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 چکیده

است که  solani Rhizoctoniaمیري ناشی از ، بیماري بوتههاي لوبیاترین بیماريیکی از مهم
بیوکنترل  ي میزبانی بالا ناکاراست. کاربرد عواملدلیل خاکزاد بودن و دامنهشیمیایی آن بهکنترل

در این تحقیق توانایی آنتاگونیستی باکتریایی از راهکارهاي امیدبخش در کنترل این بیماري است. 
که در کنترل  P13ي بررسی و جدایه R. solaniعلیه   Pseudomonas fluorescensيهشت جدایه

لوبیا مورد استفاده قرار گرفت. در این  يي الگوي کلونیزاسیون ریشهتر بود جهت مطالعهبیمارگر موفق
با قدرت بیماریزایی بالاتر که  R. solaniي باکتري در مقابل جدایههايجدایهپژوهش توانایی بیوکنترل 

متقابل، هاي کشتآوري شده بود، توسط آزمونخمین جمعدر شهرستان  آلودهز مزارع لوبیايا
با بیشترین تاثیر در بازدارندگی از  P13يفرار و غیرفرار بررسی و جدایهاي، تولید ترکیباتچهارنقطه

روز پس از  45،30،15ي پژوهش انتخاب شد. پس از آن جمعیت باکتري در رشد بیمارگر براي ادامه
گیري و تاثیر آن در میزان شدت بیماریزایی لوبیا اندازه يکاشت در اندوریزوسفر و اکتوریزوسفر ریشه

باکتري در  ي. پس از کاهش جمعیت اولیهگیري شدخشک و تر گیاه اندازهبیمارگر ،ارتفاع بوته، وزن
وپنجم در اندوریزوسفردر حال ام و چهلپانزدهم، جمعیت باکتري در روزهاي سی ریزوسفر در روز

وپنجم در اندوریزوسفر و اکتوریزوسفر صعودي داشت. در روز چهلکاهش و در اکتوریزوسفر رشد 
آلوده به بیمارگر،  و در خاك (cfu/g fresh root) 1/1×710و  2/3×510سالم  در خاكترتیب به
تر ریشه بازیابی شد. جمعیت بالایی سلول باکتري در وزن )cfu/g fresh root( 06/1×610و  8/2×510

 دار شدتپنجم از اندوریزوسفر و اکتوریزوسفر لوبیا باعث کاهش معنی و در روز چهل P13ي از جدایه
تواند می P13  P. fluorescensيجدایهبیماري و افزایش پارامترهاي رشدي گیاه شد. نتایج نشان داد 
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 مقدمه

، Fusarium solaniناشی از  لوبیا يریشه فوزاریومی پوسیدگی به توانمی لوبیا هايبیماري از
ناشی از  لوبیا يریشه پوسیدگی ،Fusarium oxysporumناشی از  فوزاریومی زردي

Rhizoctonia solani، ناشی از  لوبیا معمولی باکتریایی سوختگیXanthomonas axonopodis 

pv. phaseoli ، موزاییک ویروس و لوبیا زردي موزاییک ویروس لوبیا، معمولی موزاییک ویروس 
 .R از ناشی گیاهچه مرگ و بذر پوسیدگی میان این در Behdad, 2006).( نمود اشاره خیار

solani هاي موجود، براساس گزارش است. آن هايبیماري مهمترین و رینتشایع از یکی
 ,Behdad).دهدمی تشکیل را دنیا گیاهی هايبیماري کل درصد Rhizoctonia ، 3جنس

 سیب و لوبیا پنبه، قبیل از کشاورزي محصولات به جدي خسارات تواندیم این بیمارگر  (2006
 شودمی یاهگ ییهوا يهادر اندام یو سوختگ طوقه ریشه، پوسیدگی موجب کند که وارد زمینی

)Azad Disfani et al., 2011(. هاي مفید در کاهش هاي فراوانی مبنی بر کاربرد باکتريررسیب
ي کنندههاي تحریکهاي قارچی در لوبیا انجام شده است. باکتريشدت بیماري

ها وهی از باکتريبه گر )Plant Growth Promoting Rhizobacteria(  (PGPR)رشدگیاه
ترتیب از شوند و به این ها سازگارمیي گیاهان با آنشود که بر اساس ترشحات ریشهاطلاق می

توانند کلونیزاسیون مؤثري را بر ریشه داشته باشند جدا ها که نمیسایر باکتري
 ریزايبیما عوامل بیولوژیککنترل موضوع اخیر هايسال ). در (Bakker et al., 2007شوندمی

در   Pseudomonas fluorescens قبیل  از فلورسنت هايمیکروارگانیسم از استفاده با گیاهی
-است. میکروارگانیسم شده مطرح زراعی گیاهان يریشه باکتریایی و قارچی هايبیماري کنترل
 براي مناسبی يگزینه کنندمی زندگی گیاهان )rhizospher(ریزوسفر  يناحیه در که هایی

 علیه ریشه دفاعی پل اولین ریزوسفر زیرا هستند بیولوژیککنترل  هايروش در فادهاست
 ايبرجسته نقش ریشه يکنندهکلونیزه هايباکتري .(Weller, 1988)است  خاکزي بیمارگرهاي

 ترینمهم از یکی P. fluorescens باکتري ).Schippers,1987( دارند ریزوسفر يناحیه در
 مانند مختلف هايبیوتیک آنتی تولید با که است خاك بیولوژیک کنترل هايباکتري

 2,4 D- acetyl  (DAPG)ولدي استیل فلوروگلوسین 4و  2 هايبیوتیکآنتی

pheloroglosinol et al, 1992)  (Keel، (Shanahan et al., 1992) فنازین ،)(Phenasin 
Brisbane et al., 1987) ،(Mazzola et al., 1992)  ، (نیترینپیرول ) (Pyrrolnitrin 

)(Chancey et al, 2002  ، پایولوتئورینPyoluteorin)(  (Howell & Stipanovic, 1980)  و
 مختلف عوامل برابر در گیاهان حفاظت ، سبب)HCN(مانند سیانید هیدروژن ترکیباتی 

 آهن جذب به اقدام) Siderophoreسیدروفور( تولید با P. fluorescensشود. میقارچی
 پایین مولکولی وزن با سلولی خارج ترکیبات سیدروفورها (Pierson et al, 1995).کنندمی

 به را آهن توانندمی و شده تولید هاباکتري توسط آهن کمبود دسترسی شرایط در که هستند
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  Neilands & Nakamura).(1991,منتقل کنند باکتري سلول به داخل و کرده کلاته 3Fe+ فرم

هاي کنترل بیولوژیک صورت گرفته که نشان هاي اخیر مطالعات زیادي بر روي مکانیسمههدر د
ترین دلایل موفقیت برخی عوامل بیوکنترل، کلونیزاسیون موثر و بلند دهد یکی از اصلیمی

مدت ریشه است که منجر به افزایش رقابت ریزوسفري شده و اثرات بیوکنترلی عوامل کنترل 
ها تحت تاثیر اثرات مستقیم آنها بر روي بیمارگر و یا اثرات غیرمستقیم آن بیولوژیک اعم از

تبادل سیگنال میان ریشه و عامل بیوکنترل است که منجر به القاي مقاومت و تحریک سیستم 
 يریشه و ریزوسفر از باکتري يجدایه 257 پژوهشی در Weller, 1988).گردد (دفاعی گیاه می

 جدا تهران و گیلان مازندران، گلستان، هاياستان در  R. solaniقارچ  هب آلوده و سالم کلزاي
نهایت از میان  در .باشدمی آنتاگونیستی خاصیت داراي جدایه، 60 داد نشان نتایج .شد

 و آزمایشگاهی شرایط در قارچ رشد از جلوگیري در را تأثیر بهترین P3 يها، جدایهجدایه
 منظور در پژوهشی دیگر به (Sarani et al. 2007). داد نشان گلخانه شرایط در چنینهم

استان  در برنج يرو R. solani  علیه آنتاگونیست باکتریایی هايجدایه از تاثیر تعداديبررسی 
 آنتاگونیستی خاصیت مذکور قارچ مقابل درکه  P. fluorescens  جدایه از باکتري 8گیلان، 

 و زنیجوانه از ممانعت در هاجدایه کلیه که داد نشان ایجنت. دادند قرار استفاده مورد را داشت
ي دلیل استفاده. به(Kazemzadeh et al., 2012) هستند موثر قارچ هاياسکلروت لیزشدن

کنند و بی نتیجه اي که براي خاك و انسان ایجاد میبیش از حد سموم و مشکلات عدیده
رو لزوم کاربرد ، از این R. solaniفاژ مانندو پلیهاي خاکزي ماندن مبارزات شیمیایی علیه قارچ

ي هدف از این تحقیق جداسازي مؤثرترین جدایه خورد.چشم میهاي کنترل بیولوژیک بهروش
ي هاي آنتاگونیستی و نیز مطالعهو بررسی مکانیسم  Pseudomonas fluorescensباکتري 

در شرایط آزمایشگاه و گلخانه  Rhizoctonia solaniتوانایی بیوکنترل مؤثرترین جدایه علیه 
بود، همچنین بررسی تأثیراین جدایه از لحاظ فعالیت تحریک کنندگی رشد گیاهی و 

هاي رشدي از جمله وزن تر، وزن خشک، ارتفاع بوته و میزان کلونیزاسیون اکتوریزوسفر شاخص
 اي ارزیابی شد. خانهي لوبیا توسط این باکتري بیوکنترل در شرایط گلو اندوریزوسفر ریشه

 
 هامواد و روش

ستفاده سم مورد ا  میکروارگانی
 

  Pseudomonas fluorescens يي جدایهتهیه
 UTPf104 ,UTPf105 ,UTPf106 ,UTPf110,هاي نام به P. fluorescensي هشت جدایه

,UTPf120 ,UTPf125 UTPf127, P13  از کلکسیون کنترل بیولوژیک دانشگاه تهران دریافت
 هاي بعدي مورد استفاده قرار گرفت.و در آزمون

 



 88                           ..   .مهار زیستی  در  Pseudomonas fluorescensهايي پتانسیل استرینمطالعه : جلودارنژادیان و شهبازي

 
 ي بیمارگرتهیه

عمل آمد، با  ي لوبیا در شهرستان خمین بهاز مزارع آلوده 1394در بازدیدهایی که در تابستان 
 ،منظور جداسازي بیمارگر بهبرداري صورت گرفت. ي علائم بیماري در هر مزرعه نمونهمشاهده

هاي اصلی و ریشهي لوبیا از جمله ساقه، طوقه، ریشهي آلوده يهاي مختلف بوتهاز قسمت
متر از محل بین میلی 4-6طول هایی به فرعی که علائم شانکر و پوسیدگی را داشتند، نمونه

دقیقه در محلول  2تا  5/1گیاهی به مدت تهیه گردید. سپس این قطعات  سالم و آلوده بافت
دقیقه  3و  2، 1فونی و سپس در سه مرحله به ترتیب به مدت درصد ضدع 5/0سدیم هیپوکلرید

ریسه یا کشت از روش نوك  R. solaniسازي شدند. براي خالص  سترون شسته با آب مقطر
و سپس با انتقال به  آگار استفاده شد-آب (WA)کشت  در محیط )Hyphal tip(ریسه انتهایی 
 Nelson et(خالص آن تهیه شدار)، کشتزمینی، دکستروز، آگ(سیبPDA کشت  محیط

al.,1983; Booth, 1971(یباً دو هفته تقرهاي قارچی انجام شد. ، آزمون اثبات بیماریزایی جدایه
 کاملاًهاي هوایی زنی بذرهاي لوبیاي رقم محلی خمین، پژمردگی تدریجی اندامپس از جوانه

ي طوقه ها در ناحیه، میکرواسکلروتزنیبود، همچنین چهار هفته پس از مایه مشاهده قابل
) با استفاده از 1ام بر اساس جدول شدت بیماریزایی(جدول مشاهده شدند، در روز سی

ها ارزیابی  )، شدت بیمایزایی جدایهAssunção et al., 2011درجه) ( 5بندي (شاخص رتبه
ت انتخاب شد. در ي آزمایشااي که شدت بیماریزایی بیشتري داشت براي ادامهو جدایه هشد

کشت و  PDAروي محیط  اهاي آلوده مجددي آلوده به آزمایشگاه منتقل و بافتپایان، بوته
انجام   وایتنی . شناسایی عامل بیماري بر اساس کلید پارمتر وندسازي شدسپس خالص

 . (Parmeter, 1970)شد
 

راي بررسی کارایی جدایهآزمون  .R  علیه Pseudomonas fluorescensهاي هاي بیوکنترل ب

solani شگاهی آزمای  در شرایط 
شت چهار نقطه  810میکرولیتر سوسپانسیون باکتري با غلظت  20به این منظور  : ايآزمون ک

(این غلظت با استفاده از دستگاه  cfu/ml)(لیترواحد تشکیل دهنده کلونی در میلی
متر از سانتی 3ار نقطه به فاصله در چهدست آمد)، نانومتر به 720اسپکتوفتومتر در طول موج 
(به  PDA (Potato Dextrose Agar) + NA (Nutrient Agar)مرکز تشتک پتري حاوي 

در  ي قارچروزه 5متر حاوي کشت سانتی 5/0شد. سپس قرصی به قطر  ) کشت داده1:1نسبت 
کوباتور در داخل ان C 26روز در دماي  3هاي پتري به مدت مرکز آن قرار داده شد. تشتک

-هاي آنتاگونیست اندازهي قارچ عامل بیماري و باکترينگهداري شدند. سپس فاصله بین پرگنه
 .)Expert & Digat, 1995گیري شده و میزان بازدارندگی از رشد میسلیومی تعیین شد(

 تکرار انجام شد.  4آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی در 
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شت متقابل: سانتیمتري با ماژیک به دو قسمت  9هاي پتري تشتک ابتدا هر کدام از آزمون ک

 + PDAمیلی لیتر محیط کشت  15مساوي تقسیم شد. سپس درون هر تشتک پتري به میزان 

NA  ریخته شد. پس از جامد شدن محیط ابتدا در یک نیمه از تشتک پتري، به 1:1(به نسبت (
 لیترهنده کلونی در میلیواحد تشکیل د 810میکرولیتر از سوسپانسیون  50کمک سمپلر 

)(cfu/ml یافته به مدت یک روز در محیط کشت مایع نوترینت براثاز باکتري رشد(NB)  ،
ي یک سانتیمتري از لبه نیمه دیگر تشتک پتري ساعت در فاصله 24پخش شد. بعد از گذشت 

کتري، قرصی از محیط کشت قارچ جوان قرار داده شد. در تشتک شاهد به جاي سوسپانسیون با
داخل  C  26 روز در دماي 5هاي پتري به مدت از آب مقطر سترون استفاده شد. تشتک

انکوباتور قرار داده شدند. پس از اینکه در تیمار شاهد قارچ به خط وسط تشتک پتري رسید، 
 .ي قارچی محاسبه شدگیري و سپس مساحت پرگنهي قارچ اندازهمیزان رشد شعاعی جدایه

(Dennis & Webster, 1971).  در نهایت درصد کاهش رشد میسلیوم قارچ با استفاده از فرمول
 ,Etebarian). (2005دست آمدبه زیر

n = (a – b) / a × 100 
n  ،درصد بازدارندگی رشد عامل بیماري :a ي عامل بیماري در تشتک پتري : مساحت پرگنه

 اري عامل بیماري در تشتک پتري بیم: مساحت پرگنه bشاهد، 
 بررسی اثر ضد قارچی ترکیبات فرار باکتري علیه بیمارگر 

روي  ،)cfu/mlلیتر (واحد تشکیل دهنده کلونی در میلی 810میکرولیتر از سوسپانسیون  100
ي قارچ روزه 5زمان یک قرص میسلیومی از کشت محیط کشت آگار مغذي پخش گردید. هم

پتري حاوي باکتري و قارچ در زیر  کشت داده شد. آنگاه دو تشتک PDAروي محیط کشت 
طوري که تشتک حاوي قارچ در بالا قرار گرفت، مقابل هم قرار گرفته و هود و شرایط سترون به

میکرولیتر آب مقطر سترون  100ي نوار پارافیلم کاملا مسدود شد. در تیمار شاهد از وسیلهبه
در داخل  C  26روز در دماي  7ها به مدت به جاي سوسپانسیون باکتري استفاده شد. تشتک

انکوباتور نگهداري شدند. درصد کاهش رشد کلونی بیمارگر نسبت به شاهد که فاقد باکتري بود 
 به عنوان معیاري جهت ارزیابی اثر ضدمیکروبی ترکیبات فرار مورد استفاده قرار گرفت

)Fiddaman & Rossall, 1993.( 
 درصد کاهش رشد پرگنه نسبت به شاهد = 1 –ه در پتري تیمار)(قطر پرگنه در پتري شاهد/ قطر پرگن× 100

 

علیه بیمارگر ر باکتري  غیر فرا  بررسی اثر ضد قارچی ترکیبات 
میکرولیتر از  Kraus & Loper, 1990(. 100( این آزمون به روش کراس و لوپر انجام شد

روي  cfu/ml)( لیترواحد تشکیل دهنده کلونی در میلی 810سوسپانسیون باکتري با جمعیت 
درجه  27ساعت رشد در دماي  72) پخش شد و پس از 1:1به نسبت PDA+NA (محیط

ها از سطح محیط جدا شدند و با استفاده از پنبه اي باکتريسلسیوس، توسط میله شیشه
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 30صورت وارونه به مدت هاي پتري بهخوبی پاك شدند. تشتکسترون سطح محیط کشت به

ساعت در  5/1م زیر جریان هواي هود قرار گرفتند. سپس به مدت دقیقه در معرض کلروفر
 5/0صورت نیمه باز قرار گرفت تا کلروفرم کاملا تبخیر شود. آنگاه یک دیسک ها بهپتري

به  C  26 ها در دمايي قارچ در مرکز پتري قرار داده شد. تشتکروزه 5متري از کشت سانتی
ي قارچ بیمارگر در تشتک پتري مانی انجام شد که پرگنهگیري زروز نگهداري و اندازه 7مدت 

درصد  شاهد به انتهاي پتري رسید. تیمار شاهد فاقد باکتري و کلروفرم در نظر گرفته شد.
کاهش رشد کلونی بیمارگر نسبت به شاهد، که فاقد باکتري بود، به عنوان معیاري جهت 

رد استفاده قرار گرفت این درصد بر اساس باکتري مو ترکیبات غیر فرارارزیابی اثر ضد قارچی 
 :شدرابطه زیر تعیین 

 

 نسبت به شاهد درصد کاهش رشد پرگنه = 1 –در پتري تیمار) شاهد/ قطر پرگنه  (قطر کلونی در پرگنه× 100
 

 ي باکتريجهش یافته يتهیه
ي مقاوم جهش یافته هاي بیوکنترل،به منظور بررسی توانایی کلونیزاسیون ریشه توسط باکتري

دست هاي بهتهیه شد. کلونی  KBدر محیط کشت )µ mL100-(بیوتیک کلرامفنیکل به آنتی
هایی که فنوتیپ مشابه بیوتیک کشت داده شد.جدایهبدون آنتی KB+آمده، دوباره روي محیط 

-کشت را داشتند براي آزمایشات گلخانهي وحشی و سرعت رشد بالاتر روي این محیطبا جدایه
 تخاب شدند. اي ان

 

 ي قارچ روي دانه گندم ي زادمایهتهیه
گرم از بذر خیسانده  160ساعت در آب خیسانده شد.پس از آن  20ابتدا بذور گندم به مدت 

اتمسفر به  5/1و فشار   C  121 شده، در ارلن یک لیتري ریخته و در دو روز متوالی در دماي
صورت یک لایه بذر به ها بهتویات فلاسکمدت یک ساعت درون اتوکلاو سترون شد. سپس مح

در  C  26 زنی شده و به مدت سه هفته در دماي مایه R. solaniپتري انتقال یافته و با 
ساعت در  5ها با در باز به مدت انکوباتور نگهداري شدند. پس از گذشت این مدت زمان پتري

خشک شدند.  ارت چراغ مطالعهمحیط سترون زیر هود لامینار  درمعرض جریان هواي فن و حر
و پودر حاصل در کاغذ صافی سترون در محیط  هها آسیاب شدسپس محتویات درون پتري

 .(Weller & Cook,1983) خشک و به دور از رطوبت نگهداري شدند
 

 ايمطالعات گلخانه
وبیا ذر ل  تیمار ب

است، استفاده شد. ابتدا اي از بذور رقم محلی خمین که به این بیمارگر حساس مطالعات گلخانه
ور و سپس در سه مرحله به ترتیب به دقیقه غوطه 3به مدت  %5بذوردرون هیپوکلرید سدیم 
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گرم بذر  10، بذرها منظور جوانه زنیشدند. به سترون شستهدقیقه با آب مقطر 3و  2، 1مدت 

 C  26ي ساعت در دما 72ها به مدت سترون مرطوب قرار گرفت. تشتکصافی  روي کاغذ
 يجدایه cfu/ml)( لیترکلونی در میلی 810نگهداري شدند. بذور جوانه زده با سوسپانسیون 

P13 Pseudomonas fluorescens ازخاك زنی شدند. مخلوطیبیوتیک، مایهمقاوم به آنتی 

 یک مدت به روز متوالی سه در و هتهیه شد 1:1:1 وزنی نسبت به برگ خاك شن و و مزرعه

 مترسانتی 20ي دهانه قطر با پلاستیکی هايگلدان و در شده اتوکلاو C  121 دماي  در ساعت

طور یکنواخت با خاك مخلوط و درصد وزنی به 2به نسبت  R. solaniي زادمایه .ریخته شد
ها از خاك متري ریخته شد. در نیمی از گلدانسانتی 20ي هاي پلاستیکی با دهانهداخل گلدان

ي لوبیا در سطح زنی شدهعنوان شاهد استفاده شد. پنج بذر مایهي قارچ بهادمایهسترون بدون ز
 حاوي شاهد هايمتر خاك سترون پوشانده شد. گلداني دو سانتیوسیلهو به گرفتخاك قرار 

 16 با  C  24 دماي در گیاهان. بودند نشده زنیمایه باکتري سوسپانسیون با که بودند بذوري
ساعت روشنایی در  16با  C  24 گیاهان در دماي .شدند نگهداري گلخانه در روشنایی ساعت

تکرار براي هر تیمار انجام شد  4گلخانه نگهداري شدند. آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی با 
, 2007).t ale Maghsoudlou(.  

 

وبیا توسط باکتري سیون اکتوریزوسفر ل  هاي بیوکنترل بررسی کلونیزا
ي لوبیا، در اندوریزوسفر ریشه Pseudomonas fluorescensگیري جمعیت ر اندازهمنظوبه 

آوري شدند. یک گرم از ریشه و خاك روز پس از کاشت جمع 45،30،15ها در گیاهچه
مولار سترون  1/0 -لیتر بافر فسفات پتاسیممیلی 10هاي آزمایش حاوي اي به لولهریشهفرا

هاي مناسب س مخلوط شد. در ادامه سري رقت تهیه و رقتمنتقل و به کمک دستگاه ورتک
گیاه)  5تکرار(هر تکرار شامل  4کشت داده شد. براي هر رقت  KB+انتخابی کشت روي محیط

ساعت نگهداري شدند. پس از آن  48به مدت  C  27 در نظر گرفته شد. پتري ها در دماي 
 ,.Mazzolla et al( ر ریشه برآورد شدها شمارش شده و تعداد باکتري در گرم وزن تکلونی

1992(.  
وبیا توسط باکتري سیون اندوریزوسفر ل  هاي بیوکنترلبررسی کلونیزا

ي لوبیا، در اندوریزوسفر ریشه Pseudomonas fluorescensگیري جمعیت منظور اندازهبه
گلدان خارج هاي لوبیا از آوري شدند. گیاهچهروز پس از کاشت جمع 45،30،15ها در گیاهچه

و یک دقیقه  %70دقیقه در اتانول  5ي آنها پس از شستشو با آب جاري، به مدت شده و ریشه
مقطر  ور شده و سپس سه مرتبه با آب) غوطه%01/0( 20و توئین  %1با هیپوکلرید سدیم 

لیتر بافر سترون حاوي یک میلیچینی ها در هاون سترون شستشو داده شد. یک گرم از ریشه
از این سوسپانسیون سري رقت تهیه و  مولار به مدت یک دقیقه خرد شدند.1/0فسفات پتاسیم
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ها شمارش شده و انتخابی کشت داده شد، پس از آن کلونیهاي مناسب در محیط کشت رقت

 .(Compant et al., 2005)تعداد باکتري در گرم وزن تر ریشه برآورد شد
 

 ارزیابی شدت بیماري 
 4تا  0شدت بیماري از مقیاس  )Indexingگیري بر اساس درجه بندي (زهمطالعات اندا

 : (Assunção et al., 2011) )،1(جدول به شرح زیراست درجه) 5شاخص (
 

 است. 4تا  0ارزیابی شدت بیماري، مقیاس بین  -1جدول
Table 1. Evaluation of pathogenicity, score scale ranging from 0 to 4 

Symptom Degree 
No symptoms 0 
Hypocotyl with small lesions 1 
Hypocotyl with big lesions, without constriction 2 
Completely constricted hypocotyl, showing 
damping-off 3 
Non-germinated seeds and/or non-emerged 
seedlings 4 

 
 اهیگ يرشد رهايدر فاکتو يباکتر هايهیو جدا مارگریاثرات متقابل ب بررسی

هاي باکتري در فاکتورهاي رشدي گیاه مانند به منظور بررسی اثرات متقابل بیمارگر و جدایه
ي گیري در سه دورهگیري و با تیمار شاهد مقایسه شد. اندازهوزن خشک و تر، ارتفاع گیاه اندازه

 روز پس از کاشت انجام شد. 45،30،15زمانی 
 

آماريتجزیه و تحل  یل 
اي بر اساس طرح فاکتوریل در قالب تمامی آزمایشات در چهار تکرار انجام شد. مطالعات گلخانه

هاي بیماریزایی در هاي بیوکنترل درون تشتک پتري و آزمونطرح کاملاً تصادفی و آزمون
زمون ها از آي میانگینآزمایشگاه در قالب طرح کاملا تصادفی انجام شد، همچنین براي مقایسه

LSD  هاي آماري و محاسبات با استفاده از ي تجزیهدرصد استفاده شد. کلیه 5و  1در سطح
انجام  Microsoft Excel 2013 افزارنرمانجام شد و ترسیم نمودارها با  2/9نسخه SAS افزارنرم
 شد.

 
 نتایج
راي بررسی کارایی جدایهآزمون  در R. solaniعلیه  P. fluorescensهاي هاي بیوکنترل ب
شگاهی شرایط  آزمای

 UTPf104,هاي به نام P. fluorescensي دراین پژوهش توانایی بیوکنترلی هشت جدایه
,UTPf105 ,UTPf106 ,UTPf110 ,UTPf120 ,UTPf125  UTPf127, P13 در برابر عامل

 کشت آزمون در پتري تشتک درون R. solaniي لوبیا بیماري پوسیدگی طوقه و ریشه
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 8/2ي ي بازدارنده به اندازهبا ایجاد هاله P13ي اي مورد بررسی قرار گرفت. جدایهچهارنقطه

ي بیمارگر را سبب شد. در پایان این آزمون متر بیشترین میزان بازدارندگی از رشد پرگنهسانتی
که قدرت بیوکنترل بالاتري داشتند  P13و UTPf110 ,UTPf105 ,UTPf127 ي چهار جدایه
 ).1آزمایشات انتخاب شدند (شکلبراي ادامه 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

در آزمون  R. solaniهاي آنتاگونیست بر بازدارندگی از رشد قارچ تاثیرجدایه -1شکل 
تکرار است. اعدادي که با حروف  4اي. هر ستون در نمودار میانگین کشت چهار نقطه

 دار ندارند.معنی ) با یکدیگر تفاوت LSD )P≤0.01اند، در آزمون یکسان نشان داده شده
Figure 1. Effect of antagonist strains on growth inhibition of R. solani. Each 
column is the average of 4 replicates. Treatments with the same letters do not 
differ significantly (P<0.01) according to LSD test. 

  
هـاي  انجام شد. در آزمون فرار ریغ باتیترکو  فرار باتیترک، قابلکشت مت هاي بیوکنترلآزمون

مشـاهده شـد. در    %1داري در سـطح  کشت متقابل و ترکیبات فرار، بین تیمارها تفـاوت معنـی  
). در 1مشاهده شد (جدول  %5داري در سطح آزمون ترکیبات غیرفرار بین تیمارها تفاوت معنی

 3بیشترین درصد بازدارندگی از رشد را نسبت بـه   %5/61با P13 ي آزمون کشت متقابل جدایه
تـر بـود. در آزمـون ترکیبـات فـرار      موفق R. Solaniتیمار دیگر نشان داده و بنابراین در کنترل 

خود اختصاص داده و در درصد بازدارندگی از رشد را به نیشتریب 5/50 ٪، با   UTPf105جدایه 
بـا %  UTPf127 يدر آزمـون ترکیبـات غیرفـرار جدایـه    تر بود. کنترل قارچ عامل بیماري موفق

). هر چنـد هـر   2بالاترین میزان بازدارندگی از رشد قارچ را به خود اختصاص داد (جدول  5/40
 میـزان  ي مـورد بررسـی از قـدرت بیـوکنترل بـالایی برخـوردار بودنـد، امـا چـون         چهار جدایه
ي مـذکور  ن در شرایط آزمایشگاهی جدایهبنابرای بود، سایرین از بیش P13 يجدایه بازدارندگی
 اي انتخاب گردید.ي تحقیق و مطالعات گلخانهبراي ادامه
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 منتخب هاي مقایسه میانگین بازدارندگی از رشد قارچ توسط  آنتاگونیست -2جدول 

Table 2. Comparison of means to inhibit fungal growth by selected antagonists    
Biocontrol test 

Biocontrol bacteria The percent of fungal growth 
inhibition by bacterial in non-

volatile compounds 

The percent of antifungal 
activity of volatile 
metabolites of the 
bacterial strains 

The percent of the 
growth inhibition in 

dual culture test 

37/5b 42/75b 61/5a P13 
34c 50/5a 51/25b UTPf105 

40/5a 39/25c 39/5c UTPf127 
20d 30d 42c UTPf110 

اند، در آزمون هاي کشت متقابل و ترکیبات تکرار است. اعدادي که با حروف یکسان نشان داده شده 4هر عدد در جدول میانگین 
) با یکدیگر تفاوت  P≤0.05( LSDو در آزمون ترکیبات غیرفرار ،آزمون  دار ندارند) با یکدیگر تفاوت معنی LSD )P≤0.01فرار،  آزمون 

 دار ندارند.معنی
Each number is the average of 4 replicates. Treatments with the same letters do not differ significantly (P<0.01) in dual 
culture tests and volatile compounds and (P≤0.05) in non-volatile test compounds according to LSD test. 
 

 ايمطالعات گلخانه
گوي کل شهبررسی ال سیون اکتوریزوسفرری وبیا توسط جدایهونیزا ـوکنترل  ي ل  .Pي باکتري بی

fluorescens P13 وده به زادمایه آل سالم و   R. solaniي در خاك 
واحد تشکیل  810لوبیاي رقم محلی خمین پیش از کشت با سوسپانسیون  يبذور جوانه زده

زنی شدند سپس بیوتیک، مایهآنتی مقاوم به P13باکتري  cfu/ml)لیتر (دهنده کلونی در میلی
روز پس ازکاشت بذرهاي لوبیا درگلخانه  45،30،15رجمعیت این جدایه باکتري در اکتوریزوسف

اکتوریزوسفر در   P13ها بیشترین جمعیت باکتريي میانگینانجام شد. با توجه به نتایج مقایسه
و آلوده به ترتیب در روز  در خاك سالم P13ارزیابی شد. جمعیت باکتري  چهل و پنجمروز 

سلول باکتري در هر گرم ریشه ارزیابی شد که نسبت به  85/6×610و  35/6×610پانزدهم 
ام و سیطور چشمگیري کاهش یافت اما پس از آن در روزهاي مایه زنی شده به يجمعیت اولیه
 R.solaniچ ي قاردر خاك سالم و در خاك آلوده به زادمایه P13جمعیت باکتري  چهل و پنجم

هر . )3افزایش یافت (جدول  پانزدهم  ها پس از روزروند صعودي داشت و میانگین تعداد کلونی
داري میان جمعیت باکتري در خاك چند که در روزهاي نمونه برداري شده، اختلاف معنی

م جمعیت باکتري در خاك آلوده بیشتر از خاك سالپانزدهم آلوده و سالم دیده نشد اما در روز 
جمعیت باکتري در خاك سالم بیشتر از خاك آلوده ام و چهل و پنجم سیبود و در روزهاي 

و  1/1×710جمعیت باکتري در خاك سالم چهل و پنجم گیري شد. به طوري که در روز اندازه
). در مورد تیمار شاهد 3سلول باکتري در هر گرم ریشه بود (جدول  6/10×610در خاك آلوده 

گونه کلونی طور که قابل انتظار بود هیچي زمانی ذکرشده همانطی سه دوره R. solaniو قارچ 
 باکتري تشکیل نشد.
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سودموناس فلورسنت در  P13ي تراکم جمعیت (سلول باکتري در گرم وزن تر ریشه) جدایه -3جدول 

 روز است) 15اکتوریزوسفر لوبیا در خاك سالم و آلوده به بیمارگر طی سه دوره رشدي (هر دوره رشدي 
Table 3. Population density( cfu/g fresh root) Pseudomonas fluorescens P13 in ectorhizospher of 
beans on healthy soil and contaminated with the pathogen, During three periods of growth (each 
period is 15 days) 

Day 

Treatment        45thday (cfu/g fresh 
root) 

 30thday  (cfu/g 
fresh root)  

 15thday (cfu/g 
fresh root)  

The initial 
population 

inoculated  (cfu/g 
fresh root)  

b710×1/1 cd68/7×10 d610×6/35 a810×1 P. fluorescens 
P13 

b610×10/6 c610×8/5 d610×6/85 a810×1  P. fluorescens 
P13 + R. solani  

) با یکدیگر تفاوت  LSD )P≤0.01اند در آزمون تکرار است.اعدادي که با حروف یکسان نشان داده شده 4هر عدد در جدول میانگین 
  داري ندارند.معنی

Each number is average of 4 replicants. Treatments with the same letters do not differ significantly (p<0.01) according to  
LSD test. 

 
گوي کل سیونوبررسی ال دو نیزا شهریزوسفران وبیا يری  بیوکنترلي باکتریتوسط جدایه ل
fluorescens   P13  P.  وده به زادمایهسالم و در خاك  R. solani يآل

روز  45،  30،15ي زمانی در روزهاي هاي باکتري در سه فاصلهدر این آزمایش تعداد کلونی
بیا در گلخانه مورد شمارش قرار گرفت. نتایج تجزیه واریانس نشان داد پس ازکاشت بذرهاي لو

بین تیمارها وجود دارد. با  %1داري در سطح هاي اندوریزوسفر تفاوت معنیکه در بررسی کلونی
ها جمعیت باکتري در اندوریزوسفر لوبیا در خاك سالم و آلوده ي میانگینتوجه به نتایج مقایسه

روزه رشد نزولی داشت به طوري که در روز چهل و پنجم به کمترین  15ي در طول سه دوره
و در خاك  2/3×510خاك سالم  زمان در ). جمعیت باکتري در این4میزان خود رسید (جدول 

بود که جمعیت قابل توجهی ارزیابی شد. هر چند جمعیت  8/2×510آلوده به زادمایه قارچ
ه و مناسبی در روز چهل و پنجم بازیابی شد باکتري کاهش یافت اما جمعیت قابل ملاحظ

رفت در طی سه که انتظار می رطومانهR. solani ). در مورد تیمار شاهد و قارچ 4(جدول 
 کلونی باکتري تشکیل نشد. ،ي زمانی ذکرشدهبازه

 

در شرایط  R. solaniدر مقابل قارچ  P. fluorescens P13 يارزیابی قدرت بیوکنترل جدایه
 ايگلخانه

داري در نتایج تجزیه واریانس نشان داد که در بررسی ارزیابی قدرت بیوکنترل تفاوت معنی
در گیاهان شاهد لوبیاي چیتی رقم محلی خمین که با آب  بین تیمارها وجود دارد. %1سطح 

گونه علائم  زنی شده بودند هیچمقطر سترون و گیاهانی که تنها با باکتري بیوکنترل مایه
ظاهر شد. گیاهان تیمار زنی، اولین علائم بیماري در یک هفته پس از مایهشاهده نشد. بیماري م

شدن طوقه و ریشه مشاهده شد. با گذشت این علائم ابتدا به صورت پژمردگی تدریجی، سیاه 
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زمان علائم بیشتري از بیماري در گیاه مشاهده شد به طوري که چهل و پنج روز بعد از مایه 

میانگین شدت بیماري چهار بود، بدین معنی که در  R. solaniن تیمارشده با زنی، در گیاها
 .P13  Pيجدایه ). درگیاهانی که با2(شکل ها هیچ بذري جوانه نزدبعضی از گلدان

fluorescens ي همراه با زادمایهR. solani  روز پس از مایه  10تیمار شده بودند، اولین علائم
تیمار شده بودند ظاهر شد. علائم  R. solaniیاهانی که به تنهایی با تر از گصورت ضعیفزنی به

پریدگی و ایجاد ضایعات کوچک در پایین طوقه مشاهده شد. شدت صورت پژمردگی و رنگبه
آلودگی در  %25ارزیابی شد که معادل  2ي بیماري در این تیمارها در روز چهل و پنجم، درجه

). این نتایج نشان داد 2عات بزرگ روي محور زیر لپه بود (شکلناحیه طوقه و ریشه و ایجاد ضای
دار شدت بیماري پوسیدگی قادر به کاهش معنیP13  P. fluorescensيکه جدایه

 رایزوکتونیایی لوبیا در شرایط گلخانه است. 
 

 اهیگ يرشد هايدر فاکتور يباکتر هايهیو جدا مارگریاثرات متقابل ب
بین %1داري در سطح ن داد که در بررسی وزن تر گیاه تفاوت معنینتایج تجزیه واریانس نشا

هاي شاخص هاي رشدي نشان داد بیشترین وزن تر ي میانگینتیمارها وجود دارد. مقایسه
ها، مربوط به تیمار شاهد در روز چهل و پنجم بود که معادل ي گیاهچههاي هوایی و ریشهاندام
داري در طول سه دوره قابل مشاهده بود. صورت معنیش بهگرم ارزیابی شد. این افزای 72/26

در روز چهل و پنجم  P13يبود. همچنین جدایه R. solaniکمترین وزن تر مربوط به تیمار با 
). نتایج تجزیه واریانس نشان داد که در 4ي لوبیا شد (جدولباعث افزایش وزن ترگیاهچه

بین تیمارها وجود دارد. بیشترین وزن %5 داري در سطحبررسی وزن خشک گیاه تفاوت معنی
ها نیز مربوط به تیمار شاهد در روز چهل و پنجم ي گیاهچههاي هوایی و ریشهخشک اندام

داري در طول سه دوره قابل مشاهده گرم بود و افزایش وزن خشک به صورت معنی 3/3معادل  
 يکمترین وزن خشک را به خود اختصاص داد. همچنین جدایه R. solaniبود و تیمار قارچ 

P13 ي لوبیا شد که افزایش به صورت باعث افزایش وزن خشک گیاهچه در روز چهل و پنجم
بود. نتایج تجزیه واریانس نشان داد که در بررسی  داري در طول سه دوره قابل مشاهدهمعنی

طوري که بین تیمارها وجود داشت، به%1داري در سطح ي لوبیا تفاوت معنیارتفاع بوته
-سانتی متر اندازه 87ها در روز چهل و پنجم در تیمار شاهد با ارتفاع بیشترین ارتفاع گیاهچه

) با گذشت زمان %1داري (در سطح صورت معنیگیري شد. در تمامی تیمارها ارتفاع بوته به
 P13  P. fluorescensبود. حضور  R. solaniافزایش یافت. کمترین ارتفاع مربوط به تیمار قارچ 

ها نسبت به تیمار فاقد آن در خاك سالم و آلوده به زادمایه بیمارگر باعث افزایش ارتفاع بوته
تیمار شده بودند  R. solani به تنهایی) شد. گیاهچه هایی که تنها با زادمایه R. solani(حضور 

ي تیمارها ارتفاع کمتري بت به بقیهروز پس از کاشت، نس 45، 30، 15ي در هر سه دوره
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 13ها در روز پانزدهم در این تیمار با ارتفاع طوري که کمترین ارتفاع گیاهچهداشتند به

 ).5گیري شد (جدولمتراندازهسانتی
 

سودموناس فلورسنت مورد  P13يتراکم جمعیت (سلول باکتري در گرم وزن تر ریشه) جدایه -4جدول 
 روز است) 15رشدي در اندوریزوسفر لوبیا (هر دوره رشدي مطالعه طی سه دوره 

Table 4. Population density( cfu/g fresh root ) Pseudomonas fluorescens P13 in endorhizospher of 
beans on healthy soil and contaminated with the pathogen, During three periods of growth (each 
period is 15 days) 

Day 

Treatment  45thday (cfu/g 
fresh root) 

 30thday  (cfu/g 
fresh root)  

 15thday (cfu/g fresh 
root)  

The initial 
population 

inoculated  (cfu/g 
fresh root)  

de510×3/2 c60/8×10 b610×1/61 a810×1 P. fluorescens P13 

e510×2/8 cd510×6/9 b610×1/52 a810×1  P. fluorescens P13 
+ R. solani  

) با یکدیگر تفاوت  LSD )P≤0.01اند در آزمون تکرار است.اعدادي که با حروف یکسان نشان داده شده 4هر عدد در جدول میانگین 
  داري ندارند.معنی

Each number is average of 4 replicants. Treatments with the same letters do not differ significantly (p<0.01) according to  
LSD test. 

 

 
 .R یزایی قارچ در کاهش شدت بیمار P13 P. fluorescensي ارزیابی قدرت بیوکنترل جدایه -2شکل  

solani تکرار است.  4اي). هر نقطه در نمودار خطی میانگین درجه 5در شرایط گلخانه (با استفاده از شاخص
 داري ندارند.) با یکدیگر تفاوت معنی LSD )P≤0.01اند در آزمون یکسان نشان داده شدهنقاطی که با حروف 

Figure 2. Evaluation of biocontrol ability of P. fluorescens P13 in reducing of disease severity of 
R. solani in greenhouse (with 5 degree index). Each number is average of 4 replicants. Treatments 
with the same letters do not differ significantly (p<0.01) according to  LSD test. 
 

 



 98                           ..   .مهار زیستی  در  Pseudomonas fluorescensهايي پتانسیل استرینمطالعه : جلودارنژادیان و شهبازي

 
 وزن خشک، وزن مانند لوبیا رشدي فاکتورهاي روي بر P13  P.  fluorescens يجدایه کابرد تأثیر -5 جدول

  گلخانه شرایط درR. solani به  آلوده و سالم خاك در بوته ارتفاع و ریشه هايگره تعداد تر،
Table 5. Effect of P. fluorescens P13 on growth factors of beans such as Fresh weight and dry 
weight, number of root nodule and plant height in healthy soil and contaminated with R. solani in 
the greenhouse conditions. 

Plant height (cm) Dry weight (gr)  fresh weight (gr) Growth index 

Control 45 30 15 45 30 15 45 30 15 Day 

87a 67c 2727/5g 3/3a 2/64c 0/68g 26/72a 22/34c 5/35h Treatment 

45e 37f 14h 1/47e 1/15f 0/63g 15/64e 11/6g 4/66i R. solani 

73b 58d 16h 2/97b 1/45e 0/41h 18/43d 15/92e 3/84i P. fluorescen P13 

72b 58b 18h 3/17a 1/84d 0/53gh 25/6b 12/2f 4/8i R. solani +  P. fluorescen 
P13 

 LSDآزمون  اند، در بررسی وزن تر و ارتفاع درتکرار است. اعدادي که با حروف یکسان نشان داده شده 4هر عدد در جدول میانگین 
)P≤0.01با ی (آزمون  داري ندارند و در بررسی وزن خشک درکدیگر تفاوت معنیLSD )P≤0.05 داري ندارند.) با یکدیگر تفاوت معنی 

Each number is the average of 4 replicates. Treatments with the same letters do not differ significantly (P<0.01) in study of 
fresh weight and plant height and (P≤0.05) in dry weight according to LSD test. 
 

 بحث
 هايبیماري مهمترین از یکی اقتصادي لحاظ لوبیا از يریشه رایزوکتونیایی بیماري پوسیدگی

 به لوبیا را زیادي خسارت ساله است که همه لوبیا )هیپوکوتیل( يلپه زیر محور و ریشه
دلیل شیمیایی این بیمارگر بهکنترل کند.می مرکزي وارد استان شهرستان خمین در هايکاري

بیوکنترل باکتریایی از ي میزبانی بالا بسیار مشکل است. کاربرد عوامل خاکزاد بودن و دامنه
 پا از بیماري عامل (Rajabi, 2009).راهکارهاي بسیار مفید در کنترل این بیماري است 

 ,Behdad( است Rhizoctonia solani قارچ میري،بوته یا لوبیا يطوقه شانکر و افتادگی

اي روشن میکرومتر و به رنگ قهوه 12الی  8میسلیوم قارچ مذکور، داراي قطري معادل  .)2006
ي لوبیا در ي علائم بیماري در مزارع آلوده. با مشاهده(Sneh et al., 1991)تا تیره است 

منظور هاي آلوده جداسازي و بهاز بافت R. solani .برداري صورت گرفتشهرستان خمین نمونه
در آزمون اثبات  ).Parmeter, 1970( شناسایی دقیق آن از کلیدهاي موجود استفاده شد

هاي هوایی در تیمارها زنی بذر، پژمردگی تدریجی اندامبیماریزایی دو هفته پس از جوانه
خالص سازي  و ام به جداسازيهاي آلوده به آزمایشگاه منتقل و مجددا، اقدمشاهده شد. بوته

هاي باکتري مورد استفاده چهار گردید. از میان جدایه  PDAعامل بیماریزا روي محیط 
 R. solaniها رشد ي جدایهکه نسبت به بقیه  UTPf127 ,UTPf105 ,UTPf110 ,P13يجدایه

 داراي اهجدایه این. شدند انتخاب مهار کردند، PDAرا به میزان بیشتري روي محیط کشت 
 8/2ي بازدارندگی با هاله P13 يجدایهکه  بودندمتر سانتی 8/2تا  2/0بین  بازدارندگی يهاله

در پژوهشی  Abdollahipuor et al. (2015). متر، مؤثرترین جدایه تشخیص داده شدسانتی
 R. solaniی از رشد ندگدر بازدار P. fluorescens از  P173و P73هاي نشان دادند که جدایه

تولید  .جلوگیري کنند R. solani و تا حد مناسبی می توانند از رشد  تاثیر را داشتهبیشترین 
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یکی از مکانیسم هاي مهم کنترل بیماري  P. fluorescensجدایه هاي ترکیبات فرار توسط 

از جمله ترکیبات  (Kraus & Loper, 1992; Laville et al., 1998). هاي قارچی است
توسط باکتري هاي بیوکنترل تولید می شود می توان به سیانید هیدروژن اشاره  فرارشایعی که

 &  Castric( به اثبات رسیده است P. fluorescensکرد که تولید آن توسط جدایه هاي 

Castric,1983.( کند و باعث سیانید هیدروژن تولید شده سیستم تنفسی قارچ ها را مختل می
 ). Castric, 1977( شودها میتوقف رشد آن
 در محیط P. fluorescensمشخص کرد که  (Castric & Castric, 1983)دیگر در پژوهشی 

توانست ترکیبات فرار ضد قارچی را تولید کند. باکتري رشد یافته در  (NA)آگارمغذي کشت
جلوگیري کند.   Phytophthora drechsleriاز رشد میسلیومی  (NA)آگارمغذي ط کشتیمح

دي استیل  4و  2از قبیل  P. fluorescensهاي کلیدي تولید شده توسط کآنتی بیوتی
 نیترین،پیرولPhenasin)( ، فنازین),D- acetyl pheloroglosinol) 2-4فلوروگلوسینول 

(Pyrrolnitrin)پایولوتئورین ، Pyoluteorin)(، هاي مؤثر  ضدمیکروبی عنوان یکی از متابولیتبه
هاي عامل ها در کنترل قارچها مطرح شده و نقش این آنتی بیوتیکتولیدي توسط این باکتري

این ). (Madloo et al., 2013پوسیدگی ریشه و طوقه و مرگ گیاهچه به اثبات رسیده است
 ها اثر بازدارندگی دارندها و یوکاریوتها روي فعالیت طیف وسیعی از پروکاریوتآنتی بیوتیک

.(Bloemberg & Lugtenberg, 2003)  همچنینBagheri et al. (2015) شان دادند ن
 R. solaniاز رشد قارچ  %87 به میزانبیوتیک تولید آنتی با UTPf5 P. fluorescensيجدایه

هاي بیوکنترل در شرایط آزمایشگاهی با نتایج هاي بیان شده در آزمونیافتهکند. جلوگیري می
هاي کلی با در نظر گرفتن تمامی آزمونطور. بهدست آمده در پژوهش حاضر مطابقت داردبه

ي عملکرد بهتري نسبت به بقیه P13يبیوکنترل انجام شده در شرایط آزمایشگاهی، جدایه
هاي بیوکنترل در شرایط اي انتخاب شد. آزمونها داشت، بنابراین براي مطالعات گلخانهجدایه

بیوکنترلی آن ها در شرایط طبیعی آزمایشگاهی نمی توانند معیار مطمئنی براي ارزیابی قابلیت 
اي ارزیابی شود تا ي برتر در شرایط گلخانهباشند. در این گونه موارد بهتر است کارایی جدایه

شدت بیماري بر  . (Fravel, 1988)ي نسبت به کاربرد آن ها اقدام کردبتوان با اطمینان بیشتر
با  ).Assunção et al., 2011( (مقیاس صفر تا چهار) ارزیابی شد اساس شاخص پنج درجه

  P13ي بررسی ارزیابی شدت بیماري مشخص شد که شدت بیماري در گیاه تیمارشده با جدایه
آلودگی در  %25. در روز چهل و پنجم دو بود و R. solani در خاك سالم و آلوده به بیمارگر

ه شد، این امر ناحیه طوقه و ریشه ایجاد شد و فقط ضایعات بزرگ روي محور زیر لپه مشاهد
به عنوان باکتري آنتاگونیست در  P13  P. fluorescensي این بود که جدایه ي نشان دهنده

دار پوسیدگی رایزوکتونیایی طوقه و ریشه ي لوبیا در سطح شرایط گلخانه موجب کاهش معنی
 P. fluorescensنشان دادند که کاربرد استرین  Ghafelebashi et al. (2014)شد.  1%
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UTPf68  باعث کاهش شدت بیماري در لوبیاي آلوده بهR. solani  پس از یک هفته رشد در

 دست آمده در پژوهش حاضر مطابقت دارد. تواناییي بهیافته با نتیجهخاك طبیعی گردید.این 
 هايقارچ علیه بیولوژیک کنترل فعالیت براي لازم شرط ریشه کلونیزاسیون در باکتري یک

 را معینی ظرفیت ي گیاهانریشه .)et al., 2011) Hajmalek Zanjaniرود می شماربه بیمارگر
 را ریشه فلورسنت هاي. سودوموناس(Vincent et al., 1991)  دارند کلونیزاسیون میزان نظر از
 از کمتر هايجمعیت و کنندمی کلونیزه ریشه گرم هر در باکتري سلول 610 تا 510 جمعیت با

. (Weller et al., 2002)باشند  داشته بیوکنترل و گیاه روي مثبتی تاثیر ندتواننمی مقدار این
نشان داد که این جدایه قادر  P13 يجدایه کلونیزاسیون میزان بررسی ،ياگلخانه مطالعات در

میان جمعیت آن در روزهاي  %1داري در سطح به کلونیزاسیون ریشه بوده و تفاوت معنی
 میزان وجود داشت. بررسی R. solaniي ك سالم و آلوده به زادمایهبرداري در خامختلف نمونه
 که گرفت صورت شرایطی در ايگلخانه شرایط در اندوریزوسفر در P13 يجدایه کلونیزاسیون

این  cfu/ml)( لیترمیلی در کلونی دهنده تشکیل واحد 810 با زنی شده جمعیت اولیه ي مایه
 و سالم خاك در بیوکنترل باکتري پانزدهم جمعیت روز رد زمان گذشت با انجام شد. باکتري

 که شد ارزیابی ریشه گرم هر در باکتري سلول 52/1×610 و 61/1×610 در ترتیب به آلوده
 رسدمی نظر به نشان داد. کاهش چشمگیري طوربه شده زنی مایه جمعیت اولیه ي به نسبت

 در هاآن یا ناتوانی باکتري هايلسلو از تعدادي رفتن بین از دلیل به جمعیت کاهش این
ام و چهل و پنجم ادامه باشد. این روند همچنین در روزهاي سی بذر روي استقرار و چسبندگی

  8/2×510و 2/3×510طوري که در روز چهل و پنجم در خاك سالم و آلوده به ترتیب در یافت به
ام روند نزولی انزدهم وسیپ جمعیت به نسبت که شد بازیابی ریشه گرم هر در سلول باکتري

 زانیم روز 21 گذشت از بعد که کردند انیب Ghafelebashi et al. (2014) .کاملا مشخص است
 ومی دهد  نشان را ینزول ریس اریخ يشهیر زوسفریاندور در کننده زهیکلون يباکتر تیجمع

 تیجمع ازسطح
9

10
 

 به دوم يهفته يانتها در 42/5×
8

 نتایج با که می یابد لیتقل 11/2×10
 در P13 يجدایه کلونیزاسیون میزان بررسیدارد. در  مطابقت حاضر تحقیق در آمده دستبه

 واحد 810 با زنی شده جمعیت اولیه ي مایه اي،گلخانه شرایط ي لوبیا درریشه اکتوریزوسفر
 روز پانزدهم جمعیت در زمان گذشت با بود که c/ml)( لیترمیلی در کلونی دهنده تشکیل
 در باکتري سلول 85/6× 610و  35/6×610در ترتیب به آلوده و سالم خاك در بیوکنترل باکتري

 چشمگیري طوربه شده زنی مایه جمعیت اولیه ي به نسبت که شد بازیابی ریشه گرم هر
 خاك در P13 ام و چهل و پنجم جمعیت باکتريسی روزهاي در آن از پس اما یافت، کاهش

داشت به طوري که در روز چهل و  صعودي روند R. solani يزادمایه به آلوده خاك در و سالم
 ریشه گرم هر در باکتري 06/1×710و 1/1×710پنجم  در خاك سالم و آلوده به ترتیب در 

ام و چهل و پنجم سی روز پانزدهم تا روز از هاکلونی تعداد میانگین افزایش شد. بازیابی
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 هايتعدادکلونی و ریشه روي مستقرشده ياولیه جمعیت بود. مشاهده قابل مشهودي صورتبه

ام و چهل و سی روزهاي در باکتري و یافته اکتوریزوسفرافزایش در زمان گذشت با شده تشکیل
 جمعیت بالا توانست کلونیزاسیون توانایی با بلکه بود خود جمعیت حفظ به قادر پنجم نه تنها

  .پانزدهم افزایش دهد زرو به نسبت لوبیا اکتوریزوسفر در را خود
 ياهچهیگ کاشت از روز 42 گذشت از بعد که کردند انیب et al. (2015) Shahbazi همچنین

که  ابدییم کاهش گندم يشهیزوسفرریاکتور در کننده زهیکلون يباکتر تیجمع زانیم گندم
 اکتريب جمعیت در تغییرات این .ندارد مطابقت حاضر پژوهش نتایجنتایج این پژوهش با 

 باشد. لوبیا يریشه هايباکتري حضور دلیلتواند بهمی لوبیا اندوریزوسفر و اکتو در بیوکنترل
 در تغییر یا و آنتاگونیست باکتري با برهمکنش یک ایجاد با ریشه در هاباکتري این وجود

 که طوريبه دهد،می تغییر را بیوکنترل باکتري کلونیزاسیون الگوي يریشه ترشحی ترکیبات
 ریشه درون طرفی از و شده اکتوریزوسفر در بیوکنترل باکتري جمعیت افزایش و استقرار سبب

 Hajmalek Zanjani et( می شود اندوریزوسفر در باکتري جمعیت کاهش سبب رقابت بروز با

al., 2011.( و اندوریزوسفر در باکتري جمعیت شده گیرياندازه روزهاي تمامی در چند هر 
 با باکتري تیمارها تمامی در اما بود سالم خاك از کمتر بیمارگر به آلوده خاك راکتوریزوسف

  P13  P. fluorescensيجدایه در این تحقیق .روزچهل و پنجم ردیابی شد تا مناسبی جمعیت
را دارا بود که علاوه بر قدرت آنتاگونیستی در افزایش تمام ) PGPR( خاصیت تحریک رشد گیاه

 نتایج. هاي هوایی مؤثر بودي گیاه از جمله وزن خشک و تر گیاه و ارتفاع اندامپارامترهاي رشد
را تایید  قبلی مطالعات هايیافته پژوهش، این در رشدي هايشاخص مورد در آمده دستبه

از طریق  P. fluorescensهاي انجام شده توسط محققان نشان داده است که نماید. بررسیمی
بیوتیک، اي و مکانی ، کلونیزاسیون ریشه ، تولید آنتیانند رقابت تغذیههاي مختلفی ممکانیسم

ایجاد مقاومت القایی در گیاه میزبان، تولید سیدوفور سبب افزایش جذب آب و موادغذایی و 
 Weller et)شودهاي محیطی و در نهایت افزایش و تحریک رشد گیاه میمقاومت در برابر تنش

al., 1983)  تیمار بذر با . طبق پژوهشیP. fluorescens  باعث کاهش شدت بیماري پوسیدگی
 تر وزن کاهش سبب R. solani باکتري. (Da Luz, 1994)گردد ریشه و افزایش عملکرد می

 وزن تاینها و رشد زانیم  P. fluorescens حضور و می شود شاهد به نسبت ایلوب يهااهچهیگ
 Thomashow & Weller, 1996; Weller et al,. 2002;  De( می دهد شیافزا را اهچهیگ تر

La Fuente et al., 2004(.  درپژوهشی دیگر مشخص شد تیمارهاي آلوده بهFusarium  

culmorum  همراه و تیمار قارچ بهP. fluorescens کمترین وزن خشک را داشتند 
(Hajimashaalah et al., 2013).  ضورحهمچنین در پژوهشی دیگر نشان داده شدکه  P. 

fluorescens می قارچ به آلوده يمارهایت به نسبت ماریب يهااهچهیگ رشد %80 شیافزا سبب-
 ,.Thomashow & Weller, 1996; Weller et al,. 2002;  De La Fuente et al( گردد
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هاي مؤثر در بیوکنترل قارچ بیمارگر به طور کلی احتمالا یکی از مهمترین مکانیسم ).2004

 .در کلونیزاسیون موفق اندو و اکتوریزوسفر است P13ي درت بالاي بیوکنترل جدایهمذکور، ق
هم در شرایط  P13 P. fluorescensي باکتریایی جدایهدست آمده، با توجه به نتایج به

بود،  R. solani اي به میزان موثري قادر به کنترل قارچآزمایشگاهی و هم در شرایط گلخانه
ام میزان شدت ام هیچگونه علائمی از بیماري مشاهده نشد و در روز سییطوریکه تا روز سبه

ارزیابی شدکه با اختلاف  2و در روز چهل و پنجم میزان شدت بیماري درجه 1يبیماري درجه
به دلیل دارا بودن   P13 .داري سبب کاهش شدت بیماري نسبت به تیمار شاهد بیمار شدمعنی

دو و اکتوریزوسفر تا روز چهل و پنجم، در شرایطی که قارچ قدرت کلونیزاسیون بالا در ان
ي لوبیا شد، علاوه بر کاهش هادر گیاهچهتر، خشک و ارتفاع بوتهبیمارگر سبب کاهش وزن

شدت بیماریزایی بیمارگر با ویژگی محرك رشد، سبب افزایش وزن تر و خشک و ارتفاع بوته 
 یوکنترلیبرتر ب هايویژگی به توجه باشت. دنبال دا و جبران خسارت بیمارگر را به هشد
این  عمل کردن  توسط این جدایه و R. solaniکنترل  مطالعات قبلی و در P13 يیهجدا

باکتري  يهاي بیوکنترل جدایهمکانیسم گرددمی محرك رشد پیشنهاد یکبه عنوان باکتري 
گلخانه اي،  آزمایشات نتایج بودن مناسب صورت مذکور مورد بررسی بیشترقرار گیرد و در

 و تجاري سازي آن اعمال شود. یستآنتاگون هاييکردن باکتر فرموله
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Abstract 
Damping off caused by Rhizoctonia solani: is one of the most important diseases 
of beans. Some control methods have been applied to overcome it but none 
seemed to be satisfactory. Biological control has been explored as an additional or 
alternative means of managing R. solani damping off. In this study, biocontrol 
ability of 8 isolates of Pseudomonas fluorescens were evaluated against R. solani 
and potential of rhizosphere colonization of the selected isolate was investigated. 
In this study, pathogenic fungi were isolated from infected plants of common bean 
crop fields in Khomein. Fungal isolate with the most pathogenicity was selected. 
Growth inhibition of R. solani selected isolate was evaluated by dual culture test, 
the antifungal activity of bacterial volatile and nonvolatile metabolites and P13 
strain which was capable to produce maximum inhibitory zone was selected for 
studying its ability to biocontrol of pathogen and colonization of the 
ectorhizosphere and endorhizosphere of bean in 15, 30 and 45 days after planting 
under greenhouse conditions. Although the initial population of bacteria decreased 
in rhizosphere in 15th day, the population of bacteria in days 30th and 45th days 
increased in ectorhizosphere and decreased in endorhizosphere. Population of P13 
was in the endorhizosphere and ectorhizosphere, in the healthy soil pollution 3/2 × 
105  and 1/1 × 107 Cfu/g (fresh weight of root) and in infected soil 2/8 × 105 and 
1/06 × 106 Cfu/g (fresh weight of root), respectively. Results showed that the 
severity of R. solani was significantly decreased and plant growth parameters 
were increased by biocontrol bacterial density on rhizosphere. P13 with great 
population on ecto and endorhizosphere showed strong positive effect on plant 
growth and inhibition of R. solani in 45th days. 
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