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 چكيده

سازي در كشاورزي از اهميـت زيـادي برخـوردار    هاي پروبيوتيك گياهي با قابليت تجاريهاي جديدي از باكترييافتن سويه

يك باكتري مهـم   عنوان به Pseudomonas fluorescens UTPF5 بيوشيميايي سويه در اين تحقيق، خصوصيات بيولوژيك و. است

هيـدروژن، سـيدروفور، فنـازين، دي     هاي مختلف از جملـه اكسـين، سـيانيد   توليد متابوليت. قرار گرفته است در ايران، مورد ارزيابي

 از رشـد قـارچ  مقدار بازدارندگي اين سويه . هاي تنظيمي مورد بررسي قرار گرفتاستيل فلوروگلوسينول و تشكيل بيوفيلم و سيستم

 Rhizoctonia solani وجـود آهـن باعـث    . هاي بيوكنترلي به استثناء فنـازين را نشـان داد   نتايج، توليد بسياري از متابوليت. تعيين شد

 Gac/Rsmراه انـدازي مسـير    بـراي قادر بـه توليـد سـيگنال،     UTPF5سويه . هيدروژن شد كاهش توليد سيدروفور و افزايش سيانيد

هاي  در بررسي. باشد يماين سويه قادر به توليد سيگنال هموسرين لاكتون ن. دارد RsmZو  hcnAقابل توجهي در بيان  باشد و اثر مي

  .توانايي بيوكنترل بيمارگر هدف و افزايش رشد گياهان آفتابگردان، ارزن، لوبيا و كلزا به اثبات رسيد اي  گلخانه

   Pseudomonas fluorescens UTPF5،نول، سيانيدهيدروژن، سيستم هاي تنظيميفلوروگلوسي استيل بيوفيلم، دي :كليدي هاي واژه

  

 مقدمه

ــاهي  اســتفاده از ميكروارگانيســم هــاي پروبيوتيــك گي

ــراي توســعه  يكــي از روش كشــاورزي  ي هــايي اســت كــه ب

ــا       ــاكنون ب ــه و ت ــرار گرفت ــه ق ــورد توج ــيار م ــك بس ارگاني

كـه   جـا  آن از. اي همراه بوده است هاي قابل ملاحظه موفقيت

هـاي   ريزوسفر گياه غني از عوامل ميكروبي اسـت و بـاكتري  

اي در ايـن ناحيـه دارنـد     كلنيزه كننـده ريشـه، نقـش برجسـته    

)Schippers et al., 1987( هـايي كـه در    ، ميكروارگانيسـم

كنند گزينه مناسـبي بـراي    ناحيه ريزوسفر گياهان زندگي مي

). Baker, 1987(هــاي بيولوژيـك هســتند   اسـتفاده در روش 

ــاكتري ــاك،     ريزوب ــور خ ــت حضــور در ميكروفل ــا از جه ه

هـاي مقاومـت در   افزايش رشد گيـاه، فعـال كـردن مكانيسـم    

ثر ريشـه  ؤ، كلنيزاسيون م ـ)Nakkeeran et al., 2005(ميزبان 

موفق، بازدارنـدگي  بيولوژيك نياز يك كنترل  پيش عنوان به(

تقرار ثر در مقابــل بيمارگرهــاي گيــاهي و ممانعــت از اســؤمــ

، ترشـح و  )Weller, 1988) (ايها روي سيستم ريشه باكتري

  هــايكننــده از رشــد پــاتوژنهــاي ممانعــتتوليــد متابوليــت

ــاكزاد،  ــد   خ ــت دارن ــد محصــول اهمي ــرد و تولي ــزايش عملك  .اف

Pseudomonas fluorescens  بخـــش مهمـــي از جمعيـــت

 ,.Picard et al( دهنـد  هاي ريزوسـفر را تشـكيل مـي    باكتري

2000 ; Benizri et al., 1998( مستقيم بـا توليـد    طور به، كه

خصوص انـدول اسـتيك    ههاي رشد گياه بكنندهبعضي تنظيم

غيرمسـتقيم از   طور بهو نيز ) Oberhansli et al., 1991(اسيد 

هـا   طريق كنترل بيولوژيك بيمارگرها باعث افزايش رشد آن

دي  4 -2و بــا توليــد متابوليــت ) Weller, 1988(شــوند  مــي

ــرل     ــل كنت ــه دلي ــادي را ب ــه زي ــينول توج ــتيل فلوروگلوس اس

هاي ريشه به خـود جلـب    بيولوژيك طيف وسيعي از بيماري

هـاي   بـاكتري  ).Siddiqui & Shaukat, 2003(كـرده اسـت   
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هـاي تجزيـه    بيـوز، آنـزيم   پروبيوتيك گياهي از طريـق آنتـي  

كننده نظير كيتيناز و پروتئـاز، پارازيتيسـم، تحريـك سيسـتم     

كننـد   فاعي گياه، تحريك و تقويـت رشـد گيـاه عمـل مـي     د

)Ahmadzadeh, 2014 .(  تواننـد باعــث   هـا مـي   ايـن بـاكتري

مستقيم، مثل تثبيت نيتروژن، تقويت  طور بهافزايش رشد گياه 

ــه  ــيلن در ريشـ ــد اتـ ــيم توليـ ــوريزي، تنظـ ــنتز ميكـ ــا و سـ هـ

ها مثل جيبرلين و ايندول استيك اسـيد، كـاهش   فيتوهورمون

زات سـنگين و افـزايش موادغـذايي بـراي گياهـان      سميت فل ـ

ــت   . شــوند ــاهي و در نهاي ــوفيلم روي ســطوح گي تشــكيل بي

استقرار مناسب باكتري جهت بروز فعاليت بيوكنترلي مناسب 

هايي جمعيت). Ahmadzadeh, 2014(اهميت فراواني دارند 

صـورت   ههاي متنـوع بـاكتري ب ـ  متشكل از يك گونه يا گونه

-ر و يا به سطوح زنده و غيرزنده در زمينـه چسبيده به يكديگ

 شوندساكاريدهاي خارج سلولي، بيوفيلم ناميده مياي از پلي

)Davey & O Toole, 2000 .(   تشكيل بيـوفيلم روي سـطوح

گيـرد،  مـي  انجامزنده و غيرزنده در نتيجه تحريكات محيطي 

منبـع   عنـوان  بـه با اين تفاوت كه در سطوح زنده، خود سطح 

هـا  كـه بـاكتري   زمـاني . شـود ها محسـوب مـي  كتريغذايي با

كنند تشكيل بيوفيلم آغـاز   فاكتورهاي محيطي را احساس مي

شود و در تمام مراحل تشكيل بيوفيلم فاكتورهاي ژنتيكي  مي

 .و محيطي دخالت دارند

ها شامل حفاظـت در  فوائد تشكيل بيوفيلم براي باكتري

كـي، كلاتـه   مقابل شرايط محيطـي از طريـق ايجـاد سـد فيزي    

هـــا و ســـموم، حفاظـــت در مقابـــل تنـــوع كـــردن كـــاتيون

، دسترسي بـه موادغـذايي از   EPS هاي محيطي توسط استرس

ــال  ــود كان ــق وج ــوفيلم،   طري ــوذ درون بي ــل نف ــاي آب قاب ه

همكاري متابوليكي توسط ايجاد رابطه سينتروفيك، اكتساب 

 & Morris(هاي جديد ژنتيكي و كلنيزاسيون اسـت  ويژگي

Monier,  2003; Branda et al., 2005 .(ها،  از ميان باكتري

Pseudomonas fluorescens شده در بيشتر شرايط آزمايش

ايــن بــاكتري مســيرهاي ژنتيكــي . دهــدتشــكيل بيــوفيلم مــي

ــي   ــوفيلم اســتفاده م ــاز تشــكيل بي ــراي آغ ــد مختلفــي را ب   كن

), 2000 Davey & O Toole (    همچنـين از جملـه عوامـل

گـردان،   خصوص لوبيا، كلزا و آفتاب ياهان بهبيمارگر مهم گ

 و Sclerotinia sclerotiorumعــواملي قـــارچي از جملــه   

Rhizoctonia solani    ــه ــرگ گياهچ ــث م ــه باع ــتند ك هس

هاي دفـاعي بيمـارگر در برابـر    شوند كه شناخت مكانيسم مي

هــاي كنتــرل  حملــه آنتاگونيســت، امكــان انتخــاب روش   

هاي بسياري براي روش. كندميبيولوژيك پايدارتر را فراهم 

هـا و  غلبه بر تركيبات سـمي توليدشـده توسـط آنتاگونيسـت    

. هاي بيمارگر گياهي مطـرح شـده اسـت   گياهان توسط قارچ

ــتراتژي  ــرين اس ــي از مهمت ــه  يك ــا، تجزي ــط   ي ه ــموم توس س

  Morrissey & Osbourn, 1999; Vanetten( هاست آنزيم
et al., 2001.(  

هاي باكتريايي جداسـازي   ن جدايهدر اين تحقيق، از ميا

شــده از ريزوســفر منــاطق مختلــف، برخــي خصوصــيات      

 Pseudomonas fluorescensبيولوژيكي و بيوشيميايي سويه

UTPF5   ــت و ــرار گرف ــي ق ــورد بررس ــهم ــوان ب ــي از  عن يك

هـاي پروبيوتيـك گيـاهي بـا قابليـت تجـاري سـازي         باكتري

  .شود معرفي مي

  

  ها مواد و روش

 UTPF5 P. fluorescensتلقيح باكتري  ي مايه ي تهيه

  Rhizoctonia solani و قارچ 

 NAساعته باكتري روي محـيط   24يك لوپ از كشت 

 NBميلـي ليتـر محـيط     50ميلـي ليتـري حـاوي     100به ارلـن  

دور در دقيقه و در  120ساعت روي شيكر با  48منتقل شد و 

دقيقـه در   15 مـدت  بـه سـپس  . درجـه قـرار گرفـت    27دماي 

g6000  گرفت و محلول رويـي دور ريختـه    انجامسانتريفيوژ

-نشين شدههاي باكتري كه در اثر سانتريفيوژ تهه و سلولشد

سوسپانسـيون شـده و    ،اند، دو بار در آب مقطر دوبار استريل

 CFU/ml 108وفتومتر به غلظت نهـايي  رتوسط دستگاه اسپكت

از كلكســـيون  Rhizoctonia solaniقــارچ  . رســانده شــد  

  .پزشكي دانشگاه تهران دريافت شد شناسي گروه گياه ارچق

  UTPF5 P. fluorescensهاي توليد برخي متابوليت
و  UTPF5 جدايـه  تعيين ميزان توليد اكسين توسط

  تعيين همبستگي آن با افزايش رشد گياه

) Gordon & Weber, 1950(در اين مرحله از روش 

توسـط ايـن جدايـه    براي تعيين ميزان توليد اكسين توليدشده 

اســتفاده شــد و بــا اســتفاده از اســپكتروفتومتر، جــذب نــوري 
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نانومتر قرائـت   535در طول موج نوري  سوسپانسيون باكتري

ميزان توليد اكسين توسط اين جدايـه بـا مقايسـه جـذب     . شد

شده از ايندول استيك اسيد با نور آن با منحني استاندارد تهيه

ــت ــاي غلظ ــي  20و  15، 10، 5، 0ه ــر ميل ــرم ب ــر ميكروگ ليت

  .محاسبه شد

  توليد سيانيد هيدروژن

تعيين توان توليد سيانيد هيدروژن با اسـتفاده از روش  

  & Alstrom(اصلاح شده توسط ، )Lork, 1948( پيشنهادي
Burns, 1989 (ــام ــت انج ــيانيد  . گرف ــد س در صــورت تولي

هيدروژن توسـط بـاكتري، كاغـذ صـافي آغشـته بـه محلـول        

اي روشـن،  اوليه زرد بـه ترتيـب كـرم، قهـوه     معرف از رنگ

رنـگ  . يابـد اي تيره و در نهايت آجري تغيير رنـگ مـي  قهوه

و رنگ آجري حداكثر توليد  HCNكرم حداقل ميزان توليد 

HCN دهدرا نشان مي.  

  نقش آهن در توليد سيانيد هيدروژن

ــدروژن از روش    ــيانيد هيـ ــي سـ ــابق روش بررسـ مطـ

)Alstrom & Burns, 1989 (هاي منتهي غلظت. ستفاده شدا

ــك   200و  100، 50، 25 ــتوك يـ ــن از اسـ ــول آهـ ميكرومـ

ميكرون استريل شـده   2/0كه با فيلتر  FeCl3.6H2Oمول  ميلي

گرفـت   انجامها شد و ارزيابيها ريختهبود تهيه شد، در پتري

)Sharifi et al., 2008.(  

  پروتئاز آزمايش

سط باكتري از منظور بررسي توليد آنزيم پروتئاز تو به

ــيط  ــابق روش ) SMA )Skim Milk Agarمحـــ مطـــ

)Maurhofer et al., 1995 (بــا كمــي تغييــر اســتفاده شــد .

رنگ در اطراف كلوني باكتري نشانه فعاليـت   تشكيل هاله بي

  .پروتئاز است

 CASروش  -گيري مقدار توليد سـيدروفور  اندازه

agar  
 (Alexander & Zuberer, 1991)از روش منظور  بدين

آگار از چهار محلول كه هـر   CAS-agarمحيط . استفاده شد

كـه ايـن   . اي استريل شدند تهيه شـد صورت جداگانه كدام به

، محلـول  Fe-CASمحلـول معـرف   : چهار محلول عبارتنـد از 

توليد سـيدروفور  . بافر، محلول غذايي، محلول كازامينو اسيد

 شـود كـه نتيجـه آن توليـد    مي CASباعث جدا شدن آهن از 

قطر اين هالـه  . هاله نارنجي رنگ اطراف پرگنه باكتري است

در سه روز متوالي ثبت شد و ميـانگين سـه روز نيـز محاسـبه     

 .شد

گيـري ميــزان توليـد سـيدروفور بــه روش     انـدازه 

  اسپكتروفتومتري

هـا   سـاعته بـاكتري   24ميكروليتر از كشت  100مقدار 

يتـري  لميلـي  100هـاي  در محيط مـايع سوكسـينات، بـه ارلـن    

. ليتر محيط كشت تازه سوكسينات منتقل شـد ميلي 40حاوي 

ــن محــيط ــههــا اي ي  درجــه 27ســاعت در دمــاي  40 مــدت ب

. دور در دقيقه روي شيكر نگهـداري شـدند   120و  سلسيوس

 مـدت  بـه  g10000هاي باكتري با سـانتريفوژ كـردن در   سلول

بعد از حـذف رسـوب بـاكتري    . دقيقه رسوب داده شدند 10

نانومتر با دسـتگاه   400ذب مايع رويي در طول موج ميزان ج

هـاي حاصــله بـا اســتفاده از   داده. اسـپكتروفتومتر قرائـت شــد  

و با استفاده از ضريب مولي پايووردين ايـن   A=eBCفرمول 

دسـت آمـد   كمي به صورت بهايزوله، ميزان توليد پايووردين 

)Sharifi et al., 2008.( 

  وفورنقش روي و آهن در توليد سيدر

 500و  250، 125، 75(هـــاي مختلـــف روي  غلظـــت

ميكرومـول   50ميكرومول و شـاهد همـراه يـا بـدون افـزودن      

از اســتوك ) ميكرومــول 200و  100، 50، 25(، آهــن )آهــن

پـور  ميكـرون و بـا دسـتگاه ميلـي     2/0اين عناصر كه با فيلتـر  

ليتـر  ميلـي  40هاي حاوي استريل شده بود تهيه شده و به ارلن

بـراي تلقـيح، سـويه    . كشت سوكسينات اضـافه شـدند  محيط 

UTPF5 ساعت در محيط كشت سوكسـينات در   24مدت  به

دور در دقيقـه نگهـداري    120سلسيوس و  ي درجه 27دماي 

هـاي  ميكروليتـر از ايـن محـيط بـه محـيط      100ميـزان  . شدند

جديد حاوي تيمارهـا منتقـل شـد و در شـرايط مشـابه بـالا و       

  ).Sharifi et al., 2008(اري شدند ساعت نگهد 40مدت  به

  بيوتيك فنازينتوليد آنتي

ــه ــي    ب ــي توليــد آنت ــور بررس ــك فنــازين  منظ - 1- بيوتي

ــيليك ــيد كربوكس  & Thomashow(از روش ) PCA( اس

Weller, 1988 (ابتدا جدايه باكتري روي محيط . استفاده شد

TSA )Tryptic Soy Agar(  يـك   مدت بهكشت داده شد و

 PDAمحـيط   روي بهسپس . ور نگهداري شدشب در انكوبات
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چهار روز  مدت به ي سلسيوس درجه 28برده شد و در دماي 

هاي سبز تيره و يا رسوبات كريسـتالي  رنگدانه. نگهداري شد

  .ها نشانه توليد فنازين استدر مركز كلوني

ميـزان تشـكيل بيـوفيلم در ايـن جدايـه       ي مقايسه

  رپليتباكتري با استفاده از روش ميكروتيت

كمـي تشـكيل بيـوفيلم بـا اســتفاده از روش     ي  مقايسـه 

جـذب نـوري   . شـد  انجام) Fletcher, 1977(ميكروتيترپليت 

نـانومتر و بـا    625در طول موج  1/0تا  08/0سوسپانسيون بين 

ــ. اســپكتروفتومتر تنظــيم شــد هــاي  صــورت حلقــه هبيــوفيلم ب

ســپس . هــا قابــل مشــاهده هســتند ارغــواني بــر روي چاهــك

 200اضـافه كـردن    ي وسـيله  كمي توليـد بيـوفيلم بـه   سنجش 

هــر چاهــك صــورت  درصــد بــه 33ميكروليتــر اسيداســتيك 

گرفت و جذب نوري رنگ كريستال ويوله موجود در حلال 

نانومتر توسط دستگاه اليـزا ريـدر    492بر در طول موج رنگ

  .خوانده شد

استخراج و تشـخيص دي اسـتيل فلوروگلوسـينول    
(DAPG)  

از نظر توليد آنتي بيوتيك با استفاده  UTPF5استرين 

. در محيط كشت مايع مـورد بررسـي قرارگرفـت    HPLC از 

 (Maurhofer et al., 1992)روش  استخراج آنتي بيوتيك بـه 

 HPLCبـدين منظـور از  . شـد  انجـام  (Notz et al., 2001)و 

-Hewlett Packard 1090; Hewlett)مجهـز بـه شناسـاگر    

Packard Co., Pal Alto,CA)     4× 100و از سـتون بـه ابعـاد 

ــي -Nucleosil 120-5-C18 (Machereyليتــر از نــوع  ميل

Nagel, Düren, Germany)    با روش فاز معكـوس در دمـاي

دي اســـــتيل . اســـــتفاده شـــــد ي سلســـــيوس درجـــــه 45

مـاوراء   ي جـذب اشـعه   ي وسيله به (DAPG)فلوروگلوسينول 

وتيـك  بي كميـت آنتـي  . رديابي شـد  270بنفش در طول موج 

براساس پيك استاندارد و زمان تـأخير، برحسـب ميكرومـول    

ــر محــيط كشــت محاســبه شــد  ــي ليت ــه. در ميل ــري و  نمون گي

ميلــي ليتــر از محــيط كشــت  30اســتخراج آنتــي بيوتيــك از 

GCM  ــس از ــت   72و  48، 24پ ــورت گرف ــاعت ص  pH. س

. دو نرمال بين دو و سه تنظيم گرديد HClمحيط با استفاده از 

. محـيط كشـت اضـافه شـد     به 1:1استات به نسبت سپس اتيل 

 ي وسـيله  هاي حاوي محيط كشت و اتيل استات به درب ارلن

فاز . شدت تكان داده شدند ثانيه به 30 مدت بهدرپوش بسته و 

حاوي باكتري هـا  (از فاز مايع ) حاوي آنتي بيوتيك ها(آلي 

بــه وســيله فيلترهــاي بــا پوشــش ســيليكوني  ) و مــواد معــدني

(Macherey-Nagel 5160 Düren, Germany)   جـدا شـد .

 Rotovap (HETOVAC; Hetoاتيـل اسـتات در دسـتگاه    

Lab Equipment, Alerod, Denmark) طور كامل تبخيـر   به

 HPLCليتر متانل مخصـوص   گرديد و باقيمانده در يك ميلي

 -20دقيقـه نگهـداري در    30ايـن محلـول پـس از    . حل شـد 

ــه، ي سلســيوس درجــه ــدت ب ــه در  10 م دور در  13000دقيق

دقيقه سانتريفوژ شد و سپس محلول رويي بـه فلاسـك هـاي    

HPLC منتقل گرديد.  

در  Gac/Rsmكننـده مسـير   بررسي اثر سيگنال فعال

با اسـتفاده از فعاليـت    rsmZو  hcnAبيان ژن هاي 

  آنزيم بتاگالاكتوزيداز

ــميد  ــاقي ( pME3219پلاسـ ــاوي ژن الحـ -hcnAحـ

lacZ ( وpME7402 )ــا ــاقي حـ ) LacZ – rsmZوي ژن الحـ

سـپس  . منتقـل شـدند   CHA0اسـترين   جداگانـه بـه   صورت به

ــاي گزارشـــگر  اســـترين  CHA0و  CHA0/pME3219هـ

/pME7402  ــيط ــدند و در  NYBدر محــ كشــــت داده شــ

سـاعت قـرار    24 مدت به) rpm 180و  C ْ30(شيكرانكوباتور 

 .شـد  انجـام ) rpm 9000(دقيقـه   2 مـدت  بهداده و سانتريفوژ 

ــه ــن  ب ــدام از ارل ــاوي هرك ــاي ح ــر از  NYB  ،15ه ميكروليت

باكتريايي حاوي سيگنال استفاده گرديد از متانول نيز   عصاره

 .ها استفاده گرديد شاهد براي مقايسه با تأثير سيگنال عنوان به

ميكروليتر از محلول برداشته و كـدورت در طـول مـوج     200

كروليتــر مي 800، بــه (OD600)شــد نــانومتر بررســي   600

ــدورف،   ــر اپن ــده در ه ــاقي مان ــر  40سوسپانســيون ب ميكروليت

 مـدت  بهسلسيوس ي  درجه 37 تولوئن اضافه، سپس در دماي

دقيقـه داخـل يـخ     10 مـدت  بـه دقيقه گذاشته شد، سـپس   20

ــس از آن بـ ـ  ــته و پ ــم زده هگذاش ــد ه ــر از  100. ش ميكروليت

ــه  ــه لول ــپس   سوسپانســيون ب ــل و س ــايش منتق ــاي آزم  900ه

گــــرم  Na2HPO4  ،5/5گـــرم   Z )1/16يتـــر بــــافر  ميكرول

NaH2PO4
.
H2O  ،75/0  گــــــــرمKcl  ،246/0 گــــــــرم  

MgSo4
.
7H2O  ها  به آن) ميلي ليتر آب مقطر استريل 100در

دقيقـه در حمـام    5 مـدت  بهلوله هاي آزمايش . اضافه گرديد
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ميكروليتـر   200هـا ميـزان    آبي قرار داده شـد و سـپس بـه آن   

پـس   .اضافه شد (ONPG)كتوزيداز سوبستراي آنزيم بتاگالا

از افزودن سوبسترا، زمان گرفته شـد و هنگـامي كـه مخلـوط     

و  ONPGثير آنـزيم بتاگالاكتوزيـداز بـر    أدليـل ت ـ  واكنش به

رنگ زرد در آمد، واكنش با افزودن  شكسته شدن سوبسترا به

يــك مــولار    (Na2CO3)ميكروليتــر كربنــات ســديم    500

 800كـدورت  . ، متوقـف شـد  متوقف كننده واكنش عنوان به

نانومتر تعيين  420ميكروليتر از مخلوط واكنش در طول موج 

فعاليت بتاگالاكتوزيداز با استفاده از فرمول . (OD420)گرديد 

  :ميلر محاسبه شد

ــر  ــدهاي ميلـ ــه  = واحـ ــم نمونـ ــر (حجـ ــي ليتـ ــان  ×)ميلـ زمـ

كـدورت در  / نـانومتر   600كدورت در طول مـوج  ×)دقيقه(

  1000× نانومتر  420

 -(AHLS)بررسي توليد سيگنال هموسرين لاكتـون  

 BHL (N-Butanoyl-L-homoserineتوليـد سـيگنال   

lactone)  
 Chromobacteriumم ايـن آزمـايش از بـاكتري   جاانراي ب

violaceum CV026  گزارشـگر اسـتفاده و مطـابق     عنـوان  بـه

در ايــن . شــد انجــام Gottesman & Stout, 2001)(روش 

ــاره ا  ــژوهش از عص ــترين  پ ــده اس ــتخراج ش و از  UTPF5س

ــده  ي عصــاره ــتخراج ش  Pseudomonas aeruginosaاس

PAO1  و اســتانداردBHL )ــه . اســتفاده شــد) شــاهد عنــوان ب

) BHLعـدم توليـد   (كنتـرل منفـي    عنـوان  بـه  CHA0استرين 

توليـد   ي دهنـده  وجود لكه صورتي رنـگ نشـان  . استفاده شد

  .آزمايشي بود در تيمارهاي BHLهموسرين لاكتون از نوع 

-odDHL (N-(3-Oxododecanoyl)-Lتوليد سـيگنال  

homoserine lactone)  
ــراي  ــامبـ ــژوهش از انجـ ــن پـ  Agrobacteriumايـ

tumefaciens NT1 ايــن . گزارشــگر اســتفاده شــد عنــوان بــه

از روش  BHLآزمايش نيز مطـابق آزمـايش توليـد سـيگنال     

TLC  گرفت  انجامدر بند قبل)(Gottesman & Stout, 2001  بـا ،

 2شـامل  ( ABGاز محـيط   LBجاي محـيط   اين تفاوت كه به

ــرم  ــرم  NH4Cl  ،6/0گ MgSo4گ
.
7H2O  ،3/0  ــرم ، KClگ

  ،K2HPO4 گــرم NaH2PO4 ،6گــرم  Cacl2 ،3/2گــرم  02/0

FeSO4گـرم  05/0و % 10ليتر گلـوكز   ميلي 10
.
7H2O  650و 

ــي ــر آب مقطــر ميل ــن محــيط   ) ليت ــه اي ــتفاده شــد و ب  400اس

سوبستراي آنزيم بتاگالاكتوزيـداز   عنوان به X-Galتر ميكرولي

ــافه شــد  ــايش نيــز از اســتوك    . اض و  odDHlدر ايــن آزم

ــه Pseudomonas aeruginosa PAO1 ي عصــاره ــوان ب  عن

شـاهد   عنـوان  بـه   CHA0استاندارد و شاهد مثبـت و اسـترين   

 TLCايجاد لكه آبي رنـگ در صـفحه   . منفي استفاده گرديد

شان دهنده توليد هموسرين لاكتون از حاوي محيط كشت، ن

  .بود odDHLنوع 

بـا   gfpاثر برخي منابع كربن بر رشد استرين و بيان 

  rsmZ-gfpاستفاده از پلاسميد گزارشگر 

در اين پژوهش از برخي منابع كربن شامل گليسرول، 

شامل  OSدر ابتدا محيط . سوكيسنات و فومارات استفاده شد

OSA ،OSB ،OSC ،OSD1 ،OSD2 ،OSD3 ،OSE  و

سه ارلن از اين محيط . محيط پايه تهيه گرديد عنوان بهتريتون 

ميـزان   هـا گليسـرول بـه    يكـي از ارلـن   كشت تهيه گرديـد، بـه  

تنظيم شد، به ارلـن ديگـر    7آن  pHميلي مولار افزوده و 100

 100و در ارلـن سـوم   )  pH=7(ميلي مولار سوكسينات  100

در اين آزمـايش  . افه گرديداض) pH=7(مولار فومارات  ميلي

يـك تيمــار   عنــوان بـه نيـز   CSMيــا  GCMاز محـيط كشـت   

رفتـه در   كـار  هاي به بنابراين محيط. اي استفاده گرديد مقايسه

+ ، فومـارات  OS+ گليسـرول  : اين آزمايش عبارت بودند از

OS سوكسينات ، +OS  و محيطGCM . پلاسميد گزارشـگر 

rsmZ-gfp  ترين جداگانـه بـه اس ـ   صورت هبUTPF5  منتقـل ،

هــاي تهيــه شــده  ليتــر از هركــدام از محــيط ميلــي 20.گرديــد

ليتر ريخته شد، پس از افـزودن دو   ميلي 50هاي  داخل ارلن به

-UTPF5/rsmZ-gfp ،UTPF86/rsmZكلـــوني از اســـترين 

gfp  وCHA0/rsmZ-gfpها بـه شـيكرانكوباتور    ، ارلن)rpm 

و پس از حدود  قرار داده شدند) ي سلسيوس درجه 30، 180

ساعت جمعيـت بـاكتري بـا اسـتفاده از كـدورت در       24تا  6

ــان  600طــول مــوج  ــانومتر و بي ــا اســتفاده از دســتگاه gfpن   ب

gfp reader بررسي شد.  

  بررسي تحمل به خشكي استرين

، از روش  UTPF5بررسي تحمل به خشـكي اسـترين   

)Lichstein & van de Sand, 2005 ( بــا كمــي تغييــرات

  .ه شداستفاد
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  UTPF5بررســـي قـــدرت بازدارنـــدگي جدايـــه 

P. fluorescens  هـاي بيمـارگر درون    از رشد قـارچ

ــرف  ــري ظ ــدرت   -)Plate assay(پت ــي ق ــراي بررس ب

در  Rhizoctonia solaniبازدارندگي از رشد قارچ بيمـارگر  

ــگاه از روش   ــرايط آزمايش ) Hagedorn et al., 1989(ش

  .استفاده شد

باكتري بـر وزن   ي عصاره هاي مختلفغلظت تأثير

  R. solaniخشك توده ميسليومي 
هاي مـايع حـاوي ميسـليوم قـارچ از كاغـذهاي       محيط

سـپس  . توزين شـده بودنـد، عبـور داده شـدند     صافي كه قبلاً

منظـور خشـك شـدن در     كاغذهاي صافي واجد ميسـليوم بـه  

 در طـول شـب و سـپس مجـدداً     ي سلسيوس درجه 55دماي 

  .وزن شدند

  UTPF5جدايـه باكتريـايي    تـأثير يسـم  بررسي مكان

P. fluorescens وي رR. solani مايشگاهدر آز  

جدايه باكتريـايي روي   تأثيرمنظور بررسي مكانيسم  به

ــارچ  ــد قـ ــت   R. solaniرشـ ــات نقـــش آن در فعاليـ و اثبـ

كه علاوه بر دارا بودن خاصـيت   UTPF5ضدقارچي، جدايه 

شـگاه، توانـايي   آنتاگونيستي عليه اين قـارچ در شـرايط آزماي  

ــر     ــت، اث ــز داش ــدروژن را ني ــيانيد هي ــيدروفور و س ــد س تولي

بيوتيك آن روي رشد قارچ تركيبات فرار، سيدروفور و آنتي

  .مذكور مورد بررسي قرار گرفت

  نقش مواد فرّار و غير فرّار ضد قـارچي روي رشـد  
R. solani  

ــر در روش   ــي تغييـــ ــا كمـــ ــايش بـــ ــن آزمـــ   ايـــ

)Cross & Luper, 1990 (دش مجاان.  

  R. solani نقش سيدروفور روي رشد قارچ 
 KB سـيدروفور از دو محـيط   تـأثير منظـور بررسـي    به
FeCl3(ميكرومــول كلريــد آهــن     1000حــاوي 

.
6H2O ( و

  .فاقد آهن استفاده شد KBمحيط 

منابع مختلـف كـربن روي اثـر بازدارنـدگي      تأثير

   R. solaniعليه قارچ  UTPF5جدايه 
 NBYA (Nutrientاز محيط م اين آزمايش جاانبراي 

Broth Yeast Agar)   مطـابق روش)Duffy & De'fago, 

اين محيط بـه پـنج قسـمت تقسـيم شـد،      . استفاده شد) 1999

هر قسمت يك درصد از منابع كربني گليسرول، سوكروز،  به

بعـد از اتـوكلاو   . گلوكز، فروكتوز و آسـپاراژين اضـافه شـد   

ــي    ــك ميلـ ــيط، يـ ــردن محـ ــول اســ ـ  كـ ــر از محلـ تريل ليتـ

MgSO4
.
7H2O    جدايـه  . يك مـولار اضـافه شـدUTPF5  را

هاي پتـري كشـت داده، بعـد از    اي در تشتك نقطه صورت به

ــه  ــار روز حلق ــت  چه ــز   48اي از كش ــارچ در مرك ــاعت ق س

قـرار   ي سلسـيوس  درجه 27تشتك پتري قرار داده، در دماي 

بعد از اينكه ريسه قارچ در پتري شاهد به لبه تشتك . شدداده

  . دگيري شي رسيد قطر هاله بازدارندگي اندازهپتر

  تهيه فرمولاسيون باكتري

  فرمولاســــيون بــــاكتري از روش  ي بــــراي تهيــــه 

)Bora et al., 2004 (هـاي باكتريـايي بـا     سـلول . استفاده شد

از بـافر   g6000پـنج دقيقـه در    مـدت  بـه استفاده از سانتريفوژ 

ــول   ــازي شــده و در محل ــولار ســولفات 1/0نمــك جداس  م

گليسرول به نسبت ده درصد به . منيزيم سوسپانسيون تهيه شد

به سوسپانسيون حاصل هم حجم . اين سوسپانسيون اضافه شد

آن، محلول سديم آلجينات اتوكلاوشده اضافه و يك دقيقـه  

سديم آلژينات  -مخلوط باكتري. در دماي اتاق ورتكس شد

نسـبت يـك    به پودر تالك سـترون مخلـوط بـا چسـباننده بـه     

در اين بررسي از . با هم مخلوط شدند چهار اضافه و كاملاً هب

نسـبت پـنج درصـد،     صمغ عربي به. سه چسباننده استفاده شد

كربوكسي متيل سلولز به نسبت يك درصد و صمغ زانتان به 

. نسبت دو درصد نسبت به حجـم پـودر تالـك اضـافه شـدند     

سـاعت   12 مـدت  بـه مخلوط حاصل درون پتري در زير هود 

. شد تا رطوبت آن براي آسياب كردن مناسـب شـود  خشك 

پس از پودر كردن فرمولاسيون، درون ظروف پلاستيكي در 

) ي سلســـيوس درجـــه 25(درجـــه و دمـــاي اتـــاق  4دمـــاي 

  .نگهداري شد

ماندگاري فرمولاسيون پودر تالك در طي مرحلـه  

  انبارداري

ماندگاري باكتري آنتاگونيست در حامل پودر تالـك  

ــرايط   ــه در ش ــاق   ك ــاي ات ــال و دم ــاي يخچ ــاريكي در دم ت

 150بار در طي دوره زماني  روز يك 30نگهداري شدند، هر 

ــق روش    )Sabaratnam & Traquair, 2002(روزه طبـ
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ــد  ــبه ش ــك . محاس ــاكتري ي ــت ب ــه  جمعي ــس از تهي ــار پ  ي ب

ــز يــك ــه فرمولاســيون و ني ــار ب ــه از  ي فاصــله ب م جــاان دو هفت

از هــر فرمولاســيون يــك گــرم . م گرفــتجــاانفرمولاســيون 

 20 مـدت  بـه ليتر آب مقطر سترون اضافه و  باكتري به نه ميلي

ــه ورتكــس شــد  ــه شــد  . دقيق ــت تهي از . ســپس ده ســري رق

روي  UTPF5سوسپانسيون پـودر تالـك    9و  8، 7هاي  رقت

ميكروليتـر در هــر تشــتك پتــري   100بــه مقــدار  NAمحـيط  

 قـرار گرفـت تـا    ي سلسيوس درجه 27پخش شد و در دماي 

كار رفـت و   هسه تكرار براي هر رقت ب. ها ظاهر شدند كلوني

تعداد سلول زنده بـاكتري در گـرم فرمولاسـيون بـا شـمارش      

  .ها محاسبه شدگيري آنها و سپس معدلكلوني

  

 ايهاي گلخانهآزمايش

بـر    UTPF5تعيين اثر اكسـين توليـد شـده توسـط    

  افزايش رشد گياه

گـردان تيمـار    تاباي بذرهاي آفدراين آزمون گلخانه

قرارگيـري  (فلورسـنت  سـودوموناس   UTPF5شده با جدايه 

 )ساعت درون سوسپانسسيون جدايـه بـاكتري   3 مدت بهبذور 

هـا كاشـته    شـاهد درون گلـدان   عنـوان  بهو بذور فاقد باكتري 

روز گياهـان را از خـاك خـارج كـرده و      30پـس از  . شدند

ــوايي و وزن   ــدام ه ــه، ان ــول ريش ــك گياهچـ ـ  ط ــر و خش ه ت

در نهايت همبستگي فاكتورهـاي رشـدي   . گيري شدند اندازه

گياهان تيمار شده جدايه بـا ميـزان توليـد اكسـين توسـط آن      

  .جدايه بررسي شد

ــه  ــر جداي ــط  UTPF5اث ــاري توس ــاهش بيم   در ك
R. solani   
منظور از دو گرم مايه تلقيح بذر ارزن آلـوده بـه    بدين

پـس از  . شـد قارچ براي تلقيح يك كيلوگرم خاك اسـتفاده  

هـا، شـدت    كاشـت آن  و UTPF5تيمار بذور ارزن با جدايـه  

ها براسـاس مقيـاس صـفر تـا پـنج و بـا اسـتفاده از         بيماري آن

. پس از سه هفتـه ارزيـابي شـدند   ) Kim et al., 1997(روش 

ــول    ــا اســتفاده از فرم شــاخص بيمــاري برحســب درصــد و ب

  .محاسبه شد

  

جدايه  بررسي قدرت كلنيزاسيون ريشه كلزا توسط

UTPF5 در گلخانه  

سـلول بـاكتري در    108بذور كلزا توسط سوسپانسيون 

هاي حاوي خاك سترون با  ليتر تلقيح شدند و در گلدان ميلي

 ,.YAN et al(روش  اساس بر. بافت شني لومي كاشته شدند

. ها از چهار هفته صورت گرفتگيري از ريشه، نمونه)2003

ــاتور در  ــداري در انكوبـ ــاي پـــس از نگهـ ــه 27دمـ ي  درجـ

هـا صـورت    سـاعت شـمارش بـاكتري    48 مـدت  به سلسيوس

  .گرفت كه مويد جمعيت باكتري روي ريشه بود

 P. fluorescensهاي تهيـه شـده از   اثر فرمولاسيون

UTPF5  در كنترلR. solani  
 ,.Nandakumar et al(منظــور از روش  بــراي ايــن

لاسـيون  در ايـن روش ابتـدا از هـر فرمو   . استفاده شـد ) 2001

ازاي هر گرم بذر لوبياي رقم ناز كه در آب مقطـر سـترون    به

 ظـرف  سـلول بـاكتري در   108شستشو شده بودند، به مقـدار  

سـه سـاعت در شـرايط اسـتريل      مـدت  بـه پتري اضافه شـد و  

  . نگهداري شدند

 P. fluorescens UTPF5بررسي خـواص بيـوكنترل   

  R. solaniدر گلخانه عليه 
ســالم، شــاهد آلــوده، بــاكتري تيمارهــا شــامل شــاهد 

، بـاكتري آنتاگونيسـت همـراه بـا     )ليتـر  در ميلـي  108(خالص 

اينوكلوم قارچ بيمارگر، مواد فرمولاسيون بدون باكتري و نه 

و  KB ،M1فرمولاســيون شــامل تركيــب ســه محــيط كشــت 

NBY  و سه چسباننده كربوكسي متيل سلولز)CMC( صمغ ،

هـاي   تعـداد نهـال  . دبودن ـ) AG(و صـمغ عربـي   ) XG(زانتان 

سالم و آلوده شمارش و درصد كاهش بيماري پس از شـش  

  .هفته مطابق فرمول محاسبه شد

هاي سـالم   تعداد گياهچه= هاي سالم در تيمار درصد گياهچه

تعـداد  /هـاي سـالم در تيمـار    تعداد گياهچـه  –در شاهد سالم 

  100×هاي سالم در شاهد سالم  گياهچه

ح كاملاً تصادفي در چهار تكرار ها همه در قالب طر آزمايش

دسـت آمـده از آزمـايش مـورد      هـاي بـه   گرفت و داده انجام

بنـدي تيمارهـا بـا     گـروه . تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتنـد 

  .شد انجاماستفاده از آزمون دانكن 
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  نتايج
  P. fluorescens UTPF5هاي  بررسي برخي متابوليت

ــين   ــدار اكس ــ P. fluorescens UTPF5مق ين و تعي

  همبستگي آن با افزايش رشد گياه

نتايج حاصل از بررسـي تـوان توليـد اكسـين بـاكتري      

دهد كه اين جدايه داراي توانايي توليد اكسين است  نشان مي

و با طول سـاقه، ريشـه و وزن تـر گياهچـه داراي همبسـتگي      

  .مثبت هستند

بر ممانعت از رشد قارچ و  UTPF5بررسي اثر سويه 

هاي مـرتبط بـا    برخي متابوليت تعيين ميزان توليد

  آن

متـر   ميلـي  28و  5/22، 15با ميانگين  UTPF5باكتري 

قطــر هالــه نــارنجي در اطــراف كلــوني بــاكتري روي محــيط 

CAS    در سه روز متوالي قادر به توليد سيدروفور بـود و قطـر

متر و در ميـزان توليـد سـيانيد     هاله پروتئاز متوسط هفت ميلي

ير رنـگ كاغـذ صـافي را داشـته و در     هيدروژن، بيشترين تغي

ــورد قطــر هالــه بازدارنــدگي متوســط       متــر ميلــي 66/10م

بيوتيك فنـازين، ايـن    در مورد آنتي. بازدارندگي را نشان داد

ــه نتوانســت روي محــيط كشــت   بيوتيــك  ، آنتــيTSAجداي

توليد فنازين بـا  . فنازين را با روش شرح داده شده توليد كند

  .اين روش به اثبات نرسيد

  گيري ميزان توليد سيدروفور اندازه

ــ ــد   هدر ايــن روش ب صــورت اختصاصــي، مقــدار تولي

در نتيجـه از  . سيدروفور نوع پايووردين قابـل ارزيـابي اسـت   

آگــار  CASهــاي روش  روي اخــتلاف موجــود بــين داده  

توليد و مقدار سيدروفورهاي غير از پـايوردين پـي    توان به مي

 05/487ايـــن جدايـــه  مقـــدار توليـــد پـــايورردين در. بـــرد

  .ميكرومول تعيين شد

  نقش آهن و روي در توليد سيدروفور

داري  وجود آهن در محيط كشت باعث كاهش معني

 50هاي بالاي  طوري كه در غلظت در توليد سيدروفور شد به

كــه  درحــالي. صــفر رســيد  ميكرومــول توليــد ســيدروفور بــه

رشد  داري باعث افزايش معني صورت بهافزايش غلظت آهن 

 صــورت بـه عنصـر روي بــر خـلاف آهـن،    . شـد  بـاكتري مـي  

حتــي در . داري باعــث افــزايش توليــد ســيدروفور شــد معنــي

ميكرومول آهن كـه بازدارنـده توليـد سـيدروفور      50حضور 

ــزان  اســت تيمارهــاي حــاوي غلظــت  هــاي مختلــف روي مي

سيدروفور بالايي توليد كردند و در عين حال توليـد بيـومس   

  .با تيمارهاي فاقد آهن بالاتر بودنيز در مقايسه 

  نقش آهن در توليد سيانيد هيدروژن

ميزان توليد سيانيد هيدروژن در اين سـويه بـه شـدت    

ميـزان آهـن محـيط بـود بـه طوريكـه بـا افـزايش          تأثيرتحت 

غلظت آهن ميزان تغيير رنگ كاغذ صـافي بـه وضـوح قابـل     

  .تمايز بود

  تشكيل بيوفيلم

ــاكتري   ــوفيلم در ب ــا  UTPF5در مقايســه تشــكيل بي ب

اسـتفاده از روش ميكروتيترپليـت غلظــت نـوري ايـن جدايــه     

  .دست آمد هب 047/0

  )DAPG( توليد دي استيل فلوروگلوسينول

ايـن  . مشـاهده شـد  UTPF5 در سـويه  DAPG توليـد  

سـاعت   72تـا   24در زمـان هـاي    UTPF5تركيب در سـويه  

  ).1شكل (روند افزايشي داشت 

  .UTPF5توسط استرين  DAPGبيوتيك  توليد آنتي - 1شكل 
Fig. 1. DAPG production by UTPF5. 

  

ــال   ــيگنال فع ــد س ــي تولي ــده بررس ــير ي كنن   مس

Rsm  Gac/ ها در بيـان  و اثر آن hcnA   وRsmZ   بـا

  استفاده از فعاليت آنزيم بتاگالاكتوزيداز

ــأثير ــيگنال ت ــويه   س ــر س ــا ب ــگر  ه ــاي گزارش  3219ه

CHA0/pME  و HA0/pME6530  نشان داد سـويهUTPF5 

 Gac/Rsmقادر به توليـد سـيگنال، جهـت راه انـدازي مسـير      

در بيان  UTPF5اثر سيگنال توليد شده توسط سويه . باشد مي

hcnA  وRsmZ 3و  2 هاي شكل(باشد  زياد مي.(  
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و اثر آن  Gac/Rsmكننده مسير  توليد سيگنال فعال -2شكل 

 .UTPF5در استرين  hcnA-lacZدر بيان ژن 
Fig. 2. Activation signal of Gac/Rsm path and 

effect of this on expression of hcnA-lacZ gene in 

UTPF5. 
  

 
و اثـر   Gac/Rsmمسـير   ي كننده توليد سيگنال فعال -3 شكل

 .UTPF5در استرين lacZ  rsmZ-آن در بيان ژن 
Fig. 3. Activation signal of Gac/Rsm path and 

effect of this on expression of rsmZ-lacZ gene in 

UTPF5. 

  

با  ) AHLs( بررسي توليد سيگنال هموسرين لاكتون

 -)TLC(نـازك   ي استفاده از كروماتوگرافي با لايه

  BHL توليد سيگنال

ــزارش    ــويه گ ــتفاده از س ــا اس ــژوهش ب ــن پ ــر  دراي گ

Chromobacterium violaceum CV026   شـد    ادهد  نشـان

قادر به توليد سيگنال هموسرين لاكتون از   UTPF5كه سويه

 ي هاي صورتي رنـگ در صـفحه   توليد لكه. نيست BHL نوع

TLC توليد  ي دهنده نشانBHL بود.  

  OdDHLتوليد سيگنال 

 Agrobacteriumگــر  بــا اســتفاده از ســويه گــزارش

tumefaciens NT1    نشان داده شد كه سويه UTPF5  قـادر

از نـــوع ) AHLs(وليـــد ســـيگنال هموســـرين لاكتـــون بـــه ت

OdDHL هاي آبـي در صـفحه    توليد لكه. نيستTLC   نشـان

ــده ــد  ي دهن ــود OdDHLتولي ــويه . ب  Pseudomonas س

aeruginosa PAO1  شـاهد مثبـت قـادر بـه توليـد       عنـوان  به

OdDHL اسويه  امCHA0 شاهد منفي قادر به توليد  عنوان به

  .ن نبوداين نوع هموسرين لاكتو

بـا    gfpبررسي اثـر برخـي منـابع كـربن بـر بيـان       

استفاده از پلاسميد گزارشـگر حـاوي ژن الحـاقي    
rsmZ-gfp  

در سـويه  gfp در محيط كشت حاوي فومـارات بيـان   

UTPF5 در محيط كشـت حـاوي سوكسـينات نيـز     . زياد بود

در محـيط  . داري نشـان داد  اختلاف معنـي  gfp سويه در بيان 

همـين   نيز وضعيت به GCMول و محيط كشت حاوي گليسر

در محـيط  gfp صورت بـود بـا ايـن تفـاوت كـه ميـزان بيـان        

GCM     و محـيط حــاوي گليسـرول نســبت بـه محــيط حــاوي

سوكسينات و فومارات بيشـتر بـود و در سـطح احتمـال يـك      

بـه طـور كلـي صـرف     . درصد اختلاف معني داري نشان داد

در بـين منـابع   ، gfp بـر بيـان   GCMمحيط كشت  تأثيرنظر از 

سوكسينات ، فومارات و (كربن استفاده شده در اين پژوهش 

در مــورد هــر ســه ســويه مربــوط   تــأثيربيشــترين ) گليســرول

 .محيط حاوي گليسرول بود به

  بررسي تحمل به خشكي سويه در آزمايشگاه

و  1 ،4 ،7هـا پـس از    خشكي سـويه  آزمايش تحمل به

روز  10س از توانسـت پ ـ  UTPF5سويه . روز بررسي شد 10

حفـظ   CFU 105×6 تـي حـدود   مـاني خـود را در جمعي   زنده

 CFUحـدود  ) در زمان صفر( جمعيت اوليه اين سويه . نمايد

 5×  107پس از يـك روز، جمعيـت بـه   . محاسبه شد 2×  108

  در روز چهــارم جمعيــت ايــن ســويه بــه . كــاهش پيــدا كــرد

ــس از قـــرار دادن در شـــرايط تـــنش،     7و  2×  107 روز پـ

اين سـويه پـس از   . رسيد  CFU 106×6ماني اين سويه به هزند

زنده ماني خود را حفـظ   6×105روز نيز با جمعيتي حدود 10

  .كرد
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بررسي نقش تركيبات فرار ضد قـارچي روي رشـد   

  Rhizoctonia solaniقارچ 
توانست با توليـد تركيبـات فـرار و از     UTPF5جدايه 

حـاوي   KBط جمله سيانيد هيدروژن از رشد قارچ روي محي

داري  تفاوت معنـي % 5گلايسين جلوگيري نمايند و در سطح 

ــتند   ــاهد داش ــا ش ــا  UTPF5جدايــه . را ب ــد اثــر   80ب درص

داري را  را داشت و اختلاف معنـي  تأثيربازدارندگي بيشترين 

 .با شاهد نشان داد

در جلـوگيري   UTPF5 تركيبات فرار جدايه تأثير -1 جدول

ــليوم  KB روي محــيطRhizoctonia solani  از رشــد ميس

 .حاوي گلايسين
Table 1. Effect of UTPF5 volatile compound in 

prevention Rhizoctonia solani growth on KB whit 

Glycine. 

Strain 

Prevention 

of fungi 

growth (%) 

Average of  

fungi colony 

growth (mm)  

Treatment 

(0.05)  

UTPF5 

Control 

80 
0 

8.33 
40 

B 

A 
  

بررســي نقــش تركيبــات غيــر فــرار ضــد قــارچي  

  Rhizoctonia solani روي رشد قارچ) بيوتيك آنتي(
ــه  ــه توليــد آنتــي  UTPF5جداي بيوتيــك روي  قــادر ب

ميكرومــول كلريــدآهن بــود و    1000حــاوي  KBمحــيط 

اي دانكــن از نظــر قطــر كلــوني براســاس آزمــون چنــد دامنــه

اين جدايه . هد داشتندبا شا% 5داري را در سطح  تفاوت معني

 .درصد از رشد قارچ جلوگيري كنند 87توانست 

بررســـي نقـــش ســـيدروفور روي رشـــد قـــارچ 
Rhizoctonia solani  

درصـــد  80(حـــاوي آهـــن  KBهـــر دو محـــيط  در

ايـن  ) درصد بازدارنـدگي  88(فاقد آهن  KBو ) بازدارندگي

درصد . عمل آورد هجدايه توانست از رشد قارچ جلوگيري ب

محـيط كشـت،    ي از رشد قارچ با اضافه كردن آهن بـه بازدار

بنابراين نقش سيدروفور در جلوگيري از رشد . كاهش يافت

  .به اثبات رسيد UTPF5قارچ در جدايه 

  

در  UTPF5تركيبـــات غيرفـــرار جدايـــه  تـــأثير -2جـــدول 

روي  Rhizoctonia solaniجلــوگيري از رشـــد ميســـليوم  

 .حاوي آهن KB  محيط
Table 2. Effect of UTPF5 nonvolatile compound in 

prevention Rhizoctonia solani growth on KB with 

Fe. 

strain 

Prevention 

of fungi 

growth(%) 

Average of 

fungi colony 

growth(mm) 
Treatment(0.05) 

UTPF5 

Control 

87 
0 

5.2 
40 

B 

A 
  

منابع مختلـف كـربن روي اثـر بازدارنـدگي      تأثير

  Rhizoctonia solaniعليه قارچ  UTPF5جدايه 
سوكروز داراي بيشـترين  % 1حاوي  NBYAمحيط 

 UTPF5قطر هاله بازدارندگي بـين ميسـليوم قـارچ و جدايـه     
كه با شاهد و با ساير تيمارها اختلاف ) مترميلي 33/21(است 

گلــوكز % 1حــاوي  NBYAمحـيط  . داري را نشــان دادمعنـي 

  . جاد نكردگونه هاله بازدارندگي ايهيچ

نوع محـيط كشـت در بقـا بـاكتري در نـوع       تأثير

  فرمولاسيون

بــاكتري سـودوموناس فلورســنت در   UTPF5 ي جدايـه 

ليتـر  سـلول بـاكتري در ميلـي    1/2×1011با  M1محيط كشت 

. محيط كشت، بيشترين ميزان جمعيت باكتريايي را نشـان داد 

 1010و  9/9×1010به ترتيب با  KBو  NBYهاي محيط كشت

ليتر محيط كشت، در مرتبـه بعـدي   سلول باكتري در ميلي 4×

پنج ماهه بيشترين ميزان  ي طي دوره M1محيط كشت . بودند

  .جمعيت باكتريايي را نشان داد

نــوع چســباننده در بقــا بــاكتري در  تــأثيربررســي 

  فرمولاسيون

با چسـباننده صـمغ عربـي بيشـترين      UTPF5 ي جدايه

ــبانندهميـــزان جمعيـــت بـــاكتري را نشـــان  هـــاي  داد و چسـ

  .كربوكسي متيل سلولز و صمغ زانتان در رتبه بعدي بودند

ــأثير ــاي   ت دماهــاي نگهــداري فرمولاســيون در بق

  باكتري

هاي اين جدايه پـس از نگهـداري   تمامي فرمولاسيون

پنج ماه در دماي اتاق ميزان جمعيت باكتري بيشـتري   مدت به

  .را نسبت به دماي يخچال نشان دادند
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 UTPF5جدايـه   -تقابل محيط كشت و چسبانندهاثر م
بـا سـه    NBYو  KB، M1فرموله شده در سه محـيط كشـت   

بيشترين  M1-AG، فرمولاسيون AG و CMC، XGچسباننده 

داري نشـان   را نشان داده و با شاهد سـالم تفـاوت معنـي    تأثير

  .داد

  اثر متقابل محيط كشت و دما

سـيون  بين سطوح باكتري، محيط كشت، دماي فرمولا

دار ها در سطح يك درصد اختلاف معني و اثر متقابل بين آن

 UTPF5در پايان شش هفته نگهـداري، جدايـه   . وجود دارد

 M1فرموله شده در سه محيط كشت و دو دما، محيط كشت 
را داشته و با شاهد سـالم تفـاوت    تأثيردر دماي اتاق بيشترين 

  .دهدداري را نشان ميمعني

كتري فرموله شـده در حامـل   بررسي ماندگاري با

  پودر تالك

فرمولــه شــده در  UTPF5بررســي مانــدگاري جدايــه 

ــاريكي نشــان مــي   ــودر تالــك در شــرايط ت داد كــه حامــل پ

هـاي مختلـف طـي    جمعيت اوليه اين باكتري در فرمولاسيون

مدت نگهداري حفظ نشده بود و جمعيـت بـاكتري كـاهش    

دمـاي اتـاق    كـه در  M1-AGبجز در فرمولاسـيون  . يافته بود

روزه  150نگهداري شد، كاهش زياد نبـوده و در طـي دوره   

سـلول زنـده بـاكتري     3/1×1010به  1/2×1011جمعيت آن از 

همچنـــين در . در گـــرم فرمولاســـيون كـــاهش پيـــدا كـــرد 

در دمـاي   KB-CMCو  NBY-XGفرمولاسيون تهيه شده از 

بـه   4× 1010و  9/9×1010اتاق، جمعيت باكتري به ترتيـب از  

ــرم    4/3×108و  3/3×108 ــاكتري در گــ ــده بــ ــلول زنــ ســ

در نتيجه ايـن دو فرمولاسـيون   . فرمولاسيون كاهش پيدا كرد

در دمـاي اتــاق جمعيــت قابـل قبــولي از بــاكتري را در خــود   

  .حفظ كردند

  ايهاي گلخانهبررسي

روي افزايش رشـد   UTPF5هاي بررسي اثر جدايه

  گياه بر اثر توليد اكسين

مل طـول انـدام هـوايي، طـول     فاكتورهاي رشدي شـا 

. ريشه، وزن تر و خشك گياهچه مورد بررسـي قـرار گرفـت   

جدايه  15در شاخص طول اندام هوايي جزء  UTPF5جدايه 

برتـر و در وزن تــر گياهچـه جــزء نـه جدايــه برتــر و در وزن    

سـويه  . خشك گياهچه جزء شش جدايـه برتـر انتخـاب شـد    

UTPF5      رتـر قـرار   در سرعت جوانـه زنـي جـزء ده جدايـه ب

  .گرفت

  اثر جدايـه باكتريـايي در كـاهش بيمـاري توسـط     
R. solani  

داري باعث كاهش صورت معني هب UTPF5ي  جدايه

  . نددرصد شد 01/0بيماري در سطح 

هاي كلـزا توسـط   بررسي قدرت كلنيزاسيون ريشه

  UTPF5جدايه 
هاي رشـد يافتـه روي محـيط    شمارش كلوني باكتري

نشان داد كه قدرت كلنيزاسيون پس از چهار هفته  S1كشت 

بـود و جـزء ده جدايـه     05/2×104ريشه در مورد اين جدايـه  

  .برتر قرار گرفت

 P. flourescens UTPF5بررسي خواص بازدارندگي 

  Rhizoctonia solaniاز رشد 
نتايج حاصل از بررسي نه فرمولاسيون از اين بـاكتري  

نه نشان در گلخا Rhizoctonia solaniدر جلوگيري از رشد 

ها و همچنين اثر متقابل محيط كشت داد كه بين فرمولاسيون

فرمولاســيون . داري وجــود داردو چســباننده اخــتلاف معنــي

با چسباننده صـمغ عربـي بـا     M1شده در محيط كشت  انجام

درصد كنترل در كاهش پژمردگي گياهچه لوبيا بيشـترين   75

در محـيط   شـده  انجـام هـاي  را نشان داد و فرمولاسـيون  تأثير

ــا چســباننده KBو  NBYكشــت  هــاي زانتــان و بــه ترتيــب ب

ــا    ــلولز ب ــل س ــي متي ــس از    5/62كربوكس ــرل پ ــد كنت درص

بقيــه . را نشــان دادنــد تــأثيربيشــترين  M1-AGفرمولاســيون 

داري نشـان  هـا در درصـد كنتـرل تفـاوت معنـي     فرمولاسيون

  .ندادند

فرموله شده در پـودر   P. flourescens UTPF5 تأثير

لــك بــر فاكتورهــاي رشــدي گياهچــه لوبيــا در تا

  Rhizoctonia solaniگلخانه عليه 
هـاي مختلـف پـودر تالـك جدايـه      فرمولاسـيون  تأثير

آنتاگونيست بر فاكتورهاي رشدي گياهچه لوبيا شـامل طـول   

ساقه، طول ريشه، وزن تر ساقه، وزن تر ريشـه، وزن خشـك   

ســاقه و وزن خشــك ريشــه پــس از شــش هفتــه در شــرايط  

 KB-CMCفرمولاسـيون  . لخانه مورد بررسي قـرار گرفـت  گ
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ها اثر بيشتري داشت امـا  روي طول ساقه از ساير فرمولاسيون

 M1-AGهاي بررسي شده، فرمولاسـيون  از ميان فرمولاسيون

بهتـــرين  عنـــوان بـــهدر مجمـــوع بهتـــرين اثـــر را داشـــت و 

  .فرمولاسيون شناخته شد

  

  بحث 

از جمعيـت   هاي فلورسنت بخـش مهمـي  سودوموناس

ــاكتري ــي   بــ ــكيل مــ ــفري را تشــ ــاي ريزوســ ــدهــ   دهنــ

)Picard et al., 2000; Benizri et al., 1998( طـور  بـه ، كه 

 خصوص بههاي رشد گياه كنندهمستقيم با توليد بعضي تنظيم

 طور بهو نيز ) Oberhansli et al., 1991(اندول استيك اسيد 

ــا ب  ــك بيمارگره ــرل بيولوژي ــق كنت اعــث غيرمســتقيم از طري

و بـا توليـد دي   ) Weller, 1988(شوند افزايش رشد آنها مي

استيل فلوروگلوسينول توجه زيادي را به خـود جلـب كـرده    

  ).Siddiqui &Shaukat, 2003(است 

جدايه باكتريايي جدا شده از ريزوسفر لوبيا  41از بين 

و گندم، پـنج جدايـه داراي اثـر مطلـوبي در كنتـرل بيمـاري       

در يـك گـروه    CHA0بودند و با سـويه   مرگ گياهچه لوبيا

درصد جدايه هاي  Ahmadzadeh, 2014( .61( قرار گرفتند

باكتريايي داراي اثر مطلوبي در كنترل مـرگ گياهچـه لوبيـا    

بيشترين اثر را داشـت امـا بـا     UTPF5ها  از بين جدايه. بودند

افزودن آهن به محيط كشت توان بازدارندگي آن حذف شد 

تـاكنون  . سيدروفور در كنترل بيمـاري بـود  كه گواه بر نقش 

هـا بـراي اسـتفاده تجـاري در      PGPRفـراورده از   33بيش از 

انــد هــا و مــزارع در شــمال آمريكــا بــه ثبــت رســيده گلخانــه

)Nakkeeran et al., 2005(.  

مطالعــات مولكــولي مشــخص كــرده اســت كــه بيــان  

هاي توليد سيدروفور تحت تنظيم ميزان آهن محيط است  ژن

افزودن آهن نياز به توليـد سـيدروفور در ايـن بـاكتري را      لذا

بـا توجـه بـه نتـايج     ). Sharifi et al., 2008(سـازد  مرتفع مي

 ,.Sharifi et al(و همكاران  شريفيدست آمده و گزارش  هب

عنصـر روي در بـالا    تـأثير توان تا حدودي علـت  مي ،)2008

تنظيمـي   هـاي بيـوكنترلي را بـه نقـش    بردن كارايي سودوموناس

  .مثبت آن در توليد سيدروفور نسبت داد

فسفات غيرآلي عاملي كليـدي بـراي تشـكيل بيـوفيلم     

اســت كــه توســط سيســتم تنظيمــي  P. fluorescensتوســط 

PhoR/PhoB ــي  Davey & O  2000 ,(شــود تنظــيم م

Toole .(بيوتيك فنازين بـا  مستقيمي ميان توليد آنتي ي رابطه

ها منبع نيتروژن براي رشد باكتري .تشكيل بيوفيلم وجود دارد

نقش فسفر . دنبال آن تشكيل بيوفيلم اهميت فراواني دارد هو ب

ــي  ــوفيلم نشــان م ــزايش  در تشــكيل بي ــه اف ــد ك  KH2Po4ده
بـراي  . شـود محيط پايه منجر به كاهش تشكيل بيوفيلم مـي  به

هـا نيـاز بـه دانسـتن     يك بيوكنترل موفق توسط سـودوموناس 

گذار بر تشكيل بيوفيلم و چگـونگي  أثيرتفاكتورهاي محيطي 

 .ها داريمگذاري آنتأثير

ــه ــزان   ي ريشـ ــر ميـ ــي از نظـ ــت معينـ ــان ظرفيـ گياهـ

ــد ــيون را دارن ــودوموناس. كلنيزاس ــدم را در  س ــه گن ــا ريش ه

سلول باكتري در هر گـرم ريشـه كلنيـزه     106تا  105جمعيت 

ديناميك جمعيت باكتري ). Vincent et al., 1991(كنند مي

يزوسفر و ريزوپلان توسط مقـدار جمعيـت اوليـه تعيـين     در ر

آغشته نمودن بذور چغنـدر  ). Fukui et al., 1991(گردد مي

باعـث افـزايش    P. fluorescensهـاي  با سوسپانسيون باكتري

بـا   1983ولـر و كـوك در سـال    . شـود عملكرد محصول مـي 

بيمـاري پـاخوره را در    P. fluorescensتيمار بذور گنـدم بـا   

بهـاره و زمسـتانه در گلخانـه و مزرعـه كنتـرل نمودنـد        گندم

)Weller & Cook, 1983.(  

)Hagedorn (1989 جداسازي شده از  هاي سودوموناس

ثرترين ؤمــــ عنــــوان بــــهريزوســــفر گياهــــان مختلــــف را 

در  R. solaniو  Pythium ultimumهــا عليــه  آنتاگونيســت

نيست آنتاگوهاي باكتري. شرايط آزمايشگاهي معرفي نمودند

ــد در     ــا بتوانن ــزه كــردن ريزوســفر باشــند ت ــه كلني ــادر ب ــد ق باي

نقـش  فرايندهايي از قبيل افزايش رشد گياه و بيـوكنترل موفـق   

  ).De Weert & Bloemberg, 2006(ثري ايفا نمايند ؤم

 P. flourescensدر اين تحقيق خاصيت آنتاگونيستي 

UTPF5  رويRhizoctonia solani   به اثبات رسـيده اسـت .

منظــور كــاربرد عملــي ايــن آنتاگونيســت بــر عليــه عامــل   بــه

زا ضروري است كه آن را به وفـور تكثيـر كـرده، بـه      بيماري

شكل مناسبي فرموله كرده، در محل مناسبي نگهداري نمـود  

تا موقعي كه مبارزه لازم باشد و شرايط جوي نيز براي مبارزه 
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ينـه  تحقيقـات در ايـن زم  . مساعد باشد، مبارزه صورت گيـرد 

  ,.Schisler et al(نشان داده اسـت كـه فرمولاسـيون پـودري     
) Bora et al., 2004(خصــوص پــودر تالــك  و بــه) 2004

را در بقا و پايـداري ايـن بـاكتري آنتاگونيسـت      تأثيربهترين 

از خواص خوب پودر تالـك ايـن اسـت كـه از     . داشته است

د و نظر شيميايي بي اثر بوده و توازن رطوبتي بسيار كمـي دار 

هـاي آنتاگونيسـت، دوره   ضمن افـزايش شـدت اثـر بـاكتري    

انبارداري محصول فرموله شده را افزايش داده و همچنين در 

بررسي جزء به جـزء فاكتورهـا نشـان داد كـه     . دسترس است

تر از آن بقـا بـاكتري فرمولـه شـده در     كيت نگهداري و مهم

به مراتـب بيشـتر از دمـاي چهـار      ي سلسيوس درجه 25دماي 

آمـده بـا نتـايج     دسـت  بـه است كـه نتـايج    ي سلسيوس درجه

)Bora et al., 2004(  وFarzane, 2008) (  متفـاوت بـود .

درجـه   25ممكن است علت بقـاي بيشـتر بـاكتري در دمـاي     

تكثير باكتري آنتاگونيست موجود در فرمولاسيون باشد زيرا 

هـا در دماهـاي پـايين بـه شـدت كـاهش       نرخ تكثيـر بـاكتري  

هاي تجـاري در  همچنين در اين بررسي، از چسباننده. يابد مي

هـاي آزمايشـگاهي بـا    فرمولاسيون اسـتفاده شـد و چسـباننده   

وجود برتري كيفي در سطح آزمايشگاه اسـتفاده نشـدند كـه    

. تواند به بقا بـاكتري در دمـاي اتـاق كمـك كنـد     اين نيز مي

بصـورت   UTPF5كاربرد فرمولاسـيون پـودر تالـك جدايـه     

در كـاهش بيمـاري پوسـيدگي طوقـه و پژمردگـي      تيمار بذر 

گياهچه لوبيا و همچنين افزايش فاكتورهاي رشدي آن مـوثر  

مواد همراه در اين فرمولاسيون باعث حفظ اثر جدايـه   .است

آنتاگونيست در كنترل پوسيدگي طوقه و پژمردگي گياهچـه  

در ايـن  . مثبـت گذاشـت   تأثيرلوبيا شده و بر روي رشد گياه 

هـاي مختلـف پـودر تالـك جدايـه      فرمولاسيون رتأثيبررسي 

UTPF5  بر فاكتورهاي رشدي گياهچه لوبيا نشان داد كه سه

 تأثيرفرمولاسيون برتر ذكر شده بر تمامي فاكتورهاي رشدي 

  .اندمثبتي گذاشته
پنج  ي هاي جامعي كه در يك دوره با توجه به بررسي

 Pseudomonas fluorescens UTPF5ســاله روي بــاكتري

گرفته است، ايـن سـويه قابليـت زيـادي بـراي تجـاري        نجاما

. سازي و كاربرد در سطح گلخانه ها، مزارع و باغات را دارد

كاربرد ايـن بـاكتري در توسـعه كشـاورزي ارگانيـك سـهم       

  .بسزايي خواهد داشت

  

  گزاري سپاس

مين بخشـي از  أدليـل ت ـ  نيـا بـه   از آقاي محمد عسـكري 

.شودقيق، صميمانه تشكر مياين تح امكانات مورد نياز براي
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Abstract 

Finding new strains of plant probiotic bacteria is an important step in commercialization process. In this 

study, the biological and biochemical features of Pseudomonas fluorescens UTPF5 is evaluated as an important 

bacterium in Iran. Production of several metabolites such as auxin, hydrogen cyanide, siderophore and DAPG, as 

well as biofilm formation and regulator systems was studied. In addition, inhibition of growth Rhizoctonia solani 

was determined. Results showed that strain UTPF5 produced all mentioned biocontrol-related metabolites except 

phenazin. Addition of Fe
2+

 reduced the production of siderophore but increased hydrogen cyanide. The strain 

UTPF5 produced Gac/Rsm signal and increased hcnA and RsmZ expression. It produced no AHL signal. 

Biocontrol potential and plant growth promotion in sunflower, millet, canola and bean was described by 

application of the bacterium in greenhouse trials. 

Keywords: biofilm, DAPG, hydrogen cyanide, regulator systems, Pseudomonas fluorescens UTPF5 

 

 


