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In order to identification of endophytic fungi of damask rose (Rosa 

damascena) in Iran, sampling was done during the years 2017 and 2018 from 

healthy branches and leaves in the provinces of East Azarbaijan, West 

Azarbaijan, Isfahan, Alborz, Khorasan Razavi, Zanjan, Kerman, Kermanshah, 

Mazandaran, and Yazd. A total of 58 fungal isolates were identified using the 

morphological characteristics and molecular analysis based on ITS-rDNA 

regions and part of the tef1-α gene. In this study, Fusarium globosum, 

Sarocladium kiliense, Colletotrichum karsti, Lophotrichus ampulus, 

Ascotricha chartarum, Hyphodontia setulosa, and Kalmusia variispora were 

identified. The taxa obtained in this research are reported for the first time in 

the world as endophytic fungi from the damask rose. Lophotrichus ampullus 

is a new taxon for the funga of Iran. The pathogenicity test of the selected 

isolates was performed on the seedlings obtained from tissue culture of the 

rose by creating wounds on the branch. Evaluation of the results after 25 days 

showed that the isolates used on this plant are not pathogenic. The screening 

of endophytic fungal isolates was done based on the amount of total phenolics 

and flavonoids production in the culture medium using a spectrophotometric 

method. The results showed that the two isolates, Rd45 (L. ampullus) and 

Rd393 (K. variispora), have the highest and lowest amount of total 

flavonoids, respectively. In addition, two isolates, Rd36 (H. setulosa) and 

Rd45, also produced the highest and lowest amount of total phenol, 

respectively.  
Cite this article: Mokhtarnejad, L., Naeimi, Sh. & Farzaneh, M. (2024). Potential of biological control of cucumber powdery mildew 
through induction of phenolic compounds by microbial formulations of Bacillus subtilis B2 and Trichoderma harzianum K18.  Iranian 

Journal of Plant Protection Science, 55 (2), 275-281.  DOI: https://doi.org/10.22059/ijpps.2025.396550.1007084  

 

                               © The Author(s).                                                                Publisher: The University of Tehran Press. 
       .                            DOI: https://doi.org/10.22059/ijpps.2025.396550.1007084  

 

Extended Abstract 

Introduction 

 Powdery mildew disease of cucumber caused by the fungus Podosphaera xanthii is one of the most important yield-

limiting diseases of cucurbit crops all of the world, causing yield losses of 20-40%. Challenges with chemical control, 

particularly fungal resistance development, highlight the need for safe, sustainable alternatives like biological control 

agents (BCAs). Bacillus subtilis and Trichoderma harzianum are key BCAs known to boost plant disease resistance by 

inducing phenolic compounds and activating plant defense pathways. The primary objective of this study was to investigate 

the changes in total phenol and flavonoid contents as well as specific phenolic compounds in P. xanthii-infected cucumber 

leaves treated with two BCAs (B. subtilis B2, T. harzianum K18) versus the chemical fungicide Domark. This research 

specifically aimed to evaluate the role of induced phenolic compound production as a key mechanism of these biological 

agents in controlling cucumber powdery mildew. 
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Materials and methods  

This study examined changes in phenolic compounds in cucumber leaves infected with P. xanthii under the influence 

of two microbial formulations (B. subtilis B2 and T. harzianum K18) and the chemical fungicide Domark. Experiments 

were conducted in a factorial design in greenhouses in West Azerbaijan province. At the 3-4 leaf stage (fifth week), plants 

were treated by foliar spraying with microbial formulations at 2% concentration. Domark fungicide at 0.4% concentration 

and sterile distilled water were used as controls. Twenty-four hours post-treatment, pathogen inoculation was performed 

using a spore suspension. Each treatment had three replicates, with each replicate consisting of ten cucumber plants of the 

relatively susceptible cultivar "Nagin." At 24, 48, and 72 hours after infection, total phenol content was assayed using the 

Folin-Ciocalteu method, and total flavonoids were measured via the aluminum chloride method. Identification and 

quantification of seven specific phenolic compounds were performed using High-Performance Liquid Chromatography 

(HPLC). Disease symptoms were periodically assessed, and the disease severity index (DSI) was evaluated after 10 days 

using the Horsfall-Barratt 1-12 scale, with percent disease index (PDI) calculated. Data were analyzed using one-way 

ANOVA and LSD mean comparison test at 1% and 5% probability levels. Correlation between phenolic compound 

concentrations and disease severity was examined using Pearson’s correlation coefficient and linear regression. 

 

Results and Discussion 
Phenolic compound dynamics revealed the peak defensive response at 48 hours post-infection. B. subtilis B2 induced 

a 159% increase in total phenols and a 373% increase in total flavonoids. T. harzianum K18 showed a 129% increase in 

total phenols and 389% in flavonoids, with effects persisting until 72 hours. Caffeic acid was identified as the predominant 

phenolic compound in cucumber leaves, increasing by 154% under T. harzianum treatment. Rutin and ferulic acid increased 

by 103% and 205%, respectively, in the presence of T. harzianum. A strong negative correlation was observed between 

rutin concentration and disease severity. Disease suppression results indicated that B. subtilis B2 reduced disease severity 

by 30.84% (comparable to Domark fungicide), while T. harzianum K18 achieved a 39.16% reduction. Findings 

demonstrate that the two biocontrol agents, B. subtilis strain B2 and T. harzianum strain K18, induce significant 

accumulation of phenolic compounds during the critical plant response period (48 hours post-infection). These compounds 

contribute to disease control through multiple mechanisms: Rutin plays a pivotal role by neutralizing oxidative stress-

derived free radicals and reinforcing cell walls, evidenced by its strong negative correlation with disease severity. Caffeic 

acid acts as a lignin precursor and inhibits key pathogen enzymes like cellulase and pectinase. Ferulic acid, with a 205% 

under Trichoderma, enhances lignification and cell wall fortification. Rosmarinic acid contributes through potent 

antioxidant and antimicrobial properties. 

 
Conclusion 
    The results confirm the effectiveness of both biocontrol formulations in controlling cucumber powdery mildew through 

induced systemic resistance and increased production of essential defensive phenolics (notably rutin and caffeic acid). To 

achieve synergistic advantages, it is advisable to combine B. subtilis B2 (which induces stable flavonoids) with T. 

harzianum K18 (which induces wall-strengthening phenolic acids) as an immediate strategy. Future research should 

concentrate on: 1) Investigating the synergy between these agents under field conditions, 2) Assessing the expression of 

critical defense pathway genes (such as PAL), 3) Implementing large-scale field trials, and 4) Refining formulations. This 

strategy signifies a crucial step towards the development of sustainable methods for managing greenhouse crop diseases in 

Iran. 
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  ها:واژهکلید
 ار،یخ یپودر دکیسف

 ،یکروبیم یهاونیفرمولاس
 .یدفاع سمی، مکانیفنل باتیترک

، کنترل خیار خسارتزای ترین تهدیداتعنوان یکی از مخرببه (Podosphaera xanthii) سفیدک پودری خیار
عنوان با چالش مواجه کرده است. عوامل کنترل بیولوژیک به قارچ عامل بیماری،دلیل بروز مقاومت شیمیایی را به

های مختلف، از جمله افزایش تولید ترکیبات فنلی، در مهار زیست از طریق مکانیسمجایگزینی سازگار با محیط
 Trichodermaو  Bacillus subtilis B2بیوکنترلیاین پژوهش دو فرمولاسیون در بیماری مؤثر هستند. 

harzianum K18   در گلخانه  %49/31و  %16/39، %84/30 ترتیب شدت بیماری را بهکش دومارک بهقارچو
های اسپکتروفتومتری و کروماتوگرافی مایع با کارایی . ارزیابی بیوشیمیایی ترکیبات فنلی با روشدادندکاهش 

تا  33/30دار بین تیمارها را تأیید کرد: محتوای فنل کل در گیاهان شاهد سالم عنیاختلاف م (HPLC) بالا
افزایش یافت  %7/103ساعت پس از آلودگی )اوج پاسخ(  48گرم وزن خشک بود که  100گرم بر میلی 7/37

رسید. فلاونوئید کل نیز   %98/142و   %18/129،  %12/159ترتیب به به ،و دومارک  B2،K18 و در تیمارهای
 ،در زمان اوج پاسخ HPLC افزایش نشان داد. آنالیز  %2/389و   %5/373ترتیب به K18 و B2 تحت تأثیر

( وزن خشک گرم 100گرم/میلی 23شناسایی هفت ترکیب فنلی را ممکن ساخت که کافئیک اسید )غلظت پایه: 
( 145%( و رزمارینیک اسید )103%(، روتین )205%برجسته بود. فرولیک اسید ) K18 تحت 154%افزایش  و

آنکه روتین همبستگی منفی با شدت بیماری نشان داد. به نظر ، ضمنداشت K18 بیشترین افزایش را در حضور
سازی مسیرهای فعال یمجرابه احتمال از که  روتین وکافئیک اسید  ازجملهرسد القای هدفمند ترکیبات فنلی می

 .در مهار بیماری موثر است شودهایی دفاعی محقق میان ژنمقاومت و القای بی

 یهاونیتوسط فرمولاس یفنل باتیترک یواسطه القابه اریخ یپودر دکیسف کیولوژیکنترل ب لیپتانس (.1403)شهرام و فرزانه، محسن  ،یمینع ن؛یمختارنژاد، لاچ: استناد

:DOI   .275-289(، 2) 55 ،رانیا نشریه دانش گیاهپزشکی. 18K harzianum Trichodermaو   2B subtilis Bacillusیکروبیم
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 نویسندگان.  ©مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.                                                                                      ناشر:

https://doi.org/10.22059/ijpps.2025.396550.1007084 :DOI                                              

 

 

 

  

https://doi.org/10.22059/ijpps.2025.396550.1007084
https://doi.org/10.22059/ijpps.2025.396550.1007084
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/


 1403، دوم، شمارة پنجمایران، دورة پنجاه و  دانش گیاهپزشکی هینشر                                                                                         278

  

 

 

 مقدمه
 یهایماریب نیترمهم از یکی Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun قارچ عامل با یپودر دکیسف

 محسوب رانیا و جهان سطح در ار،یخ مانند انیکدوئ خانواده اهانیگ ژهیوبه ،یفیص و یسبز محصولات دیتول محدودکننده
 دیشد ی. در صورت وقوع آلودگآوردیبار مرا به یخسارت قابل توجه ،یماریب نیبه ا اریخ جیارقام را یبالا تیحساس .شودیم

 قیتنفس و تعر شیافزا ،یدرصد در اثر اختلال در فتوسنتز، کمبود مواد مغذ 20-40کاهش عملکرد تا  ،یقبل از مرحله گلده
مکرر با  یهایپاشسم هیهمواره بر پا یماریب نیا تیریمد  (Rur et al., 2018). گزارش شده است اهیو رشد ناقص گ

طور به ،یماریقارچ عامل ب یهاتینوبه خود منجر به بروز و گسترش مقاومت در جمعامر به نیها استوار بوده که اکشقارچ
 & McGrath). است شده( نیاستروبی)مثل آزوکس هانیلوریمانند استروب یپرکاربرد یهاکشخاص نسبت به قارچ

Shishkoff, 2003) کیولوژیکنترل ب مانند ستیزطیو سازگار با مح داریپا من،یا ن،یگزیجا یراهکارها افتنیچالش، لزوم  نیا 
ها مارگریببه مهار  میرمستقیو غ میمستق یسازوکارها قیاز طر کیولوژیعوامل کنترل ب .است ساخته یضرور شیپ از شیرا ب

 ناز،یتی)مانند ک کنندههیتجز یهامیآنز دیتول سم،یتی(، پارازییشامل رقابت )بر سر فضا و مواد غذا میمستق ی. سازوکارهاپردازندیم
 یالقا بر یمبتن عمدتاً میرمستقیغ یسازوکارها. شودیم( سیوزیبی)آنت یکروبیم ضد یهاتیمتابول دیتول و( پروتئاز گلوکاناز،
 Sun et al., 2022; Manafi et) هستند زبانیم اهیدر گ (Induced Systemic Resistance - ISR) کیستمیس مقاومت

al., 2014; Mirzaei et al., 2022 Jetiyanon et al., 2003). 
افزایش سنتز و تجمع  .گرددمی فنلیسازی مسیرهای دفاعی گیاه و افزایش تولید ترکیبات القای مقاومت منجر به فعال

های ساده، اسیدهای هاست. این ترکیبات )شامل فنلمارگریبهای دفاعی گیاهان در برابر ترین پاسخترکیبات فنلی یکی از مهم
ها( و مارگریبهای زیستی )فنلی، فلاونوئیدها و ...( نقش حیاتی در فرآیندهای فیزیولوژیک گیاه از جمله مقاومت به تنش

طور طور مستقیم از طریق خاصیت ضد میکروبی یا بهتوانند بهها میآن. (Lattanzio et al., 2006)کنندیم فایا یستیرزیغ
 در مسیرهای دفاعی عمل کنند.  عنوان سیگنالسازی( و یا بهغیرمستقیم با تقویت دیواره سلولی )مانند لیگنین

 پیشینۀ پژوهش

های گیاهی، خطرات ناشی زیست در مدیریت بیماریهای بهینه و سازگار با محیطعنوان یکی از روشکنترل بیولوژیک به
های آنتاگونیست پتانسیل بالایی از خود نشان ها و قارچدهد. در این زمینه، باکتریاز مصرف سموم شیمیایی را کاهش می

 .Wu et al) باشدیم  Bacillus subtilisدر اثر کاربرد اریخ یپودر دکیسف یهاهاگ رفتن نیبها حاکی از اند. گزارشداده

 داشته است Podoapaera xanthii تأثیر قابل توجهی در کنترل Trichoderma harzianum . همچنین، کاربرد(2025
(Hafez et al., 2018). هایگونه Trichoderma های زیست، گزینهبا محیطدلیل ایمنی، هزینه کم، کارایی و سازگاری به

 .(Yao et al., 2023) شوندها محسوب میمناسبی برای کنترل بیماری
و  Pseudomonas fluorescensو .Bacillus spp های ریزوسفری مانندهای مفید، از جمله باکتریمیکروارگانیسم

توانند تولید ترکیبات فنلی را در گیاهان میزبان تحریک کنند. ، می.Trichoderma spp های اندوفیت و آنتاگونیست مانندقارچ
 ویژه مسیرهای وابسته به اسید سالیسیلیکسازی مسیرهای سیگنالینگ دفاعی گیاه، بهفعال مجرایاین تحریک عمدتاً از 

(SA)  اسید جاسمونیک و (JA) گیردصورت می (Lugtenberg & Kamilova, 2009; Harman et al., 2004) . مقاومت
و  شوندیها شناخته ممارگریبدر برابر  اهیدفاع گ یدیکل یهاسمیعنوان مکانبه نگیمیپرا دهیو پد (SAR) یاکتساب کیستمیس

 اهان،یدر گ میپرا تیوضع یالقا با Trichoderma و Bacillus مانند یوکنترلیب عوامل دهندیم نشان نینو یهاپژوهش
 دکیسف مانند ییهایماریب به مقاومت و کرده تی( را تقوNPR1- SAریمس یساز)از جمله فعال کیستمیس یدفاع یهاپاسخ
 .(Klessig et al., 2018) دهندیم شیافزا را یپودر
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 بیمارگر نقش داشته و ممکن است گسترش بیمارگر را محدود نمایند-شدت در برهمکنش گیاهترکیبات فنلی به

(Vermeers & Nicholson, 2007)  .های گیاهی در عنوان یک ترکیب فنلی مهم، از بافتبرای مثال، اسید کلروژنیک به
 .(Telles et al., 2017) کندزا محافظت میبرابر تنش اکسیداتیو و عوامل بیماری

 های شیمیایی و پتانسیل بالای کنترلکشهای ناشی از مصرف قارچبا توجه به اهمیت بیماری سفیدک پودری خیار، چالش
بررسی تغییرات کمی )فنل کل و فلاونوئید کل( و  هدف اصلی این پژوهش بیولوژیک و نقش ترکیبات فنلی در مقاومت گیاه،

  B. subtilis B2تحت تأثیر تیمار با دو عامل بیوکنترل برتر  P. xanthii کیفی )ترکیبات فنلی خاص( در گیاهان خیار آلوده به
عنوان یکی از سازوکارهای مهم دنبال ارزیابی نقش القای تولید ترکیبات فنلی بهمطالعه بهبود. این   T. harzianum K18و

 .باشداین عوامل بیولوژیک در کنترل بیماری سفیدک پودری خیار می
 

  شناسی پژوهشروش

 تهیه فرمولاسیون های میکروبی

از موسسه  ،خیار در شرایط گلخانه موثر بودند کنترل سفیدک پودری برای یقبل شاتیآزما طبقدو فرمولاسیون میکروبی که 
 . تحقیقات گیاهپزشکی کشور دریافت شد

 گلخانه ای بررسی

 تهیه زادمایه بیمارگر

هایی را که به های تجاری، برگدر گلخانه واقع  P. xanthiiهای خیار آلوده به قارچ طور خلاصه در این روش از بوتهبه
 05/0 ها درون آب مقطرسترون حاویای قارچ بیمارگر بودند جدا گردید. قطعاتی از این برگرهتازگی آلوده شده و حامل اسپو

( تعداد اسپور در واحد حجم Haemacytometerور گردید و سپس با استفاده از لام هماسیتومتر )غوطه 80توئین  درصد
  .) ,2003Kamel(لیتر تنظیم شد اسپور در میلی 510سوسپانسیون شمارش و روی 

 بررسی کارایی فرمولاسیون ها در مهار سفیدک پودری خیار

هر تکرار شامل ده عدد با سه تکرار انجام شد.  طرح بلوک کامل تصادفیها به صورت ارزیابی کارایی فرمولاسیون شیآزما
 شامل در شش سطحآزمایشی تیمارهای  .دمتر )ده واحد آزمایشی یا بوته( بوسانتی 5/22 در 28به ابعاد  10گلدان سطلی شماره 

کش دومارک و قارچفرمولاسیون حاوی باکتری، فرمولاسیون حاوی قارچ، دو فرمولاسیون پایه بدون عامل کنترل بیولوژیک، 
پنجم، روز دهم و روز بیستم های مربوط به ارزیابی کارایی در سه زمان مختلف یعنی روز گیریاندازه در نظر گرفته شد. شاهد

ها با غلظت دو در هزار فرمولاسیون خلاصه، در هفته پنجم )سه تا چهار برگی( بوتهطور به .پس از اعمال تیمارها انجام گرفت
ها، های تهیه شده از فرمولاسیونتیمار شدند. سوسپانسیون B. subtilisحاوی قارچ تریکودرما و فرمولاسیون حاوی باکتری 

( به نسبت EC10%تتراکونازول  ی)حاو زاگرویا شرکت کش دومارکپاشی گردید. از قارچها محلولروی سطح بالا و زیر برگ
در شرایط گلخانه به بیمارگر  تلقیحساعت،  24پس از در هزار و آب مقطر سترون به عنوان تیمارهای شاهد استفاده شد.  4/0

 انجام گردیدلیتر( در میلی اسپور 510) P. xanthii سوسپانسیون اسپورهای تازه باو  (1383روش جمالی زواره و همکاران )
(Kamel, 2003). های مورد نظر پاشیده پاش روی برگبا استفاده از یک محلول ،بلافاصله پس از تهیه سوسپانسیون بیمارگر

 درجه سلسیوس، 22در دمای  ساعت 24زنی شده به مدت های مایهبوته که سطح برگ خیس شود اما جاری نگردد.شد در حدی 
داری و سپس به شرایط عادی گلخانه )دمای درصد نگه 90و رطوبت بالای پلاستیکی مشکی در شرایط تاریکی در زیر پوشش 

 48و  24های در زمان (El- Sharkaway et al., 2014). درصد( بازگردانده شدند 70-50درجه سلسیوس و رطوبت  22-27
ساعت، میزان و نوع ترکیبات فنلی برگ  48زنی، میزان محتوای فنل کل و فلاونوئید کل و پس از ساعت پس از مایه 72و 
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مورد بررسی  ای از نظر علائم ظاهریصورت دورهگیاهان به .(شود مراجعه یبعد یهاقسمت)به  های هر تیمار بررسی شدبوته
 به روش هورسفال و بارت 12-1میانگین شدت بیماری براساس شاخص شدت بیماری با استفاده از مقیاس  قرار گرفته و

 .روز محاسبه شد 10( پس ار 1954)
 شدت بیماری با استفاده از فرمول زیر تعیین شد:

PDI = (
∑𝑆𝐷𝐼 × 𝐷𝐼

𝑀𝐷𝐼 × 𝑁
) × 100 

 

، MDIدرجه بیماری مربوط به هر نمونه؛ ، DIهای با درجه آلودگی مشابه؛ تعداد نمونه، SDIشدت بیماری؛ ، PDIکه در آن 
 می باشد.  تعداد کل نمونه مربوط به هر تکرار، Nو  حداکثر درجه آلودگی

 استخراج ترکیبات فنلی گیاه

م پذیرفت. در این روش، ( با کمی تغییر انجا2019و همکاران ) Sharma استخراج ترکیبات فنلی مطابق با روش استاندارد
سازی شد. طور کامل همگندقیقه به 40لیتر متانول، در دستگاه سونیک به مدت میلی 5گرم از پودر برگ در حضور  5/0ابتدا 

درجه سلسیوس تبخیر شد. عصاره  40در دمای ( ، آلمانHeidolphمدل ) حلال متانولی با استفاده از دستگاه اواپراتور روتاری
 شرکت) میکرومتر 45/0کمک  فیلتر ممبران  بهشفاف  ییرو محلولخشک شده در دو میلی لیتر متانول خالص حل شد.  

Milliporeها نگهداری گردیدتا زمان انجام سنجش سلسیوسدرجه  -20صاف شد. محلول نهایی در دمای  (کای، آمر. 

 ید کلسنجش کمی فنل و فلاونوئ

میکرولیتر  100در این پروتکل،  (Waterman & Mole, 1994). سیوکالتیو انجام شد-به روش فولین گیری فنل کلاندازه
درصد  5/7لیتر محلول سدیم کربنات میلی 5/1( و 10٪شده )سیوکالتیو رقیق-میکرولیتر معرف فولین 500از عصاره متانولی با 

-UV نانومتر توسط اسپکتروفتومتر 765ساعت انکوباسیون در تاریکی، در طول موج  2مخلوط گردید. مخلوط واکنش پس از 

Vis (مدل Shimadzu 1800مورد اندازه )0گیری قرار گرفت. غلظت فنل کل بر اساس منحنی استاندارد اسید گالیک )، ژاپن 
 mg GAE/g) نمونه خشکلیک در گرم وزن گرم معادل اسید گالیتر( محاسبه و نتایج به صورت میلیمیکروگرم بر میلی 100تا 

DW) گزارش شد. 

 500در این آزمون،  (Zhishen et al., 1999). با استفاده از روش کلرید آلومینیوم صورت پذیرفت سنجش فلاونوئید کل
میکرولیتر  100و  (AlCl₃) درصد کلرید آلومینیوم 10میکرولیتر محلول  100لیتر متانول، میلی 5/1میکرولیتر عصاره متانولی با 

دقیقه انکوباسیون در دمای اتاق، جذب نوری مخلوط در طول موج  30مولار استات پتاسیم مخلوط گردید. پس از  1محلول 
لیتر( محاسبه میکروگرم بر میلی 50تا  0نانومتر خوانده شد. غلظت فلاونوئید کل با استفاده از منحنی استاندارد کوئرستین ) 415

 .بیان گردید (mg QE/g DW) نمونه خشکگرم معادل کوئرستین در گرم وزن و به صورت میلی

 HPLC  آنالیز ترکیبات فنلی خاص با

-بوتیریک اسید، کافئیک اسید، پاراهیدروکسیدی-4و3سازی ترکیبات فنلی خاص شامل اسیدهای فنلی )شناسایی و کمی
  مدل (HPLC) روتین با دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بالاکوماریک اسید، فرولیک اسید، رزمارینیک اسید( و فلاونوئید 

Waters 2695 ،  مجهز به دتکتورDAD (Waters 996)  انجام شد. جداسازی بر روی ستون C18 ( 250×  6/4ابعاد 
حاوی  یزهدیون )آب A صورت گرفت. فاز متحرک شامل حلال (، آمریکاWaters  میکرومتر، شرکت 5متر، اندازه ذرات میلی

 Tavan)مطابق با روش توان و همکاران  خالص( بود که با برنامه گرادیان خطی متانول)  B اسید استیک( و حلال درصد 02/0

et al. 2022) 218بین های تشخیص موجمیکرولیتر و طول 20لیتر بر دقیقه، حجم تزریق میلی یکبی جریان دِ. اجرا شد 
ها با استانداردهای آن UV هایردید. شناسایی ترکیبات بر اساس تطابق زمان بازداری و طیفنانومتر تنظیم گ 400تا نانومتر 
انجام شد و غلظت هر ترکیب بر اساس منحنی کالیبراسیون استانداردهای  ( Sigma-Aldrich شرکت)تهیه شده از   خالص
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گزارش  (μg/g DW) نمونه خشکلیتر( محاسبه و به صورت میکروگرم در گرم وزن میکروگرم بر میلی 100تا  5مربوطه )
  (Telles et al., 2017).شد

 بررسی همبستگی بین ترکیبات فنلی و کنترل بیماری

 آماریهای شده و کاهش شدت بیماری سفیدک پودری، از تحلیل بین غلظت ترکیبات فنلی القا ارتباطبه منظور بررسی 

ها، غلظت ترکیبات فنلی )شامل استفاده شد. متغیر مستقل در این تحلیل رگرسیون خطی ساده و ضریب همبستگی پیرسون
کوماریک اسید، فرولیک اسید، رزمارینیک -فنل کل، فلاونوئید کل و شش ترکیب فنلی خاص شامل روتین، کافئیک اسید، پارا

و متغیر وابسته، شاخص  (µg/g DW)  خشک ر حسب میکروگرم بر گرم وزنبوتیریک اسید( بهیدروکسیدی-4و3اسید و 
محاسبه ضریب همبستگی بود. ( 1954) به روش هورسفال و بارت 12-1بر مبنای مقیاس استاندارد  (PDI) شدت بیماری

 ,.Littell et al) انجام پذیرفت PDI منظور سنجش قدرت و جهت رابطه خطی بین هر ترکیب فنلی وبه (*r*) پیرسون

2006). 

 تحلیل آماری

مورد تجزیه (SAS Institute, USA) 9.4نسخه  SAS  افزار آماریها با استفاده از نرمهای حاصل از تمامی سنجشداده
با آزمون   درصد 5و  1های تیمارها در سطح احتمال قرار گرفتند. مقایسه میانگین (ANOVA) طرفهو تحلیل واریانس یک

 .(Steel et al., 1997) انجام شد (LSD) داراختلاف معنیحداقل 

 

  های پژوهشیافته

 دینامیک تغییرات محتوای فنل کل گیاه خیار در پاسخ به عوامل بیوکنترلی و بیمارگر

ها در سطح دار تیمارها بر محتوای فنل کل برگدهنده تأثیر معنی( نشان1ها )جدول نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده
گرم در میلی 7/37تا  33/30( میزان فنل کل تیمار شاهد سالم بین 1بود. براساس نتایج مقایسه میانگین )شکل  %1احتمال 

درصدی محتوای فنل کل نسبت به  8/15ش زنی با بیمارگر، افزایساعت مایه 24باشد. پس از گرم وزن خشک برگ می 100
 B. subtilis طوری که تیمارشاهد سالم ثبت شد و کاربرد عوامل بیوکنترلی و قارچ کش دومارک این روند را تشدید نمود، به

B2  درصدی، 4/48افزایش T. harzianum K18   12/122کش دومارک افزایش چشمگیر و قارچ درصدی  88/22افزایش  
ساعت پس از آلودگی(، غلظت فنل کل در شاهد آلوده  48در نقطه اوج پاسخ گیاه ) .ددرصدی را نسبت به شاهد سالم نشان دادن

ش کو قارچ T. harzianum K18، قارچ B. subtilis B2در حضور باکتری درصد نسبت به شاهد سالم افزایش یافت.  7/103
زنی با بیمارگر، افزایش ساعت پس از مایه 72درصد بود.  98/142و  18/129، 12/159دومارک این افزایش به ترتیب برابر با 

 .T، قارچ B. subtilis B2درصدی محتوای فنل کل در مقایسه با تیمار شاهد سالم مشاهده شد و حضور باکتری  5/39

harzianum K18 زنی های مایهدرصدی فنل در بوته 23/46و  58/133، 67/95باعث افزایش کش دومارک به ترتیب و قارچ
و دومارک به   B. Subtilis B2شده با بیمارگر در مقایسه با شاهد سالم شد. به عبارت دیگر محتوای فنل کل در تیمارهای

 کاهش  T. harzianum K18ساعت کاهش یافت، در حالی که در تیمار 48درصد نسبت به زمان  3/37درصد و  7/28ترتیب 
 .داری مشاهده نشدمعنی

ساعت،  72زنی با بیمارگر، بیشترین محتوای فنل کل در برگ مشاهده شد و با افزایش زمان به مایهاز ساعت  48پس از 
قارچ کش دومارک روند کاهشی پیدا کرد در حالیکه در تیمار و قارچ B. subtilis B2محتوای فنل کل بوته آلوده در تیمارهای 

T. harzianum K18 داری مشاهده نشد. کاهش معنی 
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کش دومارک و قارچ Trichoderma harzianum K18و قارچ  Bacillus subtilis B2تجزیه واریانس اثر دو فرمولاسیون میکروبی باکتری . 1جدول 

 .ساعت در گلخانه 72و  48، 24طی نگهداری به مدت  Podosphaera xanthiiزنی شده با بیمارگر روی میزان فنل کل برگ گیاه خیار مایه

 (SSمجموع مربعات ) (df) یدرجه آزاد (S.O.V) راتییمنبع تغ

 **317/1165 14 ماریت
 418/0 30 خطای آزمایشی

 درصد 1داری در سطح ** نشان دهنده معنی

 

 

 
روی  کش دومارکقارچ و  K18 Trichoderma harzianumو قارچ  Bacillus subtilis B2مقایسه میانگین دو فرمولاسیون میکروبی باکتری . 1شکل 

خطا  لهیم. ساعت در گلخانه 72و  48، 24طی نگهداری به مدت  Podosphaera xanthiiزنی شده با بیمارگر میزان فنل کل برگ گیاه خیار مایه
 .باشدیم (SE)استاندارد  ینشاندهنده خطا

 

 تغییرات محتوای فلاونوئیدهای کل گیاه در پاسخ به عوامل بیوکنترلی و بیمارگر

شود. داری مشاهده می(، بین تیمارها از نظر محتوای فلاونویید کل تفاوت معنی2براساس جدول تجزیه واریانس )جدول 
گرم وزن  100گرم در میلی 3/6تا  05/6( میزان فلاونوئید کل تیمار شاهد سالم بین 2 براساس نتایج مقایسه میانگین )شکل

 T. harzianumدرصد نسبت به شاهد سالم افزایش یافت. تیمار  8/22باشد. غلظت فلاونوئیدها در شاهد آلوده خشک برگ می

K18   درصد افزایش ایجاد نمود 30درصدی مؤثرترین عامل بود، در حالی که دومارک تنها  2/173با افزایش 
درصدی محتوای فلاونوئید کل در مقایسه با تیمار شاهد سالم مشاهده  8/42زنی با بیمارگر، افزایش ساعت مایه 48پس از 

درصد  2/389و  5/373این افزایش به ترتیب برابر با  T. harzianum K18و قارچ  B. subtilis B2شد و در حضور باکتری 
 2/62زنی با بیمارگر، افزایش ساعت مایه 72داری مشاهده نشد. پس از کش دومارک افزایش معنیدر تیمار قارچبود در حالیکه 

 .Tو قارچ  B. subtilis B2درصدی محتوای فلاونوئید کل در مقایسه با تیمار شاهد سالم مشاهده شد و حضور باکتری 

harzianum K18  زنی شده با بیمارگر در های مایهفلاونوئید کل در بوته درصدی 8/310و  409به ترتیب باعث افزایش
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ساعت  48داری مشاهده نشد. بطور کلی کش دومارک و تیمار شاهد آلوده تفاوت معنیمقایسه با شاهد سالم شد اما بین قارچ
ساعت، محتوای  72زنی با بیمارگر، بیشترین محتوای فلاونوئید کل در برگ مشاهده شد و با افزایش زمان به پس از مایه

 B. subtilisحالیکه در تیمار باکتری روند کاهشی پیدا کرد در T. harzianum K18فلاونوئید کل بوته آلوده در تیمار قارچ 

B2 داری مشاهده نشد. کاهش معنی 
کش دومارک روی و قارچ Trichoderma harzianum K18و قارچ  Bacillus subtilis B2 باکتری تجزیه واریانس اثر دو فرمولاسیون میکروبی. 2جدول 

 .ساعت در گلخانه 72و  48، 24طی نگهداری به مدت  Podosphaera xanthiiزنی شده با بیمارگر میزان فلاونوئید کل برگ گیاه خیار مایه

 درصد 1داری در سطح ** نشان دهنده معنی
 

 
کش دومارک روی میزان فلاونویید کل و قارچ  Trichoderma harzianum K18و قارچ  Bacillus subtilis B2مقایسه میانگین اثر باکتری . 2شکل 

 یخطا نشاندهنده خطا لهیم. ساعت در گلخانه 72و  48، 24طی نگهداری به مدت  Podosphaera xanthiiزنی شده با بیمارگر برگ گیاه خیار مایه
 .باشدیم (SE)استاندارد 

 

 پروفایل ترکیبات فنلی خاص برگ خیار در پاسخ به عوامل بیوکنترلی و بیمارگر

ساعت بعد  48فرمولاسیون ترکیبات بیولوژیک و قارچکش دومارک، ترکیب فنلی در برگ گیاهان تیمار شده با  18ردیابی 
کوماریک دی هیدروبوتیریک اسید، کافئیک اسید، پارا 4و3انجام شد. هفت ترکیب  HPLCزنی با بیمارگر با کمک دستگاه از مایه

( 3ایج تجزیه واریانس )جدول اسید، فرولیک اسید، گالیک اسید، روتین و رزمارینیک اسید در برگ خیار قابل مشاهده بود. نت
کوماریک اسید، فرولیک اسید، دی هیدروبوتیریک اسید، کافئیک اسید، پارا 4و3نشان داد که بین تیمارها از نظر میزان ترکیبات 

 داری نشان نداد.داری وجود دارد. تنها گالیک اسید تغییر معنیاختلاف معنی %1روتین و رزمارینیک اسید در سطح احتمال 

شود. گرم وزن خشک برگ، عمده ترکیب فنلی برگ را شامل می 100میلی گرم در  23ور کلی ترکیب کافئیک اسید با بط
درصدی در محتوای کافئیک اسید  90زنی با بیمارگر، افزایش ساعت بعد از مایه 48(، 3با توجه به نتایج مقایسه میانگین )شکل

و   B. Subtilis B2درصدی مؤثرترین تیمار بود، در حالی که 154زایش با اف T. harzianum K18 برگ مشاهده شد. قارچ
 (3درصد افزایش ایجاد کردند )شکل  77درصد و  141ترتیب دومارک به
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کش و قارچ Trichoderma harzianum K18و قارچ  Bacillus subtilis B2تجزیه واریانس اثر دو فرمولاسیون میکروبی باکتری . 3جدول

 48طی نگهداری به مدت  Podosphaera xanthiiزنی شده با بیمارگر تویات ترکیبات فنلی برگ گیاه خیار رقم ناگین )نسبتا حساس( مایهدومارک روی مح

 .ساعت در گلخانه

 نام ترکیبات

 شناسایی شده
 ضریب تغیرات % (SSمجموع مربعات ) (dfدرجه آزادی ) (S.O.Vمنبع تغییرات )

3,4 dihydroxy butyric acid 

  **015/21 4 تیمار
 77/2 337/0 10 خطای آزمایش

  352/21 14 کل

Caffeic acid 

  **93/19324 4 تیمار
 60/4 41/96 10 خطای آزمایش

  34/19421 14 کل

ferulic acid 

  **171/17 4 تیمار
 04/7 089/0 10 خطای آزمایش

  260/17 14 کل

Gallic acid 

  74/1647ns 4 تیمار
 61/3 45/24 10 خطای آزمایش

  45/1677 14 کل

P-cumaric acid 

  **94/90 4 تیمار
 49/3 488/0 10 خطای آزمایش

  435/91 14 کل

Rozmarinic acid 

  **600/0 4 تیمار
 74/3 003/0 10 خطای آزمایش

  603/0 14 کل

Rutin 

  **37/2 4 تیمار
 81/6 014/0 10 خطای آزمایش

  251/2 14 کل

 

 
کش دومارک و قارچ Trichoderma harzianum K18و قارچ  Bacillus subtilis B2مقایسه میانگین اثر دو فرمولاسیون میکروبی باکتری  .3شکل 

خطا  لهیم. ساعت در گلخانه 48طی نگهداری به مدت  Podosphaera xanthiiزنی شده با بیمارگر کافئیک اسید برگ گیاه خیار مایه مقدارروی 
 .باشدیم (SE)استاندارد  یهر ستون نشاندهنده خطا یرو
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گرم وزن  100گرم در میلی 1/5دی هیدروبوتیریک اسید ) 4و  3سایر ترکیبات فنلی قابل مشاهده در برگ شامل ترکیبات 
گرم  100میلی گرم در  35/0گرم وزن خشک برگ(، فرولیک اسید ) 100گرم در میلی 03/5خشک برگ(، پارا کوماریک اسید )

گرم وزن  100میلی گرم در  32/0گرم وزن خشک برگ( و رزمارینیک اسید ) 100گرم در میلی 2/0وزن خشک برگ(، روتین )
 (. 4خشک برگ( بود )شکل 
 .Tو قارچ  B. subtilis B2 در تیمارهای باکتری (DB 3,4)بوتیریک اسید هیدروکسیدی 4و 3بیشترین محتوای 

harzianum K18  برابری محتوای آن در مقایسه با شاهد آلوده شد.  086/0و  093/0مشاهده شد که به ترتیب باعث افزایش
 داری مشاهده نشد.کش دومارک و شاهد آلوده تفاوت معنیبین قارچ

برابری در مقایسه با شاهد  17/1هده شد که افزایش کش دومارک مشابالاترین محتوای پاراکوماریک اسید در تیمار با قارچ
برابری  72/0نیز باعث افزایش قابل توجه پارا کوماریک اسید شد و افزایش  B. subtilis B2آلوده نشان داد. تیمار با باکتری 

 ده نشد. داری مشاهبا شاهد تفاوت معنی T. harzianum K18در مقایسه با تیمار شاهد آلوده نشان داد. بین قارچ 
برابری در مقایسه با تیمار شاهد  05/3بیشترین محتوای فرولیک اسید در تیمار با قارچ تریکودرما دیده شد که از افزایش 

برابری فرولیک اسید برگ داشت و در مرتبه بعدی  46/2نیز باعث افزایش  B. subtilis B2آلوده برخوردار بود. تیمار با باکتری 
 برابری محتوای فرولیک اسید برگ شد.  07/1ومارک نیز باعث افزایش قرار گرفت. قارچ کش د

بالاترین محتوای روتین در برگ  B. subtilis B2و باکتری  T. harzianum K18از نظر محتوای روتین، در حضور قارچ 
داری مشاهده تلاف معنیکش دومارک و شاهد آلوده اخبرابر شاهد آلوده بود. بین قارچ 91/1و  03/2مشاهده شد که به ترتیب 

 نشد.
 B. subtilis B2و باکتری  T. harzianum K18بیشترین محتوای رزمارینیک اسید در تیمارهای با فرمولاسیون قارچ 

برابری محتوای رزمارینیک برگ در مقایسه با تیمار شاهد سالم شدند.  17/1و  45/1مشاهده شد که به ترتیب باعث افزایش 
 برابری محتوای رزمارینیک اسید شد.  48/0کش دومارک نیز باعث افزایش تیمار با قارچ

  

 
کش دومارک و قارچ Trchoderma harzianum K18و قارچ  Bacillus subtilis B2مقایسه میانگین اثر دو فرمولاسیون میکروبی باکتری  .4شکل 

پاراکوماریک اسید، فرولیک اسید، روتین و رزمارینیک اسید برگ  ، (DB 3,4)هیدروکسی بوتیریک اسید دی 4و  3روی محتویات پنج ترکیب فنلی 
 یهر ستون نشاندهنده خطا یخطا رو لهیم. ساعت در گلخانه 48طی نگهداری به مدت  Podosphaera xanthiiزنی شده با بیمارگر گیاه خیار مایه

 .باشدیم (SE)استاندارد 
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و قارچ  Bacillus subtilis B2باکتری و ترکیبات فنلی در میانکنش  شدت بیماریبین   (Pearson correlations)وجود همبستگی .3جدول 

Trichoderma harzianum K18  با گیاه خیار پس از مایه زنی با بیمارگرPodosphaera xanthii  ساعت در گلخانه 48طی نگهداری به مدت. 

رزمارینیک  روتین 
 اسید

پاراکوماریک 
 اسید

-دی 4و  3 فرولیک اسید

هیدروکسی 
بوتیریک 

 اسید

 فنل کل فلاونوئید کل کافئیک اسید

شاخص 
شدت 
 آلودگی 

**877/0- *798/0- **842/0- *780/0- *758/0- **867/0- **886/0- **990/0- 

 درصد 1، همبستگی در سطح **
 درصد 5، همبستگی در سطح *
 

 بحث 

خسارت  50٪تواند تا شود و میای، تهدیدی جدی برای محصولات محسوب میهای گلخانهدر محیط سفیدک پودری خیار
 B. subtilis B2 های میکروبیدهد که فرمولاسیونپژوهش حاضر نشان می (Martínez-Cruz et al., 2014). وارد کند

 B. subtilis دهند. در این میان،ا کاهش میداری شدت بیماری رطور معنیاز آلودگی گیاهان، به پس  T. harzianum K18و

B2  ( %49/31کش شیمیایی دومارک )مؤثرترین عامل کنترل بود و عملکردی مشابه قارچ %84/30با کاهش شدت بیماری به
ای امیدوارکننده برای جایگزینی سموم شیمیایی ، گزینه %16/39نیز با کاهش بیماری به   T. harzianum K18. قارچداشت

 .شودمعرفی می

 B2 و فلاونوئید کل فنل کل قابل توجه. افزایش (3)جدول  کندنقش محوری در این مقاومت ایفا می پویایی ترکیبات فنلی
سازی سریع مسیرهای دفاعی است. کافئیک دهنده فعالنشان ،ساعت پس از آلودگی 48در   T. harzianum K18و

 کافئیک اسید تحت تأثیر 154٪طور ویژه، افزایش به :کندایفا می مهمیده، نقش شترین ترکیب شناساییعنوان غالباسیدبه
T. harzianum K18  ها )مانند سلولاز و مارگریبهای کلیدی با مطالعات پیشین همسوست که این ترکیب را بازدارنده آنزیم

 از با شدت بیماری، ستگی منفی قوی آنروتین و همب 103٪، افزایش نهمزما (Mandal et al., 2010). دانند میپکتیناز( 
سیستم ردوکس فلاونولی و  واسطه بههای آزاد سازی رادیکالدفاعی است که نقش آن را در خنثی اتترکیب نیتریدیکل

 (Agati et al., 2012سازد )های ساختاری برجسته میهمچنین تقویت دیواره سلولی با اتصال به پروتئین

 کدکننده یهاژن انیب د،یلپروپانوئیفن ریمس میتنظ با دیمف یهاسمیکروارگانیم مقاومت، ییایمیوشیب و یکیژنت یاز نظر مبان
 یفنل باتیمنجر به تجمع ترک ندیفرآ نیا (Li et al., 2025). کنندیرا القا م (PAL) ازیالیآمون نیآلانلیفن مانند ییهامیآنز
 یسازیخنث یمجرا از ویداتیسازوکارها شامل کاهش تنش اکس نی. اکنندیمحافظت م اهیچند سازوکار از گ قیکه از طر شودیم

در کاهش  سموتازید دیکاتالاز و سوپراکس یهامیآنز تیفعال شیها و افزافنل لیدروکسیه یهاآزاد توسط گروه یهاکالیراد
تحت  205٪ شی)با افزا دیاس کیمانند فرول یباتیترک شیافزا نی. فزون برا(Gill & Tuteja, 2010) است ویداتیتنش اکس

 .ندینمایم تیرا تقو یسلول وارهیو د کنندیم لیرا تسه نیگنیل ونیزاسیمریپل) T. harzianum K18 ریتأث

در تحقیق حاضر فرمولاسیون میکروبی . عامل کلیدی برتری عوامل بیوکنترلی است از طرف دیگر پایداری پاسخ دفاعی
B. subtilis B2   ساعت کاهش یافت. این  48ساعت حفظ کرد، در حالی که اثر دومارک پس از  72فلاونوئیدها را تا  افزایش

ارائه  (IPM) های مدیریت تلفیقی بیماریدر قالب برنامه کاهش مصرف سموم شیمیایی ها راهکارهای جدیدی براییافته
 . (Bonaterra et al., 2012)دهد می
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 و پیشنهادها گیرینتیجه

  T. harzianum K18و  B. subtilis B2ویژه روتین و کافئیک اسید( توسطپژوهش القای ترکیبات فنلی خاص )بهاین 
حفظ با افزایش و  هر دو فرمولاسیون میکروبی گشاید.ها میکه افق جدیدی در مدیریت پایدار بیماری را ارایه می نمایدخیار  در

با افزایش  T. harzianum K18 وهای بحرانی بیماری است آل برای دورهنه ایدهساعت، گزی 72فلاونوئیدها تا  ها وفنل تجمع
 B. subtilis تلفیق .دهدارائه می تقویت ساختار دفاعی گیاهبرای  خاصیسازوکار بیوشیمیایی به احتمال فرولیک اسید،  ٪205

B2 برای القای فلاونوئیدها( و(T. harzianum K18  شودمکمل پیشنهاد می راهکاری( یک )برای افزایش اسیدهای فنل. 
توان تواند تا حد زیادی وابستگی به سموم شیمیایی را کاهش دهد. برای مطالعات آتی میمی میکروبی ترکیب این دو عامل

تحت تأثیر این عوامل بیوکنترلی و  های مقاومتهای کلیدی مسیر، بیان ژن K18و B2 ییافزاهمتمرکز خود را بر بررسی 
 .های میدانی در مقیاس تجاری معطوف کردآزمون

 قدردانی
باشد. می 013-36-1605-081-00034-000844این پژوهش مستخرج از نتایج پروژه تحقیقاتی با شماره مصوب 

 امکانات پژوهشی برخی اختیار قراردادندلیل در بهپژوهشکده گیاهان و مواد اولیه دارویی دانشگاه شهید بهشتی از نویسندگان 
 نمایند.های ارزشمندشان تشکر و قدردانی میاندرکاران به خاطر همکاریو همچنین از تمام دست

 "هیچگونه تعارض منافع بین نویسندگان وجودندارد"
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