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 و ارزیابی  PGU0 ةجدای Pseudomonas fluorescensفنوتیپی و ژنوتیپی  ةمطالع

 لوبیا ةعامل مرگ گیاهچ  Rhizoctonia solaniتوانایی بیوکنترلی آن علیه 
 

 . فرشته بیات2؛ *. فاطمه جمالی1

 وشهرفارس ب کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه خلیج ةاستادیار گروه اصلاح نباتات، دانشکد. 2و  1

 (9/6/1391تاریخ تصویب:  - 9/3/1391 )تاریخ دریافت:

 

 چکیده

برای   (DAPG)دی استیل فلورو گلوسینولـ 1 و 2 بیوتیک آنتیی فلورسنت مولد ها سودوموناس

 Pseudomonas اند. استرین شدهمطالعه  خوبی به ،در سراسر دنیا ،عوامل بیوکنترل عنوان بهاستفاده 

fluorescens PGU0 آزمون کشت متقابل دشجداسازی در استان بوشهر زوسفر آفتابگردان از ری .

 Rhizoctoniaلیت آنتاگونیستی علیه قارچ اای فع شیشه در شرایط درون مشخص کرد که این استرین

solani نیز موجب کاهش شدت  اتاقک رشددر شرایط  و دارد را های کشت مختلف روی محیط

واکنش . شود میدرصد(  08لوبیا ) ةهای آلود ک گیاهچهدرصد( و افزایش وزن خش 22بیماری )

( دخیل در pltBو  phlD ،hcnBCی کلیدی )ها ژنوجود  ،ای پلیمراز با پرایمرهای اختصاصی زنجیره

را  (HCN)هیدروژن   و سیانید (PLT)، پایولوتورین  Phl،ترتیب به ،میکروبی ی ضدها متابولیتبیوسنتز 

بررسی و مشخص  (HPLC)ع با کارایی بالا ایها با کروماتوگرافی م بیوتیک آنتید. تولید کرمشخص 

 هیدروژن سیانید  ، تولیدهمچنین. را دارد PLTو  DAPGی ها بیوتیک آنتیتولید  تواناییاین باکتری  شد

 16S rDNAآنالیز فیلوژنتیکی  در شرایط آزمایشگاهی توسط این باکتری به اثبات رسید. و سیدروفور

ی ها متابولیت توانند میکه د کراثبات دنیا مهم ی بیوکنترل ها استرینبا سایر  را رینشباهت این است

  ند.کنتولید را  Pltو  Phlنظیر ضدمیکروبی 
 

 .گلوسینول دی استیل فلوروـ  1 و 2هیدروژن،  سیانید  پایولوتورین،بیوکنترل،  :واژگانکلید

  

 مقدمه

متعلق به  ،فلورسنت ی ریزوسفریها باکتری

Pseudomonas spp.،  برای حفاظت گیاهان علیه

به نظر محققان زیادی را بیمارگرهای قارچی خاکزاد 

 Weller 2007, Haas and Défago) اند کردهخود جلب 

ی ها بیماریکنترل  تحقیقات بر بیشتر هرچند .(2005

در اند،  متمرکز شده ها باکتریای توسط این  ریشه

 دربارة ات فراوانیها و تحقیق بررسی ،های اخیر دهه

ی منفرد ریزوسفری با توانایی کنترل ها استرین

 شده است انجامهای مختلف گیاه  بیمارگرهای بخش

(Kloepper et al. 1993) .نداشتنرساندن  حداقل برای به 

ی باکتریایی، بهتر ها استریندر فعالیت بیوکنترل ثبات 

ند که به استفاده شو تحقیق برای هایی استریناست 

 ی پیدا کردهایط خاک و آب و هوایی مناطقی سازگارشر

ند شواستفاده ن محل آدر آینده در که قرار است  باشند

(Handelsman and Stabb 1996).   

 سرکوب بیماریبرای  یی که معمولاًها مکانیسم

شوند شامل  ذکر می Pseudomonasهای  توسط گونه

،  (HCN)هیدروژن  سیانیدها،  بیوتیک آنتیتولید انواع 

 ةواسط  ه، رقابت برای آهن بکننده تجزیهی ها آنزیم
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سیدروفورها، رقابت برای کربن و مقاومت القایی 

 .(Haas and Défago 2005)سیستمیک است 

 گلوسینول فلورو  دی استیل ـ3 و 2های  بیوتیک آنتی

(DAPG  یاPhl،) پایولوتورین(Plt) نیترین ، پیرول(Prn)  

 ةدلایل عمد عنوان به،  (Phz)نو مشتقات مختلف فنازی

 با توانایی Pseudomonas های گونه فعالیت آنتاگونیستی

 Thomashow and Weller) اند بیوکنترل ذکر شده

1996)  . 

 توانند میی فلورسنت ها سودوموناسبسیاری از 

DAPG  ند کنتولید(Keel et al. 1996)  که متابولیت

 .Keel et al) ها ارچقو  ها باکتریای است که برای  ثانویه

های حلقوی  کرم (Cronin et al. 1997)، نماتدها (1992

(Bowden et al. 1965) و گیاهان (Maurhofer et al. 

یت دارد. این تحت شرایط آزمایشگاهی سمّ (1995

Phlی ها استریندر ریزوسفر گیاهانی که با  بیوتیک آنتی
+ 

 .Keel et al) تلقیح شده بودند CHA0نظیر استرین 

یافته در خاک  های رشد و نیز در ریزوسفر گندم (1992

یافت شده است.  (Bonsall et al. 1997)بازدارنده 

طور اختصاصی  ی موتانتی که بهها استریناستفاده از 

 بیوتیک آنتیدخالت این  ،بودند Phlدارای نقص در تولید 

ی ها باکتریو  ها قارچدر حفاظت از گیاهان علیه 

توسط  (Keel et al. 1992) اهیبیماریزای گی

کردن  ده است. واردکررا اثبات ی مولد ها سودوموناس

Phlی ها سودوموناسدر  Phlتولید  ةکنند ی رمزها ژن
- 

موجب بازگرداندن توانایی حفاظت از گیاهان به این 

 همچنین،. (Fenton et al. 1992)شده است  ها استرین

د این با خصوصیت بیش تولی ها سودوموناسساخت 

موجب افزایش توانایی حفاظت از گیاهان  بیوتیک آنتی

در راستای این  .(Maurhofer et al. 1995)شده است 

Phlی ها سودوموناسنتایج، 
ی بازدارنده به ها خاکدر  +

ی پذیرا جمعیت ها خاکولی در  شوند، میفراوانی یافت 

 . (Raaijmakers et al. 1997)تری دارند  پایین

ی سودوموناس فلورسنت ها یناستربرخی از 

 عنوان به. نددار بیوکنترلای برای  ی چندگانهها مکانیسم

  Pseudomonas protegens CHA0 در ،مثال

(P. fluorescens )(Voisard et al. 1994) تولید ،

DAPG ،HCN  وPlt  .همچنین،در بیوکنترل نقش دارند 

القای مقاومت القایی  تواند موجب میاین استرین 

شده  تمیک در گیاهان توتون علیه بیماری ایجادسیس

 .Maurhofer et al) شودتوتون  توسط ویروس نکروز

 ةی مختلفی به این استرین اجازها مکانیسم. (1994

عامل بیوکنترل در گیاهان میزبان  عنوان بهفعالیت 

 دهند.  مختلف و علیه بیمارگرهای مختلف را می

ی ها وناسسودومدر میان  Phlجایگاه بیوسنتز 

ها  ولی توانایی آن ،حفظ شده است خوبی بهفلورسنت 

از یک استرین به استرین  بیوتیک آنتیبرای تولید این 

که ای دیگر بسیار متغیر است  شیشه تحت شرایط درون

Phlی ها سودوموناسانگیزد که  این حدس را برمی
از  +

نظر توانایی حفاظت از گیاهان در برابر بیمارگرهای 

Phlی ها سودوموناس بیشتر. یز متغیرندقارچی ن
در دو  +

 rDNA 16Sکردن  شده توسط آنالیز محدود گروه تعریف

(ARDRA) اعضای گروه اول نظیر گیرند قرار می .

CHA0 ،Pf-5  وPF علاوه بر  توانند میPhl، Plt  تولید نیز

 ARDRAهایی که به گروه دوم  آن ،که در حالی ،کنند

. نندکتولید  Plt توانند نمی ،Q2-87 مانند دارند، تعلق

تری است نیز برای  گروه سوم که گروه کوچک

Phlی ها استرین
+
 Plt

 P. fluorescens F113شامل  -

 . (Keel et al. 1996)تپیشنهاد شده اس

های آنتاگونیستی  تحقیق، بررسی مکانیسم این هدف از

ها  بیوتیک آنتیبرخی  ةکنند های رمز و ردیابی ژن

 ةو نیز مطالع  Pseudomonas fluorescens PGU0در

 Rhizoctonia solani توانایی بیوکنترل این استرین علیه

ای و گلخانه  شیشه لوبیا در شرایط درون ةعامل مرگ گیاهچ

فیلوژنتیکی این جدایه با سایر  ةبود. همچنین، رابط

ها براساس  بیوتیک های بیوکنترل مولد انواع آنتی استرین

16S rDNA د.بررسی ش 

 

 ها مواد و روش
 های مورد استفاده در این تحقیق میکروارگانیسم

ریزوسفر گیاه  ةاز ناحی P. fluorescens PGU0باکتری 

کشاورزی و  ةتحقیقاتی دانشکد ةدر مزرع ،آفتابگردان

. دشجداسازی  ،فارس بوشهر منابع طبیعی دانشگاه خلیج

مدت، کشت باکتریایی در کینگ  داری طولانی برای نگه

درصد  07همراه با  (King et al. 1954)ب براث 

اپندورف در  های لولهاستریل در  درصد 31گلیسرول 

-R. solani AG2شد. قارچ  گراد انجام سانتی ةدرج -37
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2-IIIB  از کلکسیون آزمایشگاه گیاهچة لوبیاعامل مرگ ،

. قارچ روی دششناسی گیاهی دانشکده تهیه  بیماری

زمینی دکستروز  سیب های حاوی محیط کشت تشتک

تا پایان  همچنین، این قارچ .رشد داده شد (PDA) آگار

 د.شداری  گراد نگه سانتی ةدرج 3تحقیق در دمای 

 

سنجش بازدارندگی از رشد قارچ در شرایط 

  ای شیشه درون
ی بیمارگر روی دو ها قارچآزمون کشت متقابل باکتری با 

 ارزمینی دکستروز آگ سیب و  (KB)کینگ ب محیط

(PDA) میکرولیتر از سوسپانسیون  27. شد انجام

 21 دمای یافته بر محیط کینگ ب براث در باکتری رشد

در چهار نقطه با ساعت،  90مدت  گراد به سانتی ةدرج

تشتک پتری کشت داده شد.  ةمتر از لب میلی 0 ةفاصل

 ةدرج 21 دمای داری در ساعت نگه 33پس از 

 0ای به قطر  حلقهگراد، در مرکز هر پتری  سانتی

قارچ قرار داده شد. پس از  ةاز کشت هفت روز متر میلی

تشتک پتری شاهد،  ةقارچ به لب کلنی ةرسیدن حاشی

آزمایش در قالب د. شگیری و ثبت  بازدارندگی اندازه ةهال

های  و داده طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار اجرا شد

 و تجزیه 9/1نسخة  SAS افزار آماری حاصل با نرم

 دار ها با استفاده از تست حداقل اختلاف معنی میانگین

(LSD) (70/7P) .از یکدیگر جدا شدند 

 

 در شرایط اتاقک رشدکنترل بیمارگر 
کشاورزی به  ةتحقیقاتی دانشکد ةخاک طبیعی از مزرع

شدن،  د و پس از اتوکلاوشبا ماسه مخلوط  9:4نسبت 

ته شد. های پلاستیکی ریخ گرم از آن در گلدان 477

برای تلقیح   PDAیافته بر محیط رشد R. solaniقارچ 

بار  گرم بذر ارزن دو 20های پتری حاوی  تشتک

لیتر آب مقطر  میلی 92شده با  مرطوبو شده  اتوکلاو

 23 دمای شده با قارچ در . بذور ارزن تلقیحشداستفاده 

 ،داری شدند و پس از یک هفته نگه گراد ة سانتیدرج

در روز اول،  .ندکار برده شد تلقیح قارچی به ةمای عنوان به

 0×971به غلظت  PGU0خاک با سوسپانسیون باکتری 

خاک تلقیح  (CFU/g)در گرم  کلنی ةدهند واحد تشکیل

گرم با  9میزان  تلقیح قارچ به ةشد. در روز دوم، مای

های شاهد  د؛ به گلدانشبخش سطحی خاک مخلوط 

شده  بار اتوکلاو دو بیمارگر به همین میزان ارزن بدون

در  ،رقم گلی ،لوبیا ةزد افزوده شد. بذور جوانه

واحد  0× 971سوسپانسیون باکتری به غلظت 

شناور شد  (CFU/ml)لیتر  در میلی کلنی ةدهند تشکیل

به تعداد سه عدد در هر گلدان  ،ساعت 9و پس از 

 Binder) اقک رشدتها در ا )تکرار( کاشته شدند. گلدان

Germany) 3ساعت روشنایی در دمای  90شرایط  با 

 ةدرج 90 دمای ساعت تاریکی در 3گراد و  سانتی ةدرج

داری شدند.  نگه درصد 17گراد با رطوبت نسبی  سانتی

و  ندیک هفته پس از کاشت، گیاهان از خاک خارج شد

منظور ارزیابی شدت  گیری شد. به اندازه گیاهوزن خشک 

 97های صفر تا  ارزش ،های گیاه علائم بیماری بر ریشه

علائم  نداشتن ةدهند ند، ارزش صفر نشانشداستفاده 

نشانگر  97)گیاه سالم با هیپوکوتیل سفید( و ارزش 

پژمرده و  آلودگی شدید )گیاه مرده، پوسیده، کاملاً

. این (Siddiqui and Shaukat 2002) شده( بود خشک

ا تکرار اجر پنجتصادفی با  آزمایش در قالب طرح کاملاً

 9/1 ةنسخ SAS افزار آماری های حاصل با نرم شد و داده

ها با استفاده از تست حداقل اختلاف  تجزیه و میانگین

 از یکدیگر جدا شدند. (70/7P) (LSD) دار معنی

 

  خصوصیات فنوتیپی جدایه
کینگ  از نظر کیفی روی محیط هیدروژن  سیانیدتولید 

رسنت تولید سیدروفور فلو و (Alstrom 1989)ب 

بنفش  یتحت نور ماورا S1روی محیط صورت کیفی  به

ة درج 21 دمای ساعت رشد در 23نانومتر( پس از  400)

 .(Gould et al. 1985)ارزیابی شد  گراد سانتی

گیری میزان تولید سیدروفور به روش  اندازه

 انجام شدبا روش کاستاندا و همکاران  اسپکتروفتومتری

(Castaneda et al. 2005). کنندگی فسفات  آزمون حل

شفاف  ةو قطر هال انجاممعدنی روی محیط کشت اسپربر 

 گیری شد اندازه ،باکتری پس از یک هفته کلنیاطراف 

(Sperber 1958). 

 

 میکروبی ترکیبات ضدی بیوسنتز ها ژنردیابی 

(. HCN)ژن کلیدی دخیل در بیوسنتر  hcnAB ردیابی

 PM2بدین منظور از آغازگر مستقیم

(TGCGGCATGGGCGTGTGCCATTGCTGCCT
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GG) و آغازگر معکوس PM7-26R  

(CCG CTCT TGA TCT G CAA TTG CAG GCC)   
(Svercel et al. 2007)،  ساخت شرکت سیناژن، استفاده

جفت باز را  017ای به طول  شد. این آغازگرها قطعه

 Wangروش  با ها باکتری DNA استخراج. ندکن میتکثیر 

et al. (2001) واکنش بود .PCR  میکرولیتر شامل 27در 

، PCR (1xPCR buffer)باکتری، بافر  DNAکرولیتر می 3

 s dNTP 3/7میکرومول  MgCl2 ،207میکرومول  0/9

 Taq DNAواحد آنزیم  9میکرومول از هر آغازگر و 

Polymerase .ترموسایکلر  تکثیر با دستگاهعمل  بود

Mastercycler gradientاپندورف آلمان ، ساخت شرکت، 

 ºC13 ةشامل یک چرخ PCRحرارتی  ة. برنامنجام شدا

ای با  چرخه 47 ةیک برنام ،ثانیه و سپس 927مدت  به

؛ ºC01ثانیه در  47؛ ºC13ثانیه در  47هر چرخه شامل 

 0برای  ºC12 ة؛ در پایان یک چرخºC12ثانیه در  07

 10درصد در  9در ژل آگارز  PCRدقیقه بود. محصول 

نتایج با استفاده از  ؛فورز شدوترساعت الک 9مدت  ولت به

ساخت شرکت  EV243مدل  ،ساز ژل دستگاه مستند

Consort ةد. دو جدایشبررسی  ،بلژیک CAH0 عنوان  هب

شاهد  عنوان به  (CHA89)آن gacشاهد مثبت و موتانت 

 منفی استفاده شدند.

 

 (DAPG ژن کلیدی دخیل در بیوسنتز) phlDیابی ژن در

با این تفاوت  شدانجام  بالاق روش ای مطاب واکنش زنجیره

 B2BFکه تکثیر با استفاده از آغازگر مستقیم 

(ACCCACCGCAGCATCGTTTATGAGC)  و آغازگر
BPR4 (CCGCCGTATGGAAGATGAAAAAGTC) 

 (Mc Spadden- Gardener et al. 2001) برنامة  .انجام شد

ثانیه و  927مدت  به ºC13شامل یک چرخة  PCRحرارتی 

ثانیه  47ای با هر چرخه شامل  چرخه 47نامة سپس، یک بر

؛ در پایان ºC 12ثانیه در 07؛ ºC07ثانیه در  47؛ ºC 13در

 دقیقه بود.  97برای  ºC 12یک چرخة

 
 (Plt)ژن کلیدی دخیل در بیوسنتز  pltBردیابی ژن 

آغازگر  ای پلیمراز مانند بالا و با شرایط واکنش زنجیره

و   PltBf (CGGAGCATGGACCCCCAGC)مستقیم

 PltBr (GTGCCCGATATTGGTCTTGACC)معکوس 

را  pltBژن  جفت بازی از 114 ةیک قطعانجام شد که 

 PCR. برنامة حرارتی  (Mavrodi et al. 2001)کند تکثیر می

ثانیه و سپس، یک  927مدت  به ºC13شامل یک چرخة 

؛ ºC13ثانیه در  47ای با هر چرخه شامل  چرخه 47برنامة 

؛ در پایان یک چرخة ºC12ثانیه در  07؛ ºC03ثانیه در  47

ºC12  دقیقه بود. 97برای 

 

 ها بیوتیک آنتیاستخراج و تشخیص 

کینگ ب براث حاوی و  (KB)کینگ ب از محیط کشت 

 (KBG) تنها منبع کربنی عنوان بهگرم گلوکز  97

(Jamali 2009)  در  بیوتیک آنتیبرای ارزیابی تولید

PGU0  21در این محیط در دمای استفاده شد. باکتری 

دور در دقیقه کشت  917گراد بر شیکر با  سانتی ةدرج

 40ها از  بیوتیک آنتیگیری و استخراج  داده شد. نمونه

روش طبق  ساعت 12لیتر از محیط کشت پس از  میلی

Maurhofer et al. (1992) .به  اتیل استات انجام شد

های  درب ارلن ،نسبت مساوی به محیط کشت اضافه شد

درپوش بسته و  احاوی محیط کشت و اتیل استات ب

شدت تکان داده شدند. فاز آلی از فاز  ثانیه به 47مدت  به

فیلترهای سیلیکونی جدا شد و اتیل  کمک  همایع ب

 د.شطور کامل تبخیر  استات در دستگاه روتاری به

حل  HPLCلیتر متانل مخصوص  میلی 9باقیمانده در 

دستگاه  اها ب بیوتیک آنتیی گیری کمّ شد. ردیابی و اندازه

HPLC  در و  شدمیکرولیتر نمونه انجام  97با تزریق

 های در طول موج Pltو  DAPGهای  بیوتیک آنتی ،نهایت

 نانومتر ردیابی شدند.  447و  217

 
های  با سایر سودوموناس PGU0بررسی روابط فیلوژنتیکی 

 16S rDNAبیوکنترل براساس توالی 

 Wangجدایه مطابق روش  DNAو استخراج سازی  آماده

et al. (2001) منظور تکثیر ژن در جدایه از  . بهانجام شد

 آغازگر مستقیم
PS16f (TGGCTCAGATTGAACGCTGGCGG)   

 و آغازگر معکوس
PS16r (GTACCAGCCGCAGGTTCCCCTAC) 

 کند را تکثیر می 16S rRNAکه ناحیة  استفاده شد

(Frapolli et al. 2007) .  

 Frapolli et al. (2007)طبق روش  PCRکنش وا

 درصد 0/9روی ژل آگارز  PCRانجام شد. محصول 

در دستگاه مستندساز ژل بررسی  ،د و سپسشبارگذاری 

دقت بریده شد.  شد. باند صحیح با اسکالپل استریل به
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سازی محصولات حاصل از  سازی و خالص برای آماده

 Wisard® SV Gel and PCR Clean-Upتکثیر، از کیت 

System kit of Promega (Madison, WI)  .استفاده شد

 داد.انجام  آلمان Metabionشرکت  راتعیین توالی 

 16S rRNA های با توالی آمده دست هب توالی ،سپس

درخت فیلوژنتیکی  شد. داده انطباق  NCBIدرشده  ثبت

از  CLC main workbench (6.7)افزار  با استفاده از نرم

 د.شنمایی رسم  اکثر درستروش حد

 

 و بحث نتایج

P. fluorescens PGU0شده از  ، استرین جداسازی

ریزوسفر آفتابگردان دارای توانایی آنتاگونیستی علیه 

ای بود.  شیشه لوبیا در شرایط درون ةمرگ گیاهچ

روی دو محیط  تفاوتآنتاگونیسم علیه بیمارگر با اندکی 

KB  وPDA  .نشان داد که  گینمیان ةمقایسمشاهده شد

میزان بازدارندگی از رشد قارچ روی دو محیط در سطح 

دار با یکدیگر  آزمون حداقل اختلاف معنیدرصد  0

ن دیگر نیز امحقق .(9)جدول  داری داشتند معنی تفاوت

های  سطح بازدارندگی از بیمارگر را روی محیط کشت

KB ،PDA  و مالت آگار(MA)  متفاوت گزارش و اظهار

دلیل تولید ضعیف  ممکن است بهکه این تفاوت دند کر

قارچی باکتری یا رشد بهتر قارچ روی محیط  عوامل ضد

PDA باشد (Sharifi-Tehrani et al. 1998, de La 

Fuente et al. 2004). 

نیز موجب کاهش  اتاقک رشددر شرایط ، PGU0 ةجدای

 ةلوبیا و افزایش قابل ملاحظ ةدار پوسیدگی ریش معنی

شدت بیماری ای رشدی نسبت به شاهد شد. فاکتوره

بود. با  00/3 آلوده به بیمارگر به ارزش یهای لوبیا گیاهچه

 P. fluorescens PGU0های لوبیا با باکتری  تلقیح گیاهچه

درصد( کاهش  9/02داری ) طور معنی شدت بیماری به

 (.2 )جدول (≥70/7P) یافت

ی ها از طرف دیگر بیمارگر میزان وزن تر گیاهچه

ولی در حضور  ،کاهش داد  لوبیا را نسبت به شاهد

های بیمار نسبت به شاهد  باکتری، میزان رشد گیاهچه

درصد افزایش یافت. میزان افزایش رشد  37 آلوده

های لوبیا در حضور باکتری به تنهایی با شاهد  گیاهچه

 تواند می هاین جدایداری نشان نداد.  سالم تفاوت معنی

( HCNو  Plt ،DAPGمیکروبی ) ای ضده انواع متابولیت

در توانایی  که احتمالاً کندتولید  را سیدروفور و

توانایی بیوکنترل این استرین نقش دارند. از طرف دیگر 

توسط  و تولید سیدروفور فسفات معدنیسازی  محلول

ست در افزایش رشد گیاه نقش ا ممکناین جدایه 

 .ندکثری را ایفا ؤم
 

 ةتیپی و توانایی بیوکنترل جدایخصوصیات فنو .9جدول 

PGU0 ای شیشه در شرایط درون 
 KB (mm) a 0/1بازدارندگی روی محیط  ةهال

 PDA (mm) b2/0بازدارندگی روی محیط  ةهال

2 

 خصوصیات فنوتیپی

 

 KBG 90روی  DAPG (µg/ml)میزان تولید 

 KB 7روی  DAPG (µg/ml)میزان تولید 

 KBG 90 روی PLT (µg/ml)میزان تولید 

 KB 993روی  PLT (µg/ml)میزان تولید 

 KBG 33/04روی  MAPG (µg/ml)میزان تولید 

 KB 7روی  MAPG (µg/ml)میزان تولید 

 + S1 محیط سیدروفور رویتولید 

 30/20 (µM/ml)تولید سیدروفورمیزان 

 +  (HCN)هیدروژن  تولید سیانید

 44/90 ( mmانحلال فسفات معدنی )قطر هالة شفاف برحسب 

 
 P. fuorescens PGU0 ةثیر جدایأمیانگین ت ةمقایس .2جدول 

 بر کنترل بیماری و وزن تر گیاه در شرایط اتاقک رشد
گیاه  خشکوزن  تیمار

 )گرم(

 شدت بیماری 

(7-1) 

 a41/2 c7 شاهد سالم

 c433/7 a00/3 شاهد آلوده

PGU0 a49/2 c7 

PGU0+R. solani b14/9 B9/3 
داری در سطح  اختلاف معنی ،هایی که حروف مشترک دارند میانگین *

 ندارند. LSDآزمون  70/7

 

ی بیوکنترل، اختصاصی یک بیمارگر ها سودوموناس

 ةند؛ بلکه دارای دامنستگیاهی ویژه نی ةیا یک گون

و بیمارگرهای مختلفی را کنترل  هستندمیزبانی وسیعی 

 Thomashow and Weller 1996, Weller et) کنند می

al. 2002) .de La Fuente et al. (2004)  نیز توانایی

 علیهشبدر را شده از  جداسازی UP61بیوکنترل 

R. solani  وSclerotium rolfsii فرنگی  روی گوجه

 تواند میند که این جدایه فهمیدو  کردندمطالعه 
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 های همطالع .کنددر شرایط گلخانه کنترل را بیمارگرها 

 ةدهند نیز نشان CHA0ن شده با استری انجام

 .Voisard et al) این استرین بود نبودن اختصاصی

ترکیبات متفاوت ترشحات ریشه  همچنین،. (1994

 ها متابولیتو تولید  ی بیوکنترلها ژنبیان تواند بر  می

کراس و لوپر بیان  مثلاً ؛ثر باشدؤم ها باکتریتوسط ریزو

در بذرهای  P. fluorescens Pf-5در  pltی ها ژنمتفاوت 

 Kraus and Loper) دندکرخیار و پنبه را گزارش 

1995) .Jamali et al. (2009b) ثیر ارقام لوبیا را بر أنیز ت

در استرین  phlAو  hcnAی بیوکنترل نظیر ها ژنبیان 

CHA0،  و  کردندبررسی  ،ی گزارشگرها ژنبا تکنیک

در ریزوسفر این ارقام  ها ژنند که بیان این فهمید

دلیل  تواند به له میئاین مس ت است که احتمالاًمتفاو

 .ارقام باشد ةتفاوت در ترکیب ترشحات ریش

 

 بیوتیک آنتیی بیوسنتزی دخیل در تولید ها ژن

DAPG  وHCN 

های کلیدی  ای پلیمراز با هدف ردیابی ژن واکنش زنجیره

 HCNو  Plt، DAPG بیوتیک دخیل در بیوسنتز آنتی

انجام  PGU0 ة( در جدایhcnABو  phlD ،pltBترتیب  )به

در استرین مذکور  DAPGهای دخیل در بیوسنتز  شد. ژن

 021به طول تقریبی  DNA ةتشخیص داده شدند و قطع

و  B2BFاختصاصی  -phlDجفت باز، به کمک دو پرایمر 

BPR4 ژنی  ةاز دستphlACBD  روی ژل آگارز تکثیر شد

و  PM7(. همچنین، به کمک دو پرایمر ب-9شکل )

PM26-R ةقطع DNA  جفت باز از  017به طول تقریبی

 (hcnABC)هیدروژن   ژنی مسئول بیوسنتز سیانید ةدست

از طرف دیگر پرایمرهای . الف(-9)شکل  دشتکثیر 

pltBf/pltBr  قطعةDNA  از دستة  114به طول تقریبی

 ج(. -9ژنی بیوسنتز پایولوتورین را تکثیر کردند )شکل 

 

 

 

 ،DNA 100bpنگر بیا: M(. bp 017با پرایمر اختصاصی ) HCNشده روی ژن  انجام PCRدرصد از  9( تصویر الکتروفورز ژل آگارز الف .9شکل 

 9ز ژل آگارز ورعنوان کنترل منفی؛ ب( تصویر الکتروف به CHA89: باکتری 4عنوان کنترل مثبت،  به CHA0: باکتری PGU0 ،2: باکتری 9

عنوان شاهد منفی،  به CHA89: باکتری DNA 100 bp، 9انگر بی: . M(bp 629با پرایمر اختصاصی ) DAPGی ژن شده رو انجام PCRدرصد از 

با پرایمر  PLTشده روی ژن  انجام PCRدرصد از  9رز ژل آگارز وتصویر الکتروف؛ ج( عنوان شاهد مثبت به CHA0: باکتری PGU0 ،4: باکتری 2

 عنوان شاهد مثبت به CHA0: باکتری PGU0 ،2: باکتری DNA 1Kb، 9نگر بیا: . M(bp 773اختصاصی )

 

McSpadden Gardener et al. (2001)  با طراحی

سنجشی  پیشنهادجفت پرایمرهای اختصاصی و با 

phlDی ها سودوموناس، توانستند PCRمبتنی بر 
را  +

 021که  B2BFو  BPR4هدف قرار دهند. پرایمرهای 

نسبت به  ،کنند یرا تکثیر م phlD جفت باز از ژن

و ژن  اند ، بسیار اختصاصیPhl2a/Phl2bپرایمرهای 

تکثیر  DAPGای از مولدین  هدف را در مجموعه

  .ند که از نظر ژنتیکی متنوع هستندنک می

مرتبط با وجود  Phl2a/Phl2bبا استفاده از پرایمرهای 

اند که حدود  های طبیعی، دریافته در خاک DAPGمولدین 

فلورسنت ریزوسفر گندم در  Pseudomonasاز  درصد 97

و  (Raaijmakers et al. 1997) های بازدارنده  خاک

ها  واجد این ژن (Picard et al. 2000) ذرتریزوسفر 

فریقا، آسیا، آهای  در خاک DAPGمولدین  ،هستند. تاکنون

 .Keel et al) اند مریکای شمالی یافت شدهآاسترالیا، اروپا و 

ریزوسفر گیاهان مختلف نظیر  ها از این باکتری .(1996

M     1    2     3      M    1    2    3     M       1      2      

 ج الف ب
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فرنگی  خیار و گوجه ، (Raaijmakers et al. 1997)گندم

(Keel et al. 1996) های  . در ایران وجود ژناند گزارش شده

phlD  وhcnAB های کلیدی بیوسنتز  )ژنDAPG  و

HCNها، در  های مرتبط با این ژن ( و نیز تولید متابولیت

شده از  نت جداسازیهای فلورس برخی سودوموناس

پیش از نظیر خیار، آفتابگردان و گندم های مختلف  میزبان

 ,Ahmadadeh 2001) این نیز به اثبات رسیده است

Behbodi 2004, Jamali 2009) اما در مورد ردیابی ژن .

pltB انجام نشدههای ایرانی  تحقیقی روی جدایه ،تاکنون 

، PCRشده با  ردیابی pltBبود. طبق نظر دانشمندان، ژن 

یک ژن  P. fluorescens Pf-5برای تولید پایولوتورین در 

 ،(Nowak-Thompson et al. 1999)رود  شمار می هکلیدی ب

یا این ژن نیز در طبیعت آولی هنوز مشخص نیست که 

 حفظ شده است یا خیر.

 

 PGU0 ةخصوصیات فنوتیپی جدای

 نشان داد که این جدایه در محیط HPLCنتایج آنالیز 

KBG  وKB  های  بیوتیک آنتی تواند می ،ساعت 12پس از

DAPG ،PLT  وMAPG بیوتیک آنتی ةماد )پیش 

DAPG) ها و نیز زمان  (. پیک9دول )ج کند تولید را

شده توسط این استرین مشابه  بازدارندگی ترکیبات تولید

با استانداردهای مورد استفاده بود. زمان بازدارندگی برای 

، 1/3ترتیب  به MAPG و DAPG  ،PLTیها بیوتیک آنتی

 دقیقه بود.  3/1و  3/9

ترتیب تولید  به KBGو  KBهای  محیط

 PGU0را در استرین  DAPGو  Pltهای  بیوتیک آنتی

ها روی  بیوتیک آنتیدند و میزان تولید این کرتحریک 

این دو محیط با یکدیگر متفاوت بود. مطالعات در مورد 

توسط  بیوتیک آنتیثیر محیط کشت بر تولید أت

Pseudomonas spp.  فلورسنت نشان داده است که

 ؛کند را تحریک می CHA0توسط  DAPGگلوکز تولید 

نیترین  از تولید پایولوتورین و پیرول ،که در حالی

. منبع  (Duffy and Défago 1999)کند ممانعت می

 ؛گلیسرول است KB، گلوکز و در KBG محیط کربنی در

تواند نتایج  ن میاات این محققمشاهد ،بنابراین

کند. تحقیقی  آمده توسط این تحقیق را توجیه  دست هب

اجرا  P. fluorescensایرانی  ةکه پیش از این بر سه جدای

و  DAPGد که گلوکز، تولید کرنیز مشخص  ،بود شده

 . (Jamali 2009b)کند را تحریک می Pltگلیسرول، تولید 

نیز  Maurhofer et al. (1994)با نتایج ما مشاهدات 

گزارش کردند که سطوح آنان  همچنین،هماهنگ است. 

DAPG طور معکوس با غلظت  هبPlt  و  استمرتبط

مقادیر بیشتری  CHA0در استرین  ¯pltهای  موتانت

DAPG  وMAPG کنند تولید می. 

وسیعی از ترکیبات آلی  ةترشحات ریشه حاوی دامن

و مصرف این تغییر و  (Brnizri et al. 1998) است

 ةی ثانویها متابولیتثیری اساسی بر تولید أترکیبات ت

ترکیبات قندی ترشحات ریشه  در . تفاوتداردباکتریایی 

های  تواند مکانیسم غالب بیوکنترل در سیستم می

 .Maurhofer et al) ندکمیزبان را تعیین  ـ بیمارگر

در  Pltی مسئول بیوسنتز ها ژنبیان  همچنین،. (1994

P. fluorescens Pf-5  روی بذور خیار و پنبه متفاوت

 Jamali .(Kraus and Loper 1995)گزارش شده است 

et al. (2009b)  ی ها ژننیز اثر ارقام مختلف لوبیا بر بیان

phlA  وhcnA  در استرینCHA0  ی ها ژنتوسط

ند که ترکیبات فهمیدو  کردندبررسی  را گزارشگر

ی ها ژنتغیر بیان مختلف ترشحات ریشه موجب بیان م

 .شوند میبیوکنترل 

 

ی ها سودوموناسبا  PGU0ژنتیکی فیلو ةمقایس

 بیوتیک آنتیمولد  فلورسنت

ة ، یک قطعPS16rو   PS16fبا استفاده از پرایمرهای

 PGU0 ةدر جدای 16S rDNAجفت بازی از  9479

توالی مربوط به این  29د. این توالی به همراه شتکثیر 

که از بانک ژن اخذ شده بودند، ارزیابی  ها باکتریگروه از 

 16Sند. طول توالی نوکلئوتیدی ژن شدفیلوژنتیکی 

rRNA های مورد بررسی از بانک ژن بین در بین جدایه 

نوکلئوتید متغیر بود. مطالعات فیلوژنتیکی  9043ـ9337

و ترسیم درخت فیلوژنتیکی روشن کرد که این جدایه با 

 P. fluorescens درصد حمایت بوت استرپ با 13

 C6-23 ،CHA0 ،PGNL1 ،Pf-5، ATCCی ها استرین

17368 ،PF ،S8-62  وK94.41  در یک کلاد قرار گرفتند

ی این کلاد ها باکتری(. با توجه به اینکه تمامی 2 )شکل

هستند و با توجه به خصوصیات  ARDRA 1گروه  جزء

رسد که این جدایه  های ایرانی به نظر می فنوتیپی جدایه

 متعلق باشد. ARDRA 1یز به گروه ن
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Keel et al. (1996) استرین  30 ةبا مطالع

دو کلاستر متفاوت را  کشورهای مختلفشده از  جداسازی

دند که با توانایی تولید کرتوصیف  DAPGدر میان مولدین 

Plt هایی محققان دیگر با روششوند.  از یکدیگر متمایز می 

 RAPD، 93و  rep-PCR ،ARDRA، phlD RFLP نظیر

گزارش  DAPGاسترین مولد  924نوتیپ را در میان ژ

 Mc) های مختلفی متعلق بودند کردند که به خاک

Spadden Gardener et al. 2000, Mavrodi et al. 2001) .

Landa et al. (2002) ژنوتیپ  91بندی را تا  این طبقه

نتایج آنالیز ژنتیکی شباهت بالای  .مشخص گسترش دادند

PGU0 های  با سایر استرینARDRA1  مولدDAPG  وPlt 

نامشابه  ها کاملاً این استرین أمنش ،که در حالی ؛را نشان داد

از پنبه در ایالات   Pf-5از توتون در سوئیس و CHA0بود: 

 متحده جداسازی شده بود.

 

 
 نمایی درست با استفاده از روش حداکثر rRNA 16Sاساس توالی  بر PGU0جدایة  P. fluorescens. درخت فیلوژنتیکی باکتری 2 شکل

 NCBIشده در  های ثبت جدایه از برخی با

 

براساس توانایی تولید  PGU0 ةانتخاب جدای

میکروبی و خصوصیت آنتاگونیستی  ی ضدها متابولیت

بود و در ابتدای این تحقیق  R. solaniاین استرین علیه 

حال  ا اینالگوهای ژنتیکی مد نظر قرار نگرفته بوند. ب

انگیزد که امکان  تحقیق، این حدس را برمیاین نتایج 

بینی فعالیت  ژنتیکی برای پیش های هاستفاده از مقایس

 ی بیوکنترل وجود دارد.ها استرین ةگسترد

تنوع فنوتیپی  phlDی دارای ژن ها استرین

از نظر فنوتیپی  DAPGند. تشابه مولدین دار چشمگیری

مرتبط  ها استرینفیایی این جغرا ٔ  و ژنوتیپی با منشا

توانند از مناطق  ی بسیار مشابه میها استرینو  یستن

ی ها استرینآوری شده باشند. این یافته که  مختلف جمع

Pseudomonas طور  جغرافیایی متفاوت به ٔ  با منشا

و از نظر ژنتیکی  کنند می بیوتیک آنتیمشترک تولید 

که آیا چنین  کند ال را مطرح میؤاین س ،بسیار مشابهند

هایی غیر از محل  توانند در مکان یی میها استرین

های  ثر باشند و آیا سازگاریؤآوری خود نیز م جمع

خاص  ةفیزیولوژیکی خاصی برای یک محصول یا منطق

ضرورت دارد یا خیر. اگر چنین باشد استفاده از 

شناسایی عوامل  DAPGهای ژنتیکی نظیر تولید  پروب

کند. با توجه به اینکه  تسهیل میثر را ؤبیوکنترل م

ی بازدارنده جدا ها خاکبه فراوانی از  DAPGمولدین 

بخش  ها استرینتوان نتیجه گرفت که این  ، میشوند می

گیاه را شامل  ةهای مرتبط با ریش سمهمی از سودومونا

و نقش مهمی را در بیوکنترل در چنین  شوند می

 کنند.  یی ایفا میها خاک
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