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  چكيده

در اين . رودمي شمار در كشور به فرنگي گوجه گرمهم بيمار عوامل ازيكي  Meloidogyne javanicaگرهي   ريشه مولد نماتد

، مورد ارزيابي Pseudomonas fluorescensباكتري UTPF101 و  UTPF68هاي سويهتحقيق كنترل بيولوژيك اين نماتد توسط 

سپس . مورد بررسي قرار گرفتند (PCR)اي پليمراز از طريق واكنش زنجيره phlDاز نظر دارا بودن ژن  هاابتدا سويه. قرار گرفت

ها بر تفريخ تخم و فعاليت لارو سن دوم نماتد در شرايط  ها و تأثير آنهاي ضد ميكروبي توسط اين باكتري توانايي توليد متابوليت

 هايفرنگي در شرايط گلخانه براساس طرح بلوك اتد در ريزوسفر چهار رقم گوجهها بر فعاليت نم آزمايشگاه و اثر بيوكنترلي آن

 phlDنشان داد كه هر دو سويه واجد ژن اي پليمراز واكنش زنجيرهنتايج . كامل تصادفي با چهار تكرار مورد بررسي قرار گرفت

، سيانيد DAPGي قادر به توليد آنتي بيوتيك هاي باكتريايسويه. دشها تكثير  جفت باز در آن 629با طول  DNAبوده و قطعه 

توانايي بيشتري در عدم تفريخ تخم  UTPF101نسبت به سويه  UTPF68سويه . هيدروژن و پروتئاز در شرايط آزمايشگاهي بودند

هاي كه سويهاي نشان داد  نتايج گلخانه. كه ميزان مرگ و مير لارو سن دوم در هر دو سويه يكسان بوده است نماتد داشت، درحالي

ميزان افزايش رشد يا كنترل نماتد . ها شدند هاي رشدي ارقام و كاهش فعاليت نماتد در ريزوسفر آنباكتري موجب افزايش شاخص

  .فرنگي و سويه باكتري متفاوت بود بسته به رقم گوجه

  فلوروگلوسينول لاستي دي -4 و 2فلورسنت،  سودومونادهاي ريشه گرهي، فرنگي، نماتد گوجه :هاي كليدي واژه

  

  مقدمه

هـاي   نماتدهاي انگل گياهان سـاليانه موجـب خسـارت   

. شـوند  فراواني به محصولات كشاورزي در سراسر جهان مي

از  (.Meloidogyne spp) گرهي  ريشه از اين ميان، نماتدهاي

 وسـيعي  ي اقتصادي داراي اهميت بسياري بوده و دامنه لحاظ

 بـاغي،  زراعـي،  اهـان گي سـبزيجات،  از جملـه  محصولات از

كنترل  براي. كنند مي آلوده را هاي هرز علف و ميوه درختان

هـايي نظيـر تنـاوب زراعـي،      نماتدهاي انگل گيـاهي از روش 

شود، اما بعضي از  ارقام مقاوم و تركيبات شيميايي استفاده مي

بـر بـوده و يـا فاقـد كـارايي لازم هسـتند       هـا هزينـه   اين روش

(Nitao et al., 1999) . عــلاوه بــراين، تركيبــات شــيميايي

هـا مشـكلات    داراي سميت بسيار بالايي بوده و استفاده از آن

 سودومونادهاي فلورسنت. زيست محيطي فراواني درپي دارد

هـاي  موجب بازدارندگي نماتدهاي انگـل گيـاهي در ميزبـان   

، چغنـدر قنـد و   مـاش فرنگـي، سـويا،   مختلف از جمله گوجه

 ,.Cronin et al.,1997; Tian et al)انـد  شـده زمينـي  سـيب 

دي اســـــتيل  -4 و 2 بيوتيـــــك توليـــــد آنتـــــي . (2007

سـياري از  ببـا فعاليـت بيـوكنترلي      (DAPG)فلوروگلوسينول

 اســت در ارتبــاط Pseudomonas fluorescensهــاي  ســويه

(Cronin et al.,1997; Siddiqui & Shaukat., 2003b) .

برخي بيمارگرهاي تواند رشد و فعاليت  آنتي بيوتيك مياين 

ــارچي و اُ ــه  اُق ــتي ريش   (Raaijmakers et al., 2002)ميس

ــدهاي   ــي نماتـــــ ــز برخـــــ ــلو نيـــــ ــاه انگـــــ   يگيـــــ

(Cronin et al., 1997, Siddiqui & Shaukat, 2003a) .  
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آن )Overproduction( توليـد را كاهش دهد و توليد يا بيش

  شـود  موجب افزايش فعاليـت عليـه بيمارگرهـاي گيـاهي مـي     
(Keel et al., 1992; Maurhofer et al., 1992; Delany 

Mazzola et al., 1995; Cronin et al., 1997;. et al., 2001; 

Dwivedi & Johri, 2003; Siddiqui & Shaukat, 2003a). 

علاوه بر اثر مستقيم  DAPGمولد  P. fluorescens هايسويه

ــاه  روي نماتــد،  از طريــق القــاي مقاومــت سيســتميك در گي

ــان، مي ــادر زب ــر ق ــأثير غي ــه ت ــوده ب ــر بيمــارگر ب ــد مســتقيم ب   ان

(Iavicoli et al., 2003; Siddiqui & Shaukat, 2003b;. 

.2004b; Weller et al., 2004; Van Loon & Bakker, 

2005; Bakker et al., 2007) ، هــا آندر نتيجــه، كــاربرد 

 در شـرايط آلـودگي   تواند منجر به افزايش عملكرد محصول مي

. (McSpadden Gardener et al., 2006a;2006b) رددگ ـ

 تحـرك لاروهـاي  نشـان دادنـد   ) 1997(كرونين و همكاران 

اي شهيرايط درون ششدر  Globodera rostochiensis نماتد

در مقايسه  F113 سويه P. fluorescens در حضور ،و خاك

 موتانـت از طرف ديگر، . با شاهد بدون باكتري كاهش يافت

همـراه   اثري بر نماتد نداشت ولي DAPG ايي توليدفاقد توان

ــردن ــاوي    )complementation( ك ــميد ح ــا پلاس ــت ب موتان

موجــب بازگردانــدن  ،DAPGســنتز بيورمــز كننــده هــاي  ژن

  .(Cronin et al., 1997)به باكتري شد ستايي يفعاليت نماتدا

ديقي و شوكت يانجام شده توسط صدر مطالعات 

 ي سويه P. fluorescensكشت  ي عصاره ،دشمشخص 

CHA0 )مولد آنتي بيوتيك DAPG(  شده مشتقهاي سويهو 

براي لاروهاي  ،DAPGتوليد -از اين باكتري با توانايي بيش

 .M و  M. javanicaهاي  گونه ريشه گرهينماتدهاي 

incognita  اند؛ از  دادهسميت داشته و تفريخ تخم را كاهش

داراي نقص در توليد  كهطرف ديگر، موتانتي از اين باكتري 

بر  با شاهد بدون باكتري مشابهتأثيري  بود، بيوتيكآنتي

اين  .(Siddiqui & Shaukat, 2003b; 2004a) نماتد داشت

 ، CHA0يسويه محققين در پژوهش ديگري نشان دادند كه
مرگ و مير  بموج، بيوتيكتوليد آنتي-با خصوصيت بيش

تيپ ت به والد بنس M. incognitaبيشتري در لاروهاي 

. (Siddiqui & Shaukat, 2004c) دشو مي خود وحشي

در  هاي گوجه فرنگي، گالزايي توسط نماتد روي ريشه

 DAPGتوليد   بيش خصوصيتبا  CHA0 ي سويهحضور 

متوسط و  CHA0وحشي  ي حضور سويه، در كمترين ميزان

 حداكثر بود ،توليد آنتي بيوتيك موتانت داراي نقص دردر 

(Siddiqui & shaukat, 2003a) . نشان دادند بعدي مطالعات

عامل اوليه  CHA0 سويه كه توليد سيانيد هيدروژن توسط

براي بازدارندگي از تفريخ تخم و كشتن لاروها بوده است 

(Siddiqui et al., 2006) .علاوه صديقي و همكاران  هب

سلولي  گزارش كردند كه توليد پروتئاز خارج )2005(

عليه  يگونيستاعنوان يك عامل آنت هب P. fluorescensتوسط 

  .(Siddiqui et al., 2005a) كند عمل مي M. incognitaنماتد 

ژن كليـدي  ( phlDرديـابي ژن  ، پژوهشهدف از اين 

و  P. fluorescens در دو ســويه) DAPGدر مســير بيوســنتز 

ــا  آن هـــاي آنتاگونيســـتي بررســـي مكانيســـم ــردر هـ ايط شـ

ها بر كنترل نماتـد   ثير اين باكتريأس، تسپ. آزمايشگاهي بود

در شـرايط آزمايشـگاه و گلخانـه     M. javanicaگرهي  ريشه

 .قرار گرفت ارزيابيفرنگي مورد  روي چهار رقم گوجه

  

  ها مواد و روش
 M. javanica شناسايي و تكثير نماتد جداسازي،

 مـزارع  از ريشـه گرهـي   نماتـد  بـه  آلـوده  هـاي  ريشـه 

 .دش ـ آوريجمـع  بوشـهر  اسـتان  ديـر  ي منطقـه  فرنگي گوجه

) Single egg mass( روش تـك تـوده تخـم    بـا  نماتـد  تكثير

 ي گونه شناسايي و انجام شد كارون رقم فرنگي  گوجه روي

 صـورت  (Jepson., 1987) جپسـون  كليـد  مطـابق  نماتـد، 

 جمعيـت  نماتـد،  متـوالي  تكثيـر  دوره چندين از پس .گرفت

 تخـم  استخراج. شد ادايج  M. javanicaخالص نماتد كافي

) 1973(بـاركر   و هوساي روش از استفاده با دوم سن لارو و

  .گرفت صورت

   P. fluorescensهاي مختلف باكتري  سويه ي تهيه
هـاي   سـويه  ،P. fluorescensدر اين مطالعه از باكتري 

UTPF101  وUTPF68  با توجـه  ). 1جدول (استفاده گرديد

 UTPF68 ي تي سويهمشخص بودن خصوصيات آنتاگونيس به

) 1391 و احمدزاده و قاسمي، 1393قافله باشي و همكاران، (

هـا   باكتري. عنوان جدايه استاندارد استفاده شد از اين سويه به

بـراي  . تكثيـر شـدند   (NA)روي محيط كشت آگـار مغـذي   
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هـا در محـيط    مايه تلقـيح بـاكتري، پـس از كشـت آن     ي تهيه

سـاعت روي شـيكر بـا     48مـدت   بـه  (LB)لوريا برتاني براث 

سلسـيوس،   ي درجـه  27دور در دقيقه در دمـاي   120سرعت 

ــلول  ــازي س ــردن در    جداس ــانتريفيوژ ك ــا س ــاكتري ب ــاي ب   ه

g 3700هـا از   در كليه آزمـايش . دقيقه انجام شد 10مدت  ، به

استفاده گرديد  CFU/ml 109 سوسپانسيون باكتري با غلظت 

(Thompson., 1996).  

  

 Pseudomonas fluorescensبـاكتري   هـاي  سويه -1جدول 

  .مورد استفاده در مطالعه بيوكنترل
Table 1. Pseudomonas fluorescens strains used for 

biocontrol study. 

Reference Phenotype or genotype Strain  

Jamali et 

al., 2009 

Wild type strain : 
1HCN+, 2PLT+, 3DAPG+  UTPF68  

Wild type strain : 

HCN+, PLT+, DAPG+ 
UTPF101 

1-  Hydrogene cyanid 

2-  Pyoloturine antibiotic 

3-  2,4- diacetylphloroglucinol 

 

هـاي باكتريـايي    خصوصيات بيوكنترلي سويه تعيين

   در شرايط آزمايشگاه

دي  -4 و 2اســتخراج و تشــخيص آنتــي بيوتيــك  

 استيل فلوروگلوسينول

بـراي ارزيــابي توليــد آنتـي بيوتيــك از محــيط كشــت   

YMP )گـرم،   سـه گـرم، عصـاره مخمـر     سـه مالت  ي عصاره

ب گـرم در يـك ليتـر آ    10گـرم و گلـوكز    پـنج باكتو پپتون 

ميلي ليتر از ايـن محـيط،    100ها در  سويه. استفاده شد) مقطر

دور در دقيقه  170بر شيكر با  سلسيوس ي درجه 27در دماي 

گيري و استخراج  نمونه ،ساعت 72پس از . كشت داده شدند

طبـق  فـوق  ميلي ليتر از محـيط كشـت    35ها از  آنتي بيوتيك

  گرفــــــت روش مــــــارهوفر و همكــــــاران صــــــورت  

(Maurhofer et al., 1992) . نسـبت مسـاوي    بـه  اتيل اسـتات

مـدت   ها به محيط كشت اضافه شد؛ پس از تكان دادن ارلن به

وسيله فيلترهاي سيليكوني جدا  هثانيه، فاز آلي از فاز مايع ب 30

 .دش ـطـور كامـل تبخيـر     و اتيل استات در دستگاه روتاري به

حـل   HPLCل مخصـوص  ومانده در يك ميلي ليتـر متـان   باقي

 ي وسـيله  ههـا ب ـ  گيري كمي آنتي بيوتيك رديابي و اندازه. شد

 ,.Hewlett Packard)مجهــز بــه شناســاگر HPLCدســتگاه 

1090; Hewlett-Packard Co., Pal Alto, CA(  انجــام

 Nucleosilميلي متر از نوع 4×100گرفت و از ستون به ابعاد

120-5-C18 (Macherey-Nagel, Düren, Germany) 
اسـتفاده   سلسـيوس  ي درجه 45وس در دماي باروش فاز معك

ميكروليتـر از   100 ،پيـك اسـتاندارد   جهـت دسـتيابي بـه   . شد

ل وميكروليتر متـان  500بيوتيك در  هاي خالص هر آنتي نمونه

ــ DAPG.حــل شــد HPLCمخصــوص  جــذب  ي وســيله ه، ب

زمـان  . دش ـرديـابي   270ماوراء بنفش در طـول مـوج    ي اشعه

 ، برابـر بـا  DAPG ي آنتـي بيوتيـك  بـرا ) Retention time( خيرأت

كميت آنتي بيوتيك براساس پيك اسـتاندارد  . دقيقه بود 7/8

ليتر محيط كشت  خير، بر حسب ميكروگرم در ميليأو زمان ت

  .دشمحاسبه 

هـاي بـاكتري بـر تفـريخ      كشت سويه ي عصاره اثر

  در شرايط آزمايشگاه تخم نماتد
رينـت  ميلـي ليتـر محـيط نوت    100هاي باكتري در  سويه

 ســترون، روي شــيكر بــا   Nutrient broth( (NB)( بــراث

rpm120 بعـد   ي در مرحلـه . ساعت كشت شـدند  48مدت  به

مـدت   بـه  g 3700محيط حاوي باكتري رشد يافته با سـرعت  

هـاي   دقيقه سانتريفيوژ شـد و بخـش بـالايي آن از صـافي     10

حاصـل   ي عصـاره . ميكرونـي عبـور داده شـد    2/0ميكروپور 

هـاي سـترون    اي منتقـل گرديـد، تخـم    خانه 24يت ميكروپل به

) مـدت دو دقيقـه   محلول يك درصد هيپوكلريت سـديم بـه  (

عدد به هرخانـه از ميكروپليـت اضـافه     70-60نماتد به تعداد 

روز در دمـاي اتـاق نگهـداري     14شد و صفحات بـه مـدت   

هاي تفريخ شده و تفريخ نشده نماتد  سپس تعداد تخم. شدند

شاهد آب مقطر سترون و بدون . ش گرديددر هر خانه شمار

دو سويه (اين آزمايش با سه تيمار . باكتري در نظر گرفته شد

و شش تكـرار در قالـب   ) عنوان شاهد باكتري و آب مقطر به

  .تصادفي انجام گرفت طرح كاملاً

هاي باكتري بـر مـرگ و     كشت سويه ي اثر عصاره

  مير لاروهاي سن دو نماتد در شرايط آزمايشگاه
سوسپانسيون تخم نماتد در آب مقطر همانند آزمـايش  

جهـت تفـريخ تخـم هـا و خـروج لاروهـا،       . قبل سترون شـد 

سوسپانسيون مذكور در انكوباتور با شرايط تاريكي و دمـاي  



 ... سودوموناس فلورسنتهاي  سويهي اثر بيوكنترلي  مطالعه :تنها و همكاران  30

. سـاعت قـرار گرفـت    48-24مـدت   سلسيوس به ي درجه 25

ــه  ي عصــــاره ي  بعــــد از تهيــــه بــــاكتري و انتقــــال آن بــ

 ، لاروهـا )همانند آزمـايش قبـل  (اي  نهخا 24هاي  ميكروپليت

عدد در هر خانه قرار داده شدند و صـفحات   60-50تعداد  به

ساعت در دماي اتاق نگهداري گرديـد؛ در انتهـا    48مدت  به

) براساس تخريب بافت پوست و مـري (تعداد لاروهاي مرده 

  .موجود در هر خانه شمارش شد

ــويه  ــوكنترلي س ــر بي ــا اث ــر ه ــاكتري ب ــد ي ب   نمات

M. javanica در شرايط گلخانه  

 ، زمـان 5، پتوپرايـد  2فرنگي ارقام پتوپرايد  بذور گوجه

)Xaman(  وGS12 هــاي نشــاء كشــت شــده و در  در ســيني

ي چهار برگي به هر گلـدان يـك كيلـوگرمي حـاوي      مرحله

: 1خاك مزرعه، كود برگ و ماسه به نسـبت  (خاك سترون 

در گلخانـه بـا دمـاي     ها گلدان. يك نشا انتقال داده شد) 1: 2

ــاي شــب و   ي درجــه 18-22  ي درجــه 30-25سلســيوس دم

 & Siddiqui)سلســـيوس دمـــاي روز نگهـــداري شـــدند

Shaukat., 2004 c).  ،ميلـــي ليتـــر  50يـــك هفتـــه بعـــد

 1000بـه ازاي   CFU/ml 109سوسپانسيون باكتري به غلظـت  

پس از هفـت روز سـه   . ها اضافه گرديد گلدان گرم خاك، به

لارو سـن دو نماتـد    5000راف هـر نشـاء ايجـاد و    گودال اط

زنـي نماتـد،    شصت روز بعـد از مايـه  . هر گلدان افزوده شد به

ــه ــه  ريش ــاي گوج ــاخص    ه ــده و ش ــته ش هــاي فرنگــي شس

زايي شامل متوسط تعداد گال به ازاء هر گياه، متوسط  بيماري

تعداد توده تخم به ازاء هر گياه و متوسط تعداد تخـم در هـر   

همچنين طول و وزن تر و خشـك  . محاسبه گرديدتوده تخم 

گيـري شـد    شاخساره و ريشه و تعـداد بـرگ گياهـان انـدازه    

(Siddiqui & Shaukat., 2004 c ). صـورت   اين آزمايش به

فاكتوريل در قالب طرح بلوك كامل تصادفي با چهار تكرار 

ــت  ــام گرفـ ــاكتري   . انجـ ــامل بـ ــايش شـ ــاي آزمـ فاكتورهـ

)UTPF101  وUTPF68 ــاه ــاكتريو ش ــدون ب ــام ) د ب و ارق

  .بودند) GS12، زمان و 5، پتوپرايد 2پتوپرايد (گوجه فرنگي 

  يآمار يلتحل و يهتجز
با استفاده از نرم افزار  يشآزما هاي داده وتحليل تجزيه

 ها داده ميانگينو انجام  Proc Anova روش به و SAS يآمار

  .شد مقايسه% 5 احتمال سطح در دانكن آزمون از استفاده با

  نتايج

 بيوسـنتز دخيـل در   ، ژن كليـدي phlDژن رديابي 

   DAPGآنتي بيوتيك 

اي پليمراز با هدف رديابي ژن كليـدي  واكنش زنجيره

دو در  )DAPG )phlDدخيــل در بيوســنتز آنتــي بيوتيــك    

بـه   DNAانجام شد و قطعه  UTPF68و  UTPF101 ي سويه

 -phlDجفـت بـاز، بـه كمـك دو پرايمـر       629طول تقريبـي  

روي  phlACBDاز دسـته ژنــي   BPR4و  B2BFاختصاصـي  

هـا  و نتايج نشان داد كـه ايـن جدايـه    گرديدژل آگارز تكثير 

 ).1شكل (كماكان واجد ژن توليد آنتي بيوتيك مي باشند 

 

  

  
 PCRدرصد از  يكز ژل آگارز ورتصوير الكتروف -1شكل 

  .)bp 629(با پرايمـر اختصاصـي    ،phlDانجام شده روي ژن 
M:  نشــانگرDNA 100 bp،1: عنــوان شــاهد  بــه 79-2 ســويه

 بـاكتري : 3عنـوان كنتـرل مثبـت،     بـه   CHA0سـويه : 2منفي، 
UTPF101 ،4 : باكتريUTPF68.  

Fig 1. Electrophoresis of PCR product on phlD gene 

with specific primers (629 bp) on agarose gel 1%. M: 

100 bp DNA ladder, 1: 2-79 as negative control, 2: 

CHA0 as positive control, 3: UPTF101, 4: UPTF68. 
 

ــابيارز ــر  ي ــاكترياث ــوكنترلي ب ــا بي ــر ه ــد ب   نمات

M. javanica آزمايشگاه شرايط در  
هـاي   سـويه كشـت   ي عصـاره  يماثر مسـتق  يبررس نتايج

 يطدر شـرا  M. javanicaتخـم نماتـد    يختفـر  يرو يبـاكتر 

ي باعـث كـاهش   بـاكتر  سويه هر دوه نشان داد كيشگاه آزما

نسـبت بـه   % 5 احتمـال  دار تفريخ تخـم نماتـد در سـطح    معني

 UTPF101بيش از سويه  UTPF68 شاهد شده و تأثير سويه 

لارو  هـا روي سـويه  اثر عصاره كشت يبررس). 3جدول( بود

M      1       2          3      4 

600 bp 
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كـه دو سـويه   نشـان داد   يشگاه نيزآزما يطنماتد در شرا مسن دو

داري  طور معني كنترل لارو نماتد بوده و به داراي توان بالايي در

  ). 3 جدول( تعداد لاروها را نسبت به شاهد كاهش دادند

  

ــدول ــهمقا -2 ج ــانگينم ي يس ــأثير ي ــويه ت ــاكتري ي دو س   ب

Pseudomonas fluorescens و مـرگ  تخم نماتـد  يختفر بر 

 .در آزمايشگاه M. javanicaدو  سن لارو و مير

Table 2. Mean comparison of effects of 

Pseudomonas fluorescens strains on hatching eggs 

and larvae mortality of nematode M. javanica in  in 

vitro. 
    Treatmant hatching eggs (%) dead larvae (%) 

Control 

UTPF101 

UTPF68 

CV* 

50.66a 

19.83b 

14.5c 

12.74 

15 b 

47.33a 

47.33a 

10.86 

% 5 احتمـال  سـطح  در داري معنـي  تفـاوت  دارنـد  مشـابه  حروف كه هايي نگينميا

  .ضريب پراكندگي داده هاست cv*.ندارند هم با دانكن آزمون
Means with the same letter in each column are not 

significantly different according to Duncan’s multiple 

range test (P = 0.05), CV: Coefficient of Variation. 
 

هـاي رشـدي   تأثير دو سـويه بـاكتري بـر شـاخص    

  گياهان آلوده به نماتد

نشـان داد  ) 4جدول(واريانس  ي نتايج حاصل از تجزيه

هـاي بـاكتري و اثـر متقابـل     فرنگي، سويهكه بين ارقام گوجه

گيري شده، باكتري در رقم از نظر تمام صفات رشدي اندازه

 .داري وجـود دارد اختلاف معنيدر سطح پنج يا يك درصد 

هـاي   بـاكتري بـر شـاخص    ×ي ميـانگين اثـر متقابـل رقـم     مقايسه

مشـخص  ) 2شـكل  (فرنگي آلـوده بـه نماتـد    رشدي ارقام گوجه

هاي باكتري سبب افزايش طول شاخسـاره نسـبت   نمود كه سويه

شدند، در حالي كه در رقم ) عدم كاربرد باكتري(به تيمار شاهد 

. تيمـار شـاهد و كـاربرد بـاكتري مشـاهده نشـد      زمان تفاوتي بين 

تحــت تــأثير  2و پتوپرايــد  GS12بيشــترين طــول ريشــه در رقــم 

در سـه   UTPF101كـاربرد سـويه   . مشاهده شد UTPF68سويه 

و زمان از نظر طول ريشـه تفـاوت معنـي     GS12، 2رقم پتوپرايد 

طـول ريشـه را    5داري با شاهد نداشت و تنهـا در رقـم پتوپرايـد    

در رقـم   UTPF101كـاربرد سـويه   . به شاهد افـزايش داد نسبت 

، ســبب 2و هــر دو ســويه بــاكتري در رقــم پتوپرايــد  5پتوپرايــد 

ــي ــزايش معن ــار شــاهد شــد،   اف ــه تيم ــرگ نســبت ب ــداد ب دار تع

، كـاربرد بـاكتري نتوانسـت    GS12درحاليكه در دو رقم زمـان و  

بـاكتري   تحـت تـاثير   2رقم پتوپرايد . تفاوتي با شاهد ايجاد نمايد

UTPF101        نسبت بـه سـاير تيمارهـا وزن تـر شاخسـاره بيشـتري

تيمـار شـده بـا هـر دو سـويه       GS12داشت و در مقام بعدي رقم 

در رقم زمـان كـاربرد   . قرار داشت) يه صورت جداگانه(باكتري 

باكتري تفاوتي را از نظر وزن تر شاخساره نسبت به شاهد باعـث  

 UTPF101برد بـاكتري  از نظر وزن خشك شاخساره، كار. نشد

توانسـت   GS12در رقـم   UPTF68و سـويه   2در رقـم پتوپرايـد   

ــه شــاهد برتــري ايجــاد نمايــد  ــم  . نســبت ب ــا رق تيمــار گياهــان ب

UTPF68  فقط در رقمGS12  موجب افزايش وزن تر و خشك

ريشه نسـبت بـه شـاهد گرديـد و تفـاوت معنـي داري بـا شـاهد         

  ).ز - الف 2شكل (مشاهده گرديد 

  

  .M. javanicaبرخصوصيات رشدي ارقام مختلف گوجه فرنگي آلوده به Pseudomonas fluorescensهاي  ميانگين مربعات تأثير سويه - 3جدول

Table 3. Mean Square of Pseudomonas fluorescens strains on growth factors of tomato varieties infected by M. javanica. 
Root dry 

weight 

(g) 

Root fresh 

weight 

(g) 

Shoot dry 

weight  
(g) 

Shoot fresh 

weight 

(g) 

Leaf number 
Root 

lenght 

(cm) 

Shoot 

lenght 

(cm) 

df 
Source of 

variation 

0.011
ns 

0.098
** 

0.712
ns 

26.22
** 

0.37
ns 

2.57
** 

1.82
ns 

66.77
** 

5.58
* 

15.43
** 

8.42
ns 

20.58
*
 

11.13
 ns 

335.13
** 

3 
2 

Block 
Strain 

0.304
** 

0.132
** 

0.015 

21.03
** 

18.49
** 

1.50 

3.05
** 

1.19
** 

0.23 

110.18
** 

33.46
** 

1.41 

40.8
** 

4.99 
** 

1.37 

217
** 

30.12
** 

5.44 

414.69 
** 

154.78
** 

6.54 

3 
6 
33 

Tomato 

Variety  

Strain*Variety 

Erorr  

- - - - - - - 47 Total 

18.27 18.15 13.75 8.13 9.46 7.36 6.63 - CV 
ns = دار بين تيمارها وجود ندارد اختلاف معني.Ns: no significant differences between treatments                                                                             
                                                    no significant differences between treatments at level 0.05 :*.دار بين تيمارها وجود دارد اختلاف معني 05/0در سطح  *=

                                              no significant differences between treatments at level 0.01 :**.دار بين تيمارها وجود دارد اختلاف معني 01/0در سطح  **=
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  فرنگــي آلــوده بــه هــاي رشــدي ارقــام مختلــف گوجــه روي شــاخصUTPF101 و  UTPF68هــاي  تــأثير كــاربرد ســويه -2شــكل 

Meloidogyne javanica. a-  طول شاخساره)cm( ،b-  طول ريشه)cm( ،c-  تعداد بـرگ، d-    وزن تـر شاخسـاره) گـرم(، e-  وزن

 .)گرم(وزن خشك ريشه  -g، )گرم(وزن تر ريشه  -f، )گرم(خشك شاخساره 

Fig. 2. effects of UTPF68 and UTPF101 application on some tomato varieties infected by Meloidogyne javanica; 

a) shoot length (cm), b) root length (cm), c) leaf number, d) shoot fresh weight (g), e) shoot dry weight, f) root 

fresh weight, g) root dry weight.  

a b  

c  d  

e  f  

g  
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ــويه  ــأثير س ــاكتري   ت ــاي ب ــر  P. fluorescensه ب

فرنگي آلـوده   هاي بيماري در ارقام گوجه شاخص

  به نماتد 

مشاهده ) 5 جدول(واريانس  ي باتوجه به جدول تجزيه

رقـم در   ×شود كه اثر باكتري، رقم و اثـر متقابـل بـاكتري    مي

تخـم   ي گال در هر ريشه، متوسـط كيسـه  مورد صفات تعداد 

دار بوده و  روي هر ريشه و تعداد تخم در هر توده تخم معني

  .باشد تفاوت تيمارها از نظر اين صفات مي ي دهنده لذا نشان

ها بر تعـداد گـال ريشـه     ميانگين تأثير باكتري ي مقايسه

عـدم كـاربرد   (فرنگي نسبت بـه تيمـار شـاهد     در ارقام گوجه

هـا سـبب كـاهش ايـن      ان داد كه كاربرد بـاكتري نش) باكتري

 ارزيابي رقم چهار بين در. ارقام شده است ي شاخص در همه

و  زمـان  ارقـام  ي ريشـه  در گال، تعداد كاهش بيشترين شده،

GS12 سـويه  با شده ترتيب تيمار به UTPF68  وUTPF101 

 صـورت  بـه  رقـم  هـر  بررسـي  در امـا ). 3 شـكل ( مشاهده شد

 پتوپرايد ارقام در UTPF101 كه سويه دش مشخص انفرادي،

 گـال  كـاهش  تأثير بيشتري بـر ميـزان   GS12 و 5 پتوپرايد ،2

كاربرد باكتري  .داشته است UTPF68نسيت به  ها ريشه روي

در همـه ارقـام   ) عـدم كـاربرد بـاكتري   (نسبت به تيمار شاهد 

   .سبب كاهش تعداد توده تخم در هر ريشه شد

  

هـا   صفات مرتبط با تأثير بـاكتري ميانگين مربعات  -4 جدول

فرنگـي   زايي در ارقام مختلـف گوجـه   هاي بيماري شاخص بر

 . M. javanicaآلوده به

Table 4. Mean square of traits related with bacteria 

effects on phatogenicity indices in tomato varieties 

infected with Meloidogyne javanica. 

Egg 

number 

Egg mass 

number 

Gall 

number 

Df 

 

Source of 

variation 

41.5ns 1709.47ns 57.57ns 3 Block 

160844.33** 133863.47** 66132.64** 2 
Bacteria 

Strain 

53390.38** 2985.58* 3878.85** 3 
Tomato 

variety  

39867.22** 15353.85** 9897.72** 6 
Variety* 

Bacteria 
123.72 88.62 115.50  Erorr 
- - - 47 Total 
8.91 20.91 11.18 - CV 

  

 بر UTPF68و UTPF101 هاي  تأثير كاربرد سويه -3 شكل

  فرنگي آلوده به تعداد گال در هر ريشه در ارقام گوجه

Meloidogyne javanica. 

Fig. 3. Effects of UTPF68 and UTPF101 

application on node number per each root in some 

tomato varieties infected by M. javanica. 
  

 تعـداد  كاهش بيشترين شده، ارزيابي رقم چهار نبي در

 UTPF68سـويه   بـا  شـده  تيمار زمان رقم ريشه، در در كيسه

 انفرادي، صورت هب رقم هر بررسي در ).4 شكل( مشاهده شد

 UTPF101ي  سـويه  ،5 پتوپرايد رقم تنها در كه شد مشخص

تأثير بهتري داشته است و در سـه   UTPF68ي  نسبت به سويه

داري از نظـر تـأثير بـر     بين دو سـويه تفـاوت معنـي    رقم ديگر

 تعـداد  شـاخص  نظر از .كاهش تعداد توده تخم مشاهده نشد

 در چهار رقم مـورد ارزيـابي، بيشـترين    توده تخم هر در تخم

مشـاهده   UTPF68 سـويه  بـا  شده تيمار زمان رقمدر  كاهش

  .شد

  
بـر   UTPF68و UTPF101 هاي  تأثير كاربرد سويه -4 شكل

  فرنگـي آلـوده   د توده تخم در هر ريشه در ارقـام گوجـه  تعدا

M. javanica.  
Fig. 4. Effects of UTPF68 and UTPF101 application 

on egg bag per each root in some tomato varieties 

infected by M. javanica. 
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صورت انفرادي نشان داد كه در رقم  بررسي هر رقم به

ن دو سويه بـاكتري از نظـر ايـن صـفت     ، بي2زمان و پتوپرايد 

بـه تيمـار شـاهد     تفاوتي وجود نداشته و هـر دو سـويه نسـبت   

ــاكتري( طــور  توانســتند ايــن شــاخص را بــه) عــدم كــاربرد ب

، سـويه  GS12و  5در رقم پتوپرايـد  . داري كاهش دهند معني

UTPF101 بـه سـويه    كنترل بهتري را نسبتUTPF68   نشـان

  ).5شكل (داد 

  
 UTPF68و UTPF101 هـاي   ير كـاربرد سـويه  تـأث  -5 شكل

برتعـداد تخــم در تــوده تخــم در هـر ريشــه در ارقــام گوجــه   

  .M. javanica فرنگي آلوده به
Fig. 5. Effects of UTPF68 and UTPF101 application 

on egg numer of egg bag per each root in some 

tomato varieties infected by Meloidogyne 

javanica. 
  

  بحث

 از UTPF101و  UTPF68هـاي   سـويه  در اين مطالعـه 

هـاي   از نظر توانايي توليد متابوليـت  P. fluorescensباكتري 

ضدميكروبي و فعاليت ضدنماتدي در شرايط آزمايشگاهي و 

فرنگـي مـورد بررسـي قـرار      گلخانه روي چهـار رقـم گوجـه   

ــد ــنش  . گرفتن ــام واك ــي    PCRانج ــاي اختصاص ــا پرايمره ب

B2BF/BPR4 ،ًوجود ژن  مجدداphlD ) ژن كليدي در مسير

  .را اثبات نموددر هر دو سويه مورد بررسي ) DAPGبيوسنتز 

مشخص شـد   HPLCاين مطالعه با استفاده از آناليز در 

ــد ، UTPF68و  UTPF101ســويه كــه هــر دو  ــه تولي قــادر ب

ــي  (DAPG)دي اســتيل فلوروگلوســينول  -4و2بيوتيــك  آنت

 ي وسـيله  مقاومت ايجاد شـده در گيـاه بـه   در تحقيقي، . بودند

-2.4بــه آنتـي بيوتيــك   P. fluorescens CHA0 ي سـويه 

diacetylphloroglucinol (DAPG)    نسبت داده شـده اسـت

(Siddiqui & Shaukat., 2003 b; Siddiqui et al., 2006) .

اي از  ها تركيبات فنلي هستند كه توسط دامنهفلوروگلوسينول

يي و گيـاهي توليـد شـده و داراي خصوصـيت     هاي باكتريا گونه

هاي حلقـوي و   ضدقارچي، ضدباكتريايي، ضديروسي، ضد كرم

اخيـرا،  . (Thomashow & Weller., 1996 ) وزي هستندس گياه

DAPG   شـود   كه توسط سودومونادهاي فلورسنت سـنتز مـي

عنوان يك عامل تعيين كننده در كنترل بيولوژيك نماتدها  به

 & Cronin et al., 1997; Siddiqui)شـناخته شـده اسـت    

Shaukat., 2003b) .سـميت آنتـي   ) 2009(ير و همكـاران  مه

را روي برخـي نماتـدهاي انگـل گيـاهي از      DAPGبيوتيك 

، مورد مطالعه قرار داده و دريافتنـد كـه   M. incognitaجمله 

% 85موجـب   ،ميكروگرم در ميلي ليتر 75اين ماده در غلظت 

مـاني  ولـي روي زنـده  شـده  نماتـد  كاهش تفـريخ تخـم ايـن    

  .ثيري نداشتأت ملاروهاي سن دو

ــه توليــد       ــت ك ــده اس ــت ش ــين ثاب ــات پيش در مطالع

هـاي گيـاهي و   هاي ضد ميكروبي با كنترل بيمـاري  متابوليت

ها در خاك غير سترون افزايش رشد گياه توسط ريزوباكتري

ــا در كنتـــرل نماتـــدهاي  ارتبـــاط دارنـــد و برخـــي از آن هـ

  كننـــد ي گيـــاهي نيــز نقـــش مهمـــي ايفــاء مـــي  زا بيمــاري 
(Cronin et al., 1997; Siddiqui & Shaukat., 2003b; 

Siddiqui et al., 2005b)   .هاي مورد  با توجه به اينكه سويه

نماتـدي در شـرايط   هـاي ضـد   بررسي قادر به توليد متابوليـت 

آزمايشـگاهي هسـتند احتمـال دارد كـه ايـن خصوصـيات بـا        

. شـرايط آزمايشـگاه و گلخانـه مـرتبط باشـد      كنترل نماتد در

يــك متابوليــت ثانويــه اســت كــه توســط  هيــدروژن ســيانيد 

زاي  هـاي بيمـاري  هاي گرم منفي كه در كنترل قـارچ باكتري

ــد  ــت دارنــــ ــاهي دخالــــ ــي گيــــ ــد مــــ ــودتوليــــ   شــــ

(Voisard et al., 1989). Gallagher & Manoil (2001) 

  ژن توســططــي تحقيقــي نشــان دادنــد توليــد ســيانيد هيــدرو 

P. aeruginosa،    ــاي ــتن لاروهـ ــدي در كشـ ــي كليـ نقشـ

Caenorabditis elegans )در شـرايط درون  ) نماتد خاكزي

توليـد پروتئـاز خـارج سـلولي توسـط      . كنـد اي ايفا مـي شيشه

ثر در كنتــرل ؤ، عــاملي مــP. fluorescens CHA0ي ســويه

هايي كـه  شود زيرا موتانتمحسوب مي M. incognita نماتد



 35  1395 سال ،يك ي شماره ،چهارم جلد شكي،پز گياه در زيستي مهار

نقص در توليد اين آنزيم بودند قادر به ايجاد مـرگ و   داراي

نتوانسـتند   نيـز زمايشگاهي نبوده و آمير در لاروها در شرايط 

فرنگـي را كنتـرل    بيماري گره ريشـه گياهـان سـويا و گوجـه    

  . (Siddiqui et al., 2005b; Siddiqui et al., 2005a)نمايند 

هـــاي كـــاهش جمعيـــت نماتدهـــا در   يكـــي از روش

تفريخ  عدمو نماتد  ممـرگ و ميـر لاروهـاي سن دو ،خـاك

هـاي  طي ايـن پـژوهش مشـخص شـد كـه سـويه      . تخم است

تفريخ تخم و مرگ و مير لاروهاي سن دوم عدم باكتري، بر 

هــا  آن كــاهشثير گذاشــته و ســبب أتــ M. javanicaنماتــد 

سـويه  ، فعاليـت چنـدين   )2012(خان و همكـاران  . گردند مي

گيـاهي   انگلورسنت را عليه برخي نماتدهاي سودوموناس فل

مورد بررسي قرار دادنـد و مشـخص    M. incognitaاز جمله 

هـاي  هـايي كـه قـادر بـه توليـد متابوليـت      نمودند كـه جدايـه  

، DAPGضدميكروبي از جمله سيدروفور، ساليسيليك اسيد، 

ــايي نماتدكشــي    ــد از توان ــاز بودن ــدروژن و پروتئ ــيانيد هي س

ر بوده و منجـر بـه كـاهش جمعيـت نماتـد،      بالاتري برخوردا

هاي ماش و افـزايش وزن ريشـه   كنترل ايجاد گال روي ريشه

ــدند ــاران . شـ ــر و همكـ ــايي ) 2009(تيمپـ ــويهتوانـ   از ايسـ

P. fluorescens  ــد ــدهاي   DAPGمول ــي نمات ــه برخ را علي

 M. incognitaســاكن و مهــاجر پارازيــت گيــاهي از جملــه 

طالعـه قـرار داده و دريافتنـد    روي پنبه، ذرت و سـويا مـورد م  

زمـاني كـه بـذور بـا بـاكتري       M. incognitaجمعيت نهـايي  

كنتـرل نماتـد روي   در بـاكتري  . كمتر بـود  ،ودندبتيمار شده 

درصـد   41طور متوسـط بيمـاري را    هثر بود و بؤذرت بسيار م

  .كنترل نمود

ــهنتــايج آزمــون اي نشــان داد كــه كــاربرد هــاي گلخان

جـب افـزايش رشــد گيــاه و كـاهش      هـاي بـاكتري مو   سويه

ــد ريشــه  در   M. javanicaگرهــي  خســارت ناشــي از نمات

اثـرات در   شده است و اينگياهان تيمار شده نسبت به شاهد 

كه هر  با توجه به اين .فرنگي متفاوت بودارقام مختلف گوجه

دو سويه قادر به توليد سيانيد هيدروژن، سيدروفور و محلول 

ايـن   احتمالاً) نتايج منتشر نشده(ستند سازي فسفات معدني ه

 يفرنگـي ايفـا   خصوصيات در افزايش رشـد گياهـان گوجـه   

هاي فلورسنت جـدا شـده از   اغلب سودوموناد. كنندنقش مي

خاك، با توليد موادي نظير آنتي بيوتيك، سيدروفور، سيانيد 

ــل      ــد عوام ــوگيري از رش ــب جل ــاز موج ــدروژن و پروتئ هي

هاي گياهي رشد گياه را توليد هورمونزا شده و نيز با بيماري

از طــرف  .(Keel & Defago., 1997)دهنــد افــزايش مــي

ثر بـود  ؤهاي باكتري در كاهش بيماري مكاربرد سويهديگر، 

هاي بيماريزايي بسـته بـه رقـم گيـاه،     و ميزان كاهش شاخص

ي در كـــل ســـويه). 5و  4، 3 هـــايشـــكل( متفـــاوت بـــود

UTPF101  سويه به نسبتUTPF68  عملكرد بهتـري را در ،

هاي رشدي گيـاه نشـان   خصاكاهش بيماريزايي و افزايش ش

هـاي  كه ممكن است به دليل توليـد متابوليـت   ،)2شكل ( داد

از طـرف ديگـر   . بيشتر در اين سويه در ناحيه ريزوسفر باشـد 

ــف      ــام مختل ــه در ارق ــحات ريش ــات ترش ــاوت در تركيب تف

وليد و نيـز مقـدار   فرنگي ممكن است بر توليد يا عدم ت گوجه

. ثر بـوده باشــد ؤهـاي ثانويــه در ناحيـه ريزوسـفر م ــ  متابوليـت 

هاي گزارشـگر نشـان دادنـد     با استفاده از ژن) 2009(جمالي 

در ارقـام مختلـف    DAPGو  HCNهاي بيوسـنتز   كه بيان ژن

تفاوت در تركيب ترشحات  لوبيا متفاوت است و اين امر را به

 هـاي سـويه ميزبان بـراي   اختصاصي بودن. ريشه نسبت دادند

توسط محققـين ديگـر   بيوكنترل در هر دو سطح گونه و رقم 

 Maurhofer et al., 1995; Smith)به اثبات رسيده است نيز 

et al., 1997.   نيـز ثابـت كردنـد كـه     ) 1999(دافي و دفـاگو

هـاي  تركيبات موجود در ترشحات ريشه بر بيوسنتز متابوليت

 ــ ــي ت ــدثير أضــد ميكروب ــاً م. دارن ــي كــه عموم ــابع كربن در  ن

شوند داراي اثرات متفاوتي بر طيف ترشحات ريشه يافت مي

بيـوكنترل  هـاي  سـويه هاي توليد شده به وسـيله  آنتي بيوتيك

  .(Duffy & Défago, 1999)هستند 

شـرايط   شـود كـه   گيـري مـي   چنـين نتيجـه   طور كلي به

باشـد و ترشـحات    تـر از آزمايشـگاه مـي    خاك بسيار پيچيـده 

اطراف  بيمارگردر واكنش ميزبان و  مهميگياه نقش  ي ريشه

هر باكتري با ترشـح   علاوه بر اين، چون .كنند بازي ميريشه 

ثر است ؤمواد بازدارنده عليه مرحله خاصي از زندگي نماتد م

تخــم، لارو و نماتــد بــالغ در شــرايط خــاك ممكــن اســت و 

دست  ج بهد بنابراين بين نتاينباشنداشته زمان وجود  طور هم به

خواني كامل  آمده در شرايط آزمايشگاه و گلخانه هميشه هم

هـاي  حـال، باتوجـه بـه نقـش مـؤثر سـويه       با اين. وجود ندارد

UTPF68  وUTPF101  در كنتـــرل نماتـــدM. javanica ،
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، پروتئـاز  DAPGهايي نظير رسد كه توليد متابوليتنظر مي به

همـي را در  هـا نقـش م  و سيانيد هيدروژن توسط اين بـاكتري 

گـردد كـه از   بيوكنترل نماتد ايفاء نموده است و پيشنهاد مـي 

نماتـدي در   هايي با توانايي توليد هر سه متابوليـت ضـد  سويه

  .دشواستفاده  كنترل بيولوژيك نماتدهاي ريشه گرهي
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Abstract 

The root-knot nematode, Meloidogyne javanica, is one of the major tomato pathogens in Iran. In the current 

study, Pseudomonas fluorescens UTPF101 and UTPF68 strains were evaluated for biological control of the 

pathogen. The strains were studied in terms of having phlD gene through polymerase chain reaction (PCR).  The 

ability of bacteria to produce antimicrobial metabolites and their effect on hatching eggs and larvicidal activity 

were then studied in vitro. Finally, the ability of bacteria to control nematode on four varieties of tomatoes was 

studied via a factorial experiment in a randomized complete block design with four replications under 

greenhouse conditions. PCR procedure results showed that both strains contained phlD gene and 629 bp DNA 

fragment was reproduced in both of them. Bacterial strains were capable of producing DAPG antibiotic, 

hydrogen cyanide and protease in in vitro conditions. UTPF68 strain showed a greater impact on the egg 

hatching compared to strain UTPF101, while in terms of the impact on larvae mortality; both strains performed 

the same. The greenhouse results indicated that both bacterial strains increased the growth factors and reduced 

nematode pathogenicity in the infected plants. The rate of growth or controlling nematode was different 

depending on tomato cultivar or bacterial strain. 
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