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  چكيده
هاي گنـدم در ايـران بـه     ترين بيماري يكي از مهم Gaeumannomyces graminis  var. tritici (Ggt)گندم با عامل قارچي  بيماري پاخوره

سـان جداسـازي   فلورسنت از ريزوسفر گندم در نواحي مختلـف اسـتان خرا   جدايه سودوموناس 130به منظور كنترل بيولوژيكي اين بيماري،. شمار مي رود
در محـيط كشـت     Ggtبـا قـارچ   ها  باكتريكشت متقابل با توانايي بازدارندگي از رشد قارچ، آزمون   فلورسنت سودوموناس هاي انتخاب جدايهبراي . شد

از نظـر   هاي برتـر  ان جدايهدرصد به عنو 25/11-25/51جدايه با قابليت بازدارندگي بين  21 از اين ميان،. انجام شد آگار و كينگ ب زميني دكستروز سيب
بـا اسـتفاده از    PCR روش،  (PCA) اسـيد   كربوكسـيليك -1-فنـازين بيوتيـك   آنتـي  بيوسـنتز براي رديابي ژن . انتخاب شدند Ggtممانعت از رشد قارچ 

جهـت  . بودنـد  PCAوتيـك  بي بيوسـنتز آنتـي   شده حـاوي ژن  جدايه انتخاب 21جدايه از  12نتايج نشان داد . انجام شد PCA3bو  PCA2aپرايمرهاي 
دهنـده توانـايي توليـد ايـن      نتـايج نشـان   .اسـتفاده شـد  كريستالي در محيط كشـت  سبز تيره يا توليد رسوب  كيفي روشاز بيوتيك  آنتياين بررسي توليد 

-1-فنـازين بيوتيـك   كننـده آنتـي   توليد هاي جدايهاي نيز  گلخانه هاي در آزمايش. بودبيوتيك  آنتي بيوسنتزجدايه حاوي ژن  12جدايه از  6بيوتيك در  آنتي
بـا  . درصد كـاهش دادنـد   77-80شدت بيماري را  برخوردار بودند وگندم  پاخوره نسبت به سايرين از توانايي بيشتري در كنترل بيماري، اسيد كربوكسيليك

كنـد كـه    نتايج اين تحقيق پيشـنهاد مـي  . مشاهده شدهاي هوايي گياهان  تر ريشه و بخش وزن اي در ها همچنين افزايش قابل ملاحظه كاربرد اين جدايه
  .نقش دارددر كاهش بيماري پاخوره در گندم  ،هاي سودوموناس فلورسنت شده توسط جدايه توليد اسيد كربوكسيليك-1-بيوتيك فنازين احتمالا آنتي

  
 Gaeumannomyces، كنتـرل بيولوژيـك  ، ، سـودوموناس فلورسـنت  پـاخوره  ،اسـيد  كربوكسـيليك -1-بيوتيك فنـازين  آنتي: واژه هاي كليدي

graminis var. tritici   
  
  234  1 مقدمه

هاي مهم غـلات بـه ويـژه گنـدم      از بيماري Take-allپاخوره يا 
كند  هاي زمستانه حمله مي اين بيماري عموما به گندم. رود شمار مي به

هـاي فراوانـي    بررسـي ). 38(و نقش زيادي در كاهش محصـول دارد  
هاي مفيد در كاهش شدت بيمـاري پـاخوره در    رد باكتريمبني بر كارب

كننــده رشــد گيــاه  هــاي تحريــك بــاكتري. گنــدم انجــام شــده اســت
)PGPR5 (شـود كـه خـود را بـا      ها اطـلاق مـي   به گروهي از باكتري

ترتيب  ها آداپته كرده و به اين هاي گياهان بر اساس ترشحات آن ريشه
                                                            

گروه بيماري شناسي استاد و   استاددانشجوي كارشناسي ارشد، به ترتيب  -3و  2، 1
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5 - plant growth promoting rhizobacteria 

زاسيون موثري را بـر روي ريشـه   توانند كلني ها كه نمي از ساير باكتري
ها توانايي  اين باكتري  ).32و 25و 5و 4و1( گردند داشته باشند، جدا مي

آور بيمارگرهـاي گيـاهي را بـه دو طريـق دارا      كردن اثرات زيـان  خنثي
،  6بيوتيك، ترشح سـيدروفر  در يك روش باكتري با توليد آنتي. هستند

،  8سلولي مانند كيتيناز برون هاي ، ترشح آنزيم 7توليد سيانيد هيدروژن
زا را  فعاليت عامـل بيمـاري    11و ليپاز10، پروتئاز9بتا يك و سه گلوكاناز
در روش ديگر بـاكتري سـبب   ) 27و22و 2(سازد  كاهش و متوقف مي

                                                            
6 - Siderophore 
7 - Hydrogen cyanide 
8 - Chitinase 
9 - ß-1,3 glucanase 
10 - Protease 
11  -  Lipase 
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). 3(گـردد   در گياه مي 1شدن مكانيسم مقاومت سيستميك القايي فعال
يكــي از  هــاي فلورســنت، توســط ســودوموناسبيوتيــك  توليــد آنتــي

شـمار   بهها  ها توسط اين باكتري هاي مهم در كنترل بيماري مكانيسم
ــي ــه      ). 9(رود  م ــوان ب ــي ت ــات م ــن تركيب ــرين اي ــه مهمت از جمل
3فنــازين،  2اســتيل فلوروگلوســينول دي 4و  2 هــاي بيوتيــك آنتــي

 ، 
  8پيرولنيترين ،7ااومايسين، 6هربيكولين، 5 84اگروسين،  4پايولوتئورين
هـاي   بيوتيـك  آنتـي . )23و 20و 19و 35و 7و 16و 15و 13(اشاره كـرد 

هــا، روي فعاليــت طيــف وســيعي از  شــده توســط ســودوموناس توليــد
كلنيزاسيون موثر ريشه . ها اثر بازدارنده دارند ها و يوكاريوت پروكاريوت

توانـد   ها در منطقه ريزوسـفر مـي   بيوتيك ها و توليد آنتي توسط باكتري
هـاي   هاي گياهي به خصـوص بيمـاري   اريعامل مهمي در كنترل بيم

  ). 24( زاد باشد خاك
ها تركيبات هتروسيكليك حـاوي ازت بـا وزن مولكـولي     فنازين   

بيوتيـك فنـازين عـلاوه بـر جـنس       توانايي توليد آنتي. باشند پايين مي
Pseudomonas ــنس ــاي  در ج ، Streptomyces ،Nocardiaه

Sorangium ،Brevibacterium  وBurkholderia  ــز نيــــــ
هاي سـودوموناس نظيـر    بسياري از گونه). 31و 14(گزارش شده است 

Pseudomonas aeruginosa ،Pseudomonas 

fluorescens ،Pseudomonas aureofaciens ، 

Pseudomonas chlororaphis بيوتيــك  قــادر بــه توليــد آنتــي
فنازين داراي مشتقات زيـادي  . باشند مي9اسيد كربوكسيليك-1-فنازين

اسـيد   كربوكسـيليك -1-تـوان بـه فنـازين    باشد كه از جمله آن مي مي
(PCA) كربوكساميد  -1، فنازين)PCN١٠(  ،2-  هيدروكسي فنازين

هيدروكسـي فنـازين    -1و ) OHPCA11-2(اسـيد   كربوكسيليك -1
)1-OHPHZ12 (1 -ايـــن تركيبـــات از فنـــازين. اشـــاره نمـــود-

 احسـاس  سيسـتم آسـتانه  ). 9(شـوند   اسـيد مشـتق مـي    كربوكسيليك
)QS13(  از  روابط متقابل بين دو موجود را تحت تاثير قرار مي دهـد و
بـه معنـاي    sensing و "نصـاب  حـد "به معنـاي    quorum جزء دو

                                                            
1 - Induced Systemic Resistance 
2 -2,4-diacetylphloroglucinol 
3 -Phenazine 
4 - Pyoluteorin 

5 - Agrocin84 
6 - Herbicolin 
7 - Oomycin 
8 - Pyrrolnitrin 
9 - Phenazine-1-carboxylic acid  
10 - Phenazine-1-carboxamide 
11 - 2-Hydroxyphenazine-1-carboxylic acid 
12 - 1-Hydroxyphenazine 
13 - Quorum Sensing 

ايـن سيسـتم در واقـع يـك مكانيسـم      . تشكيل شده است "احساس"
وسـيله آن بـاكتري بيـان برخـي      هسيگنالي سلول به سلول است كه ب

فرآيندي كه باكتري . كند لولي را كنترل ميي وابسته به تراكم س ها ژن
كنــد و از ايــن  توســط آن تــراكم ســلولي جمعيــتش را مشــخص مــي

كنـد، بنـابراين سيسـتم     ها استفاده مـي  اطلاعات براي تنظيم بيان ژن
سـلولي   سلولي در دنيـاي تـك   كوروم سنسينگ يك مثال از رفتار چند

  ).33و 9( باشد باكتري ها مي
اسـيل   -هاي شيميايي موسوم به ان سيگنال اين سيستم با توليد 

هاي آنتاگونيستي نقـش   روي فعاليت) N-AHL14(هموسرين لاكتون 
هـاي شـيميايي اسـت كـه در      سيگنال فـوق ازسـيگنال  . سزايي دارد به
زايـي و خصوصـيات    شود و در بيماري هاي گرم منفي توليد مي كتري با

 ).9(كند  آنتاگونيسي نقش مهمي ايفا مي
بيوتيك فنازين سيستم آستانه احساس دخيـل بـوده    آنتي در توليد
 -تـرين سـيگنال ايـن سيسـتم ان     هاي گرم منفي مهـم  كه در باكتري

متشـكل از سيسـتم    QSسيسـتم  . باشد ها مي هموسرين لاكتون اسيل
مـي باشـدكه ايـن سيسـتم      LuxI/LuxRجزئي به نام   2پروتئيني 

محصول . كند تنظيم مي هاي رفتارهاي وابسته به جمعيت را در باكتري
LuxI  يك سيگنال شيميايي است به نامAHL   كه افـزايش توليـد ،
AHL شدن يا پخش آن درمحيط باكتري از طريق پروتئين  و پراكنده
LuxR هـاي مـوثر    ها از جمله تعدادي از ژن روي بيان بسياري از ژن

ل هاي دخي ـ ژن.  كند ها دخالت مي بيوتيك در كلنيزاسيون و توليد آنتي
اسـيد نيـز در خـانواده     كربوكسيليك-1-بيوتيك فنازين در بيوسنتزآنتي
LuxI/LuxR در واقع ژن . گيرند قرار ميphzI    سـنتز سـيگنالN-

AHL ها به فضـاي خـارج سـلولي رانـده      اين سيگنال. كند را كد مي
شـدن   ورود مجدد سيگنال تحت پتانسيل اسمزي سبب فعال. شوند مي
دسـت آن   رونويسي محدوده ژنـي پـايين  به عنوان مسئول  phzRژن 

گـردد كـه در جدايـه جهـاني      بيوتيـك مـي   هاي بيوسنتز آنتي يعني ژن
P.fluorescens 2-79   ــامل ژن ــازين شـ ــنتز فنـ ــرون بيوسـ اپـ

دهـد   ها زماني رخ مـي  اين واكنش. باشند مي phzABCDEFGهاي
كه جمعيت باكتري به آستانه خاصـي برسـد چـون در جمعيـت پـايين      

شده  ها پس از خروج از سلول در فضاي اطراف پخش گنالباكتري، سي
مكانيسـم كنتـرل بيمارگرهـا توسـط     ). 10و 9(شوند  و وارد سلول نمي

بيوتيك فنازين هنوز دقيقا مشـخص نشـده اسـت ولـي بـه نظـر        آنتي
بيوتيك با ورود به درون غشاي سلولي به عنـوان   رسد كه اين آنتي مي

جاد اختلالات در سلول،  بنيـان هـاي   كرده وبا اي كننده عمل عامل احيا
كند كه براي ميكروارگانيسم  سوپراكسيد و پراكسيد هيدروژن توليد مي

ــاك اســت  ــر ). 9(خطرن نشــان دادندكــه اســترين ) 36(توماشــو و ول
P.fluorescens 2-79 كربوكسيليك  -1-بيوتيك فنازين توليد آنتي

 ـ. كند كه روي عامل بيماري پاخوره موثر اسـت  اسيدمي بـراي   )6(ال ب
                                                            
14 - N-acyl-L-homoserine lactone 
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اولين بار ثابت كرد كه فنازين نقش اصلي را در كنترل عامـل پـاخوره   
بيوتيك فنازين در كنتـرل   محققين بسياري به بررسي نقش آنتي. دارد

در تحقيقــي بــر روي ). 39و 21(گنــدم پرداختــه انــد  بيمــاري پــاخوره
 Ggtهاي فلورسنت و نقش آن در كنترل بيولوژيك قارچ  سودوموناس

تـرين   اسـيد مهـم   كربوكسيليك-1-بيوتيك فنازين داده شد، آنتينشان 
  ). 26(باشد  عامل در كنترل قارچ مي

بيوتيـك در كـاهش شـدت بيمـاري      براساس نقش مهم اين آنتي
هـاي سـودوموناس    گندم اين تحقيق بـا هـدف رديـابي جدايـه     پاخوره

اسـيد و بررسـي    كربوكسـيليك -1-فلورسنت داراي ژن بيوسنتز فنازين
در شرايط آزمايشگاهي  گندم ها در كنترل بيولوژيكي پاخوره نايي آنتوا

  .و گلخانه انجام گرفت
  
  ها روش مواد و

  گندم هاي فلورسنت از ريزوسفر سودوموناس جداسازي 
 60تعـداد   هاي سودوموناس فلورسنت به منظور جداسازي باكتري

 ق مختلـف از منـاط ) و خاك ناحيه ريزوسـفر شامل ريشه (نمونه خاك 
سـپس  . آوري گرديد جنوبي جمعهاي خراسان شمالي، رضوي و  استان
ها جدا و آنگاه بـا اسـتفاده از آب    گرم از خاك ريزوسفري از نمونه يك

-1سـري رقـت    )ليتر ميلي 100مقطر  گرم، آب 2پپتون (استريل  پپتون

كينـگ ب   كشـت  هاي مختلف روي محيط رقت. تهيه شد 10-7تا  10
 ها در دمـاي  پليتها  منظور رشد باكتري و بهند پخش شد (KB1)آگار 
°C28  ــاتور ، ســاعت 48 -72پــس از گذشــت . گرفتنــدقراردر انكوب
هاي رشد يافته مجددا جهت خالص سازي روي محـيط كينـگ    پرگنه

ها  باكتري شده خالص هاي در مرحله بعد پرگنه. ب آگار رشد داده شدند
ر از نظر توليد رنگدانه نانومت 365 با طول موج UVبا استفاده از لامپ 
منظـور آزمايشـات    هـا بـه   باكتري .قرار گرفتندررسي فلورسنتس مورد ب

  ).36(نگهداري شدند ) مولار 1/0(منيزيوم  بعدي درون سولفات
  

هاي  و انتخاب جدايه هاي فلورسنت شناسايي سودوموناس
  برتر
هاي شناسـايي بـر اسـاس     جام تستانها،  هت شناسايي باكتريج

 واكـنش هـاي كاتـالاز،   . گرفـت صـورت  ) 34( و همكـاران روش شاد 
هـوازي، گـرم، توليـد آرژنـين دهيـدرولاز، هيـدروليز        رشد بي ،اكسيداز

نشاسته، هيدروليز ژلاتين، توليـد لـوان از سـوكروز روي محـيط آگـار      
مغذي حـاوي سـوكروز پـنج درصـد، احيـاي نيتـرات، توليـد رنگدانـه         

درجــه  41و  4هــاي ط كينــگ ب، رشــد در دمافلورســنت روي محــي
هـاي   گراد و مصرف قندهاي سوربيتول و ال آرابينـوز در جدايـه   سانتي

  .انتخاب شده صورت پذيرفت
                                                            
1 - King, s Medium B 

 Gaeumannomyces graminis بازدارنـدگي از رشـد قـارچ   

var. tritici هاي فلورسـنت در تشـتك    توسط سودوموناس
   پتري
ت كش ـ محـيط دو از  هـا  منظور بررسي اثر آنتاگونيسـتي بـاكتري   به
PDA و KB جدايه باكتري و يك  21در اين بررسي از . استفاده شد

سـاعت در  24بـه مـدت  هـاي بـاكتري    جدايه. جدايه قارچ  استفاده شد
سپس با استفاده از لوپ استريل باكتري . رشد داده شدندC 28°دماي

متري لبـه تشـتك پتـري بـه صـورت       سانتي 5/0فاصله رشد يافته در 
بـه   Ggtاي از قارچ  قطعهزمان  صورت هم هبو  اي كشت داده شد نقطه

كشــت  متركــه بــه مــدت چهــار روز درون محــيط قطــر يــك ســانتي
در وسط پتري رشد داده شده بود، ) PDA2(زميني دكستروز آگار  سيب

براي هر جدايه باكتري در اين آزمون سه تكرار در نظـر  . قرار داده شد
ت مدت زمـان  و گذش C 25°پس از انكوباسيون در دماي. گرفته شد

هاي قارچ كل پتري شـاهد را پـر كردنـد،      روز، هنگامي كه هيف چهار
هاي باكتري  هاي پتري حاوي جدايه بازدارندگي از رشد قارچ در تشتك

كشت كينگ  نتايج اين آزمون بر روي محيط. مورد ارزيابي قرار گرفت
 بـوده  Ggtب آگار نشان دهنده هاله بازدارندگي بيشتر در مقابل قارچ 

  ).36(است 
  

-1-فنازينبيوتيك  آنتي بيوسنتز )phzC, phzD( رديابي ژن
اي پليمــراز  توســط واكــنش زنجيــره كربوكســيليك اســيد

(PCR3)  
باكتريـايي، از روش   هاي جدايهژنومي  DNAمنظور استخراج ه ب
  . استفاده شد) CTAB4(برومايد آمونيوممتيلتريستيل
ر روي محـيط كينـگ ب   بساعته باكتري  24چند لوپ از كشت   

 .آب مقطر استريل افزوده شـد  cc 1حاوي  cc5/1هاي به ميكروتيوپ
 rpm 6000دقيقـه در   5بمـدت   هـا  نمونـه  ثانيه ورتكـس،  30پس از 

 µl 30پس از افزودن  .سانتريفوژ گرديد و محلول رويي دور ريخته شد
ثانيه  30بافر استخراج به هر نمونه،  µl 567و  SDS 20%از محلول 

در دسـت   هـا  نمونه دقيقه 5-10مدت  هو ب انجام شدبه آرامي ورتكس 
قـرار   C 65°مـاري   دقيقـه در حمـام بـن    20تكان داده شد و سپس 

بـه هـر    .ها به آرامي تكان داده شـد دقيقه ميكروتيوپ پنجگرفت، هر 
افزوده  CTABاز محلول  80و  M5 NaClاز محلول  µl 90 نمونه

دقيقـه در حمـام بـن مـاري در      20شـد و و سپس به آرامي تكان داده 
ايزوآميـل  –محلول كلروفـرم  µl 767 سپس .قرار گرفت C 65°دماي

تكـان داده و   هـا را  نمونـه  سـپس بـه آرامـي   . به هر نمونه افزوده شـد 

                                                            
2 - Potato Dextrose Agar 
3 - Polymerase Chain Reaction 
4 - Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 
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در ايـن مرحلـه سـه    . سانتريفوژ شد rpm 13400دقيقه در 15مدت  هب
ميكروتيـوپ  بـه  ) µl 350(فاز رويـي . گرددفاز كاملاً مجزا تشكيل مي
حجـم محلـول    8/0به هر نمونه به ميزان  .استريل جديدي منتقل شد

برداشته شده قبلي، ايزوپروپانول سرد افزوده شـد و سـپس بـه آرامـي     
به صـورت   DNAصورت دوراني تكان داده شد تا زماني كه كلاف  هب

دقيقـه نگهـداري در فريـزر     30-45ابر سفيد مشاهده گردد و پـس از  
محلـول رويـي   . سـانتريفوژ شـد   rpm 13400قـه در  دقي 15مـدت   هب

شستشـو داده و در  درصـد   70را بـا الكـل   DNAشده و رسوب  حذف
 µl 30در  DNAرسـوب  . دماي اتاق در زير هود رسوب خشك شـد 

  .نگهداري گرديد. -C 20°آب مقطر استريل حل شد و در 
نوكلئوتيـدي   20 آغـازگر اي پليمراز با استفاده از دو واكنش زنجيره

PCA2a  وPCA3b ) ــركت ــاخت ش ــتس ــام) تكاپوزيس ــد انج  .ش
هـاي بيوسـنتز    براساس تـوالي ژن  PCA3bو  PCA2aآغازگرهاي 

ترتيـب   و به P. fluorescens 2-79در استرين  PCAبيوتيك  آنتي
). 30( طراحـي شـده بودنـد     phzDو  phzCهاي  براساس توالي ژن

  . آورده شده است 1در جدولمشخصات آغازگرها 
  

هاي  جهت تكثير ژنمورد استفاده  PCRهاي  آغازگر -1جدول
  )PCA )30بيوسنتز 

 توالي آغازگر
PCA2a TTGCCAAGCCTCGCTCCAAC 
PCA3b CCGCGTTGTTCCTCGTTCAT 

  
، يك ميكروليتر  DNAچهار ميكروليتر ( µl25 در  PCRواكنش

( ميكـرز و همكـاران   يبـر اسـاس روش را   )از هر پرايمر و مـابقي آب 
براي صحت انجام آزمايش و كنترل آلودگي، در  .ت گرفتصور) 1997

ژنومي از آب مقطـر سـترون    DNAكردن  جاي اضافهه يك واكنش ب
 .P 79-2 از اسـترين براي شاهد مثبت نيز  و )به عنوان شاهد منفي(

fluorescens  داراي توانايي توليدPCA جدايه . )9( شد استفادهP4 
-1-فنـازين بيوتيـك   آنتـي  سـنتز بيونيز به عنـوان جدايـه دارنـده ژن    

هاي دانشـگاه تهـران انتخـاب     از كلكسيون باكتري اسيد كربوكسيليك
ــايكلر مــدل      . گرديــد ــتگاه ترموس ــام واكــنش در دس ــس از انج پ

)Biometra,Germany( 5/1روي ژل آگـارز   شـده  ، قطعات تكثيـر 
ولــت از يكــديگر  85بــه مـدت يــك و نـيم ســاعت در ولتـاژ    درصـد  
 مورد ارزيابينور ماوراءبنفش  زيرنجام الكتروفرز، ژل پس از ا. جداشدند

  ).30(قرار گرفت 
  

ــان ژن ــابي بيــ ــازين  ارزيــ ــنتز فنــ ــاي بيوســ -1-هــ
  شده هاي انتخاب اسيد در جدايه كربوكسيليك

 .CHA0 Pنظـر بـه همـراه اسـترين      ايي موردهاي باكتري جدايه

fluorescens   تريپتيك سـوي   بر روي محيطبه عنوان شاهد منفي

بـاتور  ودر انكسـاعت   24و بـه مـدت    داده شـده كشت  (TSA1) ارآگ
يافتـه روي محـيط    هـاي رشـد   در مرحله بعد بـاكتري . شدندنگهداري 

PDA پس از چهار روز نگهـداري در دمـاي  . مخطط شدند°C 28  ،
توليد رسوب سبز تيره يا رسوبات كريستالي در مركز كلني باكتري كه 

مـورد   اسـت  كربوكسـيليك اسـيد  -1-فنازينبيوتيك  آنتي بيانگر توليد
بـاكتري   جدايهاين آزمايش در سه تكرار براي هر . ارزيابي قرار گرفت

  ).12( شد هانجام گرديد
  

هـاي باكتريـايي در كنتـرل بيمـاري      بررسي توانايي جدايه
  گندم در شرايط گلخانه پاخوره

كه از نواحي آلوده به بيماري  T1(ز يك جدايه قارچ بدين منظور ا
 19( جدايه باكتري 21و ) ره در استان مركزي جداسازي شده بودپاخو

جدايه باكتريايي جداسازي شده از ريزوسفر گنـدم از اسـتان خراسـان،    
از كلكسيون آزمايشگاه  P4و جدايه   P. fluorescens 2-79جدايه 

  . استفاده شد) دانشگاه تهرانبيوكنترل 
بـه    راه بـا ماسـه  كشت ارزن هم قارچ از محيط زادمايهبراي تهيه 

كشت  به مدت چهار روز روي محيط Ggtقارچ . استفاده شد 1:1نسبت
PDA قطعــه هشــت  10شــده رشــد داده شــد و بــه ميــزان  ضــعيف
ها  سپس محيط. كشت ارزن و ماسه ريخته شد متري درون محيط ميلي

به  زادمايهاين . هفته نگهداري شد به مدت چهار C 25-22°در دماي
 800هـاي   سيلت لوم اسـتريل شـده گلـدان    خاك درصد با پنجنسبت 

ابتـدا  بـراي آغشـته سـازي بـذور بـا بـاكتري،       . گرمي مخلوط گرديـد 
 Nutrient broth yeast extract agarكشت  ها در محيط باكتري

در انكوبـاتور   C 27°ساعت در دمـاي   48 به مدت و هكشت داده شد
ليتـر آب مقطـر    ميلـي هاي رشد يافته بـا پـنج    باكتري .قرار داده شدند

ــتريل از  ــيطاس ــدند   روي مح ــته ش ــت شس ــي دوو  كش ــر از  ميل ليت
از . كشـت داده شـد   King Bمحـيط   هـا روي  بـاكتري  سوسپانسيون

 5/0نسيون ديگري تهيه شـد و بـه آن بـه ميـزان     محيط جديد سوسپا
 ايـن سوسپانسـيون داراي  . كربوكسي متيل سلولز اضافه گرديـد  درصد
CFU 108-107  ه بر اساس ميزان جذب در طول مـوج  بود كباكتري

بذرها به مدت . گردد باشد تعيين مي مي 1/0نانومتركه تقريبا برابر  546
دقيقه در سوسپانسيون باكتري حاوي كربوكسي متيل سـلولز قـرار    45

سپس هفت عدد بذر در هر گلدان بين دو لايه ماسه قـرار  . داده شدند
افـزودن  ارچ و شاهد آلوده با قافزودن شاهد سالم بدون  تيمار. داده شد

هـا بـه مـدت چهـار هفتـه در شـرايط        گلدان. گرفته شدند قارچ در نظر
ايـن آزمـايش در   . قرار داده شـدند  20-28گلخانه در تيرماه در دماي 

پـس از  . تيمار و سه تكرار انجـام شـد   23قالب طرح كاملا تصادفي با 
جـاري شستشـو    بشده و بـا آ  ها خارج ها از گلدان زمان مذكور گياهچه

                                                            
1 - Trypticase Soy Agar 
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ايـن  . بندي شدند درجه 0-5داده شدند و بر اساس ميزان آلودگي بين 
هـا و   شاخص سنجش آلودگي به صورت درجه صفر به مفهـوم ريشـه  

هاي نكروزه، يك به مفهوم ريشه داراي يك يا چند  ها بدون لكه طوقه
ها داراي  ها فاقد هرگونه علائم، دو به مفهوم ريشه لكه نكروزه و طوقه

، سه به )درصد 50و كمتر از  25نكروز بيشتر از (هاي ممتد نكروزه  كهل
درصد و ظهـور   75ها و كمتر از  درصد ريشه 50مفهوم نكروز بيشتر از

رنـگ بـا توسـعه     ها تقريبا سياه شدگي طوقه، چهار به مفهوم ريشه سياه
هـا و طوقـه كـاملا     شدگي طوقه و پنج به مفهوم ريشه درصد سياه 75
پس از حذف رطوبت ). 28(باشد  شدن گياه مي و سبز خشكرنگ  سياه

هاي هوايي و وزن كل گياه نيـز   سطحي گياهان، وزن تر ريشه و اندام
  .ارزيابي گرديد

  
  تجزيه و تحليل آماري

مورد بررسـي قـرار داده    MSTATCافزار  نتايج با استفاده از نرم
درصـد   5هـا از آزمـون دانكـن در سـطح       براي مقايسه ميـانگين . شد

  .استفاده شد
  

  و بحثنتايج 
  هاي فلورسنت جداسازي و شناسايي سودوموناس

هــاي انجــام شــده و بــا اســتفاده از كليــدهاي  بــر اســاس آزمــون
  . جدايه به عنوان سودوموناس فلورسنت شناسايي شدند 130شناسايي، 

  
 Gaeumannomycesاز رشد قـارچ   نتايج تست بازدارندگي

graminis var.tritici 
جدايـه بـه عنـوان     19 هاي سودوموناس فلورسنت، ميان جدايهاز 

ها بر اساس تست آنتاگونيست انتخـاب شـدند كـه     ترين جدايه مناسب
،  F1 ، F2 ، F3 ،F4 ،CHN5  ،CHN4 هــاي  شــامل اســترين

F115  ،F141  ،F30  ،F70  ،F31  ،F132  ،F138  ،F126  ،
F13  ،F12  ،F140  ،KAF2-2  ،F66 ، هــا  جدايــه ايــن .بودنــد

  . متر بودند ميلي 3-66/14داراي هاله بازدارندگي بين 
  

ــابي ژن ــي   ردي ــنتز آنت ــاي بيوس ــك  ه ــازينبيوتي -1-فن
  اسيد كربوكسيليك

 و  PCA2aو به كمـك آغازگرهـاي     PCRبا استفاده از روش

PCA3b قطعهDNA جفت باز از دسـته ژنـي    1150به طول تقريبي
بـر ايـن   . تكثير شد اسيد كسيليككربو-1-بيوتيك فنازين بيوسنتز آنتي

ــه  ــاس جدايـ ــاي اسـ ، F141،CHN5 ،CHN4،F70،F30،F2 هـ
F1،F3،F4،F115،P4  بيوتيـك   آنتـي واجد ژن بيوسنتز اين  79-2و

  .)1شكل( بودند
  

بيوتيـك   آنتـي  هاي بيوسـنتز  ژن واجد هاي شناسايي جدايه
  اسيد كربوكسيليك-1-فنازين
كـه از اسـتان    PCAهـاي بيوسـنتز    جدايه باكتري واجـد ژن  10

بـدين  . خراسان جداسازي شده بودنـد، در حـد گونـه شناسـايي شـدند     
ــه ــاي  ترتيـــــب جدايـــ ــه  F4و  F3و  F2و  F1هـــ و در گونـــ

Pseudomonas chlororaphis ــه ــاي  و جدايـ و  CHN5هـ
CHN4  در گونهP. fluorescens bv. I  وF141  ،F30  ،F70 

 ،F115  در گونهP. fluorescens bv. III فتندقرار گر.   
  

  

  
ستون . PCA3bو  PCA2aبا پرايمرهاي  Pseudomonasهاي  ژنومي استرين DNA، تكثير شده از PCRالكتروفورز ژل آگارز محصولات  - 1شكل

  .باشد هاي مورد استفاده مي هاي بعدي نام جدايه و ستون kb 1گر اندازه  اول نشان
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 ـ آنتي توليد رسوب سبز تيره يا كريستالي -ازينبيوتيك فن
  اسيد كربوكسيليك-1

ــازين پــس از انجــام تســت كيفــي توليــد آنتــي  -1-بيوتيــك فن
 F1 ،F3 ،F4بيوتيك در پنج جدايه  اسيد، توليد اين آنتي كربوكسيليك

،F141  ،P4  هـاي سـبز    بـا ايجـاد كريسـتال     79-2و جدايه جهاني
نتايج اين آزمـايش  ). 2شكل(ها به اثبات رسيد  رنگ در مركز كلني تيره
  . به عنوان شاهد منفي مقايسه گرديد CHA0استرين  با

  

  
بيوتيك  كننده آنتي توليد هاي سودوموناس فلورسنت باكتري هاي پرگنهاسيد در مركز  كربوكسيليك-1-تشكيل رسوب كريستالي فنازين - 2شكل

  كربوكسيليك اسيد در محيط سيب زميني دكستروزآگار- 1-فنازين
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چهار هفته بعد از  Ggtگياه گندم رقم فلات در حضور قارچ  ريشههاي هوايي و  بخشوزن تر بر سودوموناس فلورسنت  هاي جدايهتاثير  -1نمودار
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خطوط بالاي نمودار ها  .دار دارند اختلاف معني درصد 5 اند با آزمون دانكن در سطح هايي كه با حروف مختلف نشان داده شده ستون. كاشت
  .باشد مي) دخطاي استاندار( ±SEدهنده  نشان

 

 Ggtهاي سودوموناس در كنترل بيولوژيكي  توانايي جدايه
  در گلخانه

در شرايط گلخانـه در   هاي باكتريايي كاربرد جدايه نتايج حاصل از 
 F4، P4،F141، 79-2هـاي   نشان داد كه  جدايـه  Ggtحضور قارچ 

،F1  وF3 افـزايش  و  گنـدم  در كنترل بيماري پـاخوره  بيشترين اثر را
 ).1نمـودار  (داشـتند   Ggtهاي گندم در خـاك آلـوده بـه     وزن تر بوته

نيــز عملكــرد  CHN4 وF115 ،F70 ،F30 ،CHN5هــاي  جدايــه
  .خوبي را در كاهش شدت بيماري پاخوره از خود نشان دادند

دهنـده كـاهش شـدت     پس از تعيين شاخص آلودگي نتايج نشـان 
. هـاي بـاكتري بـود    با جدايـه گندم در گياهان تيمارشده  بيماري پاخوره

هـاي بـاكتري پـايين بـود و      شده با جدايـه  ان آلودگي گياهان تيمارزمي
كربوكسـيليك اسـيد    -1-بيوتيـك فنـازين   كننده آنتي هاي توليد جدايه

گندم را نسبت به سايرين بسيار كاهش داده بودند  شدت بيماري پاخوره
  .)2نمودار(

 ،   F4 ،F3  ، F1، 79-2هـاي   بر اساس نتايج اين تحقيق، جدايـه 

P4  وF141  درصـد   77-80گندم را به ميـزان   شدت بيماري پاخوره
 CHN4و F115  ،F70  ،F30  ،CHN5هـاي   جدايـه . پايين آوردنـد 

شدند و  62-74گندم به ميزان  نيز موجب كاهش شدت بيماري پاخوره

  .درصد كاهش داد  12شدت بيماري را  F2جدايه 
  
  بحث

كننـده ريشـه در كنتـرل بيمارگرهـاي      لنيـزه هـاي ك  نقش باكتري
هـاي مختلفـي بـراي     مكانيسم).  11(گياهي بسيار حائز اهميت است 

هـا   هاي آن ترين گياهي وجود دارد كه از جمله مهم كنترل بيمارگرهاي
هـا اشـاره    بيوتيـك  توان به توليد سيدروفر، سيانيد هيدروژن و آنتـي  مي
هاي فلورسـنت بـه دو روش    سگونه كه ذكر شد سودومونا همان. نمود

. گـردد  مستقيم و غير مستقيم سبب جلوگيري از فعاليت بيمارگرها مـي 
ها با تاثير بر روي بيمارگر و مختـل سـاختن اعمـال     بيوتيك توليد آنتي

هـاي مهـم در كنتـرل بيولوژيـك      حياتي بيمارگرها از جملـه مكـانيزم  
هـاي   وموناسبيوتيك فنازين توسط سود توليد آنتي. گردند محسوب مي

هاي موثر بر روي كاهش فعاليت بيمارگرها  فلورسنت از جمله مكانيسم
باشد كـه بـه عنـوان ميزبـان حسـاس بـه        مي Ggtبه خصوص قارچ 

  ). 21و  4(ها شناسايي شده است  بيوتيك آنتي
هـاي فلورسـنت كـه داراي     در مطالعات بسـياري، از سـودوموناس  

گنـدم   نتـرل بيمـاري پـاخوره   بيوتيـك هسـتند در ك   توانايي توليد آنتـي 
  ).37و 33و 31و 29و 4(استفاده شده است 
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  گندم بيماري پاخوره شدتكاهش هاي سودوموناس فلورسنت بر  تاثير تيمار بذور گندم با جدايه - 2نمودار



  123      ...هاي كربوكسيليك اسيد در سودوموناس-1 -بيوتيك فنازين رديابي آنتي

  .دار دارند اختلاف معني درصد5اند با آزمون دانكن در سطح  كه با حروف مختلف نشان داده شده هايي ميانگين 
  
  

ــام  ــات انج ــاس تحقيق ــر اس ــي ب ــده آنت ــازين ش ــك فن -1-بيوتي
-Pseudomonas sp. Mوسـيله   بـه  شـده  اسيد توليـد  كربوكسيليك

18Q   نقش بسيار مهمي را دركنترل قـارچFusarium spp  وGgt 
هـاي   نتايج مـا نيـز نشـان داد كـه جدايـه     ). 17و39(ايفاء نموده است 

اي تاثير بـالايي را در   ون گلخانهبيوتيك فنازين در آزم كننده آنتي توليد
، F1 ،F3هـاي   كـه جدايـه   طوري به. كنترل بيماري پاخوره نشان دادند

F4 ،F141  ،P4  بيشــترين ميــزان بازدارنــدگي را از وقــوع  79-2و
در تحقيق ديگري كه در زمينـه  . بيماري پاخوره در گلخانه نشان دادند

و  Q2-87هـاي   جدايـه   P. fluorescensهـاي   استفاده از بـاكتري 
Q8r1-96 گندم توسط هيونگ و همكاران انجام  عليه بيماري پاخوره

ترين عامل در  بيوتيكي به عنوان مهم گرفت نيز به توليد تركيبات آنتي
در تحقيق انجام شده توسـط  ). 21(اشاره شده است  Ggtكنترل قارچ 

 Pseudomonas chlororaphisباكتري ) 26(مدولا و همكاران 

هـاي   ه عنوان عامل كنترل بيماري پاخوره بررسي شد؛ يافتهب 30-84
-1-بيوتيـك فنـازين   اين پژوهش نشان داد اين جدايه با توليـد آنتـي  

در بررسي . باشد مي Ggtاسيد قادر به بازدارندگي از قارچ  كربوكسيليك
 .Pو    P. chlororaphis 30-84هـاي  شـده روي گونـه   انجـام 

fluorescens 2-79 ا تيمار بذور بهاره و پاييزه با ايـن  مشاهده شد ب
درصد در مزرعه كاهش پيدا  60گندم تا حدود  دو جدايه بيماري پاخوره

  )38(كرد 
هالـه  در آزمون كشت متقابل، مقايسه ميـانگين  در پژوهش فوق، 

جدايه برتر انتخاب شـده كـه داراي    12نشان داد كه تمام  بازدارندگي
بودنـد، باعـث    اسـيد  ربوكسـيليك ك-1بيوتيك فنـازين  آنتي بيوسنتزژن 

جدايـه   . در شرايط آزمايشـگاه شـدند   Ggtكاهش رشد ميسليوم قارچ 
F4 بازدارنـدگي  داراي توانـايي  در شـرايط آزمايشـگاه    علاوه بر اينكه

نيـز موجـب كنتـرل    در شرايط گلخانـه   بود، Ggtقارچ  از رشدبالايي 
 12ازميـان   بر اساس نتايج ايـن پـژوهش،  . موثر بيماري پاخوره گرديد

-بيوتيك فنـازين  جدايه برتر، در شش جدايه در روش كيفي، توليدآنتي
كلي مي توان ايـن طـور    به طور. كربوكسيليك اسيد به اثبات رسيد-1

دهنده بيـان و يـا بـه عبـارتي      اثبات كرد كه وجود ژن به تنهايي نشان
-بيوتيـك فنـازين   ژن بيوسنتز آنتي). 10(باشد  توليد محصول ژن نمي

جدايه باكتري استفاده شـده   21جدايه از  12كربوكسيليك اسيد در -1
ــه  ــژوهش يعنــي جداي ،  F1 ،F2  ،F3 ،F4 ،F141هــاي  در ايــن پ

F30 ،F70  ،F115  ،CHN4  ، CHN5  ،2-79 وP4     رديـابي شـد
 F141و  F1  ،F3  ،F4 ،P4   ،2-79هاي  كه شش جدايه يعني جدايه

ايـن نتـايج   . ره رنـگ بودنـد  در روش كيفي قادر به توليـد رسـوب تي ـ  
اسـيد در   كربوكسيليك-1-بيوتيك فنازين دهنده توليد قطعي آنتي نشان

هـاي   در پـنج جدايـه ديگـر يعنـي جدايـه     . باشـد  اين شش جدايه مـي 

F30 ،  F70   ،  F115  ،CHN4 وCHN5   ــي ــد در روش كيف هرچن
گونـه رسـوبي    كربوكسيليك اسـيد هـيچ  -1-بيوتيك فنازين توليد آنتي

بـر  . ها در شرايط گلخانه خوب عمـل كردنـد   نشد ولي اين جدايهديده 
طبــق ايــن نتــايج احتمــال مــي رود كــه  در ايــن پــنج جدايــه توليــد 

كربوكسيليك اسيد صورت گرفتـه باشـد ولـي    -1-بيوتيك فنازين آنتي
. توليد آن به ميزاني نبوده است كه رسوب تيره در محـيط ايجـاد كنـد   

از ). 12(بيوتيك نقش دارند  ليد آنتيكشت نيز در تو چون شرايط محيط
 پـنج  در ايـن  PCAبيوتيـك   طرف ديگر احتمال توليد مشتقات آنتـي 

به عنوان مـاده حـد واسـط در سـنتز      PCAجدايه نيز وجود دارد زيرا 
شود به عنوان مثـال   ها توليد مي ساير مشتقات فنازين در سودوموناس

-1 -ينســبب ســنتز پايوســيانين از فنــاز    phzMوارد شــدن ژن 
. گـردد  شود كه از مشتقات فنازين محسوب مي كربوكسيليك اسيد مي

 phzSهيدروكسـي فنـازين، ژن   -2سبب توليـد   phzOهمچنين ژن 
-1سبب توليد فنازين  phzSهيدروكسي فنازين و ژن -1سبب توليد 

كه ساير مشتقات فنازين نيـز در   از آنجايي). 10(گردد  كربوكساميد مي
اي دارند،  لذا كنترل خوب ايـن    اهي نقش عمدهكنترل بيمارگرهاي گي

باشـد   ها با احتمال توليد ساير مشتقات فنازين نيـز ملمـوس مـي    جدايه
)17 .(  

كربوكسـيليك  -1 -بيوتيك فنازين ژن بيوسنتز آنتي F2در جدايه 
وسـيله آن   اسيد رديابي شد ولي در روش كيفـي  تشـكيل رسـوب بـه    

بيماري پاخوره در شرايط گلخانه  اين جدايه در كنترل. مشاهده نگرديد
هـاي   كـه مـديريت بخـش    لذا از آنجـايي . نيز تاثير خوبي نداشته است

مختلف خاك براي اجراي صحيح فعاليـت عامـل آنتاگونيسـت نقـش     
مي توان چنين بيان كرد كـه ژن در ايـن جدايـه در    ) 18(موثري دارد 

خـاك   شرايط گلخانه اي بيان نشده است و يا ممكن است باكتري در
بيوتيـك توليـد شـده باشـد ولـي جـذب        از بين رفته باشـد و يـا آنتـي   

شده باشد، زيرا كنترل بيولوژيك عوامل آنتاگونيسـت   كلوئيدهاي خاك
. به بسياري از فاكتورهاي زنده و غيـر زنـده در خـاك بسـتگي دارنـد     

در بررسي هاي خـود مشـاهده كردنـد كـه     ) 18(هيدينك و همكاران 
بيوتيك در كـاهش بيمـاري پـاخوره بسـيار مـوثر       توليد  تركيبات آنتي

باشد ولي ممانعت از بيماري در مدت زمـان طـولاني بسـتگي بـه      مي
، رطوبـت، ترشـحات   دمـا فاكتورهايي نظيـر  . فاكتورهاي محيطي دارد

و تشـكيل اجتماعـات در اطـراف     شدن ميكروارگانيسـم  فعالريشه در 
كردن  طرف ديگر كلنيزهاز ). 18( نقش دارند ريشه و توليد متابوليت ها

ايـن  ). 29(موثر ريشه توسط باكتري نيـز بسـيار حـائز اهميـت اسـت      
كلنيـزه كننـده قـوي ريشـه نبـوده و       F2احتمال وجود دارد كه جدايه 

 Ggtهاي گندم را در برابر قارچ  نتوانسته است به خوبي ريشه گياهچه
ــد  ــايج نشــان داد  . حفاظــت كن ــي نت ــه طــور كل ــه  شــشب -2جداي
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79 ،F141 ، F1  ،F4  ،P4  وF3    كنترل بالايي را در برابـر قـارچGgt 
 23،  23،  21،  21،  20ترتيب شدت بيماري  ها به در اين جدايه. اند داشته

ــه  20و  ــد و در جداي ــاي  درص و  CHN5  ،CHN4 ،F70   ،F30ه
F115  بوددرصد  38و  26و  30و  35و  36شدت بيماري به ترتيب .

شانسـي و  .  درصـد مشـاهده شـد    88يماري نيز شدت ب F2در جدايه 
بيوتيــك فنــازين در  نيــز نشــان دادنــد كــه توليــد آنتــي) 8(همكــاران 

P.aureofaciens 30-84      سبب كنترل بيمـاري پـاخوره گنـدم تـا
  . گردد درصد مي90

 -1فنـازين بيوتيـك   آنتـي بر ايـن اسـاس نقـش اساسـي و مهـم      
دايـه هـاي   كربوكسيليك اسـيد در كنتـرل بيمـاري پـاخوره توسـط ج     

بيوتيـك   در شش جدايـه توليـد كننـده آنتـي     .ديده شدآن كننده  توليد
كربوكسيليك اسيد كنترل بيماري پاخوره گنـدم بـه خـوبي     -1فنازين 

ها شدت بيمـاري   گونه كه مشاهده شد اين جدايه همان. صورت گرفت

هـا   بر اين اساس و انطباق داده. درصد كاهش دادند 77-80پاخوره را 
هــاي دانشــمندان بــا احتمــال بســيار بــالايي نقــش ايــن  بــا پــژوهش

  . بيوتيك در پژوهش ما ديده شد آنتي
  

  سپاسگزاري
اين تحقيق با استفاده از دو جدايه بـاكتري كـه يكـي مربـوط بـه      

ربـوط  مكشاورزي دانشگاه تهران و ديگري  كلكسيون باكتري دانشكده
قـاي دكتـر   لازم اسـت از جنـاب آ  . باشد به دانشگاه لوزان سوئيس مي

كشـاورزي   صابري و مسئولين آزمايشگاه كنتـرل بيولوژيـك دانشـكده   
ها تشكر  هاي ارزنده و تهيه اين جدايه تهران به خاطر راهنمايي دانشگاه
از سركار خانم مهندس صادقي جهت جداسازي قـارچ و امكـان   . نمايم
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