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چکیده
بیـوکنترل  عوامـل ازاسـتفاده . باشداز عوامل بیمارگر مهم گیاهان مختلف از جمله خیار میSclerotinia sclerotiorumقارچ 

باسـیلوس  جدایه 63ن پژوهش یدر ا. استبیمارياینبامبارزهدربخشامیدکارهاياز راهیکیهاي جنس باسیلوسمانند باکتري
. بـر مبنـاي خصوصـیات مورفولـوژیکی، فیزیولـوژیکی و بیوشـیمیایی شناسـایی شـدند        سازي و سازي، خالصجداخیاريریشهفرااز 

اثـر  ترتیـب بـه Ba24و Ba29b ،Ba14،Ba17هـاي  روش کشـت متقابـل نشـان داد کـه جدایـه     هـا بـه  اثر آنتاگونیستی جدایهبررسی 
Ba12aو Ba21 ،Ba29c ،Ba10b ،Ba17 ،Ba29b،Ba9cهـاي  ایـه بازدارندگی مؤثري علیه این بیمارگر داشتند و ترکیبات فـرار جد 

و Ba17،Ba21 ،Ba10b ،Ba29cهـاي اي، جدایـه در آزمـون گلخانـه  .کردنـد به شاهد ممانعتنسبتاز رشد پرگنه قارچ داري طور معنیبه
Ba14 بیماري ناشی از قارچ شاخصمیزانS. sclerotiorumوتولیـد سـورفکتین  . د کاهش دادنـد به شاهداري نسبتطور معنیرا به

، Ba29c ،Ba10b ،Ba17 ،Ba29bهـاي جدایه. عنوان سازوکارهاي بازدارندگی از بیمارگر مورد بررسی قرارگرفتندآنزیم پروتئاز به
هش نشـان  نتـایج ایـن پـژو   . قادر به تولید سورفکتین بودندBa21وBa29c،Ba10bهايقادر به تولید آنزیم پروتئاز و جدایهBa24و 

ي بازدارنده، تولید سورفکتین، ترکیبات فرار و آنـزیم پروتئـاز بـا خـواص بیـوکنترلی علیـه ایـن        داد که ارتباط مستقیم بین ایجاد هاله
هـا بـه   نشـان داد کـه ایـن جدایـه    16S rDNAژنهاي مؤثر در کنترل بیمـاري بـر پایـه   شناسایی مولکولی جدایه. بیمارگر وجود دارد

.Bو Bacillus cereus ،B. subtilis ،B. licheniformisهــــاي گونــــه endophyticus و جــــنسLysinibacillus spp.

.اختصاص دارند
، شناسایی مولکولیکیولوژیکنترل ب،فرارباتیترک،آنزیم پروتئاز:هاي کلیديواژه

مقدمه
، پزشـکی گیـاه هاي علـم  باوجود استفاده از تمامی یافته

هـا از  ورزي توسط آفات و بیمـاري سوم محصولات کشایک
آفـات و  يکشف مواد شـیمیایی کنتـرل کننـده   . روندبین می

ــاري ــن      بیم ــد ای ــزایش تولی ــه اف ــادي ب ــیار زی ــک بس ــا کم ه
استفاده از ایـن مـواد شـیمیایی در    اما. محصولات کرده است

وجـود  اخیر مشکلات اکولوژیـک زیـادي بـه   يطول سه دهه
ــتآ Papavizas(ورده اس & Lewis, 1981(. ــه در نتیج

کنتـرل  يبـرا نیگزیروش جاکیعنوانبهکیولوژیکنترل ب
جلـب کـرده   یجهـان يزاد توجـه خـاك یاهیگيمارگرهایب

Gullino(اســت et al., 2003; Minuto et al., 2006(.

هاي گیاهی، اگرچه فرآینـدي کنـد   کنترل بیولوژیک بیماري
هـاي  ه روشهـا، بـه ویـژ   است، امـا در مقایسـه بـا سـایر روش    

. تآن پایــدار اســاثــراتصــرفه بــوده وشــیمیایی، مقــرون بــه
خطــر بــراي محــیط زیســت و  همچنــین، روشــی ایمــن و بــی 

هاي بیوکنترل بیمارگر بیمـاري را  سیستم. سلامت انسان است
هــا را بــه حــد تعــادل طبیعــی کننــد، بلکــه آنکــن نمــیریشــه

Dhingra(درساننمی & Sinclair, وامـل میـان ع در. )1995
Bacillusهـاي بیوکنترل، گونه spp.اسـپور تولیـد دلیـل هب ـ

ایتـورین،  نظیـر متعـددي هـاي بیوتیـک آنتـی ترشـح مقاوم و
مایســـین،باسلیســین، مایکوســـابتلین، ســـورفکتین، فنجـــی 

مقاومت درالقايتواناییهمچنینسابسپورین ووائومایسین
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یـت موقعدارايرشـدي هـاي گیـاهی  هورمـون تولیدوگیاه
باشـند مـی خـاکزاد زايبیمـاري عواملکنترلجهتمناسبی

)Lewis & Shea-Wilbur, 1995; Kilian et al., 2000;

Mahadtanapuk et al., عوامل کنترل بیولوژیک از ). 2007
موجــبمختلــف،ســلولیخــارجهــايطریــق ترشــح آنــزیم

ــوارهلیزشــدن ــارچي ســلولیدی ــا،. شــوندمــیهــاق کیتینازه
هسـتند هـا آنزیماینازجملهپروتئازها،ولیپازهاا،گلوکانازه

Haran(دارندافزاییهمخاصیتموارد،اکثردرکه et al.,

، کاهش کشش سطحی سـلول بـاکتري  با سورفکتین ).1996
نمایــد امکــان چســبیدن آن بــه ســطح میســلیوم را فــراهم مــی 

)Czaczyk et al., بیـوفیلم ایجادوباکتريتثبیتبا و) 2002
ترکیبـات ، ي گیـاه ریشـه همچنینوقارچهايهیفسطحدر

جـذب کـه ایـن ازقبـل وواسـطه بـدون بـاکتري قارچیضد
شـرایط تـأثیر تحـت کـه ایـن یـا وگردنـد خاكکلوئیدهاي

در افـزایش  و گذارندمیتأثیرقارچرويشوندتجزیهخاك
Asaka(داردنقشهاقابلیت بیوکنترلی باسیلوس & Shoda,

هــا را بــر کنتــرل اثــر بیــوکنترلی باســیلوستحقیقــات.)1996
گزارش شده اسـت کـه   .بیمارگرهاي گیاهی نشان داده است

B. amyloliquefaciensتوانــد یمــS. sclerotiorum را در
Rostami(کندکنترل خیاریاهچهگ et al., همچنـین  ). 2013

ــهدو جدا B. subtilisیلوس،باســـــيیـــ TU-100و
B. megaterium A6 ،کنترلعامــــل بیــــوعنــــوانبــــه

S. sclerotiorum  ــده ــزارش شـــ ــزا گـــ انـــــددر کلـــ
)Hu et al., محصـول اقتصـادي اهمیـت بـه باتوجـه ).2014

ناشـی  ي بیمارتوجهقابلخسارتوجیرفتيدرمنطقهخیار
منظـور  بـه پـژوهش  نی ـامنطقـه ایـن درS. sclerotiorumاز 

جـدا شـده از   لوسیجـنس باس ـ هاييباکترامکان استفاده از
هـاي  و شـناخت مکانیسـم  مارگریبنیاهیمنطقه عليهاخاك

.انجام شدبیوکنترل توسط این عوامل 

هامواد و روش
هـاي جـنس   بـرداري و جداسـازي بـاکتري   نمونه

باسیلوس
نمونه 36ت،هاي آنتاگونیسجداسازي باکتريجهت

و ع مز ارخیار ازهايبوتهيریشهاطرافازخاك 

آوري و به آزمایشگاه جیرفت جمعيمنطقههاي خانهگل
رود شامل پشت لر، ده شیخ، هلیلحاشیه(انتقال داده شدند 

ي جاده، ده پیش، دریاچه، رومرز، سید آباد و کنار صندل
آباد، آباد، رضیبلوك شامل باغ بابوئیه، ابوذریه، قاسم

. )1جدول ()باشدمیخاتون آباد، کریم آباد و تل شیراز 
طورآوري شده از هر مزرعه بههاي جمعخاكنهنمو

هاي باکتريجداسازي .شدندجداگانه با یکدیگر مخلوط 
spp.Bacillusشودابراساس روش)Shoda, 2000 ( انجام

براساس شکل،لوسیمربوط به جنس باسهايپرگنه. شد
اتیخصوصتعیین برخی.سازي شدندانتخاب و خالص

آزمون گرم، ها از جملهی جدایهیایمیوشیو بیکیولوژیریف
لوان و تولیدن،یکازوئزیدرولینشاسته، هزیدرولیه، کاتالاز

انجام شناسیبراساس روش هاي استاندارد باکترينازیتیلس
Vos(شد et al., که از S. sclerotiorumقارچ.)2011

.دانشگاه تهران تهیه شدهاي پردیس کرجکلکسیون قارچ

بـرداري شـده  نمونـه نـاطق مختلـف   ممشخصـات -1جـدول  
.ي خیارمنظور جداسازي باکتري جنس باسیلوس فرا ریشهبه

Table 1. Details of sample collection sites to isolate

Bacillus spp. from cucumber rhizosphere.

Sample collection
sites

Bacterial isolate

Bagher AbadBa10b- Ba9c
Senus CompanyBa5b
Halil-roud River
farms1

Ba22- Ba23- Ba29b- Ba29c-
Ba17- Ba15- Ba21- Ba16- Ba27

Blouk Road farms2Ba20- Ba24- Ba28b- Ba4-
Ba25- Ba26

DosariBa14- Ba6a
Gol DashtBa8a- Ba7
DalfardBa3a
Jahad AbadBa12a
Kheir AbadBa11
Tal ShirazBa13
Airport RoadBa30
Dam RoadBa31
Band SarajiBa34

آزمون کشت متقابل
5/0قــرص  یــک) Park, 1989(روش پــاركطبــق 

در مرکـز  رشد یافتـه قارچ تازهي کلنیحاشیهاز متري سانتی
PDA+NA)Potato Dextroseکشـت یطمح ـيحاويپتر
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Agar وNutrient Agar()50/50 (  ــد و ــرارداده شـــ قـــ
چهــاريفاصــلهبــهياصــورت نقطــههبــيبــاکتريهــایــهجدا

قـرارداده  يدر چهار طرف تشـتک پتـر  یکدیگرازمتر سانتی
مـدت  بـه ي سلسـیوس درجـه 25-27يدمـا ها در تشتک. شد

ــدگیقــدرت. شــدنديدارنگــهپــنج روز از یــکهربازدارن
پرگنـه قـارچ و   يیهحاش ـینکـه ب ـ ياهها براساس فاصلهیجدا
.شـد یريگبود اندازهیجاد شدها) یهاله بازدارندگ(ها هیجدا

تیمــار63بــا یطــرح کــاملاً تصــادفقالــب آزمــایش در ایــن 
.تکرار صورت گرفتسهدر و)ي باکتريجدایه(

آزمون تولید ترکیبات فرار ضد قارچی
هاي بـاکتري میکرولیتر از سوسپانسیون جدایه200ابتدا 

پخـش شـد و   NAشتک پتري حاوي محیط کشت سطح تبر
لسـیوس سيدرجـه 27ساعت در دماي 24مدت ها بهتشتک

متــر از میلــیقطــر پــنجبــهايقطعــهســپس، . داري شــدندنگــه
تشـتک کشت چهار روزه قـارچ بیمـارگر در مرکـز    يحاشیه

بـا رعایـت شـرایط    . شـد قرار دادهPDAحاوي محیط کشت 
طـور وارونـه روي   بـه ماري عامل بیهاي حاوي سترون تشتک

بین دو تشتک يفاصلهقرار داده شد و حاوي باکتريتشتک
هـاي پتـري در   تشـتک . شدمسدود توسط نوار پارافیلم کاملاً

داري شـدند  روز نگهپنج مدت بهي سلسیوسدرجه27دماي 
)Kraus & Loper, 1990( . ایــن آزمــایش در قالــب طــرح

درصـد  . گرفـت تکـرار انجـام  تیمار و سه14تصادفی با کاملاً
روز بـا انـدازگیري قطـر    پنجبازداري از رشد میسلیوم پس از 

.پرگنه قارچ محاسبه شد
بیوتیک سورفکتینآزمون تولید آنتی

يکه با دما) Blood Agar(یآگار خونکشت یطمحبه
درصــد خــون 7، بــودشــدهســترونلســیوسسيدرجــه121

هاي پتـري ریختـه   کمحیط فوق در تشت. شدافزوده گوسفند 
داده کشـت  یطمح ـینايروياصورت نقطهبههاجدایه. شد

ي سلسـیوس درجـه 37ي سـاعت در دمـا  72مـدت  بهشده و 
یـت فعالگـر یـان بیهاله روشـن اطـراف کلن ـ  . داري شدندنگه

شـعاع  یـانگین مبـوده و يشده توسط بـاکتر یدتولینسورفکت
ارزیابی قـرار  موردمختلف هايجدایهتوسط ایجاد شده هاله 

Feignier(گرفت  et al., 1995; Fernandes et al., 2007.(

بـا هفـت تیمــار   تصـادفی  آزمـون در قالـب طـرح کــاملاً   ایـن 
.و در سه تکرار انجام شد) جدایه باکتري(

آزمون تولید پروتئاز
گرم 15شامل ) SMA)Skim milk agarمحیط کشت 

5/13، ار خونیگرم آگ4مخمر، يگرم عصاره5،شیرپودر
پـس  تهیـه و  و یک لیتر آب مقطـر  گرم آگار باکتریولوژیک 

هــاهــاي پتــري پخــش و جدایــهســازي در تشــتکســتروناز 
دمايدرداده شد و کشت یطمحینايروياصورت نقطهبه

. شــدندداري ســاعت نگــه48بمــدت سلســیوس يدرجــه27
ينشـانه کـه  بـاکتري  رنگ در اطـراف پرگنـه  تشکیل هاله بی

ــت  ــزیم فعالی ــت آن ــاز اس ــت   پروتئ ــابی قرارگرف ــورد ارزی م
)Maurhofer et al., آزمــون در قالــب طــرح ایــن. )1992

و در سه تکـرار  ) جدایه باکتري(با هفت تیمار تصادفی کاملاً
.انجام شد

ثرؤهاي مشناسایی جدایه
هاي برتردر دو آزمون کشت متقابـل و ترکیبـات   جدایه

و Ba17 ،Ba10b ،Ba21 ،Ba14 ،Ba24 ،Ba29bشـامل فرار
Ba29c اي بعـدي گلخانـه آزمایشـگاهی و هـاي  براي آزمـون

روش بـه ي منتخـب،  هـا شناسایی دقیق جدایـه . نتخاب شدندا
ــر یمبتنــیمولکــول ــوالی ژن PCRب 16S rDNAو تعیــین ت

.روش زیر انجام گرفتبه
DNAاستخراج 

ــتخراج  ــاکتريDNAاسـ ــهبـ ــا بـ ــاندنهـ روش جوشـ
)Dashti et al., 2009 ( ــام ــی انجـ ــا تغییراتـ ــتبـ .گرفـ

مـدت دو  سوسپانسیونی از کشت جوان هر باکتري تهیـه و بـه  
دور سـانتریفیوژ و پـس از حـذف رونشـین،     12000دقیقه در 

خـوبی  میکرولیتر آب مقطر استریل به رسوب اضافه و به800
500رسـوب حاصـل در   . این عمل دو بار تکرار شد. حل شد

به سوسپانسیون حاصـل  . ر استریل حل شدلیتر آب مقطمیکرو
ــیم  250 ــید پتاس ــر هیدروکس ــد  )KOH(میکرولیت ــنج درص پ

ي درجــه95مــدت دو دقیقــه در دمــاي اضــافه و بلافاصــله بــه
10000مـدت سـه دقیقـه در    بـه سپس. قرارداده شدسلسیوس

هـم  . سانتریفیوژ انجـام و رونشـین برداشـته شـد    دور در دقیقه
سـرد اضـافه و بـه آرامـی مخلـوط و      پروپـانول  حجم آن ایـزو 

. نگهـداري شـد  لسـیوس سيدرجه-20دقیقه در 45مدت به
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دور در دقیقــه، فــاز 10000دقیقــه ســانتریفیوژ در 10از پــس
میکرولیتـر اتـانول   500رسـوب حاصـل در   . رویی حذف شد

10000پنج دقیقـه در  مدتبهدرصد سرد به آرامی حل و 75
. فاز رویی حـذف شـد  و مجدداًسانتریفیوژ شددور در دقیقه 

صـورت وارونـه روي دسـتمال کاغـذي در دمـاي      ها بهتیوپ
. خوبی خشک شـوند ها بخار و بهاتاق قرارگرفتند تا الکل آن

میکرولیتر آب مقطر استریل به هر تیوپ اضـافه و  100مقدار 
.داري شدتا زمان استفاده در فریزر نگه

)PCR(یمرازپليایرهواکنش زنج-ب
ــ ــور هب ــه منظ ــر قطع ــهتکثی از 16S rDNAياي از ناحی

) 2جـدول  ) (fD1/rD1(هـا  آغازگرهاي عمومی پروکاریوت
Weisburg(استفاده شد  et al, 1991.(

AccuPower PCRبـا اسـتفاده از کیـت   PCRآزمـون  

PreMix Kit (Bioneer-South Korea) ــم 25در حجـ
نـانو  200غلظـت  بهcDNAمیکرولیتر یک میکرولیتري شامل
از آغازگرهـا  هریـک ازمیکرولیتـر یـک ،گرم بر میکرولیتـر 

MgCl2میکرولیتـــر از بـــافر 2/1، پیکومـــول10غلظـــت بـــه

میکرولیتــر از مخلــوط نوکلئوتیــدتري 5/0، )میلــی مــولار10(
میکرولیتـر آنـزیم   5/0، )میلی مولارdNTPs) (10(ها فسفات

Taq DNA Polymerase  واحـد در میکرولیتـر  5به غلظـت ،
مقطـر آبمیکرولیتـر 5/15وPCRمیکرولیتـر بـافر   3/4

صـورت هترموسـایکلر ب ـ شـرایط دمـایی   . گرفتانجاماستریل
مـدت بهسلسیوسيدرجه95سازي اولیه در دماي شتهواسر

واسرشته سازي در دمـاي  :شاملچرخه35سپس وپنج دقیقه
هـا ثانیـه، اتصـال آغازگر  45مـدت بـه ي سلسیوسدرجه94
در بسـط و ي سلسیوسدرجه48یک دقیقه در دماي مدتبه

دو دقیقه و تکثیـر نهـایی   مدتبهي سلسیوسدرجه72دماي 
ــهي سلســیوسدرجــه72در دمــاي  انجــام دقیقــه 10مــدتب

ــت ــنش   . گرف ــولات واک ــدي محص ــرادف نوکلئوتی ــین ت تعی
جنـوبی  يکـره Bioneerاي پلیمـراز توسـط شـرکت    زنجیره

بـراي  BioEditو GeneDocافزارهـاي از نـرم . انجام گرفـت 
زانی ـدسـت آوردن م پس از بـه . ها استفاده شدویرایش توالی

16Sهی ـناحبـه مربـوط يجفـت بـاز  1500قطعـه  يهمولـوژ 

rDNA توسط نرم افزارBio Edit شـدند يسـاز ردیـف هـم .
هـاي  آمـاده و بـا تـوالی   FASTA.textها با فرمـت  سپس فایل

NCBI)National Center for Biotechnologyموجود در 

Information ( و بـــــــــــا جســـــــــــتجوي بلاســـــــــــت
http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (آنــالیز . مقایســه شــدند

روش ازاسـتفاده هـا و ترسـیم درخـت فیلـوژنتیکی بـا     تـوالی 
Neighbor-Joiningعددوbootstrap   محاسبه شده بـا هـزار

MEGA5)Tamuraنرم افزارتوسطتکرار ، et al., 2011 (
.شدمیخطا و فواصل ترسيدارايهاجایگاهیبا حذف تمام

مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده بـراي تکثیـر   -2جدول 
ــه ــه16S rDNAاي از ژن قطع ــنس   جدای ــاکتري ج ــاي ب ه

.باسیلوس
Table 2 The primers were used to amplify a

segment of 16S rDNA of Bacillus isolates.

Leght
(nt)

Nucleotide sequence
(5'--3')

Primer
Name

20AGAGTTTGATCCTGGCTCAGfD1
17AAGGAGGTGATCCAGCCrD1

ياگلخانهيهایبررس
، Ba17 ،Ba10bهـاي  با توجه به اثـرات مطلـوب جدایـه   

Ba21 ،Ba14 ،Ba24 ،Ba29b وBa29c ،در شرایط آزمایشـگاه
ــزان تـــ ـ ــاري ناشـــ ـ  ثیر آنأمیــ ــاهش بیمــ ــا در کــ ی ازهــ

S. sclerotiorum  روش تلقـیح سـاقه در محـل    در گلخانـه بـه
اي هاي گلخانـه مراحل بررسی. طوقه مورد مطالعه قرارگرفت

.باشدبه شرح ذیل می
هاي باکتريمایه تلقیح جدایهيتهیه

سـاعته  24از کشـت  يبـاکتر هـاي جدایـه یحتلق ـيیهما
سوسپانسـیون بـاکتري در   . شـد یـه تهNAکشـت  یطمحروي

ــوم   ــولفات منیزی ــس از دو  10س ــه و پ ــولار تهی ــی م ــار میل ب
وها با روش اسـپکتروفتومتري تعیـین غلظـت    شستشوي سلول

ي بـه ازاي هرگـرم بـه خـاك     بـاکتر CFU107میـزان بههایتاًن
Kim(اضافه شد et al., 1997.(

هاي باسیلوس بر بیماري ناشی از بررسی اثر جدایه
S. sclerotiorum

ــا   ــ(اك خــجعبــه نشــا ب یماســه، کمپوســت و کــود دام
24يه بـه فاصـله  سترون شـد دو بار ) 1:1:6به نسبتبیترتبه

ي اکتربCFU107(شده حیتلقيباکترهايهیبا جداساعت و
رقـــم (اریـــبــذور خ .پـــر شـــدند) بــه ازاي هرگـــرم خــاك  
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دو مـدت بهدرصد کیمیسدتیپوکلریبا ه) نوسیسوپردوم
در وشستشـو  بـار قطر دو با آب می وسطحیضدعفونقهیدق

یدو برگاریخينشاهاکهنیبعد از ا. جعبه نشاء کشت شدند
ي اصلی که با خاك دوبار سترون شـده پـر   هاشدند به گلدان
پس از سه هفته یک زخم روي سـاقه در  .شدشده بود منتقل

سـترون ایجـاد و   یکوچک جراح ـيچاقویکبا محل طوقه 
قطـر  هب ـS. sclerotiorumیک قرص از کشـت جـوان قـارچ   

سـاعت بـا   48مدت روي زخم قرار داده شد و بهمتر یلیمپنج 
قرص قـارچ روي  ،ارزیابیيو تا مرحلهپارافیلم پوشانده شد 

بـا  بـراي حفـظ رطوبـت    یاهـان تلقـیح شـده   گ. ماندزخم باقی
از پـس  . شداندهساعت پوش48مدتبهیکیپلاستيهایسهک

ي سلسـیوس درجه25-32در دماي یاهانگهایسهکبرداشت
ــب و ــت نســــــ ــه٪75یرطوبــــــ ــدنددارينگــــــ شــــــ
)Baharlouei et al., 2011(.  ًآزمایش در قالب طـرح کـاملا

ارزیـابی  . تصادفی انجام شد، هر تکـرار شـامل سـه بوتـه بـود     
براي گیاهانصفررتبه.بیماري با رتبه دهی بیماري انجام شد

هـاي  لکـه با، رتبه یک براي گیاهانحیعلائم درمحل تلقفاقد
-لکـه رتبه دو براي گیاهـان بـا  ،دمبرگهپایبهگسترش یافته

رتبـه سـه بـراي گیاهـان بـا     ساقه،قطر3/1بههاي توسعه یافته
رتبـه چهـار بـراي    قطرسـاقه، از2/1هاي توسـعه یافتـه بـه   لکه

ی کل سـاقه بـدون شکسـتگ   توسعه یافته به هايلکهگیاهان با 
هاي توسعه یافته همراه با ن با لکهو رتبه پنج براي گیاهاساقه،

Christov(شکستگی سـاقه اختصـاص یافـت    et al., 2004( .
ي براساس فرمـول  ماریبشاخص،يماریبمیپس از ظهور علا

محاسبه و تیمارها به لحاظ آماري مقایسـه تکرارهر يبرازیر
Cao(ندشد et al., 2012.(

100×

هاه و تحلیل دادهیتجز
ست آمـده بـا اسـتفاده از نـرم افـزار اکسـل      دهبيهاداده

روش آنالیز بههاداده. دیرسم گردها مرتب و نمودار) 2013(
بـا  میـانگین يو مقایسـه SASبا اسـتفاده نـرم افـزار    واریانس 

ي آمـاري احتمـال پـنج    دانکـن در پایـه  ياآزمون چند دامنـه 
.درصد انجام شد

نتایج
هاجداسازي و شناسایی جدایه

براسـاس  لوسیجدایه باس ـ63،یمورد بررسهايهازنمون
هاي انتخابی جدایه. انتخاب شدندخصوصیات مورفولوژیکی

مطـابق بـا   (یی ایمیوش ـیو بیکیولوژیزیفبر مبناي خصوصیات 
.یید قرارگرفتندأاز نظر باسیلوس بودن مورد ت) 3جدول 

هـاي  مشخصات فیریولوژیکی و بیوشیمیایی جدایه-3جدول
.خیاريس باسیلوس جدا شده از فرا ریشهجنباکتري

Table 2- Physiological and biochemical characteristics

of the isolates of Bacillus isolated from the

rhizosphere of cucumber.
Bacillus

spp.
Ba
29b

Ba
29c

Ba
17

Ba
24

Ba
21

Ba
10b

Ba
14

Characteristics

++++++++Gram
reaction

++++++++Catalase
++++++++Starch

hydrolysis
+++++-+-Casein

hydrolysis
-------+Levan

production
+++++++-Lecithinase
++++++++Growth on

7% NaCl

.یا رشدعدم واکنش، تولید و : )-(، واکنش، تولید ویا رشد: (+)
(+): Reaction, production or growth; (-): Lack of reaction,

production or growth.

 ـجدایستیآنتاگونارزیابی توان  ـيهـا هی لوسیباس
S. sclerotiorumهیعل

ــل    ــت متقابـ ــون کشـ ــه63از در آزمـ ــجدا14،جدایـ هیـ
يهـا هی ـجدا. را نشـان دادنـد  بیمـارگر از رشد قـارچ یبازدارندگ

Ba29b،Ba14 ،Ba24 وBa177/6و 7/6، 3/9، 10بـا  بیترتبه
بودنـد و بـا شـاهد    هاهیجدانیثرترؤهاله بازدارنده، ممتر قطریلیم

.)1شکل (بودندداریمعنختلافايدر سطح پنج درصد دارا
هاي مورد بررسیجدایهفرارترکیباتارزیابی اثر

S. sclerotiorumپرگنهرشدبر

ــو  ــن آزمــ ــهدر ایــ ، Ba21،Ba29c ،Ba10bين جدایــ
Ba17،Ba9c ،Ba29b وBa12a 14/87میـزان  ترتیـب بـه  بـه ،

درصـــــــد 71/77و 14/79، 14/79، 42/82، 42/83، 85/84
ــد   ــدگی از رش ــه S. sclerotiorumبازدارن ــبت ب ــاهد نس ش

دادند و با شـاهد در سـطح پـنج درصـد داراي اخـتلاف      نشان
).2شکل (داري بودندمعنی
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هاي باکتریایی در آزمـون کشـت   بازدارندگی جدایه-1شکل 
.Sمتقابل در مقابـل قـارچ    sclerotiorum ،قطـر هالـه   نیانگی ـم

انسی ـواريهی ـمختلف پـس از تجز يمارهایدر تبازدارندگی
دشـدن سـه یدانکـن مقا يها با استفاده از آزمون چند دامنهداده

)P≤0.05( .حرف مشـترك دارنـد   کیکه حداقل ییهاستون
.دار ندارندیبا هم اختلاف معنياز نظر آمار

Fig. 1. Inhibition zone formation of bacterial isolates

in dual culture tests against S. sclerotiorum. The

mean diameter of inhibition zone in different

treatments after analysis of variance were compared

using Duncan's multiple range test (P≤0.05). The
columns with one common letter are not statistically

different.

نیسورفکتکیوتیبیآنتدیتولارزیابی 
روشن در تشتک پتري حاوي آگار خـونی  يهالهجادیا

هـاي  هی ـول قرمـز در اطـراف پرگنـه جدا   گلبيگر تجزیهبیان
مورد هايهجدای.باشدمینیسورفکتدیتولهمربوط بباکتري

بـا هـم   نیسـورفکت دی ـدر سطح پنج درصد از نظر تولیبررس
روشـن  يشعاع هالـه گیرياندازه.داشتندداريیاختلاف معن

يهی ـنشـان داد کـه جدا  هـا هی ـایجاد شده اطـراف پرگنـه جدا  
Ba29cشششعاع هاله بهدجایاای ،Ba21a  و چهـار به شـعاع
Ba10bرا از تی ـفعالنیشتریببیترتبهمتریلیم33/3شعاع به
نی ـدر اهـا هی ـجدايهی ـبق.نشـان دادنـد  نیسـورفکت دینظر تول

.هاله نکردندجادیاطیمح
پروتئازآنزیمدیتولارزیابی 
با Ba17و Ba10b ،Ba24 ،Ba29c ،Ba29bيهاهیجدا

هـا کردنـد  یهالـه شـفاف اطـراف کلن ـ   جـاد یپروتئاز، ادیتول

33/2بــا ایجــاد هالــه بــه شــعاع Ba10bيجدایــه.)3شــکل (
هـاي هی ـجداامـا متر بیشترین آنزیم پروتئاز را تولید نمود میلی

Ba14 وBa21aدرایـن  . پروتئـاز نبودنـد  میآنـز دیقادر به تول
در شیر کار بر مبناي تجزیه پروتئین موجود در پوروش اساس

بــا هیــدرولیز . اســتيبــاکتريهیــدر جداموجــودبــا آنــزیم 
آزمــون، محــیط نیــکشــت تحــت اطیپــروتئین شــیر در محــ

کشـت  طیکشت کدورت خود را از دست داده و رنگ مح ـ
آید و بسته به فعالیت آنزیمی پروتئاز، صورت شفاف درمیبه

انتشـار آنـزیم   يآنزیم در محیط انتشار یافته و براساس درجه
.بردآن محلول پیزیمیتوان به فعالیت آنمی

هاي با توان آنتاگونیستیشناسایی مولکولی جدایه
و Ba17 ،Ba10b ،Ba14 ،Ba24 ،Ba29bيهـــاهیـ ـجدا

Ba29cوBa21a ــون ــه در آزم ــوان  ک ــگاهی ت ــاي آزمایش ه
منظـور تعیـین جایگـاه تکـاملی     آنتاگونیستی خوبی داشتند بـه 

بـا  PCRرنتیجـه انجـام واکـنش    د. مورد شناسایی قرارگرفتند
ــازگر    ــت آغ ــتفاده از جف ــهrD1و fD1اس DNAاي از ، قطع

بـا طــول  S16ریبـوزومی  DNAمربـوط بـه تـوالی کدکننــده    
هــاي مختلــف ، در جدایــه)4شــکل (جفــت بــاز1500تقریبــاً

يدهنــدهنتــایج رســم درخــت فیلــوژنتیکی نشــان. تکثیــر شــد
هــاي مرجــعيبــاکترومـذکور هــايفیلــوژنی جدایــهارتبـاط 
فیلـوژنی درخـت در).5شکل (باشد میبانک ژندرموجود

شـامل  ،)I(اولگـروه . تشـکیل شـد  چهـار گـروه  رسم شده،
ــهچهــار ــه Ba29bو Ba10b ،Ba24 ،Ba29cجدای ــوط ب مرب

ــه بانــک ژن  ایــن مطالعــه و جدایــه  ــوط ب هــاي باســیلوس مرب
Bacillus cereusبـا Ba24و Ba10bهـاي  جدایه. باشدمی 6

FJ435214،Bacillus cereusدسترسـی  يشـماره بـه  HYM85

KT982242 ،Bacillus subtilisدسترسـی  يشـماره بـه  22

Bacillus cereusو FJ435215دسترسی يشمارهبه FPA3

یـک از بانـک ژن در JQ308550دسترسـی  يشمارهبه1-2
ــاBa29cوBa29bهــاي جدایــهو)IA(گــروه اول یــرز ب

Bacillus cereus MCCC 1A02143دسترسـی  يشـماره به
KJ812439وBacillus cereus ML267ــه ــمارهبـ يشـ

قرارگرفتنـد و ) IB(در زیرگـروه دوم  KC692161دسترسی 
بـا Ba14ي جدایـه .تشـکیل دادنـد  راIگـروه هـم بـا همگی

Bacillus endophyticus BAB-2834شــماره دسترســی بــه
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KF535129 وBacillus endophyticus S2-F14 يشـماره بـه
بنـدي شـدند   گروه،)II(گروه دوم درKC851835دسترسی 
ــه ــا Ba17يو جدای Bacillusب licheniformis MS5-14

BacillusوEU718490دسترسـی  يشمارهبه sonorensis

CCMMB987 دسترسـی  يشـماره بـهKF879301 در گــروه
Lysinibacillusبـا Ba21يهی ـجدا. قرارگرفتنـد ) III(سـوم   spp.

) IV(چهــارمدر گــروهKM497505دسترســی يبــه شــماره
.)5شکل (اي ثبت شدند ها در پایگاه دادهتوالی.گرفتقرار
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Isolates of Bacteria

ــکل  ــ-2ش ــاتیترکریثأت ــرار جداب ــف ــايهی ــه در لوسیباس
.Sیاز رشـد کلن ـ يریجلـوگ  sclerotiorum .رشـد  نیانگی ـم
هـا  دادهانسی ـواريهیتجزمختلف پس ازيمارهایدر تکلنی

ــا شــدندســهیمقااي دانکــنچنــد دامنــهاســتفاده از آزمــون ب
)(P≤0.05.حرف مشترك دارنـد  کیکه حداقل ییهاستون

.دار ندارندیبا هم اختلاف معنيآماراز نظر
Fig. 2. Effect of volatile compounds of Bacillus

isolates to prevent of S. sclerotiorum growth. The

mean diameter of colony in different treatments after

analysis of variance were compared using Duncan's

multiple range test (P≤0.05). The columns with one
common letter are not statistically different.

ايهاي گلخانهبررسی
Ba17هـاي هی ـجدابـا  شدهماریتاهانیگدر این آزمون 

،Ba21 ،Ba29c ،Ba10b ،Ba14 ،Ba24،Ba29b ــاهد و شـ
ــم ،4/64، 8، 2، 2، 0، 0بیــبــه ترتيمــاریشــاخص بزانی

ــا . )5شـــکل (شـــددرصـــد ثبـــت98و 44/84 در تیمـــار بـ
و بـا  دیـده نشـد  را يمـار یبعلایـم Ba21وBa17هـاي هیجدا
داري یاخـتلاف معن ـ Ba29cو Ba10bهـاي هیجداارهاي تیم

هـا در کنتـرل بیمـاري    تمامی جدایه.به لحاظ آماري نداشتند
هیجدا.دار داشتنداختلاف معنیبا شاهد در سطح پنج درصد 

Ba29bهـا  نسبت به سایر جدایـه مارگریبنیاهیدر گلخانه عل
. دادنشان یفیضعجهینت

رشد داده هاييباکتریطراف کلنهاله شفاف ا-3شکل -3
دی ـاز تولیناش ـskim milk agarکشـت  طیمح ـيروشـده  

، b10Ba،Ba24 ،Ba29cهـاي هی ـجداتوسـط  پروتئـاز  میآنـز 
Ba29b وBa17 باشدیمساعت 48پس از.

Fig. 4 Clear zone around the bacterial colonies

grown on skim milk agar culture medium shown

production of protease enzyme by Ba10b, Ba24,

Ba29c, Ba29b and Ba17 isolates.

مربوط به تکثیر PCRنقوش الکتروفورزي محصول -4شکل
Sبخشی از ژن  rDNA16 يهـاي باسـیلوس بـه انـدازه    جدایـه

.درصــــد5/1نوکلئوتیــــد در ژل آگــــاروز 1500تقریبــــی 
(M گـر انـدازه  نشـانن ادي ا(Gen RulerTM Fermentase,

lithuania)DNA 1Kb Ladder.1(يجدایــهBa 21 .2 (
. Ba 17يجدایـه ) Ba 10b .4يجدایه) 29cBa .3ي جدایه

.12aBaي جدایه) 9cBa .7ي جدایه) Ba 29b .6ي جدایه) 5
Fig. 4. Electrophoresis of the PCR product of 16S

rDNA gen of bacterial isolates on 1.5% agarose gel.

M) DNA size marker, 1) Ba21, 2) Ba29c, 3) Ba10b,

4) Ba17, 5) Ba29b, 6) Ba9c, and 7) Ba12a.
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 Bacillus subtilis (FJ435215)

 Bacillus cereus(JQ308550)

 Bacillus cereus(FJ435214)

 Ba24(KU851836)

 Ba10b(KU851838)

 Bacillus cereus (KT982242)

IA

 Ba29b(KU851837)

 Bacillus cereus(KJ812439)

 Ba29c(KU851838)

 Bacillus subtilis(KC692161)

IB

I

 Ba21

 Bacillus fusiformis(AM062692)

 Lysinibacillus macroides (KM497505)

II

 Bacillus endophyticus (KC851835)

 Ba14(KF535129)

 Bacillus endophyticus (KF535129)

III

 Bacillus licheniformis (EU718490)

 Ba 17(KU851834)

 Bacillus sonorensis (KF879301)

IV

 Alkalibacillus flavidus(EU874387)

 Virgibacillus kekensis(NR_042744)

97
100

100

44
100

100

30

83
74

100

87

0.01

بـالاي  اعـداد  . 16S-rDNAژنـی  يناحیـه یتـوال و براسـاس  Neighbor-Joiningم شـده بـا روش   یرستیکیلوژنتیدرخت ف-5شکل 
ــاخه ــده  ش ــان دهن ــا نش ــالیز ا يه ــایج آن ــنجی  نت ــار س ــا ) Bootstrap(عتب ــت 1000ب ــرار اس ــاکتر. تک ــايياز ب Virgibacillusه

(NR_042744.1) وAlkalibacillus (EU874387.1)عنوان بهOutgroupهاي تععـین تـرادف شـده ایـن تحقیـق      جدایه.استفاده شد
.شده استصورت پر رنگ نشان دادههب

Fig. 5. Phylogenetic tree was obtained by Neighbor-Joining method and based on partial sequence of 16S rDNA.

Numbers in above the clade is represents Bootstrap with 1000 replication. Virgibacillus (NR_042744.1) and

Alkalibacillus (EU874387.1) bacteria was used as Outgroup.

زانی ـبـر م هاي باکتریـایی جـنس باسـیلوس    هیجداریثأت- 6شکل 
هــايگیاهچــهدرS. sclerotiorumي ناشــی ازمــاریشــاخص ب

مختلــف پــس ازيمارهــایدر تيمــاریبشــاخصنیانگیــم.خیــار
دانکـن يچند دامنهها با استفاده از آزمون دادهانسیواريهیتجز
حـرف  کی ـکـه حـداقل   ییهـا سـتون .P≤0.05)(شـدند سهیمقا

.دار ندارندیبا هم اختلاف معنيآمارد از نظرمشترك دارن
Fig. 6. Effect of Bacillus isolates on the disease

index of S. sclerotiorum on cucumber seedlings.

The means of the disease index in different

treatments after analysis of variance were compared

using Duncan's multiple range test (P≤0.05). The
columns with one common letter are not

statistically different.
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بحث
درشیمیاییموادازحدازبیشاستفادهکهآنبهباتوجه
و شـده اسـت  زیسـت محـیط آلـودگی سـبب کشـاورزي، 

بـه نسـبت سـرعت بـه نیزگیاهیزايبیماريعواملهمچنین
کنتـرل نماینـد، میحاصلمقاومتیمیاییشهايکشآفت

بـراي مناسبیجایگزینتواندمیکهاستروشیبیولوژیک
Paulitz(باشد شیمیاییهايروش & Bélanger, 2001(.در
ضـدمیکروبی  خـواص ازتـوان مـی بیولوژیـک کنترلروش

عواملعلیههاباکتريمخصوصامختلفهايمیکروارگانیسم
اسـتفاده  زابیمـاري قارچهـاي انـواع ندمانگیاهیزايبیماري

هـا آنتوانـایی دلیـل بهبیشترهاباکتريخاصیتاینکهکرد
ماننـد پپتیـدهاي   ضـدمیکروبی خـواص باترکیباتیتولیددر

باشـد مـی هـا بیوتیـک آنتـی ازانـواعی حتـی وضـدقارچی 
)Leeman et al., شـده بررسیيجدایه63میاناز). 1995

ایجـاد متـر میلـی 5ازبازدارنـدگی بـیش  هالـه جدایـه چهـار 
Ba14وBa29b،Ba17 ،Ba24هـاي  کردند که شامل جدایه

آزمایشگاهی بعـدي  هاياین چهار جدایه براي آزمون. بودند
هالهکهاینبهتوجهبا. اي مورد استفاده قرارگرفتندگلخانهو

کننـده قارچ، مـنعکس وآنتاگونیستپرگنهبینبازدارنگی
علیـه  آنتاگونیسـت سـلولی خـارج ترشـحات لـی کفعالیـت 

بازدارنـدگی، هالـه قطـر ازمـوارد اکثـر دراسـت، بیمـارگر 
هـا جدایـه مقـدماتی انتخـاب بـراي شاخص کمـی، عنوانبه

هـاي برتـر،   در بـین جدایـه  ). Fravel, 1988(شود میاستفاده
توانسـتند در محـیط   Ba29cوBa21 ،Ba10bي سـه جدایـه  

هــايجدایــه. کتین تولیــد کننــدکشــت آگــار خــونی ســورف
ضـدقارچی ترکیبـات ازوسـیعی طیـف B. cereusمختلف 

لیپوپپتیـدهاي و همچنـین کـانوزامین آ،زوایترمایسـین مانند
تولیـد راسـورفکتین وایتـورین ماننـد ایتـورین يخـانواده 

تکثیرورشدازسبب ممانعتتوانندمیخوبیبهکهکنندمی
شـوند گیـاهی زايبیمـاري ايه ـبـاکتري گاهـا وهـا قـارچ 

)He et al., 1994; Yu et al., محققان نشـان دادنـد   ).2002
LysinibacillusوATT2B. fusiformisهـاي جدایـه  sp.

ATS3L     داراي توانایی بـالایی در تولیـد سـورفکتین هسـتند
)Ajibade, 2014.(

، Ba21 ،Ba29cهــايهیــجداترکیبــات فــرار در آزمـون 
Ba17 ،Ba10b،Ba29b ،Ba9c وBa12a زانیــمبـه بیــترتبـه

71/77و 14/79، 14/79، 42/82، 42/83، 85/84، 14/87
نشـان دادنـد و   S. sclerotiorumاز رشد یدرصد بازدارندگ

فیـدامن و روزال در مـورد   . بودندهاهیجدانیثرترؤعنوان مبه
هاي رده ااومیسـت و  بازداري از رشد میسلیومی قارچينحوه

ــه بازیدیو ــط جدای ــاي میســت توس .Bه subtilis  ــر ــلاوه ب ع
بیوتیـــک، مکانیســـم دیگـــري را تحـــت عنـــوان تولیـــدآنتی

هاي فرار ضد قارچی مطرح ساختند و اعلام کردنـد  متابولیت
هـاي  ترکیبات فـرار ضـد قـارچی در جدایـه    توانایی تولیدکه 

شـود و چنـین قنـدهایی بیـان     باکتري توسط گلوکز اداره مـی 
ــی را کــه دارا ــزایش   ژن ــارچی اســت را اف ي خــواص ضــد ق

Fiddaman(دهنـد  مـی  & Rossall, 1993.( هـم هـایی گـزارش
شـدن ضخیمشکلی،بدایجاددرفرارترکیباتنقشبرمبنی

هاقارچهايسلولشدنگرانولهواسپورزائیکاهشدیواره،
Moore-Landecker(اسـت شدهمنتشر & Stotzky, 1973(.
و سـودوموناس بـا   یلوسباس ـيهـا هسـوی نشان دادند ینمحقق

از یخارج سلولیعمايهایتفرار و متابولهايیتمتابولیدتول
Fusarium oxysporumقارچیسلیومیرشد م f. sp. dianthi

کننــدیمــیريجلــوگیخــکميآونــدیعامــل پژمردگـ ـ
)Karimi et al., 2007( .دست آمده از آزمون تولیـد  نتایج به

هـاي فعـال   ین موضوع بود کـه جدایـه  ايپروتئاز نشان دهنده
هـاي بـرون سـلولی نیـز بسـیار      باسیلوس، از حیث تولید آنزیم

توانمنــد بــوده و قــادر بــه تولیــد پروتئازهــاي خــارج ســلولی  
که Ba10bوBa29b ،Ba29c ،Ba24يچهار جدایه. هستند

قادر به تولید آنزیم پروتئاز بودنـد در شناسـایی مولکـولی بـه    
B. cereusدهد این گونه ت زیادي داشتند که نشان میمشابه

ي جدایه. باشدمیدارا تولید این آنزیم را اي درتوانایی بالقوه
NJZJSB3B. amyloliquefaciensــا ــدتولبـ ــوفیلم،بیـ یـ

یســلوليیــوارهديکننــدهیــهتجزيهــایمو آنــزیدروفورســ
عامـل بـالقوه   یـک عنـوان بـه )گلوکانـاز -β-1 ،3پروتئاز و (

ناشــــی ازســـاقه یدگیپوســــیولوژیـــک کنتــــرل بيبـــرا 
S. sclerotiorum    معرفـی شـده اسـت)Wu et al., 2014.(

هاي مختلف یک گونـه از نظـر تولیـد    اختلاف در بین جدایه
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هـا توسـط سـینگ و دورال    مواد ممانعت کننده از رشد قارچ
Singh).گزارش شده است & Deveral, 1984)

عنـوان روشـی قابـل    هامروزه ب16S rDNAتحلیل توالی 
مـورد اسـتفاده   هـا قبول براي شناسایی و تاکسونومی بـاکتري 

تقریبـاً ايدر این مطالعـه، پـس از تکثیـر قطعـه    . گیردقرار می
و 16s rDNAجفــت بــاز از تــوالی کدکننــده 1500طــول بــه

ــابی آن  ــوالی ی ــایی    ت ــراي شناس ــل ب ــات حاص ــا، از اطلاع ه
تعیین توالی قطعـه  . شداستفادهگونههاي برتر در سطح جدایه

اي هاي موجود در پایگاه دادهمورد نظر و مقایسه آن با توالی
b10Ba،Ba24 ،Ba29cهـاي  جهانی ژن، نشان داد که جدایه

ــه ــهب ــهB. cereusيگون ــه Ba29bي، جدای ــه گون ــايب ه
B. cereusوB. subtilis،ي جدایــهBa17هــايبــه گونــه

B. licheniformis وB. licheniformis ،Ba14 ــه ــه گون ب
B. endophyticusيجدایـه .دبیشترین مشابهت را دارا بودن ـ

Ba21  ــنس ــه جـــ Lysinibacillusبـــ spp.ــه يو گونـــ
B. fusiformisمشابهت نشان داد.

دهنـد کـه   نشان می3شکل با 2و 1هايشکليمقایسه
هاي آزمایشگاهی مـورد بررسـی   ها از نظر شاخصاین جدایه

قابلیـت بیـوکنترلی در شـرایط گلخانـه انـدکی بـا       و همچنـین  
تغییر محیطی و اثر آن روي قابلیت رقابت، . یکدیگر متفاوتند

تواند یکی از دلایل مهـم در  دوام و پایداري آنتاگونیست می
ــوان آنت  ــاهش تـ ــمار رود اکـ ــه شـ ــتی بـ ــیاري از . گونیسـ بسـ

اند هاي باکتري در رقابت اکولوژیکی فرا ریشه دخیلویژگی
توانـد توانـایی بـاکتري را در اسـتقرار یـا      دان هر یک میو فق

اش در مجـاورت بـا سـطح ریشـه کـاهش دهــد     انجـام وظیفـه  
)Weller, 1988.(

، Ba17،Ba21هــايهیــجدابــا شــده مــاریتاهــانیدر گ
Ba29c ،Ba10b ،Ba14 ،Ba24 وBa29bــم ــاخص زانیـ شـ

ــاریب ــهيمـ ــترتبـ ــد 44/84و 4/64، 8، 2، 2، 0، 0بیـ درصـ
ــد ــه. شــددهی در Ba29c،Ba21،Ba17،b10Baهــايجدای

ــه نظــرهــاآزمــون ترکیبــات فــرار بهتــرین جدایــه  ــد و ب بودن
ــی ــه  م ــد ک ــیترکرس ــوکنترل  ب ــادي در بی ــش زی ــرار نق ات ف

S. sclerotiorumــته اســـت در ــه داشـ ــون .گلخانـ در آزمـ
ــه ــهگلخانــ ــوب  Ba24ياي جدایــ ــایج خــ ــرعکس نتــ بــ

تـري از  نتیجه ضـعیف آزمایشگاهی، در گلخانه علیه بیمارگر
نتـایج برخـی تحقیقـات نشـان داده اسـت کـه       . خود نشان داد

subtilisBacillusهـاي بـاکتري   اثرات آنتاگونیسـتی جدایـه  

، میزان شوري و حتی دماي خاك نیـز تغییـر پیـدا    pHبا تغییر 
Montealegre(کندمی et al., 2003.(يهیجداBa21دیتول

بود هیجدانیفرار بهترباتیترکنمود و در آزمون نیسورفکت
نقـش  نیسـورفکت دی ـفرار و تولباتیکه ترکرسدینظر مو به

.استدر گلخانه داشتهS. sclerotiorumوکنترلیدر بيادیز
علاوه بر تولیـد ترکیبـات فـرار    Ba10bوBa29cهايجدایه

ثري ؤهـاي م ـ خوب، در آزمون سـورفکتین و پروتئـاز جدایـه   
ها را در گلخانه به تولیـد  توان بیوکنترلی آنیبودند بنابراین م

درآمدهدستهبنتایج. سورفکتین و آنزیم پروتئاز نسبت داد
وباسـیلوس ازبـومی هـایی توانـایی جدایـه  تحقیـق، ایـن 

ازمنظور ممانعـت بهراهاآنتوسطشدهتولیدهايمتابولیت
از ایـن تـوان مـی ودهنـد مـی نشـان گیاهیبیمارگررشد این

کنتـرل هـا در آنازوعوامـل ایـن تجـاري تولیـد درمطالعـه 
S. sclerotiorumبرخـی  همچنـین بـا توجـه بـه    . نموداستفاده

تـوان توصـیه   اي میها در نتایج آزمایشگاهی و گلخانهتفاوت
هاي آنتاگونیست از گلخانه و علیه بیمـاري  کرد غربال جدایه

ــود    ــام شـ ــان انجـ ــورت امکـ ــه. در صـ ــهباتوجـ ــهآنبـ کـ
اکولــوژیکیبــاهــاخــاكوهــازیســتگاهدرهــاآنتاگونیســت

تـوان مـی شـرایط ایـن شـناخت بااند،یافتهسازگاريمختلف
را افـزایش داد و از ایـن مطالعـه در    هـا آنکنندگیکنترلاثر

هی ـعلBa14وBa17،Ba21 ،Ba10b ،Ba29cتولیـد تجـاري  
S. sclerotiorumاستفاده نمود.
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Abstract

Sclerotinia sclerotiorum is an important plant pathogenic fungus. Biocontrol agents such as Bacillus spp.

are promising candidates to manage the disease caused by this fungus. In this study, we identified 63 isolates of

Bacillus spp. obtained from cucumber rhizosphere based on morphological, physiological and biochemical

characteristics. The antagonistic activity of the isolates against the fungal pathogen was evaluated using dual

culture method and the production of volatile metabolites. According to the obtained results, the isolates Ba17,

Ba24, Ba14 and Ba29b showed the most inhibitory effects against the pathogen in dual culture method. Volatile

metabolites of isolates Ba21, Ba29c, Ba10b, Ba17, Ba29b, Ba9c and Ba12a, reduced the mycelial growth of the

pathogen by 87.14, 84.85, 83.42, 82.42, 79.14, 79.14 and 77.71%, respectively and had a significant difference

compared with the control. In the greenhouse trails, isolates Ba17, Ba21, Ba10b, Ba29c and Ba14 decreased the

disease index of Sclerotinia stem rot, significantly. The isolates Ba29c, Ba10b, Ba17, Ba29b, Ba24 were capable

to show protease enzyme activity. Results also showed that isolates Ba29c, Ba10b and Ba21 were capable of

producing surfactin. Molecular identification of isolates with antagonistic activities against the fungal pathogen

by partial sequencing of 16S rDNA gene which amplificated with specific primers fD1 and rD1 was performed.

Based on this procedure, isolates showed high homology with Bacillus cereus, B. subtilis, B. licheniformis, B.

endophyticus and Lysinibacillus spp..
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