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 كربوكسيليك اسيد-1 واجد ژن فنازين Pseudomonas flourescensهاي غربال سويه

 و بررسي تاثير آن در مهار زيستي بيماري پاخوره گندم 
 

   4حميدرضا نوريزدانو  3، فاطمه جمالي*2رشته بيات، ف1احمديمسعود خان

 
  8/3/1397تاريخ پذيرش:                                                                  12/6/1396 تاريخ دريافت:

  چكيده

شمار زاي مهم گندم در كشور بهاز عوامل بيماري Gaeumannomyces graminis var. triticiپاخوره گندم با عامل قارچي 

بيوتيك در منطقه ريزوسفر در از طريق كلونيزاسيون ريشه و توليد آنتي Pseudomonas flourescensهاي باكتري رود.مي

از  P. flourescens جدايه 21 ،در مطالعه حاضر .هستندهاي خاكزاد موثر يبيمار ويژههاي گياهي بهيترل بسياري از بيماركن

 و PCA2a از طريق آغازگرهاي اختصاصي )phzDو  phzC( كربوكسيليك اسيد-1فنازين بيوسنتز  هاي دخيل درژن نظر وجود

PCA3b وفور و نظير سيدرهاي ضد ميكروبي توانايي توليد متابوليتاي پليمراز مورد بررسي قرار گرفتند. در واكنش زنجيره

 ،ايگلخانهدر آزمايش  بررسي شد.نيز ها بر رشد قارچ در شرايط آزمايشگاهي ها و تأثير باكتريتوسط اين باكتريسيانيد هيدروژن 

ابي ار مورد ارزيرتصادفي با سه تك در قالب طرح كاملاًآزمايش فاكتوريل  در كنترل پاخوره گندم در هاي منتخبجدايهتوانايي 

يط آزمايشگاهي بودند. سيدروفور در شرا و هاي باكتريايي قادر به توليد سيانيد هيدروژنقرار گرفت. نتايج نشان داد كه جدايه

 تأثير با wbo2_7و  wt_20 ،eq1_3 ،wt1_65 ،eq1_4 ،2_79 ،whm_3هاي جدايهكه اي نشان داد لخانهگ ايشنتايج آزم

 شاخص كاهشوزن تر ريشه و شاخساره و نيز  ، وزن خشك/هاي رشد مانند طول ريشه/ شاخسارهشاخص از تعدادي بر مثبت

 هاباكتري اين از در مجموع نتايج اين تحقيق نشان داد كه در كنترل بيماري پاخوره در گياهان آلوده موثر بودند. زاييبيماري

  .استفاده كرد پاخوره بيماري زيستي مهار در توانمي

  

 كنترل زيستي  ،كلونيزاسيون ريشه، سيدروفور ،سيانيد هيدروژن ،هاي خاكزاديبيمار :هاي كليديواژه
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  مقدمه

هاي ترين بيمارييكي از مهم) Take-all(پاخوره 

 ساله باشد كه هرميگندم  ساقه قاعده و طوقه ريشه، قارچي

عامل  آورد.اي را به اين محصول وارد ميخسارت قابل توجه

 اين. است Gaeumannomyces graminisبيماري قارچ 

 نقش و كندمي حمله زمستانه هايگندم به عموماً بيماري

 در ).Cook et al., 1988( دارد محصول كاهش در زيادي

 هاسنبله و زردرنگ كمي و كوتاه هابوته زودهنگام، آلودگي

 رنگتيره قارچ رشد اثر در و هستند چروكيده هايدانه داراي

 يا آيندمي بيرون خاك از آساني به آلوده هايبوته. شونديم

 ،كوتاه سياه، هاييبوته چنين ريشه .شكنندمي طوقه محل از

 در زياد رطوبت صورت در ولي شود،مي محدود و ضخيم

 ساقه قاعده و طوقه سمت به هاريشه شدگيسياه رشد، فصل

 يافت وفوربه دنيا هايخاك اغلب در قارچ اين .يابدمي ادامه

 تا و قليايي هايخاك در اما كند،مي وارد خسارت و شودمي

 شدت ،مناسب زهكشي فاقد و غيرحاصلخيز خنثي، حدي

 سه گندم زراعت كه جاهايي و مرطوب هايخاك در و دارد

 شديدتر شود،مي انجام مداوم طورهب و پيدرپي سالر چها تا

   .)Cook et al., 1988; Hornby et al., 1998( است

 و ييجغرافيا وسيع انتشار ميزباني، دامنه بودن گسترده

 موجب كه خاك محيط پيچيدگي و سوكي از بقا قدرت

 تيريمد ،از سوي ديگر شودمي ييشيميا كنترل يناكارآمد

 Altman andسازد (مشكل مي را يبيمار نيا مهار و

Rovira, 1989; Mathre et al., 1998; Tilson et al., 
هاي مختلفي براي مبارزه با بيماري پاخوره روش .)2005

توان به استفاده از ها ميرين آنتكه از مهم وجود دارد

نژادي، تناوب، تغذيه گياه هاي جديد بهگياهان مقاوم، برنامه

ها شكاستفاده از علفخاك،  اسيديتهميزبان، عنصر منگنز، 

 ,Huber and McCay-Buisاشاره كرد ( زيستيكنترل  و

1993; Hass and Defago, 2005(. از جمله ها باكتري

. هستند زيستيكنترل  هاي مفيد درميكروارگانيسم

 ستيزي كنترل در تيموفقي برا ستيآنتاگوني هايرباكت

 ديتولي قارچ ضد عامل نخست: باشند ويژگي دوي دارا ديبا

 گرفته قرار شهيري رو مناسب مكان و زمان در ومد و ندنك

   هاسميكروارگانيم ونيزاسيكلون. كنند زهيكلون را شهير و

 شهيفرار در آزاد صورتبه شه،ير به اتصال صورتبه توانديم

 ;Lugtenberg et al., 2001( باشد تياندوف صورتبه اي

Whipps, 2001; Gamalero et al., 2004(هاي، باكتري 

Pseudomonas از عوامل هاويژگيبا داشتن اين  فلورسنت 

 هك هاييمزمكاني. شوندوب ميمحس يستيزموفق كنترل 

 را مارگرهايب هاآن هواسطهب فلورسنت هايسودوموناس

 يوز،بآنتي رقابت، شامل و هستند اوتمتف ،ندنكمي كنترل

 مقاومت و قارچي زايبيماري عوامل تخريب ،سميتيپاراز

 ,O’Sullivan and Gara, 1992; Weller( است القايي

 ،هيدروژن سيانيد توليد با سودوموناس باكتري). 2007

 برون ايهآنزيم ترشح ،بيوتيكآنتي توليد سيدروفور، ترشح

 ،ازليپ و پروتئاز گلوكاناز،-3و  β( 1( بتا كيتيناز، مانند سلولي

. سازدمي متوقف اي و دهدمي كاهش را بيماريزا عامل فعاليت

عنوان يك عامل مهم در كاهش هتوليد مواد ضد ميكروبي ب

 Alvani et( هاي ريشه مطرح شده استبسياري از بيماري

al., 2012.(  

) Thomashow and Weller, 1988توماشو و ولر (

اي همكانيسم اوليه كنترل بيمارگرها توسط سودوموناس

 از. هاي مختلف بيان كردندفلورسنت را توليد آنتي بيوتيك

 ارهاش هانيفناز به توانيم هاكيوتيبي آنت نيترمهم جمله

-1-فنازين بيوتيكآنتي بيوسنتز در ليدخ هايژن. كرد

 .گيرندمي قرار LuxI/LuxR خانواده در اسيد كربوكسيليك

اپرون بيوسنتز  P. fluorescens 2-79 در جدايه جهاني

-Chin-A(است  phzABCDEFGهاي فنازين شامل ژن

Woeng, 2003.( وسيلهبه بيمارگرها كنترل مكانيسم 

 ولي ،است نشده مشخص دقيقاً هنوز فنازين بيوتيكآنتي

 شايغ درون به ورود با بيوتيكآنتي اين كه رسدمي نظرهب

 ايجاد با و كندمي عمل احياكننده عامل عنوانهب سلولي

 پراكسيد و اكسيد سوپر هايبنيان سلول، در ياختلالات

 اكخطرن هاميكروارگانيسم براي كه كندمي توليد هيدروژن

 اهباكتري اين مثبت تأثير ).Chin-A-Woeng, 2003( است

 كمك ميكوريزا، و خاك مفيد هايميكروارگانيسم ساير روي

 امحلولني معدن عناصر به اهيگي دسترس تيقابل شيافزا به

 ديتول وي اهيگي هاهورمون ديتول ازت، تيتثب، فسفر مثل

 است اهيگ رشد ميتنظ جهت نازيدآم -ACC ميآنز

)Schroth and Hancock, 1982; Hass and Defago, 

 Pseudomonas هاينقش باكتري ،. در اين تحقيق)2005

دخيل در بيوسنتز  phzDو  phzC هايفلورسنت واجد ژن

كربوكسيليك اسيد در كنترل بيماري پاخوره -1فنازين 

  . ط آزمايشگاهي و گلخانه بررسي شدگندم در شراي
  

  هامواد و روش

  باكتري و جدايه قارچ بيمارگر هايتهيه جدايه

صورت تصادفي از مزارع مختلف گندم استان بوشهر به

نمونه) همراه با خاك اطراف  100 هاي گندم (مجموعاًنمونه
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شناسي گياهي، آوري و به آزمايشگاه بيماريريشه جمع

يعي دانشگاه خليج فارس دانشكده كشاورزي و منابع طب

هاي فلورسنت با استفاده د. جداسازي سودوموناسمنتقل ش

گرم  فسفات هيدروژن دي  King-B )5/1 از محيط افتراقي

گرم  15گرم پپتون، 20گرم سولفات منيزيم،  5/1پتاسيم، 

انجام شد  ليتر گليسرول در يك ليتر آب)ميلي 15آگار و 

)Iswandi et al., 1987 يك گرم از خاك اطراف ريشه و .(

ليتر ميلي 90و در توزين  ،منطقه فراريشهاز متر ميلي 3-2

ا هريخته شد. ارلن حاوي ريشه درصدپنج آب پپتون سترون 

س از هر سپ گرفت وقرار روي شيكر دقيقه  30-45مدت به

 100 نمونه مورد بررسي 100د. از نمونه سري رقت تهيه ش

منتقل و با لوپ  King-Bيكروليتر از هر رقت  به محيط م

درجه  25 ساعت نگهداري در 48د و پس از سترون پخش ش

سازي در محيط عمل خالصسيلسيوس طي چند مرحله 

S1  .مدت، پس از كشت منظور حفظ طولانيبهصورت گرفت

ساعت در دماي  16ها در محيط كينگ براث به مدت جدايه

درجه سيلسيوس، محيط حاوي باكتري رشد يافته به  27

درصد سترون مخلوط و در  87نسبت مساوي با گليسرول 

قارچ د. ش نگهداري 80رف در فريزر منفي هاي اپندوتيوب

از  Gaeumannomyces graminis var. triticiبيمارگر 

و براي اطمينان از بيماريزايي دانشگاه فردوسي مشهد تهيه 

  . انجام شد ندمجدايه، تست بيماريزايي روي گ

-1 فنازينبيوسنتز  )phzDو  phzC( رديابي ژن

  باكتري هاي جدايهدر  كربوكسيليك اسيد

 PCA2a هاياز آغازگر هامنظور رديابي اين ژنبه

)TTGCCAAGCCTCGCTCCAAC و (PCA3b 

)CCGCGTTGTTCCTCGTTCAT(  ساخت شركت

 هاياين آغازگرها بر اساس توالي ژن سيناژن استفاده شد.

 .P باكتري 79-2 در جدايه PCAبيوتيك بيوسنتز آنتي

fluorescens هاي اساس توالي ژنترتيب بر بهphzC  و

phzD اند (طراحي شدهAlvani et al., 2012.(  استخراج

DNA ن روش وانگ و همكاراطبق ها باكتري)Wang et 

al., 2001( .واكنش انجام شد PCR ميكروليتر  20 محج در

 PCRر )، بافng/µl 25باكتري ( DNAميكروليتر  4شامل 

), 1X(PCR buffer ،5/1  2ميكرومولMgCl ،250 

ميكرومول از هر آغازگر و يك  dNTPs ،4/0 ميكرومول

تكثير واكنش بود.   Taq DNA Polymeraseواحد آنزيم 

  (Master cycler gradient)با دستگاه ترموسايكلر 

ن انجام شد. آلما )Eppendorf( اخت شركت اپندورفس

 ºC 95 سازي اوليه درواسرشته شامل PCRبرنامه حرارتي 

اي هر چرخه 30ثانيه و سپس يك برنامه  120مدت به

 30 سازي،براي واسرشته ºC 94ثانيه در  30چرخه شامل 

 ºC 72ثانيه در  60 جهت اتصال آغازگر و ºC 54ثانيه در 

دت ميك مرحله بسط نهايي به و در پايان براي بسط آغازگر

 يكژل آگارز  روي PCRبود. محصول  ºC 72 دقيقه در 5

مدت يك ساعت الكترفورز و نتايج با ولت به 75درصد در 

ساخت  EV243استفاده از دستگاه مستندساز ژل مدل 

  هايجدايه از د.شبلژيك بررسي ) Consort(شركت 

P. flourescens 2-79  وP. flourescens CHA0   

حضور ي براترتيب (به منفيعنوان شاهد مثبت و بهترتيب هب

  د.استفاده شو فقدان ژن) 

هاي سودوموناس كشت متقابل جدايه ايشآزم

  پتري فلورسنت و قارچ بيمارگر در

 باكتري واجد ژن يهاجدايهجهت آزمون بازدارندگي 

ب سيروي دو محيط از رشد قارچ در تشتك پتري  مورد نظر

روش آگار مطابق  King-Bو  (PDA)زميني دكستروز آگار 

قرار مورد بررسي  )Keel et al., 1996( كيل و همكاران

درجه سلسيوس،  25نگهداري در دماي پس از . گرفتند

قارچ كل پتري شاهد را پر كردند،  هايزماني كه كلني

هاي هاي حاوي سويهبازدارندگي از رشد قارچ در پتري

 د.شگيري و ثبت ارزيابي و هاله بازدارندگي اندازه ،باكتري

 راجتكرار ا تصادفي با سه كاملاً آزمـايش در قالب طرحاين 

  اي دانكن انجام شد.ها با آزمون چنددامنهو مقايسه ميانگين

 كنترل هايويژگياز نظر  ي باكتريهابررسي جدايه

   زيستي

 سيانيد هيدروژن از روش آلسترومبراي بررسي توليد 

استفاده شد. در ) Alström and Burns, 1989و برنز (

نگ رتوسط باكتري، تغيير سيانيد هيدروژن صورت توليد 

كاغذ صافي آغشته به معرف از رنگ اوليه زرد، به كرم، 

 يابدتغيير مي اي تيره تا آجري رنگ، قهوهاي روشنقهوه

سط توسيانيد هيدروژن كه نشانه تفاوت در ميزان توليد 

وي اي رصورت نقطهها بهپس از رشد باكتري .استباكتري 

طراف رنگ در اساعت، ايجاد هاله بي 48مدت اين محيط به

گيري توليد سيدروفور د. اندازهش كلني باكتري بررسي

 پايووردين با استفاده از روش اسپكتروفتومتري انجام گرفت

به  A = ε B C رابطههاي حاصل با استفاده از و داده )5(
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 εميزان جذب،  A آندر  كه مول در ليتر تبديل شدند

  .استغلظت ماده  Cت و وقطر كو Bضريب جذب مولي، 

  ايگلخانه ايشآزم

ابتـدا خاك سترون درون  ،ايگلخانه آزمايشبراي 

 21ها بـا بـذر ارزن سترون آغــشته بــه ميــسليوم گلدان

ها ضمن د. گلدانشمخلوط  20:1وزني  روزه قارچ به نسبت

مدت دو هفته در شرايط به ،بارآبياري مرتـب هر دو روز يك

 12پريـود فتـويوس و درجـه سيلس 25گلخانـه (دماي 

ي) نگهداري شـدند تـا بيمـارگر بتوانـد در يساعت روشنا

ها توسـعه يابـد. در مرحله بعد براي ارزيايي خـاك گلدان

 ربذ، هاي باكتريجدايهقدرت آنتاگونيستي هر كـدام از 

حساس به پاخوره) زرين مادري (گندم رقم 

)2016 et al.,Khanahmadi  (ا هدر سوسپانسيون باكتري

 ليتردهنده كلني در ميليواحد تشكيل 910به غلظت 

(CFU/ml) هاي ور و در گلدانغوطه يك ساعت مدتبه

پس از يك ماه . حـاوي خاك آلـوده بـه قـارچ كشت شدند

وزن تر و  ،طول ريشه و شاخسارهگياهان از خاك خارج و 

 زاييو شاخص بيماريگيري اندازهشاخساره و  خشك ريشه

تا  صفربين  هاطوقه و هاريشه شدن نكروزه درصد اساس بر

. )Thomashow and Weller, 1988(گذاري شد ارزش 5

 هريش درجه صفر به مفهوم ،اين شاخص سنجش آلودگيدر 

 ريشهيك به مفهوم  درجه ،نكروزه لكه بدوني هاطوقه و

 ،بيماري علايم فاقد طوقه و نكروزه لكه چند يا يك داراي

و پيوسته  دهاي ممتلكه داراي ريشهدو به مفهوم  درجه

سه به مفهوم  درجه ،بيماري علايم بدون طوقه نكروزه و

ن شد سياه و هاريشه درصد 50از  تربيش شدن نكروزه

 با رنگسياه تقريباًي هاريشهچهار به مفهوم  درجه ،طوقه

پنج به  در نهايت درجه و طوقهن سياه شد درصد 75توسعه 

  .است خشكيدگي گياهبا  سبز و سياه طوقه و ريشه مفهوم

  تجزيه و تحليل آماري

رار تك تصادفي با سه كاملاً در قالب طرح هاآزمـايشهمه 

 1/9نسخه  SAS افزار آماريهاي حاصل با نرمدادهو اجرا 

ها با و ميانگين مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفت

 5دانكن در سطح احتمال اي دامنهاستفاده از آزمون چند

  درصد از يكديگر جدا شدند.

   نتايج 

-1 فنازينبيوسنتز  )phzDو  phzC( رديابي ژن

  باكتري هاي جدايهدر  كربوكسيليك اسيد

واكنش  در PCA3bو  PCA2aآغازگر  كمك دوبه

 1150طول تقريبي به DNAقطعه ، يك اي پليمراززنجيره

-1بيوتيك فنازين بيوسنتز آنتي از دسته ژني جفت باز

ن شد. بر اي مشخصروي ژل آگارز تكثير و  كربوكسيليك

واجد ژن جدايه مورد بررسي  83از جدايه  21، اساس

phzC, D  .هايجدايه شامل جدايه 21 اينبودند Wh_m5 ،

b14 ،wt1_48 ،wkz1_105 ،b1_3 ،wkz1_89 ،

wt1_65 ،w_13 ،jkh_9 ،wb1_2 ،b_70 ،dn_2 ،

wbo2_7 ،wh_m3 ،dn2_2 ،eq1_3 ،eq1_4 ،gn2_2 ،

whm_90 ،whm_2  وwt_20 طور كه گفته . همانبودند

عنوان شاهد مثبت به  P. flourescens 2_79 جدايه شد،

در  منفيعنوان شاهد هب P. flourescens CHA0و جدايه 

 ).1شكل ( ندشد نظر گرفته

 Pseudomonas هايبررسي اثر بازدارندگي جدايه

 Gaeumannomycesقارچ  بر رشد فلورسنت

graminis var. tritici در شرايط آزمايشگاه  

داراي ژن جدايه باكتريايي  21توانايي آنتاگونيستي 

در شرايط ، PCRفنازين حاصل از رديابي ژن از طريق 

آزمايشگاه بر اساس روش كشت متقابل در تشتك پتري 

 Gaeumannomyces graminis var. triticiقارچ  عليه

   P. flourescensهاي جدايه. مورد مطالعه قرار گرفت

و  66/9هاي بازدارندگي ترتيب با هالهبه  jkh_9و  2-79

با هاله  wkz1_105ترين تاثير و جدايه متر بيشميلي 33/9

ترين تاثير را روي قارچ متري كمميلي 1/5بازدارندگي 

Gaeumannomyces graminis var. tritici  در محيط

 و eq1_3هاي ). جدايه1جدول داشتند ( King-B كشت

 66/12و  33/13هاي بازدارندگي ترتيب با هالهبه 79_2

و جدايه  PDAدر محيط را ترين تاثير متر بيشميلي

whm_2  ترين تاثير متري كمميلي 66/4با هاله بازدارندگي

 .Gaeumannomyces graminis varرا روي قارچ 

tritici بندي تيمارها بر اساس ميزان هاله داشتند. گروه

هاي دهنده قرار گرفتن تيمارها در گروهنشان ،بازدارندگي

  . )1(جدول  باشدمختلف مي
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 PCA2aاختصاصي  هايآغازگربا  (PCA) كربوكسيليك اسيد-1-بيوتيك فنازينآنتي بيوستز حاصل از تكثير ژن PCR فرآورده -1 شكل

   اند از:عبارت ترتيبها بهچاهك. يك درصد روي ژل آگارز فلورسنت P. fluorescens هايجدايهدر جفت باز)  PCA3b )1150و 

1- ladder )1 Kbp( 2- dn2 ،3- w_13 ،4- wt1_65 ،5- 2_79 به) و (6عنوان شاهد مثبت- CHA0 به).(عنوان شاهد منفي 

Figure 1. PCR product from phenazine-1-carboxylic acid (PCA) synthase gene with the specific primers, PCA2a 
and PCA3b (1150 bp), in P. fluorescens isolates on 1% agarose gel. The wells are including: 1. 100 bp DNA 

ladder, 2. dn2, 3. w_13, 4. wt1_65, 5. 2-79 as positive control, 6. CHA0 as negative control. 
  

  

  G. graminis var. tritici بر رشد ميسليومي قارچ  phzC, D واجد ژن P. fluorescensهاي مقايسه ميانگين تاثير سويه  -1جدول 
Table 1. Mean comparison of the influence of  P. fluorescens isolates having phzC, D on mycelial growth of 

Gaeumannomyces graminis var. tritici 
Strain Inhibitory halo 

on KB (mm) 
Strain Inhibitory halo 

on KB (mm) 
Strain Inhibitory halo 

on PDA (mm) 
Strain Inhibitory halo  

on PDA (mm) 
wkz1_89  9.66 a wt_20  5.33 ghi eq1_3 13.33 a gn2_2 9.33 efghi 

j_kh9  9.33 ab eq1_4  5.33 ghi wt1_65 12.66 ab whm3 9.0 fghij 
2_79  9.0 abc  b1_3  5.33 ghi dn2 12.33 abc b_14 8.33 ghijk 
b_70  8.0 bcd whm_90  4.33 hij wh_m5 12.33 abc w_13 8.0 hijk 
gn2_2  8.0 bcd dn2  4.33 hij wkz1_89 11.66 abcd b1_3 7.33 ijkl 
wh_m5  7.66 cd wb1_2  4.33 hij j_kh9 11.66 abcd wt_20 7.33 ijkl 
whm3  7.33 de b_14  4.33 hij 2_79 11.33 abcde wbo2_7 7.0 jkl 
wt1_65  7.0 def dn2_2  3.33 jk whm_90 11.33 abcde eq1_4 6.66 kl 
wt1_48  6.0 efg eq1_3  2.33 kl dn2_2 10.66 bcdef wb1_2 5.33 lm 
whm_2  6.0 efg wkz1_105  1.33 l wkz1_105 10.33 cdefg whm_2 4.66 m 
w_13  5.66 fgh Check 0.0 m wt1_48 10.0 defgh Check 0.0 n 

wbo2_7  5.66 fgh   b_70 9.33 efghi   
Means followed by the same letters are not significantly different by Duncan′s test at 5% probanility level.  

  

  P. fluorescensهاي جدايهتوليد سيدروفور در 

جدايه باكتريايي آنتاگونيست كه در  21از مجموع 

ا هتمامي آن ،مطالعات آزمايشگاهي مورد استفاده قرار گرفت

نتايج حاصل از اين آزمايش  قادر به توليد سيدروفور بودند.

ها از نظر قدرت توليد سيدروفور نشان داد كه بين جدايه

 شت.وجود دا 05/0 احتمال داري در سطحاختلاف معني

با توليد  b_13ها نشان داد كه جدايه مقايسه ميانگين

 هايترين و جدايهميكرومول پايووردين بيش 59/29

whm_2  وw_13 ميكرومول  83/2و  15/2د با تولي

 هاايهدر بين جدرا ترين مقدار توليد سيدروفور پايووردين كم

  . )2شكل ( ندداشت

 P. fluorescens هايجدايه در ژنهيدرو سيانيد توليد

 توانايي توليد سيانيد هيدروژن از روي تغيير رنگ كاغذ

 هسها از صفر تا بندي رنگاس رتبهاس بر .دشارزيابي  معرف

هشت جدايه هاي بررسي شده، د كه از بين جدايهشمشخص 

)، 3(رتبه  اي تيرهقهوهرنگ كاغذ آغشته به معرف را به رنگ 

جدايه  هشت) و 2( رتبه  اي روشنجدايه به رنگ قهوه هفت

   .)2(جدول  تغيير دادند  )1به رنگ كرم (رتبه 

   زيستيهاي باكتري در كنترل تاثير جدايه

G. graminis var. tritici در شرايط گلخانه  

عليه  P. fluorescensهاي براي مطالعه تاثير جدايه

، Gaeumannomyces graminis var. triticiبيمارگر 

ا ب گلخانه شرايط عنوان رقم حساس دربه رقم زرين مادري

تلقيح و  P. fluorescensهاي هاي مختلف باكتريجدايه

 از پس و شد آلوده گندم پاخوره بيماري عامل قارچ توسط

مختلف شامل  صفات و شدند خارج خاك از گياهان ماه يك

وزن طول ريشه و شاخساره، وزن تر ريشه و شاخساره، 

 گياهان در زاييخشك ريشه و شاخساره و شاخص بيماري

   1       2        3       4        5       6 

1150 bp 
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اي هشد. نتايج حاصل از تجزيه واريانس شاخص گيرياندازه

   هاي مختلف باكتريرشدي نشان داد كه جدايه

P. fluorescens هاي رشدي رقم تاثير متفاوتي بر شاخص

 G. graminis var. triticiزرين مادري آلوده به قارچ 

  ).3داشتند (جدول 

  

  

  

  

 

  

  

  

  

هاي داراي حروف مشابه اختلاف ميانگين ( بر حسب ميكرومول در ليتر). P. fluorescensهاي جدايهتوليد سيدروفور توسط  -2شكل 

  ندارند. درصد 5 احتمال در سطحبا آزمون دانكن داري معني
Figure 2. Siderophore production by P. fluorescens isolates (µmol/lit). Means with the same letters are not 

significantly different by Duncan′s test at 5% probability level.  

 
 در  شرايط آزمايشگاهي  موناس فلورسنت سودوهاي جدايهدر  توليد سيانيد هيدروژنميزان  -2ول جد

Table 2. Production of hydrogen cyanide (HCN) by P. fluorescens isolates under in vitro conditions 
Strain HCN Strain HCN Strain HCN 
2-79 3 wt1_65 2 CHA0 3 

whm_5 1 w_13 1 b_70 1 

b_14 2 jkh_9 2 dn_2 3 
wt1_48 1 wb1_2 3 wbo2_7 1 

wkz1_105 3 whm_90 1 whm_3 2 

b_13 1 whm_2 2 dn2_2 2 
wkz1_89 3 wt_20 1 eq1_3 3 

eq1_4 3 gn2_2 2 - - 

  

  

 G. graminis var. tritici قارچگندم آلوده به  رشدي هايشاخص بر P. fluorescens باكتري هايجدايه تاثير واريانس تجزيه -3جدول 
Table 3. Analysis of variance for the effects of P. fluorescens isolates on growth factors of wheat infected by  

G. graminis var. tritici  
  Mean squares 

Source of 
variations 

df Stem length Root length 
Pathogenicity 

index 
Stem fresh 

weight 
Stem dry 
weight 

Root fresh 
weight 

Root dry 
weight 

Isolate 23 5.11**  89.48**  5.87**  0.0024**  0.0005**  0.0240**  0.0020**  

Error 48 0.17 0.19 0.22 0.00008 0.00008 0.00004 0.00008 

CV (%) - 2.31 2.96 18.44 3.16 6.33 3.22 5.30 
** : Significant at 1% probability level.  
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  زاييبيماري شاخص

 نظر از بين تيمارها كه داد نشان شاخص اين بررسي

 در داريمعني ريشه تفاوت نكروز درصد بر آنتاگونيست آثار

، اساس نتايج بر. شتدا وجود درصد يكاحتمال  سطح

، wt_20 ،eq1_3 باكتري هايهجداي گياهان تيمارشده با

wt1_65 ،eq1_4 ،2_79 ،whm_5  وwbo2_7 ترين كم

 ابعلايم نكروز ريشه (شاخص بيماريزايي) را نشان دادند و 

داري نشان تفاوت معني آماري نظر از سالم شاهدان گياه

در كنترل قارچ عامل را ها توانايي اين جدايه كه ندادند

، b1_3 ،dn2_2هاي جدايه .داد نشانپاخوره گندم 

wkz1_89  وwb1_2 نددر كنترل قارچ خيلي موفق نبود 

ترين شاخص بيش هاشده با اين جدايه گياهان تيمار و

 شاهدان گياه باداري معني تفاوتو  ندبيماريزايي را داشت

  .)a -3(شكل  ندادند نشان آلوده

  هاي رشديشاخص

كه  نشان داد) b -3 شكل( هامقايسه ميانگيننتايج 

شاخساره نسبت به سبب افزايش طول  wt1_65جدايه 

در  هاآندهنده نقش نشان كه شاهد عاري از باكتري شد

  ، 1wt ،2_dn_65هاي افزايش رشد گياه است. جدايه

13-w  طول شاخساره  ،توانستند در حضور آلودگي 79-2و

 نسبت به شاهد آلوده افزايش دهند.داري طور معنيهبرا 

ه آلوده ب براي طول ريشه در رقم گندم هامقايسه ميانگين

جز هاي باكتري بههمه جدايهكه  نشان دادبيماري پاخوره 

توانستند در  1w2-89 و 1wb ،3-1b، 2-2dn-2 هايجدايه

را  طول ريشه ،حضور آلودگي نسبت به عدم كاربرد باكتري

ر ترين طول ريشه دبيشداري بالاتر نگه دارند. طور معنيبه

و  Wt_20رقم زرين مادري تحت تاثير جدايه باكتري 

wt1_65 3(شكل  مشاهده شد- c( .  

تحت تاثير صفت وزن تر ريشه در رقم زرين مادري  

نسبت به عدم كاربرد  قرار گرفت و هاي باكتريهمه جدايه

ين ترتري داشت. بيشداري وزن بيشطور معنيباكتري به

 و 79_2و  wt_20باكتري هاي جدايه مقدار تحت تاثير

wbo2-7  سالم  داري با شاهدتفاوت معنيحاصل شد كه

اين  .)d -3 (شكل دشمشاهده ن (فاقد قارچ عامل بيماري)

ها در كنترل بيماري است. دهنده توانايي اين جدايهامر نشان

و  wt1-65 ،wh-m5هاي جدايهويژه هها بجدايه تربيش

wbo2-7 ره را درت آلودگي قارچ، وزن شاخساتوانستند تح 

شاهد آلوده (عدم  انياهو نسبت به گبالاترين مقدار حفظ 

  شاخساره  داري وزن ترطور معنيهكاربرد باكتري) ب

   ).e -3 ند (شكلتوليد كنتري را براي گياه ميزبان بيش

نشان از تاثير نتايج براي صفت وزن خشك شاخساره 

نسبت به عدم  هاي باكتريجدايهتيمار گياهان با مثبت 

ها بررسي وزن خشك ريشه). f -3 كاربرد داشت (شكل

 wt-20و  wt1_48 ،wkz1-105هاي جدايه كه نشان داد

داري با گياه شاهد تفاوت معنيباعث شدند گياه ميزبان 

مشاهده  چنانچه .اشدتري بو داراي وزن بيش هسالم نداشت

و  دباكتري سبب افزايش رشد ريشه ش تيمار با ،شودمي

شاهد آلوده (عدم كاربرد  انبا گياه يدارمعني تفاوت

اي هجدايهبا گياهان تيمار  ند.اين صفت دار نظري) از باكتر

wkz1_89 و wb1_2 شاهد  انبا گياهداري تفاوت معني

دهنده عدم كه نشان نداشتندآلوده (عدم كاربرد باكتري) 

 ).g -3 است (شكل موردا در اين هتوانايي اين جدايه
  

   حثب

هاي در اين تحقيق جداسازي و انتخاب سودوموناس

يليك اسيد با فعاليت كربوكس-1فلورسنت حاوي ژن فنازين 

كه عامل  G. graminis var. triticiعليه  آنتاگونيستي

بيماري پاخوره گندم است، در شرايط آزمايشگاهي و گلخانه 

ها از منطقه فراريشه در باكتريبررسي شد. جداسازي 

آميز عواملي كه داراي محصول هدف براي شناسايي موفقيت

ي ژن رديابي هستند، ضروري است. زيست پتانسيل كنترل

 ازكربوكسيليك اسيد -1بيوتيك فنازين توليدكننده آنتي

مزارع مختلف گندم كه تعداد  ازجداسازي شده هاي جدايه

باكتري حاوي ژن  21 جدايه باكتري بود، منجر به غربال 83

 آزمون در كربوكسيليك اسيد شد.-1بيوتيك فنازين آنتي

 نشان هاله بازدارندگياندازه  ميانگين مقايسه متقابل، كشت

 داراي ژن كه شدهانتخاب برتر جدايه 21تمام  كه داد

 بودند، اسيد كربوكسيليك-1ازين فن بيوتيكآنتي بيوسنتز

 .G. graminis varچ قار يميسليوم رشد باعث كاهش

tritici هاي جدايهد. شدن آزمايشگاه شرايط درwt_20 ،

eq1_3 ،wt1_65 ،eq1_4 ،2_79 ،whm_5  وwbo2_7 

بازدارندگي  توانايي داراي آزمايشگاه شرايط در اينكه بر علاوه

 بودند، در G. graminis var. triticiقارچ  رشد از بالايي

 .دشدن پاخوره بيماري كنترل موثر موجب نيز گلخانه شرايط

 هايباكتري درصد 60 اًتقريب حاضر تحقيق نتايج اساس بر

 بيماري عامل قارچ بازدارندگي در بالايي توانايي شدهبررسي

  داشتند.  PDAو  KB محيط روي اينقطه چهار آزمون در

 نيز )Chancey et al., 2002( همكارانو  انسيچ
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   در فنازين بيوتيكآنتي توليد كه دادند نشان

P. aureofaciens 30-84 پاخوره بيماري كنترل سبب 

 نگواه توسط كه ديگري تحقيق در. شد ددرص 90تا  گندم

 باكتري از استفاده در )Huang et al., 2004( همكاران و

P. fluorescens هايجدايه Q2-87  وQ8r1-96 عليه 

   تركيبات توليد به، گرفت انجام گندم پاخوره بيماري

 قارچ كنترل در عامل ترينمهم عنوانبه بيوتيكآنتي

Gaeumannomyces graminis var. tritici شد اشاره.   

اي هتوانايي بسيار بالاي توليد سيدروفور توسط سويه

 ,Meyer( ها گزارش شده استمختلفي از سودوموناس

ها  تمامي جدايه كه . در اين پژوهش نيز مشخص شد)2000

اي هدند، ولي ميزان سيدروفور در جدايهتوليد سيدروفور كر

با توليد  b_13كه جدايه طوريبه ،مختلف متفاوت بود

ترين ميزان بيشپايووردين ميكرومول در ليتر  59/29

ميكرومول  15/2با توليد  whm_2سيدرفور و جدايه 

 هايدر بين جدايهرا ترين مقدار سيدروفور ين كمپايوورد

 توليد آزمون از آمده دستبه نتايج. مورد مطالعه توليد كرد

 Pseudomonas هايجدايهداد كه  نشان سيدروفور

 يخوباً نسبت قابليتتحقيق  اين در استفاده مورد فلورسنت

 هاپژوهش ساير نتايج با كه ندشتدا سيدروفور توليد در

 ).Rasouli Sadaghiani et al., 2005داشت ( مطابقت

) نشان O’Sullivan and Gara, 1992اوسيلوان و اگارا (

توانايي  P. fluorescensهاي دادند كه بسياري از سويه

 Iswandiتوليد سيدروفور را داشتند. ايسواندي و همكاران (

et al., 1987 ( اثر بازدارندگي ناشي از  كه نشان دادندنيز

نقش  7NSK2توليد سيدروفر توسط جدايه سودوموناس 

در اين تحقيق  زا دارد.هاي بيماريمهمي در كنترل قارچ

د مشاهده ش وگيري ميزان توليد سيدروفور پاپووردين اندازه

 پايووردين توليد كردند phzl واجد ژنهاي كه همه جدايه

 ,O’Sullivan and Gara(كه با نتايج اسيلوان و اگارا 

 كرمر توسط شده انجام هاي) مطابقت داشت. پژوهش1992

 داده نشان )Kremer and Souissi, 2001( و سوئيسي

 2000 شامل مجموعه يك از درصد 32 تقريباً كه است

. ندداشتهيدروژن را  سيانيد توليد باكتري، توانايي جدايه

 هايباكتري بين در عمده طوربه HCNتوليد  توانايي

 ريزوبيومي هايباكتري از برخي واست  سودوموناس متمركز

 ,Castricاند (داده نشان خود از را سيانيد توليد توان نيز

نتايج حاصل از ارزيابي توان توليد سيانيد هيدروژن  .)1975

توانايي   phz+هاي مه سويهنشان داد كه هدر اين تحقيق نيز 

جدايه  21را دارا بودند. همه  HCNتوليد سطوح مختلفي از 

در اين آزمايش قادر به توليد سطوح واجد ژن فنازين 

  .مختلفي از سيانيد هيدروژن بودند

 تاثير ترينپاخوره بيش بيماري تحقيقات نشان داده كه

طوري كه كلاركسون و پالي به، گذاردمي ريشه روي را

)Clarkson and Polley, 1981از كه داشتند ) بيان 

 همان از كه ستا هاريشه شدگيسياه بيماري اين بارز يمعلا

   دهد.مي نشان را خود ايگياهچه رشد اوليه مراحل

، eq1_3 هايجدايه كه داد نشان اين تحقيق نتايج

wt1_65 ،eq1_4 ،2_79 ،whm_3  وwbo2_7  واجد ژن

 در را بالايي تاثير ايگلخانه آزمون در فنازين بيوتيكآنتي

. همچنين مشخص شد دادند نشان پاخوره بيماري كنترل

 شرايط در هاجدايهبازدارندگي  توان عمومي الگوي كه

 در توانايي بازدارندگي نظر از هاجدايه بنديگروه با گلخانه

 هاييجدايه ولي بعضي از، داشت مطابقت آزمايشگاه شرايط

 هايهگرو در رشد بازدارنده هاله نظر از آزمايشگاه در كه

 قرار گروه يك در گلخانه شرايط در بودند،ي آماري متفاوت

زيستي  كنترلمطالعات  از بسياري در گرفتند. اين پديده

 كه آنجا از .شده است گزارش نيز ديگر توسط محققين

 دخالت بدون و شدهكنترل صورتبه شرايط آزمايشگاه

 توانمي را شدهمشاهده  هايتفاوترو ز اينا ،است ميزبان

 هايمكانيسم ساير وجود و محيط، ميزبان شرايط دخالت به

  . داد نسبت در گلخانه زيستي كنترل

 يا و بيان دهندهنشان تنهايي به ژن وجود، كلي ورطبه

 ژن). Rane et al., 2007(نيست  ژن محصول توليد

 21 در اسيد كربوكسيليك-1 فنازين بيوتيكآنتي بيوسنتز

كه  شد رديابي تحقيق اين در شده استفاده باكتريجدايه 

ند. نككنترل ها نتوانستند بيماري پاخوره را اين جدايه همه

 موثري نقش خاك مختلف هايبخش مديريت كه آنجايي از

 دارد آنتاگونيست عامل فعاليت صحيح اجرايدر 

)Klopper et al., 1980; Alstrom, 1989; Glick, 

 درهايي كه جدايه در كه كرد بيان چنين توانمي)، 1995

نتوانستند از بيماري پاخوره گندم جلوگيري  گلخانه شرايط

 بين از خاك در باكترييا  نشده بيانژن  است ممكن ،كنند

 كلوئيدهاي جذب ولي شده توليد بيوتيكآنتي يا و باشد رفته

 به آنتاگونيست عواملزيستي  كنترل زيرا باشد، شده خاك

. از ددار بستگي خاك در غيرزنده و زنده عوامل از بسياري

 b1_3 ،dn2_2 ،wkz1_89 هايجدايهممكن است ، يطرف

اند نتوانسته ونباشند  ريشه قوي كننده نيزهوكل wb1_2و 

   قارچ برابر در را گندم هايگياهچه ريشه خوبيبه

G. graminis var. Tritici كند حفاظت.   
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) طول b، ) شاخص بيماريزاييa .آلوده به بيماري پاخوره گندم صفات مورد مطالعه بر P. fluorescensهاي تاثير جدايه -3شكل 

 وزن خشك شاخساره. )g، ) وزن تر شاخسارهf ،ريشهن خشك ) وزe ،) وزن تر ريشهd ،) طول ريشهcشاخساره، 
Figure 2. Effects of P. fluorescens isolates on wheat growth infected by Gaeumannomyces graminis var. tritici. 
a) Pathogenicity index, b) shoot length (cm), c) root length (cm), d) root fresh weight (g), e) root dry weight (g), 

f) shoot fresh weight (g), g) shoot dry weight (g). 
  

  

، wt_20 ،eq1_3هاي حاضر، جدايه تحقيق در

wt1_65 ،eq1_4 ،2_79 ،whm_3  وwbo2_7 لحاظ به 

 شاخص كاهش و هاي رشدشاخص از تعدادي بر مثبت تأثير

چند  هرند. ر داشتشاهد بيما با داريمعني اختلاف بيماري،

لي و ،ها متفاوت بودكه ميزان توليد سيدروفور در اين جدايه

 اي بيوتيكتوليد آنتي مثلاً غيرمستقيم، روش به است ممكن

 تأثير زا، باعثبيماري عامل به نسبت گياه مقاومت افزايش

باشند. از آنجا كه  شده مورد نظر بيماري كاهش در مثبت

(a) 

  

 (b) 

               (c)    (d) 

                           (e)           (f) 

 (g) 
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ترين مقدار شاهد آلوده (بدون كاربرد باكتري) كم انگياه

ر كننده تاثير اين بيماري ب، بيانندوزن تر ريشه را نشان داد

هاي باكتري توانستند رشد ريشه است كه تمامي جدايه

 موردنسبت به عدم كاربرد باكتري برتري خود را در اين 

تفاوت مهاي مختلف نشان دهند، هر چند كه توانايي جدايه

. با مقايسه وزن خشك شاخساره و وزن تر شاخساره بود

ك تر ماده خششايد بتوان گفت تاثير باكتري تجمع بيش

در گياهان ميزبان سبب حفظ  موثريطور نبوده است، ولي به

  محتواي آبي گياه تحت آلودگي قارچ شده است.

  

  گيري كلينتيجه

 در هاكشآفت انواع محيطيزيست مخرب تاثير به نظر

 چند از كه جديدي رويكرد و محصولات كشاورزي توليد

 در را زيستي مواد انواع از استفاده و شده پيش آغاز دهه

 ريزانبرنامه و متخصصين كار دستور در آفات كنترل

 در كه تحقيقاتي بزرگ پشتوانه است و داده قرار كشاورزي

 سطوح دررا بيولوژيك  مبارزه امكان و شده حاصل مدت اين

است،  داده قرار بررسي مورد مزرعه و آزمايشگاه، گلخانه

 سطح كلان دركه  كندمي  ناپذيراجتناب را مسير اين ادامه

 توسعه هايبرنامه در مهم هاياستراتژي از هم ملي منافع و

 محصولات براي است. اين رويكرد كشوري هر در پايدار

 طرحي انجام و دارد ترياهميت بيش گندم استراتژيك مثل

جهت  زيستي مواد با هاكش قارچ امكان جايگزيني آن در كه

 كند، حائز بررسي را مهم هايبيماري با مبارزه و پيشگيري

 تواندمي عملي و عرضه قابل نتايج حصول با اهميت است و

 دهندههاراي هايو شركت بخش كشاورزي كاربران اختيار در

  .گيرد قرار خدمات كشاورزي
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Abstract 
Wheat take-all disease caused by Gaeumannomyces graminis var. tritici is one of the serious wheat 

diseases in our country, Iran. The Pseudomonas fluorescens bacteria by root colonization and antibiotic 
production ability are an important biologic control agent of soil born disease. In this study, presence of 
the phenazine 1-carboxylic acid synthase gene was tracked in 21 Pseudomonas fluorescens isolates via 
PCR using specific primers of PCA2a and PCA3b. Also, the ability of antimicrobial metabolites 
production by all of these bacterial isolates such as siderophore and hydrogen cyanide and influences 
on the growth of pathogenic fungi was investigated via in vitro culture. Ability of the selected bacterial 
isolates for controlling wheat take-all disease were tested in a greenhouse experiment using a completely 
randomized design with three replications. The results showed that bacterial isolates were able to 
produce siderophore and hydrogen cyanide under in vitro conditions. The results of the greenhouse 
experiment showed that wt_20 ،eq1_3 ،wt1_65 ،eq1_4 ،2_79 ،whm_3 و wbo2_7 isolates had positive 
effects on a number of wheat growth factors such as root/shoot length, root and shoot dry/fresh weight 
and also reduce in the pathogenicity index was effective in controlling take-all disease in effected plant. 
In total, the results of this research showed that P. fluorescens bacteria can be used to biologic control 
of the take-all disease. 
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