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 چکيده

 
بر اساس قدرت آنها در ممانعت از تندش           جدا و     باكتري از خاك ناحيه ريزوسفر گندم      چهارصد جدايه   

نماينده گروههاي    جدايه  ١٧تعداد  .   قرار گرفتند  ارزيابي مورد   Tilletia laevis قارچ    L10نژادتليوسپورهاي  

قدرت ،   در بررسيهاي آزمايشگاهي    .مورد استفاده قرار گرفت      ات گلخانه اي آزمايشمختلف آنتاگونيستي در     

 سيدروفور و توانائي     آنتي بيوتيك،   مواد فرار گازي،    بر مباني توليد   در محيط مايع و جامد،     آنتاگونيستي جدايه ها 

هاي معمول باكتري     با روش   باكتريائي هايجدايه .  تيرام ارزيابي شد    ‐ها در حضور سم كاربوكسين       جدايه رشد  

يهاي آنتاگونيست به همراه     تا حد گونه شناسائي شد و سپس آزمايشهاي گلخانه اي براي بررسي اثر باكتر               شناسي

 نتايج نشان داد كه متابوليتهاي       .تيمار پودر شير كم چربي عليه بيماري سياهك پنهان معمولي گندم انجام شد               

 Pseudomonas fluorescens bio I B9,P.fluorescens bioIII D22, P.putidaهاي جدايهمترشحه  
bioA E16 P.fluorescens bioV D23,  ,  ,P.fluorescens bioV E2 زني  كاهش درصد جوانه    توانائي

 با توليد مواد    P.fluorescens bio I B9وP.fluorescens bioIII D22    هايجدايه.  تليوسپورها را داشتند  

 هاي در آزمايش توليد سيدروفور جدايه        .  فرار ممانعت كننده، از تندش تليوسپور جلوگيري كردند              
E16  P.putida bioA   و P.fluorescens bioV E2   داراي خواص بازدارندگي از رشد      ، با توليد سيدروفور 

اي در كاهش    داراي توان قابل ملاحظه     P .fluorescens bioIII D22اي جدايه   ه در بررسيهاي گلخان  .بودند

ي ها جدايه  پودر شير در كليه تيمارها به عنوان بستري مناسب براي فعاليت              .هاي گندم بود   درصد آلودگي بوته  

 .عمل نمود آنتاگونيست
 

 مبارزه بيولوژيك، سياهك پنهان معمولي گندم، سودوموناس :واژه هاي كليدي

 
 مقدمه

 (Common Bunt)بيماري سياهك پنهان معمولي گندم       
ين بيماري باعث   ا  .باشداز جمله مهمترين بيماريهاي گندم مي       

كاهش محصول و كيفيت دانه ها مي گردد ودانه هاي آلوده به             
عامل بيماري، بوي ماهي گنديده مي دهد و              اسپور قارچ     

سياهرنگ مي شود، ارزش تجاري آنها كاهش يافته و بازارپسندي         
ميزان خسارت بيماري در شمال غربي      .  خود را از دست مي دهند    

 او در غرب آسيا و شمال افريق         )١٤(امريكا پنج تا هفت درصد       
 درصد گزارش ١٥و در هندوستان      )١٩(نيز پنج تا هفت درصد       

جهت كنترل اين بيماري از برخي سموم نظير        .  )٢١(شده است   
 P1 178383كاربوكسين ـ تيرام  و ارقام نسبتا مقاومي نظير            

به علت مشكلات زيست محيطي ناشي       ).  ٢٧(استفاده مي گردد   
از كاربرد سموم شيميائي و همچنين كمبود ارقام مقاوم و                

اين بيماري،  شكسته شدن مقاومت آنها، يكي از روشهاي كنترل         
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در آزمايشي جدايه   )  ٩(ورگن و دوانلو     ب.  مبارزه بيولوژيك است  
MA342،    از باكتري Pseudomonas chlororaphis    را

 Tilletia triticiعليه جدايه     CFU/ml 109درغلظتي معادل   
جدايه باعث   نتايج نشان داد كه اين         .مورد استفاده قرار دادند    

در   محققاني ديگر .  ت اس درصدي بيماري گرديده  ٢/٩٦كاهش  
 نتايج متشابهي به دست آوردند كه در آن استفاده از       ١٩٩٨سال  

درصد كاهش داده   ٩٧آلودگي سياهك را تا       پودر شير كم چرب   
عنوان مي دارند كه پودر    )  ٢٠٠٠(النعيمي و همكاران     ).  ٧(بود  

و آرد گندم باعث افزايش تعداد و فعاليت               شير كم چربي   
اگونيست خاكزاد نظير جنسهاي           ميكروارگانيسم هاي آنت   

Bacillus،  Pseudomonas،         مخمرها و بسياري از قارچ هاي 
،شده و سبب بازدارندگي مستقيم       Rhizopusو    Mucorجنس  

اينگونه به نظر   .  مي گردد  T .triticiاز جوانه زني كلاميدوسپور     
مي رسد كه وجود اين منابع غني غذائي در اطراف ريشه سبب             

وامل مفيد خاكزاد و ممانعت از تندش             فعاليت شديدتر ع    
در بررسي ديگر مشخص     .  تليوسپورهاي عامل بيماري مي گردد    

مي تواند آلودگي توسط      P.chlororaphis MA342شد كه    
T.laevis        اين تحقيق به   .  )١٥( را در شرايط گلخانه كاهش دهد

منظور ارزيابي امكان كنترل بيولوژيك بيماري سياهك پنهان           
توسط برخي عوامل آنتاگونيست باكتريائي صورت      معمولي گندم   
 .گرفته است

 
 مواد و روش ها 

و تعيين درصد جوانه زني       Tilletia laevisتهيه جدايه قارچ     
 تليوسپورها

كه داراي بيماريزائي مناسب      Tilletia laevisقارچ    L10نژاد
، از واحد بيماري شناسي غلات،       )١(براي انجام آزمايشات بود      

. قات، اصلاح و تهيه نهال و بذر كرج دريافت شد           مؤسسه تحقي 
قارچ عامل بيماري براساس روش  پيشنهادي ويلكوگسون و             

بر پس از ضد عفوني سطحي دانه هاي گندم آلوده          ،  )٢٧(ساري  
 و به منظور بررسي          (WA)آگار‐روي محيط كشت آب       

تشتك هاي پتري فوق براي     .  خصوصيات مرفولوژيك كشت شد    
درجه سانتي گراد منتقل      ١٥±٢و دماي    رشد به انكوباتور      

گرديد و از روز اول تا نهم جهت بررسي درصد جوانه زني توسط             
 .  گرفته و نتايج ثبت شدرميكروسكوپ مورد مشاهده قرا

نمونه برداري از خاك مزارع گندم جهت جدا سازي جدايه  هاي           
  آنتاگونيست

در فصل    (١٣٨٠ و   ١٣٧٩براي اين منظور در طول سالهاي       
نمونه هايي از مزارع گندم استان تهران،           )  تابستان و پائيز    

خاك .  مازندران، گلستان، قم و مركزي جمع آوري گرديد            
يده دريزوسفر به وسيله يك برس به دقت از سطح ريشه جدا گر           

و نمونه  خاك هاي جمع آوري شده از هر مزرعه با يكديگر كاملاً            
يك گرم از   )٢٠٠١( شاد و همكاران      براساس روش .  مخلوط شد 

هر نمونه خاك به دقت توزين شده و به وسيله آب مقطر سترون         
 ميلي ليتر رسانيده شد و سپس به وسيله روش          ١٠حجم آن به    
 رقتهاي مختلف سوسپانسيون    ،(Serial dilution)سري رقتها   

 دقيقه جهت تهيه يك     ٢٠اين رقتها به مدت     .خاك تهيه گرديد  
يكنواخت و آزاد شدن باكتريها از كلوئيدهاي            سوسپانسيون  

رار گرفت و سپس به     ق)  دور در دقيقه  ١٠٠(خاك، برروي شيكر    
 ١٠‐٤،    ١٠‐٣وسيله يك پيپت سترون يك ميلي ليتر از رقت هاي         

افزوده و به   )  s B’ King(بر روي محيط كينگز ـ ب           ١٠‐٥و  
 .وسيله لوپ سترون در سطح محيط كشت پخش گرديد

آنتاگونيستي باكتري هاي جدا شده روي جوانه زني        سي اثر   ربر
  Tilletia laevisقارچ

 جدايه هاي خالص سازي   ٤٠٠براي تعيين قدرت آنتاگونيستي    
تست چهار نقطه اي     )١٩٨٥(شده، مطابق روش ولر و همكاران        

  آگار – دكستروز   –ت سيب زميني    شمحيط ك .  صورت پذيرفت 
)PDA  (    محيط كشت فوق    تهيه و تليوسپورهاي سياهك برروي 

به صورت كاملاً يكنواخت، پخش گرديد، هر تشتك پتري به              
وسيله يك تيغ سترون به چهار قسمت مساوي تقسيم و در                

قسمت .  حاشيه سه قسمت آن، يك جدايه باكتري كشت گرديد        
. چهارم به عنوان شاهد در هر تشتك پتري در نظر گرفته شد              

جدايه، بعد از كشت و ثبت مشخصات براي هر چهارصد                  
درجه   ١٥±٢دماي(تشتك هاي فوق در شرايط مناسب           

بررسي ميزان  .  به مدت يك هفته نگهداري گرديدند     )  سانتي گراد
 جوانه زني تليوسپورها در اطراف هر پرگنه باكتري صورت               
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 هفتم به وسيله ميكروسكوپ     زبه اين صورت كه، در رو     .  پذيرفت
 تليوسپور شمارش و درصد       ١٢٠د  ، تعدا ٤٠٠و با بزرگنمائي     

 .جوانه زني آنها محاسبه گرديد
 شناسايي جدايه هاي آنتاگونيست

شناسائي جدايه هاي آنتاگونيست با انجام آزمايشات معمول        
و با تهيه الگوي    )  ٢٠٠١(باكتري بر اساس روش شاد و همكاران        

و مقايسه آن   )  ١٩٧٠(پروتئيني بر اساس روش ناپيوسته لاملي        
 ) . ٢(يه هاي مرجع صورت پذيرفت با جدا

بررسي توليد تركيبات بازدارنده خارج سلولي توسط               
 جدايه هاي مختلف آنتاگونيست به روش كراس ولوپر 

 براي بررسي توليد تركيبات بازدارنده خارج سلولي از روش          
بدين ترتيب كه تشتكهاي     .  استفاده شد )  ١٩٩٠(كراس ولوپر   

د لوپ از هريك از جدايه ها تهيه و چن PDAحاوي محيط كشت 
 به صورت كاملاً يكنواخت بر سطح محيط فوق كشت داده شد و            

.  درجه سانتي گراد نگهداري گرديد    ٢٥به مدت سه روز در دماي       
پس از سه روز، به كمك گوش پاك كن و آب مقطر سترون،                

شسته و يك قطعه پنبه آغشته به         پرگنه باكتري از سطح محيط    
ب تشتك قرار داده شد و تشتك وارونه            كلروفورم، درون در   

 دقيقه و اطمينان از كشته شدن          ٢٠پس از گذشت     .  گرديد
باكتري هاي فوق، درب پتري در شرايط سترون حدود پنج دقيقه 
به حالت نيمه باز قرار داده شد و براي اطمينان از عدم وجود                

روفورم درب پتري هاي آلوده برداشته و با دربهاي تميز         كلبقاياي  
بر روي هر كدام از تشتكها سوسپانسيوني       .  ترون جايگزين شد  س

از تليوسپورهاي قارچ عامل سياهك كشت گرديده و براي مدت           
 درجه سانتي گراد نگهداري و سپس از         ١٥يك هفته در دماي     

شاهد .  نظر ميزان جوانه زني تليوسپورها مورد بررسي قرار گرفت        
دكه كليه مراحل،   در اين آزمايش، تشتك پتري فاقد باكتري بو        
 .مشابه ساير تيمارها بر روي آن صورت پذيرفت

ات مايع خارج سلولي اتوكلاو       حتأثير غلظتهاي مختلف ترش    
 شده بر جوانه زني تليوسپورها

 براي بررسي تاثير دماي اتوكلاو بر ترشحات مايع خارج             
) ١٩٨٤(سلولي باكتريها از روش پيشنهادي سينگ و دورال             

 دكستروز،  ‐ محيط كشت عصاره سيب زميني     ابتدا.  استفاده شد 
تهيه گرديده و پنج ميلي ليتر از آن درون             )PDB(فاقد آگار    

پس از اينكار يك     .  لوله هاي درپوش دار ريخته و اتوكلاو گرديد      
 ساعته هر جدايه به  لوله ها اضافه و با ثبت              ٢٤لوپ از كشت     

درجه   ٢٤±٣(مشخصات به مدت چهار روز در دماي اتاق              
اين .  قرار گرفت )   دور در دقيقه   ١٠٠(بر روي شيكر    )  انتي گرادس

 دور  ٥٠٠٠در  ( دقيقه   ٢٠لوله ها سپس درون سانتريفوژ به مدت       
به وسيله    سه ميلي ليتر از عصاره رويي،     .  قرار گرفت )  در دقيقه 
. ت برداشته و به يك لوله سترون ديگر منتقل گرديد           پميكروپي

 درجه سانتي گراد و    ١٢١ دقيقه در دماي     ٢٠ مدت   اين لوله ها به  
براي بررسي تأثير عصاره هاي    .  فشار يك اتمسفر اتوكلاو گرديد     
تهيه و از آن      )  WA(آگار  ‐حاصل، ابتدا محيط كشت آب       

ن لوله هاي درپيچ دار    و ميلي ليتر در   ١٥ و    ١٧،  ١٩حجمهاي  
اد بعد از سترون شدن و در مرحله انجم       .  ريخته و اتوكلاو گرديد   

% ٥غلظت  (نسبت هاي يك   )   درجه سانتي گراد  ٣٠دماي حدود   (
 و پنج )  حجم به حجم   %  ١٥غلظت  (، سه    )حجم به حجم   

هريك از عصاره  ها به لوله هاي       )  حجم به حجم   %  ٢٥غلظت  (
فوق   اضافه و توسط حركت دست با محيط         WAحاوي محيط   

مخلوط گرديدند و به اين ترتيب بعد از انتقال محيط جديد به              
تك هاي پتري و ثبت مشخصات مربوط به غلظت هر عصاره            تش

در پشت تشتك،  تليوسپورهاي قارچ بر روي محيط فوق كشت            
 درجه سانتي گراد براي يك هفته نگهداري        ١٥داده و در دماي     

براي شاهد از محيط    .  ثبت نتايج در روز هفتم انجام گرفت       .  شد
 .فاده شدكشت فاقد باكتري با در نظر گرفتن كليه شرايط است

 بررسي تركيبات فرار ضدقارچي 
 تركيبات فرار ضدقارچي مطابق روش فيدامن و             ي بررس

و   PDAابتدا محيط كشت      .  صورت پذيرفت )  ١٩٩٤(روزال  
WA          ميلي ليتر از هريك به     ٢٠تهيه و اتوكلاو گرديده و مقدار 

، دو ميلي ليتر   WAي محيط   وبرر.  تشتك هاي پتري منتقل شد   
نيز،   PDAيوسپور قارچ و برروي محيط         از سوسپانسيون تل   

تحت .  جدايه هاي هر باكتري به صورت يكنواخت كشت گرديد         
شرايط سترون درب تشتك هاي پتري برداشته و در كنار شعله،           
تشتك حاوي باكتري بر روي تشتك حاوي قارچ قرار داده شد و            

ط ر پارافيلم كاملاً مسدود گرديد تا ارتبا      البه هاي آنها به وسيله نو    
از تشتك فاقد باكتري به     .  هوايي آن با محيط خارج قطع گردد       

تشتك هاي فوق سپس براي مدت يك      .عنوان شاهد استفاده شد   
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درجه سانتي گراد نگهداري و بعد از           ١٥±٢هفته در دماي     
 .گذشت زمان مذكور مورد بررسي قرار گرفت

رام برروي  تي  –تأثيرغلظتهاي مختلف قارچكش كاربوكسين       
 جدايه هاي آنتاگونيست

تيرام برروي جدايه هاي  –بررسي تأثير قارچكش كاربوكسين 
 تصور  )١٩٩٥(آنتاگونيست مطابق روش دينگرا و سينكلر            

 پي پي ام  ١٠٠٠ و ٢٥٠ ، ١٠٠ ،   ٥٠،  ٢٥در ابتدا غلظتهاي    .  گرفت
محيط .  از قارچكش مذكور در آب مقطر سترون تهيه گرديد            

بعد از  .  نيز تهيه و اتوكلاو گرديد      )  NA(كشت آگار غذائي      
 درجه  ٣٥ ميلي ليتر  از محيط فوق در دمايي حدود          ٢٠اتوكلاو،  

سانتي گراد به تشتك هاي پتري سترون منتقل گرديد و دو               
.  از سوسپانسيون مكدر هر باكتري به آن اضافه شد             رميلي ليت

سپس با حركات دست و لغزاندن تشتك، اين سوسپانسيون              
پس از سرد شدن كامل، شش      .   محيط فوق مخلوط شد    كاملاً با 

 ميلي متر  ١٥عدد ديسك كاغذي از جنس كاغذ صافي و به قطر           
 سكه قبلاً در آون سترون گرديده بود، به وسيله يك پن                  

ديسك هاي .  ضدعفوني شده برروي محيط مذكور قرار گرفت         
كاغذي با فاصله اي مساوي در حاشيه تشتك و يك ديسك در             

رگرفته و به وسيله لبه پنس قدري در محيط فشرده       وسط آن قرا  
سپس با استفاده از سرنگ سترون به هر ديسك يك غلظت            .شد

ز آب مقطر   ياز سم موردنظر اضافه گرديده و به ديسك مركزي ن         
اين كار تا مرز اشباع شدن آنها صورت             .  سترون اضافه شد   

جه سانتي گراد به   در  ٢٥±٣تشتكهاي فوق در دماي      .  پذيرفت
ديسك مركزي هر تشتك نيز     .   ساعت نگهداري گرديد   ٧٢مدت  

كه تنها با آب مقطر سترون تيمار شده بود به عنوان شاهد                  
 .درنظر گرفته شد

 ررسي توليد سيدروفورب
 )١٩٨٣(بررسي توليد سيدروفور براساس روش ولر وكوك          

، ٢٥حاوي غلظتهاي صفر،      King’s Bمحيط كشت   .انجام شد 
. تهيه شد    ميكرومول كلريد آهن سه ظرفيتي      ٤٠٠ و   ١٠٠،  ٥٠

هر يك از باكتريها نيز بر روي محيط هاي حاوي آهن كشت و در       
 ساعت نگهداري   ٤٨درجه سانتي گراد به مدت        ٢٥±٣دماي  
 Geotrichum candidumاز اسپور قارچ       سوسپانسيوني.  شد

رنگ سترون بر روي      تهيه و به وسيله يك س        ،PDAدر محيط 

رشد و يا عدم رشد قارچ      .  تشتك هاي حاوي باكتري پاشيده شد    
 درجه سانتي گراد ٢٤ ساعت نگهداري در دماي     ٢٤مذكور بعد از    
 .بررسي گرديد

 بررسي هاي گلخانه اي
گندم فلات به عنوان رقم نيمه بهاره حساس به بيماري               

قالب بررسي در   .  سياهك پنهان معمولي گندم انتخاب گرديد       
آزمايش فاكتوريل با طرح پايه كاملاً تصادفي و با پنج تكرار                

 تيمار مورد   ٣٦ قالب رجدايه هاي آنتاگونيست د  .  صورت پذيرفت 
 شاهد در اين آزمايش بذرهاي گندم بود          .استفاده قرار گرفتند  

هريك از جدايه هاي . كه با تليوسپورهاي قارچ آغشته گرديده بود
به    NAتشتك پتري حاوي محيط   باكتري، بر روي چهار عدد       

 ساعت  ٢٤باكتري ها به مدت    .  صورت يكنواخت كشت داده شد    
درجه سانتي گراد نگهداري شده و جهت تيمار         ٢٥±  ٣در دماي 

استفاده   )٢٠٠٠(بذر با قارچ بيماريزا از روش بورگن و دوانلو             
دا چند  براي تيمار بذر با باكتريهاي آنتاگونيست ابت          .  گرديد

ميلي ليتر آب مقطر به هر تشتك حاوي باكتري اضافه و                  
 دور در    ٤٥٠٠سلولهاي باكتري در آب سوسپانسيون و در             

پس از رسوب كردن    .   دقيقه رسوب داده شد    ١٠دقيقه، به مدت    
باكتريها مايع روئي دور ريخته شده و مجددا با آب مقطر استريل 

سوسپانسيون مذكور . سوسپانسيوني ديگر از باكتريها تهيه گرديد
براي تيمارهاي پودر   .  درون درب تشتك ها با بذور مخلوط شد        

نيز از  )   ساخت شركت مرك آلمان     ‐   (Skimmed milkشير
در اين  ).  ٩( گرم به ازاي هر كيلوگرم بذر استفاده شد          ٨٠نسبت  

 به دقت تيمار ميزان مورد نظر از پودر شير، به وسيله ترازو                
كليه .  سيون باكتري و بذر اضافه شد       توزين شده و به سوسپان     

مراحل مذكور در شرايط سترون انجام گرفته و بعد از انجام                
مراحل فوق بذرها به مدت يك ساعت كاملاً هوادهي و خشك             

گلخانه تحقيقاتي مؤسسه اصلاح بذر و تهيه          در   كشت.  گرديد
صورت  تگاه هاي تنظيم دما و نور بود     سنهال كرج كه مجهز به د     

دماي گلخانه از زمان    .   روز ثبت گرديد   ٩٠ايج پس از    گرفت و نت  
 ٢٢ درجه سانتي گراد و بعد از آن        ١٤كشت تا پنجه زني بوته ها      

 ١٨درجه سانتي گراد بود و گياهان در طول روز در معرض                 
عد از به سنبله رفتن و رسيدن         ب.  ساعت روشنائي قرار داشتند    

 هاي هر  كليه سنبله )  مرحله سفت شدن دانه     (كامل گندم ها    
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تكرار شمارش و تعداد سنبله هاي آلوده به سياهك مشخص و             
 .درصد سنبله هاي آلوده هر تكرار تعيين گرديد

 محاسبات آماري 
ه منظور تجزيه  و تحليل آماري اعداد براي پارامترهاي             ب 

مورد مطالعه از لحاظ نرمال بودن و منحني توزيع يكنواختي              
 MSTATC)  MSTATC softwareواريانس، از نرم افـزار     

Version, 2.1  ( براي مقايسه ميانگين ها از        .استفاده گرديد
به .  آزمون چند دامنه دانكن در سطوح  يك درصد استفاده شد           

دليل نرمال نبودن داده هاي به دست  آمـده از آزمايـشات، تبديل        
xAyداده با استفاده از فرمول      sin=   ) xرصد تندش  د

ودر آزمايش گلخانه اي درصد آلودگي           اي قارچ  تليوسپوره
 ).٣(انجام گرفت ) سنبله ها مي باشد

 
   نتايج

 شناسائي جدايه ها
با توجه به آزمايشات انجام شده و همانگونه كه در مطالب             

 fluorescens قبلي ذكر گرديده است جدايه ها به گونه             
Pseudomonas            تعلق داشته و بيووار آنها نيز تعيين گرديد. 

لازم به ذكر است كه شناسائي تنها براي جدايه هائي صورت               
ساير .  پذيرفت كه توان آنتاگونيستي مطلوبي از خود نشان دادند        

جدايه ها تنها در سطح جنس شناسائي شده و در جداول به                
و با كدهاي جداگانه نشان داده       .  Pseudomonas. spصورت  
 ).٢(شده اند 

 خارج سلولي توسط        بررسي توليد تركيبات بازدارنده       
 جدايه هاي مختلف آنتاگونيست به روش كراس ولوپر 

ا، معين گرديد كه جدايه      هپس از مقايسه ميانگين داده       
Pseudomonas fluoresence bioI B9     داراي بيشترين اثر 

در كاهش درصد جوانه زني تليوسپورهاي سياهك مي باشد و            
 Pseudomonas.sp D4   ، P.fluorescenc bioVجدايه هاي   

C 15  وPseudomonas.sp D11        نيز تفاوت معني داري با 
شاهد نداشته و فاقد قدرت در كاهش درصد جوانه زني                   

  ).١‐جدول(تليوسپورها بودند 
 بررسي تركيبات فرار ضدقارچي 

بر اساس مقايسه ميانگين داده ها معين گرديد كه جدايه            
Pseudomonas fluorescens bioI B9    داراي بيشترين  

تلاف معني دار با شاهد بوده و قوي تر از سايرين مي باشند و              اخ
 ضعيف ترين آنها محسوب        Pseudomonas.sp B29جدايه

  ).١‐جدول(مي گردد 
ات مايع خارج سلولي اتوكلاو       حتأثير غلظتهاي مختلف ترش    

 شده 
با توجه به جدول مقايسه ميانگين مي توان ابراز داشت كه در 

 Pseudomonas fluorescensغلظت پنج درصد جدايه         

bioIII C21                    ،بيشترين و جدايه هائي نظير ،
Pseudomonas.sp.D7  ،Pseudomonas.sp B29، ،كمترين

 Pseudomonas fluorescens درصد جدايه هاي ١٥در غلظت 

bioIII D22 وPseudomonas.putida bio AE16  بيشترين، 
، كمترين اثر را دركاهش         Pseudomonas.sp.D7و جدايه  

ر ارتباط با غلظت  د.جوانه زني تليوسپورها از خود نشان داد     درصد  
و  قويترين ها ازP.fluorescens bioIII D22  درصد جدايه    ٢٥

 ).٢جدول(ضعيف ترين آنها بود  Pseudomonas.sp F13جدايه
تيرام برروي    –تأثيرغلظتهاي مختلف قارچكش كاربوكسين       

 جدايه هاي آنتاگونيست
عدم رشد هر جدايه با علامت        ر آزمايش مذكور رشد يا        د

ين آزمون جهت پي بردن ا. مثبت و منفي نمايش داده شده است
به امكان تلفيق جدايه هاي آنتاگونيست مناسب با اين سم كه در           

. هان معمولي گندم كاربرد دارد، انجام گرفت       نكنترل سياهك پ  
 كه جدايه هاي برتر آنتاگونيست قادر به        دادنتايج حاصل نشان    

هيچ غلظتي از سم مورد استفاده نمي باشند و بنابراين           رشد در 
 ).٣جدول ـ(امكان كاربرد تلفيقي آنها با سم مذكور وجود ندارد 

 ررسي توليد سيدروفورب
  candidum تايج به دست آمده نشان مي دهد كه قارچ          ن

Geotrichum  رخي از تشتكهاي حاوي باكتري، كه به آن         بر  د
همچنين .  فه شده بود، جوانه زد     ميكرومول آهن اضا   ٤٠٠مقدار  

در هيچيك از تشتكهائي كه فاقد آهن بودند جوانه زني مشاهده           
نتايج تاثير ساير غلظتهاي آهن در جدول درج شده             .  نگرديد
علامت مثبت در جدول به معناي جوانه زني قارچ                .  است

Geotrichum candidum  علامت منفي به معناي عدم          و 
 ).٤‐ولجد(جوانه زني آن مي باشد 
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 بر  Pseudomonas اثر بازدارندگي ترشحات  مايع خارج سلولي و تركيبات فرار جدايه هاي مختلف ‐١دول ج
 عامل سياهك پنهان گندم T.laevisجوانه زني تليوسپورهاي  

 درصدجلوگيري از جوانه زني تليوسپورها،
 )جدايه هاي آنتاگونيست تركيبات فرار(

ترشحات (يوسپورها ،درصدجلوگيري از جوانه زني تل

 )جدايه هاي آنتاگونيست مايع خارج سلولي
 جدايه

a٠ aاهدش ٠ 

i٨٢ a٠ Pseudomonas.sp 
D4 

c٣٥ a٠ P.fluorescens bioIII 
C15 

c٧٥/٣٥ a٠ Pseudomonas.sp 
D11 

h٥٠/٧٤ b٤١ Pseudomonas.sp 
D7 

g٧٥/٥٨ b٢٥/٤٣ Pseudomonas.sp 
E10 

f٥٦ bc٤٥ Pseudomonas.sp 
F13 

c٣٥ bc٢٥/٤٥ Pseudomonas.sp 
B14 

bc٥٠/٣٣ bc٤٦ Pseudomonas.sp 
F25 

de٤٦ cd٢٥/٤٦ P.fluorescens bioIII 
F8 

b٥٠/٢٧ d٢٥/٥٢ Pseudomonas.sp 
B29 

d٢٥/٣٨ e٥٠/٧٠ P.fluorescens bioIII 
C21 

ef٧٥/٥٠ ef٢٥/٧٣ P.fluorescens bioV 
D23 

ef٧٥/٥٤ ef٧٤ P.fluorescens bioV 
E2 

c٣٥ f٢٥/٧٥ P.putida bioA 
E16 

j٥٠/٨٨ f٧٦ P.fluorescens bioIII 
D22 

h٧٥/٦٠ f٧٥/٧٦ P.fluorescens bioIII 
E6 

ij٨٥ g٧٥/٨١ P.fluorescens bioI 
B9 

 عداديكه در هر ستون با حروف مختلف نشان داده شده اند در آزمون چند دامنه اي دانكن                    ا داد درج شده در جدول ميانگين چهار تكرار هستند و           عا
)٠١/٠p<  (      بوده است  ٢٥/٦٩اعداد ستون دوم از سمت راست جدول در مقايسه با شاهد كه درصد جوانه زني آن                      .با يكديگر تفاوت معني  دار دارند  

 .  بوده است سنجيده شده اند٧٥/٧٤اعداد ستون سوم از سمت راست جدول در مقايسه با شاهد كه درصد جوانه زني آن . سنجيده شده اند
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  بر جوانه زني تليوسپورهايPseudomonas اثر غلظتهاي مختلف ترشحات مايع خارج سلولي اتوكلاو شده جدايه هاي ‐٢دول ج
T.laevisدم عامل سياهك پنهان گن 

 درصد جلوگيري از جوانه زني تليوسپورها 
 )ترشحات مايع خارج سلولي اتوكلاو شده آنتاگونيستها(

  درصد٢٥ درصد                      غلظت ١٥ درصد                  غلظت ٥غلظت 
 جدايه

٠a                                    a٠ ٠a اهدش 
a٠ b٥٠/٣٤ a٠ Pseudomonas.spF13 
a٠ bc٥٠/٣٥ a٠ Pseudomonas.spB29 
a٠ b٢٥/٣٤ a٠ Pseudomonas.spD11 

cd٥٠/٣٣ bcd٥٠/٣٧ b٢٥/٣٣ P.fluorescens bioIII-C15 
a٠ bc٢٥/٣٥ bc٣٤ Pseudomonas.spB14 
a٠ b٧٥/٣٣ bc٢٥/٣٤ Pseudomonas.spD7 
a٠ g٤٩ cd٣٩ P.putidas bioA E16 

bc٥٠/٣٠ e٤٣ cde٤٠ P.fluorescens bioIII-E6 
a٠ b٧٥/٣٣ def٤١ Pseudomonas.spD4 
bcd٧٥/٣١ de٤٢ defg٥٠/٤٣ P.fluorescens bioV-D23 

a٠ cde٢٥/٤٧ efg٧٥/٣٨ P.fluorescens bioIII-F8 
a٠ ef٤٤ fg٧٥/٤٦ P.fluorescens bioV-E2 

bc٢٥/٢٨ b٢٥/٣٤ fg٢٥/٤٧ Pseudomonas.spF25 
a٠ bc٥٠/٣٥ gh٢٥/٤٨ Pseudomonas.spE10 
a٠ bcd٢٥/٣٧ ghi٥٠ P.fluorescens bioI-B9 

d٢٥/٣٧ cde٤٠ hi٢٥/٥٤ P.fluorescens bioIII-C21 
bc٥٠/٢٨ fg٢٥/٤٨ i٥٠/٥٦ P.fluorescens bioIII-D22 

/٠١(دانكن  مختلف نشان داده شده اند در آزمون چند دامنه اي             اعداديكه در هر ستون با حروف     .عداد درج شده در جدول ميانگين چهار تكرار هستند         ا
٠p<  (    بوده است سنجيده شده     ٧٥/٧٢هد كه درصد جوانه زني در آن        اعداد ستون دوم ازسمت راست در مقايسه با ش        ا.  با يكديگر تفاوت معني دار دارند 
م از سمت راست    عداد ستون چهار  ا. بوده است سنجيده شده اند     ٧٧عداد ستون سوم از سمت راست در مقايسه با شاهد كه درصد جوانه زني در آن                  ا.اند

 . بوده است سنجيده شده اند٢٥/٧٦در مقايسه با شاهد كه درصد جوانه زني در آن 
 

 Pseudomonasجدايه هاي ) ‐(يا عدم رشد (+)  تيرام بر رشد –اثر غلظتهاي مختلف سم كاربوكسين ‐٣دول ج
 ppm١٠٠٠           ppm٢٥٠           ppm١٠٠             ٥٠          ppm ppm٢٥                                جدايه           

‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioV.E2 
‐ ‐ ‐ + + Pseudomonas.sp D4 
‐ ‐ ‐ + + P.fluorescens bioIII C21 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioIII E6 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ Pseudomonas.spD7 
+ + + + + P.fluorescens bioIII F8 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioI B9 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ Pseudomonas.spE10 
‐ ‐ ‐ ‐ + Pseudomonas.spD11 
+ + + + + Pseudomonas.spF13 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ Pseudomonas.spB14 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioIII C15 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.putida bioA E16 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioIII D22 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioV D23 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ Pseudomonas.spF25 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ Pseudomonas.spB29 
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 (+)  در غلظتهاي مختلف آهن ، بر رشدPseudomonas اثر سيدروفور توليد شده توسط جدايه هاي ‐٤دول ج
 Geotichum candidumقارچ ) ‐(يا عدم رشد

 )ميكرومول(لظت آهن اضافه شده به محيط كشت غ
٠ ٢٥ ٥٠ ١٠٠ ٢٠٠ ٤٠٠ 

 جدايه

+ + + + ‐ ‐ P.fluorescens bioV E2 
+ + + + ‐ ‐ Pseudomonas.spD4 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioIII E6 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ Pseudomonas.spD7 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioIII F8 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioI B9 
+ + + + ‐ ‐ Pseudomonas.spE10 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ Pseudomonas.sp D11 
+ + + + ‐ ‐ Pseudomonas.spF13 
+ + + + ‐ ‐ Pseudomonas.spB14 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioIII C15 
+ + + + ‐ ‐ P.puyida  bioA-E16 
+ + + + ‐ ‐ P.fluorescens bioIII C21 
‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioIII D22 
+ + + ‐ ‐ ‐ P.fluorescens bioV D23 
+ + + + ‐ ‐ Pseudomonas.spF25 
+ + + + ‐ ‐ Pseudomonas.spB29 

 
  عامل سياهك پنهان گندمT.laevis بر كاهش ميزان آلودگي سنبله هاي گندم بوسيله قارچ Pseudomonas اثر جدايه هاي ‐٥دولج

رصد خوشه هاي آلوده د ميانگين 
 نشده بر اثرفعاليت آنتاگونيست 

رصد خوشه هاي آلوده د ميانگين  كد جدايه
 نشده بر اثرفعاليت آنتاگونيست 

 كد جدايه

def٥٠/١٨ P.E6 aتليوسپور+بذر(اهدش ٠( 
efg٥٠/١٨ P.E10+پودر شير a٠ P.B29 
fgh٧٥/١٨ P.E2+پودر شير abc٢٥/١٧ P.E2 
fghi٧٥/١٨ P.F13+پودر شير abcپودر شير+اهدش ٢٥/١٧ 
fghi٧٥/١٨ P.C4+پودر شير a٠ P.E10 
fghi٧٥/١٨ P.B29+پودر شير a٠ P.D7 

fghij١٩ P.D7+پودر شير a٠ P.D23 
fghij١٩ P.B14+پودر شير a٠ P.C4 
fghij١٩ P.F8+پودر شير a٠ P.F13 
fghij١٩ P.D11+ر شيردپو a٠ P.D11 
fghij١٩ P.C15+پودر شير bcde٢٥/١٨ P.E16 

fghij٥٠/١٩ P.F25+پودر شير bcd٢٥/١٨ P.C21 
ghijk٥٠/١٩ P.E16+پودر شير bcd٢٥/١٨ P.D22 
hijk٥٠/١٩ P.B9+پودر شير bcd٢٥/١٨ P.B14 

ghijk٧٥/١٩ P.E6+پودر شير bcde٢٥/١٨ P.F25 
ijk٢٠ P.D23+پودر شير bcde٢٥/١٨ P.F8 
jk٢٠ P.C21+پودر شير def٢٥/١٨ P.B9 

k٢٥/٢٠ P.D22+پودر شير cde٥٠/١٨ P.C15 
 ه اي دانكن    عداديكه با حروف مختلف نشان داده شده اند در آزمون چند دامن                     ا.عداد درج شده در جدول ميانگين پنج تكرار هستند                 ا

) ٠١/٠p<  (    بوده ٧٢/  ٧٥عداد ستون دوم و چهارم از سمت راست جدول  در مقايسه با شاهد كه درصد آلودگي در آن                      ا .با يكديگر تفاوت معني دار دارند
 E16 = P.putida bio A ; D22 = P.fluorescens bio III ; B9 = P.fluorescens bio I                                                .است سنجيده شده اند

D23 =P.fluorescens bio V ; C21 = P.fluorescens bio III ; E2 = P.fluorescens bio V 
F8 =P.fluorescens bio III ; E6 = P.fluorescens bio III ; C15 = P.fluorescens bio III 

 . تعلق دارند Pseudomonas. spساير جدايه ها به جنس 



٧١٥ ...بررسي امكان كنترل بيولوژيك بيماري سياهك پنهان معمولي گندم : خدايگان و همكاران

 تاثير جدايه هاي آنتاگونيست بركاهش ميزان آلودگي         بررسي
 بوته هاي گندم

تايج حاصل از اين آزمايش بعد از تجزيه و تحليل نشان داد            ن
كه ميان جدايه ها و همچنين ميان وجود و عدم وجود پودر شير،      

ا توجه به   ب.  در سطح يك درصد اختلاف معني دار وجود دارد          
ينگونه استنباط مي گردد كه كليه     معني دار بودن اثر فاكتور شيرا    

اين . جدايه ها همراه با پودر شير اثرات بهتري از خود نشان دادند      
مسئله بعد از مقايسه ميانگين داده ها با آزمون چند دامنه دانكن           
و معين شدن اين كه  افزودن پودر شير به جدايه هاي                     

آنها در جهت كاهش درصد       ن  آنتاگونيست سبب افزايش توا     
ا توجه  ب  .ي بوته هاي گندم مي گردد ،مورد تائيد قرار گرفت       آلودگ

 P.fluorescens به جدول مقايسه ميانگين داده ها، جدايه        
bioIII D22           قرار    زمانيكه همراه با پودر شير مورد استفاده

. گرفته است، بيشترين اختلاف معني دار را با شاهد نشان مي دهد
 توان بالائي در جهت      در حاليكه همين جدايه بدون پودر شير،       

  ).٥‐جدول(درصد آلودگي از خود نشان نداده است  كاهش
 
 بحث

از نكات حائز اهميت در اين بررسي توان بالاي جدايه هاي            
Pseudomonas           در توليد مواد ممانعت كننده مايع در محيط

كه در آن اظهار      اين مسئله با تحقيقات ديگر محققين       .  مي باشد
 داراي اثرات ضدقارچي قوي، حتي در           وناسهامنمودند سودو 

همچنين به  ).  ٨(درجه حرارت هاي پائين هستند، مطابقت دارد        
طور كلي يكي از دلايل عدم جوانه زني تليوسپورها را نيز مي توان           
به توليد مواد آنتي بيوتيكي و فعاليت آنتي بيوز اين آنتاگونيست ها         

 هاي ثانويه  در ارتباط با ماهيت و نقش متابوليت         .  نسبت داد 
 برخي دانشمندان   Pseudomonasمترشحه توسط جدايه هاي     

دخالت آنتي بيوتيك فنازين را در كاهش عامل پاخوره گندم             
در ارتباط با بيماري سياهك پنهان معمولي       ).  ٦(پيشنهاد كردند   

از باكتري     79-2عنوان شده است كه جدايه             گندم نيز  
P.fluorescens      ازين مي نمايد،  توانايي   نفكه توليد آنتي بيوتيك

را دارد در      Tilletia laevisممانعت از تندش تليوسپورهاي       
حاليكه با ايجاد يك جهش در اين جدايه توانايي توليد اين                

بنابراين باتوجه به نتايج    ).  ٢٠(آنتي بيوتيك از باكتري گرفته شد      

حاصل از اين تحقيق و مطالعات ساير محققين، مي توان نقش             
نتي بيوتيك هاي مترشحه توسط جدايه هاي         هريك از آ      

Pseudomonas        را دركاهش درصد جوانه زني تليوسپورها،  مورد
 .بررسي قرار داد

در يك تحقيق عنوان شده است كه بيشتر جدايه هاي                
سودوموناس توليد متابوليتهاي مايع خارج سلولي ضدقارچي به         

 diacetyl-2,4نام فنازين، پيرولنيترين، پيولوتئورين و              
phloroglueinol  ١٠( مي نمايند .( 

كلاو شدن  و هاي مورد استفاده در اين تحقيق پس از ات        جدايه
ترشحات مايع خارج سلولي نيز، تأثيراتي بر كاهش درصد                

نچه مسلم  آ.  جوانه زني تليوسپورهاي سياهك از خود نشان دادند      
است با كاهش غلظت مواد مترشحه خارج سلولي، درصد                 

تندش تليوسپور، براي همه جدايه ها كاهش          بازدارندگي از    
ا توجه  ب.  مي يابد كه اين مسئله با ماهيت آزمايش همخواني دارد        

به توليد متابوليت هاي ثانويه متعدد توسط باكتري ها كه عمده           
و ذكر اين     ،)٢٤(آنها تركيباتي با ساختمان پروتئيني هستند         

 ويتامين ها،  ،انكته كه اغلب تركيبات نظير قندها، آمينواسيده        
نوكلئوتيدها و قريب به اتفاق آنتي بيوتيك ها، در دما و فشار               

مي توان نتيجه گرفت كه از بين         )١٨(اتوكلاو تجزيه مي شوند     
رايط شرفتن برخي از متابوليت هاي حساس به دما و فشار، در             

نتاگونيستي جدايه هاي مولد،   آاتوكلاو، سبب مي گردد تا از توان        
كتري هايي كه پس از اتوكلاو شدن عصاره شان،        كاسته شود و با   

كماكان قدرت خود را حفظ نموده اند، قطعاً توليد كننده موادي           
 .مي باشند كه اين شرايط را تحمل مي نمايد

تايج حاصل از اين پژوهش نشان داد كه تمامي جدايه ها             ن
برخي .   كشت مي باشند  طقادر به توليد تركيبات فرار در محي        

توليد شده توسط سودوموناس را        سيانيد هيدروژن  محققين گاز 
عامل   Thielaviopsis basicolaعامل مهمي در كنترل قارچ       

  ).٥(پوسيدگي سياه ريشه توتون مي دانند 
مورد استفاده در اين تحقيق قادر به توليد           ليه جدايه هاي ك

بودند و    King’s Bرنگدانه هاي فلورسنت بر سطح محيط كشت       
سه  ميكرومول، كلريد آهن        ٤٠٠ و    ٢٠٠ادير  با افزايش مق   

، به محيط كشت مذكور، توليد سيدروفور توسط آنها            ظرفيتي
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در   Geotrichum candidumعلاوه برآن قارچ  .  متوقف گرديد 
شرايطي كه آهن به محيط كشت اضافه شده بود، تندش ننمود،           

 ميكرومول آهن و توقف توليد سيدروفور       ٢٠٠اما پس از افزودن     
. رخي جدايه ها، قارچ مذكور قادر به جوانه زني مي باشد         توسط ب 

ستنباط  مي گردد كه در اين جدايه ها، توليد          ابنابراين اينگونه    
سيدروفور باعث ممانعت از تندش آرتروسپورهاي قارچ مي گردد،        
در حاليكه ساير جدايه ها احتمالاً علاوه بر توليد سيدروفور داراي          

 آنتي بيوتيك بوده كه آن فرآورده         مكانيسمي ديگر، نظير توليد   
.  اين قارچ بر سطح محيط مي گردد        نيسبب ممانعت از جوانه ز    

 .اين نتايج با مطالعات ساير محققين مطابقت دارد
دربررسي هاي گلخانه اي مشخص گرديد كه  جدايه               

fluorescens bioI B9   Pseudomonas     بيشترين اثر را در
با توجه به   .  ه داشته است  كاهش ميزان آلودگي بوته هاي گند      

نتايج بررسي هاي آزمايشگاهي ملاحظه مي گردد كه اين جدايه          
ده ندر آزمايشات توليد آنتي بيوتيك و توليد مواد مايع بازدار             

داراي اثرات قابل ملاحظه اي در كاهش درصد جوانه زني                
اما اتوكلاو نمودن اين ترشحات سبب        .  تليوسپورها بوده است   

حسوسي در توان آنتاگونيستي اين جدايه         گرديد تا كاهش م    
بنابراين مي توان اينگونه استنباط نمود كه اكثر مواد           .پديد آيد 

 جنس موادي است كه     ازبازدارنده توليد شده توسط اين باكتري       

به حرارت و فشار اتوكلاو حساس هستند و در ضمن اين مواد               
با توليد  ر ارتباط   د.داراي تاثيرات مثبت در شرايط خاك بوده اند       

مواد فرار نيز اين جدايه داراي بيشترين تاثير در مقايسه با ساير             
نابراين ب.  سودوموناس هاي به كار رفته در اين آزمايش مي باشد         

قابليت آنتاگونيستي جدايه هاي به كار رفته در اين تحقيق را نيز           
ف بازدارندگي آنها، لمي توان در ارتباط با وجود مكانيسم هاي مخت

ر اين آزمايش مشخص گرديد كه استفاده       د).  ٢٧( دانست   مرتبط
از تيمار پودر شير سبب كاهش درصد آلودگي بوته هاي گندم             

ساير محققين نيز قبلا به تاثير اين ماده بر كاهش              .  مي گردد
ري تز آنجائيكه اين ماده بس     ا).  ١٢،  ٩(بيماري اشاره نموده اند     

بع توليد   مناسب جهت پرورش جدايه هاي باكتري و بالط             
متابوليتهاي متعدد توسط آنها مي باشد، خاصيت ممانعت              
كنندگي آن قابل توجيه است، و همينطور هنگاميكه اين ماده            
به تنهائي نيز به كار رفته است با جذب كردن                            
ميكروارگانيسمهاي موجود در خاك به سمت خود، محيط را به           

اين .  تاده اس د و به ضرر قارچ عامل بيماري تغيير             هانفع آن 
. مطالب نيز قبلا توسط برخي محققين عنوان گرديده است              

شن در ارتباط با    ونابراين مي توان عنوان نمود كه چشم اندازي ر      ب
كنترل بيولوژيك بيماري سياهك پنهان معمولي گندم وجود           

 .دارد كه تحقيقات گسترده تري را مي طلبد
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