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چکیده
Gaeumannomyces graminisقارچعلیه بیماري پاخوره ناشی از ) رقم پیشگام(در این بررسی امکان القاي مقاومت در گندم 

var. tritici (Ggt)نتایج نشان داد که شدت . برد پنج استرین باکتریایی اندوفیت در شرایط گلخانه مورد بررسی قرار گرفتبا کار
اي کاهش یافت و مقاومت گندم در برابر بیمارگر به طور قابل ملاحظه%6/56بیماري در گیاهان تیمار شده نسبت به گیاهان شاهد 

گلوکاناز در گیاهان گندم تیمار شده با پنج باکتري اندوفیت –4و 1–از و بتاهاي کیتیندر این پژوهش فعالیت آنزیم. افزایش یافت
Pseudomonas fluorescens،marcescensSerratia ،Microbacterium phyllosphaerae،Bacillus: جدا شده از گندم شامل

pumilus وStreptomyces argenteolusزنی گیاه با ساعت پس از مایه168و 48، 24، 0هاي در زمانGgt به عنوان نشانگرهاي
هاي اندوفیت به نتایج نشان داد فعالیت این دو آنزیم در گیاهان آلوده تیمار شده با استرین. القاي مقاومت مورد بررسی قرار گرفتند

Ggtزنی گندم با ز مایهساعت پس ا168و 48ها در گیاهان تیمار شده در زمان حداکثر فعالیت این آنزیم. داري بالا بودطور معنی

معادل marcescensSerratiaزنی با استرین گلوکاناز در گندم در اثر مایه–4و β–1ساعت فعالیت آنزیم 48در زمان . مشاهده شد
U/mg protein0291/0 در مقایسه با شاهد سالم بدون باکتري اندوفیت و بیمارگر به میزانU/mg protein0055/0 و شاهد بیمار

هاي زنی با استرینفعالیت آنزیم کیتیناز در اثر مایه. بود0075/0آلوده به بیمارگر و تیمار نشده با باکتري اندوفیت به میزان 
Pseudomonas fluorescens وmarcescensSerratia به ترتیب معادلU/mg protein0056/0 در مقایسه با شاهد 0045/0و

و شاهد بیمار آلوده به بیمارگر و تیمار نشده با باکتري اندوفیت به میزان 0030/0یمارگر به میزان سالم بدون باکتري اندوفیت و ب
.بود0031/0
گلوکاناز–4و 1–پاخوره، کیتیناز، بتا، اندوفیتهاي باکتري:هاي کلیديواژه

مقدمه
هاي هاي خاکزاد شامل کمپلکسی از قارچبیمارگر

هاي زا به بافتن عوامل بیماريای. خاکزاد و نماتدها هستند
نتیجه نهایی . کنندگیاهی مرتبط با ریشه و طوقه حمله می

هاي ریشه و طوقه است که در جذب آب و تخریب بافت
قارچ . استفاده از مواد مغذي خاك دخالت دارند

Gaeumannomycesزاي خاك از مهمترین عوامل بیماري
جنس يمهمترین گونهG.graminisي گونه. است

Gaeumannomycesها است که به غلات و سایر گرامینه

نامزاي آن روي گندم باي بیماريواریته. کندحمله می
graminis var. tritici (Ggt)Gaeumannomyces توسط

والکر نامگذاري شد که باعث بروز بیماري خطرناك 
شود خیز دنیا میدر مناطق گندمTake–allپاخوره یا

)Asher & Shipton, 1981؛Cook & Rovira, 1976 .( در
دهی ظاهر در زمان خوشهاًگیاهان آلوده علائم بیماري عمدت

هاي آلوده به ها ارتفاع نابرابر دارند و خوشهبوته. شودمی
اًطور معمول کوچکتر و سفید هستند که اصطلاح

از علائم بارز . شودنامیده می) White Head(سفیديخوشه
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هاست که ممکن است از همان شدگی ریشهاهپاخوره سی
اي خود را نشان دهد ي رشد گیاهچهمراحل اولیه

)Clarkson & Polly, 1981 .(تحقیقات بسیاري نشان داده
هستندگیاهاننفعبهوجود دارند که اندوفیتیهايجمعیت
شوندمینیتروژنتثبیتطریقازرشدتحریکوموجب

.(Hurek et al., 1994)تولیدباعثچنینهم
يیهناحدرگیاهیبیمارگرهايزیستیمهارها،فیتوهورمون

تولیدضدباکتري،وضدقارچعواملتولیدطریقازریشه،
میزبانسیستمیکمقاومتالقايغذایی،رقابتسیدروفور،

معدنیموادبودندسترسدرافزایشیاوایمنیو
,Sturz & Nowak).د شونیم لیکطوربه(2000

گیاه،شدرافزایشباعثاستممکني اندوفیتهاباکتري
میزانبرگ،سطحتوده،زیستزنی،جوانهنرخافزایش

وعملکردساقه،وریشهطولنیتروژن،پروتئین،کلروفیل،
غیرهوشوريسیل،خشکی،مانندغیرزندهتنشبهتحمل
بهراگیاهرشدتوانندط میمرتبگیاهیهايباکتري.شوند

وتولیدنیتروژن،بیولوژیکیتثبیتطریقازطورمستقیم
بهپاسخدررااتیلنبیوسنتزارتقايمهارفسفات،انحلال
ایجادباغیرمستقیمطوربهیاوغیرزندهیازندهاسترس

& Bhattacharyya)عامل بیمارگر افزایش دهندبهمقاومت

Jha, ی گیاهان فاقد سیستم ایمنی سازگار چرخش. (2012
براي محافظت از خود در مقابل بیمارگرها هستند، اما 

هاي دفاعی ضد میکروبی ساختاري و قابل القاء مکانیسم
مقاومت القایی یک ).Scheel, 1998(بسیار زیادي دارند 

شود که هدف آن روش محافظت بیولوژیک محسوب می
هاي دفاعی پاسخفعال کردن از طریقمحدود کردن بیمارگر 

هایی است که ایجاد ایده اصلی مربوط به بیان ژن.استگیاه 
مگر اینکه . شوندمقاومت کرده ولی بطور معمول بیان نمی

ها را فعال کند و یا بیان کننده مقاومت آنیک تیمار القاء
القاء مقاومت در گیاه شدیداً تحت . ها را افزایش دهدآن

تأثیر شرایط محیطی به ویژه نور و درجه حرارت در طول
به طورکلی القاء مقاومت . استوضعیت رشد شبانه روز و

زنده و یا هاي زنده یا غیردر گیاهان با استفاده ازمحرك
هاي گیاهی ناسازگار با بیمارگر، از جمله استفاده از رقم

راهکارهاي مورد توجه محققان در مدیریت آفات و 

تاکنون اثر القاء کنندگی . استهاي گیاهی بیماري
Colletotrichum lindemuthianumی نظیرهایقارچ

و Fusarium،Rhizoctoniaهاي غیربیماریزايگونه
تسریع کنندههاي و باکتريsp.Trichodermaهايجدایه

Yeidia)مورد بررسی قرار گرفته است) PGPR(رشد گیاه

et al., 2001).
گیاهان حضور بیمارگر را از طریق الیسیتورهاي مختلف 

همراه پاتوژن درك کرده و هاي لکولیا طرح مو
کنند که منجر به هاي مختلف دفاعی را فعال میمکانیسم

Ton(گردد القاء سطح بالایی از مقاومت می et al.,

در سطح مولکولی دفاع میزبان در برابر بیمارگر به ). 2002
هاي وابسته به ها و آنزیمصورت افزایش در غلظت متابولیت

آلانین هاي فنیلی همچون آنزیمهاي دفاعمکانیسم
ها، آمونیولیاز و کالسون سنتتیز که در بیوسنتز فیتوالکسین

ها که بیشتر آنگلوکانازها و کیتینازها دخالت دارند است، 
Chen)روي ساختار بیمارگر اثر تخریبی دارند  et al.,

ها و در ها در انواع مختلفی از بافتحضور باکتري. (1995
تلف و متعدد گیاهی به اثبات رسیده است هاي مخگونه

)Hallmann et al., 1997 .( به طور کلی در میان
اند بندي شدههایی که تحت عنوان اندوفیت طبقهباکتري

ها به هاي توانمند وجود دارند که اینانواعی با نام اندوفیت
دلیل داشتن خصوصیات ژنتیکی منحصر به فرد حائز اهمیت 

هاي توانمند به عنوان دیگر مفهوم اندوفیتبه عبارتی. هستند
هایی است که داراي تجهیزات راهی براي توصیف باکتري

ژنتیکی کلیدي جهت کلونیزه کردن اندوسفر و تداوم در آن 
Hardoim(شود ارائه می et al. 2008 .( در مواردي
هاي باکتریابی باعث ایجاد مقاومت میزبان در مقابل اندوفیت

به . اندزمینی شدهگی نرم درارقام سیببیماري پوسید
کارگیري شش استرین باکتریایی اندوفیت از جمله 

Bacillusتوانست به طور متوسطTake–all در % 4/39را
). 2011لیو و همکاران، (مقایسه با شاهد آلوده کاهش دهد 

: هایی نظیراز باکترياستفادهبرمبنیتحقیقات زیادي
Pseudomonas fluorescens،Bacillus subtilisو

هاي ، باکتريTrichoderma harzianumهمچنین قارچ 
Streptomyces: سجن spp. به عنوان عوامل موثر در مهار
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از ایناند که برخیپاخوره گندم معرفی شدهزیستی بیماري
Quecine)اندشدهتجاري نیز تولیدصورتبهعوامل et

al., 2008; Ghahfarokhi & Goltapeh, 2010;
Babaeipoor et al., 2011; Kwak & Weller,

2013; Lagzian et al., 2013) .روي چند یدر مطالعات
رقم هاي اندوفیتاز جدایه% 5/49زمینی، رقم سیب

توانستند از رشد و تکثیر باکترى)Sebago(سباگو
Erwinia carotovoraجلوگیري نمایند(Sturz et al.,

Burkholderiaند اندوفیتهنشان دادهاگزارش. (1998

phytofirmans PsJN باعث ایجاد مقاومت در برابر
Botrytisهاي شود و موجب القاء دفاع ژندر انگور می

در انگور JAو SAمرتبط با هر دو مسیر سیگنالینگ 
Bordiec(شودمی et al., 2011(.هایی کهباکتري

.P. putida ،P:املدهند شرا ارتقاء مقاومتاندتوانسته

fluorescens،Serratia marescens،S. plymuthica

Van Loon(هستند  et al., امروزه اغلب ).1998
گیاهپزشکی علیهيزمینههاي مورد استفاده در روش

و آفات با کاربرد سموم شیمیایی در ارتباط بوده بیمارگرها
کند یزیست را تهدید مدر حالی که سلامت انسان و محیط

)Edreva,2004( . لذا هدف تحقیق حاضر این است که با
مکانیزم دفاعی که پدیده مقاومت القایی در نظر گرفتن 

تواند به عنوان یک جایگزین میکند،را فعال میطبیعی گیاه
زیست در این عرصه مورد غیر سنتی و دوستدار محیط

اي است براي سایربرداري قرار گیرد و این مقدمهبهره
هاي کشاورزي که قادر است کاربرد کنترل شیمیایی فعالیت

را کاهش دهد و به این ترتیب در گسترش کشاورزي پایدار 
.نقش داشته باشد

هامواد و روش
ها و مواد گیاهیمنشأ ایزوله

)Ggt( هاي گیاه بیمار گندم جهت جداسازي قارچ نمونه
Gaeumannomyces graminis var. triticiسال در بهار

شدگی ریشه سفیدي و سیاهاز یک مزرعه با علائم خوشه93
روستاي لامیان استان همدان –و طوقه درمنطقه تویسرکان
هاي کاغذي به آزمایشگاه منتقل جمع آوري و داخل پاکت

–ریفامپسین(R–dPDAروي محیط کشت Ggtقارچ. شدند

بررسی . جداسازي شد) سیب زمینی دکستروز آگار
ها با استفاده از روش والکر ریسه و هیفوپودیوممورفولوژي

فرم . (Walker, 1973)انجام شدCMI Descriptionبا کلید 
زایی روي جنسی قارچ عامل در مرحله آزمون اثبات بیماري

ها جهت جمع آوري نمونه. بدست آمد) رقم پیشگام(گندم
93هاي باکتریایی اندوفیت در بهار جداسازي استرین

کبودرآهنگ، تویسرکان، : از استان همدان شاملازمناطقی
هاي صالح آباد، همه کسی، قهاوند، توئین و نهاوند از بوته

هاي باکتریایی استرین. با ظاهر سالم و شاداب انجام شد
اندوفیت مورد بررسی در این مطالعه از قطعات برگ و ساقه 
شاداب گندم ضدعفونی شده سطحی بدست آمدند، بدین 

لیتر آب میلی50قطعات برگ و ساقه خرد و در ترتیب که
دقیقه در دستگاه 30ژلاتین به مدت % 1مقطر سترون حاوي 

از سوسپانسیون . دور در دقیقه تکان داده شدند120شیکر با 
بدست آمده روي آگار مغذي کشت داده شد و در 

پس. قرار داده شدندسلسیوسي درجه25انکوباتور با دماي 
-کلنیتکیاکلنیتکتشتکاز هروزرگذشت دواز

هاي مرفولوژیکی متفاوتی داشتند را ویژگیکههایی
.شدندکشتکاملخلوصبهرسیدنتادوبارهوبرگزیده

MG26Pseudomonas=پنج جدایه اندوفیت

fluorescens،=MG28Serratia marcescens،=MG29

Microbacterium phyllosphaerae،=MG34Bacillus

pumilusو=MG56Streptomyces argenteolus بر اساس
: هاي مرفولوژیکی، بیوشیمیایی و فیزیزلوژیکی نظیرآزمون

Klement)آزمون فوق حساسیت روي شمعدانی et al.,

,Kovacs(، آزمون کاتالاز، اکسیداز(2001 ، رشد در )1956
Schaad)نمک طعام  et al., 2001) آزمون ،KOH3% ،

، تولید رنگدانه فلورسنت YDCروينه زردرنگداتولید
(Merck, Germany)روي محیط King Bآرژنین، آزمون

& Hugh)هیدرولاز، رشد هوازي و بی هوازيدي

Leifson, Schaad)، هیدرولیز نشاسته، تست لوان(1953 et

al., 2001) ،Rot of potato روي، کشتEMB (Merck,

Germany)تالیک، استفاده از سیترات، ، تولید رنگدانه سبز م
ها با استفاده از تین و تولید اسید از کربوهیدارتهیدرولیز ژلا

Schaad(محیط پایه آیر et al., 2001(توالی ژن او نهایت
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16S rRNA شناسایی و با پایگاه داده بانک ژن مقایسه و
.جهت انجام مطالعات بیشتر مورد بررسی قرار گرفتند

روي Ggtیزایی قارچ عامل آزمون اثبات بیمار
گندم

ت وزنی مخلوطی از خاك، ماسه و کود حیوانی با نسب
90و در دماي . هاي نایلونی ریخته شددر کیسه) 2:1:1(

سپس از . اتوکلاو شدندساعت دوبه مدت سلسیوسۀدرج
پنجمتر استفاده گردید و تا سانتی10هاي با قطر گلدان
ي سپس پرگنه. از خاك شدندي گلدان پر متري از لبهسانتی

رشد کرده بود به PDAکه روي بیمارگري قارچ پنج روزه
طور کامل با محیط کشت روي سطح خاك قرار گرفت و 

هاي استریل تعدادي سوراخ روي آن جهت نفوذ با سوزن
متر خاك سانتیروي سطح پرگنه یک. آب ایجاد شد

با لاًاستریل ریخته شد و پنج عدد بذر گندم را که قب
وایتکس ضدعفونی شده بود روي سطح خاك قرار داده شد 

متر خاك روي بذرها ریخته شد و به یک سانتیو مجدداً
محیط کشت فقط از نیز براي شاهد . آرامی آبیاري شدند

PDAبا همان ضخامت استفاده شددرون تشتک پتري .
ۀ درج18–25ها در گلخانه و در شرایط دمایی گلدان

ر گرفتند و مرتب براساس نیاز آبی آبیاري قراسلسیوس
روز و براي تولید 30زایی پس از ارزیابی براي بیماري. شدند

Liu(پریتسیوم پس از دو ماه انجام شد et al., 2009.(
قارچ بیمارگر جهت ) اینوکولوم(زادمایه تهیه 
سازي مصنوعی خاكآلوده

زایی با قدرت بیماريزادمایهسازي یک به منظور آماده
هاي دانه:هاي یولاف به صورت زیر استفاده شدبالا از دانه

200(ساعت در آب24به مدت )گرم200(یولاف
سپس به فلاسک . در دماي اتاق خیسانده شدند) لیترمیلی

Erlenmyer)500دقیقه در 30منتقل و به مدت ) لیتريمیلی
در سه روز متوالی اتوکلاو سلسیوسي درجه121دماي 
با قطر (PDAیک تشتک پتري حاوي محیط کشت. شدند

به آن رشد داده شده بودروي Ggtکه قارچ)مترسانتی9
ي یولاف گرم دانه200هاي کوچک خورد شده و با مربع

سلسیوسي درجه20اتوکلاو شده مخلوط شد و در دماي 
ها به جهت اجتناب از به هم چسبیدن دانه. قرار گرفتند

ها، محتویات ي قسمتز براي نفوذ به همهیکدیگر و نی
هفته، سهها هر روز به هم زده شد پس از گذشت فلاسک

در ها خارج، هاي یولاف کلونیزه شده از داخل فلاسکدانه
شدن آسیاب جهت یکدستومعرض هوا خشک گردید

. نگهداري شدندسلسیوسي درجهچهارو در دماي ندشد
هاي عی خاك براي آزمایشمصنوآلوده کردنتا به منظور

Liu(اي مورد استفاده قرار گیرندگلخانه et al., 2009.(

هاي اندوفیت از باکتريزادمایهتهیه 
به صورت چمنی پتريتشتک تعداد سهجدایهبراي هر 

ساعته 48تا 24براي این منظور از کشت . کشت داده شد
ري هاي حاوي باکتبه تشتک. استفاده شدNAروي محیط

به صورت جداگانه چند سی سی آب مقطر اضافه شد و 
در جدا و کشتبه کمک لوپ از سطح محیطهاباکتري

150ارلن حاوي ظروف سپس در . ندحل شدآب مقطر 
ها ریخته شدند و جذب نوري آنسترونلیتر آب مقطر میلی

توسط دستگاه 106نانومتر با غلظت600در طول موج 
. شداسپکتروفتومتر تنظیم 

ايهاي گلخانهآزمایش
هاي اندوفیتباکتريآزمایش به منظور تعیین اثر کاربرد 

بر کاهش شدت بیماري پاخوره ناشی از القاي مقاومت در 
از پارامترهاي . انجام شد)رقم پیشگام(گیاه گندم

هاي ي القاي مقاومت، میزان فعالیت آنزیمدهندهنشان
و نیز براي هاي گیاهبافتگلوکاناز درون–4و β–1کیتیناز،

ها و تعداد ارزیابی شدت بیماري فاکتور شادابی بوته
هاي آلوده در هر گلدان با در نظر گرفتن ضایعات بوته

مورد پنج کلاس ها در ، بوتهTake–allآوندي سیاه ناشی از 
.)1جدول ()Kavak & Boydak,2006(ند بررسی قرار گرفت

تحلیل شد و SAS 9.1فزار اها با استفاده از نرمداده
% 1در سطح احتمال دانکنها با روش آزمونمیانگین

.مقایسه شدند
مخلوط خاك، اي،هاي گلخانهجهت انجام آزمایش

تهیه و 2: 1: 1وزنیکودحیوانی پوسیده به نسبتو ماسه
متر با سانتی20هاي پلاستیکی با قطر گلدان.گردیداتوکلاو
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رقم (عدد بذر گندم12گلدان خاك پر شدند، درون هر
اي گندم سه بار به هاي دو هفتهگیاهچه. کاشته شد)پیشگام

هاي باکتریایی تا صورت یک روز در میان با سوسپانسیون
در . ها اسپري شدندقبل از جاري شدن آب از سطح برگ

لیتر میلی30روز دوم علاوه بر اسپري برگی مقدار 
سطخ خاك و نزدیکی بذور روي سوسپانسیون در هر گلدان 

ساعت بعد از آخرین اسپري 48. ریخته شدکاشته شده 
گرم خاك یک 100به ازاي هر (زنی با قارچ مورد نظرمایه
روي سطح خاك ریخته به آرامی و به )قارچزادمایهگرم

از بافت ساقه و برگ . مقدار جزئی با خاك مخلوط گردید
و 48، 24، 0زمانی ها در فواصل جهت تعیین مقدار آنزیم

برداري زنی قارچ عامل بیماري نمونهساعت بعد از مایه168
با نیتروژن مایع خرد و منجمد ) یک گرم بافت(هانمونه. شد

هاي جهت آزمایش. ندها منتقل شدشده و داخل میکروتیوپ
نگهداري درجه سلسیوس–20بعدي در فریزر با دماي 

ي طرح کاملاً ر پایهبآزمایش به صورت فاکتوریل .شدند
ها با داده. انجام شدتصادفی با سه تکرار براي هر تیمار 

دانکني میانگین با آزمونآنالیز و مقایسهSAS 9.1افزار نرم
Navarre)انجام شد% 1در سطح احتمال  et al.,2004 &

Madhaiyan et al., 2004).
گیري شدت بیماري با شاخص اندازه-1جدول

فاکتور شادابی در گیاه گندمدرنظرگرفتن 
Table1. Disease severity index considering the

freshness factor in wheat
IndexDisease severity

10–20%=1Week
21–40%=2Average
41–60%=3well
61–80%=4Very well

81–100%=5Excellent

گلوکانازوستخراج کیتینازا
-یناز و گلوکاناز یک گرم از نمونهجهت استخراج کیت

لیتر بافر استات سدیم میلی5/1هاي بافت تهیه شده را با 
دوهاي مولار مخلوط و سپس عصاره در میکروتیوپ05/0

. سانتریفیوژ شدrpm13000دقیقه در 20لیتري به مدت میلی
لیتري منتقل و تا میلی5/1هاي بخش رویی به میکروتیوپ

سلسیوس ي درجه–20اي بعدي در دماي هانجام آزمایش
Madhaiyan(نگهداري شد et al.2004.(

گلوکاناز4وβ–1بررسی فعالیت آنزیم
گلوکاناز به روش 4و1–بررسی میزان فعالیت آنزیم بتا

Tondje et al.,)2007 (با تغییراتی به شرح زیر انجام شد :
زر ي مربوط به استخراج گلوکاناز از فریي حاصلهعصاره

. خارج و در یخچال قرار داده شد تا به آرامی ذوب شود
ها در ي آزمایشهاي مربوطه جهت ادامهسپس میکروتیوپ

100مخلوط واکنش شامل . حمام یخ قرار داده شد
میکرولیتر محلول یک 100ي گیاه و میکرولیتر عصاره

بود )ساخت کمپانی سیگما(درصد کربوکسی متیل سلولز 
. تهیه شده بود) =5pH(مولار05/0ت سدیم که در بافراستا

دقیقه در 30براي مدت )میکرولیتر200(مخلوط واکنش
نگهداري شد و سپس با درجه سلسیوس50حمام آب 

میکرولیتر معرف دي نیتروسالیسیلیک 600اضافه کردن 
و قرار )Dinitrosalicylic acid reagent= DNS(اسید

دقیقه پنجه مدت دادن مخلوط واکنش در آب جوش ب
5/2سپس حجم مخلوط واکنش با آب مقطر به . متوقف شد

Varian)لیتر رسانده شد و با استفاده از اسپکتروفتومترمیلی

Cary 100 Conc) 500جذب نوري آن درطول موج
ۀدستگاه اسپکتروفتومتر به وسیل. گیري شدنانومتر اندازه

درجه 100ي آن در حمام آب عصارهمخلوط واکنش که
فعالیت .فعالیتش متوقف شده بود، صفر شدسلسیوس

رگرم گلوکز آزاد شده داختصاصی آنزیم به صورت میلی
تعیین موجود در عصارهگرم پروتئین تام میلیبه ازايدقیقه 

Yedidia(شد et al., 2000.( جهت تعیین فعالیت آنزیمی
.هاي مختلف گلوکز تهیه شدمنحنی استاندارد با غلظت

آنزیم منحنی استاندارد جهت محاسبه فعالیت تهیه
β–1 گلوکاناز4و

18/0مولار گلوکز، 1/0ي ي محلول پایهابتدا براي تهیه
مولار05/0لیتر بافر استات سدیم میلی10گرم گلوکز در 

)5pH= (1/0، 0ي مذکور حل شد و سپس از محلول پایه ،
10هاي تر به لولهلی، میلی7/0، 6/0، 5/0، 4/0، 3/0، 2/0
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ها با بافر مذکور به پنج لیتري منتقل شد و حجم آنمیلی
100هاي مذکور از هر کدام از لوله.لیتر رسانده شدمیلی

ي گیاه اضافه میکرولیتر به مخلوط واکنش به جاي عصاره
درجه 50دقیقه در حمام آب 30مخلوط واکنش . شد

نش معرف به مخلوط واکو سپسنگهداري شدسلسیوس
DNSها بلافاصله در ظرف آب جوش قرار اضافه و نمونه

سپس حجم مخلوط . گرفت و براي پنج دقیقه جوشانده شد
دستگاه . لیتر رسانده شدمیلی5/2ي آب مقطر به به وسیله

ي مخلوط واکنش بدون گلوکز صفر اسپکتروفتومتر به وسیله
انومتر، ن500ها در طول موج پس از قرائت جذب نمونه. شد

بین Trendlineي و رویهExcelي نرم افزار به وسیله
500موج هاي گلوکز و میزان جذب نوري در طولغلظت

ي ي رگرسیونی خطی برقرار شد و معادلهنانومتر معادله
ي میزان فعالیت آنزیم ي یک حاصله جهت محاسبهدرجه

.مورد استفاده قرار گرفت

بررسی فعالیت آنزیم کیتیناز
مربوط به استخراج کیتیناز از فریزر ، ي حاصلهعصاره

. خارج و در یخچال قرار داده شد تا به آرامی ذوب شود
ها در ي آزمایشهت ادامهجهاي مربوطه سپس میکروتیوپ

لیتر میلی5/2مخلوط واکنش شامل . حمام یخ قرار داده شد
لیتر بافر میلی5/2ساخت کمپانی فلوکا و % 1محلول کیتین 
.گیاه بودةلیتر عصارمیلی5/0مولار و 05/0استات سدیم 

40مخلوط حاصله براي مدت یک ساعت در حمام آب 
نگهداري شد، سپس واکنش با اضافه کردن درجه سلسیوس

نیتروسالیسیلیک اسید متوقف شد و لیتر معرف ديسه میلی
. براي مدت پنج دقیقه در آب در حال جوشیدن قرار گرفت

سانتریفیوژ rpm8000ل به مدت پنج دقیقه درمحلول حاص
نانومتر 540ی در طول موج و میزان جذب بخش روی

دستگاه اسپکتروفتومتر براي هر نمونه به . گیري شداندازه
درجه تیمار نشده بود 40ي مخلوط واکنش که تنها در وسیله

گرم میزان فعالیت اختصاصی آنزیم به صورت میلی. صفر شد
ۀگرم پروتئین تام نمونشده در دقیقه در میلیگلوکز آزاد

جهت تعیین فعالیت آنزیمی منحنی . گیاهی تعیین شد

هاي مختلف گلوکز مشابه از غلظتگیرياستاندارد با بهره
).Bansode & Bajekal, 2006(تهیه شدقبل

ارزیابی میزان کل پروتئین و سنجش پروتئین 
استاندارد

گرم پروتئین موجود ه میلیجهت تعمیم فعالیت آنزیم ب
ها به روش در بافت، میزان پروتئین تام موجود در نمونه

Bradford)1976 (لیتر ابتدا سه میلی:به شرح ذیل تعیین شد
ي آنزیمی به میکرولیتر عصاره30معرف بردفورد همراه با 

پس از اختلاط کامل محتویات .صورت کامل مخلوط شد
، )cuvette(هاي اسپکتوفتومتر ولههر لوله و انتقال آن به ل

وفتومتررنانومتر در دستگاه اسپکت595مقدار جذب نور در 
)Varian Cary 100 Conc(کردنصفربراي. قرائت شد

که شامل )blank(ي شاهد هادستگاه اسپکتروفتومتر از لوله
تهیه جهت . معرف بردفورد بود استفاده شدلیترفقط سه میلی

. استفاده شداز سرم آلبومین گاويمربوطه، منحنی استاندارد
پنج گرم از این سرم درطبق روش بردفورد مقدار پنج میلی

، 15، 10، 5آب مقطر استریل حل و از آن به ترتیب لیترمیلی
میکرولیتر به 70و 60، 45،50و40، 35، 30، 25، 20

اضافه لیتر معرف بردفوردهاي آزمایش حاوي سه میلیلوله
ها و تولید رنگ پس از اختلاط کامل محتویات لوله.شد

نانومتر در دستگاه 595مقدار جذب نوري در آبی،
. قرائت شد) Varian Cary 100 Conc(اسپکتروفتومتر

ۀسپس میزان سرم و اعداد جذب به دست آمده معادل
.رگرسیون و منحنی مربوط به آن به دست آمد

نتایج
ندوفیت بر بیماري هاي اثیر کاربرد باکتريأت

پاخوره در شرایط گلخانه
نتایج بررسی پنج باکتري اندوفیت در شرایط گلخانه بر 
شدت بیماري با در نظر گرفتن ضایعات آوندي سیاه ناشی از 

Take–allها نشان داد، که شدت بیماري و نیز شادابی بوته
در تیمارهاي باکتریایی اندوفیت با شاهد سالم و شاهد آلوده 

درصد فاکتور شادابی در . داري وجود داردلاف معنیاخت
نسبت به شاهد آلوده افزایش یافت به % MG26 ،6/56تیمار 
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ها عبارتی دیگر میزان ضایعات آوندي و نکروز ریشه و طوقه
).1شکل (در تیمارهاي باکتریایی کاهش یافت

گلوکاناز–4و β–1بررسی میزان فعالیت آنزیم 
س و مقایسه میانگین بررسی فعالیت نتایج تجزیه واریان

نشان داده شده 3و 2در جداول گلوکاناز–4و β–1آنزیم 
هاي اندوفیت جداشده از گندم نتایج کاربرد باکتري. است

برداري و نشان داد، بین تیمارها و نیز روزهاي مختلف نمونه
% 1ها در میزان فعالیت این آنزیم در سطح اثر متقابل آن
بیشترین میزان فعالیت این . دار وجود دارداختلاف معنی

زنی قارچ عامل ساعت پس از مایه168و48آنزیم در 
و β–1میزان فعالیت آنزیم ). 2شکل (بیماري مشاهده شد 

هاي اندوفیت یه گلوکاناز در گیاهان تیمار شده با باکتري–4
در بین . داري بیشتر از شاهد آلوده و سالم بودطور معنی

ها بیشترین تیمارهاي مختلف باکتریایی نیز برخی استرین
در . در میزان فعالیت این آنزیم از خود نشان دادندتاثیر را

زنی قارچ عامل بیماري ساعت پس از مایه48ي تیمارها، همه

میزان فعالیت این آنزیم افزایش یافت و پس از هفت روز 
.یک کاهش نسبی نشان دادند

بررسی فعالیت آنزیم کیتیناز
شان ن5و 4نتایج بررسی فعالیت آنزیم کیتیناز در جداول 

هاي اندوفیت جدا شده نتایج کاربرد باکتري. داده شده است
یمارها و نیز روزهاي مختلف از گندم نشان داد، بین ت

ها در میزان فعالیت این آنزیم برداري و اثر متقابل آننمونه
طبق نتایج به . دار وجود دارداختلاف معنی% 1در سطح 

ي تیمارها، هدست آمده میزان فعالیت آنزیم کیتیناز در هم
زنی قارچ عامل بیماري افزایش یافته و ساعت پس از مایه48

یک ). 3شکل (به بالاترین میزان فعالیت خود رسیده است
. زنی از خود نشان دادندکاهش نسبی هفت روز پس از مایه

زنی ساعت پس از مایه48بالاترین میزان فعالیت آنزیم در 
تیمارهاي مختلف بین. قارچ عامل بیماري مشاهده شد

MG26=Pseudomonasهاي اندوفیت، تیمار باکتري

fluorescensبالاترین میزان فعالیت آنزیم را نشان داد.

Gaeumannomyces graminisمقایسه شدت بیماري پاخوره گندم ناشی از قارچ –1شکل  var. tritici در گیاهان تیمار شده با
باکتري اندوفیت: MGشاهد سالم، : +C،شاهد آلوده:Cpهاي اندوفیت گندم؛ باکتري

Fig 1. Compare of wheat take–all disease severity caused by Gaeumannomyces graminis var. tritici in wheat
plants treated with endophytic bacteria; Cp: infected control, C +: healthy control, MG: endophytic bacteria
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هاي اندوفیت جدا شده از ناشی از کاربرد باکتريدر گندمگلوکاناز–4و β–1تجزیه واریانس بررسی فعالیت آنزیم –2جدول
گندم

Table 2. Statistical analysis of β–1, 4–glucanase enzyme activity in wheat due to application of endophytic
bacteria isolated from wheat.

)difference at 1% levelSignificant( درصد1دار در سطح احتمال معنی: **

هاي اندوفیت جدا شده از ناشی از کاربرد باکتريگلوکاناز در گندم –4و β–1یسه میانگین بررسی فعالیت آنزیممقا–3جدول
گندم

Table 3. Analysis of β–1, 4–glucanase enzyme activity in wheat due to application of endophytic bacteria isolated from wheat

Treatment

Sampling time intervals (hour)
Time

0 24 48 168

C+ 0.0051
c

0.0051
c

0.0055
c

0.0055
c

Cp 0.0054
c

0.0056
c

0.0075
c

0.0075
c

MG26P 0.0049
c

0.0053
c

0.0260
a

0.0168
b

MG28P 0.0052
c

0.0054
c

0.0291
a

0.0263
a

MG29P 0.0051
c

0.0052
c

0.0152
b

0.0179
b

MG34P 0.0049
c

0.0049
c

0.0168
b

0.0179
b

MG56P 0.0047
c

0.0048
c

0.0056
c

0.0075
c

زنی ساعت پس از مایه168و 48، 24، 0گلوکاناز در فواصل زمانی –4و β–1بررسی میزان فعالیت آنزیم –2شکل 
Gaeumannomyces graminis var. triticiهاي اندوفیتبه گندم تیمارشده با باکتري .C+ : شاهد سالمCp : بیمارشاهد

Fig 2. activity of β–1, 4–glucanase enzyme at intervals of 0, 24, 48 and 168 hours after inoculation
Gaeumannomyces graminis var. tritici to wheat treated with endophytic bacteria. C +: healthy controls Cp:
infected control.

Source DF β–1, 4–glucanase
Time 3 0.000638**

Bacteria 6 0.000216**

Bacteria*Time 18 0.000078**

Error 56 0.000004

Coefficient of variation(CV) – 20.99%
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هاي اندوفیت جدا شده از گندمناشی از کاربرد باکتريکیتیناز در گندمرسی فعالیت آنزیمتجزیه واریانس بر–4جدول 
Table4. Statistical analysis Chitinase enzyme in wheat due to application of endophytic bacteria isolated from

wheat.

)difference at 1% levelSignificant(درصد1دار در سطح احتمال معنی: **

ندوفیت جدا شده از گندمهاي اناشی از کاربرد باکتريکیتیناز در گندم مقایسه میانگین بررسی فعالیت آنزیم–5جدول
Table5. Analysis of Chitinase enzyme activity in wheat due to application of endophytic bacteria isolated from
wheat.

Treatment
Sampling time intervals (hour)

Time
0 24 48 168

C+ 0.0024
m

0.0027
l

0.0030
ikh

0.0031
ikhj

Cp 0.0028
kl

0.0031
ikh

0.0031
jkh

0.0032
ihj

MG26P 0.0029
likh

0.0047
de

0.0056
b

0.0116
a

MG28P 0.0032
h

0.0042
f

0.0045
ef

0.0050
d

MG29P 0.0029
likj

0.0032
ih

0.0033
h

0.0047
de

MG34P 0.0029
lkj

0.0038
g

0.0042
f

0.0052
c

MG56P 0.0031
ikhj

0.0031
ikhj

0.0032
h

0.0043
f

Gaeumannomycesزنی ساعت پس از مایه168و 48، 24، 0بررسی میزان فعالیت آنزیم کیتیناز در فواصل زمانی –3شکل 

graminis var. triticiهاي اندوفیتبه گندم تیمارشده با باکتري .C+ : شاهد سالمCp :شاهد بیمار
Figure 3. activity of Chitinase enzyme at intervals of 0, 24, 48 and 168 hours after inoculation Gaeumannomyces
graminis var. tritici to wheat treated with endophytic bacteria. C +: healthy controls Cp: infected control.

Source DF Chitinase
Time 3 0.000021**

Bacteria 6 0.00015**

Bacteria*Time 18 0.00000481**

Error 56 0.00000003
Coefficient of variation(CV) - 4.15%
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منحنی استاندارد پروتئین
هاي مورد آزمون و ي فعالیت اختصاصی آنزیمجهت محاسبه

گرم پروتئین موجود در عصاره، ت آنزیم به میلیتعمیم فعالی
هاي مختلف سرم منحنی استاندارد با استفاده از غلظت

فعالیت آنزیمی به ).4شکل (آلبومین گاوي رسم شد 
. گرم پروتئین کل تعییین شدصورت واحد آنزیمی در میلی

پنج باکتري اندوفیت موفق نتایج بررسی اثر کاربرد
ها در گیاهان حداکثر فعالیت این آنزیماي نشان داد،گلخانه

زنی گندم ساعت پس از مایه168و 48تیمار شده در زمان 
و β–1ساعت فعالیت آنزیم 48در زمان . مشاهده شدGgtبا 
زنی با استرین گلوکاناز در گندم در اثر مایه–4

marcescensSerratiaمعادلU/mg protein0291/0 و
هاي زنی با استرینز در اثر مایهفعالیت آنزیم کیتینا

Pseudomonas fluorescens وmarcescensSerratia به
.بود0045/0U/mg proteinو 0056/0ترتیب معادل 

منحنی مورد استفاده براي تعیین میزان پروتئین کل–4شکل 
Fig 4. Diagram used to determine the total protein

بحث
هاي باکتریایی غیر از تولید مواد رینبرخی از است

بازدارنده و سیدروفور، توان رقابتی بالاتري داشته و به علاوه 
تماس یک . قادرند سیستم ایمنی میزبان را تحریک کنند

در ي دفاعیهاپاتوژن با گیاه میزبان سبب فعال شدن واکنش
تحقیقات بسیاري نشان داده است که القاي . گرددگیاه می
هاي دفاعی گیاه از طریق مایه زنی مصنوعی با واکنش

. ها یا با تیمار گیاه با مواد شیمیایی امکانپذیر استمیکروب
این مقاومت القایی در ابتدا ممکن است به صورت موضعی 

در .و به دنبال آن به صورت سیستمیک گسترش یابد
هاي هاي دفاعی تعداد زیادي آنزیم که به نام پروتئینواکنش

. شونداند فعال میشناخته شده) PR(با بیماریزایی مرتبط
شوند باعث ساخته شدن  اتیلن میPRهاي برخی از پروتئین

تواند بسیاري از که به عنوان نوعی هورمون گیاهی می
برخی دیگر از . را در گیاه برانگیزاند"استرس"هاي واکنش

هاي اکسید کننده و ها باعث تولید آنزیماین پروتئین
ي سلولی و تقویت شوند که در تغییر دیوارههایی میروتئینپ

Reddy)ي بیمارگر نقش دارند آن در مقابل حمله et al.,

شناسایی PRهاي تیره از پروتئین14دست کم .(2002
PR2)β–1ها میتوان به ترین آن اند که از شناخته شدهشده

عات اطلا.اشاره کرد) کیتینازها(PR3، )گلوکاناز–3،
ها، بالقوه از اهمیت عملی بدست آمده در مورد این پروتئین

ها به روش زیادي برخوردارند زیرا ممکن است به کمک آن
مهندسی ژنتیک، گیاهانی به وجود آورد که وقتی مورد 

هاي ي بیمارگر قرار گیرند، مقادیر کافی از پروتئینحمله
PRدر . د نمایندمناسب براي محافظت از گیاه از بیماري تولی

ها با استفاده از مکانیسم مقاومت PGPRاین رابطه بسیاري از
اکتسابی سیستمیک همانند تولید اسید سالیسیلیک و 
اگزالات مقاومت گیاه را در مقابل عامل بیماریزا افزایش 

در آزمایشی که توسط دانشمندان انجام گرفت . دهندمی

Milligram BSA

A
bs

or
pt

io
n 

at
59

5
nm
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همین مکانیسم ها به وسیلهمشاهده شد دوگونه از باسیلوس
بیماري پوسیدگی غلاف برنج، پوسیدگی ریشه در سویا، 

نشاننتایج.به شدت کاهش دادندرا بیماري سوختگی خیار 
باگلوکانازوکیتینازهايآنزیمفعالیتدهد که، افزایشمی

هاآندرکهگیاهانیدرشدهمشاهدهمقاومتافزایش
. مقاومت صورت گرفته مرتبط استتحریک

وجود اندوفیتیهايجمعیتحقیقات بسیاري نشان دادهت
ازرشدتحریکوموجبهستندگیاهاننفعبهدارند که 

Hurek).شوندمینیتروژنتثبیتطریق et al., 1994)

زیستیمهارها،فیتوهورمونتولیدباعثهمچنین
تولیدطریقازریشه،يیهناحدرگیاهیبیمارگرهاي

رقابتسیدروفور،تولیدکتري،ضدباوضدقارچعوامل
یاوایمنیومیزبانسیستمیکمقاومتالقايغذایی،
& Sturz)دشونیممعدنیموادبودندسترسدرافزایش

.Nowak, به کارگیري شش استرین باکتریایی (2000
–Takeتوانست به طور متوسطBacillusاندوفیت از جمله 

all لیو و (کاهش دهددر مقایسه با شاهد آلوده% 4/39را
از استفادهبرمبنیتحقیقات زیادي).2011همکاران، 

Pseudomonas fluorescens،Bacillus: هایی نظیرباکتري

subtilisهمچنین قارچ وTrichoderma harzianum ،
Streptomycesاکتینو باکتري مانند  spp. به عنوان عوامل

اند که معرفی شدهپاخوره گندم موثر در مهار زیستی بیماري
.اندشدهتجاري نیز تولیدصورتبهعواملاز اینبرخی

–4و 1–هاي کیتیناز و بتادر این پژوهش فعالیت آنزیم

گلوکاناز در گیاهان گندم تیمار شده با پنج باکتري اندوفیت 
، Pseudomonas fluorescens: جدا شده از گندم شامل

marcescensSerratia،Microbacterium

phyllosphaerae،Bacillus pumilus وStreptomyces

argenteolusساعت پس از 168و 48، 24، 0هاي در زمان
به عنوان نشانگرهاي القاي مقاومت Ggtزنی گیاه با مایه

نتایج نشان داد فعالیت این دو . مورد بررسی قرار گرفتند
فیت به هاي اندوآنزیم در گیاهان آلوده تیمار شده با استرین

ها در حداکثر فعالیت این آنزیم. داري بالا بودطور معنی
زنی ساعت پس از مایه168و 48گیاهان تیمار شده در زمان 

ساعت فعالیت آنزیم 48در زمان . مشاهده شدGgtگندم با 
β–1 زنی با استرین گلوکاناز در گندم در اثر مایه–4و

marcescensSerratia معادلU/mg protein0291/0 در
مقایسه با شاهد سالم بدون باکتري اندوفیت و بیمارگر به 

و شاهد بیمار آلوده به بیمارگر و تیمار نشده 0055/0میزان 
همچنین فعالیت . بود0075/0با باکتري اندوفیت به میزان 

Pseudomonasهاي زنی با استرینآنزیم کیتیناز در اثر مایه

fluorescens وmarcescensSerratia به ترتیب معادل
در مقایسه با شاهد سالم 0045/0U/mg proteinو 0056/0

و شاهد 0030/0بدون باکتري اندوفیت و بیمارگر به میزان 
بیمار آلوده به بیمارگر و تیمار نشده با باکتري اندوفیت به 

هايداد، آنزیمنشانپژوهشایننتایج. بود0031/0میزان 
را در گیاهانفعالیتحداکثروکانازگل4وβ1–و کیتیناز

بیماري و تیمارهاي باکتریاییعاملبه وسیلهزنی شدهمایه
کاربرد برمبنیقبلیمطالعاتبانتایجاین.دادندنشان

.Pهاي لیپوپلی ساکارید fluorescence در سرکوب
و القاي مقاومت در آن توسط فوزاریومی تربچهپژمردگی 

Leeman et al., اما در میان . طابقت داشتم1996
ها همواره گروهی از پتانسیل بالاتري در القاي باکتري

.P: توان بهها میاند که از آنمقاومت از خود نشان داده

putida ،Serratia marescens،Serratia plymuthicaو
P. fluorescensهاي قارچی، باکتریایی و روي پاتوژن

Van Loon(ویروسی اشاره کرد  et al., که در این ،)1998
هاي باکتریایی کارایی قابل بررسی نیز برخی از این گونه

.قبولی از خود نشان دادند
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Abstract

In this study the possibility of inducing resistance was tested using five endophytic bacterial strains against
wheat take–all disease caused by the Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt) under greenhouse conditions.
The results showed that disease severity in treated plants compared to control samples decreased 56.6% and
wheat resistance against the pathogen has been substantially increased. Effect of five endophytic bacterial strains
including Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Microbacterium phyllosphaerae, Bacillus pumilus
and Streptomyces argenteolus were studied on some enzymes related to plant resistance at the 0, 24, 48 and 168
hours after inoculation with Ggt. Results showed the highest levels of the β–1, 4–glucanase and chitinase at 48
and 168 hours after inoculating of pathogen. The level of β–1, 4–glucanase in plant samples inoculated with
Serratia marcescens showed 0.0291 U/mg protein compared to c+ (healthy control without endophytic bacteria
and pathogen) with 0/0055 and cp (pathogen– infected control and untreated with endophytic bacteria ) with
0/0075. The level of chitinase for plant samples inoculated with Pseudomonas fluorescens and Serratia
marcescens strains were 0.0056 and 0.0045 U/mg protein compared to c+ (healthy control without endophytic
bacteria and pathogen) with 0/0030 and cp (pathogen– infected control and untreated with endophytic bacteria)
with 0/0031, respectively.
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