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هاي فلورسنت و قابليت آنها  ارتباط بين دو پديده تنوع فازي و تشكيل بيوفيلم در سودوموناس

  Gaeumannomyces graminis var. triticiدر كنترل بيولوژيكي بيماري پاخوره گندم در اثر قارچ 

  
  4 صابري ريسه روح اله-3 ماهرخ فلاحتي رستگار-2 حميد روحاني-*1فائزه باقري

   16/11/1389:فتتاريخ دريا
  25/10/1390:  تاريخ پذيرش

  
  چكيده

. تنوع فازي و قابليت توليد بيوفيلم از جمله مشخصات مهم سودوموناس هاي فلورسنت است كه نقش مهمي در قابليت بيوكنترلي آنها به عهـده دارد                      
به طـور كلـي بـا تـشكيل بيـوفيلم           . گياه افزايش مي دهند   اين دو پديده قابليت سازش و قدرت توسعه بيشتر سودوموناس ها را روي ريشه در طول رشد                  

در ايـن تحقيـق در هفـت جدايـه          . سلول ها از نظر فنوتيپي تغيير مي كنند كه مي تواند نقش تعيين كننده اي در كنترل بيماري هاي مختلف داشته باشد                     
 Pseudomonas fluorescens F113 وUm141 ،Um11 ،Um138 ،Um70 ،Um115 ،UmCHN5باكتريــايي  ســودوموناس فلورســنت 

نتايج بررسي الگوي توزيع كلوني ها در شرايط سـترون و           . كلوني هايي با مورفولوژي متفاوت كه نشان دهنده بروز پديده تنوع فازي بودند مشاهده گرديد              
قادرند خود را بـا شـرايط متفـاوت      نيز نشان داد كه اين باكتري ها Gaeumannomyces graminis var. triticiهمچنين در حضور قارچ بيمارگر 

سـنجش  .  را تا حد زيادي كاهش دهنـد Ggtرشدي ريشه سازگار نموده و قسمت هاي مختلف ريشه را كلونيزه نمايند و اثرات بيماريزايي مربوط به قارچ                  
حـال آنكـه بررسـي ميـزان توليـد      . كايـت داشـت  توانايي تشكيل بيوفيلم در اين هفت جدايه باكتريايي از توانايي بالاي آنها در زمينه تـشكيل بيـوفيلم ح          

در اين هفت جدايه نشان داد كه ميان توليد اين متابوليت هاي ضد قـارچي و كـاهش بيمـاري رابطـه معنـي داري                         ) HCN(سيدروفور و سيانيد هيدروژن   
  .وجود ندارد

  
  Gaeumannomyces graminis var. triticiارچ سودوموناس هاي فلورسنت، بيوفيلم، كلونيزاسيون ريشه، تنوع فازي، ق: واژه هاي كليدي

  
    4 3 2  1 مقدمه

جمعيت هايي متشكل از يك گونه يا گونه هاي متنوع باكتري بـه   
صــورت چــسبيده بــه يكــديگر و يــا بــه ســطوح زنــده و غيرزنــده در  

. هايي از پلي ساكاريدهاي خـارج سـلولي را بيـوفيلم مـي نامنـد               زمينه
ست كه نيازمند رفتارهـاي جمعـي بـاكتري         بيوفيلم فرايند پيچيده اي ا    

 محـاط بـر     5يكي از اجزاي كليدي بيوفيلم ماده زمينه اي       ). 6( باشد مي
 ناميـده مـي شـود و داراي تركيبـاتي چـون پلـي               6آن است كه لعـاب    

                                                            
گـروه گياهپزشـكي،    سـتادان   او  دانـشجوي كارشناسـي ارشـد       به ترتيـب     -3و2،  1

  دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد
  )  Email: Faezeh1504@Gmail.com             :نويسنده مسئول-*(
) عـج (ياهپزشـكي، دانـشكده كـشاورزي، دانـشگاه ولـي عـصر            استاديار گـروه گ    -4

  رفسنجان
 
 
 

5- Matrix 
6- Slime 

، پروتئين، نوكلئيك اسـيد و سـاير        EPS(7(ساكاريدهاي خارج سلولي    
 زمينـه اي و زمـان     تنوع وسيعي در تركيبات ايـن مـاده       . مواد مي باشد  

 از اهميـت    EPS در ميان اين مـواد تركيبـات      . تشكيل آن وجود دارد   
تشكيل بيوفيلم با چسبندگي آزاد     ). 16 و   14(بيشتري برخوردار هستند    

اولين كلـوني هـا     . ميكروارگانيسم ها به سطح مربوطه شروع مي شود       
د كنن تحت يك نيروي واندروالسي اتصال ضعيفي را با سطح برقرار مي          

و چنانچه كلوني از سطح جدا نشود، با استفاده از ساختارهاي چـسبنده             
اين عمـل   . مانند پيلي ها عمل تثبيت بر روي سطح را انجام مي دهند           

با استفاده از ماده زمينه اي بوجود آمده موجب گـسترش بيـوفيلم مـي               
تماس ثانويه  ) 2تماس اوليه   ) 1 : تشكيل بيوفيلم طي پنج مرحله    . شود

پـراكنش بيـوفيلم    ) 5بلوغ ثانويه و    ) 4بلوغ اوليه   ) 3ثبيت بيشتر   براي ت 
پراكنش سلول هـا از كلـوني هـاي بيـوفيلم مرحلـه             . صورت مي گيرد  

  ).17 و 15(ضروري سيكل تشكيل بيوفيلم است 
تــشكيل بيــوفيلم از نظــر حفاظــت در مقابــل شــرايط محيطــي و 
                                                            
7- Extracellular Polymeric Substance 

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  هنشري
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  381      ...هاي ارتباط بين دو پديده تنوع فازي و تشكيل بيوفيلم در سودوموناس

از مواد غـذايي و  ، قابليت استفاده   )23 و   3(مقاومت به آنتي بيوتيك ها      
و تأثير ) 23(، تشكيل بيوفيلم روي سطوح زنده       )6(همكاري متابوليكي   

. مفيـد تـشخيص داده شـده اسـت        ) 23(بر روي كلونيزاسـيون ريـشه       
بـه   ، Pseudomonas aeruginosa مطالعات بر روي باكتري

عنوان مدلي براي بررسي ارتباط بين تنوع فازي و بيوفيلم، نـشان داده             
 تشكيل بيوفيلم در اين باكتري تاژك، پيلي نـوع چهـارم و           است كه در  

باكتري ها براي زنـده مانـدن       . اگزو پلي ساكاريد ها نقش مهمي دارند      
در شرايط متغير محيطي از استراتژي تنوع فازي، كه طي آن بـاكتري              
مرتباً جمعيت هاي به لحاظ فنوتيپي متفاوتي را ايجاد مـي كنـد، سـود      

  . مي برند
در اين  . يوفيلم سلول ها از نظر فنوتيپي تغيير مي كنند        با تشكيل ب  

بـه طـور كلـي اغلـب        ). 13 و   2(عمل ژن هاي بسياري دخالت دارنـد        
ميكروارگانيسم ها از جمله باكتري ها قادر به تشكيل بيوفيلم در سطح            
اندام هاي گياهي مي باشند و اين ارتبـاط تـأثير تعيـين كننـده اي در                 

پژوهش ها نشان داده انـد كـه      ). 20( دارد   كنترل بيماري هاي مختلف   
رفتار بيوكنترل سودوموناس هاي فلورسنت با توانايي تنوع فـازي آنهـا      

ارتبـاط بيـوفيلم بـا      ). 18(طي كلونيزاسيون ريشه ارتباط مـستقيم دارد        
كلونيزاسيون ريشه براي كنترل بيمارگرها، از مباحث جديدي است كه          

 بـه طـور مثـال بـاكتري       . اسـت در سال هاي اخير به آن توجـه شـده           
Pseudomonas chlororaphis     از باكتري هـايي اسـت كـه

سبب كنترل بيماري پاخوره در گندم مي گردد، نتايج پژوهشي كـه بـر          
روي تأثير تشكيل بيوفيلم در اين باكتري و كلونيزاسيون ريـشه بـراي             
كنترل بيماري پاخوره گندم صورت گرفته است، بيان گر تـأثير بـالاي             

 و همچنين ارتبـاط معنـادار بـين         Ggt كيل بيوفيلم بر كنترل قارچ    تش
طي تحقيقي كـه بـر روي بـاكتري          ).20(بيوفيلم و كلونيزاسيون است     

P. aeruginosa 57RP   كه يكي از پاتوژن هاي فرصـت طلـب 
انساني صورت گرفت مشخص شد كه طي تنوع فازي در اين بـاكتري           

ايـن  .  بوجـود مـي آينـد      Sكلوني هاي كوچكي به نام واريانـت هـاي          
واريانت ها مقدار زيادي پيلي نوع چهارم توليد مي كنند و علاوه بر آن              
در محيط كشت مايع ثابت نيز تجمع يافته و به طـور مرتـب تـشكيل                

در حاليكـه كلـوني هـاي       . بيوفيلم با قدرت چسبندگي بالا مـي دهنـد        
 مي كننـد    ، مقدار كمي پيلي نوع چهارم توليد       Lبزرگ به نام واريانت     

كه به طور يكسان در محيط كشت مـايع ثابـت پخـش مـي شـوند و                  
بررسـي هـاي بيـشتر      . بيوفيلمي با چسبندگي ضعيف تشكيل مي دهد      

 تفـاوت هـايي از لحـاظ        L نسبت به واريانت     Sنشان داد كه واريانت     
ويژگي هاي فنـوتيپي، ماننـد افـزايش توليـد سـيدروفور پـايووردين و               

بـا وجـود    . ئاز تحت شرايط رشد مناسب، دارد     كاهش فعاليت آنزيم الست   
 در نتيجـه تنـوع فـازي        Sاينكه تحقيق ها تأييد مي كنند كه واريانت         

بوجود مي آيد، هنوز سيستم تنظيم كننـده اي كـه فراينـد تبـديل بـه                 
هدف از اين   ). 9(فنوتيپ بيوفيلم را كنترل مي كند شناخته نشده است          

فـازي و تـشكيل بيـوفيلم بـا         تحقيق اهميت ارتباط بين پديـده تنـوع         
  .بيوكنترل بيماري پاخوره گندم بود

  
  مواد و روش ها

  تنوع فازي طي كلونيزاسيون ريشه
ــايي  ــه باكتري ــنت  هــشت جداي ــودوموناس فلورس  ،Um141 س

Um11، Um138، Um70، Um115، UmCHN5 ) جدايــــه
 Pseudomonas fluorescensو ) دانــشگاه  فردوســي مــشهد

F113)    هفت جدايه كه تنوع فازي مـشاهده       ) (سوئيسدانشگاه لوزان
 موتان (Pseudomonas fluorescens CHA89 شد و در جدايه

gacA)(   پديده تنوع فازي بودند مشاهده نشد      ) دانشگاه لوزان سوئيس
 داشت به منظور    Ggtو همچنين ضعيفترين عملكرد را در مقابل قارچ         

  .   اب شدندبراي انجام تحقيق انتخ)  هامقايسه با ساير جدايه
براي بررسي تنوع فازي طي كلونيزاسيون ريشه ابتدا بـاكتري هـا            

 پـي پـي ام در       100توسط آنتـي بيوتيـك استرپتومايـسين در غلظـت           
و بذرهاي گندم مورد    ) 10(  مقاوم سازي شدند   KB مدمحيط كشت جا  

رقم زمستانه الونـد، تهيـه شـده از مؤسـسه تحقيقـات طـرق               (استفاده  
% 1و محلـول هيپوكلريـد سـديم        % 70كل اتـانول    نيز توسط ال  ) مشهد

 سـاعته   48در مرحله بعد يك لوپ كامـل از كـشت           . ضد عفوني شدند  
بـه فلاسـك هـاي       KB هر جدايه آنتاگونيست باكتريايي روي محيط     

 ميلي ليتر آب مقطر سـترون منتقـل و سوسپانـسيوني تهيـه         20حاوي  
 سـازي آغـشته  جهـت  )). OD)cfu/cc 109× 5/4 546 =1/0(گرديد  

سـلولز بـه    متيـل بذرهاي گندم به باكتري هاي آنتاگونيست، كربوكسي      
بذرهاي گندم   سپس. )26(ها افزوده شد    به سوسپانسيون %  5/0نسبت  

و زيـر هـود خـشك       قرار داده   مذكور   در مايه تلقيح     دقيقه 10مدت  ه  ب
  .گرديدند

براي بررسي پديده تنوع فازي طي كلونيزاسيون ريشه در شـرايط           
مـاده جامـد    . از لوله هاي مخصوصي به نام كرايو استفاده شـد         سترون  

پرليت و محلول غذايي هوگلند به عنوان ماده معـدني درون لولـه هـا               
 دقيقـه   20ريخته و درب لوله ها با استفاده از پنبه بسته شد و به مدت               

.  درجه سانتي گـراد قـرار داده شـدند         120در دستگاه اتوكلاو در دماي      
 سلول باكتري   cfu/cc 109× 5/4 ر شده با جمعيت   سپس بذرهاي تيما  

پس از سه هفته، ريشه ها از درون لوله هـا       . درون لوله ها كاشته شدند    
ناحيـه  : خارج و پس از شستشوي سطحي به سه قسمت تقسيم شـدند           

بالايي تا جايي كه ريشه هاي ثانويه شروع مي شود، قـسمت مركـزي             
سپس جمعيت هـر كـدام از       . شامل ريشه هاي ثانويه و قسمت انتهايي      

اين آزمايش بـر    ). 26(قسمت هاي ريشه به طور جداگانه تعيين گرديد         
شامل هفت جدايه باكتريايي سودوموناس فلورسنت      ( روي هشت تيمار  

كـه   CHA89 كه در آزمايشگاه تنوع فازي از خود بروز دادند و جدايه         
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  1391 مستانز، 4شماره، 26، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      382

يش ضعيف  فاقد توانايي تنوع فازي بود و در بين جدايه هاي مورد آزما           
در چهار تكرار و در قالب طرح كاملاً تـصادفي         ) ترين عملكرد را داشت   

به منظور بررسي تنوع فـازي طـي كلونيزاسـيون ريـشه در             . انجام شد 
 بذرهاي تيمار شده به جدايه هاي باكتريايي        Ggtحضور قارچ بيمارگر    

پس از چهـار هفتـه ريـشه هـا از           ). 28(درون گلدان كشت داده شدند      
بـر  . ا خارج گشته و درصد سياه شدگي طوقـه بررسـي گرديـد    گلدان ه 

  اساس درصد نكروزه شدن ريشه ها و طوقه هـا شـدت بيمـاري بـين               
ريشه هـا و طوقـه هـا بـدون لكـه            = 0( به شرح ذيل تعيين شد       5-0 

ريشه داراي يك يا چند لكه نكروزه و طوقه فاقـد علائـم،             = 1نكروزه،  
نكــروزه شــدن بيــشتر از (ريــشه داراي لكــه هــاي ممتــد نكــروزه =2

= 3و طوقـه بـدون علائـم     )  ريـشه هـا  درصـد 50 و كمتر از  درصد25
= 4 ريشه هـا و سـياه شـدگي طوقـه،            درصد50نكروزه شدن بيشتر از     

= 5 سياه شـدگي طوقـه،       درصد75ريشه ها تقريبا سياه رنگ با توسعه        
  ). 25) (ريشه و طوقه سياه و سبز خشكيدگي گياه

د و بـا اسـتفاده از فرمـول زيـر           شاخص بيماري بـر حـسب درص ـ      
  .محاسبه شد

 
تعدادگياهچـه  × مخرج كسر در فرمول فوق حداكثر مقيـاس آلـودگي           (

هاي كشت شده مي باشد كه نتيجه آن حداكثر شدت بيماري ممكـن             
جمعيت بـاكتري   ) 26(سپس طبق روش سانچز و همكاران       .) مي باشد 

  .عيين گرديدها در هر كدام از قسمت هاي ريشه به طور جداگانه ت
  

  سنجش قدرت تشكيل بيوفيلم
براي سنجش قدرت تشكيل بيوفيلم باكتري ها از روش مـادولا و            

 سـاعته   24 تا   18يك كشت   .  با كمي تغيير استفاده شد     )21 (همكاران
TSBجدايه در   از هر   

 درجـه سـانتي     30در دماي   ) Merckشركت   (1
 ـ          . گراد تهيه شد    10ه بـه    سپس يك ميلي ليتر از اين كـشت هـر جداي

 ســترون اضــافه شــد و بوســيله دســتگاه TSB ميلــي ليتــر از محــيط
كدورت آن از طريق قرائـت  ) Strat fax-2100مدل ( اسپكتروفتومتر

 نـانومتر  625 در طول موج 1/0 تا 08/0جذب نوري سوسپانسيون بين     
 ميكروليتر از هر سوسپانسيون باكتريايي بـه        250سپس  . تنظيم گرديد 

چاهك هاي شـاهد تنهـا   .  داده شدپليت انتقالهشت چاهك در ميكرو   
ظرفيـت هـر چاهـك    . حاوي محيط كشت سترون بدون باكتري بودند      

سـپس سـطح پليـت هـا بـا درب پوشـيده شـد و                .  ميكروليتر بود  300
 درجه سانتي گراد صورت     30 ساعت در دماي     24انكوباسيون به مدت    

نـسيون   ساعت، محلول مواد غـذايي و سوسپا       24بعد از گذشت    . گرفت
 300ميكروبي از چاهك ها خارج شد و هر چاهك سـه مرتبـه توسـط      

                                                            
1-Tryptic Soy Broth 

همچنين پليـت هـا بـه       . ميكروليتر سرم فيزيولوژي سترون شسته شد     
منظور حذف سلول هاي  غير متصل در حين شستشو به شدت تكـان              

 250سپس باكتري هاي متصل به ديواره و كف چاهك، با           . داده شدند 
 دقيقه، محتويات چاهك    15بعد از   . ت شدند تثبي% 96ميكروليتر اتانول   

و پليت ها در يك محل در آزمايشگاه به منظـور خـشك          ها تخليه شد    
 دقيقـه بـا     5بعد از خشك شدن، پليت ها به مـدت          . شدن قرار گرفتند  

كه براي رنـگ آميـزي گـرم        % 2 ميكروليتر رنگ كريستال ويوله      200
پس رنـگ هـاي     س ـ. مورد استفاده قرار مي گيرد، رنگ آميـزي شـدند         

قرار دادن پليت ها در مـسير جريـان آب لولـه كـشي               اضافي از طريق  
براي سـنجش ميـزان     ) كريستال ويوله (اين رنگ   . شهري شسته شدند  

به طوري كه چاهك هـايي كـه بيـشترين       . بيوفيلم بسيار مناسب است   
ميزان جذب رنگ را داشـته انـد بيـشترين ميـزان تـشكيل بيـوفيلم را             

ستن رنگ هاي اضافي، پليت ها در دماي آزمايـشگاه          بعد از ش  . داشتند
بعد از خشك شدن پليت هـا، بيـوفيلم بـه    . قرار گرفتند تا خشك شوند    

. صورت حلقه هاي ارغواني رنگي بر روي چاهك ها قابل مشاهده بود           
 ميكروليتـر   200سنجش كمي توليد بيوفيلم به وسـيله اضـافه كـردن            

سـپس جـذب نـوري      . به هر چاهك صورت گرفت    % 33اسيد استيك   
)OD(          رنگ كريستال ويوله موجود در حلال رنگ بر)   اسـيد اسـتيك (

مـدل  ( ELISA Reader  نانومتر توسط دستگاه 492در طول موج 
Apel ( اين آزمايش با هشت تيمـار، در چهـار تكـرار و در       . خوانده شد

در نهايـت جدايـه هـا بـر         . قالب طرح كاملاً تصادفي  صـورت گرفـت        
ري ها بـه ايـن      سه ميانگين جذب نوري، بيوفيلم باكت     اساس روش مقاي  

  :شكل رتبه بندي شدند
  :فاقد چسبندگي

Non-adherent: OD<ODC 
  :چسبندگي ضعيف

Weakly-adherent: ODC<OD<2ODC 
  :چسبندگي متوسط

Moderately-adherent: 2ODC<OD<4ODC 
  :چسبندگي قوي

Strongly-adherent: 4ODC<OD 
  OD =تريميانگين جذب نوري يك باك

  ODC =ميانگين جذب نوري چاهك هاي شاهد
بـه دسـت آمـده از        OD رتبه بندي نتايج آزمايش از طريـق مقايـسه        

به دست آمـده از   OD چاهك ها براي هر جدايه باكتريايي با ميانگين     
  . باشدچاهك هاي شاهد مي

  
 ميزان توليد سيدروفور در جدايه هاي آنتاگونيست        بررسي

   سودوموناس فلورسنت
راي اندازه گيري ميزان سيدروفور از روش كمي اسپكتروفتومتري   ب

 ميكروليتـر از كـشت      100مقـدار   . استفاده شد  )4 (كاستاندا و همكاران  
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  383      ...هاي ارتباط بين دو پديده تنوع فازي و تشكيل بيوفيلم در سودوموناس

 ;KH2PO4( سـاعته بــاكتري هــا در محــيط مــايع سوكــسينات  24
3.0g/l , K2HPO4; 6.0g/l , MgSO4. 7H2O 0.2g/l , 

NH4SO4; 1.0g/l , succinic acid 4.0g/l(100ه ارلن هاي  ب 
 ميلي ليتر محيط كشت تازه سوكسينات منتقـل         40ميلي ليتري حاوي    

 درجه سانتي گـراد     27 ساعت در دماي     40اين محيط ها به مدت      . شد
سلول هـاي بـاكتري     .  دور در دقيقه روي شيكر نگهداري شدند       120و  

.  دقيقه رسوب داده شـدند     10 به مدت    g10000با سانتريفوژ كردن در     
 400حذف رسوب باكتري ميزان جذب مايع رويي در طول موج           بعد از   

داده هـاي حاصـله بـا       . نانومتر با دستگاه اسـپكتروفتومتر قرائـت شـد        
  ، ضريب جـذب مـولي  A =ميزان جذب(A=εBC  استفاده از فرمول

=ε   قطر كوت ، = B   غلظت ماده ، = C (        به مول در ليتـر تبـديل شـد .
  .كرار صورت گرفتاين آزمايش براي هشت تيمار و در سه ت

  
ــست    ــاي آنتاگوني ــه ه ــدروژن در جداي ــيانيد هي ــد س تولي

  سودوموناس فلورسنت
براي بررسي توليد سيانيد هيدروژن از روش آلـستروم و همكـاران        

فاقـد گلايـسين     KB ابتدا محيط  .با كمي تغييرات استفاده گرديد    ) 1(
هـر   ميكروليتـر از     100سپس در هر پتري     . تهيه گرديده و اتوكلاو شد    

بعـد يـك كاغـذ صـافي آغـشته بـه            . سوسپانسيون باكتري تلقيح شـد    
 5/0محلول معرف شامل كربنات سـديم دو درصـد و اسـيد پيكريـك               

يك پتـري نيـز بـه عنـوان     . درصد در قسمت درب پتري قرار داده شد       
پتـري هـا توسـط نـوار        . شاهد بدون تلقيح باكتري در نظر گرفته شـد        

ج هرگونه متابوليت هاي فرار و گـازي        پارافيلم مسدود شدند، تا از خرو     
شكل از جمله سيانيد هيدروژن جلـوگيري بـه عمـل آيـد، آنگـاه ايـن                 

 سـاعت درون انكوبـاتور    72 الي   48ظروف به صورت واژگون به مدت       
در صورت توليد سيانيد هيدروژن توسـط بـاكتري هـا،           . قرار داده شدند  

به كـرم، قهـوه      معرف از رنگ زرد اوليه       كاغذ صافي آغشته به محلول    
اي روشن، قهوه اي تيره و نهايتاً آجري تغيير رنگ مي يابد كه به اين               

ايـن آزمـايش بـراي      . ترتيب از صفر تا چهار مقياس دهي مـي شـوند          
  .هشت تيمار و در قالب طرح كاملاً تصادفي انجام گرفت

  
  محاسبات آماري

مقايسه ميانگين صفات به روش دانكـن       تجزيه و تحليل آماري و      
)P ≤ 0.05 (     و با اسـتفاده از نـرم افزارهـاي آمـاريMSTATC و 

SAS.9.0  در مواردي كه از برنامه    . انجام گرفت SAS.9.0  استفاده
بين آنها وجود داشـت از تبـديل        شده در مورد صفاتي كه عدد صفر در         

  . استفاده گرديد                جذري
  
  

  نتايج
  تنوع فازي طي كلونيزاسيون ريشه

 ،Um141، Um11، Um138 ايـــه باكتريـــاييجددر هفـــت 
Um70، Um115، UmCHN5 وPeudomonas 

fluorescens F113     كه داراي قابليت بيوكنترل بـالا عليـه قـارچ 
Ggt                و همچنين داراي توانايي توليـد كلـوني هـايي متفـاوتي از نظـر 

تفاوت در مرفولوژي و رنگ كه نشان دهنده بروز پديـده تنـوع فـازي               
ديـده   CHA89 رديد ولي اين خصوصيات در جدايـه      بودند مشاهده گ  

  .نشدند
ميانگين لگاريتم جمعيت كلوني ها بر روي قسمت هـاي مختلـف            

حاكي از آن بود كه بيشترين      ) لوله هاي كرايو  (ريشه در شرايط سترون     
جمعيت باكتري ها به ترتيب در قسمت انتهايي، مياني و ناحيه بـالايي             

  ). 1شكل( ريشه وجود داشت
نيز بـه   ) كشت گلخانه اي  ( Ggt تايج در حضور قارچ بيمارگر    اين ن 

دست آمد به نحوي كه بيشترين ميزان جمعيت باكتري ها بـه ترتيـب              
اين ). 1جدول(در قسمت انتهايي، مياني و ناحيه بالايي ريشه ديده شد           

نتايج دلالت بر اين داشت كه اين باكتري هـا قـادر بـه سـازگاري بـا                  
ي ريشه و كلـونيزه كـردن تمـامي قـسمت هـاي             شرايط متفاوت رشد  

مقايــسه . ريــشه و كنتــرل شــدت بيمــاري پــاخوره گنــدم بــوده اســت
نمودارهاي كلونيزاسيون ريشه و شدت بيماري به خوبي نشان مي دهد      
كه جدايه هايي كه كلونيزاسيون بيشتري صورت داده اند توانـسته انـد             

هاي  شكل( باشند   كنترل بهتري نسبت به بيماري پاخوره گندم داشته       
  ).3 و 2

  
قدرت تشكيل بيوفيلم در جدايه هـاي منتخـب آنتاگونيـست           

  سودوموناس فلورسنت
داراي بيشترين   Um141 نتايج تست بيوفيلم نشان داد كه جدايه      

از كمترين چـسبندگي برخـوردار       CHA89 ميزان چسبندگي و جدايه   
 جـذب  رتبه بندي جدايه ها بر اسـاس مقايـسه ميـانگين     ). 4شكل(بود  

نوري جدايه ها بيان گر اين بـود كـه هـيچ كـدام از جدايـه هـا فاقـد                     
 CHA89 چسبندگي يا داراي چسبندگي ضعيف نبودند و تنها جدايـه         

  . جدايه ها چسبندگي قوي داشتندداراي چسبندگي متوسط بود و ديگر
 

توليد سيدروفور در جدايه هاي آنتاگونيست سـودوموناس        
  فلورسنت

 اختصاصي، مقـدار توليـد سـيدروفور نـوع          در اين روش به صورت    
نتايج به دست آمده از ميزان جذب مـاده         . پايووردين قابل ارزيابي است   

استفاده از ضريب مـولي پـايووردين     نانومتر با    400رويي در طول موج     
  . خالص به ميكرومول پايووردين تبديل شد

X 0.5
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   الگوي توزيع باكتري ها در قسمت هاي مختلف ريشه- 1شكل

  
 Ggt  مقايسه ميانگين جمعيت باكتريايي در قسمت هاي مختلف ريشه گندم در حضور قارچ بيمارگر- 1جدول

جدايه هاي 
  باكتريايي

ميانگين جمعيت باكتري در قسمت 
  انتهايي ريشه

ميانگين جمعيت باكتري در قسمت 
  مياني ريشه

ميانگين جمعيت باكتري در ناحيه 
  بالايي ريشه

Um141 109×6/3  108×2  107×025/1  
Um11  109×625/2  108×325/1  106×75/7  

Um138  108×7/2  107×05/2  106×1/1  
Um70  108×5/1  107×8/1  105×1  

UmCHN5  107×375/2  105×95/1  103×2/1  
Um115  107×1/2  105×15/1  103×025/1  
F113  106×15/2  104×525/1  102×35/1  

CHA89  101×5/1  101×25/1  101×5/1  
  

  
  Ggt ي توزيع كلوني ها بر روي قسمت هاي مختلف ريشه در حضور قارچ بيمارگر الگو-2شكل
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  385      ...هاي ارتباط بين دو پديده تنوع فازي و تشكيل بيوفيلم در سودوموناس

  
   درصد شدت بيماري پاخوره گندم در جدايه هاي باكتريايي سودوموناس فلورسنت-3شكل

  

 
   تشكيل بيوفيلم در جدايه هاي سودوموناس فلورسنت بر اساس ميزان جذب نوري در چاهك ها-4شكل 

  
بـا توليـد     Um141ورد آزمـايش جدايـه      از بين هشت جدايـه م ـ     

 ميكرومول پـايووردين بيـشترين مقـدار توليـد را داشـت و از               768/97
همچنين . لحاظ آماري با ساير جدايه ها اختلاف معني داري نشان داد          

 ميكرومـول پـايووردين كمتـرين مقـدار         3/3با توليد    Um115جدايه  
  ).5شكل(توليد را داشت 

  

ــدروژن در  ــيانيد هي ــد س ــست  تولي ــاي آنتاگوني ــه ه  جداي
  سودوموناس فلورسنت

توانايي توليد سيانيد هيدروژن از روي تغييـر رنـگ كاغـذ صـافي              
ارزيابي گرديد و بر اساس رتبه بندي رنگ ها از صفر تا چهار مشخص              

 ،Um141 گرديد كه از بين جدايه هاي بررسـي شـده، جدايـه هـاي             

Um70، Um115  وUmCHN53ه رتب(  به رنگ قهوه اي تيره( ،
به  Um138، جدايه   )2رتبه  ( به رنگ قهوه اي روشن       Um11 جدايه

 نيز به رنـگ زرد  CHA89 و F113 و جدايه هاي) 1رتبه(رنگ كرم  
  .بودند) رتبه صفر(اوليه 
  

  بحث
پديده تنوع فازي در سودوموناس هاي فلورسنت طي كلونيزاسيون         

يجـاد  بر اثـر ايـن پديـده زيرجمعيـت هـايي ا           ). 26(ريشه رخ مي دهد     
شوند كه به باكتري اجازه مي دهنـد در شـرايط محيطـي متفـاوت                مي

  ).26(مقداري از جمعيت خود را حفظ نموده و ريشه را كلونيزه كنند 
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   ميزان توليد سيدروفور در جدايه هاي آنتاگونيست باكتري هاي سودوموناس فلورسنت-5شكل

  
مت هـاي   در اين تحقيق بررسي الگوي توزيع كلـوني هـا در قـس            

مختلف ريشه در هفت جدايه باكتريايي در شرايط آزمايشگاه نشان داد           
كه باكتري در تمام قسمت هاي ريشه وجود داشت و بيشترين ميـزان             
جمعيت در هر هفت جدايه در قـسمت انتهـايي ريـشه بـود درحاليكـه                

كلوني هاي به   . كمترين ميزان جمعيت در ناحيه بالايي ريشه ديده شد        
مختلف ريـشه بـا كلـوني هـاي حاصـل از             قسمت هاي    دست آمده از  

كشت آزمايشگاهي كاملاً شباهت داشتند بنابراين مي توان گفـت كـه            
تنوع فازي طي كلونيزاسيون ريشه رخ داده و باكتري توانسته خود را با             

ارزيـابي تنـوع فـازي طـي        . شرايط متفاوت رشدي ريشه سازگار نمايد     
بيماري در ايـن تحقيـق مـشخص        كلونيزاسيون و ارتباط آن با كاهش       

، Um141  ،Um11، Um138، Um70كرد كـه در جدايـه هـاي         
Um115، UmCHN5 و  F113        قدرت بازدارندگي در برابـر قـارچ

، 75/68 ،   5/72 ،   5/77 ،   75/78به ترتيب عبارت بود از       Ggt بيمارگر
ميــزان  CHA89  درصــد درحاليكــه در جدايــه55 ، 25/61 ، 25/61

اين نتـايج بيـان گـر وجـود همبـستگي         . درصد بود  75/13بازدارندگي  
معنادار بين افزايش ميزان كلونيزاسيون ريشه توسط اين هفت جدايه و           

  . بود Ggt توسعه كنترل بيولوژيك بر عليه قارچ
مطالعه جمعيت باكتري هـا بـر روي گياهـان نـشان دهنـده ايـن                
 مطلب است كه سودوموناس هاي فلورسنت مي توانند به طور وسيعي           

كلونيزاسيون موفـق زمـاني اسـت       . در طول ريشه گياهان توزيع گردند     
كه باكتري پس از قرار گرفتن روي بذر بتواند خود را به انتهاي ريـشه               

در اين تحقيـق الگـوي      ). 19 و   8(برساند و اين ناحيه را كلونيزه نمايد        
توزيع كلوني ها در هفت جدايه و در سه قسمت ريشه گياه گندم پـس               

ش هاي گلخانه اي نـشان از آن داشـت كـه بيـشترين ميـزان          از آزماي 

از طرفـي مقايـسه     . كلونيزاسيون مربوط به قسمت انتهايي ريـشه بـود        
ميانگين جمعيت باكتري در سه قسمت ريشه در هـر هفـت جدايـه بـا          

 تأييد كرد كه اين جدايـه هـاي باكتريـايي قـادر بـه               CHA89 جدايه
 حركت بـه سـمت قـسمت        سازگاري با شرايط متفاوت رشدي ريشه و      

  ).   26 و 8(انتهايي ريشه و كلونيزه نمودن آن مي باشند 
قدرت بيوكنترل باكتري ها علاوه بر توانايي آنها در كلونيزاسـيون           

بر اسـاس يافتـه هـاي       . مي تواند با تشكيل بيوفيلم نيز در ارتباط باشد        
قــدرت بيــوكنترل بــاكتري هــا بــستگي بــه ) 11( هــاس و همكــاران

ــا توليــد  كلونيزا ســيون ريــشه و تــشكيل بيــوفيلم در آنهــا دارد كــه ب
هاي مختلف از جمله آنتي بيوتيك ها روي عامل بيماريزا اثـر             متابوليت

گذارند و يا در برخي موارد اثرات القايي در افزايش مقاومت در گياه              مي
 .P در بررسي هاي خود بر روي باكتري) 12(هيلي و همكاران . دارند

fluorescens 2P24       مشاهده كردند كـه ايـن بـاكتري بـا تـشكيل
. را دارد  Ggt بيوفيلم و كلونيزاسيون ريشه توانايي بيوكنترل عليه قارچ       

 ،Um141، Um11 بررسي قدرت تشكيل بيـوفيلم در جدايـه هـاي         
Um138، Um70  ،Um115، UmCHN5، F113 و CHA89 

 نشان داد كه ميان قدرت تشكيل بيـوفيلم و كلونيزاسـيون همبـستگي            
به عبارت ديگر، هفت جدايه باكتريـايي منتخـب         . معناداري وجود دارد  

كه در كلونيزاسيون ريشه موفـق بودنـد از قـدرت بـالايي در تـشكيل                
 نـه در كلونيزاسـيون      CHA89 بيوفيلم نيز برخوردار بودند اما جدايـه      

بنـابراين  . ريشه موفق بود و نه قدرت تشكيل بيـوفيلم بـالايي داشـت            
  اسـتدلال نمـود كـه تـشكيل        )12( هيلي و همكـاران   توان همانند    مي

بيوفيلم و كلونيزاسيون ريشه در اين جدايه هاي باكتريايي بـا توانـايي             
  .بيوكنترلي آنها در ارتباط است
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  387      ...هاي ارتباط بين دو پديده تنوع فازي و تشكيل بيوفيلم در سودوموناس

طي يك كـار تحقيقـاتي، بـه ايـن نتيجـه      ) 27(تارپرو و همكاران    
 سـودوموناس هـاي جداسـازي شـده از           درصـد  40رسيدند كه حداقل    

يب زميني در شرايط آزمايشگاهي توليد سيانيد هيـدروژن         ريشه گياه س  
در اين تحقيق بررسي رابطه ميان توليد سـيانيد هيـدروژن    . كرده بودند 

در هشت جدايه باكتريايي و كاهش بيماري پاخوره گندم در اين جدايه            
  . ها نشان داد كه بين آنها همبستگي معنا داري وجود ندارد

زارش كردند كه بسياري از جدايه هاي       گ) 24(او سوليوان و اوگارا     
ــد   ــيدروفور را دارنـ ــد سـ ــايي توليـ ــنت توانـ ــودوموناس فلورسـ . سـ

هاي فلورسنت بواسـطه توليـد سـيدروفور بـالا، بـا القـاي             سودوموناس
 سبب كنتـرل عوامـل بيمـاريزاي گيـاهي     ISR(1( مقاومت سيستميك 

تحقيقـات نـشان داده انـد كـه سـودوموناس هـاي             . خاكزاد مي شوند  

رسنت توانايي توليد چندين سيدروفور از قبيل پايووردين، پـايوچلين          فلو
و سالسيليك اسيد را دارند كه در كنترل بيمارگرها نقش بـسزايي ايفـا              

بر اين اساس و بر طبق يافته هاي آزمايشگاهي اين          ). 7 و   5(مي كنند   
 ميكرومــول بيــشترين و 768/97 بــا توليـد  Um141تحقيـق جدايــه  

 ميكرومول كمترين ميزان توليد سـيدروفور را        3/3 با   Um115جدايه  
 ميكرومـول  33/63نكته قابـل توجـه در ايـن آزمـايش توليـد           . داشتند

 بود كه خود نشان دهنده عدم وجود        CHA89سيدروفور توسط جدايه    
همبستگي ميان ميزان توليد سيدروفور و كاهش بيماري پاخوره گنـدم           

د زيـاد سـيدروفور در       عليـرغم تولي ـ   CHA89زيـرا جدايـه     . مي باشد 
 .كنترل بيماري پاخوره گندم موفق نبود
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