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  چكيده
هـاي ايـن گيـاه در     بيمـاري ترين  يكي از مهم  F. oxysporum f. sp. cicerisپژمردگي فوزاريومي نخود با عامل

نخـود   ةهاي فلورسنت از فراريش كنترل بيولوژيكي اين بيماري، سودوموناس شناسايي عوامل منظور به. رود شمار مي ايران به
ــگ    ــت كين ــيط كش ــتفاده از مح ــا اس ــان  )KB(ب ب ــتان خراس ــزارع اس ــاز ،در م ــمارش جداس ــدندي و ش ــت . ش فعالي

و  KB)(ب كينـگ  كشـت  در دو محـيط   F. oxysporum f. sp. cicerisباكتريـايي عليـه قـارچ    ةجداي ـ80قارچيضد
هـا   اسـترين  درصد25/81 مورد بررسي، ةجداي80نتايج نشان داد كه از بين. دشبررسي  )PDA(زميني دكستروز آگار سيب

 هـاي  بـين توليـد متابوليـت   . داراي توانايي بازدارندگي از رشد قـارچ بودنـد   PDAدر محيط درصد37/94 و KBدر محيط
 .گونه همبستگي مشاهده نگرديد هيچ ،ولي در مورد توليد سيدروفور ؛همبستگي مشاهده شد ،ضدقارچي با كاهش بيماري

بهترين اثر  M2-15 ةريشه و جداي رِبر وزن تَرا بهترين اثر  ،K-15و M2-15 ،Pf-5هاي اي، جدايه هاي گلخانه درآزمايش
دار شـدت   موجـب كـاهش معنـي    M2-15ةجداي ـ ،هاي مورد بررسي جدايهدر بين . هاي هوايي داشتند بخش رِرا بر وزن تَ

  .ها گرديد بيماري در مقايسه با ساير جدايه
  

  كنترل بيولوژيك سيدروفور، ،سودوموناس فلورسنتبيوتيك، پژمردگي فوزاريومي نخود،  آنتي :يكليدهاي  واژه
  

   1 مقدمه
سـاله،  گيـاهي اسـت يك   ).Cicer arietinum L( نخـود 

 ةرتب ـ ،ديپلوئيد كه از نظر اهميت در ميان بقـولات و  گشنخود
خـود   را بـه سوم دنيا و جايگاه نخست در آسـيا و شـمال آفريقـا    

  توسـط قـارچ   كـه  پژمردگي آونـدي نخـود  . اختصاص داده است
F. oxyosporum f. sp. ciceris  تـرين   مهـم  ،شـود  ايجاد مـي

 توسـط  بـار  كه نخستينرود  شمار مي هبيماري خاكزاد اين گياه ب
Padwick  بعــد از   توصــيف گرديــد و از آن بــه 1940در ســال

 ةقـار  شـش ايـن بيمـاري در   . گزارش شده است ،چندين كشور
نخود در اثـر   ةكاهش عملكرد ساليان. جهان گسترش يافته است

تواند  ولي بيماري مي ؛متغير است درصد15تا  10از ،اين بيماري
 Navas-Cortes)د محصول را از بين ببرهمة  ،در حالت طغيان
et al., 2000) . بـراي مصـري  توسط منـوچهري و اين بيماري ، 

گزارش  نخودكاري ايران مناطقبرخي از  1342بار در سال اولين
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بـرآورد   ،درصـد در بعضـي منـاطق   22خسـارت آن را تـا    و شد
  (Jamali et al., 2005; Parsa & Bagheri,2008). اند كرده

داري باعـث   طـور معنـي   بـه  ،فوزاريـومي پژمردگـي  بيماري 
هـا و   كـش  شـود و قـارچ   كاهش باروري در محصولات زراعي مـي 

از . مناسب نيسـت  اغلب براي كنترل آن كافي و ،مقاومت ميزبان
هـاي جـوان    از راه بافـت  كه عوامل پژمردگي آوندي احتمالاً آنجا

ــي  ــاه م ــه وارد گي ــوند، ريش ــتفاده از    ش ــت اس ــر موفقي ــن ام اي
قابليت فعاليت در محـيط ريشـه را    باهاي فلورسنت  سودوموناس

 & Alavi) نمايـد  مي توجيه ،در مهار بيولوژيكي بيماري مذكور
Ahunmanesh, 1376; Nagarajkumar et al., 2004) .

هـاي بيولوژيـك    روش اسـتفاده از  ،هاي اخيـر  سال درجهت  بدين
هـاي آنتاگونيسـت بـراي مبـارزه بـا       بـاكتري  ويـژه اسـتفاده از   به

 )1997(  .بسيار مورد توجه قرار گرفته است ،خاكزادهاي  بيماري
Hervas et al, عنـوان   را بهسودوموناس و باسيلوس هاي  باكتري

پژمردگـي فوزاريـومي نخـود ايرانـي      ةكنند زيستي كنترلامل وع
اظهار داشتند كه كـاربرد رايزوباكترهـا   نامبردگان  .نمودندمعرفي 
مقـاوم و تنظـيم تـاريخ     همراه ارقـام زراعـي   تلفيقي به ةدر مبارز
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 ,Kaur et al  .ثر باشـد ؤتواند در مديريت بيمـاري م ـ  مي ،كاشت
هاي سودوموناس فلورسنت در  نيز نشان دادند كه جدايه )2007(

طـور   اي در مقايسه با تيمار شـاهد، بـه   اي و مزرعه شرايط گلخانه
زني بذر، كـاهش شـدت بيمـاري     داري باعث افزايش جوانه معني

  .اريومي و بهبود رشد گياه نخود شدندپژمردگي فوز
باكتري سودوموناس فلورسنت داراي انتشار وسيع بـوده و  

 گياهـان وجـود   ةويـژه در فراريش ـ  خاك و بـه  و فراواني در آب به
. مطالعات فراواني در مورد اين باكتري صورت گرفته اسـت . دارد

ــه ــه ســودوموناسهــاي  محققــان از جداي رشــد ســريع، علــت  ب
در طور وسيع  به ،ي آنهاشت و تغييرپذيري متابوليكبودن ك آسان

هاي ژنتيكـي در   دستكاري همچنين .كنند استفاده مي تحقيقات
گيـرد   هـاي ديگـر صـورت مـي     بيشتر از بـاكتري  ،ها اين باكتري

(Velusami et al., 2006). 
ــايي ممانعــت از  ســودوموناس قــارچي بيمارگرهــاي هــا توان

در كنتـرل   يهـاي مـؤثر   مكانيسما، ه اين باكتري. دارند را خاكزاد
توانـايي توليـد    :دارند؛ ازجمله زاي گياهي بيولوژيك عوامل بيماري

، )Raaijmakers & Weller, 2001( بيوتيـك  تركيبـات آنتـي  
 ،)O, Sullivan & O,Gara ,1992(ســـــيدروفورها 
هـاي   و ترشـح آنـزيم  ) Owen & Zlor, 2001(سيانيدهيدروژن 

 ,Nagarajkumar(گلوكاناز - 3و1ز، بتاخارج سلولي مانند كيتينا
، رقابت بـراي  )Keel & Defago, 1997(پروتئاز و ليپاز  ،)2004

فراريشـه و القـاي   هـاي ميكروبـي در    مواد غذايي و اشـغال جايگـاه  
 ,.Hass & Defago, 2005; Suresh et al)مقاومت سيستميك 

2010) .  
Thomashow & Weller )1996 ( مكانيســم اوليــه كنتــرل

هــاي فلورســنت را توليــد    مارگرهــا توســط ســودوموناس  بي
  .هاي مختلف بيان كردند بيوتيك آنتي

بيوتيك  يك يا چند آنتي ،هاي بيوكنترل در بيشتر سيستم
تاكنون تعـدادي   .كنند مي بيماري نقش ايفاعامل در ممانعت از 

 هاي فلورسنت سودوموناس ةوسيل هبيوتيك كه ب از تركيبات آنتي
اند كه  از نظر ساختمان شيميايي شناسايي شده ،شوند توليد مي

ها و برخـي مشـتقات انـدول     ها، پيرول اغلب آنها از گروه فنازين
ــي ــند  م ــازين(باش ــيليك-1فن ــايولوتئورين و   كربوكس ــيد، پ اس
نيسـتند   نيتروژنبيوتيك كه حاوي  تعدادي آنتي). نيترين پيرول

 لوسـينول استيل فلوروگ دي-2،4كه تركيب  اند نيز شناخته شده
ــم ــرين آن از مه ــات ــي ه ــد م . (Delani et al., 2000) باش

ريختگـي   هـم  موجـب بـه   ،با نفوذ به درون سلول ها بيوتيك آنتي
 Alavi(گردند  مي تخريب سريع سلول و ساختمان پروتوپلاسم

& Ahunmanesh, 1376.(   هـا قادرنـد در    بيوتيـك  ايـن آنتـي
 ةمارگرهاي ريش ـها شركت نموده و بي رقابت بين ميكروارگانيسم

بيوتيـك   هايي كـه آنتـي   باكتري ،بنابراين. گياه را سركوب كنند
اي عملي جهت كنتـرل   عنوان وسيله توانند به كنند، مي توليد مي
  .آميزي عمل كنند طور موفقيت هاي گياهي به بيماري

 يكـــي ديگـــر از مكانيســـم هـــاي مهـــم آنتاگونيســـتي 
سيدروفور  ،اهيعليه بيمارگرهاي گي هاي فلورسنت سودوموناس

ظرفيتـي بـا وزن    آهـن سـه   ةكنند سيدروفورها مواد كلاته. است
توليد شـده و   ،مولكولي كم هستند كه تحت شرايط كمبود آهن

 ةوسـيل  اين كمپلكس به. دهند كمپلكس تشكيل مي ،با يون آهن
طور اختصاصـي   هاي گيرنده در غشاي سلول باكتري به پروتئين

تيجــه آهــن را از دســترس در ن ؛گــردد شناســايي و جــذب مــي
كنـد كـه    كند و محيطي را فراهم مـي  بيمارگر خاكزاد خارج مي

ايـن تركيـب بـراي اولـين بـار در      . نامساعد است ،براي بيمارگر
عنوان يك مكانيسم مهم در بازدارنـدگي از   هاي قليايي به  خاك

  .بيان شد F. oxysporumقارچ بيمارگر 
ــه  ــق ب ــن تحقي  ــ اي ــايي ب هــاي  اكتريمنظــور بررســي توان

 ــ ــده از خــاك ناحي ــرل  ،فراريشــه ةآنتاگونســيت جداش در كنت
بررسـي  بيولوژيك بيماري پژمردگي فوزاريـومي نخـود ايرانـي و    

هـاي   در سودوموناس هاي ضدقارچي و سيدروفور توليد متابوليت
  .  گرديد نخود انجام ةفلورسنت جداشده از فراريش

 
  ها مواد و روش

  برداري از مزارع نخود نمونه
طي بازديـد  ، 1388اول تيرماه سال ةخرداد و نيم در اواخر

رضـوي و   هـاي خراسـان   اسـتان  درارقام مختلف نخود  ةمزرع از
هـاي   نمونـه  ،تصادفي در طول و عرض مزرعـه  با حركت ،شمالي

درون برداشــت شــده و  ،نخــود همــراه بــا خــاك اطــراف ريشــه
جداسـازي و شناسـايي بعـدي     منظـور  ، بـه نـايلوني هـاي   هكيس

  .شددر يخچال نگهداري  ،ها ظرف مدت زمان معين اكتريب
  

  هاي فلورسنت جداسازي سودوموناس
هاي فلورسنت با استفاده از محـيط   جداسازي سودوموناس

پتاسيم،  گرم  فسفات هيدروژن ديKB( )5/1(بي كينگ افتراقي
ــولفات 5/1 ــرم س ــزيم، گ ــون،  20مني ــرم پپت ــار و  15گ ــرم آگ گ

. صــورت پــذيرفت )ليتــر آب ليتــر گليســرول در يــك ميلــي15
 ةمتـر منطق ـ  ميلـي  3تـا   2(هاي نخود و خاك اطـراف آن   ريشه

پـس  گـرم از آن  10به قطعات كوچك تقسيم گرديد و) ريزوسفر
ريختـه   درصد يكليتر آب پپتون سترون  ميلي90دروناز توزين 

دقيقـه  45تـا   30 مدت روي شيكر بهبر  ها ارلن حاوي ريشه. شد
. رقـت تهيـه گرديـد    سـريِ  ،هر نمونـه سپس از  و قرار داده شد

منتقل و با لـوپ   بي كينگبه محيط  ،رقت ميكروليتر از هر100
  .پخش گرديد ،سترون
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  هاي فلورسنت شناسايي سودوموناس
از  ، بـا اسـتفاده  هاي فلورسنت جهت شناسايي سودوموناس

ترتيـب   به Bosiss )1995( و  Jacques)1994(كليد شناسايي 
 ـ آزمون گرم، آزمون تول فلورسـنت، آزمـون آرژنـين،     ةيـد رنگدان

آزمون اكسـيداز، آزمـون فـوق حساسـيت بـه توتـون و آزمـون        
، آزمون لوان، آزمون نيترات، آزمـون  )O/F(متابوليسم اكسيداتيو

 Bosiss et) قند آرابينوز و آزمون قند سوربيتول انجام گرفـت 
al., 2000; Botelho & Mendonca-Hagler, 2006).  

  

  ابلآزمون كشت متق
ــايش     ــن آزم ــراي اي  ,Keel et al )1996( از روش ،ب

اي روي  صورت نقطـه  هها ب به اين ترتيب كه باكتري .استفاده شد
 ةمتـر از لب ـ  سـانتي 5/0 ةفاصـل  به PDAو  KBدو محيط كشت 

اي از  قطعــه ،و يــك روز بعــد از آن ندكشــت داده شــد ،تشــتك
 F. oxyosporum f. sp. ciceris  محيط كشت حـاوي قـارچ  

سـه تكـرار    ،بـراي هـر تيمـار   . در وسط تشتك پتري قرار گرفت
 ـ  پتـري . كار رفت هب درجـه  24روز در دمـاي  6تـا   4 مـدت  ههـا ب

قـدرت بازدارنـدگي،    ةبـراي مقايس ـ . گراد نگهداري شدند سانتي
ايـن   .گيـري شـد   كلني باكتري تا ميسـليوم قـارچ انـدازه    ةفاصل

 سـه  وتيمـار  ه پانزدتصادفي شامل  آزمايش در قالب طرح كاملاً
 پـس از  ،آمـده از آزمـايش   دسـت  ههاي ب داده .گرديد تكرار انجام

اي دانكـن   با استفاده از آزمون چنددامنه ،تحليل آماري تجزيه و
  .، مقايسه شدنددر سطح يك درصد

  )بيوتيك توليد آنتي( نفوذ در آگار هاي قابل بررسي متابوليت
 Kraus & Loper ) 1992( ايـن آزمـون براسـاس روش   

هـر يـك از    ةسوسپانسيون بـاكتري از كشـت تـاز   . انجام گرفت
ميكروليتر از سوسپانسيون  100هاي باكتري تهيه گرديد و جدايه

اضـافه و   PDAبـه محـيط   ) شـاهد (مقطر سترون  آب باكتري و
درجه 27تا  25روز در دماي  مدت سه هب ،پس از آنپخش شد و 

هـا   بـاكتري  ،قزمان فوپس از مدت . ندگراد نگهداري شد سانتي
از پـس  . آوري شـدند  از سطح پتري جمع ،سترون ةكمك پنب به
صورت  هپنبه سترون آغشته به كلروفرم درون تشتك پتري ب ،آن

در معـرض  دقيقه 30مدت ها به تشتك پتري. داده شد وارونه قرار
سـاعت در   مدت يك بهتهويه كلروفرم قرار گرفتند و سپس  بخار

يـك   ،دنبال آن هب .انجام شد ،ها تشتك رِزير هود با بازگذاشتن د
قارچ بـا رعايـت    ةروز سهكشت  ةاز حاشي متري ميلي ديسك پنج

 .داده شــد قــرار ،هــر تشــتك پتــري مركــزشــرايط ســترون در 
و  شدند يگراد نگهدار درجه سانتي28تا  25ها در دماي  تشتك
پـس از   ،ميسليومي قارچ در مقايسه بـا شـاهد   گيري رشد اندازه
تصـادفي   اين آزمايش در قالب طرح كـاملاً . فتانجام گرروز  پنج
 ـ گرديد و داده تكرار انجام سه با ، آمـده از آزمـايش   دسـت  ههاي ب

اي  ا استفاده از آزمـون چنددامنـه  ب تجزيه وتحليل آماريپس از 
درصد بازداري از رشد . ، مقايسه شدنددرصد دانكن در سطح يك

   :هر تيمار محاسبه گرديدزير براي  ةميسليوم با استفاده از رابط

  
  

  
  
  
  گيري ميزان توليد سيدروفور به روش اسپكترفتومتر اندازه

 ,Castaneda et al )2005( اسـاس روش  اين آزمـون بـر  
هـا   باكتري ةساعت24ميكروليتر از كشت 100مقدار .انجام گرفت

 ;K2HPO4; 6.0 g/l,KH2PO4(  در محيط مايع سوكسينات
3.0g/l; MgSO4. 7H2O; 0.2g/l,NH4SO4; 1.0g/l, 

Succinic acid; 4.0g/l  (ليتـري حـاوي    ميلي100هاي به ارلن
ايـن  . سوكسـينات منتقـل شـد    ةليتر محيط كشت تـاز  ميلي40

گـراد   درجـه سـانتي  27سـاعت در دمـاي   40مـدت  ها بـه  محيط
هـاي   سـلول . نگهـداري شـدند   ،دور در دقيقه روي شـيكر 120و

دقيقه رسـوب  10مدت به g 1000باكتري با سانتريفوژكردن در 
رويي  ميزان جذب مايعِ ،بعد از حذف رسوب باكتري. داده شدند

. قرائـت شـد  ر نانومتر با دستگاه اسپكتروفتومت400در طول موج

به مول در ليتـر   A=eBCهاي حاصله با استفاده از فرمول  داده
  :كه در اين فرمول (Castanda et al., 2005)ند تبديل شد

A =  ميزان جذب              e =ضريب جذب مولي  
B =                   قطر كوتC =غلظت ماده  

 

  
  گونيستاهاي آنت سازي بذر با باكتري روش آغشته

ــذرهاي نخــود رقــم شــده از  تهيــه، )MCC358( كــرج ب
مـدت   بـه ، مشـهد دانشـگاه فردوسـي   علوم گيـاهي   ةپژوهشكد

فوني ضـدع  ،درصد كلر فعـال 5/2دقيقه با هيپوكلريت سديم سه
هيپوكلريـت   ،مقطـر  سطحي شدند و با چهار بار شستشو در آب

هـاي   سـازي بـذر بـه اسـترين     منظـور آغشـته   به. ده شدزدوآن 

درصد بازدارندگي=   
رچ درون پتري شاهدميزان رشد قا–ميزان رشد قارچ درون پتري حاوي باكتري  

 ميزان رشد قارچ درون پتري شاهد
100×  
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يك . استفاده شد ,Weller et al )1983( آنتاگونيست از روش
هـر اسـترين آنتاگونيسـت روي     ةسـاعت 48لوپ كامل از كشت 

حـيط  ليتـر م  ميلـي 100هاي حاوي بي، به فلاسك محيط كينگ
بـا   سـاعت روي شـيكر  48مدت  بي منتقل شد و به مايع كينگ

. قرار گرفتنـد  گراد درجه سانتي27دور در دقيقه در دماي 120
نتريفيوژ و اس g 6000دقيقه در 10مدت هاي باكتريايي به سلول

بـراي   NaClمـول  14/0چندبار با محلول نمـك فيزيولوژيـك   
سـپس  . شستشـو شـدند   ،محيط غذايي ةشدن باقيماند برطرف
از ايـن   ،وژ مجـدد يهاي باكتريايي با اسـتفاده از سـانتريف   سلول

ــا  1× 109سوسپانســيون  ند وجداســازي شــد ،محلــول آنهــا ب
اســتفاده از منحنــي اســتاندارد بــا روش اســپكتروفتومتري     

  .متيل سلولز تهيه گرديد درصد كربوكسي درمحلول يك
هاي باكتريايي ريخته شـده   بذر نخود درون سوسپانسيون

دور در دقيقـه قـرار داده   120سـاعت روي شـيكر   مدت نيم و به
 متيــل ســلولز بــذر درون كربوكســي ،در تيمــار شــاهد. شــدند

در  ،شده بذرهاي آغشته. ور شدند غوطه ،درصد فاقد باكتري يك
معرض جريان هواي استريل هـود گذاشـته شـدند تـا خشـك      

  .شوند
  

ي در هـاي بـاكتر   بررسي اثر تيمار بذور نخود توسـط جدايـه  
  كنترل بيماري پژمردگي فوزاريومي نخود در شرايط گلخانه

 Thomashow )1988( اي از روش براي بررسي گلخانـه 
& Weller      اي كـه از   گونـه  بـه  ؛بـا كمـي تغييـر اسـتفاده شـد

بـه   )Foc6نـژاد  (تلقيح  مايه .گرمي استفاده شد800هاي گلدان
ه خـاك آلـود  . شدمخلوط  استريلبا خاك وزني  درصد5نسبت 

لايه سنگريزه در سـطح زيـرين گلـدان و     بين دو تلقيح مايهبه 
بـر   ،بذور آغشته به باكتري .ماسه در سطح بالايي قرار داده شد
. نرم ماسه پوشانيده شـدند  ةروي خاك قرار داده شدند و با لاي

اين آزمون در و  چهار تكرار درنظرگرفته شد ،تيمار16 براي هر
ها در شرايط گلخانـه   گلدان. شد تصادفي اجرا قالب طرح كاملاً

  .گراد قرار گرفتند سانتي ةدرج25تا  20 دمايي ةدر دامن
م بيماري مشاهده گرديد يعلا ،پس از چهار تا شش هفته

ار خـارج  تيم ـ هاي بيمار از هـر  بوته ،ها كردن گلدان و با مرطوب
گـذاري شـدت    جهـت ارزش  ،هـا  پس از بررسـي ريشـه  . گرديد

شـكل زيـر    بـه  Arora & Pandey )1989( بيماري از شاخص
شـدن   يا ناحيـه قهـوه  : 2بـدون تغييـر رنـگ؛    : 1: استفاده شـد 

 ةناحي ـ :3متـر؛   يلـي م10تا  5 صورت خطوط فشرده و برابر با به
ــا  شــدن بــه اي قهــوه ــا  10 صــورت خطــوط فشــرده و برابــر ب ت

 10 فشرده و برابر بـا  شدن كاملاً اي ناحيه قهوه :4متر؛  ميلي15
  .رمت ميلي15تا 
  

  هاي آماري تجزيه و تحليل داده
با  ،ميانگين صفات ةو مقايس ها داده تجزيه و تحليل آماري

ــرم  ــتفاده از ن ــاري   اس ــزار آم ــون روش و   MSTAT-Cاف آزم
  .دانكن انجام گرفتاي  چنددامنه

  
  نتايج وبحث 

هاي آنتاگونيسـت سـودوموناس    جداسازي و شناسايي باكتري
  فلورسنت

سـازي   ز فراريشه بازيافت و خالصباكتري ا200،در مجموع
هاي آنتاگونيست با استفاده از آزمون افتراقـي نظيـر    جدايه. شد

هـوازي و توليـد    درصـد، رشـد هـوازي و بـي     گرم در پتاس سـه 
از . بي تفكيـك شـدند   هاي فلورسنت روي محيط كينگ پيگمان

منفـي از   هـاي گـرم   جدايه متعلق به بـاكتري 80،جدايه200بين
خصوصـــيات فيزيولـــوژيكي و . ودنـــدجـــنس ســـودوموناس ب

هاي سـودوموناس نظيـر اكسـيدازي، توليـد      بيوشيميايي جدايه
ــين، احيــا ــوان، ذوب ژلات ــين دهيــدرولازي و  يل نيتــرات، آرژن

كاتــالازي و آزمــون لــوان، آزمــون قنــد آرابينــوز و آزمــون قنــد 
تشـخيص داده شـدند    P. fluorescensهـاي   جدايه سوربيتول

  .(Botelho & Mendonca-Hagler, 2006)) 1جدول (
  

ــدگي جدايــه    ــي اثــر بازدارن  Pseudomonas هــاي بررس
fluorescens  بر روي رشد قـارچF. oxysporum f.sp ciceris  

  در شرايط آزمايشگاه
باكتريايي در  ةجداي14توانايي آنتاگونيستي ،در اين بررسي

شرايط آزمايشگاه بر اساس روش كشت متقابل در تشتك پتري 
مورد مطالعه قـرار   F. oxysporum f. sp. ciceris روي قارچ 

بيشترين  ،متر سانتي 83/1ة بازدارندگيبا هال Pf-5 ةجداي .گرفت
 ـ  T55-1 ةثير و جدايأت  ،متـري  سـانتي 53/0بازدارنـدگي  ةبـا هال

  F. oxysporum f. sp. cicerisثير را روي قـارچ  أكمتـرين ت ـ 
 T90و  CH2-7هـاي   جدايـه . داشـتند  PDAدر محيط كشـت  

بيشـترين   ،متـر  سانتي 96/0و  1رندگي هاي بازدا ترتيب با هاله به
ــ ــه KBثير در محــيط أت ــاي و جداي ــ T40 و T55-1ه ــا هال  ةب

ــدگي ــانتي 1/0 بازدارن  ــ س ــرين ت ــري كمت ــارچأمت   ثير را روي ق
F. oxysporum f. sp. ciceris  2جدول (داشتند.(  

  

  بيوتيك آزمون توليد آنتي
بيوتيـك در   نظـر توليـد آنتـي    هاي آنتاگونيسـت از  جدايه 
تفـاوت   ،درصـد  ي از رشد ميسليوم قارچ در سـطح يـك  جلوگير
بـين   ،رشد قارچ در اين آزمـايش  ةدامن. داري نشان دادند معني

متــر  ميلــي 4/40يعنــي صــفر تــا رشــد بــالا يعنــي  عــدم رشــد
  . گيري شد اندازه
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 هاي سودوموناس فلورسنت شناسايي بيووارهاي جدايه -1جدول 
Table 1. Identification of biovars of Pseudomonas fluorescens 

 

Growth 
on 

sorbitol 

Growth on 
L-arabinose Oxidase Catalase Arginin 

dihyrolase 
Tobacco 

HR Levan Growth 
at 40c 

Growth 
at 410c 

Nitrate 
to N2 

Gram 
Reaction 

Fluorecent 
pigmant Bacteria isolates 

+ + + + +  - + +  - +  - + T90 
P.fluorescens  bv.IV 

+ + + + +  -  - +  - +  - + T40 
P.fluorescens bv.III 

+ + + + +  - + +  -  -  - + M2-15 
P.fluorescens bv .I 

+ + + + +  - + +  -  -  - + T17-4 
P.fluorescens bv .I 

+ + + + +  -  - +  - +  - + K-15 
P.fluorescens bv.III 

+ + + + +  - + +  - +  - + T59 
P.fluorescens  bv.IV 

+ + + + +  -  - +  - +  - + T55-1 
P.fluorescens bv.III 

+ + + + +  - + +  -  -  - + T 
P.fluorescens bv .I 

+ + + + + - + + - - - + T68-3 
P.fluorescens bv .I 

+ + + + +  - + +  - +  - + T3 
P.fluorescens  bv.IV 

+ + + + + - + + - + - + CH2-7 
P.fluorescens  bv.IV 

+ + + + + - + + - + - + M2-21 
P.fluorescens  bv.IV 

+ + + + + - + + - + - + T12-2 
P.fluorescens  bv.IV 

  
    

 KBو  PDAدر  محيط  بازدارندگي ةبندي تيمارها بر اساس قطر هال گروه -2جدول 
Table 2. Classification of Pseudomonas flourescens isolates based on inhibition zone diameter in PDA and KB culture media 

 

Treat Inhibition zone diameter  
in PDA (cm)  

Inhibition zone diameter  
in KB (cm)  

T901.06 bcde0.96 a 
T400.6 e0.1 cd 

M2-15 1.66 ab0.43 abcd
T17-41.5 abc0.1 cd 
K15 0.86 cde0.76 ab 
T591.43 abc0.46 abcd
Pf-51.83 a0.73 abc

T55-1 0.53 ef0.1 cd 
T1.5 abc0.43 abcd

T68-3 1.33 abcd0.86 ab 
T30.76 de0.83 ab 

CH2-71.06 bcde1 a 
M2-211.36 abcd0.86 a 
T12-21.03 bcde0. 4 abcd
 f 0 d 0 شاهد

  

   . (p>0.05)ندارند يدار دانكن با يكديگر اختلاف معنياي  چنددامنهآزمون  دارند، بر اساسحرف مشترك حداقل يك ي كه در هر ستون يها ميانگين. باشد هر عدد ميانگين سه تكرار مي
Values are mean of three replications. Different letters in table indicate significant differences at a P value of 0.01, as determined by Duncan statistical test. 

 
 
 
 
 

  

بيوتيـك در   هـاي آنتاگونيسـت از نظـر توليـد آنتـي      جدايه
تفـاوت   ،درصـد  ي از رشد ميسليوم قارچ در سـطح يـك  جلوگير

رشد قارچ در ايـن آزمـايش بـين     ةدامن. داري نشان دادند معني
متــر  ميلــي4/40نــي صــفر تــا رشــد بــالا يعنــي يع عــدم رشــد
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بـا   T26و  Pf-5هـاي   ، جدايـه اساس نتـايج  بر. گيري شد اندازه
درصـد  57 بـا  T59ة بيشترين و جداي ـ ،درصد كاهش رشد100

ثير را در كاهش رشد ميسـليومي قـارچ   أكمترين ت ،كاهش رشد
  ).3 جدول( داشتند
  

  بررسي توليد سيدروفور 
صي، مقدار توليـد سـيدروفور   صورت اختصا در اين روش به

آمـده از ميـزان    دسـت  نتايج بـه . نوع پايوردين قابل ارزيابي است
نانومتر با استفاده از ضـريب  400جذب مايع رويي در طول موج

  .مولي پايوردين خالص به ميكرومول پايوردين تبديل شد
ــوع  ــ14از مجم ــه در    ةجداي ــت ك ــايي آنتاگونيس باكتري

تمامي آنها قادر  ،ستفاده قرار گرفتمطالعات آزمايشگاهي مورد ا
نتايج حاصل از اين آزمايش نشان داد . به توليد سيدروفور بودند

اخـتلاف   ،هـا از نظـر قـدرت توليـد سـيدروفور      كه بـين جدايـه  
هـا   ميـانگين  ةمقايس. درصد وجود دارد داري در سطح يك معني

ــة  ــه جداي ــان داد ك ــد   CH2-7 نش ــا تولي ــول 25/27ب ميكروم

ميكرومـول  85/2با توليد M2-21  ةبيشترين و جداي ،پايووردين
هاي  در بين جدايهرا كمترين مقدار توليد سيدروفور  ،پايووردين
  ).3جدول( سيدروفور داشتند ةتوليدكنند

 

  اي هاي گلخانه آزمايش
هاي آنتاگونيست روي وزن تـر و خشـك انـدام     اثر باكتري

   هنخودهــاي آلــوده بــ ةهــوايي و ريشــه و شــاخص نكــروز ريشــ
F. oxysporum f. sp. ciceris عنوان  در تيمارهاي مختلف به

شرح زير بررسـي   يي كنترل بيولوزيكي بهآبراي كار يهاي شاخص
  .شد

  

  هاي هوايي شاخص  وزن تر و خشك اندام
نتايج حاصل از بررسي نشان داد كه بـين تيمارهـا از نظـر    

تفـاوت   ،هاي هـوايي  اثرات آنتاگونيست بر وزن تر و خشك اندام
  .درصد وجود دارد داري در سطح يك معني

  

  
 و سيدروفور بيوتيك هاي سودو موناس فلورسنت براساس توليد آنتي جدايه بندي گروه- 3جدول

Table 3. Classification of Pseudomonas flourescens isolates based on antibiotic and sidrophore production 
 

Antagonist 
isolates 

Antibiotic production  
(inhibition  percentage)  

Sidrophore  production 
(µm/ l)  

T9044.4 cde16.05 e 
T4054.4 c15.73 e 

M2-15 81.07 b4.3 e 
T17-449.4 cd21.7 c 
K15 37.73 de22.05 c 
T5932.73 e25 b 
Pf-5100 a25.45 b 

T55-1 36.63 de13.8 f 
T37.2 de17.55 d 

T68-3 40 cde15.95 e 
T354.97 c17.85 d 

CH2-744.43 cde27.25 a 
M2-2149.97 cd2.85 h 
T12-249.4 cd4.25 h 
 f 0 i 0 شاهد

  . (p>0.01) ندارند يدار يكديگر اختلاف معني دانكن با اي چنددامنه آزموندارند، بر اساس حرف مشترك  حداقل يكي كه در هر ستون يها ميانگين. باشد هر عدد ميانگين سه تكرار مي
Values are mean of three replications. Different letters in table indicate significant differences at a P value of 0.01, as determined by Duncan statistical test. 

 
 

ايسه در مق M2-15 ةجدايدر وزن تر گياه ، نتايجبراساس 
 T17-4، Tهاي   هجداي. شتداري ندا تفاوت معني ،با شاهد سالم

داري نشان  تفاوت معني ،از نظر وزن تر با شاهد آلوده T55-1و 
هاي هـوايي در   خشك بخش وزناز نظر ، M2-15 ةجداي. ندادند

ولـي وزن   شـت داري ندا تفـاوت معنـي   ،مقايسه با شـاهد سـالم  
در مقايسه بـا شـاهد    T55-1 ةخشك گياهان تيمارشده با جداي

  ).4جدول (داد نشان داري كاهش  نحو معني به ،آلوده

  شاخص  وزن تر و خشك ريشه
نتايج نشان داد كه بين تيمارها از نظر اثرات آنتاگونيسـت  

داري در سطح  تفاوت معني ،هاي هوايي بر وزن تر و خشك اندام
اي ه جدايه ةوزن تر ريشنتايج، اساس  بر. شتدرصد وجود دا يك

M2-15 ،Pf-5  وK-15، داري با گياه شاهد سـالم   تفاوت معني
 T90 ،T55-1 ،T17-4 هاي در مورد جدايه .بود داشت و بيشتر

 هـا بـا   نيز مشاهده شد كه وزن تر ريشه در اين جدايهM2-21 و
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خشـك   بررسي وزن. نداشت يدار تفاوت معني ،گياه شاهد آلوده
تفـاوت  K-15 و  M2-15 ،Pf-5هـاي   ها نشان داد جدايـه  ريشه
و  M2-21هـاي   جدايـه . داري با گياه شاهد سالم داشـتند  معني

T55-1 گيـاه شـاهد    ة كمتـري نسـبت بـه   نيز وزن خشك ريش
متفـاوت بـود    ،بـا شـاهد آلـوده   ، از نظر آماريداشتند كه آلوده 

  ).4جدول (
  

  شاخص درصد نكروز ريشه
نتايج حاصل از بررسي ايـن شـاخص نشـان داد كـه بـين      

 ،ا از نظر اثرات آنتاگونيست بر روي درصـد نكـروز ريشـه   تيماره
 اسـاس  بـر . درصـد وجـود دارد   داري در سطح يـك  تفاوت معني

تفـاوت   ،با گياه شاهد سالم از نظر آماري M2-15 ةجداينتايج، 
و  T ،T17-4 ،CH2-7 هــايداري  نشــان نــداد و جدايــهمعنــي

T55-1  دادنـد  داري نشـان ن  تفـاوت معنـي   ،با گياه شاهد آلـوده
  .)4جدول (

با فعاليـت   P. fluorescensهاي  در تحقيق حاضر، جدايه
 ةاز فراريش ـ  F. oxysporum f. sp. cicerisآنتاگونيستي عليه

كــه جداســازي  خــاطر ايــن بــه ؛نخــود ايرانــي جداســازي شــدند
منظور دستيابي بـه   يك محصول، به ةفراريش ةها از منطق باكتري

نظر  امري ضروري به ،بيوكنترل بالاعوامل آنتاگونيست با توانايي 
هـا عليـه بيمـارگر در     توانايي آنتاگونيستي ايـن جدايـه  . رسد مي

  .شرايط آزمايشگاهي و گلخانه بررسي گرديد
شـده طـي ايـن تحقيـق، همبسـتگي       هاي انجام در بررسي

هـاي   هـاي ضـدقارچي جدايـه    داري بين توليـد متابوليـت   معني
  .باكتري با كاهش بيماري مشاهده شد

ــاري     ــل بيم ــوژيكي عوام ــرل بيول ــر كنت ــد  در ام زا، تولي
و سيدروفورها  (Howell & Stipanovic, 1979)بيوتيك  نتيآ

  .ز اهميت استيتوسط ريزوباكترها بسيار حا

  
  

   شدن با آغشته از پس بيماري شدت و رشدي مختلف فاكتورهاي بر آنتاگونيست هاي جدايه تأثير -4جدول 
  در شرايط گلخانه F. oxysporum f. sp. ciceris به آلوده خاك

Table 4. Effect of antagonist isolates on different growth factors and severity of disease after inoculation with infected 
soils with F. oxysporum f. sp. ciceris in greenhouse condition 

 

Treat  Fresh root  
weight (g)  

Dry root  
weight (g)  

Fresh shoot  
weight (g)  

Dry shoot 
weight (g)  Root Necrosis   Fresh total  

weight (g)  
T90 2.272 a 0.306 ab2.41 c0.315 cd1.977 gh 4.682 c 
T40 1.525 bcde 0.201 cdef1.85 d0.241 fg2.588 cde 3.349 ef 

M2-15  2.337 a 0.309 ab4.244 a0.563 a1.355 ij 6.581 a 
T17-4 1.263 def 0.15 efg0.892 fg0.175 hi3.043 bc 2.156 h 
K15  2.335 a 0.309 ab2.877 b0.382 b1.668 hi 5.212 b 
T59 1.735 bc 0.229 cd1.878 d0.249 efg2.475 defg 3.612 e 
Pf-5 1.898 b 0.265 bc2.685 b0.308 cde2.043 fgh 4.331 cd 

T55-1  0.869 g 0.116 gh0.689 f0.091 j3.555 a 1.56 i 
T 1.443 bcd 0.171 defg1.059 f0.14 hi3.32 a2.352 h 

T68-3  1.618 bcd 0.215 cde1.755 de0.232 gh2.688 cd 3.372 ef 
T3 1.578 bcd 0.208 cde1.857 d0.246 efg2.538 cdef 3.434 ef 

CH2-7 1.431 cde 0.189 def1.535 e0.203 gh2.963 bcd 2.966 fg 
M2-21 0.857 g 0.075 h1.949 d0.303 cdef2.142 efgh 2.806 g 
T12-2 1.856 b 0.246 bcd2.242 c0.298 def2.043 fgh 4.108 d 

 efg 0.153 efg4.362 a0.578 a1 j5.521 b 1.159  شاهد سالم
 fg 0.139 fg 0.959 f 0.127 ij3.375 ab 2.01 h 1.05  شاهد آلوده

  . (p>0.01) ندارند يدار دانكن با يكديگر اختلاف معني اي چنددامنه آزموندارند، بر اساس حرف مشترك  حداقل يكي كه در هر ستون يها ميانگين. باشد تكرار مي چهارهر عدد ميانگين 
Values are mean of four replications. Different letters in table indicate significant differences at a P value of 0.01, as determined by Duncan statistical test. 

 
 
 
  

هـاي   جدايـه  ةبيوتيك در هم بررسي توليد آنتي ،در آزمون
 ـ هآنتاگونيست ب بازدارنـده در مقابـل قـارچ پـاتوژن      ةكاررفته هال
صـورت   بـه كـه در پتـري شـاهد پـاتوژن      درصورتي ؛مشاهده شد

توليـد يـك يـا چنـد      ةدهنـد  نشان ،اين امر .يكنواخت رشد كرد
ــي ــاكتري  آنت ــيآهــاي  بيوتيــك توســط ب . باشــد نتاگونيســت م

مختلفـي از   ةهـاي ثانوي ـ  متابوليـت  ،هاي فلورسـنت  سودوموناس
ــي  ــنس آنت ــك ج ــي  بيوتي ــد م ــا تولي ــازين  ه ــه فن ــد ك -1كنن

ــيليك ــيد كربوكس ــينول   دي-4و2، (pca)اس ــتيل فلوروگلوس اس
(phl) پيولوتئــورين ،(plt) و پيــرول نيتــرين (prn)  تعــدادي از
نقش بعضي از . باشند هاي توليدشده توسط آنها مي بيوتيك آنتي

 Gaeumannomycesهـاي  ها در كنترل قارچ بيوتيك اين آنتي
graminis var. tritici گنـدم،   ةعامل پاخورThielaviopsis 

basicola   ــ  ــياه ريش ــيدگي س ــاري پوس ــل بيم ــون، ةعام  توت
Fusarium oxysporum   ــه ــي گوج ــل پژمردگ ــي،  عام فرنگ
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Pythium ultimum خيــــار و چــــةعامــــل مــــرگ گياه 
Rhizoctonia solani ــه ــات رســيده اســت   ،روي پنب ــه اثب ب

)Weller et al., 2007.(  
هاي باكتريايي آنتاگونيست منتخب در اين مطالعـه،   جدايه

 ةجداي ـ ،ميـان  قادر به توليد سيدروفور نيـز بودنـد كـه از  ايـن    
CH2-7 ،   بيشترين توانايي را در توليد سيدروفور از خـود نشـان

دار بـين   عدم وجود همبستگي معنـي  ةدهند ها نشان بررسي. داد
سـيدروفورها، مـوادي بـا    . توليد سيدروفور با كاهش بيماري بود

توليد شده  ،هستند كه در شرايط كمبود آهن كموزن مولكولي 
ــالاي ) +Fe3(ي در جــذب آهــن فريــك و داراي قــدرت جــذب ب

با توجه بـه نقـش مهـم سـيدروفورهاي ميكروبـي در      . باشند مي
مين آهن مـورد نيـاز   أزاي خاكزاد، امكان ت كنترل عوامل بيماري

هاي فلورسنت براي  گياه و همچنين پتانسيل بالاي سودوموناس
ضـرورت داشـت تـا     ،كلونيزاسيون ريشه و اسـتقرار در فراريشـه  

هاي آنتاگونيسـتي مـوردنظر، ارزيـابي     ور استرينتوانايي سيدروف
ــوند ــودوموناس . ش ــط س ــده توس ــيدروفورهاي توليدش ــاي  س ه

فلورسنت از نوع سودوباكتين يا پايوردين اسـت كـه نسـبت بـه     
قـدرت و رقابـت    ،هاي خاك  سيدروفورهاي ساير ميكروارگانيسم

زيـــرا ميـــل تركيبـــي ســـيدروفورهاي  ؛آنهـــا بيشـــتر اســـت
ورســـنت بيشـــتر از ســـيدروفور ســـاير هـــاي فل ســـودوموناس
  .باشد ها مي ميكروارگانيسم

هـاي باكتريـايي    ملاحظه گرديد كه جدايه ،در اين پژوهش
هاي نخـود   موجب افزايش رشد بوته ،هاي آلوده به قارچ در خاك

دهد كـه در ايـن    همچنين نتايج تحقيق حاضر نشان مي. شدند
 شـرايط  در اه ـ بازدارندگي اسـترين  توان عمومي لگويا ،بررسي
 در بازدارنـدگي  توانـايي  نظـر  از هـا  استرين بندي گروه با گلخانه
هـايي   اسـترين  بعضـي از  ولي؛ داشت مطابقت ،آزمايشگاه شرايط

آمـاري   هاي گروه در رشد ةبازدارند ةهال نظر از آزمايشگاه در كه
ايـن   .گرفتند قرار گروه يك در گلخانه شرايط در بودند، متفاوت

 ـارا يـك بيولو كنتـرل  نتـايج  از يبسيار در پديده توسـط   شـده  هئ
  ). Fravel, 1988( خورد مي چشم به نيز ديگر نامحقق

روش  هـاي محـرك رشـد گيـاه بـه دو      طوركلي بـاكتري  به
مستقيم و غيرمستقيم روي رشد گياه  و ميزان توليـد در واحـد   

ها در روش مستقيم با سنتز  اين باكتري. گذارند ثير مي، تأسطح
و تسهيل ...) ها، سيدروفور و مانند فيتوهورمون(مواد سري از  يك

باعـث افـزايش رشـد     ،جذب عناصر غذايي از محيط توسط گياه
 ,.Glick et al(شـوند   گياه و توليد محصول در واحد سطح مي

 مانندسري از مواد  با توليد يك نيز در روش غيرمستقيم. )1999
مقاومـت گيـاه    يـا افـزايش  ... بيوتيك و سيانيد هيدروژن و آنتي

خنثـي يـا تعـديل    اثـر آن را   ،زا ميزبان نسبت به عوامل بيمـاري 
طيـف   ،هـا  ايـن بـاكتري  ). Chancey et al., 2002(كننـد   مي

هاي مستقيم و غيرمستقيم را براي افـزايش  وسيعي از مكانيسم
 ،در تحقيق حاضـر  .كنندرشد گياه و توليد محصول استفاده مي

هـاي   مثبت بر تعدادي از شاخصأثير به لحاظ ت M2-15 ةجداي
داري بـا شـاهد    و كاهش شاخص بيمـاري، اخـتلاف معنـي   رشد 

ميزان كمي سـيدورفور توليـد    ،اين جدايه هرچند. شتمنفي دا
توليـد   مـثلاً  ،مسـتقيم رولي ممكـن اسـت بـه روش غي    ،كند مي

زا،  ومت گياه نسبت به عامـل بيمـاري  ابيوتيك يا افزايش مق آنتي
كاهش بيماري مـوردنظر شـده باشـد كـه      ثير مثبت درأباعث ت

ها به مطالعات بيشـتر در تحقيقـات آينـده     بررسي اين مكانيسم
عنوان  مذكور به ةاستفاده از جداي ،با توجه به اين نتايج. نياز دارد

شاخص بيمـاري  ة دهند باكتري محرك رشد گياه نخود و كاهش
اد پيشـنه  ،اي هاي مزرعـه  ژمردگي فوزاريومي نخود در آزمايشپ

ة اسـتفاده از جداي ـ توان نتيجه گرفت كه  مي ،در نهايت. شود مي
تلفيقي همراه بـا ارقـام مقـاوم و     آنتاگونيست مناسب در مبارزة

دهـي   تنـاوب و آفتـاب   و نيـز  تعيين زمان مناسب براي كاشـت 
  .باشد ثر ميؤم ،در كنترل پژمردگي فوزاريومي نخود ،خاك
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Abstract 
Fusarium wilt of chickpea, caused by Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, is one of the most important 

diseases of this plant in Iran. In order to control this disease biologically, fluorescent pseudomonas were 
isolated from the rhizosphere of chickpea plants and enumerated using King’S medium B (KB). Antifungal 
activity of 80 bacterial isolates against Fusarium oxysporum f. sp. ciceris was evaluated on KB and potato 
dextrose agar (PDA) media. Results revealed that from 80 isolates tested, 81.25% of isolates in KB and 
94.37% in PDA showed the ability to inhibit fungal growth. There was a correlation between production of 
antifungal metabolites and disease reduction, however, no correlation was observed between Siderophore 
production and metabolite production. Under greenhouse conditions, results showed that only M2-15 isolate 
reduced Fusarium wilt of chickpea significantly, with the rest having positive effects on chickpea growth 
factors. In greenhouse experiment, M2-15   ، Pf-5 and K-15 isolates caused a significant increase in growth 
factors including dry and fresh root and shoot weights compared to control plants. Among isolates studied in 
this research, M2-15 decreased the severity of chickpea wilt under greenhouse conditions, significantly. 
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