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  چكيده
صـورت مسـتقيم و يـا     تواننـد بـه   آيند كـه مـي   شمار مي هاي محرك رشد به هاي فلورسنت گروه مهمي از باكتري سودوموناس

هـدف از ايـن پـژوهش    . گيـاهي را محـدود و يـا سـركوب نماينـد      زاي عوامل بيماريا بهبود بخشيده و يا غيرمستقيم رشد گياهان ر

بـراي انجـام ايـن تحقيـق، طـي      . اي در ريزوسفر خيـار بـود  هاي فلورسنت آنتاگونيست مؤثر عليه بيماري لكه زاويه جدايه دستيابي به

 25ار در مناطق مختلف استان همدان جداسـازي شـد كـه در ايـن ميـان      باكتريايي از ريزوسفر خي ي جدايه 120، 1391-92 هاي سال

سپس، در شرايط آزمايشگاه، علاوه بر . تعلق داشت P. putidaو  Pseudomonas fluorescens ي لحاظ فنوتيپي به دو گونه جدايه به

، برخـي  )اي خيـار اري لكـه زاويـه  عامـل بيم ـ ( Pseudomonas syringae pv. lachrymansهـا در مقابـل   جدايـه  تأثيرآنتاگونيسـتي 

، BSU390 ،BSU630( ي هاي آزمايشگاهي، پنج جدايـه براساس بررسي. ها نيز بررسي شدكنندگي اين جدايهتحريك هاي ويژگي

BSU205 ،BSU161  وBSU391 ( اي هـاي بعـدي در شـرايط گلخانـه    متر، براي بررسـي ميلي هفتبا قطر هاله بازدارندگي بيشتر از

همچنين در اين ارزيابي، اثـر  . دشمتر مشخص ميلي 22تا  66/7قطر هاله بازدارندگي براي اين پنج جدايه از  ي محدوده. انتخاب شد

بيماري از طريق تعيين سطح زير منحني پيشرفت بيماري و افزايش بيوماس گياه خيار مـورد   ي هاي باكتريايي در كنترل توسعهجدايه

كـارايي بيـوكنترلي بـالايي     BSU630و  BSU390 ،BSU205هـاي  اي نشان داد كه جدايـه لخانهنتايج بررسي گ. بررسي قرار گرفت

باعـث افـزايش ارتفـاع گيـاه و وزن      % 5تنهايي در مقايسه با گياه شاهد، در سطح احتمال ها بهاي اين جدايهدر شرايط گلخانه. دارند

اي خيـار و افـزايش رشـد    در كنترل بيمـاري لكـه زاويـه    BSU630و  BSU390 ،BSU205هاي رو، جدايه ينازا. خشك گياه شدند

هـا در   جدايـه  هاي محرك رشد يا در مديريت تلفيقي بيماري پتانسيل استفاده را دارند و لازم است كارايي اينعنوان ريزوباكتري به

  .بررسي قرارگيرد شرايط مختلف مزرعه نيز مورد

  لوژيك، خيار، ريزوباكترياي خيار، كنترل بيولكه زاويه :كليدي هاي واژه

  

  مقدمه

 دسترسـي  عدم و غذايي مواد كمبود بر افزون امروزه،

 در جيره نياز مورد كالري حداقل به جهان جمعيت از بخشي

 زائـد  شيميايي مواد به مردم عامه روزانه غذاي اگر متعارف،

 كـه  گفـت  تـوان  مي روشني باشد، به آلوده  آب و خاك در

 قرارگرفتـه  جـدي  هـاي ض آسـيب معـر  در هـا  انسان سلامت

 در شـيميايي سـموم   هـاي باقيمانـده  وجـود  باتوجـه بـه  . است

 هـاي آسـيب  بـروز  آن، دنبـال  بـه  و كشاورزي هاي فرآورده

هـا،  فـرآورده  آن كننـدگان مصـرف  تندرسـتي  در فراگيـر 

جايگزيني سموم و كودهاي شيميايي با موادي كه بتوانند در 

ده قـرار گيرنـد، بـدون    عمليات كشاورزي پايدار مورد اسـتفا 

زيست را تحت تأثير قرار دهند، ضروري به نظر كه محيطاين

ــناز. )Prabhat et al., 2013(رســد مــي ، اســتفاده از رواي

تواند مي و عوامل بيوكنترل هاي محرك رشد گياهانباكتري

 كنتـرل بيمـاري در  توجهي براي افزايش رشـد و  پتانسيل قابل

هـايي  اساس، آن دسـته از بـاكتري    ينا بر .داشته باشدگياهان 

-كنندهطرف از طرق مختلف از قبيل توليد تنظيم يك كه از

هاي رشـد، حـل فسـفات، افـزايش قابليـت جـذب برخـي از        
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موجـب افـزايش رشـد گيـاه شـوند و از       ها و غيره،ريزمغذي

زمان بتوانند بيش از يك بيماري را در يك  طور هم طرفي، به

هاي كنترل بيولوژيـك  ايند، در برنامهميزبان گياهي كنترل نم

 ,.Prabhat et al)  از اهميــت بيشــتري برخــوردار هســتند

2013).  

ــرل   ــم و اساســي در كنت   از طــرف ديگــر، موضــوع مه

بيولوژيك، قدرت اسـتقرار و كلنيزاسـيون عوامـل بيـوكنترل     

كــه اغلــب محققــين، كلنيزاســيون را يكــي از چــرا. باشــدمــي

انـد و حتـي از ديـدگاه    ب كـرده فرآيندهاي بيوكنترل محسو

برخـــي ديگـــر، كلنيزاســـيون شـــرط لازم و اساســـي بـــراي 

 عبــارت بــه. (Beneduzi et al., 2012)اســت  وژيــكبيول

بتواند خصوصـيات   وژيككه يك عامل بيول ديگر، براي اين

ــه        ــادر ب ــتي ق ــا بايس ــد، حتم ــروز ده ــود را ب ــوكنترلي خ بي

يـك فـراوان،   بيوتاگر يـك بـاكتري، آنتـي   . كلنيزاسيون باشد

توليـد  ... هاي رشدي مناسـب و   كننده  سيدروفور زياد، تنظيم

تواند جـزو  كند اما نتواند كلنيزاسيون موفقي انجام دهد، نمي

  .(Glick, 2012) تلقي شود وژيكعوامل بيول

هاي كشـاورزي توسـط عوامـل    رشد گياهان در خاك

  تعبـار بـه . گيـرد زنده زيادي تحت تأثير قرار مـي زنده و غير

باشند كه رشد جامعه هايي وسيعي ميديگر، گياهان زيستگاه

هـا شـامل گياهـاني    اين زيسـتگاه . كنندميكروبي را فراهم مي

لحاظ رطوبت و مواد غذايي غنـي بـوده و بـراي    هستند كه به

هـايي از  بـرعكس، بخـش  . دنباش ـآل مـي ها ايدهرشد باكتري

ــوده و هميش ــ ــر ب ه در معــرض گياهــان از لحــاظ مــواد غــذايي فقي

ــراي هــاي محيطــي قــرار گرفتــه و زيســتگاه  تــنش هــاي مناســبي ب

  .(Bhattacharjee & Jha, 2012)  آيند شمار نمي ها به باكتري

براســاس برآوردهــاي انجــام شــده جمعيــت ميكروبــي 

هـاي  ر بيشتر از ساير بخـش ببرا 1000تا  10ريزوسفر  ي منطقه

هـاي  ناسدر اين ميان، سودومو. (Glick, 2012) خاك است

. باشـند هـا در ريزوسـفر مـي   ترين بـاكتري فلورسنت از فراوان

طور مداوم در حال تغيير ريزوسفر محيطي ديناميك بوده و به

ــه ســودوموناس. اســت ــاي فلورســنت ب ــل برخــورداريه   دلي

ــتم ــيم  از سيسـ ــدد تنظـ ــف و متعـ ــاي مختلـ ــدههـ ــايكننـ   هـ

ــخ ــه  ژنتيكــي پاس ــبي ب ــاي مناس ــي  ه ــرايط محيط ــرات ش   تغيي

ــه ــبـ ــي خصـ ــان مـ ــه ازت نشـ ــربن بـ ــبت كـ ــدوص نسـ   دهنـ

(Haas & Defago, 2005).  

 همـان  ،رشـد گيـاه   محـرك  ريزوسـفري  هـاي باكتري

 از تواننـد مـي  كـه  خاك هستند مفيد و آزادزي هايباكتري

شـوند   گيـاه  رشـد  باعث افزايش مختلف هايمكانسيم طريق

(Saharan & Nehra, 2011) .ــن ــاكتري اي ــا ازب ــه ه جمل

 يـا  و غيرمستقيم طوربه توانندفلورسنت مي هايسودوموناس

 غيرمستقيم هايمكانيسم. دهند افزايش گياه را رشد مستقيم،

 پـاتوژن،  هـاي بـاكتري  ضـد  هـاي بيوتيـك توليد آنتـي  شامل

 از آهن به گياهي هايپاتوژن دسترسي از يا ممانعت كاهش

 ترشـح  و توليـد  ريزوسـفر،  در سـيدروفورها  طريـق توليـد  

بـا   رقابـت  و هـا قـارچ  سـلولي  ديـواره  زكننـده لي هـاي  آنـزيم 

 ريشه گياهـان  كلونيزه كردن براي مضر هايميكروارگانيسم

 قابـل  افـزايش فسـفر   شـامل  مسـتقيم  هـاي مكانسـيم . باشندمي

 جملـه از هاي گياهيهورمون توليد نيتروژن، تثبيت دسترس،

 افـزايش  نتيجـه، در و هـا جيبـرلين  هـا، سـيتوكينين  هـا، اكسين

 عناصـر  شـوري، خشـكي،   ماننـد  هـايي تـنش  بـه  اهگي تحمل

.  (Glick, 2012)اسـت  گيـاه  در هـا كـش آفـت  و سـنگين 

 آلـي  اسـيدهاي  توليـد  بـا  تواننـد ها ميريزوباكتري همچنين،

 معـدني  عناصر و شوند هاكاني ها وسنگ هواديدگي باعث

ــان موردنيـــاز ــهاز گياهـ   منگنـــز آهـــن، روي، جملـ

  دهنــد قـرار  هــاآن اراختيــ در و كننـد  آزاد را غيــره و

(Illmer et al., 1995; Ahemad & Khan, 2012).  

هــاي گيــاهي، گرزي بــودن اكثــر بيماردليــل خــاكبــه

گزينه مناسـب و مهـم در كنتـرل     هاي فلورسنتسودوموناس

ايـن موضـوع در   . آينـد شمار مـي ها بهبيولوژيك اين بيماري

در . مورد ريزوسفر خيار كمتر مورد بررسي قرار گرفته اسـت 

هـاي هـوايي   هاي اندوفيت ريشـه و انـدام  يك مطالعه باكتري

هـاي  خيار مـورد بررسـي قـرار گرفـت كـه طـي آن بـاكتري       

اما در خصوص اين كـه آيـا   . اندوفيت متعددي معرفي شدند

ت تحريك رشـد خيـار را دارنـد    يهاي جدا شده قابلاندوفيت

 (McInroy & Kloepper, 1995)اي انجام نشد يا نه، مطالعه

در بررســــي ديگــــري، ملكــــي و همكــــاران اســــترين     

Pseudomonas fluorescens strain CV6   را از ريزوسـفر

زاي گيـاهي  عامـل بيمـاري   11خيار استخراج كردند كـه بـه   
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ــل تـــــوجهي نشـــــان داد     ــرات آنتاگونيســـــتي قابـــ   اثـــ

)Maleki et al., 2010.(  

در توليــدات  هــاي فلورســنتاســتفاده از ســودوموناس

هـا   گي به دانش و آگاهي ما از روابط بين آنكشاورزي، بست

ــايي مــا در حفــظ، تكثيــر و تغييــر  و گياهــان و همچنــين ت وان

  اي دارد هـــاي مفيــد در شــرايط مزرعـــه   جمعيــت بــاكتري  

(Hallmann et al., 1997) .  ــر واضــح اســت كــه بيشــتر پ

ــودوموناس ــي آن س ــنت، حت ــاي فلورس ــش  ه ــه بخ ــايي ك ه

دهنــد، ا تشــكيل مــيميكروبــي گيـاه ر  ي كـوچكي از جامعــه 

تواننـــد عملكردهـــايي داشـــته باشـــند كـــه بـــه لحـــاظ  مـــي

  .محيطي و كشاورزي حائز اهميت باشد زيست

باتوجه به سطح زير كشت قابـل تـوج خيـار در اسـتان     

هــاي همــدان و همچنــين نظــر بــه اهميــت شناســايي بــاكتري 

ــه ــرل بيمــاري آنتاگونيســت و ب هــاي كــارگيري آنهــا در كنت

هــدف جداســازي و شناســايي ه حاضــر بــاباكتريــايي، مطالعــ

ــار و   ســودوموناس ــا ريزوســفر خي ــرتبط ب ــاي فلورســنت م ه

منظور كنترل بيماري لكه ها بهارزيابي اثرات آنتاگونيستي آن

  .اي انجام شده استاي خيار در شرايط گلخانهزاويه

  

  ها مواد و روش

  هابرداري، جداسازي و شناسايي جدايهنمونه

ــه ــتخراج  ب ــور اس ــاكتري  منظ ــازي ريزوب ــاي و جداس ه

آمــده از مــزارع و عمــلمحــرك رشــد، طــي بازديــدهاي بــه

هـاي  هاي زيـر كشـت خيـار در اسـتان همـدان، بوتـه      گلخانه

همراه ريشه و خاك اطـراف  شاداب و داراي رشد مطلوب به

هـاي بعـدي و اسـتخراج    بـرداري و بـراي بررسـي   ريشه نمونه

ــاكتري ــد  ريزوب ــل ش ــگاه منتق ــه آزمايش ــا ب ــترين. ه ــااس ي ه

هاي كشـت  باكتريايي با استفاده از روش سري رقت و محيط

King’s B  و آگــار غــذايي)Nutrient Agar ( اســتخراج و

هــاي بــه ايــن منظــور، ابتــدا خــاك نمونــه. جداســازي شــدند

هـــاي خيـــار شـــده از منطقـــه ريزوســـفر بوتـــه يآور جمـــع

شده و سپس از نمونه خاك هـر بوتـه يـك گـرم      آوري جمع

ليتــر آب مقطــر ســترون حــل شــده و ميلــي 10ته و در برداشــ

ليتر يك ميلي. طور سريال تهيه شدها بههاي مختلف آنرقت

ــت  ــا اســتفاده از پيپ ــت ب ــر رق ــه درون  از ه پاســتور ســترون ب

هاي پتري محتوي محيط كشت آگار غذايي منتقـل و   تشتك

 25هاي كشت داده شده در دمـاي  تشتك. كشت داده شدند

. ساعت نگهـداري شـدند   24-48به مدت  وسسلسي ي درجه

هــا، براســاس رنــگ و شــكل پــس از رشــد مناســب بــاكتري

ــي   ــي از كلن ــه كلن ــاهري، س ــاب و در  ظ ــاوت انتخ ــاي متف ه

هاي پتري محتوي محيط كشت آگار غذايي منتقـل و   تشتك

هـاي فلورسـنت   جداسازي سـودوموناس . سازي شدندخالص

 انجـام شـد   King’s Bنيز با استفاده از محيط كشت افتراقـي  

(King et al., 1954) .هـاي  هاي بعـدي، جدايـه  براي بررسي

صورت سوسپانسيون در آب مقطـر سـترون و   انتخاب شده به

ترتيب در يخچـال و  مخلوط آب مقطر سترون و گليسرين به 

خصوصـــيات بيوشـــيميايي و  . فريـــزر نگهـــداري شـــدند  

ــتانداردمطـــابق روش هـــااســـترينفيزيولـــوژيكي    هـــاي اسـ

  بررســـي قـــرار گرفـــت    هـــا مـــورد  ناســـايي بـــاكتري  ش

(Klement et al., 1990; Schaad et al., 2001) .  همچنـين

ها براساس جفت آغـازگر طراحـي   شناسايي مولكولي جدايه

و  'PFSSF (5'-TTGATCCTGGCTCAGATT-3(شــده 
PFSSR (5'- AAAGTTCATTGGATGTCAA -3')  

  مـاري لكـه  باكتري عامـل بي . انجام شد 16S rDNAبراي ژن 

 .Pseudomonas syringae pv(اي خيـــار نيـــز  زاويـــه

lachrymans (   از آزمايشگاه باكتري شناسي دانشـگاه شـيراز

  .تهيه شد

  ارزيابي قابليت توليد متابوليت هاي ميكروبي

تـر قابليـت تحريـك رشـد خيـار      منظور بررسي دقيقبه

هاي هاي انتخاب شده، توليد برخي از متابوليتتوسط جدايه

ارزيابي  براي. بررسي قرار گرفتها موردميكروبي اين جدايه

بنـت و   روش از هـا توسـط جدايـه   اكسـين  هورمـون  توليـد 

ــرات    ــي تغييـ ــا كمـ ــاران بـ ــتفاده) 2000(همكـ ــد اسـ   شـ

(Bent et al., 2000) .سـاعت از   24 ترتيب كه پس از  اين به

 TSB (Tryptone Soybeanاز كشت باكتري محيط كشـت 

Broth)  درg10000 يـك  و شد دقيقه سانتريفوژ 15مدت  به 

 معـرف  از ليتـر ميلـي  چهـار  رويـي بـه   محلـول  از ليتـر ميلـي 

ــر ميلــــي 150( (Salkowski reagent)سالكوســــكي  ليتــ

ليتر آب مقطر و ميلي 250درصد،  98اسيدسولفوريك غليظ 

ــي 5/7 ــولار   ميل ــيم م ــن ن ــد آه ــر كلري FeCl3)ليت
.
6H2O) ( ،
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دقيقـه در دمـاي    20مـدت  مخلـوط حاصـل بـه   . مخلوط شـد 

آزمايشــــگاه نگهــــداري شــــد و ســــپس بــــا اســــتفاده از 

نـانومتر   535اسپكتروفتومتر، ميزان جذب نور در طـول مـوج   

مقدار توليد هورمون ايندول استيك اسيد توسـط  . قرائت شد

 IAAها از مقايسه جذب نور آن با منحنـي اسـتاندارد   استرين

  .محاسبه شد

هـاي  در انحـلال فسـفات  هـا  براي بررسي تـوان جدايـه  

 ,Pikovskaya)معدني نامحلول از محيط كشـت پيكوسـكايا  

هـاي مـورد نظـر در    بدين منظور بـاكتري . استفاده شد (1948

ــكايا   ــر ( (PVK)محــيط كشــت پيكوس ــامل عصــاره مخم   ش

، )گــرم 5(، فسـفات كلسـيم   )گــرم 10(، گلـوكز  )گـرم  5/0(

، )مگــر 2/0(، كلريــد پتاســيم )گــرم 5/0(ســولفات آمونيــوم 

، )گـرم  0001/0(، سولفات منگنز )گرم 1/0(سولفات منيزيم 

، )گـرم  2/0(، كلريـد سـديم   )گـرم  0001/0(سـولفات آهـن   

صــورت بــه) ليتــر آب مقطــرميلــي 1000و ) گــرم 15(آگــار 

روز در  3-7مـدت  به پتريهاي تشتك. اي كشت شدند نقطه

توانـايي حـل   . نگهـداري شـدند   سلسـيوس  ي درجه 30دماي 

گيري هاله روشـن در اطـراف   سط باكتري با اندازهفسفات تو

  . (Illmer et al., 1995) ها ارزيابي شدكلني باكتري

هـا در توليـد سـيانيد هيـدروژن از     تعيين توانايي جدايه

بورنر  و توسط آلستروم شدهلورك، اصلاح پيشنهادي روش

هـاي مـورد   ابتدا جدايه. استفاده شد با كمي تغييرات) 1989(

 48مـدت  شـده و بـه  كشـت  King’s Bمحيط كشـت  نظر در 

ــاي   ــاعت در دمـ ــه 28سـ ــيوسي  درجـ ــداري و  سلسـ نگهـ

سپس بـراي هـر جدايـه سـه     . ها تهيه شدسوسپانسيون باكتري

 5/0كـه داراي   King’s Bتشتك پتري حاوي محيط كشـت  

ميكروليتـر   200هـر پتـري بـا    . درصد گلايسين بود، تهيه شد

يك كاغـذ صـافي   . قيح شدسوسپانسيون باكتري مورد نظر تل

آغشته به محلول معرف شـامل كربنـات سـديم دو درصـد و     

درصد در قسـمت درب پتـري قـرار داده     5/0اسيد پيكريك 

ــه  . شــد ــز ب ــاكتري ني ــدون ب ــر   تشــتك ب ــوان شــاهد در نظ عن

هـاي فـرار و   براي جلـوگيري از خـروج متابوليـت   . شد گرفته

طور  افيلم بهتوسط نوار پار پتريهاي سيانيد هيدروژن، تشتك

صـورت وارونـه   بـه  پتـري هـاي  تشـتك . كامل مسدود شـدند 

در  سلسـيوس  ي درجـه  28سـاعت در دمـاي    48-72مدت  به

در صـورت توليـد سـيانيد    . درون انكوباتور نگهداري شـدند 

ها، كاغذ صافي آغشته به معـرف از  هيدروژن توسط باكتري

ره و اي تياي روشن، قهوهرنگ اوليه زرد به رنگ كرم، قهوه

بـر ايـن اسـاس توانـايي توليـد سـيانيد       . كنـد آجري تغيير مـي 

هاي مورد نظر در چهار سطح توليـد  هيدروژن توسط باكتري

اي قهـوه (، زياد )اي روشنقهوه(، كم )كرم رنگ(خيلي كم 

مورد ارزيـابي قرارگرفـت   ) آجري رنگ(و خيلي زياد ) تيره

(Alstrom & Burns, 1989).  

هـا از محـيط    د سيدروفور جدايهبراي بررسي توان تولي

كـه   CAS-Agar (Universal Chrome Azurol S) كشـت 

بـود، اسـتفاده    FeCl3.6H2Oحاوي يك درصد آهن از نـوع  

ليتر در ميلي 30به مقدار  CAS-Agarبدين منظور محيط . شد

هاي پتري سترون پخش و پس از بستن كامل محـيط،  تشتك

سـپس  . قسـيم شـد  با تيغ اسـتريل بـه چهـار قسـمت مسـاوي ت     

ميكروليتر در وسـط   10سوسپانسيون تازه هر جدايه به مقدار 

 PGPRاز جدايـه  . گذاري تلقيح شدهر قسمت با روش قطره

. عنوان شـاهد مثبـت در همـان محـيط كشـت اسـتفاده شـد       به

ــه مــدت  تشــتك ــري ب  28ســاعت در دمــاي  48-96هــاي پت

ور توانايي توليد سـيدروف . نگهداري شدند سلسيوس ي درجه

ــا       ــارنجي و ب ــه ن ــيط ب ــي مح ــه آب ــگ اولي ــر رن از روي تغيي

 شده، ارزيابي شـد رنگ تشكيلگيري قطر هاله نارنجي اندازه

(Alexander & Zuberer, 1991).  

ــه ــوم، از روش   ب ــد آموني ــايي تولي ــي توان ــور بررس منظ

 (Cappuccino & Sherman, 1992) كـاپوچينو و شـرمن   

هـاي آزمـايش حـاوي    لـه هـا در لو تمامي جدايـه . استفاده شد

مـدت  شـده و بـه  كشـت  (peptone water)محيط پپتون واتر 

نگهــداري  سلســيوس ي درجــه 36ســاعت در دمــاي  72-48

ليتر از معرف نسلر ميلي 5/0سپس در هر لوله آزمايش . شدند

(Nessler’s reagent) ــه شــد ــگ محــيط از  . ريخت ــر رن تغيي

بـاكتري مـورد    گر توليد آمونيوم توسـط  اي تا زرد نشان قهوه

  . نظر بود

  هاي آنزيميارزيابي فعاليت

هـا در توليـد پروتئـاز از    منظور تعيين توانـايي جدايـه  به

 با كمي تغييـرات ) 2006(روش پيشنهادي كريم و همكاران 

براي انجام اين آزمـون بـه محـيط كشـت آگـار      . استفاده شد
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هـا  گرم در ليتـر كـازئين اضـافه و بـاكتري     2/0غذايي مقدار 

ــه پــس از . اي در ايــن محــيط، كشــت شــدند صــورت لكــه ب

 24-48مـدت  بـه  ي سلسـيوس  درجـه  28نگهداري در دمـاي  

هاي پتري مقداري محلـول اسـيدي كلـرور    ساعت، به تشتك

ــوه اضــافه شــد ــي  . جي ــه روشــن در اطــراف كلن تشــكيل هال

ها دليل بر توليد پروتئـاز و هيـدروليز كـازئين توسـط     باكتري

  . (Carrim et al., 2006)ي بود بررس هاي موردباكتري

هـا در توليـد ليپـاز از روش    براي بررسي توانايي جدايه

 100بـراي ايـن منظـور بـه     . استفاده شد) (Sierra 1957سيرا 

گـرم كلـرور    01/0مقـدار   (NA)ليتر محيط كشت پايـه  ميلي

كلسيم اضافه شد و پس از اتوكلاو مقدار يك درصد تـوئين  

پـس از خشـك شـدن سـطح     . شـد  استريل به آن افـزوده  80

صـورت  هـاي باكتريـايي بـه   محيط كشت در هر پتري جدايه

اي تيـره تـوأم بـا رسـوب     پيدايش هالـه . اي كشت شدندنقطه

هـا مؤيـد واكـنش    ذرات متراكم كريسـتال در اطـراف كلنـي   

  .ها به آزمون ليپاز و هيدروليز توئين بودمثبت باكتري

يـد آمـيلاز مطـابق    ها در تولبراي بررسي توانايي جدايه

با كمي تغييـر   (Schaad et al., 2001)روش شاد و همكاران 

 2/0به اين صورت كه به محيط پايه آگـار غـذايي   . عمل شد

صورت خطـي در ايـن   ها بهباكتري. درصد نشاسته اضافه شد

سـاعت، تشـكيل هالـه     72-96پـس از  . محيط، كشت شـدند 

يختن محلـول  ها در اثر رروشن در اطراف محل رشد باكتري

  . بررسي بود لوگول دليل بر توليد آميلاز توسط باكتري مورد

ها در توليد كيتيناز طبـق روش كـوپن و   توانايي جدايه

. بررسـي شـد   با كمي تغيير) Kopen et al., 1996(همكاران 

درصد كيتين كلوئيدي اضافه  1/0به محيط پايه آگار غذايي 

تـازه بـاكتري مـورد    ميكروليتر از سوسپانسيون  10سپس . شد

هاي حاوي اين محيط كشـت  اي در تشتكنظر به روش لكه

 28ســاعت در دمــاي  120مــدت حــدود هــا بــهتشــتك. شــد

توانايي توليـد پكتينـاز بـا    . نگهداري شدند سلسيوس ي درجه

  .شفاف در اطراف كلني ارزيابي شد ي تشكيل هاله

ها به روش پيشـنهادي  بررسي توان توليد سلولاز جدايه

هــاي مــورد نظــر بــاكتري. انجــام شــد )Miller, 1974(يلــر م

كـه شـامل عصـاره     M9اي در محـيط كشـت   صورت لكـه  به

گـرم و آگـار    10گـرم، سـلولز بـه ميـزان      2/1ميزان  مخمر به

هاي پتري تشتك. گرم  در ليتر بود، كشت شدند 15ميزان  به

. نگهـداري شـدند   سسلسـيو ي  درجـه  28چند روز در دماي 

هـا نشـانگر   شفاف در اطراف محل رشد باكتري تشكيل هاله

آز و ژلاتينـاز  هاي توليد آنزيم اورهآزمون. توليد سلولاز بود

 ,.Schaad et al)نيـز بـه روش شـاد و همكـاران انجـام شـد      

2001).  

ها در شـرايط  ارزيابي خاصيت آنتاگونيستي جدايه

  آزمايشگاه

ي هـا منظور ارزيابي ميزان بازدارنـدگي ريزوبـاكتري  به

ــاكتري عامــل لكــه زاويــه  خيــار ــه ب ــار در شــرايط علي اي خي

ــل   ــت متقاب ــگاهي، از روش كش و ) Dual culture(آزمايش

 ,.Ryan et al)بخـار كلروفـرم بـا كمـي تغييـر اسـتفاده شـد       

شـده از ريزوسـفر   هاي جداصورت كه باكتريبه اين. (2004

هاي به فواصل مساوي از مركز تشتكاي صورت لكهبهخيار 

ها از چهار طرف متر از حاشيه آنو به فاصله يك سانتي پتري

 زنـي ، مايـه King’s B كشـت  محيط هاي پتري حاويتشتك

 آب مقطـر  از كشـت بـاكتري  جاي به ،نمونه شاهد در .شدند

دمـاي   ساعت در 48-72مدت به هانمونه .شداستفاده  سترون

كامـل،  از رشـد   پـس . ندنگهداري شد سلسيوس ي درجه 28

 درصـد  96پنبه آغشته بـه الكـل    باكتريايي به كمك هايلكه

پاك شدن و ازبين  براي اطمينان از .شدندپاك  طور كاملبه

قطره دو . از بخار كلروفرم استفاده شد ها،رفتن كامل باكتري

 پتـري هـاي  شـد و تشـتك   ريخته هاتشتككلروفرم به درب 

 30پـس از  . قـرار داده شـدند   صورت وارونه در زيـر هـود   به

دقيقـه زيـر    30مـدت  بـه  شد وبرداشته  هاتشتكدرب  ،قيقهد

 ســپس. بــرودكلروفــرم از بــين  تــا اثــر ندهــود هــوادهي شــد

 .Pseudomonas syringae pvسوسپانســـيون بـــاكتري

lachrymans نـانومتر   600در طول موج  1/0جذب نوري  با

هـاي هـوادهي شـده    تشتكبه  آنليتر از ميلي دو و شدهتهيه 

  مـدت بـه  هـا تشـتك  .شـد ورت چمنـي پخـش   ص ـبـه  اضافه و

نگهداري سلسيوس  ي درجه 25-28ساعت در دماي  72-48

عليـه بـاكتري بيمـارگر از     ريزوسـفر هـاي  اثـر اسـترين  . ندشد

 پيرامـون  ايجاد شده در هاله بازدارنده قطر گيرياندازه طريق

طـرح   در قالب اين آزمون .شد ارزيابيباكتري آنتاگونيست 

ــراي انتخــاب  .شــدانجــام ســه تكــرار  درتصــادفي  كــاملاً ب
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كـارگيري در شـرايط گلخانـه،    هاي مناسب جهـت بـه   جدايه

ــانگين ــه داده مي ــون حــداقل دامن ــق آزم ــا از طري ــي ي ه -معن

مـورد مقايسـه قـرار      (Least Significant Range, LSR)دار

ــده  ــت و نماينــ ــدند   گرفــ ــاب شــ ــب انتخــ ــاي مناســ   هــ

(Aliye et al., 2008).  

  ايههاي گلخانبررسي

  هاي آنتاگونيستسازي بذر با باكتريآغشته

ــه  ــار گلخان ــذرهاي خي ــه  كــه از مركــز  ب ــم هدي اي رق

تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي استان همـدان تهيـه شـده    

درصـد كلـر    5/2مدت سه دقيقه با هيپوكلريت سـديم  بود، به

سـپس سـه بـار بـا آب مقطـر      . فعال ضدعفوني سطحي شدند

طـور كامـل   شد تـا هيپوكلريـت آن بـه   استريل شستشو انجام 

هـاي  سـازي بـذور بـه بـاكتري    منظور آغشتهبه. زدوده گرديد

 )Weller & Cook, 1983(آنتاگونيست از روش ولـر و كـوك   

ترتيـب كـه ابتـدا يـك لـوپ      اينبه. با كمي تغيير استفاده شد

كامل از كشت تازه هر جدايه آنتاگونيست روي محيط آگار 

ميلـي ليتـر محـيط مـايع      100حـاوي   هـاي غذايي به فلاسـك 

سـاعت   48مـدت  منتقـل شـد و بـه    (Nutrient broth)غذايي 

ــا   ــيكر ب ــاي   120روي ش ــه در دم ــه 28دور در دقيق ي  درج

 10مدت هاي باكتريايي بهسپس سلول. قرار گرفتند سلسيوس

سانتريفوژ و بـراي برطـرف شـدن باقيمانـده      g6000دقيقه در 

ــا مح   ــار ب ــد ب ــك محــيط غــذايي، چن ــول نمــك فيزيولوژي   ل

هاي باكتريايي با سپس سلول. شستشو شدند) NaClمول  14(

استفاده از سانتريفوژ مجدد از اين محلول جداسـازي شـده و   

109سوسپانسيون 
ها با اسـتفاده از منحنـي اسـتاندارد بـا     آن 1×

روش اسپكتروفتومتري در محلـول يـك درصـد كربوكسـي     

اي درون يـار گلخانـه  بـذور خ . تهيه شـد  (CMC)متيل سلولز 

دقيقه روي  30مدت سوسپانسيون باكتريايي ريخته شدند و به

 سلسـيوس ي  درجـه  28دور در دقيقـه در دمـاي    70شيكر بـا  

در تيمـار شـاهد مثبـت بـذور درون كربوكسـي      . قرار گرفتند

متيل سلولز يك درصد فاقد باكتري و در تيمار شاهد منفـي،  

گر حــاوي كربوكســي بـذور در سوسپانســيون بــاكتري بيمــار 

بذور آغشته شـده بـه   . ور شدندمتيل سلولز يك درصد غوطه

هاي آنتاگونيست بـه مـدت حـدود شـش سـاعت در      باكتري

طـور كامـل   معرض هواي استريل هـود قـرار داده شـد تـا بـه     

سازي مايع تلقـيح عامـل بيمـارگر،    براي آماده. خشك شوند

در طـول   1/0زا با جـذب نـوري   سوسپانسيون باكتري بيماري

10~(نانومتر  600موج 
8
 cfu/ml (تهيه شد.  

  ها و كاشت بذورسازي گلدانآماده

بـراي آمــاده كــردن خــاك گلــدان از مخلــوط خــاك  

اسـتفاده   1:2:2باغچه، ماسه و كود حيواني پوسيده به نسـبت  

ابتدا خاك و كود حيواني غربال و سـپس هـر سـه جـزء     . شد

ها قرار ي در گلدانكاملاً مخلوط شد و اجزاء به نسبت مساو

بعد، مخلـوط حاصـل در داخـل دسـتگاه      ي در مرحله. گيرند

مدت دو سـاعت  به سلسيوسي  درجه 121اتوكلاو در دماي 

سپس حدود دو كيلوگرم از خاك استريل شـده  . استريل شد

بعـد از  . متر ريخته شـد سانتي 20قطر هايي بهدر داخل گلدان

هـاي  بـه بـاكتري   هـا، بـذور آغشـته شـده    آماده شدن گلـدان 

آنتاگونيست با سوسپانسيون باكتري بيمـارگر اسـپري شـده و    

متري خاك گلدان در هر گلدان يك بذر در عمق سه سانتي

ليتر از سوسپانسـيون  ميلي 20بعد از كاشت بذور، . كشت شد

باكتري بيمارگر به خـاك گلـدان در اطـراف محـل كاشـت      

هـاي  ي گياهچـه براي اطمينان از آلودگ. بذور، اضافه گرديد

ــار و تجديــد قــدرت بيمــارگري عامــل بيمــاري      زا، در خي

ليتـر از سوسپانسـيون بـاكتري    سه برگـي چنـد ميلـي    ي مرحله

. هاي خيار تزريق شـد بيمارگر توسط سرنگ به ساقه گياهچه

عنوان شاهد مثبت و  شده با بذر بدون باكتري بهكشت گلدان

عنـوان  مارگر بـه گلدان كشت شده با بذر آغشته به باكتري بي

مدت هاي كشت شده بهگلدان. نظر گرفته شدشاهد منفي در

ــاي  55حـــدود  ــه 20-25روز در دمـ ــيوسي  درجـ در  سلسـ

هـا، نتـايج   بعـد از رشـد كامـل بوتـه    . گلخانه نگهداري شدند

هاي خيار برداشـت شـده   بررسي ثبت و بوتهفاكتورهاي مورد

ري وزن تـر و  گي ـپس از انـدازه . و به آزمايشگاه منتقل شدند

مدت سـه روز در دمـاي   هاي خيار بهطول ريشه و ساقه، بوته

طور كامل خشك قرار داده شدند تا به سلسيوسي  درجه 60

گيـري   هـا انـدازه  سپس وزن خشك ساقه و ريشه بوتـه . شوند

دسـت آمـده انجـام    هاي بـه شد و تجزيه و تحليل آماري داده

  .شد

اگونيسـت روي  هـاي آنت منظور مشـاهده اثـر بـاكتري   به

رشــد گيــاه خيــار در زمــان تيمــار شــدن گياهــان بــا بــاكتري 
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تنهـايي و همچنـين در حالـت تيمـار گيـاه بـا        آنتاگونيست بـه 

باكتري آنتاگونيسـت بـه همـراه بـاكتري بيمـارگر، شـاخص       

از طريــق  (Growth Promotion Efficacy)محــرك رشــد 

محاسـبه شـد كـه در     GPE = [(GT - GC)/GC]×100فرمول 

ميـزان رشـد در    GCميزان رشد در گياه تيمار شـده و  GT آن 

  .(Aliye et al., 2008)گياه كنترل است 

  ارزيابي بيماري

هـاي مختلـف بـر    ميزان بيماري گياهان خيـار در زمـان  

صـورت درصـد   هـا بـه  شـده در روي بوتـه  اساس علائم ظاهر

 پيشـرفت  منحنـي  زيـر  ميزان بيمـاري ثبـت گرديـد و سـطح    

 ,Area Under Disease Progress Curve)بيمــاري 

AUDPC)  بــر اســاس روش گــرت و مانــدت)Garrett & 

Mundt, 2000 ( ــد ــبه شــ ــر محاســ ــا فرمــــول زيــ  :بــ

  
 بـا  بـرداري يادداشـت   اولـين  فاصـلة  tiدر ايـن فرمـول   

درصـد ميـزان    xiبـه صـورت روز،    بـرداري يادداشـت  دومين

نيز تعداد كل روزهايي اسـت كـه    nام و iبيماري در ارزيابي 

كـه در  با توجه بـه ايـن  . بيماري مورد ارزيابي واقع شده است

ــز     ــان نيـ ــد و زمـ ــه درصـ ــاري بـ ــزان بيمـ ــول ميـ ــن فرمـ   ايـ

ــه ــه اســت، واحــد    ب ــرار گرفت ــتفاده ق ــورد اس صــورت روز م

AUDPC صـورت درصـد روز   به(%-day)  شـده اسـت  بيـان  

(Garrett & Mundt, 2000).  

يولوژيك مطابق روش گو و همكـاران  كارايي كنترل ب

 BCE = [(DC – DT)/DC]×100از طريـق فرمـول   ) 2004(

ميـزان   DCدر ايـن فرمـول   . (Guo et al., 2004) محاسبه شد

ميزان بيمـاري در گياهـان    DTبيماري در گياه كنترل منفي و 

  .باشدهاي آنتاگونيست ميتيمار شده با باكتري

  تجزيه و تحليل آماري

هاي كامل تصـادفي  ش در قالب طرح بلوكاين آزماي

تجزيه و تحليل آمـاري توسـط   . و در سه تكرار انجام گرفت

هـا  و مقايسـه ميـانگين   SAS 9.1 SAS instituteنـرم افـزار   

 (LSR, P < 0.05)دار معنـي  ي توسط آزمـون حـداقل دامنـه   

ها قبـل از آنـاليز آمـاري    نرمال بودن پراكنش داده. انجام شد

بـه روش   minitab، بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     SAS افزاربا نرم

Arc Sin مورد بررسي قرار گرفت .  

  نتايج

و  وژيـك هـاي مفيـد بيول  منظـور دسـتيابي بـه جدايـه    به

جدايــه بــاكتري از  120كننــده رشــد گيــاه، حــدود تحريــك

هاي زيركشت خيار در مناطق مختلف استان مزارع و گلخانه

 هـاي جـدا  از بـاكتري  .سازي شـد همدان جداسازي و خالص

 84جدايـه گـرم مثبـت و     36شده از ريزوسـفر خيـار، تعـداد    

جدايـه   25هاي گرم منفي از باكتري. جدايه گرم منفي بودند

براســـاس . ســـودوموناس فلورســـنت تشـــخيص داده شـــدند

ــون ــين     آزمـ ــه از بـ ــنج جدايـ ــه، پـ ــالگري اوليـ ــاي غربـ هـ

هــا هــاي فلورســنت انتخــاب و خصوصــيات آن ســودوموناس

هـاي  خصوصـيات فنـوتيپي جدايـه   . بررسي قرار گرفـت دمور

هاي بيوشيميايي و فيزيولوژيكي انتخاب شده بر اساس آزمون

منظـور تشـخيص دقيـق،    بـه ). 1جـدول  ( استاندارد تعيين شـد 

  هـاي انتخـاب شـده بـر اسـاس ژن     شناسايي مولكولي جدايـه 

16S rDNA  بـر ايـن اسـاس، پـنج     ). 2جـدول  (نيز انجام شد

 Pseudomonas fluorescensعنـوان بـا  خاب شده انت جدايه

BSU390 ،P. fluorescens BSU630 ،  

P. putida BSU205 ،P.  putida BSU161  وP. 

chlororaphis BSU391  1شكل (تشخيص داده شدند.(  

  هاي ميكروبيتوليد متابوليت

تــر خصوصــيات آنتاگونيســتي منظــور بررســي دقيـق بـه 

هاي آنزيمي و توليـد برخـي   هاي انتخاب شده، فعاليتجدايه

ها مورد ارزيابي واقع هاي ثانوي توسط اين جدايهاز متابوليت

نتايج حاصل از ارزيابي ميزان توليد هورمون ). 3جدول (شد 

ــه  ــط جداي ــين توس ــه   اكس ــان داد ك ــده نش ــاب ش ــاي انتخ ه

 87/191ترتيب با توليـد   به BSU205و  BSU390هاي  جدايه

هاي عنوان جدايهليتر اكسين بهيميكروگرم در ميل 53/179و 

همچنين نتـايج  . نظر توليد اكسين در نظر گرفته شدند برتر از

حاصل نشان داد كه ميزان توليد اكسين با طول ساقه، ريشه و 

بـا توجـه   . بسـتگي مثبـت اسـت    وزن تر گياه خيار داراي هـم 

 دست آمده از اين بررسي، مشخص شد كـه تمـامي  نتايج به به

بررسي توانايي توليد سيدروفور و آمونيوم را وردهاي مجدايه

هـاي  بررسـي، جدايـه   هـاي مـورد  داشتند كـه در بـين جدايـه   

  n-1                                              

(0.5(xi+xi+1))(ti+1-ti) ∑ =AUDPC   

i=1                                                        



 ...  هاي فلورسنت ريزوسفر خيار و ارزيابي شناسايي سودوموناسجداسازي و  :خداكرميانو  رفيعي  66

BSU390  وBSU205   بيشترين ميزان سيدروفور را نسبت بـه

در مـورد آزمـون توليـد سـيانيد     . ها توليد كردنـد جدايه ساير

هـاي  دست آمده مشخص كرد كـه جدايـه  هيدروژن نتايج به

BSU390 ،BSU205  وBSU630   ــه ــترين و جدايــــ بيشــــ

BSU391    كمترين ميزان توليد سـيانيد هيـدروژن را داشـتند .

در حـد   BSU161نظر ميزان توليد سيانيد هيدروژن جدايه از

  .متوسط تعيين شد

نتايج حاصل از آزمون حل فسفات نشان داد كه جدايه 

BSU161  ايـن  . را در حـل فسـفات داشـت    بيشترين توانـايي

قادر بـه حـل فسـفات در     BSU391ست كه جدايه درحالي ا

و  BSU390 ،BSU205هاي جدايه. نبود PVKمحيط كشت 

BSU630   ــل تــوجهي را در حــل فســفات نشــان ــايي قاب توان

ــد ــه   . دادن ــت جداي ــين مقاوم ــون تعي ــه   در آزم ــبت ب ــا نس ه

و  BSU390هـــاي بيوتيـــك استرپتومايســـين، جدايـــه آنتـــي

BSU630 اومـت نشـان دادنـد،    بيوتيـك مق نسبت به اين آنتي

  .بودند بيوتيكها حساس به اين آنتيكه بقيه جدايهحاليدر

  

  .هاي فلورسنت خصوصيات فيزيولوژيكي و بيوشيميايي سودوموناس -1جدول 
Table 1. Physiological and biochemical characteristics of fluorescent pseudomonads. 

Isolates 
Character 

BSU391 BSU630 BSU390 BSU205 BSU161 
- - - - - Levan production 
- - - - - Gram reaction 

+ + + + + Fluorescent on King's B 

+ + + + + Catalase 

+ + + + + Oxidase 

+ + + + + Aerobic growth 

- - - - - Growth at 40ºC 
+ + + + + Growth at 4ºC 
+ - - - + Hypersensitive reaction 
+ + + + + Arginine dihydrolase 

+ + +` + + Growth in 5% NaCl 
- - - - - Potato soft rot 

+ + + - - Nitrate reduction 
+ + + - - Gelatin hydrolysis 

- - - - - Starch hydrolysis 

+ + + - - Lecithinase 
     Utilization of:  

+ + +  -  - Sorbitol 
 - + + + + L-Arabinose 

+ + + + + Sucrose 

+ + +  -  - Trehalose 

+ + +  -  - Manitol 

+ + +  -  - Sodium  tartrate 

 واكنش منفي -واكنش مثبت؛ + 

+; Positive reaction, -: Negative reaction 
 

هـاي آنزيمـي   براساس نتايج حاصل از بررسـي فعاليـت  

ــه  ــ   جداي ــه جداي ــد ك ــخص ش ــر، مش ــورد نظ ــاي م ــايهه   ه

BSU390 ،BSU205  وBSU630 هاي آنزيمي تقريباً فعاليت

ها قـادر بـه توليـد    ديگر اين جدايهعبارتبه. مشابهي را دارند

كـه قابليـت   حاليهاي آميلاز، ليپاز و پروتئاز بودند، درآنزيم

 .هاي پكتيناز، كيتيناز و سلولاز را نداشتندتوليد آنزيم

 

  

هــا در شــرايط  خاصــيت آنتاگونيســتي جدايــه  

  آزمايشگاه

ــودوموناس   ــه س ــل، هم ــت متقاب ــي كش ــاي در بررس ه

ــنت  ــه 25(فلورس ــه   ) جداي ــاري لك ــل بيم ــاكتري عام روي ب

ــه ــار زاويــ  .Pseudomonas syringae pv)اي خيــ
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lachrymans) ــد  مــورد ــرار گرفتن ــراين اســاس،. بررســي ق   ب

  

  

ــه ــاي  جداي و  BSU390 ،BSU205 ،BSU630 ،BSU161ه

BSU391 22ا داشـتن متوسـط هالـه بازدارنـدگي     ترتيب ب به ،

ــي 6/7و   6/11،  3/20، 3/21 ــاكتري  ميلـ ــل بـ ــر در مقابـ متـ

سـاير  . ها از اين نظر انتخاب شـدند  بيمارگر، مؤثرترين جدايه

 ي شـفاف نبودنـد و يـا هالـه     ي ها يا قادر به ايجاد هالـه جدايه

بنابراين، در اين آزمون مشـخص  . نامشخصي را ايجاد كردند

توانايي  BSU205و  BSU390 ،BSU630هاي دايهشد كه ج

  ).4جدول (اي خيار را دارند كتترل بيماري لكه زاويه

  

 هـاي باكتريـايي مفيـد تحـرك    مشخصات استرين -2جدول 

  .كننده رشد گياه خيار
Table 2. Characteristics of the cucumber plant 

growth promoting bacterial strains. 

Strain 
NCBI 

accession 

number 
Bacterial species 

BASU390 KP412237 Pseudomonas 

fluorescens 
BASU630 KP676935 P. protegens 
BASU205 KP676933 P. putida 
BASU161 KR864899 P. putida 

BASU391 KR864900 P. chlororaphis 
 16S rRNAبازي تكثير شده از ژن  1200قطعه  –1 شكل

در دست آمده از ريزوسفر خيار تاگونيست بههاي آنجدايه

  .آميزي شده با اتيديوم برومايددرصد رنگ 5/1ژل آگارز 

C  شاهد منفي وL نشانگر جرم مولكولي.  
Fig. 1. The 1200 bp fragment from the 16S rRNA 

gene of isolated strains from cucumber rhizosphere 

in 1.5 % agarose gel stained with etidium bromide. 

C: Negative control, L: 1kb DNA ladder. 
 

  
  

  

  

 .ها هاي انتخاب شده آن هاي آنزيمي باكتري كنندگي رشد و فعاليت هاي تحريك ويژگي -3جدول 

Table 3. Plant growth promoting features and enzymatic activities of selected bacteria. 
Isolates 

Character 
BSU161 BSU630 BSU390 BSU205 BSU391 
++ +++ +++ +++ +++ HCN production 

145.65 153.26 191.87 179.53 139.84 IAA production (µg/ml) 

+++ ++ ++ ++ ++ P-Solublization activity 

 - + + + + Motility 

 - + +  -  - Resistance to streptomycine 
+ + + + + Ammonia production 

+ + + + + Siderophore production 

 -  - +  -  - Cellulase 
 - +  -  - + Lipase 

 - + + + + Protease 

+  -  -  - + Chitinase 

+ +  - + + Amylase 

+ + + +  - Urease 
 -  -  -  - + Pectinase 

 - + + + + Gelatinase 

  خوبيدكننده تول+++ يدكننده متوسط؛ تول++ مثبت؛ + منفي؛  -

- Negative; + positive; ++ medium producer; +++  good producer 
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بازدارندگي و ميزان آنتاگونيستي ي ، ميانگين هالهKing’s Bدر محيط  P. syringae pv. lachrymansرشد بازدارندگي –4جدول 

  .هاي آنتاگونيستباكتري
Table 4. Inhibition of P. syringae pv. lachrymans colony growth on KB medium, mean diameter of inhibition 

zone and degree of antagonism of the bacterial antagonists. 

Strain Bacterial species Mean diameter of inhibition zone 

(mm)
 x Degree of antagonism

y 

BSU390 P. fluorescens 22.000
a ++++ 

BSU205 P. putida 21.333
ab +++ 

BSU630 P. fluorescens 20.333
b +++ 

BSU161 P. putida 11.667
c ++ 

BSU391 P. chlororaphis 7.667
d + 

Psl   + DSW
z
 P. syringae pv. 

lachrymans 
00.000 - 

CV (%)  4.39  
x داري ندارنداختلاف معني %5سطح  هايي كه با حروف مشابه نشان داده شدند، درميانگين.  
y  21-30قطـر هالـه بازدارنـدگي    ( "+++"، قـوي  )متـر ميلـي  11-20قطر هالـه بازدارنـدگي   ( "++"، متوسط )مترميلي 1-10قطر هاله بازدارندگي ( "+"ضعيف 

 .(Arsenijevic et al., 1998)) مترميلي 30قطر هاله بازدارندگي بيشتر از ( "++++"و خيلي قوي ) مترميلي

z  آب مقطر استريل(كنترل(.  
xValues of each column followed by the same letter are not significantly different (P ≤ 0.05). 
yWeak ‘+’ (width of inhibited growth area 1–10 mm), medium ‘+ +’ (11–20 mm), strong ‘+ + +’ (21–30 mm), very strong ‘+ 

+ + +’ (over 30 mm) (Arsenijevic et al., 1998). 
zThe control (distilled sterile water). 

  

  اي هاي گلخانه بررسي

ها روي بيماري در بررسي خاصيت آنتاگونيستي جدايه

اي خيار در شرايط گلخانه، بر اساس نتـايج كشـت   لكه زاويه

متقابل و ميـزان هالـه بازدارنـدگي ايجـاد شـده، پـنج جدايـه        

ــاكتريهــا انتخــاب و خاصــيت آنتاگونيســتي آن ــل ب   در مقاب

P. syringae pv. lachrymans كنندگي رشد و اثر تحريك

ــورد  ــار م ــا روي خي ــت  آن ه ــرار گرف ــي ق ــكل (بررس ). 2ش

ها به جز جدايه هاي اوليه مؤيد اين بود كه همه جدايهارزيابي

BSU391 هـان  داري باعث افزايش رشد در گيـا طور معنيبه

نتـايج  ). 5جـدول  (د هاي مورد بررسي شتيمار شده با جدايه

ــهحاصــل از بررســي ــاي گلخان ــاكتري  ه ــه ب اي نشــان داد ك

داري چـه در  صـورت بسـيار معنـي   به BSU390آنتاگونيست 

اي خيار و چه در افزايش رشد گياه، كنترل بيماري لكه زاويه

ــي   ــل م ــوب عم ــيار خ ــدبس ــايي  . كن ــابي توان ــول ارزي در ط

اي ه زاويـه هاي آنتاگونيست در كنترل بيولوژيك لك ـ باكتري

هـاي  خيار در شرايط گلخانه، از زمان تيمار گياهان با باكتري

داري روز پــس از تيمــار، تفــاوت معنــي 45آنتاگونيســت تــا 

هـــاي روز پـــس از تيمـــار، بـــاكتري 45در . مشـــاهده نشـــد

BSU390 ،BSU205 ،BSU630  وBSU161  ــه ــور  بـــ طـــ

، 75، 84ترتيب  ميزان بيماري را به) P < 0.0001(داري  معني

هاي روز پس از تيمار، جدايه 55در . كاهش دادند% 36و  67

BSU390 ،BSU205  وBSU630 داري صـــورت معنـــي بـــه

نسـبت بــه تيمــار  % 65و  72، 81ميـزان بيمــاري را بـه ترتيــب   

تفاوت  BSU391  جدايه). P < 0.0001( شاهد كاهش دادند

ــي ــداد   معنـ ــان نـ ــاهد نشـ ــار شـ ــا تيمـ ــكل ( داري بـ ).3شـ
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 .P. syringae pvباكتري بيمـارگر با تنهايي و همراه  كار برده شده به هاي آنتاگونيست بهباكتري) GPE(اثر افزايش رشد  -5جدول 

lachrymans اي روي بيوماس گياه خيار در شرايط گلخانه.  
Table 5. Growth promotion effect (GPE) of applying bacterial antagonists alone, and in the presence of 

P. syringae pv. lachrymans on biomass of cucumber plant grown under greenhouse conditions. 

Treatment  Bacterial 

species  
Plant height 

(cm)
y  

GPE 

(%)
x  

Fresh weight  
y )g(  GPE (%)  

Dry matter  
y )g(  GPE (%)  

Bacterial antagonist alone 
BSU390 P. fluorescens 65.3 ± 0.6

a* 52.0 46.6 ± 1.1
a 68.8 6.8 ± 0.1 74.3 

BSU205 P. putida 64.3 ± 2.0
a 49.5 44.3 ± 2.1

ab 60.5 6.5 ± 0.6 66.6 
BSU630 P. fluorescens 62.3 ± 1.5

a 44.9 44.2 ± 2.0
ab 60.1 6.4 ± 0.2 64.1 

BSU161 P. putida 52.7 ± 2.5
c 22.5 35.7 ± 2.2

d 29.3 5.3 ± 0.9
e 35.9 

BSU391 P. chlororaphis 43.7 ± 1.5
d 1.6 29.0 ± 0.6

e 5.0 4.1 ± 0.2
g 5.1 

Bacterial antagonist + P. syringae pv. lachrymans 
Psl+BSU390  58.7 ± 1.5

b 36.5 42.4 ± 1.0
bc 53.6 6.1 ± 0.3

b 56.4 

Psl+BSU205   58.0 ± 2.0
b 34.9 40.0 ± 2.0

c 44.9 5.7 ± 0.3
c 46.1 

Psl+BSU630   56.0 ± 1.7
b 30.2 40.7 ± 2.1

bc 47.4 5.9 ± 0.8
d 51.3 

Psl+BSU161  51.0 ± 1.7
c 18.6 32.5 ± 1.8

d 17.7 4.4 ± 0.9
f 12.8 

Psl+BSU391  41.0 ± 1.0
d - 28.1 ± 0.5

e 1.8 3.9 ± 0.5
g - 

The controls 
negative control  Psl 25.3 ± 0.7

e - 10.5 ± 0.4
f - 1.6 ± 0.2

h - 
positive control - 43.0 ± 1.0

d - 27.6 ± 0.4
e - 3.9 ± 0.1

g - 
CV (%)  3.6  7.0  2.9  

x  شاخص محرك رشد(Growth Promotion Efficacy)  با فرمولGPE = [(GT _ GC)/GC]×100      محاسـبه شـده اسـت كـه در آن GT   ميـزان رشـد در
 .استميزان رشد در گياه كنترل  GCگياه تيمار شده و 

y داري ندارنداختلاف معني %5سطح  هايي كه با حروف مشابه نشان داده شدند، درميانگين. 

  انحراف معيار ±ها اعداد شامل ميانگين داده* 
 xGPE was calculated based on ‘GPE = [(GT _ GC)/GC] × 100’; where, GPE is growth promotion efficacy, GT is growth 
promotion by the treatment group, and GC is growth by the control. 
yValues of each column followed by the same letter are not significantly different (P ≤ 0.05). 
*Values are the mean ± SD 

  

  
گياه = P. syringae pv. lachrymans Aرل هاي رشد خيار و قابليت بيوكنتهاي آنتاگونيست بر شاخصبررسي اثر جدايه - 2شكل 

  .تيمار آنتاگونيست=  Dتيمار آنتاگونيست و بيمارگر ، =  C ،)كنترل مثبت (شاهد =  B،)كنترل منفي(بيمار 
Fig. 2. Effect of antagonistic isolates on growth promoting efficacy and biocontrol of  P. syringae pv. 

lachrymansA; negative control, B; positive control, C; antagonist and pathogen treatment, D; ; antagonist 

treatment. 
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و  P. syringae pv. lachrymansبيماري ناشي از  پيشرفت منحني زير هاي آنتاگونيست مورد بررسي بر سطحاثر باكتري –6جدول 

  .هاي آنتاگونيستيي بيوكنترلي باكترياكار
Table 6. Effect of antagonistic bacterial strains on P. syringae pv. lachrymans disease incidence expressed as 

area under disease progress curves (AUDPC) in cucumber plant and biocontrol efficacy. 

Strain Bacterial species AUDPC (%-day)
x Biocontrol 

efficacy(%)
y 

BSU390  P. fluorescens 220
f  86/9  

BSU205  P. putida 350
e 79/1  

BSU630  P. fluorescens 558
d  66/7  

BSU161  P. putida 920
c  45/1  

BSU391  P. chlororaphis 1335
b  20/2  

Psl  P. syringae pv. lachrymans 1675
a  -  

x داري ندارنداختلاف معني %5 احتمال سطح هايي كه با حروف مشابه نشان داده شدند، درميانگين.  
y كارايي بيوكنترلي  (Biological Control Efficiency) با فرمولBCE = [(DC _ DT)/DC]×100  محاسبه شده است كه در آن DC ميزان رشد در گياه

  .(Guo et al., 2004)ميزان بيماري در گياه تيمار شده است DT كنترل منفي و 
xValues of each column followed by the same letter are not significantly different (P ≤ 0.05). 
yBiological control efficacy was calculated according to BCE = [(DC _ DT)/DC]×100 where DC is disease of control and DT is 

disease of the treatment group (Guo et al., 2004). 

  
هاي با باكتري) رقم هديه(و ميزان بيماري بذرهاي تيمار شده خيار ) توسعه علايم(اي خيار  زاويه ي پيشرفت بيماري لكه -3 شكل

 Pseudomonas fluorescens BSU390, P. fluorescens BSU630, P. putida BSU205, P. putida)آنتاگونيست مختلف

BSU161 and P. chlororaphis BSU391)  تلقيح شده با باكتري پاتوژن در خاكPseudomonas syringae pv. lachrymans .

10)ها  هاي آنتاگونيست از طريق آغشته شدن بذرهاي خيار در سوسپانسيون آن باكتري
8
 cfu/ml) بذرهاي كنترل . كار برده شدند به

ميان تيمارها در مدت زمان  (α=0.05)ها  تفاوت دار بودن دار نبودن و معني به ترتيب معني* و  ns. با آب مقطر استريل تيمار شدند

  .دهد بعد از تيمار را نشان مي
Fig. 3. Bacterial angular leaf spot disease progress (symptom development) expressed as disease incidence on 

cucumber cultivar ‘Hedieh’ treated by different antagonistic bacterial strains (Pseudomonas fluorescens 

BSU390, P. fluorescens BSU630, P. putida BSU205, P.  putida BSU161 and P. chlororaphis BSU391) in 

inoculated soil with the Pseudomonas syringae pv. lachrymans. Antagonists were applied by dipping seeds in 

aqueous suspensions (10
8
 cfu/ml). Control seeds were treated with water only. ns and * indicate absence and 

presence of significant differences (Least Significant Range Test, α = 0.05) among treatments at a particular day 

after treatment, respectively. 
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داري طور معنـي نيز به AUDPCميزان بيماري در قالب 

هاي آنتاگونيسـت مـورد بررسـي تحـت تـأثير      توسط باكتري

، BSU390هــاي گياهــان تيمــار شــده بــا جدايــه. قرارگرفــت

BSU205  وBSU630  ميــــــــــزانAUDPC )P<0.0003 (

اين بررسي نشان . كمتري را نسبت به تيمار شاهد نشان دادند

آزمايشـگاهي  هاي بستگي خوبي بين نتايج بررسي داد كه هم

يي اكــار). r=0.8999(اي وجــود داشــت  و نتــايج گلخانــه 

تـا   2/20محاسـبه گرديـد، از    AUDPCبيوكنترلي كه توسط 

ترتيب متعلـق   متغير بود و بالاترين كارايي بيوكنترلي به 9/86

ــه  ــه جدايـ ــاي  بـ ــود BSU630و  BSU390 ،BSU205هـ   بـ

  ).6جدول (

  

  بحث

 ي در مطالعـه  باكتريايي آنتاگونيسـت كـه   ي پنج جدايه

حاضر براي ارزيـابي توانـايي آنتاگونيسـتي بـر عليـه بـاكتري       

 اي خيـار در شـرايط آزمايشـگاهي مـورد    پاتوژن لكـه زاويـه  

ــاوتي را   ــتي متفـ ــايي آنتاگونيسـ ــد، توانـ بررســـي قرارگرفتنـ

هـاي   مطالعـه، جدايـه   هـاي مـورد   در بـين جدايـه  . دادنـد  نشان

ــودوموناس  ــه BSU630و  BSU390 ،BSU205س ــب تر ب تي

هـاي   مكانيسـم . بيشترين توانايي آنتاگونيستي را نشـان دادنـد  

توانـد شـامل    ها مي دخيل در توانايي آنتاگونيستي اين باكتري

بيوتيـك و سـيانيد    توليد سيدروفور، هورمـون اكسـين، آنتـي   

 ,.Beneduzi et al)هـا باشـد   هيـدروژن و يـا تركيبـي از ايـن    

ر انتخــاب توانــد دليــل محكمــي بــ ايــن موضــوع مــي. (2012

. اي باشـد هـاي گلخانـه  مطالعه بـراي بررسـي  هاي موردجدايه

ــهفعاليــت   و P. fluorescensهــاي هــاي آنتاگونيســتي جداي

P. putida هـاي پـاتوژن متعـددي در    ها و قـارچ عليه باكتري

شرايط آزمايشگاهي توسـط مطالعـات مختلـف ديگـري نيـز      

 Lemessa & Zeller, 2007; Aliye et)گزارش شـده اسـت  

al., 2008; Beneduzi et al., 2012; Moreira et al., 

هـاي آنتاگونيسـتي    در شرايط آزمايشـگاهي فعاليـت   .(2014

) 2012(توسط رامـش و فـادك    P. fluorescensهاي جدايه

ايـن  . (Ramesh & Phadke, 2012) نيز گزارش شـده اسـت  

بـه   نسبت EB69و  ERG6هاي محققان نشان دادند كه جدايه

هاي فلورسـنت،  بررسي سودوموناس هاي موردجدايه ي بقيه

ــه ــزرگ ي هالـ ــدگي بـ ــهبازدارنـ ــري را عليـ  Ralstoniaتـ

solanacearum ايجاد كردند.  

  هـاي هـاي آنتاگونيسـتي جدايـه   وجـود، فعاليـت    اين با

P. fluorescens  وP. putida هاي بيمارگر خيار عليه پاتوژن

رسـي تفـاوت   در ايـن بر . بررسي واقع شده اسـت  كمتر مورد

 ي بازدارندگي توليد شـده توسـط جدايـه    ي كمتري بين هاله

BSU390  ــاكتري ــه P. fluorescensب  BSU205 ي و جداي

وجـود اخـتلاف    ايـن  بـا . وجـود داشـت   P. putidaبـاكتري  

  .دار نبود معني

هــاي كــه اثــرات آنتاگونيســتي بــاكتريبــا وجــود ايــن

خيار تـاكنون   ايآنتاگونيست بر عليه باكتري عامل لكه زاويه

هـا عليـه   مطالعه واقع نشده است، اما اثرات اين بـاكتري  مورد

بررسي واقـع شـده    ها در مطالعات متعددي موردساير پاتوژن

بر اين اساس، نتايج حاصل از اين بررسي در خصوص . است

بررسي، با نتـايج بيشـتر    هاي مورداثرات آنتاگونيستي باكتري

ت و اين مطالعات مشـخص  مطالعات انجام شده مطابقت داش

ــه  ــه جداي ــد ك ــه كردن ــودوموناس فلورســنت ب ــاي س ــور  ه ط

ــي ــي   معن ــوگيري م ــاتوژن جل ــاكتري پ ــد ب ــد داري از رش   كن
(Ran et al., 2005; Henok et al., 2007; Lemessa & 

Zeller, 2007; Maleki et al., 2010) .   ملكـي و همكـاران

ــدول   ) 2010( ــيدروفور و اين ــد س ــه تولي ــد ك ــزارش كردن  گ

نقـش اصـلي و مهـم را     P. fluorescensاستيك اسيد توسط 

  .كنند در بازداري از رشد باكتري پاتوژن بازي مي

در بين پنج باكتري فلورسنت بررسي شـده در شـرايط   

ارتفاع (اي، بيشترين ميزان افزايش در بيوماس گياهي گلخانه

، كاهش ميزان بيماري و بيشترين كاهش )و وزن خشك گياه

AUDPC هـاي ط جدايـه توس ـP. fluorescens BSU390 ،  

P. putida BSU205 وP. fluorescens BSU630    ثبـت

هاي مذكور رشد باكتري پاتوژن را علاوه بر اين، جدايه. شد

سركوب كرده و باعث افزايش ارتفـاع و وزن خشـك گيـاه    

. در هر دو حالت حضور و عدم حضور بـاكتري پـاتوژن شـد   

هـا عـلاوه بـر    توسط اين جدايـه  رسد كنترل بيماري نظر مي به

خصوصيات تحريك كنندگي رشد، به توليـد تركيـب اسـيد    

بـه احتمـال زيـاد، ساليسـيليك     . ساليسيليك هم مـرتبط باشـد  

ــه   ــده ب ــد ش ــيد تولي ــه اس ــن جداي ــيله اي ــفر وس ــا در ريزوس   ه



 ...  هاي فلورسنت ريزوسفر خيار و ارزيابي شناسايي سودوموناسجداسازي و  :خداكرميانو  رفيعي  72

ــت    ــده مقاومــــ ــاد پديــــ ــت دارد ISRدر ايجــــ   دخالــــ

)Maurhofer et al., 1998 .(وضوع در كه اين مبا وجود اين

نظـر  مطالعه حاضر مـورد بررسـي قـرار نگرفتـه اسـت، امـا بـه       

رسد بررسي بيشتر موضوع در مطالعات بعـدي مـورد نيـاز     مي

ــد ــاران  . باش ــه و همك ــات آلي ــرل  ) 2012(مطالع ــدرت كنت ق

ــه  ــه   P. fluorescens EB69 ي صددرصــدي جداي ــر علي ب

 ,.Aliye et al) را نشـان داد  R. solanacearumبـاكتري  

2008).  

هـاي فلورسـنت    هاي مهم سـودوموناس  يكي از ويژگي

ــايي آن  ي هــا در كلنيزاســيون ريزوســفر ريشــه  قــدرت و توان

  هـاي  حاضـر، جدايـه   ي در مطالعـه . آيـد  شـمار مـي   گياهان به

P. chlororaphis BSU391 ،P. putida BSU161  با وجود

كنندگي رشـد گيـاه از   كه برخي از خصوصيات تحريك اين

حـل فسـفات و توليـد اينـدول اسـتيك اسـيد و       قبيل توانـايي  

سيانيد هيدروژن را دارا بودند، اما نتوانستند ميزان بيمـاري را  

رسد اين دو جدايـه   نظر مي به. داري كاهش دهند طور معني به

لـذا  . باشـد قادر به كلنيزاسيون مناسب در ريزوسفر ريشه نمي

  .مطالعات بعدي در اين خصوص مود نياز مي باشد

،  P. fluorescens BSU390هايكه جدايهد اينوجوبا

P. putida BSU205 وP. fluorescens BSU630   از

ريزوسفر خيار در مناطق جغرافيايي مختلف كشـت خيـار در   

استان همدان جداسازي شـده بـود، امـا نتـايج يكسـاني را در      

در ايـن  . اي نشـان دادنـد  هاي آزمايشگاهي و گلخانـه بررسي

   BSU630و BSU205هـاي  جدايـه  بررسي مشخص شد كـه 

 ي واسـطه  شده از ريزوسفر ريشه خيار، از يك طـرف بـه  جدا

رشد گيـاه ماننـد توليـد     ي كنندهداشتن خصوصيات تحريك

هورمون اكسين، سيدروفور، پروتئاز و توانايي حل فسفات و 

رسـان و  از طرف ديگر به دليل نداشـتن خصوصـيات آسـيب   

عنـوان   تواننـد بـه  و پكتينـاز، مـي  آور مانند توليد سلولاز زيان

همراه كـاهش   عوامل بيوكنترل مؤثر در تحريك رشد گياه به

عليـرغم ايـن    BSU390 ي جدايه. شيوع بيماري مطرح شوند

باشـد،   رشد گياه را دارا مي ي كنندهكه خصوصيات تحريك

اما با توجه به قابليت توليد آنـزيم سـلولاز، ايـن جدايـه بايـد      

  .قرارگيردبيشتر مورد بررسي 

هــاي بيشــتر در خصــوص اثــرات حــال بررســي ايــن بــا

شـده منـاطق   آوريهـاي جمـع  چندگانه آنتاگونيسـتي جدايـه  

قــدرت آنتاگونيســتي و   ي مختلــف كشــور بــراي مطالعــه   

ها، باعث حصول اطمينـان  كنندگي رشد اين باكتري تحريك

مطالعـات   بـاوجود . شـود  بيشتر نسبت به نتايج اين مطالعه مـي 

جــام شــده در خصــوص خصوصــيات آنتاگونيســتي متعــدد ان

هـاي زيـاد   رسـد بررسـي   نظـر مـي   مطالعه، بههاي موردباكتري

ها با هدف كـاربرد  ديگري نيز براي اثبات كارايي اين جدايه

  .نياز است ها در شرايط مزرعه مورد آن
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Abstract 
Fluorescent pseudomonads are important group of plant growth promoting bacteria that can improve the 

plant growth and restrict or suppress phytopathogens directly or indirectly. The aim of this study was to obtain 

fluorescent pseudomonads with efficient antagonistic activities. For performing this research, a total of 120 

bacterial isolates belonging to Pseudomonas fluorescens and P. putida were isolated from different cucumber 

rhizospheric soil in Hamedan province. Then, the isolates were screened for their plant growth promoting traits 

and antibacterial activity. These isolates also were screened against Pseudomonas syringae pv. lachrymans. So, 

According to the results of in vitro studies, five antagonistic strains (BSU390, BSU630, BSU205, BSU161 and 

BSU391) with inhibition diameter >7 mm were selected. The range of inhibition diameter for these isolate was 

7.66 to 22 mm. Also, during in vivo study, the strains were evaluated for their effect in suppressing disease 

development in terms of area under disease progress curve (AUDPC) and increasing biomass of cucumber. The 

results of greenhouse experiments revealed that strains BSU390, BSU205, and BSU630, showed high biocontrol 

efficacy. During the sole application, the strains significantly (P ≤ 0.05) increased plant height and dry matter 

compared to non-bacterized control. Hence, the study shows that these isolates have potential use in cucumber 

bioprotection, as PGPR or in an integrated disease management; However, their effectiveness under a variety of 

field conditions should be investigated. 

Keywords: angular leaf spot, biological control, cucumber, rhizobacteria 

 

 


