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  های آنتاگونیستی عوامل  بررسی تاثیر باکتری
  پوسیدگی طوقه و ریشه درختان توت در استان گیلان

  

  هادی رهاننده
   دانشگاه آزاد اسلامی واحد اراک-مربی گروه گیاه پزشکی دانشکده کشاورزی

  مصطفی نیک نژاد کاظم پور
  دانشگاه گیلان -استادیار گروه گیاه پزشکی دانشکده کشاورزی

  ادر حسن زادهن

  )تهران( گروه بیماری شناسی گیاهی دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات استادیار
  
  

  چکیده
 .Fusarium solani، F جداسازی شده از باغات توت استان گـیلان علیـه قارچهـای    های باکتری در این تحقیق تاثیر آنتاگونیستی

oxysporum و Lasiodiplodia theobromaeپوسیدگی طوقه و ریشه توت در شرق اسـتان گـیلان  مـورد بررسـی قـرار       عوامل 
-Hباکتریایی   چهار جدایه .  میلی متر روی هر سه قارچ بودند       5 تا   1 جدایه منتخب قادر به ایجاد هاله بازدارندگی به میزان           5. گرفت

1 ،H-16 ،H-24 و H-25متعلق به جنس  Bacillus و جدایه H-4متعلق به جنس  Pseudomonas fluorescens تشخیص داده 
 و F.solani، F. oxysporumها از رشد رویشی قـارچ هـای     ترکیبات فرار، قدرت بازدارندگی باکتری مربوط به تاثیردر آزمون.  شد

L. theobromae جدایـه .بـود  در صـد  66/76 الـی  18/25  و35/47 الی 11/36، 35 الی 25 به ترتیب به میزان  H4  روی محـیط 
 Geotrichum candidum میکرومول کلرید آهن تولید سـیدروفور نمـوده و از رشـد قـارچ     50،100، 5 محتوی  King's Bکشت 

ترشحات خارج سلولی جدایه های آنتاگونیست انتخابی در غلظت های مختلف سبب بازداری  رشد رویشی قارچ                 . ممانعت بعمل آورد  
 آنتاگونیست قادر به تولیـد آنتـی        های جدایه   همه. شد قارچ ها نیز افزایش یافت     های مذکور شد و اغلب با افزایش غلظتها  بازداری ر          

  .بیوتیک بودند و بخوبی از رشد قارچهای عامل بیماری ممانعت کردند
  
 Fusarium solani ،F. oxysporum ،Lasiodiplodia theobromae، Geotrichumسـیدروفور، تـوت،   : هـای کلیـدی   واژه

candidum.  
  

  مقدمه
های خاکزی آن پوسیدگی ریشه      بیماریاز   روی درخت توت از سراسر دنیا گزارش شده است که یکی              از ون بیماریهای متعددی  تا کن 

ژاپـن، روسـیه،     چـون     بیماری پوسیدگی ریشه توت از مسائل عمده باغات توت در همـه کـشورهایی              .)1374کریمی،   (باشد توت می 
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 عامـل پوسـیدگی ریـشه تـوت در کـشور ژاپـن       . (Philip et al., 2001)پردازند  یچین و تایلند است که به پرورش کرم ابریشم م
Helicobasidium mompa   وRosellinia necatrix  باشـد  مـی (Aoki et al., 1959) .     در کـشور روسـیه مقاومـت پیونـدهای

ایـن بیمـاری در سـال    . (Kakuliya et al., 1970) فـت  گر قرار بررسی موردمختلف درخت توت نسبت به بیماری پوسیدگی ریشه
، Armillaria melleaعوامل پوسیدگی ریشه توت را  (Duke, 1983)جیمز داک . (Aoki, 1971) گزارش شد  نیز از تایلند1971

Helicobasidium pureum ،Rosellinia aguila  بـا   توت ریشه و طوقهیپوسیدگ بروز اولین گزارش  در کشور هند.معرفی کرد 
 در یـک  .)Teotia et al., 1994( اعـلام گردیـد  1982 در سـال  همکـاران   وLuke توسط Botryodiplodia theobromaeعامل 

تامیـل نـادو   در ). Philip et al., 1995( تشخیص داده شد Fusarium solani عامل بیماری پوسیدگی ریشه توت را دیگربررسی 
در یک بررسـی در قلمـستانهای   ). Gangwar et al., 1991( شد  معرفیBotryodiplodia theobromae عامل بیماری قارچهند 

 توسـط قـارچ   %44انجـام گرفـت بیـشترین خـسارت بـالغ بـر       ) Philip et al.,1997(که توسـط فیلیـپ و همکـاران    توت در هند 
Botryodiplodia theobromae چنانچه قارچهای .تشخیص داده شد Fusarium solani و Phoma sorghina  با خاک مخلوط

آلـوده  % 60-%50بـرگ قلمـه را بـه میـزان      Botryodiplodia theobromae .بالغ می شـد % 4/61تا % 4/51شدند خسارت به  می
   شناســایی شــد  Fusarium solaniریــشه تــوت  در شــمال هنــد عامــل پوســیدگی. شــود  مــیdie-backکنــد و ســبب  مــی

(Philip et al., 1997) .انجام شد که 78-76ه و ریشه توت در استان گیلان در سال اولین شناسایی عوامل بیماری پوسیدگی طوق 
 تـشخیص دادنـد   Botryodiplodia theobromae و Fusarium solani ،Fusarium oxysporumهـای عامـل بیمـاری را     قارچ

کـه   ر حالی برای برخی جدایه های پسودوموناس فعالیت آنتاگونیستی بر اساس تولید آنتی بیوتیک است د       .)1383مرآت و همکاران  (
 باشـد   فعالیت آنتاگونیستی بر اساس رقابت بـرای عنـصر آهـن مـی    WCS358جدایه   P.putidaبرای دیگر پسودوموناس ها مانند 

(Vidhysaekaran et al., 1999) .   هـای   اثـر آنتاگونیـستی برخـی جدایـه    ) 1379(آزاد دیـسفانی و همکـارانP.fluorescens و 
Bacillus sp.ژمردگی ورتیسلیومی پنبـه    روی عامل بیماری پVerticillium dahliae       بررسـی کردنـد و بیـان داشـتند کـه ایـن 

پـور و   نـژاد کـاظم   نیک. ای قارچ عامل بیماری ممانعت نمایند ها با تولید ترکیبات گازی و آنتی بیوتیک قادرند که از رشد ریسه     جدایه
لیه سوختگی غلاف بـرنج در شـرایط آزمایـشگاه و گلخانـه مـورد              تاثیر چند قارچکش و قارچهای آنتاگونیست را ع       ) 1381( همکاران

 بررسی قرار دادند و نتایج آنها نشان داد که قارچهای آنتاگونیست و قارچکش بنومیل در شرایط گلخانـه قادرنـد بترتیـب بـه میـزان                         
هـای   هـای بـاکتری    ادی از جدایـه   در این تحقیق میزان تاثیر و نحوه عملکرد تعد         . درصد میزان بیماری را کاهش دهند      5/32 و   5/27

آنتاگونیست جداسازی شده از منطقه ریزوسفر درختان آلوده توت به عوامل بیماریزای طوقه و ریشه توت جهت کنترل عامل بیماری          
  .پرداخته شده است

  
  روش بررسی

  تهیه قارچهای عامل بیماری-1
ه توت از بخش تحقیقات شرکت ابریشم تهیه گردید و جهـت  بدین منظور جدایه های قارچهای عامل بیماری پوسیدگی طوقه و ریش          

  .کشت و نگهداری گردید) Mew & Rosales ,1986(حفظ خصوصیات بیماریزایی آن در مخلوط پوسته و دانه برنج 
  باکتریهای آنتاگونیست جداسازی -2

آوری و بـه آزمایـشگاه انتقـال داده           جمع های خاک از منطقه ریزوسفر درختان توت آلوده از مناطق مختلف شرق استان گیلان              نمونه
 گیاه را با یکدیگر مخلوط کرده و از هر نمونه خاک مخلوط شده یک گرم برداشته شـد و            10آوری شده از     های خاک جمع    نمونه ،شد
 را در لیتر از هـر رقـت تهیـه شـده     صد میکرو  یک. طور سریال تهیه گردید   ه  های مختلف ب    میلی لیتر آب مقطر سترون رقت      100در  

هائی که از نظر  کلنی.  ساعت نگهداری شد  48 درجه سانتیگراد به مدت      28کشت گردید و در دمای      ) NA(محیط کشت آگار مغذی     
  . خالص سازی گردیدند،شکل و رنگ در محیط آگار مغذی متفاوت بودند انتخاب و در درون لوله
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  225   های آنتاگونیستی عوامل پوسیدگی طوقه و ریشه درختان توت در استان گیلان بررسی تاثیر باکتری

  های باکتریایی بررسی ایجاد هاله بازدارندگی توسط جدایه -3
 به فواصل مساوی از مرکز،      PDA+NAهای پتری حاوی محیط کشت       ای در چهار طرف تشتک     های باکتریایی به صورت نقطه     دایهج

 یک حلقه پنج میلیمتری از حاشیه کـشت  سپس.  شدندنگهداری درجه سانتیگراد    27 ساعت در دمای     24کوبی شده و به مدت       مایه
کوبی  سترون در چهار طرف تشتک پتری مایه      آب مقطر   در تشتک پتری شاهد،     .  شدند های پتری قرار داده    تازه قارچ در مرکز تشتک    

پس از اینکه حاشـیه     .  درجه سانتیگراد نگهداری شدند    27تشتکهای پتری در دمای     .  قارچ قرار داده شد    محیط کشت  شد و در مرکز   
هـای    جدایـه  گنـه  بازدارنـدگی بـین حاشـیه پر        پتری برخورد نموده بود، فواصـل       تشتک  قارچ در تشتک پتری شاهد به دیواره       هپرگن

  .گیری گردید باکتریایی و قارچ اندازه
  
   ویژگیهای آنتی بیوزیز عوامل بیوکنترل باکتریایی-4
  تولید مواد فرار ضد قارچی) 4-1

کـشت  های باکتریایی آنتاگونیـست روی محـیط    جدایه) Fiddaman & Rossal, 1993(بدین منظور مطابق روش فیدامن و روزال 
NA         عصاره سیب زمینی و قند       و همزمان جدایه قارچ عامل بیماری روی محیط  )(PDA  سپس تـشتک حـاوی قـارچ       .  کشت شدند

 های  تشتک.عامل بیماری به صورت وارونه روی تشتک حاوی باکتری قرار داده شد و اطراف تشتک ها با پارافیلم کاملا مسدود شدند   
هایی بـه قطـر پـنج میلیمتـر از            حلقه  در تشتک پتری شاهد،   . جه سانتیگراد نگهداری شدند    در 25 به مدت یک هفته در دمای         پتری

فاقـد    وNAهای پتری حاوی محـیط کـشت        حاوی قارچهای عامل بیماری در مقابل تشتک       عصاره سیب زمینی و قند    محیط کشت   
قطـر رشـد    .  تکرار انجام شـد    3 تیمار در    16امل  این آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی ش       . های آنتاگونیست قرار داده شدند     جدایه
درصـد  .  مورد تجزیه و تحلیل آمـاری قـرار گرفتنـد   SASای  گیری و سپس با روش مدل خطی عمومی در برنامه رایانه      ها اندازه  ریسه

  .های عامل بیماری با استفاده از رابطه زیر محاسبه شد ای قارچ بازداری از رشد ریسه
  

  درصد بازداری از رشد) =  قطر رشد پرگنه شاهد–قطر رشد پرگنه تیمار / (اهد قطر رشد پرگنه ش(×100
  
  تولید سیدروفور) 4-2

سودوموناس فلورسـانت روی محـیط کـشت    پ ـ  جدایـه . انجام شد) Weller & Cook, 1983(این بررسی مطابق روش ویلر و کوک 
King’s B   درجـه  25 سـاعت دردمـای   48شـدند و بـه مـدت     میکرومـول کلریـدآهن کـشت داده    100 و 50، 5حاوی غلظتهـای 

 کـشت   ساعته روی محـیط 48 از یک کشت Geotrichum candidumسپس سوسپانسیون اسپور قارچ . سانتیگراد نگهداری شدند
 بر سطح تشتک پتری حـاوی        و  گرم دکستروز، در یک لیتر آب مقطر تهیه گردید         20  زمینی،  گرم سیب  250 با فرمول    )PDB( مایع

  .باشد عدم رشد قارچ در اطراف باکتری، نشان دهنده تولید سیدروفور می. نتاگونیست افشانه شدجدایه آ
  
  تولید آنتی بیوتیک) 4-3

 میکرولیتـر از سوسپانـسیون   100بـدین ترتیـب کـه    . انجام شـد ) Kraus & Loper, 1990(این آزمون مطابق روش کراس و لوپر 
ای در سطح محـیط کـشت         اضافه و توسط میله شیشه     PDAن شاهد به محیط کشت      های باکتری و آب مقطر سترون به عنوا        جدایه

ای و آب    پس از این مدت بـا اسـتفاده از میلـه شیـشه            . درجه سانتیگراد نگهداری شدند    27 ساعت در دمای     72پخش شد و به مدت      
قه در معرض بخار کلروفـرم قـرار    دقی30ها از سطح محیط کشت شسته و تشتکهای پتری بطور وارونه به مدت        مقطر سترون، جدایه  

تـشتکهای  . سپس یک حلقه به قطر پنج میلیمتر از حاشیه کشت تازه قارچها ، در مرکز هر تشتک پتـری کـشت داده شـد                       . گرفتند
این آزمایش در قالب طـرح کـاملا        .  روز اندازه گیری شد    7 درجه سانتیگراد نگهداری و قطر رشد ریسه ها پس از            27پتری در دمای    
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مورد تجزیه و تحلیـل آمـاری بـه      ) قطر رشد ریسه  (های بدست آمده از آزمایش        تکرار انجام شد و داده     3 تیمار در    16ی شامل   تصادف
  . قرار گرفتندSASای  وسیله مدل خطی عمومی در برنامه رایانه

  
  ترشحات خارج سلولی) 4-4

. تهیه گردید) PDB ( کشت مایعحیطخش نخست، مدر ب. انجام شد) Singh & Deverall, 1994( روش سینگ و دورال  بامطابق
. لیتر از محیط مایع فوق را ریخته و در شرایط اتـوکلاو، سـترون شـدند                 میلی 50لیتر، مقدار     میلی 250 با گنجایش    فلاسکهایدرون  

اوی بـاکتری   حفلاسکها.  ساعته باکتری اضافه شد24ل از کشت م یک لوپ کافلاسکهاپس از خنک شدن محیط مایع، به هر یک از         
  محـیط  دادن و پس از عبـور ند درجه سانتیگراد به مدت یک هفته قرار داده شد    27 دور در دقیقه در دمای       70دورانی با    روی شیکر 

هـا بطـور      دقیقه، هریـک از جدایـه      20 به مدت    g×5000 ر   د  آنها ها از کاغذ صافی واتمن شماره یک و سانتریفوژ           مایع جدایه  کشت
هـای مـذکور در آزمـون      میکرونی صاف گردید و عصاره حاصـل از هریـک از جدایـه     22/0های میکروبیولوژیک    جداگانه توسط صافی  

 17،  19هـای     به حجم   PDAجهت بررسی تأثیر عصاره حاصله، ابتدا محیط کشت         . ای قارچها بکار برده شد     بازدارندگی از رشد ریسه   
 درصـد حجـم بـه       5غلظـت   (لیتـر     میلـی  1 در شرایط اتوکلاو به ترتیب       لیتر درون لوله ریخته شد و پس از سترون شدن           میلی 15و  

از عـصاره هـر یـک از        ) حجـم بـه حجـم       درصـد  25غلظـت   (لیتـر   میلـی  5و  ) حجم به حجـم     درصد 15غلظت  (لیتر    میلی 3،  )حجم
بـه تـشتکهای پتـری       درجه سانتیگراد اضافه و به خوبی مخلوط و در شـرایط سـترون               45 با دمای     PDAهای   ها به لوله   آنتاگونیست

 میکرونـی عبـور داده شـده بـود،     22/0در تیمار شاهد از محیط کشت مایع فوق بدون باکتری که از صافی           . سترون، منتقل گردیدند  
پس از انعقاد محیط کشت، در مرکز هر تشتک پتری یک حلقه به قطر پنج میلیمتـر از حاشـیه کـشت تـازه قـارچ،                          . استفاده گردید 

ایـن آزمـایش در قالـب طـرح         .  روز پس از کشت قـارچ انجـام گرفـت          7گیری قطر ریسه هر روز و به مدت          ازه اند .کشت داده شدند  
 سـطح   3 سطح و عامل دوم غلظت در        5عامل اول جدایه آنتاگونیست در      .  عامل و با متن کاملا تصادفی به اجرا درآمد         2فاکتوریل با   

 بـه وسـیله مـدل        قطر رشد ریسه در هر غلظت مورد تجزیه و تحلیل آماری           . تکرار در نظر گرفته شد     3برای هریک از غلظت ها      . بود
  . قرار گرفتندSASخطی عمومی در برنامه رایانه ای 

  
  های آنتاگونیست آزمونهای افتراقی جهت تشخیص جنس جدایه -5

 واکـنش   آزمایـشات شـامل   این  .  قرار گرفتند  براساس خصوصیات مهم مورفولوژیکی و بیوشیمیائی مورد شناسائی       نتخب  مهای   جدایه
  ،هیـدرولیز   آرژنـین دی ،زمینـی   لهیدگی سـیب  های آزمون، تولید لوان، تولید رنگدانه فلورسانت،هوازی  هوازی و بی  د آزمون رش  ،گرم
، آزمون فوق حساسیت، استفاده از برخی منابع کربنی و سدیم استات    MR/VP،  هیدرولیز نشاسته   ،  دهیدرولیز ژلاتین   ، نیترات احیاء

  .Schaad, 1988  & ( Fahy & Persley, 1993 (جام گرفتان
  

  نتایج
 Lasiodiplodia theobromae ،12 روی قـارچ  جدایـه  16  مـورد بررسـی   جدایه باکتریائی100نتایج بدست آمده نشان داد که از 

 جدایه 5 از این تعداد تنها . دارای اثر بازدارندگی بودندF. oxysporum روی قارچ جدایه 7 و Fusarium solani روی قارچ جدایه
 گرم منفـی    H-4جدایه  . میلی متر روی هر سه قارچ عامل بیماری بودند         5 تا   1باکتری دارای توانایی ایجاد هاله بازدارندگی به میزان         

 هـوازی و    H-25 و   H-1   ، H-16   ، H-24شرایط رشد جدایـه هـای         .  گرم مثبت بودند   H-25 و   H-1   ، H-16   ، H-24های    و جدایه 
-H-1 ، Hچهـار جدایـه   .  دارای رنگدانه فلورسنت بودKing’s B روی محیط کشت H-4تنها جدایه .  غیر هوازی بودندH-4ایه جد
16 ، H-24 و H-25هــای  براســاس آزمونهــای انجــام شــده جدایــه.  دارای اســپور بودنــدH-1 ، H-16 ، H-24 و H-25 در جــنس 

Bacillus    و جدایه H-4     بیوشـیمیایی و فیزیولوژیـک    (براساس آزمونهای تفکیکی  . رسنت قرار داده شدند     در گروه پسودوموناس فلو ( 
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اری شـدند  ذ و دوباسیلوس دیگـر در همـان سـطح نامگ ـ   H-16 B.megaterium   ، H-24 B.coagulansدو باکتری در سطح گونه      
ونیست در جلوگیری از رشد ریسه ای        آنتاگ های  باکتریدر آزمایشات مربوط به تاثیر ترکیبات فرار ضد قارچی جدایه های             ).1جدول(

.  تفاوت معنی داری بـا شـاهد دارنـد   5% مشخص گردید که کلیه جدایه ها در سطح NA روی محیط کشت L. theobromaeقارچ 
و % 44/74،  %00/70 بـه ترتیـب بـا        H-25 و   H-1  ،H-24 B.coagulansهـای     و جدایه  18/25% با   H-16 B.megateriumجدایه  

در ارزیـابی آزمـون فـوق    .  از خود نشان دادندL .theobromaeبیشترین تاثیر را در بازداری رشد ریسه ای قارچ کمترین و % 66/76
 فاقد تاثیر بازداری می باشند اما سـه  H-25 و H-24 B.coagulans مشخص گردید که جدایه های Fusarium solaniروی قارچ 

 بازداری موجب محدودیت رشد ریسه ای درصد 25/51 و 05/33، 00/25 به ترتیب با  H-4 و   H-16 B.megaterium   ، H-1جدایه  
 H-24 B.coagulans مشاهده شد که جدایه هـای  F.oxysporumدر آزمون تاثیر ترکیبات فرار روی قارچ . شدندF. solaniقارچ 

 H-16و H-4 ، H-1 از خــود نــشان ندادنــد و ســه جدایــه F. oxysporum هیچگونــه بــازداری از رشــد ریــسه ای قــارچ H-25و 
B.megaterium    باعث بازداری رشد ریـسه ای قـارچ   35/47% و 11/41%، 11/36% به ترتیب با F.oxysporum  1 شـکل ( شـدند.( 

 درصد سبب بازداری از رشد رویشی قـارچ هـای           25 و   15،  5 غلظت های مختلف     ترشحات خارج سلولی جدایه های آنتاگونیست در      
با افزایش غلظت ترشحات خارج سلولی اغلب افـزایش بـازداری از رشـد ریـسه ای قـارچ هـای عامـل بیمـاری                         . عامل بیماری گردید  

 های آنتاگونیـست معنـی دار       دایهجمقایسه میانگین ها نشان داد که تفاوت میان غلظت های مختلف و همچنین میان               . مشاهده شد 
بیـشترین تـاثیر را در   % 25 در غلظـت  H-16 B.megateriumدر این آزمایش جدایه . بوده و اثرات متقابل آنها نیز معنی دار گردید 

% 25 در غلظـت  H-24 B.coagulansو جدایـه  ) 3جـدول ( از خـود نـشان داد   L .theobromaeجلوگیری از رشد رویـشی قـارچ   
 در H-1 و H-16 B.megateriumو جدایه هـای  ) 4جدول ( داشت F. solaniیر را در جلوگیری از رشد رویشی قارچ بیشترین تاث

نتایج تجزیه واریانس ).2شکل (نشان دادند   از خودF. oxysporumبیشترین تاثیر را در جلوگیری از رشد رویشی قارچ % 25غلظت 
بـا  % 5 نـشان داد کـه تیمارهـا در سـطح     L  .theobromaeرشد ریسه ای قـارچ  تاثیر آنتی بیوتیک استرین های آنتاگونیست روی 

نتایج حاصل از تاثیر آنتی بیوتیک تولید       . دارای تفاوت معنی دار بودند    % 5یکدیگر تفاوت معنی داری نداشتند ولی با شاهد در سطح           
 جدایه قـادر بـه تولیـد    5 نشان داد که هر F. solaniای قارچ  شده جدایه های باکتری های آنتاگونیست در جلوگیری از رشد ریسه

 و H-1بر اساس مقایسه میانگین ها جدایه هـای  . با شاهد داشتند% 5این جدایه ها تفاوت معنی داری در سطح     . آنتی بیوتیک بودند  
H-25   جدایه  . بازداری دارای بیشترین تاثیر بودند    % 02/91 باH-4   ز رشد ریـسه ای قـارچ   کمترین تاثیر را در جلوگیری ا     % 95/67 با

F. solaniآنتاگونیست در جلوگیری از رشد ریسه ای های باکترینتایج حاصل از تاثیر آنتی بیوتیک تولید شده جدایه های .  داشت 
بـا شـاهد تفـاوت      % 5ایـن جدایـه هـا در سـطح          .  جدایه قادر به تولید آنتی بیوتیک بودنـد        5 نشان داد که هر      F.oxysporumقارچ  
 و  09/89،  73/90 بـه ترتیـب بـا        H-25 و   H-1  ،H-16 B.megateriumهای   ها جدایه  براساس مقایسه میانگین  . اشتندداری د  معنی

ــارچ   09/89 ــسه ای ق ــازداری از رشــد ری ــاثیر را در ب ــشترین ت ــه هــای .  داشــتندF. oxysporum درصــد بی  H-24 و H-4جدای
B.coagulans   از بـین تمـام جدایـه هـا جدایـه            . گرفتنـد تری نسبت به سه جدایـه دیگـر قـرار             در سطح پایینH-4     5 در غلظـت 

  . جلوگیری کردKing’s B در محیط G. candidumمیکرومول کلرید آهن از رشد ریسه ای قارچ 
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   آنتاگونیست جدا شده از ریزوسفر درختان توتهای باکتریخصوصیات افتراقی  : 4جدول 
  واکنش جدایه های آنتاگونیست  خصوصیات

  H-1 H-4 H-16 H-24 H-25  جدایه
  رنگ آمیزی

  O/Fرشد هوازی در محیط کشت
  تولید رنگدا نه فلورسانت

  فوق حساسیت
  تولید اسپور

  لهانیدن سیب زمینی
  دهیدرولیز آرژنین

  تولید لوان
  احیاء نیتروژن

  هیدرولیز نشاسته
  هیدرولیز ژلاتین

  استفاده از سیترات
  زایلوز

  آرابینوز
  مانیتول

  VPآزمون    

+  
+  
-  
-  
+  
-  
+  
-  
+  
+  
+  
-  
-  
-  
-  
-  

-  
-  
+  
-  
-  
+  
+  
-  
-  
-  
-  
+  
+  
+  
-  
-  

+  
+  
-  
-  
+  
-  
+  
-  
+  
+  
+  
+  
-  
-  
-  
-  

+  
+  
-  
-  
+  
-  
+  
-  
+  
+  
+  
-  
-  
-  
-  
-  

+  
+  
-  
-  
+  
-  
+  
-  
+  
+  
+  
-  
-  
+  
-  
-  

  

  
   طوقه و ریشه توتمولد پوسیدگیهای آنتاگونیست در جلوگیری از رشد ریسه ای قارچ های  مقایسه تاثیر ترکیبات فرار جدایه: 1شکل 
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   آنتاگونیست های باکتریمقایسه تاثیر ترشحات خارج سلولی : 2شکل 

   مولد پوسیدگی طوقه و ریشه توت روی قارچ های25%در غلظت 
   

  
   آنتاگونیستهای باکتریمقایسه تاثیر آنتی بیوتیک جدایه های : 3شکل 

  ) .5 (% پوسیدگی طوقه و ریشه توتمولد روی قارچ های 
  

  بحث
) هـا  هـا، باکتریوسـین    هـا، پیـرول    فنـازین (هـا    بیوتیـک  عوامل بیوکنترل باکتریایی با تولید متابولیت های خارج سلولی از قبیل آنتـی            

هـای گیـاهی      ریشه، ایجاد مقاومت القایی و تحریک رشد گیاهی در کـاهش بیمـاری             کلنیزه کردن هایی مانند    سیدروفورها و مکانیزم  
ها تا حـد زیـادی متفـاوت         ها بر اساس شرایط ریزوسفر و همچنین در میان استرین           یک از این مکانیزم    اهمیت نسبی هر  . نقش دارند 

  کنـد  هـا ایفـا مـی     اغلب یک نقـش اساسـی را در کـاهش بیمـاری توسـط برخـی بـاکتری        هاآنتی بیوتیک. (Weller, 1988) است
(Fravel, 1988). کنترل باکتریایی جداسازی شده از باغات توت استان گـیلان  نتایج حاصل از بررسی اثرات آنتاگونیستی عوامل بیو

 استرین باکتری آنتاگونیست قادر بـه       5. نشان داد که آنها از قدرت تولید آنتی بیوزیز بالایی در شرایط آزمایشگاهی برخوردار هستند              
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تـأثیر  .  بودنـد  NA+PDAیط کـشت     میلـی متـر در مح ـ      5 تـا    1ایجاد هاله بازدارندگی بر روی هر سه قارچ عامل بیماری به میزان             
های عامل بیماری مورد مطالعـه قـرار گرفـت و     ای قارچ  آنتاگونیست روی رشد ریسههای باکتریهای  ترکیبات فرار ضد قارچی جدایه  

کننـد کـه در کنتـرل         تولید ترکیبات فرار ضد قارچی می      NA روی محیط کشت     H-16 و   H-4  ،H-1 که سه جدایه     مشخص گردید 
تولید مـواد  . ند تأثیر داشتL. theobromae فقط روی قارچ H-24)&(H-25 و دو جدایه دیگر باشد میل بیماری موثر سه قارچ عام

فرار ضد قارچی نیز یکی از مکانیزم های بیوکنترل عوامل باکتریایی محسوب شده که می تواند سـرعت رشـد میـسلیومی و فعالیـت          
ه ترکیبات فرار باکتریایی همزمان بـه گونـه، محـیط، سـن رشـدی میزبـان و عوامـل                    پاسخ میزبان ب  . آنزیمی را تحت تاثیر قرار دهد     

 NAها آنتاگونیست دارای قدرت تولید آنتـی بیوتیـک در محـیط     استرین. (Fiddaman & Rosall, 1994) بیوکنترل بستگی دارد
ی آنتـی بیوتیـک تولیـد شـده توسـط           هـای آزمایـشگاه    در بررسـی  . های عامل بیماری جلوگیری نمـود      بوده که از رشد رویشی قارچ     

در آزمون تولید سیدروفور تنهـا      . های عامل بیماری داشت    ای قارچ  های باکتری، کنترل بسیار خوبی در جلوگیری از رشد ریسه          جدایه
ن  میکرومول کلریـد آه ـ 5در غلظت  G. candidumای قارچ  سودوموناس فلورسانت بود توانست از رشد ریسهپها که  یکی از باکتری

 قادرند از رشـد دیگـر   نسموناسهای فلورس و سودجدایه پطبق گزارشات، بیشتر .  جلوگیری نمایدKing’s Bسه ظرفیتی در محیط 
ــسم ــد         میکروارگانی ــشابهی دارن ــرات م ــز اث ــده نی ــالص ش ــیدروفورهای خ ــد و س ــوگیری نماین ــم جل ــن ک ــا آه ــیط ب ــا در مح   ه

(Geels & Schippers, 1983 & Bakkar et al., 1991).  انتخـابی بـرروی   هـای  بـاکتری در بررسی تاثیر ترشحات خارج سلولی 
های عامل بیماری اغلب با افزایش غلظت مایع خارج سلولی، افـزایش میـزان بـازداری از رشـد رویـشی مـشاهده                        ای قارچ  رشد ریسه 

با توجه به نتیجه . ری روی قارچ نداشتنددا  هیچگونه تاثیر معنی درصد15 به 5 با افزایش غلظت از ها جدایهالبته در بعضی از . گردید
باشد، تلاش بـرای      آنتاگونیست می  های جدایه آزمایشگاهی که نشان دهنده قدرت بالای تولید آنتی بیوزیز اکثر            یها حاصله از بررسی  

 صحراییایشات  های آنتاگونیست جهت کنترل بیماری پوسیدگی طوقه و ریشه توت در آزم            جدایهکاربرد مستقیم یا مواد مستخرج از       
  . گردد  توصیه می

  
  : سپاسگزاری

نگارندگان لازم میدانند از خانم مهندس مرآت بخاطر اهداء قارچهای عامل بیماری، آقای دکتر سید اکبر خداپرست بخاطر شناسایی                   
مایـشات عمیقـا    مجدد قارچهای عامل بیماری، آقای مهندس مازیار کامران و آقای مهندس شهاب حاج منصور بخاطر همکاری در آز                 

  .قدردانی نمایند 
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Abstract 

In this study antaginistic effects of some bacteria isolated from mulberry tress were assessed against 
Fusarium solani, Fusarium oxysporum and Lasiodiplodia theobromae under laboratory condition. Five 
bacterial isolates were able to suppress the fungal growth at the rate of 1-5 mm on PDA. Four of the 
bacterial strains (H1, H16, H24, H25) were identified as Bacillus spp. and the strain H4 was assigned as 
Pseudomonas fluorescence. The volatile metabolites released from antagonistic bacteria could inhibit the 
growth of fungi Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Lasiodiplodia theobromae at the rate of 25 to 35, 
36.11 to 47.35, 25.18 to76.66 percent, respectively. H4 strain produced sidrophore on King B medium 
which contained 5, 50, 100 µmol Fecl3 which inhibited the mycelial growth of the Geotrichum candidum. 
The extracellular extracts of selected antagonists reduced the vegetative growth of pathogenic fungi by 
increasing the extracts concentration. In addition antagonistic bacteria could produce antibiotic substances 
which led to stop the fungal growth. 
 
 

www.SID.ir


