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  چکیده

 و بیوز آنتی غذایی، مواد و فضا سر بر رقابت از فلورسنت سودومونادهای بیولوژیکی کنترل توانایی

 Pseudomonas سویة 33 بیوکنترلی توانایی مطالعه، این در .شود می ناشی ریزوسفر زاسیونکلونی

fluorescens قارچ برابر در Fusarium graminearum آزمایشگاهی شرایط در گندم خوشة بلایت عامل 

 قارچی ضد اثر متقابل، کشت آزمون از استفاده با F. graminearum رشد از بازدارندگی .شد بررسی

 I سویة چهار ها آزمایش این تمام در .شد ارزیابی ها سویه توسط شده تولید غیرفرّار و فراّر ترکیبات

P13، UTPf127، UTPf125 و UTPf105 از ها سویه این نتیجه، در .بودند تر موفق بیمارگر کنترل در 

 ای گلخانه شرایط در گندم فراکتوریزوس زاسیونکلونی توانایی و phlD و hcnAB های ژن وجود نظر

 به ها باکتری تمام در phlD ژن که، حالی در شد؛ ردیابی ها سویه تمام در hcnAB ژن شدند. بررسی

 سری توسط روزه  چهارده دورة سه در گندم اکتوریزوسفر در ها باکتری جمعیت .شد مشاهده P13 جز

KB کشت محیط روی رقت
 میان داری معنی تفاوت که داد اننش تحقیق این نتایج شدند. تعیین +++

 زمان گذشت با و دارد وجود مختلف روزهای در اکتوریزوسفر زاسیونکلونی در مختلف های سویه

 ردیابی قابل ام 42 روز در  UTPf125و P13 های سویه یابد. می کاهش ریزوسفر در ها باکتری جمعیت

 ردیابی ریشه تر وزن گرم در سلول 2/1×104 از بیش ها آن جمعیت ام 22 روز در که، حالی در نبودند،

 بیشترین ام 42 روز در ریشه تر وزن گرم در سلول 1/1×104 جمعیت با UTPf127 باکتری بود. شده

 داد. نشان را ریزوسفر در پایداری و زاسیونکلونی میزان
 

 .بیولوژیک کنترل هیدروژن، سیانید ،ریزوسفر بیوتیک، آنتی کلیدواژگان:
 

  قدمهم

 که مهمي نقش دلیل هب کشاورزی محصولات میان از گندم

 های کشور خصوص به کشورها اقتصادی و سیاسي ةعرص در

 در استراتژيك محصول يك کند، مي ايفا توسعه حال در

 سال در گندم کشت زير سطح .آيد مي حساب به دنیا تمام

 است بوده هکتار میلیون 4/6 ايران در 73-78 زراعي

(Ministry of Agriculture Statistics 2015). 

 مانند، فوزاريوم جنس از مختلفي های گونه

Fusarium culmorum، F. pseudograminearum 

(teleomorph: Gibberella coronicola) و 

F. graminearum (teleomorph: G. zeae ) جمله از 

 گندم مزارع در فوزاريوم زای خسارت مهم های گونه

 بیشتری خسارت شکساليخ شرايط در چون و هستند

 در گندم ةساق پايین پوسیدگي عوامل به ،کنند مي وارد
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 ايران در .(Cook 2010) مشهورند 3خشك مناطق

 و طوقه ريشه، بذر، از فوزاريوم ةگون چندين ،تاکنون

 در نیز ها آن از بعضي بیماريزايي و شده جدا گندم خوشة

 ,Amini 2006) تسا رسیده اثبات به گلخانه شرايط

Amini et al. 1998, Arjmandian and Rohani 1998, .

Babadoost 1995, Darvishnia et al. 1998,. 

Darvishnia et al. 2006, Foroutan et al. 1995,. 

Golzar and Ershad 1994, Mansoori 1995,. 

Ravanlou and Banihashemi 1999, Safaee 2004,. 

Saremi 2004). 

 Fusarium عامل با دمگن خوشة بلايت بیماری

graminearum Schwab گندم مهم های بیماری از يکي 

 عامل قارچ است. گرمسیری نیمه و معتدل مناطق در

 ،همچنین و ساقه طوقه، ريشه، پوسیدگي سبب بیماری

 .شود مي گندم های سنبله رفتن بین  از و شدن خشك

 مناطق از 3193 سال در ايران در بیماری اين ،ابتدا

 ابتلای اثر بر شد. گزارش آذربايجان و مازندران ،گرگان

 زهرابه و قارچي سموم بیماری، اين به گندم های خوشه

 به موجب محصول مصرف که شود مي ترشح

 علاوه بیماری عامل .شود مي انسان سلامتي انداختنخطر

 کند. مي حمله نیز جو به گندم بر

 فیدم های باکتری کاربرد بر مبني فراواني های بررسي

 شده انجام گندم در قارچي های بیماری شدت کاهش در

 به 8(PGPR) گیاه رشد کنندۀ تحريك های باکتری است.

 های ترشح براساس که شود مي اطلاق ها باکتری از گروهي

 اين به و کنند مي سازگار ها آن با را خود گیاهان، ريشة

 یمؤثر کلنیزاسیون توانند نمي که ها باکتری ساير از ترتیب

 ,Bais et al. 2006) شوند مي جدا باشند، داشته ريشه بر را

Bakker et al. 2007, Botelho and Mendonça-Hagler. 

 تحقیقات در که باکتريايي مهم های تاکسون از ييک .(2006

 F. graminearum قارچ بیولوژيك کنترل عامل قبلي

 .Pseudomonas spp جنس اعضای است، شده شناخته

 ,Henkes et al. 2011, Nourozian et al. 2006) است

Stockwell et al. 1999, Stockwell et al. 1997). توجه با 

 تولید توانايي سريع، رشد نرخ ساده، ای تغذيه نیازهای به

 بالا، ريزوسفری رقابت نتیجه در و آنتاگونیستي ترکیبات

                                                                                  
1. Dryland foot rot 
2. plant growth promoting rhizobacteria 

 با مقابله برای .Pseudomonas spp اختصاصي های استرين

 نظر به امیدبخش بسیار خاکزاد گیاهي های یبیمار

 رسند. مي

 ،1فلورسنت های سودوموناد توسط بیوتیك آنتي تولید

 توسط ها بیماری کنترل در مهم های مکانیسم از يکي

 Bloemberg and) رود مي شمار به ها باکتری اين

Lugtenberg 2003). ترکیبات اين ترين مهم جمله از 

 استیل دی ـ4 و 8 های كیوتیب آنتي به، توان مي

 ,Keel et al. 1992) (DAPG) 4فلوروگلوسینول

Shanahan et al. 1992)، 5فنازين (Brisbane et al. 

1987, Mazzola et al. 1992)، 6نیترين پیرول 

(Chancey et al. 2002)، 9پايولوتئورين (Howell and 

Stipanovic 1980) های بیوتیك آنتي کرد. اشاره 

 طیف فعالیت روی ها، سودوموناس توسط شده تولید

 دارند. بازدارنده اثر ها يوکاريوت و ها پروکاريوت از وسیعي

 تولید و ها باکتری توسط ريشه مؤثر کلنیزاسیون

 مهمي عامل تواند مي ريزوسفر ةمنطق در ها بیوتیك آنتي

 بیمارگرهای خصوص به گیاهي های بیماری کنترل در

 .(Weller 2007) باشد زاد خاك

 .Keel et al) قارچي ضد فعالیت ها فلوروگلوسینول

1992, Maurhofer et al. 1992)، باکتريايي ضد 

(Isnansetyo et al. 2003)، نماتدکشي ويروسي، ضد 

(Cronin et al. 1997, Siddiqui and Shaukat 2003)، 

 در سوزی گیاه ايجاد مواردی در و رشد کنندگي تنظیم

 .(Moynihan et al. 2009, Weller 2007) نددار گیاهان

 (DAPG) فلوروگلوسینول استیل دی ـ4 و 8 بیوتیك آنتي

 در که رود مي شمار به مهم ها فلوروگلوسینول از يکي

 فلورسنت سودومونادهای بیشتر سلولي خارج های ترشح

 بیماريزا عوامل بیوکنترل در کلیدی نقش و شود مي ديده

 ها، قارچ کنترل در بیوتیك آنتي اين کند. مي ايفا

 ـ4 و 8 همانند و است بوده مؤثر نماتدها و ها باکتری

 فعالیت (D-2,4) اسید استیك کلروفنوکسي دی

 Keel et al. 1992, Maurhofer et) دارد نیز کشي علف

al. 1995, Reddy et al. 1969). بین که است شده ثابت 

 DAPG ۀکنند تولید فلورسنت های سودموناس جمعیت

                                                                                  
3. fluorescent pseudomonads 
4. 2,4-diacetylphloroglucinol 
5. Phenazine 
6. Pyrrolnitrin 
7. Pyoluteorin 
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 ريشه مختلف های بیماری کاهش و يشهر  فرا در

 های گونه در ،که طوری هب .دارد وجود مثبتي همبستگي

 شامل فعالیت نوع دو DAPG ۀتولیدکنند سودوموناس

 ريشه های بیماری از جلوگیری و گیاه رشد افزايش

 .(Delany et al. 2000) است شدني تفکیك

 بیولوژيکي کنترل مهم بسیار های مکانیسم از يکي

 تولید مفید، ريزوسفری های باکتری گیاهي بیمارگرهای

 HCN .(DeCoste et al. 2010) است سیانیدهیدروژن

 مختل را بیماريزا های قارچ تنفسي سیستم شده، تولید

 د.شو مي ها آن رشد توقف موجب طريق اين از و کند مي

 )جزء اکسیداز سیتوکروم آنزيم قوی ۀبازدارند سیانید

 زنده موجودات از بسیاری در هوازی( تنفس ةچرخ نهايي

 سیانیدهیدروژن بیوسنتز سودوموناس های گونه در است.

 غشا در موجود اکسیداز سیانید هیدروژن آنزيم توسط

 اکسیژن به آنزيم اين .(Castric 1977) دشو مي انجام

 های گونه از بعضي تنها و است حساس بسیار مولکولي

 را آنزيمي چنین P. fluorescens ويژه به سودوموناس

 اين توسط سیانیدهیدروژن تولید حداکثر ند.دار

 فاز ابتدای و تصاعدی رشد ةمرحل پايان در ها باکتری

 .(Laville et al. 1998) است ساکن

 آنتاگونیستي توانايي بررسي از پس تحقیق اين در

 علیه Pseudomonas fluorescens بیوکنترل های جدايه

F. graminearum های ژن آزمايشگاهي، يطشرا در 

 بیوتیك آنتي و هیدروژن سیانید بیوسنتز مسیر در کلیدی

DAPG و شدند رديابي آنتاگونیست های باکتری در 

 اکتوريزوسفر زاسیونکلونی میزان و گیاه تر وزن سپس،

 توسط بیمارگر( به حساس )رقم فلات رقم گندم ريشة

 رزيابيا ای گلخانه شرايط در بیوکنترل های باکتری اين

 شدند.

 

  ها روش و مواد
  بیماری عامل و بیوکنترل های باکتری های جدایه ةتهی

 کلکسیون از P. fluorescens ةجداي 17 آزمايش اين در

 آزمايشگاه و تهران دانشگاه بیولوژيك کنترل آزمايشگاه

 ،تهران دانشگاه ابوريحان، پرديس گیاهي شناسي بیماری

 آزمايشگاه از F. graminearum قارچ شد. دريافت

 طبیعي منابع و کشاورزی تحقیقات مرکز پزشکي گیاه

  شد. تهیه گلستان استان

 های جدایه کارایی بررسی برای بیوکنترل های آزمون

Pseudomonas fluorescens علیه F. graminearum 

 آزمایشگاه در

 اکسپرت روش براساس آزمون اين ای: چهارنقطه کشت آزمون

 میکرولیتر 80 مقدار که ترتیب اين به د.ش انجام ديگات و

 در کلوني دهندۀ تشکیل واحد 300 باکتری سوسپانسیون

 از متر سانتي 1 فاصلة به نقطه چهار در cfu/ml)) لیتر میلي

 (3:3 نسبت )به PDA+NA حاوی پتری تشتك مرکز

 متر سانتي 5/0 قطر به ديسکي سپس، شد. داده کشت

 داده قرار آن مرکز در گربیمار قارچ روزۀ پنج کشت حاوی

 در C 86 دمای در روز سه مدت به پتری های تشتك شد.

 پرگنه بین فاصلة سپس، شدند. داری نگه انکوباتور داخل

 و گیری اندازه آنتاگونیست های باکتری و بیماری عامل قارچ

 که زماني شد. تعیین میسلیومي رشد از بازدارندگي میزان

 نقاط به شاهد پتری كتشت در بیمارگر قارچ پرگنة

 قالب در آزمايش شد. متوقف آزمايش رسید، شده ترسیم

 باکتری جداية 17) تیمار 40 با تصادفي کاملاً طرح
P. fluoresens 4 و سترون( مقطر آب با شاهد تیمار يك و 

  .(Expert and Digat 1995) شد انجام تکرار

 

 علیه باکتریایی فرّار ترکیبات قارچی ضد اثر بررسی

  بیمارگر

 300 شد. انجام روزال و فیدامن روش به آزمون اين

 نيوکل دهندۀ تشکیل واحد 300 سوسپانسیون از میکرولیتر

 روز يك مدت به يافته رشد باکتری از cfu/ml)) لیتر میلي در

 محیط روی (،NB) براث نوترينت مايع کشت محیط در

 میسلیومي قرص يك زمان هم شد. پخش مغذی آگار کشت

 کشت PDA کشت محیط روی قارچ روزۀ  پنج کشت از

 زير در قارچ و باکتری حاوی پتری تشتك دو آنگاه شد. داده

 در قارچ حاوی تشتك که، طوری به سترون شرايط و هود

 کاملاً پارافیلم نوار با و گرفت قرار هم مقابل گیرد، قرار بالا

 مقطر آب میکرولیتر 300 از شاهد تیمار در شدند. مسدود

 شد. استفاده باکتری سوسپانسیون جایه ب ترونس

 سلسیوس درجة 86 دمای در روز هفت مدت به ها تشتك

 نسبت بیمارگر نيوکل رشد کاهش درصد شدند. داری نگه

 ارزيابي برای معیاری عنوان به بود، باکتری بدون که شاهد به

 Fiddaman) شد استفاده فراّر ترکیبات میکروبي ضد اثر

and Rossall 1993). 
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  باکتریایی غیرفرّار ترکیبات قارچی ضد اثر بررسی

 میکرولیتر 300 شد. انجام لوپر و کراس روش به آزمون اين

 دهندۀ تشکیل واحد 300 جمعیت با باکتری سوسپانسیون از

 شد پخش PDA محیط روی cfu/ml)) لیتر میلي در کلوني

 با سلسیوس، درجة 89 دمای در رشد ساعت 98 از پس و

 با و شدند جدا محیط سطح از ها باکتری ای شیشه میلة

 پاك خوبي به کشت محیط سطح سترون پنبة از استفاده

 در دقیقه 10 مدت به وارونه صورت به پتری های تشتك شد.

 سپس، گرفتند. قرار هود هوای جريان زير کلروفرم معرض

 گرفته قرار باز نیمه صورت به پتری در ساعت 5/3 مدت به

 5/0 ديسك يك آنگاه، شود. تبخیر کاملاً روفرمکل تا شدند

 قرار پتری مرکز در قارچ روزۀ  پنج کشت از متری سانتي

 مدت به سلسیوس درجة 86 دمای در ها تشتك شد. داده

 که شد انجام زماني گیری اندازه و شدند داری نگه روز هفت

 پتری انتهای به شاهد پتری تشتك در بیمارگر قارچ پرگنة

 گرفته نظر در کلروفرم و باکتری بدون شاهد ارتیم رسید.

 که شاهد به نسبت بیمارگر کلوني رشد کاهش درصد شد.

 ضد اثر ارزيابي برای معیاری عنوان به بود، باکتری بدون

 درصد اين شد. استفاده باکتری غیرفراّر ترکیبات قارچي

 پتری در کلوني قطر×)300 شد: تعیین زير رابطة براساس

 رشد کاهش =درصد3 ـتیمار( پتری در ونيکل شاهد/قطر

 .(Kraus and Loper 1990) شاهد به نسبت کلوني

 

 هیدروژن سیانید بیوسنتز سنتز در کلیدی های ژن ردیابی

 بیوکنترل های باکتری در DAPG بیوتیک آنتی و

 از لیتر میلي DNA، 5/3 استخراج منظور به ،ابتدا

 کشت حیطم لیتر میلي 5 در که باکتری سوسپانسیون

 ةدرج 80 دمای در ساعت 84 مدت به 3برتاني لوريا مايع

 5 مدت به ،بود کرده رشد دار شیکر انکوباتور در سلسیوس

 حذف ييرو ةماي شد، سانتريفیوژ g30000 در دقیقه

 نمکي بافر با شده نشین ته باکتری های سلول ؛دش

 حاصل سوسپانسیون و شوو شست مرتبه دو 8فسفات

 در شده نشین ته های باکتری ،نهايت در .شد سانتريفیوژ

 و شد سوسپانسیون سترون مقطر آب میکرولیتر 300

 سلسیوس ةدرج 77 دمای در دقیقه 30 مدت به

 های سلول گرفت. قرار يخ در بلافاصله و شد جوشانده

                                                                                  
1. Luria-Bertani Broth (LB) 
2. Phosphate-buffered saline (PBS)  

 داری نگه ها آزمايش انجام برای -80 دمای در شده لیز

 .(Cuong et al. 2011) شدند

  سیانید بیوسنتز کلیدی های ژن ابيردي منظور به

  diacetylphloroglocinol-4 ,2 بیوتیك آنتي و هیدروژن

(DAPG) بیولوژيك، کنترل منتخب های باکتری در 

 اطلاعات شدند. رديابي phlD و hcnAB های ژن ترتیب به

 است. 3 جدول در استفاده مورد آغازگرهای به مربوط

 3 لشام PCR واکنش مخلوط میکرولیتر 80

 آغازگر، هر از میکرومول 5/0 باکتری، DNA میکرولیتر

 water میکرولیتر dNTP، 31 هر از میکرومول 800

PCR، 1 میکرولیتر Phusion HF buffer 5/0 و 

 بود. Phusion DNA polymerase آنزيم میکرولیتر

 و C˚70 در اولیه واسرشت ثانیه 10 شامل PCRة برنام

 35 شامل چرخه هر با ای چرخه 10ة برنام يك، سپس

 C˚69 و phlD برای C˚61 در ثانیه C˚70، 10 در ثانیه

 دقیقه 30 پايان در و C˚98 در ثانیه hcnAB، 10 برای

 عنوان به P. fluorescens Pf5ة جداي بود. C˚98 در

 آگارز ژل در PCR محصول شد. انتخاب مثبت شاهد

 دقیقه 80 و ساعت يكمدت  به ولت 95 در درصد 5/3

 Gel- Documentation از استفاده با نتايج و روفورزالکت

  .(Cuong et al. 2011) .دش بررسي
 

 های باکتری توسط گندم ریزوسفر زاسیونکلونی بررسی

 بیوکنترل

 توسط ريشه زاسیونکلونی توانايي بررسي منظور به

 با بیوتیك آنتي به مقاوم موتانت بیوکنترل، های باکتری

ش همکاران و مازولا روش زا استفاده با تغییر کمي

ة جداي چهار هر از، ابتدا شد. انجام زير صورت به

 کلرامفنیکل به مقاوم موتانت بررسي مورد باکتريايي

(µmL300) کشت محیط در KB
، سپس و شد تهیه +

KingB کشت محیط در باکتريايية جداي چهار هر
 با +++

µmL) آمپیسیلین حاوی تغییرات کمي
-300،) 

µmL) کلرامفنیکل
µmL ) سیکلوهگزمید و (300-

-95) 

 های کلوني .(Mazzola et al. 2004) شدند کشت

 بیوتیك آنتي بدون NA محیط روی بار دو آمده، دست هب

ة جداي با مشابه فنوتیپ که هايي جدايه شدند. کشت

 را کشت محیط اين روی بالاتر رشد سرعت و وحشي

  د.شدن انتخاب ای گلخانههای  آزمايش برای داشتند
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 فلات رقم گندم بذر از ای گلخانه های بررسي برای

 5 سديم هیپوکلريد با بذور سطوح، ابتدا شد. استفاده

 جريان زير دقیقه 10 و سترون دقیقه 1مدت  درصد به

 بذر گرم 30 زني جوانه منظور به، سپس شد. داده قرار آب

 مقطر آب با شده مرطوب سترون صافي کاغذ روی

 قرار متری سانتي 7 پتری ایه تشتك درون سترون

ة درج 85 دمای در ساعت 98مدت  به ها تشتك گرفتند.

 با زده جوانه بذور، سپس شدند. داری نگه سلسیوس

 کلونيۀ دهند تشکیل واحد 300 جمعیت با سوسپانسیون

 سه به مقاوم های باکتری cfu/ml)) لیتر میلي در

 و همزرع خاك از مخلوطي شدند. زني مايه بیوتیك، آنتي

 سه در و تهیه 3:3:3 وزني نسبت به برگ خاك و شن

 ةدرج 383 دمای در ساعت يك مدت به متوالي روز

 با پلاستیکي های گلدان داخل و شد اتوکلاو سلسیوس

 بذر پنج .شد ريخته متر سانتي 80ة دهان قطر

 3ا ب و داده قرار خاك سطح در گندمۀ شد زني مايه

 های گلدان .ندشد ندهپوشا سترون ورمیکولیت متر سانتي

 باکتری سوسپانسیون با که بودند بذوری حاوی شاهد

ة درج 84 دمای در گیاهان بودند. نشده زني مايه

 نگهداری گلخانه در روشنايي ساعت 36 باسلسیوس 

 کاملاً طرح قالب در فاکتوريل صورت به آزمايش شدند.

 ها گیاهچه شد. انجام تیمار هر برای تکرار 4 با تصادفي

 ،ندشد آوری جمع کاشت از بعد روز 48 و 80 ،34 رد

  گیاه اکتوريزوسفر در موجود های باکتری جمعیت

 کاشت از بعد 48 روز در گیاه تر وزن و ارزيابي

 شد. گیری اندازه

 

 توسط گندم اکتوریزوسفر زاسیونکلونی بررسی

  بیوکنترل های باکتری

شد تا  شدت تکان داده ها، ريشه به برای جداسازی باکتری

ها کاملاً جدا شود. سپس، در  خاك سست متصل به ريشه

گرم از ريشه و خاك  5/0گیاه از هر تکرار،  5ای شامل  نمونه

لیتر بافر  میلي 30های آزمايش حاوی  ای به لوله فراريشه

دقیقه به  1مدت  مولار سترون منتقل و به 3/0فسفات 

کمك دستگاه ورتکس مخلوط شد. در ادامه سری رقت 

KBهای مناسب روی محیط کشت انتخابي  تهیه و رقت
+++ 

تکرار در نظر گرفته شد و  4کشت شدند. برای هر رقت 

 40مدت  درجة سلسیوس به 89های پتری در دمای  تشتك

های  داری شدند. سپس، به شمارش کلوني ساعت نگه

شده اقدام شد؛ تعداد باکتری در گرم وزن تر ريشه  ظاهر

 .(Mazzola et al. 2004)برآورد شد 

 

  آماری های داده تحلیل و تجزیه

 تحلیل و تجزيه .انجام شد تکرار 4 درها  آزمايش تمامي

 با و دانکن روش به صفات میانگین ةمقايس و آماری

 .اجرا شد SAS ver. 9.2 افزار نرم از استفاده

 
 منتخب های باکتری DNA آنالیز در استفاده مورد آغازگرهای و هدف های ژن .3 جدول

 هدف ژن آغازگر توالي منابع

Raaijmakers et 

al. 1997 
GAGGACGTCGAAGACCACCA Phl2a 

phlD 
ACCGCAGCATCGTGTATGAG Phl2b 

 et al. Svercel
2007 

TGCGGCATGGGCGTGTGCCATTGCTGCCTGG PM2 
hcnAB 

CCGCTCTTGATCTGCAATTGCAGGCC PM7-26R 

 

 بحث و نتایج

 بر علاوه PGPR های باکتری ندمان زيستي مهار عوامل

 مقاومت های مکانیزم ند،هد مي افزايش را گیاه رشد اينکه

 نتیجه در و کنند مي فعال میزبان در نیز را سیستمیك

 از يکي شوند. مي محصول و عملکرد افزايش باعث

 مطالعه خاك در که PGPR باکتريايي مهم های گروه

 یقتحق اين در .است سودوموناس جنس است، شده

 ،P. fluorescens باکتريايي استرين 17 بیوکنترلي توانايي

 گندم خوشة پوسیدگي بیماری عامل برابر در

F. graminearum از شد. بررسي آزمايشگاهي شرايط در 

 و گندم ريزوسفر از جدايه سه و سي ها، باکتری اين میان

 مختلف مناطق از گیاهان ساير ريزوسفر از جدايه شش

 ثانويه های متابولیت تولید توانايي بودند. شده جدا ايران

 های متابولیت پروتئاز، سیانیدهیدروژن، سیدروفور، مثل

 قدرت و بررسي قبلاً ها جدايه اين تمامي غیرفرّار و فرّار

 به گیاهي بیماريزای عوامل ساير برابر در ها آن بیوکنترل

 ,Broukanlo madlo 2011) است رسیده اثبات

Sobhanipoor 2003). های آزمون تحقیق اين در 
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 ،P13، P23 باکتريايي جداية نه و شد انجام ای چهارنقطه

UTPf132، UTPf128، UTPf5، UTPf106، 

UTPF125، UTPF127 و UTPF105 که شدند انتخاب 

 و 8 های )شکل داشتند را کنندگي کنترل میزان بیشترين

 11/9ـ11/35 بین بازدارندگي هالة ها جدايه اين (.3

 قارچي ضد اثر آزمون سپس، داشتند. را متر يمیل

 جداية 4 ها آن میان از شد؛ انجام غیرفراّر و فرّار ترکیبات

 UTPF105 و P13، UTPF125، UTPF127 باکتريايي

 توانايي که شدند انتخاب بعدی های آزمون انجام برای

  (.8 )جدول داشتند را بازدارندگي بیشترين ايجاد

 

 
 Fusarium graminearum قارچ رشد از بازدارندگي بر آنتاگونیست های سويه تأثیر .3 شکل

 است. تکرار 4 میانگین نمودار در ستون هر دارند. داری معني تفاوت يکديگر با (≥03/0P) دانکن آزمون در اند شده داده نشان مختلف حروف با که اعدادی

 
  UTPf105      UTPf127    UTPf125          P13 

          
 بیمارگر رشد از بازدارندگي در P. fluorescens برتر های سويه 4 تأثیر .8 شکل

 

 ساختن مختل و بیمارگر بر تأثیر با ها بیوتیك آنتي

 کنترل در مهم های مکانیسم از بیمارگرها حیاتي اعمال

 گذشته، سال سي در .شوند مي محسوب بیولوژيك

 های سممکانی شناسايي دربارۀ چشمگیری پیشرفت

 انجام فلورسنت های دسودمونا توسط بیمارگرها کنترل

 میزبان، بیمارگرـ های سیستم بیشتر در چون است. شده

 توسط بیمارگر بیولوژيکي کنترل اولیة مکانیسم

 Thomashow) است بیوز آنتي مکانیسم سودومونادها

and Weller 1996)، متغیر کارايي که رسد مي نظر به 

 تولید در تغییر از است کنمم ها باکتری اين

 محیطي مختلف شرايط در میکروبي ضد های متابولیت

 P. fluorescens های جدايه از مختلف محققان شود. ناشي

 کربوکسیلیك ـ3 فنازين های بیوتیك آنتي از مختلفي انواع

 5 اسید، کربوکسیلیك ـ8 فنازين ـ هیدروکسي 5 اسید،

 فلوروگلوسینول، استیل ید 4 و 8 فنازين، ـ هیدروکسي

 ها آن تأثیرات و گزارش را نیترين پیرول و پیولوتئورين

 مثبت گرم های باکتری ها، قارچ ةريس رشد از بازداری در

 .Chin-A-Woeng et al) اند کرده اثبات را مخمرها و

1997, Savchuk et al. 2001). نشان تحقیق اين نتايج 

 4 هر رّار،غیرف های متابولیت تولید آزمون در که داد

 کنترل در چشمگیری تأثیر فلورسنت سودوموناد جداية

 ـ36/77 ها جدايه اين که، طوری به داشتند؛ بیمارگر
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 شدند سبب را بیمارگر رشد کاهش درصد 88/79

  (.8 )جدول

 

 فراّر مواد تولید آزمون

 P. fluorescens های جدايه توسط فرّار ترکیبات تولید

 است قارچي های بیماری کنترل های مکانیسم از يکي

(Kraus and Loper 1992, Laville et al. 1998). آنالیز 

 دارای فوق آنتاگونیست چهار هر که داد نشان ها داده

 رشد از جلوگیری در و ندبود فرّار مواد تولید قدرت

 کنترل با یدار معني تفاوت درصد 3 سطح در میسلیوم

 66/31 با P13 و درصد 66/14 با UTPf125 دارند.

 از بازدارندگي میزان کمترين و بیشترين ترتیب به درصد

 (.8 )جدول شدند سبب را قارچ رشد

 
 4 توسط قارچ رشد از بازدارندگي میانگین مقايسة .8 جدول

 منتخب آنتاگونیست

 های باکتری

 بیوکنترل 

  بازدارندگي درصد

  آزمون در رشد از

 غیرفرّار ترکیبات

  بازدارندگي درصد

  آزمون در رشد از

 فرّار ترکیبات

UTPf105 99/79 a 11/30 b 

P13 16/79 a 66/31 c 

UTPf125 36/77 a 66/14 a 

UTPf127 88/79 a 11 a 

 است. درصد 3 احتمال سطح در دانکن آزمون براساس بندی گروه

 

 هیدروژن سیانید بیوسنتز مسیر در کلیدی های ژن ردیابی

  DAPG بیوتیک آنتی و

 های یباکتر توسط که شايعي فرّار اتترکیب جمله از

 هیدروژن سیانید به توان مي شود، مي تولید بیوکنترل

 های جدايه توسط آن تولید که کرد اشاره

P. fluorescens است رسیده اثبات به (Castric and 

Castric 1983). تولید توانايي HCN بین در عمده طور به 

 از يبرخ و است متمرکز سودوموناس های باکتری

 خود از را سیانید تولید توان نیز ريزوبیومي های باکتری

 توانايي .(Bakker and Schippers 1987) اند داده نشان

 بالقوه قابلیت يك PGPR های باکتری توسط HCN تولید

 های علف بیولوژيك کنترل برای مناسب مکانیسمي و

 های روش در جديد ةجنب يك عنوان به بايد که است هرز

 عملکرد افزايش و زراعي گیاهان رشد تحريك و تقويت

 Alström and) گیرد قرار توجه مورد بیشتر محصول،

Burns 1989). روش از استفاده با PCR کمك به و 

 طول به DNA قطعة PM7-26R و PM2 آغازگرهای

 چهار هر اساس اين بر شد. تکثیر باز جفت 590 تقريبي

 بودند یدروژنه سیانید بیوسنتز ژن واجد آنتاگونیست

 (.1 )جدول

 توسط شده تولید کلیدی های بیوتیك آنتي از يکي

 فلورو استیل دی 4 و 8 فلورسنت، های سودوموناس

 مؤثر های متابولیت از يکي عنوان به که است گلوسینول

 شده مطرح ها باکتری اين توسط تولیدی میکروبي ضد

 های قارچ کنترل در بیوتیك آنتي اين نقش و است

Fusarium culmorum و ريشه پوسیدگي بیماری عامل 

 ،(Madloo et al. 2013) گندم طوقة

Gaeumannomyces graminis var. tritici عامل 

 عامل Thielaviopsis basicola گندم، پاخورۀ بیماری

 Fusarium oxysporum توتون، ريشة سیاه پوسیدگي
 عامل Pythium ultimum فرنگي، گوجه پژمردگي عامل

 پنبه روی Rhizoctonia solani خیار، گیاهچة مرگ

(Velusamy et al. 2006, Weller 2007) وF. 

oxysporum f. sp. ciceris  ايراني نخود پژمردگي عامل 

(Ebrahimi Kazemabad et al. 2013) رسیده اثبات به 

 قطعة Phl2b و Phl2a آغازگرهای از استفاده با است.

DNA رديابي شد. تکثیر زبا جفت 945 تقريبي طول به 

 تمامي که داد نشان DAPG بیوتیك آنتي تولید ژن

 را بیوتیك آنتي اين تولید ژن P13 سوية بجز ها باکتری

 آزمون در سويه اين که آنجا از (.1 )جدول هستند دارا

 سبب درصد 16/79 پتری تشتك در غیرفرّار مواد تولید

 های تیكبیو آنتي تولید احتمالاً شد، بیمارگر رشد کاهش

  کند. مي ديگری
 

  بیوسنتز مسیر در کلیدی های ژن رديابي .1 جدول

HCN بیوتیك آنتي و DAPG بیوکنترل های باکتری در 

P. fluorescens. 

 های باکتری

 بیوکنترل

 هدف های ژن

PhlD hcnAB 

UTPf105 + + 

P13 - + 

UTPf125 + + 

UTPf127 + + 

P. fluorescens Pf5 + + 
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 اکتوریزوسفری ةناحی موتانت یها سویه معیتج تعیین

 مواد ساير يا بیوتیك آنتي تولید تنها بیولوژيك کنترل در

 آن از تر مهم بلکه ،نیست کافي میکروبي ضد

 ريزوسفر در بقا قدرت و جمعیت افزايش و زاسیونکلونی

 کنترل در ريشه ۀکنند کلنیزه یها باکتری نقش است.

 و شیپرز است. اهمیت زيحا بسیار گیاهي بیمارگرهای

 به ريشه ناکافي زاسیونکلونی که کردند بیان شهمکاران

 Schippers et) شود مي منجر بیوکنترل فعالیت کاهش

al. 1987). و دکرز و شهمکاران و لوگتنبرگ نظر طبق 

 ها باکتری توسط ريزوسفر موفق کلنیزاسیون ،شهمکاران

 مدت به ذرب بر گرفتن قرار از پس باکتری که است زماني

 بماند پايدار خاك بومي میکروفلور حضور در هفته چند

(Dekkers et al. 1999, Lugtenberg et al. 1999).  

 در باکتريايي ةسوي چهار زاسیونکلونی میزان بررسي

 هر که داد نشان ای گلخانه شرايط در گندم اکتوريزوسفر

 زاسیونکلونی را ريشه توانند مي باکتريايي ةجداي چهار

 ها آن جمعیت میان (≥03/0P) یدار معني تفاوت و ندکن

 توانايي .دارد وجود برداری نمونه مختلف های روز در

 سه توسط گندم اکتوريزوسفر در پايداری و زاسیونکلونی

 ژن دارای که UTPf127 و UTPf105، UTPf125 ةسوي

phlD را قبلي های يافته نتايج، اين .بود متفاوت هستند 

 سودوموناد های استرين اينکه بر مبني ؛کند مي يیدأت

 توانايي نظر از را هايي تفاوت DAPG مولد فلورسنت

 خود از گیاهان يشهفرار در تثبیت و ريشه کردن کلنیزه

 .Landa et al. 2002, Madloo et al) دهند مي نشان

2013, Raaijmakers and Weller 2001). بیشتر در 

 گذشت با ريشه بر شده مستقر ةاولی جمعیت میزان موارد

  ,Kluepfel 1993, Weller 1983) يابد مي کاهش زمان

 

Weller 1994). های باکتری شمارش از حاصل نتايج 

KB کشت محیط روی يافته رشد
 کرد مشخص +++

 زني مايه باکتری 300 جمعیت با گندم بذور که هنگامي

309 جمعیت با باکتريايي یها سويه شوند مي
 ـ4/3×

309
 را گندم بذور بذر، گرم در باکتری ولسل 8/3×

 و بیشترين P13 ةسوي در (،4 )جدول دندکر زهکلونی

 گندم بذر زاسیونکلونی میزان کمترين UTPf125 ةسوي

 الگوی از آمده دست هب های میانگین ةمقايس شد. مشاهده

 روزه چهارده ۀدور سه طي در گندم ةريش زاسیونکلونی

 چهارده از پس یباکتر جمعیت تراکم که کرد مشخص

 یچشمگیر کاهش دارای برداری نمونه روز اولین در روز،

 دلیل هب جمعیت کاهش اين رسد مي نظر به بود.

 ها آن توانينا يا باکتری های سلول از تعدادی رفتن بین از

  Hajmalek) باشد بذر روی استقرار و چسبندگي در

Zanjani et al. 2011). اين در باکتری جمعیت بیشترين 

 از آن جمعیت که بود UTPf127 باکتری به مربوط روز

309
 را گندم بذور که بذر گرم بر باکتری سلول 1/3×

306 به بود، هکرد زهکلونی
 گرم در باکتری سلول 01/3×

 ای گلخانه های بررسي (.4 )جدول رسید گندم ةريش

 باکتری جمعیت میزان زمان گذشت با که داد نشان

 ،که طوری به يابد. مي کاهش گندم ةريش ۀکنند زهکلونی

 بذر، در باکتری ةاولی جمعیت با مقايسه در ام 80 روز در

 و UTPf127 باکتريايي ةجداي دو در زاسیونکلونی میزان

UTPf105 شکل يافت کاهش لگاريتمي واحد 8 حدود( 

 کند. مي یدتأي را همکارانش و ين های يافته نتايج اين (.1

 و بیست از بعد اکتریب جمعیت که دادند نشان ها آن

 لگاريتمي واحد 8 حدود در داری معني طور به روز هشت

  .(Yan et al. 2003) يابد مي کاهش

  مطالعه مورد فلورسنت سودوموناد سوية چهار ريشه( گرم در باکتری )سلول جمعیت تراکم .4 جدول

 است( روز چهارده رشدی دورۀ )هر فلات رقم گندم اکتوريزوسفر در رشدی دورۀ سه طي

 تیمارها
 اولیه جمعیت

(cfu/g fresh root) 
 ام 48 روز ام 80 روز ام 34 روز

UTPf105 1/3 ×309
b 04/5 × 305 

g 9/3 × 305  h 6× 308  i 

P13 4/3 × 309 
a 3/6 × 305 

f 8/8 × 304  i ND* 

UTPf125 8/3 × 309 
c 6/0 × 305 

e 0/3 × 304  i ND 

UTPF127 1/3 × 309 
b 01/3 × 306  d 0/4 × 305  g 3/3 × 304  i 

 .است درصد 3 احتمال سطح در دانکن آزمون براساس بندی گروه است. تکرار 4 میانگین شامل عدد هر

ND*: رديابي غیرقابل 
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 UTPf105 و UTPf127 باکتريايي ةسوي دو جمعیت

 سلول 9/3×305 و 0/4×305 به ترتیب به روز اين در

 جمعیت اب UTPf125 ةسوي رسید. ريشه گرم در باکتری

 میزان کمترين ريشه گرم هر در باکتری سلول 0/3×304

 شتدا ام 80 روز در را ريشه ۀکنند زهکلونی جمعیت

 مهم حدی به ريشه کردن زهکلونی توانايي (.4 )جدول

 آنتاگونیست انتخاب مبنای را آن محققان برخي که است

 و (Kraus and Loper 1992) گیرند مي نظر در برتر

 شده گرفته کار به های آنتاگونیست تجمعی تغییرات

 ,Baligh 1999) است شده بررسي زيادی محققان توسط

Bennett and Lynch 1981, Buddrus-Schiemann et. 

al. 2010, De La Fuente et al. 2002). گیاهان ةريش 

 ند.ردا زاسیونکلونی میزان نظر از را معیني ظرفیت

 تا 305 جمعیت با را ريشه فلورسنت، های سودوموناس

 کنند مي زهکلونی ريشه گرم هر در باکتری سلول 306

(Vincent et al. 1991) اين از کمتر های جمعیت و 

 بیوکنترل و گیاه روی يمثبت تأثیر توانند نمي مقدار

 .(Weller et al. 2002) باشند داشته

 لازم شرط ريشه زاسیونکلونی در باکتری يك توانايي

 بیمارگر های قارچ علیه بیولوژيك کنترل فعالیت برای

 در UTPf105 و UTPf127 باکتری دو رود. مي شمار به

 روز دو و چهل که، طوری به بودند، تر موفق زمینه اين

 و 3/3×304 جمعیت با ترتیب به گیاه، کشت از پس

 قابل هم باز ريشه گرم هر در باکتری سلول 6×308

 اينکه با UTPf125 و P13 جداية دو اما بودند. رديابي

 ام 48 روز در اما داشتند، ام80 روز در مناسبي جمعیت

 تحقیق اين در (.4 )جدول نبودند خاك در رديابي قابل

 از ريزوسفر در موجود های باکتری شمارش منظور به

 کشت محیط حاوی پتری های تشتك بر ها کلني شمارش

KB+++ اغلب ريزوسفر های باکتری تعداد شد. استفاده 

 بر (CFU) کلني دهندۀ تشکیل واحدهای شمارش با

 روش اين .شوند مي گیری اندازه آگار دارای های پلیت

 تخمین کمتر واقعي تعداد به نسبت را ها باکتری تعداد

 ظاهر کلني تك يك صورت به ها سلول تجمع زيرا ،زند مي

 3-30 تنها و (Bennett and Lynch 1981) شود مي

 هستند. شدني کشت خاك در موجود های باکتری درصد

 صحیح تخمین در موجود های محدوديت رغم به

 روش اين اگر سازی، رقیق کمك به میکروبي های جمعیت

 بیشتری کاربرد تواند مي شود استفاده ای مقايسه صورت به

  .(Duineveld and Van Veen 1999) باشد داشته

 

       
 

      
  فلات. رقم گندم در فلورسنت دومونادسو های سويه اکتوريزوسفر زاسیونکلونی نرخ .1 شکل

 هستند. ريشه تر وزن گرم در باکتری سلول تعداد میانگین لگاريتم کنندۀ بیان ها داده
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 میزان در باکتريايي یها سويه تأثیر بررسي منظور به

 از روز دو و چهل گذشت از بعد گیاه، رشد افزايش

 شد گیری اندازه گیاه تر وزن گندم، ةگیاهچ کاشت

 تیمار UTPf127 ةسوي با که گیاهاني تنها (.4 )شکل

 سالم شاهد با مقايسه در زيادی رشد افزايش بودند شده

 که داد رخ شرايطي در رشد افزايش اين دادند. نشان

 در شده گیری اندازه باکتری جمعیت بیشترين

 بود. باکتری اين به مربوط روز اين در گندم اکتوريزوسفر

 UTPf127 بیوکنترل ةسوي که داد نشان حاصله نتايج

 در پايداری و زاسیونکلونی میزان بیشترين اينکه بر علاوه

 گندم گیاه رشد افزايش در تواند مي ،دارد را ريزوسفر

  د.نک عمل رشدی محرك يك عنوان به

 

 
  ام. 48 وزر در فلات رقم گندم تر وزن بر مطالعه مورد فلورسنت سودوموناد سوية چهار تأثیر .4 شکل

 است. درصد 3 احتمال سطح در دانکن آزمون براساس بندی گروه است. تکرار 4 میانگین شامل عدد هر

 

 سپاسگزاری

 کلکسیون از (P13) باکتری ةجداي يك از تحقیق اين در

 شد. استفاده ،تهران دانشگاه ابوريحان، پرديس باکتری

 وعض ،صاحباني نوازاله دکتر آقای جناب از است لازم

 گیاهي های بیماری و شناسي حشره گروه علمي تأهی

 استفاده امکان دلیل هب ،تهران دانشگاه ابوريحان پرديس

 دهقاني دکتر آقای جناب از نمايیم. تشکر جدايه اين از

 برای گرگان( طبیعي منابع و کشاورزی تحقیقات )مرکز

 اين در آن از استفاده ۀاجاز امکان و قارچ جداسازی

 .دگرد مي انيقدردتشکر  ،پژوهش
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ABSTRACT   
The biological control ability of fluorescent Pseudomonas spp. results from competition for space and 

untrient, antibiosis and colonization in the rhizosphere. Biocontrol fluorescent pseudomonads produce a wide 

variety of antibiotics. In this study, the biocontrol ability of 39 strains of biocontrol Pseudomonas 

fluorescens, was examined against Fusarium graminearum the causal agent of wheat Fusarium Head Blight 

in vitro. Growth inhibition of F. graminearum was examined by a dual culture test and the antifungal activity 

of bacterial volatile and nonvolatile metabolites. In all experiments, four strains of Pseudomonas fluorescens 

P13, UTPf127, UTPf125 and UTPf105 were the most effective in controlling the pathogen. These strains 

were evaluated for screening the phlD and hcnAB genes and their ability to colonize ectorhizosphere of wheat 

under greenhouse conditions in 14, 28 and 42 days after planting. hcnAB gene was detected in all strains 

while phlD was detected in all bacteria except for P13. Wheat seeds were inoculated with the same 

concentration (10
8
 cfu/ml) of each strains and sterile distilled water as a control and bacterial populations 

were enumerated on selective KB
+++

 medium. The results showed that there are significant differences 

among strains in different days. Bacterial population colonizing the ectorhizosphere was decreased by the 

time. P13 and UTPf125 strains couldn’t be detected in 42
nd

 day, on the other hand, they could be detected in 

28
th

 days more than 1.8×10
4
 Cfu/g (fresh weight of root). UTPf127 population remained in ectorhizosphere 

at 1.1×10
4
 CFU/g (fresh weight of root) in 48

th
 day. 
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