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  ) عامل بيماري مرگ هلندي نارون( Ophiostoma novo-ulmiزيابي امكان كنترل بيولوژيكي قارچ ار

  در شرايط آزمايشگاهي Bacillus subtilisتوسط 

  
  3نسب  و ميثم تقي 2، كامران رهنما1ميرمعصوم عراقي*

   ،گروه گياهپزشكيدانشيار 2، گرگان دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ،گروه گياهپزشكيارشد  آموخته كارشناسي دانش 1

  دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگانمربي گروه گياهپزشكي، 3، و منابع طبيعي گرگان كشاورزي دانشگاه علوم

 2/6/87 :؛ تاريخ پذيرش 21/11/86 :تاريخ دريافت

  

  

  چكيده

 ـ ها در كنترل بيولوژيكي عوامل بيماري باكتري در ايـن ميـان اسـتفاده از    . انـد  خـود اختصـاص داده   بـه اي را  ژهزا جايگاه وي

صـورت اسـپور داخلـي      فرم مقاوم بـه و  دليل ويژگي حضور گسترده در محيط، تحمل دماي بالا بههاي مختلف باسيلوس  گونه

هـا   تريوجـود ايـن بـاك    هـاي اخيـر مبنـي بـر      ي يافتهسوياز  .و مناسبي در كنترل بيولوژيكي مطرح هستند امل مهموعنوان ع به

 ـ صورت اندوفيت در داخل آوندهاي گياهاني نظير افرا، افق جديدي را در راستاي استفاده از اين باكتري هب عوامـل   عنـوان  هها ب

جدا شده از  Bacillus subtilis جدايه باكتري 3اثر آنتاگونيستي  پژوهشدر اين . هاي آوندي گشوده است  بيوكنترل بيماري

شگاهي مـورد  در شرايط آزماي) نارون ل بيماري مرگ هلنديعام( Ophiostoma novo-ulmiقارچ  هجداي 5خاك بر روي 

ار ترشـحي خـارج سـلولي فـر     هـاي    بيوز شامل تأثير متابوليت آنتيهاي آنتاگونيستي  مكانيسممنظور ه اين ب. بررسي قرار گرفت

)Volatile metabolites (ار غيرفر و)Culture filtrate (هـاي قـارچ    روي جدايـه بـور  مز هـاي  جدايهOphiostoma 

novo-ulmi هـاي فـوق از طريـق مكانيسـم      مطالعات ميكروسكوپي نشان داد كـه تمـامي جدايـه   . مورد آزمايش قرار گرفت

همـه  . شـوند   ف رشد و بدشكلي ميسليوم قارچ عامل بيمـاري مـي  توق سببهاي فرار و غيرفرار  بيوزيس و توليد متابوليت آنتي

داري   و باعث بازدارنـدگي معنـي   بودمواد بازدارنده رشدي و قارچي قادر به توليد تركيبات فرار ضد PDAمحيط  ها در جدايه

نسـبت بـه دو    B7جدايـه  دست آمده   هو با توجه به نتايج ب زني اسپورهاي قارچ عامل بيماري شدند  در رشد ميسليوم و جوانه

ها براي كنترل بيولوژيكي قارچ عامل  كارگيري اين جدايه هامكان ب. جدايه ديگر خاصيت آنتاگونيستي بيشتري از خود نشان داد

  .وجود داردبيماري مرگ نارون 
  

  ، كنترل بيولوژيكيون، باسيلوس سابتيليس، بيماري مرگ نارآنتاگونيست :كليدي هاي واژه

  

  1مقدمه

ي يدارا بودن قـامتي بلنـد داراي زيبـا   درخت نارون با 

از ديرباز  ات مفيديل خصوصيدل اي بوده و به قابل ملاحظه

                                                
   iraqi602@yahoo.com: مسئول مكاتبه -*

  

صنعتي و زينتي مورد اسـتفاده قـرار    مختلف هاي در زمينه

بيمـاري مـرگ   . )2002سانتيني و همكـاران،  (گرفته است 

ــارون ــدي ن ــم 2هلن ــي از مه ــان يك ــرين، زي ــارترين و  ت ب

كـره   هاي آوندي اين درختـان در نـيم   بيماري ترين بمخر

                                                
1- Duth Elm Disease 
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بـا از بـين    اين بيمـاري تـاكنون  . شود شمالي محسوب مي

يكاي شـمالي  درخت نارون در اروپا و آمر ها ردن ميليونب

دلار خسـارت اقتصـادي شـده     هـا  بيليونوارد آمدن ب سب

امكان انتشار عامل بيماري ). 1981استيپز و كامپانا، ( است

 Scolytidaeخوار خـانواده   هاي پوست سوسك هوسيل به

تمـايز  هـاي مشـابه م   ي از بيمـاري بسـيار اين بيماري را از 

در يك قرن گذشته، انتشـار  ). 2003سولا و گيل، (كند  مي

ي بـه منـاطق دوردسـت از يـك سـو و      سريع عامل بيمار

ترتيب در    ت ارقام مختلف نارون از سوي ديگر، بهحساسي

ت باعث بروز دو اپيدمي با درجـات شـد  يك قرن گذشته 

ل مربوط به اپيدمي او). 1991بريزير، (مختلف شده است 

ت بـا شـد  ) Ophiostoma ulmi گونـه (رمهاجم نژاد غي

زايي كمتر و اپيـدمي بعـدي مربـوط بـه نژادهـاي       بيماري

زايـي   ت بيمـاري با شـد ) O. novo-ulmi هگون(مهاجم 

عامـل اپيـدمي   ). 1996برنير و همكـاران،  (باشد  بيشتر مي

شود اولين بـار   اي بوده و گفته مي اخير داراي منشأ دوگانه

هاي وسـيع    راين در اروپا و درياچهاك -از نواحي مولداوي

در آمريكاي شمالي، شروع و به ساير نقاط گسـترش پيـدا   

هـاي بـا منشـأ     بريزير جدايـه ). 1991بريزير، (كرده است 

ــه ــايي را ب ــا اروپ ــژاد اروپ ــام ن ــيايي -ن و ) اوراســيايي(آس

نـام نژادهـاي    هاي با منشـأ آمريكـاي شـمالي را بـه     جدايه

وزه ايـن دو نـژاد بـا وجـود     امـر . آمريكاي شـمالي ناميـد  

ولكـولي در  هاي مورفولـوژيكي، فيزيولـوژيكي و م   تفاوت

-O. novo-ulmi ssp. novoهاي  نام دو زيرگونه به حد

ulmi Brasier & Kirk )ــژاد اوراســيايي  .Oو ) ن

novo-ulmi ssp. americana Brasier & Kirk  از

گونه جديد ). 2001بريزير و كيرك، (شوند  هم تفكيك مي

امل بيماري نه تنها باعث زوال شديد درختان نارون شده ع

 Zelkovaاسـت بلكـه بـه درخـت آزاد بـا نـام علمـي        

carpinifolia رهنمــا و طــاهري، (د نــك  نيــز حملــه مــي

با توجه به اهميـت بسـيار زيـاد بيمـاري تـاكنون      ). 2004

كار گرفتـه شـده    ههاي متعددي براي كنترل بيماري ب روش

توان بـه تيمـار خـاك بـا سـموم       مياست كه از آن جمله 

تدخيني براي جلوگيري از انتقال عامل بيمـاري از طريـق   

ــه ــد ريش ــك، (اي  پيون ــي و هيملي ــتفاده از )1965نيل ، اس

هاي سيستميك بر عليـه عامـل بيمـاري در گيـاه      كش قارچ

هـا و   كني درختان آلوده يا هرس اندام ، ريشه)1987لانير، (

، )1996نيـر و همكـاران،   بر(شاخ و برگ آلـوده درختـان   

، ايجـاد  )2007عراقـي و رهنمـا،   (استفاده از ارقام مقـاوم  

هاي  و روش) 1993الگرسما و همكاران، (مقاومت القائي 

از يك طرف، افزايش . اشاره كرد) 2003وتن، (بيولوژيكي 

ها و مشـكلات زيسـت محيطـي       كش رويه مصرف آفت  بي

و از  ات ناقـل حشـر تيمارهاي شيميايي بر عليـه قـارچ و   

هـاي بسـيار بـالاي تهيـه ارقـام مقـاوم        سوي ديگر هزينـه 

ــا نهــال  ــارون در مقايســه ب ــان ن ــا   درخت هــاي مشــابه و ي

هــاي اصــلاح  بــر بــودن روش محصــولات زراعــي، زمــان

تر خطر شكستن مقاومت در برابـر   مقاومت و از همه مهم

ن اعامل بيماري، سبب گرديده تـا محقق ـ  نژادهاي مختلف

قـرار دهنـد    ورد توجهرل بيولوژيكي را بيشتر مت كنتاهمي

  ).1997؛ رچيگل و رچيگل، 1996؛ رهنما، 1988بورگ، (

هـا و   ها، اكتينوميست هاي بسيار زيادي از باكتري  گونه

يت آنتاگونيستي نسبت به عامـل بيمـاري   ـا خاصـه ارچـق

 ــم  in vivoيـا   in vitroط ـراي ــت شـارون تح ــرگ ن

 ـ  مي هـد كـان ان دادهـشـن  ــت  ـــ ـه مـوان ب ر اشـاره  ـوارد زي

 Streptomyces albovinaceusهايي از  استرين  :ردـك

هـايي    ، اسـترين )1984ين و همكاران، ابر( S. griseusو 

مــايرز و اســتروبل،  ( Pseudomonas syringaeاز 

1983( ،P. fluorescens )  ،1984موردچ و همكـاران( ،

P. maltophilia ) ،1986شاي و بريزير( ،B. subtilis 

 Verticillium dahliae، )1988شـريبر و همكـاران،   (

ــن،( ــل، 2003 وت ــولا و گي  Phaeotheca، )2003؛ س

dimorphospora )  ،ــاران ــر و مكــــ ، )1996برنيــــ

Trichoderma viridae ) ،ــارد ــارد؛ 1981ريك  ،ريك

ها در كنترل بيولـوژيكي عوامـل    از باكتري استفاده). 1983

يش از يك قرن است كه مورد توجه زاد ب زاي خاك بيماري

هـاي   مطالعات آزمايشگاهي تأثير باكتري. قرار گرفته است

 1937نارون ابتدا در سـال   آنتاگونيست عليه بيماري مرگ

ــ ــت  توس ــام گرف ــدوكس انج ــدريكس و ل ــفر و (ط هن ش
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ها  با اين حال اثر بازدارندگي اين باكتري). 1988استروبل، 

) 1983(رز و اسـتروبل  در داخل درختان زنده توسط مـاي 

دليل ويژگي حضور گسترده در  ها به باسيلوس. تشريح شد

صـورت اسـپور     خاك و تحمل دماي بالا و فرم مقـاوم بـه  

در كنترل بيولوژيكي مطرح  مطمئنيامل وعنوان ع  داخلي به

هاي اخير مبنـي بـر وجـود ايـن       بر اين يافته علاوه. هستند

ل آونـدهاي گياهـاني   صورت اندوفيت در داخ هها ب باكتري

نظيـر افـرا، افــق جديـدي را در راســتاي اسـتفاده از ايــن     

هـاي آونـدي    عنوان عوامل بيـوكنترل بيمـاري   ها به  باكتري

كه از اين بـاكتري در   طوري هب) 2003توآر، (گشوده است 

هاي آوندي مهم نظيـر ورتيسـيليوز اسـتفاده      كنترل بيماري

حسـيني و    شـاه ( دست آمده اسـت  هشده و نتايج مطلوبي ب

ــين در ). 2000؛ آزاد و همكــاران، 1998همكــاران،  همچن

بيماري نادر تحقيقات انجام گرفته در امر كنترل بيولوژيك 

هـاي مختلفـي از     اسـتفاده از گونـه   مرگ نارون در كشـور 

را در مديريت تلفيقـي بيمـاري    Pseudomonasجنس 

ــرده  ــنهاد ك ــد  پيش ــاران آزاد( ان ــريبر 2001 ،و همك و ؛ ش

با توجه به اهميت بيماري مرگ نـارون  . )1988همكاران، 

در چند سال اخير در كشور و تحقيقات بسيار كم بر روي 

ويژه در امـر كنتـرل آن، در ايـن آزمـايش        اين بيماري و به

بررســي فعاليــت آنتاگونيســتي ســعي شــده اســت تــا بــه 

عليه عامل بيماري مرگ  Bacillus subtilisهاي   جدايه

ــارون  ــرايط  Ophiostoma novo-ulmiنــ در شــ

آزمايشگاهي و گزينش جدايه مناسب از اين گونه بـاكتري  

  .پرداخته شود) اي   براي انجام كارهاي گلخانه(

  

  ها  مواد و روش

 5 زا طـرح براي انجام ايـن  : قارچ بيمارگر و آنتاگونيست

ــه -Ophiostoma novo-ulmi ssp. Novo جداي

ulmi  ًو  نــداســازي شــده بودروي اوجــا جد از كـه قــبلا

هـا داشـتند    بيشترين سرعت رشد شعاعي را در بين جدايه

ــر در روز، در محــيط كشــت  ميلــي 6/3 -4(  MEA 2مت

 Bacillus subtilis ط به گونـه جدايه مربو 3و ) درصد

 هـاي  آزمـايش كـه بـا اسـتفاده از     جداسازي شده از خاك

راي ب .استفاده شد ند،شناسايي شدبيوشيميايي و منابع معتبر

طور تصادفي از خاك جنگلي تهيه   هايي به  اين منظور نمونه

ليتـر   ميلـي  10طور جداگانـه در   هبو يك گرم از هر نمونه 

 ـ آب مقطر سترون ريخته و غلظت صـورت   ههاي مختلف ب

هـاي باسـيلوس توليـد     كه گونه از آنجايي. سريال تهيه شد

قـه در  دقي 10هاي تهيه شده    كنند رقت  اندوسپور مقاوم مي

ــاري   ــن م ــل ب ــار(داخ ــام بخ ــاي ) حم ــه  80در دم درج

سـپس از هـر رقـت مقـدار يـك      . گراد قرار گرفتند  سانتي

 28منتقـل و در دمـاي    دارآگـار غـذايي  ليتر به محيط  ميلي

پـس  . ساعت نگهداري شدند 48مدت   گراد به  درجه سانتي

در  سـازي و   هاي باكتريايي اقدام به خـالص   پرگنهاز ظهور 

  .مختلف تشخيصي گرديد هاي ام آزمايشانج نهايت

هاي مورفولوژيـك، فيزيولوژيـك و بيوشـيميايي     آزمون

 هاي باكتريايي جدايه :هاي باسيلوس براي شناسايي جدايه

ز نظر قطر سلول ا) 2001(شاد و همكاران  روشاساس بر

هاي كاتالاز، توليـد انـدول،    ، توليد اسپور و واكنشباكتري

، رشد در نمك ناز، استفاده از سيتراتاحياي نيترات، لسيتي

گراد و  رجه سانتيد 45و  5درصد، رشد در دماي  7طعام 

بـراي تفكيـك   . مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد     7/5اسيديته 

هايي نظير موقعيت اندوسپور،   ها از يكديگر از ويژگي  گونه

مـانيتول، هيـدروليز    زايلـوز، دي  آرابينوز، دي توليد اسيد از 

  ).1جدول . (تين و نشاسته استفاده شدكازئين، ژلا

 :ها بر عليه عامل بيمـاري  بررسي اثر آنتاگونيستي جدايه

اي روي  صورت خطي يـا نقطـه   هها ب در اين آزمون باكتري

متر از لبه  سانتي 5/0 -1محيط كشت مالت آگار به فاصله 

اي از محـيط   ساعت بعد قطعـه  24. تشتك كشت داده شد

ماري در وسـط تشـتك پتـري    كشت حاوي قارچ عامل بي

درجه  24روز در دماي  10مدت  ها به   تشتك. قرار داده شد

وجــود هالــه بازدارنــدگي . گــراد نگهــداري شــدند ســانتي

كيـل و  (واكنش مثبت بازدارندگي محسـوب شـد    عنوان به

اين آزمـايش از نـوع فاكتوريـل در قالـب      ).1997دفاگو، 

تيمـار انجـام    طرح كاملا تصادفي با چهار تكرار براي هـر 

هـاي عامـل    درصـد بازدارنـدگي از رشـد جدايـه    . گرفت

هالــه (گيــري فاصــله بازدارنــدگي  بيمــاري نيــز بــا انــدازه
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زير محاسبه گرديـد   معادلهو نيز با استفاده از ) بازدارندگي

  ).2007عراقي و همكاران، (

)1(                                       100×−=
A

BA
X   

قطـر رشـد   = A، درصد بازدارندگي= Xاين رابطه  در

) يا قطر پرگنه در پتري شاهد(فاصله بازدارندگي + پرگنه 

. باشـد  مـي  قطر رشد پرگنه در هر يـك از تيمارهـا  = Bو 

  ).2جدول (، )2 و 1شكل(

براي  :بررسي اثر مواد بازدارنده رشدي بر رشد ميسليوم

ش كرائوس و اثبات توليد مواد بازدارنده رشدي مطابق رو

ميكروليتـــر از  100مقـــدار. عمـــل شـــد) 1995(لـــوپر 

 سـترون هـاي باكتريـايي و آب مقطـر     سوسپانسيون جدايه

اضـافه   1زميني دكستروز آگار سيبعنوان شاهد به محيط  به

سـپس  . اي در سطح محيط پخش شـد  و توسط ميله شيشه

گراد نگهداري  درجه سانتي 25روز در دماي  3براي مدت 

اي و آب  شيشهه س از سه روز، با استفاده از ميلپ. گرديدند

ها از سطح محيط كشت شسته شدند  ، باكتريسترونمقطر 

 30مـدت   هاي شاهد به تشتكهمراه  هاي مزبور به  تشتكو 

آنگـاه يـك   . دقيقه در معرض بخار كلروفرم قـرار گرفتنـد  

متري از حاشـيه كشـت چهـار روزه      ميلي 5قرص به قطر 

 تشـتك در وسط  سترونا رعايت شرايط يوستوما باف قارچ

درجـه   24در دمـاي   هـا  تشـتك . مذكور كشـت داده شـد  

درصـد بازدارنـدگي از رشـد    . راد نگهداري شدندگ سانتي

محاسـبه  ) 1(معادله تفاده از هاي عامل بيماري با اس جدايه

  ).2جدول ( گرديد

هـا بـر روي     بررسي اثر مواد بازدارنده رشـدي جدايـه  

براي انجام اين آزمـايش نيـز مطـابق     :هازني اسپور  جوانه

ــوپر  ــوس و ل ــل شــد) 1995(روش كرائ ــدار. عم  100مق

هـاي باكتريـايي و آب    ميكروليتر از سوسپانسـيون  جدايـه  

اضـافه و   PDAعنـوان شـاهد بـه محـيط      به سترونمقطر 

سـپس  . اي در سطح محـيط پخـش شـد    توسط ميله شيشه

نگهداري  گراد درجه سانتي 25روز در دماي  3براي مدت 

اي و آب  پس از سه روز، با استفاده از ميله شيشه. گرديدند

ها از سطح محيط كشت شسته شدند  ، باكتريسترونمقطر 

                                                
1- Potato Dextrose Agar (PDA) 

دقيقـه در معـرض بخـار كلروفـرم      30مدت  ها به   تشتكو 

رقـت مناسـبي از   ليتـر از   ميلي 1سپس مقدار . قرار گرفتند

سپور در ا 200-300(هاي قارچ   سوسپانسيون اسپور جدايه

ه شده بـود بـر روي هـر    بيمارگر كه قبلاً تهي) ليتر  هر ميلي

وي عصـاره باكتريـايي و نيـز آب    حـا  هـاي   تشتككدام از 

اي در سـطح   شيشـه  هاضافه و توسط يك ميل سترونر مقط

روز كـه اسـپورها    5پس از گذشـت  . محيط پخش گرديد

طور كامل جوانه زدنـد اقـدام بـه شـمارش اسـپورهاي        هب

زده در تيمارهاي داراي عصاره باكتري و مقايسه بـا   جوانه

زنـي از   درصد بـازداري از جوانـه  . تيمارهاي شاهد گرديد

محاسـبه  ) 1( معادلهاستفاده از هاي باكتري با  اسپور جدايه

  ).2جدول (شد 

اين آزمون مطابق  :قارچيأثير تركيبات فرار ضدبررسي ت

دا ابتـــ. انجـــام گرفـــت) 1994(روش فـــدامين و روزال 

و  PDAهاي بـاكتري جداگانـه در محـيط كشـت       جدايه

نيز جداگانه  O. novo-ulmiهاي قارچ  اي از جدايه حلقه

زمينـي    هـاي حـاوي محـيط كشـت سـيب      تشتكدر مركز 

حـاوي  هـاي    تشتكسپس . كشت گرديدند دكستروز آگار

روي هم قرار گرفته و توسط ) پايين(و باكتري ) بالا(قارچ 

 25روز در دمـاي   4مـدت   لا مسدود و بهنوار پارافيلم كام

درصـد بازدارنـدگي   . گـراد نگهـداري شـدند     درجه سانتي

محاسبه گرديـد  ) 1(هاي باكتري با استفاده از رابطة    جدايه

  ).2جدول (

هـاي مربوطـه در     تمـامي آزمـون   :تجزيه و تحليل آماري

تكـرار بـراي هـر كـدام از      4قالب طرح كاملاً تصادفي با 

هـا    براي تجزيه و تحليل نتايج آزمون. جام شدندتيمارها ان

و براي مقايسه ميـانگين  ) SAS )2001افزار آماري   از نرم

  .استفاده شد LSDها از آزمون  داده

  

  و بحث نتايج

دست آمد كه  هجدايه ب 11در مرحله جداسازي باكتري 

جدايه باسيلوس جداسـازي شـده پـس از     11از ميان اين 

جدايه گرم مثبت مـورد بررسـي    3رم، گ هاي  آزمونانجام 

بيوشـيميايي مـورد    هـاي  نتايج آزمايش. يشتر قرار گرفتندب
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 1باسـيلوس در جـدول     هـاي  استفاده براي تشخيص گونه

اي شـكل، داراي   هـا ميلـه   تمـام جدايـه  . ذكر شـده اسـت  

، كاتـالاز مثبـت، قابليـت توليـد اسـيداز      مركزي اندوسپور

بـا  . ين و ژلاتـين بودنـد  ئازآرابينوز، مانيتول، هيـدروليز ك ـ 

بيوشــيميايي خصوصــيات همــه  آزمــونتوجــه بــه نتــايج 

  ).1جدول (مطابقت داشت  B. subtilisها با گونه  جدايه

هـاي   هـاي ميكروسـكوپي اثـرات جدايـه     نتايج بررسي

هاي قارچ عامل بيماري نشان   باكتري باسيلوس عليه جدايه

شح مـواد  هاي مختلف باسيلوس از طريق تر داد كه جدايه

، )دفورمـه كـردن  (بازدارنده رشدي، با ايجاد تغييـر شـكل   

تورم و خميدگي انتهاي هيف و واكئوله كردن باعث كنترل 

  ).1شكل (شوند   قارچ بيمارگر مي

  
  .Bacillus subtilisهاي گونه  خصوصيات مورفولوژيكي، بيوشيميايي و فيزيولوژيك جدايه -1جدول 

 داردجدايه استان  B1  B7  B9  مشخصات

  -  -  - - ميكرون 1>قطر سلول 

  +  +  +  +  كتحر

  +  +  + +  موقعيت مركزي اسپور

  +  +  +  +  ماتيتول - توليد اسيداز دي

  +  +  + +  توليد اسيداز زايلوز

  +  +  + +  توليد اسيداز آرابينوز

  +  +  + +  هيدروليز كازئين

  +  +  + +  هيدروليز نشاسته

  -  -  - -  توليد ايندول

  -  -  - -  لسيتيناز

  +  +  + +  كاتالاز

  +  +  + +  احياء نيترات

  -  -  - -  گراد درجه سانتي 5رشد در 

  +  +  + +  گراد درجه سانتي 45رشد در

  +  +  + +  pH7/5 رشد در 

  +  +  + +  درصد 7رشد در نمك طعام 

  -  -  - -  استفاده از سيترات

  +  +  + +  مايع گلوكز هوازي در محيطرشد غير

  

       
  

  بر مورفولوژي ميسليوم و اسپورهاي قارچ  B. subtilisباكتري  B7هاي مايع جدايه  تابوليتتأثير م -1شكل

Ophiostoma novo-ulmi )راست(در مقايسه با تيمار شاهد ) چپ.(  

  

جدايه با ترشح تركيبات فرار و غيرفرار از رشـد   3هر 

زني اسپورهاي عامل بيمـاري جلـوگيري    ميسليوم و جوانه

تجزيه و تحليل نتايج آماري نيز نشـان   ).2جدول (كردند 

جدايه باكتري از نظر توان آنتاگونيستي داراي  3داد كه هر 
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 B7هـا نيـز     در بين جدايـه . دار آماري هستند تفاوت معني

باكتري باسيلوس يكـي  . ها عمل كرد  موثرتر از بقيه جدايه

 Ophiostoma novo_ulmiاز عوامل بيـوكنترل قـارچ   

صـورت اثـر ترشـحات     يسم كنترلي آن بهباشد كه مكان  مي

ايـن  . شـود    ظاهر مي 2و تركيبات فرار 1مايع خارج سلولي

ها در كار خيلي از محققان ديگر از جمله شريبر و   مكانيسم

. مورد بررسي و تائيد قرار گرفتـه اسـت  ) 1988(همكاران 

اند   نكته قابل توجهي كه خيلي از محققان به آن اشاره كرده

هـاي   خصـوص جدايـه   هها و ب ت كه بين گونهاختلافي اس

شـده و   هاي كنترلي ذكر مختلف يك گونه از نظرمكانيسم

ها وجود دارد كه نتـايج ايـن    شدت و ضعف اين مكانيسم

وجـود  (كنـد   تحقيق نيز تا حدودي اين مطلب را تاييد مي

رشـد  ). 2دار در هر گروه آزمايشي، جـدول    اختلاف معني

ــوا  ــايع، ت ــيط م ــريع در مح ــد  س ــالا، تولي ــازگاري ب ن س

، طيـف وسـيع ميزبـاني و از همـه     هاي فراوان بيوتيك آنتي

هـاي   بـاكتري  تر توان اسپورزايي بالادر مقايسه با ساير مهم

هـايي اسـت كـه ايـن بـاكتري را        ژگـي يآنتاگونيست، از و

عنوان يك عامل بيوكنترلي مناسب، مطـرح كـرده اسـت     به

ــينگ و دورال، ( ــا1984سـ ــريبر و همكـ ؛ 1988ران، ؛ شـ

ــاران،   ــاجيمورا و همكـ ــ). 1995كـ ــأثير ـدر بـ ررسي تـ

 بر B. subtilisهاي  قارچي جدايهرار ضدـهاي ف متابوليت

هـا   عليه عامل بيماري در شرايط آزمايشگاهي همه جدايـه 

قادر به توليد تركيبات فرار  زميني آگار  بر روي محيط سيب

تايج از طرفي ن. )1994فيدمن و راسل، ( چي بودندقارضد

هاي خارج سلولي غيرفـرار در   تأثير متابوليت هاي آزمايش

                                                
1- Culture Filtrate 
2- Volatile Antibiotics 

زنـي اسـپورهاي عامـل     ممانعت از رشد ميسليوم و جوانـه 

 Bacillusهـاي بـاكتري     بيمـاري نشـان داد كـه جدايـه    

subtilis رشد ميسليوم و داري باعث كاهش  طور معني هب

اين نتـايج در  . شوند ميزني اسپورهاي عامل بيماري   جوانه

) 1998(حسيني و همكاران  ن نظير شاهاكار برخي از محقق

البته بايد به اين نكته توجه كـرد  . نيز به اثبات رسيده است

اي  كه در شرايط طبيعـي مجموعـه پيچيـده    دليل اين  كه به

ازعوامل مختلف بر روي روابـط پـاتوژن، آنتاگونيسـت و    

مايشگاهي هاي آز  گذارند، ارتباط دادن توانايي  ميزبان اثر مي

كنندگي آنها در شرايط طبيعي بسيار  ها با توان كنترل  جدايه

يـك  بيوز  كـه آنتـي   با توجه به ايـن . سخت و مشكل است

زيمي و توليـد مـواد   هاي آن واكنش آنزيمي است و واكنش

ار در شـرايط آزمايشـگاهي بـه    بيوشيميايي فـرار و غيرفـر  

ن قند و ، دما، رطوبت، ميزاpH: عوامل بسيار متعددي نظير

اسيدآمينه محيط و حتي عمر محيط آگـاردار بسـتگي دارد   

فيـدمن و راسـل،   ( رسـد  چنين امري بديهي بـه نظـر مـي   

اي بـيش از    بنابراين لزوم انجام تحقيقـات گلخانـه  . )1994

همچنـين بـا توجـه بـه اهميـت و      . شود پيش احساس مي

جايگاه كنترل بيولوژيك در مبارزه با اين بيمـاري و عـدم   

هـاي نـه چنـدان زيـاد در گذشـته در امـر        موفقيتوجود 

بيــوكنترل ايــن بيمــاري در مقايســه بــا بســياري ديگــر از 

تأثير مخلوط چنـد   هاي هاي آوندي، انجام آزمايش بيماري

در ايط آزمايشـگاهي و طبيعـي و   آنتاگونيست تحـت شـر  

استفاده از مديريت تلفيقي بيولوژيك در مبـارزه بـا    نهايت

  .گردد مي اين بيماري پيشنهاد
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) خطي(اي  در كشت چهار نقطه بر عليه عامل بيماري مرگ نارون Bacillus subtilisهاي مختلف باكتري   تأثير آنتاگونيستي جدايه -2شكل 

ه روي جدايبر  B7 و  B1ترتيب از سمت چپ تأثير جدايه   به ):راست(همراه با تغيير رنگ ميسليوم عامل بيماري در مقايسه با تيمار شاهد 

Onu5  روز از كشت متقابل در محيط كشت مالت آگار 10عامل بيماري پس از گذشت.  

  
 ـ -2جدول   ــب  ــررسي اث  ــرات مخ  ــتلف آنت  ـ  دايهـاگونيستي ج  ــه بـر عليـه عامـل بيمـاري مـرگ نـارون        Bacillus subtilisتري ـاي باك

)Ophiostoma novo-ulmi(.  

      *درصد بازدارندگي      تيمار

  جدايه بيمارگر  ريجدايه باكت
مواد غيرفرار در كشت 

  اي چهار نقطه

سوسپانسيون باكتريايي 

  بر ميسليوم

سوسپانسيون باكتريايي 

  زني اسپور در جوانه
  مواد فرار

B1 Onu1 
ab**2/61  c4/96  bc3/90  c7/85  

B1  Onu2  b2/62  c5/96  d2/91  d7/86  

B1  Onu3 
ab7/61  e1/98  f3/92  e3/87  

B1  Onu4 
c2/64  a9/94  i6/95  b3/85  

B1  Onu5 
c2/64  a1/95  e8/91  f7/87  

B7  Onu1  c1/65  f100  h1/94 g2/89  

B7  Onu2  d2/67  f100  j2/96  d4/86  

B7  Onu3  d4/66  e1/98  l1/98  c7/85  

B7  Onu4  e1/69  f100  k5/97  f8/87  

B7  Onu5  f8/70  e1/98  j1/96  b1/85  

B9 Onu1  ab9/61  b0/96  g2/93  g1/89  

B9  Onu2  ab2/61  d1/97  c5/90  a1/84  

B9  Onu3  a9/60  d1/97  b1/90  a2/84  

B9  Onu4  c9/64  b1/96  a2/89  b2/85  

B9  Onu5  b4/62  e2/98  f3/92  e2/87  

 )5=%P(LSD=***    0444/1  2654/0  2138/0  3008/0  
در  غيرمشابه حروف*** .باشند ين چهار تكرار مياعداد مربوطه ميانگ** .باشد صفر درصد مي ها ي تيمار شاهد براي تمام آزمايشادرصد بازدارندگي بر*

  .دباش مي درصد 5دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف معني نشان هر آزمايش
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Abstract1 
Bacteria play important role for biological control of plant disease. Bacillus spp. as; extensive 

existence in environment, tolerance of high temperature and formation of resistant spores, are 
important and safe for biological control. Recent findings about the existence of this bacterium as 
endophyte trough plant vessel such as maple have opened a new horizon in order using of this bacteria 
for biological control of vascular diseases. Antagonistic effect of three isolates of Bacillus subtilis on 
Ophiostoma novo-ulmi, the causal agent of Dutch elm disease, was studied in vitro. Antibiosis of 
antagonistic mechanism as: volatile metabolites and culture filtrate was evaluated. Microscopic studies 
indicated that all of Bacillus isolates by production of antifungal metabolites caused growth inhibition 
and deformation of mycelium of causal agent. All isolates could produce antifungal volatile 
metabolites and growth inhibitors in PDA which decreased mycelial growth and spores germination of 
the fungus significantly. In most experiments, isolate B7 was better than other isolates in antagonistic 
activity. Potential of using Bacillus subtilis isolates for biological control against causal agent of 
Dutch elm disease is discussed. 
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