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 خلاصه
 

بسياري دركاهش  عامل مهم   يك  تريهاي آنتاگونيست  به عنوان      ك توسط ريزوبا  متابوليتهاي ضد ميكروبي  توليد  
ه بوسيله  ك ك يبات آنتي بيوتي  كتعدادي از تر  سيانيد هيدروژن ، پروتئاز، سيدروفور و       . از بيماريهاي ريشه مي باشد    

 دي استيل فلورو     -٢،٤ه  كاي فلورسنت توليد ميگردد از نظر ساختمان شيميايي شناسايي شده است             سودموناسه
   CHA0 و نيز استرين       Pf15, Pf16, Pf26, Pf27 جدايه هاي. از مهمترين آنها ميباشد     گلوسينول        

Pseudomonas fluorescens       جلوگيري از رشد  گونه          دررشد بهترين تأثير را P.ultimum ر شرايط  د
 ،  R. solaniدر مورد قارچ    .  هيچگونه تأثيري در كاهش رشد اين گونه نداشت        Pf6جدايه  . آزمايشگاهي داشتند 

.  بهترين تأثير را در جلوگيري از رشد قارچ داشتند           CHA0 و نيز استرين      Pf32 و   Pf16, Pf26جدايه هاي  
از بين ريزوباكتريهاي   . د قارچ نداشتند   هيچگونه تأثيري در كاهش رش     Pf24 و   Pf6, Pf10, Pf21جدايه هاي   

 و نيز   Pf32 و   Pf2  ،Pf9 Pf15, Pf16, Pf22, Pf26, Pf27, Pf31آنتاگونيست مورد استفاده  جدايه هاي         
 و  Pf2  Pf1, Pf6, Pf12, Pf15, Pf21 ، Pf27 جدايه شامل  ٨.  توليد سيانيد هيدروژن كردند    CHA0استرين  

Pf32     و نيز استرين CHA0  جدايه هاي   .اغلب جدايه ها توليد سيدروفور كردند        . تئاز كردند  توليد پروPf1, 
Pf16, Pf26, Pf27   و Pf32      و نيز استرين CHA0             با توجه به اندازه قطر هاله نارنجي رنگ اطراف كلني 

هيچيك از جدايه هاي مورد آزمايش نتوانستند درون لوله آزمايش            . باكتريها بيشترين توليد سيدروفور را داشتند      
 جدايه  توليد    ١٥تري مورد آزمايش ،     ك با ١٩از بين   . اوي محيط سلولاز باعث تغيير رنگ كاغذ صافي بشوند         ح

 جدايه  ٢ جدايه مقادير غير قابل تشخيص و         ٢ دي استيل فلوروسينول ،      كمقادير قابل اندازه گيري از آنتي بيوتي       
 ٤/١١ به ميزان    CHAO مربوط به استرين      كيبيشترين  توليد  آنتي بيوت      . ردندكنك  نيز اصلا توليد آنتي بيوتي     

 Pf 21 و    Pf 3م و جدايه هاي     ك  مقادير  بسيار      Pf 31  و    Pf 29جدايه هاي   . روگرم در ميلي ليتر بود      كمي
 .ردندك نكتوليد آنتي بيوتي

 
 سودوموناسهاي فلورسنت، ريزوباكتريها ، دي استيل فلوروگلوسينول ، سيدروفور: واژه هاي كليدي 

 
 همقدم

 با   كاغلب سودوموناسهاي فلورسنت جدا شده از خا             
جلوگيري از رشد عوامل بيماريزا در اثر توليد موادي نظيرآنتي            

، سيدروفور، سيانيد هيدروژن و پروتئاز و همچنين از             كبيوتي
طريق مستقيم با توليد هورمونهاي گياهي باعث افزايش رشد            

 ك به عنوان ي    يمتابوليتهاي ضد ميكروب  ). ٩،  ٤(ند  گياه مي شو 

علاوه . هش بسياري از بيماريهاي ريشه مي باشد      كاعامل مهم در    
نون تعدادي از    كتادروفور، سيانيد هيدروژن وپروتئاز،        يبر س 

تريهاي گروه سودموناسهاي   كه بوسيله با  ك كيبات آنتي بيوتي  كتر
فلورسنت توليد ميگردد از نظر ساختمان شيميايي شناسايي            

اتي از گروه فنازين ها، پيرول ها و         يبكه اغلب تر   كشده است    
ه حاوي  ازت     ك كتعدادي آنتي بيوتي  . مشتقات  اندول مي باشند   
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از  دي استيل فلورو گلوسينول        -٢،٤هكنيستند شناخته شده       
ضد باكتري، ضد    كآنتي بيوتي  اين    .)٨(مهمترين آنها ميباشد    

ياه سوزي  گي با خاصيت      گوارشويروسي و ضد كرمهاي دستگاه      
ان مناسب  ك بايد در زمان و م        اين مواد     توليد    .)٨ (باشد يم

  .نترل نمايدكصورت گيرد تا بيماري را بنحو موثري 
  كنترل دردي استيل فلورو گلوسينول       كآنتي بيوتي  نقش

 بيماري    عامل Gaeumannomyces graminisقارچهاي   
 بيماري   عامل Thielaviopsis bassicola گندم ،    پاخوره

عامل  Fusarium oxysporumاه ريشه توتون ،      پوسيدگي سي 
ي رو Pythium ultimum  گوجه فرنگي و     بيماري پژمردگي 

، ٧ ( اثبات شده است     روي پنبه       Rhizoconia solani  ، خيار
اربرد كبا توجه به نتايج متفاوت و متناقض                  ).١٦،   ١٥

تريها در شرايط مزرعه، تحقيقات وسيعي به منظور              كريزوبا
ي نشان  كبررسيهاي ژنتي . ضوع در حال انجام است    بررسي اين مو  

 بوسيله سودوموناسهاي فلورسنت    كه توليد آنتي بيوتي   كمي د هد  
ي از  يكه  ك سيستم دو جزئي پروتئيني است         كنترل ي كتحت  

آنها به عنوان گيرنده محيطي در شرايط خاصي باعث القاي               
وسفر باكتريهاي موجود در ناحيه ريز    .  مي شود كتوليد آنتي بيوتي 

از گروه سودوموناسهاي فلورسنت بطور مستقيم با توليد بعضي           
هاي رشد گياه، و نيز بصورت غير مستقيم از طريق           تنظيم كننده 

 يا القاي مقاومت در گياهان باعث       وكنترل بيولوژيكي بيمارگرها    
ه توسط  كمتابوليت هايي  ). ١٦(افزايش رشد آنها مي شوند          

يزوسفر توليد مي شود روي بيوسنتز     قارچ هاي ناحيه ر   تري ها و كبا
ه ك كاسيدفوزاري. دي استيل فلورو گلوسينول تاثير مي گذارد       

 ك توليد ميشود از توليد آنتي بيوتي      F.oxysporumتوسط قارچ   
 ممانعت   CHAOدي استيل فلوروگلوسينول در استرين             

 همبستگي زيادي با درجه           كغلظت اسيدفوزاري  . ندكمي 
  ).١٣(د  دارphlAبازدارندگي ژن 

، سيدروفورهاي نوع     )٤(توليد تركيبات آنتي بيوتيك          
از ) ٩(نزيم پروتئاز   آ  و    )١٦( سيانيد هيدروژن  ،     )١٤(سودوباكتين  

هاي موثر در كنترل بيولوژيكي عوامل              مهمترين مكانيسم  
بعلاوه تاثير  . رود بيماريزاي گياهي توسط اين باكتريها بشمار مي       

هاي مفيد خاك  و       ميكروارگانيسم مثبت اين باكتريها روي ساير    
 ميكوريزا و همچنين كمك به قدرت جذب مواد معدني                  

توسط گياه از ديگر مكانيسم هاي موثر       ) بخصوص فسفر و ازت   ( 

 در اين تحقيق جدايه هايي از      ).٩( باشند در افزايش رشد گياه مي    
م، كه در شرايط آزمايشگاهي قدرت       كسودوموناسهاي فلورسنت   

 Trow Pythium رشد   بازداري از  بي در متوسط تا خو   
ultimum  و  Kuehn solani   Rhizoctonia    داشتند از نظر

سيانيد هيدروژن ، سلولاز، پروتئاز ، سيدروفور با روشهاي          توليد  
 دي استيل فلوروگوسينول با        كاز نظر آنتي بيوتي     كيفي و    

 . بررسي ومقايسه شد ندHPLCاستفاده از روش 
 

 ها مواد و روش
باكتريهاي آنتاگونيست از ناحيه ريزوسفر و نگهداري        داسازيج

 آنها 
كيل و  براي جداسازي سودوموناسهاي  فلورسنت از روش           

 پس از ضد    لوبيا و گندم    بذور :   استفاده  شد    )١٩٩٦(همكاران  
.   گرم خاك كاشته  شد        ٤٠٠عفوني سطحي در گلدان حاوي       

ساعت تاريكي و    ٨پس از چهار هفته نگهداري در تناوب نوري          
، خاك به آرامي از روي ريشه         % ٧٠ ساعت نور و رطوبت        ١٦

ها درون يك ظرف حاوي آب استريل  روي          شسته و سپس ريشه   
 درصد تيمار     ٧٠ثانيه با اتانول     ٣٠شيكر قرار گرفت و بمدت        

به قطعات يك سانتيمتري بريده و روي محيط اس           ها  ريشه. شد
ها  تشتك پتري . ار گرفت قر  )KB(يا محيط كينگ ب       )S1(يك

 درجه سانتيگراد نگهداري شد تا      ٢٤  ساعت در    ٧٢ تا   ٤٨بمدت  
بنفش  ماوراءباكتريهايي كه زير نور     . هاي باكتري ظاهر شود    كلني

  آگار مغذي     نشان دادند به محيط      تاز خود خاصيت فلورسن    
NA  گرديدند منتقل. 

از )  SLS(سديم لائوريل ساركوسين      اس يك   در محيط   
د باكتريهاي گرم مثبت و تريمتوپريم از رشد سودوموناسهاي          رش

 ١/٠باكتريها در محلول     ). ٨ (كنند غير فلورسنت جلوگيري مي    
مولار سولفات منيزيم نگهداري و از آنها براي انجام آزمايشها              

 . استفاده شد تا يكنواختي در آنها رعايت شود
 CHAO استرين   Pseudomonas fluorescens تريكبا

راي مقايسه با سودوموناسهاي فلورسنت جداشده از مزارع لوبيا          ب
 .وگندم استفاده شد

 Pythium هايبررسي قدرت بازداري از رشد قارچ         

ultimum  و  Rhizoctonia solani     براي  -درون تشتك پتري
شرايط   بررسي قدرت جلوگيري از رشد قارچهاي  بيماريزا  در            
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: استفاده شد   )١٩٩٦( كيل و همكاران      آزمايشگاهي  از روش    
اي يا خطي روي محيط كشت مالت آگار          باكتريها بصورت نقطه  

 سانتي متراز لبه تشتك پتري  كشت داده شد و            ٥/٠به فاصله     
ي از محيط كشت حاوي قارچ مورد نظر در          ايك ساعت بعد قطعه   

" در اين روش باكتري را قبلا      . وسط تشتك پتري  قرار  گرفت       
مرحله رشد داده تا در     ١مايع مغذي  ساعت در محيط      ٨بمدت  

. براي هر باكتري سه تكرار بكار رفت      .  لگاريتمي قرار گيرد   رشد  
 درجه سانتيگراد   ٢٤ روز در دماي     ٧ تا   ٤ها بمدت    تشتك پتري 

وجود هاله  بازدارندگي بدون در نظر گرفتن           . نگهداري شدند 
شعاع آن به عنوان واكنش مثبت بازداري از رشد قارچ تلقي                 

 براي مقايسه قدرت بازدارندگي، فاصله كلني باكتري تا              .شد
-t  نها براساس آزمون     آگيري و ميانگين      ميسليوم قارچ اندازه  

student مقايسه شد% ٥ در سطح . 
بررسي توليد برخي متابوليتهاي ميكروبي مؤثر در خاصيت           

 آنتاگونيستي
 توليد سيدروفور 

ستفاده  ا  CAS٢براي بررسي توليد سيدروفور ازمحيط           
 :گرديد كه از تركيب سه محلول بدست مي آيد

 گرم پيرازين بيس اتان سولفونيك اسيد       ٢٤/٣٠:  محلول اول 
)PIPES (  ميلي ليتر آب مقطر مخلوط شد، اسيديته آن         ٥٠٠با 

 گرم از ماده      ٥ رسيد و سپس        ٨/٦با سود يك نرمال به          
 ١٢اضافه گرديد و به همراه       ) casaminoacids(كازآمينواسيد  

 . دقيقه سترون  شد١٥ درجه بمدت ١٢١گرم آگار در 
 ميلي ليتر آب    ٥٠ در   CAS ميلي گرم از     ٥/٦٠:  محلول دوم 

 ميلي ليتر از محلول سه ظرفيتي         ١٠مقطر حل شد و سپس        
.  به آن اضافه شد     (١mM FeCl3.6H2O, 10mM HCl(آهن  

 ميلي گرم از ماده هگزادسيل تري متيل         ٩/٧٢در ظرف ديگري    
 ميلي ليتر آب مقطر كاملا        ٤٠با  )  HDTMA(برومايد  آمونيوم  

مخلوط و سپس با اضافه كردن آن به ظرف اول محلول دوم                 
 دقيقه در   ١٥بدست آمد كه بطور جداگانه درون اتوكلاو بمدت          

 . درجه سانتيگراد سترون  شد١٢١
 ميلي  ٨١٣ را به ميزان      MgCl2.6H2Oماده  : محلول سوم 

. يخته و بعد از هم زدن اتوكلاو شد        ميلي ليتر آب ر    ١٠٠گرم در   

                                                                                    
1 . Nutrient broth 
2. Chrome Azurol (S) 

محلول دوم و سوم با يكديگر مخلوط و در حالت بهم خوردن به              
محيطي كه بدست مي آيد آبي رنگ        . محلول اول اضافه گرديد   

با استفاده  . است كه درون تشتك پتري هاي سترون  ريخته شد         
از يك لوپ باكتريها به صورت نقطه اي روي اين محيط كشت              

در .  درجه سانتيگراد نگهداري گرديد     ٢٥در دماي   داده شد و     
صورتيكه باكتري توليد سيدروفور كند باعث تغيير رنگ محيط           
به نارنجي مي شود كه در اثر خارج ساختن آهن از محيط                  

CAS  اندازه هاله ايجاد شده در اطراف كلني باكتري         .  مي باشد
مده ميانگين بدست آ  . با ميزان سيدروفور رابطه مستقيمي دارد      

-tبراي هر باكتري بعنوان يك تكرار با استفاده از آزمون                   
student    هر يك از مقادير بدست آمده،       .  با يكديگر مقايسه شد

 .ميانگين سه آزمايش مستقل است
 توليد پروتئاز

هاي  مكانيسماز  با توجه به نقش پروتئاز به عنوان يكي              
به  .سي شد  برر در آزمايشگاه اين آنزيم   توليد  كنترل بيولوژيكي،   

 گرم پودر   ١٥ شامل   SMA٣اين ترتيب كه ابتدا محيط كشت       
 گرم آگار خوني و     ٤ گرم عصاره مخمر،     ٥ گرم پودر شير،     ٥شير،  

.  گرم آگار باكتريولوژيك تهيه و درون اتوكلاو سترون  شد           ٥/١٣
 ٢٤ درجه بمدت     ٢٧ در   SMAتشتكهاي حاوي محيط كشت      

در اطراف كلني   تشكيل يك هاله بيرنگ      . ساعت نگهداري شد  
 .باكتري نشانه فعاليت پروتئاز است

 توليد سيانيد هيدروژن
كاستريك و  براي بررسي توليد سيانيد هيدروژن از روش           

ابتدا سوسپانسيون هر يك از      :  استفاده شد  )١٩٨٣(كاستريك  
 ساعته بطور جداگانه در يك ميلي ليتر آب         ٢٤باكتريها از كشت    

 ميكروليتر از هر جدايه روي       ١٠٠مقطر سترون  تهيه و بمقدار        
 قطعاتي از كاغذ صافي به ابعاد        .  پخش شد  NAمحيط كشت   

اين .  غوطه ور گرديد     HCNمتر در محلول معرف        سانتي ١×١
 ميلي گرم   ٥ ميلي ليتر اتيل استواستات مس،        ٥: محلول شامل 

ليتر كلروفرم    ميلي ٢ دي متيل آنيلين و      – ان   – ان   –متيل بيس 
طعات كاغذ صافي آغشته به معرف مذكور درون        آنگاه ق . باشد مي

درب تشتك تشتك پتري حاوي كشت باكتري آنتاگونيست قرار          
تغيير رنگ  .  درجه نگهداري شدند   ٢٨گرفت و بصورت وارونه در      

                                                                                    
3 . Skim Milk Agar 
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 ساعت نشانه توليد سيانيد     ٣-١٨كاغذ صافي به رنگ آبي پس از        
 .هيدروژن مي باشد

 توليد سلولاز
 گرم دي فسفات    ١ولاز شامل   محيط لازم براي آزمايش سل     

 ٥/٠ گرم سولفات منيزيوم،     ٥/٠ گرم نيترات سديم،     ٥/٠پتاسيم،  
 گرم سولفات آهن در يك ليتر آب           ٠١/٠گرم كلريد پتاسيم،     

 ميلي ليتر ريخته و در      ٩درون هر لوله آزمايش     . مقطر تهيه شد  
.  سانتيمتر گذاشته شد    ٩×١هر كدام يك كاغذ صافي به ابعاد          

سپس . مي از كاغذ بيرون از سطح مايع قرار گرفت        بنحوي كه ني  
اين مجموعه را سترون نموده و پس از سرد شدن آن يك ميلي              

 ٢٥ليتر از سوسپانسيون باكتري را وارد لوله كرده و در دماي               
 هفته پس از انجام آزمايش، هر روز           ٣تا  . درجه نگهداري شد  

قرار كاغذهاي صافي از نظر هرگونه تغيير رنگ مورد بررسي               
 مولار سولفات   ١/٠ ميلي ليتر محلول      ١در نمونه شاهد    . گرفت

 .منيزيم ريخته شد
  كاستخراج و تشخيص آنتي بيوتي

بيست و يك جدايه ازسود وموناسهاي فلورسنت از نظر توليد          
مورد ) ١٩٩٧(بونسال و همكاران     براساس روش     كآنتي بيوتي

يط مايع  روليتر مح كمي٤٠٠تري ها روي    كبا. بررسي قرارگرفت 
٢٥ساعت  در دماي      ٧٢شت داده شد و به مدت         كينگ ب   ك

رو ليتر   كمي٥/٤ردن    كدرجه سانتيگراد نگهداري شد با اضافه         
 رسانده شد و دوبار  با       ٢ محيط به    pH اسيد     كتري فلورواستي 

ه حاوي  كفاز آلي    .  ميلي ليتراتيل استات استخراج گرديد      كي
ميلي ليتر  ١٠٠ سپس.  مي باشد تبخير گرديد     كآنتي بيوتي 

 اسيد  كدرصد  تري فلورواستي   ١/٠ درصد حاوي    ٣٥استونيتريل  
رومترعبور كمي٢/٠عصاره بدست آمده از فيلترهاي        . اضافه شد 
   بوسيله دستگاه   كمي آنتي بيوتي   كاندازه گيري   . داده شد  
HPLC      6شيمادزو مدلA     ستون با ابعاد    .   انجام گرفت 

ه با روش   ك  Shim-Pak  GLC-ODSميليمتر از نوع     ٦×١٥٠
درجه سانتيگراد مورد  استفاده قرار        ٤٠وس در دماي     كفاز مع 
١/٠حاوي ) ٣٠:٧٠( شامل استونيتريل آب      كفاز متحر . گرفت

 ميلي ليتر در دقيقه    ك اسيد با سرعت ي    كدرصد تري فلورواستي  
.  نانومتر بود  ٢٧٠از نوع ماوراء  بنفش با طول موج           دياب  ر. بود

ر بود و براي  محاسبه مربوط به             روليتك مي ٥حجم تزريقي    
 مجهز به چاپگر    كروماتوپكننده سيستم    كنترل  كمنحني ها از    
 .استفاده گرديد

 نتايج 
جداسازي باكتريهاي آنتاگونيست از ناحيه ريزوسفر و              

هاي   قارچ قدرت بازداري از رشد      بررسي  نها  و     نگهداري آ 
 بيماريزا درون تشتك پتري 

شت مورد استفاده     كيطهاي  لني هاي رشد يافته روي مح      ك
ه از نظر ظاهري لعاب دار وبرجسته بودند و زير نور ماوراء بنفش            ك

از خود خاصيت فلورسنت نشان دادند دو بار خالص سازي و بر              
نشهاي  بيوشيميايي  افتراقي به عنوان سودموناسهاي         كاساس وا 

اطلاعات نشان داده نشده    (فلورسنت مورد شناسايي قرار گرفتند      
اثر آنتاگونيستي باكتريها از نظر ايجاد هاله بازدارندگي          ).  است  

در مقابل عوامل بيماريزا درون تشتك پتري مورد بررسي قرار             
 باكتريها از لحاظ قطر هاله بازدارندگي براساس آزمون           .گرفت

t-student     در چهار گروه آماري قرار گرفتند       ٠٥/٠در سطح  .
اند  ان نشان داده شده     با حروف يكس    ١اعدادي كه در جدول       

 15جدايه هاي  . هيچگونه اختلاف معني داري با يكديگر ندارند        
Pf 16 , Pf26, Pf       ،  27 Pf         و استرين  CHAO  

Pseudomonas fluorescens        بيشترين بازدارندگي را عليه
P. ultimum      شت  ك  روي محيطPDA    گروه  (  داشتندa . ( 

  3 نداشت و جدايه هاي     هيچگونه اثر بازدارند گي      Pf6جدايه  
Pf   ,  9  Pf 10, Pf , Pf 21    31و Pf     مي در  ك  اثر بسيار
 abبرخي از جدايه در گروه       ). cگروه  (اهش رشد قارچ داشتند     ك
 Pf1 ,شامل (bو بقيه در گروه       )  Pf32 و Pf30,Pf2 شامل(

Pf11 Pf29,Pf22,Pf12, (  قرار گرفتند) ١جدول             .(  
اهش رشد  كتريها در   كي بدست آمده براي اثر با      ميانگين ها

  درسه گروه آماري     PDAشت  ك   روي محيط       R.solaniقارچ  
 جدايه نيز قدرت بازداري از رشد قارچ        سه). ١جدول  (قرار گرفت   
جدايه هاي). Pf10,Pf6  , Pf21جدايه هاي    (.را نداشتند  

,Pf26,Pf16 Pf32    و استرين CHAO         بيشترين اثر را در 
جدايه هاي  . داشتند  R. solaniاز رشد قارچ           بازداري   

Pf30,Pf22,Pf12,Pf11,Pf2,Pf1وPf32       در گروه دوم   (bc) 
اهش كمترين اثر را در      ك  Pf31,Pf29,Pf9,Pf3و جدايه هاي   

 ). c گروه(رشد قارچ داشتند 
 توليد سيانيد هيدروژن 

از بين ريزوباكتريهاي آنتاگونيست مورد استفاده فقط              
 ,Pf2, Pf9, Pf15, Pf16, Pf18, Pf22, Pf26هاي   جدايه

Pf27, Pf31    و Pf32       و نيز استرين CHA0    توليد سيانيد 
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ها توليد اين      در ساير جدايه    ). ١جدول   (هيدروژن كردند     
 .متابوليت به اثبات نرسيد

 توليد پروتئاز
 Pf32 و   Pf1, Pf6, Pf12, Pf15, Pf21, Pf27جدايه هاي  
هاله ايجاد شده در    . از كردند  توليد پروتئ  CHA0و نيز استرين    

اطراف كلني باكتريها از نظر اندازه تقريبا  با يكديگر يكسان بودند           
 .ها توليد اين آنزيم به اثبات نرسيد در ساير جدايه). ١جدول (

 توليد سيدروفور 
هاي  ، جدايه CASاز نظر توليد سيدروفور روي محيط كشت        

Pf1, Pf16, Pf26, Pf27   و Pf32    ين   و نيز استرCHA0  با  
 

توجه به اندازه قطر هاله نارنجي رنگ اطراف كلني باكتريها                
 ,Pf3, Pf6هاي   جدايه. بيشترين توليد سيدروفور را داشتند      

Pf12, Pf15 Pf18, Pf19, Pf21, Pf22, Pf29, Pf31,   نيز 
 اصلا   توليد     Pf11جدايه      . بخوبي توليد سيدروفور نمودند      

 نيز مقدار   Pf30 و   Pf2, Pf9, Pf10هاي   جدايه. سيدروفور نكرد 
 ).١جدول (كمي توليد كردند 

 توليد سلولاز 
هاي مورد آزمايش نتوانستند درون لوله         هيچيك از جدايه   

آزمايش حاوي محيط سلولاز باعث تغيير رنگ كاغذ صافي               
 .لذا توليد آنزيم سلولاز با اين روش به اثبات نرسيد. بشوند

 
 Rhizoctonia solaniو Pythium ultimumانيسم هاي آنتاگونيستي در  بازداري ازرشد  قارچهاي كبررسي تعدادي از م  - ١ جدول 

كميزان آنتي بيوتي  سيانيد هيدروژن پروتئاز سيدروفور  ناحيه بازداري از رشد قارچ روي تشتك پتري
 )٦(R.solani )٦(P.ultimum )٤( )٣( )٢( )١( تيمارها

CHAO ٢/٣ + + +++ ٤/١١ a )٥(   ١/٤ a 
Pf 1 ٢/١ - + +++ ٩/٠ b  ٦/٢ bc 
Pf 2 ٤/٢ + - + ٢/٤ ab  ٧/٢ bc 
Pf 3 ٤/٠ - - ++ ٠ c  ٣/١ c 
Pf 6 ٠  ٠ - + ++ ٣/٢ 
Pf 9 ٥/٠ + - + ٧/١ c  ١/١ c 
Pf 10 ٩/٠ - - + ٣/١ c  ٠ 
Pf 11 ٢/١ - - - ٦/٠ b  ١/٢ bc 
Pf 12 ٢/١ - + ++ ٧/١ b  ٣/٢ bc 
Pf 15 ٨/٢ + + ++ ٥/٥ a  ٦/٣ b 
Pf 16 ٢/٣ + - +++ ٣/٨ a  ٢/٤ a 
Pf 21 ٨/٠ - + ++ ٠ c  ٠ 
Pf 22 ٣/١ + - ++ ٣/٥ b  ١/٢ bc 
Pf 26 ٢/٣ + - +++ ٨/٩ a  ٢/٤ a 
Pf 27 ٢/٣ + + +++ ٨/٧ a  ٦/٣ b 
Pf 29 ١/١ - - ++ بسيار جزئي b  ٥/١ c 
Pf 30 ٣/٢ - - + ٩/٢ ab  ٤/٢ bc 
Pf 31 ٥/٠ + - ++ بسيار جزئي c  ٢/١ c 
Pf 32 ٤/٢ + + +++ ٧/٣ ab  ٣/٤ a 

  .   ميزان آنتي بيوتيك بر حسب ميكروگرم در ميلي ليتر است -١
 ميباشد  نشانه توليد سيدروفور CASتري روي محيط ك  ايجاد هاله نارنجي اطرا ف با-٢
 . تعيين شدSMAفعاليت پروتئاز بر اساس بيرنگ نمودن محيط  -٣
 . توليد سيانيد براساس آبي رنگ شدن كاغذ آغشته به معرف تعيين شد -٤
 .ار استركهر عدد ميانگين سه ت.  اختلاف معني دار ندارندt-studentبر اساس آزمون % ٥  اعداد هر ستون كه با حروف يكسان نشان داده شده اند در سطح -٥
 نتيمتراتري بر حسب سك  فاصله بين ميسليوم قارچ و كلني با-٦



 ١٣٨٣، سال ٣، شماره ٣٥كشاورزي ايران، جلد مجله علوم  ٧٣٦
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  جدايه از سودوموناسهاي فلورسنت١٩ بررسي توليد آنتي بيوتيك دي استيل فلوروگلوسينول در -١شكل 
 

 ك استخراج و تشخيص آنتي بيوتي
تريهايي كه در آزمايشات قبلي اثرات كم،           كباريزوازبين   

  R. solani  و    P. ultimum  ر كنترل قارچهاي  متوسط و زياد د   
 جدايه انتخاب و از نظر توليد آنتي بيوتيك دي               ١٩داشتند  

 مورد بررسي قرار     HPLCاستيل فلوروسينول به وسيله روش        
  ٥٠٠  ppm  خالص كآنتي بيوتي ( استاندارد   منحني. گرفتند

 ٨/٤آزمايش در زمان     در شرايط مورد  ) حل شده در استونيتريل     
 توليد  كيقه مشخص گرديد و بر مبناي آن مقدار آنتي بيوتي         دق

شده توسط ريزوباكتريهاي مورد آزمايش بر حسب ميكروگرم در          
بيشترين توليد    . ميلي ليتر محيط كشت محاسبه گرديد           

 CHAO Pseudomonasآنتي بيوتيك مربوط به استرين        
fluorescens     روگرم در ميلي ليتر بود     ك مي ٤/١١به ميزان .

   مقادير بسيار كم و جدايه هاي         Pf 31  و     Pf 29يه هاي  جدا
Pf 3    و Pf 21    باكتري  ١٩از بين   .  توليد آنتي بيوتيك نكردند 

جدايه توليد مقادير قابل اندازه گيري از           ١٥مورد آزمايش،     
 جدايه مقادير غير قابل     ٢آنتي بيوتيك دي استيل فلوروسينول ،      

 ).١ل كش(ردند كبيوتيك ن جدايه نيزاصلا  توليد آنتي ٢تشخيص و
 

 بحث 
سودوموناسهاي  چند متابوليت ضدميكروبي بوسيله    يا يكدتولي

 فلورسنت و همچنين وجود همبستگي بين توليد هر يك از اين            
 

متابوليتها با جلوگيري از رشد عوامل بيماريزا در شرايط                  
آزمايشگاه  و گلخانه مزيت مهمي در انتخاب يك باكتري به                

نتاگونيست عليه عوامل بيماريزاي گياهي محسوب      عنوان عامل آ  
 .مي شود

محيطي  انتخابي و هم  افتراقي  براي            ”  اس يك ” محيط  
قدرت انتخابي  . )٥(شود   سودوموناسهاي فلورسنت محسوب مي    

 و  ١اين محيط بدليل وجود دو ماده سديم لائورويل ساكوزين            
 است كه اولي از رشد                   ٢آنتي بيوتيك تريمتوپريم      

هاي گرم مثبت و دومي از رشد سودوموناسهاي           ارگانيسمميكرو
همچنين اين دو ماده  داراي        . غيرفلورسنت جلوگيري مي كند    

اثر تشديد كننده  روي  يكديگر داشته  و حذف يكي باعث                   
 گولد  موضوع با نتايج كارهاي    اين. كاهش تأثير ديگري مي شود    

 .مطابقت دارد) ١٩٨٥(و همكاران 
ت لايه بازداري از رشد قارچهاي بيماريزا         مقايسه نتايج قدر  
ردند و يا مقادير    ك ن كه توليد آنتي بيوتي   كنشان داد جدايه هايي     

م توليد نمودند  قدرت چنداني در جلوگيري از رشد آنها           كخيلي  
 محاسبه ضرايب همبستگي  نشان      .درون تشتك پتري  نداشتند      

 هيدروژن و   داد كه بين توليد هر يك از مواد سيدروفور، سيانيد          
پروتئاز با قدرت جلوگيري از رشد عوامل بيمارگر مورد آزمايش            

                                                                                    
1 . Sodium Lauroyl Sarcosine = SLS 
2. Trimethoprim 
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 اين ريب براي توليد آنتي        .همبستگي معني داري وجود ندارد    
ضريب . بيوتيك دي استيل فلوروگلوسينول معني دار بود            

 در  P. ultimumاز رشد گونه     همبستگي بين قدرت جلوگيري     
بيوتيك دي استيل      شرايط آزمايشگاهي با توليد آنتي              

 ضريب همبستگي بين قدرت جلوگيري        و ٨٦/٠ فلوروگلوسينول
در شرايط آزمايشگاهي با توليد آنتي          R. solaniاز رشد قارچ    

اين .  تعيين گرديد  ٧٧/٠بيوتيك دي استيل فلوروگلوسينول         
اعداد نشان ميدهد كه بين توليد آنتي بيوتيك  و جلوگيري از               

 .زمايش رابطه مستقيمي وجود داردرشد بيمارگرهاي مورد آ
در مورد توليد سيانيد هيدروژن توسط ريزوباكتريهاي مورد         

 جدايه توانست توليد سيانيد     ١٠ جدايه تنها    ١٩استفاده، از بين    
هيدروژن نموده و كاغذ صافي آغشته به معرف را به رنگ آبي               

 درصد   ٤٠بر اساس يك كار تحقيقاتي، حداقل              . درآورد
 كه از ريزوسفر سيب زميني جداسازي شده             سودوموناسهاي

 بودند در شرايط آزمايشگاهي توليد سيانيد هيدروژن كردند             
)١٤.( 

به غير از  يك جدايه      .  جدايه نيز توليد آنزيم پروتئاز كردند      ٨
از سودوموناسهاي فلورسنت بقيه آنها بخوبي توليد سيدروفور            

زدارندگي  در شرايط آزمايشگاهي اثر با          Pf16جدايه  . كردند
بالايي داشته و همچنين از نظر توليد سيدروفور و سيانيد                 

. اين جدايه توليد پروتئاز نكرد      . هيدروژن در سطح بالايي بود      
 توليد پروتئاز  نكرد ولي توليد سيدروفور و سيانيد           Pf26جدايه  

با توجه به نتايج ضريب همبستگي توليد             . هيدروژن كرد  
 در شرايط   گلخانه اي به نظر         سيدروفور با قدرت كنترل بيماري    

بر . مي رسد كه همبستگي معني داري بين اين دو وجود ندارد            
اساس  نتايج يك كار تحقيقاتي، سيدروفور توليد شده توسط              

  در كنترل بيماريهاي         P. fluorescens CHA0استرين   
 پوسيدگي سياه ريشه توتون و پاخوره گندم اثر چنداني ندارد              

ج يك تحقيق نشان داد  كه توليد سيدروفور          همچنين نتاي ). ٩(
  نقش چنداني در      WCS417استرين   P. putidaتوسط گونه   

كنترل  بيماري پژمردگي فوزاريومي ميخك در شرايط گلخانه            
موتانهايي كه توليد سيدرفور نميكردند نيز تاثير خوبي         . نداشت  

چه كلنيزاسيون ريشه بخوبي       در كنترل بيماري داشتند اگر      
 و  Pf15, Pf27, Pf27, Pf32هاي   جدايه. )١٦ ( نگرفت صورت

 توليد هر سه ماده سيدرفور، پروتئاز و سيانيد           CHA0استرين  

جمعيت بومي سودوموناسهاي فلورسنت مولد      . هيدروژن كردند 
هاي بازدارنده وجود    كه در خا   ك فلوروگلوسينول    كآنتي بيوتي 

 ).١٠(شدي ميباكنترل بيولوژيكدارند منبع بسيار مهمي براي 
ه براي استخراج و خالص      كدر مقايسه با روشهاي مختلفي       

 هاي فلوروگلوسينول وجود دارد روش         كسازي  آنتي بيوتي     
. آسان تر و مناسب تر بنظر ميرسد        )  ١٩٩٧(بونسال و همكاران    

  ).١٢(درصد ميباشد ٩٠ارآيي استخراج در اين روش ك
هاي در تحقيق ديگري، بيست و دو جدايه از سودوموناس             

ه از مناطق مختلف جهان جمع آوري شده بود روي           كفلورسنت  
اين تعداد   از.  مورد بررسي قرار گرفت    Pythium ultimumقارچ

هشت استرين توليد فلورو گلوسينول و پايولوتئورين  و هفت              
ردند و هشت استرين     كاسترين فقط توليد  فلورو گلوسينول          
مقايسه اين  . دندركنك  باقيمانده توليد هيچگونه آنتي بيوتي       

  ريبوزومي نيز نتايج قبلي را تاييد        DNAاسترينها از نظرتجزيه      
  Pythium ultimumاغلب اين استرينها از رشد قارچ             . نمود

ه توليد فلورو گلوسينول بيشتري     كاسترينهايي  . ردند  كممانعت  
ردند مجموعه بهتري از نظر حفاظت خيار در مقابل بيماري             ك

ه هيچگونه   كاين محققين دريافتند       ). ١٥(يل دادند     كتش
همبستگي معني داري بين حفاظت در شرايط آزمايشگاهي و            

همبستگي معني داري بين مقدار      . شرايط گلخانه وجود نداشت   
 دي استيل فلور و گلو سينول در آزمايشگاه و               كآنتي بيوتي 

حفاظت گوجه فرنگي در مقابل پوسيدگي ريشه و طوقه ناشي از            
م وجود داشت ولي در مورد قارچ پيتيوم اين رابطه           قارچ فوزاريو 
 .وجود نداشت

ه آگاهي از ترشحات و تراوشات       ك اين نتايج نشان مي دهند     
سطح ريشه گياهان مي تواند در توسعه سيستم هاي مديريت             

ننده اي كبيماريهاي ريشه گياهان نقش بسيار مهم و تعيين              
 ). ١٨، ٦(داشته باشد

 
 سپاسگزاري

با استفاده از اعتبارات قطب علمي گياهپزشكي        اين تحقيق   
 از خانم دكتر  . دانشكده كشاورزي دانشگاه تهران انجام شده است      

  P. fluorescensبخاطر ارسال استرين    سوئيس كشور از دفاگو
CHAO       خالص شده دي استيل          كو نمونه آنتي بيوتي 

  صميمانه قدرداني فلوروگوسينول و رهنمودهاي ارزنده  ايشان         
 .شود مي
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SUMMARY 
 
Antimicrobial metabolites produced by antagonistic rhizobacteria are considered an 

important factor in reducing most root diseases. Hydrogen cyanide, protease,siderophore 
and some antibiotic compounds produced by fluorescent pseudomonads have been 
identified and structurally characterized among which 2,4-diacetylphloroglucinol is the 
most important antibiotic. Isolates Pf27, Pf26, Pf16, Pf15 and CHA0 strain had the most 
in hibitory effect on Pythium ultimum in vitro. Pf6 isolate had no effect on this species. 
Strains Pf8, Pf15, Pf16, Pf26, Pf27 and CHA0 demonstrated the greatest inhibition on 
Rhizoctonia solani. A total of 11 isolates including Pf2, Pf9, Pf15, Pf16, Pf22, Pf26, 
Pf27, Pf28, Pf31, Pf32 and CHA0 produced hydrogen cyanide. Fourteen isolates 
including Pf1, Pf2, Pf6, Pf12, Pf15, Pf21, Pf27, Pf 32 and CHA0 produced protease. 
Most of the bacteria produced siderophore. Bacterial isolates that generated the gratest 
amounts of siderophore included Pf1, Pf16, Pf26, Pf27, Pf32 and CHA0. None of the 
bacterial isolates were able to produce cellulase, being evident from the fact that there 
was no change of color on filter paper in a tube containing cellulose. Neither Bacillus 
subtilis isolates nor those belonging to P. fluorescens, Pf11, Pf17, Pf20 and Pf23, 
produced any siderophore. Among 19 strains of bacteria tested, only 15 produced 
detectable levels of 2, 4-diacetylphloroglucinol. Strain CHA0 produced 11.4 mg/ml of 
the antibiotic, the highest level among P. fluorescent studied. Strains Pf29 and Pf31 
produced very low amounts of antibiotic and strains Pf3 and Pf21 produced none at all.  
The effects of growth condition were studied on four strains producing low, 
intermediate, and high levels of 2, 4-diacetylphloroglucinol. 
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