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فرنگی در دنيا بيماری پژمردگی باکتریایی با عامل توليد گوجه از عوامل محدود کننده یکی

Ralstonia solanacearum فرنگی، استفاده از است. با توجه به اهميت این بيماری در گوجه

تواند یک راهکار مؤثر در کاهش خسارت این بيماری باشد. در این عوامل کنترل زیستی می

از  1394فرنگی، در سال مشکوک به بيماری پژمردگی باکتریایی گوجه ی گياهیهاپژوهش نمونه

با  آن از طریق شناسایی جداسازی باکتریآوری شد. شرقی جمع مناطق مختلف استان آذربایجان

های ژنوتيپی با جفت . در بررسیهای بيوشيميایی و فيزیولوژیکی صورت پذیرفتآزمون

جفت باز همچنين  148ی ای به اندازهقطعه PS96Hو  PS96I ه نامب 16sRNA آغازگرهای ناحيه

بر اساس  .تکثير شد PCRبا  جفت باز  280 ای به اندازهقطعه F 760و  F 759با جفت آغازگرهای 

فرنگی های مورد بررسی از  بيماری پژمردگی گوجههای فنوتيپی و ژنوتيپی جدایهمجموع بررسی

کنترل زیستی باکتری مذکور  منظور به شناسایی شدند. R. solanacearumاز  ІІ عنوان بيوار  به

 یسازقيرق های سالم، با استفاده از آزمونبوتهجدایه باکتری از خاک ناحيه ریزوسفر  15تعداد 

ها در جلوگيری از رشد پاتوژن ها بر اساس توانایی آنجداسازی شد. اثر آنتاگونيستی این جدایه

 موردی هاهیجدابين  از ی قرار گرفت.بررس موردمون تشکيل هاله بازدارنده با استفاده از آز

ها تعيين گردید. های فنوتيپی و ژنوتيپی آننماینده انتخاب و ویژگی عنوان بهی، سه جدایه بررس

 عنوانبه Ka3و  ka2، جدایه Bacillus subtilisعنوان به ka1 هیاساس جدابر این 

Pseudomonas fluorescens شدند.یی شناسا 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 

طور وسیع در سراسر به (Solanum lycopersicum)فرنگیگوجه

های فراوان شود. اما کشت آن به دلیل بیماریجهان کشت می

قارچی، باکتریایی، ویروسی و نماتدی در برخی موارد با 

. در سال (Jones et al.,1997)شده است  روروبهمحدودیت 

 15باکتری،  10قارچ،  41ن ی ژاپشناس یماریبانجمن  2000

های بیمارگر عنوان بهنماتد و یک فیتوپلاسما را  14ویروس، 

ها گسترش جهانی دارند فرنگی گزارش کردند که بیشتر آنگوجه

(Arie et al., 2007)فرنگی). پژمردگی باکتریایی گوجهRalstonia 

solanacearum یک بیماری مهم است که روی برخی گیاهان در )

باکتری دارای  1کند. نژاد ی مختلف جهان خسارت ایجاد مینواح

به دلیل عدم کارایی و امکان استفاده   .بیشترین دامنه میزبانی است

از سموم شیمیایی در کنترل بیماری، استفاده از ارقام مقاوم و 

های مهم کاهش خسارت و پیشگیری از این متحمل یکی از روش

باکتری به دو (. Zimnoch-Guzowska., 2005بیماری است )

)شامل  Іی شود. شاخهمی شاخه با منشا جغرافیایی متفاوت تقسیم

)شامل  ІІی بیوار سه، چهار و پنج( که منشا آسیایی دارند و شاخه

بیشتر  است. ( منشا گرفته از آمریکای جنوبی2Tو  2Aبیوار یک، 

ت رسد که نسبدهند به نظر میارقامی که مقاومت نسبی نشان می

-ی خاک یا استفاده از آنتیبخاردهبه بیماری متحمل باشند. 

محیطی مخرب، گران و اثر زیادی روی زیست نظر ازها بیوتیک

 Takahashi & Murakoshi, 1997) نداردپژمردگی باکتریایی 

Saddler, 2005;.) هایی مانند استرپتومایسین، آمپیبیوتیکیآنت-

ر اندکی روی بیماری دارند اث نیلیسیپنسیلین، تتراسیکلین و 

(Farag et al., 2001.) 

شناسی گیاهی به استفاده هدفمند از کنترل بیولوژیک در بیماری 

 فعالیت که باعث سرکوب یا کاهش موجودات زنده اشاره دارد

 شودآنها می دمثلیتولیک یا چند پاتوژن گیاهی، همچنین کاهش 

Denny, 2006)). گیاهی یک روش  هایکنترل بیولوژیک بیماری

های گیاهی است و هدف از این مناسب برای مدیریت بیماری

ی عامل پژمردگی هاهیجداپژوهش جداسازی، شناسایی 

ی هایباکترفرنگی و همچنین شناسایی و بررسی اثر گوجه

از رایزوسفر این گیاه در منطقه آذربایجان  جداشدهآنتاگونیست 

 شرقی است.

یک بیماارگر خااکزاد، گارم منفای،     ( R. Solanacearumباکتری )

میکرومتاار(، باادون  5/0-7/0×5/1-5/2ای شااکل )بااه ابعاااد میلااه

اسپور، فاقد کپسول، هوازی اجبااری، دارای یاک تااژک قطبای و     

عنااوان کااه بااه  Poly-β-hydroxybutyrate (PHB)دارای گراناول  

-(. تولیااد پلاایDenny, 2006کنااد )ذخیااره ساالولی عماال ماای 

یایی باعث کاهش جریان در شایره گیااهی و در   ساکاریدهای باکتر

 R. solanacearum شاود. بااکتری  نهایت منجر باه پژمردگای مای   

 Cell wall (کنناااده دیاااواره سااالولی هاااای تخریااابآنااازیم

degradationenzymes) کند که توسط سیساتم ترشاحی   تولید می

 شاود ترشاح مای   (ІІ  )(T2SS )Type ІІ secration systemتیا   

(Huang et al., 2006). اندوگلوکوناز  4 و 1-ها شامل بتااین آنزیم

)(Eg1 )β-1,4endogluconase( انااااااادوگااکتوروناز ،)PehA ،)

 (PehBandPehC)(گااکتوروناااااااااااز اگزوپلاااااااااای

Exopolygalactoronase)  سالوبیوهیدرواز  4 و 1، بتاا )(CbhA) 

Celobiohyrolaseو پکتین متیل استراز ) ((Pme )Pectin methyl 

esteras مای ) (باشاندHuang et al., 2006   در یاک پاژوهش در .)

فرنگاای توسااط راسااتای ماادیریت پژمردگاای باکتریااایی در گوجااه

در شارایط   subtilis Bacillus ریزوباکترها، بااکتری آنتاگونیسات   

درصد از بیماری پژمردگای باکتریاایی    50آزمایشگاهی توانست تا 

کااربرد  (. Vanitha et al., 2009فرنگای را کااهش دهاد )   گوجاه 

هاا سابب افازایش تناوا عوامال      همراه ریزوبااکتر کودهای آلی به 

هاا در للباه بار عامال     کنترل زیستی در خاک شاده و تواناایی آن  

 ,.Alyie et al) دهاد زمینای افازایش مای   پژمردگی باکتریایی سیب

2008.) 

  هاروش و مواد

 

طی  1394 در بهار سالی: فرنگگوجهی از مزارع بردارنمونه

فرنگی در استان آمده از برخی مزارا گوجه عمل بازدیدهای به

های شیر(، نمونهآذربایجان شرقی )مراله، بناب، ملکان و عجب

آوری شد. گیاهی مشکوک به آلودگی با پژمردگی باکتریایی جمع

های مشکوک برداری از بوتهدر هر منطقه از مزارا مختلف نمونه
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، پژمردگی و کاهش رشد( انجام شد. و آلوده )شامل زردی

شده و از نظر صورت تصادفی انتخاب  هایی از هر مزرعه بهبخش

وجود گیاهان آلوده مورد بررسی قرار گرفت. گیاهان مشکوک به 

های دارای علائم پژمردگی، زردی و کاهش بیماری )شامل بوته

های مجزای کالذی با آوری و درون پاکترشد( انتخاب، جمع

آوری به آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشگاه ر محل و تاریخ جمعذک

آزاد واحد ملکان منتقل و تا زمان کشت درون یخچال نگهداری 

 های بریدهبرای اطمینان از وجود باکتری در گیاه، ساقه .شدند

ساکارید دقیقه پلی 15شده در آب قرار داده شدند. پس از گذشت 

ید شیری از آوندهای چوبی به خارج سلولی باکتری به رنگ سف

ی بیرون تراوش کرد که با چشم لیرمسلح قابل مشاهده بود. ساقه

های آلوده با آب شسته شده و پس از خشک شدن به اتاق بوته

 ٪70ها با اتانول کشت و زیر هود منتقل شدند. سطح ساقه

ضدعفونی و با تیغ استریل )در کنار شعله( به قطعات کوچکی 

شده ساقه درون تشتک پتری حاوی قطعات بریده  تقسیم شدند.

دقیقه لوپ  20پس از گذشت آب مقطر استریل قرار داده شد. 

استریل را درون آب مقطر زده و به روش مخطط کردن داخل 

تشتک پتری کشت انجام شد. تشتکهای پتری درون انکوباتور و 

ساعت  72پس از  درجه سلسیوس نگهداری و 28-30در دمای 

های رشد یافته انتخاب و در محیط کشت جدید کلون از تک

زنی شد. عمل مخطط کردن چندین بار صورت پذیرفت. در مایه

نهایت تک کلونها به محیط کشت جدید انتقال داده شدند. برای 

 Potato Dextrose Agar ها از محیط کشت افتراقیکشت نمونه

(PDA)  ( وNA )Nutrient Agar م کلرایدحاوی فنیل تترازولیو 

(Tetrazolium Choloride)  با فرمول شیمیایی C19H15CIN4 

بعد از گذشت  (.John Thundyil et al., 2013) استفاده گردید

های های مربوط به استرینکلونی TTCچند روز در محیط 

دار، سفید و دارای صورت بزرگ، برآمده، لعابزا به بیماری

های های استریند. کلونیمرکزی به رنگ قرمز روشن ایجاد شدن

رنگ بودند. از زا مدور، قرمز تیره و اللب با حاشیه آبیبیماری لیر

هر پتری چهار کلونی که شبیه به کلنی به باکتری مورد نظر ما بود 

ها فاصله داشت، انتخاب و به اندازه کافی از سایر کلونیو به 

ازی، سهای جدید منتقل گردید. جهت اطمینان از خالصپتری

صورت مخطط کشت داده شدند. پس از ها دو بار به باکتری

ساعت از هر پتری یک کلونی برداشته شده و در  24گذشت 

کشت شد. در این مرحله باکتری  PDAمحیط جدید حاوی 

های بعدی نگهداری شدند. برای شده و برای انجام بررسیخالص 

ا در ها، سوسپانسیون للیظی از آنها رنگهداری باکتری

کرده و سی حاوی آب مقطر استریل تهیه سی 5/1های میکروتیوپ

زایی آزمون بیماری گراد منتقل شدند.ی سانتیدرجه 4به دمای 

( Winstead et al., 1998)باکتری مطابق روش وینستد و کلمن 

لیتر از سوسپانسیون باکتری با  میکرو 30-40 .انجام شد

(1/0=ODدر طول ) سلول  10 6 -10 7ر با للظت نانومت 600موج

 ساقه گیاهان به لیتر آب مقطر استریل تهیه وزنده در هر میلی

زنی شد. همچنین به برگی مایه 12-8فرنگی در مرحله ی گوجه

-های گوجهگیاه شاهد فقط آب مقطر استریل تزریق شد. بوته

-ی سانتیدرجه 24ای و میانگین دمای فرنگی در شرایط گلخانه

ها از لحاظ شدند. پس از گذشت یک هفته بوتهداری گراد نگه

ترین و مهم وجود علائم پژمردگی مورد بررسی قرار گرفتند.

و شناسایی این ترین روش مورد استفاده برای تشخیص معمول

است. از این محیط کشت  TTC جداسازی آن روی محیط باکتری

های برای  بررسی خصوصیات ظاهری کلنی و مقایسه کلونی

زا استفاده شد. واکنش فوق حساسیت در بیماری زا و لیربیماری

(، با تزریق سوسپانسیون Lopper, 2004شمعدانی طبق روش )

های نانومتر به برگ 600موج و طول OD =1/0باکتری با 

ساعت مورد  24-72شمعدانی صورت پذیرفت. واکنش طی 

مچنین آمیزی و هواکنش گرم به روش رنگ .ارزیابی قرار گرفت

 Shipper)روش شیپر و همکاران سه درصد به  KOHحلالیت در 

et al., 1999)  انجام شد. آزمون اکسیداز با استفاده از کالذهای

-آمین دی تترا متیل پارا فنیلین دی 1صافی آلشته به محلول %

 لیتر آبهیدرو کلراید انجام شد. تست کاتااز با ریختن یک میلی

باکتری با استفاده از روش شاد و همکاران  روی کلنی %3اکسیژنه 

انجام و نتایج بر اساس ایجاد یا عدم ایجاد حباب ارزیابی شد 

(Schaad et al., 2001).  آزمون استفاده از منابع کربنی با استفاده از

( بررسی شد. للظت نهایی منابع کربن و Ayerمحیط پایه آیر )

( Tendalizationبود و به روش تندالیزاسیون ) %2/0انرژی 

روز پس از آلاز  30الی  20استریل شدند. نتایج بسته به مورد تا 

ای واکنش ارزیابی گردید. برای شناسایی ژنوتیپی، واکنش زنجیره
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 16s rRNAی مراز با استفاده از آلازگرهای اختصاصی ناحیهپلی

 شد. شرکت سیناژن استفاده

-'5)شده توالی آلازگرهای اختصاصی استفاده  

TCACCGAGCCGAATCCGCGTCCATCAC-3') R: PS96H وR: 

PS96H (5'TCACCGAGCCGAATCCGCGTCCATCAC-3') 
(. Heward et al. 1998بودند ) 16srRNA مربوط به ناحیه

( نشان دادند که Hertung et al., 1998هرتانگ و همکاران)

بسیار اختصاصی بوده و توانستند با  PS96و   PS96Hآلازگرهای 

 R. Solanacearumه از این آلازگرها تمام استرینهای استفاد

زمینی ی سیبمربوط به نواحی جغرافیایی مختلف را از لده

-'5)هایبرای اطمینان بیشتر از توالی شناسایی کنند.

GTCGCCGTCAACTCACTTTCC-3')  R: 759 وF:760 (5'-

GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG-3')   مربوط به

. مراحل (Opiana et al. 1997)ده شد استفا  16srRNAیناحیه

PCR  16برای ژنsrRNA  برای هر دو جفت آلازگر شامل

گراد، ی سانتیدرجه 95دقیقه در  5سازی اولیه به مدت واسرشته

گراد به مدت یک ی سانتیدرجه 95واسرشته سازی در دمای 

 45گراد به مدت ی سانتیدرجه 50دقیقه، اتصال آلازگر در دمای 

ثانیه و در  45گراد به مدت ی سانتیدرجه 72، تکثیر در دمای ثانیه

 10ی سانتیگراد به مدت درجه 72نهایت تکثیر نهایی در دمای 

 سیکل انجام شد. 35دقیقه و در 

های جهت جداسازی باکتریهای آنتاگونیست: جداسازی باکتری

-آنتاگونیست، خاک فرا ریشه گیاهان سالم از مزارا مختلف گوجه

صورت آوری و به کاری استان آذربایجان شرقی جمع رنگیف

های کالذی به آزمایشگاه انتقال داده شد. یک جداگانه درون پاکت

ر استریل آب مقط لیترمیلی 9گرم از خاک چسبیده به ریشه در 

صورت سوسپانسیون  تا به هم زده شد ریخته و با ورتکس به

این  قت تهیه شد. بههای مختلف به روش سری ردرآید. للظت

 لیتر از این سوسپانسیونیک میلی استریلتوسط پیپت  ترتیب که

لیتر آب مقطر استریل میلی 9 آزمایش دیگر محتویبه یک لوله 

با  .ادامه یافت 10-3آمدن رقت انتقال و این مراحل تا بدست 

های های با رقتاز سوسپانسیون استفاده از پیپت پاستور یک قطره
 و با لوپ استریلریخته  طور جداگانهبه محیط کشت روی 3-10

 درجه 28 ها در دمایکشت داده شد. پتریروش مخطط کردن  به

های داری شدند. تک کلونساعت نگه 48گراد به مدت سانتی

رشد یافته بر اساس تفاوت در رنگ، شکل، اندازه و حاشیه 

سوکروز(  -آگار -نوترینت) NASها انتخاب و روی محیط کلونی

استرین  20سازی شدند. در مجموا به روش مخطط کردن خالص

های مذکور جهت باکتری حاصل و اثر آنتاگونیستی باکتری

ممانعت از رشد باکتری بیمارگر در شرایط آزمایشگاهی به روش 

ای و تشکیل هاله بازدارنده مورد بررسی قرار نقطهکشت سه 

نقطه در  صورت سه ست بههای باکتری آنتاگونیاسترین گرفت.

ساعت در  48کشت و به مدت  NASپتری حاوی محیط کشت 

 48گراد نگهداری شدند. بعد از گذشت درجه سانتی 28دمای 

ها و گذاشتن ساعت با ریختن چند قطره کلروفرم روی درب پتری

های مذکور از دقیقه( باکتری 20صورت وارونه )به مدت آنها به 

باز  ها در زیر هود استریل نیمهس درب پتریبین برده شدند. سپ

مانده تبخیر شود. آنگاه سوسپانسیون گذاشته شد تا کلروفرم باقی

یک  .تهیه شد OD= 1/0 و با CFU  910باکتری بیمارگر با للظت 

صورت یکنواخت در پتری ریخته شد.  لیتر از سوسپانسیون بهمیلی

دت دو تا سه روز درون ها به درون انکوباتور منتقل و به مپتری

های مذکور با انکوباتور نگهداری شدند. در ادامه اثر استرین

های آنتاگونیست مورد اطراف باکتری گیری هاله بازدارندهاندازه

اثر آنتاگونیستی روی باکتری هایی که استرین بررسی قرار گرفت.

ی هاهای فنوتیپی بر اساس آزمونو آزمون بیمارگر داشتند انتخاب

 Shaad etآمیزی گرم، آزمون فوق حساسیت در شمعدانی)رنگ

al., 2001دانه فلورسنت روی محیط کینگ بی آگار  (، تولید رنگ

درصد با  3و آزمون حلالیت در پتاس یا هیدروکسید پتاسیم 

( انجام شد. آزمون Schaad et al., 2001) روش شاد و همکاران

( در Oxidative fermentation (O/Fهوازی ))رشد هوازی و بی

( al., 2001 et  Hugh and Leifsen) حضور گلوکز و به روش

 ,Tornely) هیدروازهای آرژنین دی همچنین آزمون انجام شد.

( نیز در ادامه انجام Schaad et al., 2001) لوان (، اکسیداز  و1997

 و بر اساس ها با استفاده از محیط پایهشد. استفاده از کربوهیدرات

برای آزمون فوق  (.Schaad et al., 2001) روش شاد انجام شد

در  CFU 910 حساسیت سوسپانسیون باکتری با للظت تقریبی

 600موج لیتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طولمیلی

های جوان نانومتر تهیه و توسط سرنگ بدون سوزن به پشت برگ
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 12-24شده  بعد از ریق های تزشمعدانی تزریق شد. واکنش برگ

های سلول از DNAجداسازی  ساعت مورد بررسی قرار گرفت.

(. Ausuble et al., 1995باکتریایی به روش ایز قلیایی انجام شد )

 ،C28– 25°در دمای  NAدر محیط  پس از دو روز رشدها جدایه

 ODسوسپانسیون درآمدند.  صورتبه  مقطر استریل آب در

 1/0ها تنظیم و به آن واحد 2/0نانومتر به  600ر د هاسوسپانسیون

 هانمونهاضافه شد. درصد  10( KOH) مید پتاسیدروکسیه ،حجم

. شفاف شدن شدند در آب جوش قرار داده دقیقه 3 تا 2 به مدت

های باکتریایی تلقی گردید. عنوان ایز شدن سلولسوسپانسیون به 

ر دور در دقیقه هزا 12دقیقه با سرعت  5ها به مدت نمونه

در دمای  و  ها برداشتهسانتریفیوژ و در ادامه  ایه رویی از لوله

عنوان ها به گراد نگهداری شد. از این نمونهدرجه سانتی -20

DNA وجود  مراز استفاده شد.ای پلی های زنجیرهالگو در واکنش

 یک باند با وزن مولکولی باا و بدون کشیدگی در طول ژل به

تلقی  شده استخراج DNAمعیاری در مناسب بودن کیفیت  عنوان

 شد.

از هر  DNAمیکرولیتر  2ابتدا : (PCRای پلیمراز )واکنش زنجیره

 میکرو 23های جداگانه ریخته و سپس نمونه به داخل میکروتیوب

 اضافه گردید. DNAلیتر از محلول پایه به هر میکرو تیوب حاوی 

27F )5-می آلازگر عمو از PCRبرای انجام 

)3′-TGGAAACAGRTGCTAATACCG′  5-و′( 

)3′-GYCCATTGTGGAAGATTCCC 1492R  شرکت سیناژن

استفاده شد. تکثیر با دستگاه  16srRNAجهت تکثیر ژن 

ی جنوبی( انجام ساخت کره MY PCRترموسایکلر)مدل 

برای سنتز رشته  PCRمراحل پذیرفت. برنامه زمانی و دمایی 

-ی سانتیدرجه 93دقیقه در  3لیه به مدت سازی اوشامل واسرشته

ی درجه 93سازی در دمای شامل، واسرشته چرخه 35گراد، 

ی درجه 56گراد به مدت یک دقیقه، اتصال آلازگر در دمای سانتی

-ی سانتیدرجه 72ثانیه، تکثیر در دمای  45گراد به مدت سانتی

 72ی گراد به مدت یک دقیقه و در نهایت تکثیر نهایی در دما

های توالی دقیقه انجام شد. 10ی سانتیگراد به مدت درجه

ها پس از هم جدایه 16SrRNAآمده از ژن دستنوکلئوتیدی به

ها در با سایر توالی ClustalWردیف سازی چندگانه با برنامه 

 GenBankهای همزیست موجود در های مختلف باکتریگونه

درخت فیلوژنی  (.Thompson et al. 1994مقایسه شدند )

( و با Neighbour-joiningای )ها، با روش اتصال همسایهجدایه

تکرار ترسیم  bootstrap 1000و با  MEGA5افزار استفاده از نرم

 گردید.

های میکروبی مؤثر در خاصیت بررسی تولید متابولیت

با توجه به نقش پروتئازها به آزمون تولید پروتئاز:  آنتاگونیستی

از سازوکارهای مهم در کنترل بیولوژیکی، این آزمون  عنوان یکی

 (Maurhofer.et al. 1998بر اساس روش من هوفر و همکاران )

( SMAبررسی شد. ابتدا محیط کشت شیر بدون چربی و آگار )

صورت به ( SMAهای حاوی محیط کشت )تهیه و پتری دیش

اعت س 48های باکتریایی تلقیح و به مدت ای توسط استرینلکه

گراد نگهداری شدند. تشکیل یک هاله درجه سانتی 25در دمای 

های باکتری در طول این مدت نشانه رنگ در اطراف کلنیبی

 ها است.فعالیت پروتئازی در استرین

برای بررسی تولید سیانید آزمون تولید سیانید هیدروژن: 

ها )مربوط به هیدروژن ابتدا سوسپانسیون هر یک از باکتری

لیتر آب طور جداگانه در یک میلیساعته( به  48-24های کشت

لیتر از هر استرین روی  میکرو 100مقطر سترون تهیه و میزان 

 1×1پخش شد. قطعاتی از کالذ صافی به ابعاد  NAمحیط کشت 

گرم  5متر در محلول معرف سیانید هیدروژن که شامل سانتی

لیتر آب میلی 100گرم اسید پیکریک  در  5/0بیکربنات سدیم و 

ور گردید. قطعات کالذ صافی آلشته به معرف مذکور درون لوطه

درب تشتک پتری حاوی کشت باکتری آنتاگونیست قرار داده شد 

درجه سلسیوس نگهداری شدند. تغییر  25صورت وارونه در و به 

ساعت  18تا  3رنگ  کالذ  صافی از زرد  به قرمز پس از گذشت 

 (.Hayward, 2000هیدروژن است )نشانه تولید سیانید 

های باکتریایی در این آزمون استرینآزمون تولید سیدروفور: 

و  100، 50، 25، 0های بی آگار )حاوی للظت روی محیط کینگ

 5ها به مدت ( کشت شد. کشتIII میکرومول کلرید آهن  1000

دانه  درجه سلسیوس نگهداری شدند. تولید رنگ  25روز در دمای 

آبی فلورسنت  بعد از گذشت این مدت حاکی از تولید  -سبز 

های از کشت نمونه های مورد نظر بود.سیدروفور توسط استرین

های سفید جدایه با کلنی 20تعداد  دارای علائم پژمردگی و زردی
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دار و محدب روی محیط نوترینت آگار رشد کرد که رنگ،  لعاب

به رنگ سفید با  TTC )که روی محیط جدایه 10ها از بین آن

ها مورد های فنوتیپی آنمرکز صورتی بودند( انتخاب و ویژگی

ها در ها و مناطق جداسازی آنارزیابی قرار گرفت. نام جدایه

 آمده است. 1جدول 
 Ralstonia هاااینااام محاال جداسااازی هریااک از جدایااه -1 جدددو 

solanacearum از استان آذربایجان شرقی. 
Table 2. Name of the site and year of isolation of each Ralstonia 

solanacearum strain in East Azerbaijan Province. 
 

 آوریمحل جمع هانام جدایه

Aa1, Aa2,Aa3.Aa4.Aa5,Aa6 مراله 

Aa7, Aa8,Aa9,Aa10,Aa11 بناب 

Aa12, Aa13,Aa14,Aa15,Aa16 ملکان 

Aa17, Aa18,Aa19,Aa20 شیرعجب 

 

 

  و بحث نتایج

های جداشده روی گیاهان برای شناسایی مقدماتی، باکتری

سه هفته گذشت حدود پس از  و زنی شدندفرنگی مایهگوجه

ها، گرم منفی، همه جدایه (.1شکل)علائم پژمردگی ظاهر شد 

ها از جدایه .کاتااز و اکسیداز مثبت، متحرک و هوازی بودند

فاده کردند ولی قادر به سلوبیوز است قندهای مالتوز، اکتوز و

مصرف دولسیتول، مانیتول و سوربیتول نبودند. سایر خصوصیات 

اساس مجموا  آمده است. بر 2ها در جدول جدایهفنوتیپی 

های عامل بیماری پژمردگی های فنوتیپی باکتریویژگی

شناسایی  R. solanacearumباکتری  2عنوان بیوار  فرنگی بهگوجه

 شدند.

 
فرنگی، الف: گیاه شاهد زایی باکتری روی گیاه گوجهون بیماریآزم -1شکل 

زنی شده فرنگی مایهعلائم پژمردگی روی گوجه -زنی شده با آب مقطر( بمایه)

 Aa1 یبا جدایه

Figure 1.  Bacterial pathogenicity test on tomato plant: A, 

control plant (Inoculated with distilled water), B, symptoms of 

wilting on tomato plant instilled by Aal strain.  

 

زا، پس از جداسازی های بیماریبرای شناسایی ژنوتیپی جدایه

DNA 759، از پرایمرهای اختصاصی F /760   R وPS96I (5'-

TCACCGAGCCACGCGTCCATCAC-3')  و

AAGGTGTCGCATCGAACCCGCC-3') -' PS96I (5 طی 

مراز استفاده شد که به ترتیب قطعاتی به ای پلیواکنش زنجیره

این نتایج (. 2شکل )جفت بازی تولید کردند  148و  282طول 

عنوان ها بههای فنوتیپی جدایهکننده شناسایی روش ژنوتیپی تائید

 بود. R. solanacearm  باکتری

 

 

 
 .Rهای جدایه تکثیرشدهبازی  148قطعه -  B  759/760  آلازگرهای( با استفاده از Aa7 تا Aa1) R. solanacearumهای جدایه تکثیرشدهبازی  282قطعه   - A-2شکل 

solanacearum (Aa1 تا Aa7 با استفاده از )آلازگرهای PS96I/ PS96H،  با اتیدیوم بروماید هشد آمیزیرنگدرصد  5/1در ژل اگارز . 

Figure 2.  A- Amplified fragment of 282 bp of strains of R. solanacearum Aa1 to Aa7 using 759 and 760 primers in agarose 1.5 % gel olored 

with Ethidium Bromide. B- Amplified fragment of 148 bp of strains of  R. solanacearum Aa1 to Aa7 using PS961 and PS96H primers.  
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 فرنگیهای عامل بیماری پژمردگی گوجهیی و فیزیولوژیکی جدایههای مرفولوژیکی، بیوشیمیاویژگی -2 جدو 
Table 2.  Morphologic, biochemical and physiological properties of pathogenic strains of tomato wilt  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های سالم بوتهمربوط به ی فرا ریشه هایباکترپس از کشت 

شکل و  نظر ازهای متفاوت یه با کلنیجدا 15فرنگی، تعداد گوجه

ش ها با رورنگ جداسازی شد. فعالیت آنتاگونیستی این باکتری

ها در ی و بخار کلروفورم همچنین توانایی آنانقطه سهکشت 

. از ی قرار گرفتبررس موردده بیوتیک و مواد بازدارنتولید آنتی

ی دارا R solanacearum هیعل هیجداجدایه تعداد سه  15بین 

و  Ka1 ،Ka2 هاهیجدااین  (.3شکل بودند )خاصیت بازدارندگی 

Ka3 توسط  ی شدند که به ترتیب قطر هاله بازدارندگیگذارنام

 بودند.     متریلیم 3/8و  14/7، 25/6ها آن

 

 

فرنگی علیه ههای رایزوسفر جداشده از گوجرندگی باکتریاثر بازدا -3شکل 

Ralstonia solanacearum 
Figure 3. Preventive effect of Rhizosphere bacteria 

isolated from tomato against Ralstonia solanacearum 

 

های مورفولوژیکی، های آنتاگونیست بر اساس ویژگیجدایه

در  شدهانجامهای . آزمونسایی شدندفنوتیپی و بیوشیمیایی شنا

های بیوشیمیایی، بر اساس ویژگی. است آمده 3جدول 

 عنوان جنسبه  Ka1مرفولوژیکی و فیزیولوژیکی، باکتری 

Bacillus  و دو باکتریKa2  وKa3 عنوان جنس به

Pseudomonas .شناسایی شدند 

ی هاهای مرفولوژیکی، بیوشیمایی و فیزیولوژیکی جدایهویژگی -3 جدو 

 آنتاگونیست

Table 3. Morphological, biochemical and physiological 

properties of antagonist strains 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test Reaction of strains  Test  Reaction of strains 

catalase + Ramenose  + 

oxidase + Sucrose  + 

Ultrasensitivity on geranium + Fructose  + 

Growth in 2%NaCl solution - Rafinose  + 

Producing acid from:  Galactose  + 

Maltose + Lactose  - 

Cellobiose  + Dolistole   

Mannitol  - Use of  - 

Maltose  + Beta Alanine - 

Trehalose  + L-Arginine - 

Glucose  + L-Lysine - 

Sorbitol  - Producing fluorescent pigments  + 

 واکنش جدایه ها آزمون

Ka1 Ka2 Ka3 
 - - + واکنش گرم

 + + + کاتالاز

 + + - اکسیداز

 - - - فوق حساسیت در شمعدانی
 + + - تولید لوان

 + + - آرژنین دهیدرولاز

    تولید اسید از

 + + - رامنوز

 + + + سوکروز

 + + + مالتوز

 - + - سلوبیوز
 + + + مانیتو 

 + + + مانوز

 + + - ترهالوز

 + + + گلوگز

 - + + لاکتوز
 + + - سوربیتو 
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 ر آن با الکتروفورز ژلو اطمینان از حضو DNAپس ازجداسازی 

ام های آنتاگونیست جهت انججدایه به دست آمده از DNAآگارز، 

PCR .و  برای تأیید شناسایی فنوتیپی مورد استفاده قرار گرفت

-های آنتاگونیست، واکنش زنجیرهجدایه هایهمچنین تعیین گونه

 16S rRNAمراز با استفاده از آلازگرهای عمومی برای ژن ای پلی

 و Ka1،Ka2ترین باز از اس جفت 1500ی اندازه به م و باندیانجا

Ka3  (.4شکل) تشکیل شدروی ژل آگارز 

 

 

 ژل اگارز در s rRNA 16 ژناز  تکثیرشدهبازی  جفت 1500قطعه  -4شکل 

های : جدایهka3 و  ka1 ،ka2 .با اتیدیوم بروماید هشد آمیزیرنگدرصد  5/1

 1kb مولکولی : نشانگر جرمM فرنگی. گوجهآنتاگونیست جداشده از ریزوسفر 

Figure 4.   Amplified fragment of 1500 bp of strains from 

16srRNA gene on Agarose 1.5% gel colored with Ethidium 

Bromide Ka1, Ka2 and Ka3 are the isolated strains from 

rhizosphere of tomato. M is the molecular weight Kb1.  

 

های جدایه 16S rRNAمحصول واکنش حاصل از تکثیر ژن 

ی جنوبی ارسال آنتاگونیست برای توالی یابی به شرکت بایونر کره

های مربوط به این آمده با سایر توالیدست های به توالی. شد

افزار بلاست نوکلوتید وسیله نرمبه NCBIناحیه در بانک اطلاعات 

، B. subtilisی درصد به گونه 4/99با  ka1ی جدایه. تراز شدهم

 .Pبه  3/93و  5/99به ترتیب با  ka3و  ka2های جدایه

fluorescens .شبیه بودند 

ای ها با روش اتصال همسایهدرخت فیلوژنی استرین

(Neighbour-joiningو با استف )افزاراده از نرم MEGA5  باboot 

strap1000 دندروگرام حاصله، توجه به  . باتکرار ترسیم شد

و  ka2های و جدایه B.subtilis  بیشترین شباهت را به ka1 جدایه

ka3  بهP.fluorescens  شباهت داشت و در یک گروه قرار گرفتند

 (.5)شکل 

از استان،  آمده دست بههای در این تحقیق مشخص شد جدایه

ر بیی مشابه  هستند. ایمیوشیبدارای خصوصیات فیزیولوژیکی و 

 مشخص شد های فنوتیپی و ژنوتیپی،مجموا ویژگی اساس

فرنگی در استان آذربایجان شرقی ی عامل پژمردگی گوجهباکتر

فاده از با استاست.  R .solanacearum باکتری از 2بیوار  عنوانبه

جفت باز  282ا طول ب، باندی  759-760جفت آلازگرهای 

ان نا و همکار(. نتایج حاصل با گزارشات اوپی7شکل تشکیل شد )

(Opina et al., 1997)  جهت  759-760در رابطه با آلازگرهای

همچنین  مطابقت دارد. R. solanacearumهای شناسایی جدایه

 در رابطه با (Ushijima and Fujii., 1998)نتایج حاصل با گزارش 

جفت باز در  282اند بو تشکیل  759-760جفت آلازگرهای 

وان، وط به استرالیا، فیلیپین، تایبمر R. solanacearum هایجدایه

های با آلازگردر این تحقیق همچنین ژاپن و آمریکا مشابه است. 

PS96I , PS96H  جفت باز حاصل شد که با  148باندی به طول

که از  (Hurtung et al., 2000) نتایج هارتانگ و همکاران

 R. solanacearum هیجدا 28آلازگرهای مذکور برای شناسایی 

 .بوداستفاده کرده بودند مشابه 

از  زای گیاهی با استفادهروش کنترل بیولوژیکی عوامل بیماری

 هایهای مفید جایگاه بسیار مهمی در برنامهمیکروارگانیسم

 هیجدا 20. در این پژوهش (Whipps, 2001)مدیریت زراعی دارد 

R. solanacearum های دارای علائم پژمردگی از بوته

زمون در استان آذربایجان شرقی جداسازی شد. آ فرنگیگوجه

-نسبت به سایر جدایه Aa1زایی مشخص نمود که جدایه بیماری

ت و زایی بیشتری برخوردار اسهای این بیمارگر از شدت بیماری

ی هاهیجدادر این مطالعه  برای مطالعات بعدی انتخاب شد.

ی با فرنگخاک اطراف ریشه گوجه های آنتاگونیست ازباکتری

ها، مواد محرک بیوتیکروش سری رقت جداسازی شدند. آنتی

باعث  هاهیجداتوسط این  شده دیتول بازدارنده باتیترکرشد و 

 د.فرنگی شکاهش رشد در بیماری عامل پژمردگی باکتریایی گوجه
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درخت  B- و  NCBIهای موجود در اکتریبفرنگی با سایر یزوسفر گوجهجداشده از ر Ka1 جدایه 16S rRNAدرخت فیلوژنتیکی حاصل از مقایسه ژن A-   -5شکل 

افزار استفاده از نرم با NCBI های موجود درفرنگی با سایر باکتریجداشده از ریزوسفر گوجه Ka3و  Ka2 هایجدایه 16S rRNAفیلوژنتیکی حاصل از مقایسه ژن 
MEGA5 

Figure 5. Phylogenetic tree from the comparison between Ka1 strain isolated from rhizosphere of tomato with other bacteria present in 

NCBI and B- Phylogenetic tree from the comparison between 16SrRNA gene of Ka2 and Ka3 strains isolated from rhizosphere of tomato 

with other bacteria present in NCBI using MEGA5 program. 

 

در مقایسه با سایر  spp  Pseudomonasجنسمربوط به  یهاهیجدا

بیشتری در این بازدارندگی در شرایط آزمایشگاه  ریتأثها جدایه

و ای نقطههای آزمایشگاهی با روش کشت سه در بررسی داشتند.

 هاهیجدااین تشکیل هاله بازدارنده،  جهیدرنتکلروفورم و  بخار

Ka1  ،Ka2  وKa3 ی شدند که به ترتیب قطر هاله گذارنام

فرآیند  بودند. متریلیم 3/8و  14/7، 25/6ها بازدارندگی توسط آن

بازدارندگی از رشد عامل بیماری پژمردگی باکتریایی توسط 

توان به دلیل آزمایشگاه می طیدر شرای آنتاگونیست را هاهیجدا

از ی جنس باسیلوس هاهیداجتوسط  دشدهیتولهای بیوتیکآنتی

-باسیلومایسین، مایکوباسیلین، باسیلیسین و همچنین آنتی لیقب

های جنس سودوموناس از جدایهتوسط  دشدهیتولهای بیوتیک

(، پیرول plt) نیلوتئوریپ(، pcn) دیکربوکسام -1 نیفنازقبیل 

. در مورد (Defago et al.,  2000) دانستنیترین و سیدروفور 

ی باسیلوس تحقیقات هاهیجداجود در ترشحات مایع ترکیبات مو
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های که جدایه شدهمشخصگرفته است و زیادی صورت 

 Kerbs) کنندها را تولید میبیوتیکباسیلوس طیف وسیعی از آنتی

et al., 1998). ها توسط باسیلوس دشدهیتولهای بیوتیکآنتی

اسیلین، شامل: ایتورین آ، فنجی مایسین، باسیلومایسین، مایکوب

در  .(Broadbent et al., 2008)باسیلیسین و سورفاکتین است 

 (،Romanenko and Alimov, 2000) توسط شده انجاممطالعات 

 ستیآنتاگونهای نسبت به سایر جدایه B.subtilisهای جدایه

(Psudomonas fluorescens ،Psudomonas putida  و
Burkhordia cepacia) ش رشد پرگنه قارچ بیشتری در کاه ریتأث

Bipolaris sorokiniana در تحقیق حاضر  که یدرحال، داشتند

نسبت به جنس باسیلوس از قدرت  P. fluorescensی هاهیجدا

در مورد سودوموناسهای  بازدارندگی بیشتری برخوردار بودند.

 دیتولفلورسنت کننده تحقیقات زیادی صورت گرفته است تا مواد 

ها و پاتوژن ر فرآیند اثر متقابل بین آنتوسط آنها )که د شده

 (.Run et al., 2005) شوددخالت دارد( مشخص 

توسط  دشدهیتولهای ثانویه در تحقیق حاضر با توجه به متابولیت

پروتئاز، سیانید هیدروژن و فلورسنت )های سودوموناس

ها با تولید توان چنین استنباط کرد که این جدایهسیدروفور( می

-1 نیفنازکربوکسیلیک اسید،  -1 نیفنازهایی از قبیل تیکبیوآنتی

 کنندهبیتخرهای کربوکسامید، پیرول نیترین، پیلوتئورین، آنزیم

 باعثاندوگلوکوناز و سیدروفور  1و  4دیواره سلولی مانند بتا 

شوند. شر و همکاران نشان دادند که جلوگیری از رشد بیمارگر می

روفور از رشد پرگنه قارچ فوزاریم با تولید سید P. putidaکه 

نشان داد که  (. لوپرScher and Baker, 2004) کندجلوگیری می

در کنترل قارچ  P . fluorescensتوسط  شده دیتولسیدروفور 

Pythium ultimum نقش دارد (loper, 2004 آزمون تولید .)

 Ka3 (Pseuodomonasو  Ka2 یهاسیدروفور برای جدایه

fluorescens ) مثبت بود. نتایج آزمون تولید سیدروفور در این

توان استنباط کرد که پژوهش با نتایج فوق مطابقت دارد و می

ها با تولید سیدروفور از رشد عامل بیمارگر این جدایهاحتماا 

اند. سیدروفورها مواد کلاته کننده آهن با وزن جلوگیری کرده

شوند و تولید میمولکولی کم هستند که تحت شرایط کمبود آهن 

 Defago andدهند )ی کمپلکس تشکیل میتیظرف سهبا یون آهن 

Hass, 2000 های توسط سودوموناس شده دیتول(. سیدروفور

فلورسنت از نوا سودوباکتین و پیوورین است که نسبت به 

ها بیشتر است. ها قدرت رقابت آنسیدروفور سایر میکروارگانیسم

ه را احاطه کرده و آهن را از منطقه سیدروفور سریعاً ریشه گیا

نتایج . (Fuchs, 2000) سازدمی دسترس قابل ریلریشه 

همچنین  (Guo et al., 2004)در این آزمایش با نتایج آمدهدستبه

(Wydra et al., 2005 که گزارشی مشابه از کاهش شدت بیماری )

فرنگی و کنترل بیماری گیاهان گوجه R. solanacearumتوسط 

 Pseuodomonas fluorescens وBacillus sp د از تیمار با  بع
 دارند مطابقت دارد.
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Abstract 

Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum is one of the most destructive diseases which negatively 

affects the tomato production worldwide. Considering the importance of the disease, using biological 

control agents could be effective approaches in reducing the damage of the pathogen. Plant specimens 

suspected to be infected by tomato bacterial wilt disease were collected from different regions of East 

Azerbaijan province in Iran. Phenotypic identification of the strains was performed using recommended 

biochemical and physiological tests. In genotypic assessment, using PCR, a 282 and 148 bp fragments 

with the PS96I/ PS96H primers were amplified. Based on phenotypic and genotypic properties, the strains 

that cause wilt of tomato were identified as R. solanacearum biovar 2. For biological control of this 

disease, 15 bacterial strains were collected from rhizosphere of healthy tomato plants using soil serial 

dilution method. Antagonistic effect of the strains was evaluated based on their growth inhibitory on 

pathogen. According to the results, three bacterial strains showed antagonistic activity against R. 

solanacearum. Based on phenotypic and genotypic characteristics, the antagonist strains Ka1, Ka2 and 

Ka3 were identified as Bacillus subtilis and Pseudomonas fluorescens, respectively. 

 

Key words: Biological control, Antagonist, Rhizosphere, Tomato, Tomato wilt disease 
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