
 

 Applied Entomology and Phytopathology هاي گياهيبيماري آفات و

 Vol. 92, No. 2, March, 2025   1403 اسفند، 2، شماره 92جلد

 
Scientific article 

 

Optimizations of commercial culture medium of Bacillus subtilis isolate B2 and its 

formulation for controlling powdery mildew of cucumber at greenhouse 

 

LACHIN MOKHTARNEJAD1 , SAMIRA SHAMELI2, MOHSEN FARZANEH3 

1.Assistant Professor, Plant Protection Research Department, West Azarbaijan Agricultural Research, Education and Extension 

Organization (AREEO), Urmia, Iran; 2. Assistant Professor, Plant Protection Research Department, Golestan Agricultural Research, 

Education and Extension Organization (AREEO), Gorgan, Iran; 3. Associate professor, Department of Agriculture, Medicinal Plants 

and Drugs Research Institute, Shahid Beheshti University, Evin, Tehran, Iran 

(Received: December 2024; Accepted: February 2025) 

 

Abstract 

In this research, the possibility of mass production and formulation of bacterial isolate Bacillus subtilis B2 with antagonistic activity 

against powdery mildew of cucumber were investigated. In order to optimize the culture medium, screening of different carbon and 

nitrogen sources was performed using Design Expert® software. Based on the central composite design, optimal concentration of beet 

molasses and corn steep liquor (CSL) in the culture medium to produce maximum bacterial cell biomass was 4.45-6 and 3.82-6 g/liter, 

respectively. Based on the optimization of environment factors, the maximum bacterial biomass was obtained at a temperature of 32 °C, a 

stirring speed of 90 rpm, 3.5% of inoculums and pH of 6. Subsequent the biomass production, additional research was carried out with the 

objective of formulation the bacterial isolate. Totally 18 different formulations prepared with different carriers and adjutants. The highest 

population of B. subtilis B2 produced after six months storage at 4 °C and 24°C in formulation No. 3, containing sodium alginate and 

trihalose, with 7.9×108 and 4.2×107 CFU per gram of formulation respectively.The best formulation of B. subtilis selected based on the 

highest shelf life to evaluate the ability of formulations for controling powdery mildew of cucumber under greenhouse conditions. The 

results showed that the B. subtilis formulation and Dumark fungicide reduces the disease severity by 45.42% and 46.53%, respectively 

which express no significant difference between them.  
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 مقاله پژوهشي 

 

 و  Bacillus subtilis B2جدایه  و فرمولاسيون سازي محيط کشت صنعتي بهينه

 توسط آن  گلخانهدر سفيدک پودري خيار  مهار
 

 3، محسن فرزانه2، سميرا شاملي    1لاچين مختارنژاد

کشاورزي آذربایجان غربی، سازمان تحقیقات، آموزش و    و ترویج  ، مرکز تحقیقات و آموزشپزشکیگیاهخش تحقیقات ب ،استادیار-1

 ،گلستان  و آموزش و ترویج کشاورزي قاتیمرکز تحق، پزشکیگیاه تحقیقات بخش استادیار، -2؛ ترویج کشاورزي، ارومیه، ایران

گروه کشاورزي، پژوهشکده گیاهان و مواد اولیه دارویی   ،دانشیار -3؛ رانیا ،گرگانکشاورزي،  جی آموزش و ترو قات،یسازمان تحق

 دانشگاه شهید بهشتی، اوین، تهران، ایران

 (1403؛ تاریخ پذیرش: اسفند 1403 آذر )تاریخ دریافت:

 

 چکيده

با قابلیت بیوکنترلی بر روي سفیدک سطحی خیار  Bacillus subtilis B2 ي باکتر  ه یجدا در این تحقیق، امکان تولید انبوه و فرمولاسیون 

(  Design Expert)  ® مختلف از نرم افزار   تروژن ی منابع کربن و ن   ي غربالگر ،  B. subtilis سازي محیط کشت باکتري  . براي بهینهشد بررسی  

غلظت بهینه ملاس چغندر و عصاره ذرت   ،   پاسخ - روش رویهو    (central composite)  مرکب مرکزي   طراحی  نتایج  براساس .  شد   استفاده

. بر اساس نتایج گرم در لیتر بود   3/ 82- 6و    4/ 45- 6ترتیب  به در محیط کشت براي تولید حداکثر توده سلولی باکتري  (  CSLخیسانده ) 

بهینه  سازي فاکتور بهینه  در محیط کشت  باکتري  فاکتوریل کسري، حداکثر توده سلولی  با روش طراحی  درجه    32دماي   باهاي محیطی 

فرمولاسیون   18سازي محیط کشت، در مجموع  پس از بهینه  حاصل شد.   6  و اسیدیته   3/ 5دور در دقیقه، درصد زادمایه    90  زن هم سلسیوس،  

پس از شش ماه بیشترین جمعیت سلول زنده باکتري  مختلف پودري خشک با استفاده از مواد حامل و مواد افزودنی مختلف تهیه شد.  

فرمولاسیون    24و    4ماي  نگهداري در د آلجینات و تري تالک،    حاوي   3شماره  درجه سلسیوس، در  با جمعیت به   ، هالوز سدیم  ترتیب 
کنترل  براي     B. subtilis. ماندگارترین فرمولاسیون حاوي باکتري  حاصل شد سلول زنده در هر گرم فرمولاسیون    4/ 2× 710و    7/ 9× 810

درصد کنترل بیماري در تیمار فرمولاسیون جدایه  مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد بین  انتخاب و    سفیدک پودري خیار در گلخانه 

 داري وجود نداشت. اختلاف معنی   ( درصد   46/ 53  ) دومارک   کشقارچ و  ( درصد   45/ 42باکتري) 

 زیستی   مهار، فرمولاسیون   خیار، سازي، سفیدک سطحی تجاري   هاي کليدي: واژه 
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 مقدمه 

 Podosphaera xanthii (Castagne)قارچ   از   ی ناش   ي پودر   دک ی سف 

U. Braun  مه از  بیماريمیکی  خیارترین  در  ايگلخانههاي 

که   است  جهان  کاهش  سراسر  عملکرد   ت یفیک موجب  و 

معمول کنترل    هاياز روش.  (Rur et al., 2018)  شودمیمحصول  

و  بیماري مقاوم  ارقام  از  استفاده  گیاهی  هاي  کشقارچهاي 

ارقام  است کهشیمیایی   در مورد سفیدک پودري خیار معرفی 

آمیز نبوده و براي کنترل این بیماري عمدتا  مقاوم چندان موفقیت 

میکشقارچکاربرد   توصیه  شیمیایی  عامل  .  شودهاي  قارچ 

و با تولید مثل جنسی و    اي است چند چرخهسفیدک پودري  

وقوع جمعیت    و  شودمی  تکثیر  یفراوان  به  غیرجنسی احتمال 

به   بالا  کشقارچمقاوم  بسیار  کوتاه  زمان  مدت   در 

هاي اخیر و در نتیجه در سال   (Hollomon et al., 2002)باشدمی

 Rosslenbroich)  اندبسیاري از این سموم شیمیایی بی اثر شده

and Stuebler, 2000).  هاي مصرف کنندگان  بر این نگرانیعلاوه

ها در مواد غذایی و خطرات ناشی از آن،  کشاز باقیمانده آفت

را  روش بیماري  کنترل  ایمنبههاي  جایگزین  یافتن  تر سمت 

می و  آنتاگونیست   (.Wu et al., 2023)دهد  سوق  قارچی  هاي 

مهم از  یکی  جایگزین  باکتریایی  عوامل  هاي  کشقارچترین 

 Bonaterra et)هاي گیاهی هستند  شیمیایی براي کنترل بیماري

al., 2022)    ،منفی   تأثیرکه علاوه بر سازگاري بالا با محیط زیست

در  مقاومت  ایجاد  موجب  و  ندارند  انسان  سلامتی  روي 

 . (et al., 2022  Jaiswa) شوندبیمارگرها نمی

هاي میکروبی  که تعداد زیادي از آنتاگونیست با وجود این

اند، اما تعداد کمی هاي گیاهی معرفی شدهبراي کنترل بیماري

کلیدي قابل  هاي  فاکتور  ی ازیک اند.  از این عوامل تجاري شده

دست میکروبی،  عامل  یک  کردن  تجاري  جهت  یابی  ملاحظه 

تولید زیست توده  به قابل دسترس براي  یک محیط کم هزینه 

شود  استفاده  صنعتی  مقیاس  در  بتواند  که  است    سلولی 

(Jeyarajan and Nakkeeran, 2000).  از هیدروکربن هاي  استفاده 

لاکتوز و قندهاي دیگر    خالص مثل گلوکز، فروکتوز، سوکروز،

در میکروبیولوژي صنعتی باعث بالا رفتن هزینه تمام شده براي  

می محصول  از  تولید  و  ارزان  باید  مطلوب  رشد  محیط  شود. 

هر منطقه باشد. براي   (by-product)محصولات فرعی کشاورزي  

نیتروژن می توان به ملاس،  مثال از منابع ارزان قیمت کربن و 

مخمر آب جو، پنبه دانه، آرد سویا، نشاسته، آب پنیر و عصاره  

. از طرفی  (Oh et al., 2005; Wee et al., 2004)ذرت اشاره کرد  

و دما( همانند نوع محیط کشت    pHشرایط تخمیر )هوادهی،  

بگذارد.  می تاثیر  میکروارگانیسم  کمیت  و  کیفیت  روي  تواند 

ها از روش فرمانتاسیون  ولید مخمرها و باکتريبراي ت  "معمولا

 Fravel)  شوداستفاده می  زنهممایع داخل فرمانتورهاي واجد  

et al., 1999; Glazer et al., 1995) . 

 ها امروزه در جهان از ملاس جهت تکثیر بسیاري از میکروارگانیسم 

می مطالعات   . (Bertolin et al., 2003)شوداستفاده  براساس 

   (Ehrenberg)باکتري  ، بیشترین توده2015صورت گرفته در سال  

Bacillus subtilis    ،در  در محیط کشت ملاس چغندر و نیشکر

شد  pHو    سلسیوس  درجه  35دماي   مشاهده  استهفت    ه 

(Maria Florence, 2015)   .CSL  ها و مواد  یک منبع حاوي ویتامین

و   است  موفقیت بهمعدنی  فرمانتاسیون طور  براي  آمیزي 

کار رفته و مقالات متعددي مبنی بر کارا و بهها  میکروارگانیسم

وجود  بهمقرون   فرمانتاسیون  مراحل  در  مواد  این  بودن  صرفه 

 . (Kim et al., 2007)دارد 

مى دارند  فاکتوروجود  زیادى  تعداد  که  از هنگامى  توان 

افزار آزمایش نرم  غربالگرى  حذف     Design Expertهاي  براى 

فاکتورهاى غیر مهم با هدف جلوگیري از اتلاف وقت و هزینه  

طراحى پرطرفدارترین  از  و  کرد  غربالگرى  استفاده  براى  ها 

کسرى  طرحبهتوان  مى فاکتوریلى  طراحى    p-k2هاى  پلاکت  و 

بعد از  .  (Armstrong, 2006; Lazic, 2004)اشاره کرد    (PDB)برمن  

تواند براى یافتن شرایط  پاسخ مى-روش رویه،  غربالگرى اولیه

کار  بهبهینه سیستم، با در نظر گرفتن فاکتورهاى مؤثر بر پاسخ،  

هاى آزمایش، آنالیز این روش شامل یک سرى از طراحى  .رود

تکنیک بهینهو  است هاى  بهینهکه    سازى  و  جهت  یافتن  سازى 

کاربرد دارد  ،  فرآیند  پاسخرسیدن به حداکثر    درمقادیر فاکتورها  

(Armstrong, 2006)  .مثال،  به آوردن  بهمنظور  بهعنوان  دست 
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در محیط کشت براي تولید حداکثر  CSL غظت بهینه ملاس و  

با استفاده از روش   Saccharomyces cerevisiaeبیوماس سلولی  

با  ملاس  که  شد  زمانی حاصل  بیوماس  بیشترین  پاسخ،  رویه 

درصد به محیط کشت   17با غلظت    CSL درصد و  6/ 4غلظت  

 .  (Kim et al., 2007)اضافه شد 

توان گفت مانع اصلی براي تجاري کردن محصولات می

قابلیت   که  پایدار است  فرموله  ایجاد یک محصول  بیوکنترلی، 

هاي تازه حفظ کرده باشد  کنترل کنندگی خود را همانند سلول

(Melin et al., 2006  .)هاي مایع و  انواع مختلفی از فرمولاسیون

ها در اکوسیستم  جامد وجود دارد که هرکدام از این فرمولاسیون

می استفاده  فرمولاسیونخاصی  میان  در  خشک  شوند.  هاي 

پذیر  بیشترین توجه به فرمولاسیون نوع پودر وتابل یا رطوبت 

قابلیت اختلاط   آن بالا است و  است، زیرا که زمان نگهداري 

راحتی با استفاده از تجهیزات سمپاشی    با آب دارد و به  یخوب

درصد   80تا    20این فرمولاسیون شامل .رودکار میبهمعمولی  

درصد مادة   10تا    1درصد مادة پرکننده،    45تا    5مادة مؤثره،  

و    پخش پنجکننده  تا  سورفکتانت    سه  است  درصد 

((Arumuganathan et al., 2009; Jones and Burges 1998   انتخاب

مواد افزوده به هدف فرموله کردن هر میکروارگانیسم بستگی  

در قابلیت    دارد.  با  مواد  از  استفاده  یا  کردن  کپسوله  مواقعی 

میپوشش زندهتوادهی  افزایش  موجب  همچنین  ند  و  مانی 

آزمایشگاه( شود   از  در شراط محیطی )خارج  کاربرد  سهولت 

(Wong et al., 2019; Vassilev et al., 2020)  براي کائولین  از   .

و    Streptomyces griseusاز    ي اهیسو فرمولاسیون   شد  استفاده 

نتایج نشان داد فرمولاسیون تهیه شده از کائولین و آلجینات با  

تنهایی، در بههم در مقایسه با فرمولاسیون تهیه شده از آلجینات  

از    Fusarium oxysporum f.sp. cubenseکنترل   بهتري  عملکرد 

 .(Zacky et al., 2015)خود نشان داد 

سازي اجزا و شرایط  گري و بهینههدف این تحقیق غربال

 یه باکتري سو   محیط کشت براي حداکثر تولید توده سلولی یک

B. subtilis B2  هاي خیار از گلخانه  شده  جداسازي)  ایران بومی

افزار  (ورامین نرم  کمک  امکان ،  (Design Expert)®  با  بررسی 

فرمولاسیون باکتري و ارزیابی بهترین فرمولاسیون تهیه شده در 

ترکیبات فنولی برگ خیار   تولید کنترل سفیدک سطحی و القاي

 در شرایط گلخانه بود. 
 

 روش بررسي

 تهيه باکتري آنتاگونيست 

جداسازي شده از فلور گیاه   B. subtilis B2 جدایه باکتري

منتشر نشده( )اطلاعات    97مطالعات سال  با توجه به  خیار که  

واقع شده    مؤثرخیار    گل محمدي و  در کنترل سفیدک پودري

هاي مفید پژوهشکده گیاهان میکروارگانیسم  از کلکسیون  بود،

 و مواد اولیه دارویی دانشگاه شهید بهشتی دریافت شد.

 سازي توليد زیست توده باکتري غربالگري و بهينه

  کشت   از ابتدا جهت تعیین کینتیک رشد )الگوي رشد( باکتري،  

  8×  901  ت ی به جمع   ی ون ی سوسپانس   ، B2جدایه باکتري    ساعته   24

میلی مولار )برابر با    100لیتر بافر فسفات  باکتري در میلی   سلول 

  ون ی سوسپانس   ن ی از ا   تر ی ل ی ل ی م   ک ی   سپس   شد.   ه ی ته   جذب نوري یک( 

ارلن فلاسک   در   NB  کشت   ط ی مح   تر ی ل ی ل ی م   100به     250  هاي 

  ي انکوباتور با دما   کر ی ش   به   هاي ارلن فلاسک .  شد اضافه    ي تر ی ل ی ل ی م 

منتقل و هر چهار ساعت    rpm 150 درجه سلسیوس و دور   30

با استفاده از دستگاه    باکتري   ت ی جمع ساعت    36مدت  به بار و  یک 

 شد.    ي ر ی گ نانومتر( اندازه   600اسپکتروفتومتري )طول موج  

، B2باکتري جدایه  منظور تولید حداکثري بیوماس سلولی  به

سازي محیط کشت باکمک روش طراحی آزمایش و در دو بهینه

بهینه و  کشت  محیط  اجزائ  غربالگري  مقادیر  مرحله،  سازي 

 بر تولید انجام گرفت.  مؤثرفاکتورهاي 

 محيط کشت  اجزائ سازيو بهينه غربالگري

، پنتوزانملاس نیشکر،    گلوکز، شکر،   ملاس چغندرقند،از  

، سولفات آمونیوم،  (CSL)و عصاره ذرت خیسانده    اوره،  نشاسته

  عنوان منابع کربن و نیتروژن و نیترات آمونیوم به  عصاره مخمر

 . ستفاده شدسازي یک محیط کشت صنعتی امنظور بهینهبه

متعددي  آزمایش و  به هاي  کربن  منابع  غربالگري  منظور 

نیتروژن و انتخاب بهترین منبع کربن و منبع نیتروژن با استفاده  
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طراحی و    (Design Expert)®از طراحی پلاکت برمن نرم افزار  

  غلظت حداقل ) ها  هاي آنانجام شد. فاکتورها و محدوده غلظت 

   آمده است.   1در جدول  یا صفر(    و میانگین   یا مثبت   ، حداکثر یا منفی 

هاي  میلی لیتر از محیط کشت   100طور خلاصه در ابتدا  هب

نرم تعیین شده توسط  با نسبت هاي  یک    وندرافزار،  مختلف 

پس از اتوکلاو و خنک شدن  لیتري تهیه شد و  میلی  250ارلن  

میلیدرجه سلسیوس(  50)دماي   با یک  از سوسپانسیون  ،  لیتر 

زنی شدند. ارلن مایه زنیمایه (OD= 1)باکتري ساعته   24کشت 

دور در دقیقه و درجه    150شده، داخل شیکر انکوباتور با دور  

ساعت   28. بعد از  شددرجه سلسیوس نگهداري    30حرارت  

رشد   دستگاه    باکتريمیزان  از  استفاده  با  ارلن  هر  در 

  .شدندگیري نانومتر اندازه  600اسپکتروفتومتر در طول موج 

منتخب بهینه اجزاي  مقادیر  چغندرقند،  سازي   )ملاس 

 

با کمک طراحی فاکتوریل    عصاره مخمر(و    CSLملاس نیشکر،  

براین،  2انجام شد )جدول    کسري فزون  رویه  (.  پاسخ روش 

غلظت   بینی  پیش  و  تخمین  کشت    مؤثربراى  محیط  اجزائ 

برتر،   از  بهمنتخب  استفاده  با  سلول،  تولید  بردن  بالا  منظور 

(. در  3)جدول    شداستفاده    Central composite designطراحی  

د.  شمطالعه    (α, -1, 0, 1, +α-)این روش متغیرها در پنج سطح  

توان توسط معادله درجه دو زیر توصیف رفتار سیستم را می  

 کرد: 

.2X1X12+β 2
2X22+β 2

1X11+β 2X2+β 1X1+ β °= β Y 

2β ، عرض از مبدائ  β°بینی شده،  پاسخ پیش  Yدر این معادله 

1,β   ،22ضریب خطى, β 11β    ،12ضریب توان دوβ   ضریب برهمکنش

-باشد. براي طراحی آزمایش بهینه متغیرهاي مستقل می   X2X ,1و  

 استفاده شد.    (Design Expert)®افزار  ازي و آنالیز نتایج آن از نرم س 

 استفاده از طراحی پلاکت برمن  با  )گرم در لیتر( هاهاي آنمحیط کشت و غلظت  ء اجزا يساز  نهی به يبرا یشیآزما یطراح -1 جدول
Table 1. Experimental plan for optimizing the culture medium components and their concentrations (g/L) using the Plackett–Burman design 

Concentration (g/L) 
Medium ingredients Sources 

level+ Level 0 level - 
6 4 2 Sugar beet molasses X1 
6 3 0 Glucose X2 

6 3 0 Sugar X3 

6 3 0 Sugarcane molasses X4 

6 3 0 Starch X5 

6 3 0 Pentosan X6 

6 3.5 1 Urea X7 

6 3 0 CSL X8 

3 1.5 0 Ammonium sulfate X9 

6 3 0 Yeast extract X10 

6 3 0 Ammonium nitrate X11 

 

 طراحی فاکتوریلی کسري با استفاده از )گرم در لیتر( هاهاي آنمنتخب محیط کشت و غلظت ء اجزا  ی بهینه کردنشیآزما یطراح  -2 جدول

Table 2. Experimental plan for optimizing the selected culture medium components and their concentrations 

(g/L) using the fractional factorial design 

Concentration (g/L) 
Medium ingredients Sources 

level+ Level 0 level - 
6 4 2 Sugar beet molasses X1 
6 4 2 Sugarcane molasses X2 

6 4 2 CSL X3 

6 3.5 1 Yeast extract X4 

 
 Central compositeبراساس طراحی  ها در مطالعه سطح پاسخهاي آناجزا محیط کشت منتخب برتر و غلظت -3جدول 

Table 3. Experimental plan for optimization of superior selected culture medium components and their concentrations (g/L) using response surface 

methodology based on central composite design (CCD) 

Sources Unit 
Concentration (g/L) 

+ α level+ Level 0 level - -α 
A: Sugar beet molasses gr/l 6.83 6 4 2 1.17 

B: CSL gr/l 6.83 6 4 2 1.17 

https://en.wikipedia.org/wiki/Plackett%E2%80%93Burman_design
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توليد  بهينه بر  محيطي  فاکتورهاي  تودهسازي  در    باکتري  زیست 

 محيط کشت بهينه  

فاکتورهاي محیطی روي محیط کشت    تأثیربراي بررسی  

کسريبهینه فاکتوریل  آزمایش  دو   آزمایش   20با    سازي شده، 

اولیه   زادمایهدما، سرعت دور شیکر، درصد    تأثیرطراحی شد و  

  در محیط بهینه   باکتريروي افزایش بیوماس سلولی    اسیدیتهو  

و  CSLبا    چغندر)ملاس   گرفت  قرار  مطالعه  مورد    تأثیر ( 

طور جداگانه بررسی شد. فاکتورها و دامنه  بهفاکتورهاي محیطی  

 آمده است.  4ها در جدول آن

 

فاکتورهاي محيطي و    بهينه سازي  ي ش ی آزما   ي طراح     - 4  جدول 

   طراحي فاکتوریل کسري   با استفاده از   ها آن   دامنه 

Table4. Experimental plan for optimizing the environmental factors 
and their levels using the fractional factorial design 

 
Concentration (g/L) Medium 

ingredients 
Sources 

level+ Level 0 Level - 
25 30 35 °C A: Temperature 
1 3.5 6 % B: Inoculant 

4.5 6 7.5 pH C: pH 

70 110 150 rpm D:Agitation rate 

 

 و بررسي ماندگاري آن  تهيه فرمولاسيون جدایه باکتري

پودر  پرکننده  ماده    از دو  باکتري هاي  براي تهیه فرمولاسیون

منابعو  تالک اساس  بر  که  و  وجز کائولین  مقرون    ارزانترین 

پرصرفهبه مواد  فرمولاسیونترین  تولید  در  هستند،  ها  کننده 

در   مواد پرکننده  باکتري،  براي تهیه هر فرمولاسیون  استفاده شد.

اتوکلاو   متوالی  روز  )دو   Vidhyasekaran and).شدند 

Muthamilan, 1995   مختلفی افزودنی  مواد  از  منابع  اساس  بر 

بهینه به فرمولاسیون منظور  مواد  سازي  این  شد.  استفاده  ها 

عنوان تثبیت کننده  بهو کیتوزان   سدیم آلجیناتافزودنی شامل  

تري چربی   (Trehalose)  هالوز)پوشاننده(،  بدون  شیر   و 

(Skim milk)به  مانی )پایدار کننده( هستند.  ، براي افزایش زنده

فرمولاسیون درصد  به  Tween 80ها  تمام  سه  عنوان  بهمیزان 

 درصد   چهار  زانیمبه  (2CaCl)  میکلس  دیکلر   و  سورفکتانت 

 (. (Zhang et al., 2023; Qi et al., 2023شد استفاده

ابتدا   کشت  در  با    72از  سوسپانسیونی  باکتري،  ساعته 

لیتر تهیه شد. به  سلول باکتري در میلی  8×1010جمعیت حاوي  

سدیم آلجینات و یا کیتوزان   5این سوسپانسیون بر اساس جدول  

هالوز و شیر خشک نیز به میزان یک  نسبت دو درصد، تريبه

حاصل   مخلوط  شد.  اضافه  دور    15مدت  بهدرصد  با  دقیقه 

400rpm  به مواد حامل اضافه  4به  1مخلوط و سپس به نسبت

فرمولاسیون هود  شد.  زیر  و  محیط  دماي  در  شده  تهیه  هاي 

درصد رسید،   20تا    15لامینار خشک شدند. زمانیکه رطوبت به  

مخلوطبه یکنواخت  بهکن  وسیله  و  مخلوط  هم  با  کامل  طور 

اندازه گیري و  شدند. جمعیت باکتري در هر گرم فرمولاسیون 

و    4اتیلنی قرار داده شدند و در دو دماي  هاي پلیداخل بسته

شدند.  24 نگهداري  سلسیوس  جمعیت  اندازه  درجه  گیري 

باکتري در هر گرم فرمولاسیون با استفاده از روش سریال رقت  

(Serial dilution) محاسبه شدSabaratnam and Traquai, 2002) .) 

لیتر سرم  سیون در نه میلیکه، یک گرم از هر فرمولاصورتبدین

ده سري  انجام  از  فیزیولوژیک سترون سوسپانسیون شد. پس 

پخش شد و و    MAرقت از سه رقت آخر روي محیط کشت  

ها شمارش شد. جمعیت  ساعت نگهداري تعداد کلنی  48بعد از  

 3/ 1×1010ها در حدود  باکتري بلافاصله بعد از تهیه فرمولاسیون

میلی در  باکتري  تعداد سلولسلول  برآورد  براي  بود.  هاي لیتر 

شد.  استفاده  رقت  سریال  روش  از  فرمولاسیون  هر  زنده 

صورت که هر ماه یک گرم از هر فرمولاسیون را برداشته بدین

  و با روش سریال رقت جمعیت سلول زنده باکتري مورد ارزیابی 

( گرفت    . Atanasova-Pancevska and Kungulovski, 2018)قرار 

  تصادفی   در قالب آزمایش فاکتوریل بر پایه طرح کاملًا  آزمایشات 

 آمده است. 5انجام شد. ترکیب و اجزا تیمارها در جدول 

مهار سفيدک سطحي خيار  در    ميکروبي  برتر   بررسي فرمولاسيون

 گلخانهدر 

فرمولاسیون کارایی  گلخانه    ارزیابی  در  باکتریایی  جدایه 

انجام شد. آزمایش   1402خیار واقع در استان گلستان در سال  

صورت فاکتوریل در قالب طرح بلوک کامل تصادفی شامل  به

سطح:  A  فاکتور چهار  مواد    )در  باکتري،  حاوي  فرمولاسیون 
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  کش قارچتیمار    فرمولاسیون پایه بدون عامل کنترل بیولوژیک،

،  5)زمان ارزیابی در سه سطح: روز  B( و فاکتور  دومارک و شاهد

هر تکرار شامل ده در سه تکرار انجام شد.    و   (20، روز  10روز  

)ده    متری سانت  22.5در    28به ابعاد    10شماره    یعدد گلدان سطل

طور خلاصه، در هفته پنجم )سه  به  .بوته( بود  ا ی  ی شیواحد آزما

فرمولاسیون حاوي    غلظت دو در هزارها با تا چهار برگی( بوته

هاي تهیه شده از  تیمار شدند. سوسپانسیون  B. subtilisباکتري  

پاشی شد.  ها روي سطح بالا و زیر برگ ها محلولفرمولاسیون

در هزار و آب مقطر سترون    4/0دومارک به نسبت    کشقارچاز  

شاهدبه تیمارهاي  شد  عنوان  بستر  استفاده  با  تیمار  از   .

ماده  فرمولاسیون بدون  نیزمؤثرها  باکتري  بررسی   ه    تأثیر براي 

ساعت،   24استفاده شد. پس از    احتمالی مواد حامل فرمولاسیون

شرمایه در  بیمارگر  سوسپانسیون  کوبی  توسط  گلخانه  ایط 

تازه در  P. xanthi (510 اسپورهاي   ,Kamel)  لیتر(میلی  کنیدي 

جمالبه  (2003 )  ی روش  همکاران  و  شد. 1383زواره  انجام   )  

ا  طورخلاصهبه بوته  ن یدر  از  در    ار یخ  يهاروش  واقع 

   P. xanthiقارچ     که آلوده بههاي تجاري استان گلستان  گلخانه

  ي هارآلوده شده و حامل اسپو   یکه به تازگ   یی راهابودند برگ

ب ا  ی. قطعات شدبودند جدا    مارگریقارچ  ها در آب برگ  نیاز 

 ور و سپس با استفاده از لامغوطه  80  نیتوئ   يحاو  سترونمقطر

 

حجم    (Haemacytometer)  هماسیتومتر واحد  در  اسپور  تعداد 

شد.   میتنظ  تریلیلی اسپور در م  510  ي شمارش و رو  ونی سوسپانس

-برگ   يرو  ونیسوسپانس  پاشمحلول  کیبلافاصله با استفاده از  

شود    س یکه سطح برگ خ  يدر حد   ،شد دهیمورد نظر پاش  يها

در    ساعت   24مدت  به  شدهزنی  مایه  يهابوته  .نگردد  يجار  اما

پوشش   ریدر ز  یکیتار  طیدر شرا  درجه سلسیوس،  22دماي  

و سپس  يداردرصد نگه 90 ي و رطوبت بالاپلاستیکی مشکی  

بازگردانده شدند  يعاد  طیبه شرا  El- Sharkaway et). گلخانه 

al., 2014) اي از نظر علائم ظاهري مورد  صورت دورهگیاهان به

  میانگین شدت بیماري براساس شاخص   بررسی قرار گرفته و

به روش هورسفال و    12-1شدت بیماري با استفاده از مقیاس  

گیري شدت بیماري در فواصل  اندازه  .( انجام شد1954) بارت

 اعمال تیمارها ارزیابی شد.روز پس از  20و  10، 5زمانی 

 .شد تعیین زیر فرمول  از استفاده بادرصد شدت بیماري 

PDI = (
∑𝑆𝐷𝐼 × 𝐷𝐼

𝑀𝐷𝐼 × 𝑁
) × 100 

PDI= بیماري شدت درصد 

SDI=  مشابه  آلودگی درجه با هاينمونه تعداد 

DI =نمونه هربه مربوط بیماري درجه 

MDI= آلودگی  درجه حداکثر 

N= تکرار هربه مربوط نمونه کل تعداد 

 Bacillus subtilis B2فرمولاسیون هاي پودري تهیه شده از باکتري  -5جدول

Table 5. Powder formulations from Bacillus subtilis B2 

Number of 

formulation 

Formulation compounds Number of 

formulations 

Formulation compounds 

1 Talk + sodium alginate 10 Kaolin + sodium alginate 

2 Talk + sodium alginate + skim milk 11 Kaolin + sodium alginate + skim milk 

3 Talk + sodium alginate + Trehalose 12 Kaolin + sodium alginate + Trehalose 

4 Talk + chitosan 13 Kaolin + chitosan 

5 Talk + chitosan + skim milk 14 Kaolin + chitosan + skim milk  

6 Talk + chitosan + trehalose 15 Kaolin + chitosan + trehalose 

7 Talk + skim milk 16 Kaolin + skim milk 

8 Talk + trehalose 17 Kaolin + trehalose 

9 Talk 18 Kaolin 

 



  1403 اسفند، 2، شماره 92هاي گياهي: جلد آفات و بيماري 

 

239 

 نتایج

محيط کشت  غربال  اجزا  پلاکتبه گري  رشد  -روش  برمن جهت 

 B2 B. subtilis باکتري

داده روش  آنالیز  با  طراحی  پایه  بر  اول  آزمایش  هاي 

نشان داد که هر یازده فاکتور استفاده    (3)جدول    برمن-پلاکت 

،  پنتوزانملاس نیشکر،    گلوکز، شکر،  شده )ملاس چغندر قند،

و نیترات    ، عصاره مخمرسولفات آمونیوم،  CSLاوره،  ،  نشاسته

افزایش جمعیت  معنی  تأثیر(  آمونیوم در  داشتند.   باکتريداري 

 CSLملاس نیشکر، ملاس چغندر، چهار فاکتور  افزاییهم تأثیر

بقیه    B2  B. subtilisباکتري  عصاره مخمر در رشد    و از  بیشتر 

 CSLملاس نیشکر،  ملاس چغندر،  هم افزاییتأثیرفاکتورها بود.  

درصد   10/ 62و    6/ 98،  13/ 04،  30/ 78ترتیب  بهعصاره مخمر    و

فاکتور فوق با جزییات بیشتري    چهارارزیابی شد. بر این مبنا  

 روش طراحی فاکتوریل کسري مورد مطالعه قرار گرفت.  به

  B2  باکتريبهينه سازي مقادیر اجزاي منتخب محيط کشت رشد  

B. subtilis   با کمک طراحي فاکتوریل کسري 

روي  منتخب  جز    چهارگذاري  تأثیر نتایج   کشت  محیط 

 براساس طراحی فاکتوریل کسري نشان داد  باکتري زیست توده  

عصاره  و    CSLملاس نیشکر،  ملاس چغندرقند،    فاکتور  چهارهر  

ملاس چغندر قند و    مثبت قابل توجه بودند.  تأثیرداراي    مخمر

CSL  درصد، بیشترین اثرگذاري را  19/ 69و    21/ 26ترتیب با  به

نشان دادند. اثر متقابل ملاس چغندرقند با هریک از سه فاکتور  

اثر    (.7)جدولاي داشت  افزایی قابل توجهدیگر نیز درصد هم

 اختلاط در مابقی تعاملات متقابل مشاهده شد.

 
 ساعت نگهداري روي شیکر انکوباتور  28پس از  B2 Bacillus subtilisباکتري اجزاي محیط کشت در رشد  اتثیرأ تآنالیز فهرست  -6جدول 

 درجه سلسیوس و تاریکی 30دور در دقیقه، در دماي  150با سرعت 

Table1. Analysis of effects list of culture medium components on the growth of Bacillus subtilis 

B2 after 28 hours incubation on an incubator shaker at 150 rpm, 30 °C and darkness 

Term standardized effects Sum of squares Contribution% 

Sugar beet molasses 0.21 0.13** 30.78 

Glucose 0.063 0.012** 2.80 

Sugar 0.047 0.0065** 1.52 
Sugarcane molasses 0.14 0.056** 13.04 

Pentosan 0.043 0.0056** 1.31 

Starch 0.013 0.00053** 0.12 
Urea 0.043 0.0056** 1.31 

CSL 0.10 0.030** 6.98 

Ammonium sulfate 0.083 0.021** 4.85 
Yeast extract 0.12 0.046** 10.62 

Ammonium nitrate 0.020 0.0012** 0.28 

 ) P )P< 0.01** a statistically significant difference > 01/0در سطح  دارتفاوت معنی** 

 
 ساعت نگهداري  28پس از  B2 Bacillus subtilisباکتري محیط کشت در تولید زیست توده  منتخب اجزاي آنالیز تاثیرات  -7جدول

 تاریکی شرایط درجه سلسیوس و  30دور در دقیقه، در دماي  150روي شیکر انکوباتور با سرعت 

Table 7. Analysis of effects of selected culture medium components on the growth of B acillus subtilis B2 after 28 hours incubation on an 

incubator shaker at 150 rpm, 30 °C and darkness 
Term standardized effects Sum of squares Contribution% 

Sugar beet molasses 0.26 0.14** 21.26 
Sugarcane molasses 0.19 0.072** 10.39 
CSL 0.25 0.13** 19.69 
Yeast extract 0.12 0.029** 4.36 
Sugar beet molasses Sugarcane molasses -0.13 0.036** 5.52 
Beet molasses   × CSL -0.15 0.048** 7.27 

Sugar beet molasses    × yeast extract -.011 0.024** 3.66 

Other interactions Aliased   

 ) P )P< 0.01** a statistically significant difference > 01/0در سطح  دارتفاوت معنی** 



 240 ...و Bacillus subtilis B2سازي محيط کشت صنعتي و فرمولاسيون جدایه  بهينه : مختارنژاد و همکاران

بیشترین زیست توده در محیط کشت  ،  1طبق نتایج شکل  

ملاس    5/ 65  حداقل  مخلوط  حاوي لیتر  در    چغندرقند گرم 

لیتر  6/ 75و در  لیتر ملاس    6/ 75و همچنین  CSL گرم  در  گرم 

و با جذب نوري  CSL  در لیتر    گرم  4/ 75حداقل    و  چغندرقند

از   محیط کشت حاوي   2/ 09بیش  در  طرفی  از    مشاهده شد. 

گرم در لیتر( در صورتیکه غلظت    چهار)CSL حد واسط  غلظت  

گرم در لیتر استفاده شود نیز بیشترین زیست    6/ 83چغندرملاس  

 .  (1)شکل  حاصل خواهد شد (2/ 06برابر با  OD)با   توده

مدل رابطه ملاس چغندرقند و تولید زیست توده باکتري  

و تولید زیست توده باکتري از توان دوم  CSL و همچنین رابطه 

و   (A, B )بر این اساس مدل ریاضی رابطه بین متغیرها  است.  

 توان با معادله زیر توصیف کرد: را می (Y )پاسخ 

.20.0017B -20.0023A -0.043A×B  -Y= 1.77 + 0.21A + 0.18B     

 با حل معادله و آنالیز نمودار رویه و پاسخ، اپتیمم غلظت 

CSL   و غلظت ملاس چغندرقند در محیط کشت براي رسیدن

به  رشد،  ماکزیمم  محدوده  و   3/ 82-6ترتیب  به  لیتر  در   گرم 

افزار،    4/ 6-45 نرم  پیشنهاد  طبق  نهایت  در  بود.  لیتر  در  گرم 

  CSLگرم در لیتر +    5/ 91محیط کشت حاوي ملاس چغندر برابر با  

 عنوان محیط کشت بهینه انتخاب شد.گرم در لیتر به   4/ 42برابر با  

 
 CSL چغندرقند ورویه پاسخ رابطه ملاس  کانتور روش نمودار -1شکل 

  28پس از  B2 Bacillus. subtilisباکتري  و تولید زیست توده روي رشد
دور در دقیقه، در   150ساعت نگهداري روي شیکر انکوباتور با سرعت 

 تاریکی شرایط درجه سلسیوس و 30دماي 
Fig 1. The contour (plot of response surface method about the effect of beet 

molasses and CSL on biomass production of Bacillus suntilis B2 after 28 

hours incubation on an incubator shaker at 150 rpm,30 °C and darkness 
 

بيوماس  بهينه توليد  بر  محيطي  فاکتورهاي    B2باکتري  سازي 

B.subtilis   در محيط کشت بهينه 

سلولی   توده  زیست  نوري  جذب  تولید   باکتريمیانگین 

در فاکتورهاي محیطی    تأثیرشده در محیط کشت بهینه تحت  

 است. آمده 8جدول 
 

 ثیر أ تولید شده در محیط کشت بهینه تحت ت B2  Bacillus subtilis باکتري جدایه باکتريمیانگین جذب نوري زیست توده سلولی  -8 جدول

 تاریکیشرایط  ساعت نگهداري روي شیکر انکوباتور و  28چهار فاکتور محیطی پس از 

Table 8. Means of optical density of bacterial biomass of Bacillus subtilis B2 produced in optimal culture medium 

under the influence of four environmental factors after 28 hours incubation on an incubator shaker and darkness 
Treatment  FLevels of Factors   (OD) 

A: temperature (°C) B: inoculant (%) C: pH D: agitation rate (rpm) 
1 25 1 4.5 70 1.55gh 
2 35 1 4.5 70 1.85d 
3 25 6 4.5 70 1.6g 
4 35 6 4.5 70 2.06b 
5 25 1 7.5 70 1.63fg 
6 35 1 7.5 70 2c 
7 25 6 7.5 70 1.68f 
8 35 6 7.5 70 2.14a 
9 25 1 4.5 150 1.83d 

10 35 1 4.5 150 2.09b 
11 25 6 4.5 150 1.85d 
12 35 6 4.5 150 2.17a 
13 25 1 7.5 150 1.76e 
14 35 1 7.5 150 2.11ab 
15 25 6 7.5 150 1.97c 
16 35 6 7.5 150 2.14a 
17 30 3.5 6 110 2.06b 
18 30 3.5 6 110 2.06b 
19 30 3.5 6 110 2.08b 
20 30 3.5 6 110 2.07b 

 . داري ندارندهایی که داراي حداقل یک حرف مشترک هستند، اختلاف معنیمیانگین *

Means with the same letter, are not statistically significant different (P< 0.05) 
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میزان   زادمایه،  میزان  دما،  و سرعت دور    pHاثرات ساده 

در محیط کشت    باکتريروي تولید زیست توده    زنهمشیکر  

معنی متقابل  براي  . بوددار  بهینه  اثرات  داري  معنی  تأثیر  ،اغلب 

 داري فقط در اثرات متقابل دو عاملیو عدم معنی  داشت وجود  

 . (9)جدول  مشاهده شد اسیدیته× زادمایه× اسیدیته و دما
 

چهار فاکتور محیطی و اثرات متقابل   ثیراتأ آنالیز فهرست ت -9جدول 

 باکتري جدایه ها بر میزان تولید زیست توده سلولی  آن

B2  Bacillus subtilis ساعت نگهداري   28در محیط کشت بهینه پس از 

تاریکیشرایط روي شیکر انکوباتور و   
Table 9. Analysis of effects list of for environmental factors and 

their interaction on the biomass production of Bacillus subtilis B2 

after 28 hours incubation on an incubator shaker and darkness 

Sum of squares Contribution% Source 

65.79 1.37** A: Temperature 
5.40 0.11** B: Inoculant 
1.49 0.031** C: pH 
16.53 0.34** D: agitation 
0.19 0.00403** AB 
0.0036 0.00007ns AC 
1.59 0.033** AD 
0.026 0.00053 ns BC 
0.058 0.0012** BD 
0.96 0.020** CD 
0.78 0.016** ABC 
1.26 0.026** ABD 
0.12 0.0024** ACD 

0.64 0.013** BCD 

0.079 0.0016** ABCD 

 ، عدم اختلاف معنی داري ns؛ P > 01/0در سطح  دارتفاوت معنی** 
** A statistically significant difference (P< 0.01); ns, there was no 
statistically significant difference 

 

منحنی در  a2  کانتور )شکل  طبق  بهینه(،  با    محیط کشت 

، بیشترین  pH  (6)و  درصد(    5/3حد وسط میزان زادمایه )شرایط  

( در دماي شیکر 2/ 04بیش از    ODباکتري )تولید زیست توده  

در دقیقه دور    92  زدنهمحداقل سرعت  سلسیوس    35تا    32

با شرایط حد بالاي   محیط کشت بهینهدر از طرفی  .شدحاصل 

حداکثر تولید زیست توده  ،  pH  (5/7)و  درصد(    6میزان زادمایه )

 31( در دماي شیکر  2/ 07بیش از    OD)  B2  B. subtilisباکتري  

و    35تا   سرعت  سلسیوس  دقیقه    دور  70  زدنهمحداقل  در 

)شکل   بهینه در  (.  b2حاصل شد  کشت  با شرایط حد    محیط 

حداکثر  ، pH  (5 /7)و حد بالايدرصد(  3/ 5وسط میزان زادمایه )

باکتري جدایه   توده  از    B2  (ODتولید زیست  در  2/ 07بیش   )

 80  زدنهمحداقل سرعت  سلسیوس و  35تا    33دماي شیکر  

محیط  در  (. در نهایت  c2شود )شکل  حاصل میدر دقیقه    دور

بهینه )  کشت  زادمایه  میزان  بالاي  حد  شرایط  و  درصد(    6با 

 B2حداکثر تولید زیست توده باکتري جدایه ،  pH (6)حدوسط 

(OD    2/ 07بیش از  )  حداقل سلسیوس و    35تا    32در دماي شیکر  

 (. d2)شکل  شودحاصل میدر دقیقه  دور 70 زدنهمسرعت 

  34( دماي  1طور کلی بالاترین پیشنهاد نرم افزار شامل  به

  14/7برابر با    pHدرصد،    3/ 76درجه سلسیوس، میزان زادمایه  

(؛  2/ 095برابر با    ODدور در دقیقه )  144شیکر    زدنهمو سرعت  

 pHدرصد،    5/ 38درجه سلسیوس، میزان زادمایه    33/ 5( دماي  2

  ODدور در دقیقه )  123شیکر    زدنهمو سرعت    5/ 86برابر با  

درجه سلسیوس، میزان زادمایه    32( و دماي  3(؛  2/ 070برابر با  

با    pHدرصد،    5/ 85   136شیکر    زدنهمو سرعت    6/ 24برابر 

 ( بود.  2/ 067برابر با  ODدور در دقیقه )
 

 
محیط   دما و سرعت دور شیکر درزمان هم تأثیرمنحنی کانتور  -2شکل

پس از  B2  B Bacillus subtilis باکتريکشت بهینه بر میزان زیست توده 

درصد؛  5/3با میزان زادمایه اولیه  6 برابر با pH ،(a)ساعت نگهداري در 28

(b) ،pH  درصد؛    6با میزان زادمایه اولیه    7/ 5  برابر با(c) ،  pH   با    7/ 5  برابر با

 درصد   6با میزان زادمایه اولیه    6  برابر با   pH،  (d)درصد؛    3/ 5میزان زادمایه اولیه  

Fig 2. Contour factorial plots for simultaneous effect of temperature 

and shaker agitation of the optimal culture medium on the biomass 

production of B Bacillus suntilis B2 after 28 hours incubation on (a) 

pH 6, inoculant 3.5%; (b) pH 7.5, inoculant 6% 
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فرمولاسيون باکتري  پایداري  مختلف  از   B2  B.subtilisهاي  پس 

 درجه سلسيوس  24و  4در دو دماي شش ماه نگهداري 

( پس از نگهداري 10جدول دست آمده )ه ب نتایج  به باتوجه  

درجه سلسیوس، از نظر   24و    4روز در دماهاي    180مدت  به 

بین اثرات ساده  ها، لگاریتم تعداد سلول زنده در گرم فرمولاسیون 

در سطح  ها و مواد افزودنی سطوح مختلف مواد حامل، پوشاننده 

معنی   درصد   5 متقابل   ي دار اختلاف  اثر  همچنین  شد.  مشاهده 

حامل   مواد  عاملی  دو  پوشاننده پایدارکنند   × کاربرد  و   ×ها  ها 

باشد. اثر متقابل دار میمعنی   درصد   5ها نیز در سطح  پایدارکننده 

 باشد. دار می ها نیز معنی پایدارکننده × ها پوشاننده × سه عاملی حامل  

طور کلی از بین ماده حامل یا پرکننده )تالک و کائولین(،  به

بیشترین   زنده  تأثیرتالک  حفظ  در  سلولرا  باکتري  مانی  هاي 

سدیم   از  استفاده  پوشاننده،  مواد  از  استفاده  عدم  بین  داشت. 

داري وجود داشت و استفاده  آلجینات و کیتوزان اختلاف معنی

زنده در حفظ  آلجینات  باکتري  مانی سلولاز  بود.  مؤثرهاي  تر 

بین سطوح مختلف پایدارکننده )عدم استفاده از پایدار کننده،  

داري هالوز( اختلاف معنیاستفاده از شیر خشک، استفاده از تري

تري از  استفاده  و  داشت  در   تأثیرهالوزبیشترین  وجود  را 

 هاي باکتري پس از شش ماه نگهداري داشت. مانی سلولزنده

بین فرمولاسیون نگهداري شده در هر    11بر اساس جدول  

درجه سلسیوس، بیشترین تعداد سلول زنده    24و    4دو دماي  

نگهداري  B2  B.subtilisباکتري  جدایه   ماه  شش  از  در   پس 

شماره تري  3فرمولاسیون  آلجینات+  سدیم  هالوز( )تالک+ 

در    B2  B.subtilisمشاهده شد که جمعیت سلول زنده باکتري  

دماي  فرمولاسیون در  سلسیوس    24و    4ها  ترتیب  بهدرجه 
سلول زنده در گرم فرمولاسیون بود که با    4/ 2×710و  7/ 9×810

افزوده  ماده  هیچ  بدون  تالک  )پودر  سایر  شاهد  و  اي( 

معنیفرمولاسیون اختلاف  کمترین  ها  داد.  نشان  از خود  داري 

باکتري   زنده  سلول  به   B2  B.subtilisجمعت  مربوط 

)لاسیونفرمو  شاهد  جمعیت    )18و    9هاي  با  و   1/ 4×310و 
سلول زنده در فرمولاسیون پس از شش ماه نگهداري   1×210

 درجه سلسیوس بود.  24و  4در دماي 

تأثير   مهار    در  B2  B.subtilis  باکتري  هايفرمولاسيونبررسي 

 گلخانه  سفيدک سطحي خيار در

  هاي حاصل از ارزیابی فرمولاسیون نتایج تجزیه واریانس داده 

باکتري در گلخانه نشان داد که اثر فرمولاسیون باکتري بر کاهش 

  اساس   بر دار است.  شدت بیماري در مقایسه با شاهد آلوده معنی

از  جینتا بعد  بوته  20،  تیمار  از  فرمولاسون  روز  به  مربوط  ها 

دومارک با دوز   کشقارچو  B2 B.subtilisحاوي جدایه باکتري 

و    30/ 84ترتیب با درصد شدت بیماري معادل  بهدر هزار  0/ 4

 درصد در یک گروه آماري قرار گرفتند. مواد حامل فرمولاسیون   31/ 49

ه( از نظر کاهش شدت بیماري با شاهد مؤثرباکتري )بدون ماده  

داري نداشتند و در یک گروه آماري قرار گرفتند اختلاف معنی

روز مشابه    20و    10،  5(. نتایج در هر سه بازه زمانی  12)جدول  

باکتري   فرمولاسیون حاوي    کشقارچو      B2  B.subtilisبود و 

 . داري نداشتند بیشترین از نظر کاهش شدت بیماري اختلاف معنی 
 

 روز انبارداري  180پس از   هاي مختلففرمولاسیون در  B2 Bacillus subtilisماندگاري لگاریتم جمعیت زنده باکتري تجزیه واریانس  -10جدول
 درجه سلسیوس  24و  4در دماهاي 

Table 10. Variance analysis of viability of Bacillus subtilis  B2 spores log 10 (CFU) at different formulations after 180 days of storage at 4˚ C and 24˚ C 

Shelf life at 24 °C Shelf life at 4 °C   
F value Mean of square F value Mean of square Degree of freedom Source of variation 
741.79* 0.73 46.17* 0.13 1 Carrier (A) 

39992.3* 62.07 21476.3* 64.13 2 Filler (B) 
3461.4* 5.37 682.39* 2/03 2 Adjutants (C) 
228.57* 0.34 21.95* 0.065 2 A*B 
449.13* 0.69 20.14* 0.06 2 A*C 
3215.8* 4.99 1791.35* 5.34 4 B*C 
135.69* 0.21 37.63* 0.11 4 A*B*C 

 0.001  0.002 36 Error 

 0.82  0.75  CV 

 ;a statistically significant difference (P< 0.05) * داري ندارند هایی که داراي حداقل یک حرف مشترک هستند، اختلاف معنیمیانگین *
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 هاي مختلف پس از نگهداري در فرمولاسیون  B2 Bacillus subtilis باکتريلگاریتم ماندگاري جمعیت زنده  مقایسه میانگین   - 11جدول  

 سلسیوس  درجه 24و  4در دماي  روز 180به مدت 

Table 11. Comparison of the mean of viability of Bacillus.subtilis B2 spores log 10  

(CFU) at different formulations after 180 days of storage at 4˚ C and 24˚ C 

Shelf life (log CFU per g formulation) 
Formulations 

24 c  4 c 

5.52e  7.02e 1. Talk + sodium alginate 

6.96b  8.25b 2. Talk + sodium alginate + skim milk 

7.63a  8.9a 3. Talk + sodium alginate + trihalose 

4.69f  6.85f 4. Talk + chitosan 

6.48d  7.71c 5. Talk + chitosan + skim milk 

6.48d  7.72c 6. Talk + chitosan + trihalose 

3.52i  5.04g 7. Talk + skim milk 

3.52i  5.07g 8. Talk + trihalose 

2.1j  3.14h 9. Talk 

4.56g  7.04e 10. Kaolin + sodium alginate 

6.9b  8.27b 11. Kaolin + sodium alginate + skim milk 

6.88b  8.25b 12. Kaolin + sodium alginate + trihalose 

3.56h  3.84f 13. Kaolin + chitosan 

6.7c  7.35d 14. Kaolin + chitosan + skim milk 

6.73c  7.71c 15. Kaolin + chitosan + trihalose 

3.53i  5.05g 16. Kaolin + skim milk 

3.53i  5.11g 17. Kaolin + trihalose 

2.1j  3.15h 18. Kaolin 

 .داري ندارندهایی که داراي حداقل یک حرف مشترک هستند، اختلاف معنیمیانگین          *
Means with the same letter are not statistically significant different (P< 0.05) 

 

   سفیدک سطحی خیار در شرایط گلخانه کاهش درصد شدت بیماري سفیدک سطحی خیار و درصد مقایسة میانگین درصد شدت بیماري  -12جدول
Table 12. Comparison of the mean percentage of Powdery mildew disease severity and the percentage of reduction of powdery mildew disease 

severity in different treatments 

After 20 days After 10 days After 5 days 

Treatments 
Efficacy 

% 

Disease severity 

% 

Efficacy 

% 

Disease severity 

% 

Efficacy 

% 

Disease severity 

% 

45.42 32.44c 48.44 25.94c 60.39 16.4d Bacteria formulation 

46.53 31.78c 48.62 25.4c 50.42 16.39d Fungicide (Dumark) 

1.35 58.63a 5.57 48.68a 4.09 39.71b Formulation carriers 

- 59.43 - 49.43a - 41.4a control 

 .داري ندارندهایی که داراي حداقل یک حرف مشترک هستند، اختلاف معنیمیانگین *  

* Means with the same letter are not statistically significant different (P< 0.05) 
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 بحث

دلیل رطوبت بالا و تهویه پایین در  بهسفیدک سطحی خیار  

می  وارد  بیشتري  خسارت  مزرعه  به  نسبت  در  گلخانه  و  کند 

  صورت مناسب بودن شرایط گلخانه ممکن است موجب از دست 

شود  50رفتن   محصول    .  (Martínez-Cruz et al., 2014)درصد 

سم به  نیاز  سطحی  سفیدک  بیماري  با  مبارزه  در  براي  پاشی 

فواصل زمانی مشخص است که همین امر موجب بروز مقاوت  

استروبیلورین سموم  به  آزوکسی    (strobilurin)   بالا  مانند 

است شده  یافتن (McGrath and Shishkoff, 2003)  استروبین   .

عنوان  بههاي مناسب مانند استفاده از عوامل بیولوژیک  جایگزین

آفت مقاومت  کشجایگزین  با  مدیریت  براي  شیمیایی  هاي 

ض میبهروري  بیمارگر  بیولوژیکی  کشقارچ  رسد.نظر  هاي 

بیماري سفیدک سطی خیار   کاهش شدت  باعث  ممکن است 

صرفه بودن استفاده آن در مقایسه  بهشوند، اما مساله مهم مقرون  

   (Keinath and DuBose, 2012).با افزایش عملکرد است 

منظور بهینه کردن محیط کشت براي  به  در تحقیق حاضر

گري اولیه  در غربال   ،B2  B. subtilisتولید حداکثر توده باکتري  

با استفاده از طراحی پلاکت برمن، از میان منابع کربن و نیتروژن  

نیشکر،   ملاس  چغندرقند،  ملاس  ماده  چهار  بررسی،  مورد 

و   مخمر  هم  CSLعصاره  و  بیشترین  رشد   تأثیرافزایی  در  را 

در مقایسه با سایر منابع داشتند که    B2  B. subtilisجدایه باکتري  

میزان رشد   بر  نیتروژن  و  کربن  منبع  نوع  اهمیت  نشان دهنده 

است. طراحی    سلولی  روش  از  استفاده  با  که  غربالگري  در 

را در    تأثیرفاکتوریل کسري بر روي این چهار ماده که بیشترین  

باکتري   انجام شد،    B2  B. subtilisافزایش رشد جدایه  داشتند 

را در افزایش زادمایه    تأثیربیشترین    CSLملاس چغندر قند و  

داشتند. مخمر  عصاره  و  نیشکر  با ملاس  مقایسه  نقاط    در  در 

آمیزي  طور موفقیت به  CSLمختلف جهان نیز ملاس چغندرقند و  

میکروارگانیسم فرمانتاسیون  رفتهبهها  براي  مقالات کار  و  اند 

متعددي مبنی بر کارا و مقرون به صرفه بودن این مواد در مراحل  

دارد   وجود   ,.Kim et al., 2007; Bertolin et al)فرمانتاسیون 

جدایه  .  (2003 سلولی  توده  زیست  بیشترین  از   CPA-8تولید 

که یکی از عوامل بیوکنترل    Bacillus amyloliquefaciensباکتري  

، در محیط حاوي ملاس  است جات  اي در میوهپوسیدگی قهوه 

عنوان منبع کربن استفاده شده بود، گزارش شده  بهچغندرقند که  

درصد قند مانند   50است. ملاس چغندرقند حاوي غلظت بالاي  

رشد  افزایش  موجب  که  است  فروکتوز  و  گلوکوز  سوکروز، 

  (.Gotor-Vila et al., 2017شود ) میکروارگانیسم می

ترین  بعد از تولید انبوه زیست توده عامل بیوکنترل، کلیدي

می آن  کردن  فرموله  فرمولاسباشد.  مرحله    ی ستیز  ونی توسعه 

  ي دهنده مورد استفاده برالیبه مواد تشک  عمدتاً  و کارآمد  مؤثر

و    حامل مناسب   کی  بالقوه بیوکنترلی،  هیسو آن که شامل    هیته

مواد افزوده دارد. در این بین انتخاب و نوع مواد افزوده به مواد  

حامل براي افزایش پایداري فرمولاسیون فاکتور بسیار کلیدي 

بر اساس نتایج این بررسی    (.Aamir et al., 2020)  آیدشمار میبه

فرمولاسیون در  زنده  بر  کمترین جمعیت سلول  فقط  که  هایی 

اي تهیه شدند، دیده شد.  پایه مواد حامل بدون هیچ ماده افزوده

نتایج این تحقیق نشان داد که اضافه کردن یکی از مواد پوشاننده  

سدیم و  حامل  )کیتوزان  مواد  به  معنیبهآلجینات(  داري  طور 

باکتري   زنده  سلول  گرم    B2  B. subtilisجمعیت  هر  در  را 

می افزایش  واقع  دهد.  فرمولاسیون  مانند    ی ستیز  يمرهایپلدر 

سدیم  توزانیک  در    BCA  يآزادساز  میتنظ  ي براآلجینات  و 

م  هافرمولاسیون از  آنو همچنین    شودیاستفاده  را   اتتأثیرها 

اضافه   Saberi Risehe et al., 2022). )  کندیمحافظت م  یطیمح

سدیم جمعیت  کردن  افزایش  موجب  تالک  پودر  به  آلجینات 

از   فرمولاسیون  در  باکتري  زنده    1/ 3×610به  1/ 4×310سلول 

سلول زنده در گرم فرمولاسیون بعد از شش ماه نگهداري شد. 

آلجینات و یا استفاده از  نتایج نشان داد ما بین استفاده از سدیم

از شش ماه  باکتري بعد  تعداد سلول زنده  نظر  از  نیز  کیتوزان 

دماي   دو  هر  در  اختلاف   24و    4نگهداري  سلسیوس  درجه 

هایی که  داري وجود داشت و در مجموع در فرمولاسیونمعنی

عنوان ماده پوشاننده استفاده شده بود، جمعیت  بهآلجینات  سدیم

زنده سلول باکتري در سطح بالاتري قرار داشت. سدیم آلجینات 

در  به آسانی  به  افزوده  ماده  باعث  عنوان  و  شده  محلول  آب 
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گران میافزایش  آب  )ویسکوزیته(  سدیم روي  واقع  در  شود. 

باشد  آلجینات عامل پایداري، چسبندگی و دوام فرمولاسیون می

Kinay and Yildiz, 2008)آلجینات  (. بر اساس گزارشات سدیم

پایداري   در    Fusarium oxysporum f. sp. orthocerasباعث 

شده  فرمولاسیون نگهداري  شد  بههاي خشک  ماه  مدت شش 

(Muller-Stover et al., 2004).   

تري کردن  موجب  اضافه  چربی  بدون  شیر  یا  و  هالوز 

ترتیب  بهافزایش جمعیت سلول زنده در فرمولاسیون پودر تالک  

سلول زنده در گرم فرمولاسیون پس از   1/ 2×510و    1×510به

شش ماه نگهداري در دماي چهار درجه سلسیوس شد. همچنین 

فرمولاسیون در  مشابه  دماي  نتایج  در  شده  نگهداري   24هاي 

هالوز یکی دیگر از مواد  درجه سلسیوس نیز مشاهده شد. تري

می بهافزوده  که  فرمولاسیونباشد  تهیه  در  گسترده  هاي  طور 

می قرار  استفاده  مورد  تريمیکروبی  از  گیرد.  یکی  هالوز 

ساکارید محافظت از خشکی و حفظ رطوبت و  ترین ديرایج

سلولزنده میمانی  حاضر (Garcıa, 2011)   باشدها  حال  در   .

سدیم  معمولاً ترياز  یا  و  درتهیه  آلجینات  تنهایی  به  هالوز 

داده است    شود و نتایج مطالعات نشانها استفاده میفرمولاسیون

ترکیب  از  استفاده  بهکه  افزوده  مواد  مختلف  قابل  هاي  طور 

فرمولاسیون خواص  بهبود  موجب  میتوجهی   شود ها 

(Klose and Tabatabai, 1999.)    بر اساس نتایج، بیشترین جمعیت

هایی  در فرمولاسیون  B2  B. subtilisهاي باکتري  مانی سلولزنده

)سدیم پوشاننده  مواد  از  یکی  که  شد  یا  مشاهده  آلجینات 

هالوز  طور همزمان با یکی از مواد پایدار کننده )تريبهکیتوزان(  

 و شیر بدون چربی( در تهیه فرمولاسیون مورد استفاده قرار گرفت.  

بر    بر اساس نتایج بیشترین سلول زنده باکتري در فرمولاسیونی 

عنوان مواد  بههالوز آلجینات و تريکه در آن از سدیم  لکپایه تا

لگاریتم   بررسی  افزوده مورد استفاده قرار گرفته بود، دیده شد. 

جمعیت سلول زنده باکتري در گرم فرمولاسیونبعد از شش ماه  

با  بهدرجه سلسیوس    24و    4نگهداري در دماي   برابر  ترتیب 

درصد لگاریتم جمعیت اولیه فرمولاسیون بود    66/ 73و    79/ 32

  سلول زنده در گرم فرمولاسیون   1/ 1× 107و   8× 810و جمعیت آن 

 Azospirillum brasilenseطور مشابهی براي فرمولاسیون  بهبود.  

منظور استفاده در مصارف کشاورزي  به   Raoultella terrigenaو  

 (Joe et al., 2012).استفاده شده است  و آلجینات هالوزاز تري

باکتري  زنده  سلول  جمعیت  یا  پایداري  کلی  حالت   در 

B subtilis درجه   4هاي نگهداري شده در دماي در فرمولاسیون

به جمعیت  نسبت  دماي  سلسیوس  در  نگهداري شده    24هاي 

بررسی بود.  بیشتر  سلسیوس  ماندگاري درجه  مورد  در  ها 

نشان داده که عامل کلیدي   Pantoea agglomerans فرمولاسیون  

زنده میزان  روي در  بر  نگهداري  دوره  دماي  است.  دما  مانی 

فرمولاسیون   آبی  فعالیت  و  رطوبت  است.  تأثیرمحتواي  گذار 

پایین   دماي  در  افزایش  به نگهداري  موجب  توجهی  قابل  طور 

(.  Gotor-Vila et al., 2019شود ) مانی در دوره نگهداري میزنده

ها در  فرمولاسیون  مطالعات آینده باید با هدف افزایش پایداري

 .دماي محیط صورت پذیرد

ها و ارزیابی جمعیت سلول زنده پس از تهیه فرمولاسیون

ها، بهترین فرمولاسیون بر  در فرمولاسیون  B. subtilis B2 باکتري

براي ارزیابی قابلیت کنترل سفیدک   B2   B.  subtilisپایه باکتري

بهترین   کاربرد  نتایج  شد.  انتخاب  گلخانه  در  خیار  پودري 

نشان   B. subtilisباکتري  فرمولاسیون با بیشترین جمعیت زنده  

 B. subtilis داد که کاربرد فرمولاسیون تهیه شده از جدایه باکتري

B2  از آلودگی بوته هاي خیار به سفیدک سطحی قادر به پس 

طوریکه  باشد بهمیزان قابل توجهی می بهکاهش شدت بیماري  

و دوز دو در هزار  B2    B. subtilis باکتري   بین فرمولاسیون حاوي

کنترلرسم دو میزان  نظر  از  زمانی  ماک  فواصل  در  ، 5کنندگی 

بر اساس نتایج    داري وجود نداشت.روز اختلاف معنی  20و     10

و فرم تجاري باکتري   مانکوزب  کشقارچیک بررسی، کاربرد  

B. subtilis    محصول شرکت(Bazram  )و    26ترتیب موجب  به

درصد کاهش شدت بیماري سفیدک پودري خیار در مقایسه    21

. در این بررسی نیز بین  (Safaei et al., 2023)با شاهد آلوده شد  

دومارک از نظر   کشقارچو  B2  B. subtilis فرمولاسیون باکتري

 داري مشاهده نشد. کنندگی اختلاف معنیکنترل
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کلی   حالت  کنترلتأثیردر  میزان  و  باگذاري   لايکنندگی 

تواند مورد توجه قرار  هاي میکروبی در صورتی میفرمولاسیون

گیرد که تولید آن محصول داراي صرفه اقتصادي بوده و از نظر  

آفت  با  رقابت  قابل  نیز  تولید  باشند.  کشقیمت  شیمیایی  هاي 

هاي بهینه شده در این بررسی از بین محصولات  محیط کشت 

آن از  استفاده  انتخاب شدند و  مقیاس جانبی کشاورزي  در  ها 

نیمه و  بهصنعتی  مقرون  کاملا  توصیه صنعتی  قابل  و  صرفه 

تهیه شده از   بر اساس نتایج مطالعه حاضر فرمولاسیونباشد.  می

طور قابل توجهی شدت سفیدک  به توانست    B. subtilis B2  باکتري

بر اساس نتایج  شرایط گلخانه کاهش دهند.    پودري خیار را در 

سیون  براي تولید یک فرمولا B. subtilis B2 این مطالعه باکتري

 باشد. هاي گیاهی قابل توصیه میتجاري براي کنترل بیماري
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