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  چكيده

 آفـات و عوامـل   . يافتـه اسـت   توسـعه  تامين روغن خـام  برايدر سالهاي اخير كشت كلزا در ايران  

. شـوند  منجر به كاهش عملكرد مـي بوده و كننده كشت اين محصول بيماريزا از مهمترين عوامل محدود      

 فـرم غيـر   .، بيماري ساق سياه كلزا استدر ايران كشت كلزا محدود كنندهيكي از مهمترين بيماريهايي    

مبارزه بيولوژيك با توجـه بـه مزايـايي كـه     . باشد مي Phoma lingam قارچ  عامل اين بيماريجنسي

 در ايـن  .بهترين شيوه مبارزه با ايـن بيمـاري اسـت          دارد،   رزه با اين بيماري   ي مبا نسبت به ساير روشها   

هاي آلوده و سـالم كلـزا از منـاطق مازنـدران، خوزسـتان و مغـان جمـع آوري و در                        تحقيق ابتدا بوته  

 ـجدايـه هـاي     آزمايشگاه   ، P1  ،BE3  ،N4  ،BC6  ،B7  ،BC8  ،P10  ،P16  ،B24 : شـامل  اييباكتري

B31 ،B39 ،B51 ،B66 ،B67 ،B68 ،B69 و B70 ــارچي   و ــاي ق ــه ه ــين جداي  و Tr.2901همچن

Tr.2910        در مرحلـه بعـد اثـرات آنتاگونيـستي          .سازي گرديدند   جدا از منطقه ريزوسفر بوته هاي كلزا

در آزمايشگاه به روش كشت متقابل بررسي گرديد و  P. lingam   عوامل باكتريايي و قارچي روي قارچ

 و از بين جدايـه هـاي قـارچي نيـز      B70 و   BE3  ،B31  ،B66  ،B67  ،B68  ،B69جدايه هاي باكتريايي    

در شرايط گلخانه اثـرات      و   اي انتخاب شدند     جهت آزمايشات گلخانه   Tr.2910 و   Tr.2901جدايه هاي   

هـا و اسـپري     به دو روش تيمار بذر با آنتاگونيستبيماري ساق سياه در كنترل اين جدايه ها بازدارندگي  

جدايـه هـاي    در نهايـت  .شـد وايي كلزا با سوسپانسيون عوامل آنتاگونيست ارزيابي      هاي ه   نمودن اندام 

B67 ، Tr.2901 و  B70 درصد بيمـاري را كنتـرل   7/36 و  56 /7 ،80كه در روش تيمار بذر به ترتيب 

بـه   كلـزا     نيز كه در روش تيمار اندام هاي هـوايي         Tr.2910 و   Tr.2901 جدايه هاي  همچنيننمودند و   

جدايـه هـاي   .  تا سـطح گونـه شناسـايي شـدند     درصد دركنترل بيماري موثر بودند 3/43 و   60ترتيب  

 بـه  Tr.2910 و Tr.2901و جدايه هـاي قـارچي     Bacillus subtilisبه گونه   B70 و B67باكتريايي

به منظور مقايسه تاثير كاربرد سـم بـا عوامـل كنتـرل     .   تعلق داشتندTrichoderma koningiiگونه 

نيـز اسـتفاده   )  در هزار  5/2با غلظت   ( كاربوكسين تيرام    قارچكشاي از     ، در آزمايشات گلخانه   بيولوژيك

   . درصد كنترل بيماري موثرترين تيمار بود7/76اندام هاي هوايي كلزا با در روش تيمار  كه شد

  

  ، ساق سياه كلزا، آنتاگونيست Phoma lingam، كنترل بيولوژيك: كلمات كليدي
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2 فصل اول مقدمه

  

  

    مقدمه

). 1378عزيزي وهمكاران، (است  1متعلق به خانواده چليپاييان Brassica napusكلزا با نام علمي 

 دانه روغني است كه يك گياههاي درياي مديترانه بوده و   كرانه)Brassica napus (خاستگاه اصلي كلزا

 مهمترين توليدكنندگان اين محصول شده ودر حال حاضر در بسياري از كشورهاي جهان كشت 

  كشت.)1379معتمدي و جاويدفر، (هستند كشورهاي كانادا، چين، هندوستان، آلمان، فرانسه و انگلستان 

  .  شده وتحقيقات متعددي روي آن انجام گرفته استآغاز  در ايرانهاي گذشته كلزا در سال

و عوامل بيماريزاي متفاوتي كه منجر كلزا همانند ساير محصولات كشاورزي در معرض حمله آفات 

 از اهميت قابل  در جهت افزايش عملكردكنترل عوامل بيماريزالذا . شوند، قرار دارد به كاهش عملكرد مي

، بيماري ساق سياه كنند محدود مي مختلفي كه كشت كلزا را بيماريهاياز بين  .توجهي برخوردار است

 Leptosphaeriaتها كه نام علمي آن در فرم جنسي آسكوميسكه عامل آن قارچي از گروه  كلزا

maculans (Desm.) Ces and De Not. و در فرم غير جنسيPhoma lingam (Tode: Fr.) 

Desm.باشد   مي)Boerema et al., 2004 (بسياري از مناطق  اين بيماري در .، بسيار حائز اهميت است

 بروز  گاهي موجبگسترش داشته وريقا و اقيانوسيه اروپا، آسيا، آمريكاي شمالي، مركزي و جنوبي، آف

 در ايران نيز اين بيماري .)EPPO, 2005; Hershman, 1992 ( درصد شده است90خسارت به ميزان 

رت اما از ميزان خسا  گيلان و مازندران مشاهده شده استدر استانهاي اردبيل، خوزستان، قزوين، گلستان،

  .)1387افشاري آزاد و همكاران، (ناشي از آن گزارشي در دست نيست 

 قرار داده و در گياهان حملهعامل بيماري در طول فصل زراعي، گياهان خانواده چليپاييان را مورد 

زراعي و   بهروشهاي مختلف علاوه بر .ها مي باشد حساسي نظير كلزا قادر به ايجاد آلودگي در تمام اندام

                                                 
1 Cruciferacea 
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 اكولوژيك و اقتصادي، يكي از روشهاي مناسب در قالب ي مزايابه دليلمبارزه بيولوژيك نژادي،  به

باشد كه با توجه به اينكه تا كنون در ايران در اين زمينه تحقيقي صورت نگرفته است،  مديريت تلفيقي مي

  . در قالب پايان نامه اخير كنترل بيولوژيك اين بيماري مورد بررسي قرار گرفت

و آلوده به بيماري ساق سياه در مناطق مازندران، خوزستان و براي اين منظور ابتدا از كلزاهاي سالم 

مغان نمونه برداري گرديد و در شرايط آزمايشگاه جدايه هاي عامل بيماري از اندام هاي آلوده و همچنين 

جدايه هاي قارچي و باكتريايي موجود در ناحيه ريزوسفر جداسازي شدند و در مرحله بعد قدرت 

عامل بيماري و همچنين اثرات آنتاگونيستي عوامل قارچي و باكتريايي به دست بيماريزايي جدايه هاي 

با انجام اين آزمايشات . آمده بر روي قارچ عامل بيماري در شرايط آزمايشگاه مورد بررسي قرار گرفت

ه جدايه اي از قارچ عامل بيماري كه از قدرت بيماريزايي بالايي برخوردار بود و همچنين تعدادي از جداي

هاي قارچي و باكتريايي به دست آمده از ريزوسفر كه تاثير بازدارندگي بيشتري را نسبت به ساير جدايه 

به منظور  ها بر روي عامل بيماري در شرايط آزمايشگاه نشان دادند، انتخاب شده و در شرايط گلخانه

ند و در نهايت جدايه هاي بررسي اثرات بازدارندگي آنها بر روي عامل بيماري مورد استفاده قرار گرفت

آنتاگونيستي كه در شرايط آزمايشگاه و گلخانه تاثير مثبتي را در كنترل بيماري از خود بروز دادند تا سطح 

  . گونه شناسايي شدند
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   بيماريهاي مهم كلزا-1-2

و باعـث وارد    حمله كـرده     كلزا    به ط اقليمي  در نقاط مختلف دنيا بسته به شراي       عوامل بيماريزاي زيادي  

 كـه   بيماريهـاي قـارچي   از بين بيماريهـاي مختلـف كلـزا،          .گردند  هاي سنگين اقتصادي مي    آمدن خسارت 

 پراكنش و    و هم از نظر تنوع عامل    ،  )1380 افشاري آزاد، ( آمده است    2-1فهرست مهمترين آنها در جدول      

. وارد مي سازند، بيش از ساير بيماريها حـائز اهميـت هـستند          هم ازنظر ميزان خسارتي كه به اين محصول         

بيماريهاي باكتريايي و فيتوپلاسمايي كلزا در مقايسه با ساير بيماريهاي پاتوژنيك از تنوع و اهميت زيـادي                  

انـد كـه      ويـروس شـناخته شـده      11 بـيش از      نيـز  از بين ويروسهاي بيماريزاي گياهي    . مي باشند  برخوردار

  .سازند را آلوده مي Brassicaگياهان جنس 

  

  )1380 افشاري آزاد،( فهرست مهمترين بيماريهاي قارچي كلزا -2-1جدول 

 عامل بيماري  بيماري  انگليسينام  بيماريفارسي نام

 Sclerotinia stem rot Sclerotinia sclerotiorum پوسيدگي سفيد ساقه

 Stem canker - Blackleg Leptosphaeria maculans شانكر ساقه يا ساق سياه

(Ana: Phoma lingam) 

 .Alternaria blight Alternaria spp سوختگي آلترناريايي

 Downy mildew Peronospora parasitica سفيدك داخلي

 Powdery mildew Erysiphe cruciferarum سفيدك سطحي

 Club rot Plasmodiophora brassicae  ريشه گرزي

فيدزنگ سفيد يا تاول س  White rust – White blister Albugo candida 
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   بيماري شانكر ساقه يا ساق سياه كلزا -2-2

   مناطق انتشار و اهميت بيماري-1-2-2

بيماري ساق سياه يا شانكر ساقه مدت زيادي است كـه در سـبزيجات خـانواده چليپائيـان در اروپـا و                      

 هـاي اسـتراليا   كنـون از كـشور   يماري روي كلزا تا وجود اين ب.)EPPO, 2005 (آمريكا شناخته شده است

)Bokor, 1972; Salisbury et al., 1995 ( كانـادا ،) Petrie, 1978 (، آلمـان  )Kruger, 1976;  

Kruger, 1980; Daebeler et al., 1976(،  فرانـسه )Alabouvette and Brunin, 1970 (، هلنـد  

)van Poeteren, 1932(، كنيـا ) Piening et al., 1975(، نيوزلنـد ) Neil and Brien, 1933 (،  سـوئد 

)Ndimande,1994(ــستان  McGee, 1977; West et al., 2001; Rawlinson and ( و انگل

Muthyalu, 1979(گزارش شده است .  

  بيماري ساق سياه موجب بروز اپيدمي1964 – 65گسترش كشت كلزاي پاييزه در فرانسه در سالهاي 

 2004تا سال فرانسه كشور خسارت اين بيماري در . )Gugle and Petrie, 1992(د  گردي1966در سال 

 ظهور گسترده اين بيماري ).INRA, 2004 (آورد شده است بر،  درصد ميانگين عملكرد5 – 20ساليانه 

خسارت به حدي  و  به دنبال كشت وسيع ارقام كانادايي اتفاق افتاد1972در مزارع كلزاي استراليا در سال 

 ,Walker and Macleod (1972 هكتار در سال 49000د كه سطح زير كشت كلزا در غرب استراليا ازبو

  عملكرد ميزان و تقليل يافت1974 هكتار در سال 2000 به  و تنها1973 هكتار در سال 3200به ) 1972

 1973ل  كيلوگرم در سا318 و 1972 كيلوگرم در سال 159محصول نيز از حداقل يك تن در هكتار به 

خسارت زا ترين در استراليا از جمله  2004تا سال اين بيماري . )Bokor et al., 1975 (كاهش پيدا كرد

   ).Marcroft and Sprague, 2004( گرديد  بيماريهاي كلزا محسوب مي
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 در انگلستان نيز نشان داد كه بيماري در شرق و 1976 – 77 بررسي وضعيت اين بيماري در سال

در برخي مزارع انگلستان  و سازد اين كشور گسترش داشته وخسارت قابل توجهي وارد ميجنوب شرقي 

  .)MacGee, 1977 (آورد شده است صد بر  در50ميزان خسارت تا 

حسب منطقه ميزان خسارت  و بر) Petrie, 1978 ( از كانادا گزارش شد1975 اين بيماري در سال 

). Kharbanda et al., 1989; Petrie, 1985( آورد گرديد درصد بر6طور متوسط   صد و به  در0 – 56

 Seidel et(صد گزارش شده است   در50همچنين ميزان خسارت ناشي از ساق سياه كلزا در آلمان تا 

al., 1984 .(ساق سياه در امريكا گسترش شديد نژاد بيماريزاي) PG4( كه براي  اولين بار در سال ، 

صد گرديد   در90 تا 75 گرديد موجب بروز خسارت به ميزان  در ايالت كنتاكي مشاهده1989

)Hershman, 1992 .(  

كشت (، خوزستان )دشت مغان و نمين(استان اردبيل از تاكنون وجود اين بيماري در ايران روي كلزا 

بندر تركمن، آق قلا، (، گلستان )كشت و صنعت مگسال(، قزوين )و صنعت شهيد رجايي و بهشتي دزفول

 گزارش )جويبار، دشت ناز و بابلسر (مازندران  و)بندر انزلي(، گيلان )گان، علي آباد و بندر گزحومه گر

  . )1387افشاري آزاد و همكاران،  (شده است ولي از ميزان خسارت آن هنوز اطلاعي در دست نيست

   علائم بيماري-2-2-2

 در مرحله گياهچه علائم بيمـاري       .هاي هوايي گياه ديده شود     علائم بيماري ممكن است در تمام اندام       

 كـه  منظم سفيد تا خاكستري با نقاط سياهرنگ فراوان  هاي گرد تا نا     نها به صورت لكه     نخست روي كوتيلدو  

ديـده  شكل  هاي گرد تا بي  به صورت لكهروي برگهاعلائم . شود  ظاهر مي قارچ هستند، 1يها  پيكنيدهمان  

هـا    در روي لكه  . ا خاكستري و در حاشيه معمولا بنفش است       ها در قسمت مركز سفيد ت       رنگ لكه . مي شود 

  ). Buchanan, 1996( هاي قارچ هستند شوند كه همان پيكنيد اغلب نقاط سياهرنگ ديده مي

                                                 
1 Pycnidium 
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هـاي   توانند سبب بـروز آلـودگي       ها يا برگهاي آلوده مي       توليد شده روي كوتيلدون    1پيكنيديوسپورهاي. 

ترين   كه خسارتزا  ا آلوده ساخته و منجر به ايجاد شانكر طوقه گردند         هاي پايين ساقه ر    ثانوي شده و قسمت   

اندازه شانكر ممكن است بتدريج افزايش يابد به نحوي كه پوسـت دور تـا دور گيـاه    . مرحله بيماري است 

 كنـد   ، و در اين صـورت گيـاه ورس مـي          تخريب شده و گياه در نزديكي سطح خاك شديدا خسارت ديده          

  .)1380افشاري آزاد، (

   عامل بيماري-3-2-2

  .Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. & De Not: فرم جنسي

  .Plenodomus lingam (Tode: Fr.) Höhn: فرم غير جنسي

  .Phoma lingam (Tode: Fr.) Desm: مترادف

بـوده و در طـول    2متعلق به شبه رده قارچهاي ناقص، شبه راسـته اسفروپـسيدال        ،  فرم غير جنسي قارچ   

 فرم جنـسي آن     .توليد پيكنيد مي كند   ) برگ، ساقه، طوقه و غلاف بذر     (ل رشد گياه در اندام هاي آلوده        فص

صـارمي و همكـاران،   ( د  تعلق دار5  و خانواده لپتوسفرياسه4، راسته پلئوسپورال3به رده لوكولوآسكوميست  

مكن است چند هفتـه بعـد   ها م    توليد ميكند كه سودوتسيوم      6سودوتسيومدر فرم جنسي اين قارچ      ). 1380

  ).Gladders and Musa, 1980(از برداشت محصول روي بقاياي گياهي ظاهر شوند 

   پايداري و انتشار-4-2-2

 داشته و شديدا ساپروفيتيعامل بيماري بعد از برداشت محصول، روي بقاياي كلزا در مزرعه حالت 

 در شرايطي كه رطوبت و  وماند پايدار مي ،قارچ به صورت ميسليوماين ، مساعد در شرايط نا. فعال است

دهد كه منبع اصلي پايداري قارچ  دماي معتدل وجود داشته باشد، روي بقاياي گياه تشكيل سودوتسيوم مي

                                                 
1 Pycnidiospore 
2 Sphaeropsidales 
3 Loculoascomycetes 
4 Pleosporales 
5 Leptosphaeriaceae 
6 Pseudothecium 
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 ,McGee(پايدار بماند  نيز  بذر در داخلعامل بيماري ممكن است. )et al., 2004 Boerema (است

 16000 ( كلزا توده بذري داخلي مورد بررسي160ايران از طبق گزارش زنده دل و همكاران در  .)1977

 جدايه 16كه تنها ) آلودگي% 11(جداسازي گرديده است ،  جدايه قارچ بذرزاد1760، تعداد )عدد بذر

اما آلودگي بذر به عنوان يك ). 1387دل و همكاران،  زنده( تشكيل مي داد P. lingamرا قارچ  %) 1/0(

گونه كه در كشت كلم در خزانه قبل از انتقال به مزرعه مطرح است،   كشت كلزا، آنكننده اوليه منبع آلوده

  ). Petrie, 1975(باشد  مهم نمي

  

  هاي مديريت و كنترل بيماري  روش-3-2

  مقاومت ميزبان -1-3-2

 ـ.گزارش شـده اسـت  از گياهان روغني تيره خاجيان هاي مقاوم در چند گونه      دسترسي به لاين   نظـر  ه  ب

 در مقابـل بيمـاري سـاق سـياه در مقايـسه بـا        ) AABBبـا فرمـول ژنـوم    ( Brassica junceaرسد  مي

Brassica campestris )    بـا فرمـول ژنـومAA  ( وBrassica carinata )    بـا فرمـول ژنـومBBCC (

اسـت  تـر    ظـاهرا در برابـر بيمـاري حـساس    )  AACCبا فرمول ژنوم ( Brassica napus. مقاومتر باشد

)Boudart and Lacoste, 1972 .(  

و  Novoski   ،  Ceska  مختلف بـه بيمـاري نيـز متفـاوت اسـت بـه طوريكـه در ارقـام                   ارقام مقاومت

Zollergold هاي بهاره  كه از تيپB. napusهـاي   آزمونباشند، مقاومت گياهچه وگياه مسن از طريق   مي

  ).Cargeeg and Thuling, 1980(اي در استراليا به اثبات رسيده است  اي و مزرعه گلخانه

 ـ   كه   ، به توليد دو ماده    كلزادر ارقام   مقاومت به ساق سياه     اختلاف   رسـد   نظـر مـي  ه يكي از ايـن مـواد ب

فرآورده ناشي از تغيير فنل طبيعي در ميزبان بوده و ديگري يك ماده القا شده توسط پاتوژن در ميزبان بعد                    

  ).Boudart and Lacoste, 1972 (، ارتباط داده شده استاز آلودگي است
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سـريع  نشان داده است كه در ارقام مقاوم، متمايز شـدن  نيز مقايسه شكل شناسي ارقام مقاوم و حساس        

   ).Brunin, 1972(گردد  مانع از ورود قارچ مي،  آوند چوبي در ناحيه طوقهتر

  هاي زراعي  روش-2-3-2

باشـد، كنتـرل بيمـاري از طريـق           يترين منبـع آلـودگي م ـ      مهم،  از آنجا كه بقاياي كلزاي آلوده سال قبل       

از بـين بـردن كـاه و    ). Rempel and Hall, 1993(هاي زراعي از اهميت خاصي برخوردار اسـت   روش

شـخم عميـق و زيـر خـاك     ). Wherrett et al., 2003(گردد  كلش آلوده باعث كاهش خطر آلودگي مي

 Kharbanda(آلودگي خواهد شـد  نمودن بقاياي محصول، باعث تسريع پوسيدن بقايا و در نتيجه كاهش 

and Ostashewski, 1997.(  

تـرين   حساس، چرا كه )McGee, 1977(تاثير زيادي دارد ، انتخاب تاريخ كشت نيز در كاهش بيماري

جهت كنترل بيماري مي توان تـاريخ كـشت را   ، لذا    برگي است  6مرحله رشد نسبت به اين بيماري مرحله        

  . نگرددزاد شدن آسكوسپورها با مرحله حساس رشد گياه بر هم منطبق آ زماناي تغيير داد كه گونهه ب

بوكـور و   . بيماري حائز اهميـت اسـت      از توسعه    انتخاب محل مناسب براي كشت به منظور جلوگيري       

 كيلومتر فاصله از مزارعي كه در سال قبـل  8 تا 5نشان دادند كه رعايت ) Bokor et al., 1975(همكاران 

  .دارد بخشي عاري از بيماري نگه مي اند، محصول جديد را به نحو رضايت زير كشت كلزا بوده

   كنترل شيميايي-3-3-2

موفـق شـدند بيمـاري را از    ) Barbetti, 1982(و بـاربتي  ) Brown et al., 1975(براون و همكاران 

پس از سـبز     هفته 6تا  )  گرم در هكتار   506 ( با استفاده از قارچكش بنوميل     هاي هوايي  طريق سمپاشي اندام  

هـاي   قـارچكش با استفاده از ) Mckenzie and Verma, 1990(كنزي و ورما م.  كنترل كنند مزرعهشدن

قادر به كنتـرل بيمـاري   سازي بذر  هاي هوايي و آغشته صورت سمپاشي اندام ه   ب HWG1608اسپورتاك و   

سازي كـود سوپرفـسفات    هاز طريق آغشت) Ballinger et al., 1988(بالينجر و همكاران  .ساق سياه شدند
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  در كنتـرل بيمـاري      پاشـي نتيجـه خـوبي        گرم در هكتار در زمان بذر      250با قارچكش فلوتريافول به مقدار      

  .بدست آوردند

  

   كنترل بيولوژيك بيماري ساق سياه كلزا-4-2

  كنترل بيولوژيكي بيماري ساق سياه كلزا با باكتريهاي آنتاگونيست -1-4-2

هاي ضد قارچي،  با توليد پروتينقادر است س باسيلوس يافت شده است كه يك گونه از باكتري جن

خارباندا و  ).Yang et al. 1997 (نشان دهد L. maculansدر محيط كشت تاثير بازدارندگي بر روي 

 Paenibacillus باكتري PKB1 كه سويه اعلام كردندنيز ) Kharbanda et al., 1999(همكاران 

polymyxa) Syn:Bacillus polymyxa( قادر است با توليد پپتيد ضد قارچ، رشد L. maculans  را

 كه  دادندآنها همچنين نشان.  كاهش دهدي كلزاكلش و بقايا،  در محيط كشت و نيز روي برگها، ساقه

زني و طول لوله تندش حاصل از   معني داري جوانه طوره ب P.  polymyxa باكتري PKB1سويه 

ها بطور  دهد و زماني كه برگ را تحت شرايط آزمايشگاهي كاهش مي .lingam  Pپيكنيديوسپورهاي

تلقيح شوند، از  P. lingamو پيكنيديوسپورهاي  PKB1  سويههاي مان با سوسپانسيوني از سلولز هم

  .نمايند گسترش و توسعه بيماري ساق سياه روي كلزا ممانعت مي

 ،كمپوست و ريزوسفر محصولات مختلفاز ا  جدايه باكتريايي ر58تعداد ) Zhao, 2001(ژائو  

 در محيط كشت ممانعت L. maculansاز رشد مي توانند ها  آنجداسازي نمود و نشان دادكه همه 

كلنيزه شده  Serratia plymuthica كه درنتيجه تلقيح با سودومونادهاي فلورسنت و يهاي گياهچه. ايندنم

  . ندير بازدارندگي بيشتري روي پاتوژن داشتتاث Bacillusهاي  بودند، در مقايسه با سويه
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  هاي آنتاگونيست كنترل بيولوژيكي بيماري ساق سياه كلزا با قارچ -2-4-2

هاي آشيانه پرنده اي تحت عناوين  دو گونه از قارچ) Tewari et al., 1997(تواري و همكاران 

Cyathus striatus  وCyathus olla ترل بيولوژيكي قارچعنوان عوامل موثر در كنه  را ب  L. 

maculans ميزبان ها، بقاياي گياهي  چاين قار.  نمودندمعرفي L. maculans  در مزارع كلزا  را تجزيه

كاهش ميزان اينوكلوم روي كلش و بقاياي كلزا شده و ميزان آلودگي اوليه را كاهش باعث نموده و لذا 

 .Lهاي تجزيه كننده سلولز و ليگنين، در مقايسه با  با توليد آنزيم C.  striatus علاوه بر آن. دهند مي

maculans منابع اوليه آلودگي برخوردار است تصرف  از توانايي بيشتري در)Maksymiak and Hall, 

 كه تركيبات آنتي حدس زدند) Maksymiak and Hall, 2000( ماكسيمياك و هال  علاوه بر آن).2000

  . مضر باشند L. maculansممكن است براي  توليد مي شوند نيز  Cyathusهاي   توسط گونه كهبيوتيكي

 آنتاگونيـستي يـك سـويه از قـارچ     مكـانيزم ) Kharbanda and Dahiya, 1990(اربانـدا و داهيـا   خ

Penicillium verrucosum رشـد  از اسـت و د زا هـوا  قـارچ كه يك راLeptosphaeria maculans    و

Rhizoctonia solani  يـك متابوليـت زرد رنـگ    هـا   آن. ، مـورد مطالعـه قـرار دادنـد    كنـد  جلوگيري مـي

 .Pفيلتـرات كـشت     دارد، را ازCitrininهـاي  زيـادي بـا     كه بعدا مشخص شد كه مشابهت ،كريستاليزه

verrucosum يـك بازدارنـده قـوي بـراي      و آزمايشات نشان داد كه اين تركيـب  جداسازي نمودند L. 

maculans  زا در كلزا  و خانواده چليپاييان نظير هاي بيماري ساير قارچوR. solani  وS. sclerotiorum 

   .باشد مي

ها را از  و ديگر قارچ L. maculansقارچ ) Baird et al., 1999(بيرد و همكاران ، آزمايشيدر 

 ، آلوده به ساق سياه بود و بيش از يك سال در خاك دفن شده بودند، بقاياي كلزايي كه بطور طبيعي

 Trichoderma(تريكودرما هاي قارچ  جمعيت گونهمشخص شد كه طول اين مدت، زي نموده و جداسا



13  فصل دوم بررسي منابع

spp.(  ارتباط بين  است اما درصد افزايش يافته 27بيش ازL. maculans يا ديگر  تريكودرماهاي  و گونه

  .ديدنگرمشخص هاي وابسته به بقاياي گياهي  قارچ

 Trichoderma كه شامل اسپورهاي قارچ 1سيويت سوپر با نام تجاري فرآورده زيستيمصرف يك

harzianum ناشي از هاي برگي   گرم در هركيلو كود معدني است، شدت لكه5ميزان ه ب P. lingam را 

  ). Hysek et al.,  2002. (دهد مي درصد كاهش 10 تا روي كلزا در شرايط مزرعه

  

                                                 
1 Supresivit

®
 



  

  

  

  

  فصل سوم

  

  مواد و روش ها

  

  

  

  

  

  

  

  



15  فصل سوم مواد و روش ها

  

  

  مونه و جداسازي عامل بيماريجمع آوري ن -1-3

  جمع آوري نمونه -1-3-1

و 1385پائيز سال در طول فصل هاي كلزاي آلوده به بيماري ساق سياه،  جمع آوري نمونهبه منظور 

داراي هايي كه   بوته.بازديد بعمل آمدقزوين،  و  دزفول ، جويبار از مزارع كلزا در مناطق1386سال بهار 

هاي   در داخل كيسهآوري شده و  جمعبودندشانكر طوقه  و ير لكه برگينظتيپيك ساق سياه م ئعلا

   .پلاستيكي به آزمايشگاه منتقل شدند

   جداسازي عامل بيماري-2-3-1

هاي كلزاي آلوده به بيماري ساق سياه پس از انتقال به آزمايشگاه ابتدا با آب جاري شستشو داده  نمونه

براي اين منظور . جداسازي گرديد) Naseri, 2006(ري شدند و سپس عامل بيماري مطابق روش ناص

 در  و سپسمتر مربعي تقسيم شدند  سانتييكچك كوهاي آلوده برگ، ساقه و طوقه به قطعات  بخش

 دقيقه سهدقيقه براي بافت نرم برگ و يك ( دقيقه سه تا يك به مدت 5% )NaClO(هيپوكلريت سديم 

با آب مقطر سه بار ها را  نمونه، پس از آن. طحي گرديدندضدعفوني س) براي بافت خشبي ساقه و طوقه

هاي تهيه  از مجموع نمونهها بر روي كاغذ صافي استريل،  استريل شستشو داده و پس از خشك كردن آن

با  PDA1 متري محتوي محيط كشت سانتي نه هاي در پتري ديششده از هر اندام آلوده، تعداد سه قطعه 

 انكوباتور با ها در كشت روز نگهداري سه تا دوبعد از  .ر داده شدندقرا گرم در ليتر 39غلظت 

 بر روي محيط )Idnurm and Howlett, 2002( ريسه روش نوك  قارچ بههاي  پرگنه، C◦1±25دماي

  .نگهداري گرديدند C◦ 4دماي جهت مطالعات بعدي در كشت ها  و ندخالص سازي شد PDAكشت 

                                                 
1 Potato Dextrose Agar 
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  ي قارچي و باكتريايي از منطقه ريزوسفرها  ميكروارگانيسمسازي  جدا-2-3

 ها  جداسازي باكتري-1-2-3

هاي متعددي از بوته هاي سالم و آلوده كلزا همراه با ريشه و  ابتدا نمونهها،  براي جداسازي باكتري

هاي پلاستيكي به  خاك اطراف آن از مناطق قزوين، جويبار و دزفول جمع آوري و در داخل كيسه

ها حذف گرديد و خاك باقيمانده در  در آزمايشگاه ابتدا خاك اضافي اطراف ريشه. دندآزمايشگاه منتقل ش

عمل جداسازي ها جداسازي گرديد و  ، از بوته)فاصله يك سانتي متري اطراف ريشه(ناحيه ريزوسفر 

  تهيه شده را ازابتدا نمونه خاك، براي اين منظور. انجام گرفت) Herr, 1959(ها طبق روش هر  باكتري

ليتر آب مقطر استريل در داخل يك   ميلي50 گرم از اين خاك بهمراه 10و سپس  گذرانده 10الكي با مش 

. تهيه شد10-6تا 10-1سري رقتي از، از سوسپانسيون حاصل. ليتري خوب بهم زده شد  ميلي100ارلن ماير 

 باقيمانده،هاي  از رقت كدام و از هرگرديد حذف ها   به دليل تراكم بالاي باكتري10- 2و10-1هاي رقت 

ليتر محيط   ميلي19تشتك به هر سپس . متري استريل ريخته شد  سانتينهپتري هاي  تشتكليتر به   ميلييك

، سرد شده و C◦ 121 دقيقه در دماي 20 كه پس از استريل شدن توسط اتوكلاو، به مدت  KB1كشت

ري با ملايمت حركت داده شدند تا سپس تشتك هاي پت. رسيده بود، اضافه گرديد C ◦ 45دماي آن به

بعد از انعقاد محيط كشت، . سوسپانسيون خاك به طور يكنواخت با محيط كشت مخلوط شود

 در  هاي باكتريايي پرگنه ساعت كه 24پس از .  منتقل شدندC◦ 1±25 دمايها به انكوباتور با   ديش پتري

اسپور در  106با غلظت ( P. lingamارچ  قهاي اسپور تهيه شده ازمحيط كشت ظاهر شدند، سوسپانسيون

   . اسپورپاش روي محيط كشت اسپري گرديدتوسط )هر ميلي ليتر

 PDAهاي هفت روزه قارچ عامل بيماري روي محيط كشت  براي تهيه سوسپانسيون اسپور از كشت

ستريل  ميلي ليتر آب مقطر ا10 كشت قارچ فوما، ديش براي اين منظور در داخل هر پتري. استفاده شد

                                                 
1 King , B 
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سطح محيط كشت تراشيده شد تا اسپورهاي توليد شده توسط ، اضافه گرديد و با يك اسكالپل استريل

 و شمارش اسپورها سوسپانسيون حاصل پس از گذراندن از صافي. قارچ از محيط كشت جدا شوند

  . براي اسپورپاشي آماده گرديدتوسط لام هموسيتومتر 

 ساعت جهت 48 تا 24ددا در انكوباتور قرار گرفتند تا بعد از مجتشتك هاي پتري ،پس از اسپورپاشي

كه هاله هاي باكتريايي   در مرحله بعد تك كلوني.مشاهده اثر آنتاگونيستي مورد بررسي قرار گيرند

 جدا كرده و به محيط كشت  با دقت توسط سوزن كشت راشدمي ها ديده  اطراف آن دارندگي درزبا

1NA دمايمجدد در  از انكوباسيون پس  وانتقال داده شدند C◦ 1±25 دماي   براي آزمايشات بعدي در

C◦ 4نگهداري شدند  .  

  ها  جداسازي قارچ-2-2-3

 20تا عمق  گرم خاك 500مقدار. عمل شد) Davet, 1979 (هبراي اين منظور مطابق روش داو

، آببا اضافه كردن و شد جدا و درون گلدان ريخته ، متري از ناحيه ريزوسفر بوته هاي كلزا سانتي

 گرم از خاك  در 20، مقدار اتاقها در دماي  بعد از يك هفته نگهداري گلدان. تامين گرديدرطوبت كافي 

به .  تا سوسپانسيون يكنواختي بدست آيد شدحالت تعليق در آوردهه  ميلي ليتر آب مقطر استريل ب500

مايع (ها و يك قطره مويان  از رشد باكتري اسيد سيتريك براي جلوگيري ليتر ميلي يكسوسپانسيون فوق 

ليتر   ميليدوميزان ه از سوسپانسيون حاصل ب. گرديد اضافه قارچ براي معلق ماندن اسپورهاي ) ظرفشويي

 C◦ 45 كه پس از سرد شدن دماي آن به ليتر آب آگار اتوكلاو شده  ميلي20حاوي  هاي پتري تشتكبه 

 روي ميز، محلول خاك با آب آگار كاملا هاي پتري  تشتك ملايمو با حركت دادنشد اضافه رسيده بود، 

پنبه سوراخ  متر با چوب   سانتييكهايي به قطر   ديسك، تشتكپس از انعقاد آگار از هر . گرديدمخلوط 

اتوكلاو  ساعت در 48مدت ه بها  تشتك.  قرار داده شدندهكن تهيه و در وسط محيط كشت انتخابي داو
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نور معرض ها در   تشتكسپس . خوبي رشد كنده  قارچ ب تا ميسليومگرديدند گهداري ن C◦ 1±25 دمايبا 

 بدست آمده به روش نوك هاي قارچي پرگنهآنگاه ، ها تشكيل شوند تا كنيديشدند فلورسنت قرار داده 

  . نگهداري شدندC◦ 4دماي در و جهت مطالعات بعدي  خالص سازي ريسه

  

  آزمايشگاه در مل قارچي و باكتريايي ريزوسفري عوا بررسي اثر آنتاگونيست-3-3

   اثرات آنتاگونيستي عوامل باكتريايي  و ارزيابي بررسي-1-3-3

بـا اسـتفاده از روش كـشت متقابـل      P. lingamباكتريايي روي قـارچ   ي عواملنتاگونيستآبررسي اثرات 

)Michael and Nelson, 1972 (متـري اسـتفاده    نتي سـا هـاي نـه   تـشتك كار از  براي اين .صورت گرفت

   SEA.1و  PDA :  عبارت بودند از در اين آزمايشهاي مورد استفاده محيط كشتو گرديد

 24پس از . صورت خطي كشت داده شدنده  پتري ب تشتكهاي مورد نظر در راستاي قطر  ابتدا باكتري

 هفتبه قطر  .lingam P    قارچ ميسليوميديسكد عددو ، C◦ 1±25 در دماي ها نگهداري تشتكساعت 

براي اين منظور از . خط وسط، قرار داده شدند ميلي متري از 40تشتك و به فاصله متر در حاشيه  ميلي

 PDAروزه قارچ بر روي محيط كشت هفت  ميلي متر و كشت هفتيك چوب پنبه سوراخ كن به قطر 

 حاوي محيط كشت  كهفتمورد استفاده قرار گر، عنوان شاهد آزمايشه فاقد باكتري بتشتك . استفاده شد

كه در   آنپس از. شدندنگهداري  C◦ 1±25ها مجددا در دماي  پتري. بود P. lingamو دو حلقه ميسليومي

شعاع كلني با يكديگر تماس پيدا كردند آنگاه در ساير تيمارها  P. lingamپتري شاهد دو كلوني قارچ 

آزمايش در . گيري شد ن قارچ و باكتري اندازهبيتقابل بازدارندگي حاصل از فاصله و عامل بيماري قارچ 

هاي به دست آمده از آزمايش مورد تجزيه و  و داده شد تكرار انجام سهقالب يك طرح كاملا تصادفي در 
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