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 چكیده

از نظر اقتصادی است که باعث کاهش   زای گیاهیترین نماتدهای بیماری، یکی از مهم.Meloidogyne sppگرهینماتدهای ریشه 

  ست یزاستفاده از عوامل کنترل بیولوژیکی یک رویکرد ایمن و موثر   شوند.شدید عملکرد و کیفیت در محصولات کشاورزی می 

نماتدهای ریشه نماتد گرهی ریشه است.   برای کنترل  سازگار اثـرات خطرنـاک سـموم  امروزه مهارزیستی  با هدف کاهش  گرهی 

  رود. یکی از عوامل مؤثر در مهار زیستیشمار می شـیمیایی از جملـه تهدیـد سـلامت بشـر و آلودگی محیط زیست یک اولویت به

نماتدها آنتاگونیست  باکتری ،  این  تحقیق  هستند.  های  این  باکتریایی  در  ایزوله  ، Bacillus subtilis  ،Bacillus velezensisچهار 

Pseudomonas fluorescens    وBacillus megaterium   ریشه نماتد  کنترل  گوجهجهت  و  گرهی  آزمایشگاه  شرایط  در  فرنگی 

گلخانه ارزیابی گردید. در شرایط آزمایشگاهی فاکتورهای تاثیر باکتری در مرگ و میر نماتد، تولید آنزیم پروتئاز، شناسایی نوع  

لازم برای تولید مناسب آنزیم پروتئاز و در    pHآنزیم پروتئاز، تاثیرگذاری این آنزیم روی نماتد و همچنین زمان، شرایط دمایی و  

ی  روهالاتعداد    شه،یهر گرم ر  در   و تخم  رولا  تیتعداد گال، توده تخم،جمع  شامل  به نماتد  یآلودگ   یهاشاخص شرایط گلخانه  

و فاکتورهای ارتفاع، وزن خشک و تر اندام هوایی، طول ریشه، وزن تر ریشه، وزن    مثل  دی تول  نرخ گرم خاک و    صد  دوم در  سن

ی در سه تصادف  لاًکام  طرح  قالب  دری  اگلخانه   یبررس  قرار گرفتند.  یابیارز  موردفرنگی  خشک ریشه و حجم ریشه گیاه گوجه

 93/78  و  12/88به تر تیب با    روهالابیشترین تأثیر را بر مرگ و میر   P. fluorescens و  B. subtilisباکتری    تکرار انجام گردید. دو

  5/11  و  13به ترتیب با ایجاد هاله با عرض  P. fluorescensو    B. subtilisباکتری    ند. در میزان تولید آنزیم پروتئاز دو داشت  درصد

مختلف برای تولید پروتئاز مورد بررسی قرار سه مشخصه    B. subtilis  ایزوله باکتریایی  درمتر بزرگترین هاله را ایجاد کردند.  میلی

ساعت پس از تلقیح روی محیط کشت ذکر    12درجه سلسیوس و با گذشت    32  ، دمای  pH  8ایزوله باکتریایی مذکور در    .گرفت

کرد.   تولید  را  آنزیم  میزان  بیشترین  باکتریاییشده،   ایزوله  بهینه    P. fluorescens  در  شرایط  دمای  pH  2/7تحت  درجه    26، 

  دو ساعت بعد از تلقیح محیط کشت بیشترین میزان تولید آنزیم را نشان داد. انزیم پروتئاز تولیدی از این    72سلسیوس و با گذشت  

ترتیب باعث   P. fluorescensو  B. subtilisباکتری   به  بازه زمانی مشخص  درصد مرگ لارو سن دو    86/88و    100به ترتیب در 

باعث جلوگیری از فعالیت آنزیم پروتئاز گردید. این دو باکتری در تمامی فاکتورهای گلخانه باعث تاثیر مثبت   EDTAنماتد شدند. 

روی فاکتورهای زراعی به نسبت شاهد آلوده شدند و باعث کاهش فاکتورهای بیماریزای نماتد گردیدند. نتایج این تحقیق نشان داد  

 که استفاده از این دو باکتری می تواند در کنترل نماتد مورد توجه قرار گیرد.

پروتئازهای زیستی، ، شاخصBacillus subtilis  ،Pseudomonas fluorescens، آنتاگونیست های کلیدی:واژه

 مقدمه 

  به   متعلق (Solanum lycopersicum) فرنگیگوجه 

ب  ستا   Solanaceaeخانواده  در    با   هکتار  5×610از    شیو 

م  ونیلیم  161×  610باًیتقر  دی تول کشت    و   قایآفرشود.  یتن 

  کشت   ی جهان  مساحت  از  درصد  80  از   ش یب  ایآس
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راگوجه    ل یتشک  یجهان  دی تول  درصد  70  حدود   با  فرنگی 

ب   .(Fao, 2010)  دهندیم و  وجود    ی ادیز  یهایماریآفات 

ک  به  که  کم  تی فیدارد  آسگوجه   دیتول  تیو   بیفرنگی 

باشد.    یم  هاآن   از   یکی  یاه یگ  ی انگل  ی ماتدهارساند و نیم

  ی جهان  ییغذا  تیامن  نیتاممهم در    تی محدود  کی  نماتدها

نماتدهای    .(Nicol et al., 2011)  هستند 

نماتدهای   (.Meloidogyne sppگرهیریشه مهمترین   )

  100از نظر اقتصادی هستند که سالانه حداقل   انگلی گیاهی

می  وارد  خسارت  دلار  )میلیارد  این  Elling, 2013کنند   .)

از  نماتدها می بیش  به  به ویژه    5000توانند  گونه محصولات 

چشم  عملکرد  کاهش  باعث  و  بزنند  آسیب  گیر، سبزیجات 

گرمسیری   نیمه  و  گرمسیری  مناطق  کشاورزی  در  عمدتاً 

  . (Sikora & Fernandez, 2005;Blok et al., 2008)  شوند 

ه، ظرفیت تولیدمثلی بالایی دارند و  چرخه زندگی بسیار کوتا

علاوه بر   عمدتاً به ریشه گیاهان در حال رشد حمله می کنند.

آلودگی ریشه  این،  پاتوژن نماتد  سایر  با  ترکیب  در  گرهی، 

آسیب   باعث  تواند  می  در خاک،  باکتریایی  و  قارچی  های 

خسارت   تشدید  باعث  که  شود  میزبان  های  ریشه  به  ثانویه 

در چین، نماتدهای    . (Junz et al., 2013)محصول می شود  

تک ریشه متراکم،  کشت  دلیل  به  همچنین  و  گرهی  کشتی 

محدودکننده  عامل  یک  به  پایدار  ریزاقلیم  یک  حفظ 

شده  تبدیل  کشاورزی  در  )عملکرد  (.  Jin et al., 2017اند 

نماتدها   زیرا  است  آفات  سایر  از  دشوارتر  نماتدها  مدیریت 

می زندگی  خاک  در  قسمت بیشتر  به  معمولاً  و  های  کنند 

برای     کنند.زیرزمینی گیاهان حمله می روش کنترل معمول 

ریشه  مقاوم  نماتد  ارقام  و  شیمیایی  سموم  از  استفاده  گرهی 

 ,Giannakou & Anastasiadis, 2005; Jordan)باشد  می

روش .  (2018 نیازمند  مقاوم  ارقام  اصلاح  حال،  این  های  با 

منابع   و  است  زیاد  و  متخصص  انسانی  نیروی  و  طولانی 

برابر در  مقاومت  ایجاد  برای  محدودی  نماتد   ژنتیکی 

. استفاده  Davies & Elling, 2015)گرهی وجود دارد )ریشه

های شیمیایی خطر سمیت مکرر و بیش از حد از نماتدکش

انسان و اکوسیستم برای  به  بالا  های خاکی را دارندکه منجر 

ممنوعیتمحدودیت  یا  شدید  میهای  کامل   شودهای 

(Aktar et al., 2009; Coyne et al., 2018)  نیاز . بنابراین، 

نماتد   های ایمن و موثر برای کنترلمبرم به کشف جایگزین

یک    گرهیریشه عنوان  به  بیولوژیک  کنترل  دارد.  وجود 

پاتوژن جایگزی کنترل  برای  زیست  محیط  با  سازگار  های  ن 

جمله از  خاک،  از  ناشی  ریشه  مختلف   گرهینماتدهای 

.  (Mhatre et al., 2019; Lahlali et al., 2022)باشد  می

قارچمیکروارگانیسم جمله  از  متعددی  باکتری های  و  ها،  ها 

به اکتینومیست  برای  ها  زیستی  کنترل  بالقوه  عوامل  عنوان 

ویژه در بسیاری از محصولات، به  این نماتد  مدیریت کارآمد

 Shahid et al., 2022; Wang) اند سبزیجات شناسایی شده 

et al., 2022) .   همانند    یمختلف   یهاجنسBacillus و   ها  
Pseudomonasگیاه، نماتد، تخم  –ها از خاک، بافت میزبان

ای  مجموعه   .(Meyer, 2003ها جدا شده است )و کیست آن 

از فعل و انفعالات پیچیده بین باکتری ها، نماتدها، گیاهان و  

بیماری  نماتدهای  جمعیت  کنترل  برای  گیاهی  محیط  زای 

می و  .  Kerry, 2000)) باشدلازم  جمعیت  بررسی 

های اثر باکتری ها برای توسعه استراتژی های کنترل  مکانیسم

می  مفید  بسیار   (. Tian et al., 2007باشد) بیولوژیک 

اندوسپورباکتری دهنده  تشکیل  مثبت  گرم  هوازی   های 

   Pseudomonas باکتری گرم منفی و .Bacillus spp عمدتاً

spp. به  ه جمعیت از جمل های غالب در ریزوسفراند که قادر 

هستند.   نماتدها  مکانیسمباکتریکنترل  با  از  ها  مختلف  های 

ها و ترکیبات متابولیک روی نماتدها  ها، آنزیمجمله توکسین 

هــدف  (.  (Siddiqui & Mahmood, 1999گذارند  تاثیر می

کننــدگی کنتــرل و مکانیسم  از ایــن تحقیــق بررســی اثــر  

 .Mگرهی )ریشه   نماتـد مولـد   علیه های آنتاگونیستباکتری

incognita)   گوجه آن و  فرنگی  در  کاربرد  اثر  ها  همچنین 

گوجه گیـاه  رویشـی  صفات  شرایط روی  در    فرنگی 

 .گلخانه بود آزمایشگاه و

 

 هامواد و روش 

نماتــد   جمعیــت  تهیــه  و  شناســایی 

  M. incognitaگرهیریشه
از   تخـم  کیسـه  یـک  نماتـد،  خالص  جمعیت  تهیه  جهت 

فرنگی آلـوده جـدا و در مجـاورت ریشـه یـک  ریشه گوجه 
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گوجه  برگی  چهار  گلـدان  گیاهچه  در  فـلات  رقـم  فرنگی 

حـاوی خاک سترون قرار داده شد. پس از گذشت دو ماه، 

ریشه  از  نماتـد  هیپوکلریـد  تخـم  از  استفاده  با  آلوده  های 

درصد  سـدیم شـد  پنج   ,Hussy & Baker)  اسـتخراج 

مـاده    (1973 نماتـد  بـدن  انتهای  از  نماتد،  گونه  تعیین  برای 

روش و   (Eisenback et al., 1981) بـه  تهیـه  بـرش 

 .مشخصات ریختی آن بررسی گردید

 تهیة باکتری

باکتریایی   ایزوله   Bacillus subtilis  ،Bacillusچهار 

velezensis  ، Pseudomonas fluorescens  وBacillus 

megaterium   تهران    از تحقیقات آب و خاک  تهیه  موسسه 

کشتگردید   محیط  روی  به  NA  (Nutrient Agar)  و   ،

کلنی تک  گردید.  کشت  مخطط  خالص،  صورت  های 

مجدداً به صورت چمنی بر سطح محیط مذکور پرورش داده  

باکتریا ایزوله  هر  از  غلیظی  سوسپانسیون  در یشدند.  ی، 

دمای  در  نمکی  فسفات  سلسیوس  چهار    محلول  درجه 

 (. Shollenberger, 2003 Liao &)  نگهداری شد

 

اث باکتریاییربررسی  نماتد  ایزوله  بر  مختلف  های 

 گرهی در آزمایشگاه ریشه

میلی سوسپانسیون  دو  از  ایزوله    CFU/ml   810لیتر  هر  از 

لارو سن دو تازه تفریخ شده نماتد    100باکتریایی به حدود  

اضافه و آب مقطر استریل به عنوان شاهد استفاده و در دمای  

مرده   27 لاروهای  تعداد  شدند.  نگهداری  سلسیوس  درجه 

از   به صورت    48پس  میر  و  میزان مرگ  و  ساعت شمارش 

شد  تعیین  این    .(Ashoub & Amara, 2010) درصد 

سه   و  تیمار  چهار  با  تصادفی  کاملا  طرح  قالب  در  آزمایش 

 تکرار انجام شد. 

مكانیسم استرینبررسی  بازدارندگی  های های 

 ریشه گرهی باکتریایی آنتاگونیست نماتد مولد 

 هابررسی تولید آنزیم پروتئاز توسط باکتری

با   چربی  بدون  شیر  درصد  پنج  حاوی  کشت    5/1محیط 

باکتری شد.  تهیه  آگار  نقطه درصد  بصورت  آن  ها  روی  ای 

ساعت در   48درجه سلسیوس به مدت    27کشت و در دمای  

دهندة   نشان  شفاف  هاله  ایجاد  شدند.  نگهداری  انکوباتور 

که   بود  پروتئاز  آنزیم  درنظر  اندازه   قطرآنتولید  و  گیری 

 (.Folasade et al., 2005گرفته شد )

بررسی فاکتورهای مختلف در تولید آنزیم پروتئاز  

 توسط باکتری 

سپس    .کشت داده شد  NAابتدا باکتری روی محیط کشت  

کشت   محیط  به  باکتری  تکثیر  برای  آن  از  لوپ   NBیک 

به مدت   روی    C  26°ساعت در دمای    24انتقال داده شد و 

سرعت   با  دورانی  شیکردار  داده    rpm  170انکوباتور  قرار 

از   بعد  حجمی    24شد.  نسبت  به  محیط    %1ساعت  این  از 

  ( نمک  حداقل  کشت  محیط  به  تلقیح  برای  (  MSکشت 

، O (0.02%)2× 7H 4MgSO  ،(0.2%) 4PO2KHشامل

(0.7%) 4HPO2K    4 (%0.1)وSO2)4(NH  به گلیسرول   ،

درصد به عنوان منبع کربنی اضافه شد. برای منبع    4/0میزان  

 5/8و    8،  2/7محیط روی    pHاستفاده و    %5/0  نپروتئین پپتو

روی   دار  شیکر  انکوباتور  دمای  شد.    24،    26،  28تنظیم 

و   تنظیم  شد  72سلسیوس  نگهداری   & Liao)ساعت 

McCallus , 1998) . 

 سنجش فعالیت آنزیم

سانتریفیوژ  باکتری وسیله  به  فوق  محیط  در  کرده  رشد  های 

(rpm  10400رسوب داده شدند و محلول رویی    20و )دقیقه

شد.  استفاده  آنزیم  فعالیت  سنجش    از   میکرولیتر100  برای 

  محلول   میکرولیتر  150  به   آمده   بدست  آنزیمی  محلول

  مشخصی  غلظت  حاوی  تریس  بافر  در  شده   تهیه  1%  کازئین

دمای    در  دقیقه  30  مدتبه  و  گردید  اضافه  کلسیم،  کلرید  از

نگهداری   37 سلسیوس    میکرولیتر   250  سپس.  شد  درجه 

 ,Trichloroacetic acid)  ٪10اسید  کلرواستیک  تری  محلول

TCA)   متوقف   واکنش  تا  گردید  اضافه   واکنش   مخلوط   به  

  رسوب   باقیمانده،  نشده   هیدرولیز  هایکازئین  همچنین  و  شده 

درجه    در  دقیقه   30  گذشت   از  پس.  کند چهار  دمای 

  15  مدت  به   rpm14000  رد  را   واکنش   مخلوط   سلسیوس،

  رویی   محلول   نانومتر  280  جذب   و  کرده   سانتریفوژ  دقیقه

  مخلوط .  شد  گرفته   نظر  در  آنزیمی  فعالیت  از  معیاری   بعنوان
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  سوبسترا   محلول   به   ابتدا   %  TCA 10  که   تفاوت   این   با  مشابهی

  افزائیم، می   آن  به  را  آنزیمی  محلول   سپس   و  شده   افزوده 

 (.Pazhang et al., 2006شد ) گرفته  نظر در شاهد   بعنوان

 

 تغلیظ آنزیم 

مدت  باکتری به  شده  داده  رشد  توسط    72های  ابتدا  ساعت 

دقیقه رسوب داده شدند.    20به مدت    rpm  4000سانتریفیوژ  

سپس محلول رویی حاصل در داخل انکوباتور شیکردار در  

آمونیوم   نمک  و  شد  داده  قرار  سلسیوس  درجه  چهار  دمای 

نهایی   با غلظت  باکتری اضافه    50سولفات  به عصاره  درصد 

مدت   به  و  شد.    30گردید  داده  قرار  شرایط  این  در  دقیقه 

یخچال  سانتریفیوژ  توسط  محلول  این  در  سپس    14000دار 

rpm   حاصل    سانتریفوژ  دقیقه  15  مدت  به رسوب  که  شد 

( بود  شده  تغلیظ  آنزیم  این  Lidija et al., 2010حاوی   .)

های  روش علاوه بر تغلیظ موجب حذف قسمتی از ناخالصی 

می در  مخلوط  بعدی  آزمایشات  برای  حاصل  رسوب  شود 

 سلسیوس نگهداری شد. –20فریزر 

 

نماتدهای   روی  شده  تغلیظ  پروتئاز  تاثیرگذاری 

 گرهی عامل ریشه

بعد از تغلیظ پروتئاز به روش بالا جهت تعیین تاثیرگذاری و  

  100اثبات موثر بودن این ترکیب روی نماتد عامل بیماری،  

ی روی  را  ترکیب  این  از  حاوی  سی  کمیکرولیتر   50سی، 

سی سی ریخته شد و در    پنج عدد نماتد سالم در یک تیوب  

آوردن    C  27–25°دمای   دست  به  جهت  شد.  داده  قرار 

ساعت    1–12ها، بین  بهترین زمان تاثیرگذاری پروتئاز، تیوب

شمارش    نماتد   تلفات و برای هر ساعت یک تیوب بررسی و  

و   استریل  مقطر  آب  از  پروتئاز  جای  به  شاهد  برای  شد. 

سولفات   شد.    %10آمونیوم  استفاده  جداگانه  صورت  به 

 آزمایش در سه تکرار انجام شد.  

 

 های آنزیم پروتئاز بررسی تاثیر بازدارنده 

 Ethylene Diamine (EDTA)برای این منظور از بازدارنده  

Tetra Acetic acid   آنزیم فعالیت  ماده  این  که  استفاده شد 

می مهار  را  گروه  متالوپروتئاز  ترتیب  این  به  که  کند. 

می مشخص  روش پروتئازی  بررسی  این  انجام  برای  گردد، 

Lidija et al. (2010)    ،گرفت انجام  اصلاحات  کمی  با 

تریس   دربافر  را  نظر  مورد  آنزیم   pH  8با    mM  50محلول 

سپس   و  کرده  میزان    بازدارنده رقیق  محلول    mM  5به  بر 

دمای   در  و  شده  افزوده  مدت    37آنزیم  به  سلسیوس  درجه 

توسط    30 آنزیم  فعالیت  سپس  شد.  نگهداری  دقیقه 

به روش گفته شده مورد  nm280اسپکتوفتومتر در طول موج  

سنجش قرار گرفت. پس از بررسی تاثیر بازدارنده روی غیر  

بالا،  فعال در  شده  ذکر  روش  طبق  نظر  مورد  آنزیم  سازی 

عامل   نماتد  روی  ترکیب  این  تاثیرگذاری  تعیین  جهت 

 بیماری به کار گرفته شد. 

 

گرهی بر نماتد ریشه  هاایزوله باکتریایی  اثر بررسی  

 در گلخانه
از  .به گلخانه منتقل گردیدفرنگی  نشاهای چهار برگی گوجه 

کشت  باکتری محیط  روی  شده  کشت  ،  NBهای 

تهیه  لیتر  سلول باکتری در هر میلی  810با غلظت  سوسپانسیون  

سپس   هر  میلی  50شد.  پای  در  باکتری  سوسپانسیون  از  لیتر 

ابتدا    نشا گردید.  عمق  چهاراضافه  به  متر سانتی  پنج  سوراخ 

ریشه   اطراف  گوجه در  سپسفرنگی  نشا    تریلی لیم  50ایجاد، 

آن  در  باکتری  سوراخ سوسپانسیون  روی  و  تزریق  ها  ها 

از گذشت   پس  شد.  تکثیر    7پوشانده  و  استقرار  روز جهت 

باکتری حاوی  شدن  سوسپانسیون  خاک،  در    لارو   2000ها 

در شرایط گلخانه    . نشاهاسن دوم نماتد به خاک افزوده شد 

رطوبت   دمای    90تا    60نسبی  با  و  درجه    27–25درصد 

تیمارهای   اعمال  از  پس  ماه  دو  شدند.  نگهداری  سلسیوس 

ریشه تر    آزمایشی،  و  خشک  وزن  و  خارج  خاک  از  ها 

اندازه   توزین   ،ارتفاع ریشه بررسی   گیریو  جهت  شد. 

ریشهشاخص بیماریزایی،  داده  های  شستشو  شده  خارج  های 

قطعه  به  سپس  طور  شدند.  به  و  تقسیم  سانتیمتری  دو  های 

ریشه از  گرم  یک  میزان  رنگ  تصادفی  و  جدا  آلوده  های 

و  لارها، توده تخم و جمعیت تخم و آمیزی شدند. تعداد گال 

و  لاردر یک گرم ریشه توسط شمارش شد. جهت استخراج  

استفاده  هد  وایت  سینی  روش  از  خاک،  از  نماتد  دوم  سن 

به    استخراج  (.Whitehead & Hemming, 1965)شد تخم، 
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گردید انجام  بارکر  و  هوسی   ,Hussey & Barker)روش 

و    و  (1973 استخراج شده شمارش شد. آزمایش   لارو تخم 

کام طرح  قالب  تیمار    لادر  هر  برای  و  انجام  سه تصادفی 

 .تکرار در نظر گرفته شد

 

 ها تجزیه و تحلیل آماری داده

های  های آماری برای شاخصیه و تحلیل داده زبه منظور تج

مورد مطالعه از لحاظ نرمال بودن و منحنی توزیع یکنواختی  

نرم از  به    4/9  نسخه SAS رزااف  واریانس،  گردید.  استفاده 

میانگی مقایسه  سطح  داده   ن منظور  در  توکی  آزمون  از  ها، 

ها برای رسم جداول و گراف   ناحتمال پنج درصد و همچنی

 .استفاده شد  EXCELو  WORD ارهایزف ا  به ترتیب از نرم

 

 نتایج

 نماتد ریشه گرهی  هشناسـایی گون

مولد   نماتد  استخراج  و  جداسازی  از  بر  یگرهریشه   پس   ،

ماده اساس   نماتد  بدن  انتهای  کوتیکولی  شبکه  برش 

(perennial pattern به همراه ) سنجی شناسی و ریخت ریخت

و  ماده  دوم   نماتد  سن  شناسایی  لارو  کلید  از  استفاده   با 

(Eisenback et al., 1981 )    ،نماتد   M. incognitaگونه 

 .تشخیص داده شد

 

 آزمایشگاهی  مطالعات

سن دوم    لارو عدد    100های مورد مطالعه رویتأثیر باکتری 

نتایج آزمون نشان داد   تازه تفریخ شده، انجام گرفت.  نماتد 

اخت  تیمارها  بین  معنیلاکه  احتمال  ف  سطح  در    یک   داری 

دارد باکتری  .درصد وجود  بین،  این  و    P. fluorescensدر 

B. subtilis    به    ندروها داشت لابیشترین تأثیر را بر مرگ و میر

  به ترتیب با وها  لارترین میانگین مرگ و میر  لاای که باگونه 

داد  93/78  و  12/88 اختصاص  خود  به  را  از  نددرصد  بعد   .

دار در سه زمان ف معنیلاآن سایر تیمارهای باکتریایی با اخت

مجزا   آماری  در سطح  گرفتندبا شاهد  مذکور،  )نمودار  قرار 

1.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

اختفاق  یکسان،  حروف  دارای  تیمارهای.  آزمایشگاه   شرایط  در  روهالا  میر  و  مرگ  درصد  بر  هایباکتری  تأثیر  –  1نمودار ف  لاد 

 ( p<0.01) دار با یکدیگر هستند  معنی

Fig. 1. The effects of bacteria on the mortality percent of nematode juveniles in laboratory conditions. 

Treatments with the similar letters have no significant difference (p<0.01). 
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 بررسی تولید آنزیم پروتئاز 

پروتئاز   تولید  وجود  عدم  یا  وجود  بررسی  برای  ابتدا  در 

آنتاگونیست   های  باکتری  شد  آزمونبوسیله  انجام    . پروتئاز 

باکتریایی  4ره هاله    ایزوله  میزان  اما  کردند  پروتئاز  تولید 

هاله درایزوله    زانیم  در آنها متفاوت بوده است.  تشکیل شده 

 P. fluorescens  ،B. subtilis  ،B. velezensis  هایباکتریایی

با    B. megateriumو   ترتیب    3/5و    5/6،  5/11،  13به 

دو  متر  میلی بالا  آزمایش  دو  اساس  بر  گردید.  مشاهده 

تحقیق    B. subtilisو    P. fluorescensباکتری   ادامه  برای 

 استفاده شد. 

توسط   پروتئاز  آنزیم  تولید  برای  مناسب  شرایط 

 های منتخبباکتری

در میزان  مختلف  سه فاکتور    B. subtilis  در ایزوله باکتریایی

میزان  )یا  آنزیمی  پروتئاز  فعالیت  قرار   ( تولید  بررسی  مورد 

باکتریایی مذکور در    .گرفت درجه   32  ، دمایHP  8ایزوله 

با گذشت   تلقیح روی محیط    12سلسیوس و  از  ساعت پس 

کشت ذکر شده ، بیشترین میزان آنزیم را تولید کرد )نمودار  

 (.4و  3، 2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bacillus subtilis پروتئاز توسط ایزوله باکتریاییاولیه محیط کشت در تولید آنزیم   pHتاثیر  -2شکل 
Fig. 2. Effect of initial pH of the culture medium on protease enzyme production by Bacillus subtilis strain 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 Bacillus subtilis تاثیر دما در تولید آنزیم پروتئازتوسط ایزوله باکتریایی -3شکل 
Fig. 3. Effect of temperature on protease enzyme production by Bacillus subtilis strain 
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 درجه سلسیوس  32در دمای  Bacillus subtilis تاثیر دوره زمانی در تولید آنزیم پروتئاز توسط ایزوله باکتریایی –4شکل 
Fig. 4. Effect of time period on protease enzyme production by Bacillus subtilis strain at 32°C 

 

  2/7تحت شرایط بهینه    P.  fluorescens  در ایزوله باکتریایی

pH    با گذشت    26، دمای ساعت بعد    72درجه سلسیوس و 

  از تلقیح محیط کشت بیشترین میزان تولید آنزیم را نشان داد 

 (. 7، 6، 5)نمودار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Pseudomonas fluorescensاولیه محیط کشت در تولید آنزیم پروتئاز توسط ایزوله باکتریایی   pHتاثیر  -5شکل 
Fig. 5. Effect of initial pH of the culture medium on protease enzyme production by Pseudomonas fluorescens 

strain 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Pseudomonas fluorescens تاثیر دما در تولید آنزیم پروتئاز توسط ایزوله باکتریایی -6نمودار
Fig. 6. Effect of temperature on protease enzyme production by Pseudomonas fluorescens strain 
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  P. fluorescens تاثیر دوره زمانی در تولید آنزیم پروتئاز توسط ایزوله باکتریایی  –7نمودار 
Fig.7. Effect of time period on protease enzyme production by P. fluorescens strain 

 

 تاثیرگذاری پروتئاز روی نماتد

باکتریایی   هشت    P. fluorescentایزوله  گذشت  از  بعد 

درصد باعث مرگ و میر   100آنزیم به میزان  ساعت از تلقیح

گردید باکتریایی نماتدها  ایزوله   .  B. subtilis    از   12بعد 

میزان   به  نماتدها    86/88ساعت  میر  و  مرگ  باعث  درصد 

و آب مقطر    %10گردید. در این بررسی از سولفات آمونیوم  

   (.1)جدول   ی استفاده شدمنفشاهد   عنوانبه 

 

 ست یمنتخب آنتاگون یهای پروتئاز باکتر می متاثر از آنز یگرهشه ینماتد ر یلاروها ریدرصد مرگ و م –1جدول 
Table 1. Percentage of mortality of root–knot nematode larvae affected by protease enzymes of selected 

antagonist bacte 

 

 

 پروتئاز م ی آنز نوع  نییتع

بازدارنده   تاثیر  مشاهده    EDTAدر  شده  تولید  آنزیم  روی 

تاثیر   باعث غیر فعال شدن آنزیم و عدم  شد که این ترکیب 

  و   بازدارنده   ن یاعصارة حاصل از باکتری روی نماتد گردید  

 (. 2)جدول  شدند  استفاده  یمنف شاهد   عنوان به آب

بر   تاثیر آنتاگونیست  های شاخص   باکتریایی 

 در شرایط گلخانه زایی نماتدبیماری

شاخص ریشه،  تمامی  کل  در  گال  تعداد  بررسی  مورد  های 

کیس یک    ةتعداد  در  نماتد  تخم  تعداد  ریشه،  کل  در  تخم 

گرم خاک، تعداد    100گرم ریشه، جمعیت لارو سن دوم در  

کیس در  موجود  گال    ة تخم  و شاخص  ،  (Gall index)تخم 

داری بین  در سطح احتمال یک درصد، اختلاف آماری معنی

مقایسه جدول میانگین  تیمارها و شاهد آلوده وجود داشت.  

ازداده  استفاده  که  نمود  مشخص   .Pباکتریدو    ها 

fluorescent    وB. subtilis    در گال  تعداد  کاهش  کل  در 

تعداد  ریشه یک  ،  در  تخم  تعداد  ریشه،  کل  در  تخم  کیسه 

Bacterial strain 
  Hours    

P. fluorescent B. subtilis Ammonium sulfate 10% Sterile distilled water 

Mortality rate of nematode larvae 
2 80.09±0.17 61.91±0.81 5 5 
4 89.23±0.07 76.78±0.72 5 5 
6 94.36±0.22 86.91±0.75 8 8 
8 100 86.92±0.2 8 8 

10 100 88.26±0.25 8 8 
12 100 88.86±0.5 8 8 
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از نظر آماری تاثیر یکسان )یا مشابهی( داشتند. در    گرم ریشه 

گرم خاک و تعداد    100دو فاکتور تعداد لارو سن دوم در  

تخم   کیسه  در  موجود  با   P. fluorescentتخم  ترتیب    به 

)جدول  کنترل  2/388و    6/969 داشت  بیشتری  (. 3کنندگی 

 

    ساعت از زمان تلقیح 12بعد از گذشت    EDTAآنزیم پروتئاز و باز دارنده متاثر از   درصد مرگ و میر لاروهای نماتد  –2جدول  
Table 2. Percentage of mortality of nematode larvae affected by protease enzyme and EDTA inhibitor after 12 

hours from inoculation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

فرنگی روی گیاه گوجه   M. incognitaزائی نماتد  های بیماری مقایسه میانگین تاثیر تیمارهای آزمایشی روی شاخص   –3جدول  

 در شرایط گلخانه 
Table 3. Comparison of the average effect of experimental treatments on the pathogenicity indices of M. 

incognita nematode on tomato plants under greenhouse conditions 

Indicators to be tested 
Treatment 

 

 (Gall 

index) 

Reduction 

eggs in 

egg mass 

Reduction of 

juveniles 

(J2s))100 

g/soil ((%) 

Number 

of eggs 

per gram 

of root 

The number 

of egg mass 

in the whole 

root 

Number of 

galls in the 

whole root 
 

a3 a1108.8
 a2837.2

 a63
 a275.8

 a125.2 Inoculated 

control  
b2 c388.2 c969.6

 b33.4
 b75.4

 b66.8
 Nematode   +P. 

fluorescens 
b2 b420.8 b1350.4

 b34.6
 b77.4

 b58.2
 Nematode   +B. 

subtilis 

 داری ندارند. ها با حروف مشابه در سطح احتمال یک درصد اختلاف معنی، میانگین (Tukey)بر اساس آزمون توکی 
According to the Tukey test, means with the same letters are not significantly different at the 1% probability 

level. 

شاخص   تاثیر بر  آنتاگونیست  های باکتریایی 

 در شرایط گلخانهگیاه  زراعی ،مورفولوژیكی

بررسی همه   باکتری مورد  این تحقیق مشاهده گردید دو  در 

و از    داده   شیافزابه شاهد آلوده    نسبت فاکتورهای زراعی را  

نظر در گروه آماری   قرار   نسبت به شاهد آلوده   یبالاتراین 

طول و حجم ریشه    P. fluorescentدادند. در تیمار باکتری  

با شاهد سالم در یک گروه آماری قرار گرفت. ارتفاع بوته،  

وزن تر اندام هوایی و وزن خشک اندام هوایی دو باکتری بر  

پایین  آماری  نتایج  بالاتر اساس  و  سالم  شاهد  از  شاهد    تر  از 

وزن   و  ریشه  تر  وزن  زراعی  فاکتور  در  گرفتند  قرار  آلوده 

ریشه   با    P. fluorescentخشک  ترتیب    12/4و    2/19به 

از   سالم    B. subtilisبالاتر  شاهد  از  پایین  و  آلوده  شاهد  و 

 (. 4قرار گرفت )جدول 

 

 

 

Bacterial strain Mortality rate of nematode 

larvae 
P.  fluorescent +EDTA   12.34±0.81 

B. subtilis+EDTA   11.68±0.21 
P.  fluorescent 100 

B. subtilis 88±0.68 
Sterile distilled water 8±0.71 
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Table 4. Comparison of the average effect of experimental treatments on tomato plant growth indices under 

greenhouse conditions 

Indicators tested Treatment 

Root 

mass 
)3(cm 

Root 

dry 

weigh 

(g) 

Root 

fresh 

weigh 

(g) 

Root 

length 

(cm) 

Stem dry 

weigh (g) 
Stem fresh 

weigh (g) 

Stem 

length 

(cm) 
 

a33.2 a4.44 a22.4 a20.6 a7.52
 a37.6

 a48
 

Control 
d16.2 d1.52 d8 b8.4 c4.54 b25 c29.2

 Inoculated 

control 
a36 b4.12 b19.2 a20.4 b6.56 a33.4 b42.4

 
P. fluorescens 

b31 c3.62 c14.8 a20.4 b6.4 a32.6
 b41.2

 
B. subtilis 

 

 بحث

ها و  نماتدهای موجود در خاک توسط تعدادی از باکتری

میقارچ آلوده  خاکزی    (. Haas et al., 2003)شوند  های 

باکتری  میاین  کرده، ها  نفوذ  نماتدها  کوتیکول  به  توانند 

 Huang et)ها شوند  آنها را آلوده کنند و باعث کشتن آن

al., 2005)  سه باکتریایی،  ایزوله  چهار  تحقیق  این  در   .

یک  Bacillusگونه   شد.  P. fluorescens  و   .Pاستفاده 

fluorescens      وB. subtilis    93/78و    12/88به ترتیب با  

نماتد   دوم  سن  لارو  میر  و  مرگ  میزان  بیشترین  درصد 

توانست    … Bacillusشدند. طبق منابع دیگر،    گرهیریشه

  84را بعد از    P. redivivusدر شرایط آزمایشگاهی نماتد  

 ,.Qiuhong et al) درصد نابود نماید  85ساعت به میزان  

در شرایط آزمایشگاه توانسته بود    B. subtilisو نیز    (2006

ومیر   مرگ  حد    .Meloidogyne sppمیزان  تا    %50را 

دیگر روی   نتایج  دهد.  زیتون    M. javanicaافزایش  گیاه 

باکتریایی   ایزوله  هشت  بود  داده   P. fluorescensنشان 
عامل بیماری را در   درصد از نماتد  50قادر بودند بیش از  

دیگری   تحقیق  در  کنند.  کنترل  آزمایشگاهی  شرایط 

 .Mبر لارو سن دوم    P. fluorescensخاصیت نماتدکشی  

javanica    اثبات به  گلخانه  و  آزمایشگاه  شرایط  در  نیز 

( است  ایزوله  ,.Siddiqui et al  2007رسیده  تمامی   .)

باکتریایی آگارباکتریایی  محیط  در  آزمایش  مورد  –های 

کازئین بودند که نشان دهنده تولید    کازئین قادر به تجزیه 

ایزوله   دو  بعدی  آزمایشات  جهت  بود.  پروتئاز  آنزیم 

که بیشترین هاله    B. subtilis  و   P. fluorescens   باکتریایی

باکتری  قرار گرفتند.  بررسی  ایجاد کردند مورد  قادر  را  ها 

به تولید پروتئاز خارج سلولی بودند و قادر به تجزیه و لیز  

کردن کوتیکول و محتویات داخل بدن نماتد هستند. تولید  

قبلا    P. fluorescens M114پروتئاز خارج سلولی بوسیله  

( بود  شده  استرین,.Adams et al)  1994گزارش   . 

Pseudomonas fluorescens CHA0    دیگر همانند 

–2,4هایی چون  ها تولید متابولیت های سودوموناساسترین

diacetylphloroglucinol  ،hydrogen cyanide    و

pyoluteorin  کنترل  می در  مهمی  نقش  که  کردند 

بیولوژیک دارند. سنتز این مواد بستگی به جمعیت عوامل  

دارد محیطی  شرایط  و   ,.Siddiqui et al)آنتاگونیستی 

باکتریایی  (2007 ایزوله   .P. fluorescens  دمای  26  در 

و   سلسیوس  گذشت    pH  2/7درجه  از  تلقیح    72پس  از 

بود.   پروتئازی  آنزیم  بیشترین  تولید  به  قادر  کشت  محیط 

ها   سودوموناس  برای  رشد  مناسب  درجه    27دمای 

باشد. بیشترین تولید پروتئاز هم در همین دما  سلسیوس می

می دمای  رخ  در  به    31دهد.  تولید  میزان  سلسیوس  درجه 

می  %50میزان   دمایکاهش  در  معمولا  و  درجه    32 یابد 

می متوقف  آنزیم  تولید   & McKellar)شودسلسیوس 

Cholette, 1987)  .مکانیسم زمینه  در  وجود  این  های  با 

دارد.   وجود  کمی  اطلاعات  باکتری  توسط  دما  تنظیمی 

 نتایج بعضی تحقیقات نشان داده است که ایزوله باکتریایی  

LS107d2fluorescens .  P  درجه سلسیوس    29  در دمای

  25 کند. دمای بهینه برای رشد این باکتریتولید پروتئاز می

می نشان  که  است  سلسیوس  کمی درجه  دمای  در  دهد 
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تولید   حداکثر  به  باکتری  این  رشد  بهینه  دمای  از  بیشتر 

می خود  تحقیقات  پروتئاز  نتایج  با  تحقیق  این  نتایج  رسد. 

تولید شده درایزوله   از این همخوانی داشت. پروتئاز  پیش 

بررس  قیتحق  نیا  ییایباکتر   گروه   ازمشابه    یهای و 

میمتالوپروتئاز ایزوله  (Siddiqui et al., 2005)باشد  ها   .

در    Bacillus subtilisباکتریایی   را  آنزیم  تولید  بیشترین 

بعد    pH،  32دمای   و  گذشت  هشت  داشته    12از  ساعت 

کرده   Al–Shehri et al. (2004)است.   که  گزارش  اند 

وسیله   به  پروتئاز  هشت،    pHدر    B. licheniformisتولید 

بیشترین فعالیت آنزیمی خود می   50در   رسد. سلسیوس به 

شنا ایزوله  برای  از  پروتئاز  تولیدکنندگان  بهترین  سایی 

 Staphylococcusهای مختلف باکتریایی چون  باکتریایی

epidermidis  ،B. megaterium  ،B. cereus    وB. 

subtilis    سلولی پروتئاز خارج  تولید  که  بود  شده  استفاده 

آگار کشت  محیط  می  –روی  ایزوله  کازئین  کردند. 

ایزوله  EFRL 01   B. subtilisباکتریایی   عنوان  به 

تولید   میزان  بیشترین  چون  شد  انتخاب  برتر  باکتریایی 

ساعت از    6درجه سلسیوس بعد از    37پروتئاز را در دمای  

گلوکز   حاوی  کشت  محیط  داشت   %1تلقیح 

(Alagarsamy et al., 2005  میزان روی  بررسی   .)

 .Bو    .fluorescens  P  تاثیرگذاری این دو ایزوله باکتریایی

subtilis    بر میزان مرگ و میر نماتد عامل بیماری نشان داد

بعد از گذشت هشت    .fluorescens  P  که ایزوله باکتریایی

بیماری   عامل  نماتد  روی  آنزیم  تلقیح  زمان  از  ساعت 

حد   در  نماتد  ومیر  مرگ  مورد    %100موجب  در  شدند. 

  12این میزان بعد از گذشت    B. subtilisایزوله باکتریایی  

به   تحقیقی  %86/88ساعت  باکتریایی   رسید. در  ایزوله  دو 

B. laterosporus G4    وBacillus sp. B16    قدرت  دارای

می پروتئاز  آنزیم  که  تولید  تجزیه باشند    کنندگیخاصیت 

های مختلف  استرینرا دارند.    گرهیتد ریشه کوتیکول نما

اثر داده    Panagrellus redivivusباسیلوس که روی نماتد  

بودند از   شده  میزان  10بعد  به  درصد    100  –90  ساعت 

اصلی   مکانیسم  شدند.  نماتدها  میر  و  مرگ  باعث 

باکتری این  است.  تاثیرگذاری  بوده  پروتئاز  آنزیم  ها 

درصد نماتد غده را    80باکتری باسیلوس بعد از دو ساعت 

از   بعد  و  تمامی   12کشت  شدن  مضمحل  باعث  ساعت 

گردید.   ایزوله  نماتدها  توسط  شده  تولید  پروتئاز 

  درصد  53الی    25به ترتیب    Rh3 و   AJ–3های  باکتریایی

فرنگی گوجه گرهیمرگ و میر را در لاروهای نماتد ریشه 

 Tariq et) اندتلقیح نشان داده   مدت  ساعت از  48بعد از  

al., 2011)  .  استرینP. fluorescens CHA0    قابلیت

ریشه  نماتد  و   گرهیکنترل  آزمایشگاهی  شرایط  در  را 

این   از  پروتئاز  تولیدکننده  ژن  حذف  با  داشت.  گلخانه 

ریشه  نماتد  کنترل  در  باکتری  این  توانایی    گرهیاسترین 

مهارکننده    (. et al. 2005  Siddiqui) شدیدا کاهش یافت 

EDTA    تولیدی پروتئازهای  فعالیت  کامل  بطور  تقریبا 

توسط دو باکتری مورد مطالعه را مهار نمود. تاثیر این مهار  

آنزیم روی  نشان کننده  آن ها  تعلق  گروه  دهنده  به  ها 

 باشد.متالوپروتئاز می 

باکتری  که  مشاهد شد  همکاران  و  بشیری  تحقیقات  های  در 

میزان   شرایط  آن  کنندگیکنترل آنتاگونیست  در  ها 

( بود  متفاوت  گلخانه  و    ( Bashiri et al., 2012آزمایشگاه 

کنترل نسبت  حاضر  تحقیق  باکتریدر  در  کنندگی  ها 

نمود.   تغییر  نسبت  یک  به  گلخانه  و  ایزوله  آزمایشگاه 

زراعی    B. subtilisباکتریایی   فاکتورهای  تمامی 

این  گوجه  داد.  افزایش  آلوده  شاهده  به  نسبت  را  فرنگی 

با   هوایی  اندام  تر  وزن  و  ریشه  طول  فاکتورهای  در  باکتری 

تاثیرگذاری   گرفتند.  قرار  آماری  گروه  یک  در  سالم  شاهد 

به   نسبت  باکتری  نتایج   P. fluorescensاین  از  بعضی  در 

شاید   که  بود  تر  مکانیسم پایین  در  تفاوت  دلیل  های  به 

باشد. آن  چشم    مهارکنندگی  لوبیا  گیاه  روی  تحقیقی  در 

نماتد   کنترل  راستای  در  و  توسط    M. javanicaبلبلی 

ریشه،  گونه  طول  ساقه،  طول  که  شد  مشاهده  باسیلوس  های 

های آنتاگونیست نسبت  وزن ساقه و ریشه تحت تاثیر باکتری

 Dawar et)به تیمار شاهد آلوده به نماتد افزایش پیدا کردند

al., 2008) .   استرین تمامی    P. Fluorescens  هایدر  نیز 

های ذکر شده و همچنین تولید سیدروفور به عنوان  مکانیسم

عنوان شده  گیاه  رشد  تحریک  )عوامل    (. ,Weller  1988اند 

تمام   که  شد  داده  نشان  لوبیا  روی  شده  انجام  بررسی  در 

در   آلوده  شاهد  تیمار  به  نسبت  گیاه  مرفولوژی  خصوصیات 
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باکتری  تیمار  نمود.    (P. fluorescens)  مقایسه  پیدا  افزایش 

شاهد   به  نسبت  زراعی  فاکتورهای  تمام  حاضر  تحقیق  در 

آلوده در سطح بالاتری قرار گرفت و در فاکتورهای وزن تر  

قرار   شاهد  کنار  در  ریشه  حجم  و  ریشه  طول  هوایی،  اندام 

مکانیسم  از  نشان  که  و  گرفتند  نماتد  کنترل  در  موثر  های 

  هایفاکتورهای محرک رشد در این باکتری داشت. باکتری 

B. subtilis  وPseudomonas     نماتد غده کاهو باعث روی 

نماتد شدند   تیمار آلوده  به  نسبت  افزایش وزن ریشه و ساقه 

بود سالم  شاهد  از  کمتر  آنها  میزان   ,.Prakob et al)اما 

2009)  .Hanna et al. (1999)    اضافه نظر کردند که  اظهار 

در    P. fluorescensکردن   غده  نماتد  به  آلوده  خاک  به 

غده  حجم  و  تعداد  کاهش  باعث  فرنگی  گوجه  ها  محصول 

به گیاه    P. fluorescensمی شود.   نماتد  نفوذ  باعث کاهش 

می تاثیر  میزبان  بررسی  در  همکاران  و  منظم   .Pشوند. 

fluorescens   ریشه نماتد  این  گوجه   گرهیروی  به  فرنگی 

این که  رسیدند  کنترل  نتیجه  بیشترین  را  باکتری  کنندگی 

های آلودگی گال ریشه، تخم در هر گرم ریشه  روی شاخص 

باز  .  (Monazami et al., 2022)  و لارو سن دوم داشته است 

تیمار   رابطه  این  با  در  ماش  در     B. subtilisباکتریگیاه 

گل کاهش  شرایط  باعث  که  بود  داده  نشان  مزرعه  و  خانه 

بیماری  عامل  آلودگی  کاهش  و  نماتد  شدند  جمعیت  زا 

(Siddiqui et al., 2005در تحقیق .)که اثر دو باکتری    یB. 

subtilis    وP. fluorescens    روی لوبیا چشم بلبلی در کنترل

حدود   باکتری  دو  این  شد،  بررسی  غده  درصد  70نماتد 

 Abd–El–Khair et)کنندگی در خاک گلدان داشتند  کنترل

al., 2019)  . 

 نتیجه گیری 

 .Pو    B. subtilisباکتری  نتایج این تحقیق نشان داد که دو  

fluorescens  کنترل نماتد  توانایی  روی  مناسبی  کنندگی 

زراعی  فاکتورهای  افزایش  باعث  و  دارند  ریشه  گرهی 

کنندگی و محرک رشد بودن  دهنده کنترل شوند که نشان می

باشد. بر اساس نتایج حاصل آنزیم پروتئاز  این دو باکتری می

در   مهمی  بسیار  فاکتور  باکتری  دو  این  با  ارتباط  در 

   باشد.کنندگی آنها میکنترل

 سپاسگزاری
در پایان نگارنده از همکاری صمیمانه دانشگاه آزاد اسلامی  

 . واحد رشت در حمایت از تحقیق صمیمانه تشکر می نماید
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Abstract  
Root–knot nematodes, Meloidogyne spp., are one of the most economically important plant pathogenic 

nematodes that cause severe yield and quality reduction in agricultural products. The use of biological control 

agents is a safe and environmentally effective approach to control root–knot nematodes. Today, biological 

control of root–knot nematodes is considered a priority with the aim of reducing the dangerous effects of 

chemical toxins, including threats to human health and environmental pollution. One of the effective agents in 

biological control is bacteria. In this study, four species and four isolates of Bacillus subtilis, Bacillus velezensis, 

Bacillus megaterium and Pseudomonas flurescens were used to control tomato root–knot nematodes under 

laboratory and greenhouse conditions. In laboratory conditions, the factors affecting bacteria on nematode 

mortality, protease enzyme production, temperature conditions, pH, time required for proper protease enzyme 

production, identification of the type of protease enzyme, the effect of this enzyme on nematode, and in 

greenhouse conditions, nematode infection indices including the number of galls, egg mass, larval and egg 

population per gram of root, the number of second–instar larvae per gram of soil, and the reproduction factor and 

the factors of height, dry and fresh weight of shoots, root length, fresh root weight, dry root weight, and mass 

volume were evaluated. A greenhouse study was conducted in a completely randomized design with three 

replications. Two bacteria B. subtilis and P. fluorescens had the greatest effect on larval mortality with 78.93 and 

88.12 percent, respectively. In terms of protease enzyme production, two bacteria B. subtilis and P. fluorescens 

created the largest halo with 11.5 and 13 mm, respectively. In the B. subtilis strain, three different characteristics 

for protease production were investigated. The mentioned strain produced the highest amount of enzyme at pH 8, 

temperature 32°C and 12 hours after inoculation on the mentioned culture medium. The P. fluorescens strain 

showed the highest amount of enzyme production under optimal conditions of pH 7.2, temperature 26°C and 72 

hours after inoculation of the culture medium. The protease enzyme produced by these two bacteria B. subtilis 

and P. fluorescens caused the death of the second–instar nematode larvae by 86.88% and 100% respectively in a 

certain time interval. EDTA prevented the activity of the protease enzyme. These two bacteria had a positive 

effect on agronomic factors in all greenhouse factors compared to the infected control and reduced the 

pathogenic factors of the nematode. The results of this study showed that the use of these two bacteria can be 

considered in nematode control. 

Keywords: Antagonist, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Bioindicators, Protease 

 


