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و بررسي Pseudomonas fluorescens باكتري بيوتيك تهيه جهش يافته هاي مقاوم به آنتي
و مكانيسمهاي آنتاگونيستي آنها بر عليه قارچ عامل بيماري مرگ Rhizoctonia solaniفعاليت

 گياهچه پنبه

4لاله نراقي،3زاده نادر حسن،2*اصغر حيدري،1فر هانيه جهاني

19/10/92: تاريخ پذيرش17/7/92: تاريخ دريافت

 چكيده
ب دو)Spontaneous mutation(ا استفاده از پديده جهش خود بـه خـودي در اين تحقيق ، سـه جهـش يافتـه مقـاوم بـه

با Nalidixic acid (Nal)و Rifampicin (Rif) بيوتيك آنتي و در Pseudomonas fluorescens كترياز شش جدايه تهيه گرديد
عامل بيماري مرگ گياهچه پنبـه Rhizoctonia solaniاريزاي مقايسه با انواع وحشي آنها در شرايط آزمايشگاه بر عليه قارچ بيم

نتايج نشان داد كه دو جدايه از سه جدايه جهـش. مورد بررسي قرار گرفت) Dual culture(از طريق روش آزمون كشت متقابل 
از نظـر هـاي جهـش يافتـه همچنـين جدايـه. خصوصيات آنتاگونيستي بهتري نسبت به انواع وحشـي خـود نشـان دادنـد يافته

و نتايج حاكي از آن بود كه هر سه باكتري جهش يافته از  مكانيسمهاي بازدارندگي بر عليه قارچ مذكور مورد بررسي قرار گرفته
و از نظر توليـد سـيدروفور برخـي جدايـه  ، از نظر توليد مواد غيرفرار تقريبا مشابه هـاي نظر توليد مواد فرار بهتر از انواع وحشي

بجهش يافته  نتـايج ايـن تحقيـق. رخي غلظت ها نسبت به انواع وحشـي آنهـا توانسـتند سـيدروفور بيشـتري توليـد كننـد در
آن نشان و  دهنده اين است كه پديده جهش خودجوش ممكن است بر خواص آنتاگونيستي باكتريهاي آنتاگونيست تاثير گذاشته

.را افزايش دهد

يا:واژه هاي كليدي مكانيسـمهاي بازدارنـدگي، بيمـاري مـرگ بيوتيك، فته هاي مقاوم به آنتيباكتريهاي آنتاگونيست، جهش
.Rhizoctonia solaniگياهچه پنبه، 

و تحقيقات-1 و منابع طبيعي دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم .كارشناس ارشد بيماري شناسي گياهي دانشكده كشاورزي
.رمؤسسه تحقيقات گياه پزشكي كشوراستاديا-2
و منابع طبيعي داندانشيار-3 و تحقيقاتگروه بيماري شناسي گياهي دانشكده كشاورزي .شگاه آزاد اسلامي واحد علوم
.مؤسسه تحقيقات گياه پزشكي كشور مربي پژوهش-4
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و گونه هاي تريكودرما بر .بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشه . .

:مقدمه
بيمـاري مـرگ. اشـدب پنبه نيز همانند ديگر محصولات گياهي، به عوامل بيماريزاي متعدد از جمله قارچهـا حسـاس مـي

مه Rhizoctonia solaniگياهچه پنبه با عامل  خسـارات هـر سـالهوآيـد مترين بيماريهاي پنبه در ايران بـه شـمار مـي يكي از
، استفاده گسترده از آنها بيماري مرگ گياهچه پنبه رغم تاثير قارچ علي ).Naraghi et al., 2007(دآور فراواني را بوجود مي  كشها

را R. solaniكه توسط به علاوه استفاده وسيع از ). Asaka and Shoda, 1993(كند حذف نميو ديگر بيمارگرها ايجاد مي شود
برخـي سموم شيميايي به دليل توسعه نژاد مقاوم بيمارگرها، تاثيرات زيان بار روي موجودات غير هدف، تاثيرات منفي بهداشتي

و آلودگي محيط زيست باعث شده است تا مبارزه بيولوژيـك بـا اسـتفاده از ميكروارگانيسـم  كن از آنها و تـرل هـاي مفيـد بـراي
 Heydari and Misaghi, 1998; Zaki( مورد توجه قرار گيـرد به عنوان يك روش جايگزين بيماري مرگ گياهچه پنبه مديريت

et al., 1998.( 
و مكانيسمهاي مـوثر در كنتـرل بيولـوژيكي بيماريهـاي گيـاهي باشد مبارزه بيولوژيك اصولا يك پديده آنتاگونيستي مي

و امكان دارد و يا چند عامل در اين امر دخالت داشته باشند كه مهمترين آنهـا شـامل پيچيده بوده به چند طريق صورت پذيرد
و پارازيتيســم مــي رقابــت، آنتــي كنتــرل عوامــل بيمــاريزا توســط گروههــاي مختلــف بــاكتري ). 2001موســوي،(باشــند بيــوز

Pseudomonas fluorescens آن و هيـدروژن سـيانيد بيوتيكتياز طريق توليد چندين متابوليت ثانويه شامل ، سـيدروفورها هـا
.(O'Sullivan and O'Gara, 1992) گيرد صورت مي

و قارچهاي آنتاگونيست براي مبارزه با بيماري مرگ گياهچه پنبه با عامـل تحقيقات زيادي در زمينه استفاده از باكتريها
R. solani و نتايج اميدواركننده  ;Brannen and Kenney, 1997; Howell et al., 1997(ه اسـت اي نيز بدست آمـد انجام گرفته

Zaki et al., 1998 .( و سالم ماندن را R. solaniهاي پنبـه در خاكهـاي آلـوده بـه گياهچه%79تا30براي مثال افزايش رويش
همچنـين ). Howell and Stipanovic, 1979(انـد دانسته  P. fluorescensبيوتيك پيرونيترين توسط باكتري مرهون توليد آنتي
به عنوان يك مايكوپارازيت بيمارگر گياهچه پنبه گزارش شده Gliocladium virens(Trichoderma virens( قارچ آنتاگونيست

مي R. solaniدر مقابل Gliotoxinبيوتيك است كه از طريق توليد آنتي  ).Howell et al., 1997(اشدب فعال
عو تنش مي امل مختلف از جمله آنتيهاي محيطي ناشي از و باعـث بيوتيكها تواند بر باكتريهاي آنتاگونيست تاثير گذاشته

و توان آنتاگونيستي اين باكتريهـا را تحـت تـاثير قـرار  ايجاد تغييرات ژنتيكي در آنها شوند كه اين تغييرات ممكن است كارايي
مي يكي از اين تغييرات پديده). Ownley and Windham, 2003(دهد  باشد كه احتمال وقوع آن در طبيعـت جهش خودجوش

.بر روي موجودات از جمله ميكروارگانيسمهاي آنتاگونيست وجود دارد
و به عنوان منبع جهش هر تغيير ارثي در مواد ژنتيكي مي اشرف(ژنتيكي شناخته شده است دگرگوني ايجاد نهايي باشد

و خودبخودي در همانند برخي جهش). ;2008Blazquez, 2003و همكاران، يا در نتيجـه( DNAسازي ها در اثر اشتباه طبيعي
مي) واكنشهاي شيميايي ناشناخته مي (Spontaneous mutation)هاي خودجوش آيند كه به عنوان جهش بوجود . شوند شناخته

ت DNAها شامل اشتباه در همانندسازي منشا اين نوع جهش و، تغييرات بازها در اثر واكنشـهاي وتومريزاسـيون، تخريـب بازهـا
تواننـد توسـط عوامـل مـيها همچنين برخي از جهش). Drake, 1991; Maki, 2002(باشند جهش فريم شيفت خودبخودي مي

و همكـ(زاي شيميايي مانند آنتي بيوتيك هـا بـه وجـود آينـد جهش و ورودو) 2002ران،اسـالاري و يـا تـابش يـا در محـيط
.نامندمي) Induced mutations(هاي القايي جهشراها ند كه اين نوع جهشترانسپوزانها ايجاد شو

و كاراييو از جمله جهش خودجوشها از آنجا كه جهش ها را از طريق تـاثير بـر ميكروارگانيسمممكن است خصوصيات
و مطالعـه تـاثير پديـده جهـش  ، هـدف از ايـن تحقيـق بررسـي خودجـوش بـر تـوان مكانيسمهاي آنها تحت تاثير قرار دهنـد

و مكانيسمهاي عمل آنها از طريق تهيه جهش يافته هاي مقاوم به دو آنتي -Rifبيوتيـك آنتاگونيستي چند باكتري آنتاگونيست

Nal بود.
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و روش :ها مواد
:باكتريهاي آنتاگونيستو تهيه سوسپانسيون انتخاب

از6تعداد گباكتريهاي آنتاگونيست جدايه و جدا شده از ريشه گياهان مختلـف P. fluorescensونه كه همگي متعلق به
، موسسـه تحقيقـات هـاي مفيـد تحقيقات ميكروارگانيسماز ميان كلكسيون باكتريهاي آنتاگونيست موجود در آزمايشگاه بودند
,.Heydari et al(در تحقيقـات گذشـتهكه از ميان موثرترين آنتاگونيستهاها جدايه.ندكشور انتخاب گرديد پزشكي گياه 2005 (

.، انتخاب شدندنشان داده بودند R. solaniبيشترين قدرت آنتاگونيستي را در مقابل بيماري مرگ گياهچه پنبه با عامل 
، نوترينت آگار روي محيط كشت از سوسپانسيون باكتريهاميكروليتر 200مقدار براي تهيه سوسپانسيون از اين باكتريها

)Nutrient Agar(گر در.ديدپخش سـاعت قـرار داده72بـه مـدت گـراد درجه سانتي25انكوباتور در دماي تشتك هاي پتري
. تهيه گرديد NAروي محيط كشت باكتريها جديد از كشت سوسپانسيون باكتريها.ندشد

و آماده :ها بيوتيك محلول آنتي سازي تهيه
اسـتفاده گرديـد كـه اسـتفاده از آنهـا در تحقيقـات Nalidixic acidو Rifampicinبيوتيـك در اين تحقيق از دو آنتـي

.باشـد مـي رايـج)Mariano and McCarter, 1993; Heydari and Misaghi, 1998; Steddom and Menge, 2001( المللي بين
.گرديددر ليتر تهيه گرم ميلي 100و10،50با غلظتهاي بيوتيك محلولهاي متفاوتي از هر دو آنتي

ج :بيوتيكها هاي مقاوم به آنتي هش يافتهتهيه
گـرمAgar ،15گـرمKB(King’s B )15(از محـيط كشـت هـا، بيوتيـك هاي مقاوم به آنتـي براي تهيه جهش يافته

Protease peptone # 3،5/1گرمK2HPO4،5/1گرمMgSO4،6/12گـرمGlycerol ليتـر آب مقطـر1و) (Heydari et al.,

تهيه شده از باكتريهاي از سوسپانسيونسپس. گرديداستفاده Nalidixic acidو Rifampicin بيوتيك دو آنتيمخلوط با ) 1997
و روي محيط كشت حـاوي آنتـي sampler روليتر توسطميك 500 مقدار، آنتاگونيست بـا غلظتهـاي متفـاوت بيوتيـك برداشته

و ها پخش گرديد هاي مقـاوم روز قرار داده شد تا جهش يافته3-10به مدت گراد درجه سانتي25در انكوباتور با دماي تشتك
از. ظاهر شوندها بيوتيك به آنتي و اسـترس ناشـي به اين ترتيـب پديـده جهـش خودجـوش در باكتريهـا تحـت شـرايط فشـار
و جهش يافتهبيو آنتي هـاي كلني.هاي بسيار كوچك بر روي محيط كشت ظاهر گشت هاي مقاوم به صورت كلني تيكها رخ داده

، به داخل لوله آزمايش محتـوي آب  و براي تهيه سوسپانسيون از آنها جهش يافته باكتريها با دقت از سطح پتريها برداشته شده
 NAهاي روي محيط كشتاز طريق كشت مكرر آمده هاي بدست پايداري جهش يافتههمچنين. مقطر استريل انتقال داده شدند

شدبررس بيوتيك بدون آنتي KBو .ي
:پنبهبيماريزاي Rhizoctonia solaniقارچ انتخاب جدايه

 هـاي مفيـد ميكروارگانيسـم در آزمايشگاه موجود پنبه هاي جدا شده از ريشه گياهچه R. solaniقارچ هاي از ميان جدايه
و روي محيط كشـيك، موسسه تحقيقات گياه پزشكي كشور خـالص)PDA )Potato Dextrose Agarت جدايه انتخاب گرديد

هـاي پنبـه بـود كـه قـبلا در آزمـايش قـدرت انتخاب اين جدايه بر اساس قدرت بيماريزايي بالاي آن روي گياهچه. سازي شد
و بر اساس اصول كخ انجام گرفته بود   ).Heydari et al., 2005(بيماريزايي

و مقايسه قدرت آنتاگونيستي باكتريهاي آنتاگونيست در آزمايشگاه :بررسي
، در شـرايط در اين آزمايش قدرت آنتاگونيستي جهش يافته  برعليـه جدايـه ) in vitro(آزمايشـگاهي هاي بدست آمـده

و ارزيابي قرار گرفت R. solaniاز قارچ انتخاب شده اين آزمايش بـه صـورت طـرح. در مقايسه با انواع وحشي آن مورد آزمايش
و با  و3– نوع وحشيباكتري3(مذكوره قارچ تيمار براي جداي7آماري كاملا تصادفي شـاهد بـدون1بـاكتري جهـش يافتـه

.گرفتانجام به صورت آزمون كشت متقابل تكرار براي هر تيمار4و) باكتري



و گونه هاي تريكودرما بر .بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشه . .

به NA حاوي محيط كشت متر سانتي9به قطر پتري تشتك در وسط اييباكتري هاي به اين صورت كه هر كدام از جدايه
و به مدت صورت خطي كشت داده در72شد ديسـك2 سپس. نگهداري گرديد گراد درجه سانتي25در دماي انكوباتور ساعت

و در كشت با فاصله مساوي در دو طرف خطوط  R. solaniقارچ سه روزه پرگنه از حاشيه متري سانتي1 باكتري قرار داده شـد
. انكوباتور نگهداري گرديد
در از رشد قارچ مـذكور ساعت به هم رسيدند، ميزان بازدارندگي72شاهد در مدت قارچ در پتري پرگنهپس از آنكه دو

پرگنـه ميـزان قطـر گيـري همچنين قدرت آنتاگونيستي باكتريها با اندازه.شد گيري تيمارهاي مختلف در مقايسه با شاهد اندازه
ول زيـر جهـت محاسـبه درصـد بازدارنـدگي فرم.و جهش يافته مورد بررسي قرار گرفتنوع وحشي باكتري هاي قارچ در جدايه

)Inhibition percent (مورد استفاده قرار گرفت.

 قطر كلني قارچ در تيمار شاهد–قطر كلني قارچ در تيمار باكتري
درصد بازدارندگي=  ________________________________________ 100 ×

قطر كلني قارچ در تيمار شاهد  

:عمل باكتريهاي آنتاگونيست هايسممكاني رسيبر
و باكتريـايي توسط سـه جدايـه R. solaniموثر در بازدارندگي از رشد قارچ هاي در اين آزمايش مكانيسم نـوع وحشـي

و براي هر جدايه در آزمايشات  و بررسي قرار گرفت شد3جهش يافته مورد مقايسه شده آزمايشهاي انجام. تكرار در نظر گرفته
:به شرح ذيل بود 

:مواد غيرفرارتوليد بررسي-
به اين صورت كه ابتدا يك قطره. انجام گرفت) Kraus and Loper, 1990(اثبات توليد مواد غيرفرار مطابق روش

و جهش يافته(سوسپانسيون از هرجدايه باكتريايي  )3٪آگار غذايي محتوي گلوكز( NAGروي محيط كشت) نوع وحشي
و با استفاده از پيپت پاستور استريل پخش گرديد در انكوباتور گراد درجه سانتي25روز در دماي4پتريها به مدت. ريخته

و آب مقطر استريل كلني باكتري. نگهداري شدند و پنبه استريل آغشتهها سپس با استفاده از لوپ از سطح پتريها برداشته شد
شد درون پتري بصورت40٪به فرمالين  از. وارونه قرار داده يك. دقيقه تقريبا تمام باكتريها از بين رفتند30پس سپس

شد متر سانتي5/0ديسك قارچ به قطر زماني كه قطر كلني قارچ شاهد تمام سطح پتري را پوشش داد. در وسط پتري قرار داده
.نيز اندازه گيري گرديدها، نتايج در بقيه جدايه

: فورتوليد سيدرو بررسي-
، اين با توجه به نقش مهم سيدروفورها به عنوان يكي از مكانيسم هاي بازدارندگي در باكتريهاي سودوموناس فلورسنت

باكتريايي توسط لوپ به اين ترتيب كه هر جدايه. با اندكي تغيير انجام گرفت) Weller and Cook, 1983(آزمايش طبق روش 
ميكرو مول در ليتر كلريد آهن 0،25،100با غلظتهاي متفاوت KBحاوي محيط كشت به روش كشت خطي در وسط پتري

III و به مدت شد درجه سانتي25ساعت در انكوباتور در دماي24كشت داده شد به.گراد نگهداري سپس دو ديسك قارچ
شد در دو طرف كشت خطي Geotrichum candidumساعته قارچ72متر از كشت سانتي5/0قطر  روز بعد5نتايج. قرار داده

، گراد درجه سانتي25از قرار گرفتن پتريها در انكوباتور در دماي  مورد بررسيو زمانيكه قارچ در شاهد تمام پتري را پوشاند
.قرار گرفت

:توليد مواد فرار بازدارنده بررسي-
ابتدا سوسپانسيون غليظي از هر جدايه. تفاده گرديداس) Kraus and Loper, 1990(براي انجام اين آزمون از روش

و جهش يافته(باكتريايي  و سپس) نوع وحشي  NAGميكروليتر از سوسپانسيون مذكور روي محيط كشت 200تهيه شد
. قرار داده شدند گراد درجه سانتي25ساعت در دماي24ها به مدت پتري. پخش گرديد)2٪آگارغذايي محتوي گلوكز(
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و پس از برداشتن PDAبه طور وارونه در وسط يك پتري حاوي متر سانتي5/0يك قطعه قارچ به قطر همزمان قرار داده شد
، دو پتري در زير هود استريل مقابل هم قرار داده شد بطوريكه پتري حاوي قارچ بطور وارونه در بالا روي  درب دو محيط كشت

و پتريها در دماي سپس با نوار پاراف. قرار گرفت NAGمحيط كشت  درجه سانتيگراد در انكوباتور25يلم كاملا مسدود گرديد
و زماني كه قطر كلني قارچ شاهد تمام سطح محيط كشت4-5به مدت  ، نتايج همانند PDAروز نگهداري شدند را پوشش داد

.آزمون توليد مواد غيرفرار ارزيابي گرديد
و تحليل آماري :تجزيه

و تحلي  MSTATCآماريآمده از آزمون كشت متقابل، با استفاده از نرم افزار نتايج بدست ابتدا. قرار گرفتل مورد تجزيه
) Duncan’s Multiple Range Test(دانكناي با استفاده از آزمون چند دامنههاو سپس مقايسه ميانگينها تجزيه واريانس

و سطوح اختلافات معني .مشخص گرديد1٪در سطح دار انجام شد

 نتايج
:Rif-Nalبيوتيك مقاوم به دو آنتي نتايج تهيه جهش يافته هاي باكتريايي

مي1همانطور كه در جدول مشاهده، كلني جهش يافتهها بيوتيك در هيچ غلظتي از آنتي Pf-C-2 شود، در جدايه مشاهده
بيوتيك در همه غلظتهاي استفاده شده از آنتي Pf-Sو Pf-W-1هاي كوچك جهش يافته از دو جدايه نگرديد، در حاليكه كلني

و در بقيه جدايه در(تنها در يك غلظت Pf-W-2و Pf-C-1 ،Pf-C-3 ها شامل حاصل گشت ميلي گرم 100و 100،10به ترتيب
ه شده، سه لازم به ذكر است كه از ميان جهش يافته هاي تهي.هاي مقاوم رشد كردند بيوتيك، جهش يافته از آنتي) در ليتر

 بيوتيك دارا بودند، انتخاب گرديد كه شامل جهش يافته كه بيشترين تراكم را از نظر تعداد كلني در غلظتهاي متفاوت آنتي
.بودند Pf-W-2و Pf-C-1 ،Pf-Sهاي باكتريايي جدايه

غلظتهاي متفاوت باكتريايي در جدايه6در بينو انتخاب شده هاي بدست آمده نتايج تهيه جهش يافته-1جدول
 Nalidixic Acidو Rifampicinآنتي بيوتيك هاي 

كد اختصاري
هاي باكتري جدايه  

هاي باكتري مشخصات جدايه غلظت 
mg/L  10

غلظت
mg/L  50

 mg/Lغلظت
100 

Pf-C-1P. fluorescens جدا شده از ريشه پنبه   +--
Pf-C-2P. fluorescens جدا شده از ريشه پنبه   ---
Pf-C-3P. fluorescens جدا شده از ريشه پنبه   --+

Pf-SP. fluorescens جدا شده از ريشه چغندرقند   +++
Pf-W-1P. fluorescens جدا شده از ريشه گندم   +++
Pf-W-2P. fluorescens جدا شده از ريشه گندم   --+

و جهش يافتهانوا(نتايج مقايسه قدرت آنتاگونيستي باكتريهاي آنتاگونيست :در شرايط آزمايشگاه)ع وحشي
مي2نتايج جدول سه نشان نسبت به انواع Pf-C-1و Pf-W-2 ،Pf-S جهش يافتهجدايه دهد كه درصد بازدارندگي در بين

، دو جدايه جهش يافته. وحشي آنها بيشتر بود از نظر درصد بازدارندگي از رشد Pf-Sو Pf-C-1اگرچه در بين اين سه جدايه
مي R. solaniقارچ  .باشند در مقايسه با انواع وحشي خود داراي اختلاف بيشتر



و گونه هاي تريكودرما بر .بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشه . .

و( هاي باكتريايي توسط جدايه R. solaniنتايج مقايسه درصد بازدارندگي از رشد كلني قارچ-2جدول نوع وحشي
 ).Dual culture(در روش كشت متقابل) جهش يافته

رهاتيما  درصد بازدارندگي نسبت به شاهد) mm(ميانگين قطر كلني قارچ 
 ------54 شاهد

Pf-C-1(Mu)87/883%
Pf-C-1(Wt)5/1473%
Pf-S(Mu)12/1081%
Pf-S(Wt)75/2552%

Pf-W-2(Mu)12/1081%
Pf-W-2(Wt)5/1080%

دار از نظر قدرت با جهش يافته آن اختلاف معني Pf-Sوحشي نوع مشهود است كه در جدايه1با توجه به نتايج نمودار
. وجود دارد در حاليكه در دو جدايه ديگر اختلاف چنداني مشاهده نگرديد R. solaniبازدارندگي در كنترل قارچ 

نوع( هاي باكتريايي توسط جدايه Rhizoctonia solaniنتايج مقايسه ميانگين رشد قطر كلني قارچ-1نمودار
و جهش يافتهو .اي دانكن چند دامنهاز طريق آزمون) حشي

54
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آن نتايج مقايسه مكانيسم :هاي عمل باكتريهاي آنتاگونيست جهش يافته با انواع وحشي
:نتايج توليد مواد غيرفرار-

و(سـت از نظر تاثير بر رشد قارچ مذكور، بين سه جدايه باكتريهـاي آنتاگوني دار در اين آزمايش اختلاف معني جهـش يافتـه
و جهش يافته(به عبارت ديگر هر سه جدايه باكتري. با شاهد مشاهده گرديد) نوع وحشي توانستند با توليـد مـواد) نوع وحشي

.Rغيرفرار در محيط كشت از رشد قارچ  solani و از اين نظر، تفاوت معني هاي جهش بين جدايه داري جلوگيري به عمل آورده
.مشاهده نگرديدي آنها يافته با انواع وحش

:نتايج توليد سيدروفور-
موجود در آزمايش قبلي از نظر توليـد مـواد سـيدروفور Pf-W-2و Pf-S ،Pf-C-1در اين آزمون نيز هر سه جدايه باكتريايي

و نتايج بدست آمده از اين آزمايش كـه در غلظتهـاي  و بـا IIIآهـن ميكرومـول كلريـد 100و0،25مورد آزمايش قرار گرفتند
از انجام گرديد، نشان داد كه توليد سيدروفور در جدايه Geotrichum candidumاستفاده از قارچ هاي جهـش يافتـه در بعضـي

توليـد IIIميكرومـول در ليتـر كلريـدآهن25به عنوان مثال در غلظت. غلظتهاي يادشده نسبت به انواع وحشي آنها بيشتر بود
.درصد بيشتر بود17و42/17نسبت به انواع وحشي به ميزان Pf-W-2و Pf-C-1 يافتهي جهشها سيدروفور در جدايه

:نتايج توليد مواد فرار بازدارنده-
 R. solaniدر اين آزمون نيز نتايج نشان داد كه هر سه جدايه جهش يافته بيشتر از انواع وحشي آنها توانستند از رشد قـارچ

و در ميان اين سه جدايه، جدايه جهش يافته در اثر توليد مواد فرار جلوگي نسبت به نوع وحشي آن، اخـتلاف Pf-W-2ري كنند
و بازدارندگي از رشد قارچ مذكور بيشتر .را نشان داداز نظر توليد مواد فرار

و نتيجه : گيري بحث
بيماريهاي گياهي حـائز اهميـت هاي آنتاگونيست در كنترل بيولوژيك يكي از نكات مهمي كه در استفاده از ميكروارگانيسم

و كارايي آنها مـي بيوتيكها ناشي از عوامل مختلف از جمله آنتي تنش هايباشد، تاثير مي ايـن عوامـل قـادر. باشـد بر اين عوامل
آن هستند ميكروارگانيسم و باعث ايجاد تغييراتـي در و يا قسمتهاي ديگر گياهان را تحت تاثير قرار داده هـا هاي موجود در خاك

و توان آنتاگونيستي اين عوامـل را تحـت تـاثير قـرار دهنـد گردند كه اين تغييرات مي  ,Ownley and Windham( تواند كارايي

ر يكي از پديده). 2003 و از جمله ميكروارگانيسمهايي كه احتمال وقوع آن در طبيعت بر هاي آنتاگونيسـت وجـود وي موجودات
ك دارد، پديده جهش خودجوش مي و تاثيرات آن بر روي چند باكتري آنتاگونيست مورد بررسيه در اين تحقيق باشد اين پديده

.قرار گرفت
مي نتايج كلي اين تحقيق نشان مي تواند بر توان آنتاگونيستي باكتريهاي آنتاگونيست تـاثير دهد كه پديده جهش خودجوش

و باعث افزايش قدرت آنتاگونيستي آنها در كنترل بيماري  در ضـمن.گـردد R. solaniمـرگ گياهچـه پنبـه بـا عامـل گذاشته
و تحمـل بـه شـرايط  افزايش قدرت آنتاگونيستي جهش يافته ها ممكن است مربوط به تغييراتي در آنها در رابطـه بـا مقاومـت

و نيز تغييرات در ساختار آنها باشد كه منجر به توليد متابوليت و سيدروفور شده است محيطي .ها
از باكتريهايدر اين تحقيق كه در زمره موثرترين آنتاگونيسـتهايندگرديد انتخابسودوموناس فلورسنت گونهآنتاگونيست

و بسيار مورد توجه زيست و طوقه بوده و بيماري بيمارگرهاي ريشه و از ميـان شناسان گياهي در دنيـا مـي شناسان خاك باشـند
ميا. جدايه در اين تحقيق مورد بررسي قرار گرفت3آنها  كه به خاك اضافه باشند زماني ين باكتريها چون ساكنين طبيعي خاك
، مي و شوند و تكثيـر مـي بـه راحتـي اسـتقرار به خوبي با آن سازگار شده و چنـدين نـوع) 2001موسـوي،(د شـون مـي يابنـد
و سيدروفور آنتي مي بيوتيك  ). Delany et al., 2000(كنند توليد

ن ميتحقيقات مختلف انجام شده در هـاي مقـاوم بـه آنتـي دهد كه توليد جهش يافته شان بيوتيـك در باكتريهـاي مختلـف
مي غلظتهاي متفاوتي از آنتي پنجـره انتخـاب جهـش يافتـه،بيوتيـك دهد كه اصطلاحا به اين دامنه غلظت از آنتـي بيوتيك رخ



و گونه هاي تريكودرما بر .بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشه . .

)Mutant Selection Window (مي و همكاران،( شود گفته به عبارت ديگر باكتريها ).  ;2002Zhao and Drlica, 2002سالاري
و عوامل ديگر نسبت دامنهبيوتيكها در مقابل آنتي ، خواص فيزيكي اي از تحمل دارند كه اين احتمالا به خصوصيات ژنتيكي آنها

مي زنده مانده بيوتيك برخي در غلظت بالايي از آنتي. شود داده مي تعـدادي از آنهـا نماينـد در صـورتي كـهو توليد جهش يافته
ب حتي در غلظتهاي پايين آنتي هـاي باكتريـايي اسـتفاده شـده در ايـنو اين تفاوت در بين جدايه باشنده بقا نميبيوتيكها قادر

.تحقيق نيز مشاهده گرديد
يي نـوع هاي باكتريـا ها در شرايط آزمايشگاه، اكثر جدايه جهش يافتهوهاي نوع وحشي در بررسي قدرت آنتاگونيستي جدايه

و ايـن R. solaniجهش يافته توانستند در بازدارندگي از رشد قارچ  در محيط كشت نسبت به انواع وحشي آنها بهتر عمل كنند
بيوتيك در باكتريها اتفاق افتاده بـود، منجـر بـه نشان دهنده آن است كه پديده جهش خودجوش كه در نتيجه مقاومت به آنتي

و اين احتمالا مـي ريهاباكتافزايش توان آنتاگونيستي  توانـد ناشـي از تـاثير ايـن تغييـر بـر روي در شرايط آزمايشگاه شده است
. هاي اين آنتاگونيستها باشد مكانيسم

، مكانيسم و جهش يافته مورد بررسي قـرار گرفـت كـه هاي مختلف جدايه در مرحله ديگري از اين تحقيق هاي نوع وحشي
و مواد فرار توليد متابوليت: عبارت بودند از  ، سيدروفور ي مختلف بيوتيكها توليد متابوليتهاي غيرفرار از جمله آنتي. هاي غيرفرار
و كنترل بيماري ذكر شـده اسـتسهاي سودوموناس فلورسنت به عنوان مكاني توسط اكثر سويه م اصلي جلوگيري از رشد قارچ

)Ganeshan and Kumar, 2005 .(بق روش نتايج حاصل از اين آزمون كه مطا)Loper, 1990 Kraus and ( انجام گرفـت، نشـان
و ايـن بـدان هاي باكتريايي جهش يافته با انواع وحشي آنها از نظر توليد داد كه بين جدايه مواد غيرفرار تفـاوتي وجـود نداشـت

. معني است كه اين پديده برروي اين مكانيسم از باكتريها تاثيري نداشته است
، پس از آنتي و رشـد. مهمترين نقش را سيدروفورهاي اين باكتريهـا دارنـد بيوتيكها قـارچ نتـايج آزمـون توليـد سـيدروفور

Geotrichum candidum در غلظتهاي مختلف كلريدآهنIII نشان داد كه برخي از باكتريهاي جهـش يافتـه در غلظتهـاي كـم
ميب. آهن توانستند سيدروفور بيشتري نسبت به انواع وحشي آنها توليد كنند توان تـاثير پديـده جهـش را بـر روي ايـن نابراين

و فعاليت آنها نسبت داد مكانيسم از باكتريها موثر تلقي نمود كه احتمالا مي .توان آن را به خواص
توان توليد مـواد فـرار از جملـه تركيـب فـرار از ديگر مكانيسمهاي مورد اشاره براي باكتريهاي سودوموناس آنتاگونيست مي

,.Defago et al( دروژن را نام بردسيانيد هي همچنـين ايـن. آيـد اي سمي به شمار مـي تركيب مذكور براي قارچها ماده). 1990
، موجب تشكيل ريشه مي تركيب با تاثير بر متابوليسم گياه هـاي اين آزمون نيـز نشـان داد كـه جدايـه. گردد هاي مويين فراوان

، از رشـد قـارچ يشتر متابوليتبجهش يافته آنتاگونيست توانستند با توليد   R. solaniهاي فـرار نسـبت بـه انـواع وحشـي آنهـا
.جلوگيري كنند

هاي عمل اين باكتريهاي آنتاگونيست در جهـت افـزايش تـاثير اگرچه پديده جهش خودجوش به طور كلي بر روي مكانيسم
د ، اما بايد اذعان هـاي باكتريـايي در شـرايط اشت كه موثربـودن جدايـه اين باكتريها در كنترل بيماري مذكور موثر واقع گرديد

و آزمايشگاه دليل قاطع بر موفق بودن آنها در شرايط  و لازم است كه اين جدايهمزرعه گلخانه ها در شرايط واقعـي مزرعـه نبوده
نو.و گياه مورد بررسي قرار گيرند ، ، عوامل محيطي متعددي از قبيل گياه ميزبان ، درجه حـرارت زيرا در شرايط واقعي ع خاك

و كارايي آنها را تحت و فعاليت اين باكتريها گذاشته و عوامل ديگر قادر هستند كه تاثيرات بسزايي بر رشد ، رطوبت خاك خاك
 ).Heydari et al., 1997(تاثير قرار دهند 

توانـد منجـر بـه مـي هاي ژنتيكي از قبيـل جهـش خودجـوش نتايج كلي حاصل از اين تحقيق حاكي از آن است كه پديده
و مكانيسم عمل باكتريهاي آنتاگونيست گردند كه اين امر مي تواند در كنترل بيولوژيكي بيماريهـاي گيـاهي تغييراتي در كارايي

و بايد مورد توجه قرار گيرد توانـد راهگشـاي موفقيـت روشـهاي كنتـرل در نهايت انجام چنين تحقيقـاتي مـي. بسيار مهم بوده
، كاهش استفاده) زيستي(بيولوژيك  و گامي موثر در جهت افزايش توليد محصولات كشاورزي از سـموم بيماريهاي گياهي بوده

و ذخاير بيولوژيكي باشد و حفاظت از محيط زيست .شيميايي
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