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 خلاصه

 
در سالهاي اخير بحث امكان كنترل بيولوژيكي خاكزاد مورد توجه جدي محققين قرار گرفته است كه از آن                    

 گروه سودوموناسهاي فلورسنت در كنترل         توان به باكتريهاي آنتاگونيست بخصوص از باكتريهاي          جمله مي 
هايي كه در ناحيه ريزوسفر گياهان       ميكروارگانيسم. هاي قارچي و باكتريايي ريشه گياهان زراعي اشاره كرد         بيماري

هاي كنترل بيولوژيكي هستند زيرا ريزوسفر خط مقدم دفاعي          كنند گزينه مناسبي براي استفاده در روش       زندگي مي 
 .var جدايه باكتري در كنترل گونه        ٤١ اين تحقيق تاثير    در. باشند ارگرهاي خاكزي مي   ها عليه بيم    ريشه

sporangiferum   Pythium ultimum          هاي  اغلب كلني .  روي ريشه گياه لوبيا مورد بررسي قرار گرفت
ميايي، با توجه به نتايج تستهاي بيوشي     . رشد يافته روي محيط اختصاصي اس يك توليد رنگدانه فلورسنت كردند           

 از مزارع لوبياي دانشكده     Pf26و جدايه   ) شده از مزارع لوبياي شهرستان خمين      جدا (Pf23 و   Pf18هاي   جدايه
 بعلت  Pf22 و   Pf13جدايه هاي  .  تشخيص داده شدند   Pseudomonas putidaكشاورزي كرج به عنوان گونه    

 ,Pf8, Pf15, Pf16 هاي  جدايه.  شناسايي شدند  .Pseudomonas spعدم قطعيت در تشخيص به عنوان         
Pf26, Pf27     و نيز استرين CHAO   بهترين تأثير را در جلوگيري از رشد         . رشد قارچ داشتند P.ultimum  در

. گونه تأثيري در كاهش رشد اين گونه نداشتند         هيچ Pf20 و   Bs4 ،Pf6هاي   جدايه. شرايط آزمايشگاهي داشتند  
 Pf31 و   Pf6, Pf9, Pf10, Pf14, Pf19, Pf20, Pf24, Pf25, Pf29هاي    جدايه شامل جدايه   ١٠به غير از    

زني بذر لوبيا در     كه قادر به محافظت از بذر نبودند بقيه باكتريها با ممانعت از رشد قارچ بيمارگر، امكان جوانه                   
 ,Pf2, Pf4 جدايه شامل    ١٦از بين ريزوباكتريهاي آنتاگونيست مورد استفاده فقط         . محيط كشت را باعث شدند    

Pf8, Pf9, Pf13, Pf14, Pf15, Pf16, Pf18, Pf22, Pf26, Pf27, Pf28, Pf31   و Pf32    و نيز استرين 
CHAO    جدايه شامل  ١٤.  توليد سيانيد هيدروژن كردند  Pf1, Pf5, Pf6, Pf7, Pf12, Pf15, Pf20, Pf21, 

Pf23 ،Pf25, Pf27, Pf28   و Pf32     و نيز استرين CHAO   هاي   جدايه.  توليد پروتئاز كردندPf1, Pf13, 
Pf16, Pf26, Pf27   و Pf32      و نيز استرين CHAO             با توجه به اندازه قطر هاله نارنجي رنگ اطراف كلني 

 و  Pf11, Pf17, Pf20هاي    و نيز جدايه   B. subtilisهاي   جدايه. باكتريها بيشترين توليد سيدروفور را داشتند      
Pf23     د آزمايش نتوانستند درون لوله آزمايش حاوي        هاي مور  هيچيك از جدايه  .  اصلا   توليد سيدروفور نكردند

 بهترين اثر را در افزايش وزن تر         Pf26 و Pf16هاي   جدايه. محيط سلولاز باعث تغيير رنگ كاغذ صافي بشوند        
در شرايط گلخانه داشتند و به همراه شاهد سالم در يك گروه               P. ultimumهاي لوبيا در خاك آلوده به         بوته

هاي  بيشترين قدرت كلونيزاسيون ريشه مربوط به جدايه       .  بود Pf16ثير مربوط به جدايه      بهترين تأ . قرار گرفتند 
Pf4, Pf7, Pf13 و Pf28بود . 

 
  لوبيا، كنترل بيولوژيكي، سودوموناسهاي فلورسنت:هاي كليدي واژه

 مسعود احمدزاده: مكاتبه كننده
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 مقدمه
هاي مربوط به ريشه لوبيا، بيماري پوسيدگي         از بين بيماري  

 Pythium ultimum Trowثر گونه   ميري در ا   بذر، ريشه و بوته   
گسترده بودن دامنه ميزباني،     ). ٢( باشند ترين آنها مي    از شايع 

زايي، انگل   انتشار وسيع جغرافيايي، بالا بودن قدرت بيماري           
اختياري بودن و توانايي زياد در باقي ماندن بحالت ساپروفيتي            

اهميت  زايي با  در غياب گياه ميزبان اين گونه را از نظر بيماري           
هاي زراعي مانند آيش و تناوب را در         نموده و كارآيي برخي روش    

هاي زراعي از قبيل     برخي روش . كنترل بيماري كاهش داده است    
هاي لوبيا به منظور تهويه بهتر خاك        رعايت فاصله كافي بين بوته    

انداز و جلوگيري از انتقال عامل بيمارگر بين             و كاهش سايه   
تواند در كنترل بيماري موثر        ت كه مي   ها از اقداماتي اس     ريشه

 نيز تا   ١ميستئوكشهاي ضد ا   عفوني بذر با قارچ     ضد. واقع شود 
تعدادي ارقام مقاوم به     . اي در كاهش بيماري موثر است        اندازه

اند كه متاسفانه در شرايط مزرعه دوام           بيماري شناسايي شده   
چنداني نداشته و پس از چند سال استفاده، مقاومت آنها                  

 .سته شده استشك
هاي شيميايي در كنترل بيماريهاي گياهي       اندك روش  تاثير

 هاي اقتصادي آن از يك       خصوصا بيمارگرهاي خاكزي وهزينه    
هاي زيست محيطي از طرف ديگر، دستيابي به           طرف و نگراني  

تر را به عنوان يك چالش جدي فراروي          هاي سالم و ارزان    روش
خير بحث امكان كنترل     در سالهاي ا   . محققان قرار داده است    

بيولوژيكي عوامل بيماريزاي گياهي با استفاده از                       
ميكروارگانيسمهاي آنتاگونيست بخصوص از گروه باكتريهاي          

 Pseudomonasاز قبيل (متعلق به سودوموناسهاي فلورسنت      
fluorescens    وP. putida (   هاي باسيلوس   و تعدادي از گونه 

)Bacillus (   ارچي و باكتريايي ريشه     هاي ق  در كنترل بيماري
هايي كه در ناحيه       ميكروارگانيسم. گياهان زراعي اشاره كرد     
كنند گزينه مناسبي براي استفاده در       ريزوسفر گياهان زندگي مي   

هاي كنترل بيولوژيكي هستند زيرا ريزوسفر خط مقدم             روش
). ٢٣( باشند ها عليه بيمارگرهاي خاكزي مي          دفاعي ريشه  

ت بخش قابل توجهي از جمعيت بومي         سودوموناسهاي فلورسن 
هايي كه   نيز خاك  طبيعي بازدارنده بوده و    هايي كه بطور   در خاك 

                                                                                    
1 . Oomycetes 

و يا با     اند  قرار گرفته   ٢بطور مستمر زير كشت يك محصول        
 ).٢٠(باشند  اند مي استفاده از تشعشع خورشيدي پاستوريزه شده

دهد كه اول گزارش در       بررسي منابع منتشر شده نشان مي      
هاي  هاي فلورسنت در كنترل بيماري       قش سودوموناس مورد ن 

اين دو محقق خواص        . باشد مي) ٩( گياهي مربوط به     
 Rhizoctonia عليه قارچ    P. fluorescensآنتاگونيستي   

solani            وي پنبه و در سال بعد عليه Pythium ultimum  را 
همچنين موفق شدند نقش    . روي همين گياه به اثبات رساندند      

(  را در اين بازدارندگي نشان بدهند       ٣پايولوتئورينآنتي بيوتيك   
 كنون تاثيرريزوباكتريهاي آنتاگونيست بخصوص ازگروه      تا). ١٠

هاي جنس باسيلوس در     سودوموناسهاي فلورسنت و برخي گونه     
هاي قارچي و باكتريايي ريشه اغلب         كنترل بسياري از بيماري    

هاي  باكتري). ٢٣، ٢١، ٣(گياهان زراعي به اثبات رسيده است        
هاي فلورسنت   موجود در ناحيه ريزوسفر از گروه سودوموناس         

سري هورمونهاي گياهي و تحريك       بطور مستقيم با توليد يك     
رشد گياه، و نيز بصورت غير مستقيم از طريق كنترل بيولوژيكي           
بيمارگرها و يا القاي مقاومت در گياهان باعث افزايش رشد آنها             

، )٢١، ١٤(، سيدروفور    )٧(بيوتيك  توليد آنتي    ). ٢٣(شوند مي
از مهمترين   ) ١٣(و انزيم پروتئاز       ) ١٣(سيانيد هيدروژن     

زاي  هاي موثر در كنترل بيولوژيكي عوامل بيماري             مكانيسم
اغلب . رود گياهي توسط اين باكتريها بشمار مي                   

هوازي در شرايط كمبود آهن        هاي هوازي و بي     ميكروارگانيسم
نموده )  دالتون ١٠٠٠ تا   ٥٠٠( لي كم توليد موادي با وزن ملكو     

يون (كه تمايل زيادي به تشكيل كمپلكس با آهن سه ظرفيتي             
 نقش اصلي اين مواد تامين آهن براي سلول است         . دارند) فريك

سيدروفورها ضمن افزايش رشد گياه، در كنترل                ). ١٤(
 يكي ديگر از  . زاي گياهي نيز موثرند     بيولوژيكي عوامل بيماري   

 ميكروبي كه بوسيله سودوموناسهاي فلورسنت توليد       متابوليتهاي
باشد كه روي سيستم جذب مواد        شوند سيانيد هيدروژن مي    مي

جذب مواد غذايي توسط گياه يك فرآيند       . غذايي تاثير مي گذارد   
 ٦٠بر اساس مطالعات صورت گرفته حدود           . خواه است  انرژي

يند درصد انرژي ناشي از تنفس ريشه گياه ذرت به  اين فرآ                
 در سيستم   ATPهاي   توليد انرژي بصورت بسته   . اختصاص دارد 

                                                                                    
2 . Monoculture 
3 . Pyolutorin 
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تنفسي سيتوكروم اكسيداز بوسيله سيانيد هيدروژن ممانعت           
گردد تا الكترونهاي آزاد شده بوسيله            شود و باعث مي       مي

 در ميتوكندري از ساير مسيرهاي تنفسي       NADHاكسيداسيون  
لذا . ن برسد ديگر كه مقاوم به سيانيد هيدروژن است به اكسيژ          

اتلاف انرژي در اين حالت افزايش يافته و در نهايت باعث اختلال            
 ).٢١(گردد  در رشد طبيعي گياه مي

 هاي تعدادي از استرين    ) ١١(بر اساس نتايج كارهاي         
P. fluorescens      روي گونه P. ultimum   ميري   عامل بوته

. شتكشهاي متالاكسيل و كاپتان دا     نخود، اثرات مشابهي با قارچ    
زني و افزايش عملكرد براي تيمار متالاكسيل در             قدرت جوانه 
براساس . ها معادل يا بيشتر از ساير تيمارها بود           تمام آزمايش 
 P. fluorescensتيمار بذور نخود باباكتري     ) ٢٢( نتايج كارهاي 

كشهاي   تاثير مشابهي با كاربرد قارچ            Q29z-80استرين   
محققين در حال   . ه داشت متالاكسيل و كاپتان در شرايط مزرع      

هاي  حاضر به دنبال پيدا نمودن خصوصياتي از باكتري                 
آنتاگونيست كه در افزايش قدرت رقابت در محيط ريزو سفر و              

اين موضوع به آنها امكان        . باشند كارآيي آنها موثر است مي       
نظر را   دهد تا با استفاده از مهندسي ژنتيك خصوصيات مورد         مي

ي محيطبررسي تاثير عوامل    . رد نمايند در يك باكتري معين وا     
هاي  نيز يافتن روش    روي توليد متابوليتهاي ضد ميكروبي و        

سريع و آسان شناسايي باكتريهاي آنتاگونيست از ديگر                  
هاي اخير مورد توجه جدي        موضوعات مهمي است كه درسال      

 .مراكز علمي جهان و ايران قرار گرفته است
 

 ها مواد و روش
 Pythiumجداسازي جنس 

 ٢را به محيط آب آگار        پس از آماده سازي     بذور پوسيده،    
  ١بيوتيك ريفمپيسين  گرم در ليتر آنتي      ميلي ٥٠درصد حاوي    

 درجه  ٢٣ ساعت نگهداري در دماي       ٤٨منتقل نموده و پس از       
-زميني گراد، انتهاي هيف كلني به محيط كشت سيب            سانتي
. ري شد منتقل و در دماي يخچال نگهدا       ) PCA( آگار   -هويج

براي جداسازي مستقيم و برآورد جمعيت قارچ يك گرم خاك             
ليتر آب سترون بهم زده شد و           ميلي ١٠كاملا   خشك و نرم با       

ليتر از هر كدام روي        ميلي ٢/٠هاي مختلفي از آن تهيه و         رقت

                                                                                    
1 . rifampicin 

 گرم دي    ٧/٠ گرم ساكارز،      ٢حاوي  (محيط كشت انتخابي      
 گرم  ٥/٠پتومايسين،  گرم سولفات استر    ميلي ٣٠فسفات پتاسيم،   
 گرم نيترات پتاسيم،    ١ گرم عصاره مخمر،      ٢/٠كربنات كلسيم،   

) PCNBكش   گرم قارچ   ميلي ٧٠گرم پيمارسين و       ميلي ١٢٠
با . گراد نگهداري شد    سانتي ٢٥منتقل و بصورت وارونه در دماي       

ها و ميزان خاك مورد       توجه به متوسط تعداد كلني در تشتك        
 .ر هر گرم خاك محاسبه گرديداستفاده، جمعيت قارچ د

 Pythium شناسايي گونه
 صورت  )١٩٩٠( ديك    تشخيص گونه بر اساس منوگراف       

 در دماي   PDAسرعت رشد شعاعي روي محيط كشت        . گرفت
گراد در شرايط تاريكي، رنگ و منظره كلني،             درجه سانتي  ٢٥

 و ضخامت     ٤ووپلاستئ، ا  ٣سپورئو، ا  ٢گونئوگيري قطر ا     اندازه
گون تعيين  ئوپور، منشا آنتريدي و نحوه اتصال آن به ا        سائوديواره  
 ميكروسكوپ   ١٠٠٠نمايي    اين پارامترها با بزرگ       . گرديد

. هر عدد از ميانگين دو قطر بدست آمد           . اندازه گيري گرديد 
وپلاست آپلروتيك و ديواره با استفاده از               ئوهاي ا   شاخص
نسي هاي ج  براي توليد اندام  ). ٥( محاسبه شد    ديكهاي   فرمول

 – از محيط كشت هويج      ) گونئوتريدي و ا    آن(اين قارچ     
 .استفاده شد) PCA( آگار –زميني  سيب

زايي در شرايط     و اثبات بيماري    Pythiumتهيه مايه تلقيح     
 گلخانه

مارهوفر و همكاران     از روش  Pythiumبراي تهيه مايه تلقيح     
 Pythiumبه اين ترتيب كه ابتدا قارچ         .  استفاده شد  )١٩٩٢(
 درجه  ٢٠ روز در دماي      ٧ي محيط كشت مالت آگار بمدت        رو

متري از محيط     ميلي ٦گراد نگهداري و سپس يك قطعه         سانتي
 گرم  ٢٥ليتري حاوي     ميلي ٣٠٠كشت حاوي قارچ در يك ارلن        

ليتر آب مقطر سترون قرار داده        ميلي ١٢بذر ارزن اتوكلاو شده و      
جه  در  ٢٠اين ارلن بمدت دو هفته در مدت دماي                 . شد

چهار گرم مايه تلقيح به ازاء يك           . گراد نگهداري شد    سانتي
 اضافه و در هر گلدان ده        Pythiumكيلوگرم خاك براي جنس      

 بصورت پوسيدگي بذر و      Pythiumعلائم  . عدد بذر كاشته شد    
براي هر تيمار سه     . زني ظاهر شد    تغيير رنگ و كاهش جوانه      

ز بذر لوبيا رقم     ا. تكرار در يك طرح كاملا   تصادفي بكار رفت          
                                                                                    

2 . Oogonium 
3 . Oospore 
4  . Oosplast 
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از گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشكده           (اصلاح شده بهمن      
 .ها استفاده شد براي انجام آزمايش) كشاورزي

جداسازي باكتريهاي آنتاگونيست از ناحيه ريزوسفر و              
 نگهداري آنها

 كيل و    براي جداسازي سودوموناسهاي فلورسنت از روش        
 يب كه بذور پس از ضد      به اين ترت   . استفاده شد  )١٩٩٦(همكاران  

پس .  گرم خاك كاشته شد    ٤٠٠عفوني سطحي در گلدان حاوي      
 ١٦ ساعت تاريكي و      ٨هفته نگهداري در تناوب نوري        از چهار 

، خاك به آرامي از روي ريشه شسته          %٧٠ساعت نور و رطوبت      
ها درون يك ظرف حاوي آب سترون روي             سپس ريشه . شد

 درصد تيمار   ٧٠اتانول   ثانيه با     ٣٠شيكر قرار گرفت و بمدت        
متري بريده و روي محيط         ريشه به قطعات يك سانتي       . شد
ها  تشتك. قرار گرفت ) KMB(يا محيط كينگ ب     ) S1(يك   اس

گراد نگهداري شد تا      درجه سانتي  ٢٤ ساعت در    ٧٢ تا   ٤٨بمدت  
باكتريهايي كه زير نور ماوراء بنفش      . هاي باكتري ظاهر شود    كلني

 منتقل  NAس نشان دادند به محيط        از خود خاصيت فلورسان    
 Pseudomonas fluorescensباكتري استاندارد      . شدند

 نيز از دانشگاه پلي تكنيك زوريخ كشور              CHAOاسترين  
  .سوئيس دريافت گرديد

 شناسايي سودوموناسهاي فلورسنت
 از  )٢٠٠١( شاد و همكاران      هاي  جدايه بر اساس روش     ٣٤

هوازي، هيدروليز   داز، رشد بي  هاي گرم، كاتالاز، اكسي    نظر واكنش 
نشاسته، توليد آرژنين دهيدرولاز، هيدروليز ژلاتين، توليد لوان          

از سوكروز روي محيط آگار مغذي        ) كلني لعابدار و برجسته    (
 آرابينوز و   -حاوي سوكروز پنج درصد، احياي نيترات، مصرف د        

توليد رنگدانه فلورسنت روي محيط كينگ ب مورد بررسي قرار           
 P. putida ازگونه   P. fluorescens براي تفكيك گونه  . گرفتند

ها در   اين جدايه . از واكنش رشد روي قند ترهالوز استفاده شد         
ليتر محلول يك دهم مولار        ميلي ٥دار حاوي    هاي سرپوش  لوله

 .سولفات منيزيم در دماي آزمايشگاه نگهداري شدند
شها و  ك سازي بذور، آغشتگي به ريزوباكتريها و قارچ          آماده

 تعيين جمعيت باكتريها روي بذور تيمار شده

انجام  )١٩٨٦( ولر و كوك     بذور لوبيا مطابق روش   آماده سازي  
 واحد تشكيل    ١-٥×١٠٨با اين روش جمعيت باكتري به          شد  

 گرم بذر، محتويات چهار       ٥٠به ازاء هر     . دهنده كلني رسيد   

 تر محلول  لب ميلي ٢٥تشتك پتري حاوي باكتري رشد يافته در         
 از  B. subtilisبراي جدايه هاي   (يك درصد سلولز ريخته شد        

براي تعيين ميزان جمعيت    ). محتويات پنج تشتك استفاده شد     
 ١٠٠ عدد بذر تيمار شده در يك هاون حاوي                ١٠باكتري،  

ليتر از    ميلي ١/٠.  خرد شد  ٢/٧ليتر بافر فسفات با اسيديته       ميلي
 روي محيط كشت    ١٠-٨ تا   ١٠-٤،  ١٠-٣،  ١٠-٢هاي مختلف    رقت

) B. subtilisهاي محيط آگار مغذي براي جدايه       (كينگ ب    
پخش گرديد و پس از رشد باكتريها با شمارشگر كلني ميزان              

 .واحد تشكيل دهنده كلني محاسبه شد
كشهاي مورد آزمايش     براي آغشته نمودن بذور به قارچ         

هاي متالاكسيل   كش  قارچ )١٩٨٩(كيل و همكاران    مطابق روش   
 گرم ماده مؤثره به ازاء هر        ٥/٠به ميزان   )  درصد ٢٥ميل  ريدو(

 ١٠٠ليتر آب مقطر براي       ميلي ٣كيلو گرم بذر با اضافه نمودن        
 ٢ها را بمدت      ارلن.  ليتري بكار رفت    ٥٠٠عدد بذر درون ارلن      

 ٣دقيقه به آرامي تكان داده و سپس درون هود سترون بمدت              
 بر اساس    تركيب تجاري تريكودرمين   . ساعت خشك گرديد   

 گرم پودر به ازاء هر كيلوگرم       ١٠توصيه شركت سازنده به ميزان      
 .ليتر آب مقطر به آرامي مخلوط شد  ميلي٣بذر در 

بررسي قدرت بازداري از رشد قارچ بيمارگر درون تشتك             
 پتري

 در  P. ultimumبراي تعيين قدرت بازدارندگي از رشد           
فاده شد به اين     است )١٩٩٦(كيل و همكاران    آزمايشگاه از روش    

اي يا خطي روي محيط كشت        ترتيب كه باكتريها بصورت نقطه     
 سانتي متر از لبه تشتك كشت داده شد         ٥/٠مالت آگار به فاصله     

اي از محيط كشت حاوي قارچ مورد نظر         و يك ساعت بعد قطعه    
در اين روش باكتري كه قبلا        . در وسط تشتك پتري قرار گرفت     

 شامل پيتون و عصاره      ١ع مغذي  ساعت در محيط ماي     ٨بمدت  
براي هر  . مخمر كشت داده تا در فاز لگاريتمي رشد قرار گيرد            

 روز در دماي    ٧ تا   ٤ها بمدت    تشتك. باكتري سه تكرار بكار رفت    
وجود هاله بازدارندگي    . گراد نگهداري شدند     درجه سانتي   ٢٤

بدون در نظر گرفتن شعاع آن به عنوان واكنش مثبت بازداري از            
براي مقايسه قدرت بازدارندگي، فاصله       . قارچ تلقي شد   رشد  

                                                                                    
1 . Nutrient broth 



٧٩٧ …بررسي تاثير سودوموناسهاي فلورسنت روي قارچ: احمدزاده و همكاران

گيري و ميانگين آنها بر        كلني باكتري تا ميسليوم قارچ اندازه       
 .مقايسه شد% ٥ در سطح t-studentاساس آزمون 

زا  هاي بيماري  بررسي امكان محافظت از بذر در مقابل قارچ          
 درون پتري

وان شاهد  از بذور تيمار شده با متيل سلولز يك درصد بعن            
بذور آغشته  . براي هر تيمار سه تكرار بكار رفت         . استفاده شد 

شده به باكتري در اطراف تشتك پتري حاوي محيط كشت               
PDA                قرار داده شد و بلافاصله قطعه آگار حاوي قارچ عامل 

 پس از يك هفته نگهداري در      . بيماري در وسط آن قرار گرفت      
عليه عامل بيماري    درجه، ميزان قدرت حفاظت از بذر        ٢٥دماي  

 .زني آنها در شرايط آزمايشگاهي ارزيابي شد و امكان جوانه
هاي ميكروبي مؤثر در خاصيت       بررسي توليد برخي متابوليت    

 آنتاگونيستي
 توليد سيدروفور

 )١٩٨٢( شين و نيلندز         ازروش سيدروفور توليد بررسي براي
كه .  استفاده گرديد  CAS١)(اين روش از محيط      ر د .استفاده شد 

 :آيد از تركيب سه محلول بدست مي
 گرم پيرازين بيس اتان سولفونيك اسيد       ٢٤/٣٠: محلول اول 

)Pipes (  ليتر آب مخلوط شد، اسيديته آن با سود           ميلي ٥٠٠با
 گرم كازآمينواسيد اضافه     ٥ رسيد و سپس      ٨/٦يك نرمال به     

 دقيقه  ١٥ درجه بمدت    ١٢١ گرم آگار در     ١٢گرديد و به همراه     
 .دسترون ش

ليتر آب    ميلي ٥٠ در   CASگرم از     ميلي ٥/٦٠: محلول دوم 
ليتر از محلول سه ظرفيتي آهن        ميلي ١٠مقطر حل شد و سپس      

)mM FeCl3.6H2O, 10mM HCl (10    در . به آن اضافه شد
گرم از ماده هگزادسيل تري متيل           ميلي ٩/٧٢ظرف ديگري    

مخلوط ليتر آب كاملا       ميلي ٤٠با  )  HDTMA(آمونيوم برومايد   
و سپس با اضافه كردن آن به ظرف اول محلول دوم بدست آمد              

 .كه جداگانه اتوكلاو گرديد
 ٨١٣ را به ميزان         MgCl2.6H2Oماده   : محلول سوم  

 ميلي ليتر آب ريخته و بعد از هم زدن اتوكلاو           ١٠٠گرم در    ميلي
محلول دوم و سوم با يكديگر مخلوط و در حالت بهم                 . شد

آيد  محيطي كه بدست مي   . اضافه گرديد خوردن به محلول اول      
با استفاده از   . رنگ است كه درون پتريهاي سترون ريخته شد        آبي

                                                                                    
1 . Chrome Azurol S 

اي روي اين محيط كشت داده       يك لوپ باكتريها به صورت نقطه     
در . گراد نگهداري گرديد     درجه سانتي   ٢٥شد و در دماي        

صورتيكه باكتري توليد سيدروفور كند باعث تغيير رنگ محيط           
 CASشود كه در اثر خارج ساختن آهن از محيط           نجي مي به نار 
قطر هاله ايجاد شده در اطراف كلني باكتري با ميزان            . باشد مي

ميانگين بدست آمده براي هر      . سيدروفور رابطه مستقيمي دارد   
 با  t-studentباكتري بعنوان يك تكرار با استفاده از آزمون              

آمده، ميانگين سه   هر يك از مقادير بدست      . يكديگر مقايسه شد  
 .آزمايش مستقل است

 توليد پروتئاز
 )١٩٩٤(مارهوفر و همكاران    توليد اين آنزيم بر اساس روش       

 گرم پودر   ١٥ شامل   ٢)SMA(ابتدا محيط كشت     . بررسي شد 
 گرم آگار خوني و     ٤ گرم عصاره مخمر،     ٥ گرم پودر شير،     ٥شير،  

. ترون شد  گرم آگار باكتريولوژيك تهيه و درون اتوكلاو س          ٥/١٣
 ٢٤ درجه بمدت    ٢٧ در   SMAهاي حاوي محيط كشت      تشتك

رنگ در اطراف كلني     تشكيل يك هاله بي   . ساعت نگهداري شد  
 .باكتري نشانه فعاليت پروتئاز است

 توليد سيانيد هيدروژن
 كاستريك و    براي بررسي توليد سيانيد هيدروژن از روش         

 يك از   ابتدا سوسپانسيون هر  :  استفاده شد  )١٩٨٣(كاستريك  
 ساعته بطور جداگانه در يك ميلي ليتر آب         ٢٤باكتريها از كشت    

 ميكروليتر از هر جدايه روي      ١٠٠مقطر سترون تهيه و به مقدار       
×١قطعاتي از كاغذ صافي به ابعاد       .  پخش شد  NAمحيط كشت   

اين . ور گرديد   غوطه  HCNمتر در محلول معرف          سانتي ١
 Copper (II)ستات مس ليتر اتيل استوا    ميلي ٥: محلول شامل 

ethylaceto acetate   ،ان–ان–گرم متيل بيس       ميلي  ٥–
) Methylene) bis(-n-n-dimethylaniline(متيل آنيلين    دي
آنگاه قطعات كاغذ صافي آغشته     . باشد ليتر كلروفرم مي    ميلي ٢و  

به معرف مذكور درون درب تشتك پتري حاوي كشت باكتري            
 درجه نگهداري   ٢٨ارونه در   آنتاگونيست قرار گرفت و بصورت و      

 ساعت  ٣-١٨تغيير رنگ كاغذ صافي به رنگ آبي پس از           . شدند
 .باشد نشانه توليد سيانيد مي

 توليد سلولاز
 گرم  ٥/٠ گرم دي فسفات پتاسيم،       ١محيط سلولاز شامل     

                                                                                    
2 . Skim milk agar 



 ١٣٨٢، سال ٤، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٧٩٨

 گرم كلريد    ٥/٠ گرم سولفات منيزيوم،        ٥/٠نيترات سديم،    
 آب مقطر تهيه      گرم سولفات آهن در يك ليتر        ٠١/٠پتاسيم،  

ليتر ريخته و در هر كدام يك         ميلي ٩درون هر لوله آزمايش     . شد
بنحوي كه  . متر گذاشته شد     سانتي ٩×١كاغذ صافي به ابعاد       

ليتر از   ميلييك  . نيمي از كاغذ بيرون از سطح مايع قرار گرفت          
 درجه  ٢٥سوسپانسيون باكتري را وارد لوله كرده و در دماي              

ته پس از انجام آزمايش، هر روز كاغذهاي         هف ٣تا  . نگهداري شد 
 .صافي از نظر هرگونه تغيير رنگ مورد بررسي قرار گرفت

خواص بازدارندگي سودوموناسهاي فلورسنت در شرايط       بررسي
 گلخانه عليه عامل بيماري

 )١٩٩٦( كيل و همكاران      براي انجام اين آزمايش از روش       
زا درون   رچ بيماري پس از تهيه مايه تلقيح قا     : بشرح زير عمل شد   

ليتر آب مقطر، و      ميلي ١٢ گرم بذر ارزن و      ٢٥٠هاي حاوي    ارلن
چهار گرم مايه تلقيح در يك كيلوگرم       (اضافه كردن آن به خاك      

ليتر   ميلي  ١دو ساعت بعد       ) Pythiumخاك براي جنس       
واحد تشكيل دهنده كلني در      ١ × ١٠٧(سوسپانسيون باكتري   

سپس در هر گلدان    . م بذر اضافه شد   به ازاء هر كيلوگر   ) ليتر ميلي
 ٢٢نگهداري در شرايط    (چهارده روز بعد    . ده عدد بذر كاشته شد    

ها مورد   گلدان)  ساعت تاريكي  ٨ و   روشنايي ساعت   ١٦درجه،  
پارامترهاي مورد ارزيابي، تعداد بذور جوانه       . ارزيابي قرار گرفتند  

راي هر  ب. هفته پس از كاشت بود     زده و سالم، و وزن تر بوته دو        
اين . تيمار سه تكرار در يك طرح كاملا  تصادفي بكار رفت               

 .آزمايش دو مرتبه در شرايط يكسان تكرار شد
 بررسي كلونيزاسيون ريشه توسط باكتريهاي آنتاگونيست

 )١٩٨٩(كيل و همكاران     براي انجام اين بررسي از روش          
دو هفته پس از كاشت بذور آغشته به باكتريهاي           . استفاده شد 

 اي در خاك آلوده به گونه          تاگونيست در آزمايش گلخانه     آن
P. ultimum          هاي  براي هر تيمار سه گياهچه انتخاب و ريشه

ها به قطعات كوچكتر بريده شد و درون         ريشه. آنها توزين گرديد  
 ٣٠نمك طعام ريخته و بمدت       % ٨٥ليتر از محلول       ميلي ١٠٠

. خت گردد  دقيقه روي شيكر قرار داده شد تا كاملا  يكنوا                
 ١/٠هاي مناسب تهيه و با استفاده از پي پت پاستور مقدار              رقت
ليتر از هر نمونه روي محيط كشت كينگ ب حاوي                   ميلي
پس از نگهداري   . بيوتيك سولفات كانامايسين پخش گرديد     آنتي

 ساعت شمارش باكتري صورت     ٤٨ درجه به مدت     ٢٥در دماي   

 .باشدگرفت كه مؤيد جمعيت باكتري روي ريشه مي 
 
 نتايج

 Trow Pythium ultimumمشخصات گونه 
 ،شده از مزارع لوبيا در كرج       هاي جدا  در اغلب موارد، نمونه   

.  تشخيص داده شد        Pythium ultimum Trowگونه   
تر نشان داد كه واريته اين گونه                     هاي دقيق    بررسي

sporangigerum  هاي  يك از نمونه       در هيچ  . باشد  مي
با . ع خمين اين قارچ مشاهده نشد         آوري شده از مزار      جمع

استفاده از روش جداسازي مستقيم از خاك و تهيه سري رقت،             
 در هر   ١ واحد تشكيل دهنده كلني    ١٢٥جمعيت قارچ در خاك     

هاي اين گونه روي محيط        ميسليوم. گرم خاك تعيين گرديد    
 .اي بود  به رنگ سفيد و با منظره پنبهPDAكشت 

اي شكل به قطر       استوانهها   هيف: مشخصات ميكروسكوپي 
بوده و در    )  ميكرومتر ٥/٦ تا    ٥/١از  ( ميكرومتر    ٢/٤متوسط  

آنتريدي از محل   . هاي قديمي نيز ديواره عرضي ديده شد        كشت
). monoclinousفرم  (شود   زير ديواره عرضي اگون منشعب مي     

گون در انتهاي هيف واقع شده، صاف و كروي به قطر متوسط             ئوا
كه )  ميكرومتر ٩/٢٢ ميكرومتر تا     ٦/١٩ از( ميكرومتر    ٨٢/٢١

گون يك  ئودر هر ا   .  استاندارد توليد شد     PDAروي محيط    
 سپور صاف به قطر متوسط       ئوديواره ا . سپور تشكيل گرديد   ئوا

و داراي ديواره دو لايه      ) ١٦/١٨ تا   ٨٤/١٦از  ( ميكرومتر   ١٥/١٧
سپورهاي اين قارچ    ئوا. گيرد مي بوده كه سيتوپلاسم را در بر       

) اغلب هفت ماه  (ولا  بلافاصله يا پس از يك دوره استراحت          معم
 اسپورانژهاي كروي با    PDAاين گونه روي محيط      . جوانه زدند 

 )١٩٩٠(ديك  هاي   با استفاده ازفرمول  . ديواره صاف توليد نمود    
= شاخص آپلروتيك :  اگون بدست آمد   ٢٠هاي ذيل براي     شاخص

 .٥٢/٢٥= ست وپلائو و شاخص ا٤٥/٣٩= ، شاخص ديواره ٧٥/٤٨
هاي سودوموناسهاي   جداسازي و شناسايي و تشخيص گونه        

 فلورسنت
” اس يك “هاي رشد يافته روي محيط اختصاصي        اغلب كلني 

حداقل قدرت جداسازي اين      . توليد رنگدانه فلورسنت كردند     
 درصد و در برخي مناطق از جمله مزارع خمين          ٨٠محيط كشت   

وشيميايي مورد استفاده   هاي بي  نتايج واكنش .  درصد بود  ٩٠تا  
 ذكر شده   ٢ در جدول    Pseudomonasبراي تشخيص گونه هاي    

                                                                                    
1 . Colony forming unit 



٧٩٩ …بررسي تاثير سودوموناسهاي فلورسنت روي قارچ: احمدزاده و همكاران

هاي مختلف اين جنس متفاوت       واكنش اكسيداز در گونه    . است
  و   P. putidaهاي   هاي متعلق به گونه     ولي براي تمام جدايه    

P. fluorescens  همگي گرم منفي و كاتالاز مثبت      .  مثبت است
عموما   قادر به احياي نيترات نيستند ولي       سودوموناسها  . باشند مي

توانند از نيترات به عنوان          مي P. fluorescensهاي   جدايه
گيرنده نهايي الكترون در مسير تنفسي استفاده نموده و آنرا احيا           

.  قادر به احياي نيترات نيستند        P. putidaهاي   جدايه. كنند
 قادر  P. fluorescensبرخلاف گونه    P. putidaهمچنين گونه   

از اين دو واكنش اخير       . باشد به استفاده از قند ترهالوز نمي        
البته برخي از    . توان براي تفكيك دو گونه استفاده نمود           مي

 نيز قادر به احياي نيترات         P. fluorescensبيووارهاي گونه    
يك از   شود هيچ   ديده مي   ٢همانگونه كه در جدول       . نيستند

گراد رشد نكرد ولي همگي در        درجه سانتي  ٤١ها در دماي     گونه
يك از   همچنين هيچ . گراد رشد كردند     درجه سانتي   ٤دماي  

 يك درصد و توليد سولفيد          KCNباكتريها قادر به تحمل        
هاي  با توجه به نتايج تست         . هيدروژن از پپتون نبودند       

شده از مزارع     جدا (Pf23 و    Pf18هاي   بيوشيميايي، جدايه 
 از مزارع لوبياي       Pf26ه   و جداي  ) لوبياي شهرستان خمين    

 تشخيص  P. putidaدانشكده كشاورزي كرج به عنوان گونه          
 بعلت عدم قطعيت در       Pf22 و    Pf13جدايه هاي  . داده شدند 

.  در نظر گرفته شدند     Pseudomonas sp.تشخيص به عنوان     
 .اگرچه اين دو جدايه توليد رنگدانه فلورسنت نيز نمودند

  تيمار شده لوبياتعيين جمعيت باكتريها روي بذور
هاي كشت كينگ    شمارش كلني هاي رشد يافته روي محيط     

) براي باسيلها (و آگار مغذي    ) براي سودوموناسهاي فلورسنت  (ب  
 ١×١٠٧نشان داد كه متوسط جمعيت باكتري روي بذر معادل            

 .واحد تشكيل دهنده كلني بود
 Pythiumاثر ريزوباكتريها در جلوگيري از رشد گونه             

ultimumر شرايط آزمايشگاهي د 
شود در مورد     مشاهده مي  ١همانگونه كه در جدول شماره       

 روي محيط كشت        P.ultimumجلوگيري از رشد گونه          
 ,Pf8, Pf15، جدايه هاي )PDA(زميني دكستروز آگار       سيب

Pf16, Pf26, Pf27     و نيز استرين CHAO     بهترين تأثير را در 
 ,Pf3, Pf4هاي يهجدا). aگروه  (جلوگيري از رشد قارچ داشتند      

Pf5, Pf30, Pf32, Pf6     و نيز Bs2, Bs3, Bs5    در رتبه بعدي 
  هيچ Pf20 و    Bs4, Pf6هاي   جدايه). abگروه  (قرار گرفتند    

 ,Pf3هاي جدايه. گونه تأثيري در كاهش رشد قارچ نداشتند         

Pf7, Pf9, Pf10, Pf14, Pf18, Pf19, Pf21, Pf24 ،  وPf31 
 ).cگروه (چ داشتند كمترين تأثير را روي رشد قار

زا يهاي بيمار  امكان محافظت از بذر در مقابل قارچ          بررسي
 درون پتري

زني بذور در محيط كشت      بشدت از جوانه   P. ultimumگونه
همانگونه كه در جدول     . كند همانند محيط زنده ممانعت مي      

هاي   جدايه شامل جدايه   ١٠شود به غير از       مشاهده مي  ١شماره  
Pf6, Pf9, Pf10, Pf14, Pf19, Pf20, Pf24, Pf25, Pf29  و 

Pf31            كه قادر به محافظت از بذر نبودند بقيه باكتريها با ممانعت 
زني بذر لوبيا در محيط      از رشد قارچ عامل بيماري، امكان جوانه       

تركيب تجارتي تريكودرمين نيز نتوانست      . كشت را باعث شدند   
 .باعث حفاظت از بذر بشود

تابوليتهاي ضد ميكروبي بوسيله      بررسي توليد برخي از م       
 ريزوباكتريها

 توليد سيانيد هيدروژن
از بين ريزوباكتريهاي آنتاگونيست مورد استفاده فقط              

  ,Pf2, Pf4, Pf8, Pf9, Pf13, Pf14, Pf15, Pf16هاي جدايه
Pf18, Pf22, Pf26, Pf27, Pf28, Pf31    و Pf32    و نيز 

در ). ١ول  جد( توليد سيانيد هيدروژن كردند       CHAOاسترين  
 .ها توليد اين متابوليت به اثبات نرسيد ساير جدايه

 توليد پروتئاز
 ,Pf1, Pf5, Pf6, Pf7, Pf12, Pf15, Pf20جدايه هاي

Pf21, Pf23, Pf25, Pf27, Pf28    و Pf32      و نيز استرين 
CHAO   هاله ايجاد شده در اطراف كلني       .  توليد پروتئاز كردند

). ١جدول  (ا يكديگر يكسان بودند     باكتريها از نظر اندازه تقريبا  ب     
 .ها توليد اين آنزيم به اثبات نرسيد در ساير جدايه

 توليد سيدروفور
ي  ها، جدايه CASاز نظر توليد سيدروفور روي محيط كشت        

Pf1, Pf13, Pf16, Pf26, Pf27    و Pf32      و نيز استرين 
CHAO              با توجه به اندازه قطر هاله نارنجي رنگ اطراف كلني 
 ,Pf3هاي جدايه. بيشترين توليد سيدروفور را داشتند     باكتريها  

Pf4, Pf5, Pf6, Pf7, Pf8, Pf12, Pf14, Pf15, Pf18, 
Pf19, Pf21, Pf22 Pf24, Pf25, Pf28, Pf29, Pf31, 

Pf33  و Pf34     هاي جدايه.  نيز بخوبي توليد سيدروفور نمودندB. 
subtilis    هاي    و نيز جدايهPf11, Pf17, Pf20   و Pf23   اصلا  

 Pf30 و   Pf2, Pf9, Pf10هاي   جدايه. توليد سيدروفور نكردند  
 ).١جدول (نيز مقدار كمي توليد كردند 
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 هاي آنتاگونيستي و كنترل عامل بيماري در آزمايشگاه و گلخانه  بررسي مكانيسم-١ جدول
)درون پتري(حفاظت از بذر )٧( زني درصد جوانه )٦(وزن تر بوته بر حسب گرم )٥(توليد پروتئاز )٤(توليد سيدروفور )١(ناحيه بازداري )٣(توليد سيانيد هيدروژن  تيمار
+ ٨٦ab ٧/٢٠ab + +++ + ٢/٣a)٢( CHAO 
+ ٧٣bc ٦/١٥bc + +++ - ٢/١b Pf 1 
+ ٧١c ٧/١٢cd - + + ٤/٢ab Pf 2 
- ٦٨c ٧/١٢cd - ++ - ٤/٠c Pf 3 
- ٦٨c ٨/١٢cd - - - ٣/١b Bs 1 
+ ٦٧c ٥/١٢cd - - - ٩/١ab Bs 2 
+ ٦٨c ٦/١٥bc - - - ١/٢ab Bs 3 
- ٧٣bc ٤/١٥bc - - - ٠ Bs 4 
+ ٧٢bc ٤/١٥bc - - - ٨/١ab Bs 5 
+ ٧١c ٧/١٤c - - - ٢/١b Bs 6 
+ ٨٦ab ٨/٢٠ab - ++ + ١/٢ab Pf 4 
+ ٧٣bc ٦/١٥bc + ++ - ٣/٢ab Pf 5 
- ٨٥ab ٨/٢٠ab + ++ - ٠ Pf 6 
+ ٨١b ٦/١٨b + ++ - ٩/٠c Pf 7 
+ ٧٣bc ٨/١٥bc - ++ + ٩/٢a Pf 8 
- ٦٧c ٧/١٢cd - + + ٥/٠c Pf 9 
- ٧٣bc ٢/١٥bc - + - ٩/٠c Pf 10 
+ ٤٩d ٨/٩d - - - ٢/١b Pf 11 
+ ٦٨c ٦/١٢cd + ++ - ٢/١b Pf 12 
+ ٦٧c ٨/١٢cd - +++ + ٤/١b Pf 13 
- ٧٢bc ٢/١٥bc - ++ + ٦/٠c Pf 14 
+ ٨١b ٥/١٨b + ++ + ٨/٢a Pf 15 
+ ٩٢a ٢/٢٥a - +++ + ٢/٣a Pf 16 
+ ٧٣bc ٦/١٥bc - - - ١/١b Pf 17 
+ ٦٤c ٨/١١cd - ++ + ٨/٠c Pf 18 
- ٧٤bc ٤/١٥bc - ++ - ٥/٠c Pf 19 
- ٧٦bc ٢/١٦bc + - - ٠ Pf 20 
+ ٨٢b ٤/١٨b + ++ - ٨/٠c Pf 21 
+ ٧٢bc ٤/١٥bc - ++ + ٣/١b Pf 22 
+ ٦١cd ٦/١٢cd + - - ٤/١b Pf 23 
- ٤٨d ٨/٩d - ++ - ٥/٠c Pf 24 
- ٨١b ٤/١٨b + ++ - ٢/١b Pf 25 
+ ٨٦ab ٦/٢٥a - +++ + ٢/٣a Pf 26 
+ ٨٩ab ٥/٢٢ab + +++ + ٢/٣a Pf 27 
+ ٧٨bc ٨/١٦bc + ++ + ٢/١b Pf 28 
- ٨٤b ٥/٢٠ab - ++ - ١/١b Pf 29 
+ ٧١c ٧/١٤c - + - ٣/٢ab Pf 30 
- ٧٤bc ٦/١٥bc - ++ + ٥/٠c Pf 31 
+ ٨٦ab ٥/٢٠ab + +++ + ٤/٢ab Pf 32 
+ ٧٢bc ٨/١٤c - ++ - ٣/٢ab Pf 33 
+ ٧٣bc ٥/١٥bc + ++ - ١/١b Pf 34 
+ ٨٦b ٢/١٨b    - كش قارچ 
- ٨٠b ٨/١٧b    - تريكودرمين
- ٤٥d ٧/٨d    - شاهد آلوده
+ ٩٧a ٢/٢٨a    - شاهد سالم 

اختلاف % ٥اند در سطح       اعداد هر ستون كه با حروف يكسان نشان داده شده               -٢. متر فاصله بين ميسليوم و كلني باكتري بر حسب سانتي             -١
 هاله نارنجي اطراف كلني باكتري نشانه توليد         -٤. رنگ شدن كاغذ آغشته به معرف تعيين شده است           توليد سيانيد براساس آبي    -٣ .داري ندارند  معني

در هر  . ها دو هفته پس از كاشت تعيين شد          وزن تر بوته   -٦.  تعيين گرديد  SMAرنگ نمودن محيط      فعاليت پروتئاز براساس بي    -٥. سيدروفور است 
 . تعداد بذور جوانه زده و سر پا پس از يك هفته شمارش شد-٧.  عدد بذر و براي هر تيمار سه تكرار استفاده شد١٠گلدان 
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 هاي بيوشيميايي سودوموناسهاي فلورسنت  واكنش-٢جدول 

 اوره آز
تحمل 

KCN١%
H2Sتوليد 

 از پپتون
رنگدانه 
فلورسنت

رشد روي
 ترهالوز

٤١رشد در 
 درجه

٤رشد در 
 درجه

آرژنين دهيدرولاز اكسيداز توليد لوان كاتالاز ذوب ژلاتين احياي نيترات  واكنش
 گرم

 كد

- - - + + - + + + + + + + - CHA0 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 1 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 2 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 3 
- - - + + - + + + + + + + - Pf  4 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 5 
 Pf 6 - + + + + - + + - + + - - م
- - - + + - + + + + + + + - Pf 7 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 8 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 9 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 10 
- - - + + - + + + + + + - - Pf 11 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 12 
 Pf 13 - ن + + + + ن + - + + - - ن
 Pf 14 - + + + + - + + - + + - - م
- - - + + - + + + + + + + - Pf 15 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 16 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 17 
- - - + - - + + + + - + - - Pf 18 
- - - + + - + + - + + + + - Pf 19 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 20 
- - - + + - + + - + + + + - Pf 21 
 Pf 22 - ن + + + + ن + - + + ن - ن
- - - + - - + + + + - + - - Pf 23 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 24 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 25 
 Pf 26 - + + + + - + + - + + - - م
- - - + - - + + + + - + - - Pf 27 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 28 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 29 
- - - + + - + + - + + + + - Pf 30 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 31 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 32 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 33 
- - - + + - + + + + + + + - Pf 34 

 )منفي (:-   )مثبت (:+   )متغير (:م  )نامشخص(: ن
 

هاي مربوط به   واكنش متقابل بين تعدادي از متابوليت-٣جدول 
 هاي ريزوباكتري و فعاليت ضد قارچي آنها در شرايط گلخانه جدايه

 متغير )r(ضريب همبستگي 
P. ultimum  

 اايجاد هاله بازدارندگي ٤٤/٠
 توليد سيدروفور ٣١/٠
 توليد سيانيد هيدروژن ٢٨/٠
 توليد پروتئاز ١٨/٠

 . تعيين شده است%١همبستگي در سطح 

 توليد سلولاز
هاي مورد آزمايش نتوانستند درون لوله         يك از جدايه   هيچ

 باعث تغيير رنگ كاغذ صافي          آزمايش حاوي محيط سلولاز     
 .لذا توليد آنزيم سلولاز با اين روش به اثبات نرسيد. بشوند

هاي ريزوباكتري در كاهش بيماري ناشي از          بررسي اثرجدايه 
  در گلخانهPythium ultimumگونه 

 P. ultimumبررسي اثر ريزوباكتريها در خاك آلوده به گونه       
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هترين تأثير را در       ب Pf26 و    Pf16هاي   نشان داد كه جدايه     
هاي لوبيا در شرايط گلخانه داشتند و به            افزايش وزن تر بوته    

پس از آن   ). aگروه  (همراه شاهد سالم در يك گروه قرار گرفتند         
 و نيز استرين     Pf32 و    Pf4, Pf6, Pf27, Pf29هاي   جدايه

CHAO           گروه  ( در رتبه بعدي جاي گرفتندab .(كش  قارچ
وي كاهش بيماري داشت و به          متالاكسيل تأثير متوسطي ر     

 و تركيب   Pf25 و   Bs4, Pf7, Pf15, Pf21همراه جدايه هاي   
هاي  جدايه). bگروه  (تجاري تريكودرمين در يك گروه بودند          

Pf11   و Pf24          هيچگونه تأثيري نداشته و به همراه شاهد آلوده 
 كمترين تأثير نيز مربوط به    ).  dگروه(در يك گروه قرار گرفتند      

 و  Pf2, Pf3, Bs1, Bs2, Pf9, Pf12, Pf13, Pf18هاي   جدايه
Pf23 گروه ( بودcd .( ذكر شده است١نتايج در جدول شماره . 

زني بذور نيز    نتايج حاصل از تأثير اين باكتريها روي جوانه         
 بود كه به     Pf16بهترين تأثير مربوط به جدايه         . بررسي شد 

و پس از   ) aگروه  (همراه شاهد سالم در يك گروه قرار گرفتند           
 و نيز   Pf4, Pf6, Pf26, Pf27, Pf29, Pf32هاي   آن جدايه 

كش  قارچ). abگروه  ( در رتبه بعدي واقع شدند       CHAOاسترين  
متالاكسيل تأثير متوسطي روي محافظت از بذور و امكان                

 ,Pf7, Pf15, Pf21هاي زني آنها داشت و به همراه جدايه       جوانه
Pf25, Pf29     در يك گروه قرار       و تركيب تجاري تريكودرمين 

 بود  Pf23و كمترين تأثير نيز مربوط به جدايه        ) dگروه  (گرفتند  
 ).cdگروه (

هاي لوبيا توسط        بررسي قدرت كلونيزاسيون ريشه         
 ريزوباكتريهاي آنتاگونيست

نتايج حاصل از شمارش كلني باكتريهاي رشد يافته روي             
محيط كشت مربوط به ريشه هاي لوبياي درون خاك آلوده به             

 پس از دو هفته نشان داد كه بيشترين قدرت          P. ultimumقارچ  
 و  Pf4, Pf7, Pf13هاي كلونيزاسيون ريشه مربوط به جدايه       

Pf28   گروه  ( بودa .(         ١در اين گروه جمعيت باكتري به ترتيب به
 ,Pf5, Pf17هاي پس از آن جدايه   .  رسيد ٢/٨ و   ١/٨،  ٢/٨،  ٨/

Pf25    و استرين CHAO      گروه  (فتند   در رتبه دوم قرار گرab .(
كمترين قدرت  .  رسيد ٦/٧در اين گروه جمعيت باكتري به           

 ,Bs2, Bs4, Bs5, Bs6هاي كلونيزاسيون مربوط به جدايه     
Pf16, Pf22    و Pf31    گروه  ( بودc .(      در اين گروه جمعيت

 . رسيد٨/٦باكتري به 

 بحث
ها نشان داد كه سودوموناسهاي فلورسنت بطور فعال          بررسي

 زراعي وجود داشته و احتمالا  مسئول كاهش          در اغلب خاكهاي  
هاي ريشه ناشي از عوامل خاك زي           طبيعي برخي از بيماري    

شده از ريزوسفر    اغلب سودوموناسهاي فلورسنت جدا    . باشد مي
لوبيا از نظر خواص آنتاگونيستي در آزمايشگاه و گلخانه اثرات             

بر اساس مطالعات و       . قابل توجهي از خود نشان دادند           
هاي بعمل آمده تاكنون در خصوص كنترل بيولوژيكي             بررسي

ميري ناشي از بيمارگرهاي      بيماري پوسيدگي بذر، ريشه و بوته      
P.ultimum          روي لوبيا با استفاده از سودوموناسهاي فلورسنت

گونه فعاليت پژوهشي صورت نگرفته است و اين تحقيق             هيچ
در  P. ultimumگونه  . گيرد براي اولين بار روي لوبيا صورت مي      

اغلب مناطق كشور به عنوان يكي از عوامل محدود كننده                 
محصولات زراعي مختلف از جمله حبوبات محسوب شده و باعث          

معمولا  جداسازي  ). ٢(شود   محصول مي % ٣٠ايجاد خسارت تا     
اين قارچ به تمهيدات خاصي براي حذف ساير                          

 هاي ساپروفيت نياز دارد و به آساني قابل                ميكروارگانيسم
باشد كه يكي    اين قارچ داراي دو واريته مي      . جداسازي نمي باشد 
و ديگري  ) sporangigerumواريته  (كند   توليد زئوسپور مي   

گونه ). ultimumواريته  (كند   سپورانژ و زئوسپور نمي    ئوتوليد ا 
ده از مزارع دانشكده كشاورزي لوبيا، با توجه به توليد               ش جدا

 شده به عنوان واريته        هاي محاسبه  زئوسپور و ساير شاخص     
sporangiferum   وپلاست در واريته   ئوشاخص ا .  شناسايي شد

sporngiferum    كه   درصد  بيشتر است در حالي      ٢٥ همواره از
يك از   در هيچ .  درصد بيشتر نيست   ٢٠ از   ultimumدر واريته   

اي اين   اي به نوع واريته    تحقيقات قبلي روي لوبيا در ايران اشاره       
 .قارچ نشده است

اين قارچ از بذور پوسيده شده و نيز گياهاني كه بتازگي سر             
بيوتيك  استفاده از آنتي  . اند قابل جداسازي است    از خاك درآورده  

 ميكروگرم در ليتر محيط كشت امكان       ٥٠ريفمپيسين به ميزان    
لازم به ذكر است كه قبلا       . سازد جداسازي اين قارچ را فراهم مي     

 توسط احمدزاده و       P. ultimum var. ultimumواريته   
روي نخود ايراني از مزارع دانشكده كشاورزي        ) ١٣٧٦(همكاران  

رسد كه هر دو واريته در اين مزارع           گزارش شده و به نظر مي      
 ).١( فعاليت دارد
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يك يك محيط انتخابي و افتراقي براي                 محيط اس  
قدرت انتخابي  ). ٨(شود   سودوموناسهاي فلورسنت محسوب مي    

 ل وجود دو ماده سديم لائورويل ساكوزين            اين محيط بدلي   
)SLS(است كه اولي از رشد           ٢بيوتيك تريمتوپريم   و آنتي   ١ 

هاي گرم مثبت و دومي از رشد سودوموناسهاي           ميكروارگانيسم
همچنين اين دو ماده داراي اثر      . كند غيرفلورسنت جلوگيري مي  

تشديد كننده روي يكديگر داشته و حذف يكي باعث كاهش              
نتايج بدست آمده از جداسازي باكتريها از       . شود ديگري مي تأثير  

مزارع كرج و خمين نشان داد كه كارآيي اين محيط براي                  
اين .  درصد بود  ٨٠جداسازي سودوموناسهاي فلورسنت حداقل      

بنظر . مطابقت دارد ) ١٩٨٥(موضوع با نتايج گولد و همكاران         
 اغلب  كه(رسد كارآيي بيشتر اين محيط در مزارع خمين              مي

نسبت به ساير   ) دشو سالها بصورت متناوب با گندم كاشته مي        
. مناطق، جمعيت بيشتر سودوموناسهاي فلورسنت در خاك باشد       

تناوب گياهان تيره بقولات با گندم نقش       ) ١٩٨٨(بنا بر نظر ولر     
اين . مؤثري در افزايش جمعيت سودوموناسهاي فلورسنت دارد        

 .شود شاورزي كرج رعايت ميتناوب معمولا در مزرعه دانشكده ك
، گرم  Pseudomonasتمام باكتريهاي متعلق به جنس          

. باشند اي شكل و داراي يك تا چند تاژك قطبي مي           منفي، ميله 
 درجه  ٤١، هيچ سودوموناسي در     P. corrugataبه غير از گونه     

 آرابينوز به عنوان تنها منبع        -كند و از د     گراد رشد نمي   سانتي
هيچگونه فرم  . توانند استفاده نمايند   يط مي كربن موجود در مح   

گونه . مقاومي براي اين جنس شناخته نشده است                  
P.fluorescens       باشد كه از نظر       داراي پنج بيووار مختلف مي

 . مصرف برخي قندها قابل تفكيك و شناسايي هستند
 ضرايب همبستگي بين تعدادي از متغيرهاي         ٣در جدول   

يكي با كنترل بيماري ناشي از         مؤثر در پديده كنترل بيولوژ      
 در شرايط گلخانه ذكر     R. solani و    P. ultimum بيمارگرهاي
 .شده است

براي مقايسه متغيرهاي مربوط     ٣پيرسونضريب همبستگي   
به توليد سيدروفور، پروتئاز، سيانيد هيدروژن و ايجاد هاله               
بازدارندگي در تشتك پتري با فعاليت ضدقارچي آنها در شرايط           
                                                                                    

1 . Sodium Lauroyl Sarcosine 
2 . Trimethoprim 
3 . pearson 

تجزيه واريانس اعداد بدست آمده  با استفاده        . نه تعيين شد  گلخا
 نشان داد كه هيچگونه همبستگي      SPSSاز نرم افزار كامپيوتري     

قارچي باكتريها   بين هر يك از متغيرهاي مذكور با فعاليت ضد          
بيشترين ضريب همبستگي    . شود در شرايط گلخانه ديده نمي      

و كمترين آن   ) ٤٤/٠( مربوط به ايجاد هاله بازدارندگي در پتري      
 ).١٨/٠(مربوط به توليد پروتئاز است 

ساير ضرايب همبستگي بين متغيرهاي مختلف در كنترل           
 :بيولوژيكي بشرح زير تعيين گرديد

  ضريب همبستگي بين قدرت جلوگيري از رشد گونه            -١
P. ultimum         در شرايط آزمايشگاهي با قدرت جلوگيري از رشد 

 ٤٧/٠قارچ در شرايط گلخانه 
  ضريب همبستگي بين قدرت جلوگيري از رشد گونه            -٢

P. ultimum            در شرايط گلخانه با قدرت كلونيزاسيون ريشه 
 ١٤/٠توسط ريزوباكتريها 

ضريب همبستگي بين نتايج بازداري از رشد قارچ هاي               
بيمارگر در شرايط آزمايشگاهي با نتايج بدست آمده از نتايج              

گيري نيز با       اين نتيجه    .دار نشد   كارهاي گلخانه اي معني      
  شريفي تهراني و همكاران     ،هاي برخي از محققين از جمله       يافته

 .مطابقت دارد) ١٩٨٩( و كارهاي هاجدرون و همكاران) ١٩٩٨(
با توجه به نتايج ضريب همبستگي توليد سيدروفور با قدرت           

رسد كه    اي به نظر مي       كنترل بيماري در شرايط گلخانه         
بر اساس نتايج   . دو وجود ندارد   ين اين داري ب  همبستگي معني 

 يك كار تحقيقاتي، سيدروفور توليد شده توسط استرين                
P. fluorescens CHAO     هاي پوسيدگي    در كنترل بيماري

). ١٣(سياه ريشه توتون و پاخوره گندم اثر چنداني ندارد                 
همچنين نتايج يك تحقيق نشان داد كه توليد سيدروفور توسط           

 نقش چنداني در كنترل بيماري      P.putida WCS417استرين  
نهايي كه توليد سيدروفور    اموت. پژمردگي فوزاريومي ميخك ندارد   

كردند نيز تأثير خوبي در كنترل اين بيماري داشت ولي               نمي
  ).٦(كلونيزاسيون ريشه بخوبي صورت نگرفت 

هاي انجام شده هيچگونه همبستگي بين              در آزمايش  
قارچي باكتريهاي    يت ضد  متغيرهاي مورد بررسي با فعال         

 ,Pf15هاي جدايه. آنتاگونيست در شرايط گلخانه وجود نداشت      
Pf27, Pf27, Pf32     و استرين CHAO       توليد هر سه ماده 

سيدرفور، پروتئاز و سيانيد هيدروژن كردند در حاليكه                  



 ١٣٨٢، سال ٤، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٨٠٤

بندي آنها از نظر تأثير روي وزن تر بوته لوبيا به ترتيب در                گروه
، كه در   Pf16جدايه  . وم، چهارم و دوم بود    هاي دوم، سوم، س    رتبه

هاي گلخانه اي بهترين اثر را داشت از نظر توليد سيانيد            آزمايش
و سيدروفور و هاله بازدارندگي نيز بالاترين رتبه را داشت ولي              

يك از مواد     هايي كه هيچ    در مورد جدايه   . توليد پروتئاز نكرد   
ا توليد نكردند ولي     بيوتيك، سيدروفور، سيانيد و پروتئاز ر        آنتي

زني داشتند بنظر مي رسد از طريق كلونيزه         اثر خوبي روي جوانه   
زني و ريشه باعث حفاظت        نمودن سطوح بذر در حال جوانه        

لازم است تحقيقات تكميلي در خصوص          . شوند فيزيكي مي 
بهترين شرايط اكولوژيكي براي فعاليت آنتاگونيستي، رشد و             

ايه تلقيح در سطح مزرعه ادامه        بقاي باكتري و نحوه كاربرد م       
براساس نتايج محاسبه جمعيت اوليه باكتريها روي بذور و تعيين          
جمعيت باكتريها روي ريشه پس از دو هفته در خاك آلوده به               

توان گفت كه اغلب جدايه هاي             مي  P. ultimumگونه   
ريزوباكتري توانستند جمعيت اوليه خود را نه تنها حفظ نمايند           

محاسبه لگاريتمي ميزان واحد تشكيل دهنده          (٣/٧بلكه از    
 و استرين    Pf5, Pf17, Pf5هاي   در جدايه  (٦/٧به  ) كلني

CHAO(  ،١/٨)  هاي   در جدايهPf4    و Pf13 (  ٢/٨و)  در
برسانند كه نشانه توانايي اين باكتريها      ) Pf28 و   Pf7هاي   جدايه

در . براي رقابت و كلونيزه نمودن ريشه لوبيا در خاك مي باشد            
.  كاهش يافت   ٨/٦ به    ٣/٧ها جمعيت باكتري از        برخي جدايه 
 قادر به كلونيزه كردن ريشه          B. subtilisهاي   اغلب جدايه 

با ) قدرت كلونيزاسيون (ضريب همبستگي اين متغير       . نبودند
 در  P. ultimumتوانايي جلوگيري از بيماري ناشي از گونه            

مبستگي  محاسبه گرديد كه نشانه عدم ه        ١٤/٠شرايط گلخانه   
معمولا  توانايي يك باكتري براي كلونيزاسيون      . باشد بين آنها مي  

براي فعاليت كنترل بيولوژيكي عليه     ) نه كافي (ريشه شرط لازم    
 ).١٣( رود هاي بيمارگر بشمار مي قارچ

 جدايه مورد استفاده در آزمايش اثر         ٤١در مجموع از بين      
ارگر در شرايط   هاي بيم  ريزوباكتريها در جلوگيري از رشد قارچ       

  جدايه توانست بخوبي از رشد گونه             ٦آزمايشگاهي، تنها     
P. ultimum  جدايه نيز اصلا  تأثيري نداشتند و       ٣.  ممانعت كند 

 جدايه نيز تأثير ناچيزي در كاهش رشد قارچ در شرايط                ١٠
 .آزمايشگاهي نشان داد

در مورد توليد سيانيد و پروتئاز توسط ريزوباكتريهاي مورد           

 جدايه توانست توليد سيانيد     ١٦ جدايه تنها    ٤١ه، از بين    استفاد
هيدروژن نموده و كاغذ صافي آغشته به معرف را به رنگ آبي               

 هاي يك از جدايه    رفت هيچ  همانطور كه انتظار مي     . درآورد
B. subtilis   بر اساس يك كار تحقيقاتي،      . توليد سيانيد نكرد

زميني   سيب  درصد سودوموناسهاي كه از ريزوسفر       ٤٠حداقل  
جداسازي شده بودند در شرايط آزمايشگاهي توليد سيانيد              

.  جدايه نيز توليد آنزيم پروتئاز كردند      ١٥). ٢١(هيدروژن كردند   
 توليد پروتئاز روي محيط        B. subtilisهاي   در مورد جدايه   

 B. subtilisهاي   به غير از جدايه   .  به اثبات نرسيد   SMAكشت  
هاي فلورسنت بقيه آنها بخوبي توليد      و چهار جدايه از سودوموناس    

 .سيدروفور كردند
اي درون خاك استريل       در شرايط گلخانه    CHAOاسترين  

 P. ultimumهاي ناشي از گونه      تأثير قابل توجهي روي بيماري    
 تأثير بهتري نسبت به       P. ultimumداشت و بر روي گونه         

-بر اساس نتايج كارهاي تارپرو       . كش متالاكسيل داشت    قارچ
 تيمار بذور نخود با باكتري        ) ١٩٩٠( اساس و همكاران    ك

P. fluorescens    استرين Q29z-80       تأثير مشابهي با كاربرد 
). ٢١( كشهاي متالاكسيل و كاپتان در شرايط مزرعه داشت         قارچ

 تنها باكتريهايي بودند كه در كاهش         Pf26 و   Pf16هاي   جدايه
جدايه . داشتندرشد عامل بيماري در شرايط گلخانه اثرات خوبي         

Pf16              در شرايط آزمايشگاهي اثر بازدارندگي بالايي داشته و 
همچنين از نظر توليد سيدروفور و سيانيد هيدروژن در سطح             

اين جدايه توليد پروتئاز نكرد ولي نسبت به ساير            . بالايي بود 
. ها توانايي كمتري براي كلونيزاسيون ريشه لوبيا داشت           جدايه

روتئاز و سيانيد هيدروژن نكرد ولي توليد          توليد پ  Pf26جدايه  
اين جدايه نيز از نظر كلونيزاسيون ريشه لوبيا           . سيدروفور كرد 
 . بودPf16مشابه جدايه 

 
 سپاسگزاري

اين تحقيق با استفاده از اعتبارات طرح ملي بررسي اثر                
هاي مهم خاكزي عوامل       آنتاگونيستهاي باكتريايي روي قارچ     

وه گياهپزشكي دانشكده كشاورزي       ميري گياهان در گر       بوته
دكتر دفاگو ازكشور سوئيس     از. دانشگاه تهران انجام شده است     

و رهنمودهاي   CHAO P. fluorescensبخاطر ارسال استرين    
 .ارزنده صميمانه قدرداني مي شود
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SUMMARY 

 

Biological control of soil-borne fungal diseases of plants has received a serious 
attention among plant pathologists in recent years. In this regard, antagonistic 
rhizobacteria, more specifically fluorescent pseudomonads and certain species of 
Bacillus, are known to control fungal as well as bacterial root diseases of agronomic 
crops. Rhizospheric microorganisms are thought to be a suitable candidate for biological 
control since rhizosphere is considered the first line of defense for roots against soil-
borne pathogens. In this study, a total of 41 bacterial strains were tested as potential 
biological control agents against damping off and root rot fungal diseases caused by 
Pythium ultimum. The least isolation capability of S1 medium for fluorescent 
pseudomonads was 80% and in some regions including the fields in Khoumain, Markazi 
province, it was up to 90%. Two isolates were identified as Pseudomonas sp., three 
isolates as P. putida and the rest were P. fluorescens. Isolates Pf8, Pf15, Pf16, Pf26, 
Pf27 and CHA0 showed the most inhibitory effects against the in vitro growth of P. 
ultimum. Isolates Bs4, Pf6 and Pf20 had no inhibitory effect on P. ultimum. A total of 
16 isolates including Pf2, Pf4, Pf8, Pf9, Pf13, Pf14, Pf15, Pf16, Pf18, Pf22, Pf26, Pf27, 
Pf28, Pf31, Pf32 and CHA0 produced hydrogen cyanide. Fourteen isolates including 
Pf1, Pf5, Pf6, Pf7, Pf12, Pf15, Pf20, Pf21, Pf23, Pf25, Pf27, Pf28, Pf 32 and CHA0 
produced protease. Bacterial isolates that generated siderophore included Pf1, Pf13, 
Pf16, Pf26, Pf27, Pf32 and CHA0. Neither Bacillus subtilis isolates nor those belonging 
to P. fluorescens, Pf11, Pf17, Pf20 and Pf23, produced any siderophore. None of the 
bacterial isolates were able to produce cellulase since there was no change of color on 
filter paper in a tube containing cellulase. Isolates Pf16 and Pf26 significantly increased 
the fresh weight of bean plants inoculated with P. ultimum under the greenhouse 
conditions. These strains were placed in the same group as the non-inoculated control 
was. Isolate Pf16 increased seed germination the most. Isolates Pf4, Pf7, Pf13 and Pf28 
were the strongest colonizers of bean roots. 
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