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 چکیده

 پژمردگی دارند. نقش گیاهان قارچی های بیماری بسیاری بیوکنترل در  (DAPG)فلوروگلوسینول استیلدی-4و2 مولد فلورسنت های سودوموناس
 سویه 35 پژوهش این در آورد.می وارد محصول به را زیادی خسارت که است گیاه این های بیماری مهمترین از یکی فرنگیگوجه فوزاریومی

Pseudomonas fluorescens های ژن وجود نظر از phlD و hcnAB توانایی بودند. بیوکنترل های ژن واجد سویه نه گردید مشخص و شده بررسی 

 ،PGU، PGU1 شامل سویه پنج و گردید بررسی آزمایشگاهی شرایط در بیمارگر علیه ،CHA0 سویه با همراه ژن دو واجد هایسویه آنتاگونیستی
PGU2، PGU4 سویه و CHA0 در و شدند آزمایش گیاهی رشدی محرک یا ضدمیکروبی های متابولیت انواع تولید نظر از هاسویه شدند. انتخاب 
 هاسویه که داد نشان آزمایشگاهی نتایج شد. مطالعه گلخانه شرایط در فرنگیگوجه گیاه رشد افزایش و بیماری بیوکنترل در آنها توانایی بعد مرحله

 سیدروفور و پروتئاز اسید،استیک اندول هیدروژن،سیانید فلوروگلوسینول، مونواستیل و پایولوتورین ،DAPG های بیوتیکآنتی تولید به قادر
 گیاه رشد تحریک و بیماری کنترل به قادر داریمعنی طور به نیز گلخانه شرایط در هاسویه این بودند. معدنی فسفات انحلال نیز و پایووردین

 یا و/ کروبیمیضد های متابولیت تولید احتمالاً که کندمی پیشنهاد مطالعه این نمود. عمل سایرین از بهتر PGU سویه و بودند فرنگی‌گوجه
    هستند. مؤثر گلخانه شرایط در فرنگیگوجه رشدی های شاخص افزایش و بیماری کنترل در گیاه رشد محرک های متابولیت

 
   .فرنگیگوجه فوزاریومی، پژمردگی فلورسنت، سودوموناس بیوکنترل، کلیدواژگان:
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ABSTRACT 
Pseudomonas fluorescens strains producing 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) contribute to the biological control of many 
fungal plant diseases. Tomato Fusarium wilt is one of the most important diseases of this plant that causes considerable damage 
to the crop. In the current study, 35 strains of P. fluorescens were screened for the presence of phlD and hcnAB genes and it was 
revealed that nine strains harbored the target genes. Antagonistic ability of phlD+- and hcnAB+strains was tested against 
pathogen under in vitro conditions using dual culture method and five strains including PGU, PGU1, PGU2, PGU3 and CHA0 
were selected for further studies. Strains were checked for production of antimicrobial metabolites and plant growth promoting 
traits and then, their potential to control Fusarium wilt and promoting tomato growth was investigated under greenhouse 
conditions. Laboratory results showed that bacterial strains were capable of producing antimicrobial compounds like DAPG, 
pyoluteorin and monoacetylphloroglucinol, hydrogen cyanide, indole-3-acetic acid, protease and solubilization of mineral 
phosphate. Strains were also able to control the disease and stimulate tomato plants growth significantly under greenhouse 
conditions and PGU strain performed better in comparison to other strains. This study suggests that the production of 
antimicrobial metabolites and/or metabolites stimulating plant growth plays a key role in effective disease control and increasing 
plant growth parameters under greenhouse conditions. 
 
Keywords: Biocontrol, fluorescent pseudomonads, fusarium wilt, hydrogen cyanide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 1395 زمستان و پاییز ،2 شمارۀ ،5 دورۀ گیاهی، های بیماری و آفات بیولوژیک ترلکن 236

 

 

 قدمهم

1گیاهان رشد محرک های باکتریریزو
(PGPR) ، 

 یا رشد تحریک و کرده کلنیزه را میزبان گیاه های‌ریشه

 هاPGPR شوند.‌می موجب را گیاهی های بیماری کنترل

 گیویژ دو حداقل که هستند باکتریایی هایسویه شامل

 زیستی کنترل و رشد تحریک کلنیزاسیون، ویژگی سه از

 .(Lucy et al. 2004, Weller et al. 2002) باشند دارا را

PGPRشمار به زیستی کود عنوان تحت که هایی 

 تثبیت واسطهبه گیاه رشد افزایش موجب ،آیند می

 تولید و معدنی فسفات سازی محلول اتمسفری، نیتروژن

 دیگر دسته در .(Vessey 2003) وندشمی ها فیتوهورمون

PGPRزیستی کنترل بیولوژیک، هایکش آفت یعنی ها 

 Haas) باشدمی بیشتری اهمیت حائز گیاهی های بیماری

and Défago 2005). هایسویه ها، باکتری این میان از 

 به را ایویژه توجه فلورسنت سودومونادهای از خاصی

 برای بیوکنترل عوامل عنوان‌به زیرا اندنموده جلب خود

 عمل خاکزاد بیماریزای های اامیست و ها قارچ کنترل

 مؤثر کلنیزاسیون با فلورسنت سودومونادهای کنند.می

 تولید ،(Lugtenberg and Dekkers 1999) ریزوسفر

 استیل دی-4و2) میکروبیضد های متابولیت انواع

2فلوروگلوسینول
(DAPG) ، 3پایولوتورین

(PLT) ، 

 سیانید حلقوی، لیپوپپتیدهای ها،فنازین نیترین، پیرول

 Haas and Défago) سلولی خارج هایآنزیم و هیدروژن

2005, Haas and Keel 2003) مقاومت القای نیز و 

 (ISR)سیستمیک
 .De Meyer et al) میزبان درگیاه 4

 ایفا بسزایی نقش گیاهی بیمارگرهای کنترل در (1999

  نمایند.می

 ،(DAPG) فلوروگلوسینولاستیلدی-4و2 کبیوتیآنتی

 توسط که است میکروبیضد فنله ترکیبات مهمترین از یکی

د شو می تولید P. fluorescens بیوکنترل هایسویه

(Thomashow and Weller 1996) وسیع طیف دارای و 

 ،نماتدها ها، قارچ ها، باکتری ها، ویروس علیه سمیت

 فعالیت دارای بالاتر ایهغلظت در و رشد کنندگی‌تنظیم

 De Souza et al. 2003, Haas and) باشد می سوزی گیاه

Keel 2003, Moynihan et al. 2009, Weller et al. 2006).  

                                                                                  
1. Plant Growth-Promoting Rhizobacteria 

2. 2,4-diacetylphloroglucinol 
3. Pyoluteorin 
4. Induced Systemic Resistance 

 که است شده مشخص اخیر هایدهه طی

 بسیاری بیوکنترل در کلیدی عاملی DAPG بیوتیک آنتی

 Fusarium oxysporum جمله از گیاهی بیمارگرهای از

 جداسازی فلورسنت یها سودوموناس .رودمی شمارهب

 هایسویه نظیر بیماری بازدارنده خاکهای از شده

PINR2، PILH1 و توتون از شده جداسازی ترتیب )به 

 )جداسازی PGNL1 و PGNR1 و ایتالیا( از فرنگیگوجه

 کنترل در DAPG تولید با غنا( در توتون از شده

 F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici بیولوژیک

 در .(Keel et al. 1996) دارند نقش فرنگیگوجه روی

 )با CHA0/pME3090 نوترکیب سویه دیگر، ایمطالعه

 CHA0 با مقایسه در (DAPG تولیدبیش خصوصیت

 .F. oxysporum f. sp بیمارگر علیه والد( )تیپ

cucumerinum موجب بیمارگر گرفت. قرار استفاده مورد 

 در ؛گردید مطالعه مورد گیاهان در پژمردگی درصد 46

 در و یافت تقلیل درصد نه به پژمردگی والد تیپ حضور

 روی بیماری هیچ عملاً CHA0/pME3090 حضور

 .Maurhofer et al) نشد مشاهده شده زنیمایه گیاهان

 نموده ثابت خود پیشین مطالعه در محققین این .(1995

 PLT و DAPG یشتریب میزان نوترکیب سویه که بودند

 تولید گندم ریزوسفر در نیز و ایشیشهدرون شرایط در

 و CHA0 سویه .(Maurhofer et al. 1992) نمایدمی

 نقش (CHA625/pME3128) آن شده تکمیل موتانت

 F. oxysporum f. sp. lycopersici کنترل در تریمؤثر

Phl موتانت به نسبت
 داشتند؛ (CHA625) آن -

 تولید به قادر هم هنوز CHA625 هسوی که حالیدر

HCN و Plt بود (Keel et al. 1992). ثابت مطالعه همین 

 .F. oxysporum f. sp بازدارنده سنتزی، DAPG که کرد

lycopersici و F. oxyxporum f. sp. lini شرایط در 

 سودوموناس هایسویه جداسازی باشد.می ایشیشهدرون

 در نخودفرنگی ریزوسفر از DAPG مولد فلورسنت

 F. oxysporum f. sp. pisi به نسبت بازدارنده هایخاک

 بیمارگر از بازدارندگی در ها باکتری این که داد نشان

 باشدمی غالب ریزوسفر در D ژنوتیپ و داشته نقش

(Landa et al. 2002). P. fluorescens J2 آن موتانت و 

J2-phlF با( تولیدبیش خصوصیت DAPG) دو هر 

 ایشیشه درون شرایط در F. oxysporum دارندهباز

 آنالیزهای دیگر، طرف از .(Zhou et al. 2014) بودند
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 توسط DAPG تولید که دادند نشان موتاسیون بر مبتنی

P. fluorescens سویه Q2-87، بیوکنترل اولیه مکانیسم 

 عامل F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici علیه

 رود می شماربه فرنگیگوجه قهطو و ریشه پوسیدگی

(Duffy et al. 2004). 

 مورد تاکنون که DAPG مولدین دیگر، طرف از

 تولید به قادر همگی اند،گرفته قرار مطالعه

 .Keel et al) باشندمی نیز  (HCN) سیانیدهیدروژن

 بیوکنترل در سودومونادها توسط HCN تولید .(1996

 .T جمله از ها قارچ توسط شده ایجاد یها بیماری

basicola توتون روی (Laville et al. 1998) و Septoria 

tritici گندم روی (Flaishman et al. 1996) نقش 

  نماید.می ایفا را کلیدی

  گیاه رشد تحریک بر علاوه فلورسنت هایدسودومونا

 موجب نیز مستقیم طور به قادرند مستقیم، غیر صورت به

 ها باکتری این . (Weller 2007)شوند گیاه رشد تحریک

 افزایش موجب اکسین نظیر گیاهی یها هورمون تولید با

 نتیجه در و کشنده تارهای تولید افزایش ریشه، سطح

 عملکرد نتیجه در و شده غذایی مواد و آب جذب افزایش

 Han et al. 2005, Kloepper et) یابدمی افزایش گیاه

al. 2007). فسفات نابعم سازیمحلول دیگر، طرف از 

 نظیر هاییآنزیم تولید واسطه به ها باکتری این توسط

 (Richardson et al. 2009) فسفاتاز و فسفوناتاز فیتاز،

  شوند.می گیاه عملکرد و رشد افزایش موجب

 Fusarium عامل با فرنگیگوجه فوزاریومی پژمردگی

oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) مهمترین از 

 رود می شمار به دنیا و ایران در گیاه این قارچی های بیماری

 اثرات دارای رشد، مراحل و کاشت فصل از نظر صرف و

 Larkin) باشد می فرنگیگوجه عملکرد بر شدیدی منفی

and Fravel 1998, Viani et al. 2008). این مدیریت 

 ترکیبات از استفاده با خاک ضدعفونی طریق از بیماری

 درگیمی صورت مقاوم ارقام کشت ای و تدخینی شیمیایی

(Beckman 1987)، موجب قارچ جدید نژادهای ایجاد ولی 

 گرددمی مقاوم فرنگی گوجه ارقام مقاومت شدن شکسته

(Rodriguez-Molina et al. 2003).  

 وسیع کشت زیر سطح داشتن دلیل به بوشهر استان

 هایاستان از یکی فصل از خارج تولید و فرنگیگوجه

 افزایش جهت و بوده محصول این تولید در کشور مهم

 به باید آن به وارده خسارت از جلوگیری و عملکرد

 فوزاریومی یها بیماری جمله از گیاه این یها بیماری

 سودومونادهای مؤثر نقش به توجه با نمود. جدی توجه

 Fusarium قارچ بیوکنترل در DAPG مولد فلورسنت

oxysporum، هایمکانیسم تعیین پژوهش این از هدف 

 فرنگیگوجه گیاه رشد کنندگیتحریک و آنتاگونیستی

 هاآن تأثیر و زمایشگاهآ شرایط در ها باکتری این طستو

 در فرنگیگوجه فوزاریومی پژمردگی زیستی کنترل بر

  شد. گرفته نظر در گلخانه

 

 هاروش و مواد
  بیمارگر قارچ جدایه و باکتری هایسویه تهیه

 Pseudomonas fluorescens باکتری سویه 35 تعداد

 بوشهر استان در فرنگیگوجه ریزوسفر از شده جداسازی

 گیاهی یها بیماری بیولوژیک کنترل آزمایشگاه از

 دریافت بوشهر فارس خلیج دانشگاه کشاورزی دانشکده

 کشت از پس مدت، طولانی حفظ منظور به گردید.

 در ساعت 16 مدت به براث ب کینگ محیط در هاسویه

 رشد باکتری حاوی محیط سلسیوس، درجه 27 دمای

 سترون درصد 87 گلیسرول با مساوی نسبت به یافته

 منفی دمای با فریزر در اپندورف هایتیوب در و مخلوط

  گردید. نگهداری سلسیوس درجه 80

 F. oxysporum f. sp. lycopersici بیمارگر قارچ

(FOL) دریافت کشور گیاهپزشکی تحقیقات مرکز از 

 تست جدایه، بیماریزایی از اطمینان برای و گردید

  .گرفت صورت فرنگیگوجه روی بیماریزایی

 

  ها باکتری در ضدمیکروبی ترکیبات بیوسنتز های ژنردیابی

 طریق از P. fluorescens هایسویه در phlD ژن ردیابی

 بعد مرحله در ؛گرفت صورت ژن اختصاصی آغازگرهای

  .شد بررسی ژن واجد هایسویه در hcnAB ژن حضور

 
 (DAPG بیوسنتز مسیر در کلیدی )ژن phlD ژن ردیابی

-B2BF (5′ مستقیم آغازگر از منظور بدین

ACCCACCGCAGCATCGTTTATGAGC-3′) و 

-BPR4 (5′ معکوس آغازگر

CCGCCGTATGGAAGATGAAAAAGTC-3′). 

(Mc Spadden Gardener et al. 2001) شرکت ساخت 
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 روش با ها باکتری DNA استخراج شد. استفاده سیناژن،

 .(Wang et al. 2001) گرفت صورت همکاران و وانگ

 میکرولیتر 4 شامل میکرولیتر PCR، 20 واکنش حجم

DNA باکتری (ng/μl 25،) بافر PCR (1xPCR 

buffer)، 5/1 میکرومول MgCl2، 250 میکرومول  

dNTPs، 4/0 آنزیم واحد یک و آغازگر هر از میکرومول 

Taq DNA Polymerase .دستگاه با تکثیر عمل بود 

 شرکت ساخت (Mastercycler gradient) ترموسایکلر

  شامل PCR حرارتی برنامه شد. انجام آلمان اپندورف

ºC94 30 برنامه یک سپس و ثانیه 120 مدت به 

 30 ؛ºC 94 در ثانیه 30 شامل چرخه هر با ایچرخه

 ºC 72 پایان در و ºC72 در ثانیه 60 ؛ºC60  در ثانیه

 درصد 1 آگارز ژل در PCR محصول بود. دقیقه 5 برای

 نتایج و شده الکترفورز ساعت یک مدت به ولت 75 در

 ساخت EV243 مدل ژل سازمستند دستگاه از استفاده با

 CHA0 سویه دو گردید. بررسی بلژیک Consort شرکت

 مثبت دشاه عنوان به ترتیب به P. fluorescens 79-2 و

 شدند. استفاده ژن( حضور عدم و )حضور منفی و

 

  (HCN بیوسنتر مسیر در کلیدی )ژن  hcnABردیابی

 مثبت قبل مرحله در phlD ژن برای که ییها باکتری

 گرفتند. قرار استفاده مورد مرحله این در شدند، گزارش

 این با شد انجام بالا روش مطابق ای زنجیره واکنش

-PM2 (5′ مستقیم آغازگر از استفاده با تکثیر که تفاوت

TGCGGCATGGGCGTGTGCCATTGCTGCCT. 

GG-3′) معکوس آغازگر و PM7-26R (5′-

.CCGCTCTTGATCTGCAATTGCAGGCC-3′) 

(Svercel et al. 2007) آغازگرها این گرفت. صورت 

 نمایند.می تکثیر را باز جفت 570 طول به ایقطعه

 و ثانیه 120 دتم به ºC94 شامل PCR حرارتی برنامه

 30 شامل چرخه هر با ایچرخه 30 برنامه یک سپس

 و ؛ºC72 در ثانیه 60 ؛ºC67 در ثانیه 30 ؛ºC94 در ثانیه

  بود. دقیقه 5 برای ºC72 پایان در
  

  برتر هایسویه انتخاب جهت متقابل کشت آزمون

phlD یهاسویه
 پلیمراز، ایزنجیره واکنش با شده ردیابی +

 روی پتری تشتک در قارچ رشد از زدارندگیبا آزمون جهت

 ب کینگ و (PDA) آگار دکستروز زمینی سیب محیط دو

 بررسی مورد همکاران و هاجدرون روش مطابق (KB) آگار

 رسیدن از پس .(Hagedron et al. 1998) گرفتند قرار

 فاصله شاهد، پتری تشتک لبه به قارچ کلونی حاشیه

 قالب در آزمایش این  گردید. ثبت و گیریاندازه بازدارندگی

 )سودومونادهای تیمار 10 شامل تصادفی کاملاً طرح

hcnABهای ژن واجد فلورسنت
+
phlD و  

 سویه همراه به +

CHA0) با حاصل هایداده و گرفت انجام تکرار سه در 

 آماری تحلیل و تجزیه مورد 1/9 نسخه SAS آماری افزار‌نرم

 قدرت بیشترین با جدایه پنج اساس این بر گرفت. قرار

 و PGU، PGU1، PGU2، PGU3 شامل بازدارندگی

CHA0 شدند. انتخاب بعد هایآزمایش جهت  

 

 و بیوکنترلی خصوصیات نظر از هاسویه بررسی

 گیاه رشد کنندگیتحریک

 برنز و آلستروم روش از سیانیدهیدروژن تولید بررسی برای

 غییرت باکتری، توسطHCN  تولید صورت در شد. استفاده

 کرم، به زرد، اولیه رنگ از معرف به آغشته صافی کاغذ رنگ

 که شود می دیده رنگآجری تا تیره ایقهوه روشن، ای قهوه

 باشد می باکتری توسط HCN تولید میزان در تفاوت نشانه

(Alström and Burns 1989). خارج پروتئاز آنزیم تولید 

 1رآگا -چربی بدون خشک شیر کشت محیط روی سلولی

(SMA) شد بررسی (Maurhofer et al. 1994). از پس 

 مدت به محیط این روی اینقطه صورت به ها باکتری رشد

 باکتری کلونی اطراف در رنگبی هاله ایجاد ساعت، 48

 با پایووردین سیدروفور تولید گیریاندازه گردید. بررسی

 گرفت انجام اسپکتروفتومتری روش از استفاده

(Castaneola et al. 2005) از استفاده با حاصل هایداده و 

 این در شدند؛ تبدیل لیتر در مول به A  BC فرمول

 کوت قطر B مولی، جذب ضریب ε جذب، میزان A فرمول

 فسفات کنندگی حل آزمون باشد.می ماده غلظت C و

 هاله قطر و گرفت صورت 2اسپربر کشت محیط روی معدنی

 گیریاندازه هفته یک زا پس باکتری کلونی اطراف شفاف

 اسید استیکاندول تولید کمی آزمون .(Sperber 1958) شد

 Patten and Glick) گرفت انجام گلیک و پتن روش طبق

 با مقایسه در هاسویه اکسین تولید میزان نهایت در .(2002

 توسط نور جذب مقدار از حاصل استاندارد منحنی

                                                                                  
1. Skim Milk Agar 

2. Sperber 



 239 ... مولد Pseudomonas fluorescens هایسویه بیوکنترل تواناییجمالی و همکاران:  

 لیتر‌میلی در میکروگرم 20 و 15 ،10 ،5 ،0 های تظغل

 =497/0x-147/6Y فرمول از و اسید استیک ایندول

 گردید. محاسبه

 

 تولید میزان کمی تخمین و ها بیوتیک آنتی استخراج

  (TLC)نازک لایه کروماتوگرافی با آنها

 محیط از ها،سویه توسط بیوتیکآنتی تولید ارزیابی برای

 مخمر، عصاره گرم 3 مالت، عصاره گرم YMP (3 کشت

 آب لیتر یک در گلوکز گرم 10 و باکتوپپتون گرم 5

 دمای در محیط این در ها باکتری شد. استفاده مقطر(

 دقیقه در دور 170 با شیکر روی سلسیوس درجه 27

 ها بیوتیکآنتی استخراج و گیرینمونه .ندشد داده کشت

 طبق ساعت 72 از پس کشتمحیط از لیتر میلی 50 از

 Maurhofer et) گرفت ورتص همکاران و مارهوفر روش

al. 1992). کشت محیط به مساوی نسبت به استات اتیل 

 و کشت محیط حاوی هایارلن درب شد؛ اضافه

 به ثانیه 30 مدت به و بسته درپوش بوسیله استات‌اتیل

 بوسیله مایع فاز از آلی فاز شدند. داده تکان شدت

 دستگاه در استاتاتیل و شد جدا سیلیکونی فیلترهای

 در باقیمانده سپس، گردید. تبخیر کامل طور به وتاریر

 شد. حل HPLC مخصوص متانول لیترمیلی یک

 20×20) سیلیکاژل کاغذهای روی کروماتوگرافی

 آنالیز گرفت. صورت (Merck, Germany) (متر سانتی

TLC نیز و عصاره میکرولیتر 50 گذاریلکه با هاعصاره 

 انجام صفحات روی استاندارد PLT و DAPG از استفاده

 1:4 نسبت به استون و تولوئن از استفاده با TLC  شد.

 برای Rf هایارزش گرفت. انجام متحرک فاز عنوان به

DAPG (54/0) و PLT (35/0) باندهای شناسایی برای 

 گرفتند. قرار استفاده مورد ها بیوتیکآنتی این به مربوط

 ،15 ،10 ،5 ،0هایغلظت از استاندارد منحنی تهیه برای

 استفاده ها بیوتیک آنتی لیترمیلی در میکروگرم 25 و 20

 از سویه هر توسط ها بیوتیکآنتی تولید مقدار شد.

 هایفرمول و استاندارد منحنی با لکه مساحت مقایسه

Y= 4.7X-9.9 و Y= 6.3X-13.7، برای ترتیببه 

  شد. محاسبه PLT و DAPG یها بیوتیک‌آنتی

 

 ایگلخانه آزمون

 هاگلدان درون سترون خاک ابتدا ای،هگلخان هایبررسی در

 روزه 21 میسلیوم به آغشته سترون ارزن بذور از استفاده اب

 ضمن هاگلدان گردید. مخلوط 10:1 وزنی نسبت به قارچ

 شرایط در هفته دو مدت به بار یک روز دو هر مرتب آبیاری

 ساعت 12 پریودفتو و سلسیوس درجه 25 )دمای ایگلخانه

 خاک در بتواند بیمارگر تا شدند نگهداری ی(یروشنا

 قدرت ارزیایی برای بعد مرحله در یابد. توسعه ها گلدان

 4-2 هایگیاهچه ریـشه ها،جدایه از کدام هر آنتاگونیستی

 غلظت به ها باکتری سوسپانسیون در 1دانفیلد رقم برگی

  (CFU/ml)لیترمیلی در کلونی دهنده تشکیل واحد 109

 در هاگیاهچه سپس و شدند ورغوطه ساعت یک مدتبه

 روز سه شدند. کشت قارچ به آلوده خاک حاوی هایگلدان

 به خاک CFU/gr 107 غلظت با باکتری سیوننسوسپا بعد

 کشت هایگیاهچه حاوی هایگلدان .گردید اضافه هاگلدان

 قـرار سلسیوس درجه 25±2 دمای با گلخانه در شده

 ارزیابی بار، یک روز دو هر مرتب آبیاری ضمن و گرفتند

 معیارهای گرفتن نظر در با بعد روز 35 بازدارندگی میزان

 گرفت: انجام زیر

 از مصون و سالم گیاه =0 هوایی: هایاندام علائم الف:

 کلروز، از اعم هابرگ در علائم ظهور =1 علائم، گونه هر

 هورظ =2 درصد، 25 از کمتر میزان به ... و پیچیدگی

 میزان به علائم ظهور =3 درصد، 26-50 میزان به علائم

 76-100 میزان به علائم ظهور =4 درصد، 75-51

 تر وزن ج: هوایی؛ هایاندام خشک و تر وزن ب: درصد؛

 . (Amini 2009, Abo-Elyousr 2009)ریشه خشک و

 

 آماری تحلیل و تجزیه

 کرارت سه با تصادفی کاملاً طرح قالب در هاآزمایش همه

 SAS آماری افزارنرم با حاصل هایداده و ندشد اجرا

 و گرفت قرار آماری تحلیل و تجزیه مورد 1/9 نسخه

 در دانکن ایدامنهچند آزمون از استفاده با هامیانگین

 شدند. جدا یکدیگر از درصد 5 احتمال سطح

 

  بحث و نتایج
 ایزنجیره واکنش با hcnAB و phlD یها ژن ردیابی

 P. fluorescens هایسویه در ازپلیمر

 از استفاده با و BPR4 و B2BF آغازگر دو کمک به

 تقریبی طول به DNA قطعه پلیمراز ایزنجیره واکنش

                                                                                  
1. Daehnfild 



 1395 زمستان و پاییز ،2 شمارۀ ،5 دورۀ گیاهی، های بیماری و آفات بیولوژیک ترلکن 240

 

 ژل روی و تکثیر phlACBD ژنی دسته از باز، جفت 629

 واجد جدایه نه تعداد اساس این بر شد. مشخص آگارز

 آغازگر تجف از استفاده با همچنین، بودند. phlD ژن

PM7 و PM26-R قطعه DNA 570 تقریبی طول به 

 این بر گردید. تکثیر hcnABC ژنی دسته از باز جفت

phlD هایجدایه تمامی اساس
  بودند. hcnAB ژن واجد +

 فلورسنت یها سودوموناس وجود به مربوط مطالعات

 Phl2a/Phl2b آغازگرهای از استفاده با ،DAPG مولد

-Pseudomonas از %10 دودح که است نموده مشخص

 گندم و ذرت ریزوسفر از شده جداسازی فلورسنت های

 واجد  بیماری، بازدارنده هایخاک در شده کشت

 هستند بیوتیکآنتی این بیوسنتز یها ژن

(Raaijmakerset al. 1997, Picard et al. 2000). این 

 خیار گندم، نظیر مختلفی گیاهان ریزوسفر از ها باکتری

 هایخاک در آنها وجود ،شده جداسازی فرنگیگوجه و

 گزارش شمالی امریکای و اروپا استرالیا، آسیا، افریقا،

 .Raaijmakerset al. 1997, Keel et al) است شده

 hcnAB و phlD یها ژن وجود نیز ایران در .(1996

 نیز و (HCN و DAPG بیوسنتز در کلیدی یها ژن)

 برخی در ،ها ژن نای با مرتبط یها متابولیت تولید

 هایمیزبان از شده جداسازی فلورسنت یها سودوموناس

 اثبات به این از پیش گندم و آفتابگردان نظیر مختلف

  .(Jamali 2009, Jamali and Bayat 2015) است رسیده

 

 های سویه توسط قارچ رشد از بازدارندگی توانایی بررسی

phlDباکتری
+

    زمایشگاهآ شرایط در  

 فلورسنت سودوموناس جدایه نه آنتاگونیستی یتوانای

phlD
 براساس ،P. protegens CHA0 سویه همراه به +

 در KB و PDA محیط دو روی متقابل کشت روش

 مطالعه مورد F. oxysporum f. sp. lycopersici مقابل

 این که داد نشان هاداده آماری آنالیز گرفت. قرار

 پتری در بیمارگر ارچق رشد از ممانعت نظر از ها باکتری

 دارمعنی تفاوت یکدیگر با درصد 5 احتمال سطح در

 PGU3 و PGU ، PGU1، PGU2هایسویه داشتند.

 بیمارگر قارچ علیه آنتاگونیستی توانایی بیشترین دارای

  CHA0 سویه با همراه اخیر سویه چهار رو این از بودند؛

 نظر طبق (.1 )جدول شدند گرفته نظر در کار ادامه برای

 هایمحیط روی بازدارندگی سطح در تفاوت محققین

 است ممکن (MA) آگار مالت و KB، PDA نظیر مختلف

 رشد یا و باکتری ضدقارچی عوامل ضعیف تولید دلیل به

-Sharifi) باشد مختلف هایمحیط روی قارچ بهتر

Tehrani et al. 1998, De La Fuente et al. 2004,. 

Jamai and Bayat 2015). 

 
 P. fluorescens هایسویه تأثیر میانگین مقایسه .1 جدول

 قارچ میسلیومی رشد بر hcnAB و phlD های ژن واجد
F. oxysporum f. sp. lycopersici 

Table 1. Mean comparison of influence of phlD+-  

and hcnAB+ P. fluorescens strains on mycelial growth 

of F. oxysporum f. sp. lycopersici 
Inhibitory halo on KB 

 (mm) 
Inhibitory halo on PDA 

(mm) Strain 
16.42a 11.54c PGU 
15.93ab 13.25b PGU1 
15.81ab 13.85a PGU2 
13.47c 8.19e PGU3 
12.86c 6.65g PGU4 
11.54d 5.74h PGU5 
8.39e 11.32c PGU6 
4.78f 7.61f PGU7 

1g 7.4f PGU8 
15.65b 9.42d CHA0 

 ایدامنه چند آزمون درصد 5 سطح در مشابه حروف دارای هایمیانگین* 

 ندارند. داریمعنی اختلاف هم با دانکن
* Means with common letters in each column are not significantly 

different (p≤0.05). 

 

 منتخب هایسویه در ضدمیکروبی یها متابولیت تولید

 از هاسویه که که داد نشان ها داده واریانس تجزیه نتایج

 یها بیوتیک آنتی و هیدروژن سیانید پروتئاز، تولید نظر

DAPG و PLT یکدیگر با درصد پنج احتمال سطح در 

  داشتند. دارمعنی تفاوت

 مربوط ساعت 24 از پس پروتئاز تولید میزان بیشترین

 .(2 )جدول بود PGU1 و PGU، CHA0 هایجدایه به

 کنندهتجزیه هایآنزیم Pseudomonas هایسویه بعضی

 پروتئاز، گلوکاناز(، -3و1-بتا و )کیتیناز سلولی دیواره

 در است ممکن که کنندمی تولید لیپاز و C فسفولیپاز

 کنندهتجزیه هایآنزیم تولید باشند. مؤثر ها بیماری کنترل

 مکانیسم عنوان به ها‌میکروارگانیسم توسط سلولی دیواره

 است گرفته قرار نظر مد آنها بیوکنترل اییتوان در مهمی

(Keel and Défago 1997).  

 از حاصل نتایج تائید منظور به حاضر، پژوهش در

 شرایط در هیدروژنسیانید تولید توانایی ،PCR واکنش

 تمامی که گردید مشخص و شد بررسی آزمایشگاه

hcnAB هایسویه
 در متابولیت این تولید به قادر ،+



 241 ... مولد Pseudomonas fluorescens هایسویه بیوکنترل تواناییجمالی و همکاران:  

 تولید میزان بیشترین و بوده یشگاهیآزما شرایط

 مشاهده PGU1 و PGU هایسویه در هیدروژنسیانید

 در سودومونادها توسط HCN تولید .(2 )جدول گردید

 جمله از ها قارچ توسط شده ایجاد یها بیماری بیوکنترل

Thielaviopsis basicola توتون روی (Laville et al. 

 .Puccinia recondita f. sp و Septoria tritici و (1998

tritici گندم روی (Flaishman et al. 1996) نقش 

 Pseudomonas aeruginosa در و نموده ایفا را کلیدی

 Gallagher) است شده مطرح زاییبیماری عامل عنوانبه

and Manoil 2001). HCN مستقیم بازدارندگی موجب 

 این ؛(Blumer and Haas 2000) شودمی قارچ رشد از

 C سیتوکروم فعالیت از ممانعت موجب متابولیت

 به و (Knowles 1976) شده تنفسی زنجیره در اکسیداز

 Blumer and Haas) شود‌می متصل فلز حاوی هایآنزیم

 که گیاهان با مرتبط فلورسنت سودومونادهای در .(2000

 مفید هایسویه بین تفاوت هستند، HCN تولید به قادر

 سطوح بر HCN تولید الگوی در فاوتت از احتمالا مضر و

 شودمی ناشی دو هر یا و هابافت درون گیاهی،

(Ramette et al. 2003).   

 برای آمدهدستهب Rf هایارزش به توجه با

 تمامی که گردید مشخص استاندارد، های بیوتیک آنتی

 ،DAPG متابولیت سه هر مطالعه مورد هایسویه

MAPG و PLT بیشترین (.2 )جدول نمودند ولیدت را 

 در میکروگرمDAPG (6/15 بیوتیکآنتی میزان

 آن از پس و شد تولید PGU سویه توسط لیتر( میلی

 قرار لیترمیلی در میکروگرم 1/14 با PGU1 سویه

 هایسویه نیز PLT بیوتیکآنتی تولید نظر از داشت.

PGU3 و PGU1 میزان بیشترین هاسویه سایر به نسبت 

 که ،MAPG میزان کردند. تولید ار بیوتیکآنتی

 PGU3 سویه در باشد‌می DAPG بیوتیکآنتی ماده پیش

 و PGU یها سویه با که بود هاسویه سایر از بیش

CHA0 (.2 )جدول نداشت داریمعنی تفاوت 

 
 آزمایشگاهی شرایط در hcnAB و phlD های ژن واجد P. fluorescens هایسویه توسط میکروبی ضد های متابولیت تولید .2 جدول

Table 2. Production of antimicrobial metabolites by P. fluorescens strains harboring hcnAB and phlD genes under in vitro 

conditions 

MAPG (µg/ml) PLT (µg/ml) DAPG (µg/ml) HCN2 Protease1 Strain 
11.7abc 8.88c 15.6a 3a 17.6a PGU 

9.3c 10b 14.1ab 3a 16.8b PGU1 
10.6bc 9.86b 12.4bc 2b 15.4c PGU2 
13.73a 11.11a 11c 2b 13.6d PGU3 
11.8ab 7.92c 12.6bc 2b 17.2ab CHA0 

 ندارند. داریمعنی اختلاف هم با دانکن ایدامنه چند آزمون درصد 5 سطح در مشابه حروف دارای هایمیانگین* 

 شد. گرفته نظر در پروتئاز تولید از اینشانه متر(میلی سبح )بر SMA محیط روی هاله تولید. 1

  .شد گرفته نظر در HCN تولید معیار عنوان به معرف، رنگ تغییر درجه. 2

* Means with common letters are not significantly different based on Duncan′s Multiple Range test (p≤0.05). 

1. Production of halo on SMA (mm) is considered as a sign of protease production. 

2. The degree of color change in indicator paper was considered as HCN production. 

 

 تولید که است شده گزارش نیز پیشین مطالعات در

DAPG است متفاوت هاسویه میان در آزمایشگاه در 

(Sharifi-Tehrani et al. 1998) کنترل سطح بنابراین و 

 دارد امکان علاوه،‌به باشد. متفاوت است ممکن بیماری

 نتوانند یا بوده ناقص شده‌ردیابی phlD هایتوالی که

 عدم رود می گمان حال،‌این با نمایند. وظیفه اعمال

 گرچه باشد. استثنایی پدیده یک ژن این کارایی

 DAPG تولید به قادر که gacS/gacA های موتانت

 از گزارشی شوند،می حاصل خودبخودی طور به نیستند

 در نیست. دست در طبیعی های‌محیط در هاموتانت این

phlD سودوموناد های‌سویه همگی مقابل،
 تاکنون که +

 توجهی قابل مقادیر تولید به قادر اندشده گزارش

DAPG هستند آزمایشگاه در (Sharifi-Tehrani et al. 

1998, Jamali and Bayat 2015, Jamali 2009) طبق و 

phlD های سودوموناس واژه همکاران، و ولر نظر
 توان می را +

 مورد DAPG مولد فلورسنت هایسودموناس معادل

 تولید توان با phlD ژن ردیابی چون داد قرار استفاده

   .(Weller et al. 2006) است مرتبط DAPG بیوتیک آنتی

 هایگونه وسیله‌به فلوروگلوسینول استیل دی-4و2

 Keel)  شده تولید دنیا سراسر از فلورسنت سودوموناس
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et al. 1996, Thomashow and Weller 1996) دارای و 

 phl یها ژن حفظ باشد.می کشاورزی در خاصی اهمیت

 سودومونادهای میان در DAPG بیوسنتز برای

 جغرافیایی و اکولوژیکی تنوع دارای که آنتاگونیست

 را بیوکنترل در DAPG تولید جهانی همیتا هستند،

  .(Keel et al. 1996, Wang et al. 2001) نمایدمی اثبات

DAPG در اختلال و نظمیبی انواع ایجاد موجب 

 آنها جمله از که گرددمی P. ultimum هیف نوک

 از و شدن واکوئله پلاسمایی، غشای توقف و شدگی جمع

 .De Souza et al) تاس سلولی محتوای پاشیدگی هم

 تولیدشده DAPG که رسدمی  نظر به همچنین .(2003

 Arabidopsis گیاه هایریشه توسط ،CHA0 سویه توسط

thaliana تغییرات به منجر خود این که شده داده تشخیص 

 سیستمیک القایی مقاومت نهایت در و گیاه در فیزیولوژیک

  .(Iavicoli et al. 2003) گرددمی

 روش با phlD ژن واجد هایسویه روی تحقیق

 این که کرد مشخص (TLC) نازک لایه کروماتوگرافی

 شرایط در ها بیوتیک‌آنتی انواع تولید به قادر هاجدایه

 گزارش نیز همکاران و کیل .(2 )جدول بودند آزمایشگاه

 بیوسنتز یها ژن وجود بین مستقیمی ارتباط که اندکرده

DAPG در آنها واناییت و فلورسنت سودومونادهای در 

 ژنی جایگاه و دارد وجود مذکور بیوتیکآنتی تولید

 این مولد های‌سویه میان در DAPG بیوسنتز

 .(Keel et al. 1996) است شده حفظ بیوتیک آنتی

 متنوعی مقادیر تحقیق این در آزمایش مورد هایجدایه

 محیط روی بر را PLT و DAPG بیوتیک‌آنتی دو از

 مشاهده نیز همکاران و کیل دند.نمو تولید مایع کشت

 تنوع دارای phlD ژن دارای هایسویه که کردند

 شده تولید DAPG میزان و بوده توجهی قابل فنوتیپی

 .(Keel et al. 1996) بود متفاوت بسیار آزمایشگاه در

 تولید لحاظ از DAPG مولد P. fluorescens هایسویه

 تفکیک مشخص فنوتیپی گروه دو به ها بیوتیکآنتی

 HCN و DAPG، PLT یها متابولیت اول گروه شوند: می

 ولیدت توانایی فقط میان، این از دوم گروه و کرده تولید را

PLT ندارند را (Keel et al. 1996). از حاصل نتایج 

 این در بررسی مورد هایسویه که داد نشان ما تحقیقات

 متابولیت سه هر و بوده اول گروه به متعلق تحقیق

  کنند.می تولید را میکروبیضد

 یهاسویه در گیاه رشد دهندگیافزایش خصوصیات

P. fluorescens.  

 نظر از هاسویه که داد نشان هاداده واریانس تجزیه نتایج

 حلالیت و اسیداستیکاندول پایووردین، سیدروفور تولید

 یکدیگر با درصد پنج احتمال سطح در معدنی فسفات

  ارند.د دارمعنی اختلاف

 تولید به قادر بررسی مورد هایسویه تمامی

 هاسویه بین در آن تولید میزان ولی بودند سیدروفور

 سویه در سیدروفور تولید میزان بیشترین بود. متغیر

PGU سویه در تولید میزان کمترین و PGU2 مشاهده 

 ها باکتری آهن، کمبود شرایط تحت (.3 دول)ج گردید

 زیادی جذب قدرت دارای که ندکن‌می تولید سیدروفور

 آهن آهن، هایکلات این هستند. فریک آهن یون برای

 خارج بیمارگر یها قارچ دسترس از را ریزوسفر در موجود

 Keel) سازندمی محدود را آنها رشد ترتیب بدین و کرده

and Défago 1997). نظیر باکتریایی سیدروفورهای 

 P. aeruginosa توسط تولیدشده پایوچلین و پایووردین

7NSK2 پیتیومی گیاهچه مرگ کنترل در بارزی نقش 

 دیگر، طرف از .(Buysens et al. 1996) دارند فرنگی گوجه

 در سالیسیلات، و پایووردین نظیر آهن کننده‌کلاته ترکیبات

 بروز موجب و کرده عمل الیسیتور عنوان به گیاهان برخی

 Maurhofer) دشونمی بیمارگرها مقابل در القایی مقاومت

et al. 1998, van Loon et al. 1998).  

 اسید استیک اندول تولید بررسی به مربوط نتایج

 استیک اندول تولید میزان بیشترین که بود این از حاکی

 سویه در و لیترمیلی در میکروگرم 7/2 هاسویه در اسید

PGU سویه با که شد دیده PGU1 داریمعنی اختلاف 

 اکسین ها، فیتوهورمون میان در .(3 دول)ج نداشت

(IAA) گیاهان با مرتبط های باکتری در ایگسترده طور به 

 از %80 حدود که است شده گزارش  و گرددمی تولید

 IAA تولید به قادر خاک ریزوسفر از شده جدا های باکتری

    (.Patten and Glick 2002, Spaepen et al. 2007) هستند

 هاله قطر نسبت با فسفات انحلال در هاجدایه توانایی

 هاداده میانگین مقایسه شد. سنجیده کلونی قطر به

 از پس فسفات سازیمحلول توانایی که بود این از حاکی

 PGU3 در سپس و PGU1 سویه در ساعت 96 و 48

  .(3 )جدول بود هاجدایه سایر از بیش

 ترکیبات صورت به خاک در موجود فسفر
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 باشد می دسترس در نامحلول دنیمع و آلی های فسفات

(Rodriguez et al. 2006, Richardson and Simpson 

 انواع تولید با فسفات کنندهحل های باکتری (.2011

 فسفات، معدنی ترکیبات انحلال به قادر آلی اسیدهای

 (.Chen et al. 2006) هستند کلسیم فسفات تری نظیر

 Pseudomonas جمله از فسفات کننده حل های باکتری

spp. و Bacillus spp. فسفاتاز، نظیر هاییزیمنآ کمک با 

 و اسید گلوکونیک مثل آلی اسیدهای و فسفوناتاز

 خاک معدنی و آلی ترکیبات از را فسفر اسید، سیتریک

 نقش کتوگلوکانات-2 و اسید گلوکونیک کنند.می آزاد

 بیوکنترل توانایی و فسفات سازیمحلول در مهمی

 ,Vessy 2003) نمایند می ایفا فلورسنت های سودوموناس

De Werra et al. 2009). همکاران و ورا دی نظر طبق 

 کاهش برای اسید گلوکونیک تولید CHA0 سویه در

 رسدمی نظر به ضروری فسفات انحلال و محیط اسیدیته

(De Werra et al. 2009). 
 

 آزمایشگاهی شرایط در P. fluorescens های سویه در اهگی رشد دهندگیافزایش خصوصیات میانگین مقایسه .3 جدول
Table 3. Mean comparison of plant growth-promoting traits in P. fluorescens strains under in vitro conditions 

Phosphate solubilization (96h) Phosphate solubilization (48h) IAA (mg/ml) Siderophore (µM/ml) Strain 
1.62c 1.52d 2.7a 93.81a PGU 
1.93a 1.87a 2.51ab 87.5b PGU1 
1.59d 1.56c 2bc 46.2d PGU2 
1.71b 1.63b 1.8cd 63.73c PGU3 
1.48e 1.47e 1.33d 43.4e CHA0 

 ندارند. داریمعنی اختلاف هم با دانکن ایدامنه چند آزمون درصد 5 سطح در مشابه حروف دارای هایمیانگین* 
* Means with common letters are not significantly different based on Duncan′s Multiple Range test (p≤0.05). 

 
  بیولوژیک کنترل در باکتری هایسویه تأثیر

F. oxysporum f. sp. lycopersici گلخانه شرایط در 

 تأثیر مطالعه در بررسی مورد صفات واریانس آنالیز نتایج

 افزایش و بیماری کنترل در باکتریایی هایسویه

 که داد نشان بیمارگر حضور در گیاه رشدی یها شاخص

 مقایسه بود. دارمعنی خصوصیات این بر هاسویه تأثیر

 و PGU سویه که بود این از حاکی هاداده میانگین

 سایر به نسبت را تأثیر بیشترین CHA0 و PGU1 سپس

  نظر از داشتند. خسارهشا تر وزن افزایش در هاسویه

 به نسبت بهتری کارایی PGU سویه نیز ریشه تر وزن

 افزایش میزان کمترین داد. نشان خود از هاسویه سایر

 CHA0 با شده تیمار گیاهان در نیز ریشه تر وزن

 

 وزن در را بیشتری افزایش PGU سویه شد. مشاهده

 سایر به نسبت آلوده اهانیگ ریشه و شاخساره خشک

 وزن افزایش کمترین PGU2 سویه و شد موجب هاسویه

  .(4 )جدول شد موجب را ریشه و شاخساره خشک

 تحقیق این در استفاده مورد باکتریایی هایسویه

 به نیز را فرنگیگوجه فوزاریومی پژمردگی بیماری شدت

 دادند. کاهش آلوده شاهد به نسبت داریمعنی میزان

 PGU سویه که بود این از حاکی هاداده میانگین مقایسه

  در بیماری شدت درصدی 5/87 کاهش موجب

 هاسویه سایر و شد آلوده شاهد به نسبت آلوده گیاهان

 دادند کاهش درصد 50 میزان به را بیماری شدت نیز

 .(4 )جدول

  به آلوده خاک در گیاه رشدی خصوصیات و بیماری شدت بر منتخب P. fluorescens هایسویه تأثیر میانگین مقایسه .4 جدول
F. oxysporum f. sp. lycopersici 

Table 4. Mean comparison of influence of P. fluorescens strains on disease control and plant growth factors in soil 

infested with F. oxysporum f. sp. lycopersici 

Disease severity 
Root dry weight 

(g) 
Shoot dry weight 

(g) 
Root fresh weight 

(g) 
Shoot fresh weight 

(g) Treatments 

0.5c 0.2ab 1.6b 1.61b 13.01ab PGU+FOL 
2b 0.18abc 1.27c 1.21c 11.75b PGU1+FOL 
2b 0.11bc 0.98c 1.02cd 9.29c PGU2+FOL 
2b 0.15abc 1.11c 1.13cd 10.02c PGU3+FOL 
2b 0.15abc 1.2c 0.96d 11.81b CHA0+FOL 
0c 0.23a 1.93a 1.91a 13.42a Healthy control 

4a 0.091c 0.41d 0.47e 4.13d Infected control 

 .ندارند داریمعنی اختلاف هم با دانکن ایدامنه چند آزمون درصد 5 سطح در مشابه حروف دارای هایمیانگین* 
* Means with common letters are not significantly different based on Duncan′s Multiple Range test (p≤0.05). 
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مورد  P. fluorescensهای رسد سویهنظر میبه

های  استفاده در این پژوهش با تولید متابولیت

، پروتئاز و سیانید هیدروژن( DAPG ،PLTضدمیکروبی )

دهنده رشد گیاهی )سیدروفور، یا تولید عوامل افزایش

ای محلول کننده فسفات و اندول استیک اسید( هآنزیم

طور  موجب کنترل بیماری و افزایش رشد گیاه میزبان به

مستقیم یا غیرمستقیم شده باشند. در تحقیقات پیشین 

مولد  P. fluorescensهای نیز گزارش شده بود که سویه

در  phlDپایولوتورین و سیانیدهیدروژن و واجد ژن 

های هوایی دی و پژمردگی بخشای شدن آونکنترل قهوه

فرنگی نقش مؤثری ناشی از بیماری فوزاریومی گوجه

  (. Fakhouri and Buchenauer 2002دارند )
 

 سپاسگزاری

 کد با تحقیقاتی طرح اجرای از حاصل مقاله این

PGU/FS/42-2/1392/3155 مالی حمایت با که باشدمی 

از محل  و )بوشهر( فارس‌خلیج دانشگاه پژوهشی شورای

 بدینوسیله و است شده انجام فارسخلیج ژوهشکدهپبودجه 

 این نمودن فراهم از را خود قدردانی مراتب نگارندگان

 دارند.‌می ابراز امکان،
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