
Journal of Applied Research in Plant Protection 

  

 

 

 

 

 

University of Tabriz  Press 

https://arpp.tabrizu.ac.ir/ 
 

 
Research Article 

Copyright© 2025 University of Tabriz, Published by the University of Tabriz. 
This is an open access article under the CC BY NC license ( https://creativecommons.org/licenses/by-nc/2.0/) 

Journal of Applied Research in Plant Protection 14 (3): 189–204, 2025 
ISSN: 2383-1855 (print) ‖ ISSN: 2717-3178 (online) ‖ DOI: 10.22034/ARPP.2025.19613 

 

 
 

 

 

Biocontrol of bacterial wilt of bean (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens) using 

symbiotic and non-symbiotic rhizobacteria 

 
1, Roohallah Saberi Riseh2, Khalil Malekzadeh1, Pejman Khodaygan1Sedighe Mohammadikhah 

 

 

 

 
1 Department Department of Plant Protection, Agriculture Faculty, Vali-E-Asr University of Rafsanjan, Rafsanjan, Iran 
2 Department of Plant Genetics and Plant Production, Agriculture Faculty, Vali-E-Asr University of Rafsanjan, Rafsanjan, Iran 

 

Corresponding author  
 Pkhodaygan@vru.ac.ir 

 

 

Abstact 

Bacterial wilt caused by Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) is one 

of the most important diseases of common bean. The purpose of this study was to isolate 

and identify symbiotic and non-symbiotic rhizobacteria with antagonisitic potential 

against bacterial wilt of common bean and to evaluate the beneficial characteristics of 

bacterial isolates. A total of 100 bacterial strains were isolated from bean, soybean, lentil, 

chickpea, fenugreek, yellow alfalfa and alhagi. Strains were screened for their antagonistic 
activity. Eleven isolates were selected and their ability to induce resistance in bean plants 

(cv. Khomein) against Cff was tested under greenhouse conditions. Morewer, defense 

enzymes such as peroxidase, polyphenol oxidase, phenylalanine ammonialyase, and total 

phenols contents were determined in different treatments. The results showed that the level 

of these enzymes increased in the combination of rhizobium and pathogen. Analysis of the 

16SrRNA gene sequences revealed that representative isolates belong to the genera 

Pantoea, Sinorhizobium, Enterobacter, Xanthomonas, and Rhizobium. Our research 

revealed that the isolated rhizobacteria strains exhibit both potential for biological nitrogen 

fixation and antagonistic activity. Given the constraints associated with chemical 

compounds, the employment of these bacteria as a viable solution in the management of 

bacterial wilt of bean appears crucial and essential for a safe, efficient, and sustainable 

approach. 
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 pvCurtobacterium flaccumfaciens .بررسی امکان مهار زیستی پژمردگی باکتریایی لوبیا ناشی از

flaccumfaciens  استفاده از ریزوباکترهای همزیست و غیرهمزیست با 

 1، روح اله صابری ریسه2، خلیل ملک زاده1، پژمان خدایگان1صدیقه محمدی خواه

 ایرانرفسنجان، ، ولی عصر)عج( رفسنجانگیاهپزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه گروه  1

 ایران رفسنجان، ،ژنتیک و تولیدات گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه ولی عصر)عج( رفسنجانگروه  2

 pkhodaygan@vru.ac.ir نویسنده مسئول:

 

 28/05/1403 پذیرش:          05/04/1403بازنگری:          04/01/1403دریافت: 
 چکیده

ی لوبیای معمولی است. پژوهش هایماریب ترینمهماز  Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens یی با عاملایباکتر یپژمردگ

جدایه  100در مجموع  .گرفتانجام  با استفاده از ریزوباکترهای همزیست و غیرهمزیست زیستی این بیماریکنترل  ی امکانابیبا هدف ارز حاضر

ها مورد ارزیابی قرار در آن آنتاگونیستیهای و ویژگی رشتر جداسازی شدندباکتریایی از گیاهان لوبیا، سویا، عدس، نخود، شنبلیله، یونجه زرد و خا

شرایط  در  Cffلوبیای محلی خمین در برابر روی گیاهان القای مقاومت ها درآن یازده جدایه دارای ویژگی مناسب انتخاب شدند و توانایی گرفت.

فاعی پراکسیداز، پلی فنل اکسیداز، فنیل آلانین آمونیالیاز و محتوای فنل کل در های دقرار گرفت. علاوه بر آن، سطح آنزیم گلخانه مورد بررسی

ها در تیمارهای ترکیب رایزوبیوم و بیمارگر افزایش یافته است. تیمارهای مختلف مورد سنجش و ارزیابی قرار گرفت و مشخص شد که سطح این آنزیم

، Sinorhizobiumهای متعلق به جنس برتر هیجدانشان داد که یازده  16S rRNA دی ناحیهترادف نوکلئوتی های بیوشیمیایی و آنالیزنتایج آزمون
Pantoea ،Xanthomonas ،Enterobacter وRhizobium   های ما نشان داد که تعدادی از این ریزوباکترها علاوه بر توانایی بالقوه یافته باشند.می

مؤثر و  من،یا ینیگزیجاتواند به عنوان ها میاستفاده از این باکتری باشند. بنابراینآنتاگونیستی نیز میدر تثبیت بیولوژیکی نیتروژن، دارای توان 

 های کشاورزی مورد توجه باشد.در سیستم داریپا

 القای مقاومت سیستمیک، باکتری محرک رشد، پژمردگی باکتریایی لوبیا، رایزوبیوم، مهار زیستیکلمات کلیدی: 

 

 مقدمه

باشد. در میان حبوبات دومین منبع غذایی مهم بشر می

ترین سطح زیر کشت و همچنین بالاترین ارزش ، گستردهحبوبات

 ( استPhaseolus vulgaris Linnaeus) ایلوباقتصادی متعلق به 

(Yazdi Samadi & Abdemeyshaei 1996.) محصول  نیکشت ا

بیماری که  ردیگیقرار م یمختلف یهایماریب ریتحت تأث

 Curtobacterium (Cffناشی از ) ییایباکتر یپژمردگ

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens Hedges  ترین و از شایع

 یپژمردگ (.Araujo et al. 2018است ) هاآن ترینمخرب

 1922در سال  متحده الاتیبار در ا نیاول یبرا ایلوب ییایباکتر

در  2013در سال  نیز در ایران (.Hedges 1922) گزارش شد

شهرستان مرند  (.Vigna unguiculata L) مزارع لوبیا چشم بلبلی

 Osdaghi) و گزارش گردیدمشاهده شرقی(  )استان آذربایجان

2014; Osdaghi et al. 2020.) عمدتا  اقتصادی بیماری خسارت

کاهش  وکاهش قابل توجه عملکرد خالص محصول شامل 

تحت  هاظاهری و اندازه دانه که در آن شکل بودهبازارپسندی 

زاد بودن به دلیل بذر این بیماری مدیریتگیرد. تاثیر قرار می

شود باکتری بتواند مسافت زیادی را زا که باعث میعامل بیماری

کاهش باشد. می اساسی یکند مشکل طیاز طریق بذر آلوده 

های جامعه استفاده از سموم و کودهای شیمیایی یکی از چالش

های سالم و کم خطر از . بنابراین استفاده از روشاست مدرن

جمله مهار زیستی مورد توجه قرار گرفته است. 

توانند نقشی کلیدی در این های مفید خاک میمیکروارگانیسم

ریزوباکترهایی که با  .(Goncalves et al. 2021چالش ایفا کنند )

 .نندرساها به گیاهان سود میتحریک رشد و سرکوب بیماری

 Plant growth-promotingریزوباکترهای محرک رشد گیاه )

rhizobacteriaشوند. اثرات مثبت این ریزوباکترها در ( نامیده می

ریزوسفر، علاوه بر افزایش رشد گیاه شامل کاهش حساسیت به 
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گردند نیز هایی که توسط بیمارگرهای باکتریایی ایجاد میبیماری

های ها متعلق به جنسهایی از این ریزوباکترباشد. نمونهمی

Pseudomonas ،Pantoea،Azospirillum  ،Serratia ،

Enterobacter ،Bacillus وRhizobium  توانند که می باشندیم

بافت گیاه را کلونیزه کرده، به خوبی گسترش یابند و از گیاه در 

 لیتانسپ .(Kour et al. 2020طول دوره رشد، محافظت کنند )

 ایلوب ییایباکتر یپژمردگ استفاده از ریزوباکترها در مهار زیستی

 Pantaoeaزارش شده است. کاربرد گدر چندین مورد 

agglomerans Mergaert  یپژمردگ یبه طور موثر ،بذر ماریت در 

 .Hsieh et alد )کنیگلخانه سرکوب م طیرا در شرا ییایباکتر

با  ایبذر لوب ماریتو همچنین مشخص شده است  (2005

Rhizobium leguminosarum Frank  ییایباکتر یشدت پژمردگ 

 Huang & Erickson) دهدمیگلخانه کاهش  طیرا در شرا

 یزندگ لوبیا گیاهزوسفریکه در ر ییایباکتر های(. سویه2007

 را داشته باشند اهیمحافظت از گ لیممکن است پتانس کنندیم

(Sendi et al. 2020.) های آنتاگونیست در استفاده از ریزوباکتری

ها نه تنها مستقیماً میکروارگانیسمداد که این نشان زیستی مهار

بیوز بلکه با ایجاد مقاومت سیستمیک در گیاه با رقابت و آنتی

عمل توانند مینیز  ،زای بطور غیرمستقیمنسبت به عوامل بیماری

حبوبات  روی ریشه گره هایی که قادر به ایجادباکتری .کنند

رشد  های مستقیم و غیرمستقیم برای افزایشهستند، مکانیسم

های مستقیم شامل تثبیت دهند. مکانیسمگیاه را ارائه می

های تولید هورمون نامحلول، سازی فسفاتنیتروژن، محلول

های دآمیناز است، در حالی که مکانیسم ACC و آنزیمگیاهی 

باعث افزایش جذب که است  سیدروفور مستقیم شامل تولیدغیر

های مکانیسم(. Vargas et al. 2017د )شوآهن توسط گیاهان می

زای حبوبات کمتر های گرهارائه شده توسط باکتری مهار زیستی

هایی که در تقویت رشد گیاه نقش دارند، مورد مطالعه از باکتری

های متعلق به با این وجود، برای برخی از سویه .قرار گرفته است

مهار های مختلف چندین جنس و گونه ریزوبیایی، مکانیسم

مایکوپارازیتیسم، تولید  که میتوان به، است گزارش شده زیستی

های ضد قارچی ها، متابولیتباکتریوسین تولید ها،بیوتیکآنتی

ها و همچنین القای فیتوآلکسین و سیانید هیدروژن مانند

(. Das et al. 2017اشاره نمود ) سیستمیک مقاومت در گیاهان

در جهت  ریزوباکتریاه ک ه استاگرچه تمام این مطالعات نشان داد

های مختلف مختلف گیاهان از طریق مکانیزم هایپاتوژنکنترل 

های روی برروی باکتری، اما این توانایی تاکنون کنندعمل می

است. هدف از گرفته نقرار  دقیقمورد مطالعه ریشه گیاهان لگوم 

های تشکیل دهنده پژوهش حاضر، جداسازی و شناسایی باکتری

آنها در  مختلف با هدف ارزیابی کارکرد آنتاگونیستیگره گیاهان 

اساس های باکتریایی برو غربالگری جدایه Cffبرابر باکتری 

ها در شرایط های بیوکنترلی و محرک رشدی جدایهآزمون

 آزمایشگاهی و گلخانه بود.

 

 مواد و روش ها

 تهیه جدایه بیمارگر
 C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciensجدایه بیمارگر

 ICMP 22053عامل بیماری پژمردگی باکتریایی لوبیا با کد سویه 

P990 شناسی دانشگاه تهران تهیه شد. این از کلکسیون باکتری

( که از Nutrient Brothنوترینت براث ) جدایه در محیط کشت

شرکت ایبرسکو ساخت ایران تهیه شده بود و حاوی گلیسرول 

سلسیوس  درجه 80درصد بود ذخیره و در دمای منفی  85

داری شد. جهت استفاده روزمره از کشت این جدایه باکتریایی نگه

( شرکت ایبرسکو Nutreint agarنوترینت آگار ) روی محیط

 ساخت ایران استفاده شد.

 

 های باکتریایی از گره ریشه و خاکجدایه جداسازی
(، سویا .Phaseolus vulgaris Lلوبیا )برداری از گیاهان نمونه

(Glycine max L.( عدس ،)Lens culinaris L.( نخود ،)Cicer 

arietinum L.( شنبلیله ،)Trigonella foenum-graecum L. ،)

 Alhagi( و خارشتر ).Melilotus officinalis Lیونجه زرد )

maurorum Medikالبرز ،کرمان ،اصفهانهای ( از استان، 

، لرستان چهارمحال بختیاری، ،کرمانشاه ،مدانقزوین، ه ی،مرکز

 1400-1401های بهار و تابستان گیلان و مازندران طی فصل

هایی که دارای گره بودند به همراه خاک ناحیه انجام شد. ریشه

ریزوسفر داخل پلاستیک قرار داده شدند و به آزمایشگاه منتقل 

صورتی  گره تعدادی ها،گره از باکتری شدند. به منظور جداسازی

سطحی با هیپوکلریت  از ضدعفونی پس و رنگ و سالم انتخاب

سترون خرد  مقطر آب درصد در 70سدیم نیم درصد و اتانول 

 روی تشتک پتری حاوی حاصل سوسپانسیون از قطره شدند، یک

 Yesat extractکشت عصاره مخمر مانیتول آگار ) محیط

Manitol Agar)  رم دی پتاسیم هیدروژن فسفات گ 5/0شامل

(4HPO2K ،)2/0  گرم سولفات منیزیم هفت آبه

(O2H.74MgSO ،)1/0 گرم سدیم کلراید (NaCl ،)5  گرم

( در Yeast extractگرم عصاره مخمر ) 4/0(، Mannitolمانیتول )

داده  یک لیتر آب مقطر تهیه شد، به صورت چهارخطی کشت

رقت از  یسر هیاز خاک به روش ته های باکتریجداسازشد. 

  ی تشتک پتری حاویرو ونیسوسپانسکشت  وخاک نمونه 
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YMAساعت در  72های پتری به مدت . تشتکگرفت صورت

درجه سلسیوس درون انکوباتور نگهداری شدند.  28دمای 

رشد کرده روی سطح محیط کشت  محدب های لعابدار وکلونی

جدا شده  هایشدند. جدایهو بازکشت  جداسازی انتخاب و مجدد

به صورت نقطه ای کشت و پس از  YMAمحیط کشت  یرو

روزانه استفاده برای  سلسیوسدرجه  چهار یدر دمارشد، 

ها درون نگهداری شدند. برای نگهداری بلندمدت جدایه

درصد ذخیره و در دمای منفی  85میکروتیوپ محتوی گلیسرول 

  .(Vincent 1970نگهداری شدند ) وسیسلس درجه 20

 

  هاهیجدا یو محرک رشد یوکنترلیتوان ب یبررس
 بیوز( در آزمایشگاه بررسی اثر آنتاگونیستی )آنتی

آزمون ها جدایهاثر آنتاگونیستی هر یک از  ارزیابیبرای 

د. انجام ش در آزمایشگاه بیوز( ی بازدارنده )آنتیبررسی قطر هاله

 1 × 810ل غلظت معــادسوسپانسیونی با برای این منظـــور 

 EPPO Bulletin) تهیه شد Cff باکتریلیتر از سلول در میلی

روی محیط  با استفاده از لوپوسپانسیون تهیه شده س .(2004

، پس از خشک شدن گردیدبه طور یکنواخت پخش  YMA کشت

سطح  روییک لوپ از هر جدایه آنتاگونیست سطح محیــط، 

داده  ای کشتبه صورت لکه با فواصل منظم و مشخص محیط

سوسپانسیون  با هم به عنوان شاهد فقط تشتک پتری. یک ندشد

نگهداری  عتسا 72 از گذشتکشت داده شد. پس  Cffباکتری 

 ، هالهسلسیوسدرجه  28دمای  تشتک پتری در انکوباتور در

ها به عنوان فعالیت مثبت شفاف ایجاد شده اطراف کلنی باکتری

این آزمایش در سه  گیری شد.محسوب شد و قطر هاله اندازه

 (. Petruta et al. 2008تکرار انجام شد )

 
 حل کنندگی فسفات معدنی 

مخمر،  عصاره گرم 5/0گلوکز،  گرم 10کشت شامل  محیط

کلسیم  فسفات گرم 5 (،2CaCLکلسیم ) کلرید گرم 1/0

(24PO3Ca ،)25/0سولفات گرم ( 4منیزیمMgSO) گرم 15 و 

مقطر تهیه شد، پس ازسترون شدن درون   آب لیتر یک در آگار

  روی برگذاری لکه صورت به تشتک پتری ریخته شد. باکتری

 28 دمای با انکوباتور در تشتک تشتک پتری کشت و ظروف

ایجاد  ساعت، 72 گذشت از پس گرفته و قرار سلسیوس درجه

 در باکتریایی جدایه توانایی عنوان به کلنی اطراف شفاف حلقه

 (.Son et al. 2006گرفت ) قرار نظر مد فسفات انحلال

 
 تولید سیانید هیدروژن 

ها روی برای ارزیابی تولید سیانید هیدروژن ابتدا جدایه

بصورت چمنی کشت  نیسیگلا درصدحاوی چهار  YMAمحیط 

شدند. سپس یک کاغذ صافی سترون )آغشته به معرف شامل 

درصد( در قسمت  2درصد و سدیم کربنات  5/0اسیدپیکریک 

کاملا  های پتریداخل درب تشتک پتری قرار داده شد و تشتک

 هایمتابولیت هرگونه خروج از پارافیلم به دقت مسدود شدند تا با

 به عنوان شاهد نیز تشتک پتری  آید. یک عمل به ممانعت فرار

به  پتری هایشد، سپس تشتک گرفته نظر در باکتری بدون

درجه سلسیوس به مدت  28صورت وارونه در انکوباتور با دمای 

هیدروژن  د سیانیدیدر صورت تولیک هفته نگهداری شدند. 

کاغذ ، های رشد کرده بر روی سطح محیط کشتتوسط باکتری

 پتری تشتکصافی آغشته به محلول معرف که درون درب هر 

یر رنگ خواهد شد. میزان تغییر رنگ دچار تغیتعبیه شده بود 

ای تیره و نارنجی کاغذ صافی از زرد به کرم، قهوه ای روشن، قهوه

های باکتریایی نشان دهنده تولید سیانید هیدروژن توسط جدایه

 (.Alstrom 1987قلمداد شد )

 
 تولید آنزیم لیپاز

 1/0گرم کلرور سدیم،  5گرم پپتون،  10محیط کشت شامل 

گرم آگار در یک لیتر آب مقطر تهیه  15کلسیم و گرم کلرور 

را به صورت جداگانه اتوکلاو و به  80لیتر توئین میلی 10گردید. 

ها محیط در حال خنک شدن قبل از ریختن در تشتک پتری

اضافه شد، سپس باکتری به صورت نقطه ای روی آن کشت 

 هرساعت ایجاد هاله رسوبی در اطراف  48گردید. پس از گذشت 

ها دلیل بر فعالیت لیپاز باکتری در نظر گرفته شد یک از کلنی

(Schaad et al. 2001.) 

 

 ییزایماریب آزمون
های گلخانه ای از بذر لوبیا چیتی رقم محلی در کلیه بررسی

تهیه و  نیخم یایو آموزش لوب قاتیتحق سیپردخمین که از 

استفاده شد. بذرها پس از ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت سدیم 

 آب مقطر سترون با شو و نیم درصد به مدت سه دقیقه و شست

خاک، کوکوپیت و پرلیت  حاوی مخلوط گلدان پلاستیکی درون

بعد از رشد گیاه و رسیدن به . به نسبت مساوی کشت شدند

 1× 910عیت معادل با جم  Cffیاکترمرحله دو برگی بوسیله ب

 نیبو با استفاده از سرنگ انسولین به فاصله لیتر سلول در میلی

سه تکرار  آزمون نیز با هرزنی شدند. ساقه، مایهاول و دوم  انگرهیم

 سلسیوس درجه 25 - 29دمای  با گلخانه در هاانجام شد. گلدان

. از آب مقطرشدنددرصد نگهداری  75- 85و رطوبت نسبی 
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روز پس  10ا ها تگلدان استفاده شد. شاهد عنوان بهسترون  

قرار گرفتند. جهت  یبررسمورد صورت روزانه به  زنیمایهاز 

جداسازی ، نکروز و پژمردگیعلائم اجرای اصول کخ، با مشاهده 

ای که مجدد مجدد باکتری بیمارگر از گیاهان انجام شد و جدایه

شاهده اساس ریخت شناختی کلنی، مجداسازی شد بر

میکروسکوپی و انجام آزمون واکنش گرم مورد ارزیابی قرار گرفت 

(Urrea & Harveson 2014). 

 
 روی رایزوبیوماستقرار جدایه زمان  زایی و بررسیگره آزمون
 ریشه

بذر لوبیا پس از ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت سدیم نیم 

حاوی های پلاستیکی درصد و شست شو با آب مقطر در گلدان

نسبت مساوی از مخلوط خاک، کوکوپیت و پرلیت استریل، کشت 

در محیط عصاره مخمر مانیتول  هاجدایه از یونیسوسپانس. گردید

لیتر تهیه شد. چهار میلی (Yesat extract Manitol Brothبراث )

تهیه و به  600OD  =5/0با  هاجدایه از سوسپانسیون هر یک از

گیاهچه لوبیا )سه روز پس از کاشت بذر های حاوی خاک گلدان

جدایه انجام  در گلدان( اضافه شد. آزمون با سه تکرار برای هر

زنی در نظر گرفته گردید و برای تیمار شاهد، سه گلدان بدون مایه

با شرایط  ها یک روز در میان آبیاری و در گلخانهگلدان .شد

 گذشت از درجه سلسیوس نگهداری شدند. پس 25 - 29دمایی 

 ییتواناکشیده شدند و  گلدان بیرون خاک از گیاهان دو هفته

ها بررسی و با گیاهان آن ریشه روی در تشکیل گره هاجدایه

جهت بررسی زمان همچنین  شاهد مورد مقایسه قرار گرفتند،

زنی گیاه لوبیا و مایه کاشت ،استقرار جدایه رایزوبیوم روی ریشه

به صورت  و ده روز بعد از کاشتمشابه روش ذکر شده انجام شد 

روزانه یک گیاه از خاک بیرون کشیده شد و تشکیل گره بر روی 

 Vincentت )ریشه با گیاه شاهد مورد بررسی و مقایسه قرار گرف

1970 .) 

 

 برداریبیمارگر و نمونه باکتری زنیمایه
دو هفته پس از کاشت گیاهان لوبیا در گلدان و اطمینان از 

زنی باکتری ، مایه140استقرار و ایجاد گره بوسیله جدایه با کد 

Cff  مطابق با روش توضیح داده شده قسمت آزمون بیماریزایی

های دفاعی انجام شد. برای سنجش میزان تغییرات آنزیم

 زنیمایهقبل از ک روز )یهای زمانی صفر  برداری در فاصلهنمونه

( Cffزنی باکتری ساعت )یک روز بعد از مایه Cff،) 24باکتری 

قسمت از  (Cffزنی باکتری ساعت )پنج روز پس از مایه 120و

صورت گرفت. لوبیا در هر تیمار مورد آزمایش برگ گیاهان 

ازت  ون کاغذ آلومینیومی پیچیده و داخلها بلافاصله درنمونه

درجه سلسیوس منتقل  80دمای منفی و به  همایع قرار گرفت

 این بررسی با پنچ تیمار در سه تکرار انجام شد. .دشدن

 

 ی دخیل در دفاعهامیآنز زیست سنجی تولید
 فنل یپل داز،یپراکس یهامیآنز تیفعال راتییتغ زانیم

ی ط کل فنل زانیم راتییتغ و ازیالیآمون نینآالا لی، فندازیاکس

به  زوباکتریر یهیجدا ماریدر تشده  های زمانی مشخصبازه

در  Cff مارگریببه همراه و زوباکتریر هیجدا یتعامل ماریت ،ییتنها

و شاهد سالم  )مارگریبا ب تنها یزنهیما(با شاهد آلوده  سهیمقا

شد.  یبررس )با آب مقطر یزنهیو ما مارگریب با یزنهیبدون ما(

 انجام شد. سنجش مذکور یروزها یط یاز بافت برگ یریگنمونه

 لیفن آنزیمو  (Plewa et al. 1991) روش به دازیپراکس آنزیم

فنل  یپل (،Dcunha et al. 1996) به روش ازیلایآمون نیآلان

فنل کل  زانیم یابیارز و( Nicoli et al. 1991) به روش دازیاکس

. شد انجام( Roland & laima 1999سیاکالیتو )-فولینبه روش 

 میپتاس یحاو استخراج بافر به برگ بافت از گرم مین ابتدا در

 Polyvinylpyrrolidone( PVPی )دارا مولار یلیم 50 فسفات

 کی  Ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA) درصد و یک

 4000در  قهیدق 20مولار اضافه شد. مخلوط حاصل به مدت یلیم

 ییرو عیشد. ما وژیفیسانتر درجه سلسیوس 4ی دور در دما

( و Bradford 1976کل ) نیپروتئ تیکم نییتع یرابلافاصله ب

 یدارنگه سلسیوس درجه 20 یمنف یدما در یمیآنز یهاسنجش

مشخص به مدت  یفواصل زمان در دازیپراکس میآنز تیشد. فعال

 UPLANمدل  اسپکتروفتومتر دستگاه لهیبه وس قهیسه دق

واکنش  طینانومتر در مح 470در طول موج  ساخت کشور ایتالیا

چهار  اکولیگا تریکرولمی 100ومولار  یلیم 50 فسفات بافر یحاو

درصد و عصاره  کی دروژنیه دیپراکس تریکرولیم 100،درصد

 کیدر  ازیلایآمون نیآلان لیفن تی. فعالشد خواندهخام  یمیآنز

 500از بافر استخراج،  تریلیلیم کی یحاومخلوط واکنش 

آب دو بار  میکرولیتر 400 مولار،یلیم 10 نیآلانلیفن میکرولیتر

 کیمخلوط و پس از  یمیعصاره آنز میکرولیتر100و  ریتقط

اضافه کردن  باواکنش  ،سلسیوسدرجه  37در  ونیساعت انکوباس

در طول موج  میآنز تیفعال ،مولار متوقف شد 6 کیدریدکلریاس

 کینامیس دیاس کروگرمینانومتر خوانده شد و به صورت م 290

شد. سنجش  انیب نیگرم پروتئیلیشده در ساعت در هر م دیتول

 تریلیلیم 5/2 یدر مخلوط واکنش حاو دازیاکسفنل یپل میآنز

تر عصاره میکرولی 100پیروگالل و  تریکرولیم 200بافر فسفات، 

،شد خواندهنانومتر پس از سه دقیقه  420آنزیمی در طول موج 
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کل  واحد آنزیم در مقدار پروتئین برحسبفعالیت آنزیمی  

 یبرا میکرولیتر عصاره به دست آمد. 100گرم( موجود در )میلی

 پنجگرم از بافت برگ در  نیمفنل کل ابتدا  زانیسنجش م

و مخلوط حاصل به مدت  شدیده یدرصد سا 95لیتر اتانول میلی

 در . پس از سانتریفیوژدیگردساعت در تاریکی نگهداری  24

 ونشینر فازاز  میکرولیتر 500دقیقه، به  10دور به مدت  4000

درصد اضافه و حجم محلول با آب  95 اتانول میکرولیتر 500

 250لیتر رسانده شد. به محلول حاصل میلی 5/2مقطر به 

 میکرولیتر کربنات 500درصد و  50 فولینمیکرولیتر معرف 

ها پس از یک ساعت سدیم پنج درصد افزوده و جذب نمونه

نانومتر  725نگهداری در تاریکی با اسپکتروفتومتر در طول موج 

 گردید. قرائت

 

  16S rRNAیابی ژنهای آنتاگونیست بر پایه توالیجدایه شناسایی
از نظر توان  آنتاگونیست برترهای جدایهشناسایی مولکولی 

مراز و ای پلیایجاد هاله بازدارنده با استفاده از واکنش زنجیره

انجام  (1( )جدول 1387r/63f) 16S rRNA عمومی آغازگرجفت 

ها به روش جدایه  DNA(. استخراجMarchesi al et. 1998شد )

(. کیفیت Ausuble et al. 1988انجام شد )کلروفرم -معمول فنل

DNA ز بر روی ژل آگارز یک درصد تایید شد. توسط الکتروفور

ای در واکنش زنجیره 16S rRNAبه منظور تکثیر ناحیه ژن 

 50( با حجم نهایی Polymerase chain reactionپلیمراز )

میکرولیتر مخلوط  25میکرولیتر که مخلوط واکنش شامل 

( Taq DNA Polymerase 2x Master mix REDواکنش )

( از کشور دانمارک، یک Ampliqonمحصول شرکت آمپلیکون )

 10رو و پسرو با غلظت میکرولیتر از هر کدام آغازگر پیش

میکرولیتر آب بدون نوکلئاز  22و   DNA، یک میکرولیترکومولیپ

مراز با ای پلیهای زنجیرهبود. در این پژوهش، کلیه واکنش

انجام شد. شرایط  T100 ™ مدل  Bio- Rad کلریترموسادستگاه 

و دمایی شامل مرحله واسرشته سازی اولیه به مدت پنج زمانی 

درجه سلسیوس، سپس واسرشته سازی در  95دقیقه در دمای 

ها در ثانیه، اتصال آغازگر 60درجه سلسیوس به مدت  94دمای 

ثانیه بود. سه مرحله فوق  45درجه سلسیوس به مدت  69دمای 

 72ر دمای دقیقه د 10بار تکرار شدند و بسط نهایی به مدت  34

در میان bp 1300درجه سلسیوس انجام شد. قطعه مورد نظر 

ها روی ژل آگارز یک جدایه برتر تکثیر شد و کیفیت آن 10

یابی به ها برای توالینمونه PCRدرصد ارزیابی شد. محصول 

های خام سوئیس ارسال شدند. کلیه توالی Microsynthشرکت 

 BioEdit Sequence Alignmentدریافت شده توسط نرم افزار 

Editor v 7.0.9.0  مورد بررسی و ویرایش قرار گرفت و توسط

  NCBIدر پایگاه داده  nucleotide blastابزار 

(https://www.ncbi.nlm.nih.govبا توالی ) های موجود در

ها از طریق ابزار مقایسه شدند. سپس کلیه توالیپایگاه مذکور 

BankdIt   در پایگاه دادهNCBI  ثبت و برای آن ها شماره

 16S rRNAدسترسی دریافت شد. درخت فیلوژنتیک برای ژن 

های شاخص های سویههای پژهش حاضر به همراه توالیجدایه

اخذ شده بود، با استفاده از  NCBI GenBank ها که ازمرجع آن

رسم  MEGA7و توسط نرم افزار  Clustal Wردیفی الگوریتم هم

نمایی بیشینه گردید. دندروگرام با استفاده از روش آماری درست

(Maximum likelihoodساخته شد. اطمینان به گره ) ها با

( تخمین زده شد. فواصل Bootstrapتکرار بوت استرپ ) 1000

محاسبه   kimura 2-parameter modelتکاملی با استفاده از مدل

(.Thompson et al. 1997شد )

 .در این پژوهش  توالی آغازگرهای مورد استفاده .1جدول 

Table 1. Sequence of primers used in this study. 

 

 یآمار لیتحل و هیتجز
های در قالب طرح بلوک ای این پژوهشهای گلخانهبررسی

آماری  و تحلیل . تجزیهشدتکرار انجام  سهکامل تصادفی در 

و نمودارها با نرم انجام  SAS V 9.1 ها با استفاده از نرم افزارداده

مقایسه میانگین تیمارها با  .رسیم گردیدندت Excel 2013 افزار 

دانکن در سطح احتمال پنج درصد  یاستفاده از آزمون چند دامنه

 (. Duncan & Ferris 983گرفت )صورت 

 نتایج 

جدایه باکتریایی طی جداسازی اولیه از  100در مجموع تعداد 

ی ریشه گیاهان لوبیا، سویا، عدس، نخود، رو یهاگره و خاک

جداسازی و  YMAشنبلیله، یونجه زرد و خارشتر روی محیط 

های بیوکنترلی و سازی شدند. نتایج بررسی ویژگیخالص

، 12، 140های ها نشان داد که جدایهآنتاگونیستی جدایه

Sequence                                                          Primer name  
63f                                                                       CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC  
1387r                                                                           GGG CGG WGT GTA CAA GG      
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توان ایجاد  425و  101، 535، 280، 370، 40، 405، 283،352

درون  در آزمایشگاه را دارند  Cffرنده در مقابل باکتری هاله بازدا

توان  535و  405، 352، 40، 283های ( جدایه1)شکل

 405 و 140،283های کنندگی فسفات را داشتند، جدایهحل

 405دارای توانایی تولید آنزیم لیپاز بودند و همچنین جدایه 

(.2سیانید هیدروژن نیز بود )جدول دارای توان تولید

 های برتر جداسازی شده از گره ریشه گیاهان مختلف.های آنتاگونیستی جدایهویژگی .2جدول

Table 2. Antagonistic properties of superior isolates isolated from root nodules of different plants. 
Accession 

number 
 Genus 

 
Production 

of lipase  

Production 

of HCN 

Phosphate 

solubilization 

Inhibition zone 

 

isolated 

from 

Host  Strain 

code 

OR672974 Rhizobium + - - +14mm Nodule Bean 140 

OR673075 Rhizobium - - - 10mm+ Nodule Bean 12 

OR672739 Rhizobium + - + 5mm+ Nodule Lentil 283 

OR672737 Sinorhizobium - - + 32mm+ Nodule Bean 352 

OR085960 Sinorhizobium + + + 12mm+ Nodule Sweet clovers 405 

OR672740 Xanthomonas - - + 24mm+ Nodule Fenugreek 40 

OR672972 Pantoea - - - 4mm+ Nodule Chickpea 370 

OR673073 Enterobacter - - - 28mm+ Nodule Lentil 280 

OR085848 Enterobacter - - + 18mm+ Nodule Soybean 535 

OR673071 Rhizobium - - - 32mm+ Nodule Bean 101 

OR085848 Rhizobium - - - 16mm+ Soil Alhagi 425 

 
 

 

 .425 ، سمت چپ: جدایه140، سمت راست: جدایه آنتاگونیست در برابر کورتوباکتریوم های باکتری. هاله بازدارنده ایجاد شده توسط جدایه1شکل 
Figure 1. Inhibitory halo created by isolate bacteria Antagonist againt Curtobacterium right: isolate 140, left: isolate 425. 

 

 آزمون بیماریزایی

 به Cff یباکتر یزنهیما از پس روز پنج یماریب علائم نیاول

 نیاول هیحاش شدن خشک سبز و نکروز صورت به اه،یگ ساقه

 سطح کل در علائم نیا زمان گذشت با که شد ظاهر اهیگ برگ

 برگ کامل شدن پژمرده به منجر تینها در و کرد شرفتیپ برگ

 مشاهده یپژمردگ و نکروز علائم هابرگ ریسا در جیتدربه. شد

 کامل یپژمرگ دچار اهیگ روز 20 گذشت از بعد کهیطوربه شد

 همان به سترون مقطر آب با شاهد عنوان به که یاهانیگ.شد

 یماریب علائم بدون زمان گذشت با بودند شده یزنهیما صورت

 اهیگ از که یماریب عامل یباکتر یها یژگیو موارد همه در. بودند

 د.بو هیاول هیجدا مشابه بود، دهیگرد یجداساز آلوده
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، سمت چپ: گیاه شاهد مایه زنی شده با آب مقطر Cffزنی شده با بیمارگر مایهمشاهده علائم پژمردگی در گیاه لوبیا  :سمت راست .2شکل

 . استریل بدون مشاهده علائم پژمردگی
Figure 2. Right: observation of wilting symptoms in the plant bean inoculated with Cff pathogen, left: control plant 

inoculated with sterile distilled water without wilting symptoms. 

 زاییگره آزمون

از میان یازده جدایه برتر دارای توان ایجاد هاله بازدارنده در 

توان ایجاد گره روی ریشه  140شرایط آزمایشگاه تنها جدایه 

)لوبیا( که از آن نیز جداسازی شده بودند را در گیاه میزبان خود 

این جدایه  16S rRNAبررسی توالی ژن  .شرایط گلخانه داشت

باشد. در بررسی می Rhizobiumنشان داد که متعلق به جنس 

صورت گرفته برای مشخص شدن زمان تشکیل اولین گره روی 

 روز پس از 15ها ریشه گیاه مشاهدات نشان داد که اولین گره

بر روی ریشه تشکیل شده است و گیاهان  140زنی با جدایه مایه

 شاهد بدون گره بودند.

 

 

 زنی. ، سمت چپ: ریشه گیاه شاهد بدون مایه140زنی توسط جدایه های ایجاد شده روی ریشه گیاه لوبیا با مایهسمت راست: گره. 3شکل

Figure 3. Right: nodules created on the root of bean plant with inoculation by isolate 140, left: control plant root 

without inoculation. 
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 یدفاع یهامیآنز یستیز سنجش

های پراکسیداز، پلی نتایج آزمون نشان داد که سطح آنزیم

فنل اکسیداز و فنیل آلانین آمونیالیاز به طور قابل توجهی در 

ها در مقایسه با سایر تیمار Cffو باکتری  140تیمار جدایه 

 افزایش یافته است.

 

کورتوباکتریوم (، Rh+Curtoرایزوبیوم + کورتوباکتریوم ) :در گیاه لوبیا رقم محلی خمین در تیمارهای مختلف پراکسیدازتغییرات آنزیم  .4 شکل

(Curto( رایزوبیوم + آب ،)O2Rh + H( رایزوبیوم ،)Rhشاهد بدون مایه ،)( زنی بیمارگرControlدر زمان )زنی روز پس از مایه 16 :های مختلف

روز  22به خاک گلدان،  زنی جدایه رایزوبیومروز پس از مایه 18زنی رایزوبیوم به خاک گلدان، روز پس از مایه17جدایه رایزوبیوم به خاک گلدان، 

 .زنی باکتری کورتوباکتریوم به ساقه گیاه لوبیازمان مایه :Challengeزنی رایزوبیوم به خاک گلدان، پس از مایه

Figure 4. Changes in peroxidase enzyme in local Khomein bean plant in different treatments: Rhizobium + 

Curtobacterium (Rh+Curto), Curtobacterium (Curto), Rhizobium + water (Rh + H2O), Rhizobium (Rh), Control without 

pathogen inoculation at different times: 16 days after inoculation of Rhizobium isolate into potting soil, 18 days after 

inoculation of Rhizobium into potting soil, 17 days after inoculation of Rhizobium into potting soil, 22 days after 

inoculation of Rhizobium into potting soil, Challenge: Time of inoculation of Curtobacterium bacteria into bean plant 

stem. 

 

(، کورتوباکتریوم Rh+Curtoرایزوبیوم + کورتوباکتریوم ) :ر گیاه لوبیا رقم محلی خمین در تیمارهای مختلفاکسیداز دفنلتغییرات آنزیم پلی .5 شکل

(Curto( رایزوبیوم + آب ،)O2Rh + H( رایزوبیوم ،)Rhشاهد بدون مایه ،)( زنی بیمارگرControlدر زمان )زنی روز پس از مایه 16 :های مختلف

روز پس  22زنی جدایه رایزوبیوم به خاک گلدانروز پس از مایه 18زنی رایزوبیوم به خاک گلدان، روز پس از مایه17، جدایه رایزوبیوم به خاک گلدان

 زنی باکتری کورتوباکتریوم به ساقه گیاه لوبیا. زمان مایه :Challengeزنی رایزوبیوم به خاک گلدان، از مایه

Figure 5. Changes in polyphenol oxidase enzyme in local Khomein bean plant in different treatments : Rhizobium + 

Curtobacterium (Rh+Curto), Curtobacterium (Curto), Rhizobium + water (Rh + H2O), Rhizobium (Rh), Control without 

pathogen inoculation at different times: 16 days after inoculation of Rhizobium isolate into potting soil, 17 days after 

inoculation of Rhizobium into potting soil, 18 days after inoculation of Rhizobium into potting soil, 22 days after 

inoculation of Rhizobium into potting soil, Challenge: Time of inoculation of Curtobacterium bacteria into bean plant 

stem. 
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(،  Rh+Curtoرایزوبیوم + کورتوباکتریوم ) :در گیاه لوبیا رقم محلی خمین در تیمارهای مختلف تغییرات آنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز .6 شکل

روز پس  16 :های مختلف( در زمانControlزنی بیمارگر )(، شاهد بدون مایهRhرایزوبیوم )(، O2Rh + H(، رایزوبیوم + آب )Curtoکورتوباکتریوم )

زنی جدایه رایزوبیوم به خاک گلدان، روز پس از مایه 18زنی رایزوبیوم به خاک گلدان، روز پس از مایه17زنی جدایه رایزوبیوم به خاک گلدان، از مایه

  زنی باکتری کورتوباکتریوم به ساقه گیاه لوبیا.زمان مایه :Challengeخاک گلدان، زنی رایزوبیوم به روز پس از مایه 22

Figure 6. Changes in the enzyme phenylalanine ammonia lyase in the local Khomein variety of bean plant in different 

treatments: Rhizobium + Curtobacterium (Rh+Curto), Curtobacterium (Curto), Rhizobium + water (Rh + H2O), 

Rhizobium (Rh), Control without pathogen inoculation at different times: 16 days after inoculation of the Rhizobium 

isolate into the potting soil, 17 days after inoculation of Rhizobium into the potting soil, 18 days after inoculation of 

Rhizobium into potting soil,  22 days after inoculation of Rhizobium into the potting soil, Challenge: Time of inoculation 

of the Curtobacterium bacteria into the bean plant stem. 

 

 

 ومیکورتوباکتر(، Rh+Curto) ومیکورتوباکتر+  ومیزوبیرا :مختلف یمارهایت در نیخم یمحل رقم ایلوب اهیگ در کل فنل زانیم راتییتغ .7 شکل

(Curto ،)آب+  ومیزوبیرا (O2Rh + H،) ومیزوبیرا (Rh،) مارگریب یزنهیما بدون شاهد (Control )هیجدا یزنهیروز پس از ما16 :مختلف یهازمان در 

روز پس از  22،  زنی جدایه رایزوبیوم به خاک گلدانروز پس از مایه 18، به خاک گلدان ومیزوبیرا یزنهیروز پس از ما17به خاک گلدان،  ومیزوبیرا

 .ایلوب اهیبه ساقه گ ومیکورتوباکتر یباکتر یزنهیزمان ما: Challengeبه خاک گلدان،  ومیزوبیرا یزنهیما

Figure 7. Changes in total phenol content in local Khomein bean plants in different treatments: Rhizobium + 

Curtobacterium (Rh+Curto), Curtobacterium (Curto), Rhizobium + water (Rh + H2O), Rhizobium (Rh), Control without 

pathogen inoculation at different times: 16 days after inoculation of Rhizobium isolate into potting soil, 17 days after 

inoculation of Rhizobium into potting soil, 18 days after inoculation of Rhizobium into potting soil, 22 days after 

inoculation of Rhizobium into potting soil, Challenge: Time of inoculation of Curtobacterium bacteria into bean plant. 
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بر اساس ترادف بخشی از  هاجدایه شناسایی مولکولی

  16S rRNA ناحیه

های برتر جدایه 16S rRNAتجزیه و تحلیل مقایسه توالی ژن 

های با سایر توالی  Cffدارای توان بازدارندگی در برابر باکتری 

با استفاده از نرم افزار  NCBIهای استاندارد موجود در سویه

BLAST های منتخب متعلق به مشخص نمود که جدایه

، Pantoea ،Xanthomonas ،Enterobacter هایجنس

Sinorhizobium  وRhizobium نتایج آنالیز تبارزایی باشند. یم

های مرجع به دست آمده های سویههای منتخب با توالیجدایه

از پایگاه جهانی ژن به روش درست نمایی بیشینه و کمک نرم 

( Bootstrapهای منتخب با تکرار )تعلق جدایه MEGA7افزار 

، Pantoea ،Xanthomonasهای را به جنس 99-100

Enterobacter ،Sinorhizobium  وRhizobium  تایید کرد

 (.8)شکل

 

 

 نیمنتخب در ا یهاهیجدا 16S rRNAیه از ناح یبر اساس ترادف بخش (ML) نهیشیب ییرسم شده به روش درست نما یلوژنیدرخت ف .8شکل 

 ،تکرار محاسبه شد 1000ورد شده با استفاده از روش بوت استرپ و براساس آبر عاریم ی. خطا NCBIمرجع به دست آمده از  یهاهیمطالعه و سو

Methanoculleus thermophilus  عنوان گونه خارج از گروه انتخاب شد به. 

Figure 8. Phylogenetic tree using maximum-likelihood (ML) algorithm based on the 16S rRNA gene sequence of selected 

isolates in this study and reference strains obtained from NCBI. The estimated standard error was calculated using 

bootstrap method and based on 1000 repetitions, Methanoculleus thermophilus was selected as outgroup species. 
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 بحث

 یبرا هارویکرد نیتردوارکنندهیاز ام یکی PGPRاستفاده از 

است که  ینیگزیمعاصر و جا یدر کشاورز یماریب تیریمد

 را به حداقل برساند ییایمیتواند اتکا به مواد شیم

(Timmermann et al. 2017در طی نمونه .) برداری و جداسازی

اولیه از ناحیه ریزوسفر و گره ریشه گیاهان مختلف خانواده 

جدایه باکتری جداسازی گردید. تاثیر  100لگومینوز تعداد 

عامل بیماری  Cff ها در برابر باکتری آنتاگونیستی این جدایه

پژمردگی باکتریایی به روش هاله بازدارنده مورد ارزیابی قرار 

 16S rRNAاساس توالی ژن گرفت. شناسایی مولکولی بر

نشان   Cffهای برتر دارای توان بازدارندگی در برابر باکتریجدایه

، Pantoea هایجنسها متعلق به داد این جدایه
Sinorhizobium،Xanthomonas  ،Enterobacter و Rhizobium 

اصلی ایجاد  ها احتمالا به عنوان ریزوبیاهای. این جدایهباشندمی

های کننده گره بر روی ریشه این گیاهان و یا به عنوان باکتری

زایی بر روی ریشه همراه و اندوفیت کمک کننده به فرایند گره

از  Xanthomonasی اند. اخیرا دو گونهاین گیاهان فعال بوده

های ایجاد شده توسط اگروباکتریوم بر روی ریشه گیاه گال

است که به عنوان امین جدا شدهخروس و فیکوس بنجتاج

(. Mafakheri et al. 2022اند )های همراه شناسایی شدهجدایه

ای که بر روی کنترل بیماری پژمردگی باکتریایی لوبیا در مطالعه

(C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens)  توسط تیمار بذر

 Pantoea aggloeransmو  Rhizobium leguminosarumلوبیا با 

بود مشخص شد بذرهای تیمار شده با هر یک از ورت گرفته ص

این عوامل مهار زیستی، کاهش قابل توجهی در بروز و شدت 

اند پژمردگی باکتریایی و افزایش ظهور و ارتفاع گیاهچه نشان داده

مشهودتر بوده  Rhizobium leguminosarumو در این میان تاثیر 

انجام شده به منظور  یبررس(. در Huang et al. 2007است )

 Bradyrhizobiumو  .Rhizobium sp هیسه سو ییتواناارزیابی 

sp. ه شیر یدگیپوس یقارچ یهادر سرکوب رشد پاتوژن

(Fusarium solani Link Rhizoctonia solani J. G. Kuhn, 

1858 ،Fusarium oxyporum  W. C. Snyder & H. N. Hansen 

 یشگاهیآزما طیر شرا( دMacrophomina phaseolina Tassi و

قادر به  ایزوبیر یهاهیجدا ینشان داد که تمام جینتا یاو گلخانه

د بودن یبازدارندگ میزان نیبا بالاتر یقارچ یهاسرکوب پاتوژن

(Nakei et al. 2024 در .)لیپتانس یبا هدف بررسدیگر  ایمطالعه 

در  Bacillus subtilis Ehrenberg (Chohn 1872ی )ستیآنتاگون

آن در  تیقابل یو بررس یفرنگگوجه یقارچ یهایماریبرابر ب

 هیتک سو حیبا استفاده از تلق یفرنگگوجه یهارشد نهال شیافزا

داد  ، نتایج نشانجام شدان  .Rhizobium spهمزمان با حیو تلق

را کاهش داد. علاوه بر  .Botrytis spبروز و شدت  یباکتر نیا

 B. subtilisمشترک  حیسنجش ارتقاء رشد نشان داد که تلق ن،یا

 شهیسطح برگ و وزن خشک ر شیعث افزابا .Rhizobium spو 

 (.Konig et al. 2024د )ش هیتک سو حیبا تلق سهیدر مقا

ها در جهت انحلال تری کلسیم فسفات ارزیابی جدایه 

)مشخص شده در  هااز جدایه نامحلول مشخص کرد که تعدادی

( توان حل کردن فسفر را در شرایط ارزیابی کیفی در 2جدول

ها تشتک پتری در آزمایشگاه را دارا بودند و از میان آن

هایی که این توانایی را دارا بودند و مورد شناسایی مولکولی جدایه

های ها متعلق به جنسنیز قرار گرفتند مشخص شد که این جدایه

Sinorhizobium ،Rhizobium ،Pantoea  وEnterobacter 

باشند. تولید اسیدهای آلی به عنوان سازوکار اصلی انحلال می

های معدنی کاملا مستند و ثابت شده است. که در این فسفات

میان اسید گلوکونیک به عنوان مهمترین عامل انحلال فسفر 

شود میهای رایزوبیومی تولید های مختلف باکتریتوسط جنس

(Halder et al. 1990 .) 

توانایی تولید سیانید هیدروژن و نقش و تاثیرات متقابل این 

های مختلف باکتری به گاه گیاهان توسط سویهمتابولیت در ریشه

های اثبات رسیده است. با توجه با اینکه درصد کمی از این باکتری

(، Antoun 2013اند )رایزوبیومی به عنوان سیانوژن معرفی شده

ها در این بررسی نیز تعیین توان تولید سیانید هیدروژن جدایه

ها این توانایی را دارند مشخص کرد که تعداد اندکی از این جدایه

که در شناسایی   405ها جدایه ( که در میان آن2جدول )

باشد می Sinorhizobiumمولکولی مشخص شد متعلق به جنس 

لید سیانید هیدروژن دارد و رنگ کاغذ توان نسبتا کمی در تو

 .ای روشن تغییر دادصافی معرف را به قهوه

و  140های در این بررسی همچنین مشخص شد که جدایه 

سازی شده از گره ریشه گیاه لوبیا و عدس به ترتیب جدا 283

جدا شده از گره ریشه  405و جدایه  Rhizobiumمتعلق به جنس 

باشد، می Sinorhizobiumبه جنس  گیاه یونجه زرد که متعلق

 ای که بر رویمطالعهتوان تولید آنزیم لیپاز را دارند. در 

آن  ییتوانا یبررسهدف با   Rhizobium leguminosarumباکتری

 ییو بهبود طول و وزن اندام هوا کیتیدرولیه یهامیآنز دیدر تول

 .Rباکتری که مشخص شد  باقلا انجام شد اهیگ شهیو ر

leguminosarum ازجمله کیتیدرولیه یهامیآنز دیقادر به تول 

شود می باقلا اهیرشد گ می باشد که موجب بهبود و ارتقا پازیل

(Alsalimm et al. 2018.) 

 یهااز واکنش یشامل آبشار ISR ییالقا کیستمیمقاومت س
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 اهیدوردست گ یهااست که از محل القاء به قسمت یدفاع

 ها،توهورمونیبا واسطه ف گنالیو شامل انتقال س ابدییگسترش م

 یهامیآنز و،یداتیحفاظت از استرس اکس ها،نیتوالکسیف دیتول

 β1-3 داز،یپراکس از،یلایآمون نیآلان لی)فن اهیمربوط به دفاع گ

 واره،یشدن د میمانند ضخ یموانع ساختار لیگلوکاناز( و تشک

 .Verhagen et al) شودیمها کیرسوب کالوز و تجمع فنول

را در برابر پژمردگی باکتریایی  القا مقاومت گیاه لوبیااثر  (.2004

شده از گره ریشه  جدا سازی 140زنی جدایهمایه با استفاده از

گیاه لوبیا که در شناسایی مولکولی مشخص شد متعلق به جنس 

Rhizobium یل هاله بازدارنده در برابر باشد و سبب تشکمی

در آزمایشگاه  (Cffباکتری عامل بیماری پژمردگی باکتریایی )

های همزیستی بر گردیده و در کلونیزاسیون ریشه و تشکیل گره

روی ریشه گیاه لوبیا توانا بود مورد بررسی قرار گرفت. نتایج 

اکسیداز و فنیل فنلهای پراکسیداز، پلیبررسی فعالیت آنزیم

ها آمونیالیاز حاکی از آن است که میزان فعالیت این آنزیم لانینآ

زنی بیمارگر نسبت به زمان صفر) قبل از در روزهای بعد از مایه

مایه زنی بیمارگر( افزایش داشته است. همچنین فعالیت این 

 Cffها در گیاهان تیمار شده با باکتری رایزوبیوم و بیمارگر آنزیم

سالم و همچنین گیاهان  د آلوده و شاهدنسبت به گیاهان شاه

زنی شده با آب مقطر افزایش تیمار شده با باکتری رایزوبیوم و مایه

های دفاعی قابل توجهی داشته است. افزایش فعالیت این آنزیم

در گیاهان لوبیا دلیل بر ایجاد مقاومت القایی بوجود آمده توسط 

 و پراکسیداز باکتری رایزوبیوم به عنوان محرک است. آنزیم

 اکسیداسیون در که هستند هاییآنزیم از جمله اکسیدازفنلپلی

 طول گیاهی در هایسلول در لیگنین تشکیل و کینون به فنل

(. آنزیم Flott et al. 1989دارند ) مهمی نقش بیمارگرها حمله

آمونیالیاز اولین آنزیم در مسیر فنیل پروپانوئید است  آلانینفنیل 

مسئول سنتز فیتوآلکسین و لیگنین که در سیستم دفاعی که 

آمونیالیاز همچنین در بیوسنتز  آلانین کنند. فنیلگیاه شرکت می

هورمون دفاعی سالیسیلیک اسید، که هم برای مقاومت موضعی 

 & Dixonکند )و هم مقاومت سیستمیک لازم است، شرکت می

paiva 1995.) 

زیستی بین گیاه لوبیا و دهد که هماین نتایج نشان می 

گیرد هایی صورت میباکتری رایزوبیوم که طی یکسری سیگنال

اگرچه مطالعات های ایمنی را در گیاه فعال کنند. قادرند پاسخ

 .Rhizobium spاز زیمتما یهاگونه یاثربخش دییتا یبرا یشتریب

اما مایه است،  ازیمورد ن پژمردگی لوبیا یماریدر کاهش بروز ب

 یرا برا اهیشد و کل گ ISR جادیاعث اب  .Rhizobium spاب زنی

های متعددی . مکانیسمآماده کرد Cffدفاع در برابر  شیافزا

ممکن است مسئول کاهش میزان و شدت پژمردگی باکتریایی 

مراحل  یدر ط .لوبیا و رشد گیاهچه لوبیا در مطالعه حاضر باشند

 ROSاکسیژن گونه های فعال  ،یستیمختلف تعامل همز

(Reactive oxygen species) جا تواند به طور گسترده جابهیم

از  یعیوس فیط ROS یدهگنالیس یهاشبکه جهیشود. در نت

را  یستیز یهااز جمله پاسخ به محرک ،یکیولوژیب یندهایفرآ

عمل  اهانیدر گ هیاول گنالیس کیکنند و به عنوان یکنترل م

 تیوضع اهیگ یدفاع یهاهورمون (.Baxter et al. 2014) کنندیم

ROS کنندیم لیرا تعد اهانیگ (Sewelam et al. 2013.) 

 یهاقسمت شه،یر ستمیس به  Rhizobium زنیمایه بنابراین

 .کندیدفاع پاتوژن حساس م شیافزا یرا برا اهیگ ییانتها

 ویداتیاز استرس اکس یناش یدفاع تیظرف مدتیطولان یهاپاسخ

قرار گرفتند،  Cff که در معرض پاتوژن یزمان ایلوب یهارا در برگ

 نیارتباط ب(. در بررسی Mittler et al. 2011دهد )می شیافزا

شده  زنیمایه ینیبادام زم اهانیگایجاد شده در  یپیفنوت راتییتغ

 Sclerotium rolfsiiو   .Bradyrhizobium sp. ،Bacillus spبا

Tode بادام ایجاد شده در گیاه  یهادر پاسخ لیدخ یهامولکول

و مشخص  قرار گرفت یابیمورد ارز سمیکروارگانیبه هر م ینیزم

به  ینیمرتبط با پاسخ بادام زمکه  دازیپراکسآنزیم  تیفعالشد 

شده زنی مایهکه همزمان  یاهانیدر گاست   S. rolfsiiپاتوژن

شده بودند، زنی مایه S. rolfsiiکه فقط با  یاهانیبودند نسبت به گ

 یناش یفنل باتیترک یمحتوا شیافزاهمچنین  بود هزودتر القا شد

 زنی همزمانمایه ریتحت تأث  .Bacillus spیستیز کنترلاز عامل 

(. Figueredo et al. 2014ت )قرار گرف .Bradyrhizobium spبا 

های ریزوباکتریدر پژوهشی القای مقاومت سیستمیک توسط 

( به همراه رایزوبیوم در نخود فرنگی در برابر PGPRمحرک رشد )

پژمردگی فوزاریومی نخود فرنگی مورد سنجش قرار گرفت و 

 PGPR با به طور همزمان یاهانیگ ها تایید کرد کهنتیجه بررسی

مانی بیشتری نسبت تیمار شده بودند توانایی زنده Rhizobiumو 

صورت منفرد تیمار شده بودند را داشتند.  به گیاهانی که به

مرتبط با دفاع، به عنوان مثال،  یهامیسطح آنز شیافزاهمچنین 

L- در  زین دازیفنل اکس یو پل دازی، پراکسازیلایآمون نیآلان لیفن

 ثبت شدزنی شده بودند مایهمشترک  ی که به صورتاهانیگ

(Figueredo et al. 2017در بررسی دیگر مشخص شد .)  که

آربوسکولار  زایکوریم قارچ به همراه ایزوبیر زنیمایه

(Arbuscular mycorrhizal fungiمی )بیماری بر  تواند

 Cylindrocladiumبا عامل ) ایطوقه قرمز سو یدگیپوس

parasiticum Morgan) بگذارد ریتأث (Gao et al. 2012).  در

 Rhizobium etliبا  Rosaرقم زنی گیاه لوبیا برررسی دیگر مایه
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Segovia یماریقابل توجه مقاومت در برابر ب شیمنجر به افزا 

 .Pseudomonas syringae pv ی ازناش ایهاله تیبلا

Phaseolicola Burkholder  دش (Young 1978) .پیش تیمار 

علایم نکروز ایجاد اندازه  یدرصد 75عث کاهش با  R. etliبالوبیا 

 ماریکه فقط با پاتوژن ت یاهانیبا گ سهیمقادر  شده توسط بیمارگر

قابل  هابررسی نیا (.Diaz-Valle et al. 2019شد ) ،شده بودند

 نهیرا با هز یماریبخسارت که بتواند  یهر روش رایتوجه است ز

 تیکاهش دهد از اهم یطیمح ستیاز نظر ز منیا یکم و به روش

  برخوردار است. یقابل توجه

جداسازی  جدایه 100در این پژوهش مشخص شد که از بین 

شده از گره ریشه و خاک ریزوسفر گیاهان لوبیا، عدس، سویا، 

شنبلیله، خارشتر، نخود و یونجه زرد، تعداد یازده جدایه دارای 

 توان ایجاد هاله بازدارنده در برابر باکتری

 (Cff)C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens   عامل

باشند، با تعیین توالی بخشی بیماری پژمردگی باکتریایی لوبیا می

های ها متعلق به جنسمشخص شد این جدایه 16S rRNAاز ژن 

، Sinorhizobium ،Pantoea ،Enterobacterباکتریایی 
Xanthomonas و Rhizobium رای توان ها داباشند. این جدایهمی

ایجاد هاله بازدارنده در برابر عامل پژمردگی باکتریایی لوبیا 

همچنین توان انحلال فسفات، توان تولید سیانید هیدروژن 

توانند مورد توجه قرار می باشند، بنابراین در بحث مهار زیستیمی

  گیرند.

 

 سپاسگزاری

 تهرانباکتری شناسی دانشگاه از کارشناس محترم آزمایشگاه 

 C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciensکه ایزوله باکتری 

(Cff) .را در اختیار ما قرار داده اند، تشکر و قدردانی میکنم 
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