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  چكيده

 از نقطـه نظـر توانـايي تـشكيل بيـوفيلم و ميـزان         تحقيق حاضر، اثر جدايه هاي باسيلوس داراي قدرت بيو كنترلي بالا عليه نماتد ريـشه گرهـي،            در
ختلـف   جدايه باسيلوس بدست آمده از ريزوسفر گوجه فرنگـي از نـواحي م             139از ميان     . كلونيزاسيون ريشه در شرايط آزمايشگاه مورد ارزيابي قرار گرفت        

 جدايه كه در آزمون سنجش زيستي بيشترين درصد مرگ و مير لارو و عدم تفريخ تخم را نشان دادند، از نظر تشكيل بيـوفيلم                15استان خراسان رضوي،    
 و  MD6.5  ،MD1.8  ،Bag2.13  ،N2.2  ،FT1.7بـر اسـاس ميـزان توليـد بيـوفيلم، شـش جدايـه                 . در شرايط آزمايشگاه مورد آزمون قـرار گرفتنـد        

B.subtilisبر اساس يافته هاي بررسي حاضر، دو جدايه .   براي آزمايشات گلخانه اي و سنجش كلونيزاسيون ريشه انتخاب شدندMD1.8و  MD6.5 
اي بر روي ريشه ه ـ     درصد مرگ و مير لارو در آزمون سنجش زيستي، تشكيل بالاترين ميزان بيوفيلم در شرايط آزمايشگاه، استقرار                 99 و   75به ترتيب با    

  سلول باكتري در ميلي ليتر، كاهش علائم بيماري در مقايسه با شاهد آلوده به نماتـد و                   2×106 و     1×106گوجه فرنگي رقم ارلي اوربانا وي اف به ميزان          
. يشنهاد مـي شـوند  توسعه پارامترهاي رشدي گياه گوجه فرنگي در شرايط گلخانه، به عنوان جدايه هاي باسيلوس توانمند، جهت بررسي هاي مزرعه اي پ                    

عامـل   به نظر مي رسد توانايي كلونيزاسيون قوي ريشه گياه گوجه فرنگي توسط جدايه هاي باسيلوس بتواند نقش مهمي در حفاظت گيـاه عليـه بيمـارگر        
  .ريشه گرهي داشته باشد

 
  باسيلوس، بيوفيلم، كلونيزاسيون، كنترل، نماتد: كليديهاي واژه

 
   1 مقدمه

يا عـدم اسـتفاده از سـموم شـيميايي          به كاهش   گرايش روزافزون   
جهت كنترل بيماري هاي گياهي منجر به توسعه روش هاي جايگزين      

يكي از اين روش هـا اسـتفاده از         . يا همراه كنترل شيميايي شده است     
روش هاي مورد استفاده در     . ميكروارگانيسم هاي مفيد خاك مي باشد     

يبات شيميايي نامطلوب   كنترل بيولوژيك موجب كاهش استفاده از ترك      
بررســـي اهميـــت . و مـــضر بـــراي ســـلامت انـــسان مـــي شـــود

هاي موجود در خاك و اطراف ريـشه گيـاه و چگـونگي       ميكروارگانيسم
كارايي روش هاي مولكولي جديد جهت مطالعـه آنهـا، ديـدگاه هـاي              
جديدي را پيش روي محققان مباحث كنترل بيولوژيك قرار داده است           

ــشتر اكوس). 15( ــادي از   در بي ــسيار زي ــوع ب ــشكي تن ــاي خ ــستم ه ي
ميكروارگانيسم ها مشاهده مي شود، به همين ترتيب در محيط محدود        
                                                            

، دانـشيار، اسـتاديار و   مربـي  به ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشـد،  -5 و 4، 3، 2،  1
 استاد گروه گياهپزشكي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد

  )Email: s.baghaee@ferdowsi.um.ac.ir      : نويسنده مسئول -(* 

فراريشه گياهان، فعاليت هاي ميكروبي مختلفي رخ مـي دهـد كـه از              
مـواد مترشـحه از ريـشه    . محتواي ترشحات ريشه گياه تاثير مي پذيرد     

م هاست و انرژي لازم     حاوي انواع مواد غذايي مورد نياز ميكروارگانيس      
. جهت رشد، تكثير و فعاليت هاي فيزيولوژيكي آنها  را فراهم مي آورد            

هاي  اين زيستگاه كوچك، محلي براي تعامل بين گياه، ميكروارگانيسم        
ها  در منطقه ريزوسفر، ميكروارگانيسم   ). 16( مفيد و بيمارگرها مي باشد    

يجاد شده اسـت،    براي كسب مواد غذايي كه از طريق ترشحات ريشه ا         
رقابت مي كنند كه اين عامل، فاكتور موثري در اكثر برهم كنش هاي             

پيشرفت ). 17(بين باكتري هاي فضاي فراريشه و بيمارگرها مي باشد          
هاي موجود در زمينه تكنولوژي مولكولي و ميكروسكوپ ها، تحقيقات          

براي درك جزئيات بيشتر ممكـن سـاخته        ميكروبي را   روي اجتماعات   
بيوفيلم توده اي از ميكروارگانيسم ها مي باشد كه در آن تـوده،             . است

 به يكديگر و به سطحي كـه بـر روي آن قـرار گرفتـه انـد،       سلول ها
اين سلول هاي چسبيده و محكم، بـه وسـيله مـاتريكس            . چسبيده اند 

توليد شده حاصل از مواد پليمري خارج سلولي به سختي بـه يكـديگر              
بسياري از ميكروارگانيسم ها مثل بـاكتري       ). 33 و   31(متصل شده اند    

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  نشريه
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  1393 بهار، 1شماره، 28، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      80

. باشند ها، پروتوزوئرها، قارچ ها و جلبك ها قادر به تشكيل بيوفيلم مي           
در تشكيل بيوفيلم موادي توليد مي گـردد كـه بـاكتري هـاي منفـرد                

تحقيقات انجام شده وجود چندين ). 13 و 6( توانايي توليد آن را ندارند
پديـده  . سازد ا در تشكيل بيوفيلم مطرح مي     مكانيسم با منشاء ژنتيكي ر    

 و توليد پيام آور جديد ثانويه تحت نام سيكليك          1حد نصاب حس گري   
كلونيزاسـيون بـا   . در اين امـر نقـش دارنـد    2دي گوانوزين منو فسفات

تشكيل بيوفيلم ارتباط تنگاتنگ داشته و ر اهكاري جهت بقاء بـاكتري            
نـين بـه عنـوان يـك        همچ. در برابر تنش هـاي محيطـي مـي باشـد          

مكانيسم دفاعي در باكتري هاي مفيد عليه سـاير ميكروارگانيـسم هـا             
در يك گرم خاك فراريشه ممكنست چنـدين هـزار          ). 25(مطرح است   

ژنوتيپ ميكروبي يافت شـود، برخـي از بـاكتري هـاي همـراه ريـشه                
ــي ــا را      م ــه آنه ــند ك ــته باش ــاه داش ــدي روي گي ــرات مفي ــد اث توانن

. نامنـد   مـي  PGPR(3( فزايش دهنده ي رشـد گيـاه      هاي ا  ريزوباكتري
باكتريهاي افزايش دهنده رشد گيـاه، تـاثيرات مثبتـي بـر پارامترهـاي              
سرعت جوانه زني بذر، تحمل گياه به خشكي و تنش شوري، افـزايش             
وزن اندام هـاي هـوايي، ريـشه و مهمتـر از همـه كنتـرل بيولوژيـك                  

 حـاكي از اهميـت      مطالعـات مختلـف    ).14(بيماريهاي گيـاهي دارنـد      
تشكيل بيوفيلم، توسط باكتريهـاي افـزايش دهنـده رشـد در حفاظـت              

 .B و Paenibacillus polymyxaبـاكتري هـاي   . گياهان دارنـد 

subtilis اســترين ATCC 6051 ــا تــشكيل ســاختارهاي شــبه  ب
بيوفيلم، به ترتيب ريشه هاي گياهان بادام زمينـي و آرابيدوپـسيس را             

ان را در مقابل آلودگي بـه بيمارگرهـا محافظـت           كلونيزه نموده و گياه   
گزارشاتي اندكي در ارتبـاط بـا رفتـار گونـه هـاي      ). 11و1(مي نمايند    

مختلـــف باســـيلوس در توليـــد بيـــوفيلم و بـــالاخص نقـــش آن در 
كلونيزاسيون ريشه و متعاقب آن كنترل بيولوژيك بيمارگرهاي گياهي         

 .B و) 27 و B. subtilis)  26گونــــه هــــاي . وجــــود دارد

amyloliquefaciens )29 به عنـوان تـشكيل دهنـده قـوي        )39 و
در كلونيزاسـيون بـذز     .  بيوفيلم بر سطح ريشه گياهان مطـرح هـستند        

 پارامترهـايي چـون   ،B. amyloliquefaciens سويا توسـط گونـه   
كموتاكسيس، رشد و تشكيل بيوفيلم دخيل مـي باشـند، كـه تغييـرات              

با وجـود   ). 39( در اين امر دخالت دارد       كمي تركيبات مترشحه از ريشه    
ثيرپذيري بالاي جدايه هاي جنس باسـيلوس در كنتـرل نماتـدهاي            أت

 20(و افزايش شاخص هاي رشدي گياه     ) 38 و   37، 25( گياهيبيمارگر
، در ارتباط با مكانيسم القاء سركوب نمودن نماتد هـاي بيمـارگر         )24 و

ياهي، مطالعـات انـدكي   گياهي توسط باكتريهاي افزايش دهنده رشد گ   
 توليــد كننــده B. subtilis جدايــه هــاي  ). 3(انجــام شــده اســت 

 توانــايي كنتــرل بيمارگرهــاي  ســرفكتين و تــشكيل دهنــده بيــوفيلم،

                                                            
1 - Quorum sensing 
2 - Cyclic DGMP 
3 - Plant Growth Promoting Rhizobacteria 

باكتريايي آرابيدوپسيس را در مقايسه با جدايه جهـش يافتـه ناكـارا در              
ازهـاي  فعاليت بيماريزايي برخـي پروتئ ). 1(توليد تركيبات فوق، را دارد   

مترشحه از گونه هاي  باسيلوس، تاثير مثبتي در مـرگ وميـر نماتـدها          
گزارشات متعددي مبني بر نقش بيوفيلم در كـارايي         ). 30(داشته اشت   

 مـورد تـاثير     در) 18( خضري و همكاران  بررسي  . بيوكنترل وجود ندارد  
 حـاكي  B. subtilisنوع محيط كشت و ميزان توليد بيوفيلم در گونه 

همچنـين نتـايج    . همبستگي بين دو فـاكتور فـرض شـده بـود          از عدم   
آزمايشات اين گروه، عدم وجود ارتباط بين قنـدها و اسـيدآمينه هـاي               
مترشحه از ريشه گندم بر روي تشكيل بيـوفيلم در بـاكتري مـذكور را               

سيستم مدل براي تعاملات گوجـه      ) 4( در بررسي هاي اخير   . نشان داد 
عليه بيمارگرهاي گيـاهي ارائـه شـده     B. subtilisفرنگي و باكتري 

بر اساس يافته هاي اين گروه، تشكيل بيـوفيلم باعـث تـسهيل             . است
 مـي شـود  و ايـن    B. subtilisكلونيزاسيون ريشه هاي گياه توسـط  

پديده، گام ابتدايي براي القاء فعاليت بيوكنترل گياه عليه بيمارگرهـاي           
س هاي افزايش دهنده     باسيلو در بررسي حاضر، تاثير   . گياهي مي باشد  

رشد گياه، از نقطه نظر قدرت كلونيزاسيون ريشه گياه گوجه فرنگـي و             
  . كاهش جمعيت نماتد ريشه گرهي ارزيابي مي شود

  
  ها مواد و روش

  جداسازي و شناسايي جدايه هاي جنس باسيلوس
شامل ريشه هاي گنـدم همـراه بـا خـاك         (  نمونه خاك  128تعداد  

ارع مختلف گوجـه فرنگـي اسـتان خراسـان          از مز ) فراريشه اطراف آن  
 و  10-3 پس از تهيه سري رقت، رقت هـاي       . رضوي جمع آوري گرديد   

 روي محيط كشت آگار غذايي كشت داده شدند و مراحل خالص            4-10
شناسايي جنس باسـيلوس    . سازي تك كلني هاي باكتريايي انجام شد      

  .انجام شد) 34( از بين جدايه هاي باكتريايي به روش شاد و همكاران
  

انتخاب جدايه هاي برتر جنس باسيلوس در آزمون زيـست          
  سنجي در شرايط آزمايشگاه

آزمون سنجش زيستي جدايه هاي باسيلوس بر اساس روش تغيير          
 15تعـداد   . در شرايط آزمايشگاه انجام شـد     ) 21(يافته ليان و همكاران     

نشان جدايه كه بيشترين درصد مرگ و مير لارو و عدم تفريخ تخم را              
  .دادند، براي انجام بررسي هاي بعدي انتخاب شدند

  
  توانايي تشكيل بيوفيلم توسط جدايه هاي برتر باسيلوس

ابتـدا  ). 28( به  روش  ناگورسكا و همكاران انجام شـد         اين آزمون   
  در LBجدايه هاي باسيلوس به مدت يك شبانه روز در محيط كشت         

ر دقيقـه رشـد داده       دور د  120 در حالـت تكـان خـوردن         C°37دماي  
 LBسوسپانسيون باكتري بدست آمده توسط محيط كشت تازه  .شدند



  81      ...بررسي جدايه هاي باسيلوس افزايش دهنده رشد گياه

.  بار رقيق تر گرديدند    350تا  ،  =1OD600رقيق و بعد از تنظيم غلظت       
 ميكروليتر از سوسپانـسيون رقيـق شـده درون چاهكهـاي            250ميزان  

 C°37  سـاعت در دمـاي     70پليت اليزا ريخته شد و پليـت بـه مـدت            
شدن درون انكوباتور قرار گرفت، ايـن آزمـايش در قالـب            بدون شيك   

 بـدون  LBاز محيط كـشت   .  تكرار انجام شد   3طرح كاملا تصادفي با     
مربـوط بـه     (B.subtilisباكتري به عنوان شـاهد منفـي و از جدايـه            

. به عنوان شاهد مثبت استفاده شد     ) كلكسيون دانشگاه فردوسي مشهد   
پليت با آب مقطر، پليـت ا       پس از حذف محيط كشت و شست و شوي          

متعاقب آن، بـراي تثبيـت      .  انكوبه گرديد  C°37  دقيقه در  15به مدت   
بعـد از حـذف     . بيوفيلم بر روي ديواره هاي پليت، متـانول اضـافه شـد           

متانول و شستن چاهكهاي پليت طبق مراحل قبل، محلـول كريـستال     
 ـ      ه ويوله يك درصد براي رنگ آميزي سلول هاي باكتريايي چـسبيده ب

بعـد از گذشـت پـنج دقيقـه محلـول           . ديواره هاي پليت اضافه گرديـد     
ميزان چسبندگي باكتري هـا     . كريستال ويوله حذف و پليت شسته شد      

 نانومتر توسط   492به چاهكهاي پليت، بر اساس كدورت در طول موج          
  .  ارزيابي گرديدELISA readerدستگاه  

  
  آزمايشات گلخانه اي

ن شش جدايه باكتريايي كه بيـشترين       در اين آزمون همبستگي بي    
 آزمايشگاه نشان دادند بـر كنتـرل    ميزان تشكيل بيوفيلم را در شرايط

بيماري ريشه گرهي گوجه فرنگي در شرايط گلخانه مورد ارزيابي قرار           
براي تهيه مايه تلقيح جدايه هاي باسيلوس از روش صـديقي و        . گرفت

اءهاي سه هفته اي گوجـه      نش. با اندكي تغيير استفاده شد    ) 35(شوكت  
 به گلدان هاي پلاستيكي به قطـر  Early urbana VFفرنگي رقم 

خاك گلـدان مخلـوطي از خـاك زراعـي،          .  سانتي متر منتقل شدند    15
كـشت مـايع سـه روزه جدايـه         . انتخاب شد ) 1:2:2(خاك برگ، ماسه    

 واحد تـشكيل دهنـده ي كلنـي در          108-107هاي باكتريايي با غلظت     
 ميلـي ليتـر از هـر        15سپس ميـزان    . تهيه شد ) CFU/ml( ميلي ليتر 

يك از سوسپانسيون هاي باكتريايي به خاك اطراف گياهچه ها اضافه           
 لارو سـن دو  2000دو روز بعد از تيمار گياهان با بـاكتري، تعـداد       . شد

Meloidogyne javanica    به داخل سه حفره تعبيـه شـده اطـراف 
 45ل كنندگي جدايـه هـا پـس از          قابليت كنتر . هر گياهچه افزوده شد   

روز از زمان تلقيح نماتدها، بر اساس شاخص هاي تعـداد گـال، تعـداد               
علاوه بر آن ، وزن تر ريشه، وزن تر انـدام           . توده تخم مشخص گرديد   

هوايي، وزن خشك ريشه، وزن خـشك انـدام هـوايي، طـول ريـشه و            
با نماتد بـه    در اين آزمايشات از تيمار گياه       . طول ساقه نيز محاسبه شد    

عنوان شاهد مثبت و از تيمار گياه سالم به عنوان شاهد منفي و نيـز از                
  درصد در هـر گلـدان      10گرم گرانول   نماتد كش راگبي به ميزان يك       

  .استفاده شد
  

  آزمون كلونيزاسيون ريشه 
در آزمون كلونيزاسيون ريشه نيز شش جدايه برتـر مـورد بررسـي             

با كمي تغيير   ) 19(ش كيم و همكاران     اين آزمون طبق رو   . قرار گرفتند 
 5 سانتي متري تا ارتفاع      20لوله هاي شيشه اي استريل      . انجام گرفت 

 سانتي متري به ترتيب از ماسه درشـت و مخلـوط خـاك و ماسـه                 7و  
براي مرطـوب نمـودن خـاك از آب مقطـر اسـتريل             . استريل پر شدند  

 از  پـس Early urbana VFبـذر گوجـه فرنگـي رقـم     . استفاده شد
ضــدعفوني بــا هيپوكلريــت ســديم ،آبكــشي بــا آب مقطــر اســتريل و 

 cfu /ml105x2 دقيقــه در سوسپانــسيون  20بــه مــدت  هــوادهي، 
.  مولار فسفات منيزيم قرار داده شـد 1/0باكتري رقيق شده در محلول  

در هر لوله استريل، يك بذر گذاشته و توسط مخلـوط خـاك و ماسـه                
 3 بـه مـدت      c º25ر محفظه رشـدي در      تيوبها د . استريل پوشانده شد  

 مـولار فـسفات منيـزيم       1/0بذور شاهد  با محلـول       . هفته قرار گرفتند  
مايه زني شده و در طول آزمايش، از محلول هوگلند رقيق شده بـراي               

 قطعـات ريـشه در نـه         در انتهاي آزمايش،  . تغذيه تيوب ها استفاده شد    
 دقيقه ورتكـس  3مدت  مولار فسفات منيزيم به    1/0ميلي ليتر محلول    

. و پس از تهيه سري رقت، كشت در محسط آگـار غـذايي انجـام شـد               
 در هر گـرم     cfu بر اساس    º30 ساعت در    48شمارش كلني ها بعد از      

  .اين آزمايش در چهار تكرار انجام گرفت. ريشه محاسبه شد
  

  نتايج
  شناسايي جدايه هاي باكتريايي

اده از كليـدهاي    بر اسـاس آزمـون هـاي انجـام شـده و بـا اسـتف               
 جدايــه باكتريــايي كــه در آزمــون ســنجش زيــستي در 16شناســايي، 

 شناسـايي  .Bacillus sppآزمايشگاه انتخـاب گرديدنـد، بـه عنـوان     
همه اين باكتري ها گرم مثبت، كاتالاز مثبـت، داراي اندوسـپور            . شدند

بيضوي، داراي سلول هاي ميله اي شكل و فاقـد اسـپورانژيوم متـورم              
 و رشـد    %5 و رشد در كلريد سـديم        VPست تحرك، ژلاتين،    ت. بودند

تـست  .  در اين جدايه ها مثبت ارزيابي شـد :pH 5/5 در محيط داراي
، استفاده از سـيترات، رشـد       %7هيدروليز نشاسته، رشد در سديم كلريد       

با وجـود تغيـر در برخـي        .  در اكثر جدايه ها مثبت بود      C°40در دماي   
يد اسيد از زايلوز و مانيتول، لـستيناز، رشـد          آزمون ها چون اكسيداز، تول    

، تمامي جدايه ها به گونه هاي جنس باسيلوس تعلـق           C°50در دماي   
  .داشتند
  

تعيين مناسب ترين جدايـه هـا بـر اسـاس تـست سـنجش               
  زيستي

 جدايــه در آزمــون ســنجش 15 جدايــه، در نهايــت 139از ميــان 
اي بعـدي    بـراي آزمـايش ه ـ  B. subtilisزيستي همراه بـا جدايـه   
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 - 3/99درصد مرگ و مير لارو در اين جدايـه هـا بـين              . انتخاب شدند 
  . متغير بود درصد3/98 تا 44و درصد عدم تفريخ تخم بين درصد  65

  
  تشكيل بيوفيلم در جدايه هاي باكتريايي

جدايـه  15تجزيه و تحليل داده هاي مربوط به تشكيل بيوفيلم در           
نشان داد كـه   SPSS (version17)  منتخب با استفاده از نرم افزار 

اختلاف معني داري بين تـشكيل بيـوفيلم در جدايـه هـاي بـاكتري و                
بر اساس يافته هاي حاصل و گـروه بنـدي تيمارهـا،            . شاهد وجود دارد  

ــه هــاي باكتريــايي     MD6.5 ،MD1.8 ،Bag2.13 ،N2.2جداي
بيشترين اختلاف معني دار را با شـاهد نـشان دادنـد و داراي توانـايي                

 نيـز   Bs و   FT1.7جدايـه هـاي     . الايي از نظر تشكيل بيوفيلم بودند     ب
 نـشان   492بعد از چهار جدايه ذكر شده جذب بـالايي در طـول مـوج               

دادند كه نشان دهنده تشكيل بيوفيلم بيشتر در مقايسه بـا شـاهد مـي              
 تكرار بـراي هـر جدايـه مـي باشـند        3داده هاي نهايي ميانگين     . باشد

   ).1شكل (
  

   گلخانه ايآزمايشات
گياهان تيمار شده بـا شـش جدايـه باكتريـايي جـنس باسـيلوس               
انتخاب شده در مرحله قبل، نسبت به تيمارهاي شـاهد سـالم و آلـوده               

نتايج حاصل از تـاثير شـش       . درجات متفاوتي از آلودگي را نشان دادند      
جدايه باكتريايي در شرايط گلخانه در حضور نماتد ريشه گرهي گوجـه            

 نشان داد كه تيمـار گياهـان بـا جدايـه هـاي      M. javanicaفرنگي 
 .B وMD6.5 ،MD1.8 ،Bag2.13 ،N2.2 ،FT1.7باكتريـــايي 

subtilis  ــوده تخــم در گياهــان  موجــب كــاهش تــشكيل گــال و ت
نتايج اندازه گيري وزن تر و خشك ريشه و اندام هاي هوايي            . گردد مي

بـل توجـه   و طول ريشه و اندام هـوايي نيـز نـشان دهنـده افـزايش قا             
فاكتورهاي رشدي در گياهان آلوده تيمار شده با جدايه هاي باكتريايي           

نتــايج بررســي ). 2 و شــكل 1جــدول (نــسبت بــه شــاهد آلــوده بــود 
همبستگي نشان داد كه، بين تشكيل بيوفيلم و شاخص توليد گـال در             

 بـا ضـريب     01/0گياهان گوجه فرنگي ارتبـاط معنـي داري در سـطح            
بـه ايـن معنـا كـه جدايـه هـايي كـه              . جود دارد ، و -33/0همبستگي    

چسبندگي بيشتري را در آزمون تشكيل بيوفيلم در شـرايط آزمايـشگاه            
داشتند، در گلخانه نيز شدت علائم بيماري ريشه گرهي گوجه فرنگـي            

را تا حد زيادي پايين آوردنـد و كـارايي          ) تعداد توده تخم و تعداد گال     (
عـلاوه بـر تـاثير    .  نشان دادندM. javanicaبالايي در كنترل نماتد 

بيوكنترلي جدايه هاي باكتريايي، كارايي آنهـا در افـزايش فاكتورهـاي            
جدايه هاي باكتريايي   ). 1جدول  (رشدي گياه مورد ارزيابي قرار گرفت       

MD6.5 ،MD1.8 ،Bag2.13  ــستي ــون ســنجش زي ــه در آزم ، ك
 76 و   98،  107موفق بودند، به عنوان بهترين جدايه ها بـه ترتيـب بـا              

درصد افزايش در وزن خشك ساقه نسبت بـه شـاهد سـالم مـشخص               
 عدد، تعداد توده تخـم      18استفاده از نماتد كش راگبي به ميزان        . شدند

را نسبت به شاهد آلوده كاهش داد، با اين وجود تيمارهاي باكتريـايي،             
تفاوت قابل ملاحظه اي در پارامترهـاي بيـوكنترلي و شـاخص هـاي              

شاهد آلوده و سالم و نماتد كش راگبي نـشان دادنـد            رشدي نسبت به    
)5%=P( .  جدايهBs       متعلق بـه كلكـسيون، در افـزايش رشـد طـولي 

 درصد نسبت به شاهد سالم      32 و   48ساقه و ريشه به ترتيب به ميزان        
و بالاترين ميزان افزايش رشد طولي را نسبت        ) 2شكل  (موثر واقع شد    

اما بر اساس جدول يك،     . ن داد به شاهد و جدايه هاي اين تحقيق نشا       
، دليلي بر افزايش وزن بخـش هـاي         Bsافزايش رشد طولي در جدايه      

همچنـين جدايـه هـاي باكتريـايي كـه در           . زير زميني و هوايي نـدارد     
آزمايشگاه ميزان چسبندگي بيشتري در آزمون تشكيل بيوفيلم داشتند،         

 قـرار    گياه را نيز برطبق جـدول يـك، تحـت تـاثير            فاكتورهاي رشدي 
  .دادند

  

 
ستون هايي كه با حروف مختلف نمايش داده شده اند بر .  نانومتر492 جذب نور در طول موج   ميزان تشكيل بيوفيلم در جدايه هاي برتر بر اساس-1شكل 

  . با يكديگر اختلاف معني دار دارند05/0اساس آزمون دانكن در سطح 

hij 

b 
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  آزمون كلونيزاسيون ريشه
زان كلونيزاسـيون بـاكتري هـا بـر روي ريـشه،            براي بررسـي مي ـ   

جمعيت باكتري هاي مستقر بر روي ريشه گياهان سالم تيمار شده بـا             
جدايه هاي باكتريـايي در آزمايـشگاه در آزمـون لولـه هـاي اسـتريل،                

هر شش جدايه منتخب بكار گرفته شده در آزمون گلخانـه،   .برآورد شد
بر پايـه   .  فرنگي بررسي شدند   نيز از نظر كلونيزاسيون ريشه گياه گوجه      

روش ســري رقــت و بــا در نظرگــرفتن ميــانگين تعــداد كلنــي هــا در 
 جمعيـت بـاكتري هـاي مـستقر در           تكرارهاي مربوطه و ضريب رقت،    

  MD1.8 وMD6.5 ي فراريشه گوجه فرنگي براي جدايه هـاي  ناحيه
  سلول باكتري در ميلي ليتر مي باشد كـه           1×106 و     2×106به ترتيب   

افزايش . ت به جمعيت اوليه باكتري تلقيح شده افزايش يافته است         نسب
قابل توجهي در جمعيت ساير جدايه هاي مورد بررسي در ايـن آزمـون            

  .ديده نشد
  

  بحث
يكي از مشكلات استفاده از ميكروارگانيسم هاي مفيد بـه عنـوان            
عوامل كنترل بيولوژيك عدم اسـتقرار يـا كـاهش پايـداري آن هـا در                

قابليت كلونيزه نمودن گياهان توسط عوامل      . وسفر مي باشد  محيط ريز 
ميكروبي مفيد يك پروسه چند پارامتري است كه مقاومت به سيـستم            
دفاعي گياه و توانايي شروع رشد روي سـطوح گيـاهي و گـسترش در               

  ).8(گياه را مي طلبد 
كلونيزاسيون ريـشه، فـاكتوري بـا اهميـت بـراي بـاكتري عامـل               
بيوكنترل مي باشد چرا كه به عامل آنتاگونيست براي بقـاي پايـدار در              

و حفاظت موفق گياهان ميزبان را بـه دنبـال          ) 12(خاك كمك نموده    
ترشحات ريشه در طي رشد گياه، مقدار زيادي مواد غـذايي           ). 32(دارد  

آمينواسيدها و اسيدهاي آلي توليد مـي كننـد كـه           از جمله انواع قندها،     
مي تواند به عنوان انرژي، كـربن و يـا منبـع نيتـروژن مـورد اسـتفاده                  

  ).25( ميكروارگانيسم هاي مفيد خاك قرار گيرد
  

  گي رقمگوجه فرن و شاخص هاي رشدي گياه M. javanica  تاثير جدايه هاي برتر از نظر تشكيل بيوفيلم در كنترل نماتد -1جدول 
 Early urbana VF  

  شاخص گال  تعداد توده تخم  وزن خشك ساقه  وزن خشك ريشه  وزن تر ساقه  وزن تر ريشه  جدايه باكتريايي
MD6.5 a8/35  a57/35  a67/5  a54/5  0c  c0  

MD1.8 b9/25  b4/28  b02/5  ab31/5  0c  0c  

Bag2.13 b6/24  b83/26  b5/4  cd71/4  0c  2b  

N2.2 efg7/11  c4/23  cd95/1  d31/4  1bc  2b  

FT1.7 fg77/10  d9/19  d76/1  cd59/4  67/1bc  2b  

B.s g2/9  g6/11  d77/1  e25/2  0c  0c 

  efg4/11  de4/17  cd1/2  e67/2  0c  0c  شاهد سالم

  h8/3  h67/4  e17/1  f4/1  33/24a  a4  شاهد آلوده
  de5/14  ef3/15  c41/2  e72/2  33/2b  2b  نماتدكش راگبي

 )P >05/0 (وف غيرمشترك داراي اختلاف معني دار مي باشند با حرستونميانگين هاي هر 

  
  

  

  

  

  

   نسبت به شاهد آلوده و سالمM. javanica هاي باسيلوس در افزايش طول ريشه و ساقه گوجه فرنگي آلوده به  تاثير جدايه-2شكل 
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هاي باكتريايي باسيلوس به علت دارا بـودن اسـپور، بـراي            جدايه  
د داشـته و از لحـاظ حفاظـت گياهـان در برابـر      پوشش دهي بذر كاربر 

ــستند    ــت ه ــائز اهمي ــاه، ح ــد گي ــاء رش ــاهي و ارتق ــاي گي . بيمارگره
 برخي مـواد  B. subtilisو  B. amyloliquefaciensهاي  استرين

افزايش دهنده رشد گياهي چون جيبرلين، انـدول اسـتيك اسـيد را در              
 تركيبـات   بـه نظـر مـي رسـد       ). 32(محيط فراريشه ترشح مي نماينـد       

هورموني مترشحه از باكتري اثر چشمگيري در فعاليـت هـاي رشـدي             
چرا كه تركيبات رشدي نقش مهمي در متحمل كردن گيـاه           . گياه دارد 

هاي ريشه داشته و باعث مي شوند ريشه هاي آسيب ديـده             به بيماري 
به سرعت توسط ريشه هاي جديد جـايگزين شـده و بـه ايـن ترتيـب                 

  . افزايش يابدانشعابات فرعي ريشه 
 جدايه هاي بدسـت آمـده از منطقـه          139 در اين بررسي، از ميان      

فراريشه گوجه فرنگي، پانزده جدايه بيشترين درصد مرگ و مير لارو و            
 را در آزمون سنجش زيـستي از        M.javanicaعدم تفريخ تخم نماتد     

آنزيم ها، متابوليت ها و مواد سمي توليد شده توسط          .  خود نشان دادند  
هاي جنس باسيلوس در كنترل نماتدها موثر شناخته شده اند كـه             ونهگ

مهمترين عامل، آنزيم هاي خارج سلولي نظيـر پروتئازهـا مـي باشـند              
تحقيقات زيادي بر روي اثر بازدارندگي گونه هاي مختلف جنس          ). 38(

 بـر روي گياهـان      Meloidogyneباسيلوس عليه گونه هاي بيمارگر      
فعاليت باكتري هاي جنس    ). 36 و   10،  9 (استمختلف انجام پذيرفته    

باسيلوس و ميزان كنترل عوامل بيماريزا توسـط آنهـا بـه كلنيزاسـيون       
موثر ريشه توسط اين باكتري ها بستگي دارد، لذا بررسي فاكتور ميزان         

  ). 17(تشكيل بيوفيلم ضروري مي باشد 
ي در تحقيق حاضر، اثر جدايه هاي باسيلوس داراي قدرت بيوكنترل      

 از نقطه نظـر توانـايي تـشكيل بيـوفيلم و      بالا عليه نماتد ريشه گرهي،   
ميزان كلونيزاسيون ريـشه در شـرايط آزمايـشگاه مـورد ارزيـابي قـرار               

 قـادر بـه توليـد      MD6.5  ،MD1.8جدايـه هـاي باكتريـايي       . گرفت
بيــوفيلم در شــرايط آزمايــشگاه بــوده و نــسبت بــه ســاير جدايــه هــا، 

را بهتر كلـونيزه نمـوده و متعاقـب آن كنتـرل            هاي گوجه فرنگي     ريشه
اثـرات تركيبـي درجـه      .  موثر بيماري را در شرايط گلخانه در برداشتند       

حرارت و مواد غذايي، در ميزان تكثيـر و تجمـع سـلولهاي باكتريـايي               
موجود در بيوفيلم موثر است و به نظر مي رسـد، گونـه هـاي مختلـف        

.  فاوت در تشكيل بيوفيلم دارند    باكتري از نظر فيزيولوژي، عملكردي مت     
فعاليت آنتاگونيستي جدايه هاي تشكيل دهنده بيوفيلم ممكن است به          
دليل تغييرات كلي درالگوي بيان ژني آنها در حالـت دسـته جمعـي در               

  ). 7( مقايسه با حالت انفرادي باشد 
 از B. subtilisسـه جدايـه   ) 26(در بررسي موسيوند و همكاران 

يلم و كلونيزاسيون ريشه در مقابل بيمارگرهاي قارچي        نظر تشكيل بيوف  
 ، جدايـه اي از      2012 در سال    )4 (چن و همكاران  . موفق عمل نمودند  

B. subtilis       را به عنوان تـشكيل دهنـده قـوي بيـوفيلم، بـر سـطح 

بر اساس يافته هاي اين گروه،      . هاي گوجه فرنگي معرفي نمودند     ريشه
يزاسيون ريشه، افزايش غلظت آنتي     تشكيل بيوفيلم باعث تسهيل كلون    

ــه     ــاه علي ــوكنترل گي ــت بي ــاء فعالي ــشه و الق ــراف ري ــك در اط بيوتي
تشكيل بيوفيلم توسط ژنهاي توليد كننده      . بيمارگرهاي مرتبط مي شود   

ماتريكس خارج سلولي، كه نگهدارنده سلولها در كنار هـم مـي باشـد،              
ترشـحات   ماليـك اسـيد موجـود در    -مولكولهـاي ال . كنترل مي شود  

ريشه گوجه فرنگي به طور مستقيم يا غير مستقيم از طريق هيستيدين            
 شناسايي شده و تشكيل بيوفيلم را بر روي ريشه هـاي            KinD كيناز  

مطالعـه كلونيزاسـيون ريـشه    ). 5(گوجه فرنگـي تحريـك مـي نمايـد          
 نيزحاكي از تاثير پلي سـاكاريدهاي  B. subtilisآرابيدوبسيس توسط 

. ن محرك توليد بيـوفيلم توسـط باسـيلوس مـي باشـد            گياهي به عنوا  
همچنين اين پلي سـاكاريدها بـه عنـوان منبـع قنـدي، جهـت توليـد                 

  ).2(ماتريكس پلي ساكاريد خارج سلولي عمل مي كنند 
 نتايج آناليز آماري حـاكي از  تفـاوت معنـي دار بـين فاكتورهـاي            

 سـالم   رشدي گياهان سالم تيمار شده با جدايه هاي منتخـب و شـاهد            
 به ترتيـب   MD6.5  وMD1.8جدايه هاي . مي باشد) شاهد منفي(

 درصـد و وزن     107 و   170با افـزايش وزن خـشك ريـشه بـه ميـزان             
 درصد در مقايسه با شاهد سالم، روي 98 و   139خشك ساقه به ميزان     

دو جدايـه   . فاكتورهاي رشدي گيـاه نيـز بـسيار مـوثر، ارزيـابي شـدند             
MD1.8و  MD6.5 درصد مـرگ و ميـر لارو   99 و 75با  به ترتيب 

در آزمون سنجش زيستي، تشكيل بالاترين ميزان بيـوفيلم در شـرايط            
 1×106بر روي ريشه هاي گوجه فرنگي به ميـزان           آزمايشگاه، استقرار 

  سلول باكتري در ميلـي ليتـر، كـاهش علائـم بيمـاري در                2×106و    
 رشدي گياه گوجـه     مقايسه با شاهد آلوده به نماتد و توسعه پارامترهاي        

فرنگي در شرايط گلخانه، به عنـوان جدايـه هـاي باسـيلوس توانمنـد،        
دو فاكتور مـواد ضـد      . جهت بررسي هاي مزرعه اي پيشنهاد مي شوند       

ميكروبي مترشحه از ميكروارگانيسم هـاي مفيـد و توانـايي اسـتقرار و         
بقاي آنها بر  روي ريشه هاي گياه، تاثير قابـل ملاحظـه اي در تـوان                 

بـا ايـن وجـود ايـن        ). 22(آنتاگونتستي عامل بيوكنترل خواهد داشـت       
احتمال وجود دارد كه تشكيل بيوفيلم و كلونيزاسيون موفق به تنهـايي            

در بررسي حاضر   ). 5 و   4(براي فعاليت كنترل زيستي كارا، كافي باشد        
شش جدايه منتخب در آزمون گلخانه، به لحاظ آنتاگونيـستي بـر روي             

امـا در دو    . ماتد تفاوت قابل ملاحظه اي با هـم نداشـتند         تخم و لارو ن   
 MD1.8آزمون كلونيزاسيون ريشه و بررسي هاي رشدي، دو جدايـه           

مطـابق بـا   . تفاوت معني داري با ساير جدايه نشان دادنـد MD6.5  و
به نظر مي رسد توانايي كلونيزاسيون قـوي ريـشه          ) 4(هاي قبلي    يافته

بتواند نقش مهمي در حفاظـت گيـاه        گياه توسط جدايه هاي باسيلوس      
بـا ايـن وجـود يـافتن مكانيـسم         .  داشته باشد  عليه بيمارگرهاي گياهي  

  . عوامل درگير در اين امر، نياز به بررسي هاي بيشتر دارد
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