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 چکیده
 شدت به فرنگی را در مزرعه و گلخانه، گوجه محصول هایی است که تولیدویروس ازجمله (TMVویروس موزاییک توتون )

 کاهش شدت بیماری ناشی ازمنظور  بهریزوباکترهای پروبیوتیک  تحقیق حاضر جهت تعیین ترکیب مناسبی از دهد.کاهش می
 ی باکتری شاملفرنگی در شرایط گلخانه صورت گرفت. از سه جدایه در میزبان گوجهویروس موزاییک توتون 
Pseudomonas putida، Pseudomonas  fluorescens و Bacillus subtilis  پس از اثبات خاصیت عدم

  ریزوسفر  ها به از سوسپانسیون باکتریلیتر  یلیمدهنده کلونی بر  یلتشکواحد  108، استفاده شد. غلظت با یکدیگر آنتاگونیستی
 علائم زنی و به مدت شش هفته جهت ظهور مایه TMV بامکانیکی  طور بهها فرنگی اضافه شد. گیاهچه های گوجهگیاهچه

زنی شده ثبت گیاهان مایه های رشدیبیماری، غلظت ویروس در گیاهان آلوده و شاخص علائمهای شدت نگهداری شدند. داده
 .B و P. putida، P. fluorescens  یباکتروتحلیل آماری انجام گرفت. نتایج نشان داد که در تیمار ترکیب سه  یهتجزو مورد 

subtilis  و تجمع علائمشدت TMV داری دارد. در مقابل، فرنگی در مقایسه با سایر تیمارها، کاهش معنی در گیاهان گوجه
داری را در مقایسه با دیگر تیمارها نشان داد. این نتایج رشدی گیاه با کاربرد این ترکیب باکتریایی، افزایش معنیهای شاخص

غلظت ویروس و افزایش  کاهش تواند موجبمی بوده و افزاییهمدارای اثر ریزوباکترهای پروبیوتیک  ازنشان داد که ترکیبی 
 ی رشدی گیاه میزبان گردد.ها مؤلفه
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ABSTRACT 
Tobacco mosaic virus (TMV) is considered as a devastating virus which significantly reduces the tomato 
yield. This investigation aimed to find an efficient combination of plant probiotic bacteria to control TMV in 
tomato. Suspensions of Pseudomonas fluorescens, P. putida, and Bacillus subtilis were prepared at the 
concentration of 10

8
 colony forming unit per milliliter. Tomato seedlings, were treated with probiotic bacteria 

by adding 100 milliliters of suspension. Afterward, seedlings were inoculated with TMV and were inspected 
for six weeks. Subsequently, an indirect- ELISA test using TMV specific polyclonal antibody was used to 
compare the relative virus titer in the plants of each treatment. The experiment was conducted in a 
completely randomized design with nine treatments and six replicates, respectively. Results showed that the 
OD measured in the mixed bacterial treatment was lower (0.08) in comparison to the positive control (0.87) 
(p<0.05). Application of B. subtilis resulted in the higher OD (0.45) compared to the other treatments 
(p<0.05). Additionally, plant growth indicators including fresh and dry weight of root and above ground 
tissues of tomato as well as height of tomato plants and chlorophyl content were recorded. Application of 
plant probiotic bacteria significantly increased these indices in TMV-inoculated tomato plants compared to 
the control. The overall results showed that the mixture of three bacteria had a synergistic effect, so that they 
showed higher decrease in disease severity in comparison to the control. 
 

Keywords: Indirect ELISA, Inoculation, Optical density, Disease severity. 
 



 ...ویروس کنترل زیستی  ریزوباکترهای پروبیوتیک گیاهی جهت کاربرد :همکارانو  آئینی 118

 

 تحقیق هایهتاز

های تاکنون تحقیق جامعی در ارتباط با ریزوباکتری

پروبیوتیک گیاهی جهت کنترل زیستی ویروس 

فرنگی در دنیا  موزاییک توتون در میزبان گوجه

باهدف بنابراین، تحقیق حاضر  صورت نپذیرفته است؛

ها جدایه باکتری مناسب یا ترکیبی از جدایه تعیین

در  TMVجهت کاهش علائم ناشی از ویروس 

در این  فرنگی انجام پذیرفته است. میزبان گوجه

تحقیق مشخص شد که ترکیبی از سه جدایه 

های پروبیوتیک سبب کاهش غلظت ریزوباکتری

 شوند.فرنگی می ویروس موزاییک توتون در گوجه
 

 هقدمم

های گیاهی، ویروس موزاییک توتون در میان ویروس

(Tobacco mosaic virus, TMV از جنس )

Tobamovirus ی و تیرهVirgaviridae یکی از مهم-

پایداری بسیار  های گیاهی است کهترین ویروس

 میزبانی (. دامنهAdams et al. 2017زیادی دارد )

توانایی که  یطور بهبسیار وسیع است، این ویروس 

از رد. گونه گیاهی را دا ۳۵۰بیش از  کردن آلوده

 گیرندویروس قرار میاین  ریتحت تأث گیاهانی که

بادمجان، ، توتون، فلفل، یفرنگ توان به گوجهمی

 .Vinayarani et alکرد ) اشاره تره و غیرهلوبیا، سلمه

 مختلفی یها شکل به آلودگی یها نشانه .(2011

 و بدشکلی زردی، پیسک، شدن، موزاییکی مانند

و  پیچیدگی کوتولگی، و ها برگ رشد کاهش

 بدشکلی و موزاییک همچنین و گیاه کل سوختگی

خسارت ناشی  .(Hull 2014کنند ) یم پیدا بروز میوه

از آلودگی محصولات کشاورزی به ویروس موزاییک 

است، بدین ترتیب که در  توجه قابلتوتون بسیار 

فرنگی خسارت این بیماری برخی از مزارع گوجه

 Alishiriدرصد نیز گزارش شده است ) ۵9بیش از 

et al. 2013).  

های ویروسی غالباً شامل  مدیریت بیماری

های ژنتیکی مقاوم، مدیریت تلفیقی استفاده از واریته

ها جهت  کش های زراعی و استفاده از حشره روش

 ,Hull 1989) استجلوگیری از انتشار ناقل بیماری 

Agrios 2005, Hull 2014 استفاده از هریک از .)

هایی است که کاربرد  های فوق دارای محدودیت روش

، مثال سازد. برای  می ها را با مشکل مواجه این روش

بردن ها در قرن اخیر علاوه بر از بین کش کاربرد آفت

سازی های مفید، سبب آلوده میکروارگانیسم

محیطی  یستهای ز نگرانی شده و زیست محیط

با توجه  وجود آورده است. فراوانی را به

های  یری روشکارگ بهذکرشده،  های محدودیت

زیست ازجمله استفاده از عوامل  یطسازگاربامح

-بیمارگر میکروبی پروبیوتیک جهت کنترل زیستی

 Ab  ) رسد های گیاهی، ضروری به نظر می

Rahman et al. 2018, Koch et al. 2018 در .)

استراتژی  عنوان بهها اخیر، استفاده از باکتری سالیان

های گیاهی  مناسب و جایگزین جهت کنترل بیماری

 ,Raupach and Kloepper 1998شده است ) معرفی

Zehnder et al. 2000, del Carmen et al. 2018, 

Singh et al. 2019 .)  ی ها یباکتردر این میانP. 

fluorescens ،P. putida  وB. subtilis عنوان به 

و دارای توانایی  اند شده  شناختهعوامل پروبیوتیک 

ی گیاهی زا یماریبزیادی در کنترل زیستی عوامل 

 .Saini et al. 2015, del Carmen et alهستند )

2018, Singh et al. 2019.) 

های بیمارگر  یروسوکنترل زیستی برخی از  

 یفرنگ گوجهی ا لکهگیاهی مانند ویروس پژمردگی 

(Tomato spotted wilt virus, TSWV و ویروس )

 ,Sunflower necrosis virusنکروز آفتابگردان )

SNV) های پروبیوتیک گیاهی  یباکتریله وس به

 ,Kandan et al. 2005است ) شده  گزارش

Srinivasan et al. 2005 گیاهان در (. همچنین 

 .B های یباکتر با شده ری تیمافرنگ گوجه

amyloliquefaciens،B. subtilis و B. pumilus در 

ی فرنگ گوجه ایپیسه ویروس به آلودگی برابر

(Tomato mottle virus, ToMoV) کاهش 

 این از ناشی بیماری شدت و وقوع در داری یمعن

 .Murphy et alاست ) گردیده مشاهده ویروس

توجه به پتانسیل ریزوباکترها در کنترل  با(. 2000

بررسی  هدف بازیستی عوامل بیمارگر، این پژوهش 

 یرشد یها مؤلفه یشو افزا یروسکاهش غلظت و

شرایط  در TMVآلوده به  فرنگی میزبان گوجه
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 گلخانه صورت گرفت.

 

 ها مواد و روش

 های باکتریجدایه

در این  استفاده موردباکتری  تعداد سه جدایه

 P. fluorescens Sc21 ،P. putidaپژوهش شامل 

Sc42  وB. subtilis Sc13 کلکسیون گروه  از

پزشکی دانشگاه فردوسی مشهد، تهیه گردید.  گیاه

های مذکور جهت اثبات عدم خاصیت جدایه

جتیانون و  آنتاگونیستی علیه یکدیگر بر اساس روش

 ,Jetiyanon and Kloepper) کلوپر بررسی شدند 

. پس از اثبات عدم خاصیت آنتاگونیستی، (2002

( NBیط کشت نوترینت بروث )در محها جدایه

 درصد های حاوی بیستکشت داده و در لوله

های فوق گلیسرول تقسیم شدند. محتویات تیوب

ابتدا با استفاده از ازت مایع منجمد گردید و سپس 

سلسیوس جهت  در دمای منفی هشتاد درجه

 بعدی نگهداری شد. هایآزمایش

 

 زنی ویروستکثیر و مایه

فرنگی از عصاره  سازی گیاهان گوجهآلوده منظور به

آلوده به  (.Nicotiana tabacum Lگیاه توتون )

TMV زا استفاده شد. بدین ی بیماریمایه عنوان به

 علائمهای جوان و دارای ترتیب که ابتدا برگ

و  شد  برداشتموزاییک و بدشکلی از گیاه آلوده 

سپس عصاره گیاهی آلوده به ویروس با استفاده از 

مولار فسفات پتاسیم  ۰۵/۰هاون و به همراه بافر 

(7pH تهیه گردید. همگنه )های ی حاصل روی برگ

 6۰۰جوانِ گیاه سالمی که قبلاً با پودر کربوراندوم 

-زنیگردپاشی شده است، مالیده شد. گیاهان مایه

های آلودگی در شرایط گلخانه هشده تا ظهور نشان

 TMVنگهداری شدند. از میزبان توتون جهت تکثیر 

در گلخانه استفاده گردید. پس از گذشت ده الی 

 علائمی زنی، با مشاهدهچهارده روز بعد از مایه

آوری و در جمع TMVآلوده به  هایبیماری، برگ

دمای منفی هشتاد درجه سلسیوس جهت انجام 

 .دی نگهداری شدندهای بعآزمایش

 باکتری تهیه سوسپانسیون

ها، ابتدا بر روی جهت تهیه سوسپانسیون از جدایه

، سپس در کشت (NA) یمغذمحیط کشت آگار 

 48درجه سلسیوس به مدت  28انکوباتور با دمای 

ها در محیط ساعت نگهداری شدند. سپس این جدایه

 28زنی و در دمای  ( مایهNBکشت نوترینت بروث )

ساعت نگهداری شدند.  24درجه سلسیوس به مدت 

 سوسپانسیون باکتری به مدت پنج دقیقه با سرعت

-هزار دور در دقیقه، سانتریوفیوژ و محلول روشش

بافر فسفات  نشین در نشین دور ریخته شد. سپس ته

( به حالت سوسپانسیون یکنواخت  7pHمولار ) 1/۰

-رییکـسان کـردن جمعیــت بــاکت جهت درآمد.

بــاکتری در هــر غلظت  شده، هــای کــشت داده

 دهنده کلونی یلتشکواحد  1۰8 برابر باسوسپانسیون 

سازی شد. در تیمار ( یکسانcfu/mlلیتر )در میلی

ها ها، سوسپانسیون هر یک از جدایهترکیبی از جدایه

تهیه، سپس دو یا سه سوسپانسیون با حجم یکسان 

 مخلوط شدند.

 

 ایانهمطالعات گلخ

کشاورزی دانشگاه  دانشکده یاین آزمایش در گلخانه

انجام شد.  1۳96-97اهواز در سال چمران  شهید

از محل کلکسیون بذور  M16فرنگی رقم  بذر گوجه

جهـت استریل  دانشگاه شهید چمران اهواز تهیه شد.

 محلول اتانولسطحی، بذرها به مدت یک دقیقـه در 

هیپوکلریـت محلول دقیقـه در  دهو بـه مدت  7۰%

 دهبذرها  سپس .شـدند ور غوطه درصد ۵/1سـدیم 

بذور به  .بـار بـا آب مقطـر اسـتریل شسته شدند

روز جهت خشک شدن در دمای  مدت یک شبانه

فرنگی در داخل  اتاق قرار گرفتند. بذور گوجه

واحد  1۰8باکتری به غلظت  سوسپانسیون

لیتر به مدت یک در میلی دهنده کلونی یلتشک

(. در Zehnder et al. 2000)ساعت قرار گرفتند 

تیمارهای شاهد بجای سوسپانسیون باکتری، از آب 

مقطر استریل استفاده شد. شش تکرار به ازای هر 

تصادفی استفاده شد.  تیمار در قالب طرح کاملا

ماس سپس دو بذر در هر گلدان استریل حاوی پیت
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با آب  ها گلدان شدند.( کشت 1:۳) و پرلیت استریل

مقطر استریل آبیاری و در مواقع لزوم از کود 

به مقدار مساوی  2۰:2۰:2۰( NPKحل در آب ) قابل

ها در گلخانه و در  در هر تیمار استفاده شد. گلدان

تا سلسیوس با رطوبت نسبی شصت  درجه 2۵دمای 

-4اری شدند. گیاهان در مرحله  دهشتاد درصد نگه

کانیکی با عصاره گیاهی آلوده به صورت م برگی به ۳

TMV زنی ویروس، هر زنی شدند. پس از مایه مایه

لیتر از سوسپانسیون باکتری  گلدان با یکصد میلی

 ( با غلظتتنهایی یا مخلوطی از دو و یا سه جدایه )به

لیتر، به در میلی دهنده کلونی یلتشکواحد  1۰8

ها به  یزنی گردید. افزودن باکتر ریزوسفر گیاه مایه

هفته و جمعاً سه بار  بار در دو ناحیه ریزوسفر یک

تکرار شد. تیمارهای شاهد شامل شاهد سالم )گیاه 

زنی شده با بافر فسفات پتاسیم( و شاهد آلوده  یهما

ها به ( بودند. گلدانTMVزنی شده با  یهما)گیاه 

 نگهداری شدند. علائم مدت شش هفته جهت ظهور

 

 رشد گیاهی های گیری شاخص اندازه

یشه و اندام هوایی و ارتفاع بوته در ر  خشکو  تر وزن

یری گ اندازهیری شد. جهت گ اندازهپایان آزمایش 

کش از محل طوقه تا ارتفاع بوته، با کمک خط

-گیری به عمل آمد. برای اندازهانتهای ساقه اندازه

جداگانه در  طور به ها نمونهگیری وزن خشک، 

دمای هفتاد  روز درت چهار ی کاغذی به مدها پاکت

رازوی خشک و سپس با کمک ت سلسیوس درجه

( با دقت AND, Japan) آزمایشگاهی اتوکالیبره

یری شدند. خوانش عدد گ اندازهگرم  ۰۰۰1/۰

یبی با تخر یرغمتر دستی از روش دستگاه کلروفیل

 ,SPAD (Minolta سنجیلکلروفاستفاده از دستگاه 

Japan( صورت گرفت )Mujdeci et al. 2011.) ه ب

این صورت که از سه قسمت برگ شامل ابتدا، وسط 

موردنظر گیاه گیری و میانگین آن برای و انتها اندازه

 6۵۰موج  این دستگاه میزان نور قرمز طول .ثبت شد

نانومتر عبورکرده از برگ را که به مقدار زیادی 

در  یشده و نقش مؤثر توسط کلروفیل جذب

در قرمز  فتوسنتز دارد را نسبت به نور ناحیه مادون

 .Peng et al) کندنانومتر محاسبه می 94۰موج  طول

1999.) 

 

 گیری شدت بیماریاندازه

گیری میزان شدت بیماری در دو زمان، سه و اندازه

زنی ویروس با مقایسه چشمی  بعد از مایه شش هفته

ی با بیماری صورت پذیرفت. شدت بیمار علائم

= فاقد ۰های زیر محاسبه شد:  استفاده از مقیاس

= 4ها  موزاییک خفیف در برگ علائم= 2 علائم

= موزاییک و تغییر شکل 6ها  موزاییک شدید در برگ

= 1۰ها  = موزاییک و بدشکلی شدید برگ8ها  برگ

ها همراه با کوتولگی  موزاییک و بدشکلی شدید برگ

با استفاده از  ها. تعیین میزان شدت بیماری بوته

 :(Zehnder et al.2000 فرمول زیر محاسبه شد )

 

100 ×
مقیاس بیماری)∑ × (تعداد گیاهان در آن مقیاس

تعداد کل گیاهان) × (بالاترین مقیاس بیماری
 =  شدت بیماری

 

 زمون الایزاآ

-شش هفته بعد از مایهتعیین غلظت ویروس جهت 

گیری با و پس از عصاره گیریاز تیمارهای نمونه زنی

بادی  یاز آنتیرمستقیم و با استفاده غآزمون الایزای 

به روش کلارک و آدامز  TMVای علیه چندهمسانه

 موج  طولها در چگالی نوری( آن) میزان جذب نوری

 ,Clark and Adams)گیری شد نانومتر اندازه 4۰۵

 های مورداستفاده جهت ویروسسرمآنتی .(1977

TMV  از شرکتBioreba  تهیه  سوئیسکشـور

شاهد  عنوان بههمچنین از بافت برگی سالم  .گردید

شاهد  عنوان بهمنفی )سالم( و از گیاه آلوده توتون 

مثبت )آلوده( در این آزمون استفاده گردید. شش 

نتایج بر تکرار برای هر تیمار در نظر گرفته شد. 

ی الایزا توسط دستگاه ها اساس تغییر رنـگ چاهک

( Thermo Fisher Scientific, Germanyالایزا )

 موج طولها در خوانش شد و میزان جذب نوری آن
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ایی با میزان جذب هنانومتر ثبت گردید. نمونه 4۰۵

میانگین چگالی نوری  M+3SD (Mنوری بیش از 

انحراف استاندارد میانگین  SDهای سالم، نمونه

 های سالم(، مثبت در نظر گرفته شدند.نمونه
 

 ردیابی ملکولی ویروس

در  TMVردیابی و تأیید آلودگی به  منظور به

های نماینده که در آزمون الایزا تعدادی از گلدان

 استفاده با RNAمحتوای  مثبتی نشان دادند، نتایج

 ( و طبقDenazist, Iran) RNA استخراج کیت از

 برای گردید. انجام سازنده شرکت دستورالعمل

 DNAقطعه  RNA، بعد از استخراج cDNAساخت 

-ای پلیمکمل سنتز شد. در ادامه، واکنش زنجیره

( با استفاده از جفت آغازگرهای PCRمراز )

ها شامل دژنره برای ردیابی توباموویروساختصاصی 

Tob-Uni 1 (5'-ATTTAAGT 

GGASGGAAAAVCACT-3' و )Tob-Uni 2 (5'-

GTYGTTGATGAGTTCRTGGA-3' و تکثیر )

انجام  جفت باز 8۰4 ای از ژنوم ویروس با اندازهقطعه

 (.Letschert et al. 2002گرفت )

 

 ها وتحلیل داده یهتجز

شده در طول آزمایش با  آوری های جمعکلیه داده

و برای  ویرایش Excelافزار  استفاده از نرم

ها با داده واکاویآماری آماده شدند.  وتحلیل یهتجز

صورت  SASافزار آماری نرم 4/9 نسخهاستفاده از 

در این  شده استفادهتیمارهای (. Yuan 2011) گرفت

، P. fluorescens Sc21 (SC21)از:  عبارتندتحقیق 

P. putida Sc42 (Sc 42) ،(Sc 13) B. subtilis 

Sc13 ،P. fluorescens Sc21  وP. putida Sc42 

(Sc42 +Sc21) ،P. fluorescens Sc21  +B. 

subtilis Sc13 (Sc21+ Sc13) ،P. putida Sc42 

+B. subtilis Sc13 (Sc13+Sc42) ،P. fluorescens 

Sc21+ P. putida Sc42 +B. subtilis Sc13 

(Sc13+Sc21+Sc42) .شاهد آلوده و شاهد سالم ،

با شده، طرح کاملاً تصادفی  طرح آماری استفاده

 بر اساسها بوده و مقایسه میانگینشش تکرار 

 ۵با سطح احتمال خطای آلفا برابر  دانکن آزمون

 انجام شد. درصد
 

 نتایج و بحث
باکتری جداگانه و در  در این پژوهش از سه جدایه

ها در  ترکیب با یکدیگر، جهت بررسی توانایی آن

فرنگی و کاهش شدت  القای رشد در میزبان گوجه

ی قرار گرفت. پس موردبررس TMVبیماری ناشی از 

-زنی مکانیکی گیاهچهروز از مایه18-14از گذشت 

بیماری شامل موزاییک و  علائمفرنگی، های گوجه

(. نتایج آزمون 1د )شکل بدشکلی برگ ظاهر شدن

، علائمهای گیاهی حاوی الایزا نشان داد که در نمونه

وجود دارد و در ادامه  TMVژن متعلق به آنتی

با استفاده از آغازگرهای اختصاصی  PCRآزمون 

 TMVی از ژنوم جفت باز 8۰4منجر به تکثیر قطعه 

گردید که نشان از ردیابی ویروس در گیاهان آلوده 

 (.2بود )شکل 

 
در  TMVزنی با پس از مایه  Sc42 (b)( و a) Sc21+ Sc13ی در تیمارفرنگ گوجهموزاییک و بدشکلی برگ  علائم -1شکل 

 (.cمقایسه با شاهد سالم )
Figure1- Mosaic and malformation of tomato in various treatments inoculated with TMV (a , b) in 

comparison to the healthy control (c). 
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است.  جفت باز 8۰4 با اندازه TMVتکثیر بخشی از ژنوم  دهنده نشانکه  PCRهای نقوش الکتروفورز محصول -2شکل 

ی باز یلوکگر ملکولی یک : نشانM سالم،: شاهد -فرنگی. +: شاهد آلوده ، متعلق به تیمارهای گوجه 1-۳های چاهک

(Thermo Fisher Scientific, Germany.) 

Figure2- Agarose gel electrophoresis of PCR-products of TMV and amplification products of 804 bp. 

M: 1 KB ladder (Thermo Fisher Scientific, Germany  ( , 1-3 tomato infected treatments, (+) infected 

control and (-) healthy control. 

 

های رشدی نظیر در پایان انجام آزمایش شاخص

تر ریشه و  های هوایی و ریشه، وزن وزن خشک اندام

ی قرار بررس موردهای هوایی و ارتفاع بوته اندام

 رهای هوایی، تیماتر اندام گرفت. در بررسی وزن

Sc21+Sc42+Sc13 های )ترکیبی از جدایهP. 

fluorescens ،P. putida  وB. subtilis )از  تر موفق

 ۳/47)بیشترین میزان  یمارها عمل نمود وت یرسا

 61/26دار نسبت به شاهد آلوده ) گرم( اختلاف معنی

که تفاوت  (، درحالی>p ۰۵/۰شد )( ثبت گرم

( مشاهده 2۳/42داری با تیمار شاهد سالم ) معنی

(. همچنین بیشترین میزان وزن p > ۰۵/۰نشد )

ی ها اندامگرم(، وزن خشک  ۰/ 89یشه )ر  خشک

( در گرم 9۳/2تر ریشه ) گرم(، وزن ۳/12هوایی )

در مقایسه با سایر  Sc21+Sc42+Sc13تیمار 

 ۰۵/۰شد )س مشاهده تیمارها و شاهد آلوده به ویرو

p<)  (. در بررسی ارتفاع بوته، بیشترین 1)جدول

 Sc21+Sc42+Sc13دار در تیمار  اختلاف معنی

متر در مقایسه با شاهد آلوده به  سانتی 8۳/67معادل 

 ۰۵/۰) یری شدگ اندازهمتر( سانتی 66/44ویروس )

p<اختلاف  گیری میزان شاخص کلروفیل، (. در اندازه

و شاهد  Sc21+Sc42+Sc13ن تیمار داری میا معنی

(. همچنین، کمترین p >۰۵/۰) سالم مشاهده نشد

 Sc21+Sc42میزان شاخص کلروفیل در تیمار 

در تیمار  4/۳۵ و بیشترین میزان معادل 2۵معادل 

Sc21+Sc42+Sc13  در مقایسه با شاهد آلوده به

 رنگیزۀ ینتر مهم یری شد. کلروفیلگ اندازهویروس 

 نقش که شودمحسوب می گیاه در فتوسنتزی

ازنظر  و کندایفا می گیاه در گوناگونی فیزیولوژیک

 نقش در فتوسنتز نورانی انرژی کارگیریبه و جذب

 تأثیر رویهرگونه  بنابراین ؛دارد اولیه و اساسی

. دارد تأثیر نیز فتوسنتز بر مستقیمطور  به کلروفیل

 یکی از دلایل تغییر در غلظت کلروفیل، صدمات و

غلظت  گیری اندازههایی که به گیاه در حین جراحت

روشی از  کارگیری به روایناز  شود؛ میکلروفیل وارد 

که تخریبی نباشد از اهمیت خاصی  گیری اندازه

برای  تاکنونکه  هاییروشبیشتر است.  برخوردار

غلظت کلروفیل در  گیری اندازهو  دانه رنگتجزیه 

 طورکلی بهتخریبی و  ،شود می کاربرده بهگیاه 

غیر  های روش ی ازیک .هستند گیر وقتو  پرهزینه

 ،غلظت کلروفیل در گیاه گیری اندازهتخریبی برای 

که  استسنج دستی یلاستفاده از دستگاه کلروف

(. Sims and Gamon 2002شده است ) رایج اخیراً

 خوانشکـاهش میـزان شـاخص ی طورکل به

ینگی گیـاه و سنج نشانه کاهش سبزیلکلروف

، ایـن استکـاهش میـزان کلروفیل گیاه  درنتیجه

سـبب کـاهش قـدرت فتوسنتزی  درنهایتپدیـده 

 ,Buttery and Buzzell 1977) گیاه خواهد شد

Kura-Hotta et al. 1987, Guo and Li 1996,  

Murchie and Horton 1997, Croft et al. 2017,.) 

غالباً منجر به کاهش میزان  ها یروسوبه  آلودگی
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 ,Robert et al. 1982شود )کلروفیل در گیاهان می

Balachandran et al. 1994, Daley 1995, Guo et 

al. 2005, Shimura et al. 2011.)  این شرایط

پیامدهای فیزیولوژیکی و کارکردی مهمی را در 

کـاهش میـزان ظرفیـت از:  عبارتندبردارد که 

، اختلال کربن اکسید یتثبیت دهش ، کافتوسـنتزی

در  کهکاهش تولید ماده خشک در متابولیسم، 

شود  میعملکـرد گیاه نتیجه سبب کاهش 

(Balachandran et al. 1997, Berger et al. 2007, 

Radwan et al. 2007.) 

فرنگی  های رشد گیاهی در میزبان گوجه(، شاخص کلروفیل و سایر شاخصODمیانگین چگالی نوری )مقایسه  -1 جدول

 های پروبیوتیک.در اثر تلقیح با باکتری TMVآلوده به 

Table 1- Mean comparison of optical density, chlorophyll index, and other plant growth parameters in 

tomato treated with probiotic bacteria and challenged with TMV. 
Dry weight 

of above 
ground 

tissues 

( gram) 

Root dry 

weight 
(gram) 

Fresh 

weight of 
above 

ground 

tissues 
(gram) 

Root fresh 

weight 
(gram) 

 

Plant height 

(centimeters) 

Chlorophyll 

index 

Optical 

density  

 

 
Bacterial strain 

8.9b 0.6cb 29.63b 1.47cb 54.31b 35.03b 0.27c Sc21 

8.2bc 0.56cb 32.63b 1.69cb 56.91b 31.16ab 0.42b Sc42 
5.74bc 0.57cb 28.57b 1.53cb 54.53b 25.43b 0.44b Sc13 

6.34bc 0.74ab 31.28b 1.88cb 55.25b 25b 0.18c Sc21+Sc42 

8.65b 0.65cab 31.86b 1.72cb 58.06b 27.16b 0.22c Sc13+Sc21 
7.75bc 0.63cb 31.81b 1.71cb 57.2b 28b 0.25c Sc42+Sc13 

12.3a 0.89a 47.3a 2.93a 67.83a 35.4a 0.08d Sc21+Sc42+Sc13 

4.9c 0.42c 26.61b 1.13c 44.66c 18.43c 0.78a Positive control 
(TMV inoculated) 

13.1a 0.8ab 42.23a 2.23ab 55.08b 36.98a 0d Negative control 

(Healthy plant) 

1.063 0.075 2.32 0.456 2.56 2.086 0.02 SEM 

p< 0.0004 p < 0.0107 p < 0.0001 p < 0.006 p < 0.0015 p < 0.0002 p < 

0.0001 

P- treat 

 داری ندارند. اختلاف معنی درصد احتمال پنجاساس آزمون دانکن، ستون دارای حروف مشترک در سطح  بر
Columns with same letter are not significantly different at probability level P ≤ 0.05 according to Duncan’s 

Multiple Range Test (DMRT) 
 

-نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که به

تیک، ومخلوطی از ریزوباکترهای پروبی کارگیری

سبب افزایش میزان کلروفیل در برگ و در نتیجه 

افزایش میزان فتوسنتز در گیاه می شوند. لنین و 

ها سبب جیانتین با استفاده از ترکیبی از ریزوباکتری

افزایش محتوی کلروفیل در گل پریوش 

Catharanthus roseus) شدند  که با نتایج حاصل )

 ,Lenin and Jayanthi) ن تحقیق سازگار است از ای

-طی سالیان اخیر استفاده از روش نمره در .(2012

دهی چشمی در تخمین شدت بیماری ناشی از 

های معین  های گیاهی با استفاده از مقیاس ویروس

اما استفاده از این روش  کاربرد زیادی داشته است؛

 .Martinelli et alهایی است ) دارای محدودیت

(. در تعیین میزان شدت بیماری به روش 2015

مقایسه چشمی که در دو نوبت بعد از سه و شش 

زنی صورت پذیرفت، تیمار  هفته پس از مایه

Sc21+Sc42+Sc13 تر عمل  از سایر تیمارها موفق

 شاهد یمارتکرده و شدت بیماری کمتری نسبت به 

(. در این پژوهش جهت 2آلوده مشاهده شد )جدول 

ها در بافت گیاهان از  تعیین دقیق تجمع ویروس

زمون الایزا آ آزمون الایزای غیرمستقیم استفاده شد.

روش ارزیابی وجود یا عدم وجود ویـروس  ترین ساده

علاوه بر تعیین مثبت یـا منفـی  ان است ودر گیاه

 توان می، به ویروس )سنجش کیفی(بودن آلودگی 

این آزمون، در ( ODچگالی نوری ) میزانبر اساس 

را نیز مقایسه  های مختلفغلظت ویروس در نمونه

. (Montasser et al. 2006)سنجش کمیّ( ) کرد

 .P  یباکترنتایج نشان داد که در تیمار ترکیب سه 
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putida ،P. fluorescens  وB. subtilis  میزانOD 

(، 78/۰( نسبت به شاهد آلوده )۰8/۰ی )تر کم

 همچنین در تیمار باکتری(. >p ۰۵/۰)مشاهده شد 

(Sc13) B. subtilis  نسبت به سایر تیمارها، میزان

OD ( مشاهده شد 44/۰بیشتری )(۰۵/۰ p< )

(. همچنین در کاربرد جدایه 1، نمودار 2)جدول 

Sc21   داری در میزان  یمعنکاهشOD  نسبت به

مشاهده شد. این نتایج  Sc42و  Sc13تیمارهای 

رهای پروبیوتیک گیاهی نشان داد که کاربرد باکت

 TMVداری در تجمع تواند منجر به کاهش معنیمی

از  آمده دست بهفرنگی شود. نتایج در میزبان گوجه

آزمون الایزا در تیمار ترکیبی از سه جدایه 

(Sc21+Sc42+Sc13 با نتایج حاصل از بررسی )

ی خوان همشدت بیماری به روش مقایسه چشمی 

نسب به  ODرین میزان یشتب Sc13 دارد. در تیمار

که شاخص شدت  یدرحالسایر تیمارها مشاهده شد، 

از دلایل  تر است.کم Sc21بیماری این تیمار از 

الایزا  آزمونتفاوت شاخص شدت بیماری و نتایج 

تواند پنهان ماندن آلودگی ویروسی در گیاه می

تری  یقدقمیزبان باشد، به همین دلیل، انجام آزمون 

 رسد.  یممانند الایزا ضروری به نظر 

بیماری ناشی از  علائم های پروبیوتیک جهت بازداری ازمقایسه میانگین شاخص شدت بیماری در اثر کاربرد باکتری -2جدول 
TMV فرنگی.در میزبان گوجه 

Table 2- Mean disease severity values for different treatments in tomato treated with probiotic 

bacteria and challenged with TMV. 
Disease severity (%) six 

weeks post inoculation  TMV 
Disease severity (%) three 

weeks post inoculation  TMV 
Treatment 

64.66b 
67.3b 

Sc21 

54dc 55.66c Sc42 
56.3c 57.33c Sc13 
48d 48.66c Sc21+Sc42 
54dc 57.33c Sc13+Sc21 

60.33bc 56c Sc42+Sc13 
27.66e 30d Sc21+Sc42+Sc13 
81.66a 78.66a Positive control (TMV inoculated) 

0f 0e Negative control (healthy plant) 
2.14 2.67 SEM 

p < 0.0001 p < 0.0001 P-treat 

 داری ندارند. بر اساس آزمون دانکن، ستون دارای حروف مشترک در سطح احتمال پنج درصد اختلاف معنی
Columns with same letter are not significantly different at probability level P ≤ 0.05 according to 

Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
 

 
های پروبیوتیک در تیمارهای مختلف باکتری با آزمون الایزا غیرمستقیمِ آمده دست به( OD) میانگین چگالی نوری -1نمودار 

اختلاف  درصد . بر اساس آزمون دانکن، ستون دارای حروف مشترک در سطح احتمال پنجTMVزنی شده با فرنگی مایهگوجه

 داری ندارند. معنی
Diagram 1- (ELISA) values, and severity of tomato treated with probiotic bacteria and challenged 

with TMV. Means followed by different letters within a column represent a significantly different (á 

= 0.05) by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). 
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ی رشدی گیاه توسط عوامل ها مؤلفهکه  یهنگام

یابند، شدت آلودگی میزبان  یمپروبیوتیک افزایش 

 Murphy et)یابد توسط عوامل ویروسی کاهش می

al. 2003)نتایج این پژوهش نیز نشان داد که به .-

 .P)کارگیری ترکیبی از ریزوباکترهای پروبیوتیک 

putida ،P. fluorescens  وB. subtilisسبب ،) 

های رشد و همچنین کاهش تجمع و افزایش شاخص

 M16ی رقم فرنگ گوجهدر گیاه  TMVناشی از  علائم

 شدند. همچنین نتایج این پژوهش مشخص نمود که

که جهت  یهنگامترکیبی از عوامل پروبیوتیک 

ی استفاده شوند، فرنگ گوجهدر  TMVکنترل زیستی 

 صورت بهها هریک از باکتری تر از کاربردموفق

که  است ینا احتمالی یلاز دلا جداگانه است. یکی

ها های رشد در گیاهان با ریزوباکتریافزایش شاخص

شدید  علائمممکن است که زمان لازم جهت ظهور 

 (.Murphy et al. 2003ویروسی را کاهش دهند )

ها ی در مقایسه با کاربرد پروبیوتیکطورکل به

های این جدایهیی، ترکیبی از چندین جدایه از تنها به

ها مختلف سبب پایداری بیشتر در ناحیه  باکتری

کارگیری چندین سازوکار جهت  ریزوسفر گیاهان، به

زا و بازدارندگی علیه کنترل زیستی عوامل بیماری

 Pierson andشود ) طیف وسیعی از بیمارگرها می

Weller, 1994, Murphy et al. 2003, Kavino et 

al. 2007 .)گرفته،  های انجاموهشبر اساس پژ

یت کنترل باقابلاستفاده از چندین جدایه سازگار 

زیستیِ بیمارگر، سبب بازداری بیشتر عوامل 

 Janisiewicz 1988, Murphy etشوند )زا می بیماری

al. 2003, Kavino et al. 2007 در پژوهشی که )

 منظور به( و 1998) Kloepperو  Raupachتوسط 

های پروبیوتیک گیاهی جهت استفاده از باکتری

داده شد که  القای مقاومت القایی انجام گرفت، نشان

افزایی بوده و سبب  ها دارای اثر هممخلوطی از جدایه

 گردد. ترکیب زا می بازداری بیشتر عوامل بیماری

-مخلوطی از عوامل پروبیوتیک ممکن است با ساز

های پراکسیداز،  کارهایی مانند افزایش سطح آنزیم

ید دیسموتاز، ترکیبات فنولی و لیگنینی وپر اکسس

گیاهی، سبب بازداری از عوامل  شدن دیواره سلول

 Jetiyanona and Kloepperزا گردند )بیماری

نتایج نشان داده است که ترکیبی از . (2002

ها سبب بازداری بهتر عامل ویروس ریزوباکتر

( Cucumber mosaic virus, CMVموزاییک خیار )

 Bananaای موز )در خیار و ویروس برگ دسته

bunchy top virus, BBTVشده  ( در میزبان موز

 Jetiyanona and Kloepper 2002, Harish et) است

al. 2009ی تیمارفرنگ گوجه گیاهان در (. همچنین 

 .B. amyloliquefaciens، B های یباکتر با شده

subtilis و B. pumilus ویروس به آلودگی برابر در 

 ,Tomato mottle virus) یفرنگ گوجه ایپیسه

ToMoV،) شدت و وقوع در داری یمعن کاهش 

 است گردیده مشاهده ویروس این از ناشی بیماری

(Murphy et al. 2000.)  طور کلی این احتمال به

های کارگیری مخلوطی از جدایه وجود دارد که به

تواند شرایطی را مانند شرایط طبیعی در باکتری می

ناحیه ریزوسفر برای گیاه القا نماید؛  بنابراین در 

زا موفقیت بیشتری را کنترل زیستی عوامل بیماری

ی طورکل به (.Mishra et al. 2014فراهم آورد )

اگرچه  های پروبیوتیک گیاهییری باکتریکارگ به

های  یروسوو تکثیر  علائمکامل از بروز  طور به

 طور بهکند، اما  ینمزا در گیاهان جلوگیری  یماریب

شوند؛  یمدر میزبان  علائمچشمگیری سبب کاهش 

توانند سبب کاهش میزان خسارت ناشی ین میبنابرا

شوند. نتایج این  یمها در محصولات  یروسواز 

استفاده از ترکیب مناسبی  دهد کهتحقیق نشان می

افزایی بوده، از ریزوباکترهای گیاهی دارای اثر هم

کنترل  تهج هاتواند در مدیریت تلفیقی بیماری یم

 ها از اهمیت بسزایی برخوردار باشد. یروسوزیستی 
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