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چکیده

 آزمایشگاه استرین باکتریایی متعلق به کلکسیون هفتدر این بررسی توان آنتاگونیستی

از گیاهی دانشگاه تهران بر اساس ناحیه بازدارندگی  شناسی بیماريگروه کنترل بیولوژیک 

Sclerotiniaرشد قارچ بیمارگر  sclerotiorum مورد مطالعه قرار گرفت در آزمون سه نقطه اي 

Pseudomonasو در نهایت استرین برتر  fluorescens P4 جهت آزمایشهاي مقدماتی در 

.Pاز استرین .گلخانه و آزمایشهاي اتاقک رشد انتخاب شد fluorescens P4 ،نوع نه 

وM1وNBY،KB محیط کشت سه بر مبناي پودر تالک با استفاده از  پودريفرمولاسیون

 تهیه )CMC( و کربوکسی متیل سلولز)AG(، صمغ عربی)XG(زانتانصمغ  چسباننده سه

بررسی اثر این فرمولاسیونها در کنترل بیماري پوسیدگی اسکلروتینیایی ریشه و طوقه، .گردید

 هفته ششمطالعات پس از .ک رشد صورت گرفتروي رقم پروگرس آفتابگردان و در اتاق

 درصد گیاه سالم، 100نشان داد، گلدانهاي تیمار شده با سلولهاي آزاد باکتري با داشتن 

 درصد گیاه سالم، 90گلدانهاي تیمار شده با سلولهاي آزاد باکتري به همراه قارچ با داشتن 

،NBY-CMC،KB-CMC،NBY-XG،NBY-AGگلدانهاي تیمار شده با فرمولاسیونهاي 

M1-CMC درصد گیاه سالم و همچنین گلدانهاي تیمار شده با فرمولاسیون 5/87 با داشتن 

M1-AG درصد گیاه سالم، بدون داشتن اختلاف معنی دار با شاهد سالم بیشترین 75 با داشتن 

  درصد کنترل موثرتر5/62اثر را در کاهش بیماري داشتند و حتی از قارچکش بردوفیکس با 

در میان فرمولاسیونهاي پودري، ماندگاري و بقاء باکتري در فرمولاسیون انجام شده در .بودند

 روزه از 150 درجه سلسیوس طی دوره نگهداري چهار با صمغ عربی، در دماي M1محیط 

نوع محیط کشت بر جمعیت و بقاء باکتري تاثیر قابل توجهی .بقیه فرمولاسیونها بیشتر بود

. بیشترین اثر را داشتM1شت داشت و محیط ک

، چسباننده کربوکسی متیل سلولز )XG(، صمغ زانتان )AG(صمغ عربی :واژه هاي کلیدي

)CMC(بردوفیکس، محیط کشت ،.

مقدمه

ه عوامل متعددي قرار 1گیاه آفتابگردان مورد حمل

Sclerotiniaمی گیرد که یکی از مهمترین آنها قارچ 

sclerotiorum (Lib.) de Baryقارچ  مذکور .می باشد

خصوصا در فصول سرد و بارانی انتشار یافته و به آسانی 

باشد زیرا اسکلروتهاي آن تا مدتها در قابل کنترل نمی

,Huang(خاك  زنده باقی می مانند  .Sگونه ).1993

sclerotiorum درصد سبب کاهش محصول100 تا  
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,Purdy(می گردد  آفتابگردان این قارچ یکی از ).1979

 که سبب بیماري پلی فاژترین بیمارگرهاي گیاهی است

,Dillard(پوسیدگی ریشه و طوقه آفتابگردان می گردد 

 کنترل شیمیایی بیماریهایی که توسط قارچهاي .)1995

خاکزي ایجاد می شوند مشکل و گاه بی تاثیر است 

)Weller and Cook, فاده از مواد شیمیایی است).1983

 و بیماریها در طول سه دهه اخیر تبراي کنترل آفا

مشکلات اکولوژیکی را افزایش داده است، در سالهاي 

اخیر توجه دانشمندان به سوي تحقیق درباره توانایی 

میکروارگانیزمهاي مفید کنترل کننده آفات و بیماریهاي 

Keel(گیاهی معطوف شده است  and Defago, 1997(.

Pseudomonasهايتعدادي از استرینهاي گونه

fluorescens MigulaوPseudomonas putida

(Trevisan) Migula عنوان عوامل بیوکنترل قارچهاي به

Weller(مختلف خاکزاد گزارش شده اند  and Cook,

 در تحقیقی دیگر مشخص شد که استرینهایی از).1988

.Pگونه هاي fluorescensوP. putida به طور واضحی 

از تولید اسکلروت در محیط کشت و رشد میسلیومی 

آغشته کردن بذرهاي .اسکلروتینیا جلوگیري کردند

 سلول باکتري 106حداقل (دو باکتري آفتابگردان به این

.Sآنها را در برابر قارچ )براي هر بذر sclerotiorum

Expert(ه استحفاظت کرد and Digat, 1995.(

نابع مختلف کربن و نیتروژن در محیط حضور م

 باکتریهاي آنتاگونیست ءکشت باعث افزایش بقا

Bradyrhizobium japonicumوP. fluorescensدر

inشرایط  vivo شده است )Moenne-Loccoz et al.,

کارایی و توانایی سلولهاي در بررسی ).1999

Pseudomonas sp. pf153 رشد داده شده در محیطهاي

 حفاظت  جهتدر خاك،  مختلف آزمایشگاهیکشت

پوسیدگی سیاه ریشه با عامل بیماري در برابرخیار 

Phomopsis sclerotioides Kesteren ،مشخص شد

 در مقایسه با سلولهاي KBBسلولهاي حاصل از محیط 

 درصد یا KBB20محیطهاي کمتر غنی شده مثل 

د که حالت فیزیکی آگار باعث انتشار موا(KBAمحیط 

.اردتاثیر کمتري در کنترل بیماري د)قندي می شود

محیط کشت در فیزیولوژي سلولها اثر داشته و در 

pf153Pseudomonasتوانایی بیوکنترل  sp.در

Fuchs(ریزوسفر تاثیر می گذارد  et al., 2000.(

استفاده از باکتریهاي آنتاگونیست ممکن است تحت 

 تاثیري متوسط داشته شرایط مزرعه در کنترل بیماریها

قبل از رهاسازي عوامل کنترل .باشد و یا بدون اثر باشد

بیولوژیکی نیاز به اقداماتی می باشد که بتوان پایداري و 

کارایی و رشد عوامل بیوکنترل را در شرایط آزمایشگاهی 

علیه بیماریهاي گیاهی )گلخانه و مزرعه(و طبیعی 

اي آنتاگونیست باید سوسپانسیون باکتریه لذا افزایش داد

در حاملهاي معینی تثبیت شده و به صورت 

فرمولاسیونهایی براي کاربرد آسان، سهولت حمل و نقل، 

نگهداري طولانی مدت، حفظ قدرت حیات، افزایش 

کارایی در مزرعه و تجاري سازي مورد استفاده قرار 

Nakkeeran(گیرند et al., 2005.(

غیر آلی باشند و مواد حامل می توانند آلی یا 

همچنین ماده آلی باید مقرون به صرفه و در دسترس 

Nakkeeran(باشد et al., 2005.(

از جمله حاملهاي آلی که در تولید فرمولاسیونهاي 

تالک یک .مختلف به کار رفته است پودر تالک می باشد

steatite یا soapstoneکه درماده معدنی طبیعی است 

 مواد معدنی مختلف در ترکیب با  شاملوجود دارد که

 از نظر شیمیایی سیلیکات .دنکلراید و کربنات می باش

Mg3Si4O10(OH)2 آن فرمول شیمیاییمنیزیم است و

 و استفاده می شود در صنعت به صورت پودر .باشدمی 

همچنین جذب رطوبت در آن .دامنه کاربرد وسیعی دارد

رات که دوره  و از تشکیل پلهاي هیدبسیار کم می باشد

تالک .انبارداري را کاهش می دهند جلوگیري می کند

که دارد و همچنین در )خنثی(يبه دلیل طبیعت بی اثر

در نقش حامل دسترس بودنش به عنوان یک ماده خام 

Nakkeeran(در تولید فرمولاسیون به کار می رود  et

al., به)پودرهاوگرانولها(جامدفرمولاسیونهاي).2005

برمعمولاًانبار،یاحملسهولتوزیادماندگاريلتع

Sabaratnam( دارند مایع ارجحیتفرمولاسیونهاي and

Traquair, 2002.(

علاوه بر این فرمولاسیونهاي پودري می توانند در 

ز به اسپري کردن و یا خیساندن ریشه و خاك، اصورت نی

Lumsden(به صورت سوسپانسیونهاي مایع در آیند  et

al.,  و 30فرمولاسیونهاي پودر تالک جدایه هاي ).1995

.P از باکتري 180 fluorescens در کنترل Rhizoctonia

solani Kühn عامل مرگ 
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Bora(گیاهچه کلزا در گلخانه و مزرعه موثر بودند 

et al., جدایه از دوتالکپودرفرمولاسیونهاي).2004

.Pباکتري fluorescensل  در کنترRhizoctonia solani

Saravanan(اندبودهموثر  et al., فرمولاسیونهاي ).2004

 درجه سلسیوس نگهداري چهارمیکروبی که در دماي 

شوند بادوامتر از فرمولاسیونهایی هستند که در دماي می

Bora(شده اند درجه سلسیوس نگهداري 25 et al.,

ازناستریموثرترینانتخابتحقیقاینهدف از).2004

.Pاسترینهايمیان fluorescensآزمایشگاهبهمتعلق

دانشکده گیاهیگروه بیماریهايبیولوژیککنترل

عاملقارچرشدازجلوگیريکشاورزي کرج در

وآفتابگردانطوقهوریشهاسکلروتینیاییپوسیدگی

بهبودبرايپودر،صورتبهآن باکتريکردنفرموله

طوقهوریشهوسیدگیپکنترلدرآناثربخشیدن

ماندگاري و میزانرشد، افزایشاتاقکدرآفتابگردان

.بودحفظ جمعیت باکتري

هاروشومواد

 و استرینهاي  مورد آزمایشی قارچ جدایهتهیه

باکتریایی مورد آزمایش

.S قارچی از گونه یک جدایهدر این تحقیق 

sclerotiorum به نامGOL6و هفت استرین باکتریایی  

.Pاز گونه  fluorescens شامل Z7،P5،P4،P61،P86،

P68وCHA0از  جدایه قارچی. مورد استفاده قرار گرفت 

آزمایشگاه قارچ شناسی و استرینهاي کلکسیون 

 باکتریایی از کلکسیون آزمایشگاه کنترل بیولوژیک گروه

.شدبیماریهاي گیاهی دانشکده کشاورزي کرج تهیه 

ارندگی برخی استرین هاي باکتریایی بررسی قدرت بازد

.GOL6Sاز رشد قارچ بیمارگر sclerotiorumدرون

پتري براي بررسی قدرت بازدارندگی از رشد قارچ تشتک 

بیمارگر در شرایط آزمایشگاه هر یک از استرین هاي 

5/0 نقطه اي با فاصله سهمختلف باکتریایی به صورت 

 کشت داده PDAپتري حاوي تشتک سانتیمتر از لبه 

 از کشت جوان قارچ قرص ساعت یک 24پس از .شدند

اثر براي مقایسه .پتري قرار گرفتتشتک بیمارگر وسط 

وقتی که (باکتریها فاصله پرگنه باکتریها تا پرگنه قارچ 

قارچ در قسمت شاهد که فاقد باکتري است تا نزدیک به 

 با خط کش اندازه گیري شد )پتري رشد کردتشتک لبه 

بود بازدارندگی توان بالاترینداراي که هترین استرین و ب

 انجام آزمایشهاي گلخانه اي و اتاقک رشد انتخاب براي

Hagedron(شد  et al., 1989(.

بررسی گلخانه اي

آزمون اثبات بیماریزایی در گلخانه گروه پژوهشی 

بیماریهاي گیاهی بخش کنترل بیولوژیک، با دماي 

خاك مورد استفاده . شد انجامسلسیوس درجه 5±20

در آزمایشات شامل یک قسمت خاك معمولی، دو 

خاکها قبل از .قسمت ماسه و دو قسمت خاك برگ بود

 درجه 121در دماي  ساعت دو بار 24استفاده به فاصله 

. شدند ستروناتوکلاو دقیقه در 20سلسیوس به مدت 

این آزمون بر روي رقم پروگرس آفتابگردان که از 

قیقات نهال و بذر کرج دریافت شده بود، موسسه تح

.انجام شد

.GOL6Sتهیه زادمایه بیمارگر sclerotiorum

 آب باارزن درون الک بذور جهت تهیه زادمایه قارچ، 

شسته شده و سپس داخل ارلن ریخته شد و به مدت 

 تا اینکه دانه شد ساعت به همان حالت نگهداري هشت

 رم ارزن داخل گ100سپس .ها خوب خیس بخورند

 میلی لیتر 60 میلی لیتر ریخته شد و 1000 ارلن ظرف

 دقیقه در دماي 30سپس به مدت .شدآب به آن اضافه 

بعد از . سترون گردیدسلسیوس در اتوکلاو درجه 121

 ارلن حاوي ارزن براي بار دوم در همان  ظرف ساعت24

 پس از سرد شدن.شرایط درون اتوکلاو سترون گردید

به این . با قارچ بیماریزا مایه زنی شدند،لن ارظروف

.GOL6S روزه قارچسهمنظور از کشت  sclerotiorum

متر سانتی5/0 قطعاتی به قطر PDAروي محیط کشت 

ارلن در دماي ظروف بعد از آن .شدبرداشته و استفاده 

.نگهداري شدند هفتهسه به مدت سلسیوس درجه 21

رلن تکان داده شدند  اظروف  روز یکبار سهضمنا هر 

)Sansford and Coley, 1992.(

.Sاثبات بیماریزایی با استفاده از بذر ارزن واجد

sclerotiorum GOL6

.S روزه21در این روش از کشت  sclerotiorum

GOL6ارزن استفاده شد   دانه هاي روي )Sansford

and Coley, ،5/0،1بدین صورت که مقادیر .)1992

 یکرم از زادمایه تهیه شده بذر ارزن را به  گ2 و 5/1

کیلوگرم خاك داخل گلدان اضافه کرده و در هر گلدان 
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یک .د کاشته ش آفتابگردان رقم پروگرس عدد بذرپنج

گلدان نیز به عنوان شاهد در نظر گرفته شد که مانند 

سایر گلدانها پنج بذر آفتابگردان رقم پروگرس در یک 

به .دمایه قارچ کاشته شدکیلوگرم خاك عاري از زا

منظور ضدعفونی کردن، بذور آفتابگردان قبل از کاشت 

 10به مدت یک دقیقه در محلول هیپوکلریت سدیم 

 هفته بر روي دوعلائم بیماري پس از .درصد قرار گرفتند

 تکرار در نظر گرفته سهبراي هر تیمار .طوقه ظاهر شدند

.شد

آزمایشات اتاقک رشد

ه منظور انتخاب استرین برتر از میان این آزمایشات ب

استرینهاي موجود و همچنین بررسی تاتیر 

فرمولاسیونهاي مختلف آن استرین در کنترل بیماري 

شرایط .پوسیدگی ریشه و طوقه آفتابگردان صورت گرفت

 درجه سلسیوس، 20±1 دماي ؛اتاقک رشد عبارت بود از

8روشنایی در برابر  ساعت16 درصد و 40رطوبت 

خاك مورد استفاده در این آزمایشات نیز .ساعت تاریکی

شامل یک قسمت خاك معمولی، دو قسمت ماسه و دو 

همچنین خاکها قبل از استفاده .قسمت خاك برگ بود

 درجه 121در دماي  ساعت دو بار 24به فاصله 

. شدند ستروناتوکلاوسلسیوس به مدت دو ساعت در 

.Pیستتهیه زادمایه استرین هاي آنتاگون

fluorescens

  باکتریاییبراي تهیه زادمایه استرینهاي آنتاگونیست

 ساعته این استرینها که روي 48از کشت ذکر شده،

 100بی رشد داده شدند به میزان -محیط کینگ

ظرف میکرولیتر سوسپانسیون باکتري تهیه شد و به 

بی منتقل شد و به - میلی لیتر محیط کینگ250ارلن 

دور150( درون دستگاه شیکر انکوباتور  ساعت36مدت 

.قرار گرفت)سلسیوس درجه 26در دقیقه و دماي 

 20به مدت (سلولهاي باکتریایی با استفاده از سانتریفیوژ 

 جدا شدند و براي ع از محیط مای)دور6000دقیقه در

15/0برطرف شدن باقی مانده محیط غذایی در محلول 

سپس سلولهاي .ندمولار نمک طعام شستشو داده شد

باکتریایی با استفاده از سانتریفیوژ مجدد از این محلول 

 میلی لیتر آب مقطر 10جداسازي شده و از آنها در 

سترون سوسپانسیون تهیه شد و پس از رقیق سازي 

جمعیت آنها با استفاده از سري رقت تعیین گردید 

)Bora et al., 2004.(

آنتاگونیستروش آغشته سازي بذر به باکتریهاي 

بذر آفتابگردان دریافت شده از موسسه تحقیقات 

هیپوکلریت محلول  دقیقه با دونهال و بذر کرج به مدت 

)رقیق شده با آب مقطر( درصد10 داراي رقتسدیم

ضدغفونی سطحی شده و پس از شستشو در آب مقطر، 

 به جدایه هاي آنتاگونیست، بذربه منظور آغشته سازي 

 سلول باکتري از 109 ساعت در سهت هرگرم بذر به مد

Weller(هر استرین به طور جداگانه قرار گرفت  and

Cook, 1983(.

بررسی خواص بازدارندگی باکتریهاي آنتاگونیست در 

.GOL6S علیهاتاقک رشد sclerotiorum

  بذرپنجدر آزمایشات اتاقک رشد در هر گلدان 

خاك ( سالمتیمارها شامل شاهد. کاشته شدآفتابگردان

گلدان عاري از زادمایه قارچ و بذور آفتابگردان فاقد 

خاك گلدان همراه (، شاهد آلوده)سوسپانسیون باکتري

با زادمایه قارج و بذور آفتابگردان عاري از سوسپانسیون 

 استرین  بذور تلقیح شده با سوسپانسیون هفت،)باکتري

وZ7،P5،P4،P61،P86،P68باکتریایی آنتاگونیست 

CHA0 سوسپانسیون ( قارچ بیمارگر زادمایههمراه با

 سلول باکتري در میلی لیتر همراه با زادمایه قارچ 109

20±1گلدانها در اتاقک رشد در دماي .ندبود)بیمارگر

درجه سلسیوس قرار گرفتند و یک روز در میان به مدت 

یک هفته آبیاري شدند و پس از آن به محض خشک 

آزمایش در .، آبیاري صورت گرفتشدن سطح خاك

 تکرار و سه ذکر شده تیمار9 طرح کاملا تصادفی با قالب

.صورت پذیرفت

 هفته شدت پوسیدگی تعیین سه پس از گذشت 

 شاخص پوسیدگی عبارت بود از گیاهان مرده و .شد

.P4P سپس استرین .زنده fluorescensتشتک که در 

بر اساس قطر (دگی پتري داراي بالاترین توان بازدارن

در بیشترین تاثیر را  گلخانه و نیز در)هاله بازدارنده

کنترل پوسیدگی اسکلروتینیایی آفتابگردان نشان داد 

.براي آزمایشات بعدي انتخاب گردید

محیطهاي کشت مورد استفاده

 گرم 10 به میزان سوکروز شامل M1محیط کشت 

.شد گرم در لیتر می باپنجدر لیتر، عصاره مخمر 

 به میزان بروث شامل نوترینت NBYمحیط کشت 

 گرم در پنج گرم در لیتر و عصاره مخمر به میزان هشت
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 شامل پروتئوز پپتون به KBمحیط کشت .لیتر می باشد

 سی سی 15 گرم در لیتر، گلیسرول به میزان 20میزان 

 گرم در لیتر و 5/1در لیتر، سولفات منیزیم به میزان 

. گرم در لیتر می باشد5/1یزان فسفات پتاسیم به م

تهیه فرمولاسیون بر مبناي پودر تالک

 میکرولیتر از 30براي تهیه فرمولاسیون باکتري 

) درجه سلسیوس28در دماي ( ساعته 30کشت 

وKB،NBYدر هر یک از محیطهاي کشت P4استرین 

M1 به طور مجزا استفاده شد و سلولهاي باکتریایی با 

دور6000 دقیقه در20یفیوژ به مدت استفاده از سانتر

جداسازي شدند و براي حذف باقیمانده محیط کشت 

 میکرولیتر بافر نمک کلرید سدیم 30رسوب حاصله در 

 مولار حل شده سپس سلولهاي باکتریایی با 15/0

g6000 دقیقه در پنجاستفاده از سانتریفیوژ  به مدت 

 آنها در دور از بافر کلرید سدیم جداسازي شده و از

مولار سولفات منیزیم سوسپانسیون تهیه 1/0محلول 

 به این سوسپانسیون  درصد10گلیسرول به نسبت .شد

.اضافه شد

 به سوسپانسیون حاصل، هم حجم آن، محلول 

سترون شده در )وزن به حجم(دو درصدسدیم آلژینات 

5/1 و فشار سلسیوس درجه 121در دماي (واتوکلا

 یک و به مدت شداضافه ) دقیقه20اتمسفر به مدت 

.دقیقه در دماي اتاق ورتکس شد

ات به ـــژینــدیم آلــري و ســـوط باکتـــ مخل

 به یکت ـــه نسبـــرون بـــک ستـــودر تالـــپ

اننده ــا چسبــلوط بــمخ)حجم به وزن(ارــچه

ان، و ـــغ زانتــز، صمـــل سلولــی متیـــوکســربـــک

ربی به ــغ عــصم.دـــاده شــی استفـــربــصمغ ع

سی متیل سلولز به ـــربوکـــ کد،ـــپنج درصنسبت 

دو ه نسبت ــان بــ و صمغ زانتدـــیک درصت ــنسب

.دـــافه شدنـــالک اضــودر تـــم پــ به حجدــدرص

ه ـــري بـــپتک ـــتشتل درون ــوط حاصـــمخل

ود ــــر هاق، زیـــدر دماي اتاعت ـــ سیکدت ـــم

اب ـــ تا رطوبت آن براي آسیرار گرفتـــروشن ق

اصل در ـــفرمولاسیون ح.اسب شودـــردن منـــک

روف مک ـــد و درون ظـــودر شـــن پـــوط کـــلمخ

ه ـــــ درجارـــــچهاي ــــــی در دمــــارتنـــک

Bora(د ــوس نگهداري شـــــسلسی et al., 2004.(

مولاسیون پودر تالک در طی بررسی ماندگاري فر

انبارداري

ماندگاري باکتري آنتاگونیست در فرمولاسیون پودر 

 نگهداري شد دماي چهار درجه سلسیوستالک که در 

 روز بررسی 150 روز یکبار در طی دوره زمانی 30هر 

ولاسیون مجمعیت باکتري یک بار پس از تهیه فر.شد

 انجام  هفته ازدوباکتري و نیز یکبار به فاصله 

یک گرم از هر فرمولاسیون .فرمولاسیون محاسبه شد

 میلی لیتر آب مقطر سترون اضافه و به نهباکتري به 

 سري رقت تهیه 10سپس . دقیقه ورتکس شد20مدت 

 سوسپانسیون پودر نه و هشت، هفتاز رقتهاي .شد

.Pتالک  fluorescens P4 غذایی نوترینت  روي محیط

لیتر در هر تشتک پتري با میله  میکرو10 به مقدار آگار

شیشه اي خم شده، پخش شد و در انکوباتور در دماي 

.ها ظاهر شدند قرار گرفت تا پرگنهسلسیوس درجه 28

سه تکرار براي هر رقت به کار رفت و تعداد سلول زنده 

باکتري در گرم فرمولاسیون با شمارش پرگنه هاي ظاهر 

 گیري در  و معدلنه و هشت، هفتشده در رقتهاي 

Sabaratnam(میان آنها محاسبه شد  and Traquair,

2002.(

.Pبررسی اثر فرمولاسیون تهیه شده از  fluorescens

P4در کنترلGOL6S. sclerotiorumدر اتاقک رشد 

به منظور فرموله کردن بذور با فرمولاسیون پودري 

 سلول  109 معادل  گرمیابتدا از هر فرمولاسیون مقدار

به ازاء هر گرم بذر آفتابگردان که از قبل ضد ، باکتري

پتري اضافه گردید و تشتک عفونی و جوانه دار شده در 

)زیر هود( ساعت در شرایط سترون سهبه مدت 

Nandakumar(نگهداري شد  et al., 2001.(

لازم به ذکر است که پیش از تیمار کردن بذور با 

غیر از گلدانهاي (ایلونی فرمولاسیونها در گلدانهاي ن

، زادمایه قارچ به میزان یک و نیم )مربوط به شاهد سالم

گرم در یک کیلوگرم خاك اضافه شده بود، سپس در هر 

. بذر تیمار شده کاشته شدچهارگلدان 

خاك گلدان عاري از ( سالمشاهدتیمارها شامل 

زادمایه قارچ و بذور آفتابگردان فاقد سوسپانسیون 

خاك گلدان همراه با زادمایه قارج (شاهد آلوده، )باکتري

وسپانسیون ـارگر و بذور آفتابگردان عاري از ســـبیم

خاك (باکتري آنتاگونیست سوسپانسیون ، )باکتري
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گلدان فاقد زادمایه قارچ بیماگر و بذور آفتابگردان حاوي 

،)سلول باکتري در میلی لیتر109سوسپانسیون 

نیست همراه با زادمایه قارچ باکتري آنتاگوسوسپانسیون 

سلول باکتري در میلی لیتر 109سوسپانسیون (بیمارگر 

 نهو )و زادمایه قارچ بیمارگر به نسبت ذکر شده

 محیط کشت کینگ بی، سهفرمولاسیون شامل ترکیب 

 و سه چسباننده NBY و محیط کشت M1محیط کشت 

کربوکسی متیل سلولز، صمغ زانتان و صمغ عربی و 

مخلوط سولفات ( یک درصد سم بردوفیکسهمچنین 

 و زادمایه قارچ بیمارگر به )مس و هیدراکسید کلسیم

گلدانها در شرایط مناسب در .نسبت ذکر شده بودند

اتاقک رشد قرار گرفتند و یک روز در میان به مدت یک 

پس از آن به محض خشک شدن .هفته آبیاري شدند

 ششپس از گذشت .سطح خاك آبیاري صورت گرفت

.شدهفته، شدت پوسیدگی محاسبه 

تجزیه و تحلیل آماري داده ها

 این آزمایشها در قالب طرح کاملا تصادفی به اجرا 

از ایش ـدر ابتدا داده هاي بدست آمده از هر آزم.در آمد

Microsoft(طریق نرم افزار اکسل  excel, وارد)2007

عداد کامپیوتر گردید و به منظور تجزیه وتحلیل آماري ا

براي فاکتورهاي مورد ارزیابی و تجزیه واریانس از نرم 

.SAS(افزار  version 9.2, براي رسم .استفاده شد)1997

Microsoftها از نرم افزارهاي شکلجداول و  Excell,

Microsoftو2007 Word, . استفاده شد2007

نتایج

.GOL6Sاثبات بیماریزایی قارچ sclerotiorum بر روي

 پروگرس آفتابگردانرقم

 در حالیکه گلدانهاي شاهد  روز14بعد از گذشت 

 سالم بودند علائم بیماري در گلدانهاي آلوده بهکاملاً

GOL6S. sclerotiorumهاي گیاهچه.مشاهده شد

آلوده شده افتادند و قسمت طوقه در نزدیکی سطح خاك 

ارزیابی میزان .به رنگ سبز مایل به سفید در آمد

ی ایجاد شده توسط قارچ مورد نظر با شمارش آلودگ

گیاهان بیمار شده در هر تیمار و بررسی نسبت آنها با 

.)1شکل (گیاهان کاملا سالم صورت گرفت

 درصد آلودگی گیاهچه هاي آفتابگردان رقم پروگرس با مقادیر مختلف زادمایه-1شکل

.GOL6S قارچ sclerotiorum) می باشند تکرار3اعداد میانگین (.

انتخاب استرین برتر آنتاگونیست

.Pاسترین آنتاگونیست  fluorescens P4 که نسبت 

به سایر استرین ها داراي بیشترین قطر هاله بازدارنده 

و همچنین بیشترین تاثیر را در کنترل )الف2شکل(بود 

 براي ادامه )ب2شکل (بیماري در اتاقک رشد داشت

قطر هاله بازدارنده که از مرکز .دآزمایشات انتخاب گردی

3/1پرگنه باکتري تا لبه پرگنه قارچ محاسبه شد، 

). سانتی متر5/4پتري تشتک قطر (سانتی متر بود 

رزیابی میزان کاهش بیماري توسط باکتریهاي ا

آنتاگونیست، از طریق شمارش گیاهان سالم نسبت به 

ن گیاهان آلوده شده توسط قارچ مورد نظر و سنجید

.نسبت آنها صورت گرفت
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.Pبررسی اثر فرمولاسیون تهیه شده از fluorescens

P4در کنترلGOL6S. sclerotiorumدر اتاقک رشد

XG، نشان دهنده صمغ عربیAGدر این شکل

ده ـــان دهنــ نشCMC وانـــغ زانتـنشان دهنده صم

ن ـ همچنی.دــز می باشـچسباننده کربوکسی متیل سلول

انگینهایی که داراي حداقل یک حرف مشابه در هر می

در سطح آماري یک درصد کدیگر یستون می باشند با 

.اختلاف معنی داري ندارند

P4

.Pهاله بازدارنده استرین باکتریایی - الف2شکل 

fluorescens P4علیه قارچ بیمارگرS. sclerotiorum

GOL6

دهد، گلدانهاي تیمار نشان می3همانطور که شکل

سوسپانسیون باکتري به همراه قارچ و شده با 

،M1-CMC،KB-CMC،NBY-AGفرمولاسیونهاي

NBY-XG،NBY-CMC،M1-AGوM1-XG به 

 بدون داراي بیشترین درصد گیاهان سالم بوده وترتیب 

یمار  گلدانهاي تباداشتن اختلاف معنی دار با یکدیگر، 

 و شاهد سالمشده با سوسپانسیون باکتري به تنهایی، 

همچنین سم بردوفیکس در سطح یک درصد اختلاف 

 در این میان کمترین تاثیر .معنی داري را نشان ندادند

 بود KB-AGفرمولاسیون مربوط به گیاهان تیمار شده با 

 در سطح که اختلاف معنی داري را نسبت به شاهد آلوده

.ود نشان ندادند از خیک درصد

.P تاثیر استرینهاي آنتاگونیست باکتري -ب2شکل fluorescens بر کنترل 

). تکرار می باشندسهاعدادمیانگین (بیماري و افزایش درصد گیاهان سالم
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کاهش شدت بیماري پوسیدگی اسکلروتینیایی ریشه و طوقه   مقایسه میانگین تاثیر تیمارها در -3شکل

). تکرار می باشندسهاعداد میانگین ( هفته، ششن در اتاقک رشد پس از آفتابگردا

بررسی تاثیر نوع محیط کشت در بقاء باکتري در 

 روزه150فرمولاسیون طی دوره 

.Pنشان می دهد استرین 4شکلهمانطوریکه 

fluorescens P4 در محیط کشتM1 3/6×1013 با

یشترین سلول باکتري در میلی لیتر محیط کشت، ب

محیطهاي کشت .میزان جمعیت باکتري را نشان داد

KBوNBY سلول 2/1×1013و5/2×1013 به ترتیب با 

باکتري در میلی لیتر محیط کشت، در مرتبه بعدي 

 روزه 150 در طی دوره M1محیط کشت .بودند

بیشترین میزان جمعیت باکتري را نشان داد و محیط 

تري را نشان  کمترین میزان جمعیت باکNBYکشت 

.داد

میانگین تاثیر هر یک از محیطهاي کشت بر جمعیت 

 چهارباکتري در فرمولاسیونها حاصل میانگین دماي 

.درجه سلسیوس می باشد

  تاثیر نوع محیط کشت بر جمعیت باکتري در فرمولاسیون در طی مدت نگهداري -4شکل

). تکرار می باشندسهاعداد میانگین (روز150

رسی ماندگاري باکتري فرموله شده در حامل پودر بر

تالک

.Pبررسی ماندگاري باکتري  fluorescens P4 فرموله 

 درجه سلسیوس چهارشده در حامل پودر تالک در دماي 

نشان داد که جمعیت اولیه این باکتري در 

وM1،KBفرمولاسیونهاي مختلف از سه محیط کشت 

NBYزانتان و  و سه چسباننده صمغ عربی، صمغ 

کربوکسی متیل سلولز طی مدت نگهداري حفظ نشده 

(بود و جمعیت باکتري کاهش یافته بود  و 6، 5هاي شکل.

البته کمترین کاهش مربوط به فرمولاسیون انجام ).7

 با چسباننده صمغ عربی است M1شده در محیط کشت 

3/6×1013 روزه جمعیت آن از 150و در طی یک دوره 

اکتري در گرم فرمولاسیون کاهش پیدا  سلول ب1010به 

کرد و جمعیت قابل قبولی از باکتري را در این شرایط در 



341... اثرچند فرمولاسیون پودريبررسی: و همکارانقربانی

خود حفظ کرد و فرمولاسیون انجام شده در محیط 

 با چسباننده کربوکسی متیل سلولز در NBYکشت 

 درجه سلسیوس بیشترین میزان کاهش در چهاردماي 

دوره جمعیت باکتري را از خود نشان داده و در طی 

2×109 به 8/1×1013 روزه جمعیت آن از 150نگهداري 

.سلول باکتري در گرم فرمولاسیون کاهش پیدا کرد

.P  ماندگاري جمعیت باکتري -5شکل fluorescens P4 در فرمولاسیون پودر تالک

). تکرار می باشندسهاعداد میانگین ( در طی مدت نگهداريM1در محیط کشت 

.Pگاري جمعیت باکتري   ماند-6شکل fluorescens P4 در فرمولاسیون پودر تالک

). تکرار می باشندسهاعداد میانگین ( در طی مدت نگهداريKBدر محیط کشت 

.P  ماندگاري جمعیت باکتري -7شکل fluorescens P4 در فرمولاسیون پودر تالک در

). تکرار می باشندهس اعداد میانگین ( در طی مدت نگهداريNBYمحیط کشت 

فرمولاسیون پودري و به خصوص پودر تالک بهترین 

 آنتاگونیست داشته  باکتریهاياثر را در بقا و پایداري

Bernhard(است and Burges, 1998; Bora et al.,

2004.(
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به شکل فرمولاسیون بر پایه پودر تالک می تواند

آسان نگهداري آن نقل وپودر وتابل باشد که حمل و

بوده و کاربرد آن در مزرعه با توجه به تجهیزات موجود 

Klopper(امکان پذیر است  and Schroth, 1981.(

فرمولاسیونهاي آزمایشی باکتریهاي آنتاگونیستی که بر 

اساس پودر تالک بوده و در کاهش بیماریهاي گیاهی 

موثر بوده اند در مقالات متعددي گزارش شده است که 

. بررسی مطابقت داردبا نتایج این

Bacillusکاربرد فرمولاسیون  amyloliquefaciens

Fukumoto B190 در کنترل کپک خاکستري ناشی از 

Botrytisقارچ  elliptica (Berk.) در شرایط گلخانه موثر 

Chiou(شناخته شد  and Wu, فرمولاسیونهاي).2003

.Pجدایهدوتالکپودر fluorescensدر کنترل R.

solani بوده است موثر)Sabartnam and Traquir,

به کار گیري فرمولاسیون پودري عوامل ).2002

.Bآنتاگونیست subtilis،Trichoderma spp.و

Coniothyrium minitans Campbell علیه پوسیدگی 

Sclerotiumسفید ریشه پیاز ناشی از  cepivorumدر

رمولاسیون شرایط گلخانه موثر است و استفاده از ف

.Bپودري باکتریایی  subtilisء در دو هفته قبل از نشا 

کاري بیشترین تاثیر را در کاهش وقوع بیماري خواهد 

Sallam(داشت   et al., 2009.(

در این بررسی پس از انتخاب استرین آنتاگونیست 

.Pموثر   fluorescens P4 ،فرمولاسیون بر پایه پودر نه 

چسباننده صمغ عربی، صمغ سه با استفاده از تالک 

،M1 سه محیط کشت  وزانتان و کربوکسی متیل سلولز

KB،NBY ساخته شد و تاثیر آنها در کاهش شدت 

.GOL6Sی قارچجدایه بیماریزایی  sclerotiorumدر

گیاه آفتابگردان نشان داد که تمامی پروگرس رقم 

فرمولاسیونها در کاهش شدت بیماري پوسیدگی 

. ریشه و طوقه آفتابگردان موثر بودنداسکلروتینیایی

 نشان داد حاضرنتایج بدست آمده از تحقیق 

گلدانهاي تیمار شده با سلولهاي آزاد باکتري با میانگین 

 درصد، سلولهاي آزاد باکتري به همراه قارچ با 100

-NBY-CMC،KB درصد، تیمارهاي 90میانگین 

CMC،NBY-XG،NBY-AGوM1-CMC با داشتن 

M1-AGدرصد گیاه سالم و همچنین فرمولاسیون 5/87

 درصد گیاه سالم بدون داشتن اختلاف معنی دار با 75با 

شاهد سالم بیشترین اثر را در کاهش بیماري داشتند و 

 درصد کنترل 5/62حتی از قارچکش بردوفیکس با 

موثرتر بودند که این مورد از نقاط امیدوار کننده این 

هاي عملی آن به شمار می پژوهش و یکی از دستاورد

همچنین درصد بقا و پایداري باکتري آنتاگونیست .رود

P. fluorescens P4 در محیط کشت M1 بیشتر بود پس 

 جمعیت موثر حفظ بقاء و پایدارينوع محیط کشت در 

این محیط کشت داراي تاثیر بیشتري نسبت .واقع شد

 که در بیشتر پژوهشها NBYوKBبه محیط کشت هاي 

.ستفاده می شوند بودا

.Pهمانطور که گفته شد فرمولاسیون استرین 

fluorescens P4 با چسباننده صمغ عربی ماندگاري 

فرمولاسیونها افزایش داد در باکتري را بیش از سایر

حالیکه در پژوهش هاي انجام شده توسط

Krishnamurthy and Gnanamanickam,)1998(،

لز به عنوان موثر ترین چسباننده کربوکسی متیل سلو

 باکتري آنتاگونیست ءچسباننده در فرمولاسیون و بقا

.معرفی شد

نتیجه گیري کلی

آنچه از نتایج این تحقیق مشهود است آنکه یک 

چسباننده در یک محیط می تواند بالاترین کارایی را 

داشته باشد حال آنکه در محیطهاي کشت دیگر اثري 

ت دیگر یک محیط یا به عبار.کاملا متفاوت دارد

پس .چسباننده لزوما نمی تواند بهترین یا بدترین باشد

بایستی اثرات متقابل فاکتورهاي دخیل در فرمولاسیونها 

از جمله نوع محیط کشت و نوع چسباننده درنظر گرفته 

زیرا به طور کلی صرفا با یک جزء از اجزا موجود .شود

ل عمل نمی توان قضاوتی صحیح و کلی داشت و تداخ

آن اجزا با سایر اجزا موجود در یک فرمولاسیون، بررسی 

هاي بیشتري را می طلبد که تا کنون در این مورد 

بررسی هاي مدونی توسط پژوهشگران کنترل بیولوژیک 

.صورت نگرفته است

آگاهی از خصوصیات فیزیکی و شیمیایی محیطی که 

فرمولاسیون در آن استفاده می شود، گامی ضروري در 

جهت انتقال فرمولاسیون، پوشش هدف، افزایش 

چسبندگی و کاهش بیماري است زیرا این اطلاعات 

عوامل تعیین کننده در انتخاب نوع فرمولاسیون و مواد 

.تقویتی اضافه شده به فرمولاسیون می باشد
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هدف .فرمولاسیونها به روشهاي مختلفی انتقال می یابند

ی روشهاي از تحقیق انجام شده بکار گیري عمل

بنابراین به .بیوکنترلی موثر در کشاورزي می باشد

منظور نزدیکی به استانداردهاي تجاري سازي و با در 

نظر گرفتن معیارهاي کشاورزي عملی در مزرعه، در این 

بررسی از روش آغشته سازي بذر به فرمولاسیون باکتري 

همچنین نوع و مقدار مواد به .آنتاگونیست استفاده شد

 و حیاترفته در فرمولاسیون باعث حفظ قدرت کار 

کارایی استرین آنتاگونیست در طی مدت انبارداري شده 

موجب حفظ شدت اثر آنها در کنترل بیماري و همچنین

. شدنداتاقک رشدپوسیدگی ریشه و طوقه آفتابگردان در 
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