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بررسي تاثير باكتري Mesorhizobium گره زاي ريشه نخود در بيوكنترل قارچ Fusarium oxysporum fsp. ciceri در شرايط آزمايشگاهي
پوربیگ محمد ورجوی مریم 1، اصغرزاده احمد 2، خداکرمیان غلام 3
1- حوزه مجري طرح گندم، معاونت زراعت،وزارت جهاد كشاورزي 2- بخش بیولوژی موسسه خاک و آب 3- مجتمع آموزش عالی ابوریحان، دانشگاه تهران
چكيده
در اين تحقيق به منظور بررسي اثر آنتاگونيستي استرينهاي Mesorhizobium عليه قارچ Fusarium oxysporum fsp.ciceri كه از گياهان آلوده نخود جداسازي شده بود، تعداد 8 استرين كه شامل RK80, RL26, RL44, RK100, RL49, RL36, RL39, RK74 بودند، بكار رفت. آزمايشات شامل بررسي توليد مواد فرار ضد قارچي به روش فيدامن و روزال و توليد تركيبات بازدارنده به روش كراس و لوپر و كشت متقابل چهار نقطه اي در قالب طرح كاملا تصادفي با 8 تيمار در سه تكرار بود. نتايج حاصل نشان داد كه در شرايط آزمايشگاهي اكثر استرين ها قادر به توليد مواد فرار هستند و استرين RL26 بيشترين تاثير در بازدارندگي از رشد ميسيليوم قارچ را داشت. اين اولين گزارش از توليد مواد فرار توسط استرين هاي گره زاي ريشه نخود در دنيا مي باشد. از نظر توليد تركيبات بازدارنده نيز اكثر استرين ها اثر بازدارندگي داشتند و استرين RK80 باعث 100 درصد كاهش در رشد ميسيليوم قارچ F. oxysporum fsp.ciceri گرديد. در روش كشت متقابل چهار نقطه اي، هيچ يك از استرين ها قادر به ايجاد هاله بازدارندگي نبودند.
كلمات كليدي: نخود، Mesorhizobium، Fusarium oxysporum fsp ciceri، بيوكنترل.
مقدمه:
طبق گزارش‌هاي فائو، نخود 15 درصد از سطح زير كشت و 14 درصد از توليد حبوبات را در جهان به خود اختصاص داده است (2).  نخود در بين حبوبات از نظر سطح زير كشت پس از لوبيا و نخود فرنگي در مقام سوم قرار دارد (10). ايران از نظر سطح زيركشت نخود پس از هندوستان، ‌پاكستان و تركيه مرتبه چهارم دنيا را به خود اختصاص داده است. كشت اين محصول در اكثر نقاط ايران به استثناء سواحل درياي خزر كم و بيش معمول بوده و در مناطق ديم خيز و به خصوص در نيمه غربي ايران نقش بسيار مهمي در بقاي كشاورزي اين مناطق ايفا مي‌كند (1). قارچ F. oxysporum fsp.ciceri که بيماري پژمردگي فوزاريومي و يا بوته زردي نخود را ايجاد مي کند، يک عامل عمده محدود کننده توليد نخود در سراسر دنيا محسوب مي شود  (8). اين بيماري منجر به زرد شدن و ريزش برگها شده، ضعف بوته، تقليل تعداد دانه و کوچک ماندن دانه ها و درنتيجه کاهش شديد محصول را به همراه دارد. خسارت سالانه اين بيماري از15-10 درصد متغير است (11) و در شرايط خاص مي تواند به طور کامل محصول را نابود کند  (6).مبارزه با اين بيماري مثل ساير بيماريهاي خاکزاد مشکل است. استفاده از مواد شيميايي مقرون به صرفه نخواهد بود. يکي از بهترين روشهاي مبارزه با اين نوع بيماريها بهره گيري از کنترل بيولوژيک مي باشد. ثابت شده است که باكتريهاي همزيست ريشه، ريزوبيومها خاصيت كنترل كنندگي پاتوژنهاي خاكزاد را دارند (3، 4، 5 و 7)؛ لذا در اين تحقيق امکان استفاده از باکتري  Mesorhizobium همزيست ريشه نخود در تقويت گياه و کنترل بيولوژيک قارچ F. oxysporum fsp.ciceri مورد بررسي قرار مي گيرد.
مواد و روشها:
قارچ عامل بيماري با استفاده از محيط کشت هاي PDA، WA و CLA از گياهان آلوده نخود جدا و پس از خالص سازي و شناسايي با کليد گرلاخ و نیرنبرگ و اثبات بيماري زايي براي مراحل بعدي آزمايش آماده شد. 
به منظور بررسي اثر آنتاگونيستي استرينهاي مزورايزوبيوم نخود عيله قارچ Fusarium oxysporum fsp. ciceri در شرايط آزمايشگاهي تعداد 8 استرين از اين باكتري (RK80, RL26, RL44, RK100, RL49, RL36, RL39, RK74)به صورت زير بكار رفت.
بررسي توليد مواد فرار ضد قارچي و توليد ترکيبات بازدارنده توسط استرينهاي مزورایزوبیوم به ترتيب مطابق روش فيدامن و روزال - روش کراس و لوپ و روش كشت متقابل چهار نقطه اي در قالب طرح کاملا تصادفي با 8 تيمار و در سه تکرار انجام شد. داده هاي حاصل از اندازه گيري ميزان رشد شعاعي و محاسبه درصد کاهش رشد ميسليوم آنالیز و میانگین تیمارها با استفاده از آزمون چند دامنه دانکن (01/0p <  ( مقایسه شد.
نتيجه و بحث:

در بررسي توليد مواد فرار ضد قارچي توسط استرينها، نتايج حاصل از تجزيه داده ها نشان داد شعاع رشد قارچ تحت تاثير مواد فرار استرينهاي Mesorhizobium متفاوت است. به طوريکه بيشترين شعاع رشد مربوط به تيمار شاهد و کمترين شعاع رشد مربوط به استرين RL26 مي باشد. استرينهاي RL26 و RL49 بيشترين بازدارندگي و RL36 کمترين بازدارندگي از رشد قارچ را نشان دادند(01/0=α). در بررسي توليد ترکبيات بازدارنده توسط استرينها نيز شعاع رشد و درصد بازدارندگي از رشد قارچ تحت تاثير ترکيبات بازدارنده استرينهاي Mesorhizobium با هم اختلاف دارند. به طوريکه بيشترين شعاع رشد قارچ و کمترين بازدارندگي در تيمار RK72 و کمترين شعاع رشد با بيشترين بازدارندگي در تيمار RK80 مشا هده شد. در کشت چهار نقطه اي هيچ کدام از استرينهاي مورد بررسي، قادر به ايجاد هاله بازدارندگي در پتري نبودند، ولي رشد قارچ در برخي از تيمارها کم پشت تر بود. 
در اين تحقيق بررسی تولید مواد بازدارنده توسط استرینها درمحیط کشت YMA با دو روش، نتایج متفاوتی داشت. در روش اول، کشت چهار نقطه ای، هیچ یک از استرینها، توانایی ایجاد هاله باز دارنده را نداشتند، ولی ضخامت کلنی های قارچ در استرینهای مختلف فرق می کرد. و این موضوع نشان می دهد که استرینها قادر به تولید مواد بازدارنده هستند، ولی مقدار آن در حدی نبوده که بتواند به طور کامل جلوی رشد قارچ را بگیرد. البته گزارشهایی مبنی بر تولید باکتریوسین توسط استرینهای Mesorhizobium نیز وجود دارد، اما میزان تولید آن بسته به نوع محیط متغیر است (9).اما در بررسي دوم که به روش کراس و لوپر صورت گرفت. استرينها توانستند مقادير مناسبي از مواد بازدارنده را توليد کنند، به طوريکه استرينهاي RK80، RL26 و RL44 به ترتيب تا 100، 89 و 85 درصد از رشد قارچ جلوگيري کردند.  نتايج ارزيابي اثرات بازدارندگي مواد فرار استرينها نيز نشان داد که اين استرينها قادر به توليد مواد فرار در محيط هستند و اين اولين گزارش از توليد مواد فرار، توسط استرينهاي مزورايزوبيوم همزيست نخود مي باشد.
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An evaluation of the efficacy of chickpea root nodulating Mesorhizobium strains for control of Fusarium oxysporum fsp. ciceri in vitro.
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Abstract

In this study, antagonistic effects of 8 Mesorhizobium strains against Fusarium oxysporum fsp. ciceri , isolated of infected plants was investigated. Most of the tested strains produced volatiles, out of them, the strain RL26 exerted the highest inhibitory effect. This is the first report for volatiles inhibitory material production by chickpea nodulating rhizobacteria. Inhibition zone of mycelium growth was observed under laboratory condition and the strain RK80 yielded 100% inhibitory effect on mycelial growth of the pathogen.
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