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  چكيده

هـاي  اسـترين قابليت آنتاگونيستي . سازي گرديدخالص) استان مازندران(باكتري از خاك ريزوسفر خيار در مزارع شهرستان تنكابن  ناستري 270تعداد 
جدايـه كـه هالـه     13. به روش كشت متقابل مورد ارزيـابي قـرار گرفـت    P. aphanidermatum و Pythium ultimumباكتري در مقابل دو گونه 

هاي مرفولوژيك، فيزيولوژيـك، بيوشـيميائي و   بررسي. برتر براي مطالعات بيشتر انتخاب شد استرينايجاد كردند به عنوان  ميليمتر 10بازدارندگي بيش از 
و  (B7  ،B. marinus B1)و  B. subtilis )B2 ،B3 ،B4 ،B5 ،B6گونه  4ها متعلق به استرينهاي برتر نشان داد كه اين استريننقوش پروتئيني 

(B13 ،B. licheniformis B8) و (B9 ،B. circulance )B10 ،(B12 استرين  بوده وB11  به عنوانBacillus sp. مكانيسم . شناسائي گرديد
هـاي ذكـر شـده در    بيوتيك سورفكتين روي رشد پيتيومو آنتي هاي سلولاز، پروتئازترشحات مايع، تركيبات فرار ،آنزيم تاثيرها از نظر استرينآنتاگونيستي 

ها از نظر ترشحات مايع و تركيبـات فـرار   نترين آفعال. ها رفتاري بسيار متفاوت نشان دادند استرين از اين نظر. گرفت مورد بررسي قرار in-vitroايط شر
 در حاليكـه . جلـوگيري كردنـد   P. ultimumدرصد از رشـد كلنـي    100بودند كه  B9 ،B8 ،B6 ،B5و  B12 ،B11 ،B7 ،B3 هايبه ترتيب استرين

هـاي  بررسـي . را كـاهش دهنـد    P. ultimumدرصد رشد كلني  44/4و  7/13تنها توانستند ) تركيبات فرار( B11و ) ترشحات مايع( B14هاي استرين
. باشـند يم ـ هاي ناشي از دو گونه پيتيوم روي گياهچه خيارها نشان داد كه تمامي آنها قادر به كاهش پوسيدگي اي روي قابليت بيوكنترلي استرينگلخانه

. درصد كنترل كنند100تا  75هر دو گونه پيتيوم را بطور توام بين  بودند كه توانستند بيماري ناشي از B14و  B7 ،B8 ،B13هاي موثرترين آنها استرين
به ترتيب بـا ايجـاد   فرانسه وتروي رقم نت B13روي رقم سوپردومينوس و استرين   B7مشخص شد كه استرين روي گياه هااز نظر اثر رشدي استرين

هاي مربـوط  بررسي همبستگي بدست آمده بين شاخص. باشندها مياز ديگر استرين ها نسبت به شاهد بهترگياهچه درصد افزايش وزن تر 4/44و  6/85
اخص ي قابل قبولي بـين ش ـ همبستگو قابليت بيوكنترلي آنها در شرايط گلخانه نشان داد كه  اهها در شرايط آزمايشگهاي آنتاگونيستي استرينبه مكانيسم
قابليت بيوكنترلي آنها در شـرايط گلخانـه    و in-vitroشرايط  دو گونه پيتيوم در ميسليومي رشد بازدارندگي از ها رويشحات مايع استرينتر مربوط به اثر
در حاليكه همبسـتگي بـالا و   . ين گرديدتعي -67/0**و  -ns45/0 به ترتيب .aphanidermatum Pو   P. ultimumاين همبستگي براي ،وجود دارد

ها روي گياهچه و شاخص پوسيدگي ريشه آنهـا در شـرايط   رشدي استرين بين اثر) در مورد دو گونه ذكر شده( -79/0**و  -93/0**داري به ترتيب معني
  .گلخانه مشاهده شد

  
  آنتاگونيست ،Pythium aphanidermatum ،P. ultimum ،Bacillus، پوسيدگي ريشه و طوقه خيار :هاي كليديواژه

  
     1 مقدمه

هاي رايج جاليز است كـه داراي   پوسيدگي ريشه و طوقه از بيماري
ــت  ــاني اس ــترش جه ــران    . گس ــاري در اي ــن بيم ــلي اي ــل اص عوام

 P. aphanidermatum و   Pythium ultimumهــاي گونــه

                                                            
گروه  مربي، دانشيار، استاد و كارشناسي ارشدسابق دانشجوي به ترتيب  -4و  3،2،1

 دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد گياهپزشكي،
  ) Email: f.safariasl@gmail.com                :نويسنده مسئول -(*

ترتيب در مناطق نسبتاً خنك و گرم خسارت بيشـتري  ه باشد، كه ب مي
اين دو گونه علاوه بر مرگ سريع گياهچـه، باعـث   . )22( كنندد ميوار

هاي اخير توجه محققان در سال .گردندپوسيدگي ريشه و طوقه نيز مي
هـاي بيولـوژيكي،    روش ه ويژههاي غيرشيميايي، ببه استفاده از روش

هـاي متعـددي در قابليـت بيـوكنترلي     مكانيسـم  .معطوف شـده اسـت  
تـوان بـه   جملـه مـي   ها دخالت دارند، ازه باكتريها از جملآنتاگونيست

هـا، سـيدروفورها،   ها، آنزيمبيوتيكتوليد تركيبات ضد قارچي مثل آنتي
) هـا فيتوهورمـون ( ژن، اتيلن و همچنين تركيبات رشـدي روسيانيدهيد
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روند كه شمار ميه هائي باين تركيبات در حقيقت متابوليت .اشاره كرد
ج سلولي و يا تركيبات فـرار وارد محـيط   صورت ترشحات مايع خاره ب

 مورد ماهيـت  تحقيقات زيادي در .)21و  12( شونداطرف باكتري مي
اسـت از   گرفتـه  صـورت  Bacillusهـاي  اسـترين ها در اين متابوليت

 مايسـين، هـائي مثـل توكسـي   بيوتيـك جمله مهمترين آنها بـه آنتـي  
نجيسـتاتين،  فو ، )15و  14( اي و دي آ، ايتـورين  مايكوسـوبتيلين، 

، كلروتتـائين،  )7( ث، باسيتراسـين  و ب آ، باسـيلوپپتين  سابسـپورين، 
 )8(سركولين  و مايكوباسيلين، مايسينباسيليسين، فنجي رايزوكتيسين،

توليـد  . انـد دهشسازي محققين شناسايي و خالص اشاره كرد كه توسط
-نجـي ، فبيوتيكي وابسته به خانواده ايتورينليپوپپتيدهاي حلقوي آنتي

باشند كـه نقـش مهمـي در    از ديگر تركيباتي مي مايسين و سورفكتين
بيوتيـك  آنتي. )15و  14، 7(كنند ها ايفا ميقابليت بيوكنترلي باسيلوس

كـاهش داده   كشش سطحي سلول باكتري را) سورفكتانت( سورفكتين
 از اينـرو ) 6(نمايد و امكان چسبيدن آن به سطح ميسليوم را فراهم مي

ها دارد زيرا باعـث  افزايش قابليت بيوكنترلي باسيلوس دي درنقش كلي
هـاي قـارچ و همچنـين    تثبيت باكتري و ايجاد بيوفيلم در سطح هيف

شود، در نتيجه تركيبات ضد قارچي بـدون واسـطه و قبـل از    ريشه مي
اينكه جذب كلوئيدهاي خاك گردند و يا اينكه تحت تاثير شرايط خاك 

  ).4( گذارند ثير ميتجزيه شوند روي قارچ تا
گلوكاناز، كيتيناز، سلولاز  6-1هاي متعدد بخصوص بتا توليد آنزيم

اند نقش مهمـي  ها رديابي شدههاي باسيلوسو پروتئاز كه در متابوليت
هـاي  و جزء مكانيسم )8(ها بعهده دارند در تخريب ديواره سلولي قارچ

فرار متعـددي نيـز    تركيبات. )12( رودشمار ميه مهم بيوكنترلي آنها ب
هاي در گونه استرها و هاكتون ها،آلدئيد ،)ايزوآميل الكل( هاالكل مثل

بيوتيكي و ضـد قـارچي   اند و اثرات آنتيمختلف باسيلوس گزارش شده
  ).12( آنها به اثبات رسيده است

هـاي  جزء گروه بـاكتري  Bacillusهاي وابسته به جنس باكتري
شـوند و قادرنـد از    محسوب مي) PGPR( تحريك كننده رشد گياهي

اسـتيك، اسـيد   انـدول هـا ماننـد اسـيد   طريق ترشح بعضي فيتوهورمون
ژيبرليك، اكسين و سيتوكينين رشد گياه را افزايش دهند اين تركيبات 

عوامل بيماريزا هر چه  توسطهاي آسيب ديده شوند كه ريشهباعث مي
يـن ترتيـب از   هاي جديد جـايگزين شـوند و بـه ا   سريعتر توسط ريشه

همچنين قادرنـد سيسـتم    ،)25و  15، 14( خسارت بيماري كاسته شود
دفاعي گياه را از طريق القاء و يا تحريك مقاومت افزايش داده و باعث 

در  ).8(شوند گياه بطور طبيعي در مقابل عوامل بيماريزا مقاومت نمايد 
ز، گلوكانـا  1-3هـا ماننـد بتـا    اين گونـه مـوارد غلظـت بعضـي آنـزيم     

هـاي اكسـيده شـده آنهـا در گيـاه      پراكسيداز، تركيبات فنلي و فراورده
شـوند  افزايش يافته و باعث جلوگيري از پيشرفت بيماري در گياه مـي 

  هـا در ارتبـاط بـا   غالب مطالعات آنتاگونيستي در مورد باسـيلوس ). 14(
 B. subtilis    و چند گونه ديگـر مثـلB. cereus ،B. pumi ،B. 

polymyxa ،B. licheniformis  وB. circulans  بــوده اســت

قسمت قابل توجهي از اين مطالعات نيز به كنترل عوامل پيتيومي . )8(
  ).27( اختصاص داشته است

هاي ريزوسفر هدف از اين بررسي جداسازي و شناسائي باسيلوس 
 ـ   خيار و همچنين مطالعه مكانيسم منظـور  ه هـاي آنتاگونيسـتي آنهـا ب

ناسب براي كنتـرل بيولـوژيكي پوسـيدگي پيتيـومي     انتخاب استرين م
هـاي  ريشه و طوقه خيار و همچنين بررسي همبسـتگي بـين شـاخص   

ها در آزمايشگاه و قابليت بيوكنترلي آنها در شرايط آنتاگونيستي استرين
  .گلخانه بوده است

 
  هامواد و روش

  هاي بيماريزا تهيه قارچ
 ultimum (Pu)ارهاي بيماريزاي عامل مرگ گياهچـه خي ـ قارچ

Pythium  وaphanidermatum (Pa) P.  از بانك ژن دانشكده
هـا روي  كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد دريافـت، و بيمـاريزائي آن  

  .گياهچه خيار اثبات شد
  

  ها از خاك جداسازي باسيلوس
آن از مــزارع خيــار  ريشــه هــائي از گيــاه و خــاك اطــرافنمونــه

 ـ  گـردآوري ن مازندران شهرستان تنكابن واقع در استا ه منظـور  شـد، ب
گـرم   1) 26(به روش شاد و همكـاران   باسيلوس جنسخالص سازي 

 صــورتاســتريل بــه  آب مقطــر ليتــرميلــي 100در  خــاك ريزوســفر
 دقيقـه در  10 ،سوسپانسيون درآورده شد و پس از عبور از كاغذ صافي

بـه   هـا، قرار داده شد، پس از تهيه سري رقـت  C 80°با دما  يماربن
كشت و پـس   C 30-28°دماي  در NAصورت جارويي روي محيط 

نگهـداري   C 4° اسـتريل در دمـا   آب مقطـر  تك كلني كـردن، در  از
  .گرديد
  

هاي آنتاگونيست وابسـته  باكتري هاي برتراسترينانتخاب 
 Bacillusبه جنس 

دسـت آمـده بـه روش    ه ب استرين 270قابليت آنتاگونيستي تمامي 
 در NAو  PDA محـيط كشـت    50/50مخلوط اي روي تست نقطه

بـراي ايـن   . )13( مورد ارزيابي قـرار گرفـت   Puو  Paمقابل دو گونه 
 ـ نقطه در مقابل يكديگر 4صورت ه منظور هر استرين ب  1فاصـله  ه و ب

 روز در دما 5 سپس ،پتري كشت داده شداز حاشيه لبه تشتك سانتيمتر
°C 30 -28  ت رشـد بـاكتري و   قرار داده شدند تا فرصت كـافي جه ـ

سپس ديسكي به  .هاي آن در محيط فراهم گرددتوليد و نفوذ متابوليت
) جداگانـه  ه صورتب(از كشت سه روزه دو گونه پيتيوم  مترميلي 5قطر 
داده شـد و تـا پرشـدن تشـتك شـاهد       پتري قـرار مركز هر تشتك در
 C°بوسيله قارچ پيتيـوم، در ) استريل بجاي باكتري تلقيح با آب مقطر(

هالـه  شعاع (وجود بين كلني باكتري و قارچ مفاصله  .نگهداري شد 25
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عنوان معياري جهت ارزيابي فعاليـت  ه متر ب بر حسب ميلي) بازدارنگي
هـائي كـه هالـه    اسـترين . هـا انـدازه گيـري شـد    آنتاگونيستي استرين
 ـ) اسـترين  13(بوجـود آورده بودنـد    مترميلي 10بازدارنگي بيش از  ه ب

انتخاب و در مطالعات بعـدي مـورد اسـتفاده قـرار      ن برترعنوان استري
  .گرفتند
 

  هاي برتراسترينشناسائي 
مشخصات مرفولوژيك، فيزيولوژيك  برتر با استفاده از استرين 13

و  )26( توصيه شـده توسـط شـاد و همكـاران     )1جدول( بيوشيميائي و
 )23( همچنين مقايسه نقوش الكتروفورزي پروتئين كل سلول باكتري

ــا ســوش مرجــع   ــاني، دانشــكده  ( .B. subtilis BSب ــر روح دكت
ايـن  بـراي  . شناسـايي گرديدنـد  ) كشاورزي، دانشگاه فردوسي، مشهد

عـدم حضـور   ( ، براساس كـدهاي صـفر  NTYSIS افزارنرم از منظور
آميد، نتايج مورد تجزيه و اكريل روي ژل پلي) حضور باند(و يك ) باند

  .تحليل قرار گرفتند
  

هـاي  هاي برتر روي گونهاستريناي بيوكنترلي مكانيسم ه
  پيتيوم 

در اين خصوص اثرات ضد قارچي ترشحات مـايع خـارج سـلولي،    
بيوتيــك ســورفكتين  تركيبــات فــرار، توليــد پروتئــاز، ســلولاز و آنتــي

  .مورد بررسي قرارگرفت Paو  Puها روي دو گونه پيتيوم استرين
  

  اثر ضد قارچي ترشحات مايع خارج سلولي
استفاده ) 28( و ولر )16( راي اين بررسي از روش كرائوس و لوپرب
+ برتـر  اسـترين  13( استرين مـورد بررسـي    14به اين ترتيب كه . شد

بصـورت جـاروئي روي مخلـوط    ) به عنوان استرين مرجع BS استرين
  ساعت در دما 72مدت ه كشت و ب) NA+PDA )50/50هاي محيط

°C30- 28 اي و آب ميله شيشـه  استفاده از سپس با. نگهداري گرديد
. سطح محيط كشت شسته و حذف شـد  مقطر استريل كلني باكتري از

 ـ براي از بين بردن بقاياي باكتري، تشتك  45مـدت  ه پتري مربوطـه ب
پس از اين مـدت بـراي   . دقيقه در معرض بخار كلروفرم قرار داده شد

د اسـتريل  دقيقه زير هو 30مدت ه پتري بتخليه بخار كلروفرم، تشتك
 از هـر يـك از   متـري  ميلـي  5  سـپس يـك ديسـك   . داده شـد  قرار
 48داده شـد و بـه مـدت     پتري قـرار هاي پيتيوم در مركز تشتك گونه

نگهـداري   C 25° در) تا پر شدن تشتك شـاهد توسـط قـارچ   (ساعت 
ها نسـبت بـه شـاهد، كـه فاقـد      درصد كاهش رشد كلني قارچ. گرديد

قــارچي جهــت ارزيــابي اثــر ضــد عنــوان معيــاريه بــاكتري بــود، بــ
هاي باكتري مورد استفاده قرار استرينهاي مايع خارج سلولي  متابوليت
  ).20( تعيين گرديد اين درصد بر اساس رابطه زير. گرفت
قطـر كلنـي در پتــري   )/(قطـر كلنـي در پتـري شـاهد    ([  ×100 

  درصد كاهش رشد كلني نسبت به شاهد=  1 -])تيمار
 

   بات فراراثر ضد قارچي تركي 
هريـك  . انجام شـد ) 11( اين آزمون مطابق روش فيدامن و روزال

كشـت داده   NAصورت جاروئي روي محيط كشـت  ه ب استرين 14از 
هـا  پتـري سرپوش تشـتك  C30- 28°ساعت در دماي  24از  شد، بعد

پتـري ديگـر حـاوي    حذف و بجاي هر كدام قسمت پائيني يك تشتك
PDA هاي پيتيوم در همان موقع كشـت  وسيله هر يك از گونهه كه ب

پتري توسـط  هايشكاف بين دو قسمت تشتك. شده بود قرار داده شد
سـاعت در دمـاي    24-48مـدت  ه نوار پارافيلم كاملاً پوشانيده شد و ب

°C25 داده شدند كه باكتري در زير و قـارچ در بـالا قـرار     طوري قرار
كه فاقد باكتري ها نسبت به شاهد درصد كاهش رشد كلني قارچ. گيرد
 عنوان معياري جهت ارزيـابي اثـر ضـد قـارچي تركيبـات فـرار      ه بود ب

ماننـد  هتعيـين درصـد   . گرفـت  هاي باكتري مورد استفاده قراراسترين
  .آزمايش قبلي عمل شد

  
  توليد پروتئاز 

هـاي كنتـرل   با توجه به نقش پروتئاز به عنوان يكي از مكانيسـم 
 )17( ساس روش مورهـوفر و همكـاران  بيولوژيكي، توليد اين آنزيم برا

بـه ايـن ترتيـب    . باكتري مورد ارزيابي كمي قرار گرفت استرين 14در 
 5كـه حـاوي   ) SMA )Skim milk agarكه پس از تهيه محـيط  

گـرم   5/13گرم آگـار خـوني و    4گرم عصاره مخمر،  5شير، گرم پودر
بـه   هـا در سـطح محـيط   آگار ميكروبيولوژيك در يك ليتربود، باكتري

 C30-28°ســاعت در دمــا  48مــدت ه اي كشــت و بــصــورت نقطــه
اطـراف كلنـي نشـانه فعاليـت      تشكيل هاله بيرنگ در. نگهداري شدند

متـر در  حسـب ميلـي   ايـن هالـه بـر    شـعاع ميـانگين  . باشدپروتئاز مي
عنـوان معيـاري جهـت ارزيـابي     ه گيري و بهاي مختلف اندازهاسترين

  .هاي مختلف مورد استفاده قرار گرفتناستريقابليت توليد سلولاز در 
  

  توليد سلولاز
هائي است كه نقش مهمي در تخريب غشـاء  سلولاز يكي از آنزيم

همين جهت توليد يا عدم توليد ايـن  ه ب. هاي پيتيوم داردسلولزي گونه
 سـدفي و همكـاران  وسـيله روش  ه هاي باكتري باسترينآنزيم توسط 

 1ي اين منظور محيط كشتي شامل برا. مورد بررسي قرار گرفت) 25(
ــرات 5/0، (K2HPO4)پتاســيك ديگــرم فســفات ســديم  گــرم نيت

(NaNO3) ،5/0  ــزيم ــولفات منيـ ــرم سـ ــرم  MgSO45/0)( گـ گـ
در يـك   (Fe2So4)گرم سولفات آهـن   01/0و  (KCl)كلرورپتاسيم 

از ايـن   ليتـر ميلـي  9درون هر لوله آزمايش . ليتر آب مقطر تهيه گرديد
 9×1سپس در هر كدام يك تكه كاغذ صافي به ابعـاد   محيط ريخته و

سـطح   كاغـذ بيـرون از   گذاشته شد، به نحـوي كـه نيمـي از   سانتيمتر 
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 1پـس از اسـتريل و سـرد شـدن ايـن مجموعـه،       . گيـرد  محيط قـرار 
 ـاسترينليتر از سوسپانسيون كدر  ميلي مـدت  ه ها به هر لوله اضافه و ب

ليتـر  ميلـي  1تيمار شـاهد  در . نگهداري شد C25°سه هفته در دماي 
ر رنگ كاغذ صـافي  يتغي. مولار سولفات منيزيم افزوده شد 1/0محلول 

هاي بـاكتري  توسط استرين به عنوان معياري براي توليد آنزيم سلولاز
  .مورد استفاده قرار گرفت

  
  )بيوسورفكتانت(بيوتيك سورفكتين توليدآنتي

طبق دستور  )Blood Agar(براي اين منظور از روش آگارخوني 
بـا تغييراتـي   ) 10( و فينيـر و همكـاران  ) 19( العمل ناكانو و همكـاران 

 C° براي اين منظور به محيط آگار خوني با دمـا . جزئي استفاده گرديد
درصد خون افزوده شد، پس از افزودن  7پس از اتوكلاو، به ميزان  40

ي اها بـه صـورت نقطـه   استرين. آيدخون، محيط به رنگ قرمز در مي
 ـ    C30-28°سـاعت در دمـا    72مـدت  ه روي اين محـيط، كشـت و ب

در ) ناحيـه همـوليز شـده   (بوجود آمـدن هالـه روشـن    . نگهداري شدند
اطراف كلني بيانگر فعاليت بيوسورفكتانت توليد شـده توسـط بـاكتري    

 ـ . )18( باشدمي اطـرف كلنـي    وجـود آمـده در  ه ميانگين شعاع هالـه ب
معياري براي ارزيابي ميزان سورفكتين  گيري و به عنوانباكتري اندازه
  .هاي مختلف مورد استفاده قرارگرفتاسترينتوليد شده در 

تيمار  15هاي فوق در قالب طرح كامل تصادفي با تمامي آزمايش
 تيمـار  باضـافه  BS مرجـع   اسـترين آنتاگونيست و  استرين 13شامل 

  .تكرار صورت پذيرفت 4شاهد در 
  

ــوكنترلي    ــت بي ــي قابلي ــترينبررس ــر اس ــاي برت روي  ه
  پوسيدگي ريشه و طوقه خيار در شرايط گلخانه 

بـا  ) 24( تي و همكاراناموربراي تهيه اينوكولوم جامد از روش رام
 30و  200، 100 بـه ترتيـب   براي اين منظور. استفاده شد اندكي تغيير

 500 مـاير خوبي در يك ارلنه خاك لوم شني، ماسه و آرد ذرت ب گرم
آب مقطر مخلوط و سـه مرتبـه بـه     ليترميلي 48مراه با ليتري ه ميلي

. دقيقـه اتـوكلاو گرديـد    30به مدت C121° ساعت در دما 24فاصله 
روي محـيط كشـت    Puو  Paسپس چهار قطعه از كشـت سـه روزه   

مـاير  سانتيمتر تهيه و به محتويـات ارلـن   2قطر ه ب) CMA(ذرت آگار
هفتـه قـرار داده    3-4بـه مـدت    C25°هـا در دمـا   ارلن. اضافه گرديد

 10ها، محتويـات هـر ارلـن بـه نسـبت      پس از رشد كامل قارچ. شدند
شـني،  هاي آزمايشي كه مركب از خاك لومدرصد وزني با خاك گلدان

بودند مخلوط و  2/2/1/1پيت ماوس، پرليت و ماسه به نسبت حجمي 
  .مورد استفاده قرار گرفتند

حسـاس بـه   (ومينوس هاي هيبريـد سـوپرد  در اين آزمايش از رقم
(Pa فرانسهوتو نت ) حساس بهPu (بـه منظـور حـذف    . استفاده شد

و  %70دقيقـه در اتـانول    2ترتيب به مدت ه پوشش سمي، بذور خيار ب

عفـوني و بعـد از آن   درصد ضد 1دقيقه در هيپوكلريت سديم  2سپس 
. )15( مقطر استريل شستشـو شـده و خشـك گرديـد    چندين بار با آب

كشـت شـده    استرين 14هاي باكتري از استرينمايه تلقيح  براي تهيه
 OD)cfu/ml  546= 1/0( ليتــر سوسپانســيون ميلــي NA ،20روي 
جهـت چسـبيدن كامـل    . در آب مقطراستريل تهيه گرديـد ) 5/4× 109

سـلولز بـه   متيـل درصد كربوكسـي  5/0باكتري به بذور خيار، به نسبت 
 ـ ،ناميهقوه پس از تعيين. ها افزوده شدسوسپانسيون  10مـدت  ه بذور ب

داده شد و پس از خشـك شـدن بـه     دقيقه در مايه تلقيح باكتري قرار
هـا تـا   گلدان. )1( گرمي كشت گرديد 300هاي گلدان عدد در 5تعداد 
درصد بـه خـاك    10شده و مايه تلقيح قارچ به ميزان  خاك پر نيمه از

تيمار شاهد منفي  بذور. ها افزوده و با آنها مخلوط گرديدسطحي گلدان
 ، شاهد مثبت با قارچ و بدون باكتري(C3)بدون قارچ و بدون باكتري 

(C2) كش متالاكسيل و قارچو تيمار قارچ (C1) 5/0با محلـول   نيز 
قابليـت كنتـرل كننـدگي    . سلولز پوشش داده شدمتيلدرصد كربوكسي

: هـاي  روز از زمان كاشـت، بـر اسـاس شـاخص     25 ها، پس ازاسترين
هـاي  هاي باقيمانده در پايان آزمايش، وزن تر گياهچـه د گياهچهدرص

هـاي زيـر   كامل و ريشه آنها و ميزان پوسيدگي ريشه براساس شاخص
 2بـراي گيـاه كـاملاً سـالم،      1تعيين گرديد، به اين ترتيب كـه نمـره   

پوسيدگي متوسط ريشـه   3، )درصد 1-10بين (پوسيدگي خفيف ريشه 
پوسـيدگي شـديد ريشـه     4، و )صددر 10-50بين (ناحيه طوقه  باضافه
 .)1( در نظـر گرفتـه شـد   ) درصـد  50بـيش از (پوسـيدگي بـذر    باضافه

 اسـترين  14تيمـار شـامل    17آزمايش در قالب طرح كامل تصادفي با 
هـر   تكرار و 4كش در باكتري، شاهد منفي، شاهد مثبت، و تيمار قارچ

  .گياهچه اجرا گرديد 5تكرار شامل 
 LSDها بر اسـاس آزمـون   ها و مقايسه ميانگيندادهآناليز آماري 

و   MINITABدرصــد بــا اســتفاده از نــرم افــزار     1در ســطح 
MSTATC صورت پذيرفت.  

  
ــدگي    ــر بازدارن ــكوپي اث ــترينبررســي ميكروس ــاي اس ه

  زاآنتاگونيست روي عوامل بيماري
بــا انــدكي تغييــر، نــوك ) 9( اكســپرت و ديگــات مطــابق روش

ي قارچ كه تحت تاثير ترشحات مايع خارج سلولي هاي حاشيه كلن هيف
هاي آنتاگونيست قرار گرفته بودند در زير ميكروسكوپ از نظـر  استرين

  .شكل، رنگ و وضعيت رشدي با تيمار شاهد مقايسه گرديد
  
  نتايج

  هاي برتر جداسازي و شناسائي استرين
ريزوسفر خيار در شهرستان تنكـابن   خاكباكتري از  استرين 270

ــين آنهــا  جد ــه  13اســازي شــد، از ب ــا  B1(جداي ــه كــه ) B13ت هال
بين كلنـي قـارچ و بـاكتري    ) 10-25(متر ميلي 10 بازدارندگي بيش از
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هـاي آنتاگونيسـت برتـر جهـت     اسـترين بوجود آورده بودند به عنـوان  
مشخص كرد  استرين 13شناسايي اين . بعدي انتخاب شد هايبررسي

 .Bمتعلق به گونـه   B7و  B2 ،B3 ،B4 ،B5، B6هاي استرينكه 
subtilis  استرينو قابل مقايسه با B14 subtilis ) B.    به عنـوان
 .Bبه عنوان گونه  B13و  B1هاي استرين. باشندمي) مرجع استرين

marinus ،ــترين ــاي اس ــه B9و  B8ه  ،B. licheniformisگون
به  B11 استرين، و B. circulance گونه B10 ،B12هاي استرين

بررسـي نقـوش پروتئينـي كـل     . شـد  شناسائي  .Bacillus spانعنو
و مقايسه نتايج كلاستر در يك دنـدروگرام  ) 1و جدول 1 شكل( سلولي

 .هاي انجام شده بوده استنيز مويد شناسايي
  

  هاي بيوشيمياييهاي باكتري براساس آزمون مورفولوژيكي و تستشناسايي استرين -1جدول 
هاي باكترياسترين
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  B. subtilis BS (B14)استرين باكتري برتر و استرين مرجع  13الگوي الكتروفورزي پروتئين كل سلولي و دندروگرام  - 1شكل

  
ــر آنتاگونيســتي  ــه اســتريناث ــر روي گون ــاي برت ــايه   ه

 P. aphanidermatum  وP. ultimum     اثـر ترشـحات مـايع
  وي رشد كلني پيتيومها رخارج سلولي استرين

 1سـطح   داري درها اخـتلاف معنـي  استريندر تمامي  از اين نظر
بـه ترتيـب بـا    B1 وB4 ، B9هـاي  اسـترين . مشـاهده گرديـد  درصد 

ــا  B14اســترين و درصــد  78/87و  66/91 ،18/95 درصــد  11/1ب
 aهـاي  گروه نسبت به شاهد به ترتيب در  Paبازدارندگي از رشد كلني

بـا   B12و B3 ،B7 ،B11هـاي  استريناز اين نظر . ندقرار گرفت ijو 
 Puرشـد   درصـد بازدارنـدگي از   13/ 7با B14 صد درصد، و استرين 

بقيـه  . قـرار گرفتنـد   fو  aهـاي  نسبت به شـاهد بـه ترتيـب در گـروه    
  ).3و  2جدول(ها حالت حد واسطي را نشان دادند استرين

  
  هـــا روي رشـــد كلنـــياســـترين اثـــر تركيبـــات فـــرار 
 P. aphanidermatum  وP. ultimum  

بـين  درصـد   1داري در سـطح  در اين خصوص نيز اختلاف معنـي 
بـا   F14و استرين  50با  B6 استريندر بين آنها . ها ديده شداسترين

 ـ   Paرشد  درصد باز دارندگي از 26/19 ترتيـب در  ه نسبت بـه شـاهد ب
، B5 ،B6هـاي  اسـترين از اين نظـر  . قرار گرفتند efgو  aهاي گروه
B8  وB9    هـاي با صـد درصـد و اسـترينB10   وB11   و  81/4بـا

 ـ    Puدرصد بازدارندگي از رشد  44/4 ترتيـب در  ه نسـبت بـه شـاهد ب
هـا حالـت حـد واسـطي را     بقيه اسـترين . قرار گرفتند gو  aهاي گروه

  ).3و2جدول(نشان دادند 
  

   Bacillusي هااسترين قابليت توليد پروتئاز و سلولاز 
قـادر بـه توليـد     B1 اسـترين هاي به عمل آمـده تنهـا   يدر بررس

ها توانايي توليد پروتئاز و سـلولاز را از خـود   استرينپروتئاز بود و ساير 
  ).3و2جدول(نشان ندادند 

  

  توليد سورفكتانت 
داري در خوني، اختلاف معنـي در آزمايش انجام شده به روش آگار

نظر توليد سـورفكتانت  هاي باكتري از استريندر ميان درصد  1سطح 
به ( پتري حاوي آگار خونيظهور هاله روشن در تشتك. مشاهده گرديد

هـاي  اسـترين بيانگر تجزيه گلبول قرمز در اطراف كلـوني  ) رنگ قرمز
هاله روشن ايجاد شده در  شعاعگيري اندازه. )2شكل( باشدمربوطه مي

با  B5و  B12 ،B7هاي استرينها نشان داد كه اطراف كلني استرين
و ) bگـروه  ( 8 ه شعاعب B6استرين ، )aگروه ( 10 ه شعاعايجاد هاله ب

نسبت به شاهد آب مقطـر  ) cگروه ( مترميلي 5ه شعاع ب B14استرين 
به ترتيب بيشترين فعاليت را از نظـر توليـد سـورفكتانت نشـان دادنـد      

  ).3و2جدول (
  

B12 B2B3control B12 B2B3control B12 B2B3control B12 B2B3control

 
- ه روشن و شفاف اطراف كلوني بيانگر تجزيه هموگلوبين خون توسط سورفكتين ميهال: تست توليد سورفكتين روي محيط آگارخوني - 2شكل 

  عدم توليد سورفكتين B3 ،Control، توليدكننده سورفكتين B12و  B2استرين . باشد
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روي  Bacillusجـنس   هاي برتـر استرينقابليت بيوكنترلي 
  طوقه خيار در شرايط گلخانه پوسيدگي ريشه و

داري در سـطح  هاي مورد استفاده تفاوت معنـي استريناز اين نظر 
 P. aphanidermatum در ارتباط بـا كنتـرل  . نشان دادنددرصد  1

هــا تــا پايــان آزمــايش، درصــد گياهچــه 100بــا حفــظ  B7اســترين 
ترتيـب  ه ب(با بيشترين كنترل پوسيدگي ريشه  B7و  B8هاي  استرين

بـا بهتـرين    B8و  B7هـاي  ، استرين)گيددرصد پوسي 5/2و  08/2با 
و اسـترين  ) گرم 36/2و  58/2به ترتيب (اثر روي وزن تر كل گياهچه 

B7      بهتـرين  ) گـرم  91/0(با بهتـرين اثـر روي وزن ريشـه گياهچـه
  .)1و نمودار  3و2جدول ( ها در مقايسه با شاهد تعيين شدنداسترين

بـا   B13و  B6هـاي  اسـترين  P. ultimumدر ارتباط با كنترل 
 B13و  B7 ،B14 ،B8ياهچه تا پايان آزمـايش،  درصد گ 100حفظ 

، B13درصد پوسيدگي ريشه،  58/4و  58/4، 09/4، 75/3 اترتيب به ب
B7 ،B14  وB8 گـرم وزن   60/1و  62/1، 69/1، 08/2ترتيب بـا  ه ب

گرم وزن تر ريشه به عنـوان   80/0و  85/0با  B4و  B7تر هر بوته و 
و  3و2جـدول  (شـدند  يـين  ها در مقايسـه بـا شـاهد تع   بهترين استرين

  .)1نمودار 
هـر   ها روي بيماري ناشي ازاز نظر قابليت بيوكنترلي توام استرين

هـاي  اسـترين ،  P. ultimum و P. aphanidermatumدو گونه 
B7 ،B8، B13 وB14  جـدول  (بهترين قابليت را از خود نشان دادند

  ).1و نمودار  3و2
  

  بررسي ميكروسكوپي
هـاي  اسـترين در خصـوص نحـوه تـاثير     مشاهدات ميكروسكوپي

هـا  هاي فوق نشان داد كه در مورد همه استرينآنتاگونيست روي قارچ
ها متوقف شده و محتويات سيتوپلاسم از در ناحيه بازدارنده، رشد هيف

ها تغير رنگ داده، حالت اينگونه هيف ،نوك آنها به خارج تراوش كرده
 ـ     ـ  خـود گرفتـه و   ه پيچش و چنـد شـاخه شـدن ب نظـر  ه غيـر فعـال ب

  .رسيدند مي
  

هـا در  هـاي آنتاگونيسـتي اسـترين   همبستگي بين شـاخص 
  آزمايشگاه و قابليت بيوكنترلي آنها در گلخانه

هـاي  هـاي مربـوط بـه همبسـتگي شـاخص     حليل دادهتتجزيه و 
اثـر ترشـحات   : ها شـامل استرين آنتاگونيستيهاي مربوط به مكانيسم

ت توليـد  ي ـ، قابلPaو  Puرويشـي   هـا روي رشـد  مايع و فرار اسـترين 
بـا   هـاي پروتئـاز و سـلولاز   بيوتيك سورفكتانت و همچنين آنزيم آنتي

   غالب مواردها در شرايط گلخانه نشان داد در قابليت بيوكنترلي استرين
بيشـترين  ). 5و  4جـدول ( ي بين آنها وجود نداردمناسبهمبستگي 

ت مــايع همبســتگي بــين شــاخص آنتاگونيســتي مربــوط بــه ترشــحا 

ها با شاخص پوسيدگي ريشه در گلخانه مشاهده شـد، ضـريب    استرين
تعيــين  -67/0**و  -ns45/0بــه ترتيــب  Paو  Puهمبســتگي بــراي 

هاي آزمايشگاهي و شـاخص پوسـيدگي   شاخصساير در مورد گرديد، 
هـا،  ريشه، به عنوان معياري براي ارزيابي قابليـت بيـوكنترلي اسـترين   

همبستگي بالا و ). 4جدول (اي مشاهده نشد همبستگي قابل ملاحظه
هـا و شـاخص پوسـيدگي ريشـه     داري بين اثرات رشدي استرينمعني

هاي كامل بيمـار نسـبت بـه شـاهد     مقايسه وزن تر گياهچه .ديده شد
و  B7،B8 ، B14هـاي  نشـان داد كـه اسـترين   ) فاقد آلودگي(منفي 
B13   ــا ــب ب ــزا  3/27و  4/42، 7/69، 61/85بترتي ــد اف يش در درص

 ،B13هـاي  ، و اسـترين )دومينوسرقم سوپرPa (تيمارهاي مربوط به 
B7، B14  وB8 ــ ــا ه ب درصــد  1/11و  5/12، 3/17 ،4/44ترتيــب ب

بيشـترين اثـر    )فرانسـه وتنـت رقم( Puافزايش در تيمارهاي آلوده به 
از ايـن نظـر نـوعي همبسـتگي منفـي و      . رشدي از خود نشـان دادنـد  

و ) فاقـد آلـودگي  (هاي بيمار نسبت به شاهد هچهدار بين وزن گيا معني
 Puضريب همبستگي در مورد . شاخص پوسيدگي ريشه آنها ديده شد

همـين  ). 5جـدول ( تعيين گرديد -**79/0و  -93/0**ترتيب ه ب Paو 
تــر ريشــه دار بــين وزنوضــعيت در مــورد همبســتگي منفــي و معنــي

يدگي ريشـه  هاي بيمار نسبت به شاهد منفي و شـاخص پوس ـ گياهچه
 -62/0**بـه ترتيـب    Paو  Puمشاهده شد، اين همبستگي در مـورد  

اين به آن معني است كه هـر چـه   ). 5جدول ( ين گرديدتعي -ns44/0و
در آنهـا   ها بيشتر شـده، شـاخص پوسـيدگي ريشـه    اثر رشدي استرين
  .كاهش داشته است

  
  بحث

 ـ 13استرين بررسي شده  270از ميان  دگي استرين كه هاله بازدارن
متر ايجاد كردند به عنوان استرين برتر و از ميان آنهـا  ميلي 10بيش از

، يــك )B14و B. subtilis ) B7دو اســترين : اســترين شــامل 4
 B. marinusو يـك اسـترين   ) B. licheniformis )B8اسـترين  

)B13 (ها در كنتـرل پوسـيدگي پيتيـومي    به عنوان موثرترين استرين
 3و  2جـداول  . يط گلخانـه تعيـين گرديدنـد   ريشه و طوقه خيار در شرا

هـاي آزمايشـگاهي   ها از نظـر شـاخص  دهند كه اين استريننشان مي
مورد بررسي و همچنين قابليت بيوكنترلي در شرايط گلخانه بسـيار بـا   

، براسـاس  B14و  B7 ،B8 ،B13هـاي  اسـترين . يكديگر متفاوتنـد 
در  "ي ريشهدرصد پوسيدگ"و  "هاي باقيماندهدرصد گياهچه"شاخص

پايان آزمايش، بيشترين قابليـت بيـوكنترلي را در مـورد هـر دو گونـه      
  .پيتيوم بطور توام نشان دادند
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قارچ و بدون ( شاهد مثبت  -2C، )قارچ و متالاكسيل(تيمار سم  -1Cهاي باكتري، استرين B1-B14. هاي باكتري در گلخانهقابليت بيوكنترلي استرين -1نمودار
دار با يكديگر داراي اختلاف معني 01/0با احتمال  LSDاند، در آزمون تيمارهايي كه با حروف مختلف نشان داده شده ،)بدون قارچ و بدون باكتري(شاهد منفي  -3C، )باكتري

  .هستند
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آنها عليه پوسيدگي ريشه و طوقه  هاي بيوكنترليو شاخص in-vitroباسيلوس در شرايط  استرين 14هاي آنتاگونيستي ميانگين شاخص -2جدول 
  در شرايط گلخانه.aphanidermatum  P در اثر خيار
  *شاخص آنتاگونيستي                     شا خص بيوكنترلي

گياهچه باقي %  تيمار
 1مانده

شاخص
 2پوسيدگي ريشه

وزن تر گياهچه 
 )بوته/گرم(كامل

وزن تر ريشه
 )بوته/گرم(

اثرترشحات 
 3مايع

 4كيبات فراراثر تر
سورفكتين

5  
C1  cdef33/58 ef66/26 bcde29/1bcd54/0_ _ _ 
C2  g00/0 a50/82g10/0h008/0_ _ _ 
C3  a00/100 g00/00bcde39/1bcde50/0g 00/0   K 00/0  e 00/0 
B1  f33/33 bc83/55fg75/0bcdef50/0 a 78/87   efg 11/31  de 1/0 
B2  cdef33/58 fg25/13def43/1efg29/0fg 92/35   def 70/33 c5/0  
B3  ef66/41 cde08/38ef10/1defg39/0bcd 66/56 cd 78/37 e 00/00  
B4  ef66/41 bc58/49ef85/0ab70/0a 18/95 de 29/36 d  2/0  
B5  def00/50 fg50/10ef06/1defg35/0h 40/17      b 70/43 a 00/1  
B6  f33/33 bcd00/47ef05/1defg37/0ef 33/43    a 00/50 b 8/0  
B7  a00/100 g50/2a58/2a91/0cde 37/50 de 92/35 a 00/1  
B8  ab66/91 g08/2a36/2b67/0g 70/33 j 59/42 de 1/0  
B9  cdef33/58 def50/29cdef43/1cdefg42/0a 66/91 ij 33/23 c 4/0  
B10  f33/33 b16/59fg80/0fg27/0bc 89/58 ghi 04/27 d 2/0  
B11  bcde66/66 cde66/36def45/1cdefg44/0b 74/60 fgh 37/30 de 1/0  
B12 ef66/41 bcd33/48ef00/1g24/0cde 74/50 hi 18/25 a 00/1  
B13 abcd0/75 fg41/11abcd77/1ab70/0de 88/48 bc 85/31 e 00/00  
B14 abc33/83 fg81/11abcd98/1bc65/0I 11/1 efg 26/19 c 5/0  

1C -  قارچ و متالاكسيل(تيمار سم( ،2C-  شاهد مثبت )قارچ و بدون باكتري( ،3C-  شاهد منفي)بدون قارچ و بدون باكتري(،B1  تاB13 هاي برتر انتخاب شده، استرين 
B14استرين مرجع BS .1- درصد  10-50بين (3، )درصد پوسيدگي 1-10(2 ،)گياه كاملاً سالم(1بر اساس نمره بين  -2، پايان آزمايش هاي باقيمانده درهگياهچ درصد
هاله  شعاعارزيابي توليد سورفكتين به روش آگار خوني، بر حسب  -mm( ،5(در صد كاهش رشد كلني قارچ نسبت به شاهد -4و - 3، )درصد پوسيدگي 50بيش از(4و) پوسيدگي

تيمارهايي كه با حروف مختلف نشان داده . شناسائي نشد هاآنزيم سلولاز در هيچيك از استرينو B1  آنزيم پروتئاز فقط در استرين * .)mm(بيرنگ در اطرا ف كلني باكتري
  .دار با يكديگر هستندداراي اختلاف معني 01/0با احتمال  LSDاند، در آزمون شده

  
ه هاله بازدارنگي بين كلنـي آنتاگونيسـت و قـارچ،    با توجه به اينك

منعكس كننده فعاليت كلي ترشحات خارج سـلولي آنتاگونيسـت عليـه    
هاله بازدارندگي، به عنوان شاخص  موارد از قطر بيمارگر است، در اكثر

در ايـن  ). 12(شـود  ها استفاده ميكمي، براي انتخاب مقدماتي استرين
لي بين قطر هاله بازدارنگي ايجاد شـده  بررسي نيز همبستگي قابل قبو

و شـاخص پوسـيدگي ريشـه و     در اثر ترشحات مـايع  هاتوسط استرين
ضريب همبسـتگي بـراي   . ها بدست آمداثر پيتيوم ها درطوقه گياهچه

Pu  وPa  بـه ايـن    .)4جدول(تعيين گرديد  -67/0و -45/0به ترتيب
هـا  تي اسـترين هـاي آنتاگونيس ـ توان براي ديگـر مكانيسـم  ترتيب نمي

هـاي پروتئـاز و   يوتيك سورفكتانت و آنزيمبتركيبات فرار، آنتي: شامل
با توجه به تغيـرات زيـاد بـين    . به تنهائي نقش مهمي قائل شد سلولاز
اي مختلف و همچنين تفاوت فاحش هاسترين دست آمده ازه اي بداده

 ك وبراي ي ـ هاله بازدارندگي نيز شعاعخاك،  و in-vitroبين شرايط 
مطمئني جهت ارزيابي قابليت بيـوكنترلي   يا چند استرين محدود معيار

هـاي ديگـر نيـز نشـان     بررسـي . رودشمار نميه آنها در شرايط خاك ب
دهند كه بين نتايج آزمايشگاهي و كنترل بيماري در شـرايط خـاك    مي

و  5، 3( يا مثبـت وجـود داشـته باشـد     ممكن است همبستگي منفي و

استرين ذكر شده كه بهترين قابليـت   4در بين  لعه نيزاين مطا در. )12
كـه يـك اسـترين     ،B14خود نشـان دادنـد، اسـترين     بيوكنترلي را از

تجارتي است و اثر كنترل كنندگي خوبي در شرايط مزرعه نشـان داده  
از نظــر توليــد تركيبــات ضــدقارچي اعــم از ترشــحات مــايع و ، اســت

ها قرار گرفته اسـت، حالـت   ينترين استردر زمره ضعيف تركيبات فرار
عكس آن نيز مشـاهده گرديـد، بـه ايـن ترتيـب كـه ترشـحات مـايع         

 Puاز رشد ) درصد100(كه توانستند كاملاً  B12و  B11هاي استرين
پتري جلوگيري كنند، در شرايط گلخانـه قابليـت بيـوكنترلي    در تشتك

ضـعيت  همين و). 1و نمودار  3و  2جداول (ضعيفي از خود نشان دادند 
يوتيك سورفكتين و آنـزيم  هايي كه قادر به توليد آنتيدر مورد استرين

كـه قابليـت    B8و  B7هايدر بين استرين. شد ديدهپروتئاز بودند نيز 
از نظـر توليـد   B7 بيوكنترلي خوبي از خود نشان دادند تنهـا اسـترين   

از ايـن نظـر     B8قرار گرفت، در حاليكه استرين  aسورفكتين در گروه
كـه تنهـا    B1. قرارگرفـت  deلكرد ضعيفي نشـان داد و در گـروه   عم

استرين توليد كننده پروتئاز بود نيز اثر كنترلي ضـعيفي از خـود نشـان    
 توان نقشي قائل شد زيرا هـيچ يـك از  براي آنزيم سلولاز نيز نمي. داد

تـوان  به اين ترتيـب نمـي  . ها قادر به توليد آنزيم سلولاز نبودنداسترين
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هـاي مطالعـه شـده در    آمـاري جـامع و كـاملي بـين مكانيسـم     ارتباط 
بررسي . ها در گلخانه برقرار كردآزمايشگاه و قابليت بيوكنترلي استرين

اي آنهـا نشـان   سيستم ريشـه  روي گياهچه و هااثرات رشدي استرين
ه كامـل و  چ ـداري بـين وزن گياه دهد كه همبستگي بالا و معنـي مي

گياهچه در اثـر هـر دو گونـه پيتيـوم     شاخص پوسيدگي ريشه و طوقه 
و  -93/0به ترتيب  P.aو   Puضريب همبستگي در مورد . وجود دارد

هـا  تعيين گرديد اين وضعيت در مورد وزن ريشه اين گياهچـه  -79/0
به اين معني  ،)5جدول ( )-44/0و  - 62/0به ترتيب (صادق است  نيز

از تيمـار   بيشـتر  كه وزن گياهچه و وزن ريشه آنها بـا وجـود آلـودگي،   
هـا  توان به اثر رشدي ايـن اسـترين  اين پديده را مي. استشاهد منفي 
توانند نقش مهمـي در متحمـل كـردن    تركيبات رشدي مي. نسبت داد

هـاي  شوند ريشههاي ريشه داشته باشند، زيرا باعث ميگياه به بيماري
هاي جديد جايگزين شوند و خسـارت  آسيب ديده بسرعت توسط ريشه

هـاي فعـال اسـت، كـاهش     ماري را، كه ناشي از كاهش حجم ريشهبي
مراحـل اوليـه رشـد كـه      از دهند و گياهچه را حداقل تا مرحلـه عبـور  

 تعداد زيادي از. بيشترين حساسيت را نسبت به پيتيوم دارد حفظ نمايند

زائـي  ها باعث تحريك ريشههاي توليد شده توسط باكتريفيتوهورمون
شوند ميب بيشتر آب و عناصر غذايي بوسيله گياه گياه و در نتيجه جذ

پوسـيدگي  (دهند كه علائم بيماري نشان مي 3و  2جداول  )15و  14(
بوجود آمده ) C3(در تمام تيمارها به استثناي تيمار شاهد منفي ) ريشه

است، منتهي شـاخص پوسـيدگي در تيمارهـائي كـه بيمـاري بخـوبي       
مشخصه اين تيمارها بالا بـودن   از. كنترل شده است بسيار پائين است

وزن گياهچـه كامـل و   . وزن تر گياهچه كامل و وزن ريشه آنها اسـت 
 Paعليـه   B7در تيمار مربوط به اسـترين   )رقم سوپردومينوس(ريشه 

و  6/85بـوده اسـت بـه ترتيـب      5/2كه شاخص پوسيدگي ريشـه آن  
ارچ تيمار شاهد منفي است كه فاقد بـاكتري و ق ـ  از درصد بيشتر 0/82

در ) فرانسـه وتنـت رقـم ( اين نسـبت  ،)1و نمودار  2جدول( بوده است
 بـه ترتيـب   75/3بـا شـاخص پوسـيدگي     Puعليه  B7مورد استرين 

در مـورد  ). 1و نمـودار   3جدول ( درصد تعيين گرديد 85/80و  36/17
هائي كه بيماري را به نحو خـوبي كنتـرل كردنـد همـين     ديگر استرين

  .خوردوضعيت به چشم مي
  

  
نها عليه پوسيدگي ريشه و طوقه آهاي بيوكنترلي و شاخص in-vitroباسيلوس در شرايط  استرين 14هاي آنتاگونيستي ميانگين شاخص -3جدول 

  در شرايط گلخانه .ultimum Pدر اثر  خيار
خص بيوكنترلياش *شاخص آنتاگونيستي                       

گياهچه باقي %  تيمار
  1مانده

وسيدگي شاخص پ
 2ريشه 

وزن تر گياهچه  كامل 
)بوته/گرم(  

وزن تر ريشه 
  )بوته/گرم(

3اثرترشحات مايع   
اثر تركيبات 

  4فرار
5سورفكتين  

C1 bcd 67/66 def91/27 b46/1 bcd51/0 _ _ _ 

C2f00/00 a 91/82 cd18/0 g00/00 _ _ _ 
C3  a00/100 h 00/00 b44/1 de47/0 g 00/00 g 00/00  e 00/0 
B1  e33/33 ef 50/22 b25/1 def54/0  e15/78  c 81/64   de 1/0 
B2 de 66/41 bc 50/47 cd43/0 fg32/0 c 85/91  b 78/77  c5/0  
B3 e33/33 b 41/55 c64/0 efg42/0 a 0/100 b 70/83  e 00/00  
B4 ab 33/83  efg16/19 b35/1 abc80/0 bc 44/94  b 0/80  d  2/0  
B5 ab 66/91 fgh25/16 b30/1 efg36/0 e 03/77 a 0/100  a 00/1  
B6 a00/100 fgh00/15 ab53/1 efg40/0 b 29/96  a 0/100  b 8/0  
B7 ab 66/91 gh75/3 ab69/1 abc85/0 a0/100 d 74/30  a 00/1  
B8 ab 33/83 gh58/4 ab60/1 cde65/0 e 52/78 a 0/100  de 1/0  
B9 cde 99/49 bcd33/43 c61/0 efg43/0 d 59/82 a 0/100 c 4/0  
10 f00/00 a 83/85 d00/00 fg29/0 c 22/92 g 81/4 d 2/0  

B11 cde 00/50 cde75/33 cd53/0 efg45/0 a 0/100 g 44/4 de 1/0  
B12 e33/33 b 75/53 c63/0 gh23/0 a 0/100 ef 66/16 a 00/1  
B13 a00/100 gh58/4 a08/2 def53/0 bc 07/94 de 26/29 e 00/00  
B14 abc 00/75  gh09/4 ab62/1 def50/0 f 70/13 fg 55/5 c 5/0  

1C -  قارچ و متالاكسيل(تيمار سم( ،2C-  شاهد مثبت )قارچ و بدون باكتري( ،3C-  شاهد منفي)بدون قارچ و بدون باكتري(،B1  تاB13 نتخاب شده، هاي برتر ااسترين B14 
) درصد پوسيدگي 10-50بين (3، )درصد پوسيدگي 1- 10(2،)گياه كاملاً سالم(1بر اساس نمره بين  -2، پايان آزمايش هاي باقيمانده درهدرصد گياهچ -BS .1 استرين مرجع

ليد سورفكتين به روش آگار خوني، بر حسب قطر هاله بيرنگ در اطرا ارزيابي تو - mm( ،5(در صد كاهش رشد كلني قارچ نسبت به شاهد -4و -3، )درصد پوسيدگي 50بيش از(4و
اند، در آزمون تيمارهايي كه با حروف مختلف نشان داده شده. شناسائي نشد هاآنزيم سلولاز در هيچيك از استرينو B1  آنزيم پروتئاز فقط در استرين * .)mm(ف كلني باكتري

LSD  ار با يكديگر هستنددداراي اختلاف معني 01/0با احتمال. 
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هـاي آزمايشـگاهي بخصـوص    عليرغم اينكه در مواردي شـاخص 

هـاي بـا قابليـت     انتخـاب اسـترين   در "هالـه بـاز دارنگـي   "شاخص 
گيرد، ولي بايد پذيرفت كه رفتار بيوكنترلي بيشتر مورد استفاده قرار مي

با نحـوه عمـل    in-vitroهاي كشت در شرايط ها روي محيطاسترين
تواننـد   هـا تنهـا مـي   ايـن شـاخص  . ر حضور گياه متفاوت اسـت آنها د

تعريـف   شـرايط  در هـا آنتاگونيست بالقوه توان اطلاعاتي كلي در مورد
توانند معيـار مطمئنـي بـراي ارزيـابي      و نمي )12(اي به ما بدهند شده

در اينگونه مـوارد بهتـر   . قابليت بيوكنترلي آنها در شرايط طبيعي باشند

شـرايط مـزارع    شرايط مزرعـه و حتـي در   استرين دراست كارآئي هر 
مختلف مورد ارزيابي قرار گيرد تا بتوان با اطمينان بيشتري نسـبت بـه   

اساس نتـايج حاصـل از ايـن بررسـي شـايد       بر. كاربرد آنها اقدام نمود
ها در زمينه كنتـرل  بتوان نقش مهمتري براي تركيبات رشدي استرين

غير مستقيم و بـا افـزايش    مكانيسم بطورها قائل شد، زيرا اين بيماري
شـود كـه خسـارت ناشـي از     تحمل گياه نسبت به بيماري باعـث مـي  

هاي پيتيوم بـه نحـو مـوثري كـاهش     بيمارگرهاي ريشه از جمله گونه
  .يابد

  
 در اثر ه و طوقه خياربا شاخص پوسيدگي ريش in-vitroاسترين باسيلوس در شرايط  14هاي آنتاگونيستي ضريب همبستگي مكانيسم -4جدول 

P. ultimum  وP. aphanidermatum در شرايط گلخانه 

 مكانيسم آنتاگونيستي  ترشحات مايع  تركيبات فرار  سلولاز  پروتئاز  سورفكتانت
 بيمارگر

- 07/0 ns 0 0 18/0 ns 67/0- ** P. aphanidermatum 
- 03/0 ns 0 0 - 04/0 ns 45/0- ns P. ultimum 

  .دار نيستمعني nsدرصد،  1معني دار در سطح  - **، درصد 5ح دار در سطمعني - *
  

  پوسيدگي ريشه خيار در اثر،گياهچه و ريشه آن با شاخص استرين باسيلوس روي وزن تر 14اثرات رشدي  ضريب همبستگي -5جدول 
 P. ultimum   وP. aphanidermatum در شرايط گلخانه  

شاخص پوسيدگي ريشه و طوقه  
P. aphanidermatum P. utimum 

79/0- ** 93/0- **  وزن تر گياهچه
44/0- ns 62/0- ** وزن تر ريشه

، )درصد پوسيدگي 1-10(2 ،)درصد پوسيدگي صفر(1شاخص پوسيگي بر اساس نمره بين  .دار نيستمعني nsدرصد،  1دار در سطح معني - **، درصد 5دار در سطح معني - *
  )درصد پوسيدگي 50از بيش(4 و) درصد پوسيدگي 10-50بين (3

  
  منابع

1- Abdelzaher H.M.A. 2003. Biological control of root rot of cauliflower (caused by Pythium ultimum var. 
ultimum) using selected antagonistic rhizospheric strain of Bacillus subtilis. New Zealand Journal of 
Crop & Horticulture Sci. 31: 209-220. 

2- Abdolghafar N.Y., and Abolsayed W.M. 1997. Biological control of soft rot of potato using flurescent 
pseudomonads. Arab Uni. J. Agri. Sci. 22: 419-431. Can. J. Microbiol. 41(8): 685-691. 

3- Alestrom S., and Burns R.G. 1989. Cyanide production by rhizobacteria as a possible mechanism of 
plant growth inhibition. Biol. Fertil. Soils. 7: 232-238. 

4- Asaka O., and Makoto S. 1996. Biocontrol of Rhizoctonia solani Damping-Off of Tomato with 
Bacillus subtilis RB14. Appl. Envir Microbiol. 62(11): 4081-4085. 

5- Berg G., and Ballin G. 1995. Bacterial antagonistis to Verticillium dahliae Kleb. Phytopathol. 141: 99-
110. 

6- Czaczyk K., Trojanowska K., and Stachowiak B. 2002. Inhibition of ergosterol biosynthesis in fungal 
plant pathogens by Bacillus sp. Polish Journal of Environmental studies. 11. (5): 593-597. 

7- Das P., Mukherjee S., and Sen R. 2008. Antimicrobial potential of a lipopeptide biosurfactant derived 
from a marine Bacillus circulans. J. Appl. Microbiol. 104: 1675–1684. 

8- Dworkin M., (Editor-in-Chief), Falkow S., Rosenberg E., Schleifer K., and Stackebrandt E. 2006. The 
Prokaryotes (A Handbook on the Biology of Bacteria). 3 ed. Vol. 1 © Springer Science+Business 
Media, Inc. 1073p. 



  1389 زمستان، 4شماره، 24، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      456

9- Expert J.M., and Digat B. 1995. Biocontrol of Sclerotinia wilt of sunflower by Pseudomonas 
fluorescens and Pseudomonas putida strains. Can. J. Microbiol. 41:685–691. 

10- Feignier C., Besson F., and Michel G. 1995. Studies on lipopeptide biosynthesis by Bacillus subtilis: 
Isolation and characterization of iturin-, surfactin- mutants. FEMS Microbiol Lett. 127: 11–15. 

11- Fiddaman P.J., and Rossal S. 1993. The production of antifugal volatiles by Bacillus subtili. J. Appl. 
Bact. 74: 119-126. 

12- Fravel D.R. 1988. Rol of antibiosis in the biocontrol of plant disease. Ann. Rev. Phytopathol. 26: 75-
91. 

13- Keel C., and Defago G. (eds.). Interaction between beneficial soil bacteria & root pathogen: mechanism 
& ecological impact In: Gange, A. C. & Brown, V. (eds)Multirotrophic interaction in terrestrial 
systems. Black well scientific Publishers London, UK. 27-46. 

14- Kilian M., SteinerU., Krebs B., Junge H., Schmiedeknecht G., and Hain R. 2000. FZB24® Bacillus 
subtilis – mode of action of a microbial agent enhancing plant vitality. Pflanzenschutz-Nachrichten 
Bayer 1/00, 1: 72-93. 

15- Kita N., Ohya T. Uekusa H., Nomura K., Manago M., and Shoda M. 2005. Biological control of 
damping-off of tomato seedlings & cucumber Phomopsis Root rot by Bacillus subtilis RB14-C. JARQ. 
39(2): 109-114. 

16- Kraus J., and Loper J.E. 1990. Biocontrol of Pythium damping-off of cucumber by Pseudomonas 
fluorescens pf-5: Mechanistic studies pp. 175-177. In Keel, C., Koller, B. and Defago, G. (Eds.). Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria. The second international workshop on plant growth-promoting 
rhizobacteria, Interlacen, switzerlan. 

17- Maurhofer M., Keel C., Schemider U., Vuisard C., Haas D., and Defago G. 1992. Influence of 
enhanced antibiotic production in Pseudomonas fluorescens strain CHAO on its disease suppressive 
capacity. Phytopathol. 82: 190-195. 

18- Ximenes M.E.A. 2007. Antimicrobial activity of surfactants produced by Bacillus subtilis R14 against 
multidrug –resistant bacteria. Brazil. J. Microbiol. 38: 704-709. 

19- Nakano M.M., Marahiel M.A., and Zuber P. 1988. Identification of a genetic locus required for 
biosynthesis of the lipopeptide antibiotic surfactin in Bacillus subtilis. J Bacteriol. 170: 5662–5668. 

20- Niknejad K.M. 2004. Biological control of Rhizoctonia solani, the causal agent of rice sheath blight by 
antagonistics bacteria in greenhouse and field conditions. Plant Pathol. J. 3(2): 88-96. 

21- Pal Bais H., Fall R., and Vivanco J.M. 2004. Biocontrol of Bacillus subtilis against infection of 
arabidopsis roots by Pseudomonas syringae is facilitated by biofilm formation and surfactin 
production. Plant Physiol. 134. Pp. 307–319.  

22- Plaats_Niterink A.J. Van der.1981. Monograph of the genus Pythium. Studies in Mycol. 21: 1-244. 
23- Rahimian H. 1995. The occurrence of bacterial red streak of sugarcane caused by Pseudomonas 

syringae pv. syringae. Iran. J. Phytopathol. 143: 321–324. 
24- Ramamoorthy V., Raghuchander T., and Samiyappan. 2002. Enhancing resistance of tomato & hot 

pepper to Pythium disease by seed treatment with flurescent psudomonads. Europ. J. Plant Pathol. 108: 
429-441. 

25- Sadfi N., Cherif M., Hajlaout M.R., Boudabbous A., and Belanger R. 2002. Isolation and partial 
purification of antifungal metabolites produced by Bacillus cereus. Ann. Microbiol. 52: 323-337. 

26- Schaad N.W., and Jones. J.B. 2001. Laboratory guide for identification of plant pathogenic bacteria. 3 
th ed. The American Phytopathology Socity. St. Paul. MN. USA.: 373. 

27- Silo-Suh L.A., Lethbridge B.J., Raffel S.J., He H., Clardy J., and Handelsman J. 1994. Biological 
activities of tow fungistatic antibiotics produced by Bacillus cereus UW85. Appl. Envir. Microbial., 
60: 2023-2030. 

28- Weller D.M. 1988. Biological control o soillborne plant pathogens in the rhizosphere with bacteria. 
Ann. Rev. Phythopathol. 26: 379-407. 

  


