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  چكيده
 با اسـتفاده از دو جدايـه بـومي     Rhizoctonia solani AG-4املچه چغندرقند با ع كنترل بيولوژيكي مرگ گياه

Streptomyces  هاي     به نامS2  و C هر دو جدايه در آزمايش كـشت متقابـل از   . دش در گلخانه و مزرعه ارزيابي

ترتيـب بـه     بـه S2 و C هـاي  ر جدايهچنين تركيبات فراّ هم. دندكرجلوگيري  R. solani AG-4 رشد ميسليومي

 ،يـك از دو جدايـه      تيمار خاك با هـر    .  درصد از رشد ميسليومي قارچ بيمارگر ممانعت كردند        74و   72ميزان  

. كـرد خـوبي كنتـرل      زا بـه   چه رايزوكتونيايي را در خاك استريل تلقيح شده با قارچ بيماري           باكتري مرگ گياه  

جهـت مطالعـه    . داشـت  S2  عملكرد بهتري نسبت بـه جدايـه       ،چه سالم   افزايش گياه   درصد 76 با   Cجدايه  

نتايج نشان داد   . ها، فعاليت كيتينازي و توليد سيدروفور مورد بررسي قرار گرفت           آنتاگونيستي جدايه سازوكار  

.  روي محيط حاوي كيتين كلوئيدي فعاليت كيتينازي داشتند و قادر به بيوسنتز سيدروفور بودنـد                هر دو جدايه  

 در كنترل C و S2 جهت ارزيابي قابليت دو جدايه 1384-1386هاي  طي سالاي سه ساله   يك مطالعه مزرعه  

چـه   هاي باكتري در مقايسه با شاهد، مرگ گياه       تيمار جدايه . چه رايزوكتونيايي چغندرقند انجام شد     مرگ گياه 

و مزرعه با آلودگي مصنوعي     ) 1384سال  (دار در سطح پنج درصد در مزرعه با آلودگي طبيعي             طور معني  را به 

. داري مشاهده نشد    بين دو جدايه از نظر كنترل بيماري اختلاف معني        . كاهش داد ) 1386و   1385هاي    لسا(

داري در سطح پنج درصد شدت پوسـيدگي ريـشه چغندرقنـد را               هاي باكتري به طور معني      از جدايه   استفاده

علائـم  هاي سالم و بـدون   هاي باكتري توانستند درصد ريشه   جدايه 1386 و   1385هاي    در سال . كاهش داد 

  . درصد افزايش دهند95 تا 80 را پوسيدگي
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  مقدمه

مول گياهـان    مع مشكلاتچه يكي از     مرگ گياه 

رود  شــــمار مــــي  در مزرعــــه و گلخانــــه بــــه  

)Georgakopoulos et al. 2002(. بيمــــارگر 

Rhizoctonia solani Kuhn  ــي از ــميك ــرين  مه ت

 گياهـان   چـه  زادي است كه با مرگ گياه      هاي خاك  قارچ

 .)Tarek and Moussa 2002( مـرتبط اسـت   زراعـي 

موجـب پوسـيدگي ريـشه و طوقـه     قـارچي  اين بيمارگر   

ــد ــز مــي چغندرقن ــود  ني ــاي ديگــري از   قــارچ .ش ه

 Phytophthoraو  Pythium ، Fusariumهاي جنس

 را مــورد حملــه قــرار چغندرقنـد  و ريــشه چــه نيـز گيــاه 

  چه و پوسيدگي ريشه و طوقه ناشي       مرگ گياه  .دهند  مي

هاي بيمارگر از مناطق مختلف چغنـدركاري         از اين قارچ  

مقـدم و   عباسـي  ؛1374ارشاد (ايران گزارش شده است 

ــدحفاظــت از  ).1377همكــاران  ــرچغندرقن  .R در براب

solani  ـ بالا بردن جهت   محـصول از  تكيفيت و كمي

 در ايـران  ،ر حال حاضـر د. اهميت بالايي برخوردار است  

زاد  هــاي قــارچي خــاك روش متــداول كنتــرل بيمــاري

 كربوكسين  كش  قارچ پوشش بذر با استفاده از       چغندرقند

هــاي   آلــودگيبــر  بــا ايــن وجــود عــلاوه .اســتتيــرام 

از كـاربرد    محيطي و مـشكلات اقتـصادي ناشـي        زيست

چـه و پوسـيدگي ريـشه و          گيـاه   مـرگ  ،سموم شيميايي 

به صـورت    و   نشدهكنترل  طور كامل    به چغندرقندطوقه  

از مشكلات عمـده چغنـدركاري در ايـران مطـرح             يكي

ثر ؤكـاري م ـ    راه ،هـاي بيـوكنترلي    توسعه سيـستم   .است

جهت كـاهش آلـودگي محـيط زيـست و خطـر ايجـاد              

محـسوب  هـاي شـيميايي      كـش   قـارچ از    ناشيمقاومت  

هـاي زيــادي از كنتـرل بيولــوژيكي    گــزارش. دوش ـ مـي 

بـه  هـا   از ميكروارگانيسم   زاد با استفاده   هاي خاك  بيماري

به چاپ رسـيده اسـت       Streptomycesهاي   ويژه گونه 

(Crawford et al. 1993; EL–Abyad et al. 

1993; Asaka and Shoda 1996; Jones and 

Samac 1996; Chamberlain and Crawford 

1999; Whipps 2001; Xiao et al. 2002) .

 داراي اثـر    Streptomyces هـاي مختلـف جـنس      گونه

ــارچ ــدگي روي قـ ــاك بازدارنـ ــاي خـ ــه  زاد از هـ جملـ

Fusarium oxysporum  (Smith et al. 1990; 

Abd–Allah 2001; Getha and Vikineswary 

 .Pythium ultimum  (Crawford et al؛ (2002

1993; Yuan and Crawford 1995; Paulitz 

and Belanger 2001) ؛Verticillum spp. (EL–

Abyad et al. 1993; Aghighi et al. 2004)؛ 

Rhizoctonia solani (Asaka and Shoda 1996) 

  .دهستن

 Streptomyces كاربرد ، اخير مطالعاتبراساس  

چـه   براي كنتـرل مـرگ گيـاه   و يا كشت صاف شده آن  

 Chunga) اراننگ و همكوچ. ثر استؤرايزوكتونيايي م

et al. 2005)  چـه رايزوكتونيـايي    مرگ گيـاه بيوكنترل

 Sabaratnam and)م و تراكـوآير تناچيني و سابارا كلم

Traquair 2002)   چـــه  مـــرگ گيـــاهبيـــوكنترل

 گـزارش   Streptomycesاز    فرنگي را با اسـتفاده     گوجه

ي ايـن جـنس     هـا   گونـه  از   برخـي  ،بر اين  علاوه. دندكر

ممكن است علت آن كه هستند  گياه كننده رشد تحريك

 Tokala et) تتوليد سيدروفورهاي نـوع هيدروكـساما  
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al. 2002)   هــاي  تـوليـــابـو يــا توليــد ســاير مت

 ).Nassar et al. 2003(كننده رشد گياه باشـد   تحريك

 ،Streptomycesآنتاگونيـستي   سم اثر   يمكانترين    عمده

 .Smith et al)هـاي ضـدقارچي    بيوتيـك  ليد آنتـي تو

1990; Gupte and Naik 1999)، رقابت براي جذب 

هــاي  توليــد آنــزيم  وآهــن از طريــق توليــد ســيدروفور

 El-Tarabily et(ده مانند كيتيناز و گلوكاناز كنن تخريب

al. 2000 ( و همكــاران ترجواسـترادا .  اسـت (Trejo-

Estrada et al. 1998)   ــستي ــرات آنتاگوني  .Sاث

violaceusniger   رگرهاي گياهي گـزارش    را روي بيما

فعاليـت بيـوكنترلي     كه   د نشان دادن  اين محققين . كردند

. اسـت آن  قارچي  د   سه تركيب ض   مربوط به باكتري  اين  

اين باكتري قادر به توليـد كيتينـاز و گلوكانـاز           چنين   هم

 )(De Boer et al. 1998 و همكـاران  نتايج دبـور . بود

دقارچي  ض ـهاي ها در فعاليت بيوتيك آنتيروشن كرد كه  

 -ال.  درگيـر بودنـد    كننـده كيتـين    تجزيـه هـاي    باكتري

 (El-Tarabily et al. 2000)  و همكــارانتــارابيلي

تينـاز و گلوكانـاز مكانيـسم        كه توليد كي   ندمشخص كرد 

 S. violaceusniger فعاليت بيـوكنترلي  مرتبط بااصلي

 متعدد در زمينه موفقيت كنتـرل       مطالعاتبا وجود   . است

 معـدودي گرهـاي گيـاهي، تنهـا تعـداد         بيولوژيك بيمار 

محصول تجاري جهـت كـاربرد در كـشاورزي در بـازار            

 اين محصولات جهـت     اغلب ،بر اين  علاوه .استموجود  

اي و تنهـا تعـداد        ان گلخانـه  گياه ـهـاي     كنترل بيماري 

 انـد   دهش ـشماري براي استفاده در مزرعه معرفي        انگشت

(Stewart 2001; Paulitz and B´elanger 2001) .

مناسـب  و  اغلب محصولات كنترل بيولوژيـك تجـاري        

زاد حاوي يكـي از       خاكگرهاي  جهت استفاده عليه بيمار   

ــنس   ــه جـــــ   وTrichoderma ،Bacillusســـــ

Streptomyces كنترلـي  فعاليـت   وسـيع   طيف   .هستند

گيـاه در  از  در محافظـت    ها    آنو موفقيت   ها    اين باكتري 

ــه از  ــرايط مزرع ــن     ش ــه اي ــت ك ــواملي اس ــه ع جمل

ها را از ساير مواردي كـه تنهـا قـادر بـه           يكروارگانيسمم

كـرده   متمـايز    ،هـستند كنترل بيمارگرهاي اختـصاصي     

هــاي  هـاي زيــادي جهـت توسـعه گونـه     تـلاش . اسـت 

Streptomyces  ــرل ــل كنت ــوان عوام ــه عن ــده   ب كنن

از دلايـل     يكـي . ده اسـت  ش ـ انجامهاي قارچي     بيماري

 عملكـردي    چنـد  ،هـا   عمده فعاليت بر روي اين باكتري     

اسـت   بر عليه بيمارگرهاي گوناگون گيـاهي    ها  بودن آن 

به كاهش سلامت گيـاه در طـول دوره رشـد            كه منجر 

  .است ،دشون مي

ــستي دو   ــه خــصوصيات آنتاگوني ــن مطالع در اي

بـر عليـه    ) C و   S2(هاي     با نام  Streptomycesجدايه  

R. solani AG-4 چـه چغندرقنـد در     عامل مرگ گيـاه

نتـايج  . دش ـ بررسـي    و مزرعه  گلخانه ،هشرايط آزمايشگا 

 تيمار بذر با اين دو جدايه بـاكتري         حاصل نشان داد كه   

  .شد چه رايزوكتونيايي  كنترل بيماري مرگ گياهموجب

  ها مواد و روش

  هاي باكتري و قارچ  جدايه

هـاي     با نام  Streptomycesدر اين بررسي از دو جدايه       

S2 و Cكــرج درواقــع  ي گنــدمه كــه از خــاك مزرعــ 

 Sadeghi( استفاده شد ، شده بودشناساييجداسازي و 

and Ostadsaraie, 2004.(  
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روي ي ليـوفيليزه    هـا  جدايهجهت احياء باكتري،    

 گـرم   چهـار  ،گرم عصاره جـو   10حاوي   (MYAمحيط  

بـا   ، گـرم آگـار  18 گـرم گلـوكز و       چهـار  ،عصاره مخمر 

مـدت    بـه  گـراد   سـانتي  درجه   29در دماي   ) 2/7اسيديته  

ها تا زمان استفاده در      اين كشت . ندز انكوبه شد   رو هفت

 جدايـه   يك از   . قرار گرفتند  گراد  سانتي درجه   چهاردماي  

با گروه آناسـتموزي   وRh124   نام به R. solaniقارچ 

AG-4 ،بيمــار چغندرقنــد هــاي  ههچــجــدا شــده از گيا

به عنوان عامل   ) سسه تحقيقات چغندرقند  ؤ م دريافتي از (

 گراد  سانتي درجه   23ارچ در دماي    ق. شداستفاده  بيمارگر  

 PDA (Potato Dextrose Agar)روي محـــيط

  .داري شد نگه

ــي ــه  بررس ــستي جداي ــدرت آنتاگوني ــاي   ق ه

Streptomyces قــارچ بــر عليــه R. solani در 

  شرايط آزمايشگاهي

هاي   به منظور بررسي قدرت آنتاگونيستي جدايه     

Streptomyces  ــارچ ــر ق   از روشR. solani در براب

ــشت دو ــه ك ــورد  طرف ــوآن و كراوف  Yuan and)ي

Crawford 1995) يك رتيب كه به اين ت. استفاده شد

لوپ كامل از اسپورهاي باكتري در يـك طـرف محـيط     

PDA        درجه  29 به صورت خطي كشت شد و در دماي 

 ساعت  48  از پس. داري شد  گراد در انكوباتور نگه     سانتي

متري    ميلي پنجدر مقابل هر جدايه باكتري يك ديسك        

.  مركز محـيط كـشت قـرار داده شـد          در  از حاشيه قارچ  

 منتقل گراد سانتي درجه 23ها به انكوباتور با دماي  پتري

هـاي     روز ميزان بازداري از رشد جدايه      پنجاز   پس. شدند

اساس كاهش شعاع رشد پرگنه قارچ نسبت بـه     بر ،قارچ

. دش ـو براساس فرمول زير بررسـي       ) متر   ميليبه  (شاهد  

 سـه  تصادفي و شـامل  اين آزمايش در قالب طرح كاملاً 

  .و سه تكرار بود) S2 و Cشاهد، (تيمار 

  

  

  

  

 Streptomycesر  هـاي فـراّ      متابوليت اثربررسي  

  R. solani قارچ يدر جلوگيري از رشد ميسليوم

بـاكتري در   هـاي     جدايهر  هاي فراّ   ثير متابوليت أت

از روش   سـتفاده ا جلوگيري از رشد قارچ عامل بيماري با      

) Fiddaman and Rossall 1993(فيـدامن و روزال  

ــام  ــانج ــاكتري    . دش ــي ب ــشت چمن ــه ك ــت تهي جه

 CFU/ml 108سوسپانسيوني از اسپور باكتري با غلظت    

 پخـش   MYAد و بر روي پليت حاوي محـيط         شتهيه  

متري از حاشيه پرگنـه       يميل پنجسپس يك ديسك     .شد

 قرار داده   PDAط   در مركز پليت حاوي محي      جوان قارچ 

هر دو پليت به صـورت رو در رو قـرار گرفتـه و بـا           . شد

در تيمـار   . شـدند از پارافيلم به يكـديگر متـصل         استفاده

 MYAشاهد به جاي ديسك قـارچ از ديـسك محـيط            

گـراد     درجـه سـانتي    23در حـرارت    ها    پليت. دشاستفاده  

از پـنج روز ميـزان بـازداري از رشـد            و پس انكوبه شدند   

اين آزمايش  . دشاز فرمول فوق محاسبه      ا استفاده قارچ ب 

 Cشاهد،  ( تصادفي شامل سه تيمار      در قالب طرح كاملاً   

  .و سه تكرار بود) S2و 

100 x )قطر پرگنه قارچ در شاهد ميانگين-ميانگين قطر پرگنه قارچ در هر تيمار (  

  

  

 ميانگين قطر پرگنه قارچ در شاهد

 درصد ممانعت از رشد

چ پرگنه قار  
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 قــارچ در كــشت ميــسليومپــذيري اءآزمــون احي

  متقابل

ايـستايي    قـارچ /يكـش   قـارچ جهت ارزيابي اثـر     

 در انتهاي روز پـنجم بلـوكي از         يست،نهاي آنتاگو   جدايه

 ها واقع در ناحيه بازداشته شده از رشد       پرگنه قارچ حاشيه  

و رشـد    منتقل   PDA به محيط كشت     ،در كشت متقابل  

  .دشبررسي   شاهد در پليت قارچآن نسبت به رشد

 هــاي جدايــه فعاليــت كيتينــازي بررســي 

Streptomyces  

 C  از كشت دو جدايـه متري  ميليپنج سه بلوك  

ن كلوئيدي   درصد كيتي  4/0 جامد حاوي  به محيط    S2و  

(Hsu and Lockwood 1975) درصد آگار بـا  5/1 و 

 گـراد  سـانتي  درجـه  29 منتقل و در دمـاي   2/7اسيديته  

) متـر   ميلـي  5بيش از   ( هاله شفاف    ظهور.  داري شد  نگه

. ابي شد پيرامون باكتري به عنوان فعاليت كيتينازي ارزي      

  .شدانجام اين آزمون در سه تكرار 

ــي  ــيدروفوربررسـ ــد سـ ــه جدتوليـ ــاي ايـ  هـ
Streptomyces  

 CASآزمون رديابي سيدروفور بر اسـاس روش        

(Alexander and Zuberer 1991)انجام شد .  

كشت باكتري بر روي محيط حاوي معـرف بـه          

. انجام شـد  ) گرد  با استفاده از سوزن ته    (اي    صورت نقطه 

. داري شـدند   گراد نگـه    درجه سانتي  28ها در دماي     پليت

تغيير رنگ محـيط    (هاله  ر از روي    توانايي توليد سيدروفو  

و بـا   تـشكيل شـده      )اطراف هر كلني از آبي به نارنجي      

 ،پـنج ،  سـه در فواصل زماني  به كلني    قطر هاله    محاسبه

ايـن آزمـون در سـه تكـرار         .  ارزيابي شد  روز نهو   هفت

  .انجام شد

ــي تـ ـ ــهثير أبررس ــاي جداي  در Streptomyces ه

 ـ  چغندرقنـد چـه    جلوگيري از مرگ گياه    رايط  در ش

  گلخانه

هـاي    بررسـي بر اساس نتايج به دست آمـده از         

هاي باكتري    ثير مطلوب جدايه  أتمشاهده  و  آزمايشگاهي  

ثير بـاكتري بـر كنتـرل       أدر كاهش رشد قارچ بيمارگر، ت     

پاشي خـاك در      به روش محلول   چغندرقندچه   مرگ گياه 

 جهت تهيه مايه . شرايط گلخانه مورد مطالعه قرار گرفت     

 مـدت   بذر گنـدم بـه  گرم  R. solani، 100تلقيح قارچ 

 سـپس آب    ،ب قـرار گرفـت    آروز زيـر شـير       يك شـبانه  

 درجـه   121در دمـاي    دو بـار    و  شـده   اضافي آن گرفته    

بذور اتـوكلاو  . دش دقيقه اتوكلاو 20 به مدت  گراد  سانتي

 ارلن مـاير يـك ليتـري    درون پايه عنوان كشتشده به  

 از  متـري   يدو تا سـه سـانت     هاي   هقطعسپس  . يخته شد ر

بـه  ها    ارلن. دشها اضافه     به ارلن  R.solaniكشت فعال   

گــراد   درجــه ســانتي23 هفتــه در دمــاي چهــارمــدت 

ها محتويـات     هر روز با تكان دادن ارلن     . شدندداري   نگه

طـور   هـا بـه   ها به هم زده شد تا قارچ در تمام قسمت     آن

كشت پايه كه به خوبي     مخلوطي از    .يكنواخت رشد كند  

آرد ذرت سترون و ماسـه      رچ كلونيزه شده بود،     توسط قا 

 تهيـه و    W/W درصـد    90 و   پنج ،پنج نسبتبه  سترون  

 .عنوان مايه تلقيح قـارچ مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت             به

تيمار شاهد غيرآلـوده از آرد ذرت سـترون و          تهيه  جهت  

 استفاده  W/W درصد   95  و پنجماسه سترون به نسبت     

شده با خاك مزرعـه      پر   ي يك كيلوگرمي  ها  گلدان. شد

 10 بـه    يـك وسيله مايه تلقيح قارچ به نسبت        سترون به 

W/W   سـلولي   سوسپانـسيون بـراي تهيـه     . نددش آلوده
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ــاكتري ــسليوم، ب ــپورها و مي ــاي اس ــك ه ــت ي ــه  پلي ن

از لـوپ    با استفاده  هر جدايه متري از كشت چمني      سانتي

سـديم  ( سـرم فيزيولوژيـك      ليتـر    ميلي 20 برداشته و در  

سيون با  نسوسپادو   .دشسوسپانسيون  ) درصد 9/0كلريد  

. دش ـ تهيه و اسـتفاده   105و   CFU/ml 109 هاي  غلظت

 ليتـر   مخلوطي به صورت يك ميلي     ،از هر سوسپانسيون  

 42 ساعت در دمـاي  دومدت   بهو يك گرم شن تهيه    بر

براي تيمارهاي بـاكتري    . داري شد   نگه گراد  سانتيدرجه  

 بـا   مخلـوط  گرم شن    80و قارچ و يا باكتري به تنهايي        

مخلـوط  از شـن    . دشهر گلدان اضافه    سطح  باكتري به   

 ـ با سـرم فيزيولوژ    شده )  درصـد 9/0سـديم كلريـد   (ك ي

بذور مـصرف   .  تيمار شاهد استفاده شد    به عنوان سترون  

از كاشـت     رقم شيرين بوده و قبـل   آزمايششده در اين    

به مدت سه دقيقه بـا هيپوكلريـت سـديم يـك درصـد              

طور كامل با آب مقطـر اسـتريل شـسته           ضدعفوني و به  

 كاشـته   چغندرقنـد  بذر منوژرم    هفتدر هر گلدان    . شدند

 ها در شرايط گلخانـه در قالـب طـرح كـاملاً            گلدان. شد

 درجـه   23± 1  تكـرار تحـت دمـاي      چهـار تصادفي بـا    

 12ي و اي سـاعت روشـن  12 با تنـاوب نـوري     گراد  سانتي

 ـ  روز يك دو هر    و  قرار گرفتند  ساعت تاريكي  ار آبيـاري  ب

هـاي سـالم يادداشـت       چه  روز تعداد گياه   30بعداز  . شدند

  .شد

ــي تـ ـ ــهأبررس ــاي  ثير جداي  در Streptomycesه

چـه و پوسـيدگي ريـشه        جلوگيري از مـرگ گيـاه     

  چغندرقند در شرايط مزرعه

 تـا   1384هـاي     اي طي سـال     هاي مزرعه   آزمون

سسه گياهپزشـكي كـشور     ؤ در مزرعه آزمايشي م    1386

 8/17(آباد كرج در خـاك لـومي شـني           ينواقع در مشك  

انجـام  )  درصـد سـيلت  29 درصد شن و  53درصد رس،   

از كشت با مخلوط      بذور چغندرقند، رقم شيرين پس    . شد

) مطــابق قــسمت قبــل(شــن و سوسپانــسيون بــاكتري 

، R. solani AG4كـشت پايـه قـارچ    . پوشش داده شد

سـازي مـصنوعي زمـين     جهـت آلـوده   Rh124  جدايه 

 كشت پايه تهيه شـده بـه      . دشسمت قبل تهيه    مطابق ق 

. شــد ســاعت هــوا خــشك و ســپس آســياب 24مــدت  

 گرم خـاك  200مخلوط هشت گرم از اين مايه تلقيح با    

.  بذر در هر شيار زمين ريخته شـد        از كاشت   مزرعه، قبل 

تهيه شده از   ( آغشته به سم كربوكسين تيرام       هايراز بذ 

نتـرل اسـتفاده    عنـوان ك   به) سسه تحقيقات چغندرقند  ؤم

بـرداري جهـت بررسـي     از كشت نمونه   روز پس  30. شد

هـاي     ريـشه تعـدادي از    . دش ـچه سالم انجـام      تعداد گياه 

م پوسيدگي جهـت شناسـايي عامـل ايجـاد          يداراي علا 

از شستـشوي    پـس . دش ـپوسيدگي به آزمايشگاه منتقل   

ــشهســطحي  ــسمت   ري ــا آب شــير، ق ــا ب ــاي داراي  ه ه

 منتقــل و در PDAشت پوســيدگي بــر روي محــيط كــ

قارچ رشد كرده   . گراد انكوبه شد    درجه سانتي  25حرارت  

جداسازي و مشخصات ماكروسـكوپي و ميكروسـكوپي        

 در   ، آزمايش 1384در سال   . آن مورد بررسي قرار گرفت    

 1386 و   1385هـاي    مزرعه با آلودگي طبيعي و در سال      

 . به انجام رسيدR. solaniدر مزرعه تلقيح شده با قارچ 

هاي خرد شده و در       اين آزمايش با استفاده از طرح كرت      

هاي كامل تصادفي در چهار تكـرار بـا           قالب طرح بلوك  

هر تيمار شامل يك كـرت بـا     . چهار تيمار به اجرا درآمد    

ــا فاصــله 10ف چهــار رديــ از  متــر  ســانتي75 متــري ب
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. دش طراحي   ها متر فاصله بين بوته      سانتي 20و  ديگر   هم

  .ال به جنوب بودها شم جهت رديف

  آناليزهاي آماري

تجزيه واريـانس بـر پايـه طـرح آزمايـشي بـه             

ــسه .  اجــرا شــد در هــر آزمــايشكارگرفتــه شــده مقاي

اي دانكـن    از آزمون چند دامنه      با استفاده   نيز ها نيميانگ

 آمـاري   هـاي   افزار مورد استفاده در تجزيه     نرم. دشانجام  

  .دبو MSTATCاين مطالعه 

  نتايج

هــاي  جدايــهآنتاگونيــستي ت بررســي قــدر 

Streptomyces در برابـــر R.solani  در شـــرايط

  آزمايشگاهي

هـا    يك از جدايه   ميانگين قطر هاله بازدارنده هر    

 و درصـد ممانعـت از رشـد        گيري شد   در سه تكرار اندازه   

نتايج اين آزمون نشان داد كـه       . دست آمد  هپرگنه قارچ ب  

روي رشـد   گي  داراي اثر بازدارنـد    S2 و   C جدايههر دو   

از دو روز     اثرات آنتاگونيستي پس  . بودندميسليومي قارچ   

ميزان ممانعت از  . دكرپيشرفت  ي  و در روزهاي بعد   بروز  

 31( S2 جدايـه  در مقايسه با     ) درصد C )45 جدايه رشد

 درصـد   پنجاز نظر آماري در سطح      تر بود و     بيش )درصد

پذيري ءآزمون احيا  .)1جدول   (داد  دار نشان    تفاوت معني 

 هـاي   ميسليوم ،از انكوباسيون    روز پس  پنجنشان داد كه    

قارچ، واقع در حاشيه ناحيه بازدارندگي كشت متقابل هر         

در محـيط كـشت تـازه قابليـت رشـد        دو جدايه باكتري    

  .داشتند
  

هاي استرپتومايسس  ثير آنتاگونيستي جدايهأ ت1جدول 

  )كشت متقابل( رايزوكتونيا سولانيدر برابر 

  
ممانعتدرصد  ميانگين قطر كلني  

)متر ميلي(  

 جدايه باكتري

7/44 a 39  C  
31b 49  S2 

 شاهد 70 0

اس آزمون دانكن ـاند براس ان داده شدهـروف يكسان نشـتيمارهايي كه با ح

(p< 0.05)يستنددار ن  داراي اختلاف معني  

هــاي  ر جدايــههــاي فــراّ بررســي اثــر متابوليــت

Streptomyces   ز رشد ميسليوم قارچ     در جلوگيري ا

R.solani  

از  به خوبي    ر هر دو جدايه توانستند    ترشحات فراّ 

 S2جدايه  .  جلوگيري كنند   بيمارگر رشد ميسليومي قارچ  

  درصد بازدارنـدگي تقريبـاً  72 با C درصد و جدايه 74با  

آمـاري  از نظـر    . نـد كردهاي قارچ را متوقف       رشد پرگنه 

 ـ   بـود ندار   عنـي ر دو جدايـه م    ثير ترشـحات فـراّ    أتفاوت ت

  .)2جدول (
  

ر هاي فراّ ثير آنتاگونيستي متابوليتأت 2جدول 

هاي استرپتومايسس در جلوگيري از رشد  جدايه

  رايزوكتونيا سولاني

  
 ميانگين قطر كل درصد ممانعت

)متر ميلي(ني كل  

 جدايه باكتري

72a 20  C  
74a 3/19   S2 

 شاهد 70 0

اس آزمون دانكن ـاند براس  داده شدهانـروف يكسان نشـتيمارهايي كه با ح

(p< 0.05)يستنددار ن  داراي اختلاف معني  

  فعاليت كيتينازي

 S2هاي   جدايه كلني پيرامون   شفاف هاله   ايجاد

 سهترتيب    از به   پسيدي  يدر محيط كدر كيتين كلو     Cو  

نشان داد كه هر دو جدايـه قـادر         انكوباسيون   روز   پنجو  



184 ....چه رايزوكتونيايي چغندرقند با استفاده از كنترل بيولوژيكي مرگ گياه  

a
a

0

4

8

12

16

C S2

      �
����

 آ
����

	 

��� 


���

ه

 �
���

	 �
���

�

به توليد آنزيم كيتيناز، تجزيه كيتين و استفاده از آن بـه           

  .هستندعنوان منبع كربن 

  سيدروفورتوليد 

هـاي    با تشكيل هاله نـارنجي در اطـراف كلنـي         

ه هر دو جدايـه جهـت انحـلال         د ك شباكتري مشخص   

 سيدروفور توليـد و در محـيط آزاد         ،محلول محيط آهن نا 

 با گذشت زمان نسبت قطر هاله به كلني براي          .دكنن  مي

 S2اين افزايش براي جدايه . هر دو جدايه افزايش يافت    

  ).1 شكل ( بودCتر از جدايه  بيشدار  به طور معني

  

  

  

  

  

  
  

 (p< 0.05)اند بر اساس آزمـون دانكـن    تيمارهايي كه با حروف يكسان نشان داده شده

 يستندداراي اختلاف معني دار ن

هاي   بررسي توليد سيدروفور توسط جدايه1شكل 

  CASاسترپتومايسس با استفاده از روش 

ــي تـ ـ ــهأبررس ــاي  ثير جداي  در Streptomycesه

 در شـرايط    چغندرقنـد چـه    جلوگيري از مرگ گياه   

  گلخانه

اي نـشان داد كـه هـر دو            گلخانه          نتايج آزمايش 

يمـارگر  سوزي نداشتند بلكه قارچ ب   جدايه نه تنها اثر گياه    

تفـاوت  . چه را به خـوبي كنتـرل كردنـد         مولد مرگ گياه  

 بـاكتري بـر روي   يك جدايـه داري بين دو غلظت      معني

در رابطه با كنترل    . زني و كنترل بيماري ديده نشد      جوانه

بيماري توسط دو جدايه باكتريايي در غلظت اول تفاوت         

  ).2 شكل(ها ديده شد  دار بين عملكرد جدايه معني

ــي تـ ـ ــهثأبررس ــاي  ير جداي  در Streptomycesه

چـه و پوسـيدگي ريـشه        جلوگيري از مـرگ گيـاه     

  چغندرقند در شرايط مزرعه

چه را  هر دو جدايه باكتريايي توانستند مرگ گياه

دار در سطح پنج درصد در مزرعه با آلودگي           طور معني  به

و مزرعـه بـا آلـودگي مــصنوعي    ) 1384سـال  (طبيعـي  

 دهند، بين دو جدايـه      كاهش) 1386 و   1385هاي    سال(

. داري مشاهده نـشد    ي اختلاف معني  نظر كنترل بيمار   از

 22كـش      تيمار بـا قـارچ     ،در مزرعه با آلودگي مصنوعي    

 درصـد مـرگ     55 بـه ميـزان      Cدرصد و تيمار با جدايه      

تيمـار كـاهش داد     چه را در مقايسه بـا بـذر بـدون            گياه

هاي ماكروسـكوپي و ميكروسـكوپي        بررسي). 3جدول  (

هـاي داراي    ريـشه هاي جـدا شـده از           ن داد كه قارچ   نشا

؛ .Phytophthora spp؛ R. solaniعلائم پوسـيدگي  

Pythium spp.  و Fusarium spp.  بـذور  . هـستند

 درصــد پوســيدگي 50بــيش از ) كنتــرل(تيمــار نــشده 

طـور   هاي باكتري بـه     داشتند، در حالي كه تيمار با جدايه      

دت پوسـيدگي كـم   از ش داري در سطح پنج درصد معني

هاي باكتري     جدايه 1386و  1385هاي    در سال . شده بود 

 80هاي سالم و بدون پوسيدگي را          ريشهتوانستند درصد   

داري  از اين نظر تفاوت معني    .  درصد افزايش دهند   95تا  

كـه در مقايـسه بـا        در حـالي  . ميان دو جدايه ديده نـشد     

 كش موجب كاهش پوسـيدگي      كنترل، تيمار بذر با قارچ    

  ).4جدول (د شن
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  بحث

هاي آزمايشگاهي نشان داد هر دو جدايه         بررسي

Streptomyces        استفاده شده در ايـن مطالعـه توانـايي

چـه    عامل مـرگ گيـاه  R. solani AG-4كنترل قارچ 

نتايج حاصل از كـشت متقابـل        . هستندقند را دارا    چغندر

 نسبت  R.solaniكه قارچ   كرد  باكتري و قارچ مشخص     

هـاي   هاي ضد قارچي آزاد شده توسط جدايه   تبه متابولي 

ــايي  ــساس اســت S2 و Cباكتري ــد ح .  در محــيط جام

ر هر دو جدايه توانستند به خـوبي        چنين ترشحات فراّ   هم

در كــشت . از رشــد ميــسليومي قــارچ جلــوگيري كننــد

 ) درصـد  S2) 31متقابل، درصد ممانعت از رشـد جدايـه         

در بـود؛  ) رصد د C) 45تر از جدايه     داري كم   طور معني  به

ر هـر دو    هاي فـراّ   كه قدرت بازدارندگي متابوليت     صورتي

 را  Streptomycesقدرت آنتاگونيستي   . جدايه برابر بود  

بيوتيـك، سـيدروفور،    ه عوامل متعددي مانند توليد آنتي   ب

كننده ديواره سـلولي قـارچ و تركيبـات          هاي هضم   آنزيم

 (2000) ال تربيلـي و همكـاران     . دهنـد  ر نسبت مي  فراّ

 Streptomycesهاي آنتاگونيست    نشان دادند كه جدايه   

  .هستندليد كيتيناز قادر به تو
 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  )روز پس از كشت (30هاي استرپتومايسس در جلوگيري از مرگ گياهچه چغندرقند در شرايط گلخانه ثير جدايهأت 2شكل 
105 CFU/ml Streptomyces isolate C تيمار شده با = C1 

109 CFU/ml Streptomyces isolate C تيمار شده با = C2 

105 CFU/ml Streptomyces isolate S2 تيمار شده با = S2(1) 

109 CFU/ml Streptomyces isolate S2 تيمار شده با = S2(2) 

Rhizoctonia solani  تيمار شده با قارچ = R 

 يستند داراي اختلاف معني دار ن(p< 0.05)اس آزمون دانكن اند بر اس تيمارهايي كه با حروف يكسان نشان داده شده
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  )1384-86سال ( چه چغندرقند در شرايط مزرعه هاي استرپتومايسس در جلوگيري از مرگ گياه ثير جدايهأت 3جدول 

  

  هاي  سالم درصد گياهچهميانگين 

 تيمار مزرعه با آلودگي مصنوعي رايزوكتونيا سولاني  مزرعه با آلودگي طبيعي رايزوكتونيا سولاني

2005  2006 2007 

)تيمار نشده(شاهد   59 a*  38 a 75/17  c  

C 5/78  b  88 b 5/71  a 

S2 25/74  b  89 b 75/69  a 

25/60 -  - كربوكسين تيرام  b 

  يستندر ن داراي اختلاف معني دا(p< 0.05)اند بر اساس آزمون دانكن  تيمارهايي كه با حروف يكسان نشان داده شده

  

ثر جهـت   ؤتواند عاملي م    چه توليد كيتيناز مي   اگر

 ايـن   كنترلي باكتري بر عليه قارچ باشد اما الزاماً       فعاليت  

 يـست فعاليت آنزيمي جهت كنترل مطلوب قارچ كافي ن       

 ساير عوامل كنترلي نيز در بيـوكنترل دخالـت          و معمولاً 

 (1995)  و گوپتا و همكـاران     (1998) نتايج دبور . دارند

هاي ضد قارچي    ها در فعاليت    بيوتيك وشن كرد كه آنتي   ر

هستند و فعاليـت    كننده كيتين درگير     هاي تجزيه   باكتري

در .  نيستها كافي تنهايي جهت كنترل قارچ   كيتينازي به 

بـر     عـلاوه  S2 و   Cاين مطالعه نيز مشخص شد جدايه       

. در فعاليت كيتينازي دارهاي محلول و فراّ   توليد متابوليت 

برداشـته شـده از     (هاي قارچ بيمـارگر       جا كه بلوك   از آن 

حاشيه پرگنه بيمارگر در ناحيه بازدارندگي آزمون كشت         

د كـه   ش ـ شـدند، مـشخص      ءدر محيط تازه احيا   ) متقابل

هاي ترشح شده در محـيط كـشت جامـد روي             متابوليت

و نـه  ) fungistatic( اثـر بازدارنـدگي   R. solaniقارچ 

 نتايج اين مطالعـه نـشان       .دارند) fungicide(كشندگي  

 in vitroدهنده وجود ارتباط بين آنتاگونيسم در شرايط 

كه با تحقيق است  in vivoو كنترل بيماري در شرايط 

 Yuan and)انجــام شــده توســط يــوان و كراوفــورد

Crawford 1995) (2000) و همكاران تربيلي- و ال 

 با درصـد بازدارنـدگي از رشـد         S2جدايه  . مطابقت دارد 

 in vivo توانـست در آزمـون   Cتر نسبت به جدايـه   مك

چـه  اگر. دار كاهش دهد چه را به صورت معني     مرگ گياه 

ود ـن وج ـتر بود با اي     كم C نسبت به جدايه     S2عملكرد  

 ـ ـه نش ـانـدست آمده از گلخ    اي به ـه  داده د كـه   ـان دادن

توان به سادگي بـه    را نميin vitroهاي  نتايج آزمايش

 به كـار  in vivoهاي  دقيق براي آزمونعنوان مقياسي 

 Xiao et)هاي زيـاو و همكـاران    اين نتايج با داده. برد

al. 2002)ايـن محققـين بيـان داشـتند     .  مطابقت دارد

 Streptomycesهـاي   اندازه ناحيـه بازدارنـدگي جدايـه    

 با كنترل in vitroبراي بيمارگرهاي خاص و در شرايط 

به . يستدار در ارتباط ن     يطور معن  موفق آن بيمارگرها به   

 inرل در شرايط ـوكنتـل بيـوامـعبارت بهتر، غربال ع

vitro هـاي    بايد با آزمـونin vivo  ايـن  . دشـو  دنبـال

تـر، از   هاي ضـعيف  تواند ما را در حفظ جدايه      موضوع مي 

ثر از نظـر سـاير   ؤهـاي آزمايـشگاهي امـا م ـ     نظر آزمون 
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بـا  . دن ـكهاي مورد اسـتفاده در كـشاورزي كمـك            جنبه

 مشخص شد كه هـر دو جدايـه         CASاستفاده از روش    

مطالعات قبلـي نـشان     . قابليت توليد سيدروفور را داشتند    

اي توانايي جذب يون آهـن را         لپهبود كه گياهان دو   داده  

 Crowley et)دارند ) سيدروفور(هاي ميكروبي  از كلات

al. 1991) .چنين مزاياي سـيدروفورهاي ميكروبـي    هم

ابع آهـن و اثرشـان در جلـوگيري از تـنش            به عنوان من  

 كمبود آهن و افزايش رشـد گيـاه گـزارش شـده اسـت             

.(Wang et al. 1993)   سيدروفور از جملـه تركيبـاتي 

 Induced)است كه با ايجاد مقاومت القايي سيستميك 

Systemic Resistance, ISR) گياهــان را در برابــر 

نـد  ك  طيف وسيعي از بيمارگرهاي گياهي محافظت مـي       

(Bloemberg and Lugtenberg 2001) .  توكـالا و

 .S نـشان دادنـد   (Tokala et al. 2002)همكـاران  

lydicus WYEC108 يــك عامــل بيــوكنترلي ضــد ،

كننده رشد گياه اسـت كـه سـيدروفور          قارچي و تحريك  

  .كند توليد ميهيدروكساماتي 

در اين مطالعه مقايسه نسبت قطر هاله به كلني         

جدايـه از نظـر ايـن شـاخص تفـاوت           نشان داد كـه دو      

 S2دار داشته و افزايش اين نـسبت بـراي جدايـه             معني

بـا توجـه بـه افـزايش قابليـت          .  بود Cتر از جدايه     بيش

 در كنترل بيمـاري و عملكـرد گيـاه بـه نظـر              Cجدايه  

رسد كه در اينجا توليد سيدروفور توجيه كننده تفاوت           مي

گيري دقيق    دازهاز طرفي ان  . يستهاي دو جدايه ن     قابليت

مي جهت مشخص   هاي كّ   مقدار سيدروفور بر پايه روش    

ن نقش سيدروفور در خصوصيات بيوكنترلي اين دو         كرد

  .استجدايه در مطالعات بعدي ضروري 

هـاي    اي تيمار بـا جدايـه       هاي مزرعه   در آزمايش 

Streptomyces      چـه و     باعث كاهش شدت مرگ گيـاه

ما نشان داد كه    مطالعات  . دشپوسيدگي ريشه چغندرقند    

هـاي بــاكتري داراي پتانـسيل بيـوكنترل مــرگ     جدايـه 

در ايـن  . هـستند چه و پوسـيدگي ريـشه چغندرقنـد      گياه

 S2 و   Cداري بين دو جدايه       ها هيچ تفاوت معني     بررسي

. چه و پوسيدگي ريشه مشاهده نشد      در كنترل مرگ گياه   

ــسم  ــتفاده از ميكروارگاني ــان اس ــوكنترل   امك ــا در بي ه

مطالعـه قـرار گرفتـه      خوبي مورد  زاد به  اي خاك ه  بيماري

چــه كــافي اســت عامــل  در مــورد مــرگ گيــاه. اســت

چـه را طـي دوره زمـاني كوتـاه            بذر و گياه    آنتاگونيست،

بـا ايـن    . زني و ظهور گياه مورد حفاظت قرار دهد        جوانه

هايي كه بتوانند     وجود شناسايي و استفاده از آنتاگونيست     

ننـد از نظـر     كا محافظـت    تـري گيـاه ر     مدت زمان بيش  

هـا    اين آنتاگونيـست  . استتر    اقتصادي مقرون به صرفه   

چـه قـادر خواهنـد بـود         علاوه بـر كنتـرل مـرگ گيـاه        

هـاي قـارچي    مانند پوسيدگيي ـ  رويش هاي پس بيماري

كه به كميت و كيفيت محـصول خـسارت وارد   ـ ريشه   

 Cجا كه هر دو جدايه       از آن . دننكآورند را نيز كنترل       مي

هـاي متفـاوت      هايي از جـنس      توانايي كنترل قارچ   S2 و

 را Rhizoctonia و Fusarium، Pyriculariaماننــد 

 Sadeghi and)در شرايط آزمايشگاه نشان داده بودند 

Ostadsaraie 2004)هـاي   رفت در آزمـون   انتظار مي

 ديگر بيمارگرها را ،R. solaniبر كنترل  اي علاوه مزرعه
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دهند كه اين دو جدايـه        يج نشان مي  نتا. نيز كنترل كنند  

ــارچ  ــي از ق ــشه ناش ــيدگي ري ــاي  پوس ، R. solaniه

Phytophthora spp.،Pythium spp.  و 

Fusarium spp.    را كـاهش داده و تعـداد چغنـدرهاي 

 ـ    . سالم را افزايش دادند    دسـت آمـده     هبراسـاس نتـايج ب

 پتانـسيل   S2 و   Cهـاي     توان نتيجـه گرفـت جدايـه        مي

چـه و افـزايش    هت كنترل مرگ گيـاه تجاري شدن را ج  

  .رندقند داعملكرد چغندر
  

  هاي استرپتومايسس در كاهش پوسيدگي ريشه چغندر قند در شرايط مزرعه ثير جدايهأت 4جدول 

  

 درصد پوسيدگي ريشه 

 2007  2006 تيمار

( تيمار نشده (شاهد  60 a*  50 a 

C 5/7  bc  10 b 

S2 5 c  20 b 

 a 40  - كربوكسين تيرام

  يستند داراي اختلاف معني دار ن(p< 0.05)اند بر اساس آزمون دانكن  تيمارهايي كه با حروف يكسان نشان داده شده                       
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