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  دهیچک
بـه  . باشـد یا م ـی سـو يهـا يمـار ین بی از مهم تـر یکی ،Macrophomina phaseolina با عامل ی زغالیدگی پوسيماریب

 و یی هـوا يهـا زوسـفر، انـدام  ی از ريه بـاکتر  ی جدا 280،  يمارین ب یست در کنترل ا   ی آنتاگون يهاي اثر باکتر  یمنظور بررس 
ه ی ـ نـشان دادنـد کـه نـه جدا    یستی ـت آنتاگونیه خاص ـی جدا89ان، ین میاز ا.  شديا جدا و خالص ساز   یشه سو ی ر يهاگره

ک ی ـ و Pantoea agglomerans (synonym: Erwinia herbicola)ه ی ـک جدای ـ، .Bacillus sppه ی ـشامل هفـت جدا 
 انتخـاب  ياشهی ـ درون شيها آزمونيبرادرصد  50 ي بالای با بازدارندگbiov.I Pseudomonas fluorescens ،هیجدا

، در آزمـون   درصـد 5/34بـا   P. agglomerans (ENA)بات فرار، جدایه ید ترکیج نشان داد که در آزمون تولینتا. شدند
ع ید ترشـحات مـا  ی ـو در آزمـون تول درصـد   100 با BIA, BL) BDQ,  (BIN, Bacillusهايک، جدایهیوتی بید آنتیتول

 M. phaseolina ین تـاثیر را در کـاهش رشـد میـسلیوم    یشتریبدرصد  29/75 با Bacillus (BL)ه ی جدايااختهیبرون 
 را یین توانـا یشتری ـمتـر ب یل ـی م8/23 به قطر يای نارنجد هالهی با تول  ENAه  یر جدا دروفوید س یدر آزمون تول  . دارا بودند 

د ی ـ تولیی تواناP. fluorescens  (P2FB)هی تنها جدا،دیک اسیندول استید ایدر آزمون تول. نشان داددروفور ید سیدر تول
 افتـه یجهش هاي ژنوتیپ، يا گلخانه يهاشیها در طول آزما   ستیت آنتاگون یش جمع ی و پا  یابیبه منظور رد  .  را دارا بود   آن

 و يپ والـد ین تی دار بیها، عدم تفاوت معنهی جدایستی توان آنتاگونیابی ارزيهاآزمون. دیه گرد یک ته یوتی ب یمقاوم به آنت  
 مـراز  ی پل ـيارهی ـ در واکـنش زنج PrnAF/PrnAR ی اختـصاص ياستفاده از آغازگرها.  را نشان داد افتهیجهش  ژنوتیپ  

 .P و Bacillus (BIN)افتـه  ی و جهـش  ي والـد يهـا هی ـن در جدایتـر یرول نی ـک پی ـوتی بی ژن کد کننـده آنت ـ یابید ريبرا
agglomerans (ENA)افته ی و جهش يه والدی، نشان داد که تنها جداENAباشدین را دارا میتریرول نی ژن کد کننده پ. 

  
 ،کی ـولوژیافتـه، کنتـرل ب  ی و جهـش  ي والـد يهـا هیا، جدای سو ی زغال یدگیست، پوس ی آنتاگون يهايباکتر: يدی کل يهاواژه

Macrophomina phaseolina  
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Abstract 

Charcoal rot caused by Macrophomina phaseolina, is considered to be one of the important diseases 

of soybean. Two hundred eighty strains of bacteria were recovered from rhizosphere, phylosphere 

and nodules of soybean and purified on NA media. Eighty nine of these strains displayed 

antagonistic ability using dual-culture tests against pathogen, of which, nine strains with high 

antagonistic effect (>50%), seven strains as Bacillus spp., one strain each belonging to Pantoea 

agglomerans and Pseudomonas fluorescens biov. I, were selected for in vitro tests. Results of 

volatile metabolites assays indicated that P. agglomerans (ENA) isolate with 34.5%, in antibiotic 

test, BIA, BL, BDQ and BIN (Bacillus spp.) isolates with 100% and in cell free culture test Bacillus 

(BL) isolate with 75.29%, were the most efficient isolates in reducing mycelial growth of the 

pathogen. Siderophore test showed that ENA isolate produced the highest amount of siderophore 

(23.8 mm in diam). P. fluorescens (P2FB) isolate was the only isolate produced IAA. To determine 

the population dynamics of antagonists during greenhouse experiments, mutants of antibiotic 

resistant were obtained. In antagonistic assays, mutants and wild types were not significantly 

different. Using specific primers (PrnAF/PrnAR) in wild types and mutants of Bacillus BIN and P. 

agglomerans ENA for detecting antibiotic-encoding genes of pyrrolnitrin indicated that the ENA 

strain carried gene for encoding pyrrolnitrin  
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  مقدمه
شه و ی ـا کـه ر ی سـو يزایمـار ین عوامـل ب ی از مهمتـر  یکی

ــهورد طوقــه را مــ ــرار مــحمل ــارچ خــاکزادی ق ــد ق  ده
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid  عامل ،

، يمـار یت بی ـل ماهی ـ دلهب ـ. باشـد ی م ـی زغـال یدگیپوس ـ
 آن یتیپروفسـا  يمارگر و توان بالایودن قارچ ب ب يخاکز

ترلـی کمـی بـراي آن وجـود        کن يهـا در خاك، استراتژي  
گرفتــه شــده، همچــون  بکــار ی کنترلــيهــاد و روشدار

حفـظ  ا در مزرعـه و      یهش تـراکم سـو    کـا ،  یتناوب زراع 
کرواسـکلروت  یزان م ی ـم کاهش   يرطوبت خاك، نوعا برا   

شه ی ـرنوکلـوم بـا     یه حداقل رساندن تماس ا    در خاك و ب   
لهـدا و    و   1975ر  ینکلاینگـرا و س ـ   یده (باشـد یم ـ زبانیم
ل عـدم  ی ـ به دل ییایمیاستفاده از مواد ش   . )2003ان  مکاره

 ی مناســب کــه بتوانــد گیــاه را ازیوجــود عوامــل شــیمیا
پیرسـون و  (ده است نبو یمارگر حفظ نماید عمل یصدمه ب 

گ ی و وراتـر و کنـد  1995ر  زیانگ و ک  یس،  1984همکاران  
با توجه به مشکلات متعددي که در زمینه کنتـرل   .)1998

ــا ــل طبیعــی  مــارگر وجــود دین بی ارد، اســتفاده از عوام
هاي آنتاگونیست مورد توجه محققـین      بخصوص باکتري 

نـه بـه دسـت      ین زم ی ـ نیز در ا   ییهاقرار گرفته و موفقیت   
 صـدمات وارده    ،1هاي محرك رشد گیاه   باکتري. آمده است 

 نـوع  هاي گیاهی را توسـط چنـد  به گیاهان از سوي بیمارگر   
:  جملـه  م ازی مستقریا غیم یمکانیسم مختلف به صور مستق

ــتثب ــون یت نی ــنتز هورم ــروژن، س ــات ــ گيه ــح یاهی ، ترش
  ،3 و پیـــووردین2ی ماننـــد پزودوبـــاکتینیهـــاســـیدروفور

 دي اســـتیل – 4و  2ی چـــون یهـــابیوتیـــکســـنتز آنتـــی
 و 6، پیـــرول نیتـــرین 5هـــا، فنـــازین4فلوروگلوســـینول

قـارچی بـا وزن     هـاي ضـد     ، سـنتز متابولیـت    7پیولوتئورین
ــو ــامولکـ ــییلی پـ ــد سـ ــد هیانین ماننـ ــاه 8دروژنیـ   در گیـ

                                                
1 Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) 
2 Pseudobactin 
3 Pyoverdin 
4 2,4-Diactyle phloroglucinol (2,4-DAPG) 
5 Phenazine 
6 Pyrrolnitrin 
7 Pyoluteorin 
8 Hydrogen cyanide (HCN) 

ــا مهــار مــی    .)1990  و همکــارانچــت(کننــد کــاهش داده ی

ــاران ــال و همکـــ ــاری ب)2001 (پـــ ــيمـــ   یدگی پوســـ
 را در ذرت، توســط M. phaseolina ازی ناشــیزغــال

 MR-11)2( و  Pseudomonas sp. EM85يهاهیداج
شگاهی کنتـرل  ی ـط آزمای در شرا.MRF Bacillus spو 

 اسـتفاده شـده توسـط       یوکنترلی ـ ب يهـا  سمیانمک. کردند
ک، یوتی بید آنتی تولPseudomonas sp. EM85ه یجدا
 فلورسـنت،   يهـا گمـان یدروژن و پ  ید ه یانیدروفور، س یس

،  کی ـوتی بید آنت ـی ـ تول.MR-11 Bacillus sp)2(ه یجدا
ــارچ یســ ــ و جدایدرفور و مــواد فــرار ضــد ق  MRFه ی

Bacillus sp.ان ی ـ ب کی ـوتی بیدروفور و آنت ـید س ـی ـ تول
 Rhizobium يهـا هی جدای بازدارندگيهاسمیمکان. شد

melilotiه ی بر علM. phaseolinaاهـان  ی جدا شده از گ
ــادام زم ــیب ــارانین ــ تول)2001 ( توســط آرورا و همک د ی

گوپتـا و  . دیگرد یدروفور معرفی و سدیک اسیندول است یا
 در P. fluorescensست یر آنتاگونی تاث)2002(همکاران 

  از ی ناش يماری و کاهش ب   ینیاه بادام زم  یش رشد گ  یزااف
M. phaseolinaــه دل ــ را بـ ــل تولیـ ــیـ فور دروید سـ

 دیک اس ـ یندول است ی و ا  دروژنید ه یانیدروکسامات، س یه
 يق جداسـاز ین تحقین اساس هدف از ایبر ا. ان کردند یب

 M. phaseolinaه یست موثر بر علی آنتاگونيهايباکتر
ا، یشه سـو ی ـ ريهـا  و گـره ییهوا يهازوسفر، اندامیاز ر 

ها، هین جدا ی ا یستی آنتاگون يهاسمی مکان ی برخ ییشناسا
جـاد مقاومـت    یست با ا  ی آنتاگون يهاهینشاندار کردن جدا  

 یهــا در طــت آنیــش جمعی پــايک بــرایــوتی بیبــه آنتــ
 ی وجود ژن کد کننده آنت     ی و بررس  يا گلخانه يهاآزمون

  . باشدیا مهستیتاگونن در آنیتریرول نیک پیوتیب
  

  هامواد و روش
  مارگريه بيه جدايته

 M. phaseolina یه قـارچ ی ـق از جدای ـن تحقیدر ا
(M21)    ن آبـاد  یا و منطقـه حـس    یاه سـو  ی ـ جدا شده از گ

 انجـام   ییزایمـار ید، که در آزمـون ب     یگرگان استفاده گرد  
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ــه عنــوان  ــارچیــن جدایزاتریمــاری از بیکــیشــده ب  یه ق
  .)1387 یواصب(شناخته شد 

  
  ستي آنتاگونيهاي باکتري و خالص سازجدا

 سالم،  يهازوسفر بوته یه ر ین منظور از خاك ناح    یبد
 يا نمونـه بـردار    یشه سـو  ی ر يها و گره  یی هوا يهااندام
ه ی ـ ته یالی سـر  يهـا  خاك موجود رقت   يهااز نمونه . شد

 پخـش  ،1نـت آگـار  ی، نوتر يط آگار مغذی محيشده و رو  
، بـرگ   یی هوا يهادامها از ان  ي باکتر ي جداساز يبرا. شد

 آب مقطر سترون به  ي حاو يهاا در فلاسک  یو ساقه سو  
ــدت  ــم ــاعت روی ــيک س ــاکری ش ــه یدور در دق 150  ب ق

ــدار ــس ينگه  يون حاصــله روی شــدند، ســپس سوسپان
-ي باکتر ي جداساز يبرا.  پخش شد  نت آگار ینوترط  یمح

 یو ضـد عفــون شه، پـس از شـستن   ی ـ ريهـا هـا از گـره  
ر تـشتک سـترون لـه شـده و          هـا د  ها، گره شهیر یسطح
.  پخـش شـد  نـت آگـار  ینوترط ی مح ـ يها رو ات آن یمحتو
 ي سـاعت در دمـا     48 تـا    24 بـه مـدت      ي پتـر  يهاتشتک

 شــده و مشخــصات ي نگهــداروسیدرجــه سلــس 1±26
بعـد  . )2001شاد و همکاران    (دیها ثبت گرد  يپرگنه باکتر 

ط کـشت،  ی در سـطح مح ـ ییای ـ باکتر يهـا از ظهور پرگنه  
 ی عمـوم  يه از نظر شکل، رنـگ و مرفولـوژ         ک ییهاپرگنه

 يدادنـد بـا سـه بـار مخطـط کـردن رو           یتفاوت نشان م  
  .  شدندي خالص سازنت آگارینوترط یمح

  
  ستي آنتاگونيهاهيانتخاب جدا

ست، آزمـون کـشت     ی ـ آنتاگون ي انتخاب نژادهـا   يبرا
 بـه صـورت   ي بـاکتر يهاهی قارچ با جدا  ی مقدمات 2متقابل

  .ت انجام گرفياچهار نقطه
  

  ي باکتريهاهيص جنس جدايهت تشخ جي افتراقيهاآزمون
 يهاست مورد استفاده در آزمون    ی آنتاگون يهاهیجدا

 گرم در پتاس سـه  يها بر اساس آزمون   ياشهیدرون ش 
                                                

1 Nutrient agar (NA) 
2 Dual culture 

، يهـواز ی و ب ـيل اندوسـپور، رشـد هـواز      یدرصد، تشک 
ا ی ـ زرد يهـا د پرگنـه ی ـ، تول یی هـوا  يهـا ومیسلیل م یتشک

گمــان فلورســنت ید پیــ، تول3YDCط ی محــي روینــارنج
د لــوان از ی ـتــرات، تولی نيای ـ ، اح4نــگ بی کطی مح ـيرو

ــســوکروز، ه ــیدرولی ــشاسته، ذوب ژلات ن، مــصرف یز ن
، 5، 2ترات، تحمل نمک طعام    ین، کاتالاز، مصرف س   یآرژن

 تا سـطح    8/6 و   7/5 بربرا pH درصد و رشد در      10 و   7
شــاد و همکــاران (ص داده شــدند ی تــشخ و گونــهجــنس
2001(.  
  

  يليآزمون کشت متقابل تکم
 و  یزان بازدارنـدگ  ی ـ م ین آزمون بـا هـدف بررس ـ      یا

 توسـط   ي هاله بازدارنده رشد   يدارین مدت زمان پا   ییتع
 72 و   24ست، بـه دو روش      ی آنتاگون يهاهیک از جدا  یهر  

 روز 21 بـه مـدت   ي پتـر يهـا تشتک. ساعته انجام گرفت 
زان یــ شـده، م ي نگهـدار وسیدرجـه سلــس  28 يدر دمـا 

ست و شـاهد    ی آنتاگون يمار حاو ی قارچ در ت   یرشد شعاع 
 ســوم، شــشم، نهــم، دوازدهــم، پــانزدهم و يدر روزهــا

 شـده و درصـد   يری ـکم کشت قـارچ، انـدازه گ      یست و   یب
 کی ـ قـارچ بـا اسـتفاده از رابطـه       یومیسلیکاهش رشد م  

ش در قالـب    ین آزمـا  ی ـا. دی ـه محاسبه گرد  ی هر جدا  يبرا
.  و سه تکرار انجـام شـد     ماری ت 10 با   یطرح کاملا تصادف  

با استفاده از  ش  ی به دست آمده از آزما     يهان داده یانگیم
یــک و پــنج درصــد احتمــال  در ســطوح 5LSD آزمــون
  .این آزمون دو بار تکرار گردید. شدمقایسه 

          ]1[                          IG = [ (C-T)/C ] × 100  

IG = قارچیومیسلی رشد میدرصد بازدارندگ   
C = قطر پرگنه قارچ در شاهد  
T = ماری قارچ در تنه قطر پرگ  

                                                
3 Yeast extract -dextrose CaCO3 (YDC)  
4 Kings B 
5 Fishers protected least significant difference (LSD) 
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 جدا شده در    يهاي باکتر يستي آنتاگون يهاسمي مکان يبررس
   يشگاهيط آزمايشرا

آزمون مطـابق روش   یبات فرار ضد قارچ   ید ترک یتول
 يهـا تـشتک .  انجام گرفـت   )ب 2005 (فرناندو و همکاران  

 روز   بـه مـدت سـه      وسیدرجه سلـس   28 ي در دما  يپتر
 از آب   ي بـاکتر  يمار شاهد بـه جـا     یدر ت .  شدند ينگهدار

 رشـد  یدرصـد بازدارنـدگ  . دیمقطر سترون استفاده گرد  
.  بـه دسـت آمـد      کی قارچ با استفاده از رابطه       یومیسلیم
مـار و  ی ت10 بـا  یش در قالب طرح کاملا تصادف  ین آزما یا

 بـه  يهـا ن داده یانگی ـسه م ی ـمقا. سه تکرار انجـام گرفـت     
ک و پـنج  ی ـ در سـطوح  LSDفاده از آزمون   دست با است  

 ين اساس گـروه بنـد  یمارها بر ایدرصد انجام گرفت و ت  
  .آزمون دو بار تکرار شد. شدند
  

  توليد آنتي بيوتيك
 قابــل نــشت در آگــار يهــاتیــد متابولیــ تولیبررســ
 و وزاست مطـابق روش کـر  ی ـ آنتاگونيهـا هی ـتوسط جدا 

ه مـدت سـه    ب ي پتر يهاتشتک. انجام گرفت ) 1990(لوپر  
گـراد نگهـداري شـده و        درجـه سـانتی    28روز در دماي    

 .رشدي قارچ پس از این مدت اندازه گیري شد قطر حلقه
آزمون در قالب طرح کاملا تصادفی بـا ده تیمـار و سـه               

درصـد بازدارنـدگی از رشـد میـسلیوم     . تکرار انجام شد  
 محاسـبه  )1( با استفاده از رابطه M. phaseolinaقارچ

هاي به دست آمـده تجزیـه و تحلیـل شـده و      دهدا. گردید
سـطوح    درLSD ها با اسـتفاده از آزمـون   تیمارمقایسه
آزمـون فـوق   . یک و پنج درصد صورت پـذیرفت    احتمال  

  .دیدو بار تکرار گرد
  

  يد مواد خارج سلوليتول
 رشـد کـرده در     يهـا ين آزمون بـاکتر   ی انجام ا  يبرا

 دور  6000ا  قـه ب ـ  ی دق 20 به مدت    ،1براسنت  ینوترط  یمح
به دسـت آمـده    2نیرونش. دندیوژ گردیفیقه سانتریدر دق

                                                
1 Nutrient broth (NB) 
2 Supernatant 

ــط ف ــایتوس ــولوژیکروبی ميلتره ــری م22/0ک ی  يکرومت
ر ی تـاث ی بررس ـيراب). 1984 لانگ و دوریس(سترون شد   

-ین ـیب زم یس ـ يهـا طی به دست آمـده، مح ـ     يهاعصاره
 يهــا درصــد عــصاره25بــا غلظــت   3آگــار-دکــستروز

ه فعـال   ی از حاش ـ  ییهـا سکیدسپس  . ه شد ی ته ییایباکتر
ــر    ــه قط ــارچ ب ــه روزه ق ــنج مس ــیپ ــریل ــط  مت    در وس

 عـصاره  يدر شاهد به جا. دی کشت گرد  ي پتر يهاتشتک
لتـر شـده اسـتفاده      ی ف نت براس ینوترط  ی از مح  ییایباکتر
درجــه  28 يهــا بــه مــدت ســه روز در دمــاکــشت. شــد
 شـدن زمـان     يبعـد از سـپر    .  شـدند  ي نگهدار وسیسلس

 قـارچ محاسـبه     یومیسلی رشد م  یارندگفوق درصد بازد  
مـار و   ی ت 10 بـا    ی تصادف آزمون در قالب طرح کاملاً    . شد

توسـط  تیمارهـا    يهـا نیانگی ـم. سه تکرار انجـام گرفـت     
ــون ــال در ســطوح  LDS آزم ــاحتم ــنج درصــد ی ک و پ

  . آزمون دو بار تکرار شد.شدندسه یمقا
  

  دروفوريد سيتول
ندر و  ن آزمون بر اساس روش اصلاح شده الکـسا        یا

  کـروم طین آزمون از مح یدر ا .  انجام شد  )1991(زوبرر  
 بـه  ي پتـر يهاد و تشتک یاستفاده گرد   4اس آگار  آزورل
 ي نگهـدار وسیدرجه سلـس   26 ي ساعت در دما   96مدت  
 یط آب ـیر رنگ محییدروفور با تغ  ید س ی تول ییتوانا. شدند

 اطـراف  ی مشخص شـده و قطـر هالـه نـارنج      یبه نارنج 
ــر جدا  ــه ه ــپرگن ــدازه گه ی ــان ــ گرديری ــون در . دی   آزم

  ومـار انجـام گرفـت   ی ت10 بـا  یقالب طرح کـاملا تـصادف    
 در سـطوح    LSD حاصـل توسـط آزمـون        يهـا نیانگیم

آزمـون دو بـار   . شـدند سه  یک و پنج درصد مقا    یاحتمال  
  .تکرار شد

  
  ديک اسيندول استيد ايتول

 مطـابق   دیک اس ـ ینـدول اسـت   یاد  ی ـ تول یآزمون بررس 
ــا و همکــ ــدر ا.  انجــام گرفــت)2002 (ارانروش گوپت ن ی

                                                
3 Potato dextrose agar (PDA) 
4 Chrome azorol s agar (CAS –agar) 
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ه شـده در آزمـون   ی ـ تهییای ـ باکتريهاآزمون از عصاره 
آزمون با اضـافه کـردن    .  استفاده شد  یمواد خارج سلول  

 یل ـیک م ی ـ بـه    1دیک اس ـ ی چهار قطره ارتو فسفور    یدو ال 
مـار و سـه   یت 10  آماده شده، باییایتر از عصاره باکتر  یل

  .دی دو بار تکرار گرده وتکرار به مورد اجرا گذاشته شد
  

  افتهي جهش يهاهيه جدايته
ــور رد ــه منظ ــب ــایابی ــش جمعی و پ ــت جدای ــاهی  يه

 جهـش   يهاهی، جدا يا گلخانه يهاست در آزمون  یآنتاگون
ق مخطـط  ی ـک، از طریوتی بیجاد مقاومت به آنتیافته با ا  ی

ر ی مقـاد  ي حـاو  نت آگار ینوترط  یها در مح  ينمودن باکتر 
ن منظور ابتـدا  ی ايبرا. دست آمدک به   یوتی ب یمختلف آنت 

 ی بررس ـ 2نیسی ـفامپیک ر یوتی ب یها به آنت  هیمقاومت جدا 
 ،50، 35، 10، 5یشی افزايهاب که غلظتین ترتیبه ا. شد

ک یــوتی بین آنتــیــ ام از ای پــی پــ200 و 150، 135، 100
هـا بـه    مقاوم در هر کدام از غلظت    يهاپرگنه. دیه گرد یته

لاتر منتقل شده و مخطـط       با يها غلظت ي حاو يهاطیمح
 یپ ـ 200 مقاوم و رشد کرده در غلظـت         يهاپرگنه. شدند

ک دوم مـورد  ی ـوتی بی القـاء مقاومـت بـه آنت ـ    يبرا ام   یپ
 مـورد اسـتفاده و روش       يهاغلظت. استفاده قرار گرفتند  

قا مشابه با   ی دق 3دیک اس یکسیدیک نال یوتی ب ی آنت يکار برا 
 مقاوم به غلظت    يهاهیجدا. ن بود یسیفامپیک ر یوتی ب یآنت

 ي حاو يهاطی مح يد، رو یک اس یکسیدینال ام   ی پ یپ 200
ک، جهــت یــوتی بیاز هــر دو آنتــ ام ی پــیپــ 200غلظــت 

به منظور اطمینـان   . ش شدند ی مقاومت شان آزما   یبررس
ش، یهـاي مـورد آزمـا   هیاز ثبات جهش القاء شده در جدا      

فاقـد آنتـی     نـت بـراس   ینوتر مقاوم در محـیط      يهاهیجدا
ــک ــدبیوتی هــا در دســتگاه شــیکر کــشت.  کــشت گردیدن

ــا  ــاتور ب ــه یدور در دق 150انکوب ــاي ق ــه 26در دم  درج
سـپس  .  سـاعت نگهـداري شـدند   24سانتی گراد به مدت    

 بـه محـیط   ییک میلـی لیتـر از سوسپانـسیون باکتریـا    ی ـ

                                                
1 Phosphoric acid  0- 
2 Riphampicine 
3 Nalidixic acide 

 فاقد آنتی بیوتیک منتقل شده و مجددا بـه    نت براس ینوتر
. داري شـدند   ساعت روي شیکر انکوبـاتور نگه ـ      24مدت  

پـس از پایـان ایـن مرحلـه،     . بار تکـرار شـد   این عمل ده
نظر، بـراي   ه موردیافته بسته به جدایهاي جهش باکتري

 رشدشـان در    ییبررسی ثبات مقاومت القاء شده و توانا      
 نـت آگـار   ی نوتر ک دار، مجددا در محیط    یوتی ب یط آنت یمح

ا هر دو آنتی بیوتیـک  یک و  ی ام   ی پ ی پ 200 غلظت   يحاو
  .شت داده شدندک

  
  ک يوتي بي ژن رمز کننده آنتيابيرد 

ک ی ـوتی بی وجـود ژن کـد کننـده آنت ـ      یبا هدف بررس  
 و نــشاندار شــده ي والــديهــاهیــن در جدایتــریرول نیــپ

ENA و BINهـا اســتخراج  ي بـاکتر ی ژنـوم ي ان آي، د
 سـاعته  24 از کـشت  ی س ـیک س ـی ـن منظـور  یبـد . شـد 
م یک و ن ـی ـب وی ـکروتی، بـه م 4TSBط  یها در مح ـ  يباکتر

 چهار يقه در دما ی منتقل شده، به مدت چهار دق      ی س یس
وژ یفیقـه سـانتر   ی دور در دق   10000 بـا    وسیدرجه سلـس  

 یک س ـ ی ـخته شـده،    یرونشست حاصله دور ر   . دندیگرد
وب اضافه شده و بعـد    یکروتی آب مقطر سترون به م     یس

وژ بـه روش قبــل  یفیب، دوبــاره سـانتر ی ـاز ورتکـس ترک 
 25 آب مقطــر ســترون و یســ یک ســیــ. انجــام گرفــت

 سـه درصـد بـه رسـوب         مید پتاس ـ یدروکسی ه تریکرولیم
ات یــســپس محتو. وژ اضــافه شــدیفیحاصــله از ســانتر

ــکروتیم ــدت دو دقیـ ــه مـ ــه در آب یوب بـ ــه  95قـ درجـ
ــس ــداروسیسل ــدندي نگه ــدر نها.  ش ــدت  ی ــه م    10ت ب

درجــه  چهـار  يقـه در دمــا ی دور در دق10000قـه بــا  یدق
ــانتروسیسلـــس ــایفی سـ ــدوژ انجـ ــیه رویـــما. م شـ    یـ
  هــا مــورد   ادامــه آزمــون ي شــده و بــرا يآورجمــع

ــ تکثيبــرا. اســتفاده قــرار گرفــت  از ی ان آ ژنــوميدر ی
ن یتــریرول نیــک پیــوتی بی آنتــی اختــصاصيآغازگرهــا

PrnAR (5´-TGCCGGTTCGCGAGCCAGA-3´) 
 PrnAF (5´-GTGTTCTTCGACTTCCT-3´)و 

 ی حجمــ در ان آيدر یــتکث. )2004ژانــگ  (اســتفاده شــد
                                                

4 Triptych soy broth 
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 ی پل ـ ياچرخـه تر از مخلـوط واکـنش       یکرولی م 20معادل  
تر یکرولیزه، دو م  یونیتر آب د  یکرولی م 4/12:  شامل 1مراز
 50تـر محلـول     یکرولی م 5/0،  ی غلظت ـ 10  آر ی س ـ یپبافر  

 یل ـی م 10تـر از محلـول      یکرولی م MgCl2  ،5/0 مول   یلیم
ــول  ــاوdNTPsم ــی م5/2 ي ح ــر  یل ــول از ه ــ م ک از ی

dNTP  ،م ی پنج واحد آنـز يتر محلول حاو یکرولی م 5/0ها
Taq DNA polymerase ،تـر از محلــول  یکرولیک میــ

 و  PrnAR يک از آغازگرها  یکو مول از هر     ی پ 10 يحاو
PrnAFالگـــو صـــورت ي ان آيدتـــر از یکرولی و دو م 

 25 بـا     مـراز  ی پل ياچرخه واکنش   یبرنامه حرارت  .گرفت
درجه  95: ی مقدمات یچرخه به صورت مرحله واسرشتگ    

ــس ــه واسرشــتگ ی، دو دقوسیسل ــه، مرحل درجــه  95: یق
درجــه  55: قــه، مرحلــه اتــصال  یک دقیــ، وسیسلــس
ــس ــ، وسیسل ــسترش یک دقی ــه گ ــه، مرحل ــه  72: ق درج
درجـه   72: ییقه و مرحله گسترش نهایک دق ی،  وسیسلس
 ي برا )2004(ژانگ  قه مطابق با روش     ی، پنج دق  وسیسلس

 اپـن    ساخت شرکت  2نتی اپگراد کلر مدل یدستگاه ترموسا 
 ی س ـ یپ ـ مشاهده محصول    يبرا. م شد یدرف آلمان تنظ  

ر شده، الکتروفورز بـا     ی تکث ي ان آ  يد قطعه   یابی و رد  آر
د ی ـوم برومایدی ـ با ات  يزی درصد و رنگ آم    8/0ژل آگارز   

  . انجام گرفت
  
  نتایج

  هاي آنتاگونيستانتخاب جدايه
، از مجمـوع  یبر اساس آزمون کشت متقابـل مقـدمات    

ه ی ـ جدا89 شده، ي جدا و خالص ساز   يه باکتر ی جدا 280
 39ان، یــن میــاز ا.  نــشان دادنــدیستیــت آنتاگونیخاصــ

  درصد داشـتند   50 ي بالا یست، بازدارندگ یه آنتاگون یجدا
  انتخـاب شـدند   ي بعـد  يهـا  آزمـون  ي بـرا  هی ـکه نـه جدا   

  . )1جدول (
  

                                                
1 PCR Master mix 
2 Epgradient 

  ست استفاده شده در ی آنتاگوني فهرست نه باکتر-1جدول 
  ياشهی درون شيهاآزمون

  يجمع آورزبان و محل یم  هیجداکد  هی جداشماره

1  BIA  مغان–ل ی اردب–ا یزوسفر سویر  

2  BDR  الشتر– لرستان –ا یزوسفر سویر   
3  BDQ  اشتر– لرستان –ا یزوفر سویر   
4  B2HI  مغان–ل ی اردب–ا یزوسفر سویر   
5  BIN  مغان-ل ی اردب–ا یزوسفر سویر   
6  BII  مغان –ل ی اردب–ا یزوسفر سویر  
7  ENA  گرگان– گلستان –ا یشه سوی ريهاگره   
8  P2FB  الشتر– لرستان -ا یزوسفر سویر   
9  BL  گرگان- گلستان –ا ی سویی هوايهااندام  

  
 ستی آنتاگونيهاي باکترییشناسا

 یکیولـوژ یزی فيهاج حاصل از آزمون یبا توجه به نتا   
ــ جدایژگــی، وییایمیوشــیو ب ، BIA ،BIN ،BDQ يهــاهی

BDR ،B2HI ،BII و BL با Bacillus spp.ه ی، جداENA 
ــا   Pantoea agglomerans (synonym: Erwiniaب

herbicola) ــ و جدا ــا P2FBه یـ  Pseudomonas بـ

fluorescens biov.I 2جدول ( مطابقت داشت.( 

  
  یلیکشت متقابل تکم

نـشان داد کـه میـزان     نتایج به دست آمده از آزمـون    
 بازدارنـده رشـدي توسـط       بازدارندگی و پایـداري هالـه     

هاي مورد آزمون متفـاوت بـوده      ها در زمان  آنتاگونیست
ها اخـتلاف معنـی داري در سـطح       و بین جدایه   )1شکل  (

هـا، نـشان   مقایسه میانگین داده. یک درصد وجود داشت   
 ترتیب   به Bacillus (BL)داد که در هر دو آزمون جدایه        

 P2FBي  هـا  درصد بیشترین و جدایه    09/88 و   88/88با  
 سـاعته بـا   72 و   24 هـاي  به ترتیـب در آزمـون      B2HIو  
درصد، کمترین تاثیر را در کاهش رشـد        76/34 و   66/51

  ). 3 و 2هاي شکل(میسلیومی بیمارگر دارا بودند 
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 ستی آنتاگونيهاي باکتری افتراقيهایژگی و-2جدول 
  تیخصوص  هیجدا

ENA P2FB  BIA  BIN  BDR  BDQ  BL  B2HI  BII  
  +  +  +  +  +  +  +  -  -  گرمواکنش 

  د رنگیتول
   فلورسنت

-  +  -  -  -  -  -  -  -  

  +  +  +  +  +  +  +  *  *  اندوسپور
  -  -  -  -  -  -  -  -  +  ي هوازیرشد ب

  -  -  -  -  -  -  -  *  *  ییوم هوایسلیم
  د لوان ازیتول

   سوکروز
-  +  *  *  *  *  *  *  *  

  *  *  *  *  *  *  *  +  +  نیذوب ژلات
  -  -  +  +  -  +  +  *  *  ز نشاستهیدرولیه

  *  *  *  *  *  *  *  _  +  تراتیا نیاح
  -  -  -  -  -  -  -  *  *  لوزیزا

  *  *  *  *  *  *  *  +  +  درولازین دهیآرژن
  +  +  +  +  +  +  +  *  *  کاتالاز

  -  +  -  -  -  -  -  -  +  تراتیمصرف س
  د رنگ زردیتول
 YDCط ی در مح

-  +  -  -  -  -  -  -  -  

  ک ید رنگ متالیتول
 EMB يرو

*  -  *  *  *  *  *  *  *  

                    عامتحمل نمک ط
  +  +  +  +  +  +  +  *  *   درصد2
  +  +  +  +  +  +  +  *  *   درصد5
  +  +  +  +  +  +  +  *  *   درصد7
  +  -  -  -  -  -  -  *  *   درصد10

                   pHرشد در 
7/5  *  *  +  +  +  +  +  +  +  
8/6  *  *  +  +  +  +  +  +  +  

 آزمون انجام نشد     *: ی واکنش منف  :- واکنش مثبت     +: 
 
 
  

  
 
 

 Macrophomina یومیسلی از رشد مي هاله بازدار-1شکل 
phaseolina یلیدر آزمون کشت متقابل تکم  

 a:    شاهد  b:ه ی جداP2FB     c:ه ی جداENA.  
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  ست در رشد ی آنتاگونيهاهی جدایزان بازدارندگی م-2شکل 

   در آزمون Macrophomina phaseolina یومیسلیم
   روز21ر مدت  ساعته د24 یلیکشت متقابل تکم
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ست در رشد ی آنتاگونيهاهی جدایزان بازدارندگی م-3شکل 

 در آزمون کشت متقابل Macrophomina phaseolina یومیسلیم
  روز21 ساعته در مدت 72 یلیتکم

  
  

هـاي آنتاگونیـست در     هـاي بازدارنـدگی بـاکتري     مکانیسم
  هاي فرار تولید متابولیت آزمایشگاه

داد که بین تیمارهـا در سـطح        تجزیه واریانس نشان    
-داده ( وجود دارد  يداریک درصد اختلاف معن   یاحتمال  

 یاعمـال بازدارنـدگ    بـا    ENAجدایـه   . )انـد ها درج نـشده   
ب ی ـبـه ترت درصـد   45/15  باBDRو جدایه  درصد   5/34
 یتاثیر را در کـاهش رشـد میـسلیوم    ن  ین و کمتر  یشتریب

 .)4شکل  ( داشتندمارگریقارچ ب
  

a                      b                     c        
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  آنتاگونیس ت ھ  ا  
 یومیسلین درصد کاهش رشد میانگیسه میمقا -4شکل 

Macrophomina phaseolina هاي فرار در آزمون تولید متابولیت
 ستی آنتاگونيهاهیجدا

  
  توليد آنتي بيوتيك 

هـا در پـنج گـروه       هیها، جدا ن داده یانگیسه م یبر اساس مقا  
 BIN و BIA ،BL  ،BDQهاي شدند که جدایهيمجزا طبقه بند

ــا  ــدگب ــد  100 یبازدارن ــد مدرص ــاز رش ــارگر ی بیومیسلی م
ر را دارا   یکمترین تاث درصد   55/45 با   P2FBبیشترین و جدایه    

 ).5شکل (بودند 
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ت ھ ا    آنتاگونیس
 یومیسلین درصد کاهش رشد میانگیسه میمقا -5شکل 

Macrophomina phaseolina ک یوتی بید آنتیدر آزمون تول  
  ستی آنتاگونيهاهیجدا

 
   ید مواد خارج سلولیتول

هـا و مقایـسه      از تجزیـه و تحلیـل داده       نتایج حاصله 
ها در بـازداري    هین جدا یها نشان داد که در ب     میانگین آن 

ک درصد اختلاف معنی    ی قارچ در سطح     یرشد میسلیوم 
 یبازدارنـدگ  بـا    BL جدایه   .)6شکل  (داري وجود داشت    

 و BDQ ،BIIهــاي بیــشترین و جدایــه درصــد  29/75

B2HI ر را در   ی تـاث   صفر درصـد کمتـرین     ی بازدارندگ  با
  . را بودند داM. phaseolina جلوگیري از رشد قارچ
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آنتاگونیست ھ ا 

  
 یومیسلین درصد کاهش رشد میانگیسه می مقا-6شکل 

Macrophomina phaseolina د ترشحات یدر آزمون تول  
  ستی آنتاگونيهاهیمایع خارج سلولی جدا

 
  دروفورید سیتول

  ن یش نــشان داد کــه بــین آزمــایــج حاصــل از اینتــا
 در  ي دار یدروفور اختلاف معن  ید س یها از نظر تول   هیجدا

ن یانگی ـسه می ـمقا. ک درصـد وجـود دارد  یاحتمال  سطح  
 ياد هالهی با تول ENAه  ی که جدا  حاکی از آن است   ها  داده

 و BL يهـا هی ـن و جدایشتری ـ متـر ب   یل ـی م 8/23به قطـر    
BIA  را در یین توانـا ی، کمتـر  یل هاله نـارنج   ی بدون تشک 

  ست داشـتند   ی آنتاگون يهاهین جدا یبدروفور در   ید س یتول
 ). 7شکل (
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ت ھ ا  آنتاگونیس

  
 ستی آنتاگونيهاي باکتریین مربوط به توانایانگیسه می مقا-7شکل 
  CAS-agarط ی در محیجاد هاله نارنجیدروفور با ایس دیدر تول
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 د یک اسیندول استیتولید ا

قادر P2FB ها نشان داد که تنها جدایه بررسی
ی ی بوده و عصاره باکتریادیسک ایندول استی ابه تولید

آن با اضافه کردن اورتوفسفوریک اسید به رنگ 
ندول یابقیه تیمارها از تولید . افتیر رنگ ییصورتی تغ

 ناتوان بودند و در حضور اورتوفسفوریک دیک اسیاست
  .ها تغییر نکرداسید رنگ عصاره آن

  
  ستی آنتاگونيهاينشاندار کردن باکتر

ها تا هی جدای تمامیسه مورد برریاز نه جدا
ن قادر به یسیفامپیک ریوتی بیآنت  امی پی پ200  غلظت

 B2HI و ENA ،P2FBه یاما تنها سه جدا. رشد بودند
ز یک دوم نیوتی بیآنت ام ی پیپ 200توانستند تا غلظت 

 ی بررسيهاج حاصل از آزمونینتا). 3جدول (رشد کنند 
، عدم یستی و آنتاگونییایمیوشی، بیکیخواص مرفولوژ

 و نشاندار را ي مادريهاهین جدایدار بیتفاوت معن
  .نشان دادند

  
آنتاگونیست  هايکننده آنتی بیوتیک در جدایهردیابی ژن رمز

  والدي و نشاندار شده
هاي مولکولی جهت نتایج حاصله از آزمون

ردیابی ژن رمز کننده آنتی بیوتیک پیرول نیترین با 
 PrnAF/PrnARی استفاده از آغازگرهاي اختصاص

، ژن ENAهاي والدي و نشاندار شده نشان داد که جدایه
اي به طول رمز کننده پیرول نیترین را دارا بوده و قطعه

bp 1050 توسط آغازگرهاي فوق در هر دو جدایه تکثیر 

   والدي و مقاوم به BINدر جدایه ). 8شکل (یابد می
 در رغم داشتن خاصیت آنتی بیوز وبیوتیک علیآنتی

  . این ژن ردیابی نشدDSجدایه غیر آنتاگونیست 
  

  
  

 نقوش الکتروفورزي ژن رمز کننده آنتی بیوتیک پیرول نیترین -8شکل 
  در جدایه والدي و جهش یافته آنتاگونیست

L : یک کیلو جفت باز(نشانگر (ENAw : جدایه والديENAm :
  )کنترل منفی(ت  غیر آنتاگونیسDSجدایه : Cجدایه مقاوم به آنتی بیوتیک 

   
  

 در ییایست باکتری آنتاگونيهاهی عکس العمل جدا-3جدول 
  دیک اسیکسیدین و نالیسیفامپی ريهاکیوتی بی مختلف آنتيهاغلظت

 ) امی پیپ(  غلظت

5 10 35  50  100 150  200  200  

  
 هیجدا

  r  n  r  n  r  n  r  n  r  n  r  n  r  n  r+n 

BIA +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  *  

BIN +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  *  

BII +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  *  

B2HI +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  

P2FB +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  

ENA +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  

BDQ +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  *  

BDR +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  *  

BL +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  *  
   شدنآزمون انجام  * ، و دیک اسیکسیدینال: nن یسیفامپیر: rعدم رشد : - رشد : +

  
  
  

  
  

    

  L     ENAw   ENAm  C  
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 بحث

اهـان مختلـف توسـط     یشه در گ  ی ـ ر یدگیکنترل پوس ـ 
پـال و   ( گـزارش شـده اسـت        ي متعـدد  یکروب ـیعوامل م 

 و فرنانــدو و 2005شور و همکـاران  ی ـ، ک2001همکـاران  
 از  يه بـاکتر  ی ـ جدا 280ق  ی ـن تحق ی ـ ا در. )2007همکاران  

ا جـدا  یشه سوی ريها و گره  یی هوا يهازوسفر و اندام  یر
 درصـد   78/31ان،  ی ـن م ی ـ شـد کـه از ا      يو خالص سـاز   

 درصـد،   89/88 ی ال 28/14 یها با اعمال بازدارندگ   هیجدا
شگاه نـشان   ی ـه قارچ را در آزما    ی عل یستی آنتاگون ییتوانا

ــد ــاز ا. دادن ــن می ــه جدای ــان، ن ــری ــونياه ب ــا آزم  يه
 يهـا  انتخاب شدند که با استفاده از آزمـون  یستیآنتاگون

ــ، هفــت جدایکیولــوژیزی و فییایمیوشــیب ه گــرم مثبــت ی
 یه گـرم منف ـ ی ـ و دو جدا.Bacillus sppمتعلق به جـنس  

 Pantoea يگـر ی و دfluorescens  Pseudomonasیک ـی

agglomerans  ن مطالعه نشان داد کـه  یا.  شدییشناسا
لوس نـسبت بـه    یست متعلـق بـه باس ـ     ی آنتاگون يهاهیجدا
 در  يشتری ـ ب یست از فراوان ـ  ی ـ آنتاگون يهاير باکتر یسا
ن احتمالا به   یا برخوردار هستند و ا    یزوسفر سو یه ر یناح
هـا  باشد کـه آن   یها م لوسید اندوسپور در باس   یل تول یدل

 و گرمـا    یمساعد مخصوصا خشک  ط نا یرا نسبت به شرا   
 يهـا  آزمـون  یبررس ـ). 2001پس  یو(سازد  یمقاوم تر م  
ــل تکم ــیمتقاب ــه جدا یل ــشان داد ک ــ ن ــاهی  Bacillus يه

-یم قارچ اعمال    یومیسلی بر رشد م   يشتری ب یبازدارندگ
پـال و  ، 2001، صـدیقی و همکـاران    1384شـکیبا    (ندینما

ــاران  ــاران  یالو و 2001همک ــه و همک ــم.  )2007نت زان ی
ز  رو 21 کـه بعـد از گذشـت         ییهـا هی ـ در جدا  یبازدارندگ

 را دارا بودنـد، در آزمـون       يهمواره هاله بازدارنده رشد   
باشد به  یشتر م ی ساعته ب  24 ساعته نسبت به آزمون      72

 سـاعته   24 در آزمـون     ین بازدارنـدگ  یشتری ـ که ب  يطور
 سـاعته  72 درصد و در آزمـون  3/47 با BLه  ی جدا يبرا
 و یقیصـد .  درصـد ثبـت شـد   9/61 با ENAه  ی جدا يبرا

ــاران  ــا توا)2001(همک ــ آنتاگونیین ــد جدایستی ــ چن ه ی
Pseudomonas aeruginosa و B. subtilis  جدا شـده از 

  هی ـ را بـر عل   یاه وحـش  ی ـزوپلان چهـار گ   ی ـزوسفر و ر  یر
M. phaseolinaکردنـد  ی بررسیشگاهیط آزمای در شرا 

 يلوس دارا ی جـنس باس ـ   يهـا يجه گرفتند که باکتر   یو نت 
-اس نسبت به سـودومون    ي بزرگتر یقطر هاله بازدارندگ  

  .باشندی فلورسنت ميها
 مـورد  يهـا هی ـ جدایک توسط تمـام یوتی ب ید آنت ی تول

ت و قـدرت  ی ـ از اهمی، حـاک یش و اعمال بازدارندگ   یآزما
. باشـد یمارگر مـورد نظـر م ـ     یها در مهار ب   وز آن ی ب یآنت

ن در  یتـر یرول ن ی ـک پ ی ـوتی ب یوجود ژن رمـز کننـده آنت ـ      
 بـا  P. agglomeransافتـه  ی و جهـش  ي والـد يهـا هیجدا
 انجام شده   يها، بر کار  bp 1050 به اندازه    يار قطعه یتکث

ــاران   ــامر و همک ــط ه  ــ)1999(توس ــت بررس    ی، در جه
 يهاگر از جنس  ی د یکیک در   یوتی ب ی کد کننده آنت   يهاژن

ــانواده   Enterobacteriaceae (Enterobacterخـــ

agglomerance)از )2004(ژانـــگ . د مثبــت بــود  ییـ ـ تا 
 ي برا PenCf/Cr و   PrnAF/RF  ،PRND1/D2 يهامریپرا

 يهـا هی ـن در جدایتـر یرول نی ـ ژن رمز کننـده پ     ییشناسا
 P. chlororaphis و P. fluorescens Pf-5ست ی ـآنتاگون

PA-23  ل یک فن یوتیبیک آنت ین  یتریرول ن یپ.  استفاده کرد
 يهـا د شـده توسـط سـودوموناس      ی ـ تول یناتیرول کلر یپ

ن بـار از    یباشـد کـه اول ـ    یر فلورسـنت م ـ   یفلورسنت و غ  
Burkholderia pyrrocinia ــود ــده ب ــدا ش ــا و یآر ( ج م

، P. flourescensن از یتریرول نید پی تول).1964همکاران 
P. chlorraphis ،P. aureofaciens ،Burkholderia 

cepacia ،Enterobacter agglomerans و Serratia sp. 
 عـدم  .)الف 2005همکاران  فرناندو و (گزارش شده است

افتـه  ی و جهـش     يه والـد  ی ـقطعه مورد نظر در جدا    ر  یتکث
BIN ن یتـر یرولنی نشان دهنده عدم وجود ژن رمز کننده پ

 فرار ضد   يهاتید متابول یر تول ی تاث  .باشدیها م هیدر جدا 
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 قـارچ مـورد مطالعـه قـرار         یومیسلی ـ در رشـد م    یقارچ
ست عـلاوه   ی ـ آنتاگون يهاهیگرفت و مشخص شد که جدا     

ز ی ـبات فرار را ن ید ترک ی تول ییتواناک،  یوتی ب ید آنت یبر تول 
ــد ــدو و همکــاران  . دارن ــ از جدا) ب2005(فرنان  .Pه ی

chlororaphis (PA23)ا یزوســفر ســوی جــدا شــده از ر
 جـدا و    يدی و سـولف   ی، کتـون  ی، الکل ـ يدی ـمواد فـرار آلدئ   

ر ترشحات  ی تاث یدر آزمون بررس  .  نمودند يخالص ساز 
 یومیسلی ـم رشـد    يهـا در بـازدار    هی ـ جدا يااختهیبرون  

شگاه مشخص شـد کـه در       یط آزما یقارچ مذکور در شرا   
 يها قادر به بـازدار هی از جدای درصد تعداد کم25غلظت  

ق انجـام شـده    ی ـدر تحق . مـارگر هـستند   ی ب یشی ـرشد رو 
 25 و   15 پـنج،    يهـا ن غلظت ی، در ب  )1384(با  یتوسط شک 

لوس، ی باس يهاهی جدا يااختهی برون   يهادرصد عصاره 
 ین درصد بازدارنـدگ   یها بالاتر  عصاره  درصد 25غلظت  
.  اعمـال نمـوده اسـت   Tiarosporella phaseolinaرا بر 
 گزارش کردند کـه ترشـحات      )2001( و همکاران    یقیصد
   یشیــ از رشــد روB. subtilis یع خــارج ســلول یمــا

M. phaseolina نگ و همکـاران یس ـ. کنـد ی م ـيری جلـوگ 
سـط   توM. phaseolina یومیسلی ـ مهار رشـد م )2008(

 را بـه غلظـت   B. subtillis BN1يااختهیترشحات برون 
ان ی ـبات وابسته دانسته و اعلام کردنـد کـه در م  ین ترک یا

 درصـد بـه     60 درصـد، غلظـت      60 و   50،  40 يهـا غلظت
عـت ترشـحات   یطب .کنـد یطور کامل رشد قارچ را مهار م

ق با توجـه بـه   ین تحقیها در استی آنتاگون يااختهیبرون  
 مـشابه بـا   یستی ـبایمـارگر م ـ یهـا و ب ستی ـنـوع آنتاگون 

نگ و  ی و س ـ  )2001( و همکـاران     یقی باشد که صد   يمواد
د یــدر آزمــون تول. انــدگــزارش نمــوده) 2008(همکــاران 

 P2FBه  ی ـ مشخص شد که تنهـا جدا      دیک اس یندول است یا
P. fluorescensید م ـیک اس ـیندول استید ای قادر به تول-

ــاران . باشــد ــا و همک ــیحق در ت)2002(گوپت ــزارش یق  گ
ــه تول ــکردنـــد کـ ــینـــدول اســـتیاد یـ ــی دیک اسـ    از یکـ

ه ی ـ علGRC2  P. flourescensی بازدارنـدگ يهاسمیمکان
M. phaseolinaن مطالعـه از مجمـوع نـه    یدر ا. باشدی م

ــآنتاگون  ــی ــورد بررس ــت جدایست م ــ، هف ــی   طیه در مح
 CAS-agarــ ــدروفور تولی سـ ــه جدا یـ ــد کـ ــد کردنـ   هیـ
 P. agglomeransيهاهیدا نسبت به ج Bacillus spp. و 

P. fluorescensدروفور ید س ـی در تولي بالاتریی از توانا
ز ی ـها نلوسیط کمبود آهن باسیتحت شرا. برخوردار بود 

دروفور یزان س ـ ی م یبه طور کل  . کنندیدروفور م ید س یتول
شـودا  (باشـد  یهـا م ـ  ها کمتر از سـودوموناس    لوسیباس

ــدر تحق. )2000 ــی ــاران یق س ــا )2008(نگ و همک  30 تنه
  .دروفور بودندید سیها قادر به توللوسیدرصد باس

ک ی ـوتی ب یست مقاوم به آنت ـ   ی آنتاگون يهاهیه جدا یته 
 ی و بررس ـیابی ـها جهت ردهیبا هدف نشاندار کردن جدا   

ــا ستیــت آنتاگونیــرات جمعییــرونــد تغ هــا در گلخانــه ب
ن و یسی ـفامپی ريهـا کی ـوتی بیآنت ـ. ت انجـام شـد  ی ـموفق

 يهـا بـرا   کی ـوتی ب ین آنت ـ ید متداول تـر   ی اس کیکسیدینال
ت ی ـن جمع یـی  و تع  یابیها جهت رد  ينشاندار کردن باکتر  

ن ی ـ مقـاوم بـه ا  يهايرا باکتر یز. باشدیها در خاك م   آن
  کمتــر وجــود دارنــدیعــیهــا در خــاك طبکیــوتی بیآنتــ

 ENAه مقـاوم حاصـله از       یجدا. )2001  و بلنگر  تزیپائول(
-کی ـوتی ب یآنت ـ ام   ی پ یپ 200 يهاقادر به رشد تا غلظت    

ه ی ـد بـوده امـا جدا  یک اس ـیکـس یدین و نالیسیفامپی ر يها
BIN     ن رشد کرده  یسیفامپیر ام   ی پ یپ 200 تنها تا غلظت

 ی پ ـ10(د یک اس ـیکسیدین نالی نتوانست در غلظت پائ   یول
 مختلـف انجـام شـده،    يهـا در آزمون .دیرشد نما)  امیپ

 ي مادر يهاهیا با جد  ي دار ی مقاوم تفاوت معن   يهاهیجدا
 در  Prnک  ی ـوتی ب یوجود ژن کد کننـده آنت ـ     . نشان ندادند 

ر یی ـد عـدم تغ   ی ـ مو ENA و نـشاندار     يه والد یهر دو جدا  
نگ و همکــاران یس ـ. هـا بـود  هی ـن جدای ـن صـفات در ا ی ـا
 B. subtillisست ی ـ آنتاگوني باکتریابیجهت رد) 2008(

BN1 ــا ــاك هـ ــه  ي در خـ ــوده بـ ، M. phaseolina آلـ



  67                                            هاي آنتاگونیست پوسیدگی زغالی سویا در آزمایشگاه                          باکتريهاي آنتاگونیستیمکانیسم
 

 

ن نشاندار  یسیفامپیک ر یوتی ب یق را با آنت   ست فو یآنتاگون
گوپتـا و  .  نمودنـد ی آن را بررسیتیرات جمع ییکرده و تغ  

ــاران  ــ از جدا)2002(همکـ  Pseudomonas GRC2ه یـ
 ی بررســـين بــرا یسیـ ـنــشاندار شــده بــا استرپتوما   

ه در  ی ـن جدا ی ـ توسـط ا   ین ـیشه بـادام زم   یون ر یزاسیکلن
 .دندکر استفاده M. phaseolinaحضور و عدم حضور 

با توجه به اهمیت سـویا در دنیـا و خـسارت قابـل               
شـود  مارگر مذکور بـر آن وارد مـی       یتوجهی که توسط ب   

تدابیر مدیریتی جهت کنترل بیمـاري و کـاهش خـسارت           
ت یــل ماهیــامــا در کــل بــه دل. آن اجتنــاب ناپــذیر اســت

 يمــارگر و تــوان بــالای بــودن قــارچ بي، خــاکزيمــاریب
 يتژي کنترلــی محــدود آن در خــاك، اســترایتیسـاپروف 

 يهـا سمی ـکروارگانیم. براي پوسیدگی زغالی وجود دارد    
مارگرهـا در   یه در برابر حمله ب    ی اول یزوسفر خط دفاع  یر

وکنترل ی ـ اسـتفاده در ب يکننـد و بـرا    یشه را فراهم م ـ   یر
هـا در   اسـتفاده از بـاکتري    . )1988ولـر    (ده آل هـستند   یا

 زیـرا   کنترل بیولوژیک به طور مکرر توصیه شده اسـت،        
از . انـد ز شـده یشتر آنـال ی ـ ب ییایمیوشی و ب  یاز نظر ژنتیک  

 ییها یـا تولیـدات باکتریـا      گر تولید انبوه باکتري   ی د يسو
تـر بـوده و لـذا توسـعه و           آسان ینسبت به عوامل قارچ   

 نسبت بـه عوامـل      ییپیشرفت عوامل کنترل کننده باکتریا    
هـاي  بـاکتري . )2000شـودا  (قـارچی خیلـی بیـشتراست    

هــاي  آنتاگونیــستی روي قـارچ ییمـاریزا بــا توانـا  بیغیـر 
-کشزاي گیاهی، یک جایگزین مناسب براي قارچ       بیماري

تــرین عوامــل مــوثر در ی بــوده و از مهــمیهــاي شــیمیا
هـاي کـشاورزي بـه شـمار      برقراري پایداري در سیستم   
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