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٨٤٩ ... جدا شده ازPseudomonas fluorescensتعيين بيووارهاي جدايه هاي : شهرياري و همكاران

 مجله علوم كشاورزي ايران
 )٨٤٩-٨٥٧ (١٣٨٤، سال ٤، شماره ٣٦جلد 

 
  جدا شده از Pseudomonas fluorescensاي جدايه هتعيين بيووارهاي 

  و بررسی توانايی زميني كاري ايران مناطق مهم سيب
 توليد آنتی بيوتيک و سيدروفور در آنها

 
 ٣ و اصغر حيدری٢، غلام خداکرميان١فاطمه شهرياری

 ، دانشجوی سابق کارشناسی ارشد و استادیار دانشکده کشاورزی دانشگاه تربیت مدرس2، 1
 ، محقق مؤسسه بررسی آفات و بیماریهای گیاهی3

 22/7/83تاریخ پذیرش مقاله 
 

 خلاصه
 

 از سودوموناسهای   جدایه 170زمینی استانهای همدان، اصفهان، اردبیل و تهران،         ها و خاک مزارع سیب     از غده 
 پس از بررسی نقوش       . جداسازی گردید   Pseudomonas agar Fورسنت با استفاده از محیط کشت          فل

تمام .  آنها تعیِِِِین گردید    انتخاب و خصوصیات فنوتیپی    جدایه 28ای محلول سلولی آنها،     تئین هالکتروفورزی پرو 
 به هیدرولیز ژلاتین     تولید رنگ فلورسنت نمودند و قادر       Pseudomonas agar F روی محیط کشت     هاجدایه 

  درجه 4رشد در   .  توانایی احیاء نیترات را داشتند       اکثراًو  ه    بود   و اکسیداز    آرژنین دی هیدرولاز     تولید و
ها مثبت   گراد در تعدادی از جدایه      درجه سانتی  41رشد در   سانتی گراد و تولید لیسیتیناز در همه جدایه ها مثبت و           

، تولید رنگ غیر فلورسنت و       روی برگ توتون   HRواکنش  و  وان منفی بودند    ها از نظر تولید ل    ه اغلب جدای . بود
 –، دی    زایلوز -آرابینوز، دی  - ال قندهایها از  تمام جدایه . ها منفی بود   ه در تمام جدای   فعالیت پکتولیتیکی    

از استفاده  . دندکر  تولید قلیا  تارتاریک اسید  - ال  و آلانین - دی اسیدهای   گالاکتوز و سوکروز تولید اسید و از       
استفاده از سوربیتول، ترهالوز، مزواینوزیتول، بوتیرات،       . آدونیتول، اتانول و ژرانیول در تمام جدایه ها منفی بود          

با .  آنها منفی بود   زدی ا اعدتبوتیل آمین در تعدادی از جدایه ها مثبت و در            والرات، فنیل استات، نیکو تینات و      
 بیووارهای    شامل  P. fluorescens به عنوان    های مورد مطالعه  جدایه ،  توجه به ویژگیهای فنوتیپی بررسی شده     

III  ،IV   و V   که بیووار    تشخیص داده شدند III           این باکتری بیشترین جمعیت را در میکروفلور گیاه سیب زمینی 
 .Pهایی که در بیووارهای مختلف باکتری         جدایه از لحاظ نقوش الکتروفورز پروتئین نیز بین               .داشت

fluorescens       های بیووارهای مختلف این باکتری در شرایط        نماینده. قرار گرفتند اختلافات جزئی وجود داشت
 . آزمایشگاهی تولیدکننده آنتی بیوتیک و سیدروفور بودند

 
  ایران بیووار،، سیب زمینی،P. fluorescens :واژه هاي كليدي

 
 مقدمه

به  ه و    وسيع بود  داراي انتشار      P. fluorescensباكتري  
. ويژه در ريزوسفر گياهان وجود دارد        در آب، خاك و به      یفراوان

بعضي . صورت گرفته است   مطالعات فراواني در مورد اين باكتري     
 در نتيجهً ها موجب افزايش رشد و سلامتي گياه شده و          جدايه  از  

. شوند موجب كاهش كاربرد مواد شيميايي در كشاورزي مي           
هاي خاكزاد    طبيعي عليه بيماري    هبرخي در خاك هاي باز دارند    

اين باكتري  توليد آنتي بيوتيك توسط       ) .١٨ (موثرندمتعددي  
عوامل يك فاكتور مهم در توانايي آن جهت جلوگيري از رشد              

اين باكتري جهت كنترل بيماريهاي     . باشد ميبيماريزاي گياهي   

      e-mail: shahryari14@yahoo.com       فاطمه شهرياري : مكاتبه كننده
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 ١٣٨٤، سال ٤، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٨٥٠

و  Rhizoctonia و   Pythium  قارچهای مرگ گياهچه حاصل از   
 Pseudomonas  جنس   هاي بيماريزاي  ناشي از گونه  بيماريهاي  

اي  هاي ويژه جدايه  ). ٢( به كار رفته است      P. tolaasiiاز قبيل   
آنها حذف  در  هسته يخ   دهندة  از اين باكتري كه ژن تشكيل         

شد، جهت توليد عوامل بيوكنترل براي به حداقل رساندن خطر           
لو، بادام،  سرمازدگي درگياهاني از قبيل گيلاس، سيب، گلابي، ه        

توت فرنگي مورد بررسي قرار         زميني و  گوجه فرنگي، سيب   
 تجاري  تورص از اين باكتري به         A506 جدايهاند كه     گرفته

. )١( شده است  استفادهجهت كنترل جراحات سرمازدگي گلابي       
 يكي از چندين گونه باكتريايي          P. fluorescensهمچنين  

ر گياهان به   معمول است كه جهت كنترل بيماريها در فيلوسف          
 تورص طبيعي مؤثر از اين گونه به         جدايهيك   كار رفته است و   

). ٢،  ١(  است استفاده شده تجاري جهت كنترل آتشك گلابي        
 نيز باعث تجزيه بيولوژيكي       اين باکتری ي  جدايه هاتعدادي از    

تركيبات طبيعي يا تركيبات سمي توليد شده توسط انسان               
فيت زندگی   اپیرت  در گياهان متعددي به صو        و     وندشمي 
بوده گياهي  هاي فرصت  طلب     بعضي از آنها نيز پاتوژن    . کنند می

 به خاطر اهميت    . باشند و ايجادكننده پوسيدگي نرم مي         
P. fluorescens   هاي مختلف، مطالعات اكولوژيكي       در محيط

 ).٤(  استصورت گرفتهمتعددي در مورد اين باكتري 
 از   دايهج ٢٦٧ بافنوتيپي   وسيع   در يك مطالعه         

اي گياهي جدا شده از مناطق            يزسودوموناس هاي غيربيمار  
 ١٤٦،  ند استرين فلورسنت نيز بود       ١٧٥ شامل كه    ،مختلف

 نشان دادند كه گونه        و    شدبررسي    خصيصه غذايي  
P. fluorescens   بيوتيپ  ٧به   گونهاين  . بسيار هتروژن مي باشد 

 ١ي  ارهاو بيو F و   D  ،C  ،B  ،Aپس بيوتيپ هاي ستقسيم شد كه    
  به ترتيب گونه هاي    E و    G شدند و بيوتيپ هاي       ه ناميد ٥تا  

P. chlororaphis   وP. aureofaciens    ١٩(معرفي شدند( 
 V راو بيو ).١١ ( ناميده شدند   P. chlororaphisگونه  اً  كه بعد 

 هاي آن اغلب   جدايهاين باكتري  يك زير گروه هتروژن است و            
ه خاطر هتروژنيتي بيووار    ب). ١٩( دنغير قابل طبقه بندي مي باش   

V        آن غير ممكن شده است       به اختصاص يك استرين مرجع   .
موجود است  طبقه بندي  اري تنها سيستم    واين سيستم چند بيو   

 ).٤(و به طور وسيع نيز به كار مي رود 

 P. fluorescens جدايه از باكتري   ١٩٣يك آناليز عددي با     
براي هر  د و   ام ش  انج Vمتعلق به همه بيووارها به جز بيووار           

 بيووار  ، زير گروه   دو  به Iبيووار  . گرديدبيووار زيرگروه هايي تعيين    
II      به سه زير گروه و بيووارهاي III    و IV       نيز هر كدام به دو زير 

 ٧٢ بايك آناليز عددي      به طور مشابه   .)٥(گروه تقسيم شدند     
 زير  ٧ اين باكتري انجام شد و اين بيووار به             Vر از بيووا  جدايه

 توصيف فنوتيپي      ،در مجموع  ). ٣(د   گرديگروه تقسيم      
تقسيم نشان دهنده تنوع زياد در اين گونه مي باشد كه منجر به             

. آن به بيووارها و خود بيووارها نيز به زيرگروه هايي شده است             
بسيار  كه تنوع ژنوميكي      ندمطالعات مختلف نشان داد   همچنين  
و احتمالاً بيووارها    اين باكتري وجود دارد     بيووارهاي   زيادي در 

زياد مطالعات فراواني بر وجود تنوع       ). ٤(مطابق با گونه هستند     
 .Pتنوع توصيف شده در         . تأكيد كرده اند  اين گونه     در   

fluorescens    خاك، (تنوع زيستگاهي آن       مي تواند مربوط به
) آب، گياهان، گوشت و لبنيات،  نمونه هاي باليني انسان و حيوان         

ي محيطي نقش اصلي در تكامل تدريجي              فاكتورها. باشد
 .P كربن و متابوليسم انرژي        منبع در حقيقت . باكتري ها دارند 
fluorescens               نسبت به محيطي كه از آن جداسازي شده

اين گونه  تنوع در بين باكتري هاي متعلق به         . متفاوت مي باشد 
براساس شرايط محيطي آنها نه تنها در سطح فنوتيپي كه در               

ژنوميكي زياد  با توجه به تنوع     . پي نيز ديده مي شود   سطح ژنوتي 
در چندين  . تاكسونومي آن بايد اصلاح شود      اين گونه ،      در   

هايي كه قبلاً   جدايه  مطالعه اخير در مورد نياز طبقه بندي مجدد        
  شناخته شده اند، توافق شده است       P. fluorescensبه عنوان   

تفاده از مجموعه اي    تعيين تاكسونومي اين گروه فقط با اس        ).٤(
 هاي مناطق مختلف و نماينده اي از همه بيووارها              جدايهاز  

 در مطالعات بايد همه تكنيك هاي           و امكان پذير خواهد شد   
شامل تست هاي متابوليكي، پروفيل         فنوتيپي و ژنوميكي     

 با دقت متفاوت، هيبريداسيون     ييپروتئين ها، استفاده از پروب ها   
مطالعات .  استفاده شود   RFLP و آناليز      DNA-DNAكمي  

در مورد اكولوژي سودوموناس هاي فلورسنت جهت يافتن       فراواني  
روش هاي معتبر، سريع و ارزان براي شناسايي تعداد زيادي از             

 ).٤(ه ها لازم است جداي
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٨٥١ ... جدا شده ازPseudomonas fluorescensتعيين بيووارهاي جدايه هاي : شهرياري و همكاران

هاي اين گونه توليد رنگيزه فلورسنت بر روي محيط           جدايه 
در به  و قا اكسيداز مثبت    عموماٌ   .كنند ميكينگ ب    كشت  

 ٤رشد در    . هستنددي هيدرولاز     آرژنينو  هيدروليز ژلاتين    
 ٤١ رشد در     مثبت و    آنها سانتي گراد و توليد ليسيتيناز در       درجه

گراد در تعدادي از آنها مثبت و در تعدادي منفي              درجه سانتي 
زميني،  سيبلهانيدن  ،  توليد رنگ غيرفلورسنت  واكنشهاي  . است

 منفيق حساسيت در توتون در آنها       هيدروليز نشاسته و ايجاد فو    
ها توانايي احياء نيترات و توليد لوان را           جدايه بعضي از    . است

 گالاكتوز و   –، دي زايلوز -آرابينوز، دي  -القندهاي  از  و  دارند  
تارتاريك  - ال  و آلانين - دي اسيدهاي   سوكروز توليد اسيد  و از     

انول و ژرانيول   از آدونيتول، ات  استفاده  . كنند  مي  توليد قليا  اسيد
 استفاده از سوربيتول، ترهالوز، مزواينوزيتول،       و استها منفي   آندر

آنها بوتيل آمين در     بوتيرات، والرات، فنيل استات، نيكو تينات و      
 ).٢٠( متغير است

امروزه حفظ منابع طبيعي و كاستن از مواد آلاينده هوا،               
جهت خاك و آب استفاده از روش هاي طبيعي و بيولوژيك را               

كنترل بيماري هاي گياهي از اهميت روزافزوني برخوردار كرده          
كنترل بيولوژيك بيماري هاي گياهي براي طبيعت بدون         . است

زيان مي باشد لذا لزوم توجه بيشتر به روش هاي كنترل                   
غيرشيميايي كاملاً آشكار بوده و در اين راستا استفاده از عوامل            

از اهميت ويژه اي برخوردار      آنتاگونيست عليه عوامل بيماريز ا       
به همين دليل لزوم شناسايي و جداسازي عوامل                . است

آنتاگونيست بومي مناطق آلوده كشور كه داراي قدرت بالقوه             
اين تحقيق به   .   بسيار ضروري است   ، باشند  زاامل بيماري ومهار ع 

 P. fluorescensمنظور جداسازي و شناسايي بيووارهاي           
اري ايران صورت گرفته است تا بتوان       مناطق مهم سيب زميني ك   

از جدايه هايي كه خاصيت آنتاگونيستي دارند جهت كنترل              
 . بيماريهاي سيب زميني و ساير گياهان استفاده نمود

 
 ها مواد و روش

 هاجدايه نمونه برداري، جداسازي و نگهداري 
 از مناطق مهم       ١٣٨٠از اوائل مرداد تا اواخر آبان               

ن شامل استانهاي همدان، اصفهان، اردبيل      زميني كاري ايرا   سيب
و خاك مزارع      ها هايي از غده     و شهرستان دماوند نمونه       

آزمايشگاه منتقل و    آوري و به   زميني به طور تصادفي جمع     سيب
هاي متعلق به     جداسازي باكتري   جهت .در يخچال نگهداري شد   

 گرم خاك از هر نمونه در        ١٠  ازخاك،    P. fluorescensگونه  
پس از دو ساعت گذاشتن      و   حل سترونسي آب مقطر     ي س ١٠٠

 يك قطره از سوسپانسيون حاصله به كمك لوپ              روی شيکر 
  Pseudomonas agar F  روي محيط كشت    سترونپلاتيني  
 به مدت   گراد  درجه سانتي  ٢٥در دماي    ها پتري.  گرديد مخطط

 كلني به رنگ سبز متمايل      ٣-٤ شدند و سپس     نگهداري ٢٤-٤٨
 طور تصادفي انتخاب و جهت اطمينان از خلوص،             به زرد به   

براي جداسازي از   . روي محيط كشت مخطط گرديدند       مجدداً
 جدا و سپس     گرم غده سيب زميني    ٣٠٠پوست  ها نيز    سطح غده 

ه و از سوسپانسيون    ريخت سترون آب مقطر    ميلي ليتر ٢٠روی آن 
حاصل به روش بالا جهت جداسازي باكتري مورد نظر استفاده            

اي خالص شده روي محيط       جدايه ه براي استفاده روزمره،  . شد
 و درون لوله زير پارافين      )سيب زمبني، قند و آگار     (PDAكشت  

 ساعته  ٢٤نگهداري شدند و براي نگهداري ميان مدت، از كشت           
 دار حاوي آب مقطر   پوش هاي در  باكتري سوسپانسيوني در شيشه   

 .يخچال نگهداري شد  تهيه و درسترون
 ز پروتئينالكتروفور

  الكتروفورز پروتئين استخراج شده در ژل پلي اكريل آميد          
(SDS-PAGE) (SDS –Polyacrylamid Gel Electrophoresis) 

. انجام شد ) ١٦(تخت عمودي بر مبناي روش اصلاح شده لاملي         
 آگار مغذي    ها روي محيط كشت     جدايه  ساعته    ٢٤از كشت    

(NA)   قطر يا بافر فسفات    چند بار با آب م     سوسپانسيون تهيه و
با )  آب ميلي ليتر  ١٠٠۰ گرم نمك در      ۹/۰(يا سرم فيزيولوژي    

در .  هزار دور به مدت پنج دقيقه شسته شدند           ٣-٤سانتريفوژ  
صورت استفاده از بافر يا سرم فيزيولوژي در نهايت يك بار با آب              

 (optical density)غلظت  .سانتريفوژ شدند  مقطر شسته وسپس  
 ٦٠٠  طول موج   در ١-٥/١ با اسپكتروفتومتر    سوسپانسيون نهايي 

 Tris-Hclليتر    ميلي ٧ (Iنانومتر تنظيم گرديد سپس محلولهاي      
ليتر   ميلي ٨/١٦،  SDS گرم    ٦/٢،  ٨/٦ برابر    pH مولار با     ٥/١

  IIو    )  ميلي ليتر آب مقطر    ٣ گرم برم فنل بلو،     ميلي ٢ گليسرين،
تهيه ) اپتواتانولليتر مرك   ميلي ٢/١+ Iليتر از محلول      ميلي ٨/٨(

 ١٦/٠ليتر از سوسپانسيون باكتري،         به ازاي هر ميلي     . شدند
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 ١٣٨٤، سال ٤، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٨٥٢

 دقيقه جوشانيده و    ٤-٥به مدت     اضافه و  IIليتر از محلول     ميلي
 بلافاصله سرد شد و در سانتريفوژ ده هزار دور به بالا به مدت                

ليتر از محلول     دقيقه سانتريفوژ گرديد و سپس يك ميلي       ١٥-٢٠
هاي اپندروف در فريزر        برداشته و در لوله      رويي با سرنگ       

 (separating gel)در اين روش از ژل جدا كننده        . نگهداري شد 
 پنج درصد    (stacking gel) درصد و ژل متراكم كننده          ١٤

 ميكروليتر از هر نمونه در       ٤٠بعد از تهيه ژل      . استفاده گرديد 
 ٨٠چاهكهاي ژل قرار داده شد و الكتروفورز به كمك جريان               

يري زبه ابتداي ژل     ) برم فنل بلو   (ولتي تا رسيدن مادةرنگي       
  گليسين – ولت وآمپر ثابت در بافر تانك تريس            ١٠٠وسپس  

 با حجم    SDS گرم    ١ گرم گليسين،     ٤/١٤ گرم تريس،     ٢/٣(
بعد از اتمام الكتروفورز،    . انجام شد ) pH : ٣/٨نهايي يك ليتر و     

 در متانل،   R-250 درصد كوماسي بلو     ١/٠(ژل در محلول رنگ     
٢به مدت حداقل    ) ١: ٥: ٥آب واسيد استيك به نسبت حجمي       

آميزي وسپس در همان محلول بدون كوماسي بلو            ساعت رنگ 
 درصد  ٧جهت نگهداري ژلها از اسيد استيك           . رنگبري شد 

 .استفاده گرديد
 جدايه هابررسي ويژگيهاي فنوتيپي 

 ٢٨  باكتري جدا شده از سيب زميني      جدايه ١٧٠از مجموع   
 به  جدايه بر اساس نقوش الكتروفورزي پروتئين هاي سلولي           

 .عنوان نماينده انتخاب و مورد بررسيهاي فنوتيپي قرار گرفتند          
  . خلاصه شده است۱ در جدول جدايه ۲۸مشخصات اين 

آزمون آرژنين دي    و) ١٥ (سآزمون اكسيد از به روش كواك     
ون ليسيتيناز  آزم. انجام گرفت ) ٢٢( هيدرولاز به روش  تورنلي       

و آزمون توليد رنگدانه     ) ١٧( لليوت و همكاران      بر اساس روش  
  به روش     King’s medium Bفلورسنت روي محيط كشت      

 ٥آزمون توليد لوان روي محيط حاوي         . انجام شد ) ٢٠( شاد  
آزمون فعاليت پكتوليتيكي روي برشهاي سيب       سوكروز و    درصد
شاد لورسنت به روش    آزمون توليد رنگ غير ف     و همچنين    زميني

آزمون احياء نيترات به نيتريت يا توليد گاز         .  گرديد  انجام )٢٠( 
و آزمون تحريك واكنش فوق        ) ٨(ازت بر پايه روش داي          

آزمون .  انجام شد   )١٢( حساسيت در توتون به روش كلمنت        
و به دو روش درون لوله و       ) ٢٠( هيدروليز ژلاتين به روش شاد      

 . پتري انجام گرديدروی

 از مناطق مختلفبررسی مورد های  مشخصات جدايه -١جدول 
شماره جدايه كد جدايه  يووارب گونه محل جمع آوري

١ S13 اصفهان P. fluorescens III 
٢ H2 همدان P. fluorescens III 
٣ SD1 اصفهان P. fluorescens IV 
٤ H46 بهار(همدان( Pseudomonas sp. - 
٥ H17 همدان P. fluorescens III 
٦ H39  هارون آباد(همدان( P. fluorescens III 
٧ H25 همدان P. fluorescens III 
٨ D3 دماوند P. fluorescens III 
٩ D1 دماوند P. fluorescens IV 
١٠ AR1  رضي آباد(اردبيل( P. fluorescens III 
١١ H4  زرند(همدان( P. fluorescens V 
١٢ S12 اصفهان P. fluorescens V 
١٣ H19  نهاوند(همدان( P. fluorescens III 
١٤ H22 كبودر آهنگ(همدان( P. fluorescens III 
١٥ S15 اصفهان P. fluorescens III 
١٦ S9 اصفهان P. fluorescens III 
١٧ S17 اصفهان P. fluorescens III 
١٨ S22 اصفهان P. fluorescens III 
١٩ H41  نهاوند(همدان( P. fluorescens III 
٢٠ AR13  آلاديق(اردبيل( P. fluorescens III 
٢١ H5 همدان P. fluorescens III 
٢٢ S1 اصفهان P. fluorescens IV 
٢٣ D14 دماوند P. fluorescens III 
٢٤ D6 دماوند P. fluorescens III 
٢٥ D9 دماوند P. fluorescens V 
٢٦ D7 دماوند P. fluorescens III 
٢٧ D15 دماوند P. fluorescens III 
٢٨ H2o همدان Pseudomonas. sp. - 

 
 درجه سانتي گراد از      ٤١  و ٤ سنجش رشد باكتري در     برای

 ٥/٠ درصد گلوكز و      ٥/٠محيط پايه آير و همكاران با افزودن          
 . استفاده شد    و قرار دادن در بن ماری          درصد عصارة مخمر   

 كربو هيدرات به عنوان      ف مختل  منابع  از  استفاده توانآزمونهاي  
) ٢٠( تنها منبع كربن و انرژي و توليد اسيد يا قليا به روش شاد              
 روز  ٣٠و با استفاده از محيط پايه آير و همكاران انجام و نتايج تا              

منابع كربني و بنيانهاي كربوهيدراتي استفاده      . بعد ارزيابي گرديد  
 تارتاريك اسيد،   ال آرابينوز، دي زايلوز، ال    : شده عبارت بودند از   

، والرات،  بوتيرات،  سوكروزدي آلانين ، سوربيتول، ترهالوز،          
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٨٥٣ ... جدا شده ازPseudomonas fluorescensتعيين بيووارهاي جدايه هاي : شهرياري و همكاران

، اتانول،    دي گالاكتوز،    نيكوتينات،    آدونيتول،    مزواينوزيتول
 . بوتيل آمين و  فنيل استات، ژرانيول

 بررسي توليد آنتي بيوتيك
جهت بررسي توانايي توليد آنتي بيوتيك و سيدروفور از              

 S13, D3, AR1, H4, S15, S17, H5, S1, D6جدايه هاي   
  P. fluorescens  كه نماينده بيووارهاي مختلف باكتري      D9 و

بودند و همچنين در مقابل باكتري عامل ساق سياه سيب زميني           
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum 

  .دخاصيت آنتاگونيستي نشان دادند، استفاده گردي
) ٢٣(  بيوتيك از روش ولر و كوك         براي بررسي توليد آنتي   

 Nutrientهاي آنتاگونيست روي محيط       جدايه. استفاده شد 
agar glucose)   حاوي كلريد آهن       ) گلوكزيك درصدIII 

(FeCl3)    ي كشت   ا  ميكرومول به صورت نقطه    ١٠٠٠ به غلظت
 درجه سانتي گراد،    ٢٨ ساعت رشد در دماي       ٢٤بعد از   . شدند
 يل پاك گرديدند و با گذاشتن پتري      ها بوسيله پنبه استر    كلني

 به صورت وارونه و قراردادن چند قطره كلروفرم روي در آن،              ها
باكتريهاي باقي مانده از بين برده شدند، پس از تهويه،                    

 به  P.  c. subsp. atrosepticum سوسپانسيون باكتري    
صورت چمني بر روي محيط پخش گرديد و وجود هاله                   

به علت  . اعت مورد بررسي قرار گرفت      س ٣٦بازدارندگي پس از    
اثرات  وجود آهن كافي در اين محيط سيدروفور توليد نشده و            

 .گرديد بازدارندگي موجود، ناشي از توليدآنتي بيوتيك تلقي
 بررسي توليد سيدروفور

 حاوي  NAS و    )يك درصد سوكروز     (NASروي محيط    
، باكتري   ) (III FeCl3  ميكرومول كلريد آهن        ١٠٠٠
 ٢٤اي كشت داده شد، بعد از           يست به صورت نقطه    آنتاگون

روي در  .  پاك گرديد  سترونساعت كلني باكتري بوسيله پنبه       
پتري وارونه چند قطره كلروفرم ريخته شد و بعد از يك ساعت              

 درجه سانتي   ٦٠ ساعت در دماي     ٤ تهويه و به مدت        ها پتري
 شده،  هاي احتمالي توليد   گراد قرار داده شدند تا آنتي بيوتيك       

 IIIعدم وجود هاله در پتري حاوي كلريد آهن          . غيرفعال گردند 
 پس از كشت چمني     IIIو وجود هاله در پتري فاقد كلريد آهن          
 .پاتوژن مؤيد وجود سيد روفور خواهد بود

 نتايج و بحث
) ١جدول(  جدايه منتخب  ٢٨با بررسي خصوصيات فنوتيپي     

 ر محققين  ساي بر اساس خصوصيات فنوتيپي ارايه شده توسط        
جدايه هاي شناسايي شده با داشتن        ،  )٢١ ،٢٠،  ١٩،  ٩،  ٤(

محيط ويژگيهايي از قبيل توليد رنگ فلورسنت روي                    
Pseudomonas agar F )  درصد گليسرول در هر      ١٠حاوي 

هيدروليز آرژنين دي هيدرولاز و     توانايي  ،   مثبت  اكسيداز ،)ليتر  
 عدم  تيناز،توليد ليسي   درجه سانتي گراد،    ٤رشد در     ،ژلاتين
رنگ غير فلورسنت، عدم فعاليت پكتوليتيكي و عدم              توليد  

 .Pبا خصوصيات گونه   روي برگ توتون      واكنش فوق حساسيت  
fluorescens     جدايه هاي متعلق به گونه      . مطابقت داشتندP. 
fluorescens       ذکر  ۲ که در جدول       در سه گروه قرار گرفتند 
 .گرديده است

 آرابينوز،  -اء نيترات، استفاده از ال    در گروه اول آزمونهاي احي    
 -سوكروز و دي   ،آلانين -  تارتاريك اسيد، دي    -زايلوز، ال  دي

،  مثبت و آزمونهاي استفاده از سوربيتول، ترهالوز            گالاكتوز  
 درجه  ٤١ و رشد در     والرات، فنيل استات   مزواينوزيتول، بوتيرات، 

 اتانول،  ،و استفاده از آدونيتول، نيكو تينات        سانتيگراد متغير    
 و توانايي توليد لوان را نيز         ژرانيول و بوتيل آمين منفي بود         

نداشتند كه با توجه به ويژگيهاي گفته شده اعضاء اين گروه كه             
 P.  fluorescens باكتري   III جدايه بود در بيووار       ١٩شامل  

، ٤( ساير محققين   كه با خصوصيات ارايه شده توسط      قرار گرفتند 
 ٤١ه و فقط اختلاف در آزمون رشد در             مطابقت داشت  )٢٠ ،٩

درجه سانتي گراد مشاهده شد كه مي تواند ناشي از تفاوت                 
هاي  در گروه دوم آزمون   . جغرافيايي و شرايط آب وهوايي باشد      

زايلوز،  - آرابينوز، دي  -احياء نيترات، توليد لوان، استفاده از ال       
 - ال كروز،، مزواينوزيتول، سو   ترهالوز ، سوربيتول  گالاكتوز، –دي  

 استفاده ار     مثبت و    و بوتيرات     آلانين -تارتاريك اسيد، دي   
فنيل استات،  ،  ژرانيول والرات، آدونيتول، نيكو تينات، اتانول،      

 درجه سانتيگراد منفي بود كه اين        ٤١ رشد در    بوتيل آمين و    
 را  P.  fluorescens باكتري    IVگروه با سه جدايه بيووار         

 ،٩،  ٤(ارايه شده مطابقت داشت   هاي   با شناسايي   و تشكيل دادند 
 يــوان منفـدر گروه سوم آزمونهاي احياء نيترات و توليد ل .)٢٠

Archive of SID

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 ١٣٨٤، سال ٤، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٨٥٤

  P. fluorescensهاي جدايه خصوصيات فنوتيپي - ٢جدول 
 .ايران مختلف زميني مناطق جداشده از سيب

  واكنش بيووارهاي مختلف باكتري
P.  fluorescens 

IV بيووار V بيووار IIIيووارب

 
 آزمون

+ 
- 

+ 
- 

+ 
- 

 توليد رنگ فلورسنت
 توايد رنگ غير فلورسنت

  دي هيدرولازهيدروليز آرژنين + + +
 اكسيداز + + +
- 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

  احياء نيترات
 ليسيتيناز

 فعاليت پكتوليتيكي
  روي برگ توتون HRتوليد  - - -
- 
+ 

+ 
+ 

- 
+ 

 توليد لوان
  درجه سانتي گراد٤رشد در 

+ - V  گراد  درجه سانتي٤١رشد در 
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 هيدروليز ژلاتين
 : استفاده از

  آرابينوز-ال
  زايلوز-دي 
  تارتاريك اسيد-ال
  آلانين-دي

 سوربيتول
 ترهالوز
 سوكروز
 بوتيرات
 والرات

 مزواينوزيتول 
 آدونيتول 
 نيكوتينات

  گالاكتوز –دي 
 اتانول

 ژرانيول 
 فنيل استات 
 بوتيل آمين

 به آزمونجدايه واكنش مثبت + :     به آزمونجدايهش منفي نواك : -
v) جدايه درصد ٨٩ تا ٢١بين ):  متغير 
 

گالاكتوز، -، دي   لوززاي آرابينوز، دي  -و آزمونهاي استفاده از ال     
هاي  آلانين مثبت و آزمون     تارتاريك اسيد و دي     -ال ،سوكروز

 و منفي     اتانول و ژرانيول     آدونيتول، ،استفاده از ترهالوز    
 فنيل   ،والرات، نيكوتينات   مزواينوزيتول، بوتيرات،   ،سوربيتول
 درجه  ٤١همچنين رشد در     .  متغير بود  وتيل آمين باستات و   

 جدايه اين گروه در     ٤.  اين گروه مثبت بود    گراد در اعضاء   سانتي

 كه به جز آزمون      قرار گرفتند  P. fluorescens باكتري   Vبيووار  
 درجه سانتي گراد در ساير موارد با خصوصيات ارايه          ٤١رشد در   

 با توجه به ويژگيهاي فنوتيپي بررسي        .)٢٠ ،٤(شده مشابه بود    
 V و   III  ،IVهاي مورد مطالعه شامل بيووارهاي         شده، جدايه 

اين باكتري  III كه بيووار    بودند    P. fluorescensباكتري
دو  .بيشترين جمعيت را در ميكروفلور گياه سيب زميني داشت         

 نيز وجود داشتند كه با خصوصيات گونه          H20  و H46جدايه  
P. fluorescens   در جدايه . مطابق نبودند H20  آزمون هاي

 درجه  ٤١در  رشد ،زهيدروليز آرژنين دي هيدرولا      اكسيداز،
  غيرفلورسنت، گتوليد رن  توليد لوان، احياء نيترات،    سانتي گراد،

 آدونيتول، نيكوتينات،    استفاده از ترهالوز،   فعاليت پكتوليتيكي، 
 فنيل استات و بوتيل آمين منفي و آزمونهاي            ،اتانول، ژرانيول 

  درجه سانتي گراد،  ٤رشد در  هيدروليز ژلاتين، توليد ليسيتيناز،    
 گالاكتوز، سوربيتول، مزواينوزيتول،     –دي   ستفاده از سوكروز،  ا

 تارتاريك اسيد   – آلانين و ال     – آرابينوز، دي    - زايلوز، ال    -دي
 اكسيداز منفي و آزمونهاي هيدروليز          H46جدايه. مثبت بود 

احياء نيترات    درجه سانتي گراد،  ٤١ رشد در  ،آرژنين دي هيدرولاز  
 H20 در ساير آزمونها با جدايه      و استفاده از ترهالوز مثبت و       

 . مشابه بود 
 ،AR13   ، S15، H39،S17هاي   زي جدايه رنقوش الكتروفو 

H5 ، S13، D6و AR1ارو كه از نظر خصوصيات فنوتيپي در بيو 
III   باكتريP. fluorescens           قرار گرفتند در تعداد و محل  

. قرارگيري باندهاي قوي و ضعيف به هم شباهت داشتند                
هاي بيوشيميايي    كه توسط تست    D9 و   D15  ،H4هاي  ه جداي

 قرار گرفتند نيز از لحاظ        .fluorescens P باكتري   Vدر بيوار 
. تعداد و محل قرارگيري باندهاي قوي و ضعيف شباهت داشتند          

 كه از لحاظ خصوصيات فنوتيپي در        SD1 و  S1،D1 هاي   جدايه
تعداد و  قرار گرفتند نيز در      P. fluorescens باكتري   IVبيووار  

. محل قرارگيري باندهاي قوي و ضعيف كاملا به هم شبيه بودند           
بيووارهاي تشخيص داده شده با روش فنوتيپي از نظر الگوي              

آكريل آميد داراي    هاي سلولي در ژل پلي      پروتئين يالكتروفورز
در قسمت فوقاني ژل در مقابل دو باند          . تفاوتهاي جزيي بودند  

سه باند وجود داشت و در قسمت         III در بيووار  V و  IVبيووار  
 باندي در   V  و  IIIپايين تر در مقابل دو باند موجود در بيووار            
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٨٥٥ ... جدا شده ازPseudomonas fluorescensتعيين بيووارهاي جدايه هاي : شهرياري و همكاران

همچنين در قسمت وسط ژل يك باند قوي در          .  نبود   IVبيووار
 مشاهده شد كه در مقابل آن در ساير بيووار ها باندي              IIIبيووار

 .)١شكل . (وجود نداشت

 
          D1     H4        D6     SD1    AR1     D9 

  نقوش الكتروفورزي پروتئينهاي سلولي جدايه هاي باكتري-١شكل
P. fluorescenseجدايه هاي  . جدا شده از سيب زمينيD1 و SD1 

 .III بيووار AR1 و D6 و Vبيووار  D9 و IV ، H4بيووار
 

هاي  بيوتيك نيز در همه جدايه     در آزمون بررسي توليد آنتي    
فته هاله بازدارنده در مقابل باكتري پاتوژن          آنتاگونيست بكار ر   

مشاهده شد در صورتيكه در پتري شاهد پاتوژن به صورت                
اين امر  . نشان داده شده است    ٢شكل  که در   يكدست رشد كرد    

بيوتيك توسط    دهنده توليد يك يا چند نوع آنتي             نشان
 .باشد هاي آنتاگونيست مي باكتري
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

بيوتيكي توسط  نده ايجاد شده با توليد مواد آنتيهاي بازدار  هاله -٢شكل
 P. c. subsp. Atrosepticumعليه  P. fluorescensهاي  جدايه

سودو موناس هاي فلورسنت متابوليت هاي ثانويه مختلفي از        
 كربوكسيليك  -١كنند كه فنازين      توليد مي   هابيوتيك  آنتي قبيل

 دي استيل   ٤  و ٢،  )pcn( كربوكساميد   -١، فنازين   )pca(اسيد  
) prn(پيرول نيترين    و   )plt(، پيولوتئورين   )phl(فلوروگلوسينول  

). ٧( باشد هاي توليد شده توسط آنها مي      تعدادي از آنتي بيوتيك   
در  هاي انجام شده جهت توليد سيدروفور نيز              در بررسي  

 كه تيمار حرارتي شدند هاله بازدارنده در        NASهاي حاوي    پتري
از آنجايي كه    . اگونيست به وجود آمد     اطراف باكتريهاي آنت   

باشند، وجود هاله در       ها به حرارت حساس مي        بيوتيك آنتي
 كه تيمار حرارتي شدند در مقايسه با           NASهاي حاوي    پتري

شاهد و نتايج مثبت بدست آمده از آزمايش توليد رنگ فلورسنت           
توسط باكتريهاي    Pseudomonas agar Fروي محيط     

موادي با خواص     اير توليد سيدروفور      آنتاگونيست تاييدي ب   
هن سه ظرفيتي با    آسيدروفورها مواد كلاته كننده      . مشابه است 

 كه تحت شرايط كمبود آهن توليد          هستندوزن مولكولي كم     
اين كمپلكس  . دهند  و با يون آهن كمپلكس تشكيل مي       مي شوند

هاي گيرنده در غشاي سلول باكتري به طور             بوسيله پروتئين 
فورهاي وتاكنون سيدر . گردد ناسايي و جذب مي     اختصاصي ش 

 كه ساختمان شيميايي برخي از آنها          اند شناخته شده  يمتعدد
سيدروفور توليد شده به وسيله        . نيز مشخص گرديده است     

 است پيووردين يا   سودوباكتينسودوموناسهاي فلورسنت از نوع      
قدرت  هاي خاك  كه نسبت به سيدروفور ساير ميكروارگانيسم       

  ميل تركيبي سيدروفور         زيرا    است   بيشتر آنها       رقابت
سودوموناسهاي فلورسنت بيشتر از سيدروفور ساير                    

سيدروفورها نقش مهمي در         . باشد ها مي    ميكروارگانيسم
سيدروفور . هاي مختلف دارند    آنتاگونيسم بين ميكروارگانيسم   
 سريعاً  كتينها به نام سودوبا      خارج سلولي برخي از استرين       

ه ريشه را غير قابل دسترس      قاطه كرده و آهن منط    ها را اح   ريشه
 ).١٠( سازد هاي ريزوسفر مي براي ميكروارگانيسم

هاي ثانويه توليد شده توسط            با توجه به متابوليت        
توان چنين استنباط كرد كه          سودوموناسهاي فلورسنت مي    

سودوموناسهاي فلورسنت عوامل مؤثري براي كنترل بيولوژيكي        
ريها محيط اطراف ريشه را كلنيزه كرده و           اين باكت . باشند مي

كنند و با توليد متابوليتهاي ثانويه        ي جمعيت بالايي را توليد م     
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 ١٣٨٤، سال ٤، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٨٥٦

هيدروژن از   بيوتيك و سيانيد   متعددي از قبيل سيدروفور، آنتي    
 افزايش  موجب جلوگيري كرده و      عوامل بيماربزاي گياهي  رشد  

 رشد گياه   هاي كه اين باكتريها بعنوان محرك    مي شوند  رشد گياه   
 ).١٤ ،١٣، ٦، ١ (دان شناخته شده
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