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  چكيده

هاي جداسازي شده از مزارع پياز استان مركزي در منطقه خمين ثير آنتاگونيستي باكتريأتدر اين تحقيق، 
مورد بررسي است، عامل پوسيدگي ريشه و طبق پياز  كه f.sp. cepae  oxysporum Fusarium عليه قارچ
-باكتري. يه منتخب قادر به ايجاد هاله بازدارندگي در محيط كشت روي قارچ فوق بودند جداپانزده. قرار گرفت

 ،laterosporus Bacillus به چهار گونه مختلفشده از ناحيه ريزوسفر پياز،  ست جداهاي آنتاگوني
Pseudomonas fluorescent  ، P. putida bv. B و P. aeroginosa در آزمون مربوط . تعلق داشتند

   از رشد رويشي قارچ MM-260و -MM-19 ،j1 MM يهاجدايه قدرت بازدارندگي ،تركيبات فراربه 
 F. oxysporum هاي سلولي جدايهترشحات خارج. بود درصد 82/39 و 38/45 ،67/66 به ترتيب به ميزان

افزايش  سبب بازداري رشد رويشي قارچ مذكور شد و اغلب با ،هاي مختلفآنتاگونيست انتخابي در غلظت
ه بيوتيك بودند و بهاي آنتاگونيست قادر به توليد آنتيهمه جدايه. ها، بازداري رشد قارچ نيز افزايش يافتغلظت

 در MM-B و MM-19دو استرين  . كردنديجلوگيرخوبي از رشد قارچ عامل بيماري در شرايط آزمايشگاه 
  . كاهش بيماري داشتنداي بيشترين تاثير را درهاي آزمايشگاهي و گلخانهكليه تست

 
   رشديبازدارندگ ،F. oxysporum ، Bacillus، Pseudomonasبيوتيك،آنتي پياز،: هاي كليديواژه

  
  مقدمه

از جمله محصولات ) .Allium cepae L(پياز 
در مقايسه با . ديآيبه شمار ممهم در سطح جهان 

 از يزيادساير سبزيجات، پياز نسبت به تعداد 
هاي هوايي گياه مثل برگ و به اندامي كه يهاقارچ

- و ريشه حمله ميسوخيا اندام زيرزميني مثل 
منجر به كاهش ن امر يانمايند، حساس است كه 

ترين مهماز . شودكيفيت و كميت محصول مي
هايي كه باعث كاهش كيفيت و كميت بيماري

. هاي ريشه هستندشوند، بيماريمحصول مي
-يكي از مهم،  پيازبيماري پوسيدگي ريشه و طبق

توجهي هاي پياز است كه خسارت قابلترين بيماري
-كه گونه ييجا سازد، از آنبه اين محصول وارد مي

هاي فوزاريوم در ايجاد بيماري نقش دارند، 
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. ز اهميت استي حا،ها روي پيازشناسايي اين گونه
 چندين گونه عامل پوسيدگي ريشه و طبق ،كنونتا

اولين .  جهان گزارش شده استپياز از نقاط مختلف
 تحت نام 1910سال   اين بيماري در عاملبار

Fusarium cepaeاز روي پياز توسط سلبي  
سال  بعد از آن در.  از آمريكا گزارش شد)23(

عامل ) 10 (1916سال  و سپس در) 17 (1914
هانزاوا .  گزارش كردندF. cepaeبيماري را 

  ت نامگزارش كرده است كه عامل بيماري تح
F. zonatum form 1واكر . )17( گيرد قرار مي

 1926سال   و بعد از آن در1924 سال  درزتايم و
 F. oxysporumعلائم پوسيدگي طبق توسط 

 گزارش كردند در آمريكا  راهاي انباريروي پياز
 F. oxysporum ،F. solani گونه سه .)30(
 در آمريكا به عنوان عامل  F. acuminatumو

گي ريشه و طبق پياز جداسازي و گزارش پوسيد
 به عنوان عامل F. oxysporumگونه  .اندشده

پوسيدگي ريشه و طبق پياز در آمريكا جداسازي و 
  در فلوريداي آمريكا). 28(گزارش شده است 

F. solani  به عنوان عامل پوسيدگي ريشه و طبق
پوسيدگي ريشه و طبق ). 5(پياز گزارش شده است 

 F. oxysporum f. sp. cepaeونه پياز توسط گ
از ) Pink root( به همراه بيماري ريشه سرخي

 . در آمريكا جداسازي و گزارش شدIdahoايالت 
 به عنوان عامل F. solani گونه ،در ايران

هاي پوسيدگي ريشه و طبق پياز همراه با قارچ
Sclerotium و Botrytis سه). 6( جداسازي شد 

   وF. oxysporum ،F. solani گونه
F. acuminatum  شرقي به نيز در آذربايجان

 جداسازي ،عنوان عامل پوسيدگي ريشه و طبق پياز
  و F. solaniهايكه گونه )1(و گزارش شد 

 F. oxysporum ًدر تمام نقاط پيازكاري  ًتقريبا
  ،انتشار داردآذربايجان شرقي استان 

F. oxysporum  بيشترين تعداد جدايه را داشت 
  .زا بودند گونه جدا شده روي پياز بيماريسهر و ه

در ايران بعد از بيماري پوسيدگي خاكستري 
 100 با .Botrytis allii Mummپياز با عامل 

درصد خسارت در انبار، بيماري ريشه سرخي و 
ترين  مهم،طبق سپس پوسيدگي فوزاريومي ريشه و

اين دو بيماري با . نديآيبه شمار مها بيماري
 پوسيدگي ، بانهايت هاي پياز و دردن ريشهپوسان

شوند كه  محصول ميخسارت بهكامل پياز باعث 
آوردن خسارت بسيار زيادي را به كشاورز با پائين

با وجود . سازندهاي پياز وارد ميبازارپسندي غده
هاي زراعي چون تناوب تأثير مثبت برخي روش

هي دزدن، تناوب طولاني مدت و آفتابزراعي، شخم
 استفاده  وگذرانخاك جهت مبارزه با فرم زمستان

از ارقام مقاوم در كاهش خسارت ناشي از اين 
هاي اخير بحث امكان كنترل ها، در سالبيماري

زاي گياهي با استفاده از بيولوژيكي عوامل بيماري
هاي آنتاگونيست مورد توجه ارگانيسمميكرو

  . بسياري از محققان قرار گرفته است
ها، برخي از جمله اين ميكروارگانسيماز 
كه  هاي موجود در ناحيه ريزوسفر هستندباكتري

 هاي افزاينده رشددر مواردي به عنوان باكتري
)Plant growth promoting bacteria( نيز محسوب 

رابطه  شوند كه با گياهان زراعي و درختانمي
- آنضمن تأثير مستقيم روي رشد و رندمتقابلي دا

عث جلوگيري از حمله با كاهش خسارت با ها
  ).32،22،18،15،11،9،8 (شوندبيمارگرها نيز مي

هــاي متعــددي از جــنس   تــاكنون بــاكتري 
Agrobacterium, Alcaligens, 
Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, 
Bradyhizobium, Enterobacter, 
Erwinia, Flavobacterium, Hafinia, 

Pseudomonas, Rhizobium،Serratia, 
Streptomyces و Xanthomonas ــوان ــه عن  ب

). 32(انـد   ريزوباكترهاي افزاينده رشد شناخته شده    
 يكـي از    ،سودوموناسپ ـهـاي    جدايـه  ،در اين ميـان   

هــا بــا خاصــيت تــرين بــاكتريتــرين و غالــبفعــال
 بـه دليـل     زي ـ ن هـا آنتاگونيستي هستند و باسيلوس   

شتري نـسبت  توليد اندوسپور و در نتيجه تحمل بي ـ 
. سـزايي برخوردارنـد  هبه گرما و خشكي، از اهميت ب    

سودوموناس از قبيـــل پـــهـــايي از نقــش جدايـــه 
Pseudomonas fluorescens و P. putida 

هــاي جــنس باســيلوس ماننــد و تعــدادي از گونــه
Bacillus subtilis ،B. cereus ،  

B. megaterium  ،B. pumilus و   
 B. polymyxa هاي قـارچي و  يدر كنترل بيمار
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اي گياهـان زراعـي بـه طـور مـستقيم يـا             هباكتري
. )32،26،25،7(غيرمستقيم به اثبات رسيده اسـت       

 فعاليــت ،هــاي پــسودوموناسبــراي برخــي جدايــه
 در  ،بيوتيك اسـت  اساس توليد آنتي   آنتاگونيستي بر 

ــسودوموناس  ــر پ ــراي ديگ ــه ب ــالي ك ــدح ــا مانن   ه
 P. putida،  ــه ــت WCS358جدايــ  فعاليــ

 استاگونيستي بر اساس رقابت براي عنصر آهن آنت
 ميزان تاثير و نحـوه عملكـرد        ،در اين تحقيق  ). 29(

هـاي آنتاگونيـست    هـاي بـاكتري   تعدادي از جدايـه   
هـاي آلـوده    جداسازي شده از منطقه ريزوسفر بوته     

زاي طوقه و ريشه پيـاز جهـت        يپياز به عامل بيمار   
  .فته است مورد مطالعه قرار گر،كنترل عامل بيماري

  
  هامواد و روش

  جداسازي قارچ عامل بيماري
 از هر ،ي قارچ عامل بيمارجهت جداسازي

 انتخاب و ،طور تصادفيه گياه ب10مزرعه  تعداد 
طور جداگانه شستشو داده شد و هها بهاي آنريشه

براي . ها جدا گرديدز آناذرات درشت شن و خاك 
عمل يب زا بدين ترتجداسازي قارچ عامل بيماري

 در شدن در آب،ها بعد از شستهريشه  كهشد
 به مدت يك دقيقه درصد 70 محلول الكل اتيليك

 دقيقه در محلول 3قرار گرفت و سپس به مدت 
 تجاري ضدعفوني سطحي درصد 10كلراكس 

كن گرديد و بعد از خشك شدن روي كاغذ خشك
متري تقسيم  ميلي2- 3سترون، به قطعات كوچك 

 كه براي جلوگيري PDA حاوي هايتشتك و در
ها پس از اتوكلاو كردن محيط از رشد باكتري

 يك ،ليتر محيط كشت ميلي20به ازاي هر  كشت،
 اضافه شده بود، درصد 10قطره اسيد لاكتيك 

گراد  درجه سانتي25 كشت گرديد و به انكوباتور
 ،هاي غالب كلني، روز بعد سه تا پنج.منتقل گرديد
 و يا آلودگي باكتريايي جدا شد و درها از ساير كلني

علاوه بر .  پتري جداگانه كشت داده شديهاتشتك
ها و برگ مركزي پياز نيز به ها، فلسها، طبقريشه

عفوني سطحي شده و جداسازي  ضد،روش قبلي
   .قارچ عامل بيماري از آنها انجام گرفت

  

  Fusariumهاي زايي جدايهمطالعه بيماري
هيه زادمايه،كـشت گياهـان     اين بررسي شامل ت   

ظهور علائم يـا عـدم ظهـور علائـم           زني،مايه سالم،
. استبيماري و جداسازي مجدد قارچ عامل بيماري 

براي تهيه مايع تلقـيح از روش ابـاوي و لـوربير بـا              
-براي اين منظور در ارلـن     . )4( تغييراتي انجام شد  

 گرم ماسـه همـراه      200 مقدار   ،ليتر ميلي 250هاي  
 ،مقـداري آب  و با   مخلوط گرديد   ،  رد ذرت  گرم آ  10

 121 سپس در اتـوكلاو در حـرارت         ،مرطوب گرديد 
 ـ   1گراد و فـشار     درجه سانتي   15مـدت   ه اتمـسفر ب

 روز 3 بـار در  3دقيقه سـترون گرديـد، ايـن عمـل         
متــوالي انجــام گرفــت تــا از اســتريل بــودن خــاك 

ها، پس از خنك شدن محيط     .اطمينان حاصل شود  
هـا بـه     روزه جدايه  7هاي  ه كلني يك قرص از حاشي   

- درجه سانتي  24-25 ها اضافه شد و در حرارت     آن
، پس از رشد قارچ روي محيط     . گراد نگهداري شدند  

هـا بـا دسـت تكـان        بار ارلن  يك ،هر يك الي دو روز    
داده شدند، تا هنگامي كه تمام سطح خـاك و ذرت   

به دو صـورت    ،  تهيه گياه سالم  . با قارچ پوشيده شد   
قبـل از آلـوده      .بذر و كاشت پياز توليد شـد      كاشت  

ها زير آب روان شـسته      ها، ابتدا ريشه  كردن گياهچه 
هر گلـدان حـاوي ماسـه و خـاك زراعـي             و در    شد

 گرم از محيط كشت حـاوي    65سترون شده، مقدار    
 گياهچه  ، سه در هر گلدان   سپس،  قارچ مخلوط شد  
 ديسك از محيط كشت به قطـر  پنجكشت گرديد و    

تر حاوي قارچ مورد نظـر قـرار داده شـد و      م ميلي 5
هـا  سـپس گلـدان    سطح آن با خاك پوشـانده شـد،       

 سـه گلـدان تيمـار و        ،براي هر جدايه   .آبياري شدند 
 تيمـار شـاهد     در. يك شـاهد در نظـر گرفتـه شـد         

از مخلوط ماسه و ذرت سـترون اسـتفاده         ،  آلودهغير
هـاي پيـاز از     گياهچـه ،  پس از مدت يـك مـاه      . شد

 پـس از عمـل ضـدعفوني سـطحي          خـارج و  ،  خاك
دادنـد،  هايي كه علائـم بيمـاري را نـشان مـي          ريشه

اقدام به جداسازي مجدد قارچ عامـل بيمـاري روي          
  . گرديدPDAمحيط كشت 

  
  شناسايي

ابتدا  هاي جدا شده از پياز،براي شناسايي قارچ
 زاييها خالص گرديد و پس از اثبات بيماريقارچ
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  روي، ترجهت بررسي بيش، طبق اصول كخ
 Water Agar (WA), Potato Dextrose 

Agar (PDA), Potato Carrot Agar 
(PCA), Special Nutrient Agar (SNA), 

Carnation Leaf Agar (CLA)   كشت داده
شناسي نلسون و همكاران بر اساس كليد قارچ .شد

 و بررسي ساختارهاي رويشي و زايشي، اقدام )20(
  .  گرديديرچ قايهاجدايه به شناسايي

  
  هاي آنتاگونيست باكترييهاجدايه تهيه

هاي خاك ناحيه ريزوسفر از منطقه نمونه
 ،پيازكاري شهرستان خمين در استان مركزي

 نمونه 3 هر .آوري و به آزمايشگاه منتقل شد جمع
 ،كه از اطراف يك بوته پياز برداشت شده بودخاك 

 500 گرم خاك با 20 و سپسبا يكديگر مخلوط 
كاملا مخلوط شد و به ، ليتر آب مقطر سترون يليم

روش سريال رقت تا پنج مرحله اين مخلوط رقيق 
 ميكروليتر از هر رقت 100پلر، مبه كمك س ،شد

منتقل شد و به  )NA (ت مغذيبه محيط كش
اي در سطح محيط كشت پخش  كمك ميله شيشه

 ساعت نگهداري در انكوباتور در 48شدند و پس از 
هايي كه از نظر ه، پرگنگرادي سانتجه در28دماي 

، متفاوت بودندمحيط آگار مغذي شكل و رنگ در 
انتخاب و درون لوله آزمايش حاوي آگار مغذي، 

همه . سازي گرديد و كدگذاري شدندخالص
  درجه4(هاي جداشده در شرايط يخچال باكتري

  .نگهداري شدند) گراديسانت
  

گي توسط ازدارندـاله بــجاد هــررسي ايــب
  هاي باكتريايي جدايه

هاي باكتريايي به صورت از كشت جوان جدايه
 پتري حاوي يهااي در چهار طرف تشتك نقطه

 به فواصل مساوي از مركز، PDAمحيط كشت 
 ساعت در انكوباتور در 24 شد و به مدت زنيمايه

گاه آن. قرار داده شدندگراد يسانت درجه 28دماي 
 از حاشيه يمتريميلپنج يك حلقه از حاشيه 

 پتري يهاكشت تازه قارچ بيمارگر بر مركز تشتك
آب مقطر در تشتك پتري شاهد، . قرار داده شدند

 شد و يزن مايه، سترون در چهار طرف تشتك پتري

 پتري ياهتشتك. ن قارچ قرار داده شدآدر مركز 
درون انكوباتور گراد يسانت درجه 25در دماي 

 قارچ ه حاشيه پرگن كهينپس از ا. نگهداري شدند
در تشتك پتري شاهد به ديواره پتري برخورد 

 گنهنمود، فواصل بازدارندگي بين حاشيه پر
گيري گرديد  هاي باكتريايي و قارچ اندازه جدايه

)16.( 
  

هاي ضد ميكروبي عوامل بيوكنترل ويژگي
  توليد مواد فرار ضدقارچي

مطابق روش فيدامن و روزال ، بدين منظور
در ، هاي باكتريايي آنتاگونيست جدايه) 1993(

 5 يك قرص ،كشت و همزمان ،آگار مغذيمحيط 
متري از كشت فعال جدايه قارچ عامل بيماري ميلي

سپس تشتك .  كشت داده شدPDAدر محيط 
 روي حاوي قارچ عامل بيماري به صورت وارونه در

 و محل اتصال تشتك حاوي باكتري قرار گرفت
 و  شد كاملا مسدود، پارافيلمبا ها در تشتك  لبه

  درجه25ها به مدت يك هفته در دماي  تشتك
در . )13( در انكوباتور نگهداري شدندگراد يسانت

-ي ميلهايي به قطر پنج  حلقه تشتك پتري شاهد،
حاوي قارچ عامل  PDAكشت  از محيط متر

 پتري حاوي محيط يهابيماري در مقابل تشتك
هاي آنتاگونيست قرار  فاقد جدايه آگار مغذيكشت 

اين آزمايش در قالب طرح كاملا . داده شدند
. تكرار انجام شد 3 تيمار در 16، شامل تصادفي

عامل   ميسيليوم قارچشدندگي از رردرصد بازدا
  : استفاده از رابطه زير محاسبه شدبيماري با
قطر رشد / (شاهده قطر رشد پرگن( *100

درصد )= )هد شاه قطر رشد پرگن– تيمار هپرگن
  .بازدارندگي از رشد

  
  توليد سيدروفور

) 1983( روش ولر و كوك اين بررسي مطابق
 روي محيط ي باكتريائيهاجدايه ).31(انجام شد 

 50، 5هاي حاوي غلظت )King B (كينگ بكشت 
كشت داده شدند  III  ميكرومول كلريدآهن100و 

- درجه سانتي25دماي   ساعت در48و به مدت 
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  . نكوباتور نگهداري شدندگراد درون ا
 سپس سوسپانسيون اسپور قارچ

Geotrichum candidum  48از يك كشت 
 بر سطح تشتك پتري PDAساعته روي محيط 

عدم رشد . حاوي جدايه آنتاگونيست افشانه شد
دهنده توليد قارچ در اطراف باكتري، نشان

  .استسيدروفور 
  

  بيوتيك بررسي توليد آنتي
) 1990(ش كراس و لوپر اين آزمون مطابق رو

 ميكروليتر از 100بدين ترتيب كه . )19( انجام شد
هاي باكتري و آب مقطر  سوسپانسيون جدايه

 PDAكشت سترون به عنوان شاهد به محيط 
 پخش شد و به ،اضافه و در سطح محيط كشت

 گراد سانتي درجه27 ساعت در دماي 72مدت 
 ميله پس از اين مدت با استفاده از .نگهداري شد

ها از سطح  اي و آب مقطر سترون، جدايه شيشه
طور به پتري يها شسته و تشتك،محيط كشت

 دقيقه در معرض بخار كلروفرم 30وارونه به مدت 
متر سپس يك حلقه به قطر پنج ميلي. قرار گرفتند

از حاشيه كشت تازه قارچ با رعايت شرايط بدون 
. شد كشت داده ،آلودگي، در مركز هر تشتك پتري

 ،گرادسانتي درجه 27هاي پتري در دماي تشتك
 10گيري قطر رشد ريسه پس از نگهداري و اندازه
اين آزمايش در قالب طرح كاملا . روز انجام گرديد

 تكرار انجام شد و 3 تيمار در 16 شامل ،تصادفي
قطر رشد (آزمايش دست آمده از بههاي  داده

 لهيسوه بمورد تجزيه و تحليل آماري) ميسيليوم
 قرار SASاي مدل خطي عمومي در برنامه رايانه

  مطابق بند،اي درصد بازداري از رشد ريسه. گرفتند
 .تعيين گرديدفوق 

  
  ترشحات خارج سلولي

مطابق روش سينگ و دورال ش ين آزمايا
در بخش نخست، مطابق . )27( انجام شد) 1984(

 20  زميني،  گرم سيب250كشت مايع با فرمول 
. ستروز، در يك ليتر آب مقطر تهيه گرديدگرم دك
ليتر،   ميلي250 با گنجايش يهافلاسكدرون 

با ريخته و ، ليتر از محيط مايع فوق  ميلي50مقدار 
پس از خنك شدن .  اتوكلاو، سترون شداستفاده از

ل م يك لوپ كاهافلاسكمحيط مايع، به هر يك از 
 هافلاسك.  ساعته باكتري اضافه شد24از كشت 

 دور در 70دوراني با  حاوي باكتري روي شيكر
 به مدت يك گرادي سانت درجه27دقيقه در دماي 

هفته قرار داده شد و پس از عبور محيط مايع 
ها از كاغذ صافي واتمن شماره يك و  جدايه

 دقيقه، 20 به مدت g5000دور  روژ ديسانتريف
هاي  طور جداگانه توسط صافيه ها ب هريك از جدايه

 ميكروني صاف گرديد و 22/0بيولوژيك ميكرو
هاي مذكور در  يك از جدايه عصاره حاصل از هر

كار ه بهااي قارچ آزمون بازدارندگي از رشد ريسه
جهت بررسي تأثير عصاره حاصله، ابتدا . برده شد

 19 و 17، 15هاي   به حجم PDA محيط كشت
ليتر درون لوله ريخته شد و پس از سترون  ميلي

ليتر   ميلي1 به ترتيب ،ايط اتوكلاوشدن در شر
ليتر   ميلي3، ) درصد حجم به حجم5غلظت (
 ليتر  ميلي5و )  درصد حجم به حجم15غلظت (
از عصاره هر يك )  درصد حجم به حجم25غلظت (

 45 با دماي  PDAهاي  ها به لوله از آنتاگونيست
گراد اضافه و به خوبي مخلوط و در درجه سانتي

هاي پتري سترون، منتقل تشتكشرايط سترون به 
 از محيط كشت مايع فوق ،در تيمار شاهد. گرديد

 ميكروني عبور داده 22/0بدون باكتري كه از صافي 
پس از انعقاد محيط . شده بود، استفاده گرديد

 يك حلقه به قطر ،كشت، در مركز هر تشتك پتري
متر از حاشيه كشت تازه قارچ، كشت داده پنج ميلي

هر روز و به مدت ، گيري قطر ميسيليوم  اندازه.شد
اين .  روز پس از كشت قارچ انجام گرفت10

 عامل و كاملا 2آزمايش در قالب طرح فاكتوريل با 
عامل اول جدايه . تصادفي به اجرا درآمد

 3 سطح و عامل دوم غلظت در 5آنتاگونيست در 
 تكرار در نظر 3ها براي هريك از غلظت. سطح بود
 مورد ، رشد ميسيليوم در هر غلظتقطر. گرفته شد

وسيله مدل خطي عمومي  بهتجزيه و تحليل آماري
  . قرار گرفتSASاي در برنامه رايانه
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تراقي جهت تشخيص جنس ــهاي افونـآزم
  هاي آنتاگونيستجدايه

اساس خصوصيات مهم   بر،هاي منتخبجدايه
ي قرار ي مورد شناسا،مورفولوژيكي و بيوشيميايي

 شامل واكنش گرم به روش هااين آزمايش .گرفتند
هوازي به روش   هوازي و بيد، آزمون رش)24( شاد

 توليد رنگدانه فلورسانت روي ،)12(پرسلي فهي و 
، توليد لوان فهي و )24(  شادKBمحيط كشت 

زميني فهيِ و  ، آزمون لهيدگي سيب)12(پرسلي 
 فهي و پرسلي هيدروليز ، آرژنين دي)12( پرسلي

، آزمون دهيدروليز )24( زمون نيترات شاد، آ)12(
، آزمون هيدروليز )12( ژلاتين فهي و پرسلي

به روش شاد و مصرف قندها ) 24( نشاسته شاد
  .انجام گرديد) 24(

  
  ايهاي گلخانهبررسي

اي آنتاگونيست در ــــه بررسي تأثير جدايه
جلوگيري از پوسيدگي ريشه و طبق و ريشه 

  انهسرخي پياز در شرايط گلخ
هاي باكتريـايي    جهت تعيين ميزان تأثير جدايه    

زا در گلخانـه،    در كاهش و يا كنترل عوامل بيمـاري       
 جدايه باكتريايي با وجود هالـه     (هاي باكتري   جدايه

مـورد  ) هاي آزمايشگاهي بـود   در بررسي بازدارندگي  
سـازي خـاك،     در روش آغشته  . مطالعه قرار گرفتند  

هـاي پيـاز    ءت نشا هاي باكتريايي پس از كاش     جدايه
 سـاعت،   72پس از    و   ندبه خاك مرطوب اضافه شد    

بـا  ،   درصد حجمي  10ه نسبت   قارچ عامل بيماري ب   
كـش بنوميـل    از قـارچ  .  مخلوط گرديد  خاك گلدان 

هاي آنتاگونيست بـه ميـزان       جدايهبا  جهت مقايسه   
در تمـامي   . مربع اسـتفاده گرديـد     يك گرم در متر   

 20 هـايي بـا قطـر     اي، از گلـدان    هاي گلخانه بررسي
هـا در گلخانـه و در        گلـدان . متر استفاده شد   سانتي

 15گراد با تنـاوب نـور        درجه سانتي  27±3حرارت  
.  ساعت تاريكي نگهداري شدند    9ساعت روشنايي و    

اي در قالب طـرح آمـاري بلـوك          هاي گلخانه بررسي
هفتـه  يـك   پس از مـدت     . كامل تصادفي انجام شد   

ــارچ  ــيح ق ــاري  ، تلق ــم بيم ــوده   درعلائ ــاهد آل ش
)Fusarium oxysporum (ًمشهود شدكاملا .  

  نتايج
ــي ــت ويژگ ــاي ريخ ــارچ  ه ــه ق ــناختي جداي  ش

Fusarium oxysporum  اين گونه با استفاده از
هاي ذكر   از اندامNash & Snyderمحيط كشت 

ميزان رشد پرگنـه روي     . شده گياهان فوق جدا شد    
 25 روز در دمـاي      10 پـس از     PDAمحيط كشت   

رنـگ  . متـر بـود      سـانتي  8برابـر   ،  گـراد   ه سانتي درج
 بسيار متنوع   ،هاي مختلف   پرگنه اين قارچ در جدايه    

رنگ پرگنه از سطح زيرين روي محيط كـشت         . بود
PDA         از سفيد، بنفش متمايل به ارغواني تا بنفش 

هـاي هـوايي روي محـيط         ريـسه . تيره متغيـر بـود    
سفيد اي ابتدا     نسبتاً فراوان و به صورت پنبه     ،  كشت
، رنـگ  سپس به صورتي رنـگ تـا بـنفش كـم           ،بوده

هاي    ريسه ،ها  البته در بعضي از جدايه    . كند  تغيير مي 
روي . هوايي بـه مقـدار بـسيار كمـي تـشكيل شـد            

 بـه سـادگي و      CLA و   PDAهـاي     محيط كـشت  
 ابتدا از فياليدهاي    . روز اسپوردهي كرد   3-2پس از   

ليد هاي هوايي فقط تو      ريسه جانبي كوتاه واقع روي   
غـين  روكنيديوم كرد كه به صورت سورهاي د      ميكرو

. هـا نيـز توليـدكرد       كنيـديوم بودند، ولي بعـداً ماكرو    
ــه  ــديوفورها داراي ياختـ ــديزاي   كنيـ ــاي كنيـ هـ

. هـــستندمنوفياليـــدي منـــشعب و غيرمنـــشعب 
 به صورت جـانبي و كوتـاه         كه كنيديوفورهاي اوليه 

 ابتــدا ،شــوند هــاي هــوايي توليــد مــي  روي ريــسه
. ب بوده و بعداً ممكن است منشعب شوند       غيرمنشع

هاي كنيديزاي منوفياليد در مقايسه بـا گونـه          ياخته
F. solani  هـا بـه    كنيـديوم ميكرو.  كوتـاه هـستند

ورت سرهاي دروغين تشكيل شده و      فراواني و به ص   
يضوي، هاي ب   به شكل . اند  اي  اي و دو ياخته     ياختهتك
 ،شـوند   شكل ديـده مـي    مرغي تا تقريباً چماغي     تخم

دو انتهــــاي . اً بيــــضوي هــــستندولــــي غالبــــ
ها كمي باريك شده، ياختـه انتهـايي          كنيديومماكرو

هـا  اي آن    و ياختـه پايـه     بـوده ها كمي نوك تيـز      آن
اي بعـضي از       البته ياختـه پايـه     .دار است   نسبتاً ساقه 

اي شـكل اسـت و        ها به طور مشخص پاشـنه       جدايه
اغلــب .  شــكل نبــوداي بعــضي ديگــر كــاملاً پاشــنه

 4ولي گـاهي     ،هستنداي    جدارهسهها    ماكروكنيديوم
ها به شـرح      اندازه كنيديوم . اي هم وجود دارد     جداره

  :زير است
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 ×2/2)2-3: (اي   ياختـه  1هـاي     كنيديوم ميكرو -
   ميكرومتر5/6 )5/10-4(

ــديوم ميكرو- ــاي  كنيـ ــه2هـ -2/3: (اي  ياختـ
   ميكرومتر2/7)2/11-3/4(×4/2)2

ــديوم ماكروكن- ــاي  يـ ــداره3هـ -2/4: (اي  جـ
   ميكرومتر35)40-20(×7/3)4/3

ــديوم ماكرو- ــاي  كنيـ ــداره4هـ -3/4: (اي  جـ
   ميكرومتر38)42-30(×8/3)4/3

ــديوم- ــاي   ماكروكنيـ ــداره5هـ -3/4: (اي  جـ
   ميكرومتر41)48-36(×8/3)4/3

ــسه ــه  كلاميدوســپورهاي ري ــديومي ب اي و كني
ــشكيل   ــايي ت ــاني و انته ــه صــورت مي ــي و ب  فراوان

 ،ها سـطحي صـاف دارنـد      در بيشتر جدايه  . شوند  مي
بـه  . ولي در برخي هم سطحي خشن و ناصاف دارند       
هاي   شكل كروي و به صورت منفرد، جفتي، زنجيره       

  .شوند اي تشكيل مي كوتاه و گاهي به صورت توده
 جدايه 380دست آمده نشان داد كه از هنتايج ب

   جدايه روي قارچ40 ،باكتريايي مورد بررسي
 F. oxysporum از . داراي اثر بازدارندگي بودند

 داراي توانايي ، جدايه باكتري15اين تعداد تنها 
متر  ميلي6 تا 1ايجاد هاله بازدارندگي به ميزان 

هاي  در آزمايش كهروي قارچ عامل بيماري بودند
 و-B  MM جدايه. بعدي مورد استفاده قرار گرفت

F MM- هايگرم مثبت و جدايه MM-240 
،MM-239 ، MM-243،MM-278 ، MM-

276، MM-260، MM-252، MM-196، 
MM-194،MM-263, MM- j1، MM-I2  و

MM-19شرايط رشد تمام  . گرم منفي بودند
 ،MM-276هاي تنها جدايه. ها هوازي بودجدايه

MM- Fو  B MM-  محيط كشت درKing B 
  هايجدايه .توليد رنگدانه فلورسنت نكردند

MM-Bو  MM-Fاساس  بر . داراي اسپور بودند
  وMM-Bهاي يه جدا، انجام شدهيهاآزمون

MM-Fدر جنس Bacillus ها در  و بقيه جدايه
بر  .ها قرار داده شدندPseudomonasگروه 

 و MM-Bهاي باكتري ،هاي تفكيكياساس آزمون
MM-F در سطح گونهB. laterosporus  

يميايي، هاي بيوشاساس آزمون  بر،نامگذاري شدند
) 24( رفولوژيكي شاد و همكارانوفيزيولوژيكي و م

هاي ، مشخصات استرين)2،1( يهامطابق جدول
 Fusarium oxysporum آنتاگونيست قارچ

  .نشان داده شده است
 مربوط به تركيبات فرار يهادر آزمايش
هاي آنتاگونيست در هاي باكتريضدقارچي جدايه

امل بيماري جلوگيري از رشد ميسيليوم قارچ ع
ها در  كه كليه جدايهشد مشخص NAروي محيط 

. داري با شاهد دارند تفاوت معني درصد5سطح 
 با bv.1 P .fluorescents  وMM-19جدايه 

  و MM- j1هاي  و جدايه درصد67/66
  MM-260 درصد 82/39 و 38/45به ترتيب با 

 با MM-252بيشترين تاثير بازدارندگي و جدايه 
مترين تاثير را در بازدارندگي رشد  كدرصد 55/5

 از خود نشان F. oxysporumميسيليوم قارچ 
   گونه-263MM استرين .دادند

Pseudomonas fluorescent bv. IV قادر 
 و 50، 25هاي صفر، به توليد سيدروفور در غلظت

 روي محيط كشت III ميكرومول كلريد آهن 100
King-Bكلريد آهن ، بودند IIIچ از رشد قار 

Geotrichum candidum  جلوگيري نمود كه
 ولي در ساير ،استاين امر بيانگر توليد سيدروفور 

ها اين وضعيت مشاهده نشد و در غلظت استرين
 ميكرومول كلريد آهن قارچ روي محيط 1000
KBزيرا غلظت بالاي آهن از توليد ، رشد كرد 

نتايج تجزيه واريانس  .سيدروفور جلو گيري نمود
هاي آنتاگونيست روي بيوتيك استريننتيتاثير آ

نشان داد كه  F. oxysporum اي قارچرشد ريسه
- با يكديگر تفاوت معنيدرصد 5تيمارها در سطح 

 دو جدايه ، ولي در مقايسه با شاهد،داري دارند
MM-239و   MM-276 درصد 5در سطح 
داري نداشتند و در يك گروه قرار تفاوت معني

 با ميزان MM-I2  جدايه،ايشدر اين آزم. گرفتند
 بيشترين ميزان بازداري از رشد درصد 20/76

ترشحات . زا را داشتاي قارچ عامل بيماريريسه
هاي هاي آنتاگونيست در غلظتخارج سلولي جدايه

 سبب بازداري از رشد ، درصد5 و 15، 25مختلف 
با افزايش غلظت . رويشي قارچ عامل بيماري گرديد

لي اغلب افزايش بازداري از ترشحات خارج سلو
. رشد ميسيليوم قارچ عامل بيماري مشاهده شد
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ها نشان داد كه تفاوت ميان مقايسه ميانگين
هاي هاي مختلف و همچنين ميان جدايهغلظت

ها نيز دار بود و اثرات متقابل آن معني،آنتاگونيست
  MM-I2 جدايه ،در اين آزمايش .دار گرديدمعني

)Pseudomonas fluorescents(  در غلظت
 بيشترين تاثير را در جلوگيري از رشد درصد25

. از خود نشان داد F. oxysporum رويشي قارچ
  ها روي قارچدر بررسي تأثير استرين

  F. oxysporum در روش اضافه نمودن
سوسپانسيون به خاك، شدت بيماري به ترتيب در 

 برابر بود با  MM-B وMM-19هاي استرين
 كه نسبت به شاهد آلوده با شدت 53/2 و 35/1

 كمترين شدت بيماري را در ،58/21بيماري 
 با MM-240شرايط گلخانه نشان دادند و استرين 

 بيشترين شدت آلودگي را ،74/13شدت آلودگي 
ها در مقابل در بررسي تأثير اين استرين. نشان داد
روي وزن خشك پياز F. oxysporum  بيمارگر

ي سوسپانسيون باكتري به سازدر روش آغشته
 با وزن  MM-B وMM-19هاي خاك، استرين

 بيشترين وزن خشك 41/8  و60/7خشكي معادل 
هاي بررسي. را بعد از تيمار شاهد سالم داشتند

انجام شده روي وزن تر و طول گياه پياز در مقابل 
هاي تاثيرگذار نشان داد كه  بيمارگر و استريناين

هاي استرين F. oxysporumدر مقابل قارچ 
MM-19و MM-B  بيشترين وزن تر و طول 

سطح بالاتري گياه را دارند و از لحاظ آماري در 
  .گيرندقرار مينسبت به شاهد آلوده 

  
 عامل پوسيدگي ريشه و Fusarium oxysporumهاي آنتاگونيست قارچ بيوشيميايي استرين خصوصيات– 1 جدول

  .طبق پياز
   جدايه

 MM-240 MM-J1 MM-239 MM-260 MM-B MM-252 MM-263 ي آنتاگونيستهاواكنش جدايه

 - - + - - - -   گرم رنگ آميزي
 + + + + + + + O/Fرشد هوازي در محيط كشت 

 + (blue)+ - + - + (blue)+ توليد رنگدانه فلورسانت
 - - - - - +  - فوق حساسيت
 - - + - - -  - توليد  اسپور

 - - - - - - - لهانيدن سيب زميني
 + + + + + + + دهيدروليز آرژنين

 - + - - - - + توليد لوان
 - - - - - - - هيدروليز نشاسته
 + + + - - + + هيدروليز ژلاتين

 + + + + + + + گلوگز:استفاده از منابع قندي 
 + + - + + - + گالاكتوز-دي

 + + - + - - + ترهالوز
 + + - + + - + سوكروز
 - - - - - - -  زايلوز

 - - + - - - -  مانيتول
 - - + - - - -  آرابينوز
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  1ادامه جدول 
  جدايه

 MM-196  MM-278 MM-243 MM-19 MM-F MM-I2 MM-194 MM-276  هاي آنتاگونيستواكنش جدايه

 - - - + - - - -   گرمرنگ آميزي
 + + + + + + + + O/Fرشد هوازي در محيط كشت 

 - + (blue)+ - + (blue)+ + (blue)+ نتتوليد رنگدانه فلورسا
 - - - - - - - - فوق حساسيت
 - - - + - - - - توليد  اسپور

 - - + - - + - - لهانيدن سيب زميني
 + + + + + + + + دهيدروليز آرژنين

 - - + - + + + + توليد لوان
 - - - - - - - - هيدروليز نشاسته
 - - + + + + + + هيدروليز ژلاتين

 + + + + + + + + گلوگز:استفاده از منابع قندي 
 + + + - + + + + گالاكتوز-دي

 - + + - + + + + ترهالوز
 + + + - +  + + + سوكروز
 - - - - - - - -  زايلوز

 - - - + - - - -  مانيتول
 - - - + - - - -  آرابينوز

  
 .Fusarium oxysporumهاي آنتاگونيست قارچ  مشخصات باكتري- 2جدول 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  بحث

-هاي سريعريوم، از جمله قارچهاي فوزاگونه
مدت كوتاهي تمام پتري را پر  الرشد هستند كه در

پوسيدگي فوزاريومي طبق، از جمله . كنندمي
هايي است كه به مزارع پياز خسارت وارد بيماري

اين بيماري زماني كه به عنوان بيماري . كندمي
ثانويه در مزارع آلوده به ريشه سرخي مطرح باشد، 

عيف شدن گياه و آمادگي ريشه جهت به دليل ض

 Fusariumهجوم بيمارگرهايي مثل
oxysporum كندخسارت بيشتري وارد مي .

فقط منحصر به مزرعه  F. oxysporum اهميت
نيست، چرا كه فوزاريوم قادر است پس از برداشت، 
در انبار نيز به فعاليت خود ادامه دهد و بيماري را 

 .Fپنج جدايه ، )2(در گزارش لك . گسترش دهد
oxysporum، F. solani ، F. equiseti،  

  مشخصات استرين استرين باكتريايي
MM-240 Pseudomonas fluorescent bv. IV 
MM-239 P. putida bv. B 
MM-243  P. fluorescent bv. IV 
MM-19 P. fluorescent bv. I 
MM-278 Pseudomonas fluorescent bv. I 
MM-276  P. putida bv. B 
MM-260 P.  fluorescent bv. V 
MM-252 P.  fluorescent bv. IV 
MM-196 P. fluorescent bv. IV 
MM-194 P. fluorescent bv. V 
MM-263 P. fluorescent bv. III 
MM-J1 P. aeroginosa 
MM-I2 P.  fluorescent bv. IV 
MM-B Bacillus laterosporus 
MM-F B.  laterosporus 
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 F. proliferatum،F. chlamydosporum 
كاري جدا گرديده در استان مركزي از مناطق پياز
 F. oxysporumاست كه ميزان فراواني قارچ 

درصد آلودگي در مناطق . بيشتر از بقيه بود
  . درصد متغير بوده است39 تا 7مختلف، از 
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  عامل پوسيدگيF. oxysporumهاي باكتريايي آنتاگونيست از رشد ميسليوم درصد بازدارندگي استرين - 1 مودارن

  .پياز در اثر تركيبات فرار
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 عامل پوسيدگي F. oxysporumهاي باكتريايي آنتاگونيست از رشد ميسليوم درصد بازدارندگي استرين - 2 نمودار

 .طبق پياز در اثر تركيبات خارج سلولي قابل پخش
 



 ...در هاي آنتاگونيستثير باكتريأبررسي ت

 51

 
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 

هاي باكتريايي بر ميـزان بازدارنـدگي رشـد پرگنـه           لتر شده استرين  هاي مايع خارج سلولي في    تاثير متابوليت  -3 نمودار
 . طبق پيازيعامل پوسيدگ F. oxysporumقارچ 

  .در تجزيه آماري است حروف داخل نمودار گروهبندي تيمارهاي باكتريايي
  

 يكي از ،هاي مورد بحثدر مورد كنترل بيماري
 يافتن ارقام مقاوم، انتخاب و جدا ،هاي مرسومروش

كردن ارقام مقاوم به بيماري تحت شرايط مزرعه 
در مزرعه آلوده به ريشه سرخي و  ).21 (است

پوسيدگي فوزاريومي طبق به علت تنوع ژنتيكي، 
ي را نشان نداده يا كمتر برخي از پيازها علائم بيمار

 ارقام اسحاقي نيشابور، ،در ايران. دهندنشان مي
 به بيماري مترين ارقامحلي ساري به عنوان مقاوم
در مبارزه ). 3(اند ريشه سرخي معرفي شده

 ،هاي قارچيبيولوژيك از آنتاگونيست
 ,Trichoderma viridaمانند

 T. psudokoningii, T. harizianum, 
 T. hamatum, T. konigiiهاي آنتاگونيست و

  انندــــ م،يــــاكتريايــــب
 Pseudomonas flourescens, 

 Bacillus subtilis استفاده شده است كه بر
واقع   موثرf. sp.cepae F. oxysporum روي
معالجه بذرها با استفاده تركيبي . اندشده

 و  Trichoderma viridaeاز
Pseudomonas flourescens  پوسيدگي 

عوامل ). 22( دهدطبق در پياز را كاهش مي
هاي خارج بيوكنترل باكتريايي با توليد متابوليت

 پيرول، فنازين،( هابيوتيكيل آنتي از قب،سلولي

هايي مانند سيدروفورها و مكانيزم) هاباكتريوسين
كلنيزه كردن ريشه، ايجاد مقاومت القايي و تحرك 

هاي گياهي نقش رشد گياهي در كاهش بيماري
 ها بريك از اين مكانيزم اهميت نسبي هر. دارند

اساس شرايط ريزوسفر و همچنين در ميان 
-آنتي). 32(تا حد زيادي متفاوت است ها استرين

قش اساسي را در كاهش بيماري نبيوتيك ها اغلب 
نتايج ). 14(د نكنها ايفا ميتوسط برخي باكتري

حاصل از بررسي اثرات آنتاگونيستي عوامل 
بيوكنترل باكتريايي جداسازي شده از مزارع پياز 

ها استان مركزي در منطقه خمين نشان داد كه آن
بيوز بالايي در شرايط  توليد آنتياز قدرت

 استرين باكتري 15. آزمايشگاهي برخوردار هستند
آنتاگونيست قادر به ايجاد هاله بازدارندگي روي 

متر در  ميلي6 تا 1قارچ عامل بيماري به ميزان 
تاثير تركيبات فرار .  بودندPDAمحيط كشت 

هاي آنتاگونيست روي هاي باكتريقارچي جدايهضد
 مورد مطالعه ،سيليوم قارچ عامل بيماريرشد مي

  قرار گرفت و مشخص گرديد كه سه جدايه
 MM-19,MM- j1 و MM-260 با بيشترين 

 NA روي محيط كشت ،ميزان بازدارندگي از رشد
كنند كه در توليد تركيبات فرار ضدقارچي مي
توليد مواد . ندكنترل قارچ عامل بيماري موثر
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هاي بيوكنترل عوامل ضدقارچي نيز يكي از مكانيزم
تواند سرعت رشد باكتريايي محسوب شده كه مي

تاثير قرار يسيليومي و فعاليت آنزيمي را تحتم
پاسخ ميزبان به تركيبات فرار باكتريايي . دهد

سن رشدي ميزبان و  محيط، همزمان به گونه،
هاي استرين). 13(عوامل بيوكنترل بستگي دارد 
بيوتيك در د آنتيآنتاگونيست داراي قدرت تولي

كه از رشد رويشي قارچ عامل هستند  NA محيط
در بررسي آزمايشگاهي . كنندي مبيماري جلوگيري

 باكتري،هاي بيوتيك توليد شده توسط جدايهآنتي
اي كنترل بسيار خوبي در جلوگيري از رشد ريسه

در بررسي تاثير ترشحات . قارچ عامل بيماري داشت
 انتخابي روي رشد هايخارج سلولي باكتري

 اغلب با افزايش ،ميسيليومي قارچ عامل بيماري
غلظت مايع خارج سلولي، افزايش ميزان بازداري از 

البته در بعضي از . رشد رويشي مشاهده گرديد
- هيچ، درصد15 به 5ها افزايش غلظت از جدايه
با توجه به . داري روي قارچ نداشت تاثير معنيگونه

-هاي آزمايشگاهي كه نشان از بررسينتيجه حاصل
-بيوزيز اكثر جدايهدهنده قدرت بالاي توليد آنتي

، تلاش براي كاربرد مستقيم استهاي آنتاگونيست 
هاي آنتاگونيست جهت يا مواد مستخرج از جدايه

كنترل بيماري پوسيدگي ريشه و طبق پياز در 
هاي باكتري. گردداي توصيه مي مزرعهيهاآزمايش

ن تحقيق پس از شناسايي و جدا شده در اي

 آنتاگونيستي تكميلي جهت كاربرد يهاآزمايش
در . روي پياز در شرايط گلخانه انتخاب شدند

هاي آنتاگونيست روي رقم  استرين،شرايط گلخانه
نتايج به . حساس آذر شهر مورد بررسي قرار گرفت

ها دست آمده نشان داد كه بعضي از استرين
 در ميزان شدت بيماري،توانستند علاوه بر كاهش 

عملكرد افزايش سبب افزايش وزن پياز و در نتيجه 
هاي در مطالعه تأثير استرين. محصول گردند

آنتاگونيست روي فاكتورهاي رشدي، نتايج نشان 
  ها در مقابل بيمارگرداده است كه استرين

 F. oxysporum  روي وزن خشك پياز در روش
 خاك، سازي سوسپانسيون باكتري بهآغشته
 بيشترين وزن  MM-B و-19MM هاياسترين

  .خشك را بعد از تيمار شاهد سالم داشتند
 

  تقدير و تشكر
ول ؤپور مس مهندس حسنياز جناب آقا
 واحد ،ي دانشگاه آزاد اسلاميهامحترم آزمايشگاه

 ي و اسدي مهندس مجدآباديو جناب آقااراك 
مديريت و كارشناس محترم بخش اصلاح نباتات 

 از يكه در بعض ي استان مركزي كشاورزجهاد
 نمودند، ي همكارمامراحل انجام اين تحقيق با 

  .مينمايي ميتشكر و قدران
 

  
  مورد استفاده منابع

ــروزين، -1 ــه   .1373 .پ اســدي، ،م به ــي ســه گون معرف
فوزاريوم عامل بيماري پوسيدگي ريـشه و طبـق پيـاز           

 .قيآذربايجـان شـر   ي و تعيين فراوانـي آنهـا در  خوراك
  .46 تا 41: فحه، ص30 جلد، بيماري هاي گياهي

سـايي و  شنا .1385 ، حق شـناس، م  ، زارع، ر  ،، م ر  لك -2
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