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 باسيلوس و هايوسيله جدايه باکتريه  بVerticillium dahliae  بيماري پژمردگي خياريکژکنترل بيولو
 ودوموناسس

 

 ٤غلام خداکرميان و ٣داريوش شهرياري ،٢علي روستائي ،١فرفاطمه احمدي

 

 چكيده
 

منطقه ورامين بر اساس ميزان در خيار مزرعه ه ريزوسفر ناحي از بدست آمدهجدايه باكتري ٢٩٠ اثرات بيوکنترلي
 ، محيط كشت   روي ،)Verticillium dahliae( خيار   پژمردگي ورتيسيليومي  مارييبعامل  بازدارندگي از رشد قارچ     

هشت جدايه با ميزان ن آنها ياز بها داراي خاصيت آنتاگونيستي بودند كه   درصد جدايه٣٧ .قرار گرفتمورد ارزيابي 
فيزيولـوژيكي و    ،کيرفولـوژي و م هـاي  بررسـي با توجـه بـه       .بازدارندگي مختلف، براي آزمايشات بعدي انتخاب شدند      

 P4 ،Pseudomonas وP2 ،P3هاي  جدايه، P1،Pseudomonas fluorescens bv. ш بيوشيميايي، جدايه
fluorescens bv. v  ، يهـا جدايـه B1، B2و  B4، Bacillus subtilis  و جدايـه B3 ،Bacillus pumilus، 

 .V پرگنــه جدايــه بــا توليــد تركيبــات خــارج ســلولي توانســتند از رشــد  هشــت تمــامي .ص داده شــدنديتشــخ
dahliaeه  يجدا.  کنند جلوگيريP4   در . ر را در کاهش رشـد قـارچ داشـت         ين تاث يرشتيبازدارندگي ب  درصد   ۴/۹۶با

 .V پرگنـه  كـاهش رشـد   در  بيشـترين تـأثير را   درصـد بازدارنـدگي،  ۵۴/۸۴بـا   B4جدايه فرار متابوليتهاي آزمون 
dahliaeهاي  جدايه. تش داP1، P2 ،P3 و P4با توليد سيدروفور از رشد قارچ  V. dahliae در  .کردند جلوگيري
محلول پاشي اسـتفاده    بصورت  ون باکتري در خاک     يسوسپانسکاربرد   دو روش پوشش بذر و       اي از   گلخانه آزمايشات

افـزايش ارتفـاع بوتـه، وزن      بيشترين تاثير را در کاهش شدت بيمـاري، B1جدايه  ،و بذر  در آزمون تيمار خاك.شد
موجب  B2 جدايه  نيزر در تيمار بذ،و عدم حضور قارچ عامل بيماري نشان داد خشك اندام هوايي و ريشه در حضور

 مـاري ي عامـل ب ارتفاع، وزن خشك اندام هوايي و ريشه در حضور و عدم حضـور قـارچ       افزايش ،کاهش شدت بيماري  
 .گرديد

 
 Bacillus ، Pseudomonas،خيار ،ورتيسيليومي پژمردگي ،بيولوژيك كنترل: هاي كليديواژه
 
 

                                                 
 حانيس ابورياهي از دانشگاه تهران، پرديماري شناسي گيل کارشناسي ارشد بيفارغ التحص. ١
 دانشگاه تهران ، پرديس ابوريحان،پزشکيگروه گياهار ياستاد. ٤ و ٢
 هاي گياهي ورامينمرکز تحقيقات آفات و بيماريعضو هيات علمي . ٣
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 مقدمه

 بيماري پژمردگـي ورتيسـيليومي خيـار بـا عامـل          
 V. dahliaeبــار توســط جلالــي و احمــدياولــين  

 توسـط   سپس وهاي استان اصفهان       از گلخانه  )١٣٨١(
هــاي منطقــه   از گلخانــه)۱۳۸۱(ســرپله و شــهرياري 

مــاري يب ريــدر ســالهاي اخ. ديــگردورامــين گــزارش 
ــادي از     ــداد زي ــار در تع ــليومي خي ــي ورتيس پژمردگ

 بـه طـوري    هاي منطقه ورامين گسترش يافته،      گلخانه
 بــا هــا در برخــي از گلخانــهآن خســارت ناشــي از کــه 

 تخمين زده شـده  نيز  درصد  ٥٠تا   اي ارزيابي مشاهده 
کـــه ياز آنجائ ).١٣٨١ شـــهرياري، ســـرپله و(اســـت 

ي  بافت مرده گياهدرV. dahliae ميكرواسكلروتهاي 
 بـراي زبـان حسـاس     ياب م ي ـغ در   و  مي شـود   ليشکت

 كنترل  ند،مان مي باقي  در خاک  )سال۱۳( چندين سال 
بـرگ و   (  اسـت  تقريباً غيـر ممكـن    ن قارچ   ياشيميايي  
موثر و قطعـي    روش   در حال حاضر     .)۲۰۰۲همکاران،  

متيل برومايد اگر چه ، بيماري وجود نداردکنترل  براي
بـــه عنـــوان يـــك روش كنتـــرل بـــراي پژمردگـــي 

اسـتفاده از    در خاک محسوب مي شـود،  ورتيسيليومي
ــ ــدله آن ب ــرات ي ــه زيســت محيطــي ل اث ــل توجي قاب
 ـ .)۲۰۰۲برگ و همکـاران،      (باشد  نمي ل ذکـر   ي ـدلاه   ب
هاي غير شـيميايي و بيولوژيـك          استفاده از روش   شده

ورتيسـيليومي خيـار از      براي کنترل بيماري پژمردگي   
اولـين تـلاش بـراي      . اهميت بسزايي برخـوردار اسـت     

زمينـي   سـيب  روي V. dahliae  يكنترل بيولـوژيك 
آنهـا بـيش از     . )۱۹۸۵ن،  وادي و ايستو   (صورت گرفت 

زمينـي جـدا      هاي سيب    جدايه باكتري را از ريشه     ١٥٠
ــه در   ــد كـ ــراكردنـ ــگاهط يشـ ــر  يآزمايشـ  رويبـ
 V. dahliae برخــي . ســتي داشــتنديتــاثير آنتاگون

 و  Cellulomonas  ،Pseudomonasهـاي    هيجدا
ــه ــن  Streptomyces هــاي گون ــده در اي بدســت آم
دنـد و موجـب      كر احاطـه زميني را      سيب ريشه تحقيق

اي    گلخانـه  طيشـرا افزايش رشد گياه و توليد غـده در         
بذر منـداب    ماريت در .)۱۹۸۵وادي و ايستون،    ( شدند

  ،B. subtilisآغشـــــته بـــــه باكتريهـــــاي   
 P. fluorescensوStenotrophomonas 

/maltophilia  ،    در  يبيماري پژمردگـي ورتيسـيليوم 
 ٩/٢٢ و   ١٨،  ٥/١٦شرايط مزرعه به ترتيب بـه ميـزان         

 و  ٩/٢،  ٢/٤ محصـول    زاني ـمو  پيدا کرد   درصد كاهش   
بـا در نظـر      ).۱۹۹۶بـرگ،   ( افتي شيافزا درصد   ٠١/٩

ــف   ــاثيرات آنتاگونيســتي اســترينهاي مختل ــرفتن ت گ
باکتريايي جدا شده از ريزوسفر گياهان ميزبـان قـارچ          

V. dahliae. 
هدف از تحقيق اخير جداسازي و انتخـاب جدايـه          

ست جهت مبـارزه بيولوژيـک بـا        هاي آنتاگوني  باکتري
 .در نظر گرفته شدبيماري ورتيسيليومي خيار 

 مواد و روشها

   قارچ عامل بيماريجداسازيو  اثبات بيماريزائي

رقـم  ( بـذر خيـار    ابتـدا    جهت اثبـات بيمـاريزائي،    
ــا آب مقطــر  ) ســلطان ضــدعفوني و بعــد از آبكشــي ب

 .شــدند کاشــته  در گلــدان،اســتريل و خشــك كــردن
گرديد و  دو برگي از خاك خارج      در مرحله   ا  ه گياهچه

 سوسپانســيون قــارچداخــل  دقيقــه در ١٥ بــه مــدت
V. dahliae )با ) تهيه شده از مرکز تحقيقات ورامين

گرفتنـد  ليتـر قـرار       اسـپور در هـر ميلـي       ١٠٦غلظت  
 هفتـه  ٤ تـا   ٣حـدود    ).۱۹۹۲سينگلتون و همکاران،    (

 قـرار   و مـورد بررسـي     زني علائم مشـاهده    بعد از مايع  
 قسـمتهايي از دمبـرگ و     ،علائمبعد از مشاهده    . گرفت

 ـ  ١ قطعـات   بـه  ضدعفونيپس ازهاي بيمار  ساقه بوته
اين قطعات در شرايط    .  سانتيمتري برش داده شد    ٥/٠

 درجــه ۲۴ -۲۷ ياســتريل، محــيط مرطــوب و دمــا
 سـاعت انـدام     ٤٨بعـد از    . قرار داده شـدند   گراد  سانتي

 توسط  كهها ظاهر شد      نهقارچي به خوبي در سطح نمو     
حاوي PDA  سوزن مقداري از آن روي محيط كشت

يا زاپك آگار منتقل شدند و در دماي          استرپتومايسين
پس از رشـد   .نگهداري گرديدندگراد   درجه سانتي ۲۵

 .گرديد برداريقارچ، جهت بررسي ميكروسكوپي نمونه

 ستيهاي آنتاگونباکتري جداسازي

رع اي آنتاگونيست از مز   هابراي جدا سازي باكتري   
هـايي از خـاك      نمونه ،ورامين و پاكدشت   هايو گلخانه 

 نمونــه . شــدبرداشـته هــاي خيــار  اطـراف ريشــه بوتـه  
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آوري شــده از هــر مزرعــه بــه طــور  هــاي جمــع خــاك
يـك گـرم از خـاك    . جداگانه با يكديگر مخلوط گرديد  

ليتـر آب      ميلـي  نههر مزرعه درون لوله آزمايش حاوي       
 هـا  بـه روش سـري رقـت    وريختـه شـد  مقطر سترون   

(Serial dilution)ــت ــف  غلظــ ــاي مختلــ هــ
 بر  و از غلظت مناسب   سوسپانسيون خاك تهيه گرديد     

ــيط ــت  روي مح ــاي کش ) KB) King B و NAه
در انکوبـاتور   گـراد   درجه سانتي  ۲۷ريخته و در دماي     

هـايي کـه از      ساعت پرگنـه   ۲۴بعد از   .  شدند نگهداري
بودند جداسـازي و خـالص      نظر شکل ظاهري متفاوت     

 .)۲۰۰۱شاد و همکاران، ( گرديدند

 بر روي رشدها  جدايهبررسي قدرت بازدارندگي 
V. dahliaeي در شرايط آزمايشگاه 

ــاث ــجدا ۲۹۰ر يتــ ــاکتريهيــ ــر   بــ ــدبــ  رشــ
V. dahliae    اي  آزمـون چهـار نقطـه   اسـتفاده از  بـا

هـا     قدرت بازدارنـدگي هـر يـك از جدايـه          .بررسي شد 
اي كـه بـين حاشـيه          بـر اسـاس فاصـله      پس از ده روز   

ــه  ــه جداي ــارچ  پرگن ــا و ق  (Inhibition zone) ه
ــدازهجــاد يا ــود ان ــر و کــوک،  (شــدگيــري  شــده ب ول

ــاكتري ).۱۹۸۳ ــاي  ب ــا ه ــا توان ــا  ييب ــدگي ب  بازدارن
 كـــاملاً در قالـــب طـــرح اي چهـــار نقطـــهآزمـــون 

هــاي  داده. تصــادفي بــا چهــار تكــرار بررســي شــدند 
ليتـل و هيـل،      (يـل شـدند   بدست آمده تجزيـه و تحل     

ــت  .)۱۹۷۸ ــا اس ــانگين داده فب ــه مي ــااده از مقايس  ،ه
ــون   ــراي آزم ــه ب ــت جداي ــاب  هش ــدي انتخ ــاي بع ه

بـه منظـور شناسـائي باكتريهـاي آنتاگونيسـت           .شدند
ــاياز  ــيميائيآزمونهـــ ــوژيكي و ،  بيوشـــ فيزيولـــ

ــتفاده شـــد ــاران،  (مورفولـــوژيكي اسـ ــاد و همکـ شـ
يــن بررســي هــاي مربــوط بــه اتمــام آزمــون .)۲۰۰۱

 مقايسـه   و در قالب طـرح كـاملاً تصـادفي انجـام شـد           
ــانگين ــه  مي ــد دامن ــون چن ــتفاده از آزم ــا اس ــا ب اي ه

بازدارنـدگي باكتريهـا    درصـد  .دانكـن صـورت گرفـت   
ــر محاســبه  از رشــد  ــا اســتفاده از فرمــول زي قــارچ، ب

 .گرديد

 
 
 

  در شاهدپرگنهمساحت رشد _ هر تيمار  در پرگنهمساحت رشد 
١٠٠ X 

  در شاهدپرگنهمساحت رشد 
  پرگنهدرصد کاهش رشد =

 
 
 

 

 )اي كشت دو نقطه(آزمون كشت متقابل

 قارچ ورتيسيليوم در فاصله يك ازابتدا يك قطعه 
محيط كشت حاوي  از لبه تشتك پتري متري سانتي
PDA٢٥ تشتكهاي پتري در دماي. ده شد قرار دا 

اتور  ساعت در انكوب٤٨به مدت گراد درجه سانتي
سپس به كمك لوپ استريل نيمي از . نگهداري شدند

. تشتك پتري با سوسپانسيون هر باكتري تلقيح شد
 تيمار شاهد به جاي سوسپانسيون باكتري از آب در

هاي پتري به  تشتك. مقطر سترون استفاده گرديد
 ).۱۹۸۳ولر و کوک، ( گرديدند  نگهداريروز۱۰مدت 

ار ضدها جدايهتوسط قارچي  توليد تركيبات فر 

 بـه صـورت    هـا  جدايـه هـر يـک از      سوسپانسيون  
. كشــت داده شــدي يآگــار غــذا چمنــي روي محــيط

 ٢٧  سـاعت در دمـاي     ٢٤هاي پتري به مـدت        تشتك
پلاک به  سپس يك   . نگهداري شدند گراد  درجه سانتي 

ــازه قــارچ  پــنج ميلــيقطــر  متــر از حاشــيه كشــت ت
V. dahliae    محـيط   در وسط تشـتك پتـري حـاوي
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PDA   تشتكهاي پتـري حـاوي قـارچ و         . قرار داده شد
توسط نوار پارافيلم    وروي هم   روبباكتري آنتاگونيست   

گـراد  درجه سانتي ٢٥پوشانده و در انكوباتور در دماي      
فيــدامن و روزال، ( نگهــداري شــدند روز۱۰بــه مــدت 

۱۹۹۳.( 

 هاي آنتاگونيست توسط باکتريتوليد آنتي بيوتيك

  روي محـيط   بـر اكتري  بهاي  جدايهسوسپانسيون  
PDA درجـه   ٢٧  روز در دمـاي ٣مـدت  بـه   کشت و
پـس از ايـن مـدت بـا         . يـد گردي  نگهـدار گراد  سانتي

ــه   ــه شيش ــتفاده از ميل ــتريل   اس ــر اس  اي و آب مقط
باكتري از سطح محيط كشت شسته شـد،        هاي  پرگنه

 پتـري   تشـتك سپس پنبه آغشته بـه كلروفـرم درون         
يك   دقيقه ٣٠س از    پ  و قرار داده شد  ) بصورت وارونه (

 قـرار قارچ ورتيسيليوم در وسط تشتك پتري       از  حلقه  
 در پتري شاهد نيز از پنبه آغشته به فرمالين . داده شد
 ).۱۹۹۰، كراس و لوپر(گرديد استفاده 

 توليد سيدروفور

 KB (King B)کشـت   محيطابتدا در اين آزمون 
 ميكرومـول   ١٠٠٠ و ١٠٠،  ٥٠،  ٢٥هـاي      غلظت حاوي

 كلريـد   بـدون  KBکشت    محيط  و (Fecl3) آهنكلريد  
 P. fluorescens هايهيجدا، سپس  گرديدتهيه آهن

 كشـت   اينقطهروي سه نقطه از تشتك پتري بصورت        
 ٢٨ سـاعت نگهـداري در دمـاي         ٧٢ تا   ٤٨ از بعد   .شد

هاي باكتري بـا پنبـه و الكـل        پرگنهگراد،  درجه سانتي 
 سـپس دو     و ديگردپاك  کشت  استريل از روي محيط     

 ـ(تا سه قطره كلروفرم درون تشتك پتـري          صـورت  ه  ب
 از بـين    جهـت  دقيقه   ٣٠بعد از   . قرار داده شد  ) وارونه

 ٢٤ تشـتكهاي پتـري بـه مـدت          هارفتن آنتي بيوتيك  
. نگهداري شدند گراد  درجه سانتي  ۶۰ساعت در دماي    

پس سوسپانسيوني از قارچ ورتيسيليوم تهيه و روي        س
 ٢٨ در دمـاي  محيط ريخته شـد و تشـتكهاي پتـري          

 ســاعت نگهــداري ٤٨بــه مــدت گــراد درجــه ســانتي
عـدم رشـد قـارچ در اطـراف تـوده بـاكتري             . دنديگرد

دفـاگو و هـاس،     ( شـد ارزيابي   توليد سيدروفور    شاخص
۱۹۹۰.( 

هاي باكتريرشد روي  ها قارچكشبرخي تاثير 
 آنتاگونيست

هاي بنوميل، كاپتان، كاربنـدازيم و        تاثير قارچكش 
ــل   ــات متيـ ــر تيوفانـ ــه بـ ــد جدايـ ــاي روي رشـ  هـ
P. fluorescens و Bacillus   ــتفاده از ــا اســ بــ

و رشد يـا عـدم رشـد        . انجام گرفت  ديسكهاي كاغذي 
بررسـي  مـورد   هاي كاغـذي      باكتري در اطراف ديسك   

 .)۲۰۰۱شاد و همکاران،  (قرار گرفت

 اي آزمايشات گلخانه

روي بيمــاري بــر  آنتاگونيســت باكتريهــايتــاثير 
 بـا   ايمي خيار در شرايط گلخانـه      ورتيسيليو پژمردگي

دو روش تيمار بذر و تيمـار خـاك ارزيـابي           استفاده از   
 تـاثير باكتريهـاي     ،همچنـين در هـر دو روش       .ديگرد

عـدم  روي رشـد بوتـه هـاي خيـار در           بر  آنتاگونيست  
 تدر آزمايشا. بررسي شدنيز  قارچ عامل بيماري وجود

ري يك جدايه قارچ و هشت جدايـه بـاكت   اي ازگلخانه
  قـارچ مـاده آلـوده کننـده    هي ـ بـراي ته .استفاده شـد 

V. dahliae ط کشـت ماسـه و آرد ذرت بـه    ي از مح ـ
اينوکلـوم  در مرحلـه بعـدي      .  استفاده شـد   ۱:۹نسبت  

سترون   در صد وزني با خاكپنجنسبت به تهيه شده 
 ضـد عفـوني شـده    خيـار سه عدد بذر  .مخلوط گرديد

 هـا آزمون. جهت آزمون خاك در هر گلدان كاشته شد       
در قالب طرح كاملاً     ريل با دو فاكتور و    توبه صورت فاك  

 .چهار تكرار در نظر گرفته شد     با   گرفتتصادفي انجام   
 و  V. Dahliaeقارچ شامل دو سطح جدايه Aفاكتور 

شـاهد    نه سـطح، شاملB شاهد بدون قارچ و فاكتور 
 P1،P2 ،P3 ،P4 ،B1 ،B2 هـاي جدايـه بدون بـاكتري و  

،B3  و  B4دبو. 
سوسپانسـيون    و بـذر از در آزمـون تيمـار خـاك   

ليتـر   در ميلـي   سـلول  ١٠٩ رقتاي باکتري با    ههيجدا
پـس از گذشـت     ). ۱۹۸۳ولر و کوک،    (  گرديد استفاده

   وزن خشـك انـدام     ،هـا   ، ارتفاع بوتـه   کاشت از    روز ٥٠
بـراي  . گرديـد  ريشه و شدت بيماري محاسـبه      ،هوايي

 V. dahliaeارچ ق  تيمارها در اثربيماريتعيين شدت 
 اسـتفاده شـد     در هـر بوتـه     از شاخص پـولمن و دوي     
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هت تجزيه و تحليل آمـاري  ج ).۱۹۸۲، پولمن و دوي  (
ــا داده ــع    ه ــي توزي ــودن و منحن ــال ب ــاظ نرم  از لح

 و در  شـد استفادهMSTATC از نرم افزار يكنواختي 
 تجزيــه بــراي .صــورت نيــاز، تبــديل داده انجــام شــد

اي   از آزمـون چنـد دامنـه       ،SAS افـزار   نـرم واريانس از   
ها از  ها و براي تبديل داده     دانكن براي مقايسه ميانگين   

  و)درصد كاهش رشد قارچ Y=asin√x )x فرمولهاي
Y=√x ) x      ارتفـاع بوتـه، وزن خشـك انـدام هـوايي و
ليتـل و   ؛١٣٧٦يزدي صـمدي،  ( گرديداستفاده ) ريشه
  ).۱۹۷۸ هيل،

  و بحثيجانت

هـاي  روي گياهچـه V. dahliae بيمـاريزا بـودن   
پژمردگي، كلـروز   (  رسيد، علائم بيماري   اثباتخيار به   

  پـس از تلقـيح مشـاهده گرديـد         چهار هفته ) نكروز و

ها با قارچ تلقيح      قارچ جدا شده از اين بوته      ).۱شکل  (
 .شده كاملاً يكسان بود

 جدايـه   ۲۹۰ از مجموع    ،SAS افزار به كمك نرم  
  چهـار و  P. fluorescens جدايـه چهار، مورد مطالعه

ــرات Bacillusجدايــه  ــراي شناســايي و بررســي اث  ب
 در شـرايط  V. dahliae آنتاگونيسـتي بـر روي قـارچ   

بـا توجـه بـه      .  انتخاب شـدند   اي و گلخانه  يآزمايشگاه
 فولوژيکي، فيزيولوژيكي و بيوشـيميايي    ورهاي م آزمون

 Pseudomonasبــــا P1 ، جدايــــه)۴جــــدول (
fluorescens bv.ш ، هـاي  جدايـهP2، P3و  P4   بـا

Pseudomonas fluorescens bv. ν ، هـاي  جدايـه 
B1، B2 و B4با   Bacillus subtilisجدايـه و  B3   بـا

Bacillus pumilusمطابقت داشتند . 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                           

 در آزمون اثبات بيماريزائي) سمت راست(، گياه سالم )سمت چپ( بيمار  علائم کلروز و نکروز روي برگهاي بوته:۱ شكل
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 ي در شرايط آزمايشگاهها اثر بازدارندگي جدايه

 ها  مقايسه ميانگين داده   ،در آزمون كشت متقابل   
هــاي   كــه تمــامي جدايــه  دادنشــان  )۱ جــدول(

 V. dahliaeآنتاگونيست باعث كاهش رشد ميسليوم 
 كاهش  درصد ۹۳/۴۹ با   P4ه   بين آنها جداي   کهگرديد  

 درصـد كـاهش   ۵/۱۲بـا    B4  بيشترين و جدايه،رشد
در آزمـون   . )۱ جـدول ( رشد كمترين تأثير را داشـت     

 نشـان داد كـه      هـا  مقايسـه ميـانگين داده     ،فـرار مواد  
، بيشــترين ، بازدارنــدگي درصــد۵۴/۸۴ بــا B4جدايــه 

 .داشـت  V. dahliaeپرگنـه  تأثير را در كاهش رشـد  
از لحاظ آماري اختلاف     P4و   B1، B2، P1هاي   هيجدا

  P4و  P1هـاي   جدايهکه داري با شاهد نداشتند معني
در مقايسـه بـا سـاير       کـاهش رشـد      درصـد    ۲۴/۲۲ با

جـدول   و ۲شـکل  ( داشتندرا ر ي تاث نها کمتري  جدايه
بيانگر ايـن نكتـه       و روزال  فيدامننتايج تحقيقات   . )۱

 يياآگـار غـذ   است كـه وجـود دي گلـوكز در محـيط            
 موجب افزايش فعاليتهاي ضد قـارچي تركيبـات فـرار         

 B. subtilis  ــارچ ــه ق  Rhizoctonia solani علي

ها،   وي متابوليتهاي فرار متعددي مثل الكل      .دگرد مي
 يـــدها، كتونهـــا و اســـترها را از كشـــت جدايـــهدئآل

B. subtilis  در محيطNA دامن و ي ـف ( بدسـت آورد
ــامي ).۱۹۹۳روزال،  ــهتم ــ  جداي ــا ق ــد ه ــه تولي ادر ب

 و باعث كاهش رشد قارچ      ندتركيبات خارج سلولي بود   
V. dahliaeجدايــه.  گرديدنــد P4 ــا  درصــد ۴/۹۶ ب

 درصـد   ۸۴/۶۰ بـا    B3كاهش رشد بيشترين و جدايـه       
 ).۱جـدول    (ندكمتـرين تـأثير را داشـت       كاهش رشد، 

هـاي   بـاكتري ل و همکاران نشان داد که    يقات ک يتحق
وه بــر ســيدروفور،  ســودوموناس فلورســنت عــلاروهگــ

ك تي ـتركيبـات آنتـي بيو     و   سيانيد هيدروژن، پروتئـاز   
). ۱۹۹۶ل و همکـــاران، يـــک( نـــدينما توليـــد مـــي

 KB بــر روي محــيط P4  وP1، P2، P3هــاي  جدايــه
 ميكرومــول كلريــد ۱۰۰ و ۵۰ ،۲۵  غلظتهــايحــاوي

  از رشـد قـارچ   ш كلريـد آهـن  و پتري بـدون   шآهن
 V. dahliae ۱۰۰۰در غلظـت   امـا  ندجلوگيري كرد 

 نشـدند کـه   رشد قارچ مانعш  ميكرومول كلريد آهن
هـا   نشان دهنده توليد سيدروفور توسـط ايـن جدايـه         

اين مواد، تحت شرايط كمبـود آهـن توليـد          باشد،   مي
 آهــن موجــود در خــاك را از دســترس ســاير  وشــده

باعـث اخـتلال در      هـا خـارج نمـوده و       ميكروارگانيسم
ــي  ــا م ــاتي آنه ــهاي حي ــو واكنش ــر،  (دش ). ۱۹۸۸ول

ــت ــاي  غلظ ــي ام ٢٠٠٠ و١٠٠،١٠٠٠ ،٥٠ه ــي پ   پ
 تيوفانات متيل و کاپتـان از رشـد         ، كاربندازيم ،بنوميل

ــوگيري ن  ــت جل ــاي آنتاگونيس ــردباكتريه ــه . ك نتيج
 از  تركيبـي تـوان    مـي دهـد کـه      ش نشـان مـي    يآزما

ــاري    ــرل بيم ــراي كنت ــارچكش و آنتاگونيســت را ب ق
 كـه   داد نشـان طـي بررسـيهايي      بيكـر  .نموداستفاده  

 با باكتري، عامل بيماريزا را      همراهاستفاده از قارچكش    
 نتيجه موجب آسيب پـذير شـدن        درتضعيف نموده و    

کـر،  يب (گـردد  آن در برابر بـاكتري آنتاگونيسـت مـي        
۱۹۸۷.( 

 اي شرايط گلخانههاي آنتاگونيست در  تاثير باکتري

 B1 كه جدايه دهد ر نشان مي  يقات اخ يتحق نتايج
کـاهش شـدت   (هاي مورد مطالعـه    شاخص در تمامي 

 بوته، وزن خشك اندام هوايي و ارتفاعبيماري، افزايش 
و بذر بيشـترين تـاثير را    در آزمون تيمار خاك) ريشه

. رددر حضـور و عــدم حضــور قـارچ عامــل بيمــاري دا  
، وزن خشك    بوته ارتفاع  افزايش موجب نيز   B2جدايه  

قـارچ در    حضـور    عدماندام هوايي و ريشه در حضور و        
 همكـاران كيلـين و    ). ۳ و   ۲جـدول    (تيمار بذر گرديد  

 كـه جدايـه   هايي به اين نتيجـه رسـيدند   طي بررسي
 B. subtilis F2 B24  در تيمار خاك موجب افـزايش 
 .دگـرد  اه مـي  ي ـگارتفاع  % ۱۲وزن خشك ريشه و     % ۵

ــم ــي  مكانيس ــاي مختلف ــراي ه ــرB. subtilisب   ذك
ريشه، توليـد    اسيوننيزو رقابت، كل  اند که شامل   نموده

گياه ميزبـان و     آنتي بيوتيك، ايجاد مقاومت القايي در     
 توليد تركيبات هورموني مشابه سـيتوكنين و اكسـين        

  افـزايش رشـد گيـاه     موجـب  كـه درنهايـت      باشـد  مي
 ).۲۰۰۰، همكارانكيلين و (د نشو مي
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د يتول (ي آنتاگونيست در شرايط آزمايشگاهيها  تيمار با باکتريدر V. dahliae قارچ پرگنهنگين کاهش رشد ا مي:۱ جدول
 )ک و آزمون کشت متقابليوتيد آنتي بيمواد فرار، تول

 V. dahliae پرگنهدرصد کاهش رشد 
 هاي آنتاگونيستباکتري

 آزمون کشت متقابل کآزمون توليدآنتي بيوتي آزمون توليد مواد فرار
 d e e شاهد

P. fluorescens bv. ш P1 ۲۴/۲۲  cd ۴۹/۹۵  ab ١٧/٤٢  a 
P. fluorescens bv. V P2 ۳۴/۷۴  ab ۶۴/۷۲  cd ٧٦/٤٠  a 
P. fluorescens bv. V P3 ۶۰/۴۰  bc ۹۲/۷۶  cd ٨٦/٣٧  ab 
P. fluorescens bv. V P4 ۲۴/۲۲  cd ۴۰/۹۶  a ۹۳/۴۹  a 

B. subtilis B1 ۱۰/۲۷  cd ۲۱/۸۲  c ٧٣/٢٥  bc 
B. subtilis B2 ۰۱/۲۳  cd ۲۹/٨٤ bc ٨٥/١٩  cd 
B. pumilus B3 ۸۳/۶۹  ab ۸۴/۶۰  d ٠٢/٢٤  bc 
B. subtilis B4 ۵۴/۸۴  a ۳۴/۷۲  cd ٥٠/١٢  d 

 .اعداد جدول ميانگين سه تكرار است -
 .دار دارندبا يكديگر تفاوت معني(p<0.01)درصد كه با حروف مختلف نشان داده شده اند در آزمون دانكن در سطح يك اعدادي -
 .اند  تبديل شدهها  داده Y=asin√xاما براي تجزيه و تحليل با فرمول اعداد جدول اعداد اصلي هستند  -

 

 

 

 در كاهش رشد ،P4، P3 ،P. fluorescens bv. V و B4،  B1،B. subtilisهاي   تأثير مواد فرار جدايه:۲ شكل

 V. dahliaeقارچ ميسليوم 
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 وزن خشـك    ،تيمـار خـاک   آزمـون    در   B3جدايه  
 ).۲جـدول   ( زايش داد ريشه را در عدم حضور قارچ اف ـ      

  طـــي تحقيقـــاتي نشـــان داد كـــه جدايـــه اينـــوار
B. pumilus LS213  از طريق مقاومت القائي باعـث 

افزايش وزن خشك، تعداد و انـدازه برگهـا در خربـزه            
 تيمــار خــاک  آزمــوندر). ۱۹۹۸، اينــوار(گــردد  مــي

بوتـه  در حضور قارچ باعث افـزايش ارتفـاع          P3 جدايه
وجـب افـزايش ارتفـاع گيـاه        م P1 جدايـه    زي ون گرديد

نسبت به شاهد سالم و نيز افزايش وزن خشك ريشـه           
 ـ     آنسبت به شاهد      تـأثير را در     نيالاترلـوده گرديـد و ب

 در  نيهمچن ـداشـت   مورد مطالعه   ن هشت جدايه    ايم
وزن خشک ريشه نسبت به     ش  يموجب افزا تيمار بذر،   

باعث   در تيمار بذر   P2جدايه  ز  ي و ن   سالم گرديد  شاهد
 شـد لوده و سالم    آ ارتفاع گياه نسبت به شاهد       افزايش

نشان دادند كه آغشـته      لبن و همكاران   .)۳و۲جدول  (
ــه     ــي بـ ــيب زمينـ ــات سـ ــازي قطعـ ــسـ  اكتريبـ

P. fluorescens در خــاك آلــوده و غيــر آلــوده بــه 
V. dahliae موجب افزايش وزن ريشه، شاخ و برگ و 

تمــام مــار بـذر  ي در آزمـون ت .شــود ارتفـاع گيــاه مـي  
اما تنهـا   ها موجب كاهش شدت بيماري شدند        جدايه

آلـوده   دار با شـاهد  معني تفاوت B2  وB1 هاي جدايه
 نيب همانطور که مشاهده شد      .)۳جدول  ( نشان دادند 

ــايج بدســت آمــده از تســت  هــاي آزمايشــگاهي و  نت
هــاي  تســت، در اي وجــود نــدارد اي رابطــه گلخانــه

 لخانهگ گروه سودوموناس و در   يهايباکترآزمايشگاهي  
ر را در کنتــرل قــارچ ين تــاثيشــتريلوس بيگــروه باســ

 بـه دليـل وجـود سيسـتم پيچيـده           ني ـداشتند کـه ا   
ــوژي خــاك و اســتقرار آنتاگونيســت   ــوژي و اكول بيول
درمنطقه ريزوسفر و قدرت كلونيزاسيون ريشه و بقاي        

 باشـد  خاك و بافت خاك مـي      pH،  آنتاگونيست عامل
 بهتر آنتاگونيست    براي تاثير  ).۱۹۸۷،  لبن و همكاران  (

كاربرد ن ي همچن.بايستي مواد آلي خاك را افزايش داد
ــه همــراه ســموم   تلفيقــي باكتريهــاي آنتاگونيســت ب

 اكثـر جدايـه     ).۱۹۸۸ولـر،    (باشد  موثر مي  ،قارچكش
هاي باسيلوس توليد اندوسپور كرده و شرايط نامساعد        
و خشك را تحمل مي كنند لذا به راحتـي مـي تـوان              

ورت پودرهاي قابل تعليـق در آب فرمولـه         آنها را به ص   
مواد همراه و محافظت كننـده بايـد بـه نسـبتي            ،  كرد

 .انتخاب شود كه باكتري حداكثر رشد را داشته باشد
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، وزن خشك اندام هوايي، وزن خشك اهي گروي ارتفاعبر  مقايسه ميانگين اثر تيمار خاك با باكتريهاي آنتاگونيست :۲ جدول
 اري پژمردگي ورتيسيليومي خيارريشه و شدت بيم

وزن خشك ريشه 
 )گرم(

وزن خشك اندام هوايي 
 )گرم(

ارتفاع گياه 
 )مترسانتي(

 شدت بيماري
هاي باكتري

 آنتاگونيست
cdef ۹/۰ cde ۹/۱ bc ۰۱/۱۴ - Ch+Co 
abcd ۹۸/۰ abcd ۱۸/۲ a ۶۶/۱۷ - Ch+ P1 
abcd ۹۷/۰ abc ۴۹/۲ ab ٢٧/١٥ - Ch+P2 

abcdef ۹۴/۰ abcd ۲۱/۲ ab ۴۲/۱۵ - Ch+P3 
abcdef ۹۵/۰ abcde ۰۱/۲ ab ۸۷/۱۴ - Ch+P4 

ab ۲/۱ a ۶۲/۲ a ۸۵/۱۷ - Ch+B1 
abcde ۹۶/۰  a۵۷/۲  ab۰۲/۱۵ - Ch+B2 

 a۲۳/۱ abcd ۱۲/۲  a۵۵/۱۷ - Ch+B3 
ab ۲/۱ ab ۵۲/۲  ab ۹۳/۱۴ - Ch+B4 
g ۶۲/۰ h ۹۷/۰ f ۳۳/۹ a ٥٨/٣  V+Co 

cdef ۸۹/۰ gh ۰۸/۱ bcdef ۶۱/۱۲ ab ٣٣/۳ V+P1 
fg ۶۸/۰ def  ۷۷/۱ ef ۵۷/۱۰ ab ٢٥/۳ V+P2 

defg ۷/۰ h ۹۹/۰ bcde ۷۱/۱۲ ab۳۳/۳ V+P3 
efg ۶۸/۰ gh ۱ cdef ۵۹/۱۱ ab ٣٣/۳ V+P4 
def ۸۸/۰ cdef ۸۳/۱ bcd ۶۷/۱۳ b ١٦/۲ V+B1 
defg ۷۲/۰ efg ۵۱/۱ cdef ۵۸/۱۱ ab ۶۶/۲ V+B2 
defg ۸/۰ fgh ۳۲/۱ def ۱۱ ab ۳۳/۳ V+B3 
defg ۸۴/۰ efgh ۴۷/۱ ef ۴۷/۱۰ ab ٥/٢ V+B4 

 .اعداد جدول ميانگين چهار تكرار است -
 . تفاوت معني دار دارند با يكديگر(p<0/01)آزمون دانكن كه در هر ستون با حروف مختلف نشان داده شده اند در اعدادي -
 .اند  شده تبديلها داده Y=√x با فرمول تحليل اعداد جدول اعداد اصلي هستند اما براي تجزيه و -

Co :تيمار بدون باکتري 
Ch:تيمار بدون قارچ  
V: قارچ عامل بيماري 

P1: Pseudomonas fluorescens bv. ш 
P2, P3, P4: Pseudomonas fluorescens bv. V 
B1, B2, B4: Bacillus subtilis 
B3: Bacillus pumilus 
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، وزن خشك اندام هوايي، وزن خشك اهي گروي ارتفاعبر ن اثر تيمار بذر با باكتريهاي آنتاگونيست مقايسه ميانگي :۳ جدول
 V. dahliaeريشه و شدت بيماري 

 ريشه وزن خشك
 )گرم(

وزن خشك اندام هوايي 
 )گرم(

ارتفاع گياه 
 )مترسانتي(

باكتريهاي  شدت بيماري
 آنتاگونيست

bc ۰۸/۱  bcd۹۶/۱ cd ۳/۱۵ - Ch+Co 
a ۵۴/۱ abc  ۱۷/۲ abc ۰۴/۱۶ - Ch+ P1 
ab ۲۲/۱ ab  ۴۶/۲ a ۸۲/۱۷ - Ch+P2 
ab ۱۵/۱ abc   ۲۳/۲ abc  ۱۵/۱۶ - Ch+P3 
ab  ۲۵/۱ ab  ۳۸/۲ bcd  ۵۹/۱۵ - Ch+P4 
a ۵۷/۱ a ۶۴/۲  ab۶۶/۱۷ - Ch+B1 
a  ۵۵/۱ a  ۶۷/۲ ab ۷۳/۱۷ - Ch+B2 
ab  ۲۷/۱ ab  ۵۴/۲ abc  ۴۴/۱۶ - Ch+B3 
ab  ۲۷/۱ a  ۶۵/۲ abc ۹۶/۱۵ - Ch+B4 
f   ۶۱/۰ f  ۹۸/۰  g۴۶/۱۰ a  ۵٧/۳  V+Co 

def  ۷۶/۰ cdef  ۴۴/۱ efg  ۷/۱۲  ab١٦/٣ V+P1 
ef  ۶۹/۰ ef  ۱۶/۱ de  ۸۱/۱۳ ab  ۱۴/۳ V+P2 
ef  ۷۱/۰ f  ۰۸/۱ fg  ۴۱/۱۱ ab ۱۶/۳ V+P3 
def ۸۰/۰ bcdef ۷۵/۱ fg  ۴۶/۱۱ ab  ۰۸/۳ V+P4 
cde  ۹۳/۰ bcd  ۹/۱ cd  ۰۳/۱۵  b٢٥/٢ V+B1 
bcd  ۹۷/۰ bcd ۹۵/۱ cde  ۴۴/۱۴  b٠٨/٢ V+B2 
def ۸۱/۰ def  ۲۸/۱ defg  ۹۵/۱۲  ab١٦/٣ V+B3 
bcd ۹۵/۰ abcd  ۹۱/۱ fg  ۹۱/۱۱ ab  ۵/۲ V+B4 

 .اعداد جدول ميانگين چهار تكرار است -
 . با يكديگر تفاوت معني دار دارند(P<0/01)آزمون دانكن  كه در هر ستون با حروف مختلف نشان داده شده اند دراعدادي -
 . داده شده اند تبديلY=√x اعداد جدول اعداد اصلي هستند اما براي تجزيه و تحليل با فرمول -

Co :باکتري بدون تيمار 
Ch :تيمار بدون قارچ 
V :قارچ عامل بيماري 

P1: Pseudomonas fluorescens bv. ш 
P2, P3, P4: Pseudomonas fluorescens bv. V 
B1, B2, B4: Bacillus subtilis 
B3: Bacillus pumilus 
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 ، فيزيولوژيكي و بيوشيميايي باكتريهاي آنتاگونيستمرفولوژيكي خصوصيات :۴ جدول

 B1 B2 B3 B4 P1 P2 P3 P4 جدايه هاي باكتري

 - - - - + + + + واکنش گرم
     مرکزي زيمرک مرکزي مرکزي موقعيت اندوسپور

 + + + + - - - - توليد رنگدانه فلورسنت
 + - - - + + + + رشد بي هوازي

 + + - + * * * * ٤١ Cْ رشد در دماي
 * * * * - - - - ٤٥ Cْ رشد در دماي
 - - - - - - - - ٤ Cْ رشد در دماي

         نمك طعامبه تحمل 
 + + + + + + + +  درصد٢
 + + + + + + + +  درصد٣
 + + + + + + + +  درصد٤
 + + + + + + + +  درصد٥
 + + + + + + + +  درصد٦
 + + + + + + + +  درصد٧

         :هايpHرشد در 
٥/٤ + + + + + + + + 
٥ + + + + + + + + 
٦ + + + + + + + + 
٥/٧ + + + + + + + + 
٥/٨ + + + + + + + + 
٩ + + + + + + + + 

 + + - + - - - - توليد لوان
 + + + + + + + + لهيدگي سيب زميني
 + - - - + + + + هيدروليز نشاسته
 + + + + + + + + هيدروليز كازئين
 + + + + + + + + هيدروليز ژلاتين
 - - - - - - - - آرژنين دهيدرولاز

 + + + + + + + + كاتالاز
 - - - - - - - - اكسيداز
         :استفاده از

 + + + + + + + + وكزگل
 + + + + - - - - آدونيتول
 + + + + - + + + ترها لوز
 + + + + + + + + آرابينوز
 + + + + + + + + زايلوز

 + + + + - + - + سوربيتول
 + + - + + + + + ميواينوزيتول
 - - - - + + + + سيترات سديم
 + + + + - + - - والريك اسيد

 مصرف كربو هيدرات يا اسيد آلي مربوطه بودن واكنش و يا نشان دهنده مثبت :+
 منفي بودن واكنش يا عدم مصرف: -
 انجام آزمون مورد نظرعدم  *:
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Biological control of cucumber wilt disease caused by Verticillium dahliae by using 
isolates of Bacillus and Pseudomonas 

 
Ahmadifar1, F., Rustae2, A., Shahriari3, D. and Khodakaramian4, Gh. 

 
 
 

Abstract 
Effect of 290 isolates of bacteria from cucumber rhizosphere were studied as potential 

biocontrol agents for control of cucumber wilt disease caused by Verticillium dahliae. 37% of 
bacterial isolates inhibited growth of V. dahliae. Inhibition ability on fungal growth was 
varied among bacterial isolates, ranged from 12.5-49.93% in dual culture test, from 22.24-
84.54% in volatile test and 60.84-96.40% in antibiotic tests. Effective bacterial isolates were 
identified as Bacillus subtilis (B1, B2, B4), B. pumilus (B3), Pseudomonas fluorescens bv. III 
(P1) and P. fluorescens bv V (P2, P3, P4), according to biochemical, morphological, 
nutritional and physiological testes. spore germination of V. dahliae was decreased by P. 
fluorescens bv III (P1) and P. fluorescens bv V (P2, P3, P4) according to siderophore 
production test. In fungicide testes on bacterial isolates Benomyl, carbendazim, thiofanate 
metyl and captan no observed any inhibition on growth of bacterial isolates. B. subtilis (B1) 
was decreased disease severity, increased plant height, shoot and root dry weight in the 
infected and non infected to V. dahliae in the greenhouse conditions. In seed coating and soil 
drenching methods similar result had been obtained using B. subtilis (B2). 
 

Keywords: Biological control, Verticillium wilt, Cucumber, Bacillus, Pseudomonas 
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