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و تاثير آنها بر روي دو  آنتاگونيست يباكترشده توسط چند توليد متابوليت هاي ي بررس

  Rhizoctonia solaniجدايه قارچ بيماريزاي گياهي 

  3و نادر حسن زاده 2، اصغر حيدري*1مريم شهركي

  زاهدان، مركر تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي سيستان 1

  رسسه تحقيقات گياهپزشكي كشوؤتهران، م 2

  تهران، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم و تحقيقات 3

  2/4/87: تاريخ پذيرش   19/4/86 :تاريخ دريافت

  چكيده

جهت بررسي  .باشند مي PseudomonasوBacillus  )سرده(سرده گونه هاي مربوط به  از جمله مهمترين باكتريهاي آنتاگونيستي

 ،هاي ضد قارچي متابوليت اثر توليد در  Rhizoctonia solaniقارچ ازثر در بازدارندگي رشد دو جدايه ؤمكانيزمهاي م

ثير خوبي در كنترل جدايه أكه ت Bacillus  سردهمتعلق به  Sch-3و  Sch-5جدايه هاي باكتريايي ،سيانيد هيدروژنيدروفور و س

 با  Pseudomonas سرده متعلق به Ckk-1و Bacillus  سردهمتعلق به  Ssh-3 و Ssh-4، Sch-3وجدايه هاي   RsKقارچي 

متابوليتهاي ضد  در آزمون بررسي توليد. مورد ارزيابي قرار گرفت ،در شرايط گلخانه RsAبهترين تاثير در كنترل جدايه قارچي 

  3با  RsKآزمون مذكور در جدايه قارچي . دشدر برابر باكتريها انجام  ندازه گيري قطر رشد ميسليوم قارچ، اقارچي غير فرار

پس  RsA  يقارچجدايه اندازه گيري ميانگين قطر كلني . تكرار انجام شد 3تيمار در   5با  RsAتكرار و در جدايه  3در  تيمار

 ،8/58 شاهد به ترتيب و  Ssh-4 و Sch-3،Ssh-3 ، Ckk-1نشان داد كه درصد بازدارندگي جدايه هاي باكتريايي  ،روز 5از 

 RsA  8 /68جدايه قارچي بر   Sch-3وSch-5  ر صد بازدارندگي جدايه هاي همچنين د. مي باشد 0و  3/83 ،4/74 ،2/62

 ميكرومول  25و  0 (در شرايط فقدان يا كمبود آهن سه ظرفيتي   Pseudomonas fluorescensجدايه باكتري. بود 60و

Fecl3( تر باشد هر چه مقدار آهن سه ظرفيتي كمداد كه نتايج نشان  .قادر به توليد مواد سيدروفور بود)مقدار ) صفر ميكرومول

منظور ه ديگر ب يآزمون. توليد مواد سيدروفور بيشتر و در نتيجه مقدار هاله بازدارندگي جوانه زني اسپورهاي قارچ بيشتر مي شود

ايه تكرار براي جد 3تيمار در  5و  Rskتكرار براي جدايه قارچي  3تيمار در  3بررسي توليد متابوليتهاي ضد قارچي فرار با 

جدايه  متر و ميلي 8حدود  Sch-3و  Sch-5جدايه هاي باكتريايي  حضوردر  RsKشد، نشان داد كه جدايه قارچي  RsAقارچي 

متر رشد  ميلي 12و 10، 8 ، 8به ترتيب   Ssh-3و  Ckk-1، Ssh-4، Sch-3جدايه هاي باكتريايي  حضوردر  RsAقارچي 

توانايي توليد سيانيد هيدروژن توسط جدايه هاي  بررسيهمچنين در . بود ني دارداشت كه در مقايسه با تيمار شاهد اختلاف مع

دست آمده از ه نتايج ب. و ساير جدايه ها فاقد اين توانايي بودند توليدسيانيد هيدروژن  Ckk-1تنها جدايه  ،باكتريايي شد

و جدايه  يتهاي ضد قارچي فرار و غير فرارمتابولتوليد آزمونهاي فوق نشان داد كه تمامي جدايه هاي باكتريايي قادر به 

مي باشد كه از مهمترين مكانيسم هاي باكتريهاي آنتاگونيست  سودوموناس  فلورسنت قادر به توليد سيانيد هيدروژن و سيدروفور

  . استبر عليه قارچهاي بيماريزاي گياهي 

  ضد قارچيمتابوليتهاي يدروفور و س ،سيانيد هيدروژن ،باكتريهاي آنتاگونيست: واژه هاي كليدي

  maryam_shahraki@yahoo.com: ، پست الكترونيك09155441724 :ن تماستلف نويسنده مسئول،* 
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  مقدمه

 Andrews  ي اكولوژي نوعكنترل بيولوژيكي را  1992در

طوري كه مطابق آن مي بايستي يك ه ب ستكاربردي دان

 آن براي عواملساختن هدف مناسب  باجامعه ميكروبي را 

و نا مناسب كردن آن براي عامل بيماريزا كننده كنترل 

اساس كنترل بيولوژيك بر پايه پديده  .)7( يريت نمودمد

يق مكانيسمهاي مختلفي طرآنتاگونيسم قرار دارد كه از 

در  Cook & Bakerو بر اساس تعريف . شود  اعمال مي

است از برهم زدن  عبارتمفهوم پديده آنتاگونيسم  1988

، آلوده سازي، رشد، تكثير(ت از رويدادهاي زندگي ممانعيا 

يك موجود زنده توسط موجودات ) يداريپا و گسترش

   .)9( زنده ديگر

به خوبي از گياه در  دنبتوايك عامل كنترل بيولوژيكي كه 

بايد پارازيت مورد  برابر بيماريهاي خاكزي حفاظت نمايد

آن در پذير ساختن  ضربهآن،   توسعهنظر را بواسطه منع 

 آنيگر اعضاء ميكروفلور خاك،  يا نابودي سريع دبرابر 

عامل كنترل بيولوژيك ممكن است  .تحت كنترل در آورد

يا جايگاههاي بالقوه  غذا،اين كار را از طريق رقابت براي 

يز لقابل نفوذ در ميزبان، توليد آنتي بيوتيكها يا آنزيمهاي 

امل كنترل كننده كننده و يا پارازيتيسم انجام دهد و نيز ع

ثر و در جايگاهي مناسب مستقر ؤمي تراكمدر  ،بايد خود

  .  ) 5و  2( يدآد، تا امكان كنترل موثر پارازيت بوجود گرد

كشاورزي  علميگزارشات منعكس شده در ژورنالهاي 

در شرايط گلخانه  عواملبخش اين  حكايت از اثرات اميد

ر مي توانند اي وحتي مزرعه اي دارد و اينكه عوامل مذكو

موارد آماده ارائه براي توليد انبوه و استفاده در  برخيدر 

ميكروارگانيسم هاي رقيب در ريزوسفر . كشاورزي گردند

و گسترش يابند،  تكثيرقادر هستند كه در ريزوسفر گياهان، 

بدين جهت در مقايسه با مواد شيميايي مي توانند در طي 

عوامل خاكزاد  گياهان را در مقابلطولاني  زمانمدت 

يست هاي باكتريايي از آنتاگونمحافظت نمايند، در اين ميان 

 هايكه از طريق مكانيزم جايگاه ويژه اي برخوردارند، چرا

كلونيزه  ،سيدروفور ،توليد تركيبات آنتي بيوتيكي (مختلف 

مي  بيماريزاقادر به مهار نمودن عوامل )  …نمودن ريشه و

 .)1( باشند

 ،سيدروفور ،سيانيد هيدروژنيد اين تحقيق تول در

باكتريهاي  توسط و غير فرار متابوليتهاي ضد قارچي فرار

قارچ عامل بيماري مرگ گياهچه قادر به كنترل آنتاگونيستي 

برخي ، مورد بررسي قرار گرفت و در شرايط گلخانه اي

نظر شناسايي  موردثر در بازدارندگي قارچ ؤهاي ممكانيزم

   .دش

  مواد و روشها

ي برا: ي و نام گذاري جدايه هاي باكترياييآور جمع

يايي، نمونه هاي مختلفي از باكترجمع آوري جدايه هاي 

مورد استفاده و مزارع پنبه خاكهاي مناطق چغندر كاري 

اين نمونه ها از ناحيه ريزوسفر بوته هاي سالم . گرفتقرار 

نگهداري و مجاورت بوته هاي آلوده جمع آوري  درواقع 

 مؤسسهآزمايشگاه نباتات صنعتي  ت كلكسيونبصورشده 

. مجزا شدتحقيقات آفات و بيماريهاي گياهي تهران 

ي جدايه ها بر اساس نام محل جداسازي انجام كدگذار

ي مزارع چغندر قند باكترگرفت، بر اين اساس جدايه هاي 

جدايه هاي باكتري  ،Schبا پيشوند  خراسان –چناران 

 Sshبا پيشوند  سمنان –رود مزارع چغندر قند اطراف شاه

با  گرگان –و جدايه هاي باكتري مزارع پنبه كار كنده 

  . كدگذاري شد ،Ckkپيشوند 

از  كداماز هر   ،هاي نگهداري باكتريبرا: هانگهداري باكتري

 1/0محلول  از باكتري در جدايه ها سوسپانسيون غليظي

يه ي درپيچ دار كوچك تههامولار سولفات منيزيوم در لوله 

 )25(د شگراد يخچال نگهداري  درجه سانتي 4و در دماي 

براي كليه كارهاي آزمايشگاهي كشت تازه همچنين  .

مورد استفاده قرار نوترينت آگار باكتري روي محيط كشت 

  .گرفت
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 عليه ستيهاي آنتاگونيباكتر) Screening( غربال نمودن

 In( شگاهيط آزمايشرا در Rhizoctonia solaniقارچ 

vitro ( : در طول اين آزمون همواره خواص يك

در اين جهت و  ،در نظر گرفتهرا آنتاگونيست خوب 

آزمونهايي چون آزمون كشت متقابل و آزمون چهار نقطه 

   .اي انجام پذيرفت

منظور بررسي خاصيت ه ب: آزمون چهار نقطه اي

اين آزمون آنتاگونيستي باكتريها در شرايط آزمايشگاهي 

. انجام پذيرفت 1996و همكاران در  Keelروش  مطابق با

 جدايه مختلف با فواصل معين روي پتري 4در اين آزمون 

بصورت نقطه  KMBو  PDA حاوي محيط كشت ديشهاي 

 25ساعت در انكوباتور با دماي  24كشت و مدت اي 

پس از آن يك ديسك به . گراد نگهداري شد درجه سانتي

و از حاشيه  R. solaniميلي متر از كشت تازه قارچ  6قطر 

برداشته شد و بطور  PDAكلني قارچ از روي محيط كشت 

 PDAهاي حاوي ديش وارونه در وسط هر يك از پتري

)Potato Dextrose Agar  ( وKMB )Proteose Pepton 

2%, K2HPO4 0.15%,  MgSo4. 7H2o 0.15%  glycerol 

1.5% - agar 1.5%, D. H2O 100ml  ( براي . گرفتقرار

 7تا  2ها بمدت پتري ديش. مار سه تكرار بكار رفتتي هر

وجود . گراد نگهداري شد درجه سانتي 24روز در دماي 

هاله بازدارندگي بدون در نظر گرفتن شعاع آن به عنوان 

و درصد  واكنش مثبت بازداري از رشد قارچ تلقي

 .دشبازدارندگي باكتريها با توجه به فرمول زير محاسبه 

جهت ارزيابي  PDAست كه محيط كشت لازم به ذكر ا

جهت توليد  KMBو محيط متابوليتهاي ضد قارچي توليد 

  .سيدروفور مورد استفاده قرار گرفت

100 ×

قارچ در پتري ديش محتوي  قطركلني

  قطركلني شاهد -جدايه باكتري 
 رندگيبازدادرصد =

  شاهد قطركلني

دقيق  براي محاسبه: Dual culture) ( آزمون كشت متقابل

فاصله بازدارندگي هر يك از جدايه هاي باكتري مورد نظر 

دليل جلوگيري از اثر تداخلي ساير جدايه ها همانند ه و ب

ن يدب. آزمون قبلي اين روش نيز مورد آزمايش قرار گرفت

 9پتري تشتك ك يه باكتري در وسط يب هر جدايترت

صورت خطي كشت برا  NA كشت طيسانتي متري با مح

سانتي متري از  8/0سك يدو د رشد باكتري پس ازداده و 

فاصله مساوي از خط  با R. solaniه كشت قارچ يحاش

آنكه دو  پس از .بر روي سطح آگار قرار داده شدباكتري 

به  ساعت 72پتري شاهد در مدت تشتك  ونقارچ دركلني 

سه با شاهد اندازه يزان بازدارندگي در مقايدند، ميهم رس

ه يجدا 2تكرار و براي  4 درن آزمون يا).  19( ري شديگ

و درصد انجام  مجزابطور RsK  و RsAمتفاوت  قارچي

با توجه به فرمول بالا هر يك از باكتريها بازدارندگي 

  .محاسبه شد

باكتري كه  ره جدايه: ي آنتاگونيستشناسايي باكتريها

 مرگ نياييدر كنترل بيماري رايزوكتو راثير أبهترين ت

 بر ،گلخانه اي داشت آزمونهايدر  ندغندرقگياهچه چ

موجود در  مرفولوژيكي آزمونهاي بيوشيميايي و اساس

مورد شناسايي  سرده تا حد باكتريها شناسايي كليدو منابع

  .)20( قرار گرفت

اين رنگ آميزي كليدي نقش بسيار مهمي در : آزمون گرم

تفكيك اوليه باكتريها به دو گروه گرم مثبت و گرم منفي 

در اين رنگ آميزي سه مرحله شاخص وجود دارد كه  .دارد

  :استمراحل انجام آن به شرح زير 

پس از و  ،پخش قطره سوسپانسيون باكتري روي لام

محلول با  –اول آميزي رنگ . ديخشك شدن تثبيت گرد

 ،و شستشوي با آب) يك دقيقه  بمدت( كريستال ويوله 

يك  مدته ب)  Iodine(محلول لوگال با  –دوم آميزي رنگ 

 درصد 95دقيقه و سپس اضافه نمودن چند قطره اتانول 

آميزي رنگ  ،براي رنگ زدايي رنگ اول و شستشو با آب

و شستشوي مجدد ) ثانيه  45 مدته ب( سافرانين با  –سوم 

در زير ميكروسكوپ با بزرگ ، و نمونه ها  انجامبا آب 
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باكتريهاي گرم منفي به رنگ قرمز و (  X100نمايي 

   .مشاهده شد )تريهاي گرم مثبت به رنگ آبيباك

: ) o/F(اكسيژن و رشد هوازي و غير هوازي در باكتريها 

  &LeiFson; 1953 Haghآزمون از روش  براي انجام اين

كلرور   گرم، 2: محيط كشت پايه شامل پپتون. استفاده شد

  گرم، 3/0: گرم، پتاسيم دي هيدروژن فسفات 5: سديم

در ) درصد 1(بر موتيمول بلو ميلي ليتر  3گرم و  3  :آگار

 محلول اتوكلاوكه پس از  تهيه PH=  7ليتر آب با يك 

محيط در اين  .شدبه آن اضافه  استريل درصد  1گلوكز 

 ميلي ليتر در لوله هاي آزمايش استريل تقسيم 5 -  3حجم 

براي هر جدايه باكتري دو لوله انتخاب شد كه پس . گرديد

به يكي از لوله ها   Stabصورت  از كشت باكتري به

پارافين مايع استريل جهت غير هوازي ساختن آن اضافه و 

انكوباتور  ساعت به صورت در بسته در 24-48بين 

  . )3( نگهداري شد

براي انجام اين : )Starch hydrolysis( هيدروليز نشاسته

درصد  2/0نشاسته نوترينت آگار آزمون به محيط كشت 

 ديش فه و پس از اتوكلاو در پتريل در آب اضالوحم

ه بپس از كشت باكتريها و انكوباسيون . استريل ريخته شد

به سطح  Iodineساعت مقداري محلول  24-48 مدت

تغيير رنگ محيط به آبي تيره نشانه عدم . پتري اضافه شد

هيدروليز نشاسته و عدم تغيير رنگ به منزله هيدروليز 

  .)3( نشاسته مي باشد

در اين آزمون : )Gelatin hydrolysis(ژلاتين هيدروليز 

/. 4 حاوينوترينت آگار كشت باكتري روي محيط كشت 

پس از انكوباسيون به سطح محيط . دانجام شدرصد ژلاتين 

در . )3( مقداري محلول اسيدي كلرور جيوه اضافه شد

صورتيكه در زمينه شيري رنگ محيط كشت هاله بي رنگ 

گر وجود شود، اين امر نشان در اطرف كشت باكتري ظاهر

هاي مورد بررسي در باكتري  gelatinaseهاي آنزيمي فعاليت

  .است

ماده  درصد 1براي انجام اين آزمون ابتدا محلول : اكسيداز

 Tetramethyle – P - phenylenediamine شيميايي

diyhydrochloride   با آن  رارا در آب تهيه و كاغذ صافي

 هاي سپس با لوپ كلنينموده، مرطوب ديش در يك پتري 

ه تروي كاغذ صافي آغشرا باكتريهاي تازه كشت شده 

كه  در صورتي .)3(كشيده شدتماس داده و قدري 

بلافاصله پس از تماس كلني با كاغذ صافي، رنگ محل 

آزمون اكسيداز براي ، شودتماس تبديل به رنگ قرمز 

نش واك ،در صورت عدم تغيير رنگباكتري مربوطه مثبت و 

     .اكسيداز منفي تلقي گرديد

براي انجام اين تست به : )Levan Formation( توليد لوان

ساكارز به عنوان منبع  درصد  5مقدار محيط كشت پايه 

هاي حاوي ديش كربني اضافه شد و باكتريها روي پتري

در اثر رشد، كلني هاي  .)3( محيط كشت مذكور كشت شد

گنبدي شكل نيمه شفاف به حالت  ،باكتري لوان مثبتبا 

   .گردند ظاهر مي) مرواريدي(

 ،اكتريجدايه هاي ب: گراد درجه سانتي 4و  41رشد در 

تحمل دماهاي فوق  تجهنوترينت آگار در محيط كشت 

 40و  41دماي  باانكوباتور در بصورت خطي كشت و 

  . )3( شد نگهداريسانتي گراد درجه 

محيط  pH ،براي انجام اين آزمون: PH= 5.7رشد در 

سپس د و رسي 7/5 بهقبل از اتوكلاو نوترينت آگار كشت 

و جدايه هاي باكتري روي  تقسيماستريل  هايديش پتري در

 25ساعت در انكوباتور با دماي  24آنها كشت داده شد و 

  .  )3( گراد نگهداري شد درجه سانتي

 باثر ؤتوليد برخي متابوليتهاي ضد قارچي م بررسي

ثر در ؤهاي مانيزمي مكبررس جهت: تيخاصيت آنتاگونيس

بيماري مرگ  عامل بازدارندگي رشد دو جدايه قارچ

كه به اختصار  )كرمانشاه و آذربايجان( گياهچه چغندر قند

Rsk و RsA   دو جدايه باكتري  ،شود ميناميدهSch-5 و 

Sch-3  سرده به متعلق Bacillus ثير خوب در كنترل أت با
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 Ssh-4جدايه هاي  و گلخانه شرايط در RsK قارچجدايه 

،Ssh-3  و  Sch-3 سردهبه  متعلق  Bacillus جدايه نيز  و

Ckk-1 سرده به متعلق Pseudomonas   مورد ارزيابي قرار

  .گرفت

بازدارنده ثير متابوليتهاي ضد قارچي غير فرار أت بررسي

  توسط جدايه هاي باكتري 

ت مطابق با اندكي تفاواين متابوليتها اثبات توليد  براي

 ازميكرو ليتر  400، 1992در  Lopper  و  Krous روش

 و PDAبه محيطهاي كشت  سوسپانسيون غليظ هر جدايه

NAG ) اضافه  )درصد 3 آگار غذايي محتوي گلوكز

مختلف  تجهادر ديش با تكان دادن پتري . )16(شد

پس   پخش گرديد،ديش در سطح پتري  سوسپانسيون كاملاً

 درجه سانتي 25دماي  بار انكوباتور روز نگهداري د 3از 

ديش گراد با استفاده از اسكالپل باكتريها از سطح پتري 

با ميله شيشه اي و آب مقطر آنها سطح  سپس. تراشيده شد

ها مدت ديش پترياستريل از باكتريهاي باقيمانده پاك شد، 

دقيقه در معرض پنبه آغشته به كلروفرم قرار گرفتند و  30

دقيقه تحت شرايط استريل زير  10حدود  بمدت آنهادرب 

سطح محيط  ازهود باز گذاشته شد تا بخار كلروفرم كاملاً 

ميلي متري از حاشيه كشت  6خارج شود، آنگاه يك قطعه 

بطور ديش  پتريوسط  در  Rhizoctonia solaniتازه قارچ 

ها به انكوباتور با ديش سپس پتري. وارونه قرار داده شد

اندازه گيري قطر و منتقل،  گراد نتيسادرجه  25دماي 

  .دشروز انجام  5يسليوم پس از رشد م

اي و آب  شيشهشاهد پس از شستن با ميله ديش پتري  در 

مقطر استريل و نيم ساعت قرار گيري در معرض بخار 

 ،گرفت قرار Rhizoctonia solani قارچكلروفرم، يك قطعه 

رشد ميسليوم با  ندگيو بازدارتكرار انجام  3در  آزمون اين 

  .دشاستفاده از فرمول زير محاسبه 

100×

قطر  -تيماررشد ميسليوم در هر  قطر

 ميسليوم در پتري ديش شاهد رشد

 بازدارندگيدرصد =

 شاهدديش رشد ميسليوم در پتري  قطر

بازدارنده  فرارهاي ضد قارچي   توليد متابوليتبررسي 

اين آزمون از انجام  براي: هاي باكترياييتوسط جدايه

شد، ابتدا  استفاده )Lopper )1992 و  Krous  روش

جدايه تهيه و  يكساعته  72سوسپانسيون كدري از كشت 

ميكروليتر از سوسپانسيون مذكور روي  200سپس مقدار 

 پخش) گلوكز درصد 2حاوي  غذاييآگار ( NAG محيط 

ساعت در انكوباتور با  24 مدته بها ديش پتري. )16(شد

و همزمان يك  گرفتگراد قرار  درجه سانتي 25دماي 

متر بطور وارونه در وسط يك  ميلي 6قارچ به قطر  قطعه

داده شد و پس از برداشتن  قرار PDAحاوي ديش پتري 

در زير هود استريل  ديش پتريدرب دو محيط كشت، دو 

حاوي  ديش كه پتري طوريه مقابل هم قرار داده شد، ب

 قرار NAGنه روي محيط كشت وارو بطورقارچ در بالا و 

نوار پارافيلم كاملاً مسدود  باها ديش پتري درب. گرفت

سانتي گراد  درجه 25گرديد و درون انكوباتور با دماي 

هنگاميكه قطر كلني قارچ در . روز نگهداري شد 5بمدت 

 را PDAسطح محيط كشت  تمامشاهد  ديش پتري

توليد نتايج همانند آزمون ) يك هفته بعد(پوشش داد 

در اين  گرديد،ارزيابي متابوليتهاي ضد قارچي غير فرار 

تكرار در نظرگرفته  3آزمون نيز براي هر جدايه باكتري 

  .شد

براي بررسي توليد سيانيد : توليد سيانيد هيدروژنبررسي 

استفاده  1987در هيدروژن از روش آلستروم و همكاران 

حاوي  ديش ابتدا براي هر جدايه سه پتري. )6( گرديد

 100 ديش داخل هر پتري و تهيهنوترينت آگار  محيط 

سپس . گرديد ليتر از سوسپانسيون باكتري پخش ميكرو

درصد كربنات  2شامل ( غشته به معرف آكاغذ صافي 

 در قسمت درب پتري) درصد اسيد پيكريك  5و سديم 

نوار پارافيلم با  ديش درب پتري داده شد و قرار ديش

 خروج هر گونه متابوليت فرار و گازي تا ازمسدود گرديد 

ها ديش آنگاه اين پتري. جلوگيري شود HCNاز جمله 

گراد در  درجه سانتي 27بصورت واژگون در دماي 
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 درصورت توليد. يك هفته نگهداري شد مدته بوباتور انك

HCN  توسط باكتري رشد يافته روي سطح محيط كشت

از رنگ  تغيير رنگ كاغذ صافي آغشته به محلول معرف

اوليه زرد به كرم، قهوه اي روشن، قهوه اي تيره و آجري 

توسط  HCNديده مي شود كه نشانه تفاوت در توليد 

حداقل مقدار توليد رنگ كرم بيانگر . باكتري مي باشد

HCN  و رنگ آجري مبين حداكثر توليدHCN مي باشد.  

  

  )In vitro(توسط جدايه هاي باكتريايي درشرايط آزمايشگاهي Rs (A)و Rs (K)مقايسه درصد بازدارندگي قطر كلني جدايه قارچي   -1جدول 

 درصد بازدارندگي                        درصد بازدارندگي                                                                    تيمارها               

  از رشد جدايه قارچي                    از رشد جدايه قارچي                                                                                       

                        Rs K                                                                                                         Rs A        

  شاهد   

Ssh-2  
Sch-10  
Sch-3  
Sch-8  
Ssh-1 

Sch-5 

Sch-2  
Ssh-5  
Sch-4  
Sch-1 

Ssh-4 

Ckk- 2 

Ssh-3 

Ckk-1 

Sch-6  
Sch-11 

Ckk-3 

Sch-13 

Sch-7 

Sch-14 

Sch-12  
Sch-9  

0  
80 
80 
80 
80 
79 
76 
72 
69 
64 
64 
63 
63 
53 
49 
48 
44 
42 
38 
33 
31 
27 
22 

0   
10  
38 
81 
51 
31 
49 
24  
67 
69 
36 
58 
53 
66 
79 
18 
50 
76 
22 
18 
27  
27 
38 

  .تكرار مي باشد 4كليه اعداد مندرج در جدول ميانگين       

  

با توجه به نقش مهم : بررسي توليد سيدروفور

هاي بازدارندگي يدروفورها بعنوان يكي از مكانيزمس

براي ) Cook  )1983 و  Weller آزمايش زير مطابق روش

انجام  ) Ckk-1( فلورسنت جدايه بررسي توليد آنها بوسيله 

 KB هاي مورد آزمايش روي محيط يهجدا. )25(رفتگ

با  مخلوط ،)درصد 5 گلوكز ،گار غذاييآ ( NAGو

 (ميكرومول كلريد آهن  25و  100 ،200غلظتهاي 

FeCl3(،  ساعت در حرارت  48 مدته بكشت داده و

اسپورهاي آبي سوسپانسيون سپس . مناسب نگهداري شد

ساعته  48از يك كشت   Geotrichum candidumقارچ

هاي حاوي باكتري ديش روي پتري PDAيط روي مح

عدم رشد قارچ در اطراف باكتري نشانه . اسپري گرديد

شرح كشت به اين شكل مي باشد . است توليد سيدروفور

كه جدايه باكتري به صورت سه نقطه روي محيط كشت 

وسيله اسپورهاي قارچ ه ساعت ب 24داده شد و بعد از  قرار

  . مذكور اسپري گرديد
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 ) Bacillus sppو Pseudomonas fluorescens(نتايج آزمونهاي بيوشيميايي روي جدايه هاي مورد مطالعه -2 جدول

 Ckk-1 Sch-5 Sch-3 Ssh-4 Ssh-3 شناسايي آزمونهاي 

 گرم واكنش

   Endospores تشكيل

  هوازي رشد

  

  

  KBفلورسنت روي  خاصيت

 YDCتشكيل كلني زرد روي 

(Yeast extract – dextrose – caco3)  
  اكسيداز

 توليد لوان

  

 هيدروليز نشاسته

 هيدروليز ژلاتين

  

  درجه سانتيگراد 4رشد در 

 درجه سانتيگراد 41رشد در 

 PH=5/7رشد در 

 

- 
-  

  هوازي
  
  
  
+  
-  
  
+  
+  
  
  
_  
  
+  
  
+  
_  
  

ND 
               

+ 
+  

  /بي هوازي
  هوازي
  
  
-  
-  
  

ND 
ND 
  
  
  
+  
+  
  
_  
  
+  
+  
  

+ 
+  

  /بي هوازي
  هوازي
  
  
-  
-  
  

ND  
ND 
  
  
  
+  
+  
  
_  
  
+  
+  

+ 
+  

  /بي هوازي
  هوازي
  
  
-  
-  
  

ND  
ND 
  
  
  
+  
+  
  
_  
  
+  
+ 

+ 
+  

  /بي هوازي
  هوازي
  
  
-  
-  
  

ND 
ND 
  
  
  
+  
+  
  
_  
  
+  
+ 

  

  نتايج 

 Rhizoctoniaنتايج آزمون بازدارندگي رشد كلني قارچ 

solani دست ه با توجه به نتايج ب: در شرايط آزمايشگاهي

در  RsK رچيآمده از آزمون كشت متقابل، جدايه قا

تيمارهاي برخي از جدايه هاي باكتري داراي بيشترين 

 جدايه باكتري 10بر اين اساس .  محدوديت رشد بود

Ssh-2 ،Sch-10 ،Sch-3 ،Sch-8 ،Ssh-1 ،Sch-5 ،Sch-2 ،

Ssh-5، Sch-4   وSch-1  داراي بالاترين درصد بازدارندگي

تأثير را روي  شرايط آزمايشگاهي بيشترين بود و در

 ساير .داشت Rs Kلوگيري از رشد كلني جدايه قارچي ج

ثير را دركاهش قطر كلني أكه بيشترين ت جدايه هاي باكتري

بودند از جدايه هاي  عبارت ،داشتند  RsAجدايه قارچي

Sch-3 ، Ckk-1 ،Ckk-3 ،Sch-4 ،Ssh-5 ،Ssh-3 ،Ssh-4 ،

Sch-8 ،Sch-11  وSch-5 ) كه جهت بررسيها و ) 1جدول

 2شكل  ( گلخانه اي مورد استفاده قرار گرفت آزمايشهاي

  .) 3و 

با استفاده از روشهاي : شناسايي جدايه هاي باكتري برتر

و   Sch-5 ،Sch-3، Ssh-4باكتري شناسي تعلق جدايه هاي 

Ssh-3  سردهبه  Bacillus همچنين جدايه  .مشخص شد

Ckk-1  سردهبه Pseudomonas 2جدول (  تعلق داشت (.  

ثير أت: Bacillusي بازدارندگي جدايه هاي ها مكانيسم

در جدايه هاي باكتري متابوليتهاي ضد قارچي غير فرار 

از رشد هر دو  يقارچدو جدايه جلوگيري از رشد ميسليوم 

اثر توليد متابوليتهاي ضد  در RsK  و RsAقارچي  جدايه

 Bacillus باكتريفرار تمام جدايه هاي غير قارچي 

   .)6و  5 ،4، 3 هايجدول(عمل آمد ه ب جلوگيري
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  متابوليتهاي ضد قارچي غير فرار آزمون توليد در NAGروز روي محيط   5از  پس RsA قارچميانگين قطر كلني  -3 جدول

 Sch-3          Ssh-3        Ssh-4  شاهد  جدايه ها

  RsA 90  37  34  15متوسط قطر كلني 

  %83  %62  %58  0  درصد بازدارندگي 

  تكرار است 3دول ميانگين اعداد متن ج

  

  آزمون توليد متابوليتهاي ضد قارچي غير فرار درروز   5از  پس NAGروي محيط   RsKقارچميانگين قطر كلني  -4 لجدو

 Sch-5 Sch-3 شاهد ها جدايه

 mm 90  28 36 برحسب RsKقطر كلني قارچ  متوسط

 %60 %68  0 بازدارندگي درصد

  ر استتكرا 3اعداد متن جدول ميانگين 

  

  متابوليتهاي ضد قارچي غير فرار آزمون توليد در  روز  5از  پس PDAروي محيط  RsA قارچميانگين قطر كلني  -5 جدول

 Sch-3          Ssh-3        Ssh-4  شاهد  جدايه ها

  RsA 86  31  31  13متوسط قطر كلني 

  %84  %63  %63  0  درصد بازدارندگي 

  تكرار است 3اعداد متن جدول ميانگين 

  

  آزمون توليد متابوليتهاي ضد قارچي غير فرار درروز   5از  پس  PDAروي محيط   RsKقارچميانگين قطر كلني  -6 لجدو

 Sch-5 Sch-3 شاهد  ها جدايه

 mm 86 23 23 برحسب RsKقطر كلني قارچ  متوسط

 %62 %73 0 بازدارندگي درصد

  تكرار است 3انگين اعداد متن جدول مي

  

هاي  مي گردد، در اثر توليد متابوليت مشاهدهكه  همانگونه

مورد  باكتريضد قارچي غير فرار توسط جدايه هاي 

 RsA و  RsKاستفاده شده، رشد هر دو جدايه قارچي

 Ssh-4در بين جدايه هاي باكتري فوق جدايه . دمتوقف ش

 RsAي قارچ قطر كلن رشدجلوگيري از  ثير را درأت بيشترين

مقايسه با جدايه  در Sch-5همچنين جدايه باكتري . داشت

بيشتري را در بازدارندگي از رشد كلني  ثيرأت Sch-3باكتري 

  .)4شكل ( بود دارا RsKقارچ 

در جلوگيري از  فرارهاي ضد قارچي  متابوليتتاثير 

اين آزمون جنبه  نتايج: رشد ميسليوم دو جدايه قارچي

هاي باكتري  در مقابل تمام جدايهكه  ريطوه ب داشت،كيفي 

Bacillus  هر دو جدايه قارچي مذكور تقريباً محدوديت

مقابل  در RsKيه قارچي جدادر اين ميان . رشد داشتند

متر  ميلي 8 حدود  Sch-3و Sch-5 باكترياييجدايه هاي 

هاي مقابل جدايه در RsA جدايه قارچي ورشد نمود 

 12و   8 ، 8ترتيب  به  Ssh-4 و   Ssh-3 ،Sch-3باكتري

متوسط قطر (ميلي متر رشد داشت، كه در مقايسه با شاهد 

اختلاف معني داري مشاهده ) متر ميلي 90كلني قارچي 

آزمون  موردجدايه باكتري  4د و به اين ترتيب هر مي شو

قادرند با توليد متابوليتهاي ضد قارچي فرار از رشد جدايه 

  .مايندجلوگيري ن مذكورهاي قارچي 

نتايج نشان داد كه هيچيك از : توليد سيانيد هيدروژن

در نتيجه   ،جدايه ها باعث تغيير رنگ كاغذ صافي نشد
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مي جدايه هاي باسيلوس قادر به توليد سيانيد هيدروژن ن

  .نداشب

 Pseudomonasهاي بازدارندگي جدايه  مكانيسم

fluorescent :هاي ضد قارچي غير فرار  ثير متابوليتأت

  Rsk كتري در جلوگيري از رشد ميسليوم جدايه قارچيبا

فرار توسط غير هاي ضد قارچي  اثر توليد متابوليت در

 جلوگيري RsKقارچي  جدايهاز رشد  باكترياين جدايه 

درصد از  74 حدود اين جدايه .)7جدول ( عمل آمده ب

  .كرد جلوگيريرشد مسيليومي قارچ مذكور 

فرار باكتري در هاي ضد قارچي  ثير متابوليتأت

نتايج :  Rskجلوگيري از رشد ميسليوم جدايه قارچي 

در مقابل جدايه  RsK اين آزمون نشان داد كه جدايه قارچ

يسه داشت كه در مقا دميلي متر رش Ckk-1 10باكتري 

اختلاف ) ميلي متر 90توسط قطر كلني قارچي م(شاهد  با

 با توليدتا  استبنابراين اين جدايه قادر  ،است معني دار

هاي ضد قارچي فرار از رشد جدايه قارچي  متابوليت

RsA جلوگيري نمايد. 

  Ckk-1جدايه باكتري : Siderophoresتوليد سيدروفور 

عنوان ه ب  Pseudomonas flluorescensمتعلق به 

يكي از آنتاگونيست هاي برتر مورد مطالعه قرار گرفت كه 

مانع از جوانه   3ميكرومول كلريد آهن  25و  0در رقتهاي 

 Geotrichum candidum  زني آرتروسپورهاي قارچ

 G عدم وجود هاله بازدارندگي و جوانه زني قارچ . دش

candidum  ميكرومول از كلريد  200و  100در رقتهاي

حاكي از عدم توليد تركيبات سيدروفور توسط  3آهن 

باكتري  .باكتري در شرايط وفور آهن سه ظرفيتي مي باشد

 ميكرومول  25و  0 (قدان يا كمبود آهن سه ظرفيتي در ف

Fecl3(   استقادر به توليد مواد سيدروفور  ) 5شكل (، 

اين مواد با كلاته نمودن آهن و جذب آهن سه ظرفيتي 

نتايج . مانع از جوانه زني  اسپورهاي قارچ مذكور مي شوند

 (نشان مي دهد هر چه مقدار آهن سه ظرفيتي كمتر باشد 

مقدار توليد مواد سيدروفور بيشتر و در ) كرومول صفر مي

نتيجه مقدار هاله بازدارندگي از جوانه زني اسپورهاي قارچ 

بنابراين جدايه مذكور قادر . ) 8جدول (  بيشتر مي شود

سيدروفورهاي قوي جاذب آهن را  ،در كمبود آهن است

  .توليد نمايد

د كه هدمي نتايج نشان : توليد سيانيد هيدروژن

موجب تغيير رنگ كاغذ صافي در مقايسه با   Ckk-1ايهجد

د كه نشان دهنده توليد سيانيد هيدروژن مي شوشاهد 

   .) 6شكل (  توسط اين باكتري مي باشد

  بحث

 ينتوجه به شناسايي باكتريها مشخص شد كه بهتر با

 اين .باشد مي Bacillus سردهبه باكتريهاي  متعلق هاعملكرد

در . كنند ضد ميكروبي توليد مي باكتريها چندين تركيب

دريافتند كه باكتري  همكاران و Loeffler 1986سال 

Bacillus قارچ Rhizoctonia solani در بسياري از  موجود

اين باكتريها . بخوبي كنترل مي نمايدرا محصولات 

 فنجيامايسين  و ( Bacilysin )نام باسيليسين  بهتركيباتي 

Fengymycin A , B ) 18بخش چربي  يك شاملC- 

15C يك بخش پپتيد  و(Peptide) هشت باقي  حاوي

مايسين ااختلاف بين فنجي. كنند مانده اسيد آمينه، توليد مي

A و  Bينست كه نوعا در B ي داراD-alanine نوع  وA 

 وباسيليسين از رشد مخمرها . ي باشدم D-valineي دارا

ز رشد باكتريها جلوگيري مي كند و فنجيامايسين مانع ا

استنباط مي شود دليل  بنابراين. اي مي گرددقارچهاي ريسه

گلخانه اي مسئله  آزمايشات در Bacillusعملكرد گروه 

  .) 5( فوق باشد

در بررسيهايي كه در  نيز Pseudomonasمورد باكتريهاي  در

 انجام Thomashowو  Weller  توسط 1990سال 

-Phenazinنام اهميت توليد آنتي بيوتيكي ببر  ،)24(گرفت

1-Carboxylic acid عامل  ،شدكيد أاين باكتريها ت توسط

  Anthranilic acidگروه از باكتريها  اين ديگرضد قارچي 
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علاوه  ،قرار گرفت دانشمندانمورد شناسايي اين  است كه

 شد شناخته ينيز بعنوان عامل ديگر اين توليد سيدروفوربر 

از  بعضيه بررسيهاي بعمل آمد در.  ) 15و  14( 

شدت ريشه ها را كلونيزه ه ب Pseudomonasباكتريهاي 

باعث افزايش رشد گياه مي شوند، اين افزايش  ونموده 

 حاصلرشد ممكن است از طريق توليد عوامل رشدي 

اما يك دليل مهم براي اين واكنش، شكست رقيبان . شود

ها عليه بيماري حفاظت ريشه متعاقباًپاتوژني در ريزوسفر و 

بايد  ها، اينگونه ارگانيسم استوسط بعضي باكتريها ت

ثر بهره برداري ؤبتوانند از محيط ريزوسفر بخوبي و بطور م

شايستگي ويژه  بايدبرخي از محققين،   بقولنمايند و يا 

    .)23 و 5 ،2(  را داشته باشند ريزوسفر

  

  متابوليتهاي ضد قارچي غير فرار آزمون توليد رد  NAGروز روي محيط  5از  پس RsA قارچميانگين قطر كلني  -7 جدول

  شاهد Ckk-1  جدايه

بـر حسـب    RsA متوسط قطر كلني قـارچ  

mm 

23  90  

  0  %74  درصد بازدارندگي

  تكرار است 3اعداد متن جدول ميانگين 

  

در محيطهاي كشت ) سنت سودوموناس فلور( Ckk-1 توسط جدايه باكتري  Geotrichum. candidumمقايسه هاله بازدارندگي  - 8جدول 

KB  ميكرومول كلريد آهن 0و  25و  100و  200با غلظتهاي     )Fecl3 (  

  Fecl3رقت 

 ميكرومول 

0 25 100 200 

 Ckk-1 14 7 0 0جدايه 

  0 0 0 0 شاهد فاقد باكتري 

  

نتايج حاصل از آزمونهاي توليد متابوليتهاي ضد قارچي غير 

 3محتوي گلوكز  آگار غذايي( NAG روي محيط  فرار

و  Weller  اساس هاله بازدارندگي مطابق روش بر ) درصد

 Cook  و كاهش رشد قطري ميسليوم ) 24( 1983در سال

نشان داد  1990در سال Lopper و    Krousمطابق با روش

متابوليتهاي جدايه مورد بررسي قادر به توليد  5كه تمام 

و  PDA ضد قارچي غير فرار روي هر دو نوع محيط كشت

NAG ) همچنين در . ندهست) درصد  3محتوي گلوكز

بررسي انجام شده مشخص گرديد كه جدايه هاي 

آنتاگونيست روي محيطهاي غذايي مختلف تاثير متفاوتي از 

نظر ميزان تاثير تركيبات فرار در بازداري از رشد ريسه اي 

مختلف توليد متابوليتهاي ضد قارچي . قارچ نشان مي دهند

و   Pseudomonas fluorescensثر سويه هاي توسط اك

مورد استفاده در كنترل بيولوژيك  Bacillusگونه هاي 

بعنوان مكانيزم اصلي جلوگيري از رشد قارچ و كنترل 

 ( كراس و لوپر . )19و  18( بيماري ذكر شده است

Kraus and Loper., 1990 ( در تحقيق خود گزارش كردند

روي محيط  "ورسنتسودوموناس فل"كه جدايه هاي 

همچنين در . مي كنندمتابوليتهاي ضد قارچي كشت توليد 

بر مكانيسم هاي ) 23( 1990در  بررسيهاي توماشو و ولر

باكتري   79 -2 دودماناصلي كنترل بيماري پاخوره توسط 

P. fluorescens 1 –نتي بيوتيك فنازين مشخص شد كه آ - 

ات انجام شده تحقيق. كربوكسيليك اسيد نقش اصلي را دارد

  ، ( Hamdan et al., 1991 )توسط حمدان و همكاران 

كربوكسيليك  - 1 – نشان داد كه توليد آنتي بيوتيك فنازين

در  P. fluorescensباكتري  79 -2اسيد توسط جدايه 

بازدارندگي بيماري پاخوره گندم از نقش بسيار مهم تري 

  . )4(تتوليد سيدروفور پايووردين برخوردار اسنسبت به 
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آزمون توليد سيدروفور و جلوگيري از جوانه زني 

در رقتهاي  Geotrichum candidumاسپورهاي قارچ 

جدايه سودوموناس كه نشان داد  3  مختلف كلريد آهن

 ، فلورسنت مورد مطالعه قادر به توليد سيدروفور بود

بطوريكه با افزايش غلظت يون آهن از ميزان هاله 

. زني اسپورهاي قارچ كاسته شدبازدارندگي از جوانه 

براي نخستين بار بر ) 14( 1980در كلوپر و همكاران 

اهميت سيدروفورها بعنوان يكي از مكانيسم هاي مهم 

شر . آنتاگونيستي باكتريها عليه بيمارگرهاي گياهي پي بردند

كنترل بيولوژيكي پژمردگي فوزاريومي  1980در و بيكر 

  Fusarium oxysporum f. sp conglutinansترب با عامل 

بوسيله سودوموناسهاي فلورسنت را به توليد سيدروفور 

. )21(توسط باكتريها و رقابت براي يون آهن نسبت دادند

سيدروفورها بعلت جذب آهن سه ظرفيتي و انتقال آن به 

در خاكهايي كه دچار كمبود آهن  ريشه هاي گياه خصوصاً

در خصوص نقش  .مي باشند سبب كنترل بيماري مي شوند

 .Rسيدروفورها در محدود شدن رشد و فعاليت قارچ 

solani  وجود آهن براي ) 12(. نيز گزارشاتي وجود دارد

هر عاملي كه از دسترسي ، رشد هيف ضروريست

به آهن موجود در محيط ممانعت به  ميكروارگانيسم ها

عمل آورد در واقع اكولوژي ميكروارگانيسم را تغيير داده 

دروفورها تركيبات خارج سلولي سي. است

)Exteracellular ( با وزن مولكولي كم هستند كه ميل

 ( دارند) سه ظرفيتي(تركيبي بالايي نسبت به آهن فريك 

13 .(  

يماري، برقابت براي آهن بعنوان راهي براي بازداشتن  

حداقل براي تعدادي از بيماريها توجه خاصي را به خود 

د سخت در آب حل مي شو يليخآهن . جلب نموده است

براي گياهان و ميكروارگانيسم ها  غالباً دليلو بهمين 

ه گياهان و ميكروارگانيسم ها ب. كننده مي باشد محدود

ي شوند و سيدروفور مواسطه تركيباتي كه به آهن متصل 

اين تركيبات . دست مي آورنده نام دارند، اين عنصر را ب

ويژه كسب آهن  ريباًوزن مولكولي كم و تق باليگاندهايي 

آهن مقابله  كمبودبوده، كه از طريق آنها با تنش حاصل از 

آهن با تمام فراواني در خاك بطور آزاد و محلول . مي گردد

بنابراين در شرايط قليايي  ،قليايي يافت نمي شود   PHدر

ميكروارگانيسم ها  ، وقتي دسترسي به آهن محدود مي شود

ذب مناسب آهن مثل در صورت نداشتن يك سيستم ج

در واقع پيوند  .ماند محروم مي سيدروفور از آهن

سيدروفورها با آهن سه ظرفيتي آن را به شكل غير قابل 

استفاده براي عامل بيماريزا مبدل مي نمايد و در نتيجه از 

شواهد  .تعداد و يا ميزان فعاليت پاتوژن كاسته مي شود

موناس هاي ناشي از نقش سيدروفورهاي توليد شده سودو

فلورسنت در محدود شدن بيماري و افزايش رشد گياه بر 

  :پايه مشاهدات ذيل استوار است

توقف فعاليت آنتاگونيستي سودوموناسهاي محرك  )1

رشد گياه در شرايط طبيعي و نيز در محيط 

  آزمايشگاهي با افزودن آهن سه ظرفيتي محلول 

حاصل از سودوموناس  Sidنايي موتانت هاي اعدم تو )2

اي محرك رشد گياه در محدود ساختن عوامل ه

 افزايش رشد ريشه و ازدياد محصول  ،بيماريزا

ممانعت سيدروفورهاي خالص شده از رشد عوامل  )3

ثير مثبت آنها در أبيماريزا در شرايط آزمايشگاهي و ت

 افزايش رشد گياه

در بين سودوموناسهاي فلورسنت سيدروفورهاي توليدشده 

از نظر ساختمان شيميايي با توسط سويه هاي مختلف 

  .)17( يكديگر متفاوتند

كل دو تيپ سيدروفور توسط ميكروارگانيسم ها توليد  در

 مي شوند

 Hydroxamateهيدروكساميت  - الف

  ).Cate chol  )14، 15تركيبات كاتكول - ب 

 .Bدر بررسي انجام شده مشخص گرديد جدايه هاي 

subtilis   نتيجه اين تحقيق توليد سيانيد هيدروژن نكرده و

اما  ،ردمطابقت دا )8( 1983در با تحقيقات كاستريك 
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. جدايه سودوموناس فلورسنت توليد سيانيد هيدروژن نمود

كه  ندمشخص كرد) 22( 1986در  استاتز و همكاران

سودوموناسهاي فلورسنت جداسازي شده از ريزوسفر 

با توليد سيانيد هيدروژن باعث كنترل  ،گياهان توتون

 .مي شوند  Thielaviopsis basicola ري ناشي ازبيما

Defago   نشان دادند كه ) 10( 1990و همكاران در

مكانيزم اصلي بازداري بيماريهاي مختلف توسط سويه 

CHAO Pseudomonas fluorescens  توليد ماده فرار

ند تركيب مذكور دو متذكر شاست مذكور توسط اين سويه 

شمار مي آيد و نيز اين  براي قارچها ماده اي سمي به

 موجب انگيزش تشكيل ،ثير بر متابوليسم گياهأتركيب با ت

همچنين احتمال دادند . ريشه هاي مويين فراوان مي گردد

، ثر باشدؤمنيز اين تركيب در افزايش مقاومت گياه ميزبان 

 .CHAO Pتوسط سويه  HCNنكته جالب آنكه توليد 

fluorescens  انجام مي گيردبر اثر حضور عنصر آهن .

بعبارت ديگر مي توان اينگونه نتيجه گرفت كه در هنگام 

سودوموناس فلورسنت توليد  كمبود آهن باكتريها ي

تركيب سيدروفور و در شرايطي كه عنصر آهن به مقدار 

در هر  و كنند مي  HCNكافي در دسترس مي باشد توليد 

ي بازداري از رشد و فعاليت عوامل بيماريزا اعثصورت ب

  .گياهي مي شوند

ثير تركيبات ضد قارچي فرار جدايه هاي أدر بررسي ت

و باسيلوس مشخص گرديد كه تمامي جدايه سودوموناس 

اي قارچ روي محيط  ها قادر به بازداري از رشد ريسه

 )درصد گلوكز 2آگار غذايي محتوي (  NAG كشت

نشان دادند كه  )11( 1993در فيدامن و روزال  .هستند

نيز  B. subtilisتركيبات فرار  ،تركيبات غير فرار علاوه بر

نقش  Pythium ultimumو  R. solaniدر بازداري از رشد 

تركيبات ضد   nv  1997در  كيل و همكاران. ثري دارندؤم

قارچي فرار جدايه هاي سودوموناس فلورسنت را بعنوان 

 دانند  يكي از مكانيسمهاي كنترل بيماريهاي قارچي مي

توان نتيجه گرفت كه در خصوص عدم توانايي مي  .)12(

اين بيماري در اين آزمايشها  كنترلجدايه هاي ديگر در 

 توليدشايد عدم توانايي آنها در كلونيزه نمودن ريشه يا 

قارچي است و در واقع يك مشخصه براي  مواد ضداندك 

كنندگان ريشه اينست كه آنها بايد در برابر مكانيسم  كلنيزه

روي سطوح ريشه ها . نمايندميزبان مقاومت هاي دفاعي 

آنزيمهايي وجود دارند كه مي توانند باعث توليد مواد 

دار مثل پراكسيد هيدروژن و  اكسيژن
2o بنابراين  شوند؛

كلنيزه كنندگان خود را در برابر اين عوامل  استلازم 

  .)10( مصون دارند

 منابع
بيماريزاي  عوامل، مهار بيولوژيك 1379. مي، عو كري. م احمدزاده،) 1

 توسـط باكتريهـا  ) ريزوسـفر ( گياهي خاك در محيط اطراف ريشه

آمـوزش كشــاورزي، وزارت كشـاوزري، تهــران،    نشــر). ترجمـه (

  .صفحه26، 19شماره

. گيـاهي  خـاكزاد ، بيوكنترل عوامل بيماريزاي 1371، .زاده، ن حسن) 2
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Abstract 
Different species of Bacillus and Pseudomonads are among the most important bacterial 

antagonists that are capable of controlling  phytopathogenic fungi and bacteria. In the 

green house experiments, 5 bacterial isolates  belonged to Bacillus ( Sch-5،Sch-3  ، Ssh-

4,Ssh-3) and Pseudomonads Ckk-1 which showed higest effectiveness in controling of 

Rhizoctonia solani (isolates RsK and RsA) were selected. In experiment for 

investigation of  Antibiotic production percent inhibiton of mycelial growth of R solani 

by bacterial isolates was determined.This experiment carried out for RsK isolate in 3 

treatments(2 bacterial isolates and control) with  3 replications and for RsA in 5 

treatments (include 4 bacterial isolates and control ) with  3 replications. Growth of RsA 

on NAG was determined 5 days later.The results showed that Sch-3،Ssh-3  ، Ckk-1،Ssh-4 

inhibitory effect against RsA were 58/8% .62/2% .74/4% .83/3% respectively. Isolates 

Sch-3 and Sch-5 inhibitory effect were 68/8% and 60% against RsA respectively. In 

another experiment, to study volatile metabolites produtions in 3 treatments ( 2 bacterial 

isolates and control ) with  3 replications for RsK and in 5 treatments ( 4 bacterial 

isolates and control ) with  3 replications for RsA. The results indicated that fungal 

isolate RsK growth was about 8mm against bacterial isolates Sch-5, Sch-3 and fugal 

isolate RsK against Ckk-1, Ssh-4, Sch-3, Ssh-3 was 8, 8, 10,12mm respectively. there 

were significant differences among control and other treatments.The over all results 

indicated that all bacterial isolates could produce volatile and non-volatile metabolites 

and Ckk-1 isolate of Pseudomonas was capable of siderophore and hydrogen cyanide  

production which are their most important mode of action against plant pathogenic 

microorganisms. 

Keywords: Antagonistic bacteria, hydrogen cyanide, siderophore and antimicrobial 

metabolites. 

 

 

  

  
 


