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 چکیده

ای و مزرعه به اثبات رسیده که قبلا توانایی بیوکنترل آن در شرایط گلخانه N179سویه  Paenibacillus polymyxaدر تحقیق حاضر باکتری 
بود، انتخاب و تلاش شد تا با استفاده از پسماند صنایع غذایی محیط کشتی جهت تکثیر با کیفیت و ارزان قیمت این سویه معرفی شود. 

)حاوی  M1فاوت بود به طوری که تکثیر آن در محیط کشت داری متهای کشت مختلف به صورت معنیمیزان تکثیر این باکتری در محیط
تکثیر P. polymyxa بود. همچنین خاصیت آنتاگونیستی  M5درصد بالاتر از محیط کشت  3/11ملاس چندرقند و سولفات آمونیوم( به میزان 

های کشت های بدست آمده از محیطسلولمختلف هم در شرایط درون شیشه و هم در شرایط گلخانه متفاوت بود.  های کشتشده در محیط
M4  حاوی تفاله خرما و کنجاله کنجد( و(M10  در شرایط درون شیشه بیشترین خاصیت بازدارندگی را نسبت به )نشاسته و کنجاله کنجد(

ند فرمولاسیون های کشت بدست آمده نسبت به فرآیاز خود نشان دادند. مقاومت سلولهای بدست آمده از محیط ،Rhizoctonia solaniقارچ 
بیشترین  LB، و M2 ،M7 ،M9های کشت و زنده مانی در طول مدت انبارداری نیز بررسی و مشخص شد سلولهای بدست آمده از محیط

با محیط  M7مقاومت را در در طول دوره انبارداری از خود نشان دادند به طوری که اختلاف جمعیت فرمولاسیون حاصل از محیط کشت 
های تهیه شده بعد از گذشت سه ماه در درصد بالاتر بود. علاوه بر این کارایی فرمولاسیون 22)با بدترین عملکرد( به میزان  M1کشت 

بیشترین کارآیی را  LBو  M5های کشت ای مورد بررسی قرار گرفت و مشخص شد که فرمولاسیون تهیه شده از محیطشرایط گلخانه
درصد کمتر ثبت شد. با این وجود با در نظر گرفتن مجموع نتایج  04و  04دو تیمار به ترتیب به میزان داشتند و شاخص آلودگی در این 

 بهترین عملکرد را از خود نشان داد. M9حاصل از بررسی میزان رشد، خاصیت بازدارندگی و ماندگاری، محیط کشت 
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Abstract 
In current research Paenibacillus polymyxa strain N179 was selected based on its previous performance in 
greenhouse and field condition, and cheap by-products of food industry was used to introduce a best medium 
for its high quality and low-cost cultivation. The growth rate of this bacterium in various media was 
significantly different as the proliferation of it in medium M1 (with beet molasses and ammonium sulfate) 
was 17.3 percent grater than the medium M5.  addition, antagonistic activity of cells from various media 
either in-vitro or in greenhouse condition was significantly different. The cells from M4 (10 g date pomace, 4 
g sesame press cake) and M10 (4 g sesame press cake, 5 g starch) have shown highest inhibition against 
Rhizoctonia solani fungus. The resistance of cells from media against formulation process and viability 
during preservation period was assessed and it was found that cells from LB, M9, M7, and M2 media were 
the most resistant ones during preservation period as the difference of population of formulation made from 
M7 medium was 26 percent greater than the one from medium M1 (worst performance). Moreover, efficacy 
of prepared formulations was assessed after three months in greenhouse condition and it was found that 
formulations made from M5 and LB were the most effective ones in controlling the disease and the disease 
index was 40 and 50 percent, respectively, lower than the infected control. However, considering all of the 
results from growth rate, shelf life, inhibitory effect, M9 was shown the best performance.  
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 مقدمه

برای کنترل بیماریهای  سموم شیمیاییاستفاده از 

 اما روشی معمول بوده است. های دوراز گذشته گیاهی

سموم ظهور نژادهای مقاوم به هزینه های اقتصادی بالا، 

 در های زیست محیطی و آلودگی ی، نگرانشیمیایی

روشهای شیمیایی چرخه غذایی سبب ممانعت از کاربرد 

شده است. دلایل فوق  در کنترل بیماریهای گیاهی

های سالم و ارزانتر را به عنوان یک  دستیابی به روش

 Agrios) چالش جدی فراروی محققان قرار داده است

به در پنج دهه اخیر استراتژی کنترل بیولوژیک  .(2005

های بیماریهای مهم مدیریت عنوان یکی از روش

 Heydari and Pessarakli) گیاهی مطرح بوده است

رغم اهمیت این استراتژی و تحقیقات . علی(2010

صورت گرفته  زمینههای اخیر در این وسیعی که در دهه

های زیستی و نیز بالا بودن قیمت آفتکش است، به دلیل

پایین بود کارآیی آنها، استقبال کمی از این محصولات 

. یکی از مهمترین (Barratt et al. 2018 )شده است 

مسائلی که در فرایند فرمانتاسیون عوامل بیوکنترل 

تاثیری مستقیمی روی کیفیت و قیمت تمام شده آن 

دارد، نوع محیط کشت مورد استفاده است 

(Fallahzadeh and Ahmadzadeh 2011) معمولا در .

مقیاس آزمایشگاهی از مواد و ترکیبات خالص و غنی 

ها استفاده های میکروارگانیسمبرای طراحی محیط کشت

شود اما به دلیل بالا بودن قیمت اینگونه از ترکیبات می

امکان استفاده از آنها برای تولید عوامل بیوکنترل در 

 . در(Stanbury et al. 2013)مقیاس صنعتی وجود ندارد 

)مثل  تولید مواد مختلف از میکروارگانیسم ها فرآیند

آنتی بیوتیکها، اسیدهای آمینه، اسیدهای آلی و ...( ، 

افزایش حداکثری تولید متابولیت بهینه سازیاز هدف 

در  ترین نوع سوبسترا است.هدف با کمترین و ارزان

ولیت خاصی مد تولید عوامل کنترل بیولوژیک تولید متاب

نظر نمی باشد و در اینجا هدف تولید حداکثر بیوماس با 

بالاترین کیفیت )قدرت بیوکنترلی بالاتر، حداکثر 

مقاومت نسبت به مراحل فرمولاسیون و ماندگاری 

باشد. در تحقیقی که به هدف انتخاب منابع طولانی( می

 Pantoeaکربن و ازت ارزان برای تولید باکتری 

agglomerans  انجام گردید مشخص شد که باکتریهای

محیط کشت ترکیبی ملاس و عصاره بدست آمده از 

بیشترین خاصیت  dry beer extract) (خشک شده جو

بیوکنترلی را در کنترل بیماریهای پس از برداشت از 

. البته باید توجه (Costa et al, 2001)خود نشان دادند 

داشت که بعضی میکروارگانسم ها قادر به مصرف برخی 

 Pseudomonas fluorescensقندها نیستند. برای مثال 

اکاریدهای سوکروز، مالتوز و قادر به مصرف دی س 2-79

. (Slininger and Shea-Wilbur 1995)لاکتوز نمی باشد 

ربوهیدرات بنابراین با توجه به اینکه بخش اعظم ک

تشکیل دهنده ملاس، سوکروز می باشد این ماده نمی 

 تواند در تولید تجاری این باکتری به کار گرفته شود.

تحقیقات در زمینه استفاده از پسماندهای صنایع 

غذایی جهت تولید عوامل بیوکنترل در کشور بسیار 

محدود است. در یک بررسی ملاس چغندر قند و نیشکر 

مورد  Pseudomonas fluorescensجهت کشت باکتری 

داری استفاده قرار گرفت و مشخص شد که تفاوت معنی

در میزان رشد یا کارایی باکتری کشت یافته در این دو 

. در (Heidari et al. 2011)نوع محیط کشت وجود ندارد 

بررسی دیگری ملاس چغندرقند، ملاس نیشکر، پساب 

 Bacillusزمینی و سرم شیر جهت کشت باکتری سیب

subtilis UTB96  مورد استفاده قرار گرفت و مشخص

شد که رشد این باکتری به صورت قابل توجهی در 

-لاس چغندرقند بیشتر صورت میمحیط کشت حاوی م

 .(Ghasemi et al. 2013)گیرد 

باکتری  با کارآیی قابل توجهیکی از باکتریهای 

Paenibacillus polymyxa سویه N179  است که بر

اساس بازدارندگی آن نسبت به بیمارگرهای گیاهی 

مختلف، قابلیت افزایش دهندگی رشد گیاه و خصوصیات 

-Fallahzadeh)دیگر غربالگری شده و بدست آمد 

Mamaghani et al. 2021) علاوه بر شرایط  سویه. این

در شرایط مزرعه ای نیز عملکرد  ،آزمایشگاه و گلخانه

 قابل قبولی از خود نشان داد و کاندید بسیار مناسبی

-Fallahzadeh)شود برای تولید تجاری محسوب می

Mamaghani et al. 2021) . ،هدف اصلی این پژوهش

قیمت برای رشد بهینه  کشت ارزانطراحی یک محیط

است که در عین حال ماندگاری بالا و  N179 سویه

 کارایی قابل قبولی داشته باشد. 
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 هامواد و روش

 تهیه و نگهداری عامل بیمارگر و عامل بیوکنترل

 Rhizoctonia solaniدر این بررسی از قارچ بیمارگر 

AG4  .و گیاه لوبیا به عنوان پاتوسیستم استفاده شد

قارچ بیمارگر از کلکسیون میکروبی آزمایشگاه بیماری 

شناسی دانشگاه شهید مدنی آذربایجان دریافت شد. 

برای نگهداری طولانی مدت این بیمارگر از روش کاغذ 

 صافی استفاده شد. 

 PDAبرای این منظور قارچ روی محیط کشت 

های کاغذ صافی یط کشت تکهکشت شد و روی مح

های قارچ کلنیزه استریل قرار داده شد تا توسط ریسه

ها در شرایط استریل خشک شوند. سپس کاغذ صافی

میلی لیتری در  9/1های سازی شده و در داخل لوله

عامل  درجه سلسیوس نگهداری شدند. 9دمای 

 Paenibacillusبیوکنترل مورد استفاده باکتری 

polymyxa هسوی N179  بود که از کلکسیون میکروبی

 آزمایشگاه شهید مدنی آذربایجان دریافت شد

(Fallahzadeh-Mamaghani et al. 2021).   برای

ساعت  94نگهداری بلند مدت این باکتری نیز از کشت 

سلول در  114باکتری سوسپانسیونی با جمعیت تقریبی 

مولار سولفات منیزیم تهیه شد  1/1لیتر در محلول میلی

 درجه سلسیوس نگهداری شد. 9و در دمای 

 

 استفادههای مورد محیط کشت
های کشت مورد استفاده در این بررسی برای تهیه محیط

کارخانجات صنایع غذایی شهرک شهید  پسمانداز 

های ترکیبات پایه تمامی محیطسلیمی استفاده شد. 

 44/1گرم سولفات منیزیم،  9/1کشت عبارت بودند از: 

گرم کربنات کلسیم  9/1گرم فسفات هیدروژن پتاسیم، 

های کشت محیط . منابع کربن و ازت()به ازای هر لیتر

از محیط  آورده شده است. 1مختلف در جدول شماره 

نیز به عنوان شاهد استفاده شد که ترکیبات  LBکشت 

 11گرم، کلرید سدیم  11آن نیز عبارت بودند از: پپتون 

-گرم. قبل از اتوکلاو کردن محیط 9گرم و عصاره مخمر 

ملاس تنظیم شد.  7آنها بر روی  pHهای کشت 

چغندرقند از کارخانه قند میاندوآب، تفاله خرما از 

گیری در  شرکت گل بهان، کنجاله کنجد از مراکز روغن

تبریز، آب پنیر از کارگاه تولید پنیر سنتی و نشاسته 

درجه سه از شرکت گلوکوزان شهرک صنعتی شهید 

 سلیمی آذرشهر تهیه شد.

 

 های کشت مورد استفاده در این مطالعه )به ازای هر لیتر(. منابع کربن و ازت محیط1جدول 
Table 1. Carbon and nitrogen sources of the media used in this study (per liter) 

M1* 10 ml Beet molasses, 0.2 g (NH4)2SO4 

M2 4 g sesame press cake, 10 ml beet molasses 

M3 10g date pomace, 0.2 g (NH4)2SO4 

M4 10 g date pomace, 4 g sesame press cake 

M5 10 ml cheese whey, 0.2 (NH4)2SO4 

M6 10 ml cheese whey, 4 g sesame press cake 

M7 10 g apple pomace, 0.2 (NH4)2SO4 

M8 10 g apple pomace, 4 g sesame press cake 

M9 5 g starch (grade 3), 0.2 (NH4)2SO4 

M10 4 g sesame press cake, 5 g starch (grade 3) 

گرم کربنات کلسیم  9/1گرم فسفات هیدروژن پتاسیم،  44/1گرم سولفات منیزیم،  9/1های کشت عبارت بودند از: *ترکیبات پایه تمامی محیط

 )به ازای هر لیتر(

* The basal components of all media were as follow: 0.4 g MgSO4, 0.98 g K2HPO4, 0.4 CaCO3 (per liter) 

 

های کشت طراحی در محیط N179کشت سویه 

 شده و تعیین جمعیت آنها

در ابتدا باکتری از استوک آن به محیط کشت آگار 

( منتقل شد و به صورت خطی کشت شد و NAغذایی )

ساعت یک کلنی از آن به محیط  94بعد از گذشت 

 42ساعت در دمای  49منتقل شد و به مدت  LBکشت 

دور در دقیقه نگهداری شد.  171درجه سلسیوس و دور 

میکرولیتر از سوسپانسیون به دست آمده به  111سپس 

های های مختلف در ارلنلیتر از محیط کشتمیلی 91

ها در شرایط لیتری منتقل شد و محیط کشتمیلی 491

ساعت نگهداری شدند. برای تعیین  74مشابه به مدت 

های کشت از جمعیت باکتری رشد یافته در این محیط

 روش سری رقت استفاده شد.
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بررسی خاصیت بازدارندگی باکتری حاصل از کشت 

 در شرایط درون شیشه
برای بررسی خاصیت بازدارندگی باکتری حاصل از 

های طراحی شده از روش کشت متقابل  کشت محیط

های کاغذی استریل به فاصله یک  استفاده شد. دیسک

متر از دیواره پتری و به فواصل مساوی از مرکز  سانتی

بود، قرار  PDAکشت  تشتک پتری که حاوی محیط

در هر یک از  گرفتند. از سپانسیون باکتری رشد کرده

میکرولیتر برداشته و روی  11،  کشت های محیط

های کاغذی چکانده شد. سپس از حاشیه کشت  دیسک

حلقه میسلیومی به قطر هفت  R. solaniپنج روزه قارچ 

های پتری منتقل شدند. در هر  متر به مرکز تشتک میلی

تشتک پتری یک دیسک کاغذ صافی آغشته به آب 

ن شاهد استفاده شد. این مقطر استریل به عنوا

درجه سلسیوس در  49های پتری در دمای  تشتک

انکوباتور نگهداری شدند. پس از برخورد حاشیه پرگنه 

قارچ به دیواره تشتک پتری در قسمتی که کاغذ صافی 

شاهد قرار داشت، درصد بازدارندگی با روشی که قبلا 

 .Shirzad et al)توضیح داده شده است محاسبه شد 

2012) . 

 

فرمولاسیون باکتری حاصل از کشت در محیط 

 مختلف و بررسی ماندگاری آنهای کشت
فرمولاسیون باکتری با روشی تغییر یافته به انجام رسید 

به طوری که از کاه گندم پودر شده به عنوان حامل 

. بعد از اتمام زمان (Ashofteh et al. 2009)استفاده شد 

های کشت مختلف، مقداری از کشت باکتری در محیط

لیتر( سانتریفیوژ میلی 41وسپانسیون بدست آمده )س

مولار میلی 1/1شد و سلولهای رسوب یافته در محلول 

سولفات منیزیم معلق شدند و جمعیت سوسپانسیون 

لیتر تنظیم شد. سپس سلول بر میلی 114حاصل روی 

لیتر میلی 4ها لیتر از این سوسپانسیونمیلی 4به 

با محلول دو درصد  درصد اضافه شد و 41گلیسرول 

CMC (Samchun, South Korea)  91:91با نسبت 

(v/v مخلوط شده و به مدت )دقیقه بر روی شیکر  9

قرار داده شدند. در نهایت سوسپانسیون حاصل با کاه 

مخلوط شد و فرمولاسیون  9:1پودر شده به نسبت 

درجه سلسیوس نگهداری شد. برای  9حاصل در دمای 

بررسی زنده مانی باکتری در فرمولاسیون بدست آمده از 

 روش سری رقت استفاده شد. 

 

های تهیه شده از ی کارآیی فرمولاسیونبررس

 ای های کشت مختلف در شرایط گلخانهمحیط
هایی که قبلا شرح داده شده این آزمون بر اساس روش

 Sharifi et al. 2008; Ashofteh et)بود به انجام رسید 

al. 2009)اتیلنی به عنوان گلدان های پلی. از لیوان

گرم  91استفاده شد و به یک سوم میانی در هر گلدان 

)به نسبت  R. solaniقارچ  نوکلومیاخاک مخلوط شده با 

در هزار( اضافه شد. یک سوم فوقانی و تحتانی گلدان  4

ماس پر گردید.  با مخلوط خاک زراعی و پرلیت و پیت

گرم از  9/1ها در حد اشباع آبیاری شدند و  سپس گلدان

باکتری فرموله شده به هر گلدان اضافه شد و بذور جوانه 

متری   سانتی 9/1زده لوبیا چیتی رقم محلی، در عمق 

های شاهد خاک کشت شد. در این آزمون برای گلدان

آلوده در کنار هر بذر لوبیا از کاه گندم مخلوط شده با 

ها  بدون باکتری استفاده شد. گلدان CMCگلیسرول و 

ساعت  12درجه سلسیوس و  44ه اتاقک رشد با دمای ب

-روشنایی منتقل شدند. این آزمون در غالب طرح بلوک

های کاملا تصادفی با سه تکرار برای هر تیمار انجام 

روز انجام  11گرفت و آبیاری هر دور یک بار به مدت 

روز مورد بررسی قرار گرفت.  11شد. نتایج آزمون بعد از 

 R. solaniهر گلدان از فعالیت قارچ شاخص آلودگی در 
بررسی شد  1-9و باکتری فرموله شده در مقیاس 

(Sharifi et al. 2008).  :مقیاس ارزیابی بدین صورت بود 

 = گیاهان سالم بدون هیچگونه علائم آلودگی1

% ریشه آلوده شده و حداقل یک 41= کمتر از 1

 شانکر قهوه ای درشت داشته باشد 

 % ریشه دارای شانکرهای تیپیک باشد.91= حدود 4

 % ریشه دارای شانکر باشد 21-71= بیش از 9

= مرگ گیاهچه پس از درآمدن از خاک 9

(Postemergence طول گیاهچه کمتر از پنج سانتی ،)

 متر باشد.

= مرگ گیاهچه قبل از در آمدن از خاک 9

(Preemergenceیا پوسیدگی بذر ) 

شاخص بیماری بر حسب درصد و با استفاده از 

فرمول زیر محاسبه 
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    شد.
∑   مقیاس آلودگی   گیاهچه ها ی تیمار 

    

   تعداد کل گیاهچه ها
     

 

علاوه بر این وزن تر کل اندام گیاهی، طول اندام 

  گیری شد. هوایی و طول ریشه برای هر تیمار اندازه
 

 نتایج

های در محیط کشت N179میزان رشد سویه 

 مختلف و قدرت بازدارندگی آن
گیری میزان های مربوط به اندازهمقایسه میانگین داده

)بعد از  های مختلفدر محیط کشت N179 سویهرشد 

نشان داد که نوع محیط کشت مورد استفاده  ساعت( 74

داری در میزان رشد این باکتری دارد به تاثیر معنی

-طوری که بیشترین رشد این باکتری در محیط کشت

(. 4به ثبت رسید )جدول  M9و  M1 ،M7 ،M2های 

به  M5مترین رشد این باکتری نیز در محیط کشت ک

های کشت ثبت رسید. بعد از رشد باکتری در محیط

بدست آمده   هایبازدارندگی سلول خاصیت مختلف،

مورد بررسی قرار گرفت. در این  R. solaniنسبت به 

-بررسی مشخص شد که سلولهای بدست آمده از محیط

بیشترین خاصیت بازدارندگی را  M10و  M4های کشت 

قرار گرفتند با این حال میزان  aدارند و در گروه آماری 

های کشت کمتر بود )جدول رشد باکتری در این محیط

-(. کمترین خاصیت بازدارندگی نیز مربوط به سلول4

رشد یافته  M9و  M8های کشت هایی بود که در محیط

 بودند. 

 
 R. solaniهای کشت مختلف و فعالیت آنتاگونیستی سلولهای حاصل علیه قارچ در محیط N179. رشد سویه 4جدول 

Table 1. Growth of strain N179 in different media and antagonistic activity of resulted cells against 

R. solani. 
Inhibition* Log10 cfu/ ml Media 

61.67ab ± 7.64  7.25a** ± 0.41 M1 
45.83bcd ± 7.22 7.20a ± 0.19 M7 
56.67abc ± 5.77 7.16a ± 0.12 M2 

33d ± 17 7.15a ± 0.08 M9 
15e ± 8.66 7.11ab ± 0.05 M8 
44cd ± 11 7.10ab ± 0.05 LB 

66.67a ± 5.77 6.59bc ± 0.65 M4 
41.67cd ± 14.43 6.58bc ± 0.51 M3 
56.67abc ± 5.77 6.53cd ± 0.18 M6 
63.33a ± 5.77 6.44cd ± 0.04 M10 

56.33abc ± 4.53 5.99d ± 0.38 M5 
بیشترین رشد میسلیومی از مرکز تشتک پتری و  Rمحاسبه شد که در آن  R ˟ 100/(R – r)درصد بازداری از رشد میسلیومی با فرمول 

r های سه تکرار است. بر اساس آزمون باشد. مقادیر ارائه شده میانگینرشد میسلیومی از مرکز تشتک پتری به سمت کلنی باکتری می

داری ندارند. منابع کربن و ازت مورد درصد تفاوت معنی 9های با حروف مشابه در سطح احتمال ( میانگینLSDدامنه چندگانه فیشر )

 در متن انگلیسی ذکر شده است. استفاده و مقادیر آنها
*% Mycelial inhibition was calculated as (R − r)/R × 100, where R is mycelial growth away from the bacterial colony (the 

maximum growth of the fungal mycelia) and r is mycelial growth towards the bacteria. ** Values are the means of three 

replicates. Means with same letters are not significantly different according to fisher’s multiple range test (LSD) at P < 0.05. 

Carbon and nitrogen source in different media were as follow respectively: M1: 10 ml Beet molasses, 0.2 g (NH4)2SO4, M2: 4 g 

sesame press cake, 10 ml beet molasses, M3: 10g date pomace, 0.2 g (NH4)2SO4, M4: 10 g date pomace, 4 g sesame press cake, 

M5: 10 ml cheese whey, 0.2 (NH4)2SO4, M6: 10 ml cheese whey, 4 g sesame press cake, M7: 10 g apple pomace, 0.2 

(NH4)2SO4, M8: 10 g apple pomace, 4 g sesame press cake. M9: 5 g starch (grade 3), 0.2 (NH4)2SO4, M10: 4 g sesame press 

cake, 5 g starch (grade 3). 

 

ماندگاری باکتری حاصل از محیط کشتهای مختلف 

 در فرمولاسیون

های مختلف در محیط کشت N179 سویهبعد از کشت 

سلولهای بدست آمده به صورت پودری فرموله شد و 

 2سپس جمعیت باکتری در زمانهای مختلف به مدت 

-جمعیت ماه مورد بررسی قرار گرفت. مقایسه میانگین

های محاسبه شده نشان داد که نوع محیط کشت مورد 

استفاده برای کشت این باکتری تاثیر قابل توجهی روی 

گاری این باکتری در فرآیند فرمولاسیون و دوره ماند

انبارداری آن دارد به طوری که سلولهای بدست آمده از 
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بیشترین  LB، و M2 ،M7 ،M9های کشت محیط

مقاومت را در مقابل فرآیند خشک سازی و در طول 

(. جمعیت 1دوره انبارداری از خود نشان دادند )شکل 

ای کشت بلافاصله هسلولهای بدست آمده از سایر محیط

بعد از فرآیند خشک سازی کاهش پیدا کرد به طوری 

که بیشترین کاهش جمعیت در سلولهای بدست آمده از 

درصد  14اتفاق افتاد که در حدود  M6محیط کشت 

کاهش مشاهده شد. جمعیت سلولهای بدست آمده از 

های کشت یک ماه بعد از فرمولاسیون تمام محیط

های ن کاهش در مورد محیطکاهش پیدا کرد اما ای

کمتر بود و جمعیت  LBو  M2 ،M7 ،M9کشت 

های کشت به های تهیه شده از این محیطفرمولاسیون

های کشت بود. داری بیشتر از سایر محیطصورت معنی

ها بعد از اولین ماه جمعیت باکتری در تمام فرمولاسیون

به مدت سه ماه تقریبا ثابت بود و کاهش چندانی 

(. جمعیت سلولهای موجود در 1ه نشد )شکل مشاهد

ها در ششمین ماه نیز مورد بررسی قرار فرمولاسیون

گرفت و مشخص شد که جمعیت سلولهای بدست آمده 

های ذکر شده در بالا در این بازه زمانی نیز از محیط

تغییر چندانی نداشتند. جمعیت باکتری در 

هیه شده های کشت تهایی که از سایر محیطفرمولاسیون

بودند به صورت قابل توجهی کاهش یافته بودند )شکل 

(. شدیدترین کاهش جمعیت در مورد فرمولاسیونی 1

بدست آمده  M10اتفاق افتاده بود که از محیط کشت 

سلول به  9/1 × 119بود به طوری که جمعیت آن به  

 ازای هر گرم فرمولاسیون خشک رسیده بود. 

 
درجه  9روز به صورت فرمولاسیون خشک در دمای  141های کشت مختلف در طول رشد یافته در محیط N179 . بقاء سویه1شکل 

 ها است. نوارهای خطا نشان دهندهگیری و انجام سری رقت مختلف از فرمولاسیونسلسیوس. مقادیر ارائه شده میانگین سه نمونه

 انحراف معیار است.
Figure 1. Survival of strain N179 grown in various media during maintenance of its powder formulation for 

180 days in vials at 4ºC. Each value is the mean of three different sampling and serial dilutions from 

formulations. The error bars represent standard deviation. 

 

های تهیه شده از بررسی کارایی فرمولاسیون

 های کشت مختلفمحیط

کارآیی فرمولاسیونهای مختلف در کنترل مرگ گیاهچه 

ای بعد از گذشت ریزوکتونیایی لوبیا در شرایط گلخانه

سه ماه از فرمولاسیون مورد بررسی قرار گرفت. در این 

بررسی نیز مشخص شد که نوع محیط کشت مورد 

بر روی کارآیی آن تاثیر  N179 سویهاستفاده برای کشت 

داری دارد. بیشترین کارآیی مربوط به فرمولاسیون معنی
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بود که شاخص بیماری  M5بدست آمده از محیط کشت 

درصد و میانگین وزن تر محاسبه شده  27/99در آن 

ترین گیری شد. پاییناندازه 11/9های حاصل برای بوته

مشاهده شد  LBشاخص بیماری در مورد محیط کشت 

های حاصل در این تیمار کمتر بود بوته زیست تودهاما 

 (. 9)جدول 

 
در گیاه لوبیا بعد از فرمولاسیون و نگهداری  R. solaniعلیه قارچ  N179ی کارآیی سویه . اثر نوع محیط کشت بر رو9جدول 

 آن به مدت سه ماه.
Table 2. The effect of medium culture type on efficacy of strain N179 against R. solani on bean after 

formulation and maintenance for three months 
Biomass Disease index Media 
1.43ab 93.33a** ± 6.2 M8 
1.68b 92.00ab ± 4 Infected control 
 2.63b 76.00abc ± 4 M3 
1.83ab 73.3bcd ± 22 M7 
1.44b 72.00cd ± 10.58 M2 
2.97ab 68.00cd ± 10.58 M6 
1.54b 66.67cd ± 12.86 M9 
1.54b 65.33cd ± 6.11 M1 
1.92ab 58.67cde ± 9.24 M4 
1.82ab 56.00de ± 14.42 M10 
4.11a 54.67de ± 12.22 M5 

2.02ab 44.00e ± 1.42 LB 
2.4ab 0.00f Non-infected control 

 9های با حروف مشابه در سطح احتمال ( میانگینLSDهای سه تکرار است. بر اساس آزمون دامنه چندگانه فیشر )** مقادیر ارائه شده میانگین

 منابع کربن و ازت مورد استفاده و مقادیر آنها در متن انگلیسی ذکر شده است. داری ندارند.تفاوت معنیدرصد 
** Values are the means of three replicates. Means with same letters are not significantly different according to fisher’s multiple range 

test (LSD) at P < 0.05. Carbon and nitrogen source in different media were as follow respectively: M1: 10 ml Beet molasses, 0.2 g 

(NH4)2SO4, M2: 4 g sesame press cake, 10 ml beet molasses, M3: 10g date pomace, 0.2 g (NH4)2SO4, M4: 10 g date pomace, 4 g sesame 

press cake, M5: 10 ml cheese whey, 0.2 (NH4)2SO4, M6: 10 ml cheese whey, 4 g sesame press cake, M7: 10 g apple pomace, 0.2 

(NH4)2SO4, M8: 10 g apple pomace, 4 g sesame press cake. M9: 5 g starch (grade 3), 0.2 (NH4)2SO4, M10: 4 g sesame press cake, 5 g 

starch (grade 3). 
 

 بحث

های اخیر تحقیقات در زمینه کنترل بیولوژیک در دهه

ای آفات و بیماریهای گیاهی در کشور به طور فزاینده

افزایش پیدا کرده است و بسیاری از محققین حوزه 

گیاهپزشکی، زراعت، خاکشناسی و حتی زیست شناسی 

مختلف در کشور ها و موسسات تحقیقاتی در دانشگاه

اند. در تحقیقات خود را به سوی این حوزه سوق داده

هایی با کارآیی سویهبسیاری از موارد با وجود معرفی 

قابل توجه هیچگونه تحقیقات تکمیلی روی آنها صورت 

تنها خروجی این تحقیقات انتشار مقالات علمی نگرفته و 

 .(Alizadeh et al. 2020)است 

بنابراین لازم است برای جلوگیری از هدر رفت منابع 

کشور و تبدیل دانش کنترل بیولوژیک به دست آمده به 

های ثروت و ارزش افزوده، تحقیقات به سمت بررسی

این عوامل میکروبی ای، تولید انبوه و فرمولاسیون مزرعه

سوق پیدا کند. هدف از انجام تحقیق حاضر نیز در این 

که قبلا کارآیی  N179 سویهراستا بوده است که در آن 

آن در شرایط گلخانه و مزرعه به اثبات رسیده بود 

انتخاب و تلاش شد تا محیط کشت ارزان قیمتی جهت 

 با ارزش معرفی شود.  سویهتولید این 

ارزان قیمت  پسماندهای کشت از برای تهیه محیط

ای صنایع غذایی استفاده شد. انتخاب این مواد به گونه

بود که مهمترین اجزای محیط کشت یعنی منبع کربن و 

ها نشان داد که نوع مواد ازت آنها تامین شود. بررسی

های کشت بر روی میزان مورد استفاده در این محیط

میزان رشد باکتری  داری دارد.رشد باکتری تاثیر معنی

های مورد استفاده به اندازه محیط در بیشتر محیط

 (. 4بود )جدول  LBکشت غنی 

هر چند کارایی سلولهای بدست آمده از بعضی از 

های کشت که رشد قابل توجهی در آنها صورت محیط

گرفته بود بسیار پایین بود. برای مثال رشد باکتری در 

و کنجاله کنجد( )حاوی تفاله سیب  M8محیط کشت 
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نداشت اما کارایی  LBداری با محیط کشت تفاوت معنی

سلولهای بدست آمده از این محیط هم در شرایط درون 

ای بسیار پایین بود شیشه و هم در شرایط گلخانه

(. علاوه بر این نتیجه جالب توجه دیگر در 9 و 4)جدول 

)حاوی آب  M5این بررسی در خصوص محیط کشت 

ات آمونیوم( است که با وجود رشد پایین پنیر و سولف

باکتری در این محیط کشت بهترین کارآیی را در شرایط 

 ای از خود نشان داد. گلخانه

های پیشین همخوانی دارد که در این نتایج با یافته

آنها نیز به اهمیت نوع منابع کربن و ازت محیط کشت و 

نوع و نسبت عناصر غذایی آن در میزان رشد باکتری و 

کارایی سلولهای حاصل از آنها اشاره شده است 

(Ashofteh et al. 2009; Liu et al. 2017) ضمن اینکه .

دهد که بعضی از عوامل تحقیقات پیشین نیز نشان می

های کشت خاصی به خوبی رشد بیوکنترل در محیط

کنند اما قابل توجهی تولید می زیست تودهکنند و می

هایی ولهای بدست آمده در چنین محیطکارآیی سل

 Fallahzadeh and)ممکن است بسیار پایین باشد 

Ahmadzadeh 2011) برای مثال در عامل بیوکنترل .

Colletotrichum truncatum  نشان داده شده است که

در محیط کشت غنی از منبع کربن اسپورزایی زیاد رخ 

در دهد اما چنین اسپورهایی کارایی بسیار پایینی می

مقایسه با اسپورهایی داشتند که در محیط کشتی با 

 Schisler) تر تولید شده بودندنسبت منبع کربن پایین

et al. 1991) . 

پارامتر دیگری که در این تحقیق مورد بررسی قرار 

های کشت گرفت، توانایی سلولهای حاصل از محیط

مختلف در تحمل فرآیند خشک سازی فرمولاسیون و 

 زنده مانی آن در طول انباری داری فرمولاسیون بود.

های کشت مختلف تحمل سلولهای بدست آمده از محیط

سبت به فرآیند خشک سازی و زنده مانی آنها در مدت ن

های کشت های که از محیطشش ماه متفاوت بود. سلول

M2 (ملاس چغندر قند و کنجاله کنجد) ،M7  تفاله(

نشاسته و سولفات ) M9سیب و سولفات آمونیوم(، 

بدست آمده بودند بیشترین مقاومت را از  LBو  (آمونیوم

خود نشان دادند و جمعت فرمولاسیون خشک آنها 

 (. 1کمترین کاهش را نشان داد )شکل 

دهند که شرایط محیط تحقیقات مختلفی نشان می

کشت و ترکیب آن اثر قابل توجهی در کیفیت و کمیت 

اندواسپورهای تولید شده توسط عوامل بیوکنترل دارد و 

-های کشت مشخصی میراین با به استفاده از محیطبناب

توان فرمولاسیونهایی از باکتریها تهیه کرد که کیفیت 

خود را در طول مدت انبارداری از دست ندهند 

(Nicholson et al. 2000; Schisler et al. 2004) .

های اشاره شده رسد که محیط کشتبنابراین به نظر می

در بالا در بهبود اسپوردهی این باکتری و کیفیت 

 اسپورهای تولید شده توسط آن اثر قابل توجهی داشتند. 

 

 گیری کلینتیجه

در تحقیق حاضر با استفاده از پسماند صنایع غذایی 

های کشت مختلفی جهت تکثیر باکتری یطمح

Paenibacillus polymyxa  سویهN179  تهیه و مورد

های کشت نرخ بررسی قرار گرفت. برای ارزیابی محیط

تکثیر باکتری، خاصیت بازدارندگی سلولهای بدست 

آمده، قابلیت ماندگاری در فرمولاسیون و کارآیی 

گرفت و نتایج فرمولاسیون تهیه شده مورد ارزیابی قرار 

های کشت مختلف از نشان داد که هر کدام از محیط

لحاظ پارامترهای مختلف مزایا و معایبی دارند. با این 

حال با توجه به نرخ تکثیر بالای باکتری در محیط کشت 

M9 (حاوی نشاسته درجه سه و سولفات آمونیوم)  و

ماندگاری قابل توجه سلولهای بدست آمده از این محیط 

و همچنین کارآیی قابل قبول فرمولاسیون حاصل کشت 

رسد که این محیط کشت بهترین از آن، به نظر می

است. علاوه  N179گزینه برای تکثیر و تولید انبوه سویه 

بر این نشاسته درجه سه که در این محیط کشت به کار 

گرفته شد یکی از پسماند ارزان قیمت است که در حجم 

 لی قابل تهیه است. انبوهی در کارخانجات مح
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