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  چكيده 

. هاي اين گياه در ايران به شمار مـي رود  يكي از مهمترين بيماري Fusarium oxysporum f. sp. ciceris با عاملپژمردگي فوزاريومي نخود 
 )KB( حـيط كشـت كينـگ ب   بـا اسـتفاده از م   خراسان در استانفلورسنت از فرا ريشه نخود  به منظور كنترل بيولوژيكي اين بيماري، سودوموناس هاي

 KB)( در دو محيط كينگ ب F. oxysporum f. sp. Ciceris(Foc) استرين باكتريايي عليه قارچ 80فعاليت ضد قارچي. جداسازي و شمارش شدند
 37/94و  KB حـيط  اسـترينها در م  درصد 25/81  استرين مورد بررسي، 80نتايج نشان داد كه از بين . شدبررسي  )PDA( و سيب زميني دكستروز آگار

. بين توليد متابوليت هاي ضدقارچي با كاهش بيماري رابطه معني داري مشاهده شـد  .داراي توانايي بازدارندگي از رشد قارچ بودند  PDAدر محيط درصد
 )DAPG(  يل فلوروگلوسـينول دي است -4و2ژن كليدي در بيوسنتز آنتي بيوتيك  ،phlDرديابي  .وفورهاي استرين ها ديده نشدراين رابطه در مورد سيد

نتـايج  نشـان داد كـه    . صـورت گرفـت    B2BF/BPR4اي پليمراز و با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي هاي باكتريايي توسط واكنش زنجيرهدر استرين
بهترين اثر را بـر    T26جدايه  اي، هاي گلخانه آزمايشدر .در اين جدايه ها تكثير گرديد bp   629بوده و قطعه اي به اندازه phlDژن   دارايجدايه 20

 -M2 در بين استرين هاي مورد بررسـي جدايـه  . بهترين اثر را بر وزن تر بخش هاي هوايي نشان دادند M2-15 و   T90هاي وزن تر ريشه  و جدايه

  . ها موجب گرديد بطور معني داري بيشترين كاهش را در شدت بيماري نسبت به ساير جدايه 15
  

  سودوموناس فلورسنس ،ولدي استيل فلوروگلوسين -4و2آنتي بيوتيك ،كنترل بيولوژيك فوزاريومي،پژمردگي نخود،  :يكليدواژه هاي 
  
   4 3 2  1 مقدمه
 گشنگياهي است يكساله، خود ،).Cicer arietinum L( نخود

ديپلوئيد كه از نظر اهميت در ميان بقولات رتبه سوم دنيا و جايگـاه  و 
. را بــه خــود اختصــاص داده اســتآفريقــا  نخســت در آســيا و شــمال

 .Fusarium oxysporum f توسط قارچ كهپژمردگي آوندي نخود

sp. ciceris زاد ايـن گيـاه    مهمترين بيمـاري خـاك  شود  ايجاد مي
 1940در سـال   5نخستين بار توسط پـدويك  اين قارچ .رود بشمار مي

 .تتوصيف گرديد و از آن به بعد از چنـدين كشـور گـزارش شـده اس ـ    
درصـد  15تـا  10بـين  كاهش عملكرد ساليانه نخود در اثر اين بيماري 

توانـد در شـرايط طغيـان كـل      بيمـاري مـي   ولـي  ،گزارش شده است
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5- Padwick 

اولـين بـار در سـال     اين بيمـاري بـراي   ).25( محصول را از بين ببرد
گزارش  نخود كاري مناطقبرخي  توسط منوچهري ومصري از ، 1342
  ).2و  1(ي مناطق برآورد شد در بعضدرصد   22وخسارت آن تا  شد

 هـا  كـش  ، اسـتفاده از قـارچ  زاد بودن اين بيمـارگر  به دليل خاك
مقاومـت ميزبـاني هـم بـه     . اسـت  آميز نبوده موفقيتعليه آن چندان 
داري باعـث كـاهش بيمـاري     اي نيست كه بتواند به نحو معني اندازه

ــود  ــدين  ).9(ش ــالهايب ــت در س ــر  جه ــتفاده از روشاخي ــا اس ي ه
براي مبارزه هاي فلورسنت  سودوموناس بيولوژيكي، به ويژه استفاده از

ايـن   .با بيماري هاي خـاكزاد بسـيار مـورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت       
باشند،  جوان مي هاي ريشه ترين كلنيزه كنندگان ها از موفق باكتري

غالبا بـراي ورود خـود بـه داخـل      هايي كه بيمارگر يعني همان بخش
 )13( و همكاران هرواس). 30و  3( كند استفاده مي آنهااز  بافت ريشه

را بـه عنـوان عامـل     Pseudomonasو Bacillus بـاكتري هـاي   
كرده واظهار داشتند  بيوكنترل پژمردگي فوزاريومي نخود ايراني معرفي

ها در مبارزه تلفيقي به همراه ارقام زراعي مقاوم و يباكتركه كاربرد ريزو
كـائورو   .واند در مديريت بيماري مـوثر باشـد  تنظيم تاريخ كاشت مي ت

  )ع كشاورزيعلوم و صناي(حفاظت گياهان نشريه
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  1392 زمستان، 4شماره، 27، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      408

، كه جدايه هاي سودوموناس فلورسـنت  نيز نشان دادند )16( همكاران
در شرايط گلخانه و مزرعه در مقايسه با تيمار شـاهد، بـه طـور معنـي     
داري باعث افزايش جوانه زني بذر، كاهش شـدت بيمـاري پژمردگـي    

  .يومي و بهبود رشد گياه نخود شدندفوزار
اعضاي تشـكيل دهنـده   ودوموناس هاي فلورسنت از مهمترين س

رشـد سـريع،    و به دليـل  روند ميبه شمار گياهان فراريشه  ميكروفلور
د توجـه محققـان   مـور  1متابوليكي سازش پذيريآسان بودن كشت و 

با توجه به اطلاعات نسبي زيادي كـه  . اند مبارزه بيولوژيك قرار گرفته
اي فلورسـنت در دسـت اسـت امكـان     ه در مورد ژنتيك سودوموناس

و  هـاي جديـد از طريـق همسـانه سـازي      ها و اسـترين  تهيه موتانت
سـودوموناس   ).37( مهندسي ژنتيك براي مصارف مختلف وجـود دارد 

 ،)27(سـيدروفور   توليـد  مثـل  متعـددي  هاي استفاده از مكانيسمبا ها 
ينـاز،  ترشح آنزيم هاي خارج سـلولي ماننـد كيت   ،)28(سيانيد هيدروژن 

، رقابت براي مواد غذايي و )18(پروتئاز و ليپاز  ،)24(گلوكاناز  -3و1بتا 
، القـاي مقاومـت   فراريشـه منطقـه   اشغال جايگـاه هـاي ميكروبـي در   

هاي متعـدد   بيوتيك توليد آنتي در گياهان و از همه مهمترسيستميك 
مقاومـت   زاي قـارچي و تحريـك   قادر به كنترل عوامل بيماري، )29(

ــاه  ــر گي ــا در براب ــر  .)34و  12( دنباشــ مــيبيمــارگر ه توماشــو و ول
)Thomashow and Weller,1996(      تاكيـد بيشـتري بـر نقـش

 .هاي مترشحه بوسيله سودوموناس هاي فلورسنت دارنـد  آنتي بيوتيك
در ممانعـت   در بيشتر سيستم هاي بيوكنترل يك يا چند آنتي بيوتيك

 ين ايــن آنتــي بيوتيكهــا،مهمتــر از جملــه. دخالــت دارنــداز بيمــاري 
متابوليـت هـاي    بيوتيك ها جـزء  اين آنتي .ها هستند فلوروگلوسينول

و  رونـد  بشـمار مـي  ها و بـاكتري هـا    ثانويه فنلي در  گياهان، جلبك
، ضد ويروسـي، كـرم كشـي،    اكترياييداراي فعاليت ضد قارچي، ضد ب

گياهــان در گياهســوزي  و در مــواردي ايجــادتنظــيم كننــدگي رشــد 
 نوليدي استيل فلورو گلوس -4و2آنتي بيوتيك  ).39و  23(باشند  مي

)DAPG( كـه   رود ها به شمار مـي  يكي از مهمترين فلوروگلوسينول
ديـده   هـاي فلورسـنت   سـودوموناس  در ترشحات خارج سلولي غالـب 

 .كنـد  زا ايفا مـي  شود و نقش كليدي در بيوكنترل عوامل بيماري مي
مـوثر  چ هـا، بـاكتري هـا و نماتـدها     قـار  كنتـرل بيوتيك در  آنتياين 
دي كلروفنوكسي استيك  -4و2د بعلاوه اين متابوليت همانن .باشد مي
. )23و  22 ،20( باشد كشي نيز مي داراي فعاليت علف) D-2,4( اسيد

 در كنتـرل بيولوژيـك  DAPG  اهميت توليدمبني بر  متعددي شواهد
موتاسيون آمدن  در برخي موارد بوجود. هاي گياهي وجود دارد بيماري

 ي آنهـا منجر به كـاهش فعاليـت بيـوكنترل    DAPGدر مسير بيوسنتز 
هـاي   سـودموناس جمعيـت  بـين  در مجموع ثابت شده كـه   .شود مي

 هـاي  يمـاري ب و كـاهش  در فراريشه  DAPGفلورسنت توليد كننده

                                                            
1- phase variation 

در مضـاف بـر اينكــه    .وجـود دارد مثبتــي همبسـتگي  ريشـه   مختلـف 
 فعاليـت شـامل   دو نـوع  DAPG نـده توليدكنهاي سودوموناس  گونه

قابـل تفكيـك    افزايش رشد گياه و جلوگيري از بيمـاري هـاي ريشـه   
  .)9( باشد مي

 در   DAPGآنتـي بيوتيـك   ژن رديـابي اين تحقيـق بـه منظـور    
جداسازي شده از فراريشه نخود ايراني  P. fluorescensهاي  جدايه

ل پژمردگـي  هـا در بيـوكنتر   و بررسي رابطه آنتاگونيستي ايـن جدايـه  
  .فوزاريومي نخود ايراني صورت گرفت

 
  مواد و روش ها

  نمونه برداري از مزارع نخود
نخـود  از مـزارع  ، 1388در اواخرخرداد  و نيمه اول تير مـاه سـال   

بازديد به عمل آمد و به صـورت تصـادفي    و شمالي درخراسان رضوي
در طول و عرض مزرعه حركت كرده و نمونه هـاي نخـود همـراه بـا     

ه شــد و  بــراي ريشــه درون كيســه نــايلوني قــرار داداك اطــراف خــ
ــاكتري هــا جداســازي و شناســايي  در دمــاي چهــار درجــه  بعــدي ب

  .نگهداري گرديد گراد سانتي
  

  سودوموناس هاي فلورسنتو شناسائي جداسازي 
هــاي فلورســنت بــا اســتفاده از محــيط  جداســازي ســودوموناس

-3(د و خاك اطراف آن ريشه هاي نخو. صورت پذيرفت KBافتراقي
گرم  10و شد به قطعات كوچك تقسيم ) ميليمتري منطقه ريزوسفر 2

 درصـد 1ميلي ليتر آب پپتـون سـترون    90از آن توزين گرديد و درون 
دقيقـه   30-45ارلن حاوي ريشه ها روي شيكر بـه مـدت   . ريخته شد

ــد ــرار داده ش ــد   . ق ــه گردي ــت تهي ــري رق ــه س ــر نمون ــپس از ه . س
منتقـل و بـا لـوپ سـترون     KB از هررقت  به محـيط  ميكروليتر 100

هـاي فلورسـنت از    جهت شناسـايي سـودوموناس   ).10( پخش گرديد
 و بوســـــيس )Jacques,1994(كـــــس شناســـــايي جكليـــــد 

)Bosiss,1995(      ،به ترتيب آزمـون رنگدانـه فلورسـنت،آزمون گـرم
آزمون آرژنين، آزمون اكسيداز، آزمـون فـوق حساسـيت بـه توتـون و      

، آزمون قنـد تـري هـالوز، آزمـون     )O/F(ابوليسم اكسيداتيو آزمون مت
لوان، آزمون نيترات، آزمون قند آرابينوز و آزمون قنـد تارتـارات انجـام    

  .گرفت
  

كليـدي در   ژن( phlDرديابي جدايه هاي باكتريايي واجد ژن 
  )دي استيل فلوروگلوسينول -4و2 آنتي بيوتيك بيوسنتز

 كتريايي توليد كننده آنتي بيوتيكبه منظور شناسايي جدايه هاي با
)DAPG (2,4-diacetylphloroglocinol  ژنphlD   به عنـوان

  ژن كليدي در مسير سنتز اين آنتي بيوتيك با استفاده از آغازگرهاي 
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)B2BF(5-ACC CAC CGC AGC ATC GTT 

TAT GAG C-3   وBPR4(5- CCG CCG GTA TGG 

AAG ATG GAA AAA GTC) )يستتكاپو ز ساخت شركت (
ايـن آغازگرهـا بـر اسـاس تـوالي ژن       ).19( مورد ارزيابي قرار گرفـت 

phlD بــاكتريP. fluorescens Q2-87 ) كــد دسترســي بانــك
 629را بطـول   DNAطراحي شده انـد، قطعـه اي از   ) U41818ژن

  ).22و  21( جفت باز تكثير مي كنند
با اندكي ) 30(و همكاران  رامت، بر اساس روش DNAاستخراج 

از كيت آماده شركت  PCRبراي انجام واكنش  .ات انجام گرفتتغيير
)Bioner Corea ( ميكروليتـر مخلـوط واكـنش     25 .استفاده گرديـد

PCR ــامل ــر  25/0، شـ ، Taq DNA Polymerasميكروليتـ
ــول 250 ــول  DNTPs ،5/1ميكروم ــرو م ــي  MgCl2 ، 10ميك ميل
 ر، يك ميكروليت ـKClميلي مولار  Tris- Hcl (pH=9) ، 30مولار

 .بـاكتري بـود   DNAميكروليتـر از   1و ) پيكو مـول 10( از هر آغازگر
ــدل    ــايكلر مـ ــتگاه ترموسـ ــتفاده از دسـ ــا اسـ ــر بـ  عمـــل تكثيـ

TPersonal)ساخت شركت Biometra ه امبرن. انجام گرفت) آلمان
ثانيه و سـپس   180به مدت  0C 95 شامل يك چرخه  PCRحرارتي 

 30؛ 0C94 رثانيـه د  60اي با هر چرخـه شـامل    چرخه 35يك برنامه 
 0C 72  يان يك چرخـه ؛ و در پا0C 72 ثانيه در  30؛ 0C54 ثانيه در 

 75 درصـد در  5/1در ژل آگـارز   PCRمحصـول  . دقيقه بـود  5براي 
دقيقـه  الكتروفـورز شـده و نتـايج بـا       20ولت به مدت يك ساعت و 

 Gene flash UKمــدل  Gel- Documentationاســتفاده از 
 Pf5دو جدايـه   .بررسي گرديد )انگلستان Syngeneساخت شركت (

به عنوان شاهد  CHA0 جدايه  Gacبه عنوان شاهد مثبت و موتانت 
  .منفي انتخاب گرديد

  
  آزمون كشت متقابل

استفاده شد بـه   )17( و همكاران براي اين آزمايش از روش كيل 
و  KBاين ترتيب كه باكتريها بصورت نقطه اي روي دو محيط كشت 

PDA  متر از لبه تشتك كشـت داده شـد و يـك     سانتي 5/0فاصله به
ــارچ    ــاوي ق ــت ح ــيط كش ــه اي از مح ــد از آن قطع  .F   روز بع

oxysporum f. sp. ciceris   در وسط تشتك پتـري قـرار گرفـت .
روز در  6تـا   4پتـري هـا بمـدت    . سه تكرار بكار رفـت  تيماربراي هر 

يسـه قـدرت   بـراي مقا . گـراد نگهـداري شـدند    درجه سانتي 24دماي 
ايـن   .گيري شد بازدارندگي، فاصله كلني باكتري تا ميسليوم قارچ اندازه

تكرار  سهتيمار در  19آزمايش در قالب طرح كاملا تصادفي شامل هر 
داده هاي بدست آمده از آزمايش مـورد تجزيـه وتحليـل    گرديد،  انجام

د بندي تيمارهـا بـا اسـتفاده از آزمـون چن ـ     آماري قرار گرفتند و گروه
  .انجام گرديد درصد1اي دانكن در سطح  دامنه

  
توليـد آنتـي   ( بررسي متابوليت هـاي قابـل نفـوذ در آگـار    

  )بيوتيك
. انجـام گرفـت   )19( وس و لـوپر ش كـرا رواين آزمـون براسـاس   

سوسپانسيون باكتري از كشت تازه هر يك از جدايه هاي باكتري تهيه 
وآب مقطـر سـترون    ون  باكتريميكروليتر از سوسپانسي 100 گرديد و

اضافه و پخش شد و بمدت سه روز در دماي  PDAبه محيط ) شاهد(
فوق بـاكتري  پس از مدت . ندگراد نگهداري شد درجه سانتي 27تا  25

سپس پنبـه  . ها به كمك پنبه سترون از سطح پتري جمع آوري شدند
) بصـورت وارونـه  (تـري  سترون آغشـته بـه كلروفـرم درون تشـتك پ    

در معـرض بخـار   دقيقـه   30شتك پتري هـا بـه مـدت    ت. قرارداده شد
سپس به مدت يك ساعت در زيـر هـود بـا بـاز     . كلروفرم قرار گرفتند

پـنج   ديسـك سـپس يـك   . گذاشتن در تشتك ها تهويـه انجـام شـد   
روزه قارچ با رعايت شـرايط سـترون در    سهاز حاشيه كشت  ميليمتري

 28تـا   25تشـتك هـا در دمـاي     .داده شد قرار هر تشتك پتري مركز
ميسـليومي قـارچ در    رشـد گيـري   و انـدازه ي گراد نگهدار درجه سانتي

ايـن آزمـايش در قالـب    . فـت روز انجام گر 5پس از   مقايسه با شاهد
گرديـد و   تكرار انجـام  سهتيمار در  20طرح كاملا تصادفي شامل هر 

داده هاي بدست آمده از آزمايش مـورد تجزيـه وتحليـل آمـاري قـرار      
بندي تيمارها با استفاده از آزمون چند دامنه اي دانكـن   وهگرفتند و گر

درصـد بـازداري از رشـد ميسـليوم بـا       .انجام گرديـد  درصد1در سطح 
  .براي هر تيمار محاسبه گرديد )1فرمول شماره ( استفاده از رابطه زير 

)1(  
  

  
 واندازه گيري ميزان توليـد سـيدروفور بـه روش اسـپكتر    

  فتومتر
. انجـام گرفـت  ) 8(براساس روش كاستاندا و همكاران اين آزمون 

ساعته باكتري هـا در محـيط مـايع     24ميكروليتر از كشت  100مقدار 
ــينات  .K2HPO4;6.0g/l,KH2PO4;3.0g/l;MgSO4( سوكس

7H2O;0.2g/l,NH4SO4; 1.0g/l, Succinic acid; 4.0g/l  (

تـازه  محيط كشت ميلي ليتر  40ميلي ليتري حاوي  100به ارلن هاي 
 27ساعت در دماي  40ت اين محيط ها به مد. سوكسينات منتقل شد

. دور در دقيقه روي شـيكر نگهـداري شـدند    120گراد و  درجه سانتي
دقيقه  10به مدت  g 1000سلول هاي باكتري با سانتريفوژ كردن در 

بعد از حذف رسوب باكتري ميزان جذب مايع رويي . رسوب داده شدند
. قرائـت شـد  ر نومتر بـا دسـتگاه اسـپكتروفتومت   نـا  400در طول مـوج  

بازدارندگي درصد=   
ميزان رشد قارچ درون پتري شاهد –ميزان رشد قارچ درون پتري حاوي باكتري   

 ميزان رشد قارچ درون پتري شاهد
100×  



  1392 زمستان، 4شماره، 27، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      410

بـه مـول   ) 2فرمول شماره (  ذيل هاي حاصله با استفاده از فرمول داده
   ).8( در ليتر تبديل شد

)2(                                                          A= eBC    
A  = ميزان جذبe = ضريب جذب موليB  = قطر كوتC = غلظت
  ماده

  گونيستاآغشته سازي بذر با باكتري هاي آنتروش 
تهيـه شـده از پژوهشـكده    (MCC358 كرج  بذرهاي نخود رقم

درصـد   5/2دقيقه با هيپوكلريت سديم  3به مدت ) علوم گياهي مشهد
كلر فعال ضدعفوني سطحي شدند و با چهار بار شستشو در آب مقطـر  

استرين هاي به منظور آغشته سازي بذر به . ده شدزدوهيپوكلريت آن 
يك لوپ كامل . شد استفاده) 38( آنتاگونيست از روش ولر و همكاران

ساعته هر استرين آنتاگونيست روي محيط كينگ بي، به  48از كشت 
ميلي ليتر محيط مايع كينگ بي منتقل شده  100فلاسك هاي حاوي 

  27در دمـاي  ) دور در دقيقـه  120( ساعت روي شـيكر  48و به مدت 
  .قرار گرفتراد گ درجه سانتي

نتريفيوژ و اس ـ g 6000دقيقـه در   10سلول هاي باكتريايي به مـدت   
بـراي  ) NaClمـول   14/0(چند بـار بـا محلـول نمـك فيزيولوژيـك      

سپس سلول هاي . برطرف شدن باقيمانده محيط غذايي شستشو شدند
باكتريايي با استفاده از سانتريفوژ مجدد از اين محلول جدا سازي شده 

آن ها بـا اسـتفاده از منحنـي اسـتاندارد بـا روش      1×109ون سوسپانسي
و بـا    اسپكتروفتومتري درمحلول يك درصد كربوكسـي متيـل سـلولز   

  .تهيه گرديد) 3فرمول شماره ( استفاه از فرمول زير 
)3        (               ( )TDV DV D V V  1 1 2 2 1 2   
1D  = ،1غلظت سوسپانسيون موجودV = اوليـه،   حجم سوسپانسـيون
2D  = در اينجا چـون محلـول   (غلظت باكتري در محلول اضافه شده

CMC 2=0. بدون باكتري اضافه شدD 2، )استV =   حجـم محلـول
بـذر نخـود درون    يغلظـت سوسپانسـيون نهـاي   =  DTاضافه شونده، 

سوسپانسيون هاي باكتريايي ريخته شده و به مدت نـيم سـاعت روي   
 ر درونودر تيمـار شـاهد بـذ   . ه شدنددور در دقيقه قرار داد 120شيكر 
. يك درصد فاقد باكتري غوطه ور شدند كربوكسي متيل سلولز محلول

خشـك   هـواي اسـتريل هـود    بذر هاي آغشته شده در معرض جريان
  .نددش

  
بررسي اثر تيمار بذور نخود توسط جدايه هاي بـاكتري در  
كنتــرل بيمــاري پژمردگــي فوزاريــومي نخــود در شــرايط  

  گلخانه
با كمي تغييـر  ) 35(ي بررسي گلخانه اي از روش توماشو و ولر برا

گرمـي اسـتفاده شـد،     800ي به گونه اي كه از گلدان ها. استفاده شد
اسـتريل   با خـاك درصد  وزني  5به نسبت  Foc6)جدايه (مايه تلقيح 

خاك آلوده به اينوكولوم بين دولايه سنگريزه . گلدان ها مخلوط گرديد

ن و ماسه در سطح بـالايي قـرار داده شـد، بـذور     در سطح زيرين گلدا
آغشته به باكتري بر روي خاك قرار داده شدند و بـا لايـه نـرم ماسـه     

اين . تيمار چهار تكرار در نظر گرفته شد 21 براي هر. پوشانيده شدند 
لـدان هـا در شـرايط    گ .آزمون در قالب طرح كاملا تصادفي اجـرا شـد  

 80-90و رطوبـت نسـبي    ي گـراد درجه سانت 20-25دمايي  (گلخانه 
پس از چهار تا شش هفته علائم بيماري مشاهده  .قرار گرفتند ) درصد
با مرطوب كردن گلدان ها بوته هاي بيمـار از هرتيمـار خـارج     .گرديد
پس از بررسي ريشه ها براي ارزش گـذاري شـدت بيمـاري از     .گرديد

ناحيه  =2؛ بدون تغيير رنگ=1: استفاده شد) 5( شاخص آرورا و پندي
ميلـي متـر؛    5-10قهوه اي شدن به صورت خطوط فشرده و برابر بـا  

 10-15ناحيه قهوه اي شدن به صورت خطوط فشرده و برابـر بـا    =3
 15-10ناحيه قهوه اي شدن كاملاٌ فشـرده و برابـر بـا     =4ميلي متر؛ 
  .ميلي متر

  

  تجزيه و تحليل داده هاي آماري
انگين صفات به روش دانكن و تجزيه وتحليل آماري و مقايسه مي

  .انجام گرفت  MSTATCبا استفاده از نرم افزارهاي آماري 
  

  بحث نتايج و
شناســـايي بـــاكتري هـــاي آنتاگونيســـت و   جداســـازي 

  سودوموناس فلورسنت
از فراريشه  نخود ايراني در استان خراسان  جدايه 200در مجموع 

ي آنتاگونيسـت  جدايه ها .و شمالي بازيافت و خالص سازي شد رضوي
با استفاده از آزمون افتراقي نظير گرم در پتاس سه درصد، رشد هوازي 

. تفكيك شـدند  KBو بي هوازي و توليد پيگمان هاي فلورسنت روي 
جدايه متعلق بـه بـاكتري هـاي گـرم منفـي از       80،جدايه 200از بين 

خصوصيات فيزيولوژيكي در نهايت براساس  .جنس سودوموناس بودند
آزمــون آرژنــين، رنظي Pseudomonasميايي جدايــه هــاي و بيوشــي

آزمون قند تري هالوز، آزمون لوان، آزمون نيترات، آزمون قند آرابينـوز  
تشـخيص داده   P. fluorescens هاي جدايهو آزمون قند تارتارات، 

  ).7(ند شد
  

كليـدي در   ژن( phlDرديابي جدايه هاي باكتريايي واجد ژن 
  )دي استيل فلوروگلوسينول -4و2 آنتي بيوتيك بيوسنتز

و انجـام  ) 30(و همكاران  به روش رامت DNAپس از استخراج 
توليد  واكنش زنجيره اي پليمراز با پرايمرهاي اختصاصي مربوط به ژن

جدايـه از   20در  فلوروگلوسينول استيل دي -4و2 بيوتيك آنتيكننده 
  . مشاهده شد) phlD )629bpبه ژن  باند مربوط ،جدايه 80

  
  
  



  411      ...هاي فلورسنت فراريشه  در سودوموناس phID رديابي ژن

  

 
، نشانگر اندازه در جدايه هاي باكتريايي سودوموناس فلورسنت DAPGي بر وجود ژن توليد كننده آنتي بيوتيك نجفت بازي مبت 629 باند - 1شكل

bp100)A(شاهد مثبت ،)B(شاهد منفي ،)C ( به ترتيب  1- 20و جدايه هايT90(1),T12-2(2),T55-1(3),T59(4),T(5),T3(6),T68-3(7),T17-

4(8),T26(9),T29-2(10),T40(11),T48-2(12),T30-2(13),K-15(14),MF-1(15),CH2-7(16),M2-15(17),M2-21(18),M80-5(19)  وM3-

14(20)  
  

-T90,T12-2,T55جدايــه شــامل جدايــه هــاي     20ايــن 
1,T59,T,T3,T68-3,T17-4,T26,T29-2,T40,T48-

2,T30-2,K-15,MF-1,CH2-7,M2-15,M2-21,M80-5  و
M3-14 1شكل( بودند.(  

  
ــاي    ــه ه ــدگي جداي ــر بازدارن ــي اث  Pseudomonasبررس

fluorescens رشـد قـارچ    برF.  oxysporum  f. sp. ciceris 

  در شرايط آزمايشگاه
جدايه باكتريايي در شرايط  19در اين بررسي توانايي آنتاگونيستي 

 آزمايشگاه بر اساس روش كشت متقابل در تشتك پتري روي قارچ  

F. oxysporum f. sp. ciceris ــرار گرفــت ــورد مطالعــه ق  .م
  5/13 هاي بازدارنـدگي  ترتيب با هالهبه M2-15 و Pf-5هاي  جدايه

با هالـه بازدارنـدگي    T55-1متر بيشترين تاثير و جدايه  ميلي 8/12و
 .F. oxysporum f. spمتري كمترين تاثير را روي قارچ  ميلي 1/5

ciceris  در محيط كشتPDA هـاي   جدايـه  .داشتندT90 وM2-

متر بيشـترين   ميلي 2/9و  8/9هاي بازدارندگي  با هاله به ترتيب  15
ــيط   ــاثير در مح ــه  KBت ــدگي     T40و جداي ــه بازدارن ــا هال  8/1ب

ــي ــد    ميل ــت از رش ــاثير را در ممانع ــرين ت ــري كمت ــارچ  مت  .Fق

oxysporum f. sp. ciceris داشتند.  
  

  آزمون توليد آنتي بيوتيك
يست از نظر توليد آنتي بيوتيك در جلوگيري از جدايه هاي آنتاگون 

. تفاوت معني داري نشـان دادنـد  درصد 1در سطح  رشد ميسليوم قارچ
تا رشد بـالا   صفردامنه رشد قارچ در اين آزمايش بين عدم رشد يعني 

براسـاس مقايسـه ميـانگين    . ميلي متر انـدازه گيـري شـد    4/40يعني 
كــاهش رشــد  درصــد 100بــا  T26 و  Pf-5هــا، جدايــه هــاي  داده

كاهش رشد كمترين تاثير را درصد  73/32 با ،T59 بيشترين و جدايه
  ).2جدول( در كاهش رشد ميسليومي قارچ داشتند

   بررسي توليد سيدروفور
، مقـدار  بـه صـورت اختصاصـي   ) 8(در روش كاستاندا و همكاران 

 نتايج به دست آمـده . ر نوع پايوردين قابل ارزيابي استتوليد سيدروفو
نـانومتر بـا اسـتفاده از     400مايع رويي در طـول مـوج   از ميزان جذب 

از . ضريب مولي پايوردين خالص به ميكرومول پـايوردين تبـديل شـد   
جدايه باكتريايي آنتاگونيست كه در مطالعات آزمايشـگاهي   19مجموع 

 .مورد استفاده قرار گرفت تمامي آن ها قادر به توليد سـيدروفور بودنـد  
از اين آزمايش نشان داد كه بين جدايه ها از نظر قـدرت  نتايج حاصل 

 .وجـود دارد درصـد  يك توليد سيدروفور اختلاف معني داري در سطح 
 25/27بـا توليـد    CH2-7جدايـه  ها نشـان داد كـه    مقايسه ميانگين

 85/2با توليـد  M2-21 ميكرومول پايووردين بيشترين مقدار و جدايه 
ار توليـد سـيدروفور در بـين جدايـه     ميكرومول پايووردين كمترين مقد

  .)2جدول( هاي توليد كننده سيدروفور را داشت
  

  آزمايش هاي گلخانه اي
اثر باكتري هاي آنتاگونيست روي وزن تر و خشك اندام هوايي و 

 .F. oxysporum f. spدر اثـر ريشـه و شـاخص نكـروز ريشـه     

ciceris يي اخص هايي بـراي توانـا  در تيمارهاي مختلف به عنوان ش
  .يكي به شرح زير بررسي شدباكتريها در كنترل بيولوژ

  
  شاخص  وزن تر و خشك اندام هاي هوايي

 نتايج حاصل از بررسي نشان داد كه بـين تيمارهـا از نظـر اثـرات    
اي هـوايي تفـاوت   آنتاگونيست بر وزن تر و خشك اندام ه ـ باكتريهاي

نگين براسـاس مقايسـه ميـا    .وجود دارددرصد  1معني داري در سطح 
وزن تر گياهـان در مقايسـه بـا     M2-15و  T90هاي  جدايهداده ها، 

داري افزايش داشتند ولي گياهـان تيمـار شـده بـا      شاهد به نحو معني
از نظر وزن تر گيـاه شـاهد آلـوده     T55-1و  T ،T17-4جدايه هاي 

  .تفاوت معني داري نشان ندادند
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  KBو  PDAدر  محيط  بين كلني باكتري و قارچ )برحسب ميلي متر(ازدارندگيبر اساس قطر هاله ب جدايه ها گروه بندي-1جدول 

  )بر حسب ميليمتر(PDA قطر هاله بازدارندگي در محيط )بر حسب ميليمتر(KBقطر هاله بازدارندگي در محيط  )كد جدايه( تيمار
T90 8/9 a3/10 abc 
T40 8/1 bc7/7 abc 

M2-15 2/9 ab8/12 ab 
T17-45/2 abc2/12 ab 
K-15 6/8 ab1/9 abc 
T59 1/5 abc8abc 
Mf-1 8/7 ab11ab 
Pf-5 8/7 ab5/13 a 

T55-15/2 abc1/5 c 
T 4/6 abc2/12 ab 

T26 6/4 abc11ab 
T68-39ab5/11 ab 

T3 9ab5/8 abc 
T30-2 2/6 abc6/11 ab 
CH2-7 7/5 abc2/10 abc 
T48-27/5 abc3/12 ab 
M80-53/2 abc6/10 abc 
M2-219/6 abc2/7 bc 
T12-26/6 abc2/12 ab 
 0c0d شاهد

  . (p> 0.01)هاي كه در هر ستون با حروف مشترك نشان داده شده اند در آزمون دانكن با يكديگر اختلاف معني دار ندارند ميانگين .هر عدد ميانگين سه تكرار مي باشد
  

ميكرومول در ( و  سيدروفور )د قارجاز رش در صد بازدارندگي( براساس توليد آنتي بيوتيك سهاي سودو موناس فلورسن گروه بندي جدايه-2جدول
 )ليتر

)ميكرومول در ليتر(سيدروفور  هاي آنتاگونيست جدايه )درصد بازدارندگي(بيوتيك آنتي 
05/16 de cde4/44 T90 
73/15 de cd4/54 T40 
3/4 h 4/49 cde M2-15

7/21 bc 4/49 cde T17-4 
05/22 b 73/37 cde K-15 

25ab 73/32 e T59 
85/5 gh 63/41 d Mf-1 
45/25 ab 100a Pf-5 
8/13 de 6/36 de T55-1 
55/17 d 2/37 de T 
48/4 h 100a T26 
95/15 de 40cd T68-3 
85/17 cd 97/54 cde T3 

12ef 53/45 cde T30-2
25/27 a 43/44 cde CH2-7 
7/23 ab 33/48 cde T48-2 

45/9 fg 3/58 c M80-5 
85/2 h 97/49 cde M2-21 
25/4 h b07/81 T12-2 
0i f0 شاهد 

  . (p>0.01) هاي كه در هر ستون با حروف مشترك نشان داده شده اند در آزمون دانكن با يكديگر اختلاف معني دار ندارند ميانگين. هر عدد ميانگين سه تكرار مي باشد



  413      ...هاي فلورسنت فراريشه  در سودوموناس phID رديابي ژن

كاشت بذور در  از پسپژمردگي  بيماري شدت ونخود ايراني  رشدي مختلف فاكتورهاي برسودوموناس هاي انتخاب شده  هاي اثرجدايه-3جدول 
  در شرايط گلخانه F. oxysporum f. sp. cicerisبه آلودهخاك 

وزن تر اندام 
 هوايي وريشه

وزن خشك  *نكروز ريشه
 ريشه به گرم

وزن تر ريشه به 
 گرم

وزن خشك
اندام هاي هوايي 

 به گرم

وزن تر
هاي هوايي  اندام

 به گرم

  تيمار
  كد جدايه

521/5  b 977/1  ghi 153/0  ghi 159/1  igk 578/0  a 362/4  a T90

349/3  ef 588/2  cdef 201/0 defgh 525/1  fghi 241/0  fghi 85/1  gh T40

581/6  a 355/1  jk 309/0  ab 337/2 ab 563/0  a 244/4 a M2-15 

156/2  i 043/3  abc 15/0  ghi 263/1  hij 175/0  igk 892/0  jk T17-4

212/5  b 668/1  ij 309/0  ab 335/2  ab 382/0  b 877/2  b K-15

612/3  e 745/2  defg 229/0  cdef 735/1  efg 249/0  efgh 878/1  g T59 

51/4  cd 892/1  hij 267/0  bcd 015/2  bcde 331/0  bcd 497/2  cde Mf-1

331/4  cd 043/2 fghi 265/0  bcd 898/1  cdef 308/0  cde 658/2  bd Pf-5

56/1  j 555/3  a 116/0  ig 869/0  k 091/0 i 689/0  k T55-1

352/2  hi 32/3  ab 171/0  fghi 443/1  ghij 14/0  jkl 059/1  j T 

401/5  b 735/1  ij 349/0  a 634/2  a 366/0  bc 767/2  bc T26

372/3  ef 688/2  cde 215/0  defg 618/1  fgh 232/0  hi 755/1  gh T68-3

434/3  ef 538/2  cdefg 208/0  defg 578/1  fgh 246/0  efgh 857/1  gh T3

559/4  cd 31/2  efgh 289/0  abc 22/2  bcd 305/0  cdef 339/2  e T30-2 

966/2  fg 963/2  bcd 189/0  efgh 431/1  ghij 203/0  hij 535/1  hi CH2-7 

341/3  ef 638/2  cde 204/0 defgh 552/1  fghi 236/0  ghi 789/1  gh T48-2

682/2  gh 065/3  abc 171/0  fghi 291/1  hij 184/0  hijk 391/1  i M80-5

806/2  gh 142/2  efghi 075/0  j 857/0  k 303/0  cdef 949/1  fg M2-21

108/4  d 043/2  fghi 246/0  bcde 856/1  def 298/0  defg 242/2  de T12-2

682/4  c 1 k 306/0  ab 272/2  abc 315/0  cd 41/2  de شاهد سالم 

01/2  i 375/3  ab 139/0  hi 05/1  jk 127/0  kl 959/0  jk هشاهد آلود
    .(p> 0.01)هاي كه در هر ستون با حروف مشترك نشان داده شده اند در آزمون دانكن با يكديگر اختلاف معني دار ندارند ميانگين. هر عدد ميانگين چهار تكرار مي باشد

و   M80-5، T17-4،Tجدايه هاي  ت گرفته تيمار شده باصور )ريشه كاملاپوشيده ازنكروز( 4و ) ريشه بدن نكروز(1ارزيابي شدت نكروز بر اساس سيستم نمره دهي بين  - *
T55-1  هد آلوده نشان ندادندشاتفاوت معني داري را با.  

  
وزن خشـك بخـش هـاي     K15و  T90 ،M2-15هـاي   جدايه

سـالم افـزايش دادنـد ولـي وزن خشـك      هوايي را در مقايسه با شاهد 
 T55-1و   M80-5 ،T17-4،Tگياهان تيمار شده بـا جدايـه هـاي    

  ).3جدول (معني داري را با شاهد آلوده نشان ندادند  تفاوت
  

  شاخص  وزن تر و خشك ريشه
نتايج حاصل از بررسي نشان داد كه بـين تيمارهـا از نظـر اثـرات     
آنتاگونيست بر وزن تر و خشك اندام هاي هوايي تفـاوت معنـي داري   

سه ميانگين داده هـاي وزن  براساس مقاي. وجوددارددرصد  1در سطح 
داري با گيـاه   تفاوت معني  T26جدايه  گياهان تيمار شده با ،تر ريشه

هـاي   در مـورد جدايـه  . شاهد سالم داشت و داراي وزن بيشـتري بـود  
T55-1,T90  وM2-21  نيــز مشــاهده شــد كــه وزن تــر ريشــه در

شـاهد آلـوده تفـاوت معنـي دار      گياهان تيمار شده با اين جدايه ها بـا 
ها نشان داد كه تيمـار گياهـان بـا     ريشهبررسي وزن خشك . نداشتند

سالم  شاهدموجب افزايش معني دار رشد آنها نسبت به    T26 جدايه
از  M2-21جدايـه  در گياهان تيمـار شـده بـا     وزن خشك ريشه  .دش

و از نظر آماري با شاهد آلوده متفاوت بـوده  اهد آلوده كمتر بود گياه ش
  ).3جدول (است 
  

  شاخص درصد نكروز ريشه
ارهـا از  ايج حاصل از بررسي اين شاخص نشان داد كه بـين تيم نت

درصـد   1درصد نكروز ريشه تفاوت معنـي داري در سـطح   نظر تاثير بر
نكـروز ريشـه    درصـد  براساس مقايسـه ميـانگين داده هـا،   . وجود دارد

با  گيـاه شـاهد سـالم از نظـر      M2-15جدايه  ان تيمار شده باگياهدر
هـاي  جدايـه تيمـار گياهـان بـا    شـت و   داري  نداآماري تفاوت معنـي 
M80-5,CH2-7،T17-4،T   وT55-1   ــروز ريشــه را درصــد نك

 كاهش معني داري در اين شاخصشاهد آلوده  كاهش نداد و نسبت به
  ).3جدول ( مشاهده نگرديد
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جداسازي باكتري ها از منطقه فراريشه يك محصول، بـه منظـور   
يوكنترل بالا امري ضـروري  دستيابي به عوامل آنتاگونيست با توانايي ب

بـا   P. fluorescensدر تحقيق حاضر جدايه هـاي  . به نظر مي رسد
از   F. oxysporum f. sp. cicerisعليـه  فعاليـت آنتاگونيسـتي   

فراريشه نخود ايراني جداسازي شدند و توانايي آنتاگونيستي آنها عليـه  
ــه    بيمــارگر در ــگاهي و گلخان ــرايط آزمايش ــد ش ــي گردي در  .بررس

هاي انجام شده طي اين تحقيق، همبستگي معنـي داري بـين    ررسيب
توليد متابوليت هاي ضد قارچي جدايه هاي باكتري با كاهش بيمـاري  

زا، توليــد  عوامــل بيمــاري در امــر كنتــرل بيولوژيــك. مشــاهده شــد
بسيار حائز اهميت  و سيدروفورها توسط ريزوباكترها) 15( بيوتيك نتيآ

هاي توليـد شـده توسـط     بيوتيك آنتي ترين كليدياز يكي  .مي باشد
ول اسـت  نيگلوس ـ فلورو استيل دي -4و2،هاي فلورسنت سودوموناس

ميكروبي توليـد شـده    كه بعنوان يكي از موثرترين متابوليت هاي ضد
در  و نقش اين آنتـي بيوتيـك  طرح شده است م باكتري ها توسط اين

 Gaeumannomyces graminis var. triticiكنترل قارچ هاي 
عامـل بيمـاري    Thielaviopsis basicola، عامـل پـاخوره گنـدم   

عامـل  Fusarium oxysporum  ،پوسـيدگي سـياه ريشـه توتـون    
 عامل مرگ گياهچـه  Pythium ultimum، پژمردگي گوجه فرنگي

 39( اسـت  به اثبات رسيدهروي پنبه Rhizoctonia solani  خيار و
در  ،در كنتـرل بيولوژيـك   بيوتيـك  با توجه به اهميت اين آنتي ).37و 

دي اسـتيل   -4و2رديابي ژن توليد كننده آنتي بيوتيـك   حاضر تحقيق
جدايه  80از مجموع  و مشخص شد كه فلوروگلوسينول صورت گرفت

P. fluorescens    ،جدايـه واجـد ژن    20جداشـده از فراريشـه نخـود
phlD وجود ژنررسي ب .بودند phlD   به تنهايي نشان دهنده بيان و

عوامل متعـددي در تنظـيم    .باشد ه عبارتي توليد محصول ژن نمييا ب
 .هاي سـودوموناس فلورسـنت نقـش دارنـد     در جدايه DAPGتوليد 
، در دو سطح مختلف نسـخه  در داخل سلول باكتري   DAPGتوليد 

برداري  به ترتيب توسط برخـي عوامـل مثـل    برداري و پس از نسخه 
 GacA/GacSو سيسـتم   phlF تنظيم كننـده  ژن ،سيگما فاكتورها

عـلاوه بـر نقـش عوامـل بـالا در تنظـيم       ). 34و  12( شود تنظيم مي
در  نيـز  فيزيكـي وشـيميايي    فاكتورهاي بيولـوژيكي،  ، DAPGتوليد

ــان ــن ژن  تنظــيم بي ــد اي ــديريت  ).31و  26( نقــش دارن ــع م در واق
هاي مختلـف در خـاك بـراي اجـراي صـحيح فعاليـت عامـل         بخش

   ).14(ي دارد آنتاگونيست نقش موثر
ــن   ــين اي ــه،  20از ب ــه   18جداي ــراه جداي ــه هم ــه ب  .Pجداي

flourescens Pf-5 درگلخانه بررسي شدند كه از بين آن ها جدايـه 
M2-15 دونيستي بهتري نسـبت بـه سـايرين بـو    داراي توانايي آنتاگ. 
هـا نشـان دهنـده وجـود همبسـتگي معنـي داري در وزن تـر         بررسي
 .باشـند  ياه نخود با كاهش بيماري مـي هاي هوايي و وزن كل گ اندام

هايي را از  ، تفاوتDAPGاسترين هاي سودوموناس فلورسنت مولد 
نظر كنترل بيولوژيك، ميـزان توليـد آنتـي بيوتيـك پيـرول نيتـرين و       

از خـود نشـان    توانايي كلنيزه كردن ريشه و تثبيت در فراريشه گياهان
كـه بـين   مطلـب بـود   تحقيق نيز مويد اين نتايج اين  ).37(مي دهند 
  .دراز نظر كنترل بيولوژيك تفاوت وجود دا phlD +هاي  استرين

در ايـن مطالعـه، قـادر بـه توليـد      باكتريهاي آنتاگونيست منتخب  
بيشترين توانايي  CH2-7اين ميان  جدايه سيدروفور نيز بودند كه از  

ها نشـان دهنـده عـدم     بررسي. را در توليد سيدروفور از خود نشان داد
. وجود همبستگي معني دار بين توليد سيدروفور با كاهش بيماري بـود 

سيدروفورها، موادي با وزن مولكولي پائين هستند كه در شرايط كمبود 
آهن توليد شده و داراي قدرت جـذب بـالايي در جـذب آهـن فريـك      

)Fe3+ (با توجه به نقش مهم سـيدروفورهاي ميكروبـي در   . مي باشند
، امكان تامين آهن مورد نياز گيـاه و  زاي خاكزادكنترل عوامل بيماري 

ــاي    ــودوموناس ه ــالاي س ــيل ب ــين پتانس ــراي   همچن ــنت ب فلورس
توسـط  تا توانـايي سـيدروفور    ريشهدر فراكلونيزاسيون ريشه و استقرار 

  . استرين هاي آنتاگونيست از اهميت بالايي برخوردار است
 عمـومي  لگـوي كه در اين بررسي ا دادنتايج تحقيق حاضر نشان 

 ها استرين بندي گروه با گلخانه شرايط در ها بازدارندگي استرين توان

 ولـي  داشـته  مطابقـت  آزمايشگاه شرايط در بازدارندگي توانايي نظر از
 در رشد بازدارنده هاله نظر از آزمايشگاه در هايي كه استرين بعضي از

 رارق ـ گروه يك در گلخانه شرايط در بودند، آماري متفاوت هاي گروه

 شـده  ارايـه  يـك ژبيولو كنترل نتايج از بسياري در اين پديده  .گرفتند

شـرايط   كـه  آنجـا  از. خـورد  مـي  چشـم  بـه  نيز ديگر توسط محققين
 باشد لـذا  يم ميزبان دخالت بدون و شده كنترل صورت به آزمايشگاه

 محيط، ميزبان شرايط دخالت به توان مي را شده مشاهده هاي تفاوت

طـور   بـه   .ددا نسبت در گلخانه بيوكنترل هاي نيسممكا ساير وجود و
 در و بـوده  آزمايشـگاه  شـرايط  از تر پيچيده بسيار طبيعي شرايط كلي

از  هريـك  سـهم  كـه  اسـت  شـرايط  ايـن  متقابـل  اثر و برآيند نهايت
 ترشح شده بازدارنده مواد .نمايد مي تعيين بيوكنترل در را ها مكانيسم

 پايداري از برخي و نداشته يكسان دوام الزاماٌ ها سميميكروارگان توسط

 عملكـرد  تفـاوت در  منشـا  وانـد ت يم ـ خـود  كـه  برخوردارند بيشتري

 محـيط  كـه  آنجـا  از عـلاوه  به باشد متفاوت شرايط تحت ها استرين

 مـواد  زمـان غلظـت   گذشـت  بـا  باشد مي محدود پتري ظروف درون

 شرايطي چنين در حاليكه شود مي بيشتر آن اثيرت و رفته بالا بازدارنده

 باكتريـايي  هـاي  استرين برخي از .باشد نمي برقرار گلخانه محيط در

ــر ــد از غي ــواد تولي ــده م ــيدروفور، بازدارن ــيانيدهيدروژن و س ، س
 سيستم قادرند علاوه به و داشته بالاتري رقابتي ، توانها بيوتيك آنتي

 بـا  تلفيـق  در عوامـل  اين مجموعه و نمايند تحريك را ايمني ميزبان

حضـور   در آنهـا  بيـوكنترل  توانـايي  كننده تعيين محيطي ير شرايطسا
 نتايج آزمايشـگاه  انطباق عدم بنابراين. است بيماريزا استرين و ميزبان

 بـه  و باشـد  انتظار قابل شده ذكر دلايل به تواند مي گلخانه شرايط با

 شـرايط  در آمده به دست نتايج براساس صرفاٌ توان نمي خاطر همين

 شـرايط  در خاص از استريني استفاده براي توصيه به اقدام آزمايشگاه
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