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هاي با استفاده از جدايه) Macrophomina phaseolina(بررسي امكان كنترل بيولوژيك بيماري ساق سياه خربزه

Pseudomonas fluorescens 

 *** اله امينيانو حشمت ****، غلام خداكرميان ***، علي روستايي **رضا اعتباريان، حسن*عباس خيري

22/2/88:و تاريخ پذيرش مقاله28/5/87: تاريخ وصول مقاله

 چكيده

جدايـه 187از تعـداد)M. phaseolina(منظور بررسي كنترل بيولوژيك بيماري ساق سياه خربـزه به

ب رشهسودوموناس فلورسنت و ريزوسفر گياهان جاليزي براساس ميزان بازدارندگي از د دست آمده از خاك

از بـاكتريVو I،III جدايه آنتاگونيست متعلق به بيووارهـاي12قارچ عامل بيماري روي محيط كشت،

fluorescens P. و بيووارBمتعلق به putida P. هـاي همـه جدايـه. جهت بررسي نهـايي انتخـاب شـدند

و توليد آنتي بيمـاري را كـاهش بيوتيك، رشد عامـل سودوموناس در روش كشت متقابل، توليد مواد فرار

و اين كاهش رشد در جدايه هاي مختلف متفاوت بود 9/17درصد كاهش رشد در روش متقابل بين. دادند

و در روش توليد آنتي5/71تا1/7درصد، در روش توليد مواد فرار بين2/72تا تـا19بيوتيك بين درصد

 توليـد سـيدروفور از رشـد قـارچ هـا بـا همـه جدايـه. هاي قـارچ متغيـر بـود درصد براي جدايه9/91

phaseolina M. و كـاربرد سوسپانسـيون آزمايشات گلخانه. جلوگيري كردند اي از دو روش پوشش بـذر

شدبه صورت محلول باكتري در خاك هـاي در هر دو آزمون تعداد گياهان سالم در گلـدان. پاشي استفاده

گتيمار شده با جدايه و جدايههاي باكتري آنتاگونيست بيشتر از بيشـترين  P3, P5, P6 هـاي ياهان شاهد بود

. ثير در كنترل بيماري داشتندأت

 بازدارندگي، پوشش بذر، توليد مواد فرار، خاك، ريزوسفر، كشت متقابل، گلخانه: كلمات كليدي

و بيماريشناسي گياهي، گروه حشرهفارغ التحصيل كارشناسي ارشد بيماري-* داشناسي نشگاه تهران، پرديس ابوريحان، تهران هاي گياهي،

)E-mail: abbas_kheiri2005@yahoo.com(ايران–

و بيمارياستاد گروه حشره- **  ايران-هاي گياهي، پرديس ابوريحان، دانشگاه تهران، تهران شناسي
و بيماريدانشيار گروه حشره- *** تهشناسي  ايران-ران هاي گياهي، پرديس ابوريحان، دانشگاه تهران،

 ايران-استاديار سابق گروه گياهپزشكي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران- ****
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 مقدمه

هاي مهم خربزه بيماري ساق يكي از بيماري

باشـــد كـــه توســـط قـــارچ ســـياه خربـــزه مـــي

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid 

و به آوندهاي چـوبي صـدمه زده ايجاد مي و شود

اين بيماري عـلاوه. شودباعث كاهش محصول مي

، حبوبـات، بر خربـزه بـه خيـار، هندوانـه، طـالبي 

و سبزيدانه هاي مختلف نيز خسارت هاي روغني

ازو كندوارد مي مناطق انتشار آن در ايران عبارت

اصفهان، نطنز، كرمـان، مشـهد، ورامـين، ايـوانكي، 

).9(باشدميو برازجان ساوه، يزد، تبريز، اهواز

و سياه بارزترين علامت اين بيماري قهوه اي

اي در شدن ساقه است كه ابتـدا بـه صـورت لكـه 

. شـود نزديكي طوقه گياه يا روي سـاقه ظـاهر مـي 

و سپس با گذشت زمان اين لكه ابتدا زيتوني رنگ

ميكدر شده تا سرانجام قهوه و سياه و تـا اي گردد

 ـوقتي كه تمام طوقه را فرا نگرفتـه  ه اسـت گيـاه ب

و نمو مي هـا بـه وقتي كـه لكـه. نمايدخوبي رشد

 ـمرحله قهوه ازهاي رسـيدند، ب تـدريج شـيره گيـاه

گـرددي كه در سطح پوست ايجـاد مـييهاشكاف

و در مجاورت هوا به صـورت صـمغ  خارج شده

ميتيره رنگ باقي مي و خشك ).8( شوندماند

روشهاي مبارزه شيميايي با اين بيماري

برعلا و خطرات زيست هزينه وه هاي سنگين

 محيطي كه به دنبال دارد سبب كاهش ميكوفلور

شود، از طرف ديگر اين نوع مبارزه مفيد خاك مي

و ناپايدار بر روي قارچ  داراي يك تأثير موقتي

و احتمال ايجاد جدايهمي هاي مقاوم در باشد

بنابراين استفاده از اين. برابر سم بسيار زياد است

و احتير و وش بايستي با دقت اط فراوان

صورت امكان تلفيق با روشهاي ديگر صورت در

ازمبارزه بيولوژيكي با عوامل بيماري. گيرد  زا

هايي است كه در مورد بسياري از عوامل راه

هاي اخير مورد استفاده قرار زا در سالبيماري

 Pseudomonasباكتري RC2 جدايه. گرفته است

fluorescens Migula جدا شده از ريزوسفر سيب

زميني داري ويژگي آنتاگونيستي عليه دو پاتوژن 

 Macrophominaهاياصلي گياهي به نام

phaseolina Lib) de Bary(Sclerotinia 

sclerotium اين. باشددر شرايط آزمايشگاهي مي

جدايه در شرايط آزمايشگاهي بعد از پنج روز 

گراد سببيدرجه سانت28نگهداري در حرارت 

بازدارندگي از رشد قارچ در آزمون كشت متقابل 

و رشد قارچ بهگرديد 1/80ترتيب تا هاي فوق را

و پتانسيل).14(درصد كاهش داد5/73درصد

 Pseudomonas fluorescensجدايه 172كنترل 

 روي جداسازي شده از ريزوسفر گياهان نخود،
گ M. phaseolinaقارچ رفت، مورد بررسي قرار

 درصد بود10و مينيمم كنترل73 ماكزيمم كنترل

 Pseudomonas fluorescensايهجد88).16(
موجب مقاومت سيستميك در برابر پوسيدگي

ها گياهاني كه با اين جدايه. زغالي نخود شدند

و گلوكاناز در آنها  تيمار شدند، سطح كيتيناز

و مقاومت گياهان تا درصد33 افزايش يافت

).22(ش يافتافزاي

اين مطالعات، مويد ايـن مطلـب اسـت كـه

م وؤكنترل بيولوژيك بر عليه بيماري ساق سياه ثر

تـوان مـديريت با كمك عوامـل آنتاگونيسـتي مـي 

گيري از بروز بيماري طراحـي مناسبي جهت پيش

از اين رو هدف از ايـن تحقيـق جداسـازي. نمود

و محـيط اطـراف ريشـه، آنتاگونيست ها از خـاك



 1388، بهار1، شماره11دوره مجله كشاورزي،

37 

تش و بررسي ثير آنها در جلوگيري از رشدأناسايي

و نيـز M. phaseolinaقارچ  در شرايط آزمايشگاه

ــا كــاهش فعاليــت آن در بــروز  و ي توقــف رشــد

. باشدبيماري در شرايط گلخانه مي

و روشها  مواد

 M. Phaseolinaزايي قارچ اثبات بيماري

ز قــــارچا جدايــــهدو زايــــيبيمــــاري

phaseolina M. هــاي ســازي شــده از خربــزهجدا

و ايوانكي به روش زير اثبات  آلوده مناطق گرمسار

هاي قارچ عامل بيمـاري كـه زادمايه جدايه. گرديد

ــبت  ــه نس ــه ب و ماس ــوط آرد ذرت  1:9روي مخل

بدست آمد به نسبت وزني يـك درصـد بـا خـاك

و سـپس، شـش عـدد بـذر  سترون مخلوط گرديد

و پس از ظه ور علائـم داخل هر گلدان كاشته شد

بـر روي بيماري ساق سياه، قـارچ عامـل بيمـاري 

و با روش نوك ريسهPDA محيط  كشت داده شد

)Hyphal-Tip(روي محيط WA و خالص سـازي

. برداري گرديدجهت بررسي ميكروسكوپي نمونه

بهجدايه  كار رفتههاي آنتاگونيست

از 187 جدايـــه ســـودوموناس فلورســـنت

و خاك مزراع جالي و ايـوانكي ريزوسفر ز گرمسار

 King'sBسـازي روي محـيط با روش سري رقت

ازب ها بر رشدثير اين جدايهأت.جدا شدند ا استفاده

ــار ــون چه ــه آزم ــد نقط ــي ش ــدرت.اي بررس ق

هـا پـس از سـه روز بازدارندگي هر يك از جدايه

و اي كه بين حاشيه پرگنه جدايهاساس فاصلهبر هـا

 شــده بــود، ايجــاد)Inhibition Zone( قــارچ

هـاي بـا توانـايي بـاكتري).25( گيـري شـد اندازه

اي در قالب طـرح نقطه بازدارندگي با آزمون چهار

.تصــادفي بــا چهــار تكــرار بررســي شــدند كــاملاً

و تحليـل شـدندهبـ هايداده  دسـت آمـده تجزيـه

12هـا، با اسـتفاده از مقايسـه ميـانگين داده).20(

و هـاي بعـدي آزمايونجدايه بـراي آزمـ شـگاهي

جدايـه براسـاس12اين.اي انتخاب شدندگلخانه

و تســت هــاي بيوشــيميايي خصوصــيات فنــوتيپي

هـايي تسـت. انـد توصيه شده تشخيص داده شـده 

و آرژنــين   ماننــد اكســيداز، هيــدروليز ژلاتــين

ــوان از دي ــد ل ــرات، تولي ــاي نيت ــدرولاز احي هي

وزميني، رشد در سوكروز، لهانيدن سيب 41 چهار

گراد، استفاده از سـوربيتول، ترهـالوز، سانتيدرجه

ال-مزواينوزيتول، آدونيتول، اتـانول، دي  -آلانـين،

و-آرابينــوز، دي زايلــوز، دي ــه غيــره گــالاكتوز ب

و3،11،19( نـداعنوان منابع كربن اسـتفاده شـده 

21 .( 

ت هـاي آنتاگونيسـت روي قـارچ ثير باكتريأبررسي

 عامل بيماري در كشت متقابل 

جدايه بـاكتري روي12اثر،اين آزمايش در

جدايه قارچ با استفاده از روش كشت متقابل مورد 

ابتـدا در نيمـي از تشـتك).6( گرفت بررسي قرار

ــه PDAپتــري حــاوي محــيط كشــت  هــاي جداي

و  به مـدت باكتري به صورت چمني كشت گرديد

در 24 درجــه25دمــاي ســاعت در انكوبــاتور

شدسانتي سپس يك قطعه به قطـر.گراد نگهداري

متر از كشـت سـه روزه قـارچ در طـرف پنج ميلي

متـر از لبـه آن مقابل تشتك بـه فاصـله پـنج ميلـي 

در تشتك شاهد بـه جـاي كشـت. كشت داده شد

. جدايه باكتري، از آب مقطر سترون استفاده گرديد

. هاي پتري مجدداً به انكوباتور منتقل شـدند تشتك

و پس از رسيدن مساحت پرگنه قارچ تا روز سوم

. گيـري شـد قارچ شاهد بـه وسـط تشـتك انـدازه 

درصد كاهش رشد درمقايسه بـا شـاهد روز سـوم
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در تيمارهاي مختلف طبـق فرمـول زيـر محاسـبه

.گرديد

 درصد كاهش رشد پرگنه=× 100

ت هــاي وســط بــاكتريبررســي توليــد مــواد فــرار

 آنتاگونيست

جدايه باكتري آنتاگونيسـت بـه صـورت 12

كشت داده شـده NutrientAgarچمني در محيط 

 درجــه28ســاعت در دمــاي24و بــه مــدت 

از. گراد نگهـداري گرديـد سانتي سـاعت24پـس

تشتك حاوي قـارچ عامـل بيمـاري سـه روزه بـه 

24صورت وارونه در روي تشتك حـاوي كشـت 

و محل اتصـال لبـه ساعته باك هـاي تري قرار گرفته

و پـس از  دو تشتك با پارافيلم كاملاً مسدود شـد

گـراد درجه سانتي28گذشت سه روز در حرارت 

و گيـري مساحت پرگنه بيمارگر در تشـتك انـدازه 

مقايسه با شاهد طبق فرمـول درصد كاهش رشد در

).12( بالا محاسبه گرديد

 هاي آنتاگونيست بيوتيك توسط باكتريتوليد آنتي

جدايه باكتري آنتاگونيست در سه نقطـه 12

متـري از لبـه تشـتك پتـري از فاصله يـك سـانتي 

در PDA حاوي محيط كشت در فواصـل مسـاوي

ــه صــورت يــك خــط يــك  ــدور ب  يــك خــط م

ن پس از نگهداري ايـ. متري كشت گرديدندسانتي

گراد به مدت درجه سانتي28ها در حرارت تشتك

وه باكتري به كمك ميله شيشهساعت، پرگن 48 اي

سترون از روي محيط كشت پـاك شـده آب مقطر

سـپس يـك.و توسط بخار كلروفرم كشته شـدند 

هـاي متري از كشـت فعـال جدايـه قطعه پنج ميلي

قارچ عامل بيماري در مركز اين محيط كشت قرار 

و پس از سه روز در حـرارت  درجـه28داده شد

بي سانتي مـارگر در تشـتك گـراد مسـاحت پرگنـه

و درصـد كـاهش رشـد درمقايسـه بـا اندازه گيري

).25(شاهد طبق فرمول بالا محاسبه گرديد 

 توليد سيدروفور

 King'sBابتدا محيط كشـت،در اين آزمون
 1000و 25،50،100، هـاي صـفر حاوي غلظـت

تهيه گرديـد، سـپس)Fecl3( ميكرومول كلريدآهن

نقطــه از روي ســه P. fluorescensهــاي جدايــه

 ـ  صـورته تشتك پتـري حـاوي محـيط كشـت ب
از. اي كشــت شــدنقطــه ــا48 بعــد ســاعت72 ت

 گــراد، پــردرجــه ســانتي28نگهــداري در دمــاي 

و الكـل سـترون از روي گنه هاي باكتري بـا پنبـه

و سپس دو تا سـه قطـره  محيط كشت پاك گرديد

) به صـورت وارونـه(كلروفرم درون تشتك پتري 

 دقيقه جهت از بين رفـتن30از بعد. قرار داده شد
24هـاي پتـري بـه مـدتك هـا تشـتك بيوتيآنتي

گـراد نگهـداري درجه سـانتي60دماي ساعت در

سپس سوسپانسيوني از قـارچ ماكروفومينـا. شدند

و تشتك و روي محيط ريخته شد هاي پتـري تهيه

سـاعت48گراد به مدت درجه سانتي28دماي در

قـارچ در اطـراف عـدم رشـد. نگهداري گرديدند

توده باكتري بـه عنـوان وجـود سـيدروفور تلقـي 

).5( گرديد

آزمايشات مربوط به كشت متقابل، مواد فرار

تصـادفي بيوتيك در قالب طرح كاملاًو توليد آنتي

و داده24با  و سه تكرار صورت پذيرفت هـا تيمار

دگي درصد بازدارن( YArcSinپس از تبديل به

=y(اي دانكن مورد با استفاده از آزمون چند دامنه

و تحليل قرار گرفتند ).20( تجزيه

ايآزمايشات گلخانه

 رويبر آنتاگونيست هايباكتري ثيرأت

 مساحت رشد پرگنه در شاهد- احت رشد پرگنه در هر تيمارمس

 مساحت رشد پرگنه در شاهد
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اي بـا يماري ساق سياه خربزه در شرايط گلخانـهب

ــار خــاك  و تيم ــذر ــار ب اســتفاده از دو روش تيم

 ـهمچنـين در هـر. ارزيابي گرديد ثيرأدو روش، ت

هـاي هاي آنتاگونيست بر روي رشـد بوتـه باكتري

خربزه در عـدم وجـود قـارچ عامـل بيمـاري نيـز 

اي از دو جدايـه در آزمايشات گلخانه. بررسي شد

و  شد12قارچ بـراي تهيـه. جدايه باكتري استفاده

طبـق روش M. phaseolinaكننده قارچ ماده آلوده

زايـي از بيمـاري شرح داده شده در قسمت اثبـات 

و آرد ذرت بــه نســبت   1:9محــيط كشــت ماســه

زادمايه تهيه شده بـه،در مرحله بعدي. استفاده شد

نسبت يك درصد وزني با خاك اسـتريل مخلـوط 

تعداد شش عـدد بـذر خربـزه ضـدعفوني. گرديد

شده جهت آزمون خاك در هر گلدان كاشـته شـد 

و در آزمون  ها به صورت فاكتوريـل بـا دو فـاكتور

و چهـار تكـرار انجـام قالب طرح كاملا تصـادفي

شامل سه سطح، دو جدايه قارچAفاكتور. گرفت

M. phaseolina و فـاكتور Bو شاهد بدون قارچ

و جدايـه13شامل  هـاي سطح شاهد بدون باكتري

P1 ،P2،... وP12 بود.

و بذر از سوسپانسيون در آزمون تيمار خاك

 ليتـر سلول در ميلي 107هاي باكتري با رقت جدايه

 اسـتفاده گرديـد) سي بـراي هـر گلـدانسي 100(

روز از كاشـت، ارتفـاع30پس از گذشـت).24(

و شـدت بوته ها، وزن خشك اندام هوايي، ريشـه

شدت بيمـاري بـا نمـرات. بيماري محاسبه گرديد

اي شـدن قهـوه=1،گيـاه سـالم=0(صفر تا سه 

 ـامتداد قهوه=2،قسمت طوقه و اي ت ا بـالا سـاقه

و مـرگ=3وهاپژمرده شدن برگ خشك شـدن

. ارزيابي گرديد)گياه

و بحث  نتايج

ــاري ــودن بيمـ روي M. phaseolinaزا بـ

هاي خربزه به اثبات رسيد، علائم بيمـاري گياهچه

و مرگ گياهقهوه( يـك هفتـه) اي رنگ شدن ساقه

قـارچ).1 شـكل( زني مشاهده گرديـد پس از مايه

 زني شده كاملاًها با قارچ مايهاز اين بوته جدا شده

. يكسان بود

جدايـــه ســـودوموناس 187از مجمـــوع

اي بـر روي فلورسنت در آزمون كشت چهار نقطه

جدايه، عليه ايـن بيمـارگر هالـهPDA ،31محيط 

در قطـر. بازدارنده ايجـاد كردنـد  هالـه بازدارنـده

متسانتي8/1تا75/0هاي مختلف از جدايه غير متر

و تحليـل آزمـون).1 جدول( بود براساس تجزيـه

از بـين MSTAT-Cاي به روش كشت چهار نقطه

جدايه براي آزمايشـات12جدايه آنتاگونيست 31

).2 جدول( اي انتخاب شدندگلخانه

هـاي آنتاگونيسـت روي قـارچ بررسي تأثير باكتري

 عامل بيماري در آزمايشگاه 

متقابـل، هـاي سـودوموناس در روش جدايه

و توليد آنتـي  بيوتيـك رشـد قـارچ توليد مواد فرار

M.phaseolina اي كاهش را به طور قابل ملاحظه

مي)2(طوركه از جدول همان. دادند گردد استنباط

،P4 ،P1 ،P9 هـاي جدايـه در روش كشت متقابل، 

P10،P5،P6 وP8 ثير در كاهش رشدأت بيشترين

ــتند ــارچ داش ــاهش. ق ــترين درصــد ك ــد بيش  رش

ــد2/72-52/66( ــوط)درصـ ــه مربـ ــه بـ  جدايـ

)P.fluorescens biovIII (P10وكمتـرين درصـد

4/26-88/26و96/17-76/22(كــــاهش رشــــد 

ــد ــه) درص ــه جدايـ ـب ــوط ب ــب مرب ــايهترتي  ه

)P. fluorescens biovIII(P11وP3 

(P.fluorescens biov B) از. بود فسفات غيرآلـي
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و اسيد فسـفاتاز كـه بـراي تشـكيل توليد آلكالين

 باشـند، جلـوگيري هـاي ثانويـه لازم مـي متابوليت

و غلظـت مي مـولار هـاي بـيش از يـك ميلـي كند

فســفات غيرآلــي شــديداً بــراي متابوليســم ثانويــه 

محــيط).26و7( ســودوموناس بازدارنــده اســت

چون ميزان فسفات غيرآلي آن پايين PDAكشت 

است اين مزيـت را دارد كـه يـك محـيط غـذايي 

و  ــه ــم ثانويـ ــد متابوليسـ  مناســـب جهـــت توليـ

ميآنتي كند ولي درصـورت داشـتن بيوتيك فراهم

ــد پيگمانــت فلورســنت  ــانع از تولي ــاد م  آهــن زي

).27( شودمي

هـا در آزمايش توليد مواد فرار همـه جدايـه

ــب ــاهش موج ــد ك ــدند رش ــارچ ش ــهج.ق  داي

)P. fluorescens biov III (P10راأبيشترين تـ ثير

ر در -54/71(شـد قـارچ بيمـارگر داشـت كاهش

و جدايـه)درصد86/65 ،)P. putida biovB (P3 

در).12/5-15/7(كمترين اثر را نشان داد محققين

در ارتباط با مواد فرار شـرايط طبيعـي توليد شـده

و حيوانـات ابراز داشته اند كه مواد ارگانيك از گياه

از ايـن. شـود زنده يا مرده به درون خاك وارد مي

و  مواد آنچه كه در خاك محلول است، ترشـحات

و به فرم گاز است، مواد  آنچه كه در اتمسفر خاك

 فــرار اثــرات قابــل مــواد. شــودفــرار ناميــده مــي

).13( ها دارنـد اي بر ميكروبيولوژي خاكملاحظه

مشاهدات مختلـف در شـرايط آزمايشـگاهي نيـز

آمدن چنـين مـوادي در محـيط كشـت مويد پديد

ارتباط با توليد مـواد فـرار در جـنسدر.باشندمي

سودوموناس، بيشترين توجه به گاز بسـيار سـمي 

توليـد. سيانيد هيـدروژن معطـوف گرديـده اسـت 

هـاي بازدارنـدگي تركيبات فرار يكـي از مكانيسـم 

ميجدايه ).2( باشدهاي آنتاگونيست سودوموناس

، P9 ،P5هاي بيوتيك، جدايهتوليد آنتيدر آزمايش

P6 وP10  هثير در كاهش رشـد جدايـتأ بيشترين-
 بيشترين درصـد كـاهش رشـد. هاي قارچ داشتند

 .P(بـــه جدايـــه مربـــوط) درصـــد9/91-85(

fluorescens biovIII (P10و كمتــرين درصــد

مربـوط بـه) درصـد01/19-28/19(كاهش رشد

ــه  ــودP.fluorescens biovIII(P11(جدايـ . بـ

 1083وDهـاي تحقيقات مشخص كرد كه جدايه

بيوتيـك از بـا توليـد آنتـي P.fluorescensباكتري

 Phytophthora capsiciقـارچ هايميسليوم رشد

 آورددر شرايط آزمايشگاه جلوگيري به عمـل مـي

ــه).18( هــاي ســودوموناس قابليــت بيشــتر جداي

ازتوليـــد متابوليـــت ــدقارچي ــته هـــاي ضـ دسـ

و Viscozinamid ليپوپپتيــدهاي حلقــوي از قبيــل

Tenzin را دارنــــدViscozinamid از آلــــودگي 

ــه ــد ب ــوگيري Pythium ultimumچغندرقن  جل

).4( كندمي

بر روي محيط P12و ...،P1 ،P2هاي جدايه

King's B و25،50،هـاي صـفر حـاوي غلظـت

از رشـد قـارچ)Fecl3(ميكرومول كلريدآهن 100

M. phaseolina جلوگيري كردند، امـا در غلظـت

مــانع رشــد)Fecl3( مــول كلريــدآهنميكرو 1000

دهنـده توليـد سـيدروفور قارچ نشـدند كـه نشـان 

باشـد، ايـن مـواد، تحـت ها مـي توسط اين جدايه

و آهـن موجـود در  شرايط كمبود آهن توليد شده

ها خـارج خاك را از دسترس ساير ميكروارگانيسم

و باعث اختلال در واكنش هاي حياتي آنهـا نموده

هـاي گـروه سـودوموناسريبـاكت).25(شـود مي

و فلورسنت علاوه بر سـيانيد  هيـدروژن، پروتئـاز

ــي ــات آنت ــد تركيب ــز تولي ــيدروفور ني ــك، س  بيوتي

).17(نمايند مي
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 از رشد قارچ عامل بيماري Pseudomonas fluorescens هايميزان بازدارندگي جدايه-1جدول

Table 1 - Inhibition amount of Pseudomonas fluorescens isolates of growth of M . phaseolina 

)مترسانتي(ناحيه بازدارندگي از رشد قارچ

(cm) Inhibition Zone 

 جدايه گرمسار جدايه ايوانكي

)M2) (M1(

 شماره
 جدايه

)مترسانتي(ناحيه بازدارندگي از رشد قارچ

Inhibition Zone (cm) 

جدايه ايوانكي

)M2) (M1(

 شماره

 جدايه

1.55 de1.30 ij171.60 cd1.50 ef1

1.50 ef1.40 gh181.45 fg1.11 l2

1.60 cd1.45 fg 191.68 bc1.65 bc3

1.55 de1.35 hi201.45 fg1.55 de4

1.55 de1.40 gh211.65 bc1.60 cd5

1.70 b1.55 de221.65 bc1.45 fg6

1.45 fg1.30 ij231.70 b1.55 de7

1.60 cd1.40 gh241.45 fg1.65 bc8

1.40 gh1.25 jk251.45 fg1.50 ef9

1.50 ef1.35 hi261.65 bc1.45 fg10

1.45 fg 1.31 ij271.55 de1.57 cd11

1.50 ef1.35 hi281.70 b1.65 bc12

1.45 fg 1.40 gh 29 0.81 n 1.20 kl 13 

1.80 a1.80 a300.81 n1.05 m14

0.75 n0.75 n311.45 fg1.30 ij15

---1.60 cd1.50 ef16

.دار دارنددرصد با هم اختلاف معني5اند با آزمون دانكن در سطح اعداد كه با حروف مختلف نشان داده شده. باشداعداد متن جدول ميانگين چهار تكرار مي

Text numbers of table are mean of four repetition. Numbers with different characters have significant difference in Duncan's test (P<.0.5). 

 

و درنهايت مرگ گياه خربزه در اثر قارچعلائم قهوه-1شكل M اي شدن ساقه . phaseolina)چپ ،)سمت

 زاييدر آزمون اثبات بيماري) سمت راست(گياه سالم

Fig. 1 . Browning signs of stem and plant death by M . phaseolina (left), 

health plant (right) in  pathogenicity test 
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 در آزمايشگاه P. fluorescens هاي مختلف باكتريتوسط جدايه M. phaseolina ميانگين درصد كاهش رشد قارچ-2جدول

Table 2 - Growth reduction mean of M. phaseolina by different isolates of P.fluorescens in laboratory 

 

يه جدا

 باكتري

 آزمايش كشت متقابل

Dual culture test

 مواد فرار آزمايش توليد

Volatile test

 بيوتيكيآنت آزمايش توليد

Culturefilterate test

توليد

 سيدروفور

Siderophore 

production
 M2جدايه M1جدايه M2جدايه M1جدايه M2جدايه M1جدايه

P1 60.34 abcd60.34 abcd33.24 i41.74 h40.16 hi52.79 efgh +

P2 53.59 bcd55.90 abcd15.50 k21.39 j49.07 fgh48.48 fgh+

P3 26.40 e26.88 e7.15 l5.12 l46.16 fgh40.66 ghi+

P4 52.61 bcd62.89 abcd41.36 h48.35 efgh65.41 cdef76.27 abcd+

P5 52.16 bcd59.81 abcd47.26 fgh54.68 def73.00 bcde86.06 ab+

P6 55.33 abcd63.04 abcd63.04 bc56.35 cde87.78 ab88.57 ab+

P7 46.47 cd55.07 abcd52.23 defg59.72 bcd76.80 abcd56.92 defgh+

P8 52.12 bcd65.89 ab18.56 jk59.52 bcd34.48 hij22.69 ij+

P956.64 abcd64.61 abc65.86 ab14.66 k77.81 abcd85.99 ab+

P10 66.52 ab72.20 a65.86 ab71.54 a91.92 a84.99 abc+

P11 17.96 e22.76 e53.31 def58.69 bcd19.01 j19.28 j+

P12 43.83 d47.50 bcd41.00 h44.53 gh52.04 fgh64.53 cdefg+

داراي)p>05/0(هايي كه با حروف مختلف نشان داده شده اسـت بـا آزمـون دانكـن تيماري. تكرار است3اعداد متن جدول ميانگين

،P. fluorescens biovI(P1  ،)P.fluorescens biov V (P4(،2 جدايـه قـارچ  M2،1 جدايـه قـارچ  M1.باشـد دار مـي اخـتلاف معنـي 

)P. putida biov B (P3 ،)P. fluorescens biov III (P7,P6,P5,P2,P8,P9,P10,P11,P12 

Text numbers of table are mean of three replications. Treatments with different characters have significant difference in 

Duncan's test (P< 0.5). M1 (isolate Garmsar), M2 (isolate Eivanckey). 

 M. phaseolinaقارچ جدايه گرمسار تري سودوموناس فلورسنت در كاهش رشدباك P10 تأثير مواد فرار جدايه-2شكل

چپ( )سمت راست(درمقايسه با شاهد) سمت

Fig. 2 . Volatile effect of P10 isolate of P. fluorescens in growth reduction of Garmsar isolate of M. phaseolina 

(left), Witness (right) 
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ها در كنترل بيماري ساق سياه خربزهستاثر آنتاگوني

 در گلخانه 

و بـذر هنگـامي كـه در هر دو تيمـار خـاك
و جدايـه خاك گلـدان  هـاي هـا بـا عامـل بيمـاري

سودوموناس تيمار شد، درصد گياهان زنده بيشـتر 
 از تيمــاري بــود كــه خــاك فقــط بــا قــارچ عامــل

و جدايـــه  هـــايبيمـــاري مخلـــوط شـــده بـــود
)P5, P6 (P. fluorescens biov III وP3 

(P. putida biov B) تـ ثير را در كنتـرلأبيشـترين
گيري ارتفاع بوته اندازه.)3جدول( بيماري داشتند

ــاكتري روي  ــف ب ــاي مختل ــه تيماره ــان داد ك نش
اثـر مشـابهي هاي قارچ عامل بيماري تقريبـاً جدايه

و ارتفاع گياهان شاهد بدون قارچ نسبت بـه  دارند
. هاي قارچ بيشتر بودي شده با جدايهزنگياهان مايه

وزن خشك اندام هوايي در شاهد بـدون قـارچ در
زنـي شـده بـا همه تيمارها نسبت به گياهـان مايـه 

ــه ــه جدايـ و جدايـ ــود ــتر بـ ــارچ بيشـ ــاي قـ  هـ
)P. putida boiv  B (P3وP6, P10 , P11,  P5,  

(P. fluorescens biov III) تـ درأبيشـترين ثير را
خ همچنـين. شك اندام هوايي داشتندافزايش وزن

گيري وزن خشك ريشـه نيـز نشـان داد كـه اندازه
 P10,P5,P6, (P. fluorescens biov.هـاي جدايه

III) ت ثير را در افزايش وزن خشك ريشهأبيشترين
در. داشتند وزن خشك ريشه در شاهد بدون قارچ

زنـي شـده بـا همه تيمارها بيشـتر از گياهـان مايـه 
قجدايه مي. ارچ بودهاي دهد قارچ عامل اين نشان

و كـاهش وزن  بيماري باعث كوتاه شـدن گياهـان
ــد ــا ش ــنش).24( آنه ــه واك ــات گلخان در آزمايش

جدايـه( M2و) جدايـه گرمسـار(M1 هايجدايه
هم تقريباً) ايوانكي و با در همه تيمارها مشابه بوده

گـر ايـن اين امر بيـان. داري نداشتنداختلاف معني
تاست كه باكتري حقيقت ثير يكسانيأهاي مختلف

و اگـر يـك بـاكتريهروي جداي  هاي قارچ دارنـد

ثير داشـتهأروي قارچ جدا شده در همان منطقـه تـ
هاي قارچ منـاطق ديگـر تواند روي جدايهباشد مي

و   نيز اثر كند كه اين امر نيـاز بـه تحقيقـات بيشـتر
. كارگيري چندين جدايه از مناطق مختلف داردهب

 P10 اي جدايـــهدر آزمايشـــات گلخانـــه

P. fluorescens biov III)(ثرؤهاي م ـجزو جدايه
 بــود ولــي نتــايج تــوان آنتاگونيســتي جدايــه

P3 (P. putida biov B) وP11 (P.fluorescens 

biovIII) در گلخانه با نتـايج آزمايشـگاه مطابقـت
و ماين دو نيز جزو جدايه نداشت . ثر بودنـدؤهاي

ميدليل تواند كلونيزاسيون خـوب بـاكتري اين امر
بيوتيـك بـه توليـد آنتـي).24( در ريزوسفر باشـد 

و فيزيكي خـاك بسـتگي دارد  فاكتورهاي شيميايي
هاي ديگري مثـل بيوتيك، مكانيسمو علاوه بر آنتي

و ازت، مكان مناسب روي  رقابت براي منابع كربن
و كلونيزاسيون آن نيز اهميت دارنـد   هـردر. ريشه

ــار ــزان شــدت بيمــاري در تيم ــون مي  M1دو آزم

ــار( ــه گرمس ــار) جداي ــه( M2بيشــتر از تيم جداي
مي) ايوانكي زايي تواند دليل بر بيماريبود كه خود

 M2نسـبت بـه) جدايه گرمسار( M1بيشتر جدايه 

 M2و يــا كنتــرل بهتــر جدايــه) جدايــه ايــوانكي(

هـاي آنتاگونيسـت توسط باكتري) جدايه ايوانكي(
در. باشد از طرفي اين تفاوت ميزان شدت بيماري،

خصوص تيمار شاهد بدون بـاكتري همه تيمارها به
)P0(و بنابراين فرضـيه بيمـاري زايـي مشاهده شد

مي) گرمسار( M1بيشتر جدايه  . باشدقابل قبول
ــه ــايجداي .P( ه fluorescens biov III(

P5,P6 و)P. putida biov B  (P3ثيرأبيشترين تـ 
هـا كـاهش اين جدايـه. را در كنترل بيماري داشتند

ــي ــزايش معنـ و افـ ــاري ــدت بيمـ  داري را در شـ
هاي ديگر نشان دادنـد داري را در شاخصمعني

ــه .P(و جداي fluorescens biov III (P12ــر اث
. ضعيفي نشان داد
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و بذر با جدايه-3جدول آمقايسه ميانگين اثر تيمارهاي خاك وزن،وزن خشك اندام هوايي،نتاگونيست بر روي ارتفاع گياههاي باكتري

و شدت بيماري   M. phaseolinaخشك ريشه

Table 3 - Mean comparison of seed and soil treatments with antagonist bacteria isolates on plant height, root and shoot 

droughty weight and disease severity of M. phaseolina 

 

)Seed treatment test(آزمون تيمار بذر)Soil treatment test(آزمون تيمار خاك
بندي درجهتيمار

شدت 
 آلودگي

)3-0(
Disease 

severity

ارتفاع گياه
)cm(

Plant 

height 

وزن خشك
اندام هوايي 

)gr(
Shoot 

droughty 

weight

وزن خشك
 ريشه

)gr(
Root 

droughty 

weight

بندي رجهد
شدت 
 آلودگي

)3-0(
Disease 

severity

 ارتفاع
 گياه

)cm(
Plant 

height 

وزن خشك
اندام 

)gr(هوايي
Shoot 

droughty 

weight

 وزن خشك ريشه
)gr(

Root droughty 

weight 

M0 + P00 k64.90 b6.76 abc2.00 abcde0 k65.50 a5.46 abc1.50 abcde

M0 + P10 k68.50 a7.34 a2.34 abc0 k65.50 a5.96 a1.76 abc

M0 + P20 k68.50 a7.20 ab2.08 abcde0 k65.50 a5.50 abc1.65 abcde

M0 + P30 k71.00 a7.60 a2.34 abc0 k68.00 a6.30 a1.76 abc

M0 + P40 k68.50 a6.80 abc2.15 abcde0 k65.50 a5.90 ab1.65 abcde

M0 + P50 k71.00 a7.46 a2.45 a0 k65.50 a6.16 a1.95 a

M0 + P60 k71.00 a7.60 a2.45 a0 k68.00 a6.30 a1.95 ab

M0 + P70 k68.45 a6.80 abc2.00 abcde0 k65.50 a5.50 abc1.50 abcde

M0 + P80 k68.50 a7.46 a2.28 abcd0 k68.00 a6.16 a1.78 abcd

M0 + P90 k68.50 a7.20 ab2.28 abcd0 k65.50 a5.90 ab1.78 abcd

M0 + P100 k68.50 a7.46 a2.43 ab0 k65.50 a6.16 a1.93 ab

M0 + P110 k68.50 a7.46 a2.34 abc0 k65.50 a6.16 a1.76 abc

M0 + P120 k68.50 a6.80 abc2.15 abcde0 ka61.905.50 abc1.50 abcde

M1 + P02.82 a56.00 g4.44 d0.98 e2.62 a56.00 de3.24 d0.78 e

M1 + P11.82 f61.50 cde5.95 abcd1.60 abcde1.62 f58.50 cd4.95 abcd1.40 abcde

M1 + P22.32 bcd60.60 cde5.60 abcd1.16 cde2.00 cde56.80 cde4.41 abcd1.06 abcde

M1 + P31.00 hij61.70 cde6.03 abcd1.60 abcde0.80 hij58.70 cd5.03 abcd1.40 abcde

M1 + P42.32 bcd59.80 def5.41 abcd1.40 abcde2.12 bcd57.60 cd4.35 abcd1.20 abcde

M1 + P51.00 hij62.85 bc6.34 abcd1.70 abcde0.80 hij58.40 cd5.34 abcd1.50 abcde

M1 + P61.00 hij61.00 cde6.22 abcd1.60 abcde0.80 hij61.00 cde6.22 abcd1.60 abcde

M1 + P72.32 bcd59.00 ef4.75 cd0.98 e2.12 bcd56.00 de3.78 bcd0.96 cde

M1 + P81.09 hij61.40 cde5.80 abcd1.45 abcde0.89 hi58.00 cd5.03 abcd1.25 abcde

M1 + P92.20 cde59.80 def5.45 abcd1.55 abcde2.12 bcd56.80 cde4.60 abcd1.35 abcde

M1 + P101.32 gh62.20 bcd6.10 abcd1.39 bcd1.12 gh59.20 bcd5.10 abcd1.19 bcd

M1 + P111.32 gh62.90 bc6.03 abcd1.60 abcde1.12 gh59.90 bc4.80 abcd1.40 abcde

M1 + P122.57 ab59.00 ef4.98 bcd1.46 abcde2.37 ab53.00 f3.55 cd0.78 e

M2 + P02.62 ab57.50 fg4.47 cd1.03 de2.42 ab57.60 cd3.47 cd0.83 de

M2 + P11.45 g62.20 bcd5.84 abcd1.75 abcde1.25 g59.20 bcd4.84 abcd1.50 abcde

M2 + P22.15 de60.60 cde5.84 abcd1.15 cde1.70 ef58.70 cd4.64 abcd1.01 abcde

M2 + P30.72 j62.50 bcd6.22 abcd1.68 abcde0.51 j59.50 bc5.22 abcd1.55 abcde

M2 + P42.13 def61.70 cde5.64 abcd1.37 abcde1.93 def57.60 cd4.70 abcd1.37 abcde

M2 + P50.73 j62.00 cd6.19 abcd1.68 abcde0.53 j58.00 cd5.19 abcd1.48 abcde

M2 + P60.70 j62.00 cd6.38 abc1.70 abcde0.50 j59.00 bcd5.38 abc1.50 abcde

M2 + P72.20 cde60.00 cdef4.98 bcd1.05 de2.00 cde57.00 cde3.59 cd0.95 cde

M2 + P80.95 ij60.60 cde5.99 abcd1.37 abcde0.75 ij59.00 bcd5.22 abcd1.37 abcde

M2 + P91.90 ef62.50 bcd5.70 abcd1.61 abcde1.95 de58.00 cd4.84 abcd1.41 abcde

M2 + P100.95 ij62.50 bcd6.10 abcd1.49 abcde0.75 ij59.50 bc5.10 abcd1.29 abcde

M2 + P110.95 ij61.00 cde6.22 abcd1.70 abcde0.75 ij59.50 bc4.99 abcd1.48 abcde

M2 + p122.50 bc61.00 cde4.79 cd1.41 abcde2.30 bc54.50 ef3.78 bcd0.84 de

 دارداري اخـتلاف معنـي)p>05/0(تيمارهايي كه با حروف مختلف نشان داده شده است، با آزمـون دانكـن. تكرار است4اعداد متن جدول ميانگين
،P. fluorescens biov I(P1  )P. fluorescens biov V (P4(تيمار بدون باكتري P0،2جدايه قارچ  M2،1جدايه قارچ M1شاهد بدون قارچ M0. باشدمي

)P. putida biov B (P3  )P. fluorescens biov III (P2,P5,P6,P7,P8,P9,P10,P11,P12 

Text numbers of table are mean of three repetition .treatments with different characters have significant difference in dunkan's test (P< 0.5). 

M0 (without fungus), M1 (isolate Garmsar), M2 (isolate Eivanckey), P0 (without bacteria). 
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از باكتري STL,A20,A22,A15 هايجدايه

Streptomyces sp. مهب ثري قارچ عاملؤطور

زميني را در بيماري پوسيدگي صورتي سيب

و گلخانه كنترل كرد  همچنين.)10(آزمايشگاه

 Phytophthoraقارچ روي فوق هايجدايه

dercheslerie و عامل بوته ميري جاليز

Fusarium oxysporum عامل پژمردگي

و گرمسار در  فوزاريومي خربزه در مناطق ورامين

م و مزرعه ).15و1(ثر بوده استؤشرايط گلخانه

 درصورت آزمايشات بيشتر با كاربرد توام

و Streptomyces ،P. fluorescensهايباكتري

زا وان بعضي از عوامل بيماريتقارچ تريكودرما مي

باتوجه به اينكه كشت. را روي خربزه كنترل نمود

گياهان جاليزي در گلخانه مرسوم شده است 

ميگونه آنتاگونيستبنابراين اين توانند در ها

گلخانه كاربرد داشته باشند، ولي كاربرد آنها در 

و مستلزم تهيه  مزرعه نياز به تحقيقات بيشتر دارد

مييون مناسبي از اين آنتاگونيستفرمولاس . باشدها

ي ظرفيت كاهش بيمارياهر عامل بيوكنترل كه دار

باشد براي حصول نتيجه ثابت بايستي با يك مي

بنابراين).13( كار گرفته شودروش مناسب به

نكته بسيار بااهميت در ارتباط با كاربرد اين 

ها در شرايط طبيعي پيدا نمودن يك ماده جدايه

و تهيه يك فرمولاسيون تجارتيه مراه خوب

.باشدمناسب از آنها مي
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Study of possibility of biological control of charcoal rot on melon 

(Macrophomina phaseolina) by Pseudomonas fluorescens isolates 
 

A. Kheiri *, H. R. Etebarian **, A. Roustae ***, Gh. Khodakaramian **** and H. Aminian*** 

Abstract 
 
To study of biological control of charcoal rot of melon caused by Macrophomina phaseolina, 187 

isolates of fluorescens pseudomonas isolated of rhizosphere and soil of melon plants. Then 12 isolates belong to 

I, III and V biovars of P. fluorescens and B biovar of P. putida were selected for greenhouse experiments based 

on inhibition amount. Pseudomonas isolates inhibited mycelial growth significantly of M. phaseolina in Dual 

culture, volatile and culture filtrates test. Percentage of growth inhibition in Dual culture test was by 17.9 to 

72.2% in Volatile test 7.1 to 71.5% and in culture filtrates 19 to 91.9% for fungus isolates. Mycelial growth of 

M. phaseolina decreased by all of the pseudomonas isolates according to siderophore production test. 

Greenhouse experiments were made by seedcoating and soil methods. The results of greenhouse experiments in 

soil and seed treatments showed that when soil of pots inoculated with pseudomonas, percentage of healthy 

plants were significantly greater than in those of pathogen control (p< 0.05). Isolates P6, P5 (P. fluorescens biov 

III) and P3 (P. putiada biov B) caused less incidence of disease.  

Keywords: Dual culture, Greenhouse, Inhibition, Rhizosphere, Seedcoating, Soil, Volatile production 
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