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  چكيده

آهـن بـه وسـيله سـيدروفور باعـث          كسب  ي متعددي ازجمله رقابت بر سر       ها  با به كارگيري مكانيسم   س فلورسنت   ها  سودوموناس
آهن در كنتـرل بيمـاري      جذب   رقابت براي    ي فلورسنت در  ها   سودوموناس براي بررسي نقش  . شوند  مي كنترل بيمارگرهاي خاكزاد  

 ,Pseudomonas fluorescens (UTPF5, UTPF61 داخلـي استرينسه پنج استرين سودوموناس شامل مرگ گياهچه لوبيا، 

UTPF76)  ، استرينPseudomonas aeruginosa 7NSK2و موتانت پايووردين آن  MPFM1  P. aeruginosa   بـه كـار 
ميكرومـول   29/625 بـا توليـد      7NSK2 اسـترين .  به صورت كمـي تعيـين شـد        ها  استرينميزان توليد سيدروفور اين     . برده شدند 

ي مختلـف آهـن در توليـد سـيانيد هيـدروژن و            ها  نقش غلظت .  را به خود اختصاص داد      سيدروفور دار توليد پايووردين بيشترين مق  
افزايش غلظت آهن به صورت معني داري توليد سيانيد هيدروژن          . ي تحت تنظيم آهن بررسي شد     ها  سيدروفور به عنوان متابوليت   

ي آهن و سولفات روي، روي كـاهش بيمـاري          ها   كننده هاي اثر كلات  در آزمون گلخانه    . را افزايش و توليد سيدروفور را كاهش داد       
 آهن با فـراهم آوردن آهـن و درنتيجـه كـاهش توليـد               يها   كننده هكلات. ي آنتاگونيست مورد مطالعه قرار گرفت     ها  استرينتوسط  

 بازداري از كنتـرل % 76با   UTPF5 استرين روي فعاليت    ها   كننده هبيشترين تاثير كلات  . سيدروفور ميزان بيوكنترل را كاهش دادند     
 اسـترين . ي آهن علاوه بر كنترل بيماري باعث افزايش رشد گياه در مقايسه با شاهد شد              ها   در عدم حضور كلات    استريناين  . بود

  . بيوكنترل پائين تري برخوردار بودقابليت  وحشي از استرين در مقايسه با MPFM1موتانت 
  

  Rhizoctonia solaniرسنت، سيدروفور، پايووردين، لوبيا، ي فلوها سودوموناس: ي كليديها واژه
 

   1  مقدمه
اگرچه آهن از نظر فراواني چهارمين عنصر خـاك اسـت امـا            

 سازگار با رشد گياهان به واسطه اكسيداسيون سريع و     pHدر  
ي غير محلول، آهـن آزاد و       ها  در پي آن تشكيل هيدروكسيد    

 قابـل  آهـن  نميـزا ). 5(قابل جذب خاك خيلي اندك اسـت        
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دارد  منفـي  ارتبـاط  نيـز  خـاك  يهـا   كلوئيد و فسفر با جذب،
 كـه   ي كـشاورزي  ها  بنابراين غلظت در دسترس آن در خاك      
 معمـولا پـائين اسـت       مصرف كودهاي فـسفره متـداول اسـت       

 بـه واسـطه مـصرف آهـن توسـط ريـشه و              2در فراريشه ). 16(
 يني پا غلظت. شود  مي ميكرو فلور خاك غلظت آن كمتر هم      

 آن، منجـر بـه      بـه  نياز بالاي موجودات هوازي      ون محلول   آه
. شـود   مـي در فراريـشه ) +Fe3( آهن    براي جذب  رقابت شديد 

                                                 
2- Rhizosphere 
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آهن يك عنصر ضروري براي موجـودات هـوازي اسـت در            
 يك فاكتور محدود كننده براي رشد        كمبود آن  اغلب موارد 

  فراريشه محـسوب خصوص ه بو فعاليت ميكروبي در خاك و     
ي فعـالي را    هـا   مكانيسمغلب موجودات هوازي    ا). 8(شود   مي

 ايـن   هـا   در ميكروارگانيـسم  . براي كسب آهن توسعه داده اند     
 - و ايجـاد كـلات آهـن        بـر پايـه ترشـح سـيدروفور        مكانيسم

وسـيله ميكروارگانيـسم توليـد       هاين كلات ب  . سيدروفور است 
 ي شـده و جـذب     يطور اختصاصي شناسـا    هكننده سيدروفور ب  

ليــد ايــن متابوليــت تحــت تــاثير جمعيــت تو ).24( گــردد مــي
 بـا ترشـح   Quorum sensingباكتري بوده و توسـط سيـستم   

 AHL(1 ( اســيل همــو ســرين لاكتــون-ي اني شــيمياســيگنال
كمبود آهني كه در نتيجـه جـذب آهـن          ). 22(شود    مي تنظيم

آيد و بـالا      مي وجود هتوسط جوامع فعال ميكروبي و گياهان ب      
 كه  در منطقه فراريشهي فلورسنتها رفتن تراكم سودوموناس

 توليـد  بـراي  را شوند، شرايط   مي AHLsباعث افزايش توليد    
اين فرضيه با استفاده    . سازد مي مناسب فراريشه در سيدروفور

ــزااز ــا  روش الاي ــادي ب ــايووردين مخــصوص آنتــي ب ژن و  پ
 تحـت كنتـرل پروموتـور پـايووردين اثبـات           inaZگزارشگر  
 آهـن    بر سر گـرفتن    به رقابت شديد  با توجه    ).15(شده است   

 بـراي    پـايووردين   سيدروفور در فراريشه و ميل تركيبي بالاي     
  آهـن  تـامين كول نقش مهمـي در      لورود اين م    مي آهن انتظار 

 تـا  1980از دهه .  ساير موجودات خاك داشته باشد   مورد نياز 
پايووردين توليد شـده     نقش    مورد كنون مطالعات بسياري در   

ي فلورسنت در بـازداري بيمارگرهـاي       ها  سودوموناس توسط
مطالعـات روي   . خاكزاد و افزايش رشد گياه انجام شده است       

ي خـاكزاد   هـا   نقش احتمالي پايووردين در بازداري بيمـارگر      
شــروع شــد كــه اظهــار ) 14(بــا گــزارش كلــوپر و همكــاران 

 يـــا Pseudomonas sp. B10 اســـترين افـــزودن داشـــت
 بيمـاري پژمردگـي     موجـب كـاهش   پايووردين آن به خـاك      

اين گروه علاوه بر ايـن      . شود  مي فوزاريومي و پاخوره غلات   

                                                 
1- N-acyl-homoserine lactone, AHL 

نشان دادند كه افزودن آهن به خاك اثر مثبت تلقيح بـاكتري          
نقـش   .بـرد   مـي  را از بـين   بـه خـاك      افـزودن پـايووردين       يا و

 در تــــوان آنتاگونيــــستي تعــــدادي از   هــــا پــــايووردين
 .F(گيـاهي  ي فلورسـنت عليـه بيمارگرهـاي    ها سودوموناس

oxysporum, Pythium spp. (ي زيـان  هـا  و ميكروارگانيسم
ي توليد سيدروفور را    يي كه توانا  ها   با استفاده از موتانت    2آور

 عـلاوه بـر ايـن،       ).9( شـده اسـت      اثباتاز دست داده بودند     
 .P اســترين نــشان دادنــد كــه )17(مــارهوفر و همكــاران 

fluorescens CHA0    3ستميك  باعـث القـاي مقاومـت سي ـ 
)ISR (   كـه   در حـالي  . شـود   مي عليه ويروس موزائيك توتون

ايـن  . موتانت پايووردين اين باكتري تـاثير خيلـي كمـي دارد          
 ISRتواند نشان دهنده اهميت پايووردين در ايجـاد           مي نتيجه

ــ ــورد .  باشــدCHA0 اســترينوســيله  هب  Arabidopsisدر م

thaliana   و بيمـارگر Peronospora parasiticaوتانـت   م
 وحـشي بـه طـور       اسـترين  هماننـد    CHA0 استرين   پايووردين

علاوه بر كنتـرل     ).12(شد    مي موثري باعث محافظت از گياه    
 تـامين پايووردين بـه عنـوان منبعـي بـراي          سيدروفور   بيمارگر

 پـايووردين در  - افـزودن آهـن  .آهن گياهان نيز مطرح اسـت     
ث ، بـه صـورت بـسيار معنـي داري باع ـ          Fe-EDTAمقايسه با   

ــزان كلروفيــل و آهــن   ــزايش رشــد، مي  Arabidopsisدراف

thaliana  در ايـران نيـز رسـولي صـدقياني      ).23( شده است
 از پيووردين متصل به آهن نـشان دار نـشان داد          با استفاده ) 1(

ي فلورسـنت   هـا   كه سيدروفور نـوع پيـووردين سـودوموناس       
  .كند  مينقش مهمي در تامين آهن براي گندم ايفا

  

  ها روشمواد و 
   ي باكتريها استريننگهداري انتخاب وشرايط 

 ي برتر كلكسيون باكتريهاي آنتاگونيست در     ها  استريناز بين   
لـه  ها   دانـشگاه تهـران، بـر اسـاس ميـزان          دانشكده كـشاورزي  

همچنـــين توليـــد   وR. solaniبازدارنـــدگي عليـــه قـــارچ 
                                                 
2- Deleterious microorganism 
3- Induced systemic resistance (ISR) 
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 UTPF5  اسـترين سيدروفور به روش اسـپكتروفتومتري، سـه       
ــده ( ــدا شـ ــدران جـ ــاز، مازنـ ــشه پيـ  و UTPF76، ) از فراريـ

UTPF61 )      انتخـاب  ) جداشده از مزارع برنج، الموت قـزوين
    .شدند

در جدا شده از مزارع جو P. aeruginosa 7NSK2  استرين
 مرجـع مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت           اسـترين بلژيك به عنوان    

 فاقد  استريناين  ) 6(طبق گزارش بويسنس و همكاران      ). 11(
 دي استيل فلوروگلوسينول و     يها   توليد آنتي بيوتيك   ييتوانا
توانــد   مــيكمبــود فــسفاتتئــورين اســت و در شــرايط پيولو

وجود سه نوع سـيدروفور پـايووردين،       . پيوسيانين توليد كنند  
 به اثبـات رسـيده      استرينپايوچلين و ساليسيليك اسيد در اين       

  . شوند  مياست كه باعث القاي مقاومت به بيماريها
ــايووردين P. aeruginosa MPFM1 ين اســتر موتانــت پ

ــترين  ــسين   7NSK2اس ــك كاناماي ــي بيوتي ــه آنت ــاوم ب   و مق
 ايـن اسـترين فاقــد توانـائي توليــد     ).+pvd-, kan(باشـد   مـي 

خـر توسـط    آ اسـترين  دو   .باشد  مي سيدروفور نوع پايووردين  
دكتر مير حسن رسولي صـدقياني عـضو هيـت علمـي گـروه              

ميـه و از پروفـسور هوفتـه از بلژيـك           خاكشناسي دانشگاه ارو  
  .تهيه شده اند

 بـه علـت   UTPF5ي مـورد اسـتفاده اسـترين      ها  از بين استرين  
توليد سيدروفور بالا و نتايج آزمايشات گلخانه اي انتخـاب و           

  .آزمايشات تكميلي روي سيدروفور آن صورت گرفت
 داخل لوله آزمـايش  1 موربKing's Bباكتريها روي محيط 

پارافين مـايع   روي آن    ،رشد كامل   و بعد از   دند ش كشت داده 
 درجــه 121اتــوكلاو شــده در دمــاي (  دو بــار اســتريل شــده
 منهـاي دمـاي   در    و  شد ريخته)  دقيقه 15سانتي گراد به مدت     

   .شدند نگهداري چهار درجه سانتي گراد
چند لوپ پر از باكتري كشت       : %40 نگهداري در گليسرول  

بـروث غـذائي     (NGYحـيط    به م  يشده روي محيط كينگ ب    
 گـرم،   2/0 ميلي ليتر، عـصاره مخمـر        40 گرم، گليسرول    8/0

                                                 
1- Slant 

اضـافه  )  آب مقطر استريل    ميلي ليتر  100 گرم در    5/0گلوگز  
ي يـك و نـيم ميلـي        هـا   لولهشد و سوسپانسيون حاصل درون      

 درجه سـانتي گـراد نگهـداري        -80ليتري درب دار در دماي      
  ).13(شدند 

  

ــزان تول  ــري مي ــدازه گي ــه روش  ان ــيدروفور ب ــد س ي
  اسپكتروفتومتري

 در محيط   ها   ساعته باكتري  24 ميكروليتر از كشت     100مقدار  
 ,K2HPO4; 6.0 g/l, KH2PO4; 3.0g/l(مـايع سوكـسينات   

MgSO4. 7H2O; 0.2 g/l, NH4SO4; 1.0 g/l; succinic 
acid 4.0 g/l (ميلـي  40 ميلي ليتري حـاوي  100ي ها به ارلن 

 بـه   ها  اين محيط . منتقل شد  سوكسينات   ليتر محيط كشت تازه   
 دور 120 درجه سـانتي گـراد و    27 ساعت در دماي     40مدت  

ي بـاكتري بـا     هـا   سلول. در دقيقه روي شيكر نگهداري شدند     
 دقيقه رسـوب داده     10 به مدت    g10000سانتريفوژ كردن در    

ي ي ـبعد از حذف رسوب باكتري ميزان جذب مايع رو        . شدند
 PG+(ر بـا دسـتگاه اسـپكتروفتومتر    نـانومت 400در طول مـوج  

instruments T70 (ي حاصـله بـا اسـتفاده    ها داده. قرائت شد
  ).7( به مول در ليتر تبديل شد A=εBCاز فرمول 

A =                     ميزان جذبε =  ضريب جذب مولي  
 B =         قطر كوت             C =غلظت ماده  
  

  ر آهن در توليد سيدروفو ونقش روي
ميكرومـول   500 و 250، 125، 75(ي مختلف روي ها غلظت

 ، آهـن  ) ميكرومـول آهـن    50و شاهد همراه يا بـدون افـزودن       
از استوك اين عناصـر كـه   )  ميكرومول200و 100،    50،  25(

 ميكرون و با دستگاه ميلي پور اسـتريل شـده بـود             2/0با فيلتر   
  ميلـي ليتـر  محـيط كـشت         40ي حاوي   ها  تهيه شده و به ارلن    

 . هـر تيمـار داراي سـه تكـرار بـود     . سوكسينات اضافه شدند

 سـاعت در محـيط      24 به مـدت     UTPF5 استرينبراي تلقيح،   
ــاي    ــسينات در دم ــشت سوك ــه 120 و C˚27ك  دور در دقيق

ــزان . نگهــداري شــدند ــه  100مي ــر از ايــن محــيط ب  ميكروليت
ي جديد حاوي تيمارها منتقل شد و در شرايط مشابه          ها  محيط
  . ساعت نگهداري شدند40 به مدت با بالا و
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  اندازه گيري جمعيت باكتري و توليد سيدروفور 
 15 دقيقـه بـه مـدت    g 10000ي باكتري با سانتريفوژها سلول

ــائين مقــدار   ــراي ت دقيقــه رســوب داده شــدند و مــايع روي ب
 600 طـول مـوج   ميزان رشد بـاكتري در      . سيدروفور جدا شد  

 400وردين در طول مـوج      نانومتر و توليد سيدروفور نوع پايو     
بـا اسـتفاده از     . نانومتر به روش اسپكتروفتومتري محاسـبه شـد       

 ميزان توليد پايووردين به      اين ايزوله  ضريب مولي پايووردين  
  .دست آمد هصورت كمي ب

  
  نقش آهن در توليد سيانيد هيدروژن

ــيانيد   ــد س ــي تولي ــراي بررس ــستروم   ب ــدروژن از روش آل هي
.  اســـتفاده گرديـــد يـــرات  بـــا كمـــي تغي )2(وهمكـــاران 

ــر4/4 كــه داراي  King's Bمحــيط   گــرم گلايــسين در ليت
 دمـاي  كـه   هنگـامي .ه و اتـوكلاو شـد     باشد، تهيـه گرديـد     مي

 رسـيد  گـراد  سـانتي  درجـه  40 حدود به شده اتوكلاو محيط
 ميكرومول آهـن از اسـتوك       200و  100،  50،  25ي  ها  غلظت

 ميلـي  10دراسيد كلريـدريك  (FeCl3.6H2O يك ميلي مول
.  ميكرون اسـتريل شـده بـود تهيـه شـد           2/0كه با فيلتر     )مولار
هر پتري توسـط    .  ريخته شدند  ها  ي حاصل در پتري   ها  محلول

سپس يك  .  ميكروليتر از سوسپانسيون باكتري تلقيح شد      100
 دوكاغذ صافي آغشته به محلول معرف شامل كربنات سديم          

ت  درصـد در قـسمت درب پلي ـ       5/0درصد و اسيد پيكريـك      
يك پليـت نيـز بـه عنـوان شـاهد بـدون تلقـيح               . قرار داده شد  

 پتــري توســط نــوار يهــا پليــت. بــاكتري در نظــر گرفتــه شــد
پارافيلم مسدود شد، تا از خروج هـر گونـه متابوليـت فـرار و               
گازي شكل از جمله سـيانيد هيـدروژن جلـوگيري بـه عمـل              

 الـي   48آيد، آنگاه اين ظروف به صورت واژگون بـه مـدت            
يد در صورت تول  . عت درون انكوباتور قرار داده شدند      سا 72

، كاغـذ صـافي آغـشته بـه         سيانيد هيـدروژن توسـط باكتريهـا      
، هـوه اي روشـن    محلول معرف از رنگ اوليه زرد بـه كـرم، ق          

 ترتيـب  به  كه يابد  مي قهوه اي تيره و نهايتاً آجري تغيير رنگ       

  آزمايش بـا سـه تكـرار و        .شدند دهي مقياس چهار تا صفر از
  .ي كاملا تصادفي انجام گرفتها در قالب طرح كرت

  
ي فلورسنت در افزايش رشـد      ها  نقش سودوموناس 

   كاهش بيماريگياه و 
 وهمكاران پال روش از R. solaniبراي تهيه مايه تلقيح قارچ 

به اين ترتيب كـه ابتـدا قـارچ روي محـيط            . استفاده شد ) 19(
 .رديد كشت گ  C27˚  روز در دماي   سه به مدت    PDAكشت  
 محـيط كـشت حـاوي        ايـن  متري از    ميلي پنج قطعه    پنج سپس

 گـرم بـذر     100ليتـري حـاوي        ميلـي  500قارچ در يك ارلـن      
  گرم پودر برگ و ريشه لوبيا خـيس خـورده          4و مقدار    ارزن

مـدت دو هفتـه در      ه  اين ارلن ب ـ  . اتوكلاو شده قرار داده شد    و
  . نگهداري شدC27˚دماي 

  
  ي آنتاگونيستها ريروش آغشته سازي بذر با باكت

تهيـه شـده از گـروه زراعـت و     ( لوبيا قرمـز رقـم نـاز     هايبذر
ــات  ــران اصــلاح نبات ــشگاه ته ــدت  )  دان ــه م ــهب ــهس ــا دقيق   ب

 ضد عفـوني سـطحي       كلر فعال   درصد 5/2هيپوكلريت سديم   
شدند و با چهار بار شستـشو در آب مقطـر هيپـو كلريـت آن                

ي هــا ناســتري بــه منظــور آغــشته ســازي بــذر بــه .زدوده شــد
يـك  .  استفاده شد  )25( و همكاران    ولرآنتاگونيست از روش    
 آنتاگونيـست روي    استرين ساعته هر    48لوپ كامل از كشت     

 ميلـي ليتـر     100ي حـاوي    هـا   محيط كينگ بـي، بـه فلاسـك       
 روي   سـاعت  48و به مدت    منتقل شده    يمحيط مايع كينگ ب   

ــيكر ــه120 (ش ــاي)  دور در دقيق ــرار گرفتCº27در دم ــد ق  .ن
 سـانتريفوژ   g6000 دقيقه در    10يي به مدت    ياي باكتر ها  سلول

) NaCl مـول    14/0(وچند بار با محلول نمـك فيزيولوژيـك         
. ستـشو شـدند   براي برطرف شدن باقيمانـده محـيط غـذايي ش         

ي با اسـتفاده از سـانتريفوژ مجـدد از     يايي باكتر ها  سپس سلول 
 بـا   آنهـا  1×109اين محلـول جـدا سـازي شـده سوسپانـسيون            

ــا روش اســپكتروفتومتري اســتفاد  در ه از منحنــي اســتاندارد ب
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 )Aldich, USA (محلول يك درصد كربوكسي متيل سـلولز 
  . تهيه گرديد

ي باكتريايي ريخته شـده و بـه        ها  بذر لوبيا درون سوسپانسيون   
 Cدمـاي  دردور درقيقـه   70مدت نيم سـاعت روي شـيكر بـا    

º27   وكـسي  درون كرب  در تيمار شاهد بـذور    . داده شدند  قرار
 هايبذر . درصد فاقد باكتري غوطه ور شدند يكمتيل سلولز
 در معرض جريـان هـواي اسـتريل هـود گذاشـته             آغشته شده 

  .شدند تا خشك شوند
  

ي هـا   استريناثر منابع آهن و روي در ميزان بيوكنترل         
  آنتاگونيست

 قالـب  در و) 6×4 (فاكتوريل آزمايشات اساس بر آزمون اين
 استرين پنج شامل اول فاكتور. شد اءاجر تصادفي كاملا طرح

ــاكتري ــاهد و بـ ــدون شـ ــاكتري بـ ــاكتور و بـ ــامل دوم فـ  شـ
بـا توجـه بـه      . بـود  شـاهد  و روي سـولفات  آهـن،  يها  كلات

ــارگر     ــه بيم ــي روي جداي ــشات قبل ــدار آزماي ــرم 5/1مق  گ
 يــك تلقــيح بــراي R.solani بــه اينوكلــوم بــذر ارزن آلــوده

 60/2و pH  7/7مــواد آلــي كــل، % 43/0 (خــاك كيلــوگرم
بـدين ترتيـب   . شد گرفته كار به )ميلي گرم بر كيلوگرم آهن

كه كه نصف گلدان با خاك آلوده پر شد و سپس يك لايـه             
سه . خاك استريل به ارتفاع دو سانتي متر روي آن ريخته شد      

ي مختلـف تيمـار شـده       ها  استرينعدد بذر لوبيا رقم ناز كه با        
 ميـزان    سـاعت  24از  پس   خاك استريل كاشته شده و       دربود  
-Feي ها  كنندهه ميلي ليتر از محلول يك ميلي مولار كلات 25

EDDHA   و Fe-EDTA ميلي گرم بـر ليتـر        20 و ZnSO4   بـه 
ي كاشــته شــده در شــرايط هــا گلــدان.  اضــافه شــدهــا گلــدان
-90 درجه سانتيگراد و رطوبت نـسبي        25-20دماي   (گلخانه

يري از  بـراي حفـظ رطوبـت و جلـوگ        .  نگهداري شدند  %)80
 به صورت يك روز در ميان     ها  سله بستن سطح خاك، گلدان    

 هـا   بعد از سه هفته ريشه    . و از طريق زير گلداني آبياري شدند      
به ملايمت در زير آب شسته شدند و شدت بيمـاري آنهـا بـا               

 اصلاح شده بر اساس مقياس يك تا پنج و با استفاده از روش            
  . شدند به صورت زير ارزيابي)13(كيم وهمكاران 

  گياهان سالم بدون هيچگونه علائم آلودگي= 0
ريشه آلوده شده و حداقل يك شانكر قهوه        % 20كمتر از   = 1

  اي درشت داشته باشد 
  .ريشه داراي شانكرهاي تيپيك باشد% 50حدود = 2
  ريشه داراي شانكر باشد % 60-70بيش از = 3
ــدن از خـــــاك  = 4 ــه پـــــس از درآمـــ مـــــرگ گياهچـــ
)Postemergence( ول گياهچه كمتـر از پـنج سـانتي متـر           ، ط

  .باشد
مـــــرگ گياهچـــــه قبـــــل از در آمـــــدن از خـــــاك  = 5
)Preemergence (يا پوسيدگي بذر  

شاخص بيماري بر حسب درصد و با اسـتفاده از فرمـول زيـر              
 .محاسبه شد

 
  

ي هـا   تعـداد گياهچـه   × مخرج كسر حداكثر مقياس آلودگي      
 ي ممكـن  كشت شده است كه نتيجه آن حداكثر شدت بيمار        

 نيز ها  روي افزايش وزن تر و خشك بوتهها اثر تيمار .باشد مي
  .محاسبه شد

  

  محاسبات آماري 
 حـداقل  روش بـه تجزيه واريانس و مقايسه ميـانگين صـفات         

روش و بـا اسـتفاده از   )   > 05/0LSD, P (1دار معنـي  تفاوت
 )SAS2 ،)SAS 9.1 SAS institute, Cary, NCمدل خطي 

 قبــل از آنــاليز هــا مــال بــودن پــراكنش دادهنر. انجــام گرفــت
در مورد  .  مورد آزمايش قرار گرفت    SASآماري با نرم افزار     

از تبـديل   صفاتي كه عدد صـفر در بـين آنهـا وجـود داشـت     
براي مقايـسه اختـصاصي   .  استفاده گرديدx+5.0عددي  

                                                 
1- Least significant difference (LSD)  
2- SAS general linear model procedure (GLM) 
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ه اسـتفاد  ي مورد نظر از رويـه مقايـسات گروهـي مـستقل    ها تيمار
  .شد

  

  نتايج و بحث
ي هـا    در غلظـت   هـا   اسـترين توليد سـيانيد هيـدروژن      

  مختلف آهن
 HCNبا توجه به اينكه يون آهن عامل مهمي در تنظيم توليد            

. ي مختلف آهن به محيط كشت اضافه شـد        ها  باشد غلظت  مي
ي خارجي مورد استفاده فاقد توانائي توليـد سـيانيد          ها  استرين

ي مختلـف آهـن نيـز     هـا    غلظت اضافه كردن . هيدروژن بودند 
ــشد  با ــت ن ــن متابولي ــد اي ــين . عــث تحريــك تولي ــاير در ب س

 توليـد سـيانيد هيـدروژن       كـه از قابليـت بـالائي در        هـا   استرين
ــوط   برخــوردار ــدار مرب ــشترين مق ــد كــه بي ــه اســترين بودن  ب

UTPF5 ميزان توليـد    .  بودHCN          در ايـن اسـترين بـه شـدت 
يكـه بـا افـزايش      تحت تاثير ميـزان آهـن محـيط بـود بـه طور            

غلظت آهن ميزان تغيير رنگ كاغذ صـافي بـه وضـوح قابـل              
 با اضافه كردن آهن ميزان توليد       ها  در ساير استرين  . تمايز بود 

جـدول   (بيشتر شد ولي اختلاف ايجاد شده نسبتا ضعيف بـود         
 بالا رفتن غلظت آهن به جاي ايجاد UTPF76 استريندر . )1

باعـث تغييـر رنـگ      تغيير رنگ در كاغـذ صـافي بـه وضـوح            
شـدت تغييـر رنـگ از زرد كمرنـگ تـا         . كلوني باكتري شـد   

. قرمز مايل به قهوه اي رابطه مستقيمي با غلظت آهـن داشـت            
اين رنگ ممكن است مرتبط با توليد آنتـي بيوتيـك فنـازين             

  ).مكاتبات شخصي Bakker دكتر(باشد 
  

 هيدروژن سيانيد توليد در آهن مختلف يها غلظت اثر -1جدول
  سودوموناس يها تريناس

هاي آهن غلظت   
M شاهد استرين باكتري µ25  M µ50  M µ100  M µ200  

UTPF5 1 1 2 3 4 
UTPF61 1 1 2 2 2 
UTPF76 3 2 4 4 4 
7NSK2 0 0 0 0 0 
MPFM1 0 0 0 0 0 

  نقش آهن و روي در توليد سيدروفور
 در داري معنـي  كـاهش  باعـث  كـشت  محيط در آهن وجود
 50 بـالاي  يهـا   غلظـت  در كـه  طوري به شد سيدروفور توليد

 كــه حــالي در رســيد صــفر بــه ســيدروفور توليــد ميكرومــول
 افـزايش  باعـث  داري معنـي  صـورت  بـه  آهن غلظت افزايش
 مشخص ملكولي مطالعات). 1 شكل (گرديد  ميباكتري رشد
 تنظـيم  تحـت  سـيدروفور  توليـد  يهـا   ژن بيان كه است كرده
 توليــد بــه نيــاز نآهــ افــزودن لــذا اســت محــيط آهــن ميــزان

 طـور  همان). 24 (سازد  مي مرتفع باكتري اين در را سيدروفور
 خـلاف  بـر  روي عنصر است شده داده نشان دو شكل در كه

 سـيدروفور  توليـد  افزايش باعث داري معني صورت به آهن،
 توليـد  بازدارنده كه آهن ميكرومول 50 حضور در حتي. شد

 روي مختلـف  يهـا   غلظـت  حاوي يها  تيمار است سيدروفور
 توليـد  حـال  عـين  در و كردنـد  توليد ييبالا سيدروفور ميزان

 بـا . بـود  بـالاتر  آهـن  فاقـد  تيمارهاي با مقايسه در نيز بيوماس
 همكـاران  و صـديقي  گـزارش  و آمده دست هب نتايج به توجه

 بـردن  بالا در رويعنصر   تاثير علت حدودي تا توان  مي )21(
 مثبـت  تنظيمي نقش به را بيوكنترلي يها  سودوموناس كارائي

 طبـق گـزارش روسـباچ و        .داد نسبت سيدروفور توليد در آن
ي توليد  ها  افزايش روي باعث افزايش بيان ژن     ) 20(مكاران  ه

 .شود  ميP. fluorescensي پزشكي ها سيدروفور در استرين
 ييبــالا ســيدروفور توليــد داراي سوكــسينات كــشت محــيط
 بـا  مقايـسه  در آن بيومـاس  توليد ميزان بودن ينيپا ولي است،
 سـوكروز  و گلوكـوز  مثـل  تجـاري  كـربن  منابع با يها  محيط
 پيـشنهاد  تجـاري  توليـد  بـراي  محـيط  ايـن  كه شد  مي آن مانع
 تـا  توانـد   مـي  روي كـه  دهد  مي نشان آزمايش اين نتايج. شود

 ســاير كــه حــال عــين در كنــد حــل را مــشكل ايــن حــدودي
 بهبــود عنــصر ايــن حــضور در نيــز بيــوكنترلي يهــا ييكــارا
  .يابد مي
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  آهن مختلف يها غلظت حضور درUTPF5   ايزوله توسط سيدروفور توليد و رشد -1 شكل

 

 
  آهن ميكرومول 50 بدون يا با روي مختلف يها غلظت حضور در UTPF5 ايزوله توسط سيدروفور توليد و رشد -2 شكل

 
  ها استريناندازه گيري ميزان توليد سيدروفور در 

 سـيدروفور  توليـد  مقدار اختصاصي، صورت به روش ناي در
 از آمـده  دسـت  بـه  نتـايج . است ارزيابي قابل پايووردين نوع

 اسـتفاده  بـا  نانومتر 400 موج طول در روئي مايع جذب ميزان
 پـايووردين  ميكرومـول  به خالص پايووردين مولي ضريب از

 بـا  7NSK2 آزمـايش  مـورد  يهـا   اسـترين  بـين  از. شد تبديل
 را توليـد  مقدار بيشترين پايووردين ميكرومول 29/625 توليد

 معنـي  اخـتلاف  هـا   اسـترين  سـاير  بـا  آماري لحاظ از و داشت
 و UTPF61 ، UTPF5 آن دنبـــال بـــه. داد نـــشان داري

UTPF76 ميكرومـول   11/234 و 05/487 ،82/498 توليـد  با 
 كـه  طـور  همـان . گرفتند قرار بعدي گروههاي در پايووردين

ــار ــيانتظ ــ  م ــت ترف ــد MPFM1 موتان ــا فاق ــد ييتوان  تولي
  . بود پايووردين
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  آگـار   -CASكيفي مثل    يها  روش در كه UTPF76 استرين
ــشترين ــد بي ــود دارا را ســيدروفور تولي ــن در ب  جــزء روش اي
 شـد،  ذكـر  قـبلا  كه طور همان. نگرفت قرار برتر يها   باكتري
 بـه  قـادر  فقـط  اختـصاصي  صورت به اسپكتروفتومتري روش
ــين ــتكم تعي ــوع ســيدروفور ي ــايووردين ن  چراكــه اســت، پ

 لـذا . دارنـد  متفـاوتي  يهـا   مـوج  طول مختلف يها  سيدروفور
 بر علاوه الذكر فوق استرين كه كرد فرض چنين اين توان مي

 بالا حجم در را ديگري يها  سيدروفور است قادر پايووردين
 -CAS محـيط  در نـارنجي  لـه ها  گسترش عامل كه كند توليد
  . باشند  ميآگار

 يهـا   روش يهـا   داده بـين  موجود اختلافات روي از درنتيجه
CAS- و توليـد  بـه  تـوان   مـي  اسپكتروفتومتري روش و آگار 
 يهـا   جدايـه  در پايووردين از غير يها  سيدروفور توليد مقدار

  .برد پي فلورسنت يها سودوموناس
  

 بـه  R. solaniاثر منابع آهن و روي در كـاهش بيمـاري   
  اكتريي بها استرينواسطه 

به علت توان تهاجمي بالاي جدايه قارچي به كار رفته در اين  
ي شاهد دچار مرگ گياهچه قبـل و        ها  آزمايش اكثر گياهچه  

از نتـايج جـدول تجزيـه    . بعـد از بـالا آمـدن از خـاك شـدند     
توان چنين استنباط كرد كـه       ها مي   واريانس و مقايسه ميانگين   

مايش بـه صـورت     ي مورد استفاده در اين آز     ها  اغلب باكتري 
بيــشترين . شــدندمعنــي داري باعــث كــاهش شــدت بيمــاري 

 بود كه شدت بيماري     UTPF5 استرينبازدارندگي مربوط به    
 نيز كنتـرل رضـايت      UTPF76باكتري  . كاهش داد % 70را تا   

كمتـرين ميـزان بازدارنـدگي از بيمـاري         . بخشي را نـشان داد    
 در  طـور كـه     بـود، همـان    MPFM1 موتانت   استرينمربوط به   

شكل چهار  قابل مشاهده است اين باكتري از لحـاظ آمـاري             
اخـتلاف  . تفاوت معني داري با شاهد آلوده نشان نداده اسـت   

 وحـشي بـا     اسـترين  بـه عنـوان      7NSK2 استرينمعني دار بين    
موتانت پايووردين همين باكتري گواهي بر اهميت نقش اين         

يـن  ي گيـاهي دسـت كـم در ا        هـا   متابوليت در كنترل بيمـاري    
  . استاسترين

ي پاسخ  يي باكتريا ها  استريننتايج به دست آمده نشان داد كه        
ي آهـن و سـولفات روي نـشان         ها  مشابه اي به افزودن كلات    

ي مــورد اســتفاده، بازدارنــدگي از هــا اســتريناز بــين . ندادنــد
.  بــسيار وابــسته بــه تغييــرات خــاك بــودUTPF5بيمــاري در 

ي حـاوي   هـا    گلـدان  ي آهن به خاك   ها  افزودن كلات كننده  
 به صورت بسيار معني داري ميزان كنترل بيمـاري        استريناين  

-Feاز بين دو كلات كننده مـورد اسـتفاده          . داد  مي را كاهش 

EDDHA    بيشتر از Fe-EDTA    باعث كاهش توان بيوكنترلي  
 نبـود و    UTPF5 اسـترين اين اختلاف فقط مربوط به      . شد مي

د بـا نـرخ كمتـري قابـل         نيز ايـن رون ـ    ها  استريندر مورد ساير    
طـور كـه نتـايج كـاربرد عناصـر نـشان داد              همان. مشاهده بود 

ي بالاي آهن محيط باعث بـازداري كامـل از توليـد    ها  غلظت
ي آهن نيـز    ها  كلات كننده . شوند ها مي   سيدروفور در باكتري  

با فراهم آوردن آهن قابل جـذب بـراي بـاكتري مـانع توليـد               
 ليـد آن را بـه شـدت كـاهش         شوند يا تو    مي سيدروفور در آن  

ي هـا   قابل توجه است كه افزودن آهن در فـرم        ). 15(دهند   مي
ي آهكي ايـران    ها   مخصوصا در خاك   ها  غير كلات به خاك   

ــاه و     ــراي گيـ ــن بـ ــراهم آوردن آهـ ــادي در فـ ــاثيري زيـ تـ
چراكـه ايـن آهـن آزاد بـه         . ي خاك ندارد  ها  ميكروارگانيسم

ي آهـن   سرعت هيدراتـه شـده و بـه صـورت هيدروكـسيدها           
در مورد كـلات    ). 3(كند، لذا قابل استفاده نيست        مي رسوب

 زيـرا كـه     شـود   مـي   نيز حالتي مـشابه ايجـاد      Fe-EDTAآهن  
ين اســت و بــه يپايــداري ايــن كــلات در خاكهــايي ايــران پــا

سرعت قسمت اعظمي از آهن خود را از دسـت داده و آن را     
كنـد    مـي  با عناصر فلـزي ديگـر مثـل مـس و روي جـايگزين             

كنـد و از دسـترس        مي آهن جدا شده از كلات رسوب     ). 16(
ي مـس   ها  شود، در عوض كلات     مي موجودات خاك خارج  

 اســتريندر مــورد . و روي ايجــاد شــده قابــل اســتفاده هــستند
UTPF61 كــاملا مــشهود بــود بــه هــا  اخــتلاف بــين كــلات 
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 باعث بازداري كامـل از      Fe-EDDHAكه كلات آهن   طوري
 از لحـاظ    Fe-EDTA امـا كـلات      شـد،   مـي  بيوكنترل باكتري 

. آماري هيچ تفاوتي با شاهد بدون كـلات كننـده نـشان نـداد           
ي آهن علاوه بر اثري كـه در        ها  لازم به ذكر است كه كلات     

فراهم آوردن آهن براي باكتري دارند روي ساير موجـودات          
 درگيــر در ايــن پاتوسيــستم يعنــي بيمــارگر و ميزبــان نيــز اثــر

وردن آهن براي آنها نيز ممكن است       گذارند، لذا فراهم آ    مي
  .عامل مهمي در ايجاد اين نتايج باشند

طور كه قبلا ذكر شده است عنصر روي با افزايش دادن            همان
 ميزان توليد سيدروفور و بهبـود پايـداري بـاكتري در خـاك            

نتـايج  ). 21(تواند اثر مثبتـي را در بيـوكنترل داشـته باشـد              مي
ــشان داد  ــه اي ن ــشات گلخان ــزايش  آزماي  كــه روي باعــث اف

شوند هرچند اين تغييـرات در        مي  در خاك  ها  استريني  يكارا
مـورد  ي  هـا   اسـترين  در بين . ري نمي شد  اغلب موارد معني دا   

 استفاده بيشترين اثر ناشي از افزودن سولفات روي در استرين         
UTPF76  65شـدت بيمـاري از      در اين تيمـار     . مشاهده شد %

با توجه به اثر مثبتـي كـه ايـن          . يافتكاهش  % 45در شاهد به    
تـوان كـاربرد تـوام آن را بـا            مـي  عنصر روي رشد گيـاه دارد     

توان بيوكنترل بـاكتري  . ي آنتاگونيست توصيه كردها  باكتري
UTPF5             روي در اين آزمايش به صورت منفـي تحـت تـاثير 

قرار گرفت، با افزودن سولفات روي ميزان شدت بيماري بـه           
 عنـصر   .افزايش پيدا كـرد   % 62ه  ب% 33صورت معني داري از     

باشـد    مـي  روي كوفاكتور توليد هورمون اكسين از تريپتوفـان       
ي پائين رشـد گيـاه را افـزايش داده ولـي در             ها  كه در غلظت  

باعـث  ) بـالاتر از يـك ميلـي گـرم در ليتـر           (ي بـالا    هـا   غلظت
 تحقيقـات   طبق). 4(شود    مي كاهش رشد مخصوصاً در ريشه    

 داراي  UTPF5سـويه   ) ر نشده اسـت    منتش ها  داده(انجام شده   
باشـد كـه در اثـر افـزودن روي            مي ميزان توليد اكسين بالائي   

اين توليد افزايش يافته و ممكـن اسـت روي گيـاه اثـر منفـي                
  . داشته باشد

ي توان بيوكنترل، تيمارها عـلاوه بـر تـاثيراتي          ها   در آزمايش 
رار كه در كاهش بيماري داشتند رشد گياه را نيز تحت تاثير ق

-Feدر آزمايش قبلي مشخص شـد كـه كـلات آهـن             . دادند

EDDHA          به صورت معني داري باعث افزايش رشد و توليد 
در آزمايش بيوكنترل نتـايج بـدين       . شود  مي كلروفيل در گياه  
ي كـه مكانيـسم كنتـرل آنهـا بـه      هـا  اسـترين گونه بود كـه در      

ــد     ــي آن تولي ــن خــاك و در پ ــزان آه ــا مي ــرتبط ب نحــوي م
 نه تنها باعث افزايش رشد      بود افزودن كلات آهن   سيدروفور  

افزودن . داد  مي ن بوته را نيز به شدت كاهش       بلكه وز  شد نمي
ي آهن باعـث افـزايش شـدت        ها  اين كلات و در كل كلات     

ي يي ريشه نكـروز شـده و كـارا        ها   شد، درنتيجه بافت   بيماري
ي يي فيزيولوژيكي طبيعي را به صورت جز      ها  خود در فعاليت  

 قادر بـه تـامين نيازيهـاي        ها  اين ريشه .  از دست دادند   يا كامل 
وزن . گياه نبودند و ميزان محصول به شدت كاهش پيدا كرد         

 بـــه افـــزودن MPFM1 اســـترينبوتـــه در تيمارهـــاي داراي 
 اسـترين چراكـه ايـن     . ي آهن پاسخ مثبت نـشان داد      ها  كلات

تــوان توليــد پيــوووردين را نــدارد و مكانيــسم بيــوكنترل آن  
طور كه قبلا ذكر شد روي باعـث         همان.  به آهن نيست   وابسته

 ي آنتاگونيـست مـورد آزمـايش      هـا   ي بـاكتري  يافزايش كـارا  
ي آن كـاهش    ي كـه كـارا    UTPF5 اسـترين شود به غيـر از       مي

تمـام  . نتايج اين اثـر در وزن بوتـه نيـز مـشهود بـود             . پيدا كرد 
 داراي اثــر متقابــل مثبتــي بــا روي بودنــد بــه غيــر از هــا تيمــار

در اين آزمايش روي بيشترين اثر مثبـت را         . UTPF5كتري  با
 داشت وميزان رشد گياه را در مقايسه        7NSK2روي باكتري   

ي هـا   درمجموع داده . با تيمار بدون روي سه برابر افزايش داد       
حاصل از تجزيه واريانس و مقايـسه ميـانگين اثـرات متقابـل،             

عنـوان   هب بدون به كارگيري منابع آهن و روي         UTPF5تيمار  
  .بهترين تيمار شناخته شد

ــستقل    ــي مــ ــسات گروهــ ــايج مقايــ  Orthogonal(نتــ

comparisons (    استريننشان دادند كه MPFM1   به صورت 
بسيارمعني داري چه در كنترل بيماري و چه در افزايش رشـد   
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ــاه از  ــر عمــل 7NSK2 وحــشي خــود اســترينگي   ضــعيف ت
تري بـر مبنـاي   با توجه به اينكه موتاسيون در اين بـاك     . كند مي

ترانسپوزون پنج و به صورت اختصاصي صـورت گرفتـه لـذا            
ي توليـد  ي فقـط مربـوط بـه توانـا     اسـترين تنها تفـاوت ايـن دو       

ســيدروفور آنهاســت و در نتيجــه اختلافــات ايجــاد شــده در  
 نيـز   اسـترين فعاليت بيوكنترلي و محرك رشد گياهي اين دو         

  . ي استينتيجه همين توانا

  

 
ي آهن و سولفات روي، روي شدت بيماري مرگ گياهچه لوبيا با عامل ها ي مختلف باكتري در حضور كلات كنندهها ريناست اثر -4شكل

Rhizoctonia solani .ي داراي حروف ها ميانگين. باشد  مي05/0 سطح در متقابل اثرهاي ميانگين مقايسه به مربوط ها ستون روي حروف
  .با هم ندارند اختلاف معني داري 05/0مشابه در سطح 

 

 
ي آلوده شده با ها ي آهن و سولفات روي، روي افزايش وزن تر بوتهها ي مختلف باكتري در حضور كلات كنندهها استرين اثر -5شكل 

Rhizoctonia solani .ي داراي حروف ها ميانگين. باشد  مي05/0 سطح در متقابل اثرهاي ميانگين مقايسه به مربوط ها ستون روي حروف
  . اختلاف معني داري با هم ندارند05/0ه در سطح مشاب
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ي زنده آن ها هر گروه مربوط به تمام بوته.  UTPF5استرينوسيله  هي آهن در كاهش كنترل بيماري بها اثر افزودن كلات كننده: 6شكل 
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Competition for Iron Uptake by Fluorescent Pseudomonads to Control of 

Rhizoctonia Solani Kuhn Causing Agent of Bean Damping-Off Disease  
 

R. Sharifi* - M.Ahmadzadeh – A.Sharifi Tehrani – V.Fallahzadeh1 
 
 

Abstract 
Fluorescens pseudomonads can suppress soil-borne plant pathogens by employing several mechanisms 
such as competition for iron by means of siderophores. Three indigenous strains Pseudomonas 
fluorescens (UTPF5, UTPF61 and UTPF76), Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 and its pyoverdin 
mutant, MPFM1, were used for investigation the effect of iron competition on bean damping-off 
suppression. The rates of siderophore produced by strains were determined quantitatively. Results 
demonstrated that 7NSK2 with 625.29 µM had the most ability of pyoverdine production. Study of the 
role of different iron and zinc concentration on siderophore and HCN production exhibited that iron 
increased HCN and decreased siderophore production significantly. Appling of iron chelates and 
purified pyoverdine indicated that susceptibility to iron competition is correlated to type of chelates 
and fungi species. Pythium aphanidermatum and R. solani exhibited the most and the lowest 
susceptibility, respectively. Effects of iron chelates and zinc sulphate on biocontrol activity of strains 
were assessed in greenhouse condition. By providing of iron and subsequently decrease of iron 
competition, chelates reduced biocontrol activity especially in the case of UTPF5. This strain 
suppressed disease and increased plant growth in absence of iron chelates. Pyoverdine mutant, 
MPFM1, showed moderate biocontrol activity in compartion with wild type.   
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