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 چکیده

ریشه و  از   خیار   پوسیدگی طوقه  از    Fusarium oxysporum f. sp. radicis cucumerinum  قارچ  ناشی  یکی 

کشت   هایبیماری  در  جدی  و  مهم  گلخانه آوندی  می های  محسوب  ایران  ازای  جدید  های  استراتژی  شود. 

بیماری  این  زیستی    ،مدیریت  توسط  مهار  اندوفیتباکتریآن  منظور    باشد.می   های  به  حاضر  بررسی  پژوهش 

شرایط    خیار درریشه    بیماری پوسیدگی فوزاریومی طوقه و در کنترل    خیار  های اندوفیتباکتری  برخیکارایی  

جدایه باکتری اندوفیت از ریشه، ساقه، برگ، گل، میوه و    140  در این تحقیق، انجام گرفت.  لخانه  ی و گآزمایشگاه

سالم   گیاهان  ربذر  رقم  جایج  چند  شدخیار  تعیین   .دا  باکتری  جهت    از زیستی    مهاردر    اندوفیتهای  کارایی 

ها که  جدایه از باکتری چهارده  شد.  استفاده    های قابل نفوذ در آگارمتابولیت کشت متقابل و نیز آزمون  های  روش

های موثر بر  خاصیت آنتاگونیستی قویتری نشان دادند، برای مطالعات بیشتر انتخاب شدند. پس از بررسی مکانیسم 

تولید   خاصیت توان  نظیر  سیدروفهابیوتیک آنتی   آنتاگونیستی  فرار،  مواد  و  و،  سیانید  هیدروژن  اکسین،  آنزیم  ر، 

در    نشان دادند برای آزمایشمهار زیستی  ها که پتانسیل بیشتری برای فعالیت  هشت جدایه از این باکتریپروتئاز،  

  دو جدایه برتر انتخاب   ،ای حاصل همقایسه میانگین داده و   ای. بر اساس نتایج گلخانه شدندانتخاب    گلخانه   شرایط

باکتری    شدند. دو  ژن    اساسبر  این  آزمون   16S rRNAتوالی  بیوشیمیایی  و  عنوان  به    %98  احتمالبا  های 

 . شناسایی شدند  Lysinibacillus fusiformisو  Lysinibacillus mangiferihumi یهاگونه 

 

 آنتاگونیست ، ، گلخانهFusarium oxysporum f. sp. radicis cucumerinum، مهار زیستی :هاکلیدواژه

 

 

 

تخصصی: دکتر میلاد آئینی دبیر   

 

 

 



 ...  اریجدا شده از خ تیاندوف  ی هایباکتر یی کارا ی بررسهمکاران: و  قنادی

 

96 

 مقدمه 

بیمارگرهای     Fusariumقارچ  پرآزارترین  از 
می قارچی  بیماریگیاهی  ایجاد  باعث  که  های  باشد 

و    مانندمخربی   طوقه  پوسیدگی  و  فوزاریومی  پژمردگی 

می زراعی  محصولات  در  پوسیدگیریشه  های  شود. 
Schltdl Fusarium oxysporum :.  فوزاریومی توسط

Fr. 1824.    یا(Mart.) Sacc.  Fusarium solani

 ,Ajilogba and Babalolaشوند )ایجاد می  .(1881)

داده  2013 پایگاه  اساس  بر   .)MycoBank،  های  فرم
عنوان عوامل  های فوزاریوم به اختصاصی مختلفی از گونه 

شده  گزارش  خیار  در  فوزاریومی  از  پژمردگی  که  اند 
آن میجمله  به  ها   f. sp.F. oxysporum توان 

nov. cucumerinum-radicis  ،f. F. oxysporum 

H.N.  & SnyderW.C.  (E.F. Sm.)niveum . sp

Hansen 1940  ، cucurbitae f. sp. F. solani

Snyder & H.N. Hansen 1954    وF. oxysporum 

J.H. Owen 1956 cucumerinum. f. sp    کرد  اشاره
(Zhai et al., 2021)  .  به رشد  مراحل  تمامی  در  خیار 

می آلوده  بیماری  مختلفی  روش کنون  تا  .شوداین  های 

بیماری   این  کنترل  از  شده    استفاده جهت  که  است 
توان به تغذیه مناسب و استفاده از فرم نیتراته  جمله میآن

ازته  ارقام  ،  (Younesi, et al., 2014)  کودهای  کشت 

پیوندهای   از  استفاده  زراعی،  تناوب  متحمل،  یا  مقاوم 
( سالم  خا  ،  ( ,.2012Qiu et alرویشی  ک،  تعویض 

بخارآفتاب   وسیلهبه خاک    ضدعفونی یا  و    آب داغ  دهی 

تدخینیکشقارچیا   بذور ،  های   ,Parker) ضدعفونی 

قارچ  استفاده   ، (1999 )کشاز  شیمیایی   Hibar etهای 

al., 2007  ی )زیست( و; Aeini Abeysinghe, 2006

et al., 2018)  .کرد فرآورده ت  اشاره   زیستیهای  هیه 
آنتاگونیست  از  آنمتشکل  بررسی  و  کنترل  ها  در  ها 

ها در های گیاهی و کاربردی نمودن این فرآورده بیماری

بیماری  باید  مدیریت  که  هستند  مسائلی  از  گیاهی  های 
قرار توجه  گزارش  گیرند.  مورد  باکتریهاطبق  های  ، 

متابولیت  تولید  با  تنظیم اندوفیت  و  ثانویه  های  کننده های 

تثب تولید  رشد،  معدنی،  فسفات  حلالیت  نیتروژن،  یت 
فنوتیپ و    سیدروفورو تولید    ACC deaminaseآنزیم  

دهند و سبب بهبود و تحریک  شان را تغییر میرشد میزبان 
گیاه   تنش رشد  به  نسبت  گیاه  تحمل  افزایش  های  و 

)میمحیطی   Bacon and Hinton, 2006; شوند 

Aeini and  2008;, Ryan et al.

Khodakaramian, 2017)  همچنین طریق  .  از 
نظیر رقابتمکانیزم بیمارگرها  هایی  بر سر مواد غذایی    با 

آشیان  )و  اکولوژیکی  (،  .Schisler et al, 1997های 
)متابولیت تولید   ایجاد    ،(.Doumbou et al, 2002ها 

القایی دفاع    مقاومت  افزایش  آن  پی  در  و  سیستمیک 

عوامل تولید  مثل    ضد   میزبان،  های  آنزیم قارچی 
آنتیکننده  تجزیه مقاومت  بیوتیکو  تحریک  نیز  و  ها 

ایمنی   یا  میزبان  سیستمیک  گیاه  اکتسابی  حفاظت  باعث 

بیمارگرها   مقابل   Kloepper and)  شوند میدر 

1995; Leifert  ,1992; Chen et al. ,Beauchamp

1995; Sessitsch, 2002; Bacon and  ,et al.

Hinton 2006  .) بررسی پژوهش،  این  از  هدف  لذا 
های اندوفیت خیار علیه قارچ قارچی باکتری فعالیت ضد

 Fusarium oxysporumمهم بیمارگر خیار در ایران  

radicis cucumerinum .f. sp  جدایه انتخاب    و 
کنترل  م  جهت  گلخانه زیستی  وثرتر  در  بیماری  این 

 باشد.می 
 

 هامواد و روش 

 اندوفیت   یهاباکتری سازیو خالص جداسازی

خیار  مختلف  ارقام  سالم  نگین،   گیاهان  دانژه   شامل 

پس از  ناگین )ناگن( و رقم بومی باسمنج  ،  195، دانژه  98

منطقه   مزارع  از  میوه،  تولید  و  زایشی  مرحله  به  رسیدن 

های اطراف تبریز و باسمنج در سال  باسمنج و نیز گلخانه 

 آوری شدند. جمع 97-98زراعی 

گل،    های اندام  ساقه،  برگ،  شامل  خیار  گیاه  مختلف 

شدند  ملایم آب شسته  زیر جریان  ابتدا  ریشه  و  بذر  .  میوه، 

و با فرو بردن متوالی    های بزرگ تقسیم شدند سپس به تکه 

درصد و اتانول    0/ 3درصد، هیپوکلریت سدیم    70در اتانول  

شدند.   درصد   96 ضدعفونی بافت   ضدعفونی  به    های  شده 

و   شدند  تقسیم  ریز  میلی قطعات  چند  بافر داخل  لیتر 
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) میلی   10  کلراید منیزیم  له   =7pH/ 03مولار  گردیدند.  ( 

گذشت   از  و    10پس  حاصل  سوسپانسیون  نیز  دقیقه، 

کشت  تکه  محیط  روی  بر  شده،  له  غذایی  های  آگار 

(NA  ) مدت دو    صورت جداگانه کشت گردیدند و به به

دمای   در  شدند    28هفته  نگهداری  سلسیوس  درجه 

(Jasim et al., 2014  .)  بعد از سپری شدن زمان فوق و

هایی که از نظر شکل و  ی اندوفیت، کلنیهارشد باکتری 

سازی، رنگ متفاوت بودند انتخاب شدند و جهت خالص 

به محیط کشت   ارزیابی  .  منتقل شدند  NAدوباره  جهت 

های گیاهی که  قطعاتی از بافت صحت روش ضدعفونی،  

لیتر آب  به روش فوق ضدعفونی شده بودند در پنج میلی 

استریل   دوبار  به مقطر  و  برده شدند  دقیقه    مدت یکفرو 

شدند.   داده  حاصل  میلی  3/0تکان  سوسپانسیون  از  لیتر 

محیط در    زنیمایه  NA روی  و  درجه سلسیوس    28شد 

 Schulzجهت بررسی رشد میکروبی نگهداری شدند )

et al., 1993 .) 

جدایه   بررسی  آنتاگونیستی  قدرت  های  آزمایشگاهی 

 باکتریایی 

جدایه به  انتخاب  مناسبمنظور  باکتریایی    دارای   های 

بازدارندگی توامقدرت  کشت  روش  از   ،  (ual D

culture method )  شداستفاده . 

خاصیت  مکانیسمبررسی  جهت   در  موثر  های 

 Fiddaman and Rossal  روش از    ،آنتاگونیستی

ارزیابی  (1993) برای  فرار    تأثیر،  ترکیبات  بازدارندگی 

باکتریجدایه   ,Kraus and Loper)روش    های 

بررسی  ،  (1990 های  متابولیت   بازدارندگی  تأثیربرای 

 Leifert et)روش  از    ( کیوتیب  ی آنت) ر  قابل نفوذ در آگا

al., 1995)  ،  به   بررسیدر سیدروفور  تولید  وسیله  توان 

)  ها جدایه روش   ,Alexander and Zubererاز 

روش مارهوفر   بررسی تولید آنزیم پروتئازجهت  ،  (1991

(Maurhofer et al., 1995)  ارزیابی برای  تولید  ، 

برای    و   Alstrom (2001)  روش  هیدروژن  سیانید 

همکاران   ن یاکس  د ی تول  توان  بررسی و  بنت  روش    از 

(Bent et al., 2000) .استفاده گردید 

آنتاگون  یبررس  هاییهجدا  یستیقدرت 

 گلخانه یطدر شرا یاییباکتر

قارچی جدایه  تلقیح  مایه  تهیه   بیمارگر  جهت 

. radicis f. spFusarium oxysporum 

cucumerinum  ،(  2008) روش    ازTseng et al.،    با
این روش   استفاده شد. در  تغییرات  بذر    100اندکی  گرم 

شوشستگندم   ارلن   و  داخل  لیتری  میلی  500های  و 
به آن اضافه  میلی 160ریخته شد و سپس   لیتر آب مقطر 

دو    ساعت،  24ها در دو روز متوالی به فاصله  گردید. ارلن

به   استریل شدند.  اتوکلاو   در  بار   های وسیله دیسکسپس 
 F. oxysporum  متری از کشت تازه جدایههشت میلی

. radicis cucumerinumf. sp  و  مایه شده  زنی 

دمای  به  در  ماه  یک  در    27مدت  و  سلسیوس  درجه 
ای دو بار جهت جلوگیری از  تاریکی قرار گرفتند و هفته

به توده  شدن  شدندای  زده  رشد  هم  از  بعد  نهایت  در   .

جدایه   انجام    Fusariumکامل  برای  گندم،  بذور  روی 
چها دمای  با  یخچال  به  بعدی  سلسیوس  مراحل  درجه  ر 

 انتقال داده شدند. 
کشت،   بستر  تهیه  و  جهت  استریل  زراعی  خاک 

ی  هاو در گلداننسبت یک به دو با هم مخلوط    به پرلیت  

  10گلدان به نسبت    هر  خاک   .توزیع شد  سانتی متری  15

به   آلوده  گندم  بذور  با  وزنی  تلقیح  درصد  قارچ  مایه 

. جهت تهیه تیمار شاهد غیرآلوده، از  شدبیمارگر مخلوط  

مدت ده روز در  ها به گندم استریل استفاده گردید. گلدان

با آب    بارو روز یکشرایط گلخانه نگهداری شدند و د

بیماری در خشدند  آبیاری  استریل   اک مستقر و  تا عامل 

جدایه  آنتاگونیستی  قدرت  بررسی  انجام  های  جهت 

زنی بذور با  جهت مایه   علیه قارچ آماده گردند.باکتریایی  

باکتری هیپوکلریت  ،  هاسوسپانسیون  با  خیار  بذور  ابتدا 

دقیقه به   لفعا  کلر  %5/2سدیم   سه    ونی ـضدعف   مدت 

بار   ر دوـمقطدر آب  شوـشست ربا  رچها با و  شدند طحیـس

در ،  شدزدوده    آن  تـوکلریـهیپ  استریل بذور    سپس 

باکتری اسپور  غلظت  سوسپانسیون  با  به    cfu/ml 810ها 

ساعت   نیم  گرفتند.مدت  غلظت    قرار  تعیین  برای 

ها در سوسپانسیون از دستگاه اسپکتروفتومتر )مدل  باکتری
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Hach D-3000 )    موج طول  استفاده    650و  نانومتر 

 سلولز متیلدر تیمار شاهد، بذور درون کربوکسیگردید. 

غوطه باکتری  فاقد  درصد  بذور  نیم  سپس  شدند.  ور 

با قارچ  هایی که قبلا خاک آن شده در گلدان زنیمایه ها 

مایه با  بیمارگر  گلخانه  در  و  شدند  کاشته  بود،  شده  زنی 

نوری    وگراد  سانتیدرجه    24دمای   ساعت    16دوره 

( قرارگرفتند  این  Sharifi et al., 1996روشنایی   .)

تصادفی   کاملا  طرح  قالب  در  شامل  تیمار    10با  آزمون 

آلوده   یک غیرآلوده یک  ،  شاهد  هشت    شاهد  تیمار  و 

شد.  ،باکتریایی انجام  تکرار  سه  از    در  روز،    35بعد 

بررسی    هاگیاهچه  مورد  امتیاز  برای ظهور علائم  مورد  و 

گرفتند.دهی   برنامه  های جمع داده   قرار  وارد  شده  آوری 

EXCEL-2016   نرم از  استفاده  با  و  -SPSSافزار  شده 

ver.16    درصد مورد تجزیه  پنج و یک  در سطح احتمال

 تحلیل آماری قرار گرفتند. 

جدایه براساس    آنتاگونیست  هایشناسایی 

 16s rRNA هیناحترادف 

ابتدا  ر جدایه    DNAدر  به  نظر  مورد  وش  های 

Sambroo and Russell (2001)   شد.   استخراج

و   مستقیم  عمومی  آغازگرهای  از  استفاده  با  سپس 

ترادف    1492Rو    8F  معکوس با  ترتیب  -’5به 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’    5و’-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3’   (Boratyn 

et al., 2013  )  16  ناحیه تکثیرS rRNA    گرفت. صورت 

و همکاران   اینترا  با اندکی تغییرات در برنامه  PCRواکنش 

 (Intra et al., 2011 صورت ) تکثیر   منظور،  بدین   . گرفت

نهایی    16S rRNA  ناحیه  حجم  با میکرولیتر    30در  و 

  مدت سیوس به درجه سل   95در  ی اولیه  ساز واسرشت   برنامه 

درجه   94سازی در  برنامه واسرشت   دقیقه در یک تکرار،   5

به  اتصال آغازگرها در   50مدت  سلسیوس  درجه    52  ثانیه، 

به  بسط    ه دقیق   1مدت  سلسیوس  سلسیوس   72در  و  درجه 

و سرانجام مرحله تکرار    35ثانیه در    45دقیقه و    1مدت  به 

یک  دقیقه در    5مدت  درجه سلسیوس به   72بسط نهایی در  

گردید   تکرار  انجام انجام  از  پس  واکنش  محصولات   .

و آشکارسازی باند مربوطه بر روی ژل آگارز،  الکتروفورز 

توالی  تعیین  و  شناسایی  به    16S rRNAناحیه    جهت 

ژن  توپاز  ا   1کاوش شرکت  پس  شد.   افت یدر   ز فرستاده 

مورد ژنوم   احیه ن   ی توال   ن یی تع   از   حاصل   ج ی نتا   ، نظر  ی 

از    به   مربوط   روماتوگرام ک  یک    از   استفاده   با   ها، ی توال هر 

. د گردی   ش ی رای و و   مشاهده    Chromas Proافزارنرم 

  NCBIی  ژنوم   اطلاعات   بانک   در   ها ی توال   ی اب ی مشابهت 

)   انجام    خت در  سپس   . ( Altschul et al., 1990شد 

از    ده ستفا ا با    neighbor-joiningروش  به   نتیکی ژ فیلو 

 شد.  ترسیم   MEGA-X  ار فز ا م نر 

جهت  آزمون بیوشیمیایی  نتایج های  تایید 

مولکولی باکتریایی جدایه  شناسایی  های 

 آنتاگونیست

قبیل  آزمون  از  بیوشیمیایی  آزمون    ،گرم  تستهای 

اکسیدازز،  کاتالا رنگ،  آزمون  تولید  عدم  یا  دانه  تولید 

رشد   ا ی   O/Fتست،  King Bت  فلورسنت در محیط کش

و   نشاسته  آزمون  ی،هوازغیرهوازی    آزمون  ،هیدرولیز 

لوانو    تراتیس  ,.Schaad et al)  انجام گردید  آزمون 

2005) . 

 

 نتایج

 Fusariumبازدارندگی از رشد میسلیومی قارچ  

oxysporum f. sp. radicis cucumerinum  
 باکتریایی اندوفیتهای جدایهتوسط 

مقایسه    و (  1)جدول    نتایج حاصل از تجزیه واریانس 

داده  تنها  بیان   ( 2)جدولها  میانگین  که  بود  آن    14گر 

جدایه اندوفیت مورد آزمایش، بر علیه    140جدایه از بین  

  بازدارندگی نشان دادند فوزاریوم طوقه و ریشه خیار قارچ 

جدایه   کهطوریبه  از  بین  بازدارندگی  ها  توان  لحاظ 

معنی وجود  اختلاف  درصد  یک  احتمال  در سطح  داری 

منظور    .داشت   بالاترین دارای    هایجدایه  ابخانتبه 

بازدارندگی خاصیت مکانیسم   ،پتانسیل  در  مؤثر    های 

جدایه در  انتاگونیستی  آنتاگونیستی  خاصیت  دارای  های 

و ارزیابی قرارگرفتند. بر این اساس، هشت    مورد بررسی

 
1- topazgene.com 
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توسط   بازدارندگی  تأثیر  بیشترین  که  اندوفیت  جدایه 

و   فرار  ترکیبات  دارای  آنتی تولید  نیز  و  داشتند  بیوتیک 

مقادیر بالای تولید سیدروفور، تولید اکسین و تولید آنزیم  

در   زیستی  کنترل  توانایی  بررسی  برای  بودند  پروتئاز 

 . (1 شکل )گلخانه انتخاب شدند 

می فوزاریو پوسیدگی بیماری کنترل زیستی

 خیار در شرایط گلخانه ریشه و طوقه

ای و جدول  های گلخانه مطابق نتایج حاصل از بررسی

)جدول   واریانس  اختلاف 3تجزیه  تیمارها  بین   ،)  

در مقایسه میانگین شاخص پوسیدگی و میانگین    داریمعنی

)جدول  ویژگی  شد  مشاهده  مختلف  رشدی    . ( 4های 

داده   -1جدول   واریانس  رشد  تجزیه  از  بازدارندگی  قدرت  ارزیابی  به  مربوط   F. oxysporum f. sp. radicisهای 

cucumerinum  آنتاگونیست در کشت متقابلهای توسط جدایه 

Table 1: Variance analysis of the inhibitory capability of antagonistic bacterial strains on the 

mycelial growth of F. oxysporum f. sp. radices cucumerinum in cross culture  

Variability Sources P-Value Average of square 
Degree of 

freedom 
Sum of squares 

Treatment ≤0.01 6.62912* 13 86.1785 

error  0.75 14 10.5 

Sum   27 96.6785 

* Significant at 1%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

جدایه  -2جدول   رشد  از  بازدارندگی  قدرت  میانگین   F. cucumerinumمقایسه 

oxysporum f. sp. radicis  آنتاگونیست در کشت متقابلهای توسط جدایه 
Table 2: Comparison of the mean inhibition of the mycelial growth of F. 

oxysporum f. sp. radices cucumerinum by antagonistic bacteria in cross-

culture 

Bacterial isolates  
Distance of bacterial 

colonies and fungal 

mycelia(mm) 
Inhibition percentage 

Se1   8.5a 58a 

Se2   5.5bc 51bc 

Se3   5.4bcde 49bcde 

R1   6.5b 53b 

R2   4.5bcde 49bcde 

R3   3def 45def 

S1   4cdef 48cdef 

S2   2.5ef 44ef 

L1   3.5cdef 47cdef 

L2   2.5ef 44ef 

F1   5bcd 50bcd 

F2   2.5ef 44ef 

F3   3def 45def 

F4   2f 43f 

In each column numbers with the same letters are not significantly different 

at the level of 1% probability. 
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رش   -1 شکل  از  بازدارندگی  های  جدایه   توسطF. oxysporum f. sp. radicis cucumerinum جدایه  د  میزان 

 . (Cو  B)ها بیوتیک، تأثیر آنتی(Cو  B)کشت متقابل  (،Eو  A)  نمونه شاهد   منتخب؛ آنتاگونیستیی باکتریا

(F    وG):  ( تأثیر ترکیبات فرار. ارزیابی تولید آنزیم پروتئازH    وI( و تولید سیدروفور )J توسط جدایه ) های

 . باکتریایی منتخب 
Figure 1. Growth inhibition rates of selected antagonist bacterial isolates against 

Fusarium oxysporum f. sp. radicis cucumerinum (A and E), control sample (B and C), 

cross-culture, D and E: antibiotics effect, F and G: volatile compounds impact); H 

and I: evaluation of protease enzyme production, J: siderophore production by 

selected bacterial isolates. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ای های گلخانه در بررسی مقایسه میانگین شاخص پوسیدگی -3جدول 
Table 3. Comparison of mean rot index in greenhouse assays 

Rot index Treatments 

  a3.8 Infected control 

d0.3 Non-infected control 

0d R1 + F 

0.3d F1 + F 

0.3d Se2 + F 

0d Se1 + F 

2.1c S1 + F 

3.8a R2 + F 

2.8b F2 + F 

3.8a L 1 + F 

E F G 

H

,1 

I J 

CA B D 



 1400، بهار  1شماره  44ی )مجله علمی کشاورزی(، جلد پزشکاهیگ

 

109 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ای های گلخانه های منتخب در بررسیمقایسه میانگین فاکتورهای رشدی جدایه  -4جدول 

Table 4. Mean comparison of growth factors of selected strains in glasshouse assays 

Root length  

(mm ) 

Wet weight 

of root (gr ) 

Dry weight of 

root (gr ) 

Stem length 

(mm ) 

Wet weight 

of stem (gr ) 

Dry weight of 

stem (gr ) 

Wet weight of 

leaves (gr ) 

Dry weight of 

leaves (gr ) 
Treatment 

         

31.5d 0.075d 0.011d 145d 0.875d 0.039d 0.875d 0.0905b Infected control 

         

52.5b 0.155c 0.0155c 217.5bc 2b 0.069bc 1.95b 0.155a Non-infected 

control 

 

62.5a 

 

0.21b 0.0195b 232.5b 2.675a 0.078ab 2.05b 0.175a R1 + F 

41.5c 0.155c 0.0155c 212.5c 1.4c 0.0625c 1.03d 0.09b F1 + F 

         

41c 0.2b 0.0205b 222.5bc 2.05b 0.071bc 1.595c 0.155a Se2 + F 

         

63a 0.25a 0.0245a 252.5a 2.94a 0.0825a 2.94a 0.185a Se1 + F 
In each column numbers with the same letters are not significantly different at the level of 1% probability. 
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 1F و    1Se  ،2Se  ،1Rجدایه    میان چهاربر همین اساس، از  

بیمارگر  قابل ملاحظه   زیستی مهار  که   مقابل جدایه  در  ای 

جدایه  دو  تنها  به    1Rو    1Seی  داشتند،  توجه  شاخص  با 

و   پژمردگی صفر  و  آن پوسیدگی  بهینه  کنترل  تأثیر  در  ها 

و همچنین    بیماری پوسیدگی فوزاریومی طوقه و ریشه خیار 

آن  مثبت  بوته نقش  رشد  افزایش  در  به ها  تولید  ها  واسطه 

  . ( 4و   3و   2  شکل ) اکسین برای شناسایی انتخاب شدند  

 ها شناسایی باکتری

با آغازگرهای  های منتخب  جدایه   PCRواکنش    در در  

8F    1492وR    16ناحیهS rRNA    ًاندازه حدودا   1400به 

تکثیر )شکل   باز  ترادف شد. 5جفت  تعیین  و  های    (  توالی 

برای جدایه    MW820028بدست آمده با شماره دسترسی  

R1  و با شماره دسترسیMW820029   برای جدایهSE-1  

نوکلئوتیدی   توالی  مقایسه  گردیدند.  ثبت  جهانی  بانک  در 

(  NCBIنک ژن ) های ثبت شده در با این ناحیه ژنی با توالی 

جدایه  که  داد  گونه نشان  به  متعلق  منتخب  های  های 

Lysinibacillus mangiferihumi strain SE1    با

  Lyisinibacillus fusiformis strain R1 و  % 97شباهت 

آزمون 6)شکل   باشند می  % 98با شباهت   نهایت،  های  (. در 

شده،  انجام گرفته در مورد هر دو گونه شناسایی   بیوشمیایی 

بیان   تفکیک به  و  قرارگرفت  ارزیابی  که  مورد  بود  این  گر 

گروه  جدایه  به  متعلق  دو  هر  بررسی،  مورد  باکتریایی  های 

در    هستند.   Lyisinibacillus های گرم مثبت جنس  باکتری 

جدایه دو  هر  کاتالاز  تست  نتایج نتایج  باکتریایی   ی 

د  بودند مشابه  یکسان  کاتالازی  فعالیت  دارای  و  اشته 

هایی های بیوشمیایی دارای تفاوتولی در مابقی آزمون

جمله میزان فعالیت اکسیدازی و توانایی تجزیه  بودند. از  

جدایه   در  در  L. fusiformis strain R1 سیترات 

جدایه   با    L. mangiferihumi strain SE1مقایسه 

بود   جدایه  حالی در  بالاتر   L. mangiferihumiکه 

strain SE1   جدایه با  مقایسه   L. fusiformisدر 

strain R1    و داد  نشان  مثبت  فعالیت  لوان  آزمون  در 

جدایه    L. mangiferihumi strain SE1همچنین 

جدایه   توانایی   L. fusiformis strain R1برخلاف 

ویژگی با  که  داد  نشان  خود  از  نشاسته  های هیدرولیز 

هر  با  شده  گونه گزارش  از  مطابقت یک  مذکور  های 

)جدول   کرد  تأیید  را  گونه  دو  تمایز  و  ( 5داشت 

 (Schaad et al., 2005.) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

    

جدایه   -2شکل   آنتاگونیستتأثیر  از    1Rو    1Se  ،1F  ، 2Se  های  بازدارندگی  در  چپ(  به  راست  )از 

 پوسیدگی فوزاریومی طوقه و ریشه خیار
Figure 2. Effect of antagonistic bacterial strains Se1, F1, Se2, and R1 (right to left) on 

the inhibition of the Fusarium rot disease of cucumber crown and roots  
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خیار در  های  تأثیر جدایه   -3  شکل   ریشه  و  فوزاریومی طوقه  پوسیدگی  از  بازدارندگی  در  آنتاگونیست 

و  1Rهای آنتاگونیست  مقایسه با شاهد. از راست به چپ:  نمونه شاهد آلوده، نمونه شاهد غیرآلوده، جدایه 

   cucumerinum. radicis sp f.F. oxysporum همراه جدایه قارچبه   1Seآنتاگونیست جدایه 
Figure 3. Inhibitory effect of antagonistic bacterial strains on the Fusarium rot of 

cucumber crown and roots, in comparison with the control; from right to left: 

positive control (infected), negative control (healthy), antagonist strains of R1 and 

Se1 together with Fusarium oxysporum f. sp. radicis cucumerinum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های آنتاگونیست در بازدارندگی از پوسیدگی فوزاریومی طوقه و ریشه خیار در مقایسه  تأثیر جدایه   -4شکل  

و جدایه    1Seهای آنتاگونیست  راست به چپ: نمونه شاهد آلوده، نمونه شاهد غیرآلوده، جدایه با شاهد. از  

   radicis cucumerinumf. spF. oxysporum . همراه جدایه قارچبه   1Fآنتاگونیست 
Figure 4. Inhibitory effect of antagonistic bacterial strains on Fusarium rot of cucumber 

crown and roots, in comparison with the control; from right to left: positive control 

(infected), negative control (healthy), antagonist strains of Se1 and F1 together with 

Fusarium oxysporum f. sp. radicis cucumerinum 
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  )DNA،  1 kb، Controlگر اندازه  ( نشانMهای باکتریایی آنتاگونیست.  جدایه   PCRمحصول    -5شکل  

 های باکتریایی آنتاگونیست جدایه (  1Seو جدایه   1Rچاهک شاهد، جدایه 

Figure 5. PCR products of antagonistic bacterial strains; M: DNA size marker of 1 

kb; Control: control well; R1 and Se1 strains: antagonist bacterial strains 

 

 

 

 
عنوان  به   Pseudomonas fluorescensگونه  Mega-X. افزار با نرم 16S rRNA تبارنمای رسم شده بر اساس ناحیه ژنی   -6شکل  

 Lysinibacillus mangiferihumi strain های: دست آمده در این تحقیق با نام های به است. جدایه گروه خارجی استفاده شده 

1Se    وstrain R1fusiformis  Lyisinibacillus   در درخت تبارزایی نشان داده شده است 
Figure 6. Neighbor-joining phylogenic tree based on 16S rDNA gene sequences by Mega-X 

software; Pseudomonas fluorescens was used as external species; isolates obtained in the present 

study are depicted as Lysinibacillus mangiferihumi strain Se1 and Lysinibacillus fusiformis strain 

R1 in the phylogenetic tree 

 

M R1 Control Se1 

1400 bp 

3000bp 

1000bp 

500bp 

100bp 
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 Lyisinibaillus fusiformis و     Lysinibacillus mangiferihumiهای بیوشیمیایی روی دو باکتری آزمون   -5جدول  

Table 5. Biochemical assays on Lyisinibaillus fusiformis and Lysinibacillus mangiferihumi 

 

 

 

 بحث 

غربال  تحقیق  این  از  جدایه هدف  باکتریایی  گری  های 

های سالم ارقام مختلف خیار،  بوته از  شده  اندوفیت جداسازی 

، ناگین )ناگن( و رقم بومی  195، دانژه  98اعم از نگین، دانژه  

های آنتاگونیستی به منظور رسیدن به  و ازنظر ویژگی باسمنج 

با حداکثر قدرت آنتاگونیستی و ارزیابی  ها جدایه  ی موثرتر 

آن  پوسیدگی    ها کارایی  بیماری  عامل  زیستی  مهار  در 

و   آزمایشگاهی  شرایط  در  خیار  ریشه  و  طوقه  فوزاریومی 

بود. گلخانه  میان    ای  جدایه    جدایه   14از  هفت  منتخب، 

ها جدایه  که در میان آن   بیوز خوبی نشان دادند قدرت آنتی 

1R    بهترین عملکرد را از    % 60با درصد بازدارندگی نزدیک

)شک  داد  نشان  نشان (.  7ل  خود  بازدارنده  هاله  گر  تشکیل 

هیف  تخریب  و  سلولی  محتویات  قارچ  نشت  اثر  های  در 

آنزیم  کیتیناز  تولید  یا  گلوکاناز  مانند  که  می هایی  طی  باشد 

آنتی  می مکانیسم  اتفاق   ;Widyastuti, 2003)  افتد بیوز 

He et al., 2009 ) .  های باکتریایی  این امر در رابطه با گونه

است،   Lysinibacillus  جنس  گردیده  ثابت  قبلا    نیز 
باکتری طوری به  این  آنزیم ها  که  از  بیشتری  های  مقادیر 

باکتری  با  مقایسه  در  را    Bacillusهای جنس  هیدرولیتیک 

 (. Naureen et al., 2017کنند ) تولید می 

بیشتر بررسی  در   مکانیسم   های  با  رابطه  های  در 

از   یک  هر  مذکور،   14بازدارندگی  نتایج    جدایه  ارزیابی 

متابولیت  تأثیر  از  آنتی   فرار های  حاصل  همچنین  بیوتیک  و 

در بازدارندگی از رشد میسلیومی، مقایسه میانگین  تولید شده  

بازدارندگی از رشد جدایه  ها نشان داد  داده  بیشترین درصد 

بازدارندگی   % 82با  a در گروه    1Seقارچی مربوط به جدایه 

بازدارندگی در نتیجه تولید    % 57در اثر تولید متابولیت فرار و  

زدارندگی در  با   % 77با   1R و بعد از آن، جدایه بیوتیک  آنتی 

متابولیت  و   اثر  میزان    R ,1, S2, R2Se 1های جدایه   فرار  با 

قرار  b ، درگروه  بیوتیک بازدارندگی در اثر تولید آنتی   % 53

ارتباطات    . گرفتند  مانند  زیستی  مهار  اثرات  از  بسیاری 

ای و بازدارندگی از رشد گیاهان،  گونه   ای و بین گونه درون 

 باشد ها مرتبط می ها به ترکیبات فرار باکتری نماتدها و قارچ 

 (Insam and Seewald, 2010  ،همچنین مهار  (.  عوامل 

های خارج سلولی از قبیل  زیستی باکتریایی با تولید متابولیت 

)فنازین بیوتیک آنتی  پیرول ها  باکتریوسین ها،  نقش  ها،  ها( 

 ;Fravel, 1988کنند ) ها ایفا می کاهش بیماری   اساسی در 

Weller, 1988 .)    های  است که جدایه تحقیقات نشان داده

آنتی به Bacillus باکتری   تولید  مهار  وسیله  باعث  بیوتیک 

 (. Liu et al., 2006شوند ) بیماری می 

 

Lyisinibaillus fusiformis Lysinibacillus mangiferihumi Biochemical assays 

+ + Gram staining 

+ + Catalase assay 

+ + Oxidase assay 

+ + O/F assay 

+ + Citrate assay 

- + Levan production test 

- + Starch hydrolysis test 

+ + Pigment production 
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Antagonistic bacterial strains 

 

 

 

های  توسط جدایه F. oxysporum f. sp. radicis cucumerinum د جدایه  ش ر بررسی قدرت بازدارندگی از    -7شکل  

   در کشت متقابل   باکتریایی آنتاگونیست 

Figure 7. Inhibitory capability of antagonistic bacteria against mycelium growth F. 

oxysporum f. sp. radicis cucumerinum in cross-culture 

 

بررسی   سیدروفور ساعته    72در  تولید  بیشترین ،  توان 

به جدایه  بود که در  میلی   10و      Se 1قطر هاله، مربوط  متر 
از آن جدایه   قرار گرفت   aگروه   بعد   b در گروه  2Rو 

 کمپلکس سیدروفورهای باکتریایی با تشکیل  .  قرار گرفت 

با  آن  پایداری  دسترس  محلول  صورت به  را آهن،  قابل  و 
آورند و برای بیمارگرها می   های اندوفیت در باکتری برای  

سازند و با تحریک سنتز سایر ترکیبات غیرقابل دسترس می

 بهبود و  ضدمیکروبی، موجب متوقف شدن رشد بیمارگرها  

می  رشد   ,O’Sullivan and O’Gara)  گردند گیاه 

1992; Leoni et al., 2002; Joseph et al., 2012 ) .  

به   گونه یافته بنا  در  جدید  باکتریایی های  های 
جنس     Lysinibacillusجنس  با  مقایسه    Bacillusدر 

است  گردیده  ثابت  سیدوروفور  بالاتری  میزان    تولید 

 (Naureen et al., 2017 ) .    تولید توان  ارزیابی  نتایج 
نیز مطابق مقایسه میانگین داده   ها، نشان داد جدایه اکسین 

1R    لیتر، در محیط کشت دارای  میلی   65/ 7248با گرم در 

با  -ال  و  محیط میلی  59/ 35712تریپتوفان  در  لیتر  در  گرم 
ال  گروه  -بدون  در  میزان    aتریپتوفان  بیشترین  دارای  و 

  باکتریایی های  است گونه باشد. ثابت شده  تولید اکسین می 

 ضدقارچی   خاصیت  بر  علاوه    Lysinibacillusجنس 

 و  فیتوهورمون   ترشح  با زاد، خاک   زای بیماری  عوامل  علیه 
 توسط  غذایی   مواد  جذب  افزایش ان، باعث  گیاه  تحریک 

نتایج گلخانه نیز باعث تقویت این  که    شوند می  گیاه  ریشة 

تنهایی موجب افزایش که باکتری به   گردد، زیرا مطلب می 
گر بهبود رشد گیاه  د که بیان شو رشد گیاهان تیمار شده می 
می  باکتری  با  تلقیح  اثر  ) در  Barougy et al., -Elباشد 

2009; Naureen et al., 2017 های  یافته  (. همچنین طبق
توسط   دیگر،  گیاهان  رشد  افزایش   باکتری  خاصیت 

Lyisinibacillus fusiformis    تولید بررسی  در    IAAبا 

رسیده   اثبات  به  آزمایشگاهی  ) شرایط   Hanh andاست 

Mongkolthanaruk, 2017  پروتئاز تولید  ارزیابی  در   .)
  1Rساعت نشان داد جدایه   48ها طی  نیز مقایسه میانگین داده 

    1Lمتر و جدایه  میلی   12هاله شفاف با متوسط قطر  با تشکیل  
متر، بیشترین تولید پروتئاز را  میلی   11/ 66با متوسط قطر هاله  

ها دارای  قرار گرفتند. این آنزیم   aداشتند و در گروه آماری  

می  کاتالیزوری  هیدرولیز  عملکرد  موجب  که  باشند 
پروتئین  پپتیدی  آن پیوندهای  تبدیل  و  پلی ها  به  پپتیدهای  ها 

اسیدآمینه کوچک  یا  و  می تر  آزاد   ,Alnahdi)   شوند های 
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بررسی 2012 اساس  بر  به (.  پروتئازهای  های  آمده،  عمل 
باکتری  توسط  شده  جنس تولید     Lysinibacillusهای 

ها از طریق غیرفعال کردن  زایی قارچ موجب کاهش بیماری 

توکسین آنزیم  و  هیدرولاز  سوی  های  از  شده  تولید  های 
 (.  ,.2014Ahmad et alشوند ) های بیمارگر می قارچ 

گلخانه  نتایج  اساس  داده  و   ای بر  میانگین  های  مقایسه 

  و   F 1 R +حاصل از محاسبه شاخص پوسیدگی، دو تیمار  
+ F1 Se   با مقایسه  در  پوسیدگی صفر،  میزان شاخص  با 

تأثیر   بهترین  تیمارها،  بقیه  و همچنین  مهار شاهد غیرآلوده 

فاکتورهای   در بررسی   (. همچنین8را داشتند )شکل   زیستی 
رشدی اعم از طول ریشه، وزن تر ساقه، وزن خشک ساقه 
قرار  گروه  یک  در  فوق  تیمار  دو  برگ،  خشک  وزن  و 

یزان رشد را نشان دادند، ولی در مقایسه  گرفتند و بیشترین م 
داده  وزن  میانگین  ریشه،  تر  وزن  بررسی  از  حاصل  های 

،  F1 Se +خشک ریشه، وزن تر برگ و طول ساقه، تیمار  

نشان داد،   F1 R +بیشترین میزان رشد را در مقایسه با تیمار 

غیرآلوده  شاهد  با  مقایسه  در  تیمار   حتی  دو  هر  نیز، 
نشان  باکتریایی،   موارد  تمامی  در  را  رشد  میزان  بیشترین 

دارای     F   1F +و    F   2Se +های و بعد از آن تیمار   دادند 

رشد بودند. مطابق نتایج  همراه افزایش  به   مهار زیستی تأثیر  
گونه  تأثیر  نیز  محققین  دیگر  مطالعات  از    های حاصل 

در افزایش قوه    sphaericus  Lysinibacillusباکتریایی  

  ها زنی و افزایش رشد طولی ساقه نامیه بذر و قدرت جوانه 
 ,.Naureen et al)   در شرایط گلخانه به اثبات رسیده است 

جدایه  2017  .)1Se  پایین علی اکسین  تولید  از  رغم  تر 

های تیمار شده در  ، موجب ارتقاء رشد گیاهچه 1Rجدایه  
ا  گردید،که  گلخانه  می شرایط  را  پدیده  تولید  ین  به  توان 

بیوتیک و سیدروفور توسط این  بالای ترکیبات فرار، آنتی 

جدایه نسبت داد که در مجموع سبب افزایش رشد گیاه در  
است که حاکی از آن گردیده    مهار زیستی کنار خاصیت  

افزایش   است  اکسین این  تولید  بر  علاوه  گیاه  به  رشد   ،

 فاکتورهای دیگری وابسته است.  
 

 ای های گلخانه میانگین شاخص پوسیدگی در بررسی -8شکل 

Figure 8. Average rot index in greenhouse assays 

 

 

شده،   منتشر  مقالات  در  موجود  اطلاعات  به  بنا 

بار   های شناسایی شده در این تحقیق، برای اولینباکتری

بافت  از  دنیا  جداسازیدر  خیار  گیاه  و  شده   های  اند 

آن  آنتاگونیستی  اثر  اولین همچنین  برای  بر  ب  ها  دنیا  در  ار 

ریشه خیار در   روی بیماری پوسیدگی فوزاریومی طوقه و

 است.رسیده ای به اثبات شرایط آزمایشگاهی و گلخانه 

 گزاری سپاس

شناسی  های باکتری نویسندگان از کارشناسان آزمایشگاه 

دانشگاه  قارچ شناسی  و شهید مدنی بخصوص  و  تبریز  های 

آقای مهندس حسین هاتف کمال تشکر و قدردانی را دارند. 
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Abstract 

Background and objectives 

Cucumber crown and root rot, caused by Fusarium oxysporum f. sp. radicis 

cucumerinum, is one of its major destructive agents in the glasshouse planting in Iran. 

This disease is also known as the Fusarium damping-off. Several methods, such as 

chemical control and agronomic methods have been recommended so far to control this 

disease, but none of them has established effective control over this disease. One of the 

newly established strategies for the management of this disease is the biological control 

using endophytic bacteria, which live inside plants and can enhance plant growth by 

improving nutrient uptake and producing phytohormones. These bacteria can compete 

and control the population of other bacteria and plant pathogens within plants. This study 

evaluated the biocontrol capability of some selected cucumber endophytic bacteria over 

Fusarium crown and root disease. 

Materials and methods 

Endophytic bacteria were isolated from roots, stems, leaves, flowers, fruits, and seeds of 

different healthy cucumber cultivars including, Negin, Danje 98, Danje 195, Nagin and, 

Native Basmang. Bacterial strains were isolated from plant tissues using different culture 

media. In-vitro biological control assays, such as cross-culture and agar permeable 

metabolite assays, were performed to determine the biocontrol efficiency of endophytic 

bacteria against F. oxysporum f.sp. radicis cucumerinum. The bacterial strains with better 

results were chosen for glasshouse assay. Two isolates with significant biocontrol 

efficiency were selected for molecular indentification. The 16srDNA barcoding was 

performed using universal primers for bacterial identification. Then, the sequencing 

results were analyzed using MEGA-X software, and phylogenic trees were drawn using 

the neighbor-joining method. The selected biochemical tests confirmed the molecular 

results. 
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Results and discussion 

A total of 140 endophytic bacterial isolates were isolated and purified from roots, stems, 

leaves, flowers, fruits, and seeds of some common healthy cucumber cultivars. Based on 

initial cross-culture, 14 isolates out of 140 isolates showed significant antagonism 

properties in the cross-culture and agar permeable metabolite assays, which were selected 

for further studies. After evaluation of the effective mechanisms, their antagonistic 

properties, such as the production capability of antibiotics, volatile compounds, 

siderophore, auxins, hydrogen cyanide, and protease enzyme, eight isolates were selected 

as the most potential bacterial isolates for biocontrol activity in the greenhouse. Finally, 

two bacterial isolates were selected for molecular identification using 16srDNA 

barcoding. The sequencing results indicated that the two selected isolates with 98% 

similarity could belong to Lysinibacillus mangiferihumi and Lyisinibaillus fusiformis 

species. The biochemical results confirmed the molecular results. 

 

Keywords: Biocontrol, Fusarium oxysporum f. sp. radicis cucumerinum, Antagonism, 

Glasshouse 
 
 


