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هاي متالاكسيل و كاپتان در و قارچكشPseudomonas fluorescensهاي بررسي اثر تلفيقي استرين
عامل پوسيدگي بذر و مرگ گياهچه نخود ايراني Pythium ultimumكنترل 

و عباس شريفي تهراني1مسعود احمدزاده

چكيده
هاي بسيار مهم نخود ايراني در از بيماريPythiumهاي مختلف قارچ ناشي از گونهپوسيدگي بذر و مرگ گياهچه

درصد خسارت در عملكرد و تعداد گياهان سالم 80كه اقدامات لازم صورت نگيرد بيش از در صورتي. باشدكشور مي
P. ultimumعنوانبهپژوهشقارچ جداسازي شده از بذور پوسيده نخود در اين . كندايجاد مي var. ultimum مشخص

نتاگونيست در آدراين بررسي توانايي چهار باكتري .محاسبه شد7/57درصد مرگ گياهچه در شرايط گلخانه .گرديد
جداشده از گندم در Qz29Rاسترين Pseudomonas fluorescensباكتري . كنترل بيماري مورد ارزيابي قرار گرفت

ها عملكرد باكتري.بيماري مورد استفاده قرار گرفتبراي مقايسه در كنترل)دريافت ازدانشگاه ايالتي واشنگتن(امريكا
تيمار شده بودند  Pf-2درصد بذوري كه با جدايه 95. در كنترل بيماري بسته به نوع اينوكولوم و روش كاربرد متفاوت بود

كش ارچزمان باكتري و قرسد بين تيمار همنظر ميهب. خوبي جوانه زدنددر حضور عامل بيماري درون تشتك پتري به
هاي يك از غلظتهيچ. كار روندهصورت مخلوط با يكديگر بهتوانند بنحوي كه ميمتالاكسيل سازگاري وجود دارد به

هزار موجب بازداري از كش كاپتان درغلظت يك درقارچ. متالاكسيل باعث بازداري از رشد باكتري مورد آزمايش نشد
. زني و وزن تر نخود داشتدرمقايسه با ساير تيمارها اثربهتري روي جوانهدرخاك استريل، متالاكسيل . رشد باكتري شد

.در تعداد گياهان سالم داشت(P<0.05)داري تاثير معني Pf-2در مقايسه با  Pf-3جدايه 

هاسازي بذر، كنترل بيولوژيكي، ريزوباكترينخود ايراني، آغشته:كلمات كليدي 

دانشگاه تهران،دانشكده كشاورزي،پزشكيه گياهو استاد گروبه ترتيب دانشيار: 2و 1
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مقدمه 
Cicer arietinum)نخود ايراني  L.) ازمحصولات

رود كه دراغلب مناطق كشورشمار ميهبا ارزش غذايي ب
- در اثر گونهپوسيدگي بذر و مرگ گياهچه. شودكاشته مي

هايي است كه هر ساله از بيماريPythiumهاي مختلف 
كند و به دليل كاهش خساراتي را به زارعين تحميل مي

زني و مرگ گياهچه در مراحل اوليه رشد تاثيرات جوانه
احمدزاده و همكاران، (كند منفي بر عملكرد نهايي وارد مي

- سودوموناساستفاده از . )1968؛ كايزر و همكاران، 1997
هاي اخير در سالاين بيماريهاي فلورسنت براي كنترل 
توسط بور و 1978در سال . مورد توجه قرار گرفته است

رشد گياه توسط برخي افزاينده ر ياثتهمكاران، 
در مورد هاي فلورسنت گزارش شد كه بعداًسودوموناس

نيز هاي موجود در ناحيه ريزوسفرباكتريتعدادي ديگري از 
هاي تحريك كننده كه نام ريزوباكتريميم يافت تا اينتع

كلوپر (ها پيشنهاد گرديد رشد گياه براي اين قبيل باكتري
هاي سودوموناسخواص آنتاگونيستي ). 1981وهمكاران، 

زا روي بيماريPythiumهاي مختلف فلورسنت عليه گونه
. و استيپانوويچ گزارش شدتوسط هاول1979در سال پنبه 
هاي آنتاگونيستي متعددي ها مكانيسماين باكتريدر 

باشد ها ميترين آنبيوز از مهمشناخته شده كه آنتي
افزايش كارآيي و ضريب تاثير عوامل ). 1988فراول، (

ترين هاي گياهي يكي از مهمبيولوژيك در كنترل بيماري
كارهاي مختلفي براي راه. باشدميپژوهشياهداف مراكز 

در ). 2005اسپاردو و گولينو، (نهاد شده است اين امر پيش
هاي زراعي، شيميايي و حال حاضر كاربرد توام روش

مقادير كاهش . طور وسيع مورد توجه قرار داردهبيولوژيكي ب
تواند موجب يافته سموم شيميايي با ايجاد استرس مي

ضعيف شدن عامل بيماري و آسيب پذيرتر شدن آن 
هيلژرد و ترانسمو، (ت شود درمقابل عوامل آنتاگونيس

ها در چنين خطر مقاومت در قارچاين امر هم). 1998
- هضدعفوني خاك ب. دهدها را كاهش ميكشمقابل قارچ
مركبات كاليفرنيا در هايسولفيد كربن درباغوسيله دي

Armillaria melleaباعث كنترل بهتر 1914سال 
سولفيد كربن بعدها دريافتند كه دي). 1987بيكر، (گرديد 

هاي قارچ بيمارگر در باعث افزايش حساسيت ميسيليوم
اي چنين پديده. شودميTrichoderma virideبرابر 

هاي آنتاگونيست و سموم ممكن است در مورد باكتري
يك جدايه از قارچ. كش نيز رخ دهدقارچ

Trichoderma harzianum ،مقاوم به كلروتالونيل
صورت هتواند بگزارش شده است كه ميايپروديون و بنوميل 

نحوه كاربرد ). 1987بيكر، (كار برده شوند هتوام و تلفيقي ب
باكتري در بسياري از موارد روي نتايج حاصل از كنترل 
بيماري در شرايط گلخانه و مزرعه تاثير بسزايي داشته 

هاي براي مثال نتايج يك تحقيق در مورد قارچ. است
Pythium ultimumوRhizoctonia solani روي پنبه

نشان داد كه اسپري نمودن سوسپانسيون باكتري در 
وسيله باكتري هشيارهاي بذر موثرتر از آغشته نمودن بذر ب

تيمارهاي بذر و خاك با ). 1989هاجدرن و همكاران، (بود 
در P. fluorescensاستفاده از سوسپانسيون باكتري 

كنترل
P. ultimumبررسي قرار گرفته است روي لوبيا مورد

2007شريفي و همكاران در). 2003احمدزاده و همكاران، (
سازي بذور كلزا به دو جدايه از باكتري نيز دو روش آغشته
P. fluorescens را در شرايط گلخانه و مزرعه مورد

سازي ، روش آغشتهپژوهشدر اين . استفاده قرار دادند
كاهش بيماري سازي بذر درخاك نسبت به روش آغشته

.موثرتر بودR. solaniمرگ گياهچه ناشي از 
تواند در نحوههايي مينتايج چنين پژوهش

فرمولاسيون محصولات بيولوژيك حاوي عوامل آنتاگونيست 
ها در سطح تجاري مورد استفاده قرار كارگيري آنهو شيوه ب

ها را در مزارع و باغات توان كارآيي آنهكه بنحويهگيرد ب
در اين تحقيق ضمن بررسي تاثير تعدادي از . افزايش داد
در شرايط P. ultimumهاي فلورسنت عليه سودوموناس

آزمايشگاه و گلخانه، دو روش مختلف كاربرد باكتري در 
هاي كاپتان و چنين تاثير قارچكششرايط گلخانه و هم

متالاكسيل روي رشد باكتري، و نيز كاربرد تلفيقي سم 
اكتري درون خاك طبيعي مزرعه بررسي شده كاپتان و ب

هاي كش كاپتان در نصف غلظتدراين بررسي از قارچ. است
.توصيه شده استفاده گرديد

هامواد و روش
جداسازي، شناسايي و نگهداري قارچ عامل بيماري 

مزرعه تحقيقاتي پرديس هاي بيمار از بذر و گياهچه

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

87١٣٥بهار/)الف(اول شماره / هشتمجلد / آب، خاك و گياه در كشاورزي: پژوهش كشاورزي

 ----------------------

روز بعد از 15منابع طبيعي دانشگاه تهرانكشاورزي و
وري گرديد و پس از انتقال به آزمايشگاه با آكاشت جمع

دقيقه شسته شد، 20تا 15مدت هجريان آب معمولي ب
هيپوكلريت سديم ضدعفوني ددرص5/2سپس با محلول 

سطحي گرديد و بعد از دو مرتبه شستشو با آب مقطر 
هاي پتري استريل و قرار دادن روي كاغذ صافي به تشتك

- به اين محيط آنتي. درصد منتقل شد2وي آب آگار حا
گرم در ليتر اضافه ميلي50مپيسين به ميزان ابيوتيك ريف

هاي درجه از قسمت25ساعت در دماي 48پس از . شد
زميني هويج انتهايي هيف، قطعاتي به محيط كشت سيب

اين محيط براي . آگار منتقل و در يخچال نگهداري شد
تشخيص . اووسپورها بسيار مناسب استسهولت تشكيل 

. صورت گرفت) 1990(گونه بر اساس منوگراف ديك 
و منظره كلني، اندازه گيري قطرهاي سرعت رشد، رنگ

اووگون، اووسپور، اووپلاست و ضخامت ديواره اووسپور، 
. منشاء آنتريدي و نحوه اتصال به اووگون تعيين گرديد

اره با استفاده از هاي اووپلاست، آپلروتيك و ديوشاخص
- اين قارچ روي محيط سيب. هاي ديك محاسبه شدفرمول

چهار درجه (درون يخچال (PCA)زميني هويج آگار 
با پژوهشهاي اين آزمايش.نگهداري شد) گرادسانتي

كه ) 12- 071- 10025شماره (بذرهاي كرم رنگ رقم جم 
دانشگاه گروه زراعت و اصلاح نباتات از كلكسيون حبوبات

هاي در آزمايش. هران دريافت شده بود انجام گرفتت
121وسيله بخار آب هاي، استريل كردن خاك بگلخانه
عامل بيماري به مايه تلقيحدقيقه و تهيه25مدت هدرجه ب

انجام گرفت) 1989(درن و همكاران روش هاج

هاي آنتاگونيستجداسازي، شناسايي و نگهداري باكتري
هاي فلورسنت از روش سودوموناسبراي جداسازي 

ترتيب كه بذور به اين. استفاده شد) 1996(همكاران كيل و
گرم خاك 400پس از ضدعفوني سطحي درگلدان حاوي 

8هفته نگهداري در تناوب نوري پس از چهار. كاشته شد
، خاك به %70ساعت نور و رطوبت 16ساعت تاريكي و 

ها درون يك شهسپس ري. آرامي از روي ريشه شسته شد
مدت هظرف حاوي آب سترون روي شيكر قرار گرفت و ب

ريشه به قطعات يك . درصد تيمار شد70ثانيه با اتانول 30
يا محيط )S1(يك متري بريده و روي محيط اسسانتي

هاي پتري به مدت تشتك. قرار گرفت)KMB(كينگ ب 
گراد نگهداري شد تا درجه سانتي24ساعت در 72تا 48

هايي كه زير نور ماوراء باكتري. هاي باكتري ظاهر شودكلني
بنفش از خود خاصيت فلورسانس نشان دادند به محيط 

NAپس از اطمينان از خالص سازي هر يك . منتقل شدند
هاي آزمون) NA(ها روي محيط آگار مغذي از جدايه

براي ) 2001(افتراقي مطابق روش شاد و همكاران
گرفت كه ضمن مطابقت با استرين تشخيص گونه انجام

. هاي فلورسنت شناسايي شدندعنوان سودوموناسهمرجع ب
Pseudomonas fluorescensدر اين بررسي باكتري 

دريافت (جداشده از گندم در امريكا Qz29Rاسترين 
جداشده از P. fluorescensو)ازدانشگاه ايالتي واشنگتن
مورد استفاده قرار سه براي مقاينخود فرنگي در استراليا 

هاي مقدماتي از بين پنج جدايه كه براساس بررسي.گرفتند
يك بودند دو داراي خاصيت فلورسنت روي محيط اس

جدايه كه داراي بيشترين خاصيت آنتاگونيستي بودند براي 
ها باكتريبراي نگهداري. هاي بعدي انتخاب شدندآزمايش

48وپ از باكتري ها، چند لباكتريدر طول مدت آزمايش
هاي سرپوش دار حاوي محلول سولفات ساعته به لوله

منيزيوم يك دهم مولار اضافه و در دماي معمولي 
.آزمايشگاه نگهداري شد

كش ها به باكتري و قارچسازي آنسازي بذر وآغشتهآماده
و تعيين جمعيت باكتري روي بذر

هاي مورد آزمايش كشآغشته نمودن بذور به قارچ
آغشته نمودن . انجام شد) 1989(روش كايزر و همكاران به

با ) 1983(و كوك ها مطابق روش ولربذور به باكتري
ساعت 48ها پس از باكتري. اندكي تغيير صورت گرفت

ليتر آب مقطر - رشد روي محيط آگار مغذي در پنج ميلي
طور هاستريل سوسپانسيون شده و سپس به بذور نخود كه ب

ضد عفوني شده درصد 5/2پوكلريت سديم با هيسطحي
12ليتر سوسپانسيون براي پنج ميلي(بودند اضافه گرديد 

مدت سه ساعت درمعرض جريان هواي هبذور ب). گرم بذر
براي تعيين جمعيت باكتري روي بذور . استريل گذاشته شد

ليتر بافر فسفات ميلي100آغشته شده، پنج عدد بذر با 
هاون استريل خرد گرديد و پس از درون ) 2/7اسيديته (

ليتر از آن به محيط آگار تهيه سريال رقت، يك دهم ميلي
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تعيين جمعيت به دو روش شمارش .مغذي منتقل شد
كلني روي محيط كشت آگار مغذي و نيز با استفاده از 

در طول ) +Instrument T7مدل (دستگاه اسپكتروفتومتر 
. نانومتر صورت گرفت600موج 

آنتاگونيستيخصوصيات بررسي
(Plate assay)پتريون تشتك در) الف

براي اين آزمايش از روش هاجدرن و همكاران 
صورت هها باستفاده شد به اين ترتيب كه باكتري) 1989(

مدت هاي در اطراف تشتك پتري مايه كوبي شد و بنقطه
پس از اين . درجه نگهداري گرديد25چهار روز در دماي 

هر پتري يك قطعه آگار حاوي قارچ قرار مدت در وسط
پس از سه روز وجود هر گونه ناحيه بازدارندگي . داده شد

عنوان قدرت آنتاگونيستي بدون در نظر گرفتن شعاع آن، به
.تلقي گرديد

(Plant test)در شرايط گلخانه) ب

و ها مطابق روش ولرآغشته نمودن بذور به باكتري
هاي كشها از قارچاين بررسيدر. انجام شد) 1983(كوك 

. ها استفاده شدكاپتان و متالاكسيل براي مقايسه با باكتري
روش كايزر و همكاران ها بهكشآغشته نمودن بذور به قارچ

روش عامل بيماري بهتلقيح مايه . انجام شد) 1989(
هاي تهيه و به خاك گلدان) 1989(هاجدرون و همكاران 

د؛ به اين ترتيب كه محتويات يك استريل شده اضافه گردي
- ساعته از قارچ عامل بيماري به محيط سيب48كشت 
ليتر آب مقطر استريل ميلي500آگار به - هويج- زميني

ساعت روي دستگاه شيكر قرار 30مدت منتقل شد و به
واحد 400(گرفت تا سوسپانسيون يكنواختي حاصل شود 

10ر گلدان در ه). ليترتشكيل دهنده كلني در هر ميلي
. كار رفتهبسه تكرارو براي هر تيمار عدد بذر كاشته شد

درجه و تناوب 15با دماي كنترل شده رشد سپس در اتاق
ساعت روشنايي نگهداري 12ساعت تاريكي و 12نوري 
طور هروز تعداد بذوري كه جوانه زده و ب15پس از . گرديد

- هم. داشت شدداسالم و سر پا از خاك سر بر آورده بودند ي
با استفاده از نرم ها توزين و تجزيه آماريچنين وزن تر بوته

براي اطمينان بيشتر از . صورت گرفت MSTAT-Cافزار 
- داده. با شرايط يكسان تكرار شدنتايج، اين آزمايش مجدداً

هاي مورد بررسي براي هر تيمار، ميانگين نهايي هر دو 
.باشدآزمايش مي

كش مورد استفاده در ها و قارچباكتريمقايسه تاثير ) ج
زني بذر درون تشتك پتريامكان جوانه

هاي پتري حاوي دراين آزمايش كه درون تشتك
زميني دكستروز آگار صورت گرفت از محيط كشت سيب

ميزان سه گرم ماده موثره به ازاء هر كش كاپتان بهقارچ
درون هر تشتك پتري، بذور. كيلوگرم بذر استفاده شد

كش كاپتان و و قارچ Pf-2و Pf-1هاي تيمار شده با جدايه
يك عدد بذر ضد عفوني شده با محلول هيپوكلريت سديم 

درصد در چهار طرف محيط كشت قرار داده و سپس 5/2
- ساعته سيب48متري از محيط كشت قطعه شش ميلي

زميني هويج آگار حاوي عامل بيماري در مركز آن گذاشته 
ساعت نگهداري در شرايط تاريكي قدرت 36پس از . شد

ها امكان پيشروي عامل بيماري بر روي آنزني بذور وجوانه
.تعيين شد

هاي بررسي تاثير كاپتان و متالاكسيل بر روي سودوموناس
فلورسنت
منظور بررسي امكان مبارزه تلفيقي و كاربرد توام به

ثير دو هاي آنتاگونيست، تاهمراه باكتريسموم شيميايي به
هاي كاپتان و متالاكسيل بر روي رشد استرين كشقارچ

Qz29R صورت گرفتزير به دو روش:
هاي كاغذيروش استفاده از ديسك) الف

از 3×10- 5و 10- 4، 3×10- 4، 10- 3هاي ابتدا رقت
. هاي كاپتان و متالاكسيل جداگانه تهيه شدكشقارچ

داده و پنج محيط آگار مغذي كشتي باكتري مورد نظر رو
سپس . عدد ديسك كاغذي درون هر پتري  قرار داده شد

ها اضافه ها به ديسككشهاي تهيه شده از قارچغلظت
به ديسك شاهد كه . كه به مرز اشباع برسندطوريهگرديد ب

در مركز تشتك پتري قرار داشت آب مقطر استريل اضافه 
- نتيدرجه سا25ها در دماي پس از قرار دادن تشتك. شد

متر گراد به مدت دو روز، قطر بازدارندگي بر حسب ميلي
گيري و رابطه بين غلظت سموم و براي هر ديسك اندازه

.تعيين گرديدSASقطر بازدارندگي با استفاده از نرم افزار 
روش اختلاط  قارچكش با محيط كشت) ب

دست آمده در همنظور حصول اطمينان از نتايج ببه
كش با محيط كشت روش اختلاط  قارچآزمايش قبل از 
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هاي ليتر از رقتاستفاده شد، به اين ترتيب كه ابتدا دو ميلي
هاي مورد آزمايش، درون كشقارچگفته شده در بالا از

- تر محيط كشت سيبليميلي18تشتك پتري ريخته و 
هاي ملايم دوراني زميني آگار اضافه گرديد و با حركت

ز انعقاد محيط، يك لوپ از پس ا. كاملا يكنواخت شد
- تشتك. باكتري مورد نظر روي محيط كشت پخش گرديد

هاي كه باكتريها در شرايط قبلي نگهداري و پس ازآن
كش بود به هاي شاهد كه فاقد هرگونه قارچدرون تشتك

.اندازه كافي رشد كردند، مقايسه نتايج صورت گرفت

افزايش وزن تر ها و كاپتان در مقايسه تاثير توام باكتري
زني بذر در خاك استريل نشدهبوته و جوانه

هاي توصيه شده براي دراين آزمايش از نصف غلظت
ليتر ميليسلول در هر109همراه باكتري با جمعيت كاپتان به

بقيه شرايط آزمايش مشابه قبل صورت گرفت با اين . استفاده شد
استريل شدن، با آوري شده از مزرعه بدون تفاوت كه خاك جمع

.طور مصنوعي مايه كوبي گرديدهعامل بيماري ب

ها در تحريك رشد گياه درشرايط تاثير باكتري
نوتوبيوتيك

هاي براي تعيين اثر دو جدايه از سودوموناس
خصوص روي توسعه ريشه هفلورسنت روي رشد گياه ب

هاي نخود، آزمايش زير مطابق روش ردي و پاتريك بوته
هاي درون لوله. اندكي اصلاح صورت گرفتبا ) 1990(

باشند مخصوصي كه در قسمت پايين داراي مخزن آب مي
2سپس . تا يك سوم آن ماسه استريل شده ريخته شد

ها اضافه ليتر آب مقطر استريل به هر يك از لولهميلي
آب . زني فراهم شودگرديد تا رطوبت لازم براي جوانه

رطوبت مورد نياز را در موجود در قسمت مخزن لوله نيز
در هر لوله يك عدد بذر . طول دوره آزمايش تامين كرد

پس از پوشاندن . تيمار شده مطابق روش قبلي قرار گرفت
- درجه سانتي22- 20ها با پنبه استريل، در دماي سرلوله

هفته ميزان رشد ريشه، رشد پس از دو. گراد قرار داده شد
.ها بررسي شدبوته و وزن تر آن

مقايسه تاثير دو روش مختلف كاربرد  باكتري روي جوانه 
زني بذر

صورت هدر اين آزمايش دو اينوكولوم يكي ب
پاشي روي بذر قبل از ريختن خاك بر روي سوسپانسيون

سازي بذر قبل از كاشت توسط ها و ديگري آغشتهآن
كاشت سازي بذور به باكتري وآغشته. كار رفتهباكتري ب

صورت ) 1983(ون گلدان مطابق روش ولر و كوك ها درآن
پاشي باكتري روي بذور به روش سوسپانسيون. گرفت

ترتيب كه انجام گرفت، به اين) 1989(هاجدرن و همكاران 
ها هاي كاشت درون گلداندادن بذور در محلپس از قرار

ليتر سوسپانسيون ها يك ميليقبل از ريختن خاك روي آن
- سلول در هر ميلي109ساعته حاوي 48باكتري از كشت 

روز پس 15تعداد بذوري كه . ليتر روي هر بذر ريخته شد
طور سالم سر از خاك بيرون آورده هاز كاشت جوانه زده و ب

پاشي درون براي سوسپانسيون. بودند شمارش گرديد
پت منظور كاشت بذور از پيشيارهاي ايجاد شده به

ليتر به ازاء هر يكصد گرم دار به ميزان يك ميليپيستون
در هر گلدان ده عدد بذر در عمق سه . خاك استفاده شد

متري كاشته شد و براي كاهش ميزان شسته شدن سانتي
ها در هفته ها ازمحل كاشت بذر، آب پاشي گلدانباكتري

صورت اسپري با استفاده از آبفشان هاول هر روز دو مرتبه ب
- قارچ عامل بيماري بهسازي خاك به آلوده. صورت گرفت

.انجام شد) 1989(روش هاجدرن و همكاران 

نتايج 
زاييشناسايي عامل بيماري و قدرت بيماري

پوسيدگي بذر و مرگ گياهچه نخود عامل بيماري
P. ultimumعنوان ايراني به var. ultimumتعيين گرديد .

شاخص و 22/40، شاخص ديواره 84/48شاخص آپلروتيك
اين گونه توليد . )1شكل (تعيين شد59/19اووپلاست

7/57درصد مرگ گياهچه در شرايط گلخانه . زئوسپور نكرد
ليتر سوسپانسيون به كه سه ميليدر مواردي. محاسبه شد

واحد 400حاوي (شد ازاء هر يكصد گرم خاك اضافه مي
زني به صفر درصد جوانه) ليترتشكيل دهنده كلني در ميلي

ين دو جدايه باكتري آنتاگونيست جداشده چنهم. رسيدمي
يك كه قبلا براساس نتايج حاصل روي محيط انتخابي اس

به CHA0هاي بيوشيميايي و مقايسه با استرين از آزمون
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.Pعنوان گونه  fluorescens شناسايي شده بودند
.مورد استفاده قرار گرفتند) 2003احمدزاده و همكاران، (

آنتاگونيستيهاي بررسي
در آزمايشگاه) الف

پتري و مشاهده ناحيه ج آزمايش درون تشتكينتا
كار رفته در آزمايش ههاي بنشان داد كه جدايهبازدارنده 

در حقيقت . قدرت جلوگيري از رشد عامل بيماري را دارند
هاي آنتاگونيست اين آزمايش براي غربال نمودن باكتري

ناحيه بازدارندگي همواره مناسب است، اگرچه عدم وجود 
جدايه . شودنتاگونيستي تلقي نميآمعني عدم قدرت به

ها، درون تشتك پتري برخلاف ساير جدايه Pf-3شماره 
براي . باعث جلوگيري از رشد عامل بيماري نگرديد

- جلوگيري از تغيير احتمالي در قدرت آنتاگونيستي جدايه
هاي باكتريازهاي مختلف استفاده در آزمايشهاي مورد 

محلول دار حاوي هاي سرپوشلولهدر شدهنگهداري
.استفاده شديك دهم مولارسولفات منيزيوم

كش كاپتان مقايسه باكتري آنتاگونيست و قارچ: 1شكل 
در محافظت از بذر نخود در حضور عامل بيماري

اي بذور تيمار شده در خاك استريل هاي گلخانهبررسي) ب
شده

واحد تشكيل دهنده 109تا 108باكتري جمعيت 
يك از در اين آزمايش هيچ. كلني براي هر بذر تعيين گرديد

طور كامل از بيماري جلوگيري نمايد هتيمارها نتوانست ب
ولي در مقايسه با شاهد آلوده اثرات كم، متوسط تا زيادي 

ها زني و وزن تر بوتهروي كاهش بيماري، درصد جوانه

بهترين تاثير را در افزايش وزن تر  Pf-4جدايه. داشتند
. بود Pf-1ترين تاثير متعلق به جدايه ها داشت و كمبوته

متالاكسيل در مقايسه با كاپتان تاثير بهتري در كاهش 
. تاثير مشابهي داشتند Pf-2كاپتان و جدايه . بيماري داشت

تاثير بهتري  Pf-2نيز در مقايسه با جدايه  Pf-3جدايه 
نظر تاثير بر روي درصد جوانه زني بهترين تاثير از. داشت

- از بين باكتري. متعلق به متالاكسيل و سپس كاپتان بود
ترين وكم Pf-4هاي مورد استفاده بهترين تاثير را جدايه 

تاثير  Pf-3و  Pf-2هاي جدايه. داشت Pf-1تاثير را جدايه 
بتي زني تاثير مثروي جوانههاتمامي جدايه. يكساني داشتند

درصد گياهان سالم در ). 1جدول(از خود نشان دادند
يك از اگرچه هيچ. تيمارهاي مختلف نيز مقايسه گرديد

تيمارهاي مورد استفاده نتوانستند به اندازه شاهد سالم 
اي باشند ولي در مقايسه با شاهد آلوده تاثير قابل ملاحظه

هاي كشترتيب مربوط به قارچبهترين اثر به. داشتند
ترين تاثير ها بيشدر بين باكتري. متالاكسيل و كاپتان بود

اثر در جدايهترينكمو Pf-4مربوط به جدايه 
Pf-1 ديده شد.

كش مورد استفاده در ها و قارچمقايسه تاثير باكتري) ج
زني بذر درون تشتك پتريامكان جوانه

پوشش داده  Pf-2درصد بذوري كه با جدايه 95
توانستند در حضور عامل بيماري درون شده بودند 

درنمونه شاهد، ). 1شكل (زني نمايند تشتك پتري جوانه
طور كامل هبP. ultimumوسيله قارچ هبذور نخود ب

كدام قادر به جوانه زني كه هيچنحويهپوشانده شد ب
- و قارچهاوسيله باكتريهروي بذور تيمارشده ب. نشدند

با توجه . ارچ ديده نشدكش كاپتان پوشش سفيد رنگ ق
چه درون به مقايسه حجم قارچ روي بذر و طول ريشه

كش هاي پتري، تاثير بهتر باكتري نسبت به قارچتشتك
.كاپتان كاملا مشهود بود

-بررسي تاثير كاپتان و متالاكسيل بر روي سودوموناس
هاي فلورسنت

هاي متالاكسيل يك از غلظتدر اين بررسي هيچ
رشد . باعث بازداري از رشد باكتري مورد آزمايش نشد

باكتري در غلظت يك در هزار متالاكسيل مشابه رشد 
عدم وجود هاله بازدارندگي در . باكتري در شاهد است
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هاي خواص آنتاگونيستي تاثير محسوسي روي شاخص
فاقد هر(داري با شاهد رشد گياه داشتند و اختلاف معني

هاي نخود ايراني توسعه ريشه. داشتند) 
نيز كاملا ) هاي فرعيهرشد طولي ريشه و افزايش ريش

. باشددار ميمحسوس و معني

مقايسه تاثير دو روش مختلف كاربرد باكتري روي 

اي نشان داد كه كاربرد هاي گلخانهنتايج بررسي
صورت پاشيدن سوسپانسيون روي بذور تاثير 

سازي بذر در افزايش نسبتا مشابهي با روش آغشته
درصد جوانه زني در روش ). 3جدول(بذور دارد

7/46سوسپانسيون پاشي درون شيارهاي كاشت بذر 
درصد تعيين 7/36سازي درصد و در روش آغشته

درصد جوانه زني بذوري كه سوسپانسيون باكتري 
ها پاشيده شده بود تقريبا دو برابر درصد جوانه 

تيماري در خاك آلوده گونهزني بذوري بود كه بدون هيچ
به قارچ عامل بيماري كاشته شده بودند ولي از نظر 

.آماري با شاهد سالم در يك گروه قرار داشتند

P. fluorescensتاثير دو استرين از باكتري 
هاي فرعيروي رشد طولي ريشه و ايجاد ريشه

87بهار/)الف(اول شماره / هشتمجلد / آب، خاك و گياه در كشاورزي

كش هاي مختلف اين قارچاطراف ديسك حاوي غلظت
كش كاپتان قارچ. باشدگر همين نتيجه مي

در هزار موجب بازداري از رشد باكتري 
هاي بعدي تاثير محسوسي بر روي 

.رشد باكتري مورد آزمايش نداشتند

هاي مختلف كاپتان در جلوگيري از 
Pseudomonas fluorescens

ها در تحريك رشد گياه درشرايط 

4و3هاي شماره -گونه كه در شكل
نظر از شود هر دو جدايه مورد استفاده صرف

خواص آنتاگونيستي تاثير محسوسي روي شاخص
رشد گياه داشتند و اختلاف معني

) گونه باكتري
رشد طولي ريشه و افزايش ريش(

محسوس و معني

مقايسه تاثير دو روش مختلف كاربرد باكتري روي 
جوانه زني بذر

نتايج بررسي
صورت پاشيدن سوسپانسيون روي بذور تاثير هباكتري ب

نسبتا مشابهي با روش آغشته
بذور داردزني جوانه

سوسپانسيون پاشي درون شيارهاي كاشت بذر 
درصد و در روش آغشته

درصد جوانه زني بذوري كه سوسپانسيون باكتري . گرديد
ها پاشيده شده بود تقريبا دو برابر درصد جوانه روي آن

زني بذوري بود كه بدون هيچ
به قارچ عامل بيماري كاشته شده بودند ولي از نظر 

آماري با شاهد سالم در يك گروه قرار داشتند

P. fluorescensتاثير دو استرين از باكتري 
روي رشد گياه بدون حضور عامل بيماري

تاثير دو استرين از باكتري : 4شكل 
روي رشد طولي ريشه و ايجاد ريشه
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اطراف ديسك حاوي غلظت
گر همين نتيجه مينيز بيان

در هزار موجب بازداري از رشد باكتري درغلظت يك 
هاي بعدي تاثير محسوسي بر روي رقت). 2شكل (گرديد 

رشد باكتري مورد آزمايش نداشتند

هاي مختلف كاپتان در جلوگيري از تاثير غلظت: 2شكل 
Pseudomonas fluorescensرشد باكتري 

ها در تحريك رشد گياه درشرايط تاثير باكتري
نوتوبيوتيك
گونه كه در شكلهمان
شود هر دو جدايه مورد استفاده صرفمشاهده مي

تاثير دو استرين از باكتري : 3شكل
روي رشد گياه بدون حضور عامل بيماري


ل ����� ��
� ��وزن 
شاخص هاي اندازگيري شده
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نخود در خاك استريل شدههاي، جوانه زني و وزن تر بوتهپوسيدگي بذر و مرگ گياهچها رويهتاثير باكتري:1جدول 

گياهان سالمدرصد )گرم(وزن تر بوته درصد جوانه زنيغلظتتيمارها

96/92يك ميلي ليتر آب مقطرشاهد سالم a03/3 a93 a

43/80گرم ماده موثره دركيلوگرم بذر3كاپتان ab82/1 c4/76 b

23/93گرم ماده موثره دركيلوگرم بذر5/0متالاكسيل a31/2 bc7/86 ab

Pf-110990/43سلول در ميلي ليتر c94/0 cd8/35 d

Pf-210913/55سلول در ميلي ليتر bc45/1 c2/43 cd

Pf-310952/55سلول در ميلي ليتر bc63/2 b5/53 c

Pf-410912/60سلول در ميلي ليتر b86/2 ab3/65 bc

56/23واحد تشكيل دهنده كلني400شاهد آلوده d71/0 d5/26 e

LSD(0.05)314/2089/1124/2
ليتر يك ميلي. دقيقه صورت گرفت30مدت هدرجه ب121وسيله بخار آب هاستريل كردن خاك ب. صورت گرفتروز پس از كاشت 15گيري اندازهپارامترهاي مورد 

ششهر عدد ميانگين . درجه بود15دماي متوسط روزانه . ليتر به ازاء هر يكصد گرم خاك اضافه شدواحد تشكيل دهنده كلني در ميلي400سوسپانسيون قارچ حاوي 
. دار در سطح يك درصد ندارندف مشتركي هستند اختلاف معنيواعداد هر ستون كه داراي حر. است) دو آزمايش مستقل با شرايط يكسان(تكرار 

كش كاپتان روي پوسيدگي بذر و مرگ گياهچه نخودمقايسه كاربرد تلفيقي باكتري و قارچ:2جدول 
P. ultimumدرخاك استريل نشده آلوده به

گروه بندي آماري)گرم(وزن تر بوتهگروه بندي آماريدرصد جوانه زنيتيمارها
Pf-290ab11/33bc

Pf-223/93a15/48a+كاپتان 
Pf-333/83ab93/28cd+ كاپتان

Pf-370/76ab92/27d
70b49/28dكاپتان

30c75/14eشاهد آلوده
33/83ab65/28cdشاهد سالم

LSD(0.01)012/2176/1
. روز پس از كاشت بود15وزن تر نخود گيري شمارش نهايي بذور جوانه زده و اندازه.  سلول در ميلي ليتر بود109جمعيت باكتري براي هر دو اينوكولوم حدود 

واحد تشكيل دهنده كلني در ميلي400ليتر سوسپانسيون قارچ حاوي يك ميلي. دقيقه صورت گرفت30مدت هدرجه ب121وسيله بخار آب هاستريل كردن خاك ب
اعداد هر . است) دو آزمايش مستقل با شرايط يكسان(شش تكرار هر عدد ميانگين . درجه بود15دماي متوسط روزانه . ليتر به ازاء هر يكصد گرم خاك اضافه شد

.دار در سطح يك درصد ندارندستون كه داراي حروف مشتركي هستند اختلاف معني

آلوده زني بذر نخود ايراني در خاك ارزيابي گلخانه اي دو روش مختلف كاربرد باكتري روي جوانه:3جدول 
P. ultimumبه

بندي آماريگروهزنيدرصد جوانهتيمارها

7/16bشاهد آلوده
7/36abآغشته سازي بذر

7/46abسوسپانسيون پاشي
4/63aشاهد سالم

LSD(0.05)723/3
.مراجعه شود2به توضيحات جدول 
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بحث
براي دستيابي به يك هاي مناسب يكي از روش

باكتري موثر و كارآمد در كنترل بيولوژيك، جداسازي 
توانند در شرايط مختلف زراعي، هايي است كه ميباكتري

زني و ريشه گياه متصل خوبي به بذر در حال جوانههب
كه براي جداسازي ) 1996(روش كيل و همكاران . شوند

كار همنظور بها مورد استفاده قرار گرفت براي اين باكتري
هاي فراوان در كاربرد موفق - با توجه به محدويت. رودمي

عوامل كنترل بيولوژيك در شرايط مزرعه، كاربرد تلفيقي 
هاي ها با غلظتچند عامل، و نيز كاربرد تلفيقي آن

عنوان يك استراتژي پيشنهاد شده كاهش يافته سموم به
).Spadaro and Gullino, 2005(است 

رسد بين نظر ميهبحاضر، پژوهشيج براساس نتا
كش متالاكسيل و باكتري مورد آزمايش سازگاري قارچ

ها توان در مبارزه تلفيقي از آنبالايي وجود داشته كه مي
توان از مجموع دو روش مورد استفاده مي. استفاده نمود

گفت كه كاپتان در غلظت يك در هزار اجازه رشد به 
خط رگرسيون . دهدنميراP. fluorescensباكتري 

بر اساس نتايج ) 2شكل (هاي مختلف كاپتان بين غلظت
هاي كاغذي نشان داده شده روش استفاده از ديسك

.است
يكي از موضوعات مهم و اساسي در استفاده عملي 

سازي هاي آنتاگونيست در مزرعه، نحوه آغشتهاز باكتري
ان اينوكولوم باكتري به بذر يا خاك و در صورت امك

. باشدكش مناسب ميكاربرد توام باكتري با يك قارچ
هاي استاندارد به ، تمام قارچكشپژوهشبراساس يك 

استثناي تيرام تاثير سوئي بر روي رشد و بقاء 
والوات و گوديلات، (هاي فلورسنت ندارندسودوموناس

توان اظهار نمود كه مبارزه تلفيقي درمجموع مي). 1990
هاي كش و باكتريرد توام سموم قارچبا استفاه از كارب

آنتاگونيست نه تنها موجب كاهش مصرف سموم 
تواند با تاثير روي عوامل گردد بلكه ميشيميايي مي

نفع عامل آنتاگونيست زاي خاكزاد، شرايط را بهبيماري
هاي بر روي بيماريپژوهشيك نتايج . تغيير دهد

هايي از پوسيدگي ريشه و مرگ گياهچه ناشي از گونه
Pythium وAphanomyces مويد روي نخود فرنگي

اين مطلب است كه كاربرد توام كاپتان و باكتري تاثير 

پژوهشدراين . )1991پارك و همكاران، (بهتري دارد
زني بذور دراثر باكتري مشخص گرديد كه درصد جوانه

P. fluorescens درصد و به همراه 8/40به تنهايي
براي باكتري ميزان اين . وددرصد ب78كاپتان 

Burkholderia (Pseudomonas) cepacia به
درصد بود86درصد و به همراه كاپتان 6/60تنهايي 

) 1978(به عقيده بيكر.)1991پارك و همكاران، (
تواند باعث همراه باكتري ميكش بهاستفاده از قارچ

پذيرتر شدن آن ضعيف شدن بيمارگر و در نتيجه آسيب
چنين يكي از هم. شودهبرابر عامل آنتاگونيست بدر 

هاي موثر در افزايش كارآيي مديريت تلفيقي روش
هاي مختلف اعم از هاي گياهي استفاده از استرينبيماري
كلوپربيكر و.باشدهاي مناسب ميها و قارچباكتري

براين موضوع معتقدند كه استفاده دضمن تاكي) 1990(
ها را در شرايط مختلف ف كاربرد آنهاي مختلاز استرين

ها روي پذير ساخته و طيف تاثير باكتريامكان
- اين عمل هم. نمايدبيمارگرهاي مختلف را بيشتر مي

هاي احتمالي مربوط به كاربرد توام چنين ناسازگاري
. رساندحداقل ميهاي آنتاگونيست را بهسموم با باكتري

.تر استنزديكمزرعه نيزاين روش به شرايط طبيعي
-الگوي تاثير تيمارهاي مورد استفاده روي وزن تر بوته

هاي نخود پس از دوهفته اندكي متفاوت با تاثير روي 
كش به براي مثال، كاربرد توام قارچ. زني بودقدرت جوانه

ها تاثير بهتري در افزايش وزن تر بوته Pf-3همراه جدايه 
.نشان داد

داري در معنياگرچه در اين آزمايش اختلاف
هاي كاربرد اينوكولوم مشاهده نشد ولي با توجه - روش

رسد نظر ميهتفاوت عددي بين دو تيمار مورد استفاده ب
پاشي به خاك در صورت بهينه سازي روش سوسپانسيون

هاي در بررسي. تاثير بهتري در كاهش بيماري دارد
اسپري نمودن ) 1989(هاجدرون و همكاران 

ارهاي بذر موثرتر ار يتري درون شسوسپانسيون باك
سه امتياز براي گرانپژوهشاين . سازي بذر بودآغشته

توان مقادير بيشتري از -مياولاً. انداين روش ذكر نموده
مشكلات پوشش ثانياً. باكتري را به بستر بذر اضافه نمود

ددادن بذر با باكتري و لزوم كاشت بلافاصله بذر وجو
سازي و نكته سوم اين است كه در روش آغشته،ندارد
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ها كشبذر بايد به سازگاري باكتري مورد استفاده و قارچ
كه در روش توجه لازم و كافي صورت گيرد درحالي

رسد نطر ميهب.اسپري، اين مسئله چندان اهميت ندارد
ليتر، جمعيت سلول باكتري در هر ميلي109جمعيت 

ول كنترل بيماري در شرايط مناسبي براي سطح قابل قب
با توجه به عوامل موثر محيطي در قدرت . مزرعه باشد

كلنيزاسيون باكتري در شرايط طبيعي لازم است 
برخي . جمعيت اوليه باكتري به اندازه كافي باشد

محققين حداقل جمعيت مورد نياز براي كنترل موثر 
البته). 2001ويپس، (دانند مي107تا 106بيماري را 

موفقيت بيوكنترل تا اندازه زيادي تحت تاثير شرايط 
هاي موجود در محيطي از جمله انواع ميكروارگانيسم

در يك ). 1999هوتينك و بوهم، (باشد ريزوسفر مي
جداگانه، كارآيي روش تيمار بذر گندم پاييزه با پژوهش

هاي آنتاگونيست ازجملهاستفاده از تعدادي ازباكتري
P. fluorescensوBurkholderia cepacia به

منظور كنترل پوسيدگي ريشه ناشي از گونه مختلف 
Pythium در شرايط مزرعه بررسي و نتايج قابل

در. )1997ميلوس و راثرك، (دست آمدهاي بملاحظه
-دسته از باكتريچنين معلوم شد كه آنهمپژوهشاين 

هايي كه در مزرعه قدرت بيوكنترل خوبي داشتند، 
خوبي توانسته ه هايي بودند كه در آزمايشگاه بجدايه

.بودند كه از رشد قارچ ممانعت كنند

سپاسگزاري
بخشي ازاعتبارات اين طرح از محل قطب كنترل 

هاي گياهي گروه گياه پزشكي بيولوژيك آفات و بيماري
.دانشگاه تهران تامين شده است
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Study on Effect of Pseudomonas fluorescens in Combination with Metalaxyl Against 
the Pythium ultimum Casual Agent of Seed rot and Pre-emergence of Chickpea

Ahmadzadeh1, M. and Sharifi Tehrani2, A.

Abstract
Chickpea seed rot and seedling pre-emergence damping-off caused by Pythium ultimum is 

one of the most devastating diseases in Iran. Consequently, growers can expect as much as >80% 
reduction in stand and yield if measures are not taken to control the disease. The fungus used in this 
work was isolated from chickpea seeds, and identified as P. ultimum var. ultimum. It caused a 57.7 
percent reduction of seed emergence in greenhouse trials. In the current study, the biocontrol 
potential of four antagonistic bacteria against the P. ultimum were evaluated. Pseudomonas 
fluorescens Qz29R, a well-known biocontrol agent obtained from the Washington State University, 
was comparatively used as a control. The performance of these bacteria was greatly influenced by 
different types of inoculation and their application methods. 95% if seeds coated with the biocontrol 
bacterium P. fluorescens isolate Pf-2 could considerably germinate in the prescenc of the P. 
ultimum in the plate assay. It appears to be a compatibility of bacterial treatments with metalaxyl, so 
that it may be applied in combination with the fungicide. Metalaxyl had no inhibitory effect on 
bacterial growth at different concentration used in this study. Captan inhibited the bacterial growth 
at the concentration of 10-3. In sterilized soil, metalaxyl was the most effective treatment, regarding 
the seedling stand and increased fresh weight of chickpeas. Isolate Pf-3 was considerably more 
effective than Pf-2, resulting in greater (P<0.05) seedling stand.  

Keywords: Chickpea, Seed rot, Rhizobacteria, Seed bacterization, Biocontrol
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