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  چکيده

  
ن مواد يگزيک روش جاي به عنوان Rhizoctonia solani  ازي ناشيهايماري بيکيولوژيکنترل ب

 Burkholderia (Pseudomonas) يباکتر.  قرار گرفته استيعي مورد توجه و مطالعات وسييايميش
cepaciaيباکتر.  قرار گرفته استيشترير مورد توجه بي اخيها است که در سالييهاجمله گونه  از  

 B. cepacia ده يکا به ثبت رسيست امريط زيله سازمان حفاظت محيک نماتد کش بوسي  به عنوان

 متعلق به يهاي باکتري براي عمومتيک خصوصيتروژن در خاک يت نيد تثبيقات جديبراساس تحق. است

ه ي  از اهداف اولB. cepacia ي باکتريي و شناسايجداساز.  شناخته شده استBurkholderiaجنس 

 بودند از مناطق يماري که مشکوک به بييازهايشه پي خاک اطراف رينمونه ها. ق بودين تحقي ايو اصل

ط کشت ي با استفاده از محي باکتريجداساز. شگاه انتقال داده شدي و به آزمايمختلف کرج جمع آور

ک کننده ي تفکييايميوشي بيها مورد نظر، واکنشين جنس باکتريي تعيبرا.  انجام شدTB-Tياختصاص

 و بدون رشد ي شده، گرم منفي جداسازيباکتر.  و انجام شديها بررسر جنسين جنس از سايا

د رنگدانه ي تول وگراد رشد کردي درجه سانت٤٠ ي در دماين باکتريا. باشديداز مثبت مي و اکسيرهوازيغ

 يبرا. رفلورسنت نمودي غيد رنگدانه آبي تولYDC طيدر مح. نگ ب ننموديط کي محيفلورسنت رو

 چهار، هشت و نه، رشد در يهاتهيدي شامل رشد در اسي افتراقيها از واکنشيز، تعدادين گونه نييتع

درولاز، ين دهيد آرژنين و نشاسته، توليز ژلاتيدروليراد، هگي درجه سانت٤٠نمک طعام سه درصد، رشد در

 استفاده و ي کلن٢٠ش ازيزماآ هر يبرا. نه انجام شدي اميدهاي قندها و اسي و استفاده ازبرخيشکل کلن

لازم به ذکر است که براساس اطلاعات موجود، . ص داده شديتشخB. cepacia ت گونه يدر نها

 بر ين باکترير ايتاث .رديگين بار صورت مي اوليران براي گونه در ان جنس وي ايي و شناسايجداساز

ط ياه در شرايش رشد گي بر افزاير باکتريز تاثيشگاه و گلخانه و نيط آزماي  در شرا R. solaniقارچ 

   B. cepacia يباکتر.  شديگر بررسي ديهاي از باکتريسه با تعدادي در مقايماري از عامل بيعار

  يباکتر. دي به اثبات نرسين باکتريد سلولاز درايتول. درفور نموديدروژن و سيد هيانياز، سد پروتئيتول

. دي نمايري دکستروز آگار جلوگينيزمبيط کشت سي محي رو R. solaniتوانست از رشد قارچ

ا سه هفته ي  لوبيهاشه و  وزن تر بوتهي، طول ريزنش درصد جوانهي  باعث افزا B. cepaciaيباکتر

ش ي و افزاياهي گيهايماري در کنترل بين باکتري اي بالايهاييبا توجه به توانا. ديس از کاشت گردپ

 در انسان از (CF) يستيبروز کيماران في آن با بيهاني از استريطرف، و ارتباط برخ کياه از يرشد گ

  .ردي صورت گيترعيقات وسيگر، لازم است تحقيطرف د

  

  .Burkholderia cepacia ،Rhizoctonia solani  هايزوباکتري،روکنترلي ب:يديکليهاواژه
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  مقدمه 
له ياهان بوسيشه گي ريهايماري بيستيکنترل ز

مورد توجه ر ي اخيهادر سالست ي آنتاگونيهايباکتر
 ي متعدديها قرار گرفته و تاکنون گونهيادين زيمحقق

، Bacillus ،Pseudomonas يهاجنس بخصوص از
Pantoea،Xanthomonas و Agrobacteriumط ي در شرا

 يج قابل ملاحظه اي شده و نتايشگاه و گلخانه بررسيآزما
 ياهيگ يهايماري بيکيولوژيکنترل ب. )۳۰ (بدست آمده است

ک روش يبه عنوان   Rhizoctonia solani ازيناش
 مورد توجه و ييايميمواد ش انواع يمناسب بران يگزيجا

 يباکتر. )۱۷ (رار گرفته استقا يدر دن يعيمطالعات وس
Burkholderia (Pseudomonas)  cepacia (ex.Burk) 

Yabucchi ر ي  اخي است که در سالهاييهااز جمله گونه
 يهاني استر).۱۷ ( قرار گرفته استيشتريمورد توجه ب

 چند گانه يات و رفتارهاي  خصوصي داراين باکتريمختلف ا
 تواند يگاه خود مي که هر کدام در جاهستند يو متفاوت

 از آنها يرد که اجمالا به برخيمورد توجه و استفاده قرار بگ
ماران ين گونه ازبي ايپ هايوتي از بيتعداد.  شودياشاره م

 يماريک بيکه  (Cystic fibrosis) يستيبروز کيمبتلا به ف
 آن ييزايماريالبته ب . شده استيجداساز است يکيژنت

 يده است ولين به اثبات نرس انسايم رويتاکنون بطورمستق
-ير ميش مرگ و مي درصد باعث افزا۴۰ تا CF ،مارانيدر ب
جاد ياز اي پيتواند رويمكه   B. cepaciaگونه . )۹ (شود

ط ي در محي کند؛ دوام نسبتا طولان(sour skin) يماريب
 مختلف به يب آلي ترک۲۰۰ش از ي از بين باکتريا. دارد

ل يک از دلايکند که احتمالا يعنوان منبع کربن استفاده م
ها و سميکروارگانير ميت آن در رقابت با سايموفق
 يه برخين گونه در تجزيا. اهان استيشه گيون ريزاسيکلن

ها کيوتيبيع به آنتيمقاومت وس .)۱۵(است ها موثرکشعلف
ن يا. )۱۲ (رودين گونه بشمار ميات مهم ايگر خصوصياز د

 مسئول مقاومت به ينها انتقال ژيموضوع موجب نگران
 يباکتر .)۱۲ (  استياهي و گي انسانيزايماري بيهايباکتر

B. cepacia  له سازمان يک نماتد کش بوسي به عنوان
ن يا. )۲۵ (ده استيکا به ثبت رسيست امريط زيحفاظت مح

 به ۱۹۴۹ در سال  Burkholderلهي در ابتدا بوسيباکتر
از آن زمان تا ف شد و ياز توصي پيدگيعنوان عامل پوس

چ يد که هيشنهاد گردي آن پي براي متعدديکنون نام ها
 ين باکتريا. )۱۰ ( قرار نگرفته استيک مورد توافق عمومي

 Holmes  وPalleroniله ي بوس مجددا۱۹۸۱ًدر سال 
ن گونه به همراه  شش ي ا۱۹۹۲ در سال تاًينها  شد ويبررس

 از جنس rRNA II گر متعلق به گروهيگونه د
Pseudomona بنام يديمنفک و به جنس جد 
Burkholderiaن معتقدند ياغلب محقق.  منتقل شد

 يها که از محدودهB. cepacia  از گونه ييهانياستر
.  شوند  نامتجانس هستندي مي مختلف جداسازيکياکولوژ

ک يا گونه ژنومي (genomovar) اصطلاح ژنومووار
(genomic species)ن گونه ي ا مختلفيهاني استري برا

ک ي ژنوميها مشخص کردن گونهيژنومووار برا. روديبکار م
ن يبر ا. )۲۶ ( مشابه هستند مطرح شديپيکه از نظر فنوت

شنهاد شده ين گونه پي اياساس تاکنون هفت ژنومووار برا
ماران يشود که از بي مييهاني شامل استرIVژنومووار. است

 شده و يداسازس جيکا وانگلي در امر(CF) يستيبروز کيف
گونه  .  باشدير ژنومووارها مي با سايپي فنوتيها تفاوتيدارا

B. ambifaria (B. cepacia   genomovar VII) ي برا 
ط خاک ي و محيمارستاني بيها که از نمونهييهاهيجدا

ن ين گروه چنديدر ا. ديشنهاد گردي شده بود پيجداساز
 يهايماري بيتسين کاملا شناخته شده از نظرکنترل زياستر

بخصوص   (B. cepacia يگونه ها. )۱۰ ( وجود داردياهيگ
بدست CF ماراني از بB. vietnamiensisو ) IIIژنومووار

 يک باکترين ژنومووار به عنوان ي  ايبطور کل. آمده است
ن  يهمچن. )۳ (اه شناخته شده استيست با گي همزيعموم

برنج به ش محصول ي در افزاB. vietnamiensisنقش گونه 
  .)۱۱ (ده استياثبات رس

 گونه ۲۱ ي داراBurkholderiaحال حاضر جنس  در
 يهاگونه  ازي تعداد).۲۶ (باشديشناخته شده م

Burkholderiaن يچن. شوندياه ميش رشد گي موجب افزا
ساقه ذرت و سورگوم به  شه وي وزن خشک ري رويريتاث

ت يثبد،  تيقات جدي براساس تحق).۴ (ده استياثبات رس
 يهاي باکتري برايت عموميک خصوصيتروژن در خاک  ين

. )۱۱ ( شناخته شده استBurkholderiaمتعلق به جنس 
 يکيولوژي کنترل بيين گونه توانايات مهم اي از خصوصيکي

 از يباشد که به برخي مياهي گيزايماري از عوامل بيتعداد
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 در شه و ساقه بنت قونسلي ريدگيپوس:   گردديآنها اشاره م
 ييها در اثر گونهي نخود فرنگيريم؛بوته)R. solani)۱۷  اثر
 R. solani ؛ قارچ)Aphanomyces   )۲۳ و   Pythium  از
 ي روFusarium moniliforme؛ قارچ )۲۹ (اي سويرو

 ازي پيومي فوزاريپژمردگ؛  طوقه گندميدگي؛ پوس)۱۴ (ذرت
 و يگ گوجه فرنيومي فوزاري ترب؛ پژمردگيريم؛ بوته)۱۹(

اهچه ي گيريم؛ بوته)۱۶ ( بادمجانيوميليسي ورتيپژمردگ
 يپژمردگ ؛)Rhizoctonia solani ) ۳۱اثر  پنبه در

، )Sclerotinia sclerotiorum ) ۲۲اثر آفتابگردان در
. )Botrytis cinera )۱۸ ب در اثري سي خاکستريدگيپوس
 از ي متفاوتيهازانير مي، تاثييق صحرايک تحقيدر 

 قدرت يمار بذر روي مختلف تيها و روشي باکترنوکولوميا
 شده ي ذرت بررسيومي فوزاريماري از بيممانعت کنندگ

نحوه کاربرد   در خصوص زمان ويقاتيتحق .)۱۴( است
شه بنت ي ساقه و ريدگي در کنترل پوسB.cepacia يباکتر

ک ي با ي باکتريقيز امکان کاربرد تلفين قونسل و
ست يعامل آنتاگونک يه عنوان  بيا دو هستهيايزوکتونير

رول يک پيوتي بينقش آنت. )۱۷ (صورت گرفته استمناسب 
ت ي موثر در خاصيسمهاي از مکانيکين به عنوان يترين

با . )۶ (ده استي به اثبات رسين باکتري در ايستيآنتاگون
ت آن ين گونه و اهمي ايشتر رويتوجه به ضرورت مطالعات ب

 از يگروه، ي و پزشکيعت، صني کشاورزيولوژيکروبيم در
 بنام  يط اختصاصيک محيقات فراوان، يپس از تحقن يمحقق

TB-Tي مختلف باکتريهاپيوتي بي جداسازي برا  
B. cepacia ط يق از محين تحقيدرا. )۱۲ ( کردندي معرف

. دي مورد نظر استفاده گردي باکتري جداسازيمذکور برا
ران يون از ا تاکنين باکتري، اي منابع داخليبراساس بررس

از   B. cepacia يي و شناسايجداساز. گزارش نشده است
 امکان استفاده ،در مرحله دوم. بودتحقيق ن يه اياهداف اول
ط يدر شرا R. solani  قارچيکيولوژي کنترل بياز آن برا

  . شدي و گلخانه بررسيشگاهيآزما

 
 ها مواد و روش

   از خاکي باکتريجداساز
 آلوده و مشکوک به يازهايپشه ينمونه خاک اطراف ر

 ي از مناطق مختلف کرج جمع آورsour skin يماري بعلائم

 شده از يآور جمعيهانمونه. شگاه انتقال داده شديو به آزما
ک گرم از خاک يگر مخلوط شد و يکديخاک هر منطقه با 

ها در  رقتيخته و سريتر آب مقطر سترون ري ليلي م۱۰در 
تر يکرولي م۱۰۰ سپس.ديه گرديک درصد پپتون تهيمحلول 

 يط کشت اختصاصي محيروهمزمان ه شده ياز هر رقت ته
TB-T يط عموميو مح NA يهاتشتک. ديپخش گرد 

 ساعت ۴۸گراد به مدت ي درجه سانت۲۸ ي در دمايپتر
 يسازافته دو مرتبه خالصي رشد يهايکلن.  شدينگهدار

 .دنديگرد
 يص جنس باکتري جهت تشخي افتراقيهاآزمون

Burkholderiaص گونهي  و تشخ  
 ي مورد نظر، براساس واکنشهاين جنس باکترييتع

 انجام )۲۷ (له شاد و همکارانيه شده بوسي توصييايميوشيب
 شامل رشد ي افتراقيز از واکنشهاين گونه نيي تعيبرا. شد

 چهار، هشت و نه؛ رشد در نمک طعام سه يهاتهيديدر اس
ن يز ژلاتيدروليگراد، هينت درجه سا۴۰ يدما درصد، رشد در
 ييتوانا و ، يدرولاز، شکل کلنين دهيد آرژنيو نشاسته، تول

 آزمون . شدينه بررسي آميدهاي قندها و اسيبرخ استفاده از
ک تست يط گلوکز به عنوان ي محي رويهوازيرشد ب

 يهار گونهي مورد نظر ازسايک باکتري تفکي برايديکل
ط ي محيرو احتمالاکه  Burkholderiaجنس  متعلق به

TB-T۲۰ش از ي هر آزمايبرا .کنند صورت گرفتي رشد م 
  . استفاده شديکلن

  ي توسط  باکتريجاد هاله بازدارندگي ايبررس

 و به يابصورت لکه) شامل سه تکرار( مورد نظر يباکتر 
متر يک سانتيها و به فاصله  از مرکز تشتکيفواصل مساو

ط ي محي حاوي پتريهاه آنها در سه طرف تشتکياز حاش
ها  تشتکوشد  يزنهي دکستروز آگار ماينيب زميکشت س

 . شدنديگراد نگهداري درجه سانت۲۵ يبمدت سه روز در دما
متر از کشت پنج روزه يليک حلقه به قطر پنج ميسپس 

ک يپس از .  در مرکز آنها قرار داده شدR. solani قارچ
 شاهد به ي پتريهاه پر گنه قارچ در تشتکيهفته که حاش

ن ي بيده بود، فواصل بازدارندگي رسيواره تشتک پتريد
 يبرا. دي گرديريگه پرگنه قارچ اندازهي و حاشيه باکتريجدا
ط يش در شراين آزمايج بدست آمده، اينان از نتاياطم

نظر از اندازه   صرفيهرگونه بازدارندگ. کسان تکرار شدي
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د و به ي گرديتلق به عنوان واکنش مثبت ،يهاله بازدارندگ
ست در ي آنتاگونينهاي انتخاب استريار برايک معيعنوان 

  .)۱۳ (نظر گرفته شد
  ي ضد قارچيت هايد متابولي توليبررس

با توجه به نقش توليد پروتئاز به عنوان يكي از 
 در كنترل بيولوژيكي، اين فاكتور يهاي احتمالمكانيسم

ر يت ش محيط كشيبراساس روش مارهوفر و همکاران رو
 براي .)٢١ ( بررسي شد (Skim milk agar)يبدون چرب

بررسي توليد سيانيد هيدروژن از روش آلوستروم و همکاران 
د ياني آغشته به معرف سير رنگ کاغذ صافييتغ. استفاده شد
 ي روشن، قهوه اي کرم، قهوه ايه زرد به رنگهاياز رنگ اول

د ياني سر مختلفيد مقادي رنگ نشانه توليا آجريره و يت
د و ين مقدار توليانگر کمتريرنگ کرم ب.  باشديدروژن ميه

.  باشديت فرار مين متابوليد اي نشانه حداکثر توليرنگ آجر
توان يها را ميدروژن، باکتريد هيانيد سيبراساس مقدار تول

 ي  بررسيبرا. )٢ ( نموديبنددر چهار سطح مختلف گروه
 فسفات يک گرم ديط سلولاز شامل يد سلولاز از محيتول

وم، يزيم گرم سولفات منيم، نيترات سديم گرم نيم، نيپتاس
ک يک صدم گرم سولفات آهن دريم، يد پتاسيم گرم کلرين
براي بررسي توليد سيدروفور از . ترآب مقطراستفاده  شديل

 در اين روش از. )٢٨ (لندز استفاده شدين و نيروش شا
ديد كه از  استفاده گر)Chrome Azurol S) CASمحيط 

در صورتي كه باكتري . يدآتركيب سه محلول بدست مي
- توليد سيدروفور كند باعث تغيير رنگ محيط به نارنجي مي

  . شود كه در اثر خارج ساختن آهن از محيط مي باشد
تهيه مايه تلقيح قارچ بيمارگر و اثبات بيماريزايي آنها روي 

  لوبيا در شرايط گلخانه

  از روشيماريقارچ  عامل ببراي تهيه مايه تلقيح 
 يماري قارچ عامل ب)٢١ (استفاده شدهمکاران  مارهوفر و

(R. solani  AG-4)اه ي گروه گيشناسون قارچيز کلکس ا
ط ي محين قارچ بطور معمول رويا. ديافت گردي دريپزشک

) شرکت مرک( دکستروز آگار استاندارد ينيب زميکشت س
گراد ي درجه سانت‐٢٠زر يدرصد درون فر١٥سرول ير گليز

ها در سطح پنج درصد با نيانگيسه ميمقا. دي گردينگهدار
  .دانکن صورت گرفتاستفاده از آزمون 

 و تعيين جمعيت باكتري باكتري آغشته سازي بذور به
  روي بذور تيمار شده

با  .)٣٠ (بذور لوبيا مطابق روش ولر و کوک تيمار شدند
 واحد ٣× ١٠٨اين روش جمعيت باكتري بطور متوسط  به 

 گرم بذر، محتويات ٥٠به ازاء هر . دهنده كلني رسيدتشكيل
ليتر ميلي ٢٥چهارتشتك پتري حاوي باكتري رشد يافته در 

 تعيين ميزان يبرا. محلول يك درصد سلولز ريخته شد
 عدد بذر تيمار شده در يك هاون ١٠جمعيت باكتري، 

. رد شد خ٢/٧ ميلي ليتر بافر فسفات با اسيديته ١٠٠حاوي 
  ١٠‐٤، ١٠‐ ٣، ١٠‐ ٢هاي مختلف  ک دهم ميلي ليتر از رقتي

 روي محيط كشت كينگ ب پخش گرديد و پس از ١٠‐٨تا 
ها با شمارشگر كلني ميزان واحد تشكيل دهنده رشد باكتري

  .محاسبه شد) cfu(كلني 
 ي  فاکتورهاي و برخيماري کنترل بي بر روير باکتريتاث

   قارچا درخاک آلوده به يرشد لوب
ل وهمکاران  استفاده يبراي انجام اين آزمايش از روش ک

  P. fluorescensن يسه، از چهار استري مقايبرا. )٢٠ (شد
سپس در .  استفاده شدBacillus subtilisن يک استريو 

نگهداري (چهارده روز بعد . هر گلدان ده عدد بذر كاشته شد
گلدانها )  ساعت روشنايي١٦گراد، ي درجه سانت٢٢در شرايط 

شامل مورد ارزيابي  يهاپارامتر. مورد ارزيابي قرار گرفتند
 علائم شانکر و ياهان داراي، تعداد گيزن جوانهييدرصد نها

ا پس از چهار ي لوبيهاشهيوزن تر بوته و طول ر،  يريبوته م
مارگر به عنوان شاهد ي آلوده به قارچ بيمارهاياز ت. هفته بود

 بودند به ي از قارچ و باکتريه عار کييآلوده و از گلدانها
ن گلدانها، دو گرم يدر تمام ا. عنوان شاهد سالم استفاده شد

تر آب مقطر سترون ي ليليک مي بذر ارزن کاملا جوانه زده و
براي هر تيمار سه تكرار در . ش استفاده شدي آزمايدر ابتدا

اين آزمايش دو مرتبه در . يك طرح كاملاً تصادفي بكار رفت
ها با استفاده از نيانگيسه ميمقا. ط يكسان تكرار شدشراي

  .دانکن در سطح پنج درصد صورت گرفتآزمون 
  اياه لوبيش رشد گي در افزاير باکتريسه تاثيمقا

 مطابق روش ولر و کوک  ي بذور به باکتريآغشته ساز
 که در قسمت ي مخصوصيهادرون لوله .)۳۰( انجام شد
متر ماسه ي سانت۸۰ه اندازه  مخزن آب بودند، بيانتها دارا
تر آب مقطر سترون به ي ليليسپس دو م. خته شديسترون ر
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 ي جوانه زني اضافه شد تا رطوبت لازم براها ک از لولهيهر 
ز ي لوله نيآب موجود در قسمت انتها. ن گردديبذور تام

 ين عمل برايا. نمودياه را فراهم مياز رشد گيرطوبت مورد ن
.  بودي از سطح بذر ضروري باکتر از شسته شدنيريجلوگ

مار چهار ي هر تيبرا(ک عدد بذر قرار گرفت يدر هر لوله 
با  که يمعمول مار شاهد، از بذريدر ت). تکرار استفاده شد

 يضدعفونقه ي درصد به مدت سه دق۵/۲م يت سديکلروپيه
ها پس از پوشاندن سر لوله. دي شده بود استفاده گرديسطح

گراد قرار داده ي درجه سانت۲۲ يدر دما راسترون آنها  با پنبه
 يهاشه و وزن تر بوتهي ريزان رشد طوليو پس از دو هفته،م

ها نيانگيسه مي مقا.ديسه گرديگر و با شاهد مقايکديا  با يلوب
  .دانکن در سطح پنج درصد صورت گرفتبا استفاده ازآزمون 

  
  جينتا

  ي باکتريجداساز

 و يط آگارمغذيمحها در يسه رشد همزمان باکتريمقا
کسان خاک يک سوسپانسون ي از TB-T يط اختصاصيمح

را تعداد ي ز؛ را نشان دادTB-T ي قدرت انتخابيرشد، بخوب
. نديط رشد نماين محي ايها توانستند روي از باکتريمحدود

با . ط رشد نکردين محي اي روي گرم مثبتيچگونه باکتريه
و  از نظرشکل افتهي رشد يهايتوجه به مشابهت کامل کلن

ه يکسان بودن آنها، با استفاده از آزمون اولي و احتمال رنگ
ک ي، ي باکتريهاهي، از مجموع جداين قدرت بازدارندگييتع

 داشت يجاد هاله بازدارندگين قدرت را در ايشتريه بيجدا
 يشهايست انتخاب و در آزمايه آنتاگونيکه به عنوان جدا

  . قرار گرفتي مورد بررسيليتکم
ص يتشخ و Burkholderia يباکتر يافتراق اتيوصخص
  گونه

ن ي شده از نظر واکنش گرم و همچني جداسازيباکتر
ن يا. باشديداز مثبت مي بوده و اکسي، منفيرهوازيرشد غ
د ي تول وگراد رشد کردي درجه سانت۴۰ ي در دمايباکتر

ط ي محيرو. نگ ب نکرديط کي محيرنگدانه فلورسنت رو
YDCر فلورسنت نمود و در ي غيرنگدانه آبک يد ي  تول

 يهايگراد کلني درجه سانت۳۰ يط در دماين محيهم
ن يبراساس ا. جاد ننمودي ايا نارنجيد به رنگ زرد ييموکو

 يهايو مطابقت با جدول مشخصات جنس در باکترهاواکنش

ص ي تشخ Burkholderia مورد نظر يجنس باکتر ،ياهيگ
 يها مربوط به گونهياهيژگي ويبررس). ۲۷ (داده شد
  ن جنس نشان داد که گونه مورد نظر مربوط بهيمختلف ا

B. cepaciaيهار گونهين گونه برخلاف سايا .باشدي م 
 يرهوازي قادر به رشد غBurkholderiaمتعلق به جنس 

ن يبراساس منابع موجود ا. )۱۲ (باشديط گلوکز نمي محيرو
شتر آنها ي مثبت و ب، کاتالازي قطبيها تاژکي دارايباکتر
گمان فلورسنت يط بدون آهن، پي اند و در شراي اجباريهواز
لازم به ذکر است که براساس اطلاعات .  کننديد نميتول

ران ين جنس و گونه در اي ايي و شناسايموجود، جداساز
    .رديگين بار صورت مي اوليبرا
 در يماري از رشد قارچ عامل بيري در جلوگير باکتريتاث

  يشگاهيط آزمايشرا

  يشود باکتريده مي د۱همانگونه که در شکل شماره 
B. cepaciaاز رشد قارچي توانست بخوب R. solani   يرو 

   .دي نمايريط کشت جلوگيمح
  

  
   ايجاد هاله  ممانعت از رشد قارچ عامل‐۱شکل 

 بيماري روي محيط آگار
  

  ي ضدقارچيهاتيد متابوليتول

  يباکتر استفاده،  مورديفي کيهااساس روش بر
B. cepacia د پروتئاز يآگار تول ريش ط پودري محي بر رو

. د پروتئاز استي  نشانه توليرنگ اطراف کلنيهاله ب. نمود
ز به اثبات ي نين باکتريدروژن توسط  ايد هيانيد سيتول
د از ياني آغشته به معرف سير رنگ کاغذ صافيي تغ.ديرس

ن گونه ين ماده درايم اد کيرنگ زرد به رنگ کرم نشانه تول
 به اثبات ين باکتريد سلولاز در ايتول). ۲شکل(باشد يم

جاد هاله ي اCASط کشت ي در محين باکتريا. دينرس
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). ۳شکل(است  فورودريد سي رنگ نمود که نشانه تولينارنج
ن که ي نوع سودوباکتيفورهاودريس فور برخلافودرين سيا

ت يشوند خاصيد مي فلورسنت توليله سودوموناسهايبوس
  .فلورسنت ندارد

  

  
   توليد سيانيد هيدروژن‐  ۲ شکل

  

  
  CAS روي محيط سيدرفور  توليد ‐  ۳ لشک

 
  اياه لوبيش رشد گي در افزاياثر باکتر

شود اغلب يده مي د۲همانگونه که در جدول شماره 
 مورد استفاده، چهار هفته پس از کاشت اثر قابل يمارهايت

) شهيها و طول روزن تر بوته (اهي رشد گي رويملاحظه ا
 يهاهير در جدايثأن تيشه بهتريطول رشيدرموردافزا.داشتند

B. subtilisو Pf-26  يباکتر. مشاهده شد B. cepacia  
متعلق به گونه ( Pf-17و Pf-3 يهاهيجدابه همراه 

Pseudomonas fluorescensون يافت شده از کلکسي در
در  ) دانشگاه تهرانيپزشکاهيگروه گباكتريهاي آنتاگونيست 

  ي رويدارير معني  تاثPf-1ه يجدا.  قرار گرفتنديرتبه بعد
 باعث کاهش طول Pf-2ه يجدا. شه نداشتيش طول ريافزا

ر در ين تاثيبهتر ا،ي لوبيهانظر وزن تر بوته از. ديها گردشهير
 .ده شديد Pf-26 و  B. cepacia  ،B. subtilis يهاهيجدا

ها ش وزن تر بوتهي افزاي رويه تنها اثر  نPf-2 هيجدا
رسد ينظر مه ب. ديز گردينداشت بلکه  باعث کاهش آن ن

ل ي از قبي سميهاتي متابوليد برخي  با تولPf-2ه يجدا
ن يد ايتول. اه داردي رشد گي روير منفيدروژن، تاثيد هيانيس

 ه ثابت شده استين جداي در اي قبليشهايت در آزمايمتابول
)۱(.  

ا درخاک آلوده ي رشد لوبي فاکتورهاي بر روير باکتريتاث
  ط گلخانهي در شراR. solaniبه 

 مارگريب ط گلخانه در حضور قارچيها در شراير باکتريتاث
ا چهار هفته ي لوبيهاشه  و وزن تر بوتهيش طول ريدر افزا

ر يش از نظر تاثين آزمايا. دي گرديپس از کاشت بررس
 و يماريست در کنترل بين آنتاگويهايهمزمان باکتر

ج نشان داد که ينتا.  داردييت بسزاياه اهميش رشد گيافزا
،   B. cepacia يهاي شود به باکترير مربوط مين تاثيبهتر

B. subtilis ه ي و جداPf-26قرار يک گروه آماري   که در 
 قرار گرفت و ي در رتبه بعديي به تنهاPf-1ه يجدا. گرفتند

. جاد کرديا اي لوبيش وزن تر بوته هايفزاا  در يداريمعناثر 
ن ي اي روير قابل قبوليز تاثي  نPf-17 و Pf-3 يهاهيجدا

اه ي رشد گي روي داري اثر معنPf-2ه يجدا. پارامتر داشت
ط گلخانه در يها در شراير باکترياز نظر تاث). ۳جدول(نداشت 

 يمارهايشه، تي طول ري بر رويماريعامل ب حضور قارچ
ر در ين تاثيبهتر.  داشتنديداريمعنفاده اثرات مورد است

ده شد که به همراه ي دPf-26ه يو جدا B. subtilis  يباکتر
  يباکتر.  قرار گرفتنديک گروه آماريشاهد سالم در 

B. cepacia ه ي و جداPf-1قرار گرفتندي در رتبه بعد  .
 طول ي روير قابل قبوليز تاثي  نPf-17  و Pf-3 يه هايجدا

 ي روي داريز اثر معنينجا ني در اPf-2ه يجدا. داشتندشه ير
ک يشه  نداشت و به همراه شاهد آلوده در ي ريرشد طول
 مورد استفاده در يهايتمام باکتر.  قرار گرفتنديگروه آمار

-  توانستند قدرت جوانهPf-2ه ي جدايق به استثناين تحقيا
  ياهير مربوط به باکترين تاثي بهتر.ش دهندي را افزايزن

B. subtilis  ،B. cepacia يهاهي جدا و Pf-1 و Pf-26  
 ي روير قابل قبوليز تاثي  نPf-17  و Pf-3 يهاهيجدا. بود
 باعث ي اندکPf-2ه يجدا.  بذور داشتنديزنش جوانهيافزا

ک ي شد و به همراه شاهد آلوده در يزنکاهش قدرت جوانه
استفاده در  مورد يمارهاير تياز نظر تاث. گروه قرار گرفت
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ط گلخانه چهار هفته پس از کاشت، ي در شرايماريکنترل ب
ک از يچ يشود هيده مي د۴ )نمودار (همانگونه که در شکل

 ي ممانعت کنند وليماريها نتوانستند بطور کامل از بيباکتر
ا ياه لوبياد ازگينها توانستند از حد کم، متوسط تا زآ يهمگ

تمام .  محافظت کنندR. solaniدر خاک آلوده به قارچ 
  و  B. subtilisيهاي مورد استفاده شامل باکتريمارهايت

B. cepaciaيهاهي از جدايز تعدادي و ن P. fluorescens  
. ط گلخانه بشوندي در شرايماريتوانستند باعث کاهش ب

کش چکه به همراه قار  Pf-1  بهشودير مربوط مين تاثيبهتر
PCNBيهاهيجدا.  گرفتند قراريک گروه آماري   در  

B. subtilis و  B. cepaciaز ي و نPf-3 پس از  Pf-26 
ن يکمتر). bگروه(  واقع شدنديدر رتبه بعد) abيگروه آمار(

  .دي مشاهده گردPf-17  و  Pf-2يهاهير در جدايتاث
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  با ساير باکتريها B. cepaciaباکتري   مقايسه تاثير‐ ۴ شکل

درصد . ري در شرايط گلخانهکاهش بيما  درPCNBکش و قارچ
چهار هفته تعيين شد و   پس از(stand)سرپا  گياهان سالم و

.  درصد مقايسه گرديد۵براساس آزمون دانکن در سطح 
  .هرميانگين حاصل دو آزمايش مستقل از يکديگر مي باشد

 
  بحث 

 مختلف يهااز جنبه Burkholderia cepacia يباکتر
ل يقب  ازي علميهااز رشته يارين در بسيمورد علاقه محقق

سازمان حفاظت .  قرار داردي و کشاورزي، صنعتيپزشک
ک قارچکش ين گونه را به عنوان يکا ايست امريط زيمح
 به ثبت رسانده  و اجازه استفاده از آنرا در سطح يستيز

 از ياهي گيمارگرهاي از بياري کنترل بسيمزارع و باغات برا
ن ير ايتاث. انسته است مولد غده مجاز ديجمله نماتدها

 يهايماريب  خاکزاد،يمارگرهاي در کنترل اغلب بيباکتر
 ي در کشورهايانبار يهايماري بي و حتيي هوايهااندام

 از آنها در يده است که به تعداديمختلف به اثبات رس
از ي پي روين باکتري اييزايماريب. مقدمه اشاره شده است

 ؛ردي آن صورت گي رويشتريکند که مطالعات بيجاب ميا
ز از يق نين تحقي مورد استفاده در اينکه، باکتريبخصوص ا

 شده ي جداسازsour skinاز مشکوک به علائم ي پيهانمونه
ش در ي سال پ۵۷ يمارين بيلازم به ذکر است که ا. است

با توجه به خطرات  .)۷ (از گزارش شده استيا از پيدن
 يازهاي به مصرف پيتوجهي انسان، بين گونه براي اياحتمال

 در جامعه يريآلوده به آن  ممکن است صدمات جبران ناپذ
ت ضد يق حاضر، فعاليالبته در تحق. به دنبال داشته باشد

 يباکتر.  قرار گرفته استي مورد بررسين باکتري ايقارچ
Burkholderia cepacia ک گونه مرکب ي درحال حاضر

(complex)ژنومووار ۹  آنيشود و تاکنون براي محسوب م 
. شنهاد گونه شده استي از آنها پي برخي شده که براشناخته

ن گونه ي اي از ژنومووارهايبا توجه به احتمال دخالت بعض
 لازم صورت هاي اطي لازم است احتي انسانيدر عفونتها

 ي استفاده شود که سلامت آنها روييهاهيرد و از جدايپذ
 ياهيحال حاضر جدادر . د قرار گرفته باشدييانسان مورد تا

در اطراف کرج از ي پک مزرعهيق از ين تحقيکه در ا
 ي و بهداشتيمنيت نکات اي شده است با رعايجداساز
 يق براين منظور مطالعات دقي ايبرا.  شودي مينگهدار

ن گونه در دستور ي ايکي و ژنتييايميوشي بيهايژگين وييتع
ط به قات مربوين لازم است تحقيهمچن. کار قرار دارد

 مختلف خاک، آب، مواد يهاطي از محي باکتريجداساز
رد تا ي در دستور کار قرار گيکيني کليهاز نمونهي و نياهيگ

ت ازت از يتثب. ن گردديين گونه در سطح کشور تعيگستره ا
 جنس يهاار مهم اغلب گونهي بسيهايژگيو

Burkholderia  ش ين نظر در افزايشود و از ايمحسوب م
تواند مورد يها موميزوبي همانند ريلات زراعرشد محصو

نده ي از آلاياريه بسي تجزين برايهمچن. ردياستفاده قرارگ
 يست قابل توجه جديط زي و حفظ سلامت محييايميش

 گلوکز يه دارايط پايک محي شامل TB-Tط يمح. هستند
ن به عنوان تنها منبع يبه عنوان تنها منبع کربن و آسپاراژ

ب يط بر اساس ترکين محي ايقدرت انتخاب. شدبايتروژن مين
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-ي م۵/۵ته يدي با اس(T)ن يکليتتراسا  و (TB)پان بلويتر
ن ي اي برايط انتخابيک محي ۱۹۸۲ در سال البته قبلاً. باشد

 ي جداسازي که براTB-Tط يمح. )۵ ( شده بوديگونه معرف
 از خاک مورد استفاده قرار گرفت از قدرت ين باکتريا

 ياري که در بسينحوه  برخوردار بود بييار بالاي بسيانتخاب
 يچگونه باکتري آن کشت داده شد هي که روييهااز نمونه

 که همزمان ييهاي از باکترياريبعلاوه، رشد بس. رشد نکرد
 رشد يط آگار مغذي محي، روي مورد بررسيهااز نمونه

ر از يها به غير باکتري نشان داد که سايکرده بودند بخوب
- يط مذکور نمي محي قادر به رشد روB. cepacia يباکتر
 .B که متعلق به گونه ييهاهي درصد از جدا۲۵حدود . باشد

cepaciaط رشدي محيستند روي ن TB-T  کننديمرشد 
 يهوازيرشد ب (يديک آزمون کليها با ين باکتري ا.)۱۲(

 ين آزمون برايا. ک هستنديقابل تفک) ط گلوکزي محيرو
 تا ۱۰۱ يلذا از رقت ها. باشدي ميمنفB. cepacia    گونه
 گونه ي جداسازيتوان براي مي از نمونه خاک براحت۱۰۳

 از تنوع يين گروه درجه بالاي اياعضا .مذکور استفاده کرد
-يک را نشان ميولوژي بيهايژگيک و وي کاتابوليهاتيفعال

ن يکننده ا زي متمايها از واکنش۸ته يديرشد در اس .دهند
 ر برخلاف گونهي گونه اخ.باشدي مB. gladioliاز گونهگونه 

B. cepaciaن دو يا. باشدي ميداز، منفي از نظر واکنش اکس
. گر مشابه هستنديکديات با ي از خصوصياريگونه در بس

   گونهين تست استفاده از قند تارترات برايهمچن
B. cepaciaگونه ي و براي منف B. gladioli مثبت 

 يهشت برا و چهار يهاتهيدي در اسياکتررشد ب. باشد يم
B. cepaciaگونهي مثبت و برا B. caryophylliي منف 

 يبرا ر مثبت وي گونه اخيدرولاز براين دهيتست آرژن .است
ز در ي نB. glumaeگونه . باشدي مي منفB. cepacia گونه

 يدرولاز براين دهيکند و تست آرژنيته چهار رشد نميدياس
 .B يهالوز برا ياستفاده از قند تر. باشديز مثبت ميآن ن

cepaciaگونه ين تست برايکه ا ي مثبت بود در حال B. 
plantariiيجير نتايز ساين اساس و نيبرا.باشدي مي منف 

ات يسه با خصوصيشود و مقاي مشاهده م۱جدول  که در
، وجود گونه )Burkholderia ) ۲۷  مختلف جنسيهاگونه

B. cepaciaن دو ياز ب .باشدي مي قطعيررسن بيا  در  

خصوصيات فيزيولوژيکي و بيوشيمايي  ‐۱ جدول
Burkholderia cepacia  

  هاي بيوشيمياييواکنش نوع واکنش 
+  Levan 
+  Oxidase 
+  Nitrate reduction 
+  Potato rot 
-  Anaerobic growth on glucose 
- Arginin dehydrolase 
-  HR 
+  Growth at 4oC 
+  Growth at 41oC 
+ Growth at 3% NaCl 
-  Gelatin hydrolasis 
-  Starch hydrolasis 
+  Pyocyanin  
-  Colonies yellow  on  YDC     
-  Colonies mucoid   on YDC at  30oC    

Utilization of  
+  L-arabinose 
+  L-valine 
+  D-galactose 
+ D-sorbitol 
+  Trehalose 
+  Sorbitol 
v Glycine                                                      
+  M-Inositol 
+  Sucrose 
+  -alanineβ  
+  Adonitol 
v Lactose                                                      
- D-tartrate 
-  Sodium tartarate 
+  Growth at pH 4 
+  Growth at pH 8 
-  Growth at pH 9 
+  Diffusible non-fluorescent pigments on KB 

V:21-79% 
 

 ي بررسيت براي که در نهاB.cepaciaه مختلف يجدا
آنها در   شد،  يکی  از دهي برگزيستيات آنتاگونيخصوص
کنترل قارچ   دريا قابل ملاحظهيي تواناي مقدماتيهاآزمون

R. solani  مورد  بعدی تمطالعا از خود نشان داد و در
 ه ازيک جدايسه با ي در مقاين باکتريا .استفاده قرار گرفت

B. subtilis يهاهيجدا  ازيتعداد وP. fluorescensج ي نتا
 يش رشد برخيافزا  ويماري از نظر کنترل بيقابل قبول
ط گلخانه در خاک آلوده به ياه در شراي رشد گيپارامترها



 ۸۹  ... عامل مرگ گياهچه لوبيا Rhizoctonia solani Kuhnرچ کنترل بيولوژيکي قا: احمدزاده و همکاران  

ط خاک سترون يدر شرا. ن داد  از خود نشا R. solaniقارچ
  ، اثر ي مصنوعيچگونه آلودگيو بدون ه
ها بر رشد لوبيا در شرايط  بررسي تاثير ريزوباکتري‐۲جدول 

  عاري از بيمارگر
  باکتريها  )گرم (وزن تر)     سانتيمتر(طول ريشه 

      گروه آماري    گروه آماري

b  ۶۷/۹  A ۲۹۳/۳  B. cepacia 
a  ۳۳/۱۱  A  ۲۴۷/۳  B. subtilis 126  

cd  ۶۷/۵  B  ۷۴۷/۲  Pf-1  
c  ۴۸/۶  C  ۸۳۳/۱  Pf-2  
b  ۸۳/۹  Ab  ۹۸۳/۲  Pf-3  
b  ۶۷/۹  Ab  ۹۹۰/۲  Pf-17  
a  ۱۴/۱۲  A  ۱۸۵/۳  Pf-26  
c  ۵۰/۶  B ۷۸۱/۲  (control)شاهد  

وزن تر برحسب . است) دو آزمايش مستقل(هر عدد ميانگين سه تكرار  ‐
گيري تيمتر پس از چهار هفته اندازهها برحسب سانگرم، و طول ريشه

-محاسبات آماري براساس آزمون دانكن در پنج درصد مي.  شده  است
  .باشد

  

ش يشه و افزاي ريش رشد طولي در جهت افزاين باکتريا
ا چهار هفته پس از کشت به اثبات ي لوبيهاوزن تر بوته

ن ي ايا روي که در دنيقاتي از تحقياريج با بسين نتايا. ديرس
اشاره شده برخي از آنها مقدمه به   صورت گرفته و دريباکتر

- هير جدايدوار بود که سايتوان امي داشته و مياست همخوان
 ياهي گيها از نمونهين گونه که در مراحل بعدي ايها

. ز از خود نشان بدهندي نيج بهتري خواهد شد نتايجداساز
رد يپذيمن بار صورت ي اوليران براي در اين باکتريگزارش ا

نه يزم تر، و جامعشتريقات بيد است با ادامه تحقيو ام
  . از آن فراهم گرددي عمليهااستفاده

  
  يسپاسگزار

اعتبارات گرنت شماره  ازبا استفاده ق ين تحقيا
س ي پرديپژوهش و فناور معاونت ۰۱/۱/۷۱۱۰۰۲۴

  . دانشگاه تهران انجام گرفته استيعي و منابع طبيکشاورز
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