  با  فرنگی 

های مختلف گیاهی از هر نمونه شامل ریشه،  معمولی، بخش

استولون،   ساقه،  میوه،  دم  گلبرگ،  دمبرگ،  برگ،  طوقه، 

م شد.  های کوچک تقسیمیوۀ نارس و میوۀ رسیده به قسمت 

،  %70ها یک دقیقه در اتانول  ونی سطحی، نمونه ف جهت ضدع

سدیم    4–2 هیپوکلریت  در  اتانول    30،  %5/2دقیقه  در  ثانیه 

ور شدند و سه بار شستشو با آب مقطر سترون هر  غوطه  70%

اون  کدام به مدت یک دقیقه انجام گردید. به هر نمونه در ه

و کوبیده شد و  لیتر آب مقطر سترون اضافه  میلی  10سترون،  

مدت   سپس    دقیقه   30به  گردید.  هر    50رها  از  میکرولیتر 

محیط  روی  ) سوسپانسیون،  ،   NA)  Nutrient agarهای 

s B,King  ( وTSA)Tryptic soy agar     کشت چمنی انجام

نمونه  دمای    هاو  در  انکوباتور  قرار    28در  سلسیوس  درجه 

پس    لص وها خا. سپس نمونه (Costa et al., 2012)  اده شدد

مح  هایهجدا  از رشد نسبت    یسرولگل،  NB  یطدر  به  سترون 

حجم  20 فراضافه    ی%  در  سلسیوس    –70  یزرو  درجه 

کارایی روش ضدعفونی سطحی، با کشت  .یدگرد  ی نگهدار

کشت    50 محیط  روی  بر  سوم  شستشوی  آب  از  میکرولیتر 

NA ارزیابی گردید (Costa et al., 2012) . 
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 اندوفیت ی هاتشخیص مولكولی باکتری

  DNAراج استخ

جدایه  کشت  از  )پس  محیط  در  باکتری  (  NBهای 

Nutrient broth  سرعت با  دقیقه  پنج  مدت  به  سانتریفوژ   ،

میلی  5000 یک  رسوب  به  و  انجام  دقیقه  در  بافر دور  لیتر 

 (  ,100mM Tris–HCL pH 8, 1.4 M NaClاستخراج 

20mM EDTA pH 8, CTAB 3%  میکرولیتر آنزیم   10( و

  37دقیقه در حمام آب گرم    30  به مدت  اضافه و یزوزیملا

میکرولیتر  سه  سپس  شد.  داده  قرار  سلسیوس  درجه 

گرم   آب  حمام  به  و  اضافه  نمونه  هر  به    65مرکاپتواتانول 

کلروفرم/   نمونه  هر  به  گردید.  منتقل  سلسیوس  درجه 

دور در دقیقه    120افه و با سرعت  ( اض24:1ایزوآمیل الکل )

دور در دقیقه    13000تریفوژ در  ر داده شد. سانروی شیکر قرا

ة قبل تکرار شد. سپس به هر  دقیقه انجام و مرحل  15به مدت  

فریزر در  و  اضافه  سرد  ایزوپروپانول  نگهداری    –20نمونه 

اتانول   با  آن  از  پس  از    %70شد.  پس  و  شد  داده  شستشو 

با آ اتانول،  ب مقطر دیونیزه سترون رقیق و در فریزر حذف 

 (.Murray & Thompson, 1980داده شد )ار قر –20
 

 ای پلی مراز  واکنش زنجیره

جدایه مولکولی  شناسایی  از  جهت  اندوفیت  های 

ژن   عمومی  )16S rDNAآغازگرهای   ،َ3–

AGAGTTTGATCATGGCTCAG  –َ5   )FD2  3َ) و–

ACGGTTACCTTGTTACGACTT  –َ5  )RP1    استفاده

( واکنش  Weisburg et al., 1991شد   .)PCR  د ه ستگادر 

مدل  ترموسایک حجم    ™BIO RAD T100لر    25با 

حاوی   یک  Master mixمیکرولیتر    5/12میکرولیتر   ،

میکرولیتر   یک  آغازگر،  هر  از   5/9و    DNAمیکرولیتر 

شد.   انجام  سترون  دیونیزه  مقطر  آب  واسرشت  میکرولیتر 

درجه سلسیوس    95در دمای   سازی اولیه به مدت چهار دقیقه

سازی در دمای  رشتچرخه شامل واس  40شروع و در ادامه  

دمای    94 در  آغازگر  اتصال  دقیقه،  به مدت یک    52درجه 

دمای   در  بسط  و  دقیقه  یک  مدت  به   درجه  72درجه 

درجه    72سلسیوس به مدت دو دقیقه و بسط نهایی در دمای  

واکنش  ل  سلسیوس به مدت هفت دقیقه اجرا گردید. محصو

PCR    آگارز ژل  روی  شد    %1در   Bereswill et)مشاهده 

al., 1995) . 
 

 تعیین توالی و آنالیز فیلوژنتیكی 

جدایه    PCRواکنش  محصول   هر  توسط  برای 

ABI3730xl DNA sequencer   کره ماکروژن  شرکت 

توالیجنوب توالی  شد  یابیی  هر  نرم  و    BioEditافزار  توسط 

های موجود در بانک ژن با  توالیبا  ویرایش و   7.0.5.3ورژن  

مقایسه گردید و آنالیزهای    ست لاب ابزار جستجویاستفاده از  

روش به  از   Neighbor Joining فیلوژنتیکی  استفاده  با  و 

 (. Hall, 1999انجام شد ) MEGA7 افزارنرم
 

 های اختصاصی لیپوپپتید تكثیر ژن

 ازsrfAA و    FenD  ،ItuDسه ژن    به منظور بررسی بیان

آغازگرها گردید.  استفاده  اختصاصی  )آغازگرهای   –3َی 

TTTGGCAGCAGGAGAAGTTT  –َ5  )FenD1f    و

(َ3–GCTGTCCGTTCTGCTTTTTC  –َ5  )FenD1r  

ژن   تکثیری    FenDبرای  قطعه  طول  و    964با  بازی  جفت 

(َ3– GATGCGATCTCCTTGGATGT  –َ5  )ItuD1f  

 ( (  ATCGTCATGTGCTGCTTGAG  –َ5 –3َو 

ItuD1r    ژن تکثیری    ItuDبرای  قطعه  طول  جفت    647با 

  95سازی اولیه پنج دقیقه در    گردید. واسرشت   بازی استفاده 

و سلسیوس  شامل    30درجه  یک  چرخه  سازی  واسرشت 

درجه    55درجه سلسیوس، اتصال یک دقیقه در    94دقیقه در  

درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه و    72سلسیوس، بسط در  

نهایی   در    10بسط  سل  72دقیقه  گردید  درجه  انجام  سیوس 

(Gond et al., 2015  ژن  .)srfAA  آغازگر ) با   –3َهای 

TCGGGACAGGAAGACATCAT–َ5  )SRFAF   و

(َ3–  CCACTCAAACGGATAATCCTGA  –َ5  )

SRFAR    تکثیری قطعه  طول  و    201با  تکثیر  بازی  جفت 

چرخه حرارتی به صورت واسرشت سازی اولیه چهار دقیقه  

و  95در   سلسیوس  شام  40درجه  سازی  چرخه  واسرشت  ل 

  55در    اتصال یک دقیقهدرجه سلسیوس،    94یک دقیقه در  

به مدت یک    70درجه سلسیوس، بسط در   درجه سلسیوس 

نهایی به مدت  دقیق درجه سلسیوس    70دقیقه در    5ه و بسط 
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( شد  گرفته  نظر  محصول  Mora et al., 2011در  کیفیت   .)

PCR  ارزیابی شد.   %1بر روی ژل آگارز 
 

 های اندوفیتیات بیوشیمیایی سویهارزیابی خصوص 

منظور   خصوبه  جدایه،  صیات  بررسی  هر  بیوشیمیایی 

رنگمونآز اکسیداز،  های  فسفاتاز،  کاتالاز،  گرام،  آمیزی 

اوره  ذوب  لیپاز،  نشاسته،  هیدرولیز  سیترات،  مصرف  آز، 

ژلاتین، تولید سولفید هیدروژن، تولید گاز از گلوکز، احیای  

 Schaad)اسیون و احیاء انجام شد  نیترات و آزمایش اکسید

et al,. 2001)  . 
 

گیاه توانای   ارزیابی ترکیبات محرک رشد  تولید  ی 

 های اندوفیتتوسط سویه

 ارزیابی تولید اسید اندول استیک 

با    LB(  Bertani–Luriaهای اندوفیت در محیط )سویه

تریپتوفان کشت و به مدت ده روز بر روی  –حجمی ال  2/0

با سرعت   قرار    200شیکر  تاریکی  شرایط  در  دقیقه  در  دور 

دقیقه    12دور در دقیقه به مدت    5000ر  ه شدند. سپس  دداد

دو   به  و  میلیمیلیسانتریفوژ  چهار  رویی،  فاز  از  لیتر  لیتر 

به مدت     Salkowskiمعرف   ترکیب  و  دقیقه    30اضافه شد 

رنگ   تغییر  بررسی  از  پس  گردید.  نگهداری  تاریکی  در 

نانومتر توسط    530ر سویه، ضریب جذب در  ایجاد شده در ه

اسپکتروفتودست )گاه  مدل   ,SPECORD® PC/210متری 

Analytik jena, Germany گیری و پس از مقایسه با  ( اندازه

محاسبه   نمونه  هر  در  هورمون  غلظت  استاندارد،  منحنی 

 (. Ben Abdallah et al., 2016گردید )

 

 ارزیابی تولید جیبرلین 

  Jensen broth  (Sucroseدر محیط    های اندوفیتسویه

 NaCl  5/0گرم،    4MgSO  5/0گرم،    4HPO2K  1گرم،    20

 3CaCOگرم و    4MoO2Na  005/0گرم،    4FeSO  1/0گرم،  

دور در دقیقه بر روی شیکر    200گرم( کشت و با سرعت    2

به مدت هفت روز قرار داده شد.  سپس سانتریفوژ با سرعت  

از  5000 پس  و  انجام  دقیقه  در  اسید    دور  رسوب،  حذف 

با اتیل استات    افه گردید. سپسمولار اض  1/0هیدروکلریک  

ارزیاب بافر فسفات مخلوط شد.  با  ی ضریب جذب  شستشو و 

انجام و مقدار    254در   نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر 

گردید   محاسبه  استاندارد  منحنی  گرفتن  نظر  در  با  جیبرلین 

(Holbrook et al., 1961 .) 

 

 کننده فسفات ی تولید آنزیم حلارزیاب

ت آنزیتوانایی  حلولید  محیط  م  توسط  فسفات،  کننده 

از    Ca₃(PO₄)₂حاوی    Pikovskaya  کشت پس  و  ارزیابی 

کلونی اطراف  شفاف  هاله  تشکیل  روز،  هفت  های  گذشت 

 (.  Dias et al., 2009باکتری بررسی شد )
 

 ارزیابی توانایی تولید سیدروفور

 10به    CASبا اضافه کردن    CAS–agarمحیط کشت  

تهیه  لیمی  یک  O2.6H4FeSO  لیتر محلولمیلی مولار اسیدی 

اضافه شد و اتوکلاو     HDTMAلیتر محلولمیلی  40و به آن  

کشت   محیط  همچنین  اسیدیته    LBگردید.  و    8/6با  تهیه 

شد.   محلول  میلی  100اتوکلاو  از  با   CAS–HDTMAلیتر 

پتری  در زیر هود  LBلیتر محیط  میلی  900 ها،  مخلوط و در 

–CASآماده شده    ری و نیمی محیطنیمی محیط کشت باکت

HDTMA    مخلوط شده با محیطLB  های  ریخته شد و سویه

کشت   محیط،  دو  بین  مرز  در  خطی  صورت  به  اندوفیت 

ی رنگی در محیط کشت بررسی گردید. سپس تشکیل هاله

 ,.Schwyn & Neilands, 1987; Louden et al)گردید  

2011; Arora and Verma, 2017)  . 

 

تو تولیارزیابی  متانایی  و  ابولیتد  ثانویه  های 

 هاآنزیم

 تولید سیانید هیدروژن 

محیط  سویه روی  بر  اندوفیت  در    NAهای  و  کشت 

پتری محلول  درب  با  آغشته  سترون  صافی  کاغذ     %2ها 

Na2CO3    5و%  Picric acid    با محکم  و  شد  داده  قرار 

پوشانده   تغییر  پارافیلم  روز  هفت  گذشت  از  پس  گردید. 

کاغذ ارزیابی    رنگ   ,Alstrom & Burns)شد  صافی 

1989)  . 

 

 تولید آنزیم پروتئاز

میلک   اسکیم  به روش   %  3محیط کشت  شده  سترون 

سویه  و  تهیه  نقطهتندالیزاسیون  صورت  به  اندوفیت  ای  های 
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درجه سلسیوس    26±2کشت و به مدت هفت روز در دمای  

-از آن ایجاد هالة شفاف در اطراف کلونینگهداری و پس  

 (.  Tiru et al., 2013زیابی گردید )باکتریایی اری ها

 

 تولید آنزیم کیتیناز 

سویه  منظور،  این  محیط  به  روی  بر  باکتریایی  های 

کیتین   کلوییدال  مخمر    5حاوی  عصاره  گرم،   5/0گرم، 

4HPO2K  5 /0    ،گرمO2.7H4MgSO  2/0    ،گرمNaCl  1/0 

آگار   صورت    15گرم،  به  مقطر  آب  لیتر  یک  در  گرم 

پس    یانقطه  و  شد  ایکشت  روز،  چهار  شفاف  از  هالة  جاد 

شد   ارزیابی  لوگول  محلول  با  کلونی  اطراف 

(Shanmugaiah et al., 2008) . 
 

 پكتیناز یمآنز یدتول

گردید   استحصال  سیب  میوه  از  پکتین  پودر 

(Giovanetti Canteri et al., 2005.) باکتریایسویه ی های 

نقطه صورت  محیط  به  روی  حاوی    gara ̕tVincenای 

seSucro  1    ،3گرمKNO  6/0    ،4گرمPO2KH  1    ،گرم

O2.7H4MgSO  25/0  ،2 گرمCaCl 1/0    ،3گرمNaNO  2  

مخمر   KCl  5/0گرم،    4HPO2K  5/0گرم،   عصاره  گرم، 

گرم در یک لیتر آب    15گرم و آگار    10یک گرم، پکتین  

چها گذشت  از  پس  شدند.  کشت  هالة  مقطر  ایجاد  روز  ر 

لوگو محلول  توسط  گردیشفاف  ارزیابی   & Aaisha)د  ل 

Barate, 2016)  . 

 

 واکنش فوق حساسیت

میکرولیتر از سوسپانسیون هر سویه    100به این منظور،  

لیتر آب مقطر سترون تهیه و  سلول در هر میلی  810با غلظت  

برگ به  سرنگ  گیاهچهبا  توتون  های  ماهه  سه  های 

(Nicotiana tabacum L. تلقیح  و نتایج بعد از گذش )  96ت  

 . (Ben Abdallah et al., 2016)ده گردید  ساعت مشاه

 

 بررسی توانایی کنترل زیستی در شرایط آزمایشگاه 

سویه قارچی  ضد  اثرات  با  ارزیابی  اندوفیت  های 

 روش کشت متقابل 

میلی پنج  دیسک  یک  سویه،  هر  کشت  برای  از  متری 

 در یک طرف پتری حاوی محیطهفت روزه قارچ بیمارگر  

(PDA  )Potato dextrose agar    طرف در  و  شد  داده  قرار 

سویة پتری    دیگر  در  شد.  کشت  به صورت خطی  اندوفیت 

پتری گردید.  کشت  تنهایی  به  قارچ  دیسک  در  شاهد  ها 

دمای   در  پس    25±2انکوباتور  و  نگهداری  درجه سلسیوس 

تیما در  قارچ  پرگنة  شعاع  روز،  هفت  گذشت  شاهد  از  و  ر 

داندازه  شد.  مقایسه  و  بازدارندگیگیری  با    رصد  سویه  هر 

 (.  Moreira et al., 2014محاسبه شد ) استفاده از فرمول زیر 
IP= (A–B/A) ×100 

IP درصد بازدارندگی : 

A میانگین شعاع پرگنة قارچ در شاهد : 

B میانگین شعاع پرگنة قارچ در تیمار : 

 

قارچ   ارزیابی ضد  فرار    هاییتمتابول  ی اثرات 

توس  یدتول سویهشده  رشد   اندوفیت  هایط    بر 

 قارچ بیمارگر پرگنۀ

میلی پنج  دیسک  یک  منظور،  این  کشت  به  از  متری 

پتری مرکز  در  بیمارگر  قارچ  روزه  محیط  هفت  حاوی  های 

PDA    روی وارونه  صورت  به  سترون  شرایط  در  و  کشت 

محیط  پتری باکتریایی کشت شده روی  داده   NAهای  قرار 

تیشد   پوشانده گردید. در  پارافیلم  با  محو  از  شاهد   یطمار 

ها در انکوباتور  کشت بدون تلقیح باکتری استفاده شد. پتری

و پس از گذشت  درجه سلسیوس نگهداری    25±2در دمای   

و    یریگو شاهد اندازه   در تیمارقارچ    پرگنة   شعاع  ، هفت روز

بازداندگی بخش    درصد  در  شده  ذکر  فرمول    ارزیابیطبق 

  ، لش کشت متقابرو  با   یمارگرب  هایسویه  یاثرات ضد قارچ

 (.  Gao et al., 2017ید )محاسبه گرد

 

متابولیت  ارزیابی قارچی  ضد  خارج    های اثرات 

توسط    یدتول  یسلول بر    اندوفیت  هایسویهشده 

 رشد پرگنۀ قارچ بیمارگر 

اندوفیت در  سویه مایع سترون  میلی  45های  لیتر محیط 

شیکر روی  بر  و  سرعت    کشت  دقیقه    150با  در  دور 

از    نگهداری  بعد  در    48گذشت  شدند.  سانتریفوژ  ساعت 

دقیقه انجام و مایع رویی از فیلتر   15 دور دقیقه به مدت 5000
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تحت    Milliporeمیکرون ساخت شرکت    0/ 22سرنگی قطر  

پنج   دیسک  یک  سپس  شد.  داده  عبور  سترون  شرایط 

بیمارگمیلی قارچ  روزه  هفت  کشت  از  مرکز  متری  در  ر 

ک چاهک پنج داده شد. سپس یهای سه بخشی  قرار  پتری

ایجاد و  قارچ،    یسکاز د  مترییلیم  25فاصله    متری درمیلی

عصاره   150 از  هر  میکرولیتر  در  سویه  هر  شده  فیلتر  ی 

تلقیح   کشت  محیط  از  شاهد  تیمار  در  شد.  ریخته  چاهک 

دمای    ها در انکوباتور در نشده در چاهک استفاده شد. پتری 

روز    پس از گذشت هفت درجه سلسیوس نگهداری و   2±25

اندا شاهد  با  مقایسه  در  پرگنه  درصد  زه شعاع  و  گیری 

ارزیابی  بخش  در  شده  ذکر  فرمول  طبق  اثرات    بازداندگی 

محاسبه    با روش کشت متقابل   یمارگرب  های سویه  یضد قارچ

 (.  Jangir et al., 2018گردید )
 

متا  ارزیابی قارچی  ضد  خارج    های بولیتاثرات 

ت   یدتول  یسلول بر اب  هایسویهوسط  شده  کتریایی 

  زنی اسپور قارچ بیمارگرجوانه

میلی متابولیتیک  از  فیلتر شده  لیتر  های خارج سلولی 

  میکرولیتر سوسپانسیون اسپور قارچ بیمارگر با غلظت   200با  
م  610 هر  در  )لیلیاسپور  محیط  در   PDB  )Potatoیتر آب 

dextrose broth    با سرعت و روی شیکر  ور  د  120مخلوط 

  ار داده شد. در تیمار شاهد از سوسپانسیون اسپور در دقیقه قر

گذشت   از  پس  گردید.  استفاده  متابولیت  ساعت    24بدون 

جوانه و  میزان  بررسی  نوری  میکروسکوپ  توسط  زنی، 

شد   محاسبه  زیر  فرمول  طبق  بازدارندگی  درصد 

(Mohammadi et al., 2017; Saechow et al., 2018  .) 
IP= (A–B/A) ×100 

IPزدارندگی : درصد با 

Aزده در شاهد : تعداد اسپور جوانه 

Bزده در تیمار: تعداد اسپور جوانه 

توانایی درون   بررسی  شرایط  در  زیستی  کنترل 

 ایشیشه

میوه  ابتدا  منظور  این  توتبه  و  های  سالم  فرنگی 

به  هم سطحی  ضدعفونی  جهت  و  انتخاب   30مدت  اندازه 

آن سه بار با آب    اده شد و پس از قرار د  70ثانیه در اتانول %

ها بر روی کاغذ صافی  ه مقطر سترون شستشو انجام شد. میو

در   جداگانه  تیمار،  هر  برای  و  گردید  خشک  سترون 

با غلظت  سوسپانسیون سویه سلول در هر    810های باکتریایی 

غومیلی دقیقه  پنج  به مدت  سترون  مقطر  ور شد.  طهلیتر آب 

میوه  بسته سپس  در  داست  هایها  قرار  در  رون  و  شد  ده 

از    25±2دمای بعد  گردید.  نگهداری  سلسیوس  درجه 

اسپور    20ساعت،    24گذشت   سوسپانسیون  از  میکرولیتر 

غلظت   با  بیمارگر  م  610قارچ  هر  در  بر  لیلیاسپور  آب  یتر 

، تلقیح و  با سوزن سترون خراش داده شدکه      یوه هر مروی  

سپور  . سوسپانسیون اهای خود قرار داده شدنددا در بسته مجد

شاهد مثبت به کار برده شد    قارچ بیمارگر به تنهایی در تیمار

میوه  به  سترون  مقطر  آب  منفی  شاهد  تیمار  در  تلقیح  و  ها 

(. پس از گذشت پنج روز، با  Huang et al., 2011گردید )

ه نسبت  احتساب شعاع و ارتفاع هر میوه، مساحت سطح آلود

ماری  و شدت بیارزیابی    اتوکدفزار  به سطح سالم توسط نرم

 توسط فرمول زیر محاسبه شد: 

DS=A/H×2πr 

DSشدت بیماری : 

A سطح آلوده : 

H ارتفاع میوه : 

r شعاع میوه : 
 

 ارزیابی توانایی کنترل زیستی در شرایط گلخانه 

خاک خیساندن  روش  دو  از  آزمون  این   Soil)  در 

drenchingاسپری و  گیاهچه   (  شد.  استفاده  پنج کردن    های 

توتهفته کیسهرفای  در  پاروس  رقم  پلاستیکی  نگی  های 

خاک   خیساندن  روش  در  شدند.  از  میلی  25کشت  لیتر 

با غلظت    اندوفیت  هر سویه  هر    810سوسپانسیون  در  سلول 

لیتر آب در پای ریشه تلقیح شد. در روش اسپری، پنج  میلی

هر سمیلی با غلظت ذکر شده  لیتر سوسپانسیون  اندوفیت  ویه 

ر اندامبر  هوی  گلدان وایی  های  و  شد  شرایط  اسپری  در  ها 

دمایی   شرایط  در  نگهداری    25±2گلخانه  سلسیوس  درجه 

گذشت   از  پس  میلی  24شدند.  پنج  از  ساعت،  لیتر 

اسپور در هر    610سوسپانسیون اسپور قارچ بیمارگر با غلظت  

ها اسپری شد.  ایی گیاهچه های هو یتر آب بر روی اندام لیلیم

پانسیون قارچ بیمارگر به تنهایی و  شاهد مثبت سوس  در تیمار
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گردید   در استفاده  سترون  مقطر  آب  منفی  شاهد  تیمار 

(Freeman et al., 2001; Rakotoniriana et al., 2013  .) 

بیماری روی دمبرگ به روش ) ارزیابی شاخص (  1980های 

Delp & Milholand    روز به صورت زیر    60بعد از گذشت

 انجام شد. 

 0دون زخم = دمبرگ سالم ب  (الف

 1=  یلیمتربا اندازه کمتر از سه م علائم روی دمبرگ (ب

 2متر= میلی 3–10با اندازه  علائم روی دمبرگ (ج

 3متر= میلی 1/10–20با اندازه  علائم روی دمبرگ (د

 4متر= میلی 20ن( علائم روی دمبرگ با اندازه بیشتر از 

=    رود یم  ن یاز ب  یاه ه و گدمبرگ به طور کامل نکروزه شد  ه(

5  

 درصد بازدارندگی طبق فرمول زیر محاسبه گردید.
IP= (A–B/A) ×100 

IP درصد بازدارندگی : 

A شاخص بیماری در شاهد : 

Bشاخص بیماری در تیمار : 
 

 نتایج

 های اندوفیت جداسازی و شناسایی باکتری

از    SN3از دمبرگ،   MarG19های  در این تحقیق سویه

استول  LN11  و  DM6برگ،   مزارع  ون گیاهچهاز  های سالم 

های مریوان و کامیاران استان کردستان فرنگی شهرستانتوت

سویه شناسایی  شد.  توسط  جداسازی  اندوفیت  های 

طول    RP1و    FD2آغازگرهای   به  ژنومی  قطعه  و  انجام 

انجام  1500تقریبی   از  پس  تکثیر گردید.  باز  -توالی  جفت 

مقایسه متوالیبا  ها  یتوال  ییابی،  ژن  وجود  های  بانک  در 

نرم سایت    BLASTافزار  توسط  که  NCBIدر  داد  نشان   ،

جنس  سویه با  اندوفیت  این    Bacillusهای  دارند.  مشابهت 

شاخة   به  ردۀ  Firmicutesجنس   ،Bacilli راستة  ،

Bacillales  خانوادۀ  ،Bacillaceae    اعضای که  بوده  متعلق 

میلهای مثبت،  گرام  خانواده  شکن  با  ای  مختل  لف  اشکال 

ها، کاتالاز مثبت  باشند. این باکتریها میه کلونی در بین گون

)جدول   هستند  اسپور  تولید  به  قادر  و  سویة  1بوده   .)

MarG19    دسترسی شماره  سویة  MH161583با    ،SN3    با

دسترسی   سویة  MK392030شماره   ،DM6    شماره با 

سویة    MH161591دسترسی   دسترسی    LN11و  شماره  با 

MH161584  بت شدند. نتایج ارزیابی توانایی  ک ژن ثدر بان

تولید لیپوپپتیدهای فنجایسین، ایتورین و سورفکتین نشان داد  

سویة   در  فقط  فنجایسین  لیپوپپتید  شده،    DM6که  تولید 

ها  ها و سورفکتین در همة سویهیک از سویه ایتورین در هیچ

 (.1)شکل شود  تولید می

ترکیبات   تولید  گیاه  ارزیابی  رشد  توسط  محرک 

 های باکتریایی سویه

های گیاهی اسید ایندول استیک  توانایی تولید هورمون

توانایی   ولی  گردید  مشاهده  سویه  چهار  هر  در  جیبرلین  و 

سویة   در  هورمون  دو  هر  چهار    LN11تولید  هر  بود.  بیشتر 

بو فسفات  حلالیت  به  قادر  اندوفیت  همچنین  سویة  دند. 

سویه مشاهده گردید و    فور در هر چهارتوانایی تولید سیدرو

توانایی در سویة   نشان داد که هر    SN3این  نتایج  بیشتر بود. 

می ازت  تثبیت  به  قادر  باکتریایی  سویة  )جدول  چهار  باشند 

1.) 

 هاهای ثانویه و آنزیمارزیابی تولید متابولیت

هیچ که  داد  نشان  سویهنتایج  از  تولید  یک  به  قادر  ها 

هیدروژ نمیسیانید  ولن  توا باشند  آنزیمیکن،  تولید  های  نایی 

شد   مشاهده  سویه  چهار  هر  در  پکتیناز  و  کیتیناز  پروتئاز، 

 (. 1)جدول 

 آزمون فوق حساسیت 

های توتون پس  آزمون فوق حساسیت بر روی گیاهچه

بود که هیچ  96از   از آن  از چهار سویة  ساعت، حاکی  یک 

نکرباکتریای ایجاد  را  نکروزی  هیچ علائم  دند در صورتی  ی 

از گذشت  ک   ساعت علائم نکروز  24ه در شاهد مثبت پس 

 (.   1ثبت و مشاهده گردید )جدول 

 ارزیابی کنترل زیستی در شرایط آزمایشگاه 

سویه  توانایی  کشت  ارزیابی  آزمون  در  اندوفیت  های 

از ممانعت  به  قادر  هر چهار سویه  داد که  نشان  رشد    متقابل 

و   بوده  بیمارگر  قارچ  آنپرگنة  با تفاوت  دار معنی  شاهد   ها 

باشد. درصد بازدارندگی از رشد پرگنة قارچ بیمارگر در  می

، در سویة  SN3  59/%60، در سویة  MarG19  04/%64سویة  

DM6  57/%61    سویة در  شد.    LN11  18/%54و  محاسبه 

توانایی سویه تولید ترکیبات خابررسی  رج  های اندوفیت در 
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ای  که  داد  نشان  ضدقارچی  باعث سلولی  ترکیبات  کاهش    ن 

دار رشد پرگنة قارچ بیمارگر شده و درصد بازدارندگی  معنی

سویة   سویة    ،MarG19  02/%79در  در   ،SN3  95/%41در 

ارزیابی شد.   LN11 96/%34و در سویة  DM6 86/%32سویة 

هر چهار سویه به صورت جزیی باعث کاهش  ار  فرّ  یباتترک 

ویة  برای سندگی  داربازشد که این  بیمارگر  رگنه قارچ  رشد پ

MarG19  73/%7،    در سویةSN3  66/%16  در سویة ،DM6  

سویة    %19/64 در  )جدول    LN11  9/%11و  گردید  ارزیابی 

با  2 سویه  چهار  هر  ضدقارچی  سلولی  خارج  ترکیبات   .)

سویة   در   بازدارندگی  سویة MarG19  31/%86درصد  در   ،

SN3  33/%75،  ة  در سویDM6  10/%41    در سویة   LN11و 

معنی  %76/73 جوانهاداثر  روی  بر  را  قارچ  ری  اسپور  زنی 

 (.  3بیمارگر داشتند )جدول 

شیشه  ارزیابی درون  شرایط  در  زیستی  و   کنترل 

 گلخانه

سویه  توانایی  شدت  بررسی  از  ممانعت  در  اندوفیت  های 

هر    زایی قارچ عامل آنتراکنوز روی میوه نشان داد که بیماری

شد از  جلوگیری  سبب  سویه  بچهار  علائم  بروز  یماری  ت 

به  نسبت  سویه  چهار  هر  در  کاهش  این  که  شاهد    شده 

دار بود. درصد بازدارندگی از شدت بیماری در  سویة  معنی

MarG19  19/%71،    در سویةSN3  15/%76،    در سویةDM6  

ارزیابی گردید )جدول    LN11  43/%85و در سویة    %88/07

همچنین  3 سویه (.  تاثیر  باکتریایارزیابی  کاهش های  بر  ی 

نه نشان داد که بیشترین  علائم بیماری در شرایط گلخات  شد

در   بازدارندگی  در    DM6و    MarG19  های یه سودرصد 

در روش    SN3( و در سویة  %77/77روش خیساندن خاک )

 (.4( محاسبه شد )جدول  %100اسپری)

باکتریایی   هایهای بیوشیمیایی سویهویژگی –1جدول   
Table 1. Biochemical characteristics of bacterial strains 

Taxonomic/Functional traits MarG19 SN3 DM6 LN11 

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 فعالیت کم، زیاد و خیلی زیاد دهنده عدم فعالیت. +، ++ و +++ به ترتیب نشاننشان –دهنده انجام فعالیت و + نشان  
+ represent production, – represent no production; +, ++ and +++: isolates showing low, high and very high 

activity respectively. 
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 های باکتریایی بر رشد پرگنة قارچ بیمارگر پس از هفت روز در شرایط آزمایشگاه. رندگی سویه بازدا تاثیر –2جدول 
Table 2. Inhibitory effect of bacterial strains on mycelia growth of C. nymphaeae under in vitro tests after 7 days  

 Dual culture Volatile metabolites Non–volatile metabolites 

Treatments Colony radius 

(mm) 

Biocontrol 

efficacy 

(%) 

Colony radius 

(mm) 

Biocontrol 

efficacy 

(%) 

Colony radius 

(mm) 

Biocontrol 

efficacy 

(%) 

MarG19 1.46± 0.15c 64.04 3.1 ± 0.60 ab 7.73 0.3 ± 0.30 c 79.02 

SN3 1.6± 0.10bc 60.59  2.8 ± 0.26 ab 16.66 0.83 ± 0.05 b 41.95 

DM6 1.56 ± 0.11bc 61.57 2.7 ± 0.00 b 19.64 0.96 ± 0.05 b 32.86 

LN11 1.86 ± 0.05 b 54.18 2.96 ± 0.41ab 11.90 0.93 ± 0.05 b 34.96 

Control 4.06 ± 0.30a –  3.36 ± 0.15 a – 1.43 ± 0.20 a – 

 (. P ≤ 0.05باشند ) دار میدارای اختلاف معنی  LSDهای مشخص شده با حروف متفاوت بر اساس آزمون میانگین
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).  

 

 

از پنج روز، در شرایط درون شیشه و تاثیر ترکیبات  تاثیر سویه  –3جدول   بیماری آنتراکنوز پس  بر کاهش شدت  های باکتریایی 

 های باکتریایی بر جوانه زنی اسپور قارچ بیمارگر.خارج سلولی سویه
Table 3. Effect of bacterial strains on fruit decay development in vivo after 5 days and Efficacy of the cell–free–

culture filtrates of bacterial strains on conidial germination of C. nymphaeae.   

Treatments Living cell Conidial germination 

 Disease severity Biocontrol efficacy (%) Germinated conidia Biocontrol efficacy (%) 

MarG19 0.087± 0.01 b 71.19 3.33± 1.52 c 86.31 

SN3 0.072± 0.02bc 76.15 6.00± 1.00 c 75.33 

DM6 0.036± 0.01 c 88.07 14.33± 1.15 b 41.10 

LN11 0.044± 0.003bc 85.43 5.66± 1.15 c 76.73 

Control 0.302± 0.06a – 24.33± 7.50a – 

 (. P ≤ 0.05باشند ) دار میدارای اختلاف معنی  LSDهای مشخص شده با حروف متفاوت بر اساس آزمون میانگین

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). 

 

 

 روز در شرایط گلخانه  60های باکتریایی بر شدت بیماری آنتراکنوز پس از تاثیر سویه –4جدول 
Table 4. Effect of bacterial strains on disease severity of strawberry anthracnose in greenhouse condition, 60 

days after inoculation 

Treatments Soil drench Plant inoculation 

Disease severity Biocontrol efficacy (%) Disease severity Biocontrol efficacy (%) 

MarG19 1.0± 0.81 b 77.77 2.0± 0.81 b 55.55 

SN3 1.25 ± 0.5 b 72.22 0.00± 0.00 c 100.00 

DM6 1.0± 0.81 b 77.77 1. 5± 0.57 b 66.66 

LN11 1.25± 0.95 b 72.22 0.25± 0.50 c 94.44 

Control 4.50 ± 0.57 a – 4.50 ± 0.57 a – 

 (. P ≤ 0.05باشند ) دار میدارای اختلاف معنی  LSDهای مشخص شده با حروف متفاوت بر اساس آزمون میانگین

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).   

 
 



 ...در.Bacillus spp چهار سويه  ييکارا  بررسي : اميني و  جانيعلي 174

 

  اختصاصی   ژن   وجود   دهنده نشان  سویه به ترتیب در هر    ی جفت باز  964و    201  قطعه   ین و فنجایسین. سورفکت  یپوپتیدهایل   –1شکل  

 باشند.  ی مو فنجایسین  ینسورفکت یپوپپتید ل

. (M) 1 Kb DNA ladder   
Fig 1. Surfactin and fenjgycine lipopeptides. The 201 and 964 bp fragments in each strains indicates the presence 

of a surfactin and fengycine–specific lipopeptide genes, respectively. 1 Kb DNA ladder (M).  

 

 بحث

های مختلف  فرنگی توسط گونه بیماری آنتراکنوز توت

به  .Colletotrichum sppقارچ   عنوان یکی از    ایجاد شده و 

بیماریرایج میترین  مطرح  محصول  این  گونة   باشد.های 

در   C. acutatumمرکب   بیماری  پراکنش  اصلی  عامل 

توت مزارع  در  نیز  گونه  همین  و  بوده  جهان  فرنگی سراسر 

(.  Karimi et al., 2017استان کردستان گزارش شده است )

اری  گونه است که شش گونه، بیم 31 این گونة مرکب شامل

کنند. در این تحقیق  فرنگی ایجاد میآنتراکنوز را روی توت

قارچ  C. nymphaeaeگونة   کلکسیون  آزمایشگاه  از  های 

کردستان  دانشگاه  کشاورزی  دانشکده  بیولوژیک  کنترل 

انتخاب شد که طبق تحقیقات قبلی این گونه دارای بالاترین  

اقتصادی   خسارت  میمیزان  استان  در  میوه  باشد  روی 

(Karimi et al., 2017باکتری کاربرد  در  (.  مفید  های 

از   ناشی  مخرب  اثرات  کاهش  دلیل  به  محصول  حفاظت 

میکروارگانیسم این  که  بوده  توجه  مورد  سموم  ها  مصرف 

کلونیزاسیون  می مکان،  و  غذا  سر  بر  رقابت  طریق  از  توانند 

هورمونبافت تولید  گیاهی،  گهای  آنزیمهای  های  یاهی، 

ترشح  کننده  تجزیه سیدروفورها،  و  سلولی  دیواره 

سیستمیک متابولیت  مقاومت  تحریک  و  قارچی  ضد  های 

سبب کاهش خسارات ناشی از عوامل بیمارگر گیاهی شوند  
(Duffy & Défago, 1999; Whipps, 2001; 

Bhattacharyya & Jha, 2012)  توانایی پژوهش  این  در   .

ز گیاهان  جداسازی شده ا .Bacillus spp  چهار سویة باکتری 

توت قارچ  سالم  علائم  ایجاد  و  رشد  از  ممانعت  در  فرنگی 

گلخانه   و  شیشه  درون  آزمایشگاه،  شرایط  در  بیماری  عامل 

 بررسی گردید. 

ارزیابی درآزموننتایج  تاثیر  ها  متقابل،  کشت  های 

ترکیبات فرّار و خارج سلولی بر رشد پرگنة قارچ بیمارگر و  

متابولیته اثرات  خارمچنین  جوانههای  بر  سلولی  زنی  ج 

آن   موید  آزمایشگاه  شرایط  در  بیماری  عامل  قارچ  اسپور 

رشد   بر  بازدارنده  تاثیر  اندوفیت  سویة  چهار  هر  که  است 

بیمارگر داشته و سبب کاهش قطر پرگنه در مقایسه با   قارچ 

می چهار  شاهد  هر  سلولی  خارج  ترکیبات  همچنین  شوند. 

گردند. چ بیمارگر میزنی اسپور قارسبب کاهش جوانهسویه  

های تجزیه کننده دیواره مطالعات نشان داد که ترشح آنزیم

و خارج سلولی ضد   فرّارسلولی، تولید سیدروفور و ترکیبات 

های بیمارگر شوند  توانند سبب کاهش رشد قارچقارچی می

(Ben Abdallah et al., 2016) . 



 175 1400 سال ،دو هشمار ،م نه  جلد  ،پزشكيگياه در  زيستي مهار

هر چهار تحقیق  این  آنزیم  در  تولید  به  قادر  ی  هاسویه 

کیتیناز و پکتیناز بودند که   کننده سلولی شامل پروتئاز،تجزیه

های بیمارگر ها توانایی کنترل زیستی در برابر قارچاین آنزیم

آنزیم ترشح  دارند.  از  را  تعدادی  در  پکتیناز  و  پروتئاز  های 

شامل  جنس باکتریایی  ،  Bacillus  ،Burkholderiaهای 
Serratia  ،Acinetobacter،Pseudomonas 

،Enterobacter   و  Stenotrophomonas      که دارند  وجود 

 Ben)شوند های بیمارگر میسبب تجزیة دیواره سلولی قارچ

Abdallah et al., 2016)استرین از  برخی  گونة  .   .Bهای 

atrophaeus  های پروتئاز و کیتیناز و همچنین  با ترشح آنزیم

 .C و  C. acutatumهای  از رشد پرگنة قارچ  تولید سیدروفور

gloeosporioides    می  جلوگیری( کنندHan et al., 2015  .)

بافت کلونیزاسیون  تسهیل  در  نیز  پکتیناز  آنزیم  های  تولید 

قطعات  و  الیگوساکاریدها  تجزیه  با  و  داشته  نقش  گیاهی 

مقاومت   تحریک  باعث  گیاه  سلولی  دیوارۀ  فعال  پکتیکی 

. در  (Davis et al., 1984)شود  زبان گیاهی میدفاعی در می

با تولید    Penicillium oxalicumای نشان داده شد که  مطالعه

برابر   در  را  موضعی  مقاومت  تحریک  سبب  پکتیناز  آنزیم 

Cladosporium cucumerinum  گردد  در خیار می(Peng 

et al., 2004)  . 

باکتری از  بسیاری  در  سیدروفور  تولید  به    هاتوانایی 

کنت در  مهم  ویژگی  یک  بیماریعنوان  گیاهی  رل  های 

تولید  می به  قادر  تحقیق  این  در  سویه  چهار  هر  باشد. 

سیدروفور بودند. سیدروفور در شرایط کمبود آهن تولید و  

آن  کردن  خارج  دسترس  از  باعث  آهن  جذب  افزایش  با 

و گرسنگی آن می بیمارگر   Eisendle et)شود  برای عامل 

al. 2004)  .  داد که نشان    Pseudomonas putidaتحقیقات 

بیمارگر  قارچ  رشد  از  جلوگیری  باعث  سیدروفور  تولید  با 

Fusarium oxysporum  شود  می(Kloepper et al., 

توسط    .(1980 تولید شده  نیز   Bacillus subtilisسیدروفور 

بیماری بروز  از  جلوگیری  توسط  توانایی  شده  ایجاد  های 

Fusarium oxysporium f. sp. ciceri  وMacrophomina 

phaseolina ( را در لوبیا داردPatil et al., 2014  .) 

های مختلف  بیوتیکی در گونه لیپوپپتیدها ترکیبات آنتی

بوده و   بوده که دارای خاصیت ضد قارچی  باسیلوس  جنس 

 Ongena et)توانند سیستم دفاعی گیاه را تحریک کنند  می

al., 2007; Ongena & Jacques, 2008)  نتایج این تحقیق .

سویه  ن فقط  که  داد  و    DM6شان  تولید  فنجایسین  لیپوپپتید 

سویههمه بودند.  ی  سورفکتین  لیپوپپتید  تولید  به  قادر  ها 

توسط   شده  ترشح  کاهش  B. subtilis ایتورین  باعث 

گوجه  Rhizoctonia solaniزایی  بیماری فرنگی  روی 

تحقیقات نشان داد که  (.  Asaka & Shoda, 1996گردد )می

B. subtilis    باعث فنجایسین  و  ایتورین  تولید سورفکتین،  با 

 Botrytis جلوگیری از ایجاد بیماری روی میوۀ سیب در اثر

cinerea  گردد می(Ogena et al., 2007)  . 

افزایش  هورمون سبب  میکروبی  منشاء  با  گیاهی  های 

تنش  تحمل  و  شده  رشد  میزبان  گیاه  در  محیطی  و  های 

ع به  مقاومت  ایجاد  در  دارند  همچنین  نقش  بیمارگر  وامل 

(Yasmin et al., 2017  با استیک  ایندول  اسید  هورمون   .)

سبب   ریشه،  توسعة  و  طولی  رشد  و  سلولی  تکثیر  افزایش 

آلودگی به  میزبان  مقاومت  عوامل  افزایش  از  ناشی  های 

 Yu et al., 2009; González–Lamothe)شود  بیمارگر می

et al., 2012)افزایش  . همچنین هورمون جیبرلی باعث  نیز  ن 

می ریشه  تعداد  و   ,Bhattacharyya & Jha)گردد  سطح 

حلالیت  (2012 و  ازت  تثبیت  با  زیستی  کنترل  عوامل   .

غذا  یاه گ  یدسترس  یزانمفسفات،   مواد  افزایش  را    ییبه 

)می هورمون Alori et al., 2017دهند  تولید  توانایی  های  (. 

ایندول   واسید  ازت  تثبیت  جیبرلین،  و  حلالیت    استیک 

ارزیابی   تحقیق  این  در  اندوفیت  سویة  چهار  هر  در  فسفات 

 گردید.

تولید   زیستی  کنترل  سازوکارهای  از  دیگر  یکی 

می فرّار  توسط  ترکیبات  شده  تولید  فرّار  ترکیبات  باشد. 

های گیاهی نقش  ها در جلوگیری از بیماریها و قارچباکتری

دارند    Schnabel & Mercier, 2006; Huang et)مهمی 

al., 2011)باکتری توسط  شده  تولید  فرّار  ترکیبات  های  . 

تحریک  سبب  و  داشته  قارچی  ضد  خاصیت  اندوفیت 

جوانه و  پرگنه  رشد  از  ممانعت  و  گیاه  اسپور  مقاومت  زنی 

می بیمارگر  )قارچ   Monte, 2001  .)Paenibacillusشوند 

polymyxa    باعث بازدارندگی از رشد  ار  فرّ  یباتترک با تولید

 ,.Raza et al)گردد  می  Fusarium oxysporumارچ  ق
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. همچنین مطالعات نشان داده است که، ترکیبات فرّار  (2015

توسط   شده  کاهش    B. amyloliquefaciensتولید  سبب 

 ,.Raza et al)شود  می  Ralstonia solanacearumرشد  

ر سویة مورد بررسی  . تولید ترکیبات فرّار در هر چها(2016

 یق مثبت ارزیابی شد. در این تحق 

باکتری سلولی  خارج  خاصیت  ترکیبات  اندوفیت  های 

با   B. subtilisدهد که  ضد قارچی داشته و مطالعات نشان می

ترشح ترکیبات خارج سلولی سبب کاهش رشد پرگنة قارچ  

پاخوره  جوانهعامل  و  رشد  کاهش  و  گندم  زنی  ی 

 Chen)شوند  در کلزا می  Sclerotinia sclerotiorumاسپور

et al., 2014) .    باکتریPseudomonas sp.    تولید با  نیز 

از رشد   باعث جلوگیری  ترکیبات خارج سلولی ضدقارچی 

 Wicaksono)گردد  می   Botryosphaeriaceousهای  گونه 

et al., 2017)  . 

های اندوفیت مورد بررسی در این تحقیق قادر به  سویه

از آنتراکنو  جلوگیری  بیماری  علائم  شرایط  گسترش  در  ز 

می که  بوده  شیشه  جمله  درون  از  مختلف  دلایل  به  تواند 

تولید آنزیم بر سر منابع غذایی و مکان،  -های تجزیهرقابت 

آنتی سلولی،  دیواره  مقاومت  کننده  تحریک  و  بیوز 

( باشد  (.  Carmona–Hernandez et al., 2019سیستمیک 

را برای  چندین سازوکار همزمان با هم    هااحتمالا این باکتری

های  کاهش بیماری به کار برده که در این میان ترشح آنزیم

ی دیواره سلولی قارچ بیمارگر و تولید ترکیبات  کننده تجزیه

 باشد.  تر میضد قارچی محتمل

سویه تاثیر  از  حاصل  بر  نتایج  اندوفیت  باکتریایی  های 

روش اسپری و خیساندن    بیماری آنتراکنوز در گلخانه به دو 

های  ها در روی اندامن داد که حضور این باکتریخاک نشا

ی قارچ هوایی و اطراف ریشه، از گیاه میزبان در برابر حمله

تواند به سبب کلونیزاسیون  کند که میبیمارگر محافظت می

مواد   سر  بر  رقابت  ایجاد  اکولوژیکی،  نیچ  اشغال  و  گیاه 

ضد ترکیبات  تولید  آنزیمغذایی،  مانند  های  قارچی 

کنندۀ دیواره سلولی قارچ بیمارگر، تولید سیدروفور و  تجزیه

همچنین ممکن است تحریک مقاومت سیستمیک در میزبان  

( باشد  اهمیت  Mates et al., 2019گیاهی  به  توجه  با   .)

توت سموم  کشت  تاثیر  عدم  و  کردستان  استان  در  فرنگی 

آلودگی و  زیستکاربردی  نهای  مصرف  محیطی  از  اشی 

روش جاسموم،  ضروری  های  زیستی  کنترل  مانند  یگزین 

سویه  این  تاثیر  ارزیابی  و  شرایط  بوده  در  باکتریایی  های 

 گردد.مزرعه پیشنهاد می
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Abstract  

Endophytic bacterial strains, isolated from healthy strawberry seedlings (Fragaria × ananassa) collected in 

Kurdistan province and its antifungal activity against Colletotrichum nymphaeae, causal agent strawberry 

anthracnose was evaluated under in vitro, in vivo, and greenhouse conditions. Bacterial strains were identified as 

Bacillus spp. using biochemical properties and molecular phylogenetic analysis of the 16S rDNA gene 

sequences. The results of biocontrol tests in vitro showed that the bacterial strains had an effective antifungal 

activity against C. nymphaeae of strawberry anthracnose.  All strains represented in vitro antifungal activity 

against C. nymphaeae by dual culture test with (64.04%) in MarG19, (60.59%) in SN3, (61.57%) in DM6 and 

(54.18%) LN1. As well as, the cell–free–culture filtrates of bacterial strains decreased the mycelial growth and 

conidial germination of pathogen and inhibition was assayed in MarG19 (79.02%), in SN3 (41.95%), in DM6 

(32.86%) and in LN11 (34.96%) on mycelial growth and inhibitory percentage with 86.31% in MarG19, 75.33% 

in SN3, 41.10% in DM6 and 76.73% in LN11 on conidial germination. Also, volatile compounds (VOCs) 

partially reduced the mycelium growth of C. nymphaeae. The in vivo test on fruit was done and decreased 

disease severity by 71/19% in MarG19, 76/15% in SN3, 88.07% in DM6 and 85.43% in LN11. The biocontrol 

efficacy under greenhouse conditions was measured using drenching soil and inoculated plants. The highest 

inhibitory percentage in DM6 and MarG19 was (77.77%) in drenching soil method and in SN3 was (100%) in 

plant inoculation method. 
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