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 چكيده

قابل توجهي به ايـن محصـول    هاي ساله خسارت زاد است كه هر هاي قارچي خاك ترين بيماري از مهم گندم ةپاخوربيماري 
در مهـار زيسـتي    Bacillus subtilisگونيسـت  سويه باكتري آنتا 27در اين پژوهش، پتانسيل . نمايد راهبردي در دنيا و ايران وارد مي

. در آزمايشگاه و گلخانه مـورد ارزيـابي قرارگرفـت    گندم ةپاخور، عامل بيماري Gaeumannomyces graminis var. triticiقارچ 
درصـد   29/96 تـا  48/39هاي مورد مطالعه در آزمون كشت متقابل در برابر قارچ بيمارگر ضمن ايجاد هاله بازدارنده، بـين   همه سويه

ميزان  ها رشد قارچ بيمارگر را به برخي سويه ،هاي فرار ضدقارچي در آزمون توليد متابوليت. از رشد ميسليوم قارچ جلوگيري نمودند
درصـد ترشـحات    25و  15، 5از بين سه غلظـت  . بود% 20ها كمتر از  كاهش دادند كه البته اين مقدار براي تعدادي از سويه% 62/87

توليـد   بـه هـا قـادر    سويه ةهم. بيشترين ميزان بازدارندگي از رشد قارچ را نشان دادند% 25ها در غلظت  سلولي، بيشتر سويه مايع خارج
ميـزان همبسـتگي بـين توليـد     . هـاي مـورد مطالعـه ديـده شـد      بيوسورفكتانت و بيوفيلم بودند، با اين حال تنـوع زيـادي در بـين سـويه    

سويه باكتري با توان مختلف آنتاگونيستي و توليد بيوفيلم، براي بررسـي   11تعداد . بود 83/0شگاه، بيوسورفكتانت و بيوفيلم در آزماي
از درصد  72. درصد بيماري را كاهش دهند 100-20ها توانستند بين  سويه ةامكان مهار زيستي بيماري در گلخانه انتخاب شد كه هم

بـين ميـزان مهـار زيسـتي بيمـاري در گلخانـه بـا توليـد بيـوفيلم و          . هش دادنـد شاهد كا بهدرصد نسبت  50ها، بيماري را بيش از  سويه
 .همبستگي وجود داشت 85/0و  71/0ترتيب  بيوسورفكتانت در آزمايشگاه به

  Gaeumannomyces graminisتوان آنتاگونيستي، بيوفيلم، بيوسورفكتانت، باسيلوس، : هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
 Gaeumannomyces graminis var. tritici (Sacc.)قـارچ 

Arx & Olivier زاد زاي خـاك  تـرين عوامـل بيمـاري    مهم از 
، گنـدم در بيمـاري خطرنـاك پـاخوره     باعـث بـروز   كه است

بـار   بيمـاري پـاخوره اولـين   . شـود  جو، چاودار و تريتيكاله مي
از اسـتراليا گـزارش    1868و  1852هـاي   روي گندم در سـال 

پــس از  ايــن بيمــاري 1981ســال در ). Garrett, 1981(شــد 
بـوده اسـت   زنگ سياه دومين بيماري مخرب گندم در جهان 

)Hornby et al., 1998 .(      ايـن بيمـاري از منـاطق گـرم دنيـا
هايي از اروپا، آمريكـاي شـمالي و    مانند استراليا، ژاپن، بخش

چنـين از منـاطق معتـدل، خاورميانـه و ارتفاعـات       جنوبي، هـم 
و از آن ) Singleton, 1992(گــرم اســتوايي گــزارش شــده 

 & Kwak(شــود  عنــوان بيمــاري جهــاني گنــدم يــاد مــي بــه

Weller, 2013 .(در  بـار  زوال گنـدم، اولـين  ايران بيماري  در
ناز ساري و ساير مناطق مزارع گندم دشت از 1368بهار سال 

گـزارش  استان مازندران و گرگان توسط فروتن و همكـاران  
هـاي  از بيشـتر اسـتان   نـدم گ ةپـاخور پس از آن، بيماري . شد

  ).Rajabi & Behrozin, 2003(كشور گزارش شده است 
داراي هفت گونه بـوده كـه    Gaeumannomycesقارچ 

ايـن گونـه داراي   . اسـت  G. graminisآن  ةتـرين گون ـ مهـم 
 G. graminis var. avenae ،G. graminisچهـار واريتـه   

var. tritici ،G. graminis var. graminis  وG. graminis 

var. maydis  هـاي متفـاوتي را مـورد حملـه     است كه ميزبان
 قارچ عامل بيماري در). Fouly et al., 1996(دهند  قرار مي

 وارد خسـارت  و شـده  يافـت  وفـور  به دنيا هاي خاك اغلب

 ويـژه  خنثـي و بـه   حدي تا و قليايي هايخاك در اما كندمي
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 رشـد . دارد شـدت  مناسـب  كشـي زه فاقـد  و خيـز  غيرحاصل

 شده ها بيشتر است، متوقفگياهاني كه شدت بيماري در آن

در اثـر  . شـوند مـي  زايشـي  ةمرحل ـ وارد كامـل  بلوغ از قبل و
هـا  هـا كوتـاه و زودرس شـده و خوشـه    آلودگي شديد، بوتـه 

ها كوتـاه  در آلودگي زودهنگام، بوته. شوند سفيد و عقيم مي
ه خواهنـد  سنبله چروكيـد  هاي درون و كمي زردرنگ و دانه

آساني از خاك بيرون آمده يا از محـل   بههاي آلوده بوته. شد
هايي سياه، كوتاه و ضخيم چنين بوته ةشكنند و ريشطوقه مي

 ).Wiese, 1987(شود  مي

زيــادي بــراي كنتــرل  هــاي كــش آفــتدر سراســر دنيــا 
اي بـه گياهـان وارد   عمدههاي كه آسيبزي هاي خاك قارچ
مشـكلات  كه سهم زيادي در بروز  شودمصرف مي ،كنندمي

كـاربرد عوامـل مهـار زيسـتي     . موجود دارنـد زيست محيطي 
كارهاي مفيد در مديريت تلفيقي بسياري  عنوان يكي از راه به

پيشـنهاد   گندم ةپاخورهاي گياهي از جمله بيماري از بيماري
ــر اســتفاده از     گــزارش. شــده اســت  هــاي زيــادي مبنــي ب

هـــاي  يســتي ماننـــد گونــه  ثر در مهــار ز مـــؤهــاي   بــاكتري 
Pseudomonas fluorescens،Bacillus subtilis  قــارچ ،
Trichoderma harzianum ــاكتري ــا ماننـــد  و اكتينوبـ هـ

Streptomyces spp.  برخـي از  . عليه اين بيماري وجـود دارد
هايي از باسـيلوس، استرپتومايسـس و   ويژه سويه اين عوامل به

ــه ــا بــ ــده  تريكودرمــ ــد شــ ــاري توليــ ــدصــــورت تجــ   انــ
)Quecine et al., 2008; Ghahfarokhi & Goltapeh, 

2010; Babaeipoor et al., 2011; Junaid et al., 2013; 

Kwak & Weller, 2013; Lagzian et al., 2013( .
هــاي قــوي كننــدهكنتــرل B. subtilisهــاي تجــاري  اســترين
 تجـاري بيولوژيـك  كـش   قارچ. باشندميهاي گياهي بيماري
هـاي   روي بـاكتري  (Serenade Bayer, Germany) سـرنيد 
  .(Morikawa, 2006) شناخته شده است مؤثر نيز گربيمار

 هــاي جــنسبــاكتري ،گــرم مثبــت هــاي يبــاكتر بــيناز 
Bacillus انـد  بررسـي واقـع شـده   هاي مختلف مورد از جنبه .
هاي فراواني مزيت Bacillusهاي آنتاگونيست جنس باكتري
هـاي   سودومونادهاي فلورسنت و سـاير آنتاگونيسـت   بهنسبت 

از . زاي گيـاهي دارنـد  گرم منفـي در كنتـرل عوامـل بيمـاري    
تـوان بـه مانـدگاري طـولاني مـدت در      يجمله اين امتيازها م

هـاي كشـاورزي، توانـايي توليـد اسـپور داخلـي و       اكوسيستم
هاي ضدميكروبي قابليت بالا در توليد انواع مختلف متابوليت

نسـبت   B. subtilis باكتري). Kim et al., 1997(اشاره نمود 
ــه ــه ديگــر ب ــن جــنس  گون ــاي اي ــد ه   ،B. megaterium مانن

B. cereus  وB. polymyxa قـان قـرار   قمورد توجه مح بيشتر
هاي ثانويـه   ها مانند توليد متابوليت برخي ويژگي .است گرفته

تغييـرات دمـايي    بـه ها، تحمل بـالا نسـبت    بيوتيك ويژه آنتي هب
هاي كشت آزمايشگاهي  محيط زيست، رشد سريع در محيط

ــاوم در خــاك،    و از همــه مهــم ــي مق ــد اســپور داخل ــر تولي ت
  هـاي مناسـبي در    را بـه گزينـه  باسـيلوس  نس هـاي ج ـ  باكتري

ايـن  لـذا   .هاي گياهي تبديل نموده اسـت بيماري مهار زيستي
پتانسـيل بـالا در    داراي و خطـر  عنوان عواملي بـي  ها به باكتري

  انـــد هـــاي گيـــاهي متعـــدد شـــناخته شـــده كنتـــرل بيمـــاري
(Kim et al., 2003; García-Gutiérrez et al., 2013).  

اي  ميلـه  ،گرم مثبـت  هاي باكتري از B. subtilisباكتري 
ايــن گونــه . اســتر و خــاكزي وتوليدكننــده اندوســپشــكل، 

 و قادر است شود اغلب گياهان يافت مي باكتري در ريزوسفر
هـاي گيـاهي   رشد گياه را افزايش داده و بسـياري از بيمـاري  

. را كنتــرل نمايــدهــا هــا و بــاكتريايجــاد شــده توســط قــارچ
هاي طبيعي جداسـازي  راحتي از محيط به B. subtilis باكتري

عنوان يك ارگانيسـم مـدل، تحقيقـات علمـي و      د و بهشومي
ــايش ــاگونآزمـ ــاي گونـ ــده اســـت  يهـ ــام شـ   روي آن انجـ

)Kovács et al., 2009 .( عنـوان   باكتري آنتاگونيست بـه اين
. ثرترين عوامـل مهـار زيسـتي شـناخته شـده اسـت      ؤيكي از م
هـاي   دليل دارا بودن قابليت بهكتري هاي مختلف اين باجدايه

بالا در افزايش رشد گياهـان، القـاء مقاومـت و مهـار زيسـتي      
ــت    ــتفاده از متابولي ــا اس ــا ب ــه  بيمارگره ــه ب ــاي ثانوي ــژه  ه وي

هـاي فـرار ضـدبيمارگرها،    هاي متنوع، متابوليت بيوتيك آنتي
هايي ماننـد آمـيلاز، پروتئـاز، كيتينـاز، زايلانـاز و ليپـاز       آنزيم
ــم ــان      ه ــه محقق ــورد توج ــواره م ــوفيلم هم ــد بي ــين تولي   چن

  انــــد هــــاي گيــــاهي بــــوده   مهــــار زيســــتي بيمــــاري  
(Fiddaman & Rossall, 1994; Bais et al., 2004; 
Kloepper et al., 2004; Leclere et al., 2005; Ongena 

et al., 2005; Morikawa, 2006; Khezri et al., 2011). .  
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  هــاي تــرين مكانيســم ز مهــمبيوتيــك يكــي ا توليـد آنتــي 
ــط  ــتي توسـ ــار زيسـ ــت B. subtilis مهـ ــداد . اسـ  167تعـ

توليـد   .Bacillus sppهـاي   توسط گونه مختلف بيوتيك آنتي
پپتيـدي بـوده و بيشـتر     پلـي  اًها اساس بيوتيك اين آنتي. دوش مي

البتـه تركيبـاتي   . باشـند  ثر مـي ؤهاي گرم مثبت م ـ عليه باكتري
 فعاليـت قابـل  سـيركولين  و  ينسـت كـولي  ،ميكسـين پلـي مانند 

همچنـين  . انـد هاي گرم منفي نشـان داده توجهي عليه باكتري
ــي ــكآنت ــد بيوتي ــايي مانن ــين ه ــيلين، باسيلومايس  و مايكوباس
 .باشــند ثر مــيؤهــا مــعليــه مخمرهــا و كپــكاســتاتين فــانجي
هاي متعـدد توليـد ترشـحات مـايع خـارج سـلولي و       گزارش

را در  B. subtilisهاي  ويهقارچي توسط س تركيبات فرار ضد
ــاري ــاهش بيمــ ــاهي كــ ــاي گيــ ــؤثر هــ ــته مــ ــد دانســ   انــ

)Henis & Inbar, 1986; Fiddaman & Rossall, 1993 .(
عـلاوه بـر    B. subtilisهـاي محققـين بـاكتري     براساس يافتـه 
هاي ثانويه، قادر به القاء مقاومـت در گيـاه در   توليد متابوليت

مچنـين نقـش ايـن گونـه     ه .باشـد  زا مـي  برابر عوامـل بيمـاري  
بــاكتري در تحريــك رشــد گياهــان بــه اثبــات رســيده اســت 

)Kloepper et al., 2004; Mohammadi et al., 2005; 

Ongena et al., 2007.(  
ــا توجــه  ــهب ــاخوره   خســارت ب ــاله بيمــاري پ ــر س ي كــه ه

محصول استراتژيك گندم در مزارع مناطق مختلف كشـور   به
د ارقـام متحمـل يـا مقـاوم در     كمبـو دليـل   نمايد و بـه  وارد مي

 بــرايشــيميايي كارآمــد  ةعــدم وجــود مبــارز بيمــاري،برابــر 
اي  ، همچنين مشكلات زيست محيطـي عديـده  كنترل بيماري

ايجـاد شـده    هـا كشرويه مصرف قارچ افزايش بيكه در اثر 
 بـراي  تـري  مناسـب  راه يـافتن  زمينـه  در تحقيق است، انگيزه

زيسـتي   هايتفاده از روشبا اس بيماري اين مديريت خسارت
پتانسـيل احتمـالي    در اين پژوهش اين اساس، بر .آمد بوجود
  در B. subtilis آنتاگونيســتبــومي بــاكتري   هــايســويه
در شـرايط   گنـدم  ةپـاخور زيستي قـارچ عامـل بيمـاري     مهار

مختلـف   هاي و گلخانه، همچنين ارزيابي مكانيسم آزمايشگاه
ــوفيلم در نتاگونيســتي آ ــد بي ــارچ بيمــارگر  و تولي ــا ق ــل ب تقاب

هاي مختلف باكتري مورد ارزيابي توسط سويه گندم ةپاخور
  .قرار گرفت

  

 ها مواد و روش
و شرايط رشد در هاي مورد استفاده  ميكروارگانيسم

  آزمايشگاه
جداسـازي شـده از    B. subtilisباكتري  سويه 27تعداد 

ريزوسفر گياهان مختلف و مناطق جغرافيايي متفـاوت ايـران   
هـاي ايــن تحقيـق مـورد اسـتفاده قــرار      بـراي انجـام آزمـايش   

 ،نگهداري طولاني مدت براي .)Khezri et al., 2011(گرفت 
 25براساس روش ولر و كوك از محلول سـترون گليسـرول   

 .)Weller & Cook, 1983( در آب مقطر استفاده شد درصد
يط هاي كشت شده روي مح ـيهسوكشت جوان از  ةتهي براي

پتـري يـا درون محـيط مـايع     تشتك در  )NA(آگار نوترينت 
  .دشاستفاده سلسيوس  ةدرج 30 دماي در )LB(لوريا برتاني 

، )T6 ةجدايـــ( گنـــدم ةپــاخور قــارچ عامـــل بيمـــاري  
اســتان  شــازندگنـدم در شهرســتان   ةجداسـازي شــده از ريش ــ

 دريافــت شــدمركــز تحقيقــات اســتان مركــزي  ، از مركــزي
)Sadeghi et al., 2009(.  مهـاجم بـا    ةقارچ يـك جداي ـ اين

از سـويه  . باشـد  زايي روي گندم رقم فلات مي قدرت بيماري
 روي محـيط سلسـيوس   ةدرج ـ 25 دمـاي  قارچ رشد كرده در

آزمــايش  ةدرون لولــ) PDA(زمينــي دكســتروز آگــار  ســيب
هـا   بـراي انجـام آزمـايش   پتـري  تشـتك  صورت مورب يـا   به

  .استفاده شد
  هـاي بـاكتري   ارزيابي اثـرات آنتاگونيسـتي سـويه   

B. subtilis در تقابل با قارچ بيمارگر در آزمايشگاه  
ــا  G. graminis var. triticiكشــت متقابــل قــارچ  ب

  آنتاگونيست هاي باكتري سويه
پتـري  تشـتك  طـرف   براي انجام اين آزمايش در چهـار 

اي بـا  صـورت نقطـه   هاي باكتري بهيهسو PDA  حاوي محيط
پتــري هــاي  تشــتك .ندفاصــله يكســان از مركــز كشــت شــد

 و نگهـداري سلسـيوس   ةدرج 30در دماي  ساعت 24 مدت به
متـر   قطر پنج ميلـي  بهاي  پتري حلقهتشتك سپس در مركز هر 

پتـري  تشـتك  در . قـرار داده شـد  قـارچ   تازه كشت ةاز حاشي
پتري تـا زمـان   هاي  تشتك. شاهد فقط سويه قارچ كشت شد

سلسـيوس   ةدرج 25پتري شاهد در انكوباتور تشتك شدن  پر
  هـاي  يهسـو درصد بازدارندگي هـر يـك از   . ندنگهداري شد
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 هاي تشتكباكتري براساس اختلاف بين قطر پرگنه قارچ در 
فرمــول پتــري شــاهد و تيمــار شــده بــا بــاكتري بــا اســتفاده از 

I=[(C-F)/C]×100  ــد ــبه شـ ــه در آن محاسـ ــد : I كـ درصـ
قطـر پرگنـه قـارچ در تشـتك     : Cبازدارندگي از رشد قـارچ،  

قطـر پرگنـه قـارچ در تشـتك پتـري تيمـار       : Fتري شـاهد و  پ
  ).Kumar et al., 2009(باشد  مي

  يهاي فرار ضدقارچ بررسي متابوليت
. انجـام شـد   اين آزمايش مطـابق روش فيـدامن و روزال  

هاي بـاكتري   يهسوبدين منظور سوسپانسيون كدري از كشت 
وي ميكروليتـر آن ر  200ليتر آب مقطـر تهيـه و    در چند ميلي

. پخـــش شـــد  (NAG) گلـــوگز %2حـــاوي  NAمحـــيط 
 ةدرج ـ 30سـاعت در دمـاي    24مـدت   پتـري بـه  هـاي   تشتك

متـري از   هاي پنج ميلي سپس حلقه. ندنگهداري شدسلسيوس 
 PDAپتـري حـاوي   هـاي   تشـتك قارچ در وسـط   تازهكشت 

پتـري  هاي  تشتكو با رعايت شرايط سترون  ندقرار داده شد
 ندنيست روي هم قرار داده شـد حاوي قارچ و باكتري آنتاگو

مـدت   مجموعه به ومسدود  ها با نوار پارافيلم كاملاً و دور آن
در . نگهــداري شــدسلســيوس  ةدرجــ 25 پــنج روز در دمــاي

پخـش   سـترون آب مقطر  ،جاي باكتري بهپتري شاهد تشتك 
هـاي   ميزان بازدارندگي از رشـد قـارچ توسـط متابوليـت    . شد

هـاي   تشـتك  پرگنـه قـارچ در   فرار ضدقارچي با مقايسه قطـر 
ذكـر شـده    فرمـول پتري شاهد و تيمار انجام و بـا اسـتفاده از   

  ).Fiddaman & Rossal, 1993( محاسبه شد
 ثير ترشحات مايع خارج سلوليأبررسي ت

ليتـر محـيط    ميلـي  20براي انجـام ايـن آزمـايش، مقـدار     
بـا يـك لـوپ از     (PDB)زميني دكستروز بـراث   كشت سيب

 4مـدت   هـا بـه   فلاسك. زني شد باكتري مايهساعته  24كشت 
دور در  100روز روي دســتگاه شــيكر انكوبــاتور بــا ســرعت 

پـس از  . ندقـرار داده شـد  سلسـيوس   ةدرج 30دقيقه در دماي 
 ةعبور محيط كشـت حـاوي بـاكتري از كاغـذ واتمـن شـمار      

دقيقــه،  20مـدت   دور در دقيقـه بــه  8000 يـك و سـانتريفوژ  
ميكرونـي   22/0كروبيولوژيـك  هـاي مي  عصاره توسط صـافي 

حاصل روي رشـد قـارچ    ةثير عصارأبراي بررسي ت. فيلتر شد
و  15، 5حاوي سه غلظت  PDAعامل بيماري، محيط كشت 

  ســــلولي ترشــــحات مــــايع خــــارج ةدرصــــد عصــــار 25

در تيمـار شـاهد از   . هاي باكتري آنتاگونيست تهيـه شـد   سويه
 ةرنسـبت هـر تيمـار، عصـا     آن بـه  بـه كـه   PDAمحيط كشـت  

زني نشده اضـافه   حاصل از فيلتراسيون محيط كشت مايع مايه
پـس از  . )Onkar & James, 1995(شده بـود، اسـتفاده شـد    

پتـري  تشـتك  در مركـز هـر   هـاي پتـري،    سازي تشتك آماده
قـرار  قـارچ   تـازه  كشت ةمتر از حاشي ميلي قطر پنج بهاي  حلقه

 .پتري شاهد فقط سويه قارچ كشت شـد تشتك در . داده شد
پتـري شـاهد در   تشـتك  شـدن   تا زمـان پـر   پتريهاي  تشتك

ــاتور  ــ 25انكوب ــيوس  ةدرج ــد سلس ــداري ش ــد . ندنگه درص
با استفاده از رابطـه   هاي باكتري يهسوبازدارندگي هر يك از 
 .ذكر شده محاسبه شد

  استيرنبررسي توليد بيوفيلم در پليت پلي 
ــ هــاي  منظــور بررســي ميــزان توليــد بيــوفيلم در ســويه  هب

مـدت   بـه  LB محيط كشت ليتر ميلي 20در   سويه هركتري، با
و سلسـيوس   ةدرج ـ 37دماي شيكر انكوباتور با ساعت در  15

rpm 200 سپس كشت باكتري با محيط كشت . شد قرار داده
. ندشـد  نگهـداري شرايط رشـد  همان در  رقيق و مجدداً ،تازه

نـانومتر   575ها در طول مـوج   هنگامي كه دانسيته نوري سويه
بـا   1:350نسـبت   هـا بـه   عدد يك رسيد، محيط حاوي سويه به

ميكروليتـر از   200. رقيـق شـد   MSggمحيط كشـت حـداقل   
اسـتيرن   چاهكي پلي 96چاهك پليت  بهمحيط حاوي باكتري 

 ةدرج ـ 27ساعت در دماي  70مدت  سپس پليت به. منتقل شد
پس از گذشت اين . در شرايط ساكن قرار داده شد سلسيوس

مدت يـك دقيقـه بـا آب     و سه بار، هربار بهتخليه  زمان پليت
دقيقـه در انكوبـاتور    15مدت  پليت به. شدداده مقطر شستشو 

 بـراي . خشك شـدن قـرار داده شـد    براي سلسيوس ةدرج 37
ا، مقدار ه ديواره چاهك بههاي متصل شده  ثابت نمودن سويه

دقيقـه در   15و  افـزوده هـر چاهـك    ميكروليتر متانول به 200
روش فـوق،   پس از شستشو به. ي آزمايشگاه قرار داده شددما
 15اضـافه و پـس از حـداكثر     %1 هها كريستال ويول چاهك به

اسـتون   -اتانول 1:4در پايان محلول . شستشو انجام شد ،دقيقه
 ELIZAخوانــدن ميــزان جــذب از دســتگاه  بــراياضــافه و 

reader  نانومتر اسـتفاده شـد    500در طول موج)Nagórska 

et al., 2008.(  
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 آزمون توليد بيوسورفكتانت
ــه ــد منظــور شناســايي ســويه  ب ــات  ةهــاي توليدكنن تركيب

هــا روي محــيط كشــت خــون آگــار   بيوســورفكتانت، ســويه
درصد خون ديفيبرين شده  5-7حاوي محيط كشت اوليه و (

هــاي  بــاكتري. اي كشــت شــدندصــورت نقطــه بــه) گوســفند
دمـاي  ساعت در  48تا  24توليدكننده بيوسورفكتانت پس از 

در اطراف خود هاله شفاف ايجـاد كـرده و    سلسيوس ةدرج 28
  ).Hsieh et al,. 2004( رنگ نمودند محيط اطراف خود را بي

 اي هاي گلخانه بررسي
بـا   هـايي  يهسـو  ،هـاي آزمايشـگاهي   پس از انجام بررسي

توليـد بيـوفيلم و   در  )كـم، متوسـط و زيـاد   ( توانايي متفـاوت 
 ،در آزمايشگاه  G. graminis var. triticiارچ قمهار زيستي 
  .نداي انتخاب شد هاي گلخانه براي بررسي
  ناميه بذر ةتعيين قو

ــراي تعيــين قــو  ISTA ناميــه بــذر از روش اســتاندارد ةب
عدد بذر گنـدم رقـم    200براي اين منظور تعداد . استفاده شد

  مدت سه دقيقـه بـا محلـول    طور تصادفي انتخاب و به  به فلات
 درصـد  96ثانيـه بـا الكـل     30هيپوكلريت سـديم و   درصد 5

طـور   بهسپس چهار بار با آب مقطر سترون  .ندضدعفوني شد
پتــري هشـــت   تشــتك  درون هـــر. ندشستشــو شــد   كامــل 
بذر روي كاغذ صافي سترون مرطـوب   25متري تعداد  سانتي

 25روز در دماي  10مدت  پتري بههاي  تشتك. قرار داده شد
زده  شمارش بذرهاي جوانـه . ندگهداري شدن سلسيوس ةدرج

  .(ISTA, 2003) از روز دوم تا دهم انجام شد
  باكتري آنتاگونيست بهبذر آغشته  ةتهي

سـازي بـذر    اي از روش آغشـته  هاي گلخانه در آزمايش
هـاي   يهسـو منظـور   بـدين . باكتري آنتاگونيست استفاده شـد  به

 24 مــدت اي، بــه هــاي گلخانــه انتخــاب شــده بــراي آزمــايش
 30در دمـاي   LBهاي حـاوي محـيط كشـت    ساعت در ارلن

رشـد داده   )دور در دقيقـه  150( روي شـيكر  سلسيوس ةدرج
دور در  6000وژ يها با استفاده از سانتريف سپس باكتري. ندشد

هاي باكتري در  سلول. آوري شد دقيقه جمع 10مدت  بهدقيقه 
قـم  رپس بـذرهاي گنـدم   و س ور سلولز غوطه متيل %1محلول 

 سـديم  هيپوكلريـت  محلـول ( ضدعفوني سطحي شدهفلات 

مدت دو ساعت در سوسپانسيون  به، )دقيقه 3 مدت بهدرصد 1

CFU/ml 109×1 ــويه ــاكتري  س ــاي ب ــرار  ه ــس داده و ق از پ
مـدت يـك    در جريان هواي سترون زير هود به شدن خشك
در تيمار . نداي استفاده شد هاي گلخانه براي آزمايش ،ساعت
 ور شــد ســلولز غوطــه متيــل %1م درون محلــول گنــد ،شــاهد

)Kempf & Wolf, 1989.(  
 مهار زيستيهاي آنتاگونيست در  بررسي اثر باكتري

  گندم ةپاخور بيماري
 دمـاي  در گنـدم  بـذرهاي  بيمـارگر،  ةزاد ماي ةبراي تهي

 دقيقـه  20 مـدت  به اتمسفر يك فشار و سلسيوس ةدرج  121

 پـنج  حلقـه  10سـپس   .شـد  اتـوكلاو  متـوالي  دو روز در

گرم بـذرهاي   30 مجاورت در قارچ ةتاز كشت از متري ميلي
نگهـداري   سلسـيوس  ةدرج 25دماي  در سترون قرارگرفت و

 خـاك اتـوكلاو   حاوي پلاستيكي هاي گلدان در سپس .شد

بـا   تمـاس  منتخب درهاي بذر تيمار شده با باكتري پنج شده،
شـد   قـارچ، كاشـته   توسـط  شـده  پوشـيده  گندم بذر عدد 10

)Weller & Cook, 1983 .( جـاي   هشـاهد آلـوده ب ـ   تيمـار در
. اسـتفاده شـد   باكتري، گندم ضدعفوني شـده  بهگندم آغشته 

قـارچ اسـتفاده    بـه  گندم آلـوده  ،شاهد سالم تيماردر همچنين 
بـراي هـر   . ندبار آبياري شـد  روز يك 3-2ها هر  گلدان. شدن

 .شدتكرار  تكرار در نظر گرفته شد و آزمايش دو بار 3تيمار 
بسـتر  هـا بـه آرامـي از     هفتـه، گياهچـه  گذشت چهـار  پس از 
 .داده شـدند ها توسط آب روان شستشو  خارج و ريشه خاك

شــدگي روي  علايــم بيمــاري از انــدام هــوايي و علائــم ســياه
. شـد  بـرداري  و يادداشـت  هـاي بـذري و طوقـه بررسـي    ريشه

 دهي آلـو هـا از ريشـه  اًعامـل بيمـاري مجـدد     جداسازي قارچ
براي تعيين شدت بيماري ايجاد شده توسـط  . صورت گرفت

اسـتفاده شـد    پـنج تـا   صـفر بندي  سويه قارچ، از سيستم درجه
)Schoeny et al., 1998 .(ريشـه كـاملاً سـالم    :صـفر  ةدرج، 

 10كمتـر از  آلـودگي ريشـه   : يـك  ةدرج، بدون زخم و لكه
 ةدرج ـدرصـد،   11-25 آلودگي ريشه بين :دو ةدرج، درصد

آلودگي  :چهار ةدرجدرصد،  26-50 لودگي ريشه بينآ: سه
با توجه . آلودگي شديد :پنج ةدرجدرصد،  51-75 ريشه بين

به كاهش بيماري ايجاد شده در گياهان در مقايسـه بـا شـاهد    
هـاي بـاكتري    آلوده توان مهار زيسـتي بيمـاري توسـط سـويه    

  .مورد ارزيابي قرارگرفت
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  ها تجزيه و تحليل آماري داده
ها در قالب طـرح كـاملاً تصـادفي در سـه      آزمايش تمام

واريـانس و   ةتجزي ـ ،بنـدي تيمارهـا    گـروه . تكرار انجـام شـد  
  روش دانكـــن بـــا اســـتفاده از هـــا بـــه ميـــانگين داده ةمقايسـ ـ

همبسـتگي بـين   . انجـام شـد   SAS (version 9.1)افـزار   نـرم 
صفات مطالعـه شـده در آزمايشـگاه و گلخانـه بـا اسـتفاده از       

مـورد بررسـي   ) SASافـزار  نـرم (تگي پيرسـون  بس ـ ضريب هم

هـا   در مـورد صـفاتي كـه عـدد صـفر در بـين آن      . قرارگرفت
  .استفاده شد x=√x+0.05وجود داشت، از تبديل عددي 

  
  نتايج

هاي آزمايشگاهي با هدف ارزيابي اوليه توانـايي   بررسي
، بـا اسـتفاده از   گنـدم  ةپاخورمهار زيستي قارچ عامل بيماري 

نتـايج   .انجـام شـد   مورد مطالعه B. subtilisتري سويه باك 27
 .آورده شده است 1ها در جدول  اين بررسي

  
 ةدر تقابل با قارچ عامل بيمـاري پـاخور   B. subtilisباكتري  هايسويههاي ثانويه، بيوسورفكتانت و بيوفيلم  توليد متابوليت -1جدول 

  .گندم در آزمايشگاه
Table 1. Production of secondary metabolites, biosurfactant and biofilm in B. subtilis strains against wheat take-

all agent in in vitro. 

Strains  
Antagonistic 

abilities in dual 
culture (%)* 

Antifungal 
volatile 
(%)* 

Extracellular 
liquid secretion 

5% * 

Extracellular 
liquid secretion 

15%* 

Extracellular 
liquid secretion 

25%* 

Biofilm 
formation 
(OD500)** 

Biosurfactant 
production 

(mm)  *  

B1 95.03 a 70.37 b 79.41 a 88.23 a 94.11 a 1.771 a 6.33 a 
B2 66.66 d 11.11 j-l 14.75 k 24.50 l 37.23 k 1.256 bc 4.66 a-d

B3 43.18 jk 52.92 e-g 54.88 e-h 60.76 h 78.41 c-e 1.784 a 5.66 ab 
B4 96.29 a 72.81 b 53.91 f-h 74.50 c-f 81.35 fg 1.605 ab 6.33 a 
B5 60.48 ef 17.25 g-k 56.85 d-g 69.58 fg 94.11 a 0.250 f 2.66 e-h 
B6 46.88 ij 16.03 h-k 46.08 i 59.79 hi 64.07 i 0.209 f 1.00 h-j 
B7 38.25 k 19.47 g-i 2.94 l 2.94 no 3.91 m 0.169 f 0 j 
B8 54.29 gh 37.03 d 73.52 ab 90.17 a 94.11 a 0.586 d-f 2.00 f-i 
B9 59.25 e-g 29.62 d-f 2.94 l 9.79 m 10.76 i 1.258 bc 5.00 a-c 
B10 93.81 a 23.44 f-h 60.76 c-e 78.41 bc 88.25 c-e 0.239 f 2.00 f-i 
B11 91.33 ab 72.81 b 61.76 cd 11.58 d-g 90.17 a-d 0.262 f 1.66 g-j 
B12 87.62 b 16.03 h-k 33.32 i 40.17 j 49.00 j 0.851 c-e 3.00 d-f 
B13 92.59 ab 8.62 k-m 63.07 c 78.41 bc 92.14 ab 0.261 f 0.66 ij 
B14 96.29 a 8.62 k-m 61.76 cd 80.38 b 88.23 b-e 0.281 f 2.66 e-h 
B15 53.07 h 20.96 f-i 52.94 g 71.55 d-g 84.29 ef 0.403 ef 2.33 e-i 
B16 55.55 f-h 12.33 i-l 55.88 d-h 74.50 c-f 90.17 a-d 0.378 f 3.33 c-g 
B17 81.48 c 70.37 b 50.00 i 60.76 h 70.58 h 0.887 cd 2.66 e-h 
B18 92.59 ab 37.03 d 63.07 c 75.47 b-e 78.41 c-e 0.396 ef 2.66 e-h 
B19 93.81 a 51.85 c 59.79 c-f 77.44 bc 86.26 de 0.334 f 2.33 e-i

B20 43.18 jk 33.33 de 46.05 i 54.88 i 67.64 hi 0.538 d-f 3.00 d-f 
B21 45.66 j 29.62 d-f 72.52 b 76.47 b-d 81.35 fg 0.541 d-f 0 j 

B22 51.58 hi 87.62 a 2.94 l 3.91 no 3.91 m 0.165 f 2.00 f-i

B23 91.33 ab 6.55 l-m 19.58 k 34.29 k 49.00 i 0.221 f 2.66 e-h 
B24 95.03 a 49.37 c 57.79 c-f 78.41 bc 91.17 a-c 0.223 f 4.00 b-e 
B25 61.70 de 53.07 c 2.94 l 5.88 mn 10.76 i 0.257 f 3.66 c-f

B26 61.70 de 16.03 h-k 56.85 d-g 66.64 g 87.41 g 0.224 f 2.00 f-i 
B27 39.48 k 53.07 c 53.91 f-h 71.55 d-g 91.17 a-c 0.262 f 2.66 e-h 

Control 0 l 0 m 0 l 0 o 0 m 0.121 f 0 j 
 .داري ندارند تفاوت معني *%5يا  **%1اعداد داراي حروف مشابه در هر ستون براساس آزمون دانكن در سطح احتمال 

Numbers with similar letter in each column are not statistical difference at 1%** or 5%* levels according to Duncan’s multiple range test.  
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  هاي آزمايشگاهي بررسي) الف
 بـاكتري هاي  سويهارزيابي اوليه توان مهار زيستي 

  G. graminis var. tritici عليه قارچ
در برابـر   هـا  براساس نتايج اين پـژوهش، تمـامي سـويه   

رچ بيمارگر ايجاد هاله بازدارنده نموده و نسبت به شاهد در قا
ــد تفــاوت معنــي %1 احتمــال ســطح بيشــترين . دار نشــان دادن

ــدگي رشــد ميســليوم  ــه بازدارن ــارگر ب ــارچ بيم ــزان هــاي ق   مي
و پـس از آن   B14و  B4هـاي  مربوط به سـويه  درصد 29/96
سـويه   12. بود B24و  B1هاي مربوط به سويهدرصد  03/95
از رشد قارچ بيمارگر جلـوگيري   درصد 60گر نيز بيش از دي

ــرار متابوليــتبررســي توليــد در ). 1جــدول (كردنــد  هــاي ف
گي از رشـد  دبازدارن درصد 62/87با  B22سويه ضدقارچي، 
داراي بيشترين ميزان متابوليت فـرار ضـدقارچي    ،پرگنه قارچ

نيـــز  B1و  B4 ،B11، B17ســـويه ديگـــر از جملـــه  7 .بــود 
و نســبت بــه شــاهد در  هنشــان داد درصــد 50بــالاي  ممانعـت 
 10كـه  ي حـال  ، درنددار داشتاختلاف معني %1 احتمال سطح
نشان روي رشد پرگنه قارچ  درصد 20ي كمتر از ثيرأت، سويه

ثير ترشـحات مـايع خـارج    أت ـنتيجه بررسي  ).1جدول (دادند 
همـه   ،نشـان داد روي رشد قارچ بيمارگر مورد مطالعه  سلولي
. ترشـحات مـايع خـارج سـلولي بودنـد     ها قادر به توليـد  سويه

بيشترين ميزان بازدارندگي از رشد قارچ بيمـارگر مربـوط بـه    
ترشـحات مـايع    دصـد  25هـاي حـاوي غلظـت     محيط كشت

بنــدي هــا و گــروهمقايســه ميــانگين داده. خــارج ســلولي بــود
باكتري به همراه تيمـار شـاهد در    هايآماري نشان داد، سويه

گــروه  17ظــت از ترشــحات مــايع خــارج ســلولي در ايــن غل
هـا در   تنـوع بـالاي سـويه    ةدهنـد  آماري قرار گرفتند كه نشان

بيشـترين   .)1جدول ( ترشحات مايع خارج سلولي است توليد
بــا  B8و  B1 ،B5هــاي ســويهميــزان بازدارنــدگي مربــوط بــه 

در  بيمــارگر بــود،درصــد بازدارنــدگي از رشــد قــارچ  11/94
نشان دادنـد و دو   درصد 50ممانعتي كمتر از سويه هشت كه حالي
بازدارنگي و بـا تيمـار   در كمترين گروه از نظر  B22و  B7سويه 

  .آماري قرارگرفتند گروهشاهد در يك 
  ميزان توليد بيوفيلم و بيوسورفكتانت

در اين آزمايش توليد بيوفيلم براساس ميزان جذب نـور  
نيسـت بررسـي   هـاي آنتاگو  در سـويه  ELIZA readerتوسط 

ايـن آزمـايش، توليـد بيـوفيلم در برخـي       ةبراساس نتيج ـ. شد
گيري بيش از سـاير   طور چشم به B4و  B3 ،B1ها مانند  سويه
نيـز ميـزان بيشـتري بيـوفيلم      B2 و B9هاي  سويه. ها بود سويه

مجـزا از  هـاي آمـاري   و در گـروه  هنسبت به شاهد توليد كرد
وليــد بيــوفيلم نــاچيزي ت ســويه 15 تعــداد. قرارگرفتنــد شــاهد
نتـايج   .گـروه آمـاري قرارگرفتنـد   در يـك  شاهد  باو  ندداشت

هـاي بـاكتري نشـان    آزمون توليد بيوسورفكتانت توسط سويه
 B1 ةداد، بيشترين ميزان توليد بيوسورفكتانت مربوط به سـوي 

متري و پـس از آن مربـوط بـه    ميلي 33/6روشن  ةبا هال B4و 
ديگـر   ةسـوي  19. متري بـود  ميلي 66/5 ةبا ايجاد هال B3 ةسوي

متر در اطراف پرگنه باكتري ايجـاد   ميلي 2اي بيش از نيز هاله
تركيبات بيوسورفكتانت توليـد   B21و  B7هاي سويه. كردند

  ).1جدول (ننموده و با شاهد در يك گروه آماري قرار گرفتند
  اي هاي گلخانه بررسي) ب

  تعيين قوه ناميه بذر
بذرهاي ناميه  ةر اطمينان از بالا بودن قومنظو اين آزمايش به

 10طـي   زده شمارش بـذرهاي جوانـه  . گندم مورد استفاده انجام شد
  .شدتعيين درصد  99ناميه بذرها  ةقوروز انجام شد و 
هــاي آنتاگونيســت در جلــوگيري از  اثــر بــاكتري

  در گلخانه بيماري
هـاي بـاكتري   ميزان مهار زيسـتي بيمـاري توسـط سـويه    

گلخانه براساس كاهش علايـم ايجـاد شـده روي     منتخب در
 ثيرأنتايج حاصـل از بررسـي ت ـ  ). 1شكل (گندم ارزيابي شد  ةريش
ــاكتري انتخــاب شــده روي بيمــاري   11 ــاخورب ــدم ةپ در  گن

ــه نشــان داد،  هــا موجــب كــاهش از ســويه درصــد 70گلخان
هـاي مـورد    سـويه . شـدند  درصـد  50ميـزان بـالاي    بيماري بـه 

تيمـار فاقـد بـاكتري    (يمارهاي كنتـرل سـالم   همراه ت بهمطالعه 
تيمار فقـط قـارچ   (و كنترل آلوده ) آنتاگونيست و قارچ بيمارگر

گروه آماري قرار گرفتند و در سـطح احتمـال    9در ) بيمارگر
اهش با ك ـ B1 ةسوي). 2شكل (تفاوت آماري نشان دادند  1%

بيماري با شاهد سالم در يك گروه آمـاري قـرار    درصد 100
درصـدي   6/86نيـز بـا كـاهش     B9 و B3هـاي  سـويه . گرفت

ــدي     ــاري بع ــروه آم ــالم، در گ ــاهد س ــه ش ــاري نســبت ب بيم
ــد ــوط    . قرارگرفتن ــاري مرب ــاهش بيم ــزان ك ــرين مي ــهكمت  ب

  .كاهش بيماري بود درصد 20با حدود  B26و  B22هاي  سويه 



  ... بيوفيلم ةهاي توليدكنند گندم با استفاده از سويه ةري پاخورمهار زيستي بيما :خضري  22

 بـر (م گيـاه گنـد   ةعلايم بيماري پاخوره روي ريش -1شكل 

  ).شدت بيماري صفر تا پنج  اساس شاخص
Fig. 1. Disease symptom on wheat root (according 

to disease severity index in 0 to 5 scale).  

  
  همبستگي صفات مورد مطالعه در آزمايشگاه و گلخانه )ج

  هـــاي هـــاي همبســـتگي دادهپــس از بررســـي ضـــريب 
ر آزمايشگاه و گلخانه دست آمده از صفات مورد بررسي د به

ــورفكتانت در     ــوفيلم و بيوس ــد بي ــين تولي ــد ب ــخص ش  مش

آزمايشگاه با ميزان مهار زيستي بيماري در گلخانه همبستگي 
  ).2جدول (مثبت وجود دارد 

  
  
 
 
 
 
 
  
  

در كـاهش   B. subtilisهـاي بـاكتري    ثير سـويه أت ـ -2شـكل  
 ةدهند حروف متفاوت نشان(گندم در گلخانه  ةبيماري پاخور
 ).باشد مي %1دار بين تيمارها در سطح احتمال  تفاوت معني

Fig. 2. Effect of B. subtilis strains on wheat take-all 

reduction in the greenhouse. Different letters 

indicate a significant difference at 1% probability 

level among treatments. 
  

  .آزمايشگاه و گلخانهشرايط مورد مطالعه در  همبستگي صفات -2جدول 
Table 2. Correlation between studied characters in laboratory and greenhouse conditions. 

      Laboratory 
 

 
Greenhouse 

Antagonistic 
effects in 

dual culture 

Antifungal 
volatile 

metabolites 
effects 

Extracellular 
liquid 

secretion 
effects at 5% 

Extracellular 
liquid 

secretion 
effects at 15% 

Extracellular 
liquid secretion 

effects 
at 25% 

Biofilm 
formation 

Biosurfactant 
production 

 Disease
 biological control 

0.38 0.18 0.12 0.08  0.11 0.71* 0.85* 

 .همبستگي براساس آزمون دانكن هاي ضريب بين %1احتمال   سطحدار در  تفاوت معني *

* Significant difference at 1% level between correlation coefficients, according to Duncan’s multiple range tests. 
  

  بحث
 B. subtilisسويه بـاكتري   27در تحقيق حاضر پتانسيل 

ــران  ــومي اي ــاري    ب ــتي بيم ــار زيس ــاخدر مه ــدم ةورپ در  گن
ــدف     .آزمايشگاه و گلخانه مورد ارزيابي قرارگرفت ــا هــ بــ

هـاي   ثير سويهأها، ابتدا در آزمايشگاه ت گري اوليه سويه غربال
ــتفاده از     ــا اس ــارچ بيمــارگر ب ــر رشــد ميســليومي ق ــاكتري ب ب

ثير تركيبـات فـرار ضـدقارچي و    أهاي كشت متقابل، ت ـ روش
ر آزمـون كشـت   د. ترشحات مايع خارج سلولي ارزيابي شـد 

تـا   39هـاي ثانويـه بـين     ها با توليد متابوليت متقابل، كليه سويه
. شـاهد، از رشـد قـارچ ممانعـت نمودنـد      بـه درصد نسبت  95

از رشد پرگنه قارچ  درصد 60ها بيش از  حدود نيمي از سويه
هـاي آزمايشـگاهي سـاير    اين نتيجه با يافته. جلوگيري كردند

 Kumar et al., 2009; Orio et(دانشـمندان مطابقـت دارد   

al., 2016 .(هاي  ثير در جلوگيري از رشد ميسليومأبيشترين ت
بيوتيــك در ايــن گونــه باكتريــايي    توليــد آنتــي  بــهقــارچ 

قـادر   B. subtilisهـاي مختلـف بـاكتري    سـويه . گـردد  برمـي 
بيوتيك با ساختار متنوع و جالب نوع آنتي 24توليد بيش از  به

هــاي مهــم توليــد شــده توســط ايــن كبيوتيــاز آنتــي. هســتند
ــي  ــاكتري م ــورين  ب ــين، ايت ــه ائومايس ــوان ب ــاي ت   و A ،B  ه

E  ،ــوبتيلين ــين، ميكوسـ ــين، فنجايسـ ــوبتيلين، باسيلومايسـ ، سـ
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ي ا سـويه البتـه هـيچ   . سين و مايكوباسيلين اشـاره نمـود   باسيلي
طـور   بـه . را توليـد نمايـد  هـا  بيوتيـك همه اين آنتـي  تواند نمي

 350حـدود  كه  اين گونه باكترياييژنوم  درصد 4-5متوسط 
بيوتيـك   آنتـي  ةهـاي توليدكننـد  بـه ژن اسـت،   بازكيلو جفت

بررسي ). Stein, 2005; Sumi et al., 2015( اختصاص دارد
هـاي   هاي فرار ضدقارچي روي رشـد ميسـليوم  ثير متابوليتأت

تنـوع توليـد ايـن     ةدهنـد  قارچ بيمارگر در آزمايشـگاه، نشـان  
طـوري كـه طيـف     بـه هاي بـاكتري بـود،   در سويهها متابوليت

. درصـد بـود   5/6-72بازدارندگي از رشد پرگنـه قـارچ بـين    
 مـؤثر  گـر  هاي ساير محققان نيز بيـان نتايج حاصل از آزمايش

بودن اين گونه تركيبات در كاهش رشد بيمارگرهاي قارچي 
 Fiddaman & Rossal, 1994; Derakhshan et(باشـد   مـي 

al., 2008 .(هـاي فـرار    ثير متابوليـت أقيقات زيادي روي تتح
بوتانديول كه  -3و  2هاي كوتاه الكل، استون و مانند زنجيره

شـود، انجـام شـده    هـا توليـد مـي   توسط برخي از ريزوباكتري
هـاي فـرار   دهـد متابوليـت  ها نشان مينتايج اين بررسي. است

هاي آنتاگونيسـت در القـا مقاومـت    توليد شده توسط باكتري
هسـتند   مـؤثر  هاي بيمارگر گياهيگياه و كاهش رشد قارچ به
)Yi et al., 2016 .(  هـاي فـرار    نتايج تحقيقـي روي متابوليـت

نشــان داد ايــن   B. subtilisهــاي توليــد شــده توســط ســويه
تركيبات موجب كاهش رشد، بدشكلي ميسليوم، كنيـديوفور  

و چنـد قـارچ    Fusarium oxysporumهـاي قـارچ   و كنيدي
هـا موجـب بدشـكلي     همچنين ايـن متابوليـت  . شوند يديگر م
شدن و ايجاد تورم نوك صورت واكوئله بههاي قارچ ميسليوم
در تحقيقـي كـه   ). Chaurasia et al., 2005(شـوند   هيف مي

توسط فروتن و همكـاران روي امكـان مهـار زيسـتي بلايـت      
توسط تعدادي  F. graminearumسنبله گندم ناشي از قارچ 

و  Pseudomonasهـاي  ري آنتاگونيست در جـنس سويه باكت
Bacillus هـاي  هـا بـا توليـد متابوليـت    انجام شد، تمامي سويه

فـــرار از رشـــد قـــارچ در آزمايشـــگاه جلـــوگيري كردنـــد  
(Foroutan et al., 2005) .واريانس  ةميانگين و تجزي ةمقايس

هــاي حاصــل از ايــن تحقيــق نشــان داد، هــر ســه غلظــت داده
رج سلولي قـادر بـه كـاهش رشـد ميسـليوم      ترشحات مايع خا

هــاي  قــارچ بيمــارگر در آزمايشــگاه بودنــد و از بــين غلظــت
ثير را در كـاهش رشـد   أبيشترين ت درصد 25مختلف، غلظت 

يكــي از مشــكلات ترشــحات مــايع خــارج . قــارچ نشــان داد
سلولي، جذب ايـن مـواد توسـط كلوئيـدهاي خـاك و مـواد       

جـب كـاهش كـارايي    هاي آبي است كه مومحلول در محيط
ها در مقايسه بـا  شود، بنابراين اثربخشي آنها مياين متابوليت

). Farrokhi et al., 2015(باشـد   هاي فرار كمتر مـي متابوليت
ــويه    ــده توســط س ــد ش ــوفيلم تولي ــزان بي ــايدر بررســي مي   ه

B. subtilis   ــويه ــين س ــادي ب ــاوت زي ــد   تف ــاهده ش ــا مش   ه
اي  طور قابـل ملاحظـه   به B4و  B3 ،B1سه سويه ). 1جدول (

ها، بيوفيلم بيشتري توليد نمودند اما غالـب  ساير سويه بهنسبت 
ها ميزان اندكي بيوفيلم توليد نموده و بـا شـاهد تفـاوت    سويه
هـاي بـاكتري   توسط جدايهبيوفيلم توليد . داري نداشتندمعني

 هـاي  بررسـي براسـاس  . باشـد  مي ءمهم بقا كارهاي راهيكي از 
تواننـد از  هـاي موجـود در بيـوفيلم مـي    باكتري ،آزمايشگاهي

چنين مقاومت بيشتري  هم ،حمله و دفاع ميزبان اجتناب نمايند
ماننـد  هاي منفرد در برابر عوامل ضدميكروبي نسبت به سلول
هـاي جديـد    تحصـيل ويژگـي  . دارندها بيوتيكسموم و آنتي

ر ژنتيكي و كلنيزاسيون بهتر سطوح، از ديگر امتيازات اسـتقرا 
 Davey & O’Toole, 2000; Morris(باشـد   در بيوفيلم مـي 

& Monier, 2003; Branda et al., 2005 .( عوامل و شرايط
ــه   ــي و تغذي ــف محيط ــاكتري     مختل ــوفيلم ب ــد بي ــر تولي اي ب

دهـد  هاي انجام شده نشـان مـي  نتايج بررسي. ثيرگذار استأت
تركيب مواد معدني و اسيديته خاك، همچنين محتواي مـواد  

ويژه قنـدها و اسـيدهاي آمينـه     گياه ميزبان به ةترشحه از ريشم
ثير أتواند الگو و ميزان توليـد بيـوفيلم بـاكتري را تحـت ت ـ     مي

ــايج براســاس ). Khezri, 2016( قــرار دهــد هــاي بررســينت
 بسـتره هـاي درونـي    هـاي موجـود در بخـش    باكتري محققان،
با شـرايط   توان مقابله بيشتريهاي آزاد  نسبت به سلولبيوفيلم 

اسمزي بـالاتر، محـدوديت اكسـيژن بيشـتر و تـراكم سـلولي       
هــا،  بيوســورفكتانت). Prigent et al., 1999(دارنــد بــالاتر 

ها هستند كـه   تركيبات آلي توليد شده توسط ميكروارگانيسم
ســورفكتين از . دشــون موجــب كــاهش كشــش ســطحي مــي 

ــه  ليپوپپتيــدهاي حلقــوي آمفــي صــورت  فيليــك اســت كــه ب
تـرين   بيوتيـك از مهـم   ايـن آنتـي  . شود بوزومي سنتز ميغيرري

هايي اسـت كـه فعاليـت ضدمايكوپلاسـمايي،      بيوسورفكتانت
  ضـــدباكتريايي و ضدويروســـي آن اثبـــات شـــده اســـت    
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)Ongena & Jacques, 2007 .(  ــراي ــود ب ــورفكتين خ س
تواند اثـر سينرژيسـتي   بيمارگرهاي قارچي سمي نيست اما مي

ــورين   ,.Pyoung et al(اشــته باشــد د Aروي فعاليــت ايت

ها با توليد بيوسـورفكتانت،   سويه ةدر اين مطالعه، كلي). 2010
براسـاس نتـايج   . در اطراف پرگنه ايجاد هالـه روشـن نمودنـد   

آماري اين پـژوهش، ميـزان توليـد بيوسـورفكتانت بـا مقـدار       
همبستگي نشـان  /. 83هاي مورد مطالعه  توليد بيوفيلم در سويه

دهد ميـزان   هاي ساير محققان نيز نشان مي مايشنتايج آز. داد
 B. subtilisتوليد سورفكتين بـا تشـكيل بيـوفيلم در بـاكتري     

 ,.Bais et al., 2004; Zeriouh et al(مسـتقيم دارد   ةرابط ـ

ــه). 2014 ــايي  در مطالعـ ــارگر باكتريـ ــار بيمـ   اي ارتبـــاط مهـ
P. syringae pv. tomato  بـاكتري  توسـط B. subtilis اب ـ 

اثبات شده گياه  ةسورفكتين در اطراف ريشبيوفيلم و  تشكيل
  .)Bais et al., 2004(است 

هاي مورد مطالعـه، تعـداد    سويه ةهاي اولي پس از بررسي
سويه بـا تـوان متفـاوت در كـاهش رشـد ميسـليوم قـارچ         11

هـاي   بيمارگر و توليـد بيـوفيلم در آزمايشـگاه، بـراي بررسـي     
زيستي بيمـاري در گلخانـه    نتايج مهار. اي انتخاب شد گلخانه

هاي مورد مطالعه موجب كاهش بيماري  كليه سويهنشان داد، 
هـا، بيمـاري را    از سويه درصد 72. درصد شدند 20-100بين 

شـاهد كـاهش دادنـد كـه ايـن        بـه نسـبت   درصـد  50بيش از 
ــي    ــد معن ــك درص ــطح ي ــاوت در س ــود تف ــان. دار ب و  لگزي

ــاري     ــتي بيم ــار زيس ــراي مه ــاران ب ــاخورهمك ــدم ةپ در  گن
ــه از     ــاكتري ك ــه ب ــدادي جداي ــه، از تع ــگاه و گلخان آزمايش

بود، ريزوسفر گياهان در مناطق مختلف ايران جداسازي شده 
ــد ــتفاده نمودن ــويه منتخــب. اس  ،P. fluorescens VUPF5 س

ايـن  . در گلخانه كنترل نمايد درصد 85توانست بيماري را تا 
هــاي ثانويــه از  تســويه داراي توانــايي بــالا در توليــد متابوليــ

ــازين و      ــاز، فن ــدروژن، پروتئ ــيانيد هي ــيدروفور، س ــه س جمل
). Lagzian et al., 2013(هاي فرار ضدقارچي بـود   متابوليت

ــژوهش ديگــري كــه  ــاكتري  از جــنس در پ ــاي مختلــف ب ه
ــل    ــارچ عامــ ــرل قــ ــراي كنتــ ــت بــ ــاخورآنتاگونيســ   ةپــ

ــدم ــاكتري  گن ــد، ب ــتفاده ش ــوط  اس ــاي مرب ــهه ــاي جــنس ب   ه
Pseudomonas ،Bacillus  وErwinia ترين مــؤثر عنــوان بــه

ــتي   ــار زيس ــل مه ــم   عوام ــدند، ه ــي ش ــاري معرف ــين  بيم چن

ثير زيادي در كاهش بيماري پـاخوره و  أهاي نماينده ت باكتري
ــاخص  ــزايش ش ــتند     اف ــه داش ــاه در گلخان ــدي گي ــاي رش ه

)Jolideh et al., 2012 .(23اي توان آنتاگونيسـتي  در مطالعه 
در مزارعــي بــا تاريخچــه متفــاوت در  بــاكتري آنتاگونيســت،

براساس نتايج . زوال بيماري پاخوره مورد ارزيابي قرارگرفت
ها توانستند روي محـيط كشـت   دست آمده، نيمي از جدايه هب

گنــدم از فعاليــت قــارچ بيمــارگر جلــوگيري نماينــد  ةو ريشــ
)Nasraoui et al., 2007 .(    در تحقيقـات مختلـف كـارايي

هاي  ست سودومونادهاي فلورسنت، گونههاي آنتاگوني جدايه
هـاي   هايي از جنس چنين جدايه ، همBacillusمختلف جنس 

Serratia،Paenibacillus  ،Klebsiella و Acinetobacter 

در كــاهش خســارت بيمــاري پــاخوره اثبــات شــده اســت  را 
)Nasraoui et al., 2007; Sakalauskas et al., 2014; 

Wang et al., 2015.( 

هاي ثانويه  از محققان اعتقاد دارند توليد متابوليتبرخي 
هـاي  هـاي توليـد شـده توسـط بـاكتري     بيوتيـك ويژه آنتـي  به

توانـد   آنتاگونيست با مهار بيماري در گلخانه رابطه دارد و مي
هاي برتر در آزمايشگاه عنوان ابزاري در انتخاب اوليه سويه به

در اين ). Cavaglieri et al., 2004(مورد استفاده قرار گيرد 
هـاي   هاي ثانويه باكتري در ارزيـابي مطالعه نيز توليد متابوليت

داري بـين   اوليه مورد توجه قرارگرفـت امـا همبسـتگي معنـي    
هــاي انجــام شــده در هــاي ثانويــه در آزمــونتوليــد متابوليــت

. آزمايشگاه با مهار زيستي بيمـاري در گلخانـه مشـاهده نشـد    
يكـي از ايـن   . مختلفي داشـته باشـد   تواند دلايلاين نتيجه مي

هـاي بـاكتري بـا محـيط     موارد، تفـاوت در سـازگاري سـويه   
ــت كــه فقــط برخــي از      . گلخانــه اســت  حقيقــت ايــن اس
ــاكتري ــارچ  ريزوب ــايي كــه در آزمايشــگاه از رشــد ق هــاي ه

نمايند، قادرند در گلخانـه نيـز موجـب    بيمارگر جلوگيري مي
نـوع جدايـه و شـرايط     بهكاهش بيماري شوند كه اين توانايي 

هاي باكتري عقيده دانشمندان، جدايه به. محيطي بستگي دارد
B. subtilis هاي مختلف موجـب كـاهش   با استفاده از روش

ها شامل برتـري در   اين مكانيسم. شوند بيماري در گياهان مي
اي كـه نتيجـه آن كلنيزاسـيون سـريع      رقابت مكـاني و تغذيـه  

ــت  ــد متابولي ــاريشــه اســت، تولي ــه ه ــوع ب ــه متن ــژه  ي ثانوي وي
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هـاي   ها، توليد تركيبات مشابه هورمـون  ها، آنزيم بيوتيك آنتي
رشد گياه، افزايش جذب مواد غـذايي توسـط    ةدهند  افزايش

 ,.Johansson et al(باشـد   گيـاه مـي   بهريشه و القاء مقاومت 

هاي بـا توانـايي   در اين تحقيق، تعداد زيادي از سويه ).2003
ميزان زيـادي مهـار    بهبالا، بيماري را در گلخانه توليد بيوفيلم 

 B9و  B1 ،B3 ،B4هاي  كاهش بيماري توسط سويه. نمودند
ها در آزمايشگاه نيز ميزان اين سويه. درصد بود 73-100بين 

و  a ،abهاي آماري  بيوفيلم زيادي را توليد نموده و در گروه
bc هـاي   چنـين سـويه   هـم . قرار گرفتندB5 ،B22  وB26   كـه

درصد كـاهش دادنـد، در آزمايشـگاه نيـز      20-40بيماري را 
بيوفيلم بسيار ناچيزي توليد كرده و از نظر آماري با شـاهد در  

سـتگي بـين صـفات    ببررسي ميزان هم. يك گروه قرارگرفتند
آزمايشـــگاه و گلخانـــه نشـــان داد، بـــين توليـــد بيـــوفيلم در 

ــه،    ــاري در گلخانـ ــتي بيمـ ــار زيسـ ــگاه و مهـ  71/0آزمايشـ
محققـان مختلـف در مقـالات خـود     . همبستگي وجود داشت

بايسـت بـا توليـد    هاي بيوكنترل مي اين موضوع كه مكانيسم به
انـد   بيوفيلم ميكروارگانيسم رابطه داشـته باشـد، اشـاره نمـوده    

)Davey & O’Toole, 2000; Molina et al., 2003; 

Morikawa, 2006 .(هــاي تــوان بــالاي آنتاگونيســتي ســويه
دهنده بيوفيلم، ممكن است با استقرار موفـق و بـادوام   تشكيل
ها روي ريشه گياه كه نتيجه تشكيل سريع بيوفيلم است، سويه

اعتقاد دارنـد توانـايي    )2004( و همكاران Bais. مرتبط باشد
ــاكتري  ــوفيلم در بــــــــــــــ ــد بيــــــــــــــ   توليــــــــــــــ

B. subtilis    رابطه مستقيم با توان مهـار زيسـتي بيمـاري دارد .
در مهـار زيسـتي    B. subtilis 6051از سويه  اي كهدر مطالعه

ــارگر   ــاكتري بيم ــاه  P. syringae pv. tomatoب روي گي
Arabidopsis  در شرايط آزمايشگاه و سويه استفاده شد، اين

اين . خاك قادر به حفاظت گياه در برابر باكتري بيمارگر بود
محض اينكه روي ريشـه گيـاه مسـتقر     بهباكتري آنتاگونيست 

مقادير زيادي بيـوفيلم و سـورفكتين توليـد نمـوده و     شود، مي
در اين سـويه ترشـح سـورفكتين و    . پوشاندسطح ريشه را مي

ــرار دارد     ــم ق ــا ه ــاط ب ــوفيلم در ارتب ــه از  . بي ــورفكتين ك س
هـاي بـالا   هاي مهم اين باكتري است در غلظـت بيوتيك آنتي

تاثير سورفكتين بـر توليـد   . قادر به از بين بردن بيمارگرهاست
ــاكتري ــوفيلم در بـــ ــاي  بيـــ ، Salmonella entericaهـــ

Escherichia coli  وProteus mirabilis    بـرعكس بـاكتري
B. subtilis    ــورفكتين ــوفيلم در حضــور س ــد بي ــوده و تولي ب
شود وجود سورفكتين زياد از طرفي گفته مي. يابد كاهش مي

، از كلنيزاسـيون  B. subtilis 6051توليد شـده توسـط سـويه    
 .P. syringae pvهـا از جملـه بـاكتري    روارگانيسمساير ميك

tomato نمايـد  گيـاه آرابيدوپسـيس ممانعـت مـي     ةروي ريش
)Bais et al., 2004 .(      در مطالعـه حاضـر نيـز همبسـتگي بـين

ها در آزمايشگاه و مهار زيسـتي بيمـاري   توليد بيوسورفكتانت
هـاي سـاير   يافتـه . ارزيابي شـد  85/0در گلخانه  گندم ةپاخور

ــي  م ــان م ــان نش ــي حقق ــد آنت ــكده ــدي  بيوتي ــاي ليپوپپتي ه
باسيلومايســين، فنجايســين و ســورفكتين بيشــترين تــاثير را در 

انـد،   داشته B. subtilis UMAF6614توان مهار زيستي سويه 
ــه ــويه       ب ــن س ــورفكتين در اي ــد س ــاهش تولي ــه ك ــوري ك ط

ــوفيلم، كلنيزاســيون   آنتاگونيســت، موجــب كــاهش توليــد بي
ايي گياه خربزه و سركوب بيمـاري سـفيدك   سطوح اندام هو

در واقع كاهش توليد سـورفكتين روي  . سطحي كدوئيان شد
كـه   TasAساكاريدهاي خـارج سـلولي و پـروتئين    توليد پلي

  B. subtilisتـرين پـروتئين موجـود در بيـوفيلم بـاكتري     مهـم 
 ,.García-Gutiérrez et al(است، تاثير منفـي داشـته اسـت    

2013; Zeriouh et al., 2014.(  
هاي هاي ما در اين پژوهش نشان داد برخي سويهيافته

بررسي شده داراي پتانسيل بالا در مهـار زيسـتي قـارچ عامـل     
ايـن  . باشـند در آزمايشگاه و گلخانه مي گندم ةپاخوربيماري 

 ةهاي گيـاهي نتيج ـ بيماريدهد كاهش يا مهار نتايج نشان مي
هـاي ثانويـه مختلـف    يـت هـاي متنـوع و توليـد متابول   مكانيسم

نحـوي   مهار زيستي بوده، بـه  مؤثر هايتوسط ميكروارگانيسم
يـك يـا چنـد      بـه تـوان كـاهش يـا مهـار بيمـاري را      كه نمـي 

هــاي بيشــتر بيمــاري مــؤثر كنتــرل. مكانيســم مربــوط دانســت
شـود امـا در مـورد    هـاي شـيميايي انجـام مـي    گياهي بـا روش 

ثير بـوده و  أت ـ د بـي هاي موجوكشقارچ گندم ةپاخوربيماري 
شـوند،  جز چند مورد كه براي ضدعفوني بـذر اسـتفاده مـي    به

كمبــود ارقــام متحمــل و مقــاوم    . كــارايي لازم را ندارنــد 
باشد، بيماري نيز از مشكلات ديگر در مهار اين بيماري مي به

بنايراين استفاده از عوامل مهـار زيسـتي قـارچي و باكتريـايي     
ــه ــار ســاير روشهــاي جــايگزين عنــوان روش ب ــا در كن هــا ي
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در اين مطالعه سه . واقع شود مؤثر تواند در كاهش بيماري مي
همبســتگي بــالايي در توليــد بيــوفيلم و  B4و  B1 ،B3ســويه 

 گندم ةپاخوربيوسورفكتانت در آزمايشگاه با كاهش بيماري 
هـاي برتـر   عنـوان سـويه   ها بهاين سويه. در گلخانه نشان دادند

هـاي تكميلـي مـورد     ب شـدند و در بررسـي  اين مطالعه انتخـا 
هاي حاصل از اين بر اساس يافته. استفاده قرار خواهند گرفت

ــاكتري  ــايي توليــد بيــوفيلم توســط ب هــاي مفيــد تحقيــق، توان
  هــاي مهــم در انتخــابعنــوان يكــي از ويژگــي توانــد بــه مــي
  .هاي آنتاگونيست در كاربردهاي عملي در نظر گرفته شود سويه

  گزاري سپاس
نويســنده مقالــه از خــانم مهنــدس لــيلا صــادقي و آقــاي 

محققـان موسسـه تحقيقـات     ترتيـب  بـه مهندس مجتبي قلندر، 
ثبــت و گــواهي بــذر و نهــال و مركــز تحقيقــات و آمــوزش  

هـاي قـارچ   كشاورزي استان مركزي، به جهـت اهـدا جدايـه   
  .نمايد بيمارگر تشكر و قدرداني مي
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Abstract 

Wheat take-all is one of the most important soil-borne fungal diseases that causes significant annual 

damage to this strategic crop in the world including Iran. In this study, potential of 27 antagonistic bacterial 

strains of Bacillus subtilis was evaluated in the biocontrol of Gaeumannomyces graminis var. tritici, the causal 

agent of wheat take-all in the laboratory and greenhouse conditions. In dual culture experiment, all studied 

strains had inhibition zone against growth of the pathogenic fungus and they prevented fungal growth between 

39.48-96.29%. In antifungal volatile metabolites production, some strains reduced fungal growth up to 87.62%, 

while this for some others was less than 20%. In extracellular liquids secretion at three concentrations of 5, 15 

and 25%, the most effective concentration was 25%. Results of biosurfactant production and biofilm formation 

showed that all the studied strains produced biosurfactant and biofilm with high variation. Correlation between 

production of biosurfactant and biofilm in in vitro was 0.83. Eleven strains with different potential in 

antagonistic effects and biofilm formation were selected for the possibility of disease biocontrol in the 

greenhouse conditions. All strains decreased the disease between 20-100%. About 72% of the trains reduced 

disease more than 50% comparing to the control. Correlation of 0.71 and 0.85 was obtained between biofilm 

formations and biosurfactant production in the laboratory and the greenhouse in the biological control of the 

disease. 

Keywords: antagonistic ability, biofilm, biosurfactant, Bacillus, Gaeumannomyces graminis 


