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  چكيده

باشد كه توسط چندين گونه  دم در دنيا و ايران ميي گنها بيماريبيماري پوسيدگي فوزاريومي طوقه و ريشه يكي از مهمترين 

نمونــه بــاكتري از  60در ايــن تحقيــق . شــود ايجــاد مــي F. pseudograminearumو  Fusarium culmorumفوزاريــوم از جملــه 

يل، زنجان، ي تهران، قزوين، گلستان، اردبها نااز مناطق گندم كاري است (rhizosphere)سودومونادهاي فلورسنت از محيط فراريشه 

  F. culmorumقـارچ در شرايط آزمايشـگاه و گلخانـه در كنتـرل بيولـوژيكي      ها آنآوري، جداسازي و اثر  مركزي و اصفهان جمع

هاي بيوشيميايي، فيزيولوژيكي و مورفولوژيكي  با توجه به آزمون. مورد بررسي قرار گرفت )ي گندم ريشهعامل بيماري پوسيدگي (

ارهاي وهاي انتخاب شده با بيو هاي جدايه ، ويژگيPhlD دي استيل فلوروگلوسينول -4و  2بيوتيك  آنتي ي هو داشتن ژن توليد كنند

I, III, V ي گونه Pseudomonas fluorescens و P. protegens   نتـايج بررسـي اثـرات بازدارنـدگي    . داشـتند  بيشـترين شـباهت را 

همـراه   نشـان داد كـه يـازده جدايـه بـه     ) ي گنـدم  ريشـه اري پوسيدگي عامل بيم(  F. culmorumهاي سودوموناس روي قارچ جدايه

توسـط كيـل و همكـاران از سـوئيس گـزارش       1992بار از روي توتون در سال  كه اولين  CHA0المللي جدايه بين(  CHA0ي جدايه

هاي مختلف روي چهار رقم  ينقدرت رقابت و كلونيزاسيون استر. بيشترين تأثير را در جلوگيري از رشد قارچ نشان دادند) شده بود

 42طـول هـر دوره معـادل    . گندم شامل ارقام نيك نژاد، مرودشت، زاگرس و سرداري در سه سيكل متوالي رشد گندم بررسـي شـد  

براساس نتايج، رقم نيك نژاد بيشترين ميزان جمعيت باكتري را نسبت به ساير ارقام در ريزوسفر خود تكثير نموده . روز تعيين گرديد

ي نشـان داد كـه ارقـام مرودشـت و     ا نـه اهـاي گلخ  نتـايج بررسـي  . خود داشت ي قم زاگرس كمترين جمعيت باكتري را در ريشهو ر

زاگرس بيشترين شدت آلودگي در طوقه و ريشه و ارقام سرداري و نيك نژاد كمترين ميـزان آلـودگي را نشـان دادنـد و نسـبت بـه       

شباهت زياد  P. protegensي  باكتري كه هر دو به گونه 27و  19هاي  ين بررسي جدايهبراساس نتايج كلي ا. تر بودند بيماري متحمل

 .داشتند از توان آنتاگونيستي بسيار خوبي برخوردار بودند

 PhlDگندم، پوسيدگي ريشه و طوقه، باكتري آنتاگونيست، سودوموناس فلورسنت، ژن  :هاي كليدي واژه

 

  مقدمه

بيولـوژيكي عوامـل    هاي اخير به بحـث كنتـرل   در سال

هــاي  زاي گيــاهي بــا اســتفاده از ميكروارگانيســم    بيمــاري

هاي متعلق به سودومونادهاي  خصوص باكتري آنتاگونيست به

و  Pseudomonas fluorescensهـاي  فلورسنت از قبيل گونه

P. putida  ي متعلق به جـنس باسـيلوس   ها گونهو تعدادي از

هـاي   كنترل بيمـاري  در Bacillus subtilis و B. cereusمثل 

گياهان زراعي توجه فراوان شده  ي قارچي و باكتريايي ريشه

سودومونادها بيشـترين جمعيـت ميكروفلـور خـاك را     . است

دهنــد و ســازگاري زيــادي بــا شــرايط فيزيكــي،  تشــكيل مــي

ــد    ــاك دارنـ ــوژيكي خـ ــيميايي و بيولـ ــلي  ن. شـ ــش اصـ قـ

ــواع    ــرين انــ ــه از مهمتــ ــنت كــ ــودومونادهاي فلورســ ســ

 (PGPR)رشـد گياهـان    ي هاي تحريـك كننـده   ريريزوباكت

طور غيـر مسـتقيم و    آيند، در بهبود رشد گياه، به حساب مي به

 ي زا از حـوزه  در حـذف عوامـل بيمـاري    ها آناز طريق توان 

هـاي   سـودوموناس . اي عنوان شده اسـت  فعاليت سيستم ريشه
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فلورسنت از عوامل مهم كنترل بيولوژيك بـوده و در كنتـرل   

گنـدم در   ي ي گيـاهي از جملـه پـاخوره   ها بيمارياز بسياري 

ايـن   ).Cook, 2000(انـد   سراسر دنيا نقش كليدي ايفاء كرده

را در  هـا  آنها داراي خصوصـياتي هسـتند كـه تـأثير      باكتري

خـوبي بـا    بـه  هـا  آنهمچنين، . كند اثبات مي ها بيماريكنترل 

فر ريزوس ي شوند، كلونيزه كننده محيط ريزوسفر سازگار مي

ايـن  . باشـند  بوده و قادر به مصرف بسياري از مـواد آلـي مـي   

توان از طريق عمليات زراعي مثل تيمار بـذر   ها را مي باكتري

ــ ــرد هب ــي . كــار ب ــادي آنت بيوتيــك و  ســودومونادها تعــداد زي

تواننـد رشـد بيمـارگر را     كننـد كـه مـي    سيدروفور توليد مـي 

ــد  ــف كنن  ,Genowati, 2001; Hass & Defago( متوق

قـارچ    هگندم كه توسط يـك گون ـ  ي بيماري پاخوره .)2005

 يكـي  آيد وجود مي به Gaeumannomyces graminis  نام به

در سراســر جهــان  ي گنــدم ريشــههــاي  از مهمتــرين بيمــاري

توجهي عملكرد گندم و جـو   باشد اين بيماري ميزان قابل مي

 اي از بـاكتري  كـاربردن گونـه   ولـي بـا بـه   . دهد را كاهش مي

توان شدت اين بيماري را كـاهش   مي تدوموناس فلورسنسو

داد كه اين باكتري با توليد موادآنتي بيوتيك همانند فنـازين  

 توانـد فعاليـت ايـن    ول مـي ندي اسـتيل فلوروگلوسـي   4و  2يا 

ــودوموناس      ــاكتري س ــيح ب ــا تلق ــد و ب ــاهش ده ــارچ را ك ق

يـك   تـوان آن را بـه   مـي  به خاك ناقل اين بيمـاري  تفلورسن

). Raaijmakers & Weller, 2001( دافع تبديل نمـود خاك 

ــين ــن  همچن ــودوموناس فلورس ــاكتري س ــواد   تب ــد م ــا تولي ب

باشـد در كنتـرل    مـي  هاي ثانويـه  بيوتيك كه از متابوليت آنتي

هــايي ماننــد پوســيدگي ســياه در تنبــاكو، پژمردگــي   بيمــاري

فرنگي و پژمردگي فوزايوزمي در لوبيـا   گوجه يومي دررفوزا

نتـايج  . (Raaijmakers & Weller, 2001) دباش ـ يثر م ـؤم ـ

تحقيق اليوت و همكاران نيز نشان داد سودومونادها عملكرد 

ــد   ــزايش مــي دهن ــدم را اف . (Elliott & lynch, 1984)گن

زني بذرهاي گندم زمستانه با سـودومونادهاي فلورسـنت    مايه

 Miller( درصدي در توليد محصول شد 27موجب افزايش 

et al.,1990.( هاي ثانويه  عوامل آنتاگونيست توليد متابوليت

در ايـن بـين   . (Picard et al., 2000)كننـد   ضـد قـارچي مـي   

هـا و   خاطر تنوع ايـن متابوليـت   هاي فلورسنت به سودوموناس

هـاي   بـراي توليـد طيـف وسـيعي از متابوليـت      هـا  آنظرفيـت  

هـاي   اين متابوليـت . اند ميكروبي بيشتر مورد توجه قرار گرفته

ــامل  ــه شـ  diacetylphloroglucinol (DAPG)–2,4 ثانويـ

Phenazines ،Pyoluteorin  وPyrrolnitrin ــي ــند  مـــ باشـــ

(Picard et al., 2000) .ــي ــك  آنت ــا  DAPG–2,4بيوتي ب

ي چــون بازدارنــدگي مســتقيم از رشــد عامــل  يهــا اســتراتژي

، القـاء مقاومـت   (Thomashow & Weller, 1990)بيمـاري  

ش رشـد گيـاه از طريـق تغييـر در جـذب      گياه ميزبان و افـزاي 

سبب بازدارنـدگي    (Raudales et al., 2009)عناصر غذايي

 .شود زا و بهبود رشد گياه مي از رشد عوامل بيماري

تـر را   هـاي سـالم و ارزان   دلايل فوق دستيابي بـه روش 

. عنوان يك موضوع جدي فرا روي محققان قرار داده است به

ــي  ــن، نگران ــر اي ــودگي  هــاي  عــلاوه ب زيســت محيطــي و آل

سموم سبب ممانعت از كاربرد  ي باقيمانده غذايي به ي چرخه

هاي مؤثر ماننـد متيـل برومايـد و كـاهش مصـرف       كش آفت

ايــن تحقيــق در  ).Cook, 2000( ســموم ديگــر شــده اســت

ــه     ــر ب ــل آنتاگونيســت و كــم خط ــتاي بكــارگيري عوام راس

زيست جهـت كنتـرل بيمـاري پوسـيدگي فوزاريـومي       محيط

  .انجام گرديد ي گندم ريشهطوقه و 

  

 ها مواد و روش

قـارچ   ي هاي سودوموناس و جدايـه  جدايه ي تهيه

  بيمارگر

ــال  ــي س ــاي  ط ــه  1387-1390ه ــرا ريش ــيط ف ي  از مح

(rhizosphere)   ي تهـران، قـزوين،   هـا  نامناطق مختلـف اسـت

بـرداري و   گلستان، اردبيل، زنجان، مركزي و اصـفهان نمونـه  

 ب ادي با استفاده از محيط كشت كينگزهاي زي سودوموناس

(Kings B) سيلين  بيوتيك كلرامفنيكل، آمپي حاوي سه آنتي

 McSpadden Gardener( جداسازي شـد  و سيكلوهگزاميد

et al., 2000.(  ــه ــايي نمون ــاس    شناس ــاكتري براس ــاي ب ه

 ي خصوصيات بيوشيميايي و براساس داشـتن ژن توليدكننـده  

ــي ــك  آنت ــت دي -4و  2بيوتي ــينول  يلاس ــا  PhlDفلوروگلوس ب

هــا بــراي كنتــرل  ايــن بــاكتري. انجــام شــد PCRاســتفاده از 

جدا شده از مـزارع   F. culmorumبيولوژيكي قارچ بيمارگر 

  .جوادآباد ورامين مورد بررسي قرار گرفتند ي گندم منطقه

 PCRوسيله  به PhlDتكثير ژن 
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در سودومونادهاي فلورسنت  PhlDمنظور رديابي ژن به

 ي هـاي واجـد ژن توليـد كننـده     دست آمده و تعيين جدايه به

از  (PhlD)دي اســتيل فلوروگلوســينول  4و 2بيوتيــك  آنتــي

 Phl2a، آغـازگر  PCRبراي انجـام  . استفاده گرديد PCR روش

 (´GAGGACGTCGAAGACCACCA –3 -´5)بـا تـوالي   

  بـــــــــا تـــــــــوالي Phl2bو آغـــــــــازگر معكـــــــــوس 

)(5´- ACCGCAGCATCGTGTATGAG- 3´ ــ ط توس

 ,Metabion International AG)شـركت متـابيون آلمـان    

Deutschland)  آغازگرهــا براســاس تــوالي . ســاخته شــدند

PhlD ــاكتري    Pseudomonas fluorescens Q2-87بــ

طراحــي شــده ) U41818دسترســي در بانــك ژن  ي شــماره(

كــه بــراي تكثيــر ژن  Phl2b و Phl2aآغازگرهــاي . اســت

PhlD جفـت بـاز بـوده  و قادرنـد      20اند داراي  طراحي شده

ــه ــه DNA اي از قطعـ ــول  بـ ــد bp745 طـ ــر كننـ  را تكثيـ

)(Rademaker & Debruijin, 1997 .اي  واكــنش زنجيــره

ــي ــايكلر   پل ــتگاه ترموس ــراز در دس ــدل Bio-RADم  MYم

CYCLER ميكروليتـر   2ميكروليتر شـامل   20ي يبا حجم نها

 5/1، پيكومــول 10ميكروليتــر از هــر پرايمــر  X 10 ،8/0بــافر

 MgCl2 50 ميكروليتـر  8/0پليمراز،  Taq DNA  واحد آنزيم

مـولار و يـك    ميلـي  dNTP  10ميكروليتـر  8/0ميلـي مـولار،   

 30/13و ) نانوگرم در ميكروليتر 20(الگو DNAميكروليتر از

دمـايي اوليـه    ي چرخه. ميكروليتر آب مقطر سترون انجام شد

شـامل  چرخـه   30دقيقـه و سـپس    2مـدت   بـه  C94°در دماي

، چسـبيدن  C 94°ثانيـه در دمـاي    30مدت  واسرشت شدن به

و  C65°ثانيـه در دمـاي    30مدت  ژنومي به DNAآغازگر به 

و  C 72°ثانيـه در دمـاي    60مـدت   مورد نظر بـه  DNAتكثير 

كامل   دقيقه 10مدت  به C 72°ي تكثيردر دمايينها  ي چرخه

 اي پس از خاتمه واكنش، محصـولات واكـنش زنجيـره   . شد

درصد حـاوي محلـول اتيـديوم     2/1مراز روي ژل آگارز  پلي

ولت  75با ولتاژ ثابت ) گرم در ليتر ميلي 1با غلظت ( برومايد

جهــت تخمــين  .مــدت يــك ســاعت الكتروفــورز گرديــد بــه

ــدازه ــده   ي ان ــر ش ــات تكثي ــانگر PCRدر  DNAقطع ، از نش

ــومي ــركت  1Kbژنـــــ ــد Bioronشـــــ ــتفاده شـــــ   اســـــ

)(Rademakers & Debruijin, 1997; McSpadden 

Gardener et al., 2000; Wang et al., 2001. 

ــي  ــي ويژگ ــيميايي و   بررس ــوتيپي، بيوش ــاي فن ه

 هاي سودوموناس فلورسنت اي جدايه تغذيه

 CHA0همـراه اسـترين اسـتاندارد     به جدايه باكتري 60

تحقيقـات   ي سسهوموجود در كلكسيون پروكاريوت هاي م(

هـاي فيزيولــوژيكي و  تحــت آزمـون   )پزشـكي كشـور   گيـاه 

ها در اسـتفاده از   بررسي توانايي جدايه. اي قرار گرفتند تغذيه

ــدرات     ــامل كربوهي ــرژي ش ــربن و ان ــف ك ــابع مختل ــا،  من ه

هــاي آلــي، اســيدهاي آمينــه و تركيبــات نيتروژنــي بــا  نمــك

 آير و براساس روش شاد و همكاران ي هاستفاده از محيط پاي

(Schaad et al., 2001) تانجام گرف . 

هاي باكتري عليه  بررسي توان آنتاگونيستي جدايه

  در شرايط آزمايشگاهي F. culmorumقارچ 

  هــاي بــاكتري عليــه قــارچ تــوان آنتاگونيســتي جدايــه

F. culmorum  اي  به دو صورت كشت متقابل و چهار لكـه

به اين صورت كـه ابتـدا مخلـوط    . انجام شد)اي چهار نقطه(

نسـبت دو بـه    به PDAو  (NA)محيط كشت نوترينت آگار 

ــه شــد   ــ. يــك تهي ــل چهــار جداي  ي هدر روش كشــت متقاب

ــاكتري در فاصــل ــ يــك ســانتي ي همختلــف ب  ي همتــري از لب

صـورت   بـه  PDA+NAتشتك پتري حـاوي محـيط كشـت    

زمـان يـك قـرص پــنج     طــور هـم  بـه . خطـي كشـت گرديـد   

ــي   قــارچ ي هپرگنــه جــوان جدايـ ـ  ي همتــري از حاشــي  ميل

F. culmorum ــط محـ ـ ــد  در وس ــته ش ــت گذاش . يط كش

پـس از  . نگهـداري شـدند   C 5°هاي پتري در دماي  تشتك

 F. culmorumكه سطح تشتك پتري شاهد توسط قارچ  آن

بازدارندگي  ي هگيري ناحي كاملاً پوشيده شد، اقدام به اندازه

. (Weller & Cook, 1983) بـين قـارچ و بـاكتري گرديـد    

بعد  ي هراي مرحلهايي كه بازدارندگي نشان دادند، ب باكتري

اي در قالـب طـرح آمـاري     انتخاب و با آزمون چهـار نقطـه  

در آزمـون  . كاملاً تصادفي بـا چهـار تكـرار بررسـي شـدند     

هـاي رشـد    اي به اين ترتيب عمل شد كه باكتري چهار نقطه

ليتر محيط لوريا برتاني بـا اسـتفاده از آب    ميلي 10كرده در 

گـردد   OD600= 0.125مقطر سترون رقيق شد تا غلظت آن 

. باشـد  مـي  cfu/ml108كه در اين حالت سوسپانسيون داراي 

 20 ي ههــاي بــاكتري بــه صــورت چهــار لكــ ســپس اســترين

فرضي از مركـز   ي هميكروليتري به فواصل مساوي يك داير
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ــانتي ( ــه س ــر س ــه  ) مت ــري ماي ــتك پت ــك تش ــي و در  در ي زن

سـاعت   24پـس از گذشـت   . قرار داده شد C25° انكوباتور

ص از قارچ جوان در وسط تشتك پتـري قـرار داده   يك قر

 .Fشد و پس از آنكه سطح تشتك پتري شاهد توسط قارچ 

culmorum    كاملاً پوشيده شد، ميزان بازدارنـدگي از رشـد

ــدازه ــد ان ــري گردي ــام   . گي ــه در تم ــر اســت ك ــه ذك لازم ب

 .P ي ههاي مورد بررسي اثر آنتاگونيسـتي، از جداي ـ  آزمون

fluorescens CHA0 عنوان شاهد مثبت استفاده گرديـد  به .

 ي هها با استفاده از رابط ـ درصد بازدارندگي از رشد ميسليوم

   :زير محاسبه گرديد

  

مـورد  ) درصـد بازدارنـدگي  (دسـت آمـده    هاي به داده

بنـدي تيمارهـا بـا     تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتند و گروه

  . (Little & Hills, 1987) انجام شد LSDاستفاده از آزمون 

 هاي سيكل در ها باكتري جمعيت تغييرات روند بررسي

 يـين منظور تع به گلخانه شرايط در گندم كشت مختلف

  ها آن يزاسيونقدرت كلون

نــژاد،   ارقــام گنــدم مــورد اســتفاده شــامل ارقــام نيــك 

گندم در  ي مرودشت، زاگرس و سرداري، كه از ارقام عمده

. بودنـد  ،باشـند  چهار اقليم مختلف آب و هوايي كشـور مـي  

هـا بـا    سـاعته بـاكتري   24ابتدا سوسپانسيون غليظي از كشـت  

محلـول كربوكسـي متيـل سـلولز سـترون       cfu/ml 109رقـت  

مـدت   بذرها به ظروف فوق منتقل و به. تهيه شد يك درصد

 800نحـوي كـه هـر بـذر بـا       به. يك ساعت نگهداري شدند

ــار شــد  ــاكتري تيم ــذرها از سوسپانســيون  . ســلول ب ســپس ب

هاي پتري سترون، در زير هود  ها خارج و در تشتك باكتري

حـدود  (ي پلاستيكي بـه قطـر   ها ناسپس گلد. خشك شدند

بـذر   5. بـا خـاك پاسـتوريزه شـده پـر شـدند      ) متـر  سانتي 18

كاشـته شـد و    هـا  ناآغشته به هر باكتري در هر يك از گلـد 

متـري از خـاك    حدود يك سـانتي  ي هبا يك لاي ها آنروي 

اين آزمـايش بـا سـه تكـرار بـراي هـر رقـم در        . شدپوشانده 

ــايي   ــا شــرايط دم ــه ب  16، سلســيوس ي هدرجــ 20-25گلخان

ساعت تاريكي و سه نوبـت آبيـاري در    8ساعت روشنايي و 

 .هفته اجرا گرديد

  متوالي گندم) سيكل دهي(كاشت 

 تغييرات جمعيـت سـودومونادهاي فلورسـنت روي هـر    

ــم در طــول ســه دوره  ــدرو 40رشــدي  ي رق ــين گردي . زه تعي

هـاي   روزه، ابتـدا انـدام   40 ي ترتيـب كـه در پايـان دوره    اين به

هـا   سپس ريشـه . هوايي گياهان در سطح خاك حذف گرديد

ريخته  ها آنهاي سست اطراف  را با دست تكان داده تا خاك

دقت و با آرامي تخليـه و   محتويات هر گلدان به. و جدا گردد

هـا در داخـل    رديد و نمونهكل سيستم ريشه هر گلدان جدا گ

سپس محتويات . هاي پلاستيكي به آزمايشگاه منتقل شد كيسه

هـا منتقـل و    هر گلدان دوبـاره بـه گلـدان    ي خاك تخليه شده

عدد بذر گندم در هر گلدان و در قالب همان طـرح   5مجدداً 

 ي ايــن عمــل در پايــان دوره. كاشــته شــد ،آزمايشــي مربوطــه

  .شد رشدي دوم و سوم نيز تكرار

تعيين جمعيت بـاكتري سـودوموناس در ريزوسـفر    

  هاي متوالي گندم در سيكل

هـاي   هـا، در ابتـدا از نمونـه    براي تعيين جمعيت باكتري

، هـا  نااز تيمارهاي مختلف از هر يـك از گلـد   ي گندم ريشه

بـا تـرازو   ) ريزوسفر(پنج گرم از ريشه و خاك اطراف ريشه 

ليتـر   ميلـي  10ميزان  به آزمايش ريخته شد و ي هوزن و در لول

آب مقطر سترون به هـر لولـه اضـافه گرديـد و سوسپانسـيون      

ــه  ــل ب ــدت  حاص ــد     60م ــم زده ش ــه ه ــيكر لول ــا ش ــه ب   .ثاني

ــيط كشـــت  ــاوي  Kings B (KBC)ســـپس محـ ــايع حـ مـ

ampicillin 40 µg ml)( سـيلين  هـاي آمپـي   بيوتيـك  آنتـي 
-1 ،

ــل  chloramphenicol 13 µg ml)كلرامفنيكـــ
-1

) ،

cycloeximide 100 µg ml) اميدسيكلوهگز
-1

تهيه گرديـد   (

 .اي اليـزا اضـافه شـد    خانـه  96اي كيت ه و در هريك از خانه

ريشه و فراريشه تا شـش سـري رقـت در     ي هاي عصاره نمونه

تـرين   سـپس در پـايين  . ساعت تكثيـر گرديـد   24مدت  آن به

دي استيل  4و  2بيوتيك  آنتي ي كنندهرقت، وجود ژن توليد

ــينول فلوروگلو ــر  (PhlD)ســــ ــتفاده از پرايمــــ ــا اســــ بــــ

و تكثير ايـن ژن در   رديابي گرديد  Phl2a/Phl2bاختصاصي

  بـا . وجود بـاكتري هـدف در آن رقـت بـود     ي هر رقت نشانه
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بـاكتري،   ي سازي شده براي هر جدايـه  استفاده از ميزان رقيق

ي  ريشـه جمعيت بـاكتري آن جدايـه در هـر گـرم خـاك فرا     

محاســبه ) هفتــه6(ل كشــت گنــدم در پايــان هــر ســيك گنــدم

  ).Rademaker & Debruijin, 1997( گرديد

بررســي امكــان كنتــرل بيولــوژيكي بيمــاري     

گنـدم بـا    ي پوسيدگي فوزاريومي ريشه و طوقـه 

ــه ــتفاده از جداي ــودومونادهاي   اس ــر س ــاي برت ه

  فلورسنت در شرايط گلخانه

ي  ريشـه با توجه به نتايج آزمايش توان كلونيزه كـردن  

برتـر بـاكتري    ي هجداي ـ 5هاي متوالي، تعداد  ر سيكلد گندم

ــودوموناس ــل ژن   سـ ــانت حامـ ــامل   PhlDفلورسـ ــه شـ كـ

بودنـد، انتخـاب شـده و بـه      30و  27، 19، 17، 9هـاي   جدايه

 F. culmorumروش تيمار بذري براي كنترل قارچ بيمـارگر  
در ايـن بررسـي   . در شرايط گلخانه مورد بررسي قرار گرفتند

نيك نژاد، سرداري، مرودشت و زاگرس بـا   چهار رقم گندم

، بـاكتري  )تيمار 4( تيمارهاي، بدون قارچ بيمارگر و باكتري

، تيمار بـذر  )تيمار 4( تنهايي به، قارچ بيمارگر )تيمار 20(تنها 

 48در مجمـوع  ) (تيمـار  20(با باكتري آنتاگونيسـت و قـارچ   

ــد  ) تيمــار ــرار گرفتن ــورد بررســي ق ــن . در چهــار تكــرار م اي

 ــ آز ــك طــرح كــاملاً تصــادفي و ب ــب ي ــايش در قال طــور  هم

هــاي  ابتــدا گلــدان. جداگانــه بــراي هــر رقــم انجــام گرديــد 

ابتدا با خـاك  ) متر سانتي 18حدود (اينچ  7پلاستيكي به قطر 

بذر  5پر گرديد و بذور گندم به تعداد  يمهپاستوريزه شده تا ن

ي براي تيمارهـاي حـاوي بـاكتر   . در هر گلدان قرار داده شد

محلول كربوكسـي   cfu/ml 109آنتاگونيست از سوسپانسيون 

ظـروف   بذرها بـه . متيل سلولز سترون يك درصد استفاده شد

. مـدت يـك سـاعت نگهـداري شـدند      فوق منتقل شـده و بـه  

هـاي   سپس بذرها از سوسپانسيون باكتري خارج و در تشتك

 5. پتري سترون، در زير هود تا خشك شدن نگهداري شدند

كاشـته   هـا  ناه به باكتري سپس در هر يك از گلـد بذر آغشت

پـس از قـرار دادن بـذور در    . (Weller & Cook, 1983)شد 

تلقيح قارچ تهيه شده بـه   ي هگرم از ماي 24/0مقدار  ها ناگلد

سـپس  ). Weller & Cook, 1983( هرگلدان اضـافه گرديـد  

با خاك پوشانده شدند و در گلخانه با دمـاي   ها ناگلد ي هبقي

سـاعت   8ساعت روشنايي و  16و  سلسيوس ي درجه 18-22

پـس از  . بار آبياري شدند روز يك 2تاريكي نگهداري و هر 

ها را از خاك خارج نموده و ميـزان   هفته، گياهچه 6گذشت 

 1-5آلـــودگي ريشـــه در هـــر تيمـــار بـــا نمـــره دهـــي       

% 0(صـفر  كـه در آن    (Wallwork et al., 2004)پيشـنهادي 

 3، )آلــودگي% 11-25( 2، )آلــودگي% 1-10( 1، )آلــودگي

ــودگي% 50-26( ــودگي%51-75( 4، )آل  76-%100( 5و ) آل

همچنـــين وزن تـــر و خشـــك . ارزيـــابي شـــدند) آلــودگي 

 .گيري گرديد هاي مربوط به هر تيمار نيز اندازه ريشه

 ها تجزيه و تحليل آماري داده

دست آمده  هاي به منظور تجزيه و تحليل آماري داده به

 ي ابتدا تجزيـه . دشاستفاده  ver.9.1 SASزار آماري از نرم اف

هـا انجـام و سـپس بـراي      بـر روي داده  (ANOVA)واريانس 

دار  ها از آزمون حداقل اختلاف معنـي  ميانگين داده ي همقايس

)LSD α=%5 (استفاده شد.  

  

  نتايج

ــي  ــي ويژگ ــيميايي و   بررس ــوتيپي، بيوش ــاي فن ه

  هاي سودوموناس فلورسنت اي جدايه تغذيه

هـاي   هاي فنوتيپي انجـام شـده اسـترين    براساس آزمون

منفـي، ژلاتـين    HRمورد بررسي گرم منفي، اكسيداز مثبت، 

مثبت، لوان منفـي، هيـدروليز ژلاتـين مثبـت، لسـتيناز مثبـت،       

هاي سيب زميني منفي، احيـاي نيتـرات منفـي و     لهانيدن ورقه

آرژنــين دي هيــدرولاز مثبــت و در اســتفاده از منــابع كربنــي 

سيترات، آدونيتول، آرابينـوز، سـوربيتول، اتـانول و ترهـالوز     

دي گــالاكتوز و دي گالاكتورونــات  مثبــت و در اســتفاده از

هـا شـباهت بـه دو     با توجه به اين نتايج، اسـترين . متغيير بودند

ــه  P. protegensو  Pseudomonas fluorescensي  گونـ

ــيم شــدند   ــه دو گــروه تقس ــته و ب ــايج واكــنش. داش ــاي نت  ه

 .درج شده است 1بيوشيميايي در جدول

هـاي بـاكتري    بررسي قدرت آنتاگونيسـتي جدايـه  

  در شرايط آزمايشگاهي F. culmorumعليه قارچ 

جدايـه   60با استفاده از نتـايج كشـت خطـي در مـورد     

نتـايج  ). 1شـكل (برتر انتخـاب گرديـد    ي جدايه 12باكتري، 

 12ي واريانس آزمايش بررسـي قـدرت آنتاگونيسـت    ي تجزيه

اي در جلوگيري از رشد  صورت چهار نقطه جدايه باكتري به
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  پــــس از گذشــــت پــــنج روز   F. culmorumقــــارچ 

(f=2.39, df=11, p=%1) ــود ــدين صــورت ب  ي مقايســه. ب

نشـان داد كـه     LSD (α=%5)ها با استفاده از آزمون ميانگين

گروه آمـاري قـرار    5ها از نظر قدرت آنتاگونيستي در  جدايه

بـا   17و  1،  30، 9، 6 هـاي  طـوري كـه جدايـه    بـه  .گيرنـد  مي

) A(بيشترين درصد بـازداري از رشـد در يـك گـروه مجـزا      

 22و  26، 19، 27، 5، 15، 17 هـــاي قـــرار گرفتـــه و جدايـــه

با كمترين قـدرت بازدارنـدگي در    CHA0 ي همراه جدايه به

ها در حد وسط قرار گرفتنـد   جدايه ي و بقيه) E( ديگر گروه

  ).2جدول(
 

هاي سـودوموناس   هاي فنوتيپي جدايه نتايج آزمون -1جدول

  et al(Schaad,.  (2001ي گنــدم ريشــهجــدا شــده از فرا

 . et al(Ramette,. (2011و

Table1- Result of Phenotypic tests on Pseudomonas 

strains isolated from wheat rhizosphere. 

Strain number 

19, 26, 27, 

30,CHA0 

II 

Strain number 

1, 6, 9, 15, 17 

I 

Test 

- - Gram 

+ + Oxidase 

- - HR 

+ + Gelatin 

- - Levan 

+ + Hydrolys Gelatin 

+ + Lecithinase 

- - Saft rot 

+ + Citrate 

- - Nitrat Reduction 

+ + Argenin dehydrolas 

+ + Adonitol 

+ + Arabinose 

+ + Sorbitol 

+ + Etanol 

+ + Terhalose 

- + D-galactose 

- + D-Galacturonate 

+ + L-tartaric acid 

+ + D-tartaric acid 

% 100تـا   90. + : جدايـه هـا واكـنش منفـي نشـان داده انـد      % 100تا  90 -

  .اند ها واكنش مثبت نشان داده جدايه
I Pseudomonas fluorescens          : II  Pseudomonas protegens 

  هـاي  بازدارندگي جدايه ي ميانگين قطر هاله ي مقايسه -2جدول

P. fluorescens  در كنتــرل قــارچF. culmorum  در شــرايط

 .آزمايشگاهي

Table3- In vitro inhibition zone of P. fluorescens 

strains against F. culmorum. 
Bacterial 

isolate 
Statistical 

grouping 
Inhibition zone 

(mm) 
6 a 0.64 
9 ab 0.56 
30 abc 0.53 
1 abcd 0.52 
17 abcde 0.49 
15 bcde 0.43 
5 bcde 0.43 
27 bcde 0.42 
19 cde 0.39 
26 cde 0.38 
22 de 0.35 

CHA0 e 0.34 
% 1دار در سـطح احتمـال   ها با حروف مشابه فاقد اختلاف معني ميانگين -

  .هستند LSDبر اساس آزمون 

  

ــاكتري  ــت ب ــين جمعي ــت در   تعي ــاي آنتاگونيس ه

  هاي متوالي ريزوسفر گندم در سيكل

سـودوموناس  جدايه باكتري  10روند تغييرات جمعيت 

ــدم نيــك   ــم گن ــورد بررســي در ريزوســفر چهــار رق ــژاد،  م ن

مرودشت، زاگرس و سـرداري در طـي سـه سـيكل مختلـف      

  :كشت گندم در شرايط گلخانه به شرح زير بود

در  26و 17، 19هـاي  در رقم مرودشت جمعيت جدايـه 

هـاي متـوالي رو بـه     در طـي سـيكل   ي هرگرم ريزوسفر ريشه

سـازي در   ا اسـتفاده ازروش غنـي  ها ب رشد بوده و جمعيت آن

KBCمحيط كشت 
با استفاده از روش  phlDو رديابي ژن +++

PCR  ،)  واحد كلنـي سـاز (cfu 105×3/1    در هرگـرم خـاك

در طي  15و  1 هاي جمعيت جدايه. گيري شد ريزوسفراندازه

ــوده و جمعيــت آن  ســيكل ــه كــاهش ب هــا  هــاي متــوالي رو ب

cfu103×1 ــ   ين زده شــددر هرگــرم خــاك ريزوســفر تخم

  ).2شكل(

در طـي   30و  9هـاي   در رقم زاگرس جمعيـت جدايـه  

هـاي متـوالي رو بـه رشـد بـوده و بـا اسـتفاده از روش         سيكل

KBCسازي در محيط كشـت   غني
بـا   phlDو رديـابي ژن  +++

 cfu  105×3/1هـا،   ميزان جمعيـت آن  PCRاستفاده از روش 
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يـت  جمع. گيـري شـد   اندازه  در هرگرم خاك ريزوسفر ريشه

هاي متوالي رو بـه كـاهش    در در طي سيكل 26و  1 ي جدايه

در هرگـــرم خـــاك  cfu 103×1هـــا،   بـــوده و جمعيـــت آن

  ). 3شكل(ريزوسفر ريشه تخمين زده شد 

 26، 19، 17، 9، 1هاي نژاد جمعيت جدايه در رقم نيك

هاي متوالي رو بـه رشـد بـوده و بـا اسـتفاده از       در طي سيكل

KBCشـــت ســـازي در محــيط ك  روش غنــي 
و رديـــابي  +++

 cfuهـا   ميزان جمعيـت آن  PCRبا استفاده از روش  phlDژن

. گيــري شــد در هــر گــرم خــاك ريزوســفر انــدازه 3/1×105

هاي متـوالي رو بـه    در طي سيكل 15و  6هاي  جمعيت جدايه

در هرگـرم   cfu 103×1  هـا  كاهش بوده و ميزان جمعيـت آن 

  .گيري شد خاك ريزوسفر ريشه اندازه

در  27و  19، 15 هـاي  سرداري جمعيت جدايـه  در رقم

هاي متوالي رو به رشد بوده و بـا اسـتفاده از روش    طي سيكل

KBCسازي در محيط كشت  غني
بـا   phlD و رديـابي ژن  +++

 ترتيـب داراي   به ها آنميزان جمعيت  PCRاستفاده از روش 

cfu 103×5  وcfu 105×3/1  در هرگرم خاك ريزوسفر ريشه

  .شدگيري  اندازه

بيشترين  26،  19،  7، 9، 1هاي  نژاد جدايه در رقم نيك

 26، 19هاي  اند و در رقم مرودشت جدايه سازگاري را داشته

 19داراي بيشترين سازگاري بوده و در رقم سرداري جدايـه  

بيشـترين سـازگاري را    30و  9هـاي   و در رقم زاگرس جدايه

  .نشان دادند

ين چهــار رقــم در بــ 17و  19هــاي  در مجمــوع جدايــه

نژاد، مرودشت، زاگرس و سرداري بيشـترين سـازگاري    نيك

هـا   در ارقام مورد بررسي، بيشترين فعاليت بـاكتري . را داشتند

ــه  ــفر ريش ــك  ي در ريزوس ــم ني ــت   رق ــرين فعالي ــژاد و كمت ن

 . ها در ريزوسفر ريشه رقم زاگرس مشاهده گرديد باكتري

، 17، 9 هاي هاي مورد بررسي، جدايه از مجموع جدايه

كه از قدرت كلونيزاسـيون خـوبي برخـوردار     30و  27، ، 19

هاي برتر انتخاب و براي بررسي قـدرت   عنوان جدايه بودند به

در شـرايط    F. culmorumعليـه قـارچ    هـا  آنآنتاگونيسـتي  

 .گلخانه مورد آزمايش قرار گرفتند

بررســي امكــان كنتــرل بيمــاري پوســيدگي     

م بـا اسـتفاده از   گنـد ي  فوزاريومي ريشه و طوقه

هـاي برتـر سـودومونادهاي فلورسـنت در      جدايه

  شرايط گلخانه

بررسي اثر تيمار ريزوباكترها در خاك آلوده به قـارچ  

F. culmorum  هـاي مرودشـت و زاگـرس     نشان داد كه رقـم

نـژاد   هـاي سـرداري و نيـك    بيشترين شـدت آلـودگي و رقـم   

شه را كمترين شدت آلودگي به بيماري پوسيدگي طوقه و ري

  .نشان دادند

  مرودشت رقم نتايج

 5واريـانس در رقـم مرودشـت كـه بـا       ي نتـايج تجزيـه  

تيمـار   5تيمـار شـامل    12سودوموناس فلورسنت در  ي جدايه

هاي باكتري، يك تيمـار   همراه جدايه زا به قارچ عامل بيماري

تنهـايي و يـك    هاي باكتري بـه  تيمار جدايه 5تنهايي،  قارچ به

زا و بـاكتري آنتاگونيسـت    چ عامـل بيمـاري  تيمار بـدون قـار  

ــاوت      ــا تف ــين تيماره ــه ب ــان داد ك ــد، نش ــده بودن ــه ش مقايس

، (f=0.364, df=11, p=%1)داري براي شدت بيمـاري   معني

ــر ريشــه  وزن و وزن خشــك  (f=0.006, df=11, p=%1)ت

 .وجود داشت (f=0.001, df=11, p=%5)ريشه 

يمارهـاي  ميانگين شاخص شدت بيماري در ت ي مقايسه

 9شـماره   ي همـراه جدايـه   مختلف نشان داد كه تيمار قارچ به

همـراه   بـه ) 93/1(باكتري با بيشترين شاخص شـدت بيمـاري   

باكتري، قارچ  30 ي شماره ي همراه جدايه قارچ به: تيمارهاي

بـاكتري در   17 ي شـماره  ي همراه جدايـه  تنهايي و  قارچ به به

ــاري   ــك گــروه آم ــد) a(ي ــرار گرفتن ــاكتري ت. ق ــاي ب يماره

 19 ي تنهـايي، شـاهد سـالم و بـاكتري شـماره      به 30 ي شماره

همـراه   بـه ) 0(تنهـايي بـا كمتـرين شـاخص شـدت بيمـاري        به

 17 ي تنهايي، باكتري شماره به 27 ي تيمارهاي باكتري شماره

ــه بــه 9 ي تنهــايي، بــاكتري شــماره بــه همــراه  تنهــايي، قــارچ ب

ــهبــاكتري و قــار 27 ي شــماره ي جدايــه  ي همــراه جدايــه چ ب

 ي بقيـه . قرارگرفتنـد ) d(باكتري در يـك گـروه    19 ي شماره

تيمارها با شدت بيماري متوسط در حد واسط قرارگرفتند كه 

، 2و تيمارهـاي  ) c(در يـك گـروه    6و  5، 4، 2، 7تيمارهاي 

  ).3جدول(قرارگرفتند ) d(در يك گروه  6و  5، 4
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 NA+PDAدر محـيط كشـت    F. culmorumبا قـارچ   P. fluorescensهاي  از تكرارهاي جدايه اي يكي كشت چهار نقطه -1شكل

 .باشند مي 27و  17، 9هاي  ترتيب مربوط به جدايه هاي پتري به از بالا سمت چپ، تشتك. روز 5پس از گذشت 

Fig. 1- Tetrapoint culture in one of the repetition of the P. fluorescens  with F. culmorum in NA+PDA medium 

after 5 days. From left, Petri plates are related to isolates 9, 17 and 27 respectively. 
 

 
هاي باكتري سودوموناس در ريزوسفر رقم مرودشـت در طـي سـه سـيكل متـوالي بـر حسـب         روند تغييرات جمعيت جدايه -2شكل

 .لگاريتم تعداد باكتري در هر گرم خاك

Fig. 2- Population trends of Pseudomonas isolates in the rhizosphere of Marvdasht wheat cultivar during three 

cycles as logarithm of number of bacteria pergram of soil. 
 

 
ه سـيكل متـوالي بـر حسـب     هاي باكتري سودوموناس در ريزوسـفر رقـم زاگـرس در طـي س ـ     روند تغييرات جمعيت جدايه -3شكل

 .لگاريتم تعداد باكتري در هر گرم خاك

Fig. 3- Population trends of Pseudomonas isolates in the rhizosphere of Zagroos wheat cultivar during three 

cycles as logarithm of number of bacteria per gram of soil. 

Isolate 

Isolate 
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تر ريشه، و وزن خشـك ريشـه در آزمـايش بررسـي امكـان كنتـرل        خص شدت بيماري، وزنميانگين صفات شا ي مقايسه –3جدول

 .جدايه مختلف باكتري سودوموناس فلورسانت در رقم مرودشت 5با استفاده از  F. culmorumبيولوژيك قارچ 

Table 5- Values of disease severity index, root fresh weight and root dry weight in biological control of  

F. culmorum using 5 isolates of P. fluorescens in marvdasht cultivar. 
Rootdry weight 

(g) 

Root fresh Weight 

(g) 

Disease severity 

Index 

Treatment Treat ment No. 

0.02abc 0.06abf 0d Control(non-

inoculated) 

1 

0.01c 0.04c 1.30abc Control(inoculate

d) 
2 

0.02bc 0.05cb 1.93a Strain 9+fungus 3 
0.02bc 0.07abc 1.13abc Strain17+fungus 4 
0.02ab 0.10a 0.68bcd Strain19+fungus 5 
0.03a 0.11ab 0.56bcd Strain27+fungus 6 

0.02bc 0.08abc 1.81ab Strain30+fungus 7 
0.01c 0.07ab 0.33cd Strain 9 8 

0.01bc 0.08ab 0.07d Strain 17 9 
0.01bc 0.07ab 0d Strain 19 10 
0.02bc 0.07ab 0.06d Strain 27 11 
0.01c 0.06abc 0d Strain 30 12 

  . دار نيستند هايي كه داراي حروف مشترك هستند از نظر آماري داراي تفاوت معني ميانگين -
 

تر ريشـه در تيمارهـاي مختلـف     ميانگين وزن ي مقايسه

 ي همـراه جدايـه   مرودشت نشان داد كـه تيمـار قـارچ بـه     رقم

همـراه   بـه ) گـرم  11/0(باكتري بـا بيشـترين وزن    27 ي شماره

باكتري، قـارچ   19 ي شماره ي همراه جدايه تيمارهاي قارچ به

 17 ي باكتري، و باكتري شماره 30 ي شماره ي همراه جدايه به

تيمار قـارچ   قرار گرفتند و) a(تنهايي در يك گروه آماري  به

همــراه  بــه) گــرم 04/0(تــر ريشــه  تنهــايي بــا كمتــرين وزن بــه

بـاكتري، شـاهد    9 ي شماره ي همراه جدايه تيمارهاي قارچ به

 19 ي تنهـايي، بـاكتري شـماره    بـه  30 ي سالم، باكتري شـماره 

همــراه  تنهــايي و قــارچ بــه بــه 9 ي ، بــاكتري شــمارهتنهــايي بــه

. قرار گرفتند) e(گروه  باكتري در يك 17 ي شماره ي جدايه

كــه  طــوري هبــ ،تيمارهــا در حــد واســط قــرار داشــتند ي بقيــه

، 9، 7و تيمارهاي ) b(در يك گروه  11، و 9، 7، 5تيمارهاي 

، 11، 9و تيمارهـاي  ) c(در يك گروه  1و  12، 10، 8، 4، 11

ــروه 3و  1، 12، 10، 8، 4 ــر در گـ ــد  ) d( ديگـ ــرار گرفتنـ قـ

  ). 3جدول(

ــانگي ي مقايســه ــاي  مي ن وزن خشــك ريشــه در تيماره

همـراه   مختلف رقم مرودشـت نشـان داد كـه تيمـار قـارچ بـه      

باكتري با بيشـترين وزن خشـك ريشـه     27 ي شماره ي جدايه

 ي همــراه جدايــه همــراه تيمارهــاي قــارچ بــه بــه) گــرم 03/0(

آمـاري  ) a(باكتري و شاهد سالم در يك گروه  19ي  شماره

با كمتـرين  ) شاهد آلوده(تنهايي  قرار گرفتند و تيمار قارچ به

همـراه تيمارهـاي بـاكتري     بـه ) گرم 01/0(وزن خشك ريشه 

تنهـايي، بـاكتري    به 9 ي تنهايي، باكتري شماره به 30 ي شماره

، باكتري تنهايي به 17 ي شماره، باكتري تنهايي به 19 ي شماره

 9 ي شـماره  ي همـراه جدايـه   ، قـارچ بـه  تنهـايي  به 27 ي شماره

بـاكتري، قـارچ    17 ي شـماره  ي همراه جدايه قارچ بهباكتري، 

باكتري و شاهد سـالم در يـك    30 ي شماره ي جدايه همراه به

 9، 11، 3، 4، 7، 1، 5تيمارهاي  ي بقيه. قرار گرفتند) c(گروه 

  ).3جدول (قرار گرفتند ) b(در گروه حد واسط  10و 

ميانگين شـدت بيمـاري    ي طور خلاصه نتايج مقايسه هب

بـه   19و  27 ي شـماره قم مرودشت نشان داد كه باكتري در ر

عامل بيماري پوسيدگي  F. culmorumخوبي توانستند قارچ 

را كنتـرل نماينـد و بـا شـاهد در يـك       ي گنـدم  ريشهطوقه و 

هـاي بـاكتري از تـوان     امـا سـاير جدايـه    .گروه قـرار گرفتنـد  

هـاي   كه جدايـه  طوري هب ،آنتاگونيستي قوي برخوردار نبودند

ــرار   30و  9،17 ي شــماره ــوده در يــك گــروه ق ــا شــاهد آل ب

تيمارهـا نيـز نشـان داد كـه      ي وزن تر ريشه ي مقايسه. گرفتند
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را به  F. culmorumتوانستند قارچ  30و  19و  27هاي  جدايه

تر ريشه اين تيمارها از تيمـار   خوبي كنترل نمايند و حتي وزن

بــر قــدرت  شــاهد ســالم نيــز بيشــتر بــود احتمــال دارد عــلاوه

ها خاصيت تحريك رشد  آنتاگونيستي عليه قارچ، اين جدايه

 17 ي شـماره تيمـار بـاكتري   . را نيز دارا باشند) PGPR(گياه 

الـذكر   بـه دليـل فـوق    نيز از شاهد برتر بود و احتمالاً تنهايي به

گـر   تيمارهـا نيـز بيـان    ي وزن خشك ريشه ي مقايسه. باشد مي

  در كنتـــرل قـــارچ   19و  27هـــاي   ثر بـــودن جدايـــه  ؤمــ ـ

F. culmorum باشد و با شاهد سالم در يـك گـروه قـرار     مي

بنابراين براساس نتايج اين بررسي در رقم مرودشـت  . گرفتند

بـاكتري از تـوان    27و  19هـاي   توان ادعا نمود كه جدايـه  مي

تـوان ايـن    آنتاگونيستي بسيار خـوبي برخـوردار بودنـد و مـي    

  .عرفي نمودجدايه را براي بررسي در مزرعه م

  

  نتايج رقم زاگرس

واريانس در رقم زاگرس نشـان داد كـه    ي نتايج تجزيه

 ,f=0.331)داري در شدت بيماري بين تيمارها اختلاف معني

df=11, p=%1) وزن تر ريشـه ، (f=0.029, df=11, p=%1) 

وجــود  (f=0.002, df=11, p=%5) و وزن خشــك ريشــه

 .داشت

ارهاي مختلـف در  ميانگين شدت بيماري تيم ي مقايسه

نشـان داد كـه    LSD (α=%5)اسـاس آزمـون   رقم زاگرس بر

را ) 35/2(تيمار شاهد آلوده به قارچ بيشترين شـدت بيمـاري   

، بـاكتري  تنهـايي  بـه  30 ي شمارهداشت اما تيمارهاي باكتري 

، شـاهد  تنهـايي  به 19 ي شماره، باكتري تنهايي به 27 ي شماره

 ي شـماره باكتري  همراه به، يتنهاي به 9 ي شمارهسالم، باكتري 

،  قـارچ  30 ي شـماره بـاكتري   همـراه  بـه ، قـارچ  تنهـايي  به 17

ــه ــاكتري  همــراه ب ــارچ  و 27 ي شــمارهب ــهق ــاكتري  همــراه ب ب

 بــه و گرفتنــد قــرار) d( آمــاري گــروه يــك در 19 ي شــماره

 شدت از تيمارها ي بقيه. شدند محسوب برتر تيمارهاي عنوان

 واسـط  حـد  هـاي  گروه در و ودندب برخوردار متوسط بيماري

  ).4جدول( گرفتند قرار

تيمارهاي مختلف در  ي ريشه تر وزن ميانگين ي مقايسه

نشـان داد كـه    LSD (α=%5)براسـاس آزمـون    رقم زاگرس

 ي شـماره بـاكتري   ، وتنهايي به 17 ي شمارهباكتري  يمارهايت

 يمارهاي قـارچ ت همراه به يشهوزن تر ر يشترينبا ب تنهايي به 30

 ي شمارهباكتري  همراه بهقارچ  ،30 ي شمارهباكتري  همراه به

) a( يگروه آمـار  يكدر  تنهايي به 9 ي شمارهباكتري و  ،27

وزن تـر   ينبا كمتـر  تيمار شاهد آلوده به قارچ و گرفتند قرار

، 9 ي شـماره بـاكتري   همـراه  بـه يمارهاي قارچ ت همراه به يشهر

گـروه   يـك در  تنهـايي  بـه  19 ي شمارهشاهد سالم و باكتري 

)g (قـرار  حدواسـط  هاي گروه در تيمارها بقيه و گرفتند قرار 

  ).4جدول. (گرفتند

ــه ــانگين ي مقايس ــك وزن مي ــه خش ــاي  ي ريش تيماره

 LSD (α=%5)بـر اسـاس آزمـون     مختلف در رقـم زاگـرس  

 يشـترين بـا ب  ،تنهايي به 17 ي شمارهباكتري  يمارنشان داد كه ت

 9 ي شـماره بـاكتري   يمارهـاي ت همـراه  بـه  يشـه وزن خشك ر

بــاكتري و  30 ي شــمارهبــاكتري  همــراه بــهقــارچ ، تنهــايي بــه

گـروه   يـك برتر در  يمارهايبه عنوان ت تنهايي به 30 ي شماره

)a (قـارچ   تيمارهـاي شـاهد آلـوده بـه قـارچ،      و گرفتنـد  قرار

 تنهـايي  بـه  27 ي شمارهباكتري  و 9 ي شمارهباكتري  همراه به

يمارهـاي  ت همراه به) گرم 02/0( يشهك روزن خش ينبا كمتر

 همـراه  بـه قـارچ  شاهد سالم، و  ،تنهايي به 19 ي شمارهباكتري 

و  17 ي شـماره باكتري  همراه بهقارچ و  ،19 ي شمارهباكتري 

وزن خشـك   ينبـا كمتـر   27 ي شـماره باكتري  همراه بهقارچ 

با وزن خشـك متوسـط    يمارهات ي يهگروه و بق يكدر  يشهر

 يـن ا يكل ـ ي نتيجـه .  )4جـدول (قـرار گرفتنـد     (c)در گـروه 

 ي شـماره  ي يهرقم زاگرس نشان داد كه جدا يدر رو يبررس

  كنتـرل قـارچ   يبـرا  يخـوب  يسـتي از توان آنتاگون يباكتر 30

F. culmorum يشـترين ب يمـاري، شدت ب ينداشت و با كمتر 

برتــر  يمــاربــه عنــوان ت يشــهو وزن خشــك ر يشــهوزن تــر ر

 در كنترل يزن يباكتر 27و  19 يها يهجدا ينباشد و همچن يم

ها برتـر بودنـد    يهجدا ي يهاز بق  F. culmorum يمارگرب قارچ

مطابقـت   حاصل از رقم مرودشت كاملاً يجبا نتا يجنتا ينكه ا

  .دارد
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لوژيـك  ريشه در آزمايش بررسي امكـان كنتـرل بيو   خشك وزن و ريشه تر وزن بيماري، شدت ميانگين صفات ي مقايسه –4جدول

 .زاگرس رقم مختلف باكتري سودوموناس فلورسنت در ي جدايه 5با استفاده از  F. culmorumقارچ 

Table 7- Values of disease severity, root fresh weight and Root dry weight in biological control of F. culmorum 

using 5 isolates of P. fluorescens in Zagroos cultivar experiment. 

Rootdry weight 

(g) 

Root fresh Weight 

(g) 
Disease severity 

Index % 

Treatments Treatment No 

0.03bc 0.12egf 0d Control (non-

inoculated) 
1 

0.02c 0.09g 2.35a Control (inoculated) 2 
0.02c 0.11gf 1.15b Strain9+fungus 3 

0.03bc 0.19bcde 0.74bc Strain17+fungus 4 
0.02bc 0.19bcde 0.64bcd Strain19+fungus 5 
0.03bc 0.26abc 0.31cd Strain27+fungus 6 
0.04ab 0.29ab 0.17cd Strain30+fungus 7 
0.04ab 0.22abcd 0d Strain 9 8 
0.04a 0.31a 0.15d Strain 17 9 

0.02bc 0.15degf 0d Strain 19 10 
0.02c 0.17cdef 0d Strain 27 11 

0.03abc 0.31a 0d Strain 30 12 
  .دار نيستند از نظر آماري داراي تفاوت معني ،هايي كه داراي حروف مشترك هستند ميانگين -

  

  بحث

 هـاي  قـارچ  توسط ي گندم ريشهو  طوقه يها پوسيدگي

ــي ــي ايجــاد مختلف ــرين كــه شــود م ــا آن مهمت ــه ه ــا گون  يه

Fusarium F. culmorum  وF. pseudograminearum 

 ــ ــل پوســــ ــوميفوزار يدگيعامــــ ــه و ر يــــ ــهطوقــــ   ،)يشــــ

Gaeumannomyces graminis var. tritici )عامل پاخوره( ،

Bipolaris sorokiniana، )و )يشـــهر يمعمـــول يدگيپوسـ ـ 

. باشـند  يم ـ spp. Pythium و Rhizoctonia solani هاي گونه

 يجـاد ا يـوم فوزار يها كه در اثر گونه يشهطوقه و ر يدگيپوس

 هـاي  يمـاري ب ينزاتـر  و خسـارت  ينتـر  گسـترده  ءشود جـز  يم

  شــــــود يخــــــاكزاد گنــــــدم و جــــــو محســــــوب مــــــ
.(Backhouse et al., 2004)  

توسط منصـوري   ايران در ها بيماري اين خسارت ميزان

 ,.Mansury et al)است  شده گزارش% 3-12 بين و همكاران

خـاكزاد بـودن عامـل     يـل دل بـه  ها يماريب ينا مديريت .(2002

 تنهـا  نه شيميايي هاي روش چونباشد  يمشكل م ياربس يماريب

 نشـان  هـم  چنـداني  كارايي بلكه بوده، غيراقتصادي و پرهزينه

 بـا  خـاك  فوميگاسـيون  عمدتاً بر شيميايي هاي روش. اند نداده

 زيست نظر از كه بوده برومايد متيل چون تركيباتي از استفاده

 شـــيميايي كنتـــرل لـــذا. هســـتند آور زيـــان بســـيار محيطـــي

 بيمـاري  جملـه  از( خـاكزي  هاي قارچ توسط كه هايي بيماري

 گـاهي  و مشـكل  شـود،  مـي  ايجـاد ) ريشـه  معمولي پوسيدگي

 كنتـرل  ديگـر  هـاي  روش از بايستي جهت بدين. است تأثير بي

 عوامــل كــاربرد. (Cook & Baker, 1983) شــود اســتفاده

 محيط و گياه روي نامطلوب اثر كه اين بر علاوه آنتاگونيستي

 نيـز  محصـول  عملكرد افزايش باعث مواردي در حتي ،ندارند

ــاكتري. (Weller, 1983) شــوند مــي  يســودومونادهاهــاي  ب

از  يناش ـ يشـه ر هاي يمارياز ب يفلورسنت مسئول كاهش برخ

ــ زاي يمــاريعوامــل ب  يهــا خــاك يجــادا ينخــاكزاد و همچن

  ني ـز اا.  (Weller, 1983)باشـند  يم ـ يماريب ي ممانعت كننده

 شـكل  كيولوژيب كنترل عوامل كاربرد جهت در ها تلاش رو

  .ه استگرفت

، 9، 6، 5، 1هـاي   براساس نتايج بررسـي حاضـر، جدايـه   

ــترين  CHA0و  30، 27، 26، 22، 19، 17، 15 ــرين و بيشـ بهتـ

در تشتك  F. culmorumتأثير را در جلوگيري از رشد قارچ 

. داشــتنددر شــرايط آزمايشـگاهي  ) هالــه بازدارنـدگي (پتـري  

زا نشـان   نتايج هاله بازدارندگي از رشد قارچ بيماري ي مقايسه

هايي كه توان توليد آنتي بيوتيك نداشـتند قـدرت    داد، جدايه

چنــداني در جلــوگيري از رشــدقارچ بيمــارگر درون تشــتك  
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اين نتايج بـا تحقيقـات هانـگ يـو و همكـاران      . پتري نداشتند

(Hongyou et al., 2005) و )Thomashow & Weller, 

ــوژيكي  . مطابقــت دارد). 1990 ــرل بيول ــوارد كنت ــب م در اغل

هاي سـودومونادهاي فلورسـنت    هاي گياهي از باكتري بيماري

و  هـا  نااستفاده شده ولـي ايـن عوامـل از نظـر كـارايي در زم ـ     

انـد و فعـلاً در    ي مختلف بسيار متغيير و متفاوت بـوده ها نامك

ــولاني ن     ــاربرد طــ ــان كــ ــه امكــ ــرايط مزرعــ   دارنــــدشــ

(Raaijmakers & Weller, 2001) .  ــدد ــل متع ــأثير عوام ت

هاي مؤثر در خصوصـيات آنتاگونيسـتي    محيطي روي بيان ژن

و نيز كلونيزاسيون ضعيف ريشه از دلايل مهم اين عدم توفيق 

دقيـق شـرايطي كـه روي توليــد     ي بنـابراين مطالعــه . باشـد  مـي 

كـه در  هاي ميكروبي مؤثر است و نيـز خصوصـياتي    متابوليت

ريزوسفر دخالت دارد بايـد مـورد    ي رقابت در ناحيه ي پديده

توانـد مـا را    دستيابي به اطلاعات ژنتيكي مي. توجه قرار گيرد

در . در شناسايي و جداسـازي عوامـل بيـوكنترل يـاري نمايـد     

 Keel et al., 1992) (يك پژوهش پيشـين كيـل و همكـاران    

هـا و   بـاكتري هـايي كـه توسـط     گزارش كردند كه  متابوليـت 

شـوند، روي بيوسـنتز    ريزوسـفر توليـد مـي    ي هاي ناحيـه  قارچ

بـراي مثـال توليـد    . گـذارد  استيل فلوروگلوسينول تأثير مي دي

تـا حـد زيـادي توسـط      CHA0بيوتيـك در اسـترين    اين آنتي

هاي خارج سلولي نظير پايولوتئورين، ساليسـيلات و   متابوليت

  .همچنين فوزاريك اسيد ممانعت مي شود

در روند تغييرات جمعيتـي سـودومونادهاي فلورسـنت    

مـورد مطالعـه در طـي سـه سـيكل        در ريزوسفر ارقـام گنـدم  

ترتيـب   نژاد و زاگـرس بـه   رشدي، مشاهده شد كه ارقام نيك

داراي بيشترين و كمترين فعاليت باكتري در ريزوسفر ريشـه  

هـاي   در مجمـوع جدايـه  . باشـند  در بين ارقام مورد مطالعه مي

نـژاد، مرودشـت، زاگـرس و     در بين چهار رقم نيك 17 و 19

 يهـا  يهجدا سرداري بيشترين سازگاري را داشتند و همچنين

برخـوردار بودنـد    يخـوب  يزاسيوناز قدرت كلون 30و  27، 9

 يبرتـر انتخـاب و بـرا    يهـا  يهعنوان جدا به يقتحق ينكه در ا

ــدرت آنتاگون يبررســ ــهعل يســتيق ــارچ ي   F. culmorumق

نوسان و تفاوت  .قرارگرفتند يشگلخانه مورد آزما يطدرشرا

در جمعيــت ســودومونادهاي فلورســنت در بــين چهــار رقــم  

گنــدم مــورد مطالعــه در طــي ســه ســيكل، احتمــالاً ناشــي از  

باشد كه در برخي از ارقام ايـن ترشـحات    ترشحات ريشه مي

شود، بنـابراين   هاي اوليه رشد در گياه توليد مي از همان دوره

طـور   در ريزوسفر گنـدم بـه   DAPGهاي مولد كتريحضور با

رشـدي گيـاه    ي قابل توجهي تحـت تـأثير مرحلـه و يـا دوره    

انـد كـه بـا توجـه      در اين مورد محققين اظهار داشته. باشد مي

ــه ــن بـ ــه  ايـ ــه بـ ــه ترشـــحات ريشـ ــذايي   كـ ــع غـ ــوان منبـ عنـ

هاي ريزوسفر بوده و تركيـب ايـن ترشـحات     ميكروارگانيسم

ي گياه مي باشد، لذا باعث تغييراتـي  تحت تأثير مراحل رشد

 گــردد هــاي جمعيتــي ريزوباكترهــا مــي در الگوهــا و فعاليــت

)(Picard et al., 2000.  

بررسي امكـان كنتـرل بيمـاري پوسـيدگي فوزاريـومي      

ــه  ــه و طوق ــه   ي ريش ــتفاده از جداي ــا اس ــدم ب ــر   گن ــاي برت ه

سودومونادهاي فلورسنت در شـرايط گلخانـه نشـان داد كـه     

بيماري پوسيدگي طوقه و  نژاد و سرداري نسبت به ارقام نيك

متحمـل و ارقـام مرودشـت و      F. culmorumريشه با عامـل  

بـا توجـه بـه ايـن نكتـه كـه در رونـد        . زاگرس حساس بودند

و  17هاي  تغييرات جمعيتي، سودومونادهاي فلورسنت جدايه

بيشترين سـازگاري را در بـين چهـار رقـم مـورد بررسـي        19

ي در اين تحقيق نيز نشان ا هناهاي گلخ ج آزمايشداشتند، نتاي

در  27و  19هـاي   سازي بذور جدايـه  داد كه در روش آغشته

دو رقم مرودشت و زاگرس بهترين تأثير را در كاهش شدت 

  .بيماري پوسيدگي فوزاريومي طوقه و ريشه داشتند

در شمال غربي ايالـت متحـده و در نـواحي پربـاران و     

از بـــذور گنـــدم تيمـــار شـــده بـــا  مـــزارع آبـــي، اســـتفاده 

گنـدم   ي ، جهت كنترل پاخورهDAPGسودومونادهاي مولد

 ,.Raaijmakers et al( شود يك استراتژي مهم محسوب مي

انـــد كـــه  هـــاي انجـــام گرفتـــه نشـــان داده بررســـي ).1998

هـاي مختلفـي    سودومونادهاي فلورسـنت از طريـق مكانيسـم   

ون ريشـه، توليـد   اي و مكـاني، كلونيزاسـي   مانند رقابت تغذيه

آنتي بيوتيك، ايجاد مقاومت القايي در گيـاه ميزبـان، توليـد    

سيدروفور و توليد تركيباتي مشابه اكسين و سيتوكينين سبب 

هـاي   افزايش جـذب آب و مـواد غـذايي و تحمـل بـه تـنش      

شـوند   محيطي و در نهايت افزايش و تحريك رشد گياه مـي 

(Weller, 1983) .  دا هـاي لاز و  طبـق بررسـي )Luz & Da, 

تيمار بذر با سودومونادهاي فلورسنت، باعث كـاهش   )1994
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و افزايش  ي گندم ريشهشدت بيماري پوسيدگي فوزاريومي 

زميني بـه   سازي قطعات بذري سيب آغشته. عملكرد گرديدند

ــاي  بـــــــاكتري  و Pseudomonas fluoerescensهـــــ
Pseudomonas putida باعث افزايش محصـول گرديـد    نيز

(Weller, 1983 ).  

 ادعـا  تـوان  مـي  بررسي اين نتايج طوركلي و براساس هب

 آنتاگونيسـتي  تـوان  از بـاكتري  27 و 19 هـاي  جدايه كه نمود

 بـراي  را ها جدايه اين توان مي و بودند برخوردار خوبي بسيار

 نسـبت  بـودن  ثرؤم ـ صـورت  در و معرفـي  مزرعـه  در بررسي

سـتفاده از روش  ا هرچند كهنمود  اقدام ها آن تجاري توليد به

هاي فراواني دارد، ولي بـا توجـه بـه     كنترل بيولوژيكي مزيت

كارآيي اين عوامـل در منـاطق و فصـول     ي متغيير بودن نحوه

هـاي   هـا در مـديريت بيمـاري    مختلف، اسـتفاده از ايـن روش  

 ,.Duffy et al( رود كندي پـيش مـي   قارچي خاكزاد گندم به

ــك آن   ).1996 ــارآيي ي ــودن ك ــايين ب ــل پ تاگونيســت در عل

تواند ناشي از نقص در كلونيزاسيون و پايداري در  طبيعت مي

بيمارگرهاي غير هـدف، نقـص در توليـد     ي محيط و مداخله

هاي ثانويه، تنوع ژنتيكي جمعيـت بيمـارگر و غيـره     متابوليت

براي استفاده بهتر از عوامـل  . (Mazzola et al., 1995)باشد 

في ايـن عوامـل، گيـاه    آنتاگونيست، شناخت بيولـوژيكي كـا  

زا و بســتر خـاك و همچنـين اثــرات    ميزبـان، عوامـل بيمـاري   

تـأثير عوامـل آنتاگونيسـت در    . ضـروري اسـت   ها آنمتقابل 

مزرعه و سپس سعي در فرمولاسيون، ثبـت و توليـد تجـارتي    

هاي اقتصادي و نيز قدرت تـأثير بيشـتر، از    اين عوامل از جنبه

طـور كامـل    ايسـت بـه  ب اهميت خاصي برخوردار اسـت و مـي  

هـا جهـت    در نهايـت اسـتفاده از تلفيـق روش   . بررسي گـردد 

. زاي خاكزاد گندم پيشـنهاد مـي گـردد    كنترل عوامل بيماري

هـاي   دهد كه خاك طوركلي، نتايج تحقيق حاضر نشان مي به

ي مـورد بررسـي داراي   هـا  نازراعي زير كشت گندم در اسـت 

د در بــازداري و توانن ـ هـايي هسـتند كـه احتمـالاً مـي      بـاكتري 

. هاي قارچي خاكزاد گندم مؤثر باشـند  كاهش طبيعي بيماري

تواند سرفصـلي   رسد كه پژوهش حاضر مي نظر مي در انتها به

هاي سـودومونادهاي   جمعيت باكتري ي مناسب جهت مطالعه

فراريشـه ارقـام مختلـف گنـدم، بررسـي        فلورسنت در منطقـه 

هاي  انجام آزموندر طول فصل رشد،  ها آنتغييرات جمعيتي 

هـاي مـؤثر از نظـر     ي جهت انتخاب و گزينش جدايها نهاگلخ

در خـاك،   ها آنها، كلونيزاسيون و بقاي  توان كنترل بيماري

در سـطح مزرعـه، بررسـي روابـط      ها آنكاربرد مؤثر  ي نحوه

هـاي مفيـد    هـا بـا سـاير ميكروارگانيسـم     افزايشي اين بـاكتري 

ازت و تلقـيح تـوأم    ي نندههاي تثبيت ك ويژه باكتري خاك به

روي انواع غـلات و لگـوم هـا، مطالعـه و شناسـايي آن       ها آن

دسته از خصوصيات سودومونادهاي فلورسنت كه بـه تجمـع   

زا كمـك   آن در سطح ريشه و محدود نمودن عوامل بيماري

هـاي محـرك رشـد     دانش اسـتفاده از بـاكتري   .كند باشد مي

ت افـزايش رشـد و   هـاي نـويني را در جه ـ   افق (PGPR)گياه 

در ايـن  . دهد زا نويد مي عملكرد گياه و كنترل عوامل بيماري

نتـايج  . هاي برتر و كارا تعيين كننده اسـت  ميان انتخاب سويه

توانـــايي بـــالاي    ي كلـــي ايـــن تحقيـــق نشـــان دهنـــده    

هـاي   عنوان باكتري هاي فلورسنت بومي ايران به سودوموناس

هاي مفيـد   ن سويهاميد است اي. باشد محرك رشد گياهي مي

ها مورد تجزيـه و   بيشتر مورد بررسي قرار گيرند و قابليت آن

  .تحليل پژوهشگران قرار گيرد

  

  سپاسگزاري
تحقيقــات  ي نگارنــدگان از مســئولين محتــرم مؤسســه

خـاطر تـأمين امكانـات لازم     بـه  ،تهـران -پزشكي كشـور  گياه

 .نمايند براي انجام اين پژوهش صميمانه تشكر و قدرداني مي
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Abstract 

Crown and root rot diseases of wheat caused mainly by Fusarium culmorum and F. pseudograminearum 

are important diseases of wheat world wide including Iran. In this study, 60 strains of pseudomonad fluorescent 

bacteria were obtained and isolated from wheat rhizosphere in Tehran, Ghazvin, Golestan, Ardebil, Zanjan, 

Markazi and Esfahan provinces and their efficacy in biological control of F. culmorum was investigated. 

According to biochemical, physiological and morphological characteristics of the bacteria, the strains were very 

similar to biovars І, ІІІ and V of Pseudomonas fluorescence and P. protegens. Antagonistic activities of 

pseudomonad fluorescent strains against F. culmorum were then evaluated Results showed that 11 isolates along 

with CHA0 were the most effective strains. In order to determine competition and colonization abilities of the 

selected stains in the soil and wheat rhizosphere, the strains were tested on four wheat cultivars for three 

continuous growth cycles, each which was 42 days long. The results indicated that Niknejad cv. had the highest 

bacterial population density after three cycles, followed by Zagross cv. The over all results of this study showed 

that the bacterial strains 19 and 27 (both belonging to P. progegens) had a very good antagonistic ability and 

have the potential for biological control of F. culmorum. 

Key words: Wheat, crown rot root, antagonism, Pseudomonas fluorescens, 2, 4-diacetylphloglucinol antibiotic 

gene (phlD)  
 


