
 1395، 4، شماره 29جلد                                               )                            مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

452 

عامل  ،در سويه هاي سودوموناس فلوروسنتسيدروفور ارزيابي مولكولي قابليت توليد 
  سيدگي ريشه در چغندر قندكنترل كننده پو

  3علي اكبر جنت آباديو  2عاطفه شيرزاد *1جعفر وطن دوست
  گروه زيست شناسي سبزوار، دانشگاه حكيم سبزواري، 1

  گروه بيوتكنولوژي كشاورزي سبزوار، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد سبزوار، 2
 گروه دامپزشكيبزوار، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد سبزوار، س 3

  13/7/94 :تاريخ پذيرش    1/4/94 :تاريخ دريافت

  چكيده

. است Rhizoctonia solani به نام خاك زي يقارچپوسيدگي ريشه مي باشد كه عامل آن  چغندرقند، يبيماريهاترين  مهم از
 خاكزاد اين بيمارگرهاي نظير سيدروفور باعث كنترل موادي توليد اثر ها درزيادي از جمله سودوموناس يخاك زباكتريهاي 

 توان بررسيسبزوار و مزارع چغندرقند  فراريشه درهاي فلورسنت سودوموناس شناساييپس از  تحقيق اين درلذا . شوندمي
 گياه هاي نمونه منظور اين به. گرفت ژن بيوسنتز سيدروفور صورت ، رديابي R. solaniقارچبازدارندگي اين باكتريها از رشد 

جهت به دست آوردن سودوموناس ها از محيط كشت اختصاصي سودوموناس . شدند آوري جمع آن اي فراريشه خاك با همراه
 براساس فلورسنت سويه 3 و گرديد تهيه محيط واكشت روي همان 2 از پس جدايه، هر خالص كشت. استفاده شد F گارآ

- بررسي ميزان بازدارندگي جدايه براي .شدند شناسايي و بيوشيميايي تفكيك و فيزيولوژيك يآزمونها و ميكروسكوپي مطالعات

بر اساس ميزان هاله . ، آزمون كشت متقابل باكتري و قارچ انجام شدR. solaniهاي سودوموناس فلورسنت از رشد قارچ 
بدون خاصيت  C5با بازدارندگي متوسط و سويه  C3بازدارندگي شديد، سويه  با C7شد كه سويه بازدارندگي، مشخص 

باكتريهاي سودوموناس فلورسنت نشان داد كه اين در  PCR با سيدروفورهمچنين بررسي وجود ژن بيوسنتز . بازدارندگي است
   . مي باشد سيدروفورواجد ژن بيوسنتز  C7تنها نمونه 

  . R. solaniقارچ غندرقند، سودوموناس فلورسنت، پوسيدگي ريشه، چ: واژه هاي كليدي

 j.vatan@hsu.ac.ir :پست الكترونيكي،  05144013329: تلفن، نويسنده مسئول* 

  مقدمه
قند، پوسيدگي ريشه  چغندر يبيماريهاترين  مهم يكي از

ي بيماريزاي زيادي باعث ايجاد آن قارچهاو  )11(مي باشد 
 ي ريزوكتونيا و گونهقارچهادر اين ميان، . مي شوند

در خاك زندگى  كه Rhizoctonia solani به نامآن  معروف
ى از يها و شبكهكرده  به ريشه چغندرقند حمله ،كند مى

اى مايل به ارغوانى  رنگ قهوه هم پيچيده و به  هاى به رشته
ها تمام  گاهى اين رشته.آورد وجود مى ه بهدر سطح ريش

هاى آبكش و  پوشانند و باعث قطع آوند سطح ريشه را مى

در واقع . )25( شود ى حياتى گياه مىفعاليتهاباعث توقف 
ميزبان شروع به فعاليت  ترشحات ريشه تأثيرپاتوژن تحت 

مي كند و در تماس با ريشه از بافت و يا زخم وارد ميزبان 
ي سلولزيتيك و پكتوليتيك سبب آنزيمهاشده، با توليد 

تخريب ديواره سلولي ميزبان و در نتيجه قهوه اي شدن و 
جه سانتي در 16-20دماي . از بين رفتن بافت آن مي شود

و در  يي استبيماريزاگراد و رطوبت زياد از شرايط بهينه 
ي اسيدي خاكهادرجه سانتي گراد و  30دماهاي بالاتر از 
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)PH  علائم . )10(ظاهر نمي شود ) 6/5پايين تر از
، پژمردگي ناگهاني برگهارايزوكتونيا به صورت سوختگي 

و پهن شدن  آنها ، مرگبرگها، سياه شدن رگهاببسياري از 
  . )21( باشد آنها در اطراف طوقه مي

 ستفادهشيميايي، ا خاكزاد، مبارزه بيمارگرهاي ترليك راه كن
 صورت به بيوتيكها وآنتي سيستميك كشهاي از قارچ

 گياه روي پاشي محلول و خاك ضدعفوني بذر، ضدعفوني
 ميكروفلور محيطي، بر زيست آلودگي بر است كه علاوه

 مي خاك از حاصلخيزي و گذاشته منفي تأثير خاك طبيعي

 زيادي رل بيولوژيك از اهميتكنت جهات، بدين .كاهد

و به عنوان يك پيشنهاد براي  )1(باشد  مي برخوردار
جلوگيري از اثرات منفي ناشي از استفاده سموم شيميايي 
در كشاورزي بر محيط زيست و مصرف كنندگان مطرح 

 بيماريزاي عوامل عليه بيولوژيك مبارزه گيريبه كار .است
بودن آنها براي محيط زيست  خطربي بر علاوه خاك زي

يابند و به عنوان  ءبقا قادرند در خاك مزرعه مستقرشده،
  . )3(عوامل بيوكنترل طبيعي عمل نمايند 

ي ريزوسفري باكتريهاتوانايي  در چند دهه اخير استفاده از
و تحريك و تقويت رشد گياهان در  بيماريها براي كنترل

ي منطقه باكتريها. سطح وسيعي گسترش يافته است
يي باكتريهامي نامند و انواع ريزو باكتريهاريزوسفر را ريزو

كه بر روي رشد و عملكرد گياه اثرات مثبت دارند را 
 PGPR: Plant( گياه ي محرك رشدباكتريهاريزو اصطلاحاً

Growth Promoting Rhizobacteria (مي نامند .
 تأثيرسازوكارهاي متعددي براي توضيح چگونگي 

ي افزاينده رشد گياه بر رشد و نمو گياهان شناخته باكتريها
شده است كه اين سازوكارها را مي توان به طور كلي شامل 

قيم در حالت مست. دو گروه مستقيم و غير مستقيم دانست
ي تثبيت نيتروژن، مكانيسمهابا استفاده از  PGPRانواع 

افزايش جذب و محلول كردن عناصر غذايي، توليد 
ي تعديل كننده رشد آنزيمهاي رشد گياهي، سنتز هورمونها

، توليد سيدروفورهاي ويتامينهاو توسعه گياه، توليد انواع 

كلاته كننده آهن و محلول ساختن فسفات باعث تحريك و 
در حالت غير مستقيم، با . ايش رشد گياهان مي شوندافز

ي مختلف آنتاگونيستي اثرات مضر مكانيسمهااستفاده از 
بيمارگرهاي گياهي را خنثي يا تعديل نموده و بدين طريق 

رقابت براي جذب . موجب افزايش رشد گياه مي شوند
، پاتوژنهاي مناسب براي فعاليت جايگاههامواد و اشغال 

ي ليتيك و توليد سيدروفور و آنزيمهابيوتيك، توليد آنتي 
ي مورد استفاده در مكانيسمهاين مهم ترسيانيد هيدروژن از 

اين روش مي باشند كه در اكثر موارد باكتري محرك رشد 
از طريق بيش از يكي از سازوكارهايي كه ذكر گرديد 

  . )7 و 6(فعاليت مي كند 

به  كه غيرهمزيست ولي مفيد باكتريهاي از انواع متعددي
 خاك به نسبت فراريشه در زيولوژيكفي ويژگيهاي دليل

 يا ريزوباكتريها عنوان به دارند، برتري غيرفراريشه اي

 اين .اند شده معرفي و اي شناسايي فراريشه باكتريهاي

 توان لحاظ به نيز و گياه تحريك رشد به دليل بيشتر باكتريها

 .اند گرفته قرار توجه گياهي مورد بيماريزاي عوامل كنترل
 اهميت فلورسنت هاي گروه، سودوموناس اين عانوا بين در

و سودوموناس هاي بيوكنترل در كشاورزي  دارند اي ويژه
سال گذشته از  30جهت حاصلخيزي خاك در طول 

باكتريهاي جنس . )28(اهميت بالايي برخوردار بوده است 
بوده و  Pseudomonadaceae سودوموناس، از خانواده

هاي فلورسنت از ساير  وجه تمايز سودوموناس
رابر نور ها، توليد پيگمانهايي است كه در ب سودوموناس

در شرايط كمبود آهن  ويژهه بطول موج كوتاه فرابنفش 
ي با خاصيت پيگمانهابه اين . خاصيت فلورسانس دارند

و اختصاصاً در مورد  سيدروفورفلورسنت و محلول در آب 
 شود ها پيووردين يا سودوباكتين گفته مي سودوموناس

)26( .  

 و بوده وسيع انتشار داراي سنتفلور باكتريهاي سودوموناس
 گياهان ريزوسفر در ويژه به و خاك آب، در به  فراواني

 صورت باكتري اين مورد در فراواني مطالعات. دارند وجود
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 و رشد افزايش موجب ها جدايه بعضي از. است گرفته
 مواد كاربرد كاهش نتيجه موجب در و شده گياه سلامتي

 مچنين سودوموناسه .شوند مي كشاورزي در شيميايي

 كه است باكتريايي معمول گونه چندين از فلورسنت يكي

. است رفته به كار گياهان فيلوسفر در بيماريها كنترل جهت
 تجزيه باعث نيز باكتري اين هاي جدايه از تعدادي

 شده توليد سمي تركيبات يا طبيعي بيولوژيكي تركيبات

 اپي ورتص به متعددي گياهان در و شوند انسان مي توسط

 اهميت سودوموناسهاي خاطر به .كنند زندگي مي فيت

اكولوژيكي  مطالعات مختلف، يمحيطها در فلورسنت
 27، 26( است گرفته صورت باكتري اين مورد در متعددي

  . )28و 

بيماري  كنترلبراي هاي فلورسنت  سودوموناس از ادهاستف
 گندم و پاخورة و بذر پوسيدگي مانند موارد برخيدر 

 ميري بوته ايراني، نخود گياهچه مرگ پنبه، نخودفرنگي،

 بوده همراه موفقيت با توتون ريشه سياه پوسيدگي خيار و

  Pseudomonas fluorescensمشاهده شده است كه . است
تواند هاي گياهان مستقر شده و ميها و ريشهنهدر سطوح دا

از گياهان در برابر عفونتهاي قارچي و پاتوژنهاي باكتريايي 
كه  دهد مي نشان شواهد. )19 و 13(گياهي محافظت كند 

 و آنها محافظت سبب بذور همراه ها سودوموناس كاربرد
 نتيجه در و شده خاكزي بيماريزاي عوامل مقابل در گياهان

   . )5(دارد  به دنبال را محصول افزايش

 از با جلوگيري از خاك شده جدا سودوموناس هاي اغلب

 نظير آنتي بيوتيك، توليد موادي اثر در بيماريزا عوامل رشد

 از طريق همچنين پروتئاز و و هيدروژن سيانيد سيدروفور،

گياهي باعث تحريك رشد و  هورمونهاي توليد با مستقيم
 شوند مي رشد گياه افزايش كلونيزاسيون ريشه و در نتيجه

در  +Fe3در شرايط كمبود ي سودوموناس باكتريها. )2(
محيط با توليد مقدار زيادي از سيدروفورهاي اختصاصي 

جذب باعث ... مانند سودوباكتين، پايووردين و پايوكلين و 
شده لذا  آهن و برخي ديگر از عناصر ريزمغذي نظير روي

اين موجودات را با كمبود شديد آهن روبرو ساخته و از 
  .)20( مي دارند فعاليت باز

 بالاي پتانسيل چغندرقند، با توجه به اهميت اقتصادي

 اين رشد مختلف مراحل در ريزوكتونيا هاي يي گونهبيماريزا

بيماري  شدت كاهش در سيدروفور مهم گياه، نقش
 تصميمات ي طوقه و ريشه و در راستاي اتخاذپوسيدگيها

 هدف با تحقيق ، اينبيماريزا عامل اين مديريت در مؤثر

مزارع ريزوسفر  در فلورسنت هايوموناسشناسايي سود
، بررسي توانايي چغندر قند جوين و خوشاب سبزوار

يكي از مشتقات  بيوسنتز ژن بازدارندگي آنها و رديابي
    .گرفت نجاماسيدروفور به نام پايوكلين 

  مواد و روشها
و شناسايي سودوموناسهاي جداسازي كشت باكتري، 

، موناسهاي فلورسنتبه منظور جداسازي سودو: فلورسنت
به وسيله نمونه خاك به صورت زيگزاگي  51تعداد  ابتدا

جوين و خوشاب  چغندرقندمزرعه  5از ريزوسفر اوگر 
. جمع آوري گرديد R. solaniبا آلودگي به قارچ  سبزوار

جهت رسيدن به كل ميكروارگانيسم نمونه هاي هر مزرعه 
يزوسفري از هر نمونه خاك ر. ندبا يكديگر مخلوط شدها 

سي سي آب مقطر  90گرم در  A,B,C,D,E (10مزرعه (
ساعت راكد ماند تا مايع رويي  2و به مدت  ريخته شد
   .شفاف شود

جهت كشت باكتري، از هر نمونه كشت خطي روي محيط 
بعد از انكوباسيون به مدت . انجام شد Fسودوموناس آگار

 درش هاي پرگنه، درجه سانتي گراد 28ساعت در دماي  48
، رنگ كلنيها، قطر و هاله كلنيهااز لحاظ شكل ظاهري  يافته

 مجدداًدر مرحله بعد پرگنه ها . بررسي شدند كلنيو اندازه 

رشد  Fسودوموناس آگار محيط روي سازي خالص جهت
واكشت انجام  كلنيداده شدند و تا زمان رسيدن به تك 

  .شد
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آزمون  10، شناسايي سودوموناسهاي فلور سنتبراي 
واكنش گرم،  .)12( انجام شد روش برگي راقي براساسافت

بيهوازي، ذوب ژلاتين، آزمون استفاده  آزمون رشد هوازي و
ازسيترات، آزمون كاتالاز، ايندول، احياء نيترات، تست 

، MR-VPداز، تست مقاومت به كانامايسين، آزمون اكسي
به  خالص يكلنيها ي وانتخابي درجدايه ها H2Sتوليد 
صورت گرفت و سپس تشتك پتري  در هر آمده دست
   .ي حاصل خالص سازي شدندكلنيها

بازدارندگي بين قارچ و بررسي ميزان كشت قارچ و 
، ابتدا R. solaniجهت به دست آوردن قارچ : باكتري

از چغندرهاي سالم و آلوده  سانتيمتر1×1×1قطعاتي به ابعاد 
به صورت مجزا در  ، نمونه هابعد از استريل كردن. جدا شد

وسط تشتك پتري حاوي محيط كشت قرار گرفتند و به 
. انكوبه شددرجه سانتي گراد  25مدت يك هفته در دماي 

و همكاران  Parmeter روش از قارچ كامل براي شناسايي
بهترين محيط  براي انتخاب. )17( استفاده گرديد )1970(

بين قارچ و باكتري كشت جهت بررسي ميزان بازدارندگي 
از سه محيط كشت سابورودكستروزآگار، مولر هينتون آگار 

   .استفاده شد) PDA(دكستروزآگار و 

ان بازدارندگي جدايه هاي سودوموناس ميزبراي بررسي 
از كشت متقابل باكتري ، R. solaniفلورسنت از رشد قارچ 

بعد از كشت . استفاده شد PDAمحيط كشت و قارچ در 
به اندازه  ديسكي، باكتري در تمام سطح تشتك پتري

 قارچ روزه سه جوان كشت حاشيه ازسانتيمتر  5/0*5/0

 قرار پتري تشتك وسط دربه صورت وارون بيماري،  عامل

 25تشتك پتريها در دماي دنبال انكوباسيون ه ب. داده شد
، رشد يا عدم رشد ساعت 48به مدت درجه سانتي گراد 

. قارچ در كشت متقابل و در حضور باكتري بررسي گرديد
در تشتك پتري شاهد نيز كشت قارچ بدون حضور باكتري 

 در تصادفي كامل طرح قالب در آزمايش اين. صورت گرفت

در حضور  قارچ ميسليوم رشد شد و ميزان انجام تكرار شش
 رشد از زداريبا همچنين درصد. باكتري اندازه گيري شد

 داده.  گرديد محاسبه 1از رابطه  استفاده قارچ با ميسليوم

  SASافزار نرم از استفاده با آزمايش از آمده دست به هاي
 تيمارها بندي گروه. قرار گرفتند آماري تحليل و تجزيه مورد

  .شد انجام )% P≥1(دانكن دامنه چند آزمون از استفاده با

                          :  1رابطه 
  

از  DNAاستخراج : PCRو آزمون  DNAاستخراج 
باكتريهاي سودوموناس فلورسنت شناسايي شده به روش 

ابتدا به اين صورت انجام شد كه  KOH 5%جوشاندن با 
از  l 25� از سوسپانسيون باكتري به همراه l 500� مقدار
KOH 5/0  دقيقه در آب در حال جوش  2مولار را به مدت
به آن افزوده و  KOHاز  l 25� مجدداًو سپس  اده شددقرار 

سوسپانسيون  انتهادر  .ده شدجوشان باكتريهادقيقه ديگر  2
سانتريفيوژ  rpm 9000دقيقه با 4شفاف شده به مدت 

باكتري بوده و در دماي  DNAمحلول رويي حاوي . گرديد
  . شدنگهداري  - 20

DNA ي طراحي هاي استخراج شده با استفاده از آغازگرها
) Pyo-F )AGA TGG ACA AAG CGC CCT GCشده 

) Pyo-R)GAT GGG CGG AGA CGA ACA GG  و
طراحي پرايمر با نرم . رار گرفتندق PCR مورد آزمون 

بيوسنتز  ژن pchDناحيه  و براساس  GeneRunnerافزار
 حجم  به واكنشي مخلوط در  PCR.انجام شد سيدروفور

�l25 20شامل ng DNA  ،�l 5/2  10بافر X PCR  ،�l  5/1 
   mMاز  l 1�l 1 10 mM dNTP ،�MgCl2 50 mM ، از 

 زير شرايط و با  Taqآنزيم  واحد 5/0 پرايمر، هر  0.2
 4مدت  بهدرجه  94 اوليه در شدن واسرشت :گرفت انجام
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 60، درجه  94 ثانيه در 60شامل  چرخه 30 دقيقه، سپس
 از پس. انجام شدجه در 72دقيقه در  2و  درجه 52ثانيه در 

 بهدرجه  72دقيقه در دماي  5مدت  به ها نمونه مراحل اين
قرار  پرايمرها گسترش و تكميل از اطمينان منظور حصول

 از PCRمحصولات  سازي آشكار جهت. گرفتند
. درصد استفاده گرديد 1بر روي ژل آگارز  الكتروفورز
گراديان دمايي، (شرايط  تغيير و متوالي تكرارهاي

گرفتن از  باند هدف با) MgCl2، گراديان DNAراديانگ
  .نمونه ها انجام شد

به منظور بررسي : ي مختلف آهنغلظتهاكشت باكتري در 
 ،ي مختلف آهنغلظتهاميزان رشد باكتري سودوموناس در 

 10سويه هاي شناسايي شده به صورت كشت نقطه اي در 
، 250، 200، 150، 100، 50(غلظت مختلف كلريد آهن 

 27در دماي ) ماكرو گرم بر ميلي ليتر 450و  400، 300
 باكتريهااندازه گيري قطر هاله رشد . درجه رشد داده شد

  . روز با استفاده از كوليس ديجيتال صورت گرفت 3طي 

  نتايج و بحث
 بر: فلورسنت سهاي سودومونا شناسايي و جداسازي

 كليدهاي از استفاده با و شده انجام يآزمونها اساس
سويه باكتري سودوموناس جداسازي شد كه  31 ناسايي،ش

  عنوان بهسويه  3ها، از بين اين سويه
 Pseudomonas fluorescens اين سه  .گرديد شناسايي

بحرآباد جوين شناسايي شدند، كه با  Cسويه از مزرعه 

نتايج آزمونهاي شناسايي در . بودند C3,C5,C7نامهاي 
  .آمده است 1جدول 

جهت : بازدارندگي بين قارچ و باكتري بررسي ميزان
بهترين بين قارچ و باكتري، بايد بررسي ميزان بازدارندگي 

براي رشد قارچ و باكتري  مورد بررسي قرار محيط كشت 
 دكستروز سابوروارزيابي بين سه محيط كشت . مي گرفت
سيب زميني دكستروزآگار و  آگار هينتون آگار، مولر

)PDA (دكستروز سابورويط كشت در مح. صورت گرفت 
، سرعت رشد قارچ نسبت به باكتري بيشتر است و آگار

نمي توان به صورت كامل ايجاد هاله بازدارندگي را بررسي 
نيز قارچ در هيچ  آگار هينتون مولردر محيط كشت . كرد

اما در . كدام از نمونه ها رشدي نداشت و قابل ديدن نبود
جهت . ر نمايان شد، تأثير بازدارندگي بهتPDAمحيط 

هاي سودوموناس بررسي ميزان بازدارندگي جدايه
 رشد كاهش درصد، R. solaniفلورسنت از رشد قارچ 

 تحليل و تجزيهبا  .گرديد محاسبهقارچ در حضور باكتري 

مشخص شد كه از ميان  SASتوسط نرم افزار  هاداده آماري
كمترين  C7سودوموناس فلوروسنت، در نمونه  سويه 3
د هاله قارچ و در نتيجه بيشترين بازدارندگي از رشد رش

بيشترين هاله رشد قارچ و كمترين  C5قارچ و در نمونه 
نتايج تجزيه ). 1شكل (حالت بازدارندگي وجود داشت 

درصد  1واريانس نيز نشان مي دهد كه داده ها  در سطح 
   ).2جدول (معني دار است 

 

  
  ويه ها از رشد قارچنمودار ميزان بازدارندگي س -1 شكل
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و   (A,B,C,D,E)هر مزرعه با حروف لاتين . خصوصيات بيوشيميايي و فيزيولوژيك سودوموناسهاي جدا شده از مزارع چغندرقند سبزوار -1جدول 
  .نمونه هاي به دست آمده از هر مزرعه با شماره مشخص شده است
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  گرم

سويه 
  باكتري

 A1 + + - + + - - + + + +  حساس  ميله اي + +

 A2 + + + + - - - + + + - حساس ميله اي + - 

 A3 + + - + - - - + + + - حساس ميله اي + - 

 A4 + + - + - - - + + + + حساس ميله اي + +

 A5 + + + + + - - + + + + مقاومت بالا ميله اي + +

 A6 + + - + + - - + + + + حساس ميله اي + +

 A7  +  + + + + - - + + + +  مقاوم  ميله اي + +

 B1 - + + + + - + + - + + مقاوم ميله اي + +

 B2 - + + + + - + + - + - حساس ميله اي + +

 B3 - + + + + + + - - + - مقاوم ميله اي + - 

 B4 - + + + + - + - - + - **** ميله اي + - 

 B5 - + + + + - + + - + + حساس ميله اي + +

 B6 - + + + + - + - + + -  مقاومت بالا ميله اي + - 

 C1 - + + + + + + - - + - حساسيت بالا ميله اي + - 

 C2 - + + + + - + - - + - حساس ميله اي + +

 C3 - + + + + + + - - + + حساس ميله اي + - 

 C4 - + + + + - + - - + - حساسيت بالا ميله اي + +

 C5 - + + + + + + - - + - حساس ميله اي + - 

 C6 - + + + + + + - - + + حساس ميله اي + +

 C7 - + + + + + + - - + - مقاوم ميله اي + - 

 C8 - + + + + + + - - + - حساس ميله اي + - 

 D1 - + + + + + + + + + + حساس ميله اي + +

 D2 - + + + + + + - - + - حساس ميله اي + - 

 D3 - + + + + + + - - + - حساس ميله اي + - 

 D4 - + + + + + + - - + - حساس ميله اي + - 

 D5 - + + + + - + - - + - حساسيت بالا ميله اي + - 

 E1 - + + + + - + - - + - حساس ميله اي + - 

 E2 - + + + + - + - - + - حساس ميله اي + - 

 E3 - + + + + - + - - + - حساس ميله اي + - 

 E4 - + + + + - + + + + - حساس ميله اي + +

 E5 - + + + + + + + + + + حساس ميله اي + +

  
 

  نتايج تجزيه واريانس -2 جدول

 F  ميانگين مربعات تمجموع مربعا درجه آزادي منابع تغييرات

  40/2590  47780/17171  95560/34342  2  تيمار
    62890/6  43343/99  15  خطا
      389/34442  17  كل
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همچنين جهت مقايسه ميزان تفاوت در بازدارندگي سه 
نمونه باكتري، كشت متقابل باكتري و قارچ به روش مثلثي 

به اين . همزمان در سه تكرار انجام شد به صورتو 
كه در وسط تشتك پتري قطعه اي از قارچ به  صورت

صورت وارون و سه نمونه باكتري به صورت پاره خطي به 
در كشت متقابل و همزمان . فاصله يكسان كشت داده شد

 C5بيشترين بازدارندگي و نمونه  C7سه باكتري نيز، نمونه 
   .كمترين بازدارندگي از رشد قارچ را داشت

به روش  DNAتخراج پس از اس:  pchDرديابي ژن 
KOH5%،  كيفيتDNA وي ررها ب استخراج شده از نمونه

بررسي شد تا از استخراج صحيح  درصد 1ژل الكتروفورز 
هاي استخراج شده با استفاده  DNA. اطمينان حاصل شود

 pchDاز پرايمرهاي طراحي شده اختصاصي براي ناحيه 
به  .قرار گرفتند PCRژن بيوسنتز سيدروفور مورد آزمون 

 روشهااين منظور طبق شرايط ذكر شده در قسمت مواد و 
روش كار و . صورت گرفت PCRبراي تمامي نمونه ها 

طول . ها يكسان بودغلظت مواد مصرفي براي تمامي سويه
با . باز بود 1644محصول انتظاري بين اين پرايمرها، 

 و pyo-Fو به كمك آغازگرهاي  PCRاستفاده از روش 
pyo-R  قطعهDNA جفت باز از 1644 به طول تقريبي

بر . دسته ژني بيوسنتز متابوليت پايوكلين تكثير گرديد
اساس نتايج حاصل از اين مرحله و مقايسه آن با سويه 

واجد ژن بيوسنتز  C7 ، فقط سويهPAO1استاندارد 
  ).2شكل( پايوكلين بود 

  
  . و كنترل منفي C7و  C3 ،C5، نمونه هاي PAO فرمنتاز، نمونه شاهد  kb1رديفها به ترتيب ماركر . PCRالگوي باندي حاصل از  -2شكل 

  

  
 بررسي غلظتهاي مختلف كلريد آهن بر رشد كلنيها  -3شكل
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ي مختلف آهن بر ميزان رشد سودوموناس غلظتها تأثير
نتايج نشان دهنده اثر بازدارندگي آهن از : هاي فلوروسنت

در مراحل رشد ي تأخيررشد باكتري و طولاني شدن فاز 
 1ي مختلف آهن در سطح آماري غلظتها .بودباكتري 
قرار داد  تأثيرميزان رشد هاله باكتري را تحت  درصد

)p<1%(.  با افزايش غلظت آهن در محيط كشت ميزان
رشد هاله به صورت خطي كاهش پيدا كرده به نحوي كه با 

ميلي  43/1افزايش هر واحد غلظت آهن ميزان رشد هاله 
بيشترين ميزان رشد هاله در غلظت . اهش پيدا مي كندك متر

صفر مشاهده شد كه اختلاف آماري معني داري با غلظت 
  .)3شكل ( ماكرو گرم بر ميلي ليتر آهن داشت 50

  بحث
 ريزوكتونيا هاي بيماريزايي گونه بالاي پتانسيل به با توجه

چغندرقند و نقش مهم سيدروفورها  رشد مختلف در مراحل
ي طوقه و ريشه، پوسيدگيهابيماري  شدت كاهش در

مزارع ريزوسفر  در فلورسنت هايشناسايي سودوموناس
  قارچو بررسي قابليت آنها در مهار رشد  چغندر قند
R. solani  بازدارنده زيستيمي تواند به انتخاب باكتريهاي 

، بهترين با توجه به نتايج به دست آمده .خاك كمك كند
زان بازدارندگي جدايه هاي محيط كشت جهت بررسي مي

سودوموناس فلورسنت از رشد قارچ ريزوكتونيا سولاني، 
هرچند كه محيط كشت  .مي باشد PDAمحيط كشت 

PDA است اما براي محيط كشت اختصاصي قارچ  يك
در . مي باشد ايي مناسبو باكتري يقارچ هر دو نمونهرشد 

اين محيط كشت قارچ سرعت رشد كمي نسبت به محيط 
محيط كشت . كشت سابورودكستروز آگار داشت

براي تست مناسب مولرهينتون آگار نيز محيط كشت 
حساسيت آنتي بيوتيكي است كه جهت جداسازي و حفظ 

محيط كشت . شودگونه هاي نيسريا و موراكسلا استفاده مي
است و به گونه اي مانع  سابورودكستروزآگار حاوي پپتون

دقيق در نتيجه براي بررسي بهتر و . شود از رشد باكتري مي
  .  استفاده شد PDAميزان بازدارندگي از محيط كشت  تر

بر اساس آزمون كشت متقابل باكتري و قارچ و مشاهده 
شد كه در همه سويه ها اختلاف هاله بازدارندگي، مشخص 

با . اهد وجود داردمعني داري در سطح يك در صد با ش
با بازدارندگي شديد و  C7بررسيهايي كه انجام شد، سويه 

بدون خاصيت  C5با بازدارندگي متوسط و سويه  C3سويه 
 C7اين بدان معناست كه نمونه . بازدارندگي مشاهده شد

را دارا  R. solaniبيشترين توان بازدارندگي در برابر قارچ 
تواند به علت توليد ميو اين ميزان بازدارندگي  مي باشد

با توجه به . متابوليتهاي ثانويه از جمله سيدروفور باشد
 شدت كاهش توليد شده توسط باكتريها در سيدروفورنقش 

ژن بيوسنتز ي طوقه و ريشه، وجود پوسيدگيهابيماري 
باكتريهاي سودوموناس فلورسنت بررسي  در سيدروفور

نشان داد كه در  ،PAO1مقايسه نتايج با نمونه شاهد . گرديد
واجد ژن بيوسنتز  C7بين سه سويه جداسازي شده، نمونه 

و  C7حضور ژن سيدروفور در نمونه . مي باشدسيدروفور 
با نتايج بازدارندگي مطابق  C5عدم وجود آن در نمونه 

با وجود خاصيت بازدارندگي، ژن  C3است اما در نمونه 
ين نمونه خاصيت بازدارندگي در ا. سيدروفور وجود ندارد

ي ثانويه ديگر مثل سيانيد متابوليتهاتوليد  به دليلمي تواند 
در واقع مكانيسم بازدارندگي در . هيدروژن باشد

ها پيچيده است و تنها به تنظيم توليد سودوموناس
تنظيم توليد متابوليتهاي  احتمالاً. سيدروفورها بستگي ندارد

سيدروفورها ثانويه ديگر و يا تغيير فاز در توليد و جذب 
   .)23 و 14( ندمؤثربازدارندگي  فرآينددر 

مشخص شده است كه توانايي سودوموناس ها براي رشد 
و توليد سيدروفورها وابسته به محتوي آهن و نوع منبع 

در بررسي اثر آهن و مهار . كربن در محيط وابسته است
كننده هاي رشد در توليد سيدروفورها توسط سودوموناس 

لوروسنت نشان داده شد كه تحت شرايط غلظت كم آهن ف
ماكروگرم بر ليتر سودوموناس  160هاي پايين تر از دز در

زرد مي - هاي مورد مطالعه توليد پپتيدهاي سيدروفور سبز
ي بالاتر از  غلظتهاكند و بالعكس افزايش آهن فريك در 

توليد سيدروفور را سركوب مي كند ماكروگرم بر ليتر  200
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 رقابت در تحقيق ديگري كه به منظور بررسي نقش .)18(

 فلورسنت در هاي سودوموناس توسط آهن جذب براي

لوبيا صورت گرفت  گياهچه مرگ عامل R. solaniكنترل 
 كاهش باعث كشت محيط در آهن كه وجودنشان داده شد 

 در كه طوري به شود سيدروفورمي در توليد داري معني

مي  صفر به سيدروفور توليد ميكرومول 50بالاي  ي غلظتها
نيز نشان دهنده اثر بازدارندگي  اين تحقيقنتايج  .)24( رسد

ا آهن از رشد باكتري و كاهش ميزان رشد هاله باكتري ب
 . افزايش غلظت آهن در محيط كشت بود

با نتايج داولينگ و اوگرا مطابق است كه بازدارندگي نتايج 
بيان كردند كه شواهد ژنتيكي و شيميايي قابل توجهي 

بيوكنترلي عوامل بيماريزا و دهد  وجود دارد كه نشان مي
. )8( افزايش رشد گياه ناشي از حضور سيدروفورها است

 كنجدي و همكاراناين نتايج در مطابقت با نتايج مطالعات 
در زمينه بازدارندگي رشد قارچ توسط سودوموناس 

 ي ثانويهمتابوليتهافلورسنت است و نشان مي دهد كه توليد 
ر سركوب توسط برخي از سودوموناسهاي فلورسنت د

همچنين توليد . )15( بيماريهاي گياهي نقش دارند
ث سيدروفور پايوكلين توسط سودوموناس آئروجينوزا باع

القاي مقاومت در گوجه فرنگي در برابر پاتوژن قارچي 
Botrytis cinerea نشان داده شده همچنين . )4(شود مي

با  Pseudomonas fluorescence CHAOسويه است كه 
توليد آنتي بيوتيك، سيدروفور و سيانيد هيدروژن در 

سركوب بيماري پوسيدگي سياه و سفيد تنباكو نقش دارد 
)16( .  

دوموناس فلورسنت جدا شده سويه سو 10در نتايج بررسي 
جدايه  از خاكهاي ذرت، برنج، يونجه مشاهده شد كه اين

 به نيز و بالقوه بيولوژيك كودهاي عنوان به توان مي را ها
سويه . )27(داد  قرار استفاده بيوكنترلي مورد عوامل عنوان

 Pseudomonasاي ديگر از سودوموناس به نام 

pathogenesis Pf-5هاي گياهان ها و ريشه، در سطوح دانه
از گياهان در برابر عفونتهاي قارچي تواند مستقر شده و مي

. )19 و 13(و بيمارگرهاي باكتريايي گياهي محافظت كند 
مزرعه با سودوموناس ها در مطالعات ديگري، محاصره 

منجر به يك افزايش در عملكرد حبوبات به علت توليد 
نتايج . )22(شد  از جمله سيدروفور متابوليتهاي ثانويه

توليد كننده  سويه هاي ديگري نيز نشان داد كه كاربرد
 ميزان دار افزايش معني باعث شاهد با مقايسه سيدروفور در

 و ريشه خشك كلروفيل و همچنين وزن آهن، ميزان جذب
  .)9(شده است  در گياه ذرت هوايي اندام

هاي سودوموناس كه در تمام كه جدايه رسد مي به نظر
از  بازدارندگي زيستيخاكها وجود دارند به نوعي خاصيت 

دهند و توليد متابوليت ثانويه سيدروفور نقش خود نشان مي
 .Rمهمي در كنترل زيستي بيمارگرهاي قارچي از جمله 

solani عنوان به را ايه هاجد اين توان لذا مي. دارد 
بازدارنده  عوامل عنوان به نيز و بالقوه بيولوژيك كودهاي
  .داد قرار استفاده مورد زيستي
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Abstract 

Root rot is the most important disease of sugar beet caused by Rhizoctonia solani 
fungus which lives in soil. Many soil bacteria such as Pseudomonas spp. by production 
of materials such as siderophores could control soil borne pathogens. So in this study, 
after identifying Pseudomonas fluorescents in the rhizosphere of Sabzevar sugar beet 
fields and the assessment of the bacteria to inhibit R. solani growth, detection of 
siderophore biosynthetic gene was performed. For this purpose, plant samples along 
with its rhizosphere soil were collected. To obtain specific Pseudomonas, Pseudomonas 
agar F medium was used. After 2 subcultures on the same medium, three Pseudomonas 
fluorescent strains based on microbial tests were identified. To evaluate the growth 
inhibition of R. solani by Pseudomonas fluorescent, dual culture tests were done. Based 
on inhibition areola, it was shown that C7 and C3 isolates have severe and moderate 
deterrence respectively but C5 strain has no deterrent effect. PCR results also showed 
that only C7 isolate contained siderophore biosynthetic genes.   
Key words: Root rots, Sugar beet, Pseudomonas fluorescent, Rhizoctonia solani fungus  


