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 يكي بيماريژ در كنترل بيولوBacillus subtilisباكتري آنتاگونيست  بررسي تأثير
  مرگ گياهچه چغندرقند

Investigation of antagonistic effect of Bacillus subtilis on biological 
control of sugar beet damping-off disease 

  
3 و حميد روحاني2بهروزجعفرپور ، 2ماهرخ فلاحتي رستگار ،1مائده شهيري طبرستاني

    
 در Bacillus subtilisبررسـي تـأثير بـاكتري آنتاگونيـست      .1383 . روحاني. جعفرپور و ح. ب, فلاحتي رستگار. م, شهيري طبرستاني. م

161-174): 2(20 چغندرقند .مرگ گياهچه چغندرقند يكي بيماريژكنترل بيولو
  

  چكيده
  ، B.s.Ham ، اثر سه جدايـه Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn ستي باكتريبا توجه به قدرت بالاي آنتاگوني

 مورد Rhizoctonia solani  در شرايط آزمايشگاه و گلخانه بر بيماري مرگ گياهچه چغندرقند ناشي از202 و204
 R.solani ا توانـستند از رشـد  ه كليـه جدايـه  ،PDA در كشت دو طرفه روي محـيط كـشت   .مطالعه قرار گرفت

.   را كنتـرل نمودنـد  R.solani به خوبي رشـد ميـسليوم    B.subtilisايهاي فرار جدايههمتابوليت. جلوگيري كنند
 در ايـن .  تحت تأثيرچند محيط كشت مطالعه شـد B.subtilis ايهاي فرار جدايههقابليت بازدارندگي متابوليت

دگي، بهترين اثر را در جلـوگيري از         درصد بازدارن  22/62 با   PDA روي محيط كشت   B.s.Ham جدايه   ،آزمايش
ترشحات مايع خارج   )  درصد 2-5-10-15-25( اثر بازدارندگي پنج غلظت      .نشان داد  R.solaniرشد ميسليوم   
 درصـد  25بررسي شد و مشخص گرديد كـه غلظـت   R.solani  اي باكتري در جلوگيري از رشدهسلولي جدايه

 درصـد، بيـشترين تـأثير را در جلـوگيري از رشـد              70/73بـا  B.s.Ham ترشحات مايع خارج سـلولي جدايـه      
ي مشخص شد كـه پوشـش دادن بـذر چغندرقنـد بـا عوامـل                ااي گلخانه هدر بررسي .  دارد R.solaniميسليوم

ا ه دركاهش مرگ و مير گياهچـه )Soil drenching (ا به خاكه و يا اضافه نمودن آن)Seed coating (آنتاگونيست
در .  اري وجـود داشـت  ددارد و از اين نظر بين تيمارها تفاوت معني  ثر بوده   مؤ روز پس از كاشت،      30در فاصله   
نـشان   درصد نسبت به شاهد آلوده، بهترين تأثير را در كنترل ايـن بيمـاري   59/64 با  B.s.Hamا،هبين جدايه

اي آنتاگونيست به خاك نسبت به پوشش دادن بذر، دركـاهش مـرگ و        هدر مجموع، اضافه نمودن باكتري    .  داد
  .ثرتر بوده استؤميرگياهچه م

  
  Bacillus subtilis ,Rhizoctonia solani ,مرگ گياهچه چغندرقند, يكيژ كنترل بيولو:اي كليديههژوا

                                                           
 كارشناس ارشد بيماري شناسي گياهي از دانشگاه فردوسي مشهد  - 1
  دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد علمي عضو هيئت  - 2
   سينا همدان علي دانشگاه بوي دانشكده كشاورزعلميعضو هيئت  - 3
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  مقدمه 
ن ياز مهمترRhizoctonia solani  قارچ   

اين بيمارگر . اشدب مرگ گياهچه چغندرقند ميعوامل
 . ودشموجب پوسيدگي ريشه و طوقه چغندرقند نيز مي

، Pytium ultimum اي ديگري نظيرهقارچ

P.aphanidermatum ،Phoma betae و  

Aphanomyces cochlioides  نيز مسبب مرگ
گياهچه و پوسـيدگي ريشه چغندرقند 

  كه بجز)Whitney and Duffus 1986(اشندبمي

A.cochlioides  بقيه نيز از مناطق مختلف چغندركاري
؛ عباسي مقدم و 1374ارشاد (ند اايران گزارش شده

   .)1379؛ كاشي و همكاران 1377همكاران 
 طي Gerik 1998) (Gray and گري و گريك

تحقيقي اعلام نمودند استفاده از بذرهاي چغندرقند با 
اي تيرام و آپرون تيمار هكيفيت بالا كه با قارچكش

گياهچه  واند بيماري مرگتند، تا حدي مياشده
ين اظهار داشتند، افزودن هم چن. چغندرقند را مهار نمايند

مواد آلي به خاك موجب افزايش فعاليت 
 R. solani  اي بازدارنده رشد قارچهميكروارگانيسم

وند، لذا افزودن بقاياي گياهاني مانند جو، ذرت و شمي
به منظور (ار دنژيولاف به همراه كود شيميايي نيترو

به خاك، كاهش ميزان ) تسريع در تجزيه بقاياي گياهي
ايشان . گياهچه چغندرقند را در پي دارد ري مرگبيما

ابراز اميدواري نمودند، با توجه به تحقيقات اخير در زمينه 
يك جهت كنترل اين بيماري، ژاستفاده از عوامل بيولو

با توجه . ثرتري اين بيماري را مهار نمودؤبتوان به طور م
خاكزي است و براي بقاي R. solani  به آن كه قارچ

اي متراكم و هي و گسترش خود در خاك، تودهساپروفيت
غم تأثير نسبي رند، لذا عليكسخت ميسليومي توليد مي

ي از مواد شيميايي در كنترل اين بيماري، به نظر اپاره
 ميرسد كاربرد تركيبات شيميايي جهت مهار بيماري،

.  اشدباقتصادي و زيست محيطي قابل توجيه نمي ازنظر
يكي يكي از ژل بيولوبدين جهت تصور ميشود كنتر

  .  اي مناسب مبارزه با اين بيماري باشدهروش
جداشده از  Bacillus اي مختلف جنسهگونه

خاك يا سطح برگ به دليل توليد دامنه وسيعي از 
ند اتركيبـات ضد ميكروبي مورد  توجه قرار گرفته

Baker et al.1985).(  در مورد نوع تركيبات
اي هع جدايهضدميكروبي موجود در ترشحات ماي

B.subtilis تحقيقات زيادي صورت گرفته و مشخص ،
 طيف وسيعي از B.subtilis ايهشده است كه استرين

، (Mycosubtilin)ا ازجمله مايكوسوبتيلينهيوتيكبآنتي
   ،(Subtilin)، سوبتيلين(Eumycin)ائومايسين

 ، باسيليسين (Bacillomycin)باسيلومايسين 
(Bacilicin)آ، بي، سي  ، باسيلوپپتين (Bacillopeptin 

A,B,C) ايسينم، توكسي(Toximycin) ،ايتورين آ، دي ، 
 را (Fengimycin)ايسينمو فنجي (Iturin A,B,E) اي

ي در خاصيت امايند كه نقش عمدهنتوليد مي
ا، مخمرها و هآنتاگونيستي اين باكتري عليه قارچ

 ;Besson and Michel 1986 (ا داردهباكتري
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Loffler et al.1986; Mckeen et al. 1986 

Ferreira et al. 1991; Kajimora et al. 1995;(  .
ا و هباكتري از طريق رقابت با B.subtilis باكتري
وجود .  ودش ميگياه اي مضر موجب افزايش رشدهقارچ

تركيب اسيد جيبرليك در عصاره كشت باكتري، اثر 
 به . را بر رشد گياه نشان داده استB.subtilis مستقيم

اين ترتيب باكتري با تغيير فعاليت هورموني و افزايش 
رشد بخصوص رشد ريشه، موجب افزايش سطح جذب، 

اي مختلف و هافزايش رشد گياه، فرار گياه از بيماري
.  (Mckeen et al. 1986)افزايش محصول خواهد شد

به ) B.subtilis از جمله باكتري(ا هاستفاده از باكتري
ياه و ميزان محصول در سال منظور افزايش رشد گ

 اعتبار 1970 در روسيه آغاز گرديد و در سال 1950
).  1377رجوع شود به امتي (ييد رسيد أعلمي آن به ت

 صورت تجاري با نامبه   B.subtilis A-13 استرين
Quantum 4000 و به صورت آغشته  وارد بازار شده
باعث   وولوبيا استفاده شده زميني، پنبه كردن با بذر بادام

  .)Turner et al.1991(افزايش عملكرد گرديده است
را  B.subtilis باكتري) Dunleavy 1955 (دان ليوي

به كار ) عامل مرگ گياهچه چغندرقند (R.solani عليه
برد و نتيجه گرفت كه اين باكتري در شرايط آزمايشگاه 
و گلـخـانه كـنترل خـوبي علـيه بيـماري مـرگ 

مك نايت و .   داشته استگياهچه چغندرقند
در تحقيقي  (Mcnight and Rossal 1990)رسال

يكي از  B.subtilis MBI 600نشان دادند، استرين

عامل مرگ گياهچه ( R.solaniاي مؤثر هآنتاگونيست
تري م سانتي0-10، توانست ريشه پنبه را در طول )پنبه

 در بررسي كارآيي  .آن براي بيش از چهارماه كلنيزه كند
B.subtilis  دركنترل پوسيدگي ريزوكتونيايي ريشه

اين  نخودفرنگي مشخص شد ترشحات خارج سلولي
اثر  R.solani باكتري درشرايط آزمايشگاهي عليه

ي نيز توانسته ميزان ابازدارنده داشته و در شرايط گلخانه
و در نتيجه علائم پوسيدگي  R.solani آلودگي به

ان چشمگيري كاهش ريزوكتونيايي ريشه نخود را به ميز
 و   فيدامن).Hwang and Chakravarty 1992 (دهد
 طي گزارشي )(Fiddaman and Rossal 1993رسال

 B.subtilis (NCIMB 12376)اعلام  نمودند، استرين
ند كتوليد مي R.solani تركيبات فرار ضد قارچي عليه

  .ابديكه رشد قارچ  درحضور آن به شدت كاهش مي
 بالاي آنتاگونيستيبـاتـوجـه به قدرت 

Bacillus subtilis  و ماندگاري آن به دليل توليد
اندوسپور و استفاده مؤثر آن به صورت پودر 

 جدايه دريافتي از 3 اثر ، (Turner et al. 1991)وتابل
در آزمايشگاه   Rhizoctonia solaniباكتري روي قارچ

  .و گلخانه مورد بررسي قرارگرفت
  

               اهمواد و روش
 R .solani ييآزمون بيماريزا -1
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اي ه جدا شده از گياهچهR.solaniي از اجدايه
وري شده از مزارع حومه مشهد، دريافتي از آبيمار جمع

 تحقيقات بخش يعضو هيئت علم( مهندس عباسي
در آزمايشات )  خراساني گياهياهآفات و بيماري

اين آزمون با  .بيماريزايي مورد استفاده قرار گرفت
 Inoculum Layer (ستفاده از روش لايه مايه تلقيحا

Technique(هر بدين ترتيب كه درون  . انجام شد 
 250،  حدود ترمي سانت10 به قطر يگلدان پلاستيك

  ظرفيك.  ريخته شد خاك استريلترمكعبمسانتي
 R.solani روزه قارچ هفت  كلني ازيترمي سانتنه يپتر

س از خرد پ ( درصددوگار آ آب ي محيط كشترو
ترمكعب م سانتي50سپس . اضافه شدبه خاك) نمودن

جهت تيمار  .ديگر از خاك استريل روي آن افزوده شد
 شاهد از محيط آب آگار دو درصد خالص فاقد كشت

 عدد بذر چغندرقند رقم 12سپس  .قارچ استفاده گرديد
 يك درصد به  سديم كه قبلاً توسط هيپوكلريت7233
و دو بار با آب مقطر استريل  دقيقه ضدعفوني سهمدت 

 درون گلدان يشستشو شده بودند، با فواصل مساو
در نظر ) گلدان(براي هر تيمار چهار تكرار  .كشت شدند
 در شرايط گلخانه  نگهداري روز18  پس از .گرفته شد

اي داراي ه گياهچهراد،گي درجه سانت26± 7يبا دما
نتقل علائم باريك و سياه شدن طوقه، به آزمايشگاه م

 PDAاز محل آلودگي روي محيط غذايي  .گرديدند
قارچ رشد يافته جداسازي و مشخصات . كشت شد

  .ماكروسكپي و ميكروسكپي آن مورد بررسي قرارگرفت

 .Bبـررسي قـدرت آنتـاگـونيستي جدايه هاي   -2

subtilis  در برابر قارچR.solani  

دريافتي از  B.subtilis از باكتريجدايه سه 
 ي دانشكده كشاورزيعضو هيئت علم(وحاني دكتر ر

پس از كشت مجدد، خالص ) سينا همداني دانشگاه بوعل
 ،B.s.Ham  ا با مشخصاتهاين جدايه  .سازي شدند

 از خاك مزارع اطراف همدان جمع آوري  204 و202
  .نداشده

اي هبه منظور بررسي قدرت آنتاگونيستي جدايه
B.subtilis در برابرقارچ R.solani ،ز روش كشت دو ا

به اين ترتيب كه باكتري آنتاگونيست . طرفه  استفاده شد
محيط  در يك طرف ظرف پتري حاوي) جدايه موردنظر(

ي كشت گرديد و به مدت ا به صورت لكهPDAكشت 
راد در انكوباتور گ درجه سانتي25 ساعت در دماي 48
 ساعت در مقابل هر جدايه 48پس از . اري شددنگه

 R.solani تري از قارچم ميلي5ك باكتري، يك ديس
براي هرجدايه آنتاگونيست سه ظرف پتري . قرار داده شد

ظروف پتري به انكوباتور با . در نظر گرفته شد) تكرار(
پس از شش .  راد انتقال يافتندگ درجه سانتي28دماي 

يري گاي باكتري، اندازههروز قطر هاله بازدارنده جدايه
   .شدند

  
 Bacillus ايهثير جدايهأم تبـررسـي مـكانيس -3

subtilis  
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 بررسي اثر ترشحات مايع خارج سلولي -الف
(Culture filtrate)ايه جدايه B.subtilis  در

اين  عامل بيماري قارچ ميسليوم جلوگيري از رشد
 Singh and) آزمايش مطابق روش سينگ و دورال

Deveral 1984) ،ا انجام شد و هدف از انجام آن
اي مختلف ترشحات مايع خارج هيي غلظتبررسي توانا

جلوگيري از رشد  ، درB.subtilis ايهسلولي جدايه
بدين منظور يك لوپ   . بود R.solani  ميسليوم قارچ

 ساعته هر جدايه آنتاگونيست در يك 24ازمحيط كشت 
يتر محيط كشت ل ميلي50يتري حاوي ل ميلي250ارلن 

 (Potato dextrose broth)مايع سيب زميني، دكستروز
بعداز هفت روز . كه قبلا استريل شده بود، كشت داده شد

 25اي حاوي جدايه آنتاگونيست در حرارت هكه ارلن
 120 با (orbital)راد روي شيكر دورانيگدرجه سانتي

دور در دقيقـه قـرار داده شـد، مـحتـويـات هـر ارلن 
 پس از عبور از كاغذ صافي واتمن شماره يك با نيـروي

gr 10000)  14گردان، BECKMAN Model J2-

21M( محتويات هر .  دقيقه سانتريفوژ گرديد20 به مدت
ارلن به طور جداگانه توسط دستگاه پمپ خلأ و 

 ميكرومتري، فيلتر 45/0يك ژاي ميكروبيولوهصافي
براي بررسي تاثير عصاره حاصله، ابتدا محيط . شدند
 و 19، 18، 17، 15اي ه با حجمPDA كشت
يتر درون لوله ريخته شد و پس از استريل ليليم600/19

 400و 1000، 2000، 3000، 5000نمودن، به ترتيب 
اي آنتاگونيست، به هميكروليتر از عصاره هر يك از جدايه

راد گ درجه سانتي45 با دماي  PDAاي حاويهلوله
اضافه و مخلوط شد و سپس به ظروف پتري استريل 

اره، سه تكرار تهيه براي هر غلظت از عص.  انتقال يافت
 فاقد (PD)در تيمار شاهد از محيط كشت مايع . شد

 ميكرومتري عبور داده شده 45/0باكتري كه از صافي 
پس از انعقاد محيط كشت، يك . بود، استفاده گرديد

اي فعال كشت سه هتري از حاشيه كلنيم ميلي5حلقه 
.  روزه ريزوكتونيا، در وسط هر ظرف پتري قرار داده شد

ساعت پس از انتقال ظروف پتري  به انكوباتور با  96
راد، قطر كلني ريزوكتونيا در گ درجه سانتي26±1دماي 

ظروف پتري حاوي عصاره و ظروف پتري شاهد فاقد 
اين آزمايش در قالب طرح . يري شدندگعصاره، اندازه

 تصادفي به اجرا "فاكتوريل دو عاملي با متن كاملا
 B.s.Ham ، 204 ،شاهد (اهدرآمد، فاكتور اول جدايه

  . سطح بوده است5و فاكتور دوم، غلظت در ) 202و
قطر رشد (اي به دست آمده از آزمايشهداده

مورد تجزيه و تحليل آماري قرار ) ميسليوم در هر غلظت
ندي دو عامل جدايه و غلظت با استفاده از بگرفت و گروه

آزمون دانكن در سطوح يك درصد و پنج درصد انجام 
 براي تعيين درصد بازداري از رشد ميسليوم قارچ .گرديد

  :عامل بيماري از رابطه ذيل استفاده شد
      )رشاهددميانگين قطررشدميسليوم -تيمارهرردميانگين قطررشدميسليوم(×100

  درصد ممانعت از رشد = 
  ر شاهد            ميسليوم قارچ عامل بيماريد           ميانگين قطررشد ميسليوم
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اي هاي فرار جدايهه بررسي اثر متابوليت-ب
 در جلوگيري از رشد ميسليوم B.subtilis آنتاگونيست

اين تحقيق مطابق روش : قارچ عامل بيماري
 انجام (Fiddaman 1993; Fiddaman1994)فيدامن

 جهت كشت باكتري از سه نوع در اين آزمايش.  شد
 ، Potato Dextrose Agar(PDA) محيط كشت

Nutrient Agar لوكزگحاوي دو درصد دي(NAG) 
  : به شرح زير استفاده شدNutrient Agar(NA)و

 ميكروليتر از سوسپانسيون كدري از 200ابتدا 
 روي آگار B.subtilis ايه ساعته جدايه72كشت 

.   پخش شدNAو  PDA غذايي حاوي دو درصد گلوكز،
 37 ساعت پس از قرار دادن ظروف پتري در دماي 24

راد، در بالاي هر يك از ظروف پتري گدرجه سانتي
حاوي جدايه آنتاگونيست، ظرف پتري حاوي يك حلقه 
ميسليومي از كشت سه روزه ريزوكتونيا قرار داده شد و 
دور تا دور هر ظرف پتري با پارافيلم و چسب مسدود 

تري از محيط م ميلي5اي هيمار شاهد حلقهدر ت. شد
PDAحاوي قارچ  R.solani  در مقابل ظروف پتري 
.   فاقد باكتري قرار داده شدNAو PDA ، NAG حاوي

 26±1پس از انتقال ظروف پتري به انكوباتور با  دماي 
راد، قطر كلني ريزوكتونيا پس از چهار روز، گدرجه سانتي

 " قالب طرح كاملااين آزمايش در .يري شدگاندازه
 و ,B.s.Ham 202 ,204(تصادفي، شامل چهار تيمار

انجام ) براي هر نوع محيط كشت(و سه تكرار ) شاهد
قطر رشد (اي به دست آمده از آزمايش هشد و داده

.  مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتند) ميسليوم
ي اندي تيمارها با استفاده از آزمون چند دامنهبگروه

.   سطوح يك درصد و پنج درصد انجام شددانكن در
براي تعيين درصد بازداري از رشد ميسليوم قارچ عامل 

  . استفاده گرديد3-بيماري، از رابطه ذكر شده در بند الف
 

 در جلوگيري B.subtilisاي آنتاگونيست هجدايه  تأثير-4

  از مرگ گياهچه چغندرقند در شرايط گلخانه

 ,202 هيجدا سهوجه به اثرات مطلوب ـاتـب

204, B.s.Hamا ه آن تأثيرزانيشگاه، ميط آزماي در شرا
چغندرقند در گلخانه به دو مرگ گياهچه در كاهش 

 و آغشته (Soil drenching)اشي خاكپروش محلول
.  مورد مطالعه قرار گرفت (Seed coating)سازي بذر

 10 به نسبت ،جز تيمار شاهد غيرآلودهه ا بهخاك گلدان
قارچ تكثيرشده ( R. solani  اينوكلوم بايدرصد حجم

 95 و5 به نسبت - محيط آرد ذرت و ماسه استريل يرو
جدا شده از مرحله گياهچه )  به مدت يك ماه-درصد 

 تيمار شاهد غيرآلوده فقط جهت. مخلوط شد چغندرقند،
ينوكلوم ا بدونآرد ذرت و ماسه استريل به همان مقدار

R. solani ازي خاك با سهبراي آلود. استفاده شد
آنتاگونيست، از سوسپانسيون سلول  ايهجدايه

اي آنتاگونيست استفاده شد، بدين ترتيب كه با هباكتري
يتر آب مقطر استريل حاوي يك ل ميلي10اضافه كردن 

در ليتر به هر ) مايع ظرفشويي(ننده كقطره ماده خيس
ا، ه ساعته جدايه48ظرف پتري حاوي كشت 
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 1010 نسبتته شدند و به اي توليد شده  شسهباكتري
ا مخلوط هسلول باكتري در هر گرم خاك مرطوب گلدان

ازي بذر به سبه همين ترتيب نيز براي آغشته. گرديدند
با غلظت اي آنتاگونيست، سوسپانسيوني هسلول باكتري

يتر آب مقطر استريل لسلول باكتري در هر ميلي 1010
  گرم در ليتر صمغ عربي تهيه شد و بذرهاي2حاوي 

ر و دقيقه در آن غوطه30به مدت ) 7233رقم (چغندرقند 
.  گرديدند، سپس بذرها در زير هود استريل خشك شدند

به منظور .  عدد بذر چغندرقند كاشته شد12در هر گلدان 
حذف هر گونه آلودگي احتمالي بذر مورد استفاده، قبل از 

 دقيقه با محلول هيپوكلريت سديم 3كاشت، به مدت 
عفوني شده و دو بار به وسيله آب مقطر يك درصد ضد

اين آزمايش در قالب . استريل، شستشو و خشك گرديدند
ا هگلدان.  تصادفي در چهار تكرار انجام شد"طرح كاملا

 درجه  26±7 روز در شرايط گلخانه با حرارت30به مدت 
.  اري و هر سه روز، يك بار آبياري شدنددراد نگهگسانتي

 روز 30 و 20، 10اي هدر فاصلهاي سالم هتعداد گياهچه
اي سالم ه شمارش و درصد گياهچه،پس از كشت

 چغندرقند در اثر ياهگياهچهدرصد تلفات . محاسبه شد
  . از رابطه زير بدست آمدي، بيمار عاملقارچ

اي به دست آمده از آزمايش مورد تجزيه و هداده
ندي تيمارها با استفاده بگروه. تحليل آماري قرار گرفتند

ي دانكن در سطوح يك درصد و ااز آزمون چند دامنه
  .   پنج درصد انجام شد

  
              نتايج

   R.solani آزمون بيماريزايي -1

 روز، به صورت 5-7م بيماري پس از ئاولين علا
 روز از 18درطي . دن طوقه ظاهر شدشباريك و سياه

اي داراي هني قارچ به گياه ميزبان، گياهچهززمان مايه
و پس از  خارج شدند اهم بيماري از درون گلدانئعلا

 كشت PDA شستشو با آب مقطر استريل بر روي محيط
نگ سفيد مايل به كرم به كلني قارچ ابتدا به ر. شدند

صورت دواير متحدالمركز رشد نموده و پس از دو هفته 
 پس از تهيه  .ي گرديدارنگ آن تيره و متمايل به قهوه

يافته روي محيط كشت  ميكروسكپي از قارچ رشد اسلايد
PDA درجه انشعابات هيف با هيف اصلي، 90، زاويه 

د از تشكيل ديواره عرضي بعد از آن، فشردگي هيف بع
 (Dolipore)انشعاب، وجود ديواره عرضي از نوع دوليپور 

 قارچ مورد ي هيف، مشاهده شد لذااو رنگ مايل به قهوه

 روز 18پس از . تشخيص داده شد R.solani نظر
 1اي سالم و از بين رفته به شرح جدول هگياهچه

  .شمارش و درصد آلودگي تعيين گرديد

  
  )الم موجوددرشاهد غيرآلودهسياهگياهچهوجوددرتيمارـتعدادمالمسياهگياهچهتعداد(×100

   سالم موجود در شاهد غيرآلوده ياهتعداد بوته                     
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  R. solani  اي چغندرقند تلقيح شده با قارچه درصد مرگ و مير گياهچه1جدول 
Table1  Percent of mortality of sugar beet seedlings inoculated by R. solani  

 
  اي غيرآلوده                                     درصد آلودگي    ه      تعداد گياهچه        اي آلوده               ه       تعداد گياهچه   تيمار                    

     Infection percent              No. of  non- infected seedlings            No. of infected seedlings       Treatment  
                                                           

       R. solani                  36                                      12                                                      75 شاهد آلوده به 
(Infected control by R. solani)   

 
          R. solani          0                                        48                                                           0 شاهد غيرآلوده به 

(Non-infected control by R. solani)  
 
  

 در B.subtilisاي ه قدرت آنتاگونيستي، جدايه-2
  برابر قارچ عامل بيماري

 دراين بررسي، ميانگين قطر هاله بازدارنده

 ندازه گيري شد كها در سه تكرار اههريك از جدايه

 23به اندازه  B.s.Ham بيشترين مقدار مربوط به جدايه
 202 و 204 ايهاين مقدار در جدايه. تر بوده استمميلي

باتوجه به اين كه . تر تعيين گرديدم ميلي9و12به ترتيب 
ميانگين قطر هاله بازدارنده هر سه جدايه فوق بيشتر از 

اي هتر بود، هر سه جدايه در بررسيم ميلي5
  .ي مورد استفاده قرار گرفتنداآزمايشگاهي و گلخانه

  
   Bacillus subtilis ايهمكانيسم تأثير جدايه -3

 نتايج بررسي اثر ترشحات مايع خارج -الف
 در B.subtilis ايه جدايه(Culture filtrate) سلولي

براساس : جلوگيري از رشد ميسليوم قـارچ عامل بيماري
، هـر سـه جـدايه )2-جـدول(ـا همقايـسه ميـانگـيـن

B. subtilis با توليد ترشحات مايع، موجب كاهش رشد ،
 شدند كه در اين ميان جدايه R.solani ميسليوم قارچ

B.s.Ham كمترين تأثير را در 202 بيشترين و جدايه 
با .  جلوگيري از رشد ميسليوم قارچ عامل بيماري داشتند

در محيط افزايش غلظت ترشحات مايع خارج سلولي 
ا در جلوگيري از رشد ميسليوم قارچ، هكشت، تأثير آن

به طوري كه در اين آزمايش تأثير غلظت . افزايش يافت
ا بود هبيشتر از ساير غلظت)  درصد25( ميكرو ليتر 5000

.)1نمودار(
 

  

Archive of SID

www.SID.ir



169 1383/ 2شماره / 20جلد / چغندرقند

  R.solani  در جلوگيري از رشد ميسليوم قارچB.subtilis اي باكتريه تأثير ترشحات مايع جدايه2جدول
Table 2 Effect of culture filtrates of B.subtilis isolates on inhibition of mycelial growth of 

R.solani    
 

 مارها             گروه بندي تي                                  درصد بازدارندگي                       )ميلي متر(ميانگين قطر كلني                       جدايه     
     (Isolate)  Average of Colony’s Diameter (mm)       Inhibition Percent         Treatments Classification        

   5%                     1% 

    d                  c                                      32.96                                          60.33                              B.s.Ham 
    c                  b                                      13.96                                          77.44                                    20 4  

      b                  b                                      11.42                                          79.72                                    202   
   a                  a                                           0                                                90                                 Control  
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  R.solani ميسليوم  در جلوگيري از رشدB.subtilis اي باكتريهاي مختلف ترشحات مايع جدايهه تأثير غلظت1نمودار 
Fig. 1 Effect of different concentrations of B.subtilis culture filtrates on inhibition of mycelial 

growth of R.solani 
  

    بر اساس مقايسه ميانگين اثرات متقابل، در 
ترشحات مايع خارج )  درصد25( ميكروليتر5000غلظت

 درصد، نسبت به 70/73با  B.s.Ham سلولي جدايه
شاهد، بيشترين تأثير را در جلوگيري از رشد ميسليوم 

در حالي كه در اين غلظت، .  داشته استR.solani قارچ
 92/25 و 81/34 به ترتيب 202  و204 اثر دو جدايه

در اين غلظت بين تيمارها ازنظر آماري . درصد بوده است

اري در سطح يك درصد و پنج درصد وجود دتفاوت معني
 2000و ) درصد15( ميكروليتر 3000در غلظت . داشت

، بيشترين درصد بازدارندگي مربوط )درصد10(ميكروليتر 
 داراي 202و 204  بود و دو جدايهB.s.Ham به جدايه

دو جدايه اخير در يك گروه ( يكساني بودند "تأثير نسبتا
  ).آماري قرار گرفتند
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 400و )  درصد5( ميكروليتر 1000در غلظت 
اري دبين تيمارها تفاوت معني) درصد2(ميكروليتر 
 ميكروليتر 400ا در غلظت هكليه جدايه. مشاهده نشد

ري در اري با شاهد نداشتند و از نظر آمادتفاوت معني
 ).2نمودار(يك گروه قرار گرفتند 
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  R.solani  ميسليوم  در جلوگيري از رشدB.subtilis  مختلف ايهاي مختلف ترشحات مايع جدايهه تأثير غلظت2نمودار
Fig. 2 Effect of different concentrations of culture filtrates belonging to 3 isolates of B.subtilis on 

inhibition of mycelial growth of R.solani 
   

  

ــر متابوليــت -ب ــايج بررســي اث ــهه نت ــرار جداي اي هاي ف
B.subtilis            در جلوگيري از رشـد ميـسليوم قـارچ عامـل 

  بيماري        
ا در هر سه محيط هترشحات فرار تمام جدايه

 توانستند از رشد ميسليوم NA و PDA ،NAG كشت
كه در اين ميان، .  لوگيري كنند جR.solaniقارچ 

در هر سه محيط،  با  B.s.Ham ترشحات فرار جدايه
 و 13/60(NAG)، (PDA)22/62درصد بازدارندگي 

33/53(NA) در سه محيط، با 204 بيشترين و جدايه 
 74/40(NAG) ، (PDA)30درصد بازدارندگي 

 ، كمترين تأثير را نسبت به شاهد، در (NA)55/25و

در هر .  داشتندR.solani شد ميسليوم قارچجلوگيري از ر
محيط، بين تيمارها و هم چنين بين تيمارها و شاهد، 

اري از نظر آماري در سطح يك درصد و پنج دتفاوت معني
اي به دست آمده از هر هبراساس داده. درصد وجود داشت

ا در يك گروه آماري مجزا قرار همحيط، هريك از جدايه
 . گرفتند

 

در  B.subtilis اي آنتاگونيستهيهتأثير جدا -4
جلوگيري از مرگ گياهچه چغندرقند در شرايط  

  گلخانه
 روز 30 و20، 10رداري بنتايج حاصل از يادداشت

 و 20، 10ا هپس از كشت نشان داد، درصد تلفات گياهچه
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 درصد 100 و75، 07/52 روز پس از كشت به ترتيب 30
هر سه زمان اين ميزان در شاهد غيرآلوده در .  اشدبمي

البته عدم ظهور گياهچه به . رداري صفر بودبيادداشت
اي تيمارآلوده هدليل پوسيدگي بذر نيز در تعدادي از گلدان

 مشاهده گرديد كه اين موارد نيز به عنوان R.solani به
بر اساس درصد . اي تلف شده در نظر گرفته شدهگياهچه
 روز پس از كشت، 30 و 20، 10اي سالم هگياهچه

اري دخص شد بين تيمارها و شاهد آلوده تفاوت معنيمش
 روز پس از كشت بذر 30به طوري كه . وجود داشت

اي سالم در شاهد آلوده صفر هچغندرقند، درصد گياهچه
اشد اما اين ميـزان در تـيـمـارهـاي حاوي بمي

در روش  202و  B.s.Ham ،204 ايهجـدايه
، 59/64 به ترتيب (Soil drenching)اشي خاكپمـحلول

 Seed)ازي بذرس درصد و در روش آغشته50 و 25/56

coating) درصد 16/29 و 66/41، 08/52 به ترتيب 

.  درصد است100اين ميزان در شاهد غيرآلوده . اشدبمي
اي هاي آماري نتايج حاصل از درصد گياهچههبررسي
ي ابراساس آزمون چند دامنه( روز پس از كشت 30سالم 

، سه گروه آماري مشخص را % )5و % 1دانكن در سطوح 
بين تيمارها نشان داد كه اين سه گروه به ترتيب قدرت 
قابليت كنترل كنندگي مرگ و مير گياهچه چغندرقند 

 :عبارتند از

  .اشي خاكپدر روش محلول B.s.Ham  جدايه-1
اشي خاك و پدر روش محلول202 و  204ايه جدايه-2

 .ازي بذرس در روش آغشتهB.s.Ham جدايه

 .ازي بذرس در روش آغشته202 و  204ايه جدايه-3

 در روش B.s.Ham ا جدايههدر اين بررسي
 درصد، بهترين قابليت 59/64اشي خاك با پمحلول
نندگي بيماري مرگ گياهچه چغندرقند را از خود ككنترل
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   روز پس از كشت30در جلوگيري از مرگ گياهچه چغندرقند )B.subtilis)B.s =B.s.Ham ،204 ،202 اي باكتريه تأثير جدايه3نمودار

Fig. 3 Inhibitory effect of B.subtilis isolates(B.s=B.s.Ham , 204, 202) on sugar beet damping-off  
30 days after sowing 
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  بحث
كه در اين  B.subtilis  جدايه از باكتريسه

اي همكانيسم فتند، توانستند باتحقيق مورد استفاده قرار گر
 (R.solani)ميسليوم قارچ عامل بيماري مختلف از رشد
 بررسي اثر ترشحات مايع خارج سلولي. جلوگيري كنند

)Culture filtrate( مشخص نمود كه ترشحات مايع 
اين . اثرات متفاوتي روي قارچ فوق دارند ا،هجدايه

ز نظر اي مختلف يك گونه، اهاختلافات در بين جدايه
ا، هننده از رشد قارچكممانعت و قابل انتشار مواد توليد

 Dunleavy)توسط محققين مختلفي گزارش شده است

1955; Henis and Inbar 1968; Sing and 

Deveral 1984).فرار ضدقارچي ايه  تأثير متابوليت 

)Antifungal volatiles( روي رشد ميسليوم قارچ عامل 
وانند در سه ت ميB.subtilis ايهبيماري نشان داد، جدايه

  تركيبات فرارNAو  NAG,PDA محيط غذايي

 Fiddaman)فيدامن . دنماين  توليد R.solaniعليه

 از B.subtilisاي ه نيز گزارش كرد، استرين(1993
تركيبات فرار ضدقارچي  و آنتي بيوتيك طريق توليد

 اي رده اووميست وهميسليوم قارچ رشد از توانستند

اي انجام هدر بررسي .مايندنيست جلوگيري ميبازيديوم
 ايهشده هم چنين مشخص گرديد كه جدايه

B.subtilisميسليوم قارچ  ، در جلوگيري از رشد
R.solani ،اي غذايي مختلف رفتارهاي هدر محيط

و  NAGدر محيط كشت لوكزگوجود دي. متفاوتي دارند

PDAدر جلوگيري از رشد ميسليوم (ا ه، بازدارندگي جدايه
 افزايش داده NAرا در مقايسه با محيط كشت) قارچ فوق

 به اين نتيجه رسيد، با افزودن (Howell)هاول. است
ا به محيط كشت باكتري، توليد آمونياك هكربوهيدرات

جهت جلوگيري از رشد  Enterobacter cloacaeتوسط 
 به نقل از(ردد گ متوقف مي،P.ulimum ميسليوم قارچ

Fiddaman and Rossal 1993(.     
در حالي كه نتايج تحقيقات فيدامن و رسال 

(Fiddaman and Rossal 1993) بيانگر اين موضوع  ،
لوكز در محيط آگار غذايي، موجب گاست كه وجود دي

 B.subtilisاي ضدقارچي تركيبات فرار هافزايش فعاليت
ود، اين تركيبات در جلوگيري ش ميR.solaniعليه قارچ 

.  تأثيري نداشتp.ultimum  از رشد ميسليوم قارچ
براساس نتايج فوق، فيدامن وجود آمونياك را در 

  .  غير محتمل دانستB.subtilisاي فرار همتابوليت
ي مشخص شد، بيشترين ااي گلخانههدر بررسي

 روز 10در   R.solaniاي چغندرقند در اثر هتلفات گياهچه
 20.  رددگاول پس از كشت به صورت تدريجي ظاهر مي

روز پس از كشت، شدت مرگ و مير نسبت به ميزان  30و
.   روز اول پس از كشت، كاهش يافت10اوليه آن در 

غم اين كه رنيز نشان داد علي) 1352(اد ژاحمدي ن
 روز پس از ظهور هم 50اي آلوده به اين قارچ تا هگياهچه

 روز اول بعد 10انند، اما حداكثر مرگ و مير در مپا برجا مي
 روز بعد، تلفات بسيار كم 20اشد و ب مياز ظهور گياهچه
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اي ه در بررسيB.s.Ham برتري جدايه. ودشمي
ي باتوجه به نتايج حاصل از آزمايشگاه قابل توجيه اگلخانه
چرا كه اين جدايه در مطالعات آزمايشگاهي نيز . است

ا در جلوگيري از رشد هبهترين اثر را نسبت به ساير جدايه
سد ربه نظر مي. داده بود اننش R.solaniميسليومي قارچ 

قدرت آنتاگونيستي، ترشحات فرار و مايع اين جدايه در 
ر تنندگي پايينكقابليت كنترل.  اين امر دخيل هستنند
 در روش 204 و 202اي هتيمارهاي حاوي جدايه

واند به دليل تازي بذر نسبت به ساير تيمارها ميسآغشته
ا به بذر هياي اين باكترهر سلولتقابليت چسبندگي پايين

اكثر تيمارهاي به كار رفته در اين تحقيق . چغندرقند باشد
 خوبي روي مرگ ي كنترل نسبتاًادر شرايط گلخانه

سد در صورت رگياهچه چغندرقند داشتند، لذا به نظر مي
ي با در نظر گرفتن اادامه اين تحقيق در شرايط مزرعه

وجود موادآلي و ميكروفلور خاك طبيعي، كنترل اين 
 مك نايت و روسال.  اري بهتر خواهد بودبيم

(Mcknight and Rossal 1990) نيز در تحقيقي نشان 
اي پنبه  ه توانست ريشهB.subtilis Rدادند كه استرين 

را در شرايط مزرعه براي بيش از چهار ماه كلنيزه كند و 
  محافظت R.solani اي پنبه را در مقابل قارچهگياهچه
  .نمايد

ن نتيجه گرفت، تمام تيمارهاي واتدر مجموع مي
اشي خاك، پمورد مطالعه در اين تحقيق در روش محلول

بهتر از روش پوشش دادن بذر، مرگ گياهچه چغندرقند را 

اشي خاك، پبديهي است در روش محلول. هنددكاهش مي
اي باكتري در تماس با خاك هجمعيت بالاتري از سلول
وش يرند، درحالي كه در رگاطراف بوته قرار مي

اي باكتري كمتري به سطح بذر هازي بذر، سلولسآغشته
 در زين (Jee et al. 1988) جي و همكاران .سبندچمي
به صورت  B.subtilis  نشان دادند، كاربردقييتحق

افزودن سوسپانسيون باكتري به خاك، مؤثرتر از 
اي فلفل در سوسپانسيون باكتري هركردن ريشهوغوطه
  .اشدبمي

اي ها در زيستگاههتاگونيستباتوجه به آن كه آن
ايي با شرايط فيزيكوشيميايي و همختلف و خاك

ند، با شناخت اين ااكولوژيكي مختلف سازگاري يافته
ا را افزايش داد و از هنندگي آنكوان اثر كنترلتشرايط مي

ا هاين مطالعه در توليد تجاري اين عوامل و استفاده از آن
اكزاد، استفاده اي گياهي خهدر كنترل چند جانبه بيماري

هم چنين مطالعه تأثير اين عوامل در بيماري .  نمود
   .ودشپوسيدگي ريزوكتونيايي چغندرقند پيشنهاد مي
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