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 به  UTPF68 Pseudomonas fluorescens  جديد معرفي استرين
  هاي مهم بيوكنترل در ايران باكتري عنوان يكي از

  
*2 و سليمان قاسمي1مسعود احمدزاده  

  دانشيار پرديس كشاورزي ومنابع طبيعي دانشگاه تهران و، 1
گراطبيعت ري زيستيآوارشد دانشگاه تهران و كارشناس ارشد شركت فنآموختة كارشناسيدانش، 2  

  )3/2/91 : تاريخ تصويب- 15/10/90 :تاريخ دريافت(

 
 چكيده

  
هاي گياهي هستند كه  هاي فلورسنت از مهمترين عوامل كنترل بيولوژيك بيماري سودوموناس

 محدودكردن سببهاي بازدارنده و سيدروفورها،  صورت مستقيم، با توليد و ترشح متابوليتبه
هاي شوند و برخي با توليد هورمون ها مي ويژه قارچههاي گياهي ب  بيمارگريا توقف رشد

و بررسي برخي هدف از اين پژوهش معرفي . شوند  افزايش رشد گياه ميسببمختلف 
 كه از منطقه ريزوسفر گياه كلزا استP. fluorescen UTPF68   جديد استرينخصوصيات 

هاي مهم   اين باكتري يكي از استرين.مزارع دشت ناز در استان مازندران جداسازي شده است
ثر در زمينه بيوكنترل عوامل بيماريزاي خاكزاد است كه در گروه گياهپزشكي دانشگاه ؤو م

در اين پژوهش خصوصيات و كاربردهاي  .تهران مورد شناسايي و ارزيابي قرار گرفته است
در . سي قرار گرفتاي مورد برر بيوكنترلي اين استرين در دو بخش آزمايشگاهي و گلخانه

هاي مهم در زمينه بيوكنترل مانند سيدروفور، هورمون  سطح آزمايشگاهي توليد برخي متابوليت
هاي  ، سيانيدهيدروژن و برخي از آنزيمPltو  DAPGهاي  بيوتيك اسيد و آنتي اكسين، سالسيليك

  روي بيمارگرهاي  اثر بيوكنترلي اين استرين، در سطح گلخانه. مهم مورد ارزيابي قرار گرفتند

Sclerotinia sclerotium ، Rhizoctonia solaniترتيب روي گياهان كلزا و لوبيا و بهFusarium 

 oxysporum همچنين اثر بيوكنترلي اين استرين در تلفيق با قارچ . مورد بررسي قرار گرفت
اد كه اين اين پژوهش نشان د. مورد ارزيابي قرار گرفت Trichoderma virensآنتاگونيست 
هاي بيوكنترلي و هم از نظر قدرت بيوكنترلي در شرايط  لحاظ توليد متابوليتاسترين هم به

 با ارزش در جهت ةعنوان يك جدايتوان به اي در جايگاه مطلوبي قرار دارد كه مي گلخانه
  . دكرگذاري  روي آن سرمايهدر ايران اهداف كنترل بيولوژيكي بيمارگرهاي گياهي 

  
  DAPG ،Plt ،SA، هاي فلورسنت سودوموناسسيدروفور، اكسين، سيانيد، :ي كليديها واژه

  
  مقدمه

دسته از عوامـل بيـوكنترل كـه         دستيابي و يافتن آن       
سازي را براي اسـتفاده در سـطح         قابليت كاربرد و تجاري   

هاي مهم تحقيقات     از چالش  ،مزارع و باغات داشته باشند    
هـايي كـه طيـف       جدايه. ودر شمار مي هكنترل بيولوژيك ب  

ميكروبـي را توليـد      هاي ضـد    وسيعي از متابوليت   نسبتبه
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كنند و بتوانند همزمان بيش از يك بيماري را روي يـك            
ميزبان گياهي خـاص كنتـرل نماينـد و همچنـين داراي           

ــسم ــد    مكاني ــزايش رش ــاي اف ــيم  راهاز (ه ــد تنظ  تولي
هاي رشد گياهي و افزايش جذب برخـي مـاكرو و            كننده

و القاي مقاومت باشند، از اهميت بسزايي       ) ها يكروالمانم
تواننـد   هاي كنترل بيولوژيك برخوردارند و مـي       در برنامه 

شـامل فرمانتاسـيون، فرمولاسـيون و       ( براي مرحله توليد  
از طـرف  . مورد توجه و بررسي قـرار بگيرنـد   ) بسته بندي 

ديگر موضوع شايستگي استقرار در ريزوسفر يا فيلوسـفر         
عوامل بيوكنترل يك موضوع اساسـي و شـرط لازم          براي  

هايي كار   بديهي است يافتن چنين جدايه    . رود  مي شمارهب
بسيار مشكلي بوده و مستلزم تحقيقـات فـراوان و دقيـق            

در مقاله تحليلي خود،    ) 1997(شيسلر و اسليننجر     .است
 مؤثر را به منظـور يـافتن عوامـل بيـوكنترل            يها استرين

بـرگ و همكـاران     . رد بررسي قرار دادنـد    برتر و كارامد مو   
دهـي بـر      و امتيـاز   ١بونيتـور  استفاده از شاخص  ) 2001(

ــواع   اســاس برخــي شــاخص ــد ان ــه تولي ــوط ب هــاي مرب
ــت ــاي ضــد متابولي ــاه و   ه ــد گي ــزايش رش ــي، اف ميكروب

هاي مهم بيماريزا را براي معرفـي        جلوگيري از رشد قارچ   
ل مـورد    بـاكتري بيـوكنتر    20هـاي برتـر در بـين         جدايه

) 2008 (تهرانـي شـريفي احمدزاده و   . استفاده قرار دادند  
هـاي   هايي از سودوموناس   نيز اين روش را در مورد جدايه      

هـاي   سـودوموناس  .فلورسنت مورد اسـتفاده قـرار دادنـد       
اي شــكل، گــرم منفــي و  هــاي ميلــه فلورســنت بــاكتري

هوازي رشد كـرده     متحركي هستند كه معمولا به صورت       
 Haas and( ي دارنـد زيـاد اي و اكولوژيكي  يهو تنوع تغذ

Defago 2005 .(  طـور معمـول در آب و   بـه اين بـاكتري
كنند و از ريشه تعداد زيـادي از گياهـان     خاك زيست مي  
عنـوان عوامـل كنتـرل بيولوژيـك مـورد          جدا شـده و بـه     

-هـاي فلورسـنت بـه      سـودوموناس . اند مطالعه قرار گرفته  

يـل بـه زردشـان قابـل         فلورسنت سـبز ما    دانهوسيله رنگ 
هـا چنـين     بـاكتري   تعدادي از اين   ،هر چند . اند تشخيص

  .كنند اي توليد نمي دانهرنگ

                                                                                    

1. Bonitur 

هاي اخير بحث امكان كنترل بيولوژيـك عوامـل           در سال 
هــاي  بيمــاريزاي گيــاهي بــا اســتفاده از ميكروارگانيــسم

 ــ ــست ب ــاكتري ه آنتاگوني ــصوص ب ــاي خ ــه   ه ــق ب متعل
 pseudomonasيــلهــاي فلورســنت از قب ســودوموناس

putida و P. fluorescens هاي قارچي  در كنترل بيماري
ــرار   ــشه گياهــان زراعــي مــورد توجــه ق ــايي ري و باكتري

ريزوسـفر   ةهـايي كـه در ناحي ـ       ميكروارگانيسم. اند گرفته
كنند، گزينه مناسبي براي استفاده در       گياهان زندگي مي  

 زيـرا ريزوسـفر خـط       ،هاي كنترل بيولوژيك هستند    روش
اسـت  هـا عليـه بيمارگرهـاي خـاكزي      مقدم دفاعي ريشه 

)Weller 1988 .(هاي موجود در ناحيه ريزوسـفر   باكتري
طـور مـستقيم بـا      هاي فلورسنت بـه    از گروه سودوموناس  
صـورت  هـاي رشـد و نيـز بـه         كننـده توليد بعضي تنظـيم   

 كنترل بيولوژيكي بيمارگرها و يا القاي       راهغيرمستقيم از   
  .شوند  رشد آنها ميموجب مقاومت در گياهان

 Fravel 1988, Picard(بيوتيك  توليد تركيبات آنتي

et al. 2000(  سيدروفورهاي نوع سـودوباكتين ،)Leong 

1986, Schippers et al. 1987( ــدروژن ــيانيد هي ، س
)Voisard et al. 1989 (و آنــزيم پروتئــاز )Keel and 

Defago 1997 (هــاي مــؤثر در تــرين مكانيــسماز مهــم 
زاي گياهي توسـط ايـن       كنترل بيولوژيكي عوامل بيماري   

 تـأثير مثبـت ايـن       ،بـه عـلاوه   . رود شمار مي ها به  باكتري
هـاي مفيـد خـاك و        ها روي ساير ميكروارگانيسم    باكتري

ميكوريزا و همچنين كمك به قدرت جذب مـواد معـدني           
توســط گيــاه از ديگــر   ) بــه خــصوص فــسفر و ازت  (

 Keel and( استيش رشد گياه هاي مؤثر در افزا مكانيسم

Defago 1997(. در زياديهاي  هاي اخير پژوهش در سال 
 گرفتههاي گياهي انجام     مورد مبارزه بيولوژيك با بيماري    

ها  ها، پژوهشگران با استفاده از قارچ      در اين پژوهش  . است
ــاكتري ــؤثر    و ب ــرل م ــه كنت ــق ب هــاي آنتاگونيــست موف

وپر و همكاران در سـال  كل. اند هاي گياهي گرديده   بيماري
 ، P. fluorescens هاي زيادي از جمله  آنتاگونيست1980

,Burkholderia cepacia  P. putidaو   Bacillus 

subtilis           را در اين رابطه مورد آزمايش قرار دادند و ثابت
 كنتـرل   سـبب هاي مذكور بطـور مـؤثري        كردند كه گونه  
ين نـشان   انـد، همچن ـ   گرهاي گياهي شـده    بعضي از بيمار  

توانـد درصـد    مي  P. fluorescens H237 جدايه كهدادند
 .Fusarium oxysporum f. sp  از جمعيـت قـارچ  زيادي
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dianthiرا در شرايط مزرعه كاهش دهد  )Raaijmakers 

et al. 1995(.   احمدزاده و همكاران با كاربرد يك جدايـه
ــاكتري  ــرگ    .fluorescens Pاز ب ــاري م ــستند بيم توان
 را Pythium ultimumخــود ايرانــي ناشــي از گياهچــه ن

 هدف از ايـن  .(Ahmadzadeh et al 1997) كاهش دهند
هاي مهم و مؤثر در زمينه       استرين تحقيق معرفي يكي از   

بيوكنترل عوامل بيمـاريزاي گيـاهي اسـت كـه در گـروه        
جدايـه  . گياهپزشكي دانشگاه تهران جداسازي شده است     

گردد و   حقيق معرفي مي  باكتري آنتاگونيست كه در اين ت     
هاي بيـوكنترلي آن روي تعـدادي از         خصوصيات و كاربرد  

 يكـي از اسـترين      ،شـود بيمارگرهاي گياهي توصيف مـي    
 كه از منطقه است UTPF68با نام  P. fluorescensهاي 

ريزوسفري گياه كلزا مزارع دشت ناز در استان مازنـدران          
  .جداسازي شده است

  
  ها مواد و روش

: ي، شناسايي و نگهداري باكتري آنتاگونيـست  جداساز    
ــافتن مناســب  ــور ي ــه منظ ــوكنترلي،   ب ــه بي ــرين جداي ت

هاي آنتاگونيست از منطقـه ريزوسـفر و فيلوسـفر           باكتري
گيـاه از مـزارع كلـزا، ســويا و بـرنج در اسـتان مازنــدران      

هاي خاك   نمونه. آوري و به آزمايشگاه منتقل شدند      جمع
 گيـاه را بـا هـم        ده ،زوسـفر ريشده از منطقـه     جمع آوري 

 از هر نمونه خاك مخلوط شده، يـك گـرم           ،مخلوط كرده 
ليتر آب مقطر سـترون       ميلي دهخاك برداشته شده و در      

صـد  . تهيـه گرديـد    طـور سـريال   هاي مختلف آن به    رقت
ميكروليتر از هر رقت با استفاده از ميكروپيپت سترون به          

 غذيهاي پتري محتوي محيط كشت آگار م       درون تشتك 
)NA (    هـاي كـشت داده      تشتك. منتقل و كشت داده شد

 سـاعت   48مـدت    درجه سانتيگراد بـه    28شده در دماي    
 .نگهداري گرديدند

هايي كه از نظر شكل و رنگ متفاوت بودند انتخاب        كلني
سازي  هاي آزمايش حاوي آگار مغذي، خالص      و درون لوله  

 هاي فلورسـنت   جداسازي سودوموناس . و نامگذاري شدند  
  KBو محـيط افتراقـي        S1با استفاده از محيط انتخـابي       

هــاي بيوشــيميايي و فيزيولوژيــك  آزمــون .انجــام گرفــت
 تعيـين  بـراي  ،)Schaad et al. 2001 ( شـاد  روشمطـابق 

بـراي تعيـين خـصوصيات      : خصوصيات فنوتيپي اسـترين   
از آزمـون حـداقل و حـداكثر         UTPF68فنوتيپي استرين   

مخمر مصرف منابع كربنـي     دماي رشد در محيط عصاره      
نـين دهيـدرولاز،    فاده از محـيط پايـه، آزمـون آرژ        با اسـت  

هيدروليز نشاسته و ژلاتين، توليد لوان و احياي نيترات ،          
هاي سيب زميني  و آزمون اكسيداز انجـام          لهانيدن برش 

   .گرفت
  نگهداري استرين باكتريايي

  مـولار  دهميكليتر از محلول سولفات منيزيوم       پنج ميلي 
مقـداري از    .دش ـهاي مكارتي ريخته و اتوكلاو       درون لوله 

ــديافته روي محــيط كــشت   ــاكتري رش ــور  NAب ــه ط ب
  .دندشها منتقل  جداگانه درون لوله

در  UTPF68بررسي خاصيت آنتاگونيستي استرين     
  شرايط آزمايشگاه
ــل ــايش ): Dual culture( كــشت متقاب ــن آزم در اي
اصـل مـساوي از     اي بـه فو    صورت لكـه  استرين باكتري به  

متـر از    هاي پتري و بـه فاصـله يـك سـانتي           مركز تشتك 
هاي پتري حاوي محيط     حاشيه آنها از چهار طرف تشتك     

  .زني شدند مايه PDAكشت 
متر از حاشـيه كـشت     ميلي5 سپس ديسكي به قطر    

 .Fو  sclerotiorum. S  ،R. solaniهــاي    روزه قــارچ5

oxysporum      تك كشت داده   به طور جداگانه در مركز تش
هـاي پتـري شـاهد از آب مقطـر سـترون             در تشتك . شد

 ة درجــ25هــا در دمــاي   ايــن تــشتك.اســتفاده گرديــد
 ةكه حاشيه پرگن  اين  سانتيگراد نگهداري شدند و پس از       

 پتري برخـورد    ةهاي پتري شاهد به ديوار     قارچ در تشتك  
هـاي بـاكتري و      نمود، فواصل بـاز دارنـدگي بـين جدايـه         

ثير أبررســي تــ .دشــگيــري  قــارچ انــدازه ة پرگنــةحاشــي
ترشحات مايع خارج سلولي استرين در جلوگيري از رشد         

روش برگ با كمي تغييرات انجام به sclerotium. S قارچ 
بررسـي تـأثير تركيبـات فـرار     ). Berg et al 1995( شـد 

  sclerotium. S ضدقارچي باكتري در جلوگيري از رشـد  
 Kraus and( م گرفـت مطابق روش كراس و لـوپر  انجـا  

Loper 1990( .بررسي تاثير استرين باكتريايي UTPF68 
، sclerotium.S هــاي قــارچ  زنــي اســكلروت روي جوانــه

قـارچ در حـضور اسـترين       اين  زني آسكوسپور    جوانهمقدار
 با استفاده از روش ساوچوك با اندكي تغيير         ،آنتاگونيست
كـشت متقابـل تلفيـق    ). Savchuck 2002( مشخص شد

 sclerotium .S اكتري با قارچ آنتاگونيست تريكودرما با ب
 اده از روش اكــسپرت انجــام شــدــــا استفـــــب زـــــني
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)Expert and Digat 1995 .( بررســي تــاثير ،نهايـت در 
سلولي باكتري آنتاگونيست و قـارچ       ترشحات مايع خارج  

صورت تلفيقـي در جلـوگيري از       تنهايي و به  تريكودرما به 
ر ـــي تغييــرگ  با كمـــروش ب بهsclerotium. S رشد 
  ).Berg et al. 1995( دــام شـــانج

 UTPF68بررسي خاصيت آنتاگونيـستي اسـترين       
عليه بيماري اسكلروتينيايي كلزا و آفتـابگردان و        

 بيماري ريزوكتونيايي لوبيا در شرايط گلخانه

ــه ــست روي   بررســي گلخان ــاكتري آنتاگوني ــر ب اي اث
sclerotiorum .S            در برگ گياه كلزا بـا اسـتفاده از روش

 شــده انجــام گرفــتزنــي هــاي مايــه اســتفاده از گلبــرگ
)Savchuck et al. 2002 .( آزمــايش در دمــاي گلخانــه

 درصـد از    90انجام گرفت و براي تـأمين رطوبـت بـالاي           
ــد و درون     ــتفاده گردي ــزرگ اس ــتيكي ب ــوش پلاس درپ

مـي از   ده بـود و ني    ش ـهـاي زيـر گلـدان از آب پـر            ظرف
  . ها در مرحله گلدهي بودند گلدان

براي تعيين ميزان قـدرت كنترلـي ايـن اسـترين بـر           
بيماري اسكلروتينيايي روي گياه آفتـابگردان ابتـدا مايـه          

مايه استرين مورد نظر    زاد و   ا تهيه شد  تلقيح قارچ بيماريز  
سازي با باكتري مـورد       و بذرها پس از آماده     شدنيز آماده   

 ـ  راي انجـام آزمـايش اسـتفاده شـدند    نظر تيمارشده و ب

)Keel et al. 1996( .    بررسي زمـان كـاربرد آنتاگونيـست
 sclerotiorum.S  كنترل بيولوژيكي قارچ برايباكتريايي 

شده انجام گرديد   زني هاي مايه  با استفاده از روش گلبرگ    
. دست آيـد  هتا بهترين زمان كاربرد باكتري آنتاگونيست ب      

 بـر  .solani  Rي ناشـي از قـارچ  براي بررسي شدت بيمار
روي لوبيا و فاكتورهاي رشدي گيـاه در حـضور اسـترين            
ــاري     ــم بيم ــدت علاي ــابي ش ــدف ارزي ــا ه ــايي ب باكتري

ــشه  ــر ري ــا ب ــاه، از  ريزوكتوني ــاي گي ــه روشه  تغييريافت
 Siddiqui( اسـتفاده گرديـد  ) 1985(دونالد و روويرا  مك

and Shaukat  2002.(  
  روبيهاي ميك توليد متابوليت

بـــه منظـــور بررســـي توليـــد ســـيدروفور، از روش 
 ميكروليتر از  100مقدار  به. اسپكتروفتومتري استفاده شد  

هـا در محـيط سوكـسينات بـه          ساعته باكتري  24كشت  
هـا   اين محـيط  . هاي جديد سوكسينات منتقل شد     محيط

 120 درجة سـانتيگراد و      27 ساعت در دماي     40مدت  به
هـاي   سـلول . داري شـدند دور در دقيقه روي شـيكر نگه ـ      

 10مـدت    بـه  g10000باكتري با سـانتريفيوژ كـردن در        
هـا ميـزان     بعد از حذف سـلول    . دقيقه رسوب داده شدند   

 نـانومتر بـا دسـتگاه      400جذب مايع رويي در طول موج       
. قرائــت شــد) +PG instrument T70(اســپكتروفتومتر 

 بـه مـول در ليتـر    A= εBCهاي حاصله بـا فرمـول    داده
ذب مـولي،   ـضريب ج   =ε ميزان جذب ،      =A.  شد تبديل

B =  ،قطر كيوتC=   غلظت شاهد  .  
اين باكتري نيز مـورد     شده در   اسيد توليد  ساليسيليك

بـه ايـن ترتيـب كـه پـس از كـشت             . ارزيابي قرار گرفت  
ــيط   ــاكتري در مح ــه TSBب ــدت ب ــاعت، 48م  250 س

ميكروليتر از اين سوسپانسيون را به محيط سوكـسينات         
پس از آن سوسپانسيون بـاكتري بـراي        . كنيم ل مي منتق
.  سـانتريفيوژ گرديـد    g10000 دقيقه بـا دور معـادل        20

ليتر از محيط رويـي برداشـته شـد و بـه              ميلي 4متعاقبا  
 تنظيم گرديد و سپس     2آن روي    pHنرمال،   HClكمك  

، ساليـسيليك اسـيد     )1:1نسبت  (كردن كلروفرم   با اضافه 
ليتر آب    ميلي 4 آمده،دستبه به عصاره . گيري شد  عصاره

 مـولار اضـافه     2 (III)آهـن     ميكروليتـر كلريـد    5مقطر و   
گرديد و با استفاده از اسپكتروفتومتر ميزان جذب نور آن         

سالـسيليك   مقدار توليد اسيد  .  نانومتر قرائت شد   527در  
توسط استرين از مقايسه مقدار جذب نور مربوط به آن با           

هــاي مختلــف  ه از غلظــتمنحنــي اســتاندارد تهيــه شــد
گيـري مقـدار    انـدازه بـراي    .سالسيليك محاسبه شد   اسيد

 اصـلاح    ايـن اسـترين از روش      درتوليد هورمون اكـسين     
 48پـس از   .اسـتفاده شـد  ) 1975(  گوردون و وبـر شده

 10مـدت  بـه ( ساعت محيط حـاوي بـاكتري سـانتريفوژ   
ليتـر از آن بـا       گرديـد و يـك ميلـي      ) g10000دقيقه در   
ســولفوريك  ليتــر اســيد  ميلــي150(لكوســكي معــرف سا

 ميلي ليتـر كلريـد    5/7 ميلي ليتر آب مقطر،      250غليظ،  
ايـن مخلـوط بـه      .  مخلوط گرديد  )مولار5/0 آبدار   3آهن  
 دقيقه در دماي اتـاق نگهـداري شـد و پـس از              25مدت  

گذشت اين زمان بـا اسـتفاده از اسـپكتروفتومتر ميـزان            
. ومتر قرائت گرديـد  نان 535جذب نوري آن در طول موج       

 آن با منحنـي     يميزان توليد اكسين با مقايسه جذب نور      
هاي شده از ايندول استيك اسيد با غلظت      استاندارد تهيه 

  .ليتر محاسبه شد  ميكروگرم بر ميلي20 و 15، 10، 5، 0
تعيين توان توليـد سـيانيد هيـدروژن بـا اسـتفاده از             

 ، اصــلاح شــده توســط)1948( روش پيــشنهادي لــورك
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 Alstrom and Burns( انجـام گرديـد    و بـورنر آلـستروم 

 48بدين منظور ابتدا استرين باكتري بـه مـدت          ). 1989
. كشت گرديـد  ) KB(بي   ساعت روي محيط كشت كينگ    

كـه   KB تشتك پتـري حـاوي محـيط         3سپس براي آن    
باشـد،    گرم گلايسين در هر ليتـر محـيط مـي          4/4داراي  
تـر از سوسپانـسيون      ميكرولي 100 بـا هر پتري   . دشتهيه  

سپس يـك كاغـذ صـافي آغـشته بـه           . باكتري تلقيح شد  
 5/0پيكريـك     درصد و اسيد   2سديم  معرف شامل كربنات  

يـك تـشتك    . درصد در قسمت درب پتري قرار داده شد       
پتري هم به عنوان شاهد بدون بـاكتري در نظـر گرفتـه             

هاي پتري به وسيله نوار پارافيلم مسدود شـد          شد تشتك 
ج هر گونه متابوليـت فـرار و گـازي شـكل و از              از خرو  تا

عمل آيد، آنگاه ايـن     جمله سيانيد هيدروژن جلوگيري به    
 سـاعت   72 الـي    48مـدت   ظروف به صورت واژگـون بـه      
در صورت توليـد سـيانيد      . درون انكوباتور قرار داده شدند    

ها، كاغذ صافي آغشته به محلول       هيدروژن توسط باكتري  
 ه اي ه كرم، قهوه اي روشن، قهو     ه زرد ب  معرف از رنگ اولي   

رنـگ كـرم بـين      . يابد تيره و نهايتا آجري تغيير رنگ مي      
و رنگ آجري حـداكثر توليـد        HCNحداقل ميزان توليد    

HCN توان توليد ،بر اين اساس. را نشان ميدهد HCN  بر
 سطح توليد حداقل، نـسبتا  4اساس رنگ كاغذ معرف در     

استخراج،  . قرار گرفت  كم، نسبتا زياد و زياد مورد ارزيابي      
 DAPG و Pltهاي   بيوتيك تشخيص و تعيين كميت آنتي    

هـا بـه     بيوتيك استخراج آنتي . گرفتانجام  در اين تحقيق    
 .Maurhofer et al(  انجام شـد همكارانو  روش مارهوفر

1992; Notz et al. 2001  .(گيـري كمـي   رديابي و اندازه 
. جـام گرفـت   ان HPLCوسـيله دسـتگاه     ها به  بيوتيك آنتي

ورين ئو پايولوت ) DAPG(فلوروگلوسينول   استيل دي-4و2
)Plt (بـنفش بـه ترتيـب در        يوسيله جذب اشعه ماورا   به 

كميت .  نانومتر رديابي شدند   330 و   270هاي   طول موج 
ها بر اساس پيك استاندارد و زمان تأخير، بر          بيوتيك آنتي

ليتـر محـيط كـشت محاسـبه         حسب ميكرومول در ميلي   
 ايـن   دربه منظور بررسـي توليـد آنـزيم پروتئـاز            .گرديد

مطـــابق روش مـــارهوفر و  SMA از محـــيط ،اســـترين
 .Maurhofer et al( همكاران با كمي تغيير استفاده شد

بـراي   .اين آزمايش در سـه تكـرار انجـام گرفـت          . )1995
تعيين ميزان توانايي اين استرين در توليد ليپاز، محيطي         

 گـرم   1/0رم كلـرور سـديم،       گ ـ 5 گرم پپتون،    10شامل  

ــسيم،  ــرور كل ــار و 15كل ــرم آگ ــه 1 گ ــر آب را تهي  ليت
 را جداگانـه اتـوكلاو      80ليتـر تـويين      ميلـي 10. كنيم مي

پـس از   . افـزاييم   به محيط در حال سردشـدن مـي        ،كرده
صورت خطي  اختلاط كامل محيط در پتري، باكتري را به       

ف پس از چند روز هاله رسـوبي در اطـرا         . دهيم كشت مي 
دهنـده  شـود كـه نـشان    محـل رشـد بـاكتري ديـده مـي     

ارزيابي توليد آميلاز بـه ايـن        .هيدروليزشدن تويين است  
 2/0 ترتيب انجام گرفت كه به محيط كشت آگار غـذايي 

 ، و پس از اتوكلاو كردن      شد درصد نشاسته محلول افزوده   
ريزيم و باكتري را به صورت خطي كشت          پتري مي  وندر
 روز با ريخـتن محلـول لوگـول در           پس از چند   .دهيم مي

 هالـه   ،كه باكتري نشاسته را هيدروليز كرده باشد      صورتي
 .شـود  رنگي در اطراف محل رشد بـاكتري ايجـاد مـي           بي

 درصـد   1/0براي انجام آزمـايش توليـد كيتينـاز، ميـزان           
 سـپس   ،افـزوده غذايي  يدي را به محيط آگار      يكيتين كلو 

ــاكتر 12 ــازه ب ــسيون ت ــه ميكروليتــر سوسپان روش ي را ب
هـاي حـاوي ايـن مـواد كـشت           تـشتك گـذاري روي     لكه
درجـة  28 سـاعت در دمـاي       120دهيم و براي مدت      مي

توانـايي توليـد آنـزيم بـا        . كنـيم  گراد نگهداري مي  سانتي
. شـود  ابي مـي  ـتشكيل هاله شفاف در اطراف كلوني ارزي ـ      

گلوكاناز، محـيط كينـگ     -3و1-منظور بررسي توليد بتا   به
شـود    تهيه مي  20/1به نسبت    TSB يا   10/1نسبت   به يب

 درصد به اين محيط اضـافه       1/0نان به نسبت    گو ماده لي  
سپس باكتري را بر روي آن كـشت داده و پـس            . شود مي
آميزي   درصد رنگ  3/0رد    روز اين محيط را با كنگو      سهاز  
توليد اين آنزيم با تشكيل هاله در اطراف محل         . كنيم مي

توليـد سـلولاز در محـيط       .دشو رشد باكتري مشخص مي   
M9     گرم در ليتـر و  2/1كه شامل عصاره مخمر به ميزان 

 گـرم آگـار اسـت،       15 گرم در ليتـر و       10ميزان  سلولز به 
 روز كه استرين بـر  8بعد از ). (Miller 1974ارزيابي شد 

 ،روي محيط اختصاصي در داخل انكوباتور نگهداري شـد        
 شـفاف اطـراف     اي هالـه ) گراد درجة سانتي  28در دماي   (

  .شوند اي كه توليد سلولاز كند، مشاهده مي هجداي
  
  نتايج

 ،در تلاش براي دستيابي به يك جدايه مفيـد بيـوكنترل          
از . دشسازي    جدايه باكتري جداسازي و خالص     82حدود  

هـاي گـرم     جدايه از گروه باكتري   29اين تعداد در حدود     
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ــروه  53 و شناســايي شــدمثبــت  ــه گ ــق ب ــه متعل  جداي
 عـدد سـودوموناس     15هاي گرم منفي كه شامل       ريباكت

.  عدد سودوموناس فلورسـنت بودنـد      38غيرفلورسنت  و    
جداشده از منطقه ريزوسفر گياه كلـزا  UTPF68  استرين

هـاي   مزارع دشت ناز در استان مازندران بر اساس آزمون        
هاي فلورسنت فوق انتخاب     غربالگري اوليه از ميان جدايه    

خـصوصيات   .ررسي قـرار گرفـت    و خصوصيات آن مورد ب    
ــست   ــترين آنتاگوني ــوتيپي اس ــاس   UTPF68فن ــر اس ب

ايـن  . دش ـهاي بيوشيميايي و فيزيولوژيك تعيـين        آزمون
آرابينــوز،  گــالاكتوز، ال اســترين از منــابع كربنــي دي  

آلانـين اسـتفاده     اينوزيتـول، سـوكروز و بتـا       سوربيتول، ام 
اين . ين بود  قادر به احياي نيترات و هيدروليز ژلات       ،نموده

گـراد   درجـة سـانتي    41استرين قادر به رشـد در دمـاي         
ايـن  . كنـد مـي گراد رشـد     درجة سانتي  4 در    ولي يست،ن

استرين داراي توانايي توليد رنگدانه آبـي پايوسـيانين در          
زميني و هيدروليز نشاسته     محيط كينگ آ، لهانيدن سيب    

  و از نظر توليد لـوان، آزمـون اكـسيداز و آرژينـين          يستن
بر اين اسـاس    ). 1جدول شماره   ( است مثبت   ،دهيدرولاز

ــه     ــصات گون ــا مشخ ــترين ب ــن اس ــصوصيات اي  .Pخ

fluorescens مطابقت دارد  ( Fahy and Persley 1983, 

Schaad et al.  2001) .  
در شرايط   UTPF68خاصيت آنتاگونيستي استرين    

  آزمايشگاه
ي  جدايه باكتري جداساز   38در بررسي كشت متقابل اثر      

ــراه    ــه هم ــده ب ــسيون   12ش ــود در كلك ــاكتري موج  ب
آزمايشگاه كنترل بيولوژيك  گروه گياهپزشـكي دانـشگاه     

ــارچ  ــرار sclerotium. S تهــران روي ق  مــورد بررســي ق
هـاي ديگـر بـا     در بـين جدايـه  UTPF68 جدايـه  . گرفت

 و بــا يمتــر  ميلــي10داشــتن ميــزان هالــه بازدارنــدگي 
هتـرين جدايـه از ايـن    عنـوان ب  به Aبندي در سطح     درجه

 .نظر انتخاب شد

ــارگر   ــل بيم ــده   R. solani در مقاب ــه بازدارن  54/1هال
ايـن  . بـود مناسـبي  مقـدار   متر را ايجـاد كـرد كـه         سانتي

 قـادر بـه توليـد    F. oxysporumاسترين در مقابل قـارچ  
  .اي نبود هيچ هاله بازدارنده

  
  P. fluorescens UTPF68  سترين خصوصيات فيزيولوژيكي و بيوشيميايي ا-1جدول شماره 

  خصوصيت                                                                                                     واكنش استرين
  + Levan formation  توليد لوان
  اكسيداز

  استفاده از مواد قندي
Oxidase  +  

  + L-arabinose  آرابينوز-ال
  + D-galactose  زدي گالاكتو
  + Sorbitol  سوربيتول

  + M-inositol  اينوزيتول-ام
  + Sucrose  سوكروز
  + β -alanin  بتا آلانين

  + Sodium tartarat  تارتارات سديم

  + Nitrate reduction  احياي نيترات
  - Pectolytic activity  لهانيدن سيب زميني
  + Arginine dehydrolase  آرژينين دهيدرولاز

  + °Growth at 4 c   درجه4رشد در 
  - °Growth at 41 c   درجه41رشد در 

  + Gelatine hydrolysis  هيدروليز ژلاتين

  - Starch  hydrolysis  هيدروليز نشاسته
  

 
ثير ترشــحات مــايع خــارج ســلولي در أدر بررســي تــ

ــد   ــوگيري از رش ــه   sclerotiorum. Sجل ــد ك ــده ش  دي
ــلولي در   ــارج س ــايع خ ــد ترشــحات م ــوگيري از رش جل

در سطح احتمال يك درصد      sclerotiorum. Sميسيليوم  
    . داري دارد   درصد تفـاوت معنـي     25 و   15هاي   در غلظت 
ــا   UTPF68اســترين  ــاثير 2/62ب ــدگي ت  درصــد بازدارن
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در  .چشمگيري در جلوگيري از رشد ميسليوم نـشان داد        
ــاكتري      ــارچي ب ــد ق ــرار ض ــات ف ــاثير تركيب ــي ت بررس

ــسليومآنتاگونيـــست ــوگيري از رشـــد ميـ  .S  در جلـ

sclerotiorumاســترين ،  UTPF68 درصــد 44/74 بــا 
ــاثير خــوبي روي ايــن بيمــارگر گذاشــت  ــدگي ت . بازدارن

زني اسـكلروت قـارچ    روي ميزان جوانهUTPF68  استرين
sclerotium. S ايـن آزمـايش مـشخص       گذار بود، در    تاثير

ــه  ــن اســترين ب ــه اي ــه شــد ك ــل از جوان ــور كام ــي  ط زن
. كنـد  جلوگيري مي  sclerotiorum. Sهاي قارچ    اسكلروت

در  sclerotium. S زني آسكوسپورهاي قـارچ    ميزان جوانه 
مشخص كرد كه ايـن اسـترين        UTPF68حضور استرين   

زنـي آسكوسـپورها     طور كامـل از جوانـه     باكتري تقريبا به  
 5/8 سـاعت تنهـا   24طوري كه بعد از  جلوگيري كرد به

 توانستند در حـضور ايـن بـاكتري         درصد از آسكوسپورها  
  .رشد كنند

در شرايط   UTPF68خاصيت آنتاگونيستي استرين    
  گلخانه

هــاي آنتاگونيــست روي   در بررســي اثــر بــاكتري  
sclerotium. S        8در برگ گياه كلزا، توانايي آنتاگونيستي 

منظور انتخاب جدايه با اثر بازدارندگي بيشتر در        جدايه به 
 مـورد  sclerotium. S ابـل قـارچ   اي در مق شرايط گلخانه

در ايـن آزمـايش      UTPF68جدايـه   .  قـرار گرفـت    بررسي
درصــد . بيــشترين اثــر بازدارنــدگي را از خــود نــشان داد

 .  درصد بود88/73 و حدود زياد ،بازدارندگي اين جدايه

ــاكتري      ــن ب ــاربرد اي ــان ك ــرين زم ــي بهت در بررس
ر  د sclerotium. Sآنتاگونيست جهت كنتـرل بيولوژيـك       

گلخانه نشان داده شـد كـه اسـتفاده از ايـن اسـترين در               
ــا      ــان ب ــاكتري همزم ــسيون ب ــه سوسپان ــايي ك تيماره

 ،ها اضافه شـده بـود      آسكوسپور و يا قبل از آن به گلبرگ       
 .استميزان بيماري در كمترين مقدار خود 

موجب كاهش شـدت بيمـاري در        UTPF68استرين  
ه رشـد در   پـس از يـك هفت ـ  R. solaniلوبياي آلوده بـه  

ها در گلخانه از     غربال نهايي باكتري  . خاك طبيعي گرديد  
هاي آنتاگونيست و قارچ بيمـارگر بـه         طريق تلقيح جدايه  

ــزا  )  sclerotium. Sمحــل ورود آسكوســپور (گلبــرگ كل
انجام گرفت كه نتايج نشان داد كه باكتري آنتاگونيـست          

UTPF68           توانايي بسيار خوبي در كنتـرل ايـن بيمـارگر 
  .دارد

  هاي ميكروبي توليد متابوليت
در ارزيابي توليد سيدروفور، ميزان توليـد سـيدروفور         

-هنتايج ب . گيري شد  صورت اختصاصي اندازه  پايووردين به 
 400آمده از ميزان جذب مايع رويي در طول مـوج     دست

وردين خـالص بـه     نانومتر با استفاده از ضريب مولي پـايو       
شـده بـراي    قرائـت عدد  . ميكرومول پايووردين تبديل شد   

ميزان توليد سالسيليك اسـيد     . است 072/1اين استرين   
  .  تعيين شد ميلي گرم در ليتر 089/0توسط باكتري 

وسـيله  به نتايج حاصل از تعيين ميزان توليد اكسين        
و تعيين همبستگي آن با افزايش رشد        UTPF68استرين  

 نشان داد كه ميزان توليد اكـسين بـا طـول سـاقه،               گياه
. ريشه و وزن تر گياهچه داراي همبـستگي مثبـت اسـت           

بـا توليـد     UTPF68 اين بررسي نـشان داد كـه اسـترين        
عنـوان يكـي   تواند به گرم در ليتر اكسين مي      ميلي 153/0

هاي برتر از نظر توليد اكـسين در نظـر گرفتـه             از استرين 
نـشان  ) HCN(  سيانيد هيـدروژن   نتايج تست توليد   .شود

ــيانيد    ــد س ــشترين تولي ــترين داراي بي ــن اس ــه اي داد ك
هـاي ديگـري كـه مـورد         هيدروژن در مقايسه بـا ايزولـه      

  .بررسي قرار گرفتند، بود
ــي  ــد آنت ــي تولي ــك  بررس ــترين  DAPGبيوتي در اس

UTPF68       محيط كشت و   (و تاثير برخي شرايط محيطي
بيوتيـك   وليـد آنتـي   در توليـد آن نـشان داد كـه ت         ) زمان

DAPG    ــي ــورت م ــترين ص ــن اس ــذيرد دراي ــد . پ تولي
 سـاعت   72 و 24بيوتيك در اين اسـترين در زمـان          آنتي

 96 ميكرومـول رسـيد و پـس از          31افزايش يافتـه و بـه       
ايـن اسـترين در     . ساعت كاهش توليـد مـشاهده گرديـد       

 ولي  يست،بيوتيك ن  قادر به توليد آنتي    KBمحيط كشت   
عنـوان  بـه  KBم گلوكز به محيط كشت       گر 10با افزودن   

در اين استرين مـشاهده      DAPGتنها منبع كربن، توليد     
  .دش

قــادر بــه توليــد     KBايــن اســترين در محــيط   
 توليـد ايـن   قـدار و ماست  )Plt(بيوتيك پايولوتورين  آنتي

 ساعت رشد به حداكثر خود يعنـي     96متابوليت در زمان    
  . سيدليتر محيط كشت ر  ميكرومول در ميلي65

ين گونه بـود    اهها ب  نتايج حاصل از بررسي توليد آنزيم     
 5با ايجـاد هالـه شـفاف بـه قطـر             UTPF68كه استرين   

سانتيمتر يكي از استرين هاي خوب از نظر قابليت توليد          
گيري قطر هالـه     نتايج حاصل از اندازه   . است آنزيم پروتئاز 
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 سـاعت از رشـد بـاكتري در محـيط           48پس از گذشـت     
 7/0 مقــداراي بــه  توليــد آمــيلاز قطــر هالــهاختــصاصي 

ايـن اسـترين قـادر بـه        . متر را براي آن نـشان داد      سانتي
 3و1 - هـاي كيتينـاز، سـلولاز و ليپـاز و بتـا            توليد آنزيم 

  .يستگلوكاناز ن-
  بحث

ــاكتري ــشه يكــي از   ب هــاي آنتاگونيــست محــيط ري
هـاي سـودمند مـسئول كنتـرل         هاي مهـم بـاكتري     گروه

منظـور  بـه ). Weller 1988( كزي هستندهاي خا بيمارگر
هـاي خـاكزي     يافتن عوامل بيوكنترل جديد عليـه قـارچ       

 UTPf68اسـترين     P. fluorescensباكتري آنتاگونيست
هاي مختلف مورد ارزيـابي      شناسايي و با استفاده از روش     

هـاي آنتاگونيـست     در بررسي تـاثير بـاكتري      .قرار گرفت 
ي قـــارچ زنـــي آسكوســـپورها  روي درصـــد جوانـــه 

sclerotiorum. S  ــترين ــاهش   UTPF68اسـ ــبب كـ سـ
- استرين مذكور تقريبا بـه  .زني آسكوسپورها گرديد   جوانه

زني آسكوسـپورها جلـوگيري      طور كامل توانست از جوانه    
كند كه نتايج حاصل از اين تحقيق بـا نتـايج سـاوچك و              

ــال   ــاران در سـ ــت دارد2002همكـ ــترين  . مطابقـ اسـ
UTPF68   ليد سيانيد هيدروژن و پروتئاز     داراي توانايي تو

ها  باشد و مقدار مناسب و قابل قبولي از اين متابوليت          مي
جهت  UTPF68در اين بررسي استرين     . كند را توليد مي  

اين جدايـه   . معرفي گرديد  sclerotiorum. Sكنترل قارچ   
زنـي   با توجه به اثـر بازدارنـدگي زيـادي كـه روي جوانـه             

باشـد و بـا       دارا مـي   sclerotiorum. Sهاي قارچ    اسكلروت
توجه به نقش مؤثر آن در كنتـرل شـدت بيمـاريزايي در             

عنوان عامل مؤثر در كنتـرل      تواند به  اندام هوايي كلزا، مي   
. بيمــاري پوســيدگي ســفيد ســاقه كلــزا معرفــي گــردد 

توانـد   مـي  T. virens و قارچ استرينهمچنين تلفيق اين 
 كلـزا كنتـرل     خوبي شدت بيماري را روي اندام هـوايي       به

خـوبي بـا بيمـارگر      توانـد بـه    اگرچه اين جدايه مي    .نمايد
ييد قدرت آنتاگونيستي اين عامل أ تبراي ولي ،مقابله كند

اي امـري ضـروري بـه نظـر          هـاي مزرعـه    انجام آزمـايش  
 سـاوچك در سـال      . كـه در دسـت انجـام اسـت         رسد مي

مـشخص   P. chlororaphisجدايه يك  در بررسي 2002
تواند سـبب    تنها در آزمايشگاه مي   ين جدايه نه  كردند كه ا  

 بلكه در دو سال متـوالي در مزرعـه          ،كنترل بيمارگر شود  
  . را كنترل كندsclerotiorum. Sتوانست قارچ 

ها، تاثير آنهـا در      يكي از اثرات قابل توجه ريزوباكتري     
هـاي افـزايش     در باكتري . استافزايش رشد گياه ميزبان     
افـزايش رشـد گيـاه بـه      PGPRدهنده رشد گيـاهي  يـا     

واسطه تثبيـت نيتـروژن، حـل كـردن فـسفات و توليـد              
ــر اكــسين و ســيتوكينين و   هورمــون ــاهي نظي هــاي گي
شـود   هاي گازي رشـد، نظيـر اتـيلن حاصـل مـي            محرك

)Vessey 2003 .(كاربرد استرينUTPF68 موجب كاهش 
 پس از يـك  R. solaniشدت بيماري در لوبياي آلوده به 

ميزان توليد تركيـب     . خاك طبيعي گرديد   هفته رشد در  
. اسبي بـود  ـاسيد در اين باكتري در حـد من ـ        ساليسيليك

وسـيله  بـه اسـيد توليدشـده       سالـسيليك  احتمال زيـاد،  به
 ايجـاد پديـده   در ريزوسـفر، در  P. fluorescens بـاكتري 
دخالـت  ) ISR) Induced Systemic Resistance مقاومت

  ).Maurhofer et  al. 1998(دارد 
 آنتاگونيستي  تواناند كه    مطالعات مختلف نشان داده   

هاي فلورسنت بر عليه بيمارگرهـاي خـاكزاد         سودوموناس
 ايـن   وسـيله بـه  توليدشـده    كننـده  تجزيـه هـاي    به آنـزيم  
ــاكتري ــت  ب ــوط اس ــا مرب  ,Meena et al. 2001( ه

Velazhahan et  al. 1999, Lim et al. 1991 .(  
 ــ  ــالگري اي ــه غرب ــين مرحل ــتريندر اول ــه ،ن اس  هال

 .S هـاي   بازدارنـدگي قابـل تـوجهي را در مقابـل قـارچ     

sclerotiorum  ،R. solani ترتيب روي گياهان كلـزا و  به
 ايجـاد . وجـود آورد بـه  F.  oxysporum و ي معموليلوبيا

 اين باكتري در مقابـل      وسيلهبههاله بازدارندگي مشخص    
هـاي   متابوليـت ها،  بيوتيك ها ناشي از توليد آنتي  اين قارچ 

هـاي   عنـوان مكانيـسم   كـه بـه   استسمي يا سيدروفورها    
 Swadling and Jeffries( آينـد  حساب ميبيوكنترلي به

تواننـد بـيش از      عوامل كنترل بيولوژيك كـه مـي      . )1996
ــك  ــارگري ــد بيم ــرل نماين ــژه ، را كنت ــت وي اي   از اهمي

در اين پژوهش مشخص شد كه اين باكتري        . برخوردارند
  .ددارندگي در مقابل چندين قارچ بيماريزا را داربازتوان 

 و قـــارچ UTPF68كـــشت متقابـــل تلفيـــق اســـترين 
 نـشان داد كـه بـا         sclerotiorum. Sآنتاگونيست با قارچ    

توجه به شكل كاربرد تلفيقـي تريكودرمـا بـا بـاكتري در             
 تريكودرمـا از نظـر ميـزان هالـه        يمقايسه با كاربرد تنهاي   

و  sclerotiorum. Sني قارچ   وردن كل كبازدارندگي، كلنيزه 
 بيمـارگر تفـاوتي وجـود       وسيلهبهكاهش توليد اسكلروت    

همچنين مشخص شد كه استرين باكتري و قـارچ         . ندارد
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 .ندرنتريكودرما هيچ گونه اثر بازدارندگي روي يكديگر ندا       
ــاكتري   ــاثير ترشــحات مــايع خــارج ســلولي ب بررســي ت

صـورت  هـايي و بـه    تنآنتاگونيست و قـارچ تريكودرمـا بـه       
نـشان داد   sclerotiorum.S  تلفيقي در جلوگيري از رشد

كه ميزان درصد كنترلي ترشـحات مـايع خـارج سـلولي            
 درصد به صورت تنهايي     25در غلظت    UTPF68استرين  

بيشتر از زماني بود كه در تلفيق بـا قـارچ           ) درصد 3/59(
Trichoderma virensدرصد7/37( كار برده شد به.(  

 ، پــارامتر تكنيــك غربــالگري يــك آنتاگونيــستدومــين
كـارايي  انتخاب عوامل بيوكنترل بـا      براي   يداشتن قابليت 

كه  چرا. باشد  پس از غربالگري آزمايشگاهي اوليه مي      زياد
كـردن  تجزيهكار همچنين نحوه فعاليت باكتري را در        اين

هـاي هيـدروليتيكي      توليد آنزيم  راهديواره سلولي قارچ از     
توانـايي ايـن بـاكتري آنتاگونيـست در         . ندك مشخص مي 

هـاي پروتئوليتيـك در ايـن پـژوهش          توليد برخي آنـزيم   
هـا نـشان     نتايج حاصل از توليـد متابوليـت      . دشمشخص  

هــاي  هــاي مختلــف ســودوموناس دهــد كــه اســترين مــي
فلورسنت مقادير مختلفي از تركيبـات ضـدقارچي توليـد          

مهمـي اسـت    هاي   پارازيتيسم يكي از مكانيسم   . كنند مي
ــودوموناس   ــط س ــك توس ــرل بيولوژي ــه در كنت ــاي  ك ه

كننـده  هاي مختلف تخريـب    آنزيم. فلورسنت دخالت دارد  
گلوكانـاز در ايـن     -3و1-ديواره سلولي مانند كيتيناز، بتـا     

  . ندهستمرحله از فعاليت باكتري دخالت دارند و مهم 
هاي   سودوموناس وسيلهبههمچنين پروتئاز توليدشده    

هـاي   شـدن آنـزيم    غيرفعال موجبن است   فلورسنت ممك 
ــسين  ــدرولاز و فيتوتوك ــده   هي ــاي توليدش ــهه ــيلهب  وس

 ـ ،هاي بيمارگر شـده    قارچ  كـاهش   سـبب  ،يـن ترتيـب   اه ب
 .F  قـارچ اين موضـوع در مـورد  . شود بيماريزايي آنها مي

oxysporum اسـترين   . اثبات رسيده است  بهUTPF68   بـا
هاي   از استرين   سانتيمتر يكي  5ايجاد هاله شفاف به قطر      

ايـن  . اسـت  خوب از نظـر قابليـت توليـد آنـزيم پروتئـاز           
نتـايج   .استاسترين همچنين قادر به توليد آنزيم آميلاز        

هـا در محـيط اختـصاصي        حاصل از سنجش ساير آنـزيم     
هـاي كيتينـاز،     اين استرين قادر به توليد آنزيم     . نشان داد 

  .گلوكاناز نيست- 3و1-سلولاز و ليپاز و بتا
 يهاي ريزوسفر اثر مثبت مستقيم     اري از باكتري   بسي

 سلامتي  مستقيمطور  بهتوانند   روي رشد گياه دارند و مي     
دهـد كـه     بررسي در منابع نشان مي    . كنندقويت  گياه را ت  

هـاي   توسـط بـاكتري   ) IAA(اسـيد    اسـتيك  توليد ايندول 
اي گياه    تشديد رشد و توسعه سيستم ريشه      موجبمفيد  

در اين ). Patten and Glick 2002( شوند ميزبان خود مي
ــژوهش اســترين  ــايي  UTPF68پ ــاديتوان ــد زي  در تولي

اين هورمـون در تـشديد توسـعه        . هورمون اكسين داشت  
 رشد و تقويت گياه نقش مهمي ايفـا         ،دنبال آن ريشه و به  

ــي ــد م ــه    . كن ــده اســت ك ــشخص ش ــن م ــر اي ــلاوه ب ع
سازي آهـن از طريـق سـيدروفورهاي ميكروبـي و       محلول

 افـزايش   سـبب  آنـزيم فـسفاتاز      وسيلهبهكردن فسفر   حل
 .Kloepper et al( شـوند  عملكرد محصولات زراعـي مـي  

ه در اين تحقيق نـشان داد       گرفتهاي انجام  بررسي). 1988
 خـوبي در    ظرفيـت كه ايـن بـاكتري آنتاگونيـست داراي         

باشد كه بر خصوصيت آنتاگونيـستي       توليد سيدروفور مي  
  .يزا اثر بسزايي داردهاي بيمار آن روي قارچ

 UTPF68د كـه اسـترين      ش ـدر اين تحقيق مشخص     
واسطه داشـتن خـصوصيات     شده از ريزوسفر برنج به     جدا

كننده رشد گياه ماننـد توليـد هورمـون اكـسين،            تحريك
اســـيد، ســـيدروفور، پروتئـــاز و نداشـــتن  ساليـــسيليك

ماننـد  ) Deleterious (آور و زيان  رسان خصوصيات آسيب 
عنوان يك عامـل بيـوكنترل      تواند به  تيناز مي سلولاز و پك  

همراه كاهش شيوع بيماري    مؤثر در تحريك رشد گياه به     
اي جهت بررسي كارايي  اما آزمايشات گلخانه .مطرح باشد

، فراينـد   تحقيقدر اين   . باكتري مورد استفاده قرار گرفت    
 .Pغربـالگري منجـر بـه انتخـاب بـاكتري آنتاگونيـست       

fluorescens ن  استريUTPf68  شد كه توانايي خوبي در
  .S. sclerotiorum، R  هاي بيمـاريزا ماننـد   كنترل قارچ

solani دارد.  
 سـال گذشـته در      سـي  عظيمي كه در     هايپيشرفت 

 وسـيله بههاي كنترل بيمارگرها     زمينه شناسايي مكانيسم  
 زيربنـايي   ،هاي فلورسنت حاصل شده اسـت     سودوموناس

هـاي    اين بـاكتري   وسيلهبهكي  براي آينده كنترل بيولوژي   
حال، اطلاعات زيـادي در     با اين . رود شمار مي فلورسنت به 

هاي اكولوژيكي كه در خـاك و محـيط          كنش هم زمينه بر 
هاي ضدميكروبي تاثير    ريشه رخ داده و بر توليد متابوليت      

هـاي   با اين دانش، استرين   . باشد  مورد نياز مي   ،گذارند مي
هـاي خـاص    ي استفاده در محـيط توانند برا  بيوكنترل مي 

.  با كارايي بهينه فراهم گـردد      ايمايهزادشناسايي شده و    
 را بـراي    نامك ـتـوان    تغيير محـيط ريزوسـفر نيـز مـي        با  
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هايي سـاخته شـوند      ها مناسب نمايد و يا استرين      استرين
 اثـر  ،بنـابراين  .هاي محيطي باشند كه مستقل از سيگنال

ور ــ ـمنظهــزارع ب ـدر م ه  ــي اين جداي  ــونيستــاگــآنت

ي كنترل بيولـوژيكي بايـد      ــاي عمل ــه ارـــه راه ك  ــارائ
  .مورد ارزيابي قرار گيرد
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ABSTRACT 

 
Fluorescent pseudomonads are important biocontrol agents showing capability 
to restrict or suppress phytopathogens, especially the fungal pathogens via 
production of some inhibitory metabolites and siderophores directly, and 
promote the plant growth through some different phytohormones. The objective 
of this research is to screen and introduce Pseudomonas fluorescens UTPF68 as 
a new biocontrol and plant growth promoting rhizobacterium that is isolated 
from the canola rhizosphere  in Dashte-Naz (Mazandran province). This strain 
was evaluated in biocontrol laboratory of Plant Protection Department at 
University of Tehran, for controlling of soilborne pathogens under in vitro and 
in vivo conditions. Production of siderophore, hydrogen cyanide (HCN), 
salicylic acid (SA), antibiotics diacetylphloroglucinol (DAPG) and pyoluteorin 
(Plt), and some lytic enzymes were determined. In greenhouse trials, biocontrol 
effects on Sclerotinia sclerotiorum (in canola), Rhizoctonia solani (in bean) and 
Fusarium oxysporum were studied. Also, bacterial biocontrol effects in 
combination with Trichoderma virens was evaluated. The results showed that 
the strain UTP68  is a promising candidate to be commercially applied in Iran. 
It is worth to be considered further for developing an efficient biopesticide. 
 
Keywords: Fluorescent pseudomonads, Biocontrol, Siderophore, HCN, Auxin,  
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