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  چكيده
 Gaeumannomyces graminis var. tritici  (Ggt)قارچبيماري پاخوره گندم با عامل  فلورسنت در كنترل بيولوژيكهاي  نقش سودوموناس

هـاي   كنتـرل بيمـاري  درفلورسـنت  هـاي   سـودوموناس  توسط بايو فيلمتشكيل . توسط بسياري از محققين مورد توجه قرار گرفته استاخير هاي  سالدر  ،
جدايه سودوموناس فلورسنت از ريزوسفر گندم در نـواحي مختلـف اسـتان خراسـان      130، براي مطالعه اين پديده. برخوردار استاهميت فراواني از هي گيا

از ه انتخـاب شـد  هـاي   جدايـه . انتخاب شدنددر روش كشت متقابل  Ggtقارچ از رشد بازدارندگي  تواناييجدايه بر اساس  21 و از اين ميان جداسازي شد
 نشان داد كه شـش نتايج . بررسي شدنانومتر  492در طول موج به پليتهاي شيشه اي ها  چسبندگي جدايهمورد ارزيابي قرار گرفتند و  بايو فيلمتشكيل نظر

نسـبت بـه   هـا   يـن جدايـه  انتايج آزمايشهاي گلخانه اي نيز نشان داد كه . بودند بايو فيلمداراي توانايي توليد   79-2 و F1 ،F3 ،F4 ،F141 ،P4جدايه 
را بـه ترتيـب بـه    شدت بيمـاري   79-2و  F1 ،F3 ،F4 ،F141 ،P4هاي  جدايه. بودندبيوكنترل بيماري پاخوره گندم  سايرين داراي توانايي بيشتري در 

ميـزان كـاهش بيمـاري بسـيار      ه بـود كه تشكيل بايو فيلم مشاهده نشد تيمارهادر حالي كه در ساير  درصد كاهش دادند؛80و 77، 79، 77، 80، 79ميزان
سوي ديگر بررسي هاي از . ثبت رسيددر بوته هاي گندم به  Ggtدر ميزان بيماري ناشي از قارچ كاهش %  10تنها  F140در جدايه بود، بطوريكه  اتدك

بـين  ) 84/0(ه همبستگي معني دار بـالائي  نشان داد كدر آنها  بايو فيلمبرتر و تشكيل هاي  بيوكنترل جدايهقابليت بين انجام شده روي ميزان همبستگي 
و ارتباط آن با قابليت بيوكنترلي آنهـا  در  توسط سودوموناسهاي فلورسنت  بايو فيلمتوليد مهم بيانگر نقش  نتايج اين تحقيق .اين دو خصوصيت وجود دارد

  .دهنده بايو فيلم در سظح ريشه و در منطقه ريزوسفر نسبت داداين پديده را شايد بتوان به كلنيزاسيون بهتر و با دوام تر جدايه هاي تشكيل  .ميباشد
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مي باشد كه در آن تـوده،  ها  توده اي از ميكروارگانيسم 5بايو فيلم
انـد   سختي به يكديگر و سطحي كه بر روي آن قرار گرفتهبه ها  سلول

بـه وسـيله مـاتريكس     ،چسبيده و محكـم هاي  اين سلول. چسبيده اند
سـخت در هـم قـرار     6 توليد شده حاصل از مواد پليمري خارج سلولي

ممكن است در سطوح زنده و يا غير زنده تشـكيل   بايو فيلم. گرفته اند
از نظـر فنـوتيپيكي   هـا   سلول بايو فيلمبا تشكيل ). 33و 32 ،11(گردد 

 1( بسياري دخيل هسـتند هاي  تغيير پيدا مي كنند كه در اين عمل ژن
با چسبندگي ميكروارگانيسـم بـه سـطح     بايو فيلمتشكيل ). 13و 10، 

اتصال ضعيفي را با سطح برقرار ها  اولين كلني. مربوطه شروع مي شود
چسـبيده و چنانچـه    بـه سـطح   تحت يك نيرو به نحوي كه .مي كنند

                                                            
گـروه بيمـاري     اسـتاد  و  دانشـيار دانشجوي كارشناسي ارشد، به ترتيب  -3و  2، 1
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 ماننـد سطح جدا نگردد، با اسـتفاده از سـاختارهاي چسـبنده     5كلني از

بـايو  تشـكيل  . عمل تثبيت بر روي سطح را انجام مـي دهنـد   وسهاپيل
اتصـال برگشـت   ، اتصـال برگشـت پـذير   : شـامل  طي پنج مرحله فيلم

 تثبيت و پـراكنش  ،تشكيل ساختارهاي قارچ مانند داراي كانال 6ناپذير،
مرحله ضـروري   بايو فيلماز كلني ها  پراكنش سلول. رت مي پذيردصو

سـطوح   شـدن اين عمل سبب كلـونيزه  . است بايو فيلمسيكل تشكيل 
و  dispersin Bآنزيم هايي مثل . مي گردد بايو فيلمبيشتري توسط 

deoxyribonuclease   سبب تحليل ماتريكس خارج سلولي شـده و
بـر  ).  22و 18(ايفا مي كنند  يو فيلمبامهم ترين نقش را در پراكندگي 

منهدم كننـده مـاتريكس   هاي  اين اساس مي توان نتيجه گرفت آنزيم
  در  ). 39و 23(مفيد مي باشند  بايو فيلمبه عنوان عوامل ضد بايو فيلم

 
 

 cis-2-decenoicتحقيقات اخير يك پيام آور اسيد چرب به نام 

acid جلـوگيري از رشـد    كشف گرديده است كه مسئوليت پراكنش و
اغلب بر روي سـطوح جامـد    بايو فيلم). 6(را انجام مي دهد  بايو فيلم

                                                            
5-Biofilm  
6- Extracellular Polymeric Substance (EPS) 
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هـاي   ولي بر روي ساير سطوح و همچنين روي انـدام . يافت مي گردد
مثـل بـاكتري   ها  بسياري از ميكروارگانيسم. گياهي نيز يافت مي گردد

در . باشند مي بايو فيلمقادر به تشكيل ها  ها، پروتوزوآ، قارچ ها، جلبك
 اييمنفرد توانهاي  موادي توليد مي گردد كه باكتري بايو فيلمتشكيل 

 كـه  نشـان داده اسـت   مختلف نتايج). 34و 18 ، 6(توليد آن را ندارند 
برابـر افـزايش    1000بـه   بايو فيلمدر ها  مقاومت در برابر آنتي بيوتيك

شـخص  نيزه كـردن، م به اين ترتيب نقش مهم آن در كل. پيدا مي كند
گرم منفي در ايـن  هاي  در ميان باكتري ها، به باكتري ).36(مي گردد 

 Pseudomonasباكتري  ). 31و 27(رابطه توجه بسياري شده است 

aeruginosa بـايو فـيلم  تشـكيل  هـاي   به عنوان مدل براي بررسي 
نشـان داده اسـت در   ها  بررسي). 15و 14( مورد استفاده قرار مي گيرد

نـوع چهـارم و    وسـهاي در ايـن بـاكتري تـاژك، پيل    بايو فـيلم تشكيل 
انجام شـده   تحقيقات). 37و 20(اگزوپلي ساكاريدها نقش مهمي دارند 

 بـايو فـيلم  را كه منشا ژنتيكي دارند در تشكيل مكانيسم وجود چندين 
پديـده احسـاس حـد     كـه از آن جملـه مـي تـوان بـه     .نشان مي دهـد 

سيكليك دي جي  نام ثانويه تحت و يك پيام آور جديد  (QS1)نصاب
 بايو فـيلم انجام شده، نحوه تشكيل هاي  طي بررسي. را نام برد 2ام پي

 در دسـترس  ي دارد كـه به نوع منبع كربن ـ بسته P.aeruginosaدر 
  ).35و 24،  16،  15،  14،  5 (باكتري مي باشد 

تاثير  بايو فيلممختلف تشكيل  مراحلدر كروم سنسينگ  سيستم  
، حضـور  بـايو فـيلم  يكي از محاسن تشـكيل  ). 40و 21،  2(مي گذارد 

توليد شـده  هاي  در نتيجه متابوليت .باكتري در سطوح گياهي مي باشد
كه در تجمع بالاي بـاكتري در  ها  توسط باكتري از جمله آنتي بيوتيك

توليد مي شوند، در كنترل بيمارگرهاي گياهي  بايو فيلممرحله تشكيل 
نشـان   P.putida انجام شده بر رويي ها بررسي. تاثير زيادي دارند

نيـزه كـرده و سـبب    به خـوبي كل اين باكتري سطوح ريشه را داده كه 
بـه  ). 30و 7(مي گـردد  خسارت زاحفاظتي در برابر عوامل  يايجاد سد
قـادر بـه تشـكيل    ها  از جمله باكتريها  ميكروارگانيسم اغلب طور كلي
تبيـين  اين ارتباط تاثير . گياهي مي باشندهاي  در سطح اندام بايو فيلم

ــده اي  ــرل بيمــاركنن ــفهــاي  يدر كنت ــا).29و 12( دارد مختل برد رك
بذور سبب محافظت آنها در برابر عوامل بيماري  اههمرها  سودوموناس

،  17،  8،  3(زاي خاكزي شده و افزايش محصـول را بـه دنبـال دارد    
جديـدي  و كنترل بيمارگرها، از مباحـث   بايو فيلممبحث ).    26و 19

بــاكتري . اخيــر بــه آن توجــه شــده اســتهــاي  اســت كــه در ســال
P.chlororaphis  ،   ل از باكتري هايي مي باشد كـه سـبب كنتـر

 بايو فـيلم بيماري پاخوره در گندم مي گردد، در پژوهشي تاثير تشكيل 
نتـايج نشـان   . در اين باكتري و كنترل بيماري پاخوره صـورت گرفـت  

در جدايه هايي كه بيشترين چسبندگي  Ggtقارچ  موثر دهنده كنترل
                                                            
1 - Quorum sensing 
2 - Cyclic-di-GMP 

با توجه به اين مطالـب در ايـن   ). 29(را در پليت نشان دادند مي باشد 
هـاي   در سـودوموناس  بـايو فـيلم  تحقيق سعي بر آن شد كه تشـكيل  

 بـايو فـيلم  فلورسنت مورد بررسي قرار گيرد و به ارتباط بـين تشـكيل   
  .وكاهش بيماري پاخوره گندم پرداخته شود

  
  روش ها و مواد

  سودوموناس فلورسنتهاي  جداسازي باكتري
گنـدم همـراه بـا خـاك     هـاي   شامل ريشـه (نمونه خاك  60تعداد 

ــراف آن ــتان ) ريزوســفري اط ــف اس ــاطق مختل ــاي  از من ــان ه خراس
جدا و ها  گرم از خاك ريزوسفري از نمونه يكسپس . آوري گرديد جمع

 هاي سـري  )mL 100 گـرم؛ آب  2پپتون ( آنگاه با استفاده از آب پپتون
كينـگ ب آگـار    مختلف روي محيط كشـت هاي  رقت. ه شدتهي رقت

(KB3)  دمـاي  انكوباتور در در  تشتكهاي پتري ند وپخش شدCº28 
باكتريها خـالص سـازي   ، ساعت  48-72پس از گذشت   .گرفتند قرار

طـول  (واجد نور فلورسنت توسط نور مـاوراء بـنفش   هاي  شده و پرگنه
  .شناسايي شدند) رنانومت 365موج 

  
  فلورسنتهاي  شناسايي سودوموناس

از نظر ها  ، جدايهسودوموناس فلورسنتهاي  دايهجبراي تشخيص 
نـين  يرشد بي هـوازي، گـرم، توليـد آرژ    ،اكسيداز كاتالاز ،هاي  واكنش

دهيدرولاز، هيدروليز نشاسته، هيدروليز ژلاتين، توليد لوان از سـوكروز  
سوكروز پنج درصد، احياي نيترات، توليد روي محيط آگار مغذي حاوي 
درجه سانتي  41و  4ط كينگ ب، رشد در رنگدانه فلورسنت روي محي

استفاده از منابع قندي مختلف مـورد بررسـي قـرار    هاي  گراد و آزمون
  ).35و  25 (گرفتند 
  

نسبت  فلورسنتهاي  سودوموناس بررسي اثر بازدارندگي
   Gaeumannomyces graminis var. triticiبه قارچ 

پس . استفاده شد KB و PDAكشت هاي  بدين منظور از محيط
بر روي محيط كشت كينـگ ب   باكتريهاي  جدايهساعته  24از رشد 

سـانتي متـري لبـه     5/0در فاصـله  ها  اين جدايه  Cº 28آگار در دماي
تشتك پتري به صورت نقطه اي كشت داده شدند و قطعه اي از قارچ 

Ggt ايه كه تحت نام جدT1      از نواحي آلـوده بـه بيمـاري پـاخوره در
پس از . در وسط پتري قرار داده شداستان مركزي جداسازي شده بود 

، قطر هاله بازدارنـدگي   Cº 25به مدت چهار روز درها  قرار دادن پتري
مختلف اندازه گيري و مورد مقايسه با شـاهد قـرار   هاي  در مورد جدايه

 رح كاملا تصادفي در سـه تكـرار بـراي   در قالب ط اين بررسي. گرفتند

                                                            
3 - King،s medium B 
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   .نظر گرفته شددر هر جدايه باكتري 
سـودوموناس  هـاي   توسط جدايه بايو فيلمتشكيل توانايي 
  فلورسنت

ــه  ــدا جداي ــاي  در ابت ــايي ه ــيط درباكتري ــوي  مح ــاز س تريپتيك
 24-18بـه مـدت    درجـه سـانتي گـراد    30در دمـاي    (TSB1)براث

يط كشـت بـه   يلي ليتر از اين محسپس يك م ساعت رشد داده شدند؛
با استفاده استريل اضافه شد و كدورت آن  TSB ميلي ليتر محيط 10

نـانومتر   625ول مـوج  در ط ـ )ژاپـن  Apel(َاز دستگاه اسـپكتروفتومتر 
از اين سوسپانسيون ميكروليتر  250 .تنظيم گرديد 1/0تا  08/0 معادل

تقـال داده  چاهـك ان  96اهك در تشتكهاي پلاستيكي حاوي به هر چ
حيط كشت استريل بـدون  مبه همان ميزان شاهد هاي  چاهكبه . شد

سـاعت در   24بـه مـدت    بعد از قرار دادن تشتكها. باكتري افزوده شد
خارج و هر ها  از چاهك ، محيط حاوي باكتري رشد يافته Cº 30دماي

اسـتريل  ميكروليتـر سـرم فيزيولـوژي     300چاهك سه مرتبه توسـط  
 250متصـل بـه ديـواره و كـف چاهـك، بـا       هـاي   باكتري .شسته شد

دقيقــه، محتويــات  15بعــد از . تثبيــت شــدند% 96ميكروليتــر اتــانول 
تـا خشـك شـدن كامـل در شـرايط      هـا   تخليه شـد و پليـت  ها  چاهك

 200دقيقـه بـا    پنجبه مدت ها  پليتسپس . آزمايشگاه قرار داده شدند
ميلي  20گرم در  2كريستال ويوله ( كريستال ويولهمحلول ميكروليتر 

 )ميلي ليتـر آب مقطـر   80گرم اگزالات آمونيوم در  8ليتر اتيل الكل و 
بـه  هـا   حال بر اسـاس ميـزان چسـبندگي بـاكتري    . رنگ آميزي شدند

بـدين  . در آنها سنجيده شـد  بايو فيلمپليت ميزان تشكيل هاي  چاهك
ميكروليتـر اسـيد    200به وسيله اضافه كردن  بايو فيلمتشكيل  منظور

در طول موج كدورت سپس . به هر چاهك صورت گرفت% 33ستيك ا
  ).28( خوانده شد ELISA readerنانومتر توسط دستگاه   492

  
  گلخانه ايهاي  آزمايش

جدايـه بـاكتري بـر كنتـرل      21گلخانه اي تاثير هاي  در آزمايش 
بـراي تهيـه   . بيولوژيكي بيماري پاخوره گندم مورد ارزيابي قرار گرفت

اسـتفاده   1:1ماسه بـه نسـبت   وح قارچ از محيط كشت ارزن ماده تلقي
 24حاوي ماسه و ارزن طي دو نوبـت بـه فاصـله    هاي  سپس ارلن .شد

. دقيقه اسـتريل گرديدنـد   30به مدت  Cº 121ساعت از هم در دماي
رشد يافته بر روي محيط كشت سيب زميني دكستروز آگار  Ggtقارچ 

ميلي متـري   8قطعه  10و روز كشت داده شد  4ضعيف شده به مدت 
-c250(در دماي اتاق ها  ارلن. از اين قارچ درون هر ارلن قرار داده شد

را تكان داده ها  نگهداري شد، بعد از دو هفته براي رشد بهتر، ارلن) 22
سپس ماده تلقيح را از ارلن خارج و . و دو هفته ديگر نيز نگهداري شد

كاغـذي اسـتريل در   اي ه در شرايط استريل كاملا خشك داخل پاكت

                                                            
1 - Trypticase Soy Broth 

به منظور تهيه مايه تلقـيح  .تا زمان استفاده نگهداري شدند Cº 4دماي
در محـيط كشـت   سـاعت   48بـه مـدت   ها  باكتري، جدايههاي  جدايه

Nutrient broth yeast extract agar  دمـاي درCº 27   رشـد
هـا   ميلي ليتر آب مقطر استريل از اين باكتري پنجسپس با داده شدند؛ 

كشـت   KBميلي ليتر از آن در محيط كشت  دونسيون تهيه و سوسپا
 5/0تهيه شد كه حاوي ون ديگري ياز محيط جديد سوسپانس. داده شد

در نهايت سوسپانسيوني بـه غلظـت   . بوددرصد كربوكسي متيل سلولز 
تهيه  (CFU/ml) 2واحد تشكيل دهنده كلني در ميلي ليتر 108-107
 546ان جـذب در طـول مـوج    اين سوسپانسيون بر اسـاس ميـز   .شد

بذور ضـدعفوني  .  مي باشد تعيين مي گردد 1/0نانومتركه تقريبا برابر 
دقيقه در سوسپانسيون باكتري قـرار   45شده گندم رقم فلات به مدت 

شـده   اتـوكلاو با خاك   % 5نسبت به  قارچ ماده تلقيح سپس  .گرفت
لـوط  مخهـا   گلـدان ) خاك طبيعي همراه ماسه به نسبت دو بـه يـك  (

عدد در هر گلدان بين دولايـه ماسـه    هفتبه تعداد  بذور گندم. گرديد
شاهد سالم بدون قارچ و شاهد آلوده با قـارچ در   تيمار. ندقرار داده شد

در شرايط گلخانه به مـدت چهـار هفتـه در    ها  گلدان .نظر گرفته شدند
ايـن آزمـايش در قالـب طـرح كـاملا      . قـرار گرفـت   Cº 28-20دماي

حاصـل بـا نـرم    هـاي   تيمار و سه تكرار اجرا شد و داده 23تصادفي با 
در نهايت . مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتند  MSTATCافزار

درصد از يكـديگر جـدا    5 ميانگينها با استفاده از تست دانكن در سطح
بر حسب ميـزان آلـودگي بـر    ها  شدت بيماري پاخوره درگياهچه. شدند

هـا   ن اساس درجه صفر نشان دهنده ريشهبر اي. اساس درجه بندي شد
نكروزه، درجه يك ريشه داراي يك يـا چنـد   هاي  بدون لكهها  و طوقه

داراي هـا   فاقد هرگونه علائـم، درجـه دو ريشـه   ها  لكه نكروزه و طوقه
، درجه سه %)50و كمتر از % 25نكروز بيشتر از (ممتد نكروزه هاي  لكه

و ظهـور سـياه شـدگي    % 75ز و كمتـر ا هـا   ريشه% 50نكروز بيشتر از 
سياه شدگي % 75تقريبا سياه رنگ با توسعه ها  طوقه، درجه چهار ريشه
و طوقه كاملا سـياه رنـگ و سـبز خشـك     ها  طوقه و درجه پنج ريشه

سپس گياهان به دقـت بـر اسـاس وزن ريشـه و     . شدن گياه مي باشد
  .هوايي و وزن كل نيز توزين گرديدندهاي  اندام

  
  نتايج 

    فلورسنتهاي  سودوموناس شناسايي
انجــام شــده و بــا اســتفاده از كليــدهاي هــاي  بــر اســاس آزمــون

ســودوموناس فلورســنت بــاكتري بــه عنــوان جدايــه  130شناســايي، 
سودوموناس فلورسنت گرم منفـي و  هاي  همه باكتري .شناسايي شدند

توليد رنگدانه فلورسنت روي محـيط كينـگ   . اكسيداز مثبت مي باشند
آزمون آرژنين دهيدرولاز آنها مثبت مي باشـد و بـر روي   . ب مي كنند

                                                            
2 - Colony forming unit 
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مفيـد كـه بـه    هـاي   توتون در آزمون فوق حساسيت در گونههاي  برگ
. عنوان عوامل بيوكنترل مطرح مي باشند،  علائمي را ايجاد نمي كنند

 .Pهاي  عموما قادر به احياي نيترات نيستند ولي جدايهها  سودوموناس

fluorescens د از نيترات به عنوان گيرنده نهـايي الكتـرون   مي توانن
در ها  هيچ يك از گونه. در مسير تنفسي استفاده نموده و آنرا احيا كنند

درجـه   4درجه سانتي گراد رشد نكرد ولي همگي در دمـاي   41دماي 
شناسايي براي تشخيص هاي  بر اساس آزمون. سانتي گراد رشد كردند

 .Pو  P.fluorescensهـاي   بـاكتري در گونـه  هـاي   گونـه، جدايـه  

chlororaphis قرار گرفتند.  
  

بــر اســاس ميــزان هالــه هــا  تعيــين مناســب تــرين جدايــه
  بازدارندگي

ــت ــه 19در نهاي ــه    جداي ــا جداي ــراه ب  Pseudomonasهم

fluorescens 2-79 ) بــه عنــوان جدايــه برتــر در كنتــرل بيمــاري
كـــه از  P4 Pseudomonas fluorescensو جدايـــه) پـــاخوره

بر اساس تست هاله بازدارنگي يون دانشگاه تهران تهيه شده بود كلكس
قطـر هالـه   .  بعدي انتخاب شـدند هاي  آزمايشدر محيط كشت براي 

  ). 1نمودار(ميلي متر متغير بود 3-66/14بين ها  بازدارندگي در آن
اعداد متن جدول ميانگين سه عدد حاصل از هالـه بازدارنـدگي در   

ايي كه با حروف مختلف نمايش داده شـده  ستونه. سه تكرار مي باشد
با يكديگر اختلاف  05/0اند براساس  بر اساس آزمون دانكن در سطح 

  .معني دار دارند
  

  باكترياييهاي  در جدايه بايو فيلمتشكيل 
جدايه  21در  بايو فيلممربوط به تشكيل هاي  تحليل دادهتجزيه و 
 نشـان داد كـه   MSTATC   با اسـتفاده از نـرم افـزار     انتخاب شده

بـاكتري و  هـاي   در جدايـه  بايو فـيلم بين تشكيل اختلاف معني داري 
  .شاهد وجود دارد
باكتريايي هاي  ، جدايهتيمارها و گروه بندي حاصلهاي  بر اساس يافته

F1،F3 ،P4 ،F4،F141  دار را بـا   بيشترين اخـتلاف معنـي    79-2و
 بـايو فـيلم  تشـكيل  و داراي توانايي بـالايي از نظـر    شاهد نشان دادند

 6نيز بعد از  F70،CHN4،CHN5 ،F30،F115هاي  جدايه . بودند
نشان دادند كه نشـان   492جدايه ذكر شده جذب بالايي در طول موج

  ).2نمودار(بيشتر مي باشد  بايو فيلمدهنده تشكيل 
سـتونهايي  . ميانگين سه تكرار  براي هر جدايه مي باشـند ها  داده

ش داده شده اند براساس  بر اسـاس آزمـون   كه با حروف مختلف نماي
  .با يكديگر اختلاف معني دار دارند 05/0دانكن در سطح 
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  Ggt.قارچ  مقايسه هاله باز دارندگي ايجاد شده بين كلني جدايه هاي سودوموناس انتخاب شده و كلني - 1نمودار
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  نانومتر 492بر اساس ميزان جذب نور در طول موج  ورسنتسودوموناس فلهاي  توسط جدايه بايو فيلميد تول قابليت - 2نمودار

  
  

  گلخانه ايهاي  آزمايشنتايج 
سـودوموناس  هـاي   گياهان حاصل از بذور تيمار شـده بـا بـاكتري   

فلورسنت نسبت به تيمارهاي شاهد سالم و آلـوده درجـات متفـاوتي از    
جدايـه   21نتـايج حاصـل از تـاثير   ). 1شـكل  (آلودگي را نشـان دادنـد   

+ خراسـان هـاي   جدايه باكتري جداسازي شده از استان 19(تريايي باك
Pseudomonas fluorescens 2-79   و جدايـهP4(  در شــرايط

 F1هاي  كه تيمار بذور با جدايه نشان داد Ggtگلخانه در حضور قارچ 
 ،F3  ،F4  ،F141 ،P4  موجــب كــاهش شــدت بيمــاري    79-2و

تـايج انـدازه گيـري وزن تـر     ن.  پاخوره گندم در گياهان حاصل گرديد
هوايي و وزن كل گياه نيز نشان دهنده افزايش قابل هاي  ريشه ، اندام

بـاكتري  هـاي   توجه وزن در گياهان حاصل از بذور تيمار شده با جدايه
  ).1جدول( برتر مي باشدهاي  به خصوص جدايه

  

       
 دو شاه Ggtدر حضور  قارچ  F4شاهد سالم، تيمار بذور با جدايه ) . سمت چپشكل (و ريشه گياه سالم  Ggtريشه گياه آلوده به قارچ  -1شكل

   )راست سمت(آلوده 
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و وزن تر  Gaeumannomyces graminis var.   triticiعاملبا بيماري پاخوره گندم شدت ودوموناس فلورسنت بر سهاي  دايهتاثير ج  -1جدول
  پس از چهار هفته رشد در شرايط گلخانه گندمهاي  هوايي و كل گياهچههاي  ريشه، قسمت

  **شدت بيماري پاخوره گندم *)بوته/گرم(ميانگين وزن تر  جدايه  باكتري
 وزن تر كل گياهچه وزن تر اندام هوايي وزن تر ريشه  

2-79  b391/0 b391/0 ab67/0 j1  
F132 def23/0 h07/0 ghi30/0 bcd5/4  

CHN5 cde26/0 efg13/0 ef38/0 g83/1  
F141 cd28/0 cd19/0 cd47/0 ij08/1  
F140 cde26/0 efg14/0 ef39/0 ab83/4  
F12 gh14/0 def14/0 hij28/0 abc 5/4  

F138 g15/0 de16/0 ghi30/0 f 83/3  
F70 def23/0 h06/0 hij29/0 ghi 5/1  
F31 f21/0 cde17/0 efg38/0 ef 91/3  
F30 cdef25/0 efg13/0 ef38/0 hij 33/1  
F2 gh12/0 fgh1/0 j22/0 bcd 41/4  
F1 cde26/0 cde17/0 de43/0 ij 08/1  
F4 b37/0 ab25/0 b62/0 ij 16/1  

CHN4  def23/0 def14/0 efg37/0 gh 75/1  
P4 b35/0 cde18/0 c52/0 ij 16/1  
F66  hi09/0 efg14/0 ij23/0 def 4  
F3 cdef25/0 de16/0 de41/0 j 1  
F13 def23/0 gh09/0 fgh32/0 cdef16/4  

KAF2-2 def24/0 de15/0 ef39/0 cde33/4  
F126 c29/0 h07/0 efg36/0 bcd 41/4  
F115 ef22/0 de16/0 ef38/0 g91/1  

  i06/0 h07/0 k14/0 a 91/4 شاهد آلوده
 شاهد سالم

 
a51/0  bc21/0  a72/0  k 0  

  ميباشند% 5فاقد اختلاف معني در سطح ستون هاي داراي حروف مشترك .   %5گروه بندي بر اساس آزمون دانكن در سطح * 
نكروز بيشتر از = 3ممتد نكروزه هاي  داراي لكهها  ريشه= 2فاقد هرگونه علائم، ها  ريشه داراي يك يا چند لكه نكروزه و طوقه= 1نكروزه، هاي  بدون لكهها  و طوقهها  ريشه= 0**
و طوقه كاملا سياه رنگ و سبز خشك شدن ها  ريشه= 5سياه شدگي طوقه و % 75تقريبا سياه رنگ با توسعه ا ه ريشه= 4و ظهور سياه شدگي طوقه، % 75و كمتر از ها  ريشه% 50
  گياه

  

و  بـايو فـيلم  بـين تشـكيل    كه نتايج بررسي همبستگي نشان داد
گنـدم ارتبـاط معنـاداري در    هـاي   گياهچـه شاخص بيماري پاخوره در 

ه اين معنـا كـه   وجود دارد؛ ب 84/0با ضريب همبستگي  001/0سطح 
 بـايو فـيلم  هايي كه چسـبندگي بيشـتري را در آزمـون تشـكيل      جدايه

داشتند، در گلخانه نيز شدت علائم بيماري پاخوره گندم را تا حد قابـل  
بـاكتري عملكـرد   هـاي   توجهي پايين آوردند و نسبت به سـاير جدايـه  

  ).3نمودار(دادند نشان  Ggtبالاتري را در كنترل قارچ 
  

   بحث
 بـايو فـيلم  اين پژوهش نشان داده است كه جدايه هايي كه  نتايج

قوي تري را تشكيل داده اند توانايي بسيار بالايي را در كاهش بيماري 
نتـايج تسـت هالـه    .پاخوره گندم در شـرايط گلخانـه اي نشـان دادنـد    

 Ggtبازدارندگي  نشان دهنده بيشترين ميزان بازدارندگي از رشد قارچ 
در شرايط آزمايشگاهي ها  اين جدايه. ر بوده استبرتهاي  توسط جدايه

را  Ggtقـارچ  هـاي   نيز بيشترين ميزان بازدارنـدگي از رشـد ميسـليوم   
  .نشان دادند

فلورسنت براي كنترل بيماري پـاخوره  هاي  استفاده از سودوموناس
فعاليـت  . گندم توسط بسياري از محققين مورد توجه قرار گرفته اسـت 

فلورسنت و ميـزان كنتـرل عوامـل بيمـاريزا     سودوموناس هاي  باكتري
به كلنيزاسيون موثر ريشه توسط اين باكتريها بستگي دارد ها  توسط آن

ــورت    ). 7( ــه ص ــا ب ــه اساس ــت روي  ريش ــاي آنتاگونيس ــاكتري ه ب
تحقيقات جديد  نشان مي دهـد در اغلـب مـوارد     .ي هستندميكروكلون

بـه صـورت   هـا   مي دهند و به ايـن ترتيـب بـاكتري    بايو فيلمتشكيل 
  .بهترين حالت سطوح ريشه را كلنيزه مي كنند
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بيماري پاخوره  شاخصسودوموناس فلورسنت و هاي  جدايه توسط )نانومتر 492جذب در طول موج( بايو فيلمهمبستگي بين تشكيل  - 3نمودار

  در شرايط گلخانه گندم
  

در اينجا مي توان به نقـش سـاير عوامـل بيـوكنترل مثـل توليـد       
در ها  اين متابوليت. اشاره نمودها  ، مواد فرار و آنتي بيوتيكها وليتمتاب

توليـد  هـا   در بـاكتري  بايو فيلمهمان حالت زندگي اجتماعي و تشكيل 
لذا اين مبحث از مباحث مهم كنترل بيولوژيـك محسـوب   . مي گردند
سـودوموناس  هـاي   ، بـه نقـش بـاكتري   )4( كـوك و رويـرا  .مي گـردد 
و نشـان دادنـد كـه ايـن      گنـدم پـي بردنـد   ه در سطح ريش ـفلورسنت 
با كلونيزه كـردن مـوثر ريشـه گنـدم توانـايي بـالايي را در       ها  باكتري

) 38(ولـر  . كاهش شدت خسارت بيماري پاخوره گندم دارا مـي باشـند  
 توسط Ggtطي تحقيقي دريافت كه ميزان كلنيزاسيون ريشه آلوده به 

Pseudomonas fluorescens 2-79  يشه سـالم مـي   بيشتر از ر
در ريشه آلوده تشكيل ها  نتيجه تحقيقات او نشان داد كه باكتري. باشد

هـا   ثانويه مثل آنتي بيوتيكهاي  مي دهند و با توليد متابوليت بايو فيلم
هـاس  هاي  بر اساس پژوهش. بيماري پاخوره گندم را كنترل مي كنند

ون ريشـه و  ه كلونيزاسـي بها  قدرت بيوكنترل باكتري، )11( و همكاران
مختلف هاي  در آن بستگي دارد كه با توليد متابوليت بايو فيلمتشكيل 

روي عامل بيماريزا اثر مي گذارد و يا در برخي ها  از جمله آنتي بيوتيك
  )11(موارد اثرات القايي در افزايش مقاومت در گياه دارند

خـود بـر روي بـاكتري    هـاي   بر اساس بررسـي  ،هيلي و همكاران
P.fluorescens 2P24    مشاهده كردند كه اين باكتري بـا تشـكيل

را دارا  Ggtنيزاسيون ريشه توانايي بيوكنترل عليه قـارچ  و كل بايو فيلم

ــاران). 9(اســت  ــدولا و همك ــيلمتشــكيل ، )29(م ــايو ف ــه  ب در جداي
P.chlororaphis   نتايج پـژوهش آنهـا   . را مورد بررسي قرار دادند

 در كنتـرل قـارچ   در ايـن بـاكتري   يلمبايو ف ـتشكيل  نقش موثربيانگر 
Ggt  مـوثر  هاي  نشان داد جدايه ما نتايج حاصل از پژوهش .مي باشد

،  F1 ،F3  ،F4هاي  در كنترل قارچ در شرايط گلخانه اي يعني جدايه
F141 ،P4  نيـز قـوي عمـل كردنـد و      بايو فـيلم از تشكيل  79-2و

 چاهـك  وهـا   ايهدر اين جد بايو فيلماختلاف معني داري بين تشكيل 
از نظر كاهش ميزان شـاخص بيمـاري   ها  اين جدايه .شاهد وجود دارد

 F70هاي  جدايه. پاخوره گندم در گلخانه نيز عملكرد بالايي را داشتند
 ،F30  ،F115 ،CHN5  وCHN4   نيز شدت بيماري پاخوره گنـدم

. را پايين آورده بودند و در مرتبه بعد از شش جدايـه اول قـرار گرفتنـد   
در اين پنج جدايه نيز پس از شش جدايه برتر خـوب   بايو فيلمتشكيل 

بـاكتري كنتـرل   هـاي   در ساير گياهان تيمار شده با جدايـه . بوده است
در تست تشكيل ها  اين جدايه. بيماري پاخوره گندم به خوبي ديده نشد

هـاي   نتايج اين پژوهش با يافته. نيز عملكرد مناسبي نداشتند بايو فيلم
بر اين اساس توجه خاصـي بـر روي    . ن هم خواني داشته استمحققي

مفيد شده است چون در محدود كـردن بسـياري از   هاي  نقش باكتري
بيمارگرها و فاكتورهاي بيماريزا در طول آلودگي گياه بسيار مهـم مـي   

بايو بالا در حالت هاي  در جمعيتها  بر اساس توليد آنتي بيوتيك. باشد
هـاي   مسئول توليد متابوليـت هاي  چيده بيان ژنپيهاي  و سيستم فيلم
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مـي تـوان نقـش    ، بـايو فـيلم  طي مراحل ايجـاد  ها  مختلف در باكتري
درك بر روي عوامل بيماريزاي گيـاهي  را ها  بيوكنترل اين آنتاگونيست

اميد است بـا تحقيقـات تكميلـي، روزي شـاهد اسـتفاده از ايـن        .كرد
  .باشيم مفيد در مقياس بالاهاي  ميكروارگانيسم

  
  سپاسگزاري

مســئولين آزمايشــگاه كنتــرل هــاي  لازم مــي دانــم از همكــاري
از جنـاب  . بيولوژيك دانشكده كشاورزي دانشگاه تهران قدرداني نمايم

آقاي دكتر صابري و سركار خانم مهندس ليلا صـادقي بـراي ارسـال    
  .ارزنده شان كمال تشكر را دارمهاي  مورد نياز و راهنماييهاي  جدايه
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