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 Pseudomonas fluorescensو باکتري  Metarhizium anisopliaeاثر تلفیقی قارچ 

CHA0 گرهی، بر نماتود ریشه Meloidogyne incognitaفرنگی در گوجه*  

  3رسول رضاییو  **2محمد عبدالهی، 1لیلا جهانبازیان

  )22/6/1394 :؛ تاریخ پذیرش13/3/1393: تاریخ دریافت(

  چکیده
هـاي   با توجـه بـه خطـرات سـموم، اسـتفاده از روش     . ترین نماتودهاي انگل گیاهی با دامنه وسیع میزبانی است گرهی از مهم  نماتود ریشه

در این پژوهش، اثـر دو عامـل کنتـرل    . رسد هاي گیاهی ضروري به نظر می غیرشیمیایی، از جمله مهار زیستی در مبارزه با آفات و بیماري
به طور جداگانه و به طور توام،  Meloidogyne incognitaبر نماتود  Pseudomonas fluorescens CHA0و  Metarhizium anisopliaeزیستی 

در آزمون غیرفرار تعیین اثر بازدارندگی باکتري بر قارچ، مشخص شد که باکتري بر قـارچ اثـر بازدارنـده    . در چند آزمایش مطالعه گردید
اهی اثر سوسپانسیون و عصاره کشت این عوامل، بیشترین اثر کشندگی بر لارو سن دوم در تیمار مخلـوط  هاي آزمایشگ در بررسی. نداشت

بیشترین . مرگ و میر، مشاهده گردید% 80و در درجه دوم، در تیمار عصاره کشت باکتري با حدود % 95عصاره کشت هر دو عامل با قریب 
در مقایسه اثر . هایی که عصاره کشت یک یا هر دو عامل موجود بودند، مشاهده شدنیز در تمامی تیمار) درصد 93-98(کاهش تفریخ تخم 

هاي رشدي گیاه به میزان قابل  هاي کاربرد این عوامل، در تیمارهایی که خیساندن خاك با سوسپانسیون قارچ صورت گرفت، شاخص روش
اشتند، به طوري که در آزمایش اثر تلفیقی عوامل کنترل زیسـتی  هاي نماتود نیز به مقدار قابل توجه کاهش د توجهی بهبود یافتند و شاخص

هاي رشدي گیاه در بهتـرین   انسیون اسپور، شاخص در شرایط گلخانه، در تیمار افزودن فرم تجاري قارچ به خاك و خیساندن خاك با سوسپ
% 30د شد، به طوري که تعداد گال در گیاه تا هاي نماتو وضعیت قرار داشتند و همین تیمار نیز به میزان قابل توجهی موجب کاهش شاخص

 .Mبر نماتود ریشه گرهـی   M. anisopliaeاین مقاله اولین گزارش از اثر نماتودکشی قارچ . کاهش یافت% 75و فاکتور تولیدمثل تا حدود 

incognita باشد می.  
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Abstract 
Root knot nematodes are one of the most important plant parasitic nematodes with worldwide distribution 
and wide host range. Regarding to the hazards of synthetic chemicals, this is necessary to use other 
measures, such as biological control. In some studies, the separate, as well as the combined effects of two 
biocontrol agents, Metarhizium anisopliae and Pseudomonas fluorescens CHA0, on Meloidogyne incognita 
were studied. In a laboratory test, it has been showed that there is no non-volatile inhibitory effect of P. 
fluorescens CHA0 on M. anisopliae. In case of In vitro assay of culture filtrate and suspension of both 
biocontrol agents, the mixture of culture filtrates and culture filtrate of the bacterium caused about 95% and 
80% larval mortality, respectively. Maximum inhibitory in egg hatch (93-98%) observed in those treatments 
in which culture filtrate of one or two agents were included. In the experiment that was designed to compare 
the application methods, the growth factors of tomato plants considerably increased and the nematode-
related factors considerably decreased, in those M. anisopliae spore suspension were applied as soil drench. 
Soil drench of the trade formulation of M. anisopliae to the soil and foliar spray of P. fluorescens CHA0, 
improved the plant-related factors and decreased up to 30% of gall formation and up to 75% of reproduction 
factor. This is the first report of nematicidal effect of M. anisopliae on M. incognita. 
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  مقدمه

از عوامل  (.Meloidogyne spp)گرهی  نماتودهاي ریشه
میــانگین . فرنگــی هســتند آور در کشــت گوجــه مهــم زیــان

درصد اعلام شده است کـه گـاه    15خسارت این نماتودها 
). Sidiqui & Mahmood 1999(رسـد   درصد نیز می 80به 

گونه در این جـنس شناسـایی شـده اسـت کـه       90بیش از 
و  M. javanica ،M. incognita ،M. arenariaچهار گونه 
M. hapla  داراي اهمیت و پراکندگی بیشتري نسبت به بقیه

هاي متداول مبارزه  استفاده از روش). Sasser 1989(هستند 
بــا ایــن نماتودهــا در مــواردي بســیار پرهزینــه بــوده و در 

ــد   ــافی ندارن ــارآیی ک ــر ک ــواردي دیگ ــموم  . م ــاربرد س ک
نماتودکش نیز به دلیل مضر بودن بـراي سـلامتی انسـان و    

از ایـن رو  . حیط زیست محدود شده اسـت ایجاد آلودگی م
هاي جایگزین از جمله مهـار   محققان به دنبال استفاده از راه

زي  نماتودهاي خاك). Nitao et al. 1999(باشند  زیستی می
هـا مـورد حملـه قـرار      هـا و بـاکتري   به وسیله برخی قـارچ 

توان براي مبـارزه   ها می گیرند، لذا از این میکروارگانیسم می
). Tian et al. 2007(تودهاي انگل گیاهی استفاده کرد با نما

گیري از منـابع   توان به امکان بهره از مزایاي مهار زیستی می
موجود، کاهش احتمـال ایجـاد مقاومـت، کـاهش آلـودگی      
محیط زیست و حرکت به سوي کشـاورزي پایـدار اشـاره    

هـا از نظـر تعـداد     بـاکتري ). Mokhtari et al. 2009(نمود 
. فراوانی را در بین موجـودات زنـده خـاك دارنـد     بیشترین

ــدادي از آن ــه  تع ــه گون ــا، از جمل ــنس ه ــایی از ج ــاي  ه ه
Pasteuria ،Pseudomonas  وBacillus  داراي توانــــایی

هایی از  گروه. زیادي براي کنترل بیولوژیک نماتودها هستند
هـاي مختلـف از جملـه     زي بـا سـازوکار   هاي خاك باکتري

،  بیوتیـک و انـواع آنـزیم    لید زهرابه، آنتـی پارازیته کردن، تو
ایجاد مقاومت القائی سیستمیک در گیاه و افزایش سـلامتی  

). Tian et al. 2007(گذارنـد   گیـاه، بـر نماتودهـا اثـر مـی     
ترشحات ریشه در تفریخ تخم نماتود، جلب آنها به سـمت  
. ریشــه، تشــخیص میزبــان و نفــوذ بــه ریشــه مــؤثر اســت

کننـده   هاي کنترل هاي مهم باکتري گروه رایزوباکترها یکی از
کننـد   نماتودها هستند که در فراریشـه گیاهـان زنـدگی مـی    

)Ahmadzadeh 2012 .(  ــه ــا، از جمل حضــور رایزوباکتره
که همـه جـا حضـور داشـته و      هاي فلورسنت سودوموناس

، در منـاطق خـاص   جزء ساکنان معمـول ریزوسـفر هسـتند   
ریشـه هسـتند و   ریشه قـادر بـه تغییـر الگوهـاي ترشـحی      

بنابراین روي مراحلی از زندگی نماتود که وابسـته بـه ایـن    
نماتودهاي انگل داخلی  .گذارد ترشحات است، نیز تأثیر می

و  Meloidogyneهاي متعلق به جـنس   ساکن از جمله گونه
به ویژه نماتودهاي سیسـتی کـه در مراحـل رشـدي خـود      

ساسـیت  شدیداً به ترشحات ریشه وابسته هسـتند، داراي ح 
-Sikora & Hoffmann(باشـند   هـا مـی   بالا به این بـاکتري 

Hergarten 1993.( ــودوموناس ــنت داراي  س ــاي فلورس ه
تواننـد در   رشد سریع و قدرت سـازگاري بـالا بـوده و مـی    

شــرایط مختلــف فراریشــه و فیلوســفر از تعــداد زیــادي از 
ترکیبـات آلـی اسـتفاده کننــد و پتانسـیل بـالایی در کنتــرل      

هاي گیاهی خاکزاد، برگی، پس از برداشـت و غیـره    بیماري
  ).Ahmadzadeh 2012(دارند 

یک  Metarhizium anisopliaeقارچ موسکاردین سبز، 
این قـارچ اولـین بـار    . زي با انتشار جهانی است قارچ خاك

ــط  ــنیکوفتوس ــام ) Metschnikoff 1897( متش تحــت ن
Entomophthora anisopliae    توصیف شـد و سـوروکین

)Sorokin 1883 (  آن را بـهM. anisopliae   تغییـر نـام داد .
ترین بیمارگرهاي حشرات است کـه   این قارچ از جمله مهم

به واسطه خصوصیات منحصر به فرد متعددي کـه دارد، بـه   
 Richards(طور گسترده در سطح تجاري تولید شده است 

& Rogers 1990, Medonica 1992 .(   این قـارچ بـر روي
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کنـد   اي رشد می اي مصنوعی به صورت تودهه محیط کشت
هـاي آن را بـه مـدت طـولانی      توان کنیـدي  و به راحتی می
هاي این بیمـارگر تـا زمـانی کـه در        زادمایه. نگهداري نمود

 Farashiani(زنند  مجاورت میزبان قرار نگیرند، جوانه نمی

et al. 2011 .( در مورد اثرM. anisopliae  بر نماتودها تنها
 تریبهوانشوار و همکـاران . گزارش محدود وجود داردچند 

)Tribhuvaneshwar et al. 2008 (  اثر این قارچ بر نمـاتود
Rotylenchulus reniformis  فرنگـی بررسـی    را در گوجـه

بر اساس گزارش ایشان، این قارچ جمعیـت نهـایی   . کردند
این نماتود و همچنین نماتودهـاي آزادزي را کـاهش داد و   

در بررسی انجام شده، این قارچ . را بهبود بخشیدرشد گیاه 
هاي خاك شهرستان بویراحمد، از نماتودهـایی کـه    از نمونه

به طور طبیعی آلـوده شـده بودنـد، جـدا نمـوده و قـدرت       
ــر  بیمــاري ــی آن ب را بررســی و  Heterodera avenaeزای

درصـد   1/47توانایی آن در پارازیته کردن لارو این نمـاتود  
بر اسـاس   . (Ghayedi & Abdollahi 2013)د برآورد گردی
هـاي چسـبنده و    ها، ایـن قـارچ بـا تولیـد کنیـدي      این یافته
نفـوذ  . کنـد  ها، نماتود را پارازیتـه مـی   زنی این کنیدي جوانه

مستقیم از طریق کوتیکول و تولید هیـف عفـونی در درون   
کاربرد تلفیقـی چنـد   . شود بدن نماتود، موجب مرگ آن می

زمان از چند سازوکار  نیست موجب استفاده همعامل آنتاگو
توانـد فعالیـت    متفـاوت علیـه بیمـارگر هـدف شـده و مـی      

اي انجــام داده و یــک   بیــوکنترلی را در طیــف گســترده  
 Janisiewicz(سازي از شـرایط طبیعـی فـراهم کنـد      مشابه

این عوامل ممکن است اثـر بیـوکنترلی یکـدیگر را    ). 1996
اطـلاع از ایـن موضـوع بـراي      کاهش و یا افزایش دهند که

هـا در تلفیـق بـا یکـدیگر لازم اسـت       بینی کـارآیی آن  پیش
)Siddiqui & Shaukat 2004 .(      با توجـه بـه ایـن کـه اثـر

به عنوان عامل کنتـرل زیسـتی بـر     P. fluorescensباکتري 
گرهی مورد توجه بسیاري از محققان مختلـف   نماتود ریشه

 .Almaghrabi et al. 2013, Bagheri et al(بـوده اسـت   

2013, Mokhtari et al. 2009, Siddiqui et al. 2005, 
Siddiqui et al. 2006, Sankari et al. 2012)   در ایـن ،

پژوهش اثر هـر یـک از ایـن دو عامـل کنتـرل زیسـتی بـه        
ــی از آن  ــین تلفیق ــاتود   صــورت مجــزا و همچن ــر نم ــا ب ه

  . گرهی بررسی گردیده است ریشه

  بررسیهاي  مواد و روش
  تهیه جمعیت نماتود

هـاي   فرنگی در گلخانـه  هاي آلوده گوجه نماتود از ریشه
آوري و با استفاده از تک کیسه تخم نماتود  سخت جمع سی

ماده، جمعیت خالص تهیه و سـپس بـا چنـد دوره متـوالی     
بـه خـاك آلـوده، بـه      Red cloudانتقال نشاء رقم حسـاس  
جریـان ملایـم آب    ي آلوده بـا  ریشه. میزان کافی تکثیر شد

متـري تقسـیم و در    سـانتی  2شستشو و سپس بـه قطعـات   
لیتـر   میلـی  5 و لیتـر آب مقطـر   میلی 200 کن حاوي مخلوط

ثانیــه  30ریختــه شــد و بــه مــدت % 5هیپوکلریــت ســدیم 
سوسپانسیون به دست آمـده دو بـار بـا آب    . مخلوط گردید

جهت تعیین . مش شستشو داده شد 400مقطر بر روي الک 
ــ ــم زدن و   غلظ ــا ه ــم و لارو، ب ــداد تخ ــمارش تع ت و ش

یکنواخت کردن سوسپانسیون نماتود، در سه مرتبه، هر بـار  
لیتر از سوسپانسـیون در ظـرف شـمارش     به مقدار یک میلی

ریخته و سپس با استفاده از استریومیکروسکوپ تعداد لارو 
). Hussey & Barker 1973(و تخم نماتود شمارش گردید 

د از انتهاي بدن نمـاتود بـالغ مـاده و مشـاهده     با تهیه اسلای
ساسـر و  نقوش ناحیه پیرامون مخرج و با استناد به الگـوي  

، گونـه موجـود شناسـایی    (Sasser & Carter 1982) کارتر
  .گردید

براي تهیه لارو سن دوم نماتود، یـک کاغـذ صـافی بـر     
روي توري فلزي قرار گرفته در درون تشتک پتري گذاشته 
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سپانسیون تخم نماتود روي کاغذ صافی قرار سپس سو. شد
داده شد و در تشتک پتري آب مقطر ریخته شد و به مـدت  

 C27°چهــار تــا پــنج روز در انکوبــاتور بــا دمــاي حــدود 
هـا روي کاغـذ صـافی     به این ترتیب تخـم . نگهداري شدند

مرطوب تفریخ شده و لاروهـاي سـن دوم نمـاتود پـس از     
ک پتـري جمـع شـدند    عبور از کاغذ صـافی در کـف تشـت   

)Vrain 1997.(  

ــارچ  ــه ق ــه  M. anisopliaeتهی ــاکتري جدای  .Pو ب

fluorescens CHA0  
ــه  ــارچ  DEMI-001جدایـ ــه  M. anisopliaeقـ کـ

زایی آن بر ملخ ثابت شده بود، از مؤسسه تحقیقـات   بیماري
 P. fluorescensجنگل و مرتـع کشـور و جدایـه بـاکتري     

CHA0   از بخش گیاهپزشکی دانشگاه شیراز تهیـه گردیـد .
ــخ ــه    مل ــه جدای ــوده ب ــاي آل ــارچ  DEMI-001ه  .Mق

anisopliae       در زیر هـود بـا جریـان هـواي سـترون درون
هاي پتري حاوي کاغذ صافی سترون مرطـوب قـرار    تشتک

هـا بـا    داده شد و جهت جلوگیري از خشک شدن، تشـتک 
هفته، اسپورهاي سـبز  پس از یک . نوار پارافیلم بسته شدند

رنگ این قارچ بر سطح بدن حشرات نمایان شد که از ایـن  
 (PDA)زمینـی آگـار    اسپورها بر روي محیط کشـت سـیب  

براي تکثیر قارچ، از محیط کشت اختصاصی . کشت گردید
گـرم آگـار و    18گـرم گلـوکز،    20گـرم پپتـون،    10شامل 
ــی ــزان   بیوتیــک آنت ــه می ــرم،  6/0هــاي استرپتومایســین ب گ

گرم و سیکلوهگزامید به میـزان   05/0تتراسایکلین به مقدار 
بـه منظـور   . گرم، در یک لیتر آب مقطر اسـتفاده شـد   05/0

اي، از محصـول تجـاري    متی از آزمایشات گلخانهانجام قس
Green Muscle TC® کش بیولوژیک بر پایـه   که یک حشره

و  M. anisopliae var acridumقـارچ   IMI 330189نـژاد  
  .باشد، استفاده شد به صورت پودر می

بـر   P. fluorescensارزیابی اثـر بازدارنـدگی بـاکتري    
   M. anisopliaeقارچ 

 M. anisopliaeبر رشد  P. fluorescensاثر بازدارندگی 
هاي تعیین اثر متقابل و اثر مـواد فـرار در قالـب     در آزمایش

یک طرح کاملاً تصادفی و هر یک در چهار تکـرار بررسـی   
و هر آزمایش دو بار تکـرار گردیـد و میـانگین مشـاهدات     

در آزمـایش اثـر متقابـل، ابتـدا در یـک طـرف از       . ثبت شد
بـاکتري بـه طـور یکنواخـت      ،PDAظروف کشت حـاوي  

اي  سپس در طرف دیگر تشتک پتري، قطعه. کشت داده شد
هاي شاهد به جاي  از کشت قارچ قرار داده شد و در تشتک

 Fokkema(باکتري از آب مقطـر سـترون اسـتفاده گردیـد     

1978, Zivkovic et al. 2010 .(   در آزمایش اثر مـواد فـرار
پتـري بـاکتري بـر    باکتري بر قارچ، در یک طرف از تشتک 

کشـت داده شـد و    (NA)کشت نوترینت آگار  روي محیط
اي از قارچ در مرکـز ظـرف بـر روي     در طرف دیگر، قطعه

همین محـیط کشـت قـرار داده شـد و درهـاي دو تشـتک       
حاوي باکتري و قـارچ را برداشـته و دو تشـتک روي هـم     

ها بـا نـوار پـارافیلم کـاملاً      قرار داده شدند و اطراف تشتک
در تیمار شاهد، در تشتک ظروف کشت به جـاي  . ه شدبست

 NAکشـت   باکتري از آب مقطـر سـترون بـر روي محـیط    
زمانی که در تیمـار شـاهد قـارچ تمـام سـطح      . استفاده شد

ظروف کشت را اشغال نمود، قطر کلنـی قـارچ در تیمارهـا    
 Kazemzadeh et al. 2006, Fiddman(گیري گردید  اندازه

& Rossal 1994.(  

ــارچ    ــر ق ــین اث ــاکتري  M. anisopliaeتعی  .Pو ب

fluorescens  بر تفریخ تخم و مرگ و میر لارو سن دوم
 M. incognitaنماتود 

 .Mدر این آزمـایش از سوسپانسـیون و عصـاره قـارچ     
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anisopliae IMI 330189      و بـاکتري بـه طـور جداگانـه و
همچنین از عصاره باکتري رشـد کـرده در محلـول حـاوي     

رچ و مخلوطی از هر دو عصـاره اسـتفاده گردیـد    عصاره قا
)Naserinasab et al. 2011 .(    این آزمـایش در قالـب یـک

طرح کاملاً تصادفی با نه تیمار در چهار تکرار به شرح زیـر  
  :انجام گرفت

محــیط (شــاهد : 2؛ تیمــار )آب مقطــر(شــاهد : 1تیمــار 
محـیط کشـت مـایع    (شاهد : 3؛ تیمار )کشت مایع نوترینت

عصـاره کشـت بـاکتري،    : 4؛ تیمـار  )دکستروز-ینیزم سیب
عصـاره کشـت   : 5رشد یافته در عصاره کشت قارچ؛ تیمار 

مخلوط عصاره کشت قارچ و عصاره کشت : 6قارچ؛ تیمار 
: 8اسـپور قـارچ؛ تیمـار     107سوسپانسیون : 7باکتري؛ تیمار 

واحـد   108سوسپانسـیون  : 9عصاره کشت بـاکتري؛ تیمـار   
  باکتري ) cfu(تشکیل دهنده کلنی 

سـاعته   48به منظور تهیه سوسپانسیون باکتري، از کشت 
باکتري با لوپ استریل به آب مقطر انتقال داده شد و تعیین 

براي تهیه عصـاره  . غلظت با اسپکتروفتومتر صورت گرفت
کشت باکتري، یک لوپ از کشت جوان باکتري را در ارلـن  

ــی 250 ــري حــاوي  میل ــی 100لیت ــر محــیط کشــت  میل  لیت
Nutrient Broth (NB)    150سترون ریخته روي شـیکر بـا 

ساعت، عصـاره   48پس از . حرکت در دقیقه رشد داده شد
ــدت  ــه م ــا ســرعت  20ب ــه ب ــه  12000دقیق ــر دقیق دور ب

 2/0سانتریفیوژ گردیـد و بخـش بـالایی عصـاره از صـافی      
). Siddiqui & Shaukat 2004(میکرومتـر عبـور داده شـد    

ن قارچ، قطعات محـیط کشـت قـارچ    براي تهیه سوسپانسیو
در ارلن حاوي آب مقطـر انداختـه شـد و یـک سـاعت بـا       
. شیکر تکان داده و با لام هموسیتومتر تعیین غلظت گردیـد 

 250قــارچ را در ارلــن   ،بــراي تهیــه عصــاره کشــت قــارچ
روي شیکر بـا   PDBلیتر محیط  میلی 100لیتري حاوي  میلی
 10شد داده و پس از حرکت در دقیقه در دماي اتاق ر 150

صـاف   1روز دو بار توسـط کاغـذ صـافی واتمـن شـماره      
ــر   ــد و از فیلتـ ــد    2/0گردیـ ــور داده شـ ــر عبـ میکرومتـ

)Naserinasab et al. 2011, Mukhtar & Pervaz 2003.(  
براي تهیه عصاره باکتري رشد کرده در محلـول حـاوي   

روي  PDBروز در محـیط   10عصاره قارچ، قارچ به مدت 
حرکت در دقیقه در دماي اتـاق رشـد    150سرعت  شیکر با

داده شد و سپس دو مرتبه توسط کاغذ صافی واتمن شماره 
لیتر از عصاره بـه دسـت آمـده بـه      میلی 10. گردید صاف  1

لیتري اضـافه   میلی 250در ارلن  NBلیتر از محیط  میلی 100
بـه آن اضـافه   ، سـاعته بـاکتري   24گردید و سپس از کشت 

 150سـاعت روي شـیکر بـا سـرعت      24شد و بـه مـدت   
پـس از آن،  . حرکت در دقیقه در دماي اتاق تکان داده شـد 

دور در  12000دقیقه با سرعت  20محتویات ارلن به مدت 
 2/0دقیقــه ســانتریفیوژ گردیــد و بخــش بــالایی از صــافی 

به ). Siddiqui & Shaukat 2004(میکرومتر عبور داده شد 
هـاي تهیـه    و عصاره کشـت  منظور بررسی اثر سوسپانسیون

شده بر مرگ و میر لارو سن دوم نماتود، به طور جداگانـه  
لارو سن دوم ضـدعفونی سـطحی شـده بـه دو      100تعداد 
سـلول   108هاي  لیتر از عصاره و همچنین سوسپانسیون میلی

اسـپور در هـر    107لیتـر از بـاکتري و    باکتري در هـر میلـی  
 PDBترون و محـیط  آب مقطر س. لیتر قارچ اضافه شد میلی

بدون باکتري به عنوان تیمارهـاي شـاهد    NBبدون قارچ و 
 C27°در نظر گرفته شد و تیمارها در انکوبـاتور بـا دمـاي    

سـاعت   48تعداد لاروهـاي مـرده پـس از    . نگهداري شدند
و میـر بـه صـورت درصـد تعیـین       شمارش و میزان مـرگ  

ا بـر  در بررسی اثـر تیماره ـ ). Cayrol et al. 1989(گردید 
عــدد تخــم ضــدعفونی  100تفــریخ تخــم نمــاتود، تعــداد 
هـاي   لیتـر از هـر کـدام از عصـاره     سطحی شده به یک میلی
هاي تهیه شده اضافه شد و در دمـاي   کشت و سوسپانسیون

°C27 ها در آب  در تیمارهاي شاهد، تخم. نگهداري گردید
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بـدون بـاکتري    NBبدون قارچ و  PDBهاي  مقطر و محیط
هاي تفریخ شده  دند و یک هفته بعد تعداد تخمقرار داده ش

در هر کدام از تیمارها شمارش گردید و نتایج بـه صـورت   
 & Ashoub(درصد بازدارندگی از تفریخ تخـم ثبـت شـد    

Amara 2010 .(  

 .Mهـاي مختلـف اسـتفاده از قـارچ      بررسی اثـر روش 

anisopliae  و باکتريP. fluorescens    بـر نمـاتود در
 گلخانه

مایش در قالب یک طرح کاملاً تصادفی با هشـت  این آز
  : تیمار به شرح زیر در چهار تکرار، انجام شد

ــاکتري     -1 ــیون ب ــا سوسپانس ــاك ب ــاندن خ  .Pخیس

fluorescens CHA0 خیساندن خاك با سوسپانسـیون   -2؛
M. anisopliae DEMI-001 ــردن ریشــه در   -3؛ ــرو ک ف

گ بـا  پاشـی بـر   سوسپانسیون اسپور قـارچ و سوسپانسـیون  
فرو کردن ریشه در سوسپانسیون اسپور قارچ و  -4باکتري؛ 

خیساندن خاك  -5خیساندن خاك با سوسپانسیون باکتري؛ 
پاشی برگ با بـاکتري؛   با سوسپانسیون قارچ و سوسپانسیون

خیساندن خاك با سوسپانسـیون قـارچ و سوسپانسـیون     -6
شـاهد   -8زنـی شـده بـا نمـاتود؛      شـاهد مایـه   -7باکتري؛ 

  زنی نشده با نماتود همای
 & Siddiqui( صـدیقی و شـوکت  هاي  با توجه به یافته

Shaukat 2002( داري بـین دو روش   ، چون اختلاف معنـی
خیساندن خاك و فروبردن ریشه در سوسپانسـیون بـاکتري   
مشاهده نشده است، از ایـن رو در تحقیـق حاضـر تنهـا از     
روش خیســاندن خــاك بــا سوسپانســیون بــاکتري اســتفاده 

  .گردید
متر از سـطح خـاك    در روش خیساندن خاك، دو سانتی

هـاي   لیتـر از سوسپانسـیون   میلی 10ها کنار زده شد و  گلدان

لیتـر   اسپور قارچ به ازاي هر میلـی  107سلول باکتري و  108
در روش . ها اضافه گردید آب مقطر سترون، به خاك گلدان

هـا بـه گلـدان،     فرو کـردن ریشـه، قبـل از انتقـال گیاهچـه     
دقیقـه در   20ها شستشو داده شد و بـه مـدت    هاي آن ریشه

لیتـر   اسپور در میلی 107سوسپانسیون اسپور قارچ با غلظت 
هاي هوایی گیـاه   پاشی اندام محلول. آب مقطر نگهداري شد

لیتـر آب   سلول باکتري در هر میلـی  108نیز با سوسپانسیون 
لیتـر   میلی 10در شاهد به هر گلدان . مقطر سترون انجام شد

پس از این مرحله، هر کدام . آب مقطر سترون اضافه گردید
 M. incognitaلارو سـن دوم نمـاتود    2000ها بـا   از گلدان
  .زنی شدند مایه

ــر تلفیقــی  و فرمولاســیون  P. fluorescensبررســی اث
بر نمـاتود   M. anisopliaeقارچ  IMI 330189تجاري 

M. incognita در گلخانه  

این آزمایش در قالب یک طرح کاملاً تصادفی بـا شـش   
  :تیمار به شرح زیر در چهار تکرار انجام شد

زنـی شـده بـا     شـاهد مایـه   -2شاهد بدون نمـاتود؛   -1
 -4فرو کـردن ریشـه در سوسپانسـیون قـارچ؛      -3نماتود؛ 

 -5افزودن دو گرم فرمولاسـیون تجـاري قـارچ بـه خـاك؛      
سـلول   108لیتر از سوسپانسـیون   میلی 20خیساندن خاك با 

گرم فرمولاسیون  2افزودن  -6لیتر؛  باکتري به ازاي هر میلی
لیتـر از   میلـی  20تجاري قارچ به خاك و خیساندن خاك با 

  لیتر سلول باکتري به ازاي هر میلی 108سوسپانسیون 
فرنگـی حسـاس بـه     اي، گوجـه  براي آزمایشات گلخانـه 

انتخــاب شــد Early urbana گرهــی رقــم  نمــاتود ریشــه
)Khodaei Arbat et al. 2009 .(فرنگی  ابتدا بذرهاي گوجه

هیپوکلریت سدیم، به مدت یک دقیقـه  % 5به وسیله محلول 
وي بـذرها بـا آب   ضدعفونی سطحی شد و پس از شستش ـ
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شـامل  (هاي حاوي خاك الک شده  مقطر سترون، در گلدان
کـه بـا عبـور     1:1:2هوموس، خاك مزرعه و ماسه با نسبت 

کشـت  ) بخار آب به مدت یک سـاعت سـترون شـده بـود    
هـا   ها در مرحله چهـار برگـی بـه گلـدان     گیاهچه. گردیدند

در روش فـرو کـردن ریشـه، قبـل از انتقـال      . منتقل شـدند 
ها شستشو داده شد و بـه   هاي آن ها به گلدان، ریشه چهگیاه

 107دقیقه در سوسپانسیون اسپور قارچ با غلظت  20مدت 

ســپس در . لیتـر آب مقطــر نگهـداري شــد   اسـپور در میلــی 
فرنگـی در هـر    هاي یک کیلوگرمی یک بوتـه گوجـه   گلدان

لارو سـن دوم   2000گلدان کاشته شد و نماتود با جمعیت 
زنی، سـه حفـره در    براي مایه. زنی شد اه مایهبه ازاي هر گی

اطراف ریشه گیاه ایجاد شد و سوسپانسیون نماتود به خاك 
ها به مـدت دو   زنی نماتود، گلدان پس از مایه. اضافه گردید

درجـه سلسـیوس    28-27ماه در گلخانه بـا دمـاي حـدود    
 Naserinasab(نگهداري و به طور متعارف آبیاري شـدند  

et al. 2011, Maleki Ziarati et al. 2009.(  
در تیمــار افــزودن فرمولاســیون تجــاري بــه خــاك، دو 

ها کنار زده شد و دو گرم از  متر از سطح خاك گلدان سانتی
 .Mقـارچ   IMI 330189بر پایه نـژاد  (محصول بیولوژیک 

anisopliae var acridum (20سپس . با خاك مخلوط شد 
سـلول بـاکتري بـه ازاي هـر      108لیتر از سوسپانسیون  میلی
لیتر آب مقطر سترون، در هر گلـدان ریختـه شـد و در     میلی

لیتـر آب مقطـر سـترون     میلـی  20تیمار شاهد به هر گلدان 
لارو سن  2000ها با  سپس هر کدام از گلدان. اضافه گردید
پـس از دو مـاه،   . زنـی شـد   مایه M. incognitaدوم نماتود 
ریشه و شاخسار، وزن  هاي رشدي گیاه شامل طول شاخص

تــر ریشــه و شاخســار، وزن خشــک ریشــه و شاخســار و 
هاي نماتود شامل تعـداد گـال در ریشـه،     همچنین شاخص

تعداد توده تخم در ریشه، تعداد تخـم در هـر تـوده تخـم،     
تعداد کل تخم در ریشه و تعـداد لارو سـن دوم در خـاك    

د تعیین گردید و در نهایت با تقسیم جمعیـت نهـایی نمـاتو   
مجموع تعداد گال در ریشه، تعداد تخم در ریشه و تعـداد  (

بر جمعیت اولیـه، فـاکتور تولیـدمثل    ) در خاك 2لارو سن 
آمیـزي   جهت شمارش گال و توده تخم، رنـگ . محاسبه شد

هـا کـاملاً شستشـو     آمیزي، ریشه براي رنگ. ریشه انجام شد
یلو  دقیقه در محلول ائوزین 30داده شدند و سپس به مدت 

نگهـداري  ) لیتر آب مقطر 1یلو در  گرم ائوزین 1/0حاوي (
شدند و سپس جهت خارج شدن رنگ اضافی شسته شدند 

)Jacquet et al. 2005 .(ــا  هــاي جمــع داده آوري شــده ب
مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفت  SPSS 20افزار  نرم

که تجزیه واریانس بر اسـاس آنـالیز یـک طرفـه و مقایسـه      
  .اساس آزمون دانکن انجام شدمیانگین بر 

  نتایج و بحث
بـر   P. fluorescensارزیابی اثـر بازدارنـدگی بـاکتري    

   M. anisopliaeقارچ 

) 1شکل (نتایج حاصل از اثر متقابل این دو آنتاگونیست 
ــون  ــارچ در   در آزم ــی ق ــه قطــر کلن ــرار نشــان داد ک غیرف

از نظـر آمـاري   ) قـارچ (باکتري و شـاهد  + تیمارهاي قارچ 
توان نتیجه گرفـت کـه    داري نداشتند و لذا می اختلاف معنی

در این آزمون باکتري تأثیر بازدارنده بر رشد قارچ نگذاشته 
در بررسی اثر مواد فرار روي قطر کلنـی قـارچ، بـین    . است

اختلاف % 1در سطح ) قارچ(باکتري و شاهد + چ تیمار قار
دار آماري وجود داشت و بـاکتري بـه میـزان تقریبـی      معنی

تولید مواد فرار ضد قـارچی  . رشد قارچ را کاهش داد% 40
هاي کنترل زیستی عوامل باکتریـایی اسـت    یکی از مکانیسم

که علاوه بر تأثیر بـر سـرعت رشـد میسـلیوم، بـر فعالیـت       
 Fiddaman & Rossal(گـذارد   یـز اثـر مـی   آنزیمی قارچ ن

Rahanandeh( رهاننـده و همکـاران  در آزمایشات ). 1994
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Metarhizium anisopliae  دو (هـاي فـرار    در آزمـون

Fig 1. Volatile (left) and non-volatile (right) assay to detect inhibitory effect of 
Metarhizium anisopliae 

Ashoub & Amara 2010 (    نیـز در بررسـی خـود
سـن دوم نمـاتود را بـر اثـر      مرگ و میر صددرصـدي لارو 

اثـر عصـاره کشـت    . عصاره کشت باکتري گزارش نمودنـد 
P. fluorescens   بر تفریخ تخم و مرگ و میـر لارو

M. javanica  صدیقی و شوکتنیز توسط 
Siddiqui & Shaukat 2004(    گـزارش گردیـده اسـت .

هــاي فلورســنت  مشــخص شــده اســت کــه ســودوموناس 
هـا، فنیـل پیـرول و     هـا، اینـدول   هایی نظیر فنـازین 

 .Mتواننــد علیــه نمــاتود  کننــد کــه مــی پتــرین تولیــد مــی

 Linberg 1981, Ashoub(فعالیت داشته باشند 

 .(  
ــی   ــات قبل ــایج آزمایش ــاس نت ــر اس  & Ghayedi( ب

درصدي لارو و کـاهش   70یر مرگ و م) 
ــریخ تخــم  در  Heterodera avenaeدرصــدي تف

تیمارهاي با عصاره قارچ نیز بیانگر کارآیی بالاي این عامـل  
توانند نماتودهـا را مسـتقیماً    ها می قارچ. کنترل زیستی است
هایی ترشح کننـد   ها و آنزیم که متابولیت پارازیته کنند یا این

این ترکیبات فعال این قابلیـت را . ها تأثیر بگذارند

 355-339: 1394 سال / 3شماره 

anisopliaeبـر قـارچ    Pseudomonas fluorescensارزیابی اثر بازدارندگی باکتري 

  )دو نمودار سمت راست(
volatile (right) assay to detect inhibitory effect of Pseudomonas

 .Fusarium solani ،Fهاي  کاهش رشد قارچ

Lasiodiplodia theobromae  ــه واســطه ب
P. fluorescensگزارش شده است ،.  

بر  P. fluorescensو باکتري  
 .Mتفریخ تخـم و مـرگ و میـر لارو سـن دوم نمـاتود      

 .Pبر اساس نتایج جدول مقایسه میـانگین اثـر تلفیقـی    

M.    رو سـن  بر مـرگ و میـر لا
ــاتود    ــم نم ــریخ تخ ــرایط  M. incognitaدوم و تف در ش

، مخلـوط عصـاره کشـت هـر دو     
مـرگ و میـر در   % 95عامل کنترل زیستی با ایجـاد حـدود   

بازدارنـدگی از تفـریخ تخـم،    % 
در درجه دوم، تیمار عصـاره  . بهترین تیمار این آزمایش بود

% 95مـــرگ و میـــر در لارو و 
بازدارندگی تفریخ تخم قرار داشـت کـه بـا ایـن توصـیف،      
توان اثر قابل توجه عصاره این باکتري در ایجاد مـرگ و  

آشـوب  . میر در لارو و جلوگیري از تفریخ تخم را دریافت

Ashoub & Amara 2010( و آمارا

مرگ و میر صددرصـدي لارو 
عصاره کشت باکتري گزارش نمودنـد 

P. fluorescensباکتري 

M. javanicaسن دوم نماتود 

)Siddiqui & Shaukat 2004

مشــخص شــده اســت کــه ســودوموناس 
هایی نظیر فنـازین  ولیتمتاب

کننــد کــه مــی پتــرین تولیــد مــی
incognita  فعالیت داشته باشند

& Amara 2010 .(
ــی   ــات قبل ــایج آزمایش ــاس نت ــر اس ب

Abdollahi 2013 (
ــریخ تخــم  93-96 درصــدي تف

تیمارهاي با عصاره قارچ نیز بیانگر کارآیی بالاي این عامـل  
کنترل زیستی است
پارازیته کنند یا این

ها تأثیر بگذارند که بر آن

شماره /  51جلد  / هاي گیاهیبیماري

ارزیابی اثر بازدارندگی باکتري . 1شکل 
(و غیرفرار ) نمودار سمت چپ

Pseudomonas fluorescens on 

  
et al. 2006 (کاهش رشد قارچ
oxysporum  وtheobromae

fluorescensترکیبات فرار باکتري 

 M. anisopliaeاثر قارچ 
تفریخ تخـم و مـرگ و میـر لارو سـن دوم نمـاتود      

incognita 
بر اساس نتایج جدول مقایسه میـانگین اثـر تلفیقـی    

fluorescens  و anisopliae

ــاتود    ــم نم ــریخ تخ دوم و تف
، مخلـوط عصـاره کشـت هـر دو     )1جـدول  (آزمایشگاهی 

عامل کنترل زیستی با ایجـاد حـدود   
% 98لارو سن دوم و بیش از 

بهترین تیمار این آزمایش بود
مـــرگ و میـــر در لارو و % 80ایجـــاد بـــاکتري بـــا 

بازدارندگی تفریخ تخم قرار داشـت کـه بـا ایـن توصـیف،      
توان اثر قابل توجه عصاره این باکتري در ایجاد مـرگ و   می

میر در لارو و جلوگیري از تفریخ تخم را دریافت
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بر مرگ و میر لارو سن دوم  Metarhizium anisopliae IMI 330189و قارچ  Pseudomonas fluorescensري اثر تلفیقی باکت. 1جدول 
  .در شرایط آزمایشگاهی Meloidogyne incognitaو بازدارندگی از تفریخ تخم نماتود 

Table 1. Combined effect of the bacterium Pseudomonas fluorescens and the fungus Metarhizium anisopliae IMI 
330189 on larval mortality and egg hatch inhibition of Meloidogyne incognita, under laboratory condition. 

Egg hatch inhibition (%) Larval mortality (%) Treatments 
27.73 d 5.42 g T1 
32.16 d 12.80 f T2 
31.44 d 9.88 fg T3 
93.16 a 69.50 c T4 
96.64 a 69.88 c T5 
98.22 a 94.98 a T6 
51.83 c 32.18 e T7 
94.99 a 80.28 b T8 
65.69 b 46.45 d T9 

  .نیستند% 5دار آماري در سطح  ، اعداد با حروف مشابه در هر ستون داراي اختلاف معنی)DMRT(اي دانکن  بر اساس آزمون چند دامنه -
-  T1 = آب مقطر(شاهد( ؛T2  = شاهد)محیط کشت مایع نوترینت( ؛T3  = شاهد)؛ )دکستروز-زمینی محیط کشت مایع سیبT4  = عصاره کشت

= T7 مخلـوط عصـاره کشـت قـارچ و عصـاره کشـت بـاکتري ؛        =  T6عصـاره کشـت قـارچ؛    = T5 باکتري، رشد یافته در عصاره کشت قـارچ؛ 
  یون باکتري سوسپانس=  T9عصاره کشت باکتري؛ =  T8سوسپانسیون قارچ؛ 

- Values followed by the same letters in each column are not significantly different (P≤0.05), based on Duncan Multiple 
Range Test. 
- T1 = Control (distilled water); T2 = Control (NB); T3 = Control (PDB); T4 = Culture filtrate of the bacterium, grown 
in culture filtrate of the fungus; T5 = Culture filtrate of the fungus; T6 = A mixture of the fungus and culture filtrate of 
the bacterium; T7 = Spore suspension of the fungus; T8 = Culture filtrate of the bacterium; T9 = Suspension of the 
bacterium. 

  
. هاي جدید به کار برده شـوند  دارند که به عنوان نماتودکش

تعدادي سـیکلوپپتید و دستروکسـین    M. anisopliaeقارچ 
زایـی آن نقـش    کند کـه ممکـن اسـت در بیمـاري     تولید می

اثـر عصـاره کشـت    ). Kershaw et al. 1999(داشته باشـد  
قـبلاً اثبـات شـده اسـت      بر حشرات M. anisopliaeقارچ 

)Mohanty et al. 2008, Jahanbazian et al. 2013 .( این
کنـد و قبـل    تولید می Bو  Aهاي دستروکسین    قارچ زهرابه

هاي حشره میزبان صورت  که تهاجم گسترده به اندام از این 
  ). Roberts 1966(کشد  گیرد، آن را می

 افزودن عصاره کشت قـارچ بـه محـیط کشـت بـاکتري     
باعث کاهش فعالیـت نماتودکشـی بـاکتري گردیـده اسـت      

هاي مختلف باعث ایجاد درجات مختلفی  قارچ). 1جدول (
. شـوند  مـی  P. fluorescensاز فعالیت نماتودکشی بـاکتري  

به محیط کشـت   Aspergillus nigerافزودن عصاره کشت 

P. fluorescens   ــت نماتودکشــی و ــزایش فعالی ــث اف باع
 A. quadrilineatusکـه   ن شد، در حـالی  بتاگالاکتوسیداز آ

ــاهش داد   ــت را ک ــن فعالی ). Siddiqui et al. 2006(ای
سوسپانسـیون اسـپور قـارچ در مقایســه بـا عصـاره آن اثــر      
بازدارندگی کمتري بـر تفـریخ تخـم نمـاتود داشـت ولـی       

هاي باکتري باعث کـاهش قابـل توجـه     سوسپانسیون سلول
دن عصاره کشت قـارچ  اضافه کر. تفریخ تخم نماتود گردید

به محیط کشت باکتري بر بازدارندگی از تفریخ تخم نماتود 
  ).1جدول (به وسیله باکتري تأثیر منفی نداشت 

ــه روش ــارچ    مقایس ــتفاده از ق ــف اس ــاي مختل  .Mه

anisopliae  و باکتريP. fluorescens    بـر نمـاتود در
 گلخانه

هـاي کـاربرد ایـن عوامـل     اثر روشدر آزمایش مقایسه 
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هاي رشدي  بر شاخص Metarhizium anisopliae IMI 330189و  Pseudomonas fluorescens CHA0هاي کاربرد  مقایسه روش. 2جدول 
  .Meloidogyne incognitaفرنگی آلوده به نماتود  گوجه

Table 2. Comparison of application methods of Pseudomonas fluorescens CHA0 and Metarhizium anisopliae IMI 
330189on growth factors of infected tomato with Meloidogyne incognita. 

Dry root weight 
(g) 

Fresh root weight 
(g) 

Root length 
(cm) 

Dry shoot weight 
(g) 

Fresh shoot weight 
(g) 

Shoot length 
(cm) Treatments 

3.63 ab 16.53 a 29.25 ab 10.69 ab 38.35 b 55.75 b T1 
3.62 ab 19.65 a 25.75 b 9.62 bc 34.78 b 57.75 b T2 
3.10 b 16.00 a 27.00 ab 8.38 cd 41.26 ab 62.25 b T3 
3.82 ab 18.79 a 27.75 ab 7.40 d 35.63 b 66.25 ab T4 
3.48 ab 20.57 a 26.00 b 10.51 ab 37.29 b 69.75 ab T5 
4.45 a 18.47 a 25.00 b 7.29 d 33.11 b 59.25 b T6 
3.16 b 19.06 a 24.50 b 7.24 d 34.17 b 66.25 ab T7 
4.00 ab 17.29 a 31.00 a 12.17 a 51.59 a 81.75 a T8 

  .نیستند% 5آماري در سطح دار  ، اعداد با حروف مشابه در هر ستون داراي اختلاف معنی)DMRT(اي دانکن  بر اساس آزمون چند دامنه -
- T1  = خیساندن خاك با سوسپانسیون باکتري؛ T2 = خیساندن خاك با سوسپانسیون قارچ؛ T3 = فرو کردن ریشه در سوسپانسیون اسپور قارچ و

خیسـاندن  = T5 ي؛ فرو کردن ریشه در سوسپانسیون اسپور قارچ و خیساندن خاك با سوسپانسیون بـاکتر =  T4پاشی برگ با باکتري؛  سوسپانسیون
شـاهد  =  T7خیساندن خاك با سوسپانسیون قارچ و سوسپانسیون بـاکتري؛  = T6 پاشی برگ با باکتري؛  خاك با سوسپانسیون قارچ و سوسپانسیون

  زنی نشده با نماتود شاهد مایه=  T8زنی شده با نماتود؛  مایه
- Values followed by the same letters in each column are not significantly different (P≤0.05), based on Duncan Multiple 
Range Test. 
- T1 = 20 ml of the bacterium suspension as soil drench; T2 = Application of the fungus as soil drench; T3 = Root dip in 
spore suspension of the fungus and foliar spray of the bacterium suspension; T4 = Root dip in spore suspension of the 
fungus and the bacterium suspension as soil drench; T5 = Application of the fungus as soil drench and foliar spray of 
the bacterium suspension; T6 = Application of the fungus and the bacterium suspension, both as soil drench; T7 = 
Inoculated control; T8 = Uninoculated control 

  
هاي رشدي گیاه، در تیمارهایی که  کنترل زیستی بر شاخص

خیساندن خـاك بـا سوسپانسـیون قـارچ یـا سوسپانسـیون       
باکتري صورت گرفت، به میزان قابل توجهی بهبـود یافتنـد   

هاي مرتبط با نمـاتود نیـز بـه مقـدار      و شاخص) 2جدول (
قابل توجه در تیمارهـاي فـوق و همچنـین در تیمـار فـرو      

ــه در ــردن ریش ــا    ک ــراه ب ــارچ هم ــپور ق ــیون اس سوسپانس
). 3جـدول  (پاشی برگ باکتري کاهش داشتند  سوسپانسیون

استفاده از قارچ به صورت سوسپانسیون اسپور در خاك بـر  
تولید گال و تکثیر نماتود مؤثر بود ولی در تلفیق با بـاکتري  

هـاي هـوایی و هـم     هم به صورت اسپري باکتري بر انـدام 
. تري در خاك کم اثرتر بـوده اسـت  سوسپانسیون سلول باک

استفاده از قارچ به روش فرو کردن ریشه در سوسپانسـیون  

زنـی بـاکتري، بـر     اسپور قارچ در تلفیق با هر دو روش مایه
توانـایی  ). 3جـدول  (تولید گال و تکثیر نماتود مـوثر بـود   
قـبلا   M. anisopliaeکلـونیزه کـردن ریشـه توسـط قـارچ      

 Hu & St. Leger 2002, St. Leger(گزارش شـده اسـت   

ــه). 2008 ــه صــورت    بعضــی از جدای ــارچ ب ــن ق ــاي ای ه
رست در گیاه وجود دارند ولی از نظر توانایی کلنیـزه   درون

تفـاوت وجـود    هـا  هاي مختلـف آن  کردن ریشه، بین جدایه
کـه در تیمـار     با توجه بـه ایـن  ). Elena et al. 2011(دارد 

تنهایی کاهش گـال،   استفاده از سوسپانسیون اسپور قارچ به
توده تخم و تخم نماتود مشاهده شده است، پـس احتمـالاً   
جدایه مورد بررسی توانایی کلنیـزه کـردن ریشـه را داشـته     

در آزمایش حاضر، ممکن است باکتري بـا تـأثیر بـر   . است
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 Meloidogyneاي نمـاتود  ه بر شاخص Metarhizium anisopliaeو  Pseudomonas fluorescensهاي کاربرد  مقایسه روش. 3جدول 

incognita فرنگی در گوجه  
Table 3. Comparison of application methods of Pseudomonas fluorescens and Metarhizium anisopliae on 
nematode indices of Meloidogyne incognita in infected tomato. 

Reproduction Factor J2/soil Eggs/egg mass Eggs/root Egg masses/root Galls/root Treatments 
18.16 de 1765 d 560.0 bc 33486 cd 598.6 b 1065.5 b T1 
10.85 ef 5200 bc 278.0 c 15134 d 532.9 b 1369.8 ab T2 
18.68 de 5625 bc 563.5 bc 30612 cd 543.1 b 1121.2 b T3 
27.93 cd 8350 b 789.0 ab 46264 bcd 598.5 b 1245.6 ab T4 
66.40 a 4625 cd 957.5 ab 126386 a 1638.9 a 1792.5 ab T5 
47.34 b 3675 cd 984.0 a 89073 ab 910.8 b 1922.5 a T6 
41.70 bc 12200 a 724.8 ab 69479 bc 970.2 ab 1713.1 ab T7 

  .نیستند% 5دار آماري در سطح  داراي اختلاف معنی ، اعداد با حروف مشابه در هر ستون)DMRT(اي دانکن  بر اساس آزمون چند دامنه -
- T1  = خیساندن خاك با سوسپانسیون باکتري؛ T2 = خیساندن خاك با سوسپانسیون قارچ؛ T3 = فرو کردن ریشه در سوسپانسیون اسپور قارچ و

خیساندن خاك با = T5 ا سوسپانسیون باکتري؛ فرو کردن ریشه در سوسپانسیون اسپور و خیساندن خاك ب= T4 پاشی برگ با باکتري؛  سوسپانسیون
زنـی   شاهد مایـه =  T7خیساندن خاك با سوسپانسیون قارچ و سوسپانسیون باکتري؛ =  T6پاشی برگ با باکتري؛  سوسپانسیون قارچ و سوسپانسیون

  زنی نشده با نماتود شاهد مایه=  T8شده با نماتود؛ 
- Values followed by the same letters in each column are not significantly different (P≤0.05), based on Duncan Multiple 
Range Test. 
- T1 = Twenty ml of the bacterium suspension as soil drench; T2 = Application of the fungus as soil drench; T3 = Root 
dip in spore suspension of the fungus and foliar spray of the bacterium suspension; T4 = Root dip in spore suspension 
of the fungus and the bacterium suspension as soil drench; T5 = Application of the fungus as soil drench and foliar 
spray of the bacterium suspension; T6 = Application of the fungus and the bacterium suspension, both as soil drench; 
T7 = Inoculated control; T8 = Uninoculated control 

  
ترشحات ریشه گیاه، باعث کاهش توانایی قـارچ در کلنیـزه   

  .کردن ریشه شده باشد

 M. anisopliaeو  P. fluorescensبررسی اثر تلفیقـی  
  در گلخانه M. incognitaبر نماتود 

 M. anisopliaeاي بررسی اثر قـارچ   در آزمایش گلخانه
هاي مرتبط با نمـاتود   بر شاخص P. fluorescensو باکتري 

M. incognita فرنگی، بین  و فاکتورهاي رشدي گیاه گوجه
دار آمـاري وجـود داشـت     تیمارهاي مختلف اختلاف معنی

در تیمار ریشـه بـا قـارچ، تعـداد گـال در      ). 5و  4جداول (
ریشه، تعداد لارو سن دوم در خاك، تعـداد کیسـه تخـم و    

این قارچ به میزان قابل توجهی . تخم در ریشه کاهش یافت
بـا  ). 5جـدول  (اتود را نیـز کـاهش داد   فاکتور تولیدمثل نم

، قارچ با کاهش میزان 1توجه به نتایج ارایه شده در جدول 

چنین ایجاد مرگ و میر در لارو سـن دوم   تفریخ تخم و هم
ــت    ــده اس ــاتود ش ــت نم ــاهش جمعی ــث ک ــاتود، باع . نم

ــاران ــوار و همک  .Tribhuvaneshwar et al( تریبهوانش

بـر نمـاتود    M. anisopliaeنیز در بررسی اثر قارچ ) 2008
Rotylenchulus reniformis فرنگـی، مشـاهده    روي گوجه
فرنگی با قارچ موجب افـزایش   کردند که تیمار ریشه گوجه
ایشان همچنین مشاهده نمودند کـه  . طول ریشه و ساقه شد

قارچ باعث کاهش جمعیت نهایی نماتود در خاك و تعـداد  
ریشـه در تیمـار    بیشترین طول. ي تخم گردید تخم در توده

). 4جـدول  (مشاهده گردید  M. anisopliaeریشه با قارچ 
 .Elena et al. 2011(، M( النـا و همکـاران  طبق مطالعات 

anisopliae فرنگـی   باعث افزایش فاکتورهاي رشدي گوجه
طبـق  . نظیر طول و وزن خشک ریشه و سـاقه شـده اسـت   

ه قارچهاي ایشان، میزان افزایش رشد به جدای نتایج بررسی
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فرنگی آلوده  هاي رشدي گوجه بر شاخصبه  M. anisopliae IMI 330189فرمولاسیون تجاري و  P. fluorescens CHA0اثر تلفیقی . 4جدول 
  .Meloidogyne incognitaبه نماتود 

Table 4. Combined effect of P. fluorescens CHA0 and M. anisopliae IMI 330189 on growth factors of tomato, infected 
with Meloidogyne incognita. 

Dry root weight 
(g) 

Fresh root weight 
(g) 

Root length 
(cm) 

Dry shoot weight 
(g) 

Fresh shoot weight 
(g) 

Shoot length 
(cm) Treatments 

2.09 a 13.24 a 29.25 bc 6.50 a 34.85 a 48.00 b T1 
1.49 bc 12.38 ab 27.75 c 4.97 c 29.34 b 46.50 b T2 
1.51 bc 11.98 b 33.50 ab 4.22 bc 27.49 b 54.25 b T3 
1.11 c 7.73 e 25.75 c 5.11 c 32.25 ab 65.75 a T4 
1.59 b 10.92 c 35.00 a 4.59 c 28.49 b 47.00 b T5 
1.22 bc 9.32 d 30.00 abc 5.45 ab 30.73 ab 61.75 a T6 

  .نیستند% 5دار آماري در سطح  ، اعداد با حروف مشابه در هر ستون داراي اختلاف معنی)DMRT(اي دانکن  بر اساس آزمون چند دامنه -
-  T1 =زنی نشده با نماتود؛  شاهد مایهT2  =زنی شده با نماتود؛  شاهد مایه T3 =  فرو کردن ریشه در سوسپانسیون اسپور قـارچ؛T4  =  2افـزودن 

افزودن =  T6لیتر؛  سلول باکتري به ازاي هر میلی 108لیتر از سوسپانسیون  میلی 20خیساندن خاك با = T5 لاسیون تجاري قارچ به خاك؛گرم فرمو
  لیتر سلول باکتري به ازاي هر میلی 108لیتر از سوسپانسیون  میلی 20گرم فرمولاسیون تجاري قارچ به خاك و خیساندن خاك با  2

- Values followed by the same letters in each column are not significantly different (P≤0.05), based on Duncan Multiple 
Range Test. 
- T1 = Uninoculated control; T2 = Inoculated control; T3 = Root dip in spore suspension of the fungus; T4 = Soil 
application of two grams of the fungus; T5 = 20 ml of the bacterium suspension as soil drench; T6 = Soil application of 
two grams of the fungus and 20 ml of the bacterium suspension as soil drench 

  
ممکـن اسـت   . و میزان آغشته سازي با قـارچ بسـتگی دارد  

مختلـف ایـن قـارچ تـأثیر متفـاوتی بـر نمـاتود        هاي  جدایه
  .گرهی داشته باشند ریشه

در مطالعه اثر تلفیقی عوامل آنتاگونیست مـورد بررسـی   
گرهی، در مقایسه با اثر باکتري بـه تنهـایی،    بر نماتود ریشه

بـه عبـارت دیگـر قـارچ خاصـیت      . تفاوتی وجود نداشـت 
نیـز در   بیوکنترلی باکتري را افـزایش نـداد و البتـه کاهشـی    

البته با توجه . تلفیق این دو عامل کنترل زیستی حاصل نشد
به ایـن کـه هـر کـدام از عوامـل آنتاگونیسـت بـه تنهـایی         

رفت  خسارت و تولیدمثل نماتود را کاهش دادند، انتظار می
. ها جمعیت نماتود را شدیداً کـاهش دهـد   که اثر تلفیقی آن
هـاي تولیـد    ابولیتها به علت تأثیر بر میزان مت اثر این قارچ

). Siddiqui et al. 2006(شده به وسیله باکتري اعلام شـد  
در استفاده تلفیقی از قارچ و بـاکتري تـا حـدودي افـزایش     

قارچ هم به تنهـایی  . هاي هوایی دیده شد وزن خشک اندام

و هم در تلفیق با باکتري باعث افزایش طول سـاقه گردیـد   
تودکشی باکتري بر اثر با توجه به کاهش اثر نما). 4جدول (

جدول (افزودن عصاره کشت قارچ به محیط کشت باکتري 
. قابل توجیه است  ، نتایج مشاهده شده در شرایط گلخانه)2

استفاده تلفیقی از قارچ و باکتري نسبت به استفاده از قـارچ  
  . به تنهایی بر کاهش فاکتورهاي تولیدمثلی نماتود بهتر بود

تـوان بـه    گیري کلـی از ایـن بررسـی مـی     در یک نتیجه
کارآیی بسیار خوب عوامل بیوکنترل مـورد بررسـی توجـه    

افـزایش قابـل توجـه مـرگ و میـر لارو سـن دوم و       . نمود
گیر تفریخ تخم در تیمـار اسـتفاده از    همچنین کاهش چشم

هـاي   بهبود شاخصمخلوط عصاره هر دو عامل بیوکنترل و 
رشدي به ویژه وزن خشک شاخسار در تیمار استفاده تـوام  
از دو عامل با خیساندن خاك توسـط سوسپانسـیون اسـپور    

پاشـی بـرگ بـا سوسپانسـیون بـاکتري، اثـر        قارچ و محلول
عـلاوه بـر ایـن،   . سـازد  تلفیقی این دو عامل را روشن مـی 
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در  Meloidogyne incognitaهاي نمـاتود   بر شاخص Metarhizium anisopliaeو  Pseudomonas fluorescensاثر تلفیقی . 5جدول 
  .فرنگی آلوده گوجه

Table 5. Combined effect of Pseudomonas fluorescens and Metarhizium anisopliae on nematode factors of 
Meloidogyne incognita in infected tomato. 

Reproduction Factor J2/soil Eggs/egg mass Eggs/root Egg masses/root Galls/root Treatments 
14.24 a 5408.75 a 520.3 a 22532 a 437.2 a 537.4 a T2 
3.46 c 3107.00 a 449.0 a 3523 c 80.3 c 286.0 bc T3 
5.99 b 2500.00 a 453.0 a 9090 b 201.6 b 378.0 b T4 
3.46 c 4067.50 a 269.3 b 2641 c 89.9 c 209.2 c T5 
3.41 c 3210.00 a 309.3 b 3392 c 109.0 c 211.4 c T6 

  .نیستند% 5دار آماري در سطح  ، اعداد با حروف مشابه در هر ستون داراي اختلاف معنی)DMRT(اي دانکن  بر اساس آزمون چند دامنه -
- T2  =زنی شده با نماتود؛  شاهد مایهT3 = فرو کردن ریشه در سوسپانسیون اسپور قارچ؛T4  = گرم فرمولاسیون تجاري قارچ به خاك؛ 2افزودن 

T5 = لیتر؛  سلول باکتري به ازاي هر میلی 108لیتر از سوسپانسیون  میلی 20خیساندن خاك باT6  = گرم فرمولاسـیون تجـاري قـارچ بـه      2افزودن
  لیتر سلول باکتري به ازاي هر میلی 108سپانسیون لیتر از سو میلی 20خاك و خیساندن خاك با 

- Values followed by the same letters in each column are not significantly different (P≤0.05), based on Duncan Multiple 
Range Test. 
- T1 = Uninoculated control; T2 = Inoculated control; T3 = Root dip in spore suspension of the fungus; T4 = Soil 
application of two grams of the fungus; T5 = 20 ml of the bacterium suspension as soil drench; T6 = Soil application of 
two grams of the fungus and 20 ml of the bacterium suspension as soil drench 

  
هاي مرتبط با نماتود نیـز در تیمارهـاي اسـتفاده از     شاخص

قارچ، بیانگر اثرات بسیار قابل توجه این عامل بیوکنترل بـر  
 .Mبا توجه به ایـن کـه قـارچ    . نماتود مورد آزمایش است

anisopliae  کمتر مورد توجه متخصصان نماتودشناس بوده
ایشـات تکمیلـی بـه منظـور بررسـی      است، جا دارد که آزم

هـاي   بیشتر ابعاد به کارگیري این قـارچ ارزشـمند در روش  
  .مدیریتی نماتودهاي انگل گیاهی اجرا گردد

  سپاسگزاري
تحقیق حاضر به عنوان بخشی از پایان نامـه کارشناسـی   
ارشد نگارنده اول تحت راهنمایی نگارنـده دوم و مشـاوره   

ــوم در دانشــگاه یاســوج  ــده س ــده اســت  نگارن . انجــام ش
هـاي مسـولان محتـرم     دانند از مساعدت نگارندگان لازم می

از بررسی کنندگان محتـرم  . دانشگاه یاسوج قدردانی نمایند
که با دقت بسیار موجبات افزایش کیفیـت مقالـه را فـراهم    

  .نمودند، نهایت سپاس را داریم
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