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  هچكيد

آنتاگونيست در مواردي با موفقيت هاي  استفاده از برخي باكتري Sclerotinia sclerotiorum قارچبراي كنترل 

د باش ثر ميؤي مهاي بيوكنترل  روي استريناكتورهاي محيطي مانند منابع كربن فجا كه از آن .همراه بوده است

رو در بسياري   از اينصرفه اقتصادي نداشته  اين عواملتوليد انبوهخالص در هاي  هيدراتكربواستفاده از و 

در اين تحقيق  .گردد استفاده مي) مثل ملاس( ها  كربوهيدراتاز غني موارد از ضايعات كشاورزي و صنعتي 

  محيط كشت دوثيرأتسپس . انتخاب شد Pseudomonas fluorescens جدايه 47از ميان UTPF61 جدايه

 شرايط آزمايشگاه و  در باكتريخاصيت آنتاگونيستي و  در افزايش جمعيتحاوي ملاس چغندرقند و نيشكر

 كه تفاوت نتايج نشان داد .ي شدبررس  روي ميزبان آفتابگرداندر شرايط گلخانهخاصيت بيوكنترلي باكتري 

 و خاصيت ثير روي جمعيتأت نظر از و نيشكر محيط كشت حاوي ملاس چغندرقنددو   بينداري معني

 شاهد اختلاف با اين دو محيط كشت وجود ندارد اما  و گلخانهدر شرايط آزمايشگاه يبيوكنترلي باكتر

باكتري حاصل از محيط خاصيت بيوكنترلي  وسيله ه درصد گياهان ب80 در شرايط گلخانه .داشتندداري  معني

وسيله خاصيت بيوكنترلي باكتري حاصل از محيط كشت ملاس  ه درصد گياهان ب78 و ملاس چغندرقند كشت

 نشان گياه آفتابگردان در شرايط گلخانهپارامترهاي رشدي  بررسي .نيشكر در مقابل قارچ محافظت شدند

ثير بر طول ساقه، طول أ از نظر ت اماوزن خشك گياه داشت بر افزايش يثير بيشترأ ملاس چغندرقند تداد كه

  .وجود نداشتداري  تر بين اين دو محيط كشت تفاوت معني ريشه و وزن
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  مقدمه

يكي از  Sclerotinia sclerotiorumقارچ 

هاي آفتابگردان در ايران محسوب  ترين بيماري مهم

ها  وسيله اسكلروت ه خاكزاد ببيمارگراين  .شود مي

 هاي چه با حمله به گياه و زنده ماندهتواند در خاك  مي

اين بيمارگر . شود ها  بوتهمرگ آفتابگردان باعث 

هاي در حال رشد و بالغ گياهان حمله  چنين به ريشه هم

 باعث پوسيدگي ريشه، شانكر در پايين ساقه و كرده و

  .(Shojaalsadati 2003) شود پژمردگي مي

هاي بـالا بـردن عملكـرد محـصول         يكي از راه  

هـاي آن   آفتابگردان كاهش خـسارت ناشـي از بيمـاري       

ــ ــدك روشأاســت، ت ــرل  ثير ان ــيميايي در كنت هــاي ش

هاي بالاي اقتـصادي   هاي گياهي خاكزاد، هزينه    بيماري

،  ناشي از استفاده سموم هاي زيست محيطي   لودگيآن، آ 

 ،شيميايي در محـصولات كـشاورزي      سمومهاي   پسماند

زا بـه    عوامل بيمـاري هاي مقاوم جدايه توسعه  پيدايش و 

دنبـال    باعـث شـده اسـت تـا محققـين بـه          ها قارچكش

 بـا هـدف توســعه   تـر  تـر و منطقـي   هـاي مناسـب   روش

 .)Duffy and Defago 1999( كشاورزي پايدار باشند

خــصوص بــا اســتفاده از برخــي  هكنتــرل بيولوژيــك بــ

هاي آنتاگونيست در مواردي بـا موفقيـت قابـل           باكتري

نقـــش آن در كنتـــرل  اي همـــراه بـــوده و ملاحظـــه

جا  از آن. بيمارگرهاي مهم خاكزي به اثبات رسيده است      

هاي گيـاهي اسـت كـه بـه       كه آفتابگردان يكي از گونه    

تهيـه ارقـام   ساس اسـت و  ح ـ S. sclerotiorum قارچ

 ــ به پوسـيدگي اسكل    اومـمق ردان ـايي در آفتابگ ــروتيني

  نيز ثريؤ كنترل شيميايي م   آميز نبوده و   تاكنون موفقيت 

 Expert and) ،براي اين بيماري شناخته نـشده اسـت  

Digat 1995)    استفاده از عوامل بيـوكنترل عليـه ايـن 

كـه  است   داده نشان   ها بررسي. ثر باشد ؤتواند م  قارچ مي 

ــا  ــذرها ب ــاكتريتيمــار ب ــهــاي ب طــور  ه آنتاگونيــست ب

ها  چه گياهحفاظت از طريق بر روي رشد گياه داري   معني

ــ ــوده ثر ؤاكزاد مـــهاي خــارگرـل بيمـــدر مقاب  اســتب

(Costa et al. 2001).لـولين   هـاي مـك    طبق بررسي

)McLoughlin et al. 1992(   ــايش ــك آزم در ي

 Pseudomonas cepacia اسـترين هـاي   ،اي مزرعـه 

 S. sclerotiorum زني آفتـابگردان را در حـضور   جوانه

  .افزايش داد

 Pseudomonasهاي گونه  تعدادي از استرين

fluorescens  وP. putidaعنوان عوامل بيوكنترل   به

 Duffy and) اند هاي مختلف خاكزاد گزارش شده قارچ

Defago 1999) .اي  زنده و غيرزنده محيطيعوامل 

عواملي هستند  و غيره  دما، اكسيژن، منابع غذاييمانند

 و ثر بودهؤبيوكنترل مهاي  مؤلفهليت كه بر روي فعا

 مانند انواع چنين در بيوسنتز تركيبات ضدميكروبي هم

 نقش مهمي ايفا ها، سيدروفورها و غيره بيوتيك آنتي

ترين مسائل در مورد استفاده   يكي از مهم.كنند مي

انبوه نترل در سطح وسيع توليد عملي از عوامل بيوك

افزايش هم زمان با  طراحي فرايندي كه .باشد ها مي آن

، ماندگاري و ثبات ژنتيكي باكتري را در كارايي ،دمايهزا

سزايي ه مراحل توليد انبوه افزايش دهد از اهميت ب

علاوه عناصر غذايي پرمصرف و  به. برخوردار است

يط كشت در مصرف موجود در شرايط طبيعي و مح كم

منبع . سزايي دارند هبقا و كارايي عامل بيوكنترلي نقش ب
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به  هاي بيوسنتزي كه منجر كربن براي كليه فعاليت

 شود مورد توليد مثل، تشكيل فراورده و بقاي سلول مي

هاي خالص مثل  كربوهيدراتاستفاده از . نياز است

گلوكز، فروكتوز، ساكارز، لاكتوز و قندهاي ديگر در 

 براي توليد انبوه عوامل بيولوژي صنعتيميكرو

 باعث بالا رفتن هزينه تمام شده براي توليد آنتاگونيست

رو در بسياري موارد از ضايعات  شود از اين محصول مي

مثل (اند  كشاورزي و صنعتي كه از اين قندها غني

. )Vazquez et al. 1997 (گردد استفاده مي) ملاس

اي رنگي است  وهملاس محصول جانبي چسبناك و قه

وجود  ه نيشكر بوكه در جريان توليد شكر از چغندرقند 

ميزان بلوغ چغندرقند   بهكيفيت ملاس بستگي. آيد مي

يا نيشكر، ميزان شكر استخراج شده و روش استخراج 

 مواد با ارزشي دارايملاس چغندرقند و نيشكر . دارد

ها، اسيدهاي  ، ويتامين مثل قندهاچون موادمعدني هم

 Pyghami) باشند  ميمينه و اسيدهاي طبيعيآ

Ashenaee 2007).لاس ــ مدهـ مشخص شچنين  هم

منبع براي توليد ترين  و رايجترين  صرفها ـبكي از ــي

 McNeil and(باشد ميعوامل آنتاگونسيت انبوه 

Harvey 2008(.  

هاي  محيط هاي انجام شده بررسيطبق نتايج 

 رشد سلول و كشت حاوي ملاس چغندرقند هم براي

هاي  كارايي و خاصيت آنتاگونيستي استريندر هم 

مختلف از سودوموناس و باسيلوس بر روي كپك 

  است بودهثرؤكتونياي لوبيا مخاكستري سيب و رايزو

(Pyghami Ashenaee 2007). هاي  براساس بررسي

 براي پيدا كردن منابع كربني كه حداكثر انجام شده

 را CPA-2 استرين Pantoea agglomerans بيومس

 ايجاد كنند )در مقايسه با ساير منابع ( قيمتبا كمترين

هاي ارزان قيمتي مثل  مشخص شد كربوهيدرات

 كنند سوكروز و ملاس حداكثر بيومس را توليد مي

)Costa et al. 2001(.دي از محققين گزارش  تعدا

 كه بيشترين رشد باكتري باسيلوس در محيط اند كرده

عنوان منبع كربن و عصاره  س بهكشت حاوي ملا

گيرد و  عنوان منبع نيتروژن صورت مي مخمر به

چنين اسپوردهي سريع در يك محيط كشت كه  هم

  باشد ديده شده است  C/Nداراي تعادل خوبي از 

(Shojaalsadati 2003) . هدف از اين پژوهش يافتن

 افزايش ميزان رشد  است كه علاوه بركربنيبع من

كه يك  UTPF61 استرين P. fluorescens باكتري

 محسوب S. sclerotiorum عامل بيوكنترل براي قارچ

 و امكان  باعث افزايش كارايي بيوكنترل شود،شود مي

صنعتي و صنعتي  استفاده از آن در مقياس توليد نيمه

جا كه ملاس چغندرقند و ملاس   از آن.پذير باشد امكان

د قند و شكر هاي تولي نيشكر محصول جانبي كارخانه

براي توليد باشند استفاده از اين قبيل منابع كربن  مي

امكانپذير از جهات مختلف هاي بيوكنترلي  انبوه باكتري

  است

  

  ها مواد و روش

   انتخاب باكتري-1

 جدايه باكتريايي از كلكسيون 26 اابتددر 

 پرديس پزشكي هاي آنتاگونيست گروه گياه باكتري

تهيه گرديد كه انشگاه تهران كشاورزي و منابع طبيعي د
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 جدايه نيز 21 آمده است و 1ها در جدول  مشخصات آن

از ناحيه ريزوسفر گياهان آفتابگردان واقع در چند مزرعه 

ميان  از.  جداسازي گرديد1386در اطراف قم در سال 

 .P جدايه باكتريايي در نهايت باكتري47 اين

fluorescensجدايه  UTPF61 ون براساس چندين آزم

  .كار برده شد ههاي بعدي ب انتخاب و براي آزمايش

 جدايه 47هاي انجام شده روي اين  آزمون

باكتريايي براي انتخاب جدايه برتر شامل موارد ذيل 

  :بوده است

براي بررسي قدرت بازداري از :  هاله بازدارندگي-الف

در شرايط آزمايشگاه از S. sclerotiorum  رشد بيمارگر

 )Hagedorn et al. 1989 (همكارانروش هاجدرن و 

  .استفاده شد

تعيين توان توليد سيانيد هيدروژن :  سيانيد هيدروژن-ب

 Alstrom and Burns)با استفاده از روش آلستروم 

 توسط HCN در صورت توليد . انجام گرديد(1989

هاي رشد يافته كاغذ صافي آغشته به معرف از  باكتري

  .يابند يير رنگ مياي تغ رنگ اوليه زرد به قهوه

به منظور بررسي توليد آنزيم پروتئاز توسط :  پروتئاز-پ

 Skim milk agar (SMA) ها از محيط باكتري

 .Maurhofer et al)همكاران  مطابق روش مارهوفر و

 15اين محيط شامل .  با كمي تغيير استفاده شد(1995

 گرم عصاره مخمر Skim milk( ،5/0( گرم پودر شير

 ايجاد .باشد رم آگار در يك ليتر آب مقطر مي گ13/9و 

  .باشد دهنده توليد پروتئاز مي هاله شفاف نشان

ر روي پارامترهاي رشدي آفتابگردان در ـثيأ ت-ت

اين آزمايش طبق روش اكسپرت و ديگات : گلخانه

)Expert and Digat 1995(شرح ذيل   با تغييراتي به

 30مدت  ذرگل بهبذور آفتابگردان رقم آابتدا : انجام شد

دقيقه در محلول يك درصد هيپوكلريت سديم 

از شستشو با آب مقطر استريل،  ضدعفوني شد و بعد

 15روي كاغذ صافي خشك و سپس در شرايط استريل 

 عدد بذر در داخل تشتك پتري حاوي دو عدد 20الي 

مجموعه . كاغذ صافي استريل مرطوب قرار داده شدند

گراد   درجه سانتي27ماي  ساعت در د48حاضر به مدت 

سپس بذور جوانه زده به مدت نيم . داري شدند نگه

هاي باكتريايي حاوي  ساعت در سوسپانسيون جدايه

ليتر درون شيكر انكوباتور در   سلول در ميلي1×108

از اين  گراد قرار داده شدند و بعد  درجه سانتي26دماي 

ان مرحله بذور به گلخانه منتقل شدند و درون هر گلد

محتوي خاك رس، خاك برگ و ماسه به نسبت 

 استريل شده با اتوكلاو، سه عدد بذر 3:1:1حجمي 

با  ساعت روشنايي 16ها در شرايط  كاشته شد و گلدان

 ساعت تاريكي با هشتگراد و   درجه سانتي21دماي 

 صفات .داري شدند گراد نگه  درجه سانتي18دماي 

ه و طول ريشه تر گياه، وزن خشك گياه، طول ساق وزن

اين آزمايش . گيري شدند بعد از گذشت يك ماه اندازه

 تيمار و 48 تصادفي با كاملاًهاي  كرتدر قالب طرح 

 گياه بود  چهار كه هر تكرار شاملاجرا شد تكرار سه

اي  چند دامنهها با استفاده از آزمون  مقايسه ميانگين

  . انجام شدP≥01/0دانكن در سطح احتمال 
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  و كشاورزي پرديس كلكسيون گروه گياهپزشكي ائي تهيه شده از باكتري يها صات جدايه مشخ1جدول

  دانشگاه تهرانمنابع طبيعي 

  
 جدايه ملاحظات ميزبان  جوانآوري منطقه جمع رديف

 Pseudomonas fluorescens UTPF2 كلزا - 1

 P. fluorescens UTPF10 گندم دانشكده كشاورزي كرج 2

 P. fluorescens UTPF18 گندم ي كرجدانشكده كشاورز 3

 P. fluorescens  UTPF24 گندم دانشكده كشاورزي كرج 4

 P. fluorescens  UTPF30 گندم دانشكده كشاورزي كرج 5

 P. fluorescens  UTPF32 گندم دانشكده كشاورزي كرج 6

 P. fluorescens  UTPF45 لوبيا خمين 7

 P. fluorescens UTPF54 لوبيا خمين 8

 P. fluorescens UTPF59 پياز قره تپه 9

 P. fluorescens  UTPF60 برنج شموك الموت 10

 P. fluorescens  UTPF61 برنج الموت قزوين 11

 P. fluorescens UTPF63 كلزا مازندران 12

 P. fluorescens UTPF65 كلزا مازندران 13

 P. fluorescens UTPF75 برنج الموت 14

 P. fluorescens UTPF76 برنج الموت 15

 P. fluorescens UTPF81 برنج قسين رود 16

 P. fluorescens UTPF82 برنج الموت 17

 P. fluorescens UTPF83 برنج الموت 18

 P. fluorescens UTPF85 برنج گازرخان 19

 P. fluorescens UTPF86 برنج شموك 20

 P. fluorescens UTPF87 برنج رازميان 21

 P. fluorescens UTPF90 برنج شموك 22

 P. fluorescens UTPF92 برنج الموت 23

 P. fluorescens UTPF93 برنج الموت 24

 P. fluorescens UTPF94 - هند 25

 P. fluorescens  UTPF95 - هند 26

  

زني با  سازي محيط كشت و مايه  آماده-2

 استرين P. fluorescens سوسپانسيون باكتري

UTPF61  

 M1  محيط، استفاده مورد ايهـط پـمحي

)Fuchs et al. 2000( كه شامل مواد زير تغييراتي  با

  :باشد مي

K2HPO4(0.98g/lit) + MgSO4(0.4g/lit) + CaCO3(0.4g/lit)  

+ Sucrose(10g/lit) + Yeast extract(3g/lit) 

هاي كشت به اين صورت بود كه به  نحوه تهيه محيط

كربن شامل ملاس  منابعهاي پايه تهيه شده  محيط

 استفاده در اين تحقيق قند موردملاس چغندر( چغندرقند

و ملاس نيشكر  ) درصد ساكاروز بود50 داراي حدوداً

طور جداگانه اضافه   گرم بر ليتر به10هر كدام به ميزان 

 100 هاي فلاسك درونشد و براي شروع آزمايش 

از ليتر از هر كدام   ميلي50ليتري به ميزان  ميلي

ها   تكرار ريخته شد و محيطسههاي كشت در  محيط

گراد   درجه سانتي121 دقيقه در دماي 15مدت  به

 50در اين آزمايش يك فلاسك حاوي (اتوكلاو شدند 

 Nutrient broth (NB) ليتر از محيط كشت ميلي

 24سپس از كشت ). عنوان شاهد در نظر گرفته شد به

 سلول باكتري 1×106ساعته باكتري آنتاگونيست غلظت 
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وسيله لام هماسيتومتر محاسبه شد و  هليتر ب در هر ميلي

هاي حاوي  ليتر به هركدام از فلاسك ميزان يك ميلي به

 استريل اضافه محيط كشت استريل، تحت شرايط كاملاً

 ساعت درون شيكر 48ها به مدت  سپس فلاسك. شد

دور در 100گراد و   درجه سانتي25انكوباتور در دماي 

 كاملاًهاي  كرتنتايج براساس طرح . قيقه قرار گرفتندد

تصادفي با دو تيمار و شش تكرار مورد تجزيه و تحليل 

ها با استفاده از  آماري قرار گرفتند و مقايسه ميانگين

 P≥01/0اي دانكن در سطح احتمال  آزمون چند دامنه

  .انجام شد

  

كشت در جمعيت هاي مختلف   تأثير محيط-3

   UTPF61 استرين P. fluorescens باكتري

گيري   با اندازهمستقيم طور هب باكتري رشد

 600در طول موج   (Optical Density)كدورت نوري

 Ulterospec وفتومتر مدلرنانومتر با استفاده از اسپكت

Пكاملاًهاي  كرتنتايج در قالب طرح .  صورت گرفت 

 مورد تجزيه واجرا و تصادفي با سه تيمار و شش تكرار 

ها با  تحليل آماري قرار گرفتند و مقايسه ميانگين

اي دانكن در سطح احتمال  استفاده از آزمون چند دامنه

01/0≤Pانجام شد . 

  

 كشت بر قدرت هاي مختلف  تاثير محيط-4

 استرين P. fluorescens بازدارندگي باكتري

UTPF61رشد  از  S. sclerotiorum   

كشت بر مختلف هاي  ثير محيطأبراي بررسي ت

در  S. sclerotiorum قدرت بازدارندگي از رشد بيمارگر

 )1989 (شرايط آزمايشگاه از روش هاجدرن و همكاران

به اين ترتيب كه جدايه باكتري حاصل از . استفاده شد

اي و در  كشت به صورت سه نقطهمختلف هاي  محيط

هاي  متر از لبه تشتك  سانتي5/0سه تكرار با فاصله 

 و پس از  كشت داده شدPDAيط پتري حاوي مح

 روزه پنج ساعت قطعات مساوي از كشت 48گذشت 

هاي پتري  تشتكها قرار گرفت و  قارچ در وسط تشتك

پس از . گراد قرار گرفتند  درجه سانتي20در دماي 

 روز هاله بازدارندگي مورد بررسي قرار هفتگذشت 

 براي مقايسه قدرت بازدارندگي باكتري، فاصله گرفت و

آزمايش در . گيري شد ني باكتري تا كلني قارچ اندازهكل

شد و اجرا و تحليل  تصادفي كاملاًهاي  كرتقالب طرح 

ها با استفاده از آزمون دانكن در سطح  مقايسه ميانگين

01/0≤P صورت گرفت. 

  

 .P باكتري  بر  كشتهاي مختلف  تاثير محيط-5

fluorescens استرين  UTPF61 و رشد رويشي

  ابگردان در شرايط گلخانهگياه آفت

هاي حاصل از  ثير باكتريأبراي بررسي ت

هاي كشت حاوي ملاس چغندرقند و ملاس  محيط

روي رشد رويشي گياه آفتابگردان آزمايشي طبق  نيشكر

 )Expert and Digat 1995(روش اكسپرت و ديگات 

ابتدا بذرهاي : يل انجام شدذبا تغييراتي به شرح 

 دقيقه در محلول يك 30مدت   بهآفتابگردان رقم آذرگل

درصد هيپوكلريت سديم ضدعفوني شده و بعد از 

شستشو با آب مقطر استريل، روي كاغذ صافي خشك 

 عدد بذر در داخل 20 الي 15و سپس در شرايط استريل 
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هاي پتري حاوي دو عدد كاغذ صافي استريل  تشتك

 48مدت  مجموعه حاضر به. مرطوب قرار داده شدند

. داري گرديد گراد نگه  درجه سانتي27دماي ساعت در 

سپس تعدادي از بذور جوانه زده در سوسپانسيون 

باكتري حاصل از محيط كشت حاوي ملاس چغندرقند 

تعدادي در سوسپانسيون باكتري حاصل از محيط  و

 26كشت حاوي ملاس نيشكر درون شيكر انكوباتور 

هر ( ساعت قرار گرفتند 5/0مدت  گراد به درجه سانتي

ليتر باكتري به   سلول در ميلي1× 108تيمار حاوي 

؛ بذور ) درصد بوديكهمراه كربوكسي متيل سلولز 

مقطر استريل   ساعت درون آب5/0مدت  شاهد نيز به

همراه كربوكسي متيل سلولز يك درصد درون شيكر  به

سپس . گراد قرار داده شدند  درجه سانتي26انكوباتور 

طور جداگانه  هي مختلف ببذرهاي حاصل از تيمارها

متر و   سانتي5/7هاي پلاستيكي به قطر  درون گلدان

ها حاوي  گلدان(متر كاشته شدند   سانتيهشتعمق 

برگ و ماسه اتوكلاو شده به نسبت خاك مخلوط رس، 

 بودند و درون هر گلدان سه عدد بذر 3:1:1حجمي 

 14ها در گلخانه با نور روزانه  سپس گلدان) كاشته شد

 درصد قرار 40 و رطوبت نسبي 22± 3ت و دماي ساع

  .روز در ميان آبياري شدند گرفتند و يك

 كاملاًهاي  كرتاين آزمايش در قالب طرح 

 شد كه هر تكرار اجراتيمار و شش تكرار  سهتصادفي با 

ها با استفاده از  مقايسه ميانگين.  گياه بودچهارشامل 

 P≥01/0 دانكن در سطح احتمالاي  چند دامنهآزمون 

تر گياه   شامل وزننظرهاي مورد  شاخص. صورت گرفت

ها  ساقه، برگ(، وزن خشك گياه )ها و ريشه ساقه، برگ(

، طول ساقه و طول ريشه بعد از گذشت يكماه )و ريشه

  .گيري شدند آزمايش اندازه شروعاز 

  

 حاوي ملاس هاي كشت محيطثير أ بررسي ت-6

نيشكر بر خاصيت آنتاگونيستي چغندرقند و 

  عليهUTPF61  استرينP. fluorescens باكتري

S. sclerotiorumدر شرايط گلخانه   

  مايه قارچ بيمارگر  تهيه- 1- 6

 به دو S. sclerotiorum تهيه مايه تلقيح

  :روش انجام شد

 Sansford)  از روش سانسفورد و كولي:روش اول

and Coley 1992)چ استفاده  براي تهيه مايه قار

ابتدا مقداري گندم رقم قدس درون الك زير آب . گرديد

داخل به منظور خيس شدن در ها  شسته شد و اين گندم

داري  مدت دو ساعت نگه بشر به همراه مقداري آب و به

خيس هاي گندم   گرم از اين دانه60سپس . گرديدند

 60ليتر ريخته شد و   ميلي300در داخل ارلن خورده 

 دقيقه در 30مدت   آب به آن اضافه گرديد و بهليتر ميلي

پس از سرد . گراد استريل گرديد  درجه سانتي121دماي 

. زني شدند ها، هر كدام با قارچ بيمارگر مايه شدن ارلن

 S. sclerotiorum بدين منظور از كشت سه روزه قارچ

ها   بعد از آن ارلن. استفاده شدPDA روي محيط كشت

مدت سه هفته  گراد به نتي درجه سا21در دماي 

بار تكان داده   هر سه روز يكها ارلن. داري گرديدند نگه

  .شدند

  

روش براي تهيه مايه تلقيح از اين در  :روش دوم

ها  هاي ارزن استفاده شد بدين ترتيب كه ابتدا ارزن دانه

مدت دو ساعت  درون الك زير آب شسته، سپس به
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 دو روز متوالي به  دو بار و دربعد از آن،. نددخيس خور

گراد استريل   درجه سانتي121 دقيقه در دماي 30مدت 

بدين  .زني شدند  هر كدام با قارچ بيمارگر مايه وشدند

 روي S. sclerotiorum منظور از كشت سه روزه قارچ

هاي  بعد از آن تشتك.  شداستفاده، PDA محيط كشت

مدت دو هفته  گراد به  درجه سانتي21پتري در دماي 

  .داري شدند گهن

  

  زني قارچ عامل بيماري  مايه- 2- 6

 ذر گندم يا ارزن حاويــزني از ب هـراي مايـب 

S. sclerotiorum استفاده شد بدين ترتيب كه ابتدا 

ها با مخلوط خاك رس، خاك برگ و ماسه به  گلدان

 استريل شده با اتوكلاو پر 3:1:1نسبت حجمي 

د بذر رقم آذر  عدچهارسپس درون هر گلدان . گرديدند

دار كردن بذور قبلاً  جوانه(گل جوانه زده كاشته شد 

چنين اين بذور مانند آنچه كه در بالا  شرح داده شد هم

شرح داده شد شامل بذور آغشته به سوسپانسيون 

لازم به ذكر است كه خاك ). باكتري و بذور شاهد بودند

 ساعت قبل از كشت با يك گرم از 24ها  اين گلدان

  . قارچ آلوده شده بودمايه 

 ساعته و در 14ها در گلخانه با نور روزانه  گلدان

 40گراد و رطوبت نسبي   درجه سانتي22±3دماي 

درصد قرار گرفتند و يك روز در ميان آبياري شدند و 

محاسبه و  گياهان سالم تعدادبعد از مرگ گياهان شاهد 

چنين درصد گياهان سالم  هم. محاسبه شدها  درصد آن

 .يكماه بعد از مرگ كامل گياهان شاهد محاسبه شديز ن

 تصادفي با كاملاًهاي  كرتاين آزمايش در قالب طرح 

 تيمار و شش تكرار انجام شد كه هر تكرار شامل سه

ها با استفاده از آزمون  مقايسه ميانگين.  گياه بودچهار

 صورت P≥01/0دانكن در سطح احتمال چند دامنه 

  .گرفت

  

  نتايج

 ب جدايه باكترياييانتخا  -1

 P. fluorescens  جدايه باكتري47 ميان از

 21( داراي بيشترين هاله بازدارندگي UTPF61 جدايه

و از نظر ) 2جدول(در شرايط آزمايشگاه بود ) متر ميلي

ثير بر پارامترهاي رشدي گياه آفتابگردان در شرايط أت

ثير را بر افزايش طول ساقه، طول أگلخانه بيشترين ت

چنين  هم). 3جدول ( و وزن خشك گياه داشت ريشه

هايي نظير پروتئاز و سيانيد  اين جدايه متابوليت

  .كرد هيدروژن را نيز توليد مي

  

  S. sclerotiorum  هاي آنتاگونيست برتر در جلوگيري از رشد بيمارگر اثر بازدارندگي جدايه 2جدول 

  

 )ليمترمي(هاله بازدارندگياندازه  باكترينام جدايه  رديف 

1 UTPF61 * a21 

2 UTPF93 ab 3/20 

3  UTPF92  abc 5/19 

4 UTPF60 abc 67/17 

5 UTPF59 bc 17  

6 UTPF83 c 16  

7 UTPF82 c 16  

  )آزمون دانكن( درصد است  يكدار در سطح احتمال  نشان دهنده عدم اختلاف معني در ستونحروف مشتركاعداد داراي * 
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  گياه آفتابگردان پارامترهاي رشدي هاي سودوموناس فلورسنت روي ز جدايه برخي اثيرأ بررسي ت3جدول 

  
  )ميلي متر(طول ريشه   )ميلي متر(طول ساقه   )گرم(وزن تر   )گرم(وزن خشك  باكتريجدايه هاي نام  رديف 

1 UTPF61 a28/0 cde03/4 ab31 a25 

2 UTPF24 cde23/0 abc43/4 abcde28 ab67/22 

3 UTPF90 a28/0 bcd2/4 abcde67/28 bc33/21 

4 UTPF95 a28/0 efg47/3 abcde3/28 bc20 

5 UTPF45 abc26/0 cde03/4 abcd3/29 cd18 

6 UTPF2 edf21/0 cde06/4 abc3/30 cd18 

7 UTPF63 cde23/0 abc43/4 abcde3/28 cd18 

8 UTPF87 ij17/0 h8/2 cdefg27 de3/16 

9 UTPF86 a28/0 a8/4 a3/31 def16 

10 UTPF85 cde22/0 def7/3 cdefg67/26 def16 

11 UTPF59 cde22/0 cdef93/3 defgh3/26 def67/15 

12 UTPF93 efghi19/0 h63/2 ghi3/23 def67/15 

13 UTPF18 cde22/0 def6/3 defgh26 defg67/14 

14 UTPF60 efghi2/0 efg5/3 abcde3/28 defg67/14 

15 UTPF83 defg21/0 fe57/3 defgh26 efg14 

16 UTPF94 ab26/0 ab67/4 abc3/30 efg67/13 

17 UTPF75 fghij18/0 efg47/3 defgh3/26 efg67/13 

18 UTPF32 cde23/0 cdef93/3 defghi67/25 efg33/13 

19 UTPF30 bcd24/0 a8/4 a3/31 efg67/12 

20 UTPF76 defgh21/0 def7/3 bcdef3/27 efg67/12 

21 UTPF81 ghij18/0 fg37/3 abcde28 efg67/12 

22 UTPF88 ghij18/0 h67/2 hi67/22 fg33/12 

23 UTPF92 hij17/0 h7/2 efghi3/25 g67/11 

24 UTPF65 hij17/0 h7/2 fghi67/23 g11 

25 UTPF54 defghi2/0 gh97/2 defghi67/25 g11 

26 control j15/0 h43/2 i22 g11 

  )آزمون دانكن( است  يك درصددار در سطح احتمال نده عدم اختلاف معنيحروف مشترك در هر ستون نشان دهاعداد داراي 

  

  كشت درهاي مختلف ثير محيطأ تبررسي -2

 .P  باكتريو قدرت بازدارندگي ميزان جمعيت

fluorescensاسترين  UTPF61از رشد قارچ  S. 

sclerotiorum  

هاي كشت حاوي  طـ بين محي4 جدول مطابق

جمعيت ثير روي أر تـ از نظرـدرقند و نيشكـلاس چغنـم

بين اين دو   تفاوت زيادي وجود نداشت اماباكتري

 )NB) Nutrient broth حيط كشتمحيط كشت و م

داري  است اختلاف معنيعنوان شاهد  كه در اينجا به

 روي كشت محيط اثر بررسي در از طرفي. مشاهده شد

 مشخص آزمايشگاه شرايط در باكتري قدرت بازدارندگي

 و چغندرقند ملاس حاوي كشت هاي محيط كه شد

 بازدارندگي هاله با ترتيب به نقطه دو كشت در نيشكر

 جلوگيري از ثير برأاز نظر تمتر   ميلي67/14 و 33/15

يكديگر داري با  رشد ميسيليومي قارچ اختلاف معني

باكتري رشد (با شاهد ها  هر دو اين محيطاما داشتند ن

 )متر  ميلي10ازدارندگي  با هاله بNBيافته در محيط 

  .داري نشان دادند اختلاف معني
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   باكتريقدرت بازدارندگيروي جمعيت و  هاي كشت حاوي ملاس چغندرقند و نيشكر ثير محيطأ ت4جدول

 P. fluorescensاز رشد S. sclerotium   

  
  جذب نوري محيط كشت ديفر

)OD600 ( 

  هاله بازدارندگي

  )ميلي متر (

1  M1+ sugar beet molasses a**35/0  a*33/15  

2  M1+ sugar cane molasses ab32/0  a47/14  

3  NB) شاهد(  b3/0  b10  

  )آزمون دانكن( است  يك درصددار در سطح احتمال دهنده عدم اختلاف معني حروف مشترك در هر ستون نشاناعداد داراي  *
  گيري شده است  نانومتر اندازه600ميزان جذب در طول موج ** 

  

هاي كشت حاوي  ثير محيطأ بررسي ت- 3

 پارامترهايبر  ملاس چغندرقند و نيشكر

  رشدي گياه آفتابگردان

هاي كشت  بررسي اثر باكتري حاصل از محيط

پارامترهاي حاوي ملاس چغندرقند و نيشكر روي 

تر و وزن  طول ريشه، طول ساقه، وزن(گياه  رشدي

 .P  نشان داد باكتريپس از يك ماه) خشك گياه

fluorescens  استرين UTPF61 اين  رشد يافته در

ثير بر طول ساقه، طول ريشه، وزن أاز نظر تدو محيط 

با شاهد نشان  داري  گياه تفاوت معنيتر خشك و وزن

داري از نظر  معني اما در مقايسه با يكديگر تفاوت دادند

 وزن تفاوت از نظر لي ونداشتهتر و طول ساقه  وزن

 .نشان دادند داري معنيتفاوت طول ريشه خشك 

مربوط به  مذكور بر پارامترثير أطوري كه بيشترين ت به

حيط كشت حاوي ملاس باكتري رشد يافته در م

  ).5جدول (چغندرقند بود 
  

  

   گياه آفتابگردان  رشديصفاتبر  هاي كشت حاوي ملاس چغندرقند و نيشكر محيط  باكتري حاصل ازثيرأ ت5جدول

  يك ماه پس از گذشت

  
  خشك وزن محيط كشت  يفرد

 )گرم(

  تر وزن

 )گرم(

  طول ساقه

 )متر سانتي (

  طول ريشه

 )متر سانتي (

1 M1+ sugar beet molasses  a23/0  a92/2  a*5/19  a3/13  

2 M1+ sugar cane molasses b19/0  a8/2  a33/19  ab13  

3  Control)شاهد(  c13/0  b48/1  b67/13  b9/10  

  )آزمون دانكن( است  يك درصددار در سطح احتمال دهنده عدم اختلاف معني ر هر ستون نشانحروف مشترك داعداد داراي  *

  

هاي كشت حاوي ملاس  محيطثير أ ت بررسي-4

خاصيت آنتاگونيستي بر  چغندرقند و نيشكر

  عليهUTPF61 استرين P. fluorescens باكتري

S. sclerotiorum در شرايط گلخانه  

حاصل از  UTPF61ثير جدايهأبررسي ت

در  هاي كشت حاوي ملاس چغندرقند و نيشكر محيط

 نشان داد كه در S. sclerotiorum خاك آلوده به قارچ

 صد در ،شاهدگياهان در  تيمار بعد از مرگ كامل هر دو

صد گياهان سالم باقي ماندند اما بعد از يك ماه كه از 
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طور  همرگ گياهان شاهد گذشت هيچ كدام از تيمارها ب

 درصد كه طوري ه مرگ گياه جلوگيري نكردند بامل ازك

هاي  محيطتيمار باكتري محصول دو گياهان سالم در 

 و 80به ترتيب  كشت حاوي ملاس چغندرقند و نيشكر

داري با   و از نظر آماري تفاوت معنيبود  درصد78

  .)1شكل( يكديگر نشان ندادند
  

  بحث

كنترل بيماري پوسيدگي اسكلروتينيايي ريشه و 

دليل خاكزي بودن عامل بيماري با  ه آفتابگردان بطوقه

چنين  باشد، هم هاي شيميايي كار آساني نمي روش

استفاده از ارقام مقاوم در كنترل بيماري كارايي نداشته 

 بيولوژيكي هاي ديگر مانند كنترل و لازم است از روش

 .Cook 2000; Musial et al) و زراعي استفاده كرد

هاي  دهد كه سودوموناس ان ميها نش بررسي. (2004

هاي زراعي وجود دارند و  فلورسنت در اغلب خاك

از عوامل  هاي ناشي مسئول كاهش برخي از بيماري

  .)Weller 1983 (باشند زاي خاكزي بيماري مي بيماري

هاي تخميري، مستلزم  تجاري كردن فراورده

ها است،  اقتصادي كردن فرايندها و كاهش هزينه

م شده محصول نيز با استفاده از كاهش قيمت تما

ملاس محصول . پذير است تر امكان محيط كشت ارزان

ترين  فرعي توليد قند از چغندر و يا نيشكر است و ارزان

دست آمده  هنتايج بباشد  ترين منبع ساكارز مي متداول و

داري بين  تفاوت معنيدر اين تحقيق نشان داد كه 

 از و نيشكرهاي كشت حاوي ملاس چغندرقند  محيط

 خاصيت بيوكنترلي باكتري ثير رويأنظر ت

Pseudomonas fluorescensاسترين UTPF61 در 

  جمعيتثير برأ توجود ندارد اما از نظرشرايط آزمايشگاه 

 ثير برأ در شرايط آزمايشگاه و از نظر تباكتري

گياه آفتابگردان در شرايط گلخانه  پارامترهاي رشدي

 به  وجود داردوت جزئي اين دو محيط كشت تفابين

 عملكرد باكتري در محيط كشت حاوي كه طوري

 اين تحقيق در.  بوداندكي بهبود يافته ملاس چغندرقند

 ملاس دو محيط كشت حاويمشاهده شد كه بين 

وجود هايي   موارد شباهتدر اكثر نيشكر  وچغندرقند

در زيادي دليل وجود مواد مشابه  هتواند ب دارد كه اين مي

 عملكرد باكتري در طور كلي محيط باشد، اما به اين دو

 بهبود  مقدار جزئيمحيط كشت حاوي ملاس چغندرقند

صد بالاتري از دردليل وجود  ند بهتوا يافت كه اين مي

ساكاروز، روي و ويتاميني مانند بيوتين در ملاس 

  .چغندرقند نسبت به ملاس نيشكر باشد

اير تحقيقات مشخص شد كه سنتايج مطابق 

 خاصيت آنتاگونيستي برود ملاس در محيط كشت وج

 Pyghami Ashenaee) ثر استؤ مسودوموناس

  موجود درميزان بالاي ساكاروز از طرفي. (2007

تواند تا حدود زيادي  ميملاس چغندر استفاده شده 

هاي باكتريايي را در يك زمان مشخص به  تكثير سلول

جهت س مروزه در جهان از ملاا. حداكثر ممكن برساند

 شود ها استفاده مي تكثير بسياري از ميكروارگانيسم

(Costa et al. 2001) .استفاده از جا كه آن از 

هاي خالص مثل گلوكز، فروكتوز، ساكارز،  هيدروكربن

 براي لاكتوز و قندهاي ديگر در ميكروبيولوژي صنعتي

 باعث بالا رفتن هزينه توليد انبوه عوامل آنتاگونيست

رو در  شود از اين  توليد محصول ميتمام شده براي
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بسياري موارد از ضايعات كشاورزي و صنعتي كه از اين 

 گردد استفاده مي) مثل ملاس(اند  قندها غني

)Vazquez et al. 1997(.  

جا كه محيط كشت روي بسياري از  از آن

ثر ؤخصوص روي بقا و دوام آن م هبهاي باكتري  توانايي

ملاس  كه ارزش شدباشد در اين پژوهش سعي  مي

ها بر عملكرد باكتري  ثير آنأنيشكر و تچغندرقند و 

كه و در نهايت محيط كشتي معرفي شود  شود مشخص

د و در عين و صنعتي قابل توجيه باشدر مقياس تجاري 

شرايط آزمايشگاه در پي حال حداكثر عملكرد را در 

جا كه نتايج اين پژوهش در شرايط  د، اما از آنداشته باش

تواند يكي از اهداف  رعه بررسي نشد اين موضوع ميمز

در ضمن جزئيات . اصلي در تحقيقات آينده باشد

هاي كشت تجاري موجود در برخي كشورهاي  محيط

. توسعه يافته در دسترس نيست و حالت محرمانه دارد

بنابراين وظيفه ماست تا با تحقيق و پژوهش بيشتر در 

حل فرمانتاسيون، به هاي غذايي و بهبود مرا مورد مكمل

تكنولوژي توليد انبوهي دست يابيم كه از نظر حفظ 

قدرت حيات و افزايش كارايي عوامل آنتاگونيست بسيار 

بخش باشد تا در نهايت عامل  ثر بوده و رضايتؤم

صورت انبوه و تجاري توليد شده و در  آنتاگونيست به

  .اختيار كشاورزان قرار گيرد

  

  سپاسگزاري

حل اعتبارات پژوهشي پرديس اين طرح از م

كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران به شماره 

 و با حمايت قطب علمي كنترل 4/01/7110024گرنت 

پزشكي  هاي گياهي گروه گياه بيولوژيك آفات و بيماري

  .گردد  كه صميمانه تشكر ميصورت گرفته است
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