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 یبرخ ير آن رویو تاثPseudomonas fluorescens B1 در  يتنوع فاز یبررس
  *يباکتر یوکنترلیو ب يرفتار يها یژگیو

  1کیوان بهبوديو  2زاده ، وحید فلاح2اکبر شیرزاد ،1مسعود احمدزاده ،**1رباب اعزازي

  )14/11/1394 :؛ تاریخ پذیرش9/8/1391: تاریخ دریافت(

  دهیچک
 ـده در اثـر تغ ین پدیاباشد؛  یم يده تنوع فازیپد فلورسنت، يها سودوموناس يسازگار يها سمیاز مکان یکی ر یپـذ  برگشـت  یک ـیرات ژنتیی

ط یآنهـا  بـا شـرا    يسبب بقـا و سـازگار  باشد که  یمتفاوت م يبا رفتارها يک باکتریمتنوع از  يها تیرجمعیجه آن ظهور زیداده که نت رخ
  Pseudomonas fluorescens يبـاکتر  B1ه یدر جدا يده تنوع فازیق وقوع پدین تحقیدر ا. شود یآنها م یرات ناگهانییو تغ یطیمختلف مح

 ـت يها یبود، کلون یپ کلونیدو ت يه مزبور دارایجدا. مشاهده شد) يم کننده تنوع فازیه واجد ژن تنظیجدا( کوچـک و کـدر    یپ وحش ـی
پروتئـاز،   يهـا         مید آنـز یپ از نظر تولین دو تیا. داشتند يشتریتر بوده و شدت رنگ فلورسنس ب ه بزرگیپ ثانویت یکه کلونیبودند، در حال

ه چند یعل یت ضدقارچیاللم و فعیوفیل بیتحرك، تشک ين و رفتارهایدروفور و اکسیدروژن، سید هیانیس يها تید متابولیپاز، فسفاتاز و تولیل
 ـد؛ هـر دو ت یپ مشخص گردین دو تیب يدار یمعن يرفتار يها تفاوت. سه قرار گرفتندیمورد مقا یاهیگ يزایماریقارچ ب  ـتول ییپ توانـا ی د ی

ن یدروفور و اکس ـیزان سیکرده و برعکس م دایه به شدت کاهش پیپ ثانویدروژن در تید هیانید سیپاز و فسفاتاز را داشتند اما  تولیپروتئاز، ل
 یپ وحشیشتر از تیار بیه بسیپ ثانویت ییها یزان تحرك کلونیم. دا کرده بودیش پیافزا یپ وحشیسه با تیپ در مقاین تیشده توسط ا دیتول

ه عمـل  یثانوپ یتر از ت يقو یپ وحشیت یت ضدقارچیاز نظر فعال. ه بودیپ ثانویشتر از تیه بیپ اولیلم توسط تیوفیل بیزان تشکیم یبوده ول
  .د کردییه تایه اولیها را با جدا انتیتشابه کامل وار BOX-PCRبه روش  DNA ينگار انگشت. کرد
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Abstract 
Phase variation is one of the adaptive mechanisms in fluorescent pseudomonads; this process caused by 
reversible genetic modification that generate subpopulation diversity with phenotypic differences that 
eventually lead to bacterial survival and their fitness under certain environmental conditions and is important 
in niche adaptation. In the present study, phase variation was observed in P. fluorescens strain B1 that 
carrying gene for phase variation. P. fluorescens B1 had two colony types, wild-type colony was small and 
opaque whereas the second type colony was larger in size and more fluorescent pigment production. These 
two types colony were tested for production of several enzymes such as protease, lipase, phosphatase and 
some metabolites production such as hydrogen cyanide, siderophore and auxin and for motility behaviors, 
biofilm formation and antagonistic activity against some phytopathogenic fungi. The results showed 
significant difference between the two types. Both of two types produced protease, lipase, phosphatase, but 
production of hydrogen cyanide in second type decreased strongly, in contrast production of siderophore and 
auxin in secondry type Increased. The second cell types was more motile than the wild-type and biofilm 
formation in wild-type was more than the secondry type. Antifungal activity of wild-type was higher than the 
secondary type. DNA fingerprint using BOX-PCR confirmed the identity of the second colony type with the 
parental isolate. 
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  مقدمه
سـت از جملـه   یآنتاگون يهـا  سـم یکروارگانیاستفاده از م
ــه منظــور حفاظــت گ  يســودومونادها ــان یفلورســنت ب اه
ن یگزیک جـا یخاکزاد به عنوان  يها يماریه بیبخصوص عل
 .Dekkers et al)مطرح است  ییایمیسموم ش يمناسب برا

له عوامـل  یوس ـ زا بـه یماریب يها کنترل قارچ ییتوانا. (2003
ــیم ــه و یکروب ــیب ــا یژگ ــدد يه ــه تول يمتع ــاز جمل د ی

از  یسـلول  خارج يها میآنزد ی، تولیضد قارچ يها تیمتابول
 Buchenauer)نـاز و گلوکونـاز   یتیپـاز، ک یل پروتئـاز، ل ی ـقب

1998; Dunlap et al. 1998 and Trejo et al. 1998) ،
دروفور ی، س (Voisard et al. 1989)دروژن ید هیانید سیتول

(Leong 1986) وســـورفکتانت یو ب(Stanghellini & 

Miller 1997) دارد یبستگ.  
ده و متنـوع هسـتند،   ی ـچیوکنترل پیب يها سمیمکاناگرچه 
وکنترل ی ـوکنترل موفق لازم است عوامل بیل به بیاما جهت ن

در زمان مناسب و در مکان مناسب حضـور داشـته باشـند؛    
باشـد   یون م ـیزاس ـیت مسـئله کلن ی ـانگر اهمی ـن موضوع بیا

(Dekkers et al. 2003) .از  یار غنیط بسیک محیزوسفر یر
خـاك   يهـا  سـم یکروارگانیباشـد کـه م   یم یینظر مواد غذا

 ـ    ين منبـع انـرژ  یجهت تـام  چ یخـود و بـه دسـت آوردن ن
 يبـرا  يدیاسـتقرار رقابـت شـد    يمناسـب بـرا   یکیاکولوژ

 ـهـا در ا  سـم یکروارگانیبقـا م . تصرف آن دارنـد  ط ین مح ـی
زوسـفر  یط ریآنهـا بـا شـرا    يسـازگار  ییک به توانـا ینامید

 يبـرا  یمختلف ـ يراهکارهـا ها   سمیکروارگانیم. دارد یبستگ
از .  بـا آن دارنـد   يو سـازگار  یط ـیرات محیی ـپاسخ بـه تغ 

 ـزوسفر جدایه ریناح يها سمیکروارگانین میتر موفق  يهـا  هی
Pseudomonas fluorescens یکی يباشند که تنوع فاز یم 

 .Achouak et al)باشـد   یآنها م يسازگار يها سمیاز مکان

 ـیپذ برگشتند یک فرآی يتنوع فاز. (2004 بـالا   یر با فراوان

 ـ ییله جهـش، بـازآرا  یباشد که بوس یم در  يگـر یر دیی ـا تغی
DNA شـود   یجاد م ـیا(Henderson et al. 1999) .ـپد  ده ی
 ـباکتر يها در جنس يتنوع فاز  يمختلـف بـا رفتارهـا    ییای
ــوژ ــاوت  یکیاکولـ ــاپروفیب(متفـ ــا، سـ ــا و  تیمارگرهـ هـ
 یم بعضیتنظده با ین پدیا. ف شده استیتوص) ها ستیهمز

ش تنوع یمنجر به افزا يباکتر یپیفنوت يها یژگیرفتارها و و
و  یسـتگ یش شایجـه افـزا  یو در نت ییایت باکتریدرون جمع
ن یگـردد، بنـابر   یر م ـی ـمتغ یطیط محیآنها با شرا يسازگار
مختلف و فـرار از   يها چیزه کردن نیامکان کلن يباکتر يبرا
 ;Vial et al. 2010)سازد  یزبان را فراهم میم یستم دفاعیس

Wisniewski-Dye & Vial 2008) .ـن پدیا   يده غالبـا رو ی
ر گذاشته یتاث ییایسلول باکتر يو ظاهر یسطح يها یژگیو

متفـاوت ماننـد    يبا مورفولوژ ییها یو منجر به ظهور کلون
، Escheirchia coli (Abrahem et al. 1985)در Iنوع  یلیپ

 Salmonella entrica serovar (Stocker 1949)تاژك در 

typhimuriumــیب يغشــــا يهــــا نی، پــــروتئ  در یرونــ
Helicobacter pyloriــطحی، خصوصــ ــلول در  یات س س

(Mills et al. 1992) Shigella flexnerلم در یوفیل بی، تشک
(Ziebeuhr et al. 1997) Staphylococcus epidermis  و

 Streptococcus (Waite et al. 2001)سـنتز کپسـول در   

pneumonia ـاز ا یناش ـ یپیر فنـوت ییتغ. گردد یم   ـن پدی ده ی
هـم برگشـت    يدر موارد یباشد ول یر میپذ معمولا برگشت
 & Wisniewski-Dye).شـود   یه مشاهده نم ـیبه حالت اول

Vial 2008)  
ز یفلورسنت ن يدر سودومونادها يده تنوع فازیوقوع پد

 P. fluorescens SBW25 يگــزارش شــده اســت؛ بــاکتر
ع در حال سـکون کشـت داده شـد،    یط مایکه در مح یزمان
مختلـف   ید کـه نـواح  یت از آن مشاهده گردیر جمعیسه ز
را اشـغال   یو عمق ـ یانی، میسطح يها ط شامل قسمتیمح

 .P يدر بـاکتر . (Rainy & Travisano 1998)کرده بودند 
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brassicasearum NFM421 ــه کلن ــک ــو ی ــده ق  يزه کنن
 يده تنـوع فـاز  یباشد، پد یس و کلزا میدوپسیزوسفر آرابیر

شــده اســت کــه از نظــر  ییهــا انــتیمنجــر بــه ظهــور وار
. شه با هم تفاوت دارنـد یشده رزهیکلن یو نواح يمورفولوژ

شـه را  یجـوان و نـوك ر   يهـا  حاصله قسمت يها نتایوار
جـه  ین و در نتین فلاژلیاد پروتئید زیکنند که با تول یزه میکلن
در . (Achouak et al. 2004)ش تحرك مـرتبط اسـت   یافزا

P. fluorescens F113 شـه  یون ریزاسیهنگام کلن يتنوع فاز
اند کـه   شده يجداساز Fو  S ،Cانت یاتفاق افتاده و سه وار
ن یووردیدروفور پـا ید پروتئاز، سی، تولیکیاز نظر مورفولوژ

 يهـا  از ژن یکی( flicان ژن یدروژن، تحرك و بید هیانیو س
 .et alانـد   با هم تفـاوت داشـته  ) نین فلاژلیکدکننده پروتئ

2002) (Sanchez-Contreras .  
باشـد؛   یم sssم ژن یده تحت تنظین پدیا یکیاز نظر ژنت

 Site)ژه یــگــاه وینــاز جایم رکامبیک نــوع آنــزیــن ژن یــا

Specific Recombinase) م یت آنـز ی ـفعال. کنـد  یرا کد م ـ
از ی ـبدون ن یحفاظت یبرگشت یبیمزبور  منجر به بروز نوترک

 ـیدر ناح DNAبه سنتز  ن دو قطعـه کوچـک همولـوگ    یه ب
 ـت ای ـشـود؛ بسـته بـه موقع    یم) جفت باز15حدود ( ن دو ی
 ـ یم سـبب وارونگ ـ یت آنزیالهمولوگ، فع یتوال ا حـذف  ی
 Lugtenberg & Dekkers)شـود   یم يجفت باز 15ه یناح

باشد کـه   یم sssهمولوگ ژن  E. coliدر  xerCژن . (1999
باشـد و همزمـان    یم ـ ƛintegraseهر دو متعلق به خـانواده  

باشــند  یمــ ينتگــرازیو ا يت انــدونکلئازیخاصــ يدارا
(Dekkers et al. 1998; Martinez-Granero et al. 

م ین آنزیت ایجه فعالیدر نت DNA ییدر واقع بازآرا. (2005
 يهـا  يشود که در باکتر یم يده تنوع فازیمنجر به وقوع پد

ر قـرار  یرا تحـت تـاث   یمختلف، رفتارهـا و صـفات متفـاوت   
  .(Lugtenberg & Dekkers 1999)دهند  یم

ه یثانو يها تیبولد متایتول GacA/GacS یمیستم تنظیس

 یسلول برون يها مین، آنزیووردیدروژن، پاید هیانیل سیاز قب
بـه نظـر   . کنـد  یم م ـیلم را تنظ ـیوفیل بیر پروتئاز و تشکینظ
ــ ــش یرســد برخــ یم ــا از جه ــا در ژن یتصــادف يه  يه

gacA/gacS  ژه کنتـرل  یگاه ویناز جایم رکامبیبه واسطه آنز
 ییآن شناسـا  یمولکولسم یشود، هر چند که تاکنون مکان یم

 ).van den Broek et al. 2005(نشده است 

 ـن پـژوهش رد یهدف از ا  ـدر چنـد جدا  sssژن  یابی ه ی
وقـوع   یو بررس  P. fluorescens  یوکنترلیت بیفعال يدارا
 ـدر جدا يده تنـوع فـاز  یپد سـه  یه واجـد ژن مزبـور و مقا  ی
 یوکنترلی ـب يو رفتارهـا  یکیمورفولـوژ  يهـا  یژگیو یبرخ

  .باشد یم یپیفنوت يها انتیده در وارین پدیمتاثر از ا

  ها         مواد و روش
  : وکنترلیب يها هیجدا يه و نگهداریته

کــه قــبلا  P. fluorescensه یــق نــه جدایــن تحقیــدر ا
از ، قـرار گرفتـه بـود    یآنها مـورد بررس ـ  یوکنترلیخواص ب
 ـولوژیشـگاه کنتـرل ب  یون آزمایکلکس ک دانشـگاه تهـران و   ی
جـان  یآذربا ید مـدن یدانشگاه شـه  یشناس يماریشگاه بیماآز
 ـافت گردیدر   (KB)طیهـا در مح ـ  يبـاکتر ). 1 جـدول (د ی

King’s B کوتـاه مـدت    ينگهـدار  يبرا. کشت داده شدند
بـه  . اسـتفاده شـد   MgSo4مـولار   1/0ها، از محلـول   هیجدا

سـاعته   24تـا   16 عیمـا  بلند مدت، کشـت  يمنظور نگهدار
 ـ KB طیدر مح ـ يبـاکتر  بـا  درصـد   40 یه نسـبت حجم ـ ب
اپندورف مخلوط شده  يها الیسترون در درون و سرولیگل

 McSpadden(شــدند   ينگهــدار  -C°20 زریــو در فر

Gardener et al. 2000(.  

  :مارگریب يها قارچ يه و نگهداریته

.Fusarium culmorum (Wm.G يزایمـار یسه قـارچ ب 
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    P. fluorescens يها هیجدا يزبانان و مکان جداسازیفهرست م: 1 جدول
Table1: List of hosts and geographical origins of bacterial isolates 

Bacterial isolate Location of isolation  Host Remarkable trait  received from  
P. fluorescens 34B Sarab Wheat phz+  1*  

P. fluorescens 8B Maragheh Wheat  phz+  1 
P. fluorescens F70 Mashhad Wheat phlD+  1 
P. fluorescens F23 Mashhad  Wheat  phlD+  1 

P. fluorescens UTPf5 Rafsanjan  Pistachio phlD+  2 
P. fluorescens UTPf68 Mazandaran Canola phlD+  2 

P. fluorescens B1 Karaj Wheat phlD+  2 
P. fluorescens B6 Karaj Wheat phlD+  2 

P. fluorescens CHA0 Switzerland  Tobacco phlD+  2 
 جانیآذربا ید مدنیدانشگاه شه یشناس يماریشگاه بیآزماافت شده یدر يها هیجدا :1* 

  ک دانشگاه تهرانیولوژیشگاه کنترل بیون آزمایافت شده از کلکسیدر يها هیجدا: 2
phz+ :نیواجد ژن کد کننده فناز 

phlD+ : واجد ژن کد کنندهDAPG  
  

Sm.) Sacc.  ،F. oxysporum Schlecht. Emend. 

Snyder & Hansen  و Bipolaris sorokiniana (Sacc.) 

Shoemakerد یدانشـگاه شـه   یشناس ـ يمـار یشگاه بیاز آزما
از  Phytophthora drechsleri Tuckerجـان و  یآذربا یمدن
افـت شـد،   یک دانشـگاه تهـران در  یولوژیشگاه کنترل بیآزما

ــارچ اول در رو ينگهــدار   .Pو  یکاغــذ صــاف يســه ق

drechsleri  ارشــاد، (ل انجــام شــد یدر آب مقطــر اســتر
1371.(  

   اي پلیمراز با استفاده از واکنش زنجیره phlD ژن یابیرد

ــتخراج  ــاکتر DNAاس ــابق روش يب ــا مط و  ونــگ ه

 DNAر ی ـتکث. دیانجام گرد (Wang et al. 2001)همکاران 
و آغـازگر معکـوس   B2BF   با استفاده از آغـازگر مسـتقیم  

BPR4 )واکـنش  . انجام شـد ) 2 جدول PCR  20در حجـم 
، PCR (10X)تـــر بـــافر  یکرولیم 2شـــامل  تـــریکرولیم
تـر از هـر   یکرولیم1مـول،   یل ـیم MgCl2 25 تـر  یکرولیم2/1

 Taq)مـراز تـک   یتـر پل یکرولیم 3/0کومـول،  یپ 10آغـازگر 

DNA Polymerase) ،4/0 ــر یکرولیم  dNTPs 10تــــ
تـر  یکرولیم 1/10الگـو در   DNAتـر  یکرولیم4مولار و  یلیم

کلر یدر دسـتگاه ترموسـا   DNAر ی ـتکث. ه شدیآب مقطر  ته
. انجــام گرفــت) آلمــان TGRADIENT )Biometraمــدل 
 ـبرنامه   ـبـه صـورت    PCR یحرارت چرخـه واسرشـت    کی

 یپیفنوت يها انتیوار یکیتنوع ژنت یو بررس  sssو  phlD يها ژن یابیرد يبرا PCRمورد استفاده در  يآغازگرها ینام و  توال: 2ل جدو
P. fluorescens B1  

Table2: Name and sequence of primers used in PCR for detection of phlD and sss genes and for evaluation of 
genetic diversity of P. fluorescens B1 phenotypic variants 

genes Primers Sequence Reference 
phlD B2BF (forward) 5'-ACCCACCGCAGCATCGTTTATGAGC-3' McSpadden Gardener et al. 2001 
 BPR4 (reverse) 5'-CCGCCGGTATGGAAGATGAAAAAGTC-3'  
sss SSS UP (forward) 5' -CGT CTT TCG CAC CTG ATG GA-3' Mavrodi et al. 2006 
 SSS LOW (reverse) 5'-CCT GGG ATG GGC ACT GTC A'-3  

BOX 626 BOX (forward/ reverse) 5' -CTACGGCAAGGCGACGCTGACG'-3 McSpadden Gardener et al. 2000 
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 35و سـپس   قـه یبـه مـدت سـه دق    C94° يدر دمـا  يساز
و  C55°در  هی ـثان C94 ،60°در   هی ـثان 60چرخه با برنامـه  

به مـدت   C72°چرخه   کی انی، و در پاC72°در   هیثان 60
ــهیدق 10 ــت    ق ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس  McSpadden(م

Gardener et al, 2001.(  

  P. fluorescens يها هیاز جدا یدر برخ sssژن  یابیرد

 يبـرا ) 2جـدول  ( SSS-LOWو  SSS-UPآغازگرهاي 
 .ه شـدند ی ـته )تهران(ست یشرکت تکاپوز از sssر ژن یتکث

 ـ  ـبـه صـورت    PCR یبرنامه حرارت ک چرخـه واسرشـت   ی
 32ه و سـپس  ی ـثان 120بـه مـدت    C 94° يدر دمـا  يساز

و  C 55°ه دریثان C 94 ،30°ه در یثان 30چرخه شامل برنامه 
 ياقهیر ده دقیک مرحله تکثیان ی، و در پاC 72°ه در یثان 60

 .Mavrodi et al(مورد استفاده قرار گرفت  C 72° يدر دما

 60بـه مـدت   درصد 1در ژل آگارز  PCRمحصول ). 2006
ج با اسـتفاده  یولت الکتروفورز شدند و نتا 75قه با ولتاژ یدق

ــتگاه  ــدل (  Gel Documantationاز دس  Bio Docم

Analyzeشد یبررس) ، آلمان.   

  شگاهیط آزمایدر شرا يتنوع فاز یبررس

انتخـاب   يتنـوع فـاز   یبررس يبرا sssه واجد ژن یجدا
به  KBط یساعته آن در مح 48از کشت  یک کلونی. دیگرد

 NBY (Nutrient broth yeast extract)ط یتر مح ـیل یلیم 5
 يساعت در رو 12انتقال داده شده و ظرف کشت به مدت 

و در ادامه  C 28° يدر دما rpm120کر انکوباتور با دور یش
. شـدند  يسـاعت در حالـت سـکون نگهـدار     48به مـدت  
 يهـا  طیه و در مح ـی ـع تهیمناسـب از کشـت مـا    يها رقت

KBA  وSA )ــوکروز ــپارژ g/L20 : سـ ؛ g/L 2: نی؛ آسـ
K2HPO4: g/L1  ؛MgSO4 :g/L 5/0  ــار و   )g/L15: آگـ

(Scher & Baker 1982)  72کشت داده شدند و به مدت-

 يهـا  انـت یشده و وار ينگهدار C 28° يساعت در دما 48
  . دیدر حال رشد مشخص و انتخاب گرد یپیفنوت

   یضدقارچ يها تیمتابول ید برخیتول یابیارز

هـا مطـابق روش   انتیم پروتئاز در وارید آنزیتول ییتوانا
صـورت   (Maurhofer et al. 1995)و همکـاران   مـارهوفر 
، يبـاکتر  يهـا  یل هاله شفاف در اطراف کلونیتشک. گرفت

 ـیط شیمح يک هفته رشد رویپس از  آگـار  -یر بدون چرب
)Skim milk Agar (یم پروتئــاز تلقــینشــانه داشــتن آنــز 

  .دیگرد
 80ن یتــوئ يط حــاویدر محــ يپــازیت لیــفعال یابیــارز

)Tween 80 ( صورت گرفت(Schaad et al. 2001) .د یتول
 ـهاله کدر  در اطـراف تـوده کشـت شـده      یا نقـاط رسـوب  ی
  .دیپاز محسوب گردید لیک هفته نشانه تولیپس از  يباکتر

  :یمحلول کردن فسفات معدن ییتوانا یبررس

گرم عصـاره مخمـر،    5/0گرم گلوکز،  10شامل  یطیمح
گرم  25/0م، یفسفات کلس گرم 5/0م، ید کلسیگرم کلر 1/0

تـر آب  یل یل ـیم 1000گـرم آگـار در    15م و یزی ـسولفات من
آن کشت داده  يرو يا به صورت نقطه يه و باکتریمقطر ته

سـاعت   48پـس از  . شـد  ينگهدار C 28° يشده و در دما
ت یکه نشان دهنده خاص ـ یقطر هاله شفاف در اطراف کلون

 ,Sperber)فسـفات بـود، انـدازه گرفتـه شـد       یکنندگحل

1958). 

  :دروژنید هیانید سیتول

با استفاده از  (HCN)دروژن  ید هیانید سین توان تولییتع
 Alstrom & Burns) آلستروم و بـورنز روش اصلاح شده 

 ـانجام گرد (1989  TSB (Tryptic Soy Broth)ط یمح ـ. دی
تـر بـه کـار    یگرم آگـار در ل  15ن و یسیگرم گلا 4/4 يحاو
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 ـکرید پیآغشته به اس یافبرده شد و از کاغذ ص و % 5/0ک ی
در قسـمت درب  (بـه عنـوان معـرف    % 2م یکربنات سـد یب
انت در یاز هر وار یکسانیت یجمع. استفاده شد) شید يپتر

بـا نـوار    يپتـر  يها ش کشت داده شده و تشتکید يهر پتر
فـرار   يهـا  تی ـلم مسدود شـدند تـا از خـروج متابول   یپاراف
سـاعت بـه    48مـدت  هـا بـه    يشود؛ سپس پتـر  يریجلوگ

ر رنـگ  یی ـتغ. شـدند  يصورت وارونه درانکوباتور نگهـدار 
ه به رنگ کرم یآغشته به معرف از رنگ زرد اول یکاغذ صاف

(I) ،روشن  يا ا قهوهی(II) ،ره یت يا ا قهوهی(III)  يا آجریو 
(IV) ـدروژن ارزید هیانیس یر نسبید مقادیبه عنوان تول   یابی
  .دیگرد

  :دروفورید سیتول

ــتول ــابق روش ید ســی  الکســاندر و زوبــر دروفور مط
(Alexander & Zuberer 1991) ــیدر محــ ــگ  یط آب رن

(Chrome azurol-S) CAS ها به صورت  يباکتر. انجام شد
 C 27°يهـا در دمـا   ط مزبور کشت و تشتکیدر مح يا نقطه
جـاد شـده در اطـراف    یا یشد؛  قطر هالـه نـارنج   ينگهدار
سـاعت   72و  48، 24 یزمـان ها، در فواصـل   يباکتر یکلون
 يدی ـدروفور تولیزان سیم ین کمییتع يبرا. شد يریگ اندازه

) Csataneda et al. 2005(و همکـاران   کاسـتاندا از روش 
ط یسـاعته در مح ـ  24تر از کشـت  یکرولیصد م. استفاده شد

گرم سولفات  1د، یک اسینیگرم سوکس 4(نات یع سوکسیما
م یگـرم پتاس ـ  3فسـفات،  دروژن ی ـم هیگرم پتاس 6وم، یآمون
 1000م و یزی ـگـرم سـولفات من   2/0دروژن فسفات، یه يد
 100 يها به ارلن)   pH 7ر شده ، یتر آب دو بار تقطیل یلیم
نات منتقـل  یط سوکس ـیتـر مح ـ یل یلیم 40 يحاو يتریل یلیم

کرانکوباتور بـا دور  یش ـ يسـاعت رو  40شده و بـه مـدت   
rpm  120 يو دما  °C 27    ،يهـا  سـلول رشـد داده شـدند 
قـه  یدق 10به مـدت   g10000فوژ کردن در یبا سانتر يباکتر

در طـول مـوج    ییع رویزان جذب مایم. رسوب داده شدند
  .نانومتر با اسپکتروفتومتر قرائت شد 400

  ):IAA: دیک اسیاست - 3- ندولیا(ن ید اکسیتول

پـاتن و  ها بـه روش  ن توسط  جدایهید اکسیتول ییتوانا
 ـانجـام شـد؛ جدا   (Patten & Glic 2002) کیگل  هـا در  هی

 به NBT (Nutrient broth+5mM L-tryptophan) محیط 

و  rpm  120شیکرانکوباتور بـا دور   روي ساعت 48  مدت
 از لیتـر میلی 3به مقدار سپس. شدند داده رشد C 27°  يدما

 10 مدت به  rpm 10000 با دور باکتري کردن سوسپانسیون

با  یروی شفاف تر از محلولیل یلیم 1 سانتریفیوژ شد و دقیقه
 (Salkowfski)  یسالکوفسـک  محلـول معـرف   تـر یل یل ـیم4

جـاد شـده   یرنـگ ا  يقه جذب نوریدق 25و پس از  مخلوط
نـانومتر   535 مـوج  طـول  در اسـپکتروفوتومتر  بـه وسـیلۀ  

انت بـر اسـاس   ین هر وارید اکسیزان تولیم. شد يریگ        ه انداز
از ه شـده بـود و بـا اسـتفاده     یکه قبلا ته ياستاندارد یمنحن
ن معادله، یمحاسبه شد که در ا Y = 48.64 X + 2.74 رابطه

Y د شده و ین تولیزان اکسیانگر میبX يانگر مقدار عـدد یب 
 يبـرا . باشـد  ینـانومتر م ـ  535در طول مـوج    يجذب نور
د یک اس ـیاسـت -3-نـدول  ی، از اIAAاستاندارد  یرسم منحن

 nmدر طـول مـوج    ينـور  يهـا  جذب .خالص استفاده شد
 یک ساعت بعد از اضافه کـردن معـرف سالکوفسـک   ی 535

بـه دسـت آمـده و بـا کمـک       IAAمختلـف   يها به غلظت
زان جـذب  ی ـنمـودار اسـتاندارد برحسـب م    Excelافزار  نرم
  .  دیرسم گرد IAAبر غلظت  ينور

 .P ه  یجدا يهاانتیشدت تحرك وار یبررس

fluorescens B1)ی، ناگهانياتوده، يشناور(  

ط یبا اسـتفاده از مح ـ  یپیفنوت يها انتین تحرك وارییتع
KB   وSA 5/0، 3/0مختلف آگار شامل  يدرصدها يحاو 
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 & Rashid)د و کـورنبرگ  یرش ـ درصد مطـابق روش  1و 

Kornberg  2000) ط یمح. انجام شدSA    3/0بـا غلظـت %
بـا   KBط ی، مح ـ)swimming( يآزمـون شـناور   يآگار برا
 يا حرکــت تــوده یآگــار بــه منظــور بررســ% 5/0 غلظــت

)swarming ( ییتوانـا  یبررس ـ يآگـار بـرا  % 1و با غلظت 
بـه  . مورد استفاده قرار گرفت) twitching( یحرکت ناگهان

با خلال دنـدان   یو ناگهان يشناور  يها منظور انجام آزمون
برداشـته شـده و بـه     يتازه بـاکتر  یاز کلون يسترون مقدار

 يپتـر  يها در تشتک) stab inoculation(حالت فرو بردن 
 ـ يا شدند، در آزمون حرکت توده یزن هیما ک لـوپ پـر از   ی

بـا   يپتـر  يها تشتک. شد یه زنیط مایدر سطح مح يباکتر
 C 28° يدر دمـا  يپتـر  يهـا  لم مسدود شدند؛ تشتکیپاراف
نـدازه  سـاعت ا  48و  24پـس از   یو قطـر کلـون   ينگهدار
  .دیش در سه تکرار انجام گردیآزما. شد يریگ

  : لمیوفیل بیتشک یبررس

 NBط کشتیه در محیساعته از هر جدا 24تا  18کشت 

 08/0  ياز آن با جذب نـور  یونید و سوسپانسیآماده گرد 
 NBط کشـت  یبا افزودن مح nm 625در طول موج  1/0تا 
تـر  یکرولیم 250زان یون مین سوسپانسیاز ا. ه شدیل تهیاستر

بعـد از گذشـت   . ت انتقال داده شـد یکروپلیبه هر چاهک م
از  یکروبیون میو سوسپانس ییساعت، محلول مواد غذا 24

 يها خارج شد و پـس از سـه مرتبـه شسـت وشـو     چاهک
درصـــد  9/0تـــر محلـــول یکرولیم 300هـــا بـــا  چاهـــک

درصـد،   96سـترون و بـا اتـانول      NaCl) یحجم ـ/یوزن(
% 2ولـه  یسـتال و یتـر محلـول کر  یرولکیم 200با  يزیآم رنگ

بعـد  . قه انجام شدیبه مدت پنج دق) حل شده در آب مقطر(
 ریدر مس ـ هـا  تی ـقرار دادن پل با یاضاف يهااز شستن رنگ

شگاه خشک یآزما يها در دماتی، پليآب لوله شهر انیجر
بـر   یرنگ ـ یارغـوان  يهـا  به صورت حلقه ها لمیوفیب. شدند

د ی ـتول یسـنجش کم ـ . بـود  ابـل مشـاهده  ق ها چاهک يرو
ک ید اسـت یتر اس ـیکرولیم 200له اضافه کردن یلم به وسیوفیب

) OD( يدرصد به هر چاهـک و خوانـدن جـذب نـور     33
 nm 492موجود در حـلال در طـول مـوج     ولهیستال ویکر

 ,Fletcher)(خوانـده شـد    ELISA readerتوسط دسـتگاه  

1977.  

 یاهیگ يزایماریب يها از رشد قارچ یسه بازدارندگیمقا
  یپیفنوت يها انتیله واریوس به

ــم ــدگی ــارچ یزان بازدارن ــا ق ــه یب يه ــارگر ب ــ م له یوس
 Hagedorn et)به روش کشت متقابل  یپیفنوت يها انتیوار

al. 1998) ط یدر محWaksman )5 ،10گرم پروتئوز پپتون 
 ـگـرم کلر  5گرم عصاره گوشـت،   3سرول، یتر گلیل یلیم د ی

ــر آب مقطــر؛ یگــرم آگــار در ل 15م و یســد و )  pH 7/6ت
ک ی. شد یابیارز P. (drechsleri قارچ  يبرا( PDAط یمح

، برداشـته  KBط یدر مح ـ ياز کشت تازه باکتر يلوپ باکتر
متر و بـه فاصـله    یلیم 4به قطر حدود  يا و به صورت نقطه

کشت  یبه صورت سطح يپتر از لبه تشتک يمتر یم سانتین
 ينگهـدار  C 28° ياسـاعت در دم ـ  48داده شد و به مدت 

متـر از   یل ـیبه قطر شش م یومیسلیسک میک دیشد؛ سپس 
 يهـا  شید يمزبور در مرکز پتر يها کشت شش روزه قارچ

 C 28° يدر دمـا  هـا  قرار داده شـد و تشـتک   يباکتر يحاو
ل بــه عنــوان شــاهد یشــدند؛ از آب مقطــر اسـتر  ينگهـدار 

 یوم قـارچ و فاصـله کلـون   یلیس ـیزان رشـد م یم. استفاده شد
ــا حاشــ ــارچ ت ــونیق ــاکتر یه کل ــه بعــد  يب از روز ســوم ب

  .دیش در سه تکرار انجام گردین آزمایا. شد يریگ اندازه

با استفاده از  یپیفنوت يها انتیوار DNA يانگشت نگار
  BOX-PCR  ینشانگر مولکول

 در يرفتـار  يهـا  و تفـاوت  يپس از مشاهده تنوع فـاز 
يفـاز  يهـا  انـت ینکه وارید اییتا يبرا sssه واجد ژن یجدا
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جفت باز مربـوط بـه ژن    629به طول  يا ر قطعه

  )B1 )Bه یدر جدا sssجفت باز مربوط به ژن 
Fig1: Polymerase chain reaction (PCR) tests for detection of the gene involved in DAPG production, 
amplification of 629-bp portion of phlD
bp portion of sss gene in B1 isolate (B)

-4و2 بیــد کننــده ترکیــســودوموناس تول
 diacetylphloroglucinol-2,4( نولیفلوروگلوس ـ

 يها يماریک بیولوژین عوامل کنترل بیتر
مـورد   يها از ژن یکی، phlDژن  .شوند ی

DAPG یل حفاظت شـدگ یبه دلو  باشد یم 
 يسـودومونادها  ییمـارکر شناسـا   کی به عنوان
کاربرد  زین یکیلوژنتیف قاتیقو در تح رفته

McSpadden Gardener et al.( ـ  ن نـه  یاز ب
P. fluorescens  ـمورد استفاده، هفـت جدا  ه واجـد  ی
 (DAPG)نول یفلوروگلوس ـلیاسـت يد-4و
بـا  (phlD) ک  ی ـوتیب ین آنتیوسنتز ایژن ب
 شـکل (صـورت گرفـت    یاختصاص ياستفاده از آغازگرها

 ـدهد که   یقات نشان م  نیدر اکثر موارد، ب
آنهـا کـه بـا     دی ـبـا تول  DAPGسنتز کننـده  

 یمثبت ـ یهمبسـتگ  شوند، یم يریگ اندازه 
Mavrodi et al. 2001 .(8ه یدو جداB  34وB 

 ـباشند که رد ین میفنازک یوتیب ی ژن  یابی
رزاد و ید آن توسـط ش ـ ی ـزان تولی ـن مید کننده و همچن
. (Shirzad et al. 2012)شــده اســت  ی
   .آمده است 1ها در جدول  هین جدا

 ۱۷- ۱: ۱۳۹۵ سال / ۱شماره 

ر قطعهی، تکثDAPGک یوتیب یمراز جهت غربال ژن سنتز کننده آنت
جفت باز مربوط به ژن 994به طول  يا ر قطعهی، تکثيده تنوع فازیم کننده پد

Polymerase chain reaction (PCR) tests for detection of the gene involved in DAPG production, 
phlD gene (A) and the gene regulating phase variation, amplification of 994

B1 isolate (B) 

 يه هستند، انگشـت نگـار  یک جدا
مطـابق   BOX-PCR  یبا استفاده از نشانگر مولکـول 

ــک ــپادن مـ ــادنر اسـ ــاران  گـ و همکـ
(McSpadden Gardener  ر انجام ییتغ یبا کم

. آمده است 2آغازگر مورد استفاده در جدول 
BOX     ـبـه صـورت  ک چرخـه  ی
قـه و  یدق 7بـه مـدت    95℃ ي
قـه در   یدق C 94 ،1°قـه در   یدق 
  يدر دما ییک مرحله انتهایو  65
در ژل آگـارز   PCRمحصول . قه بود

ولـت در بـافر    140قه بـا ولتـاژ   
ج با استفاده از دستگاه یالکتروفورز شدند و نتا
 McSpadden(شــد  یبررســ

 SPSS (Vافـزار   با استفاده از نرم

ها بعد از  داده نیانگیم سهیبه منظور مقا
 ـوار یهـا و آزمـون همگن ـ   از  انسی

 .مستقل استفاده شد

  ج و بحثینتا
ســودوموناس تول يهــا هیــجدا

فلوروگلوس ـ لیاست يد
(DAPG)( تر از مهم

یمحسوب م یاهیگ
DAPG دیتول يبرا ازین

به عنواناد، یار زیبس
رفتهفلورسنت به کار 

et al. 2001(دارد 

P. fluorescensه یجدا

و2د کننده یژن تول
ژن ب یابیبودند که رد

استفاده از آغازگرها
1,A(قات نشان میج تحقی؛ نتا
سنتز کننـده   يها ژن یابیرد

 HPLC يها روش
2001 .(وجود دارد 

ید کننده آنتیز تولین
د کننده و همچنیتول

یهمکــاران بررســ
ن جدایمشخصات ا

شماره /  ۵۲جلد  / هاي گياهيبيماري

مراز جهت غربال ژن سنتز کننده آنتیپل يا رهیواکنش زنج: 1شکل
phlD )A (م کننده پدیو ژن تنظ

Polymerase chain reaction (PCR) tests for detection of the gene involved in DAPG production, 
gene (A) and the gene regulating phase variation, amplification of 994-

  
ک جدایمشاهده شده متعلق به 

DNA  با استفاده از نشانگر مولکـول
ــه پ ــنهادیبرنامـ ــک يشـ ــپادنمـ اسـ

(McSpadden Gardener et al. 2000)

آغازگر مورد استفاده در جدول  یتوال. گرفت
BOX -PCR يبـرا  ییبرنامه دما

يه در دمایاول يسازواسرشت
 1چرخه با برنامه  30سپس 

°C 47  قه در  یدق 8و°C 65
°C 65  قه بودیدق 16به مدت
قه بـا ولتـاژ   یدق 60به مدت درصد 5/1

TAE 0.5X الکتروفورز شدند و نتا
Gel Documantation  بررســ

Gardener et al. 2001.(  

  يآمار لیو تحل هیتجز

با استفاده از نرم يآمار لیو تحل هیتجز
به منظور مقا. انجام گرفت (16.0

هـا و آزمـون همگن ـ   آزمون نرمال بـودن داده 
مستقل استفاده شد یآزمون ت



  ... ير آن رويو تاثPseudomonas fluorescens B1 در  يتنوع فاز يبررس: و همكارانعزازي ا
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   sssواجد ژن  يها هیا جدایه یجدا یابیرد

-SSS یبا استفاده از جفت آغازگر اختصاص PCRج ینتا

UP  وSSS-LOW جفـت بـاز را    994به طول  يا که قطعه
ن ی، نشان داد که از ب(Mavrodi et al. 2006)کنند  یر میتکث

 ـمورد استفاده ، جدا P. fluorescens یوکنترلیه بینه جدا ه ی
P. fluorescens B1  واجد ژنsss 1شـکل (باشـد   یم ـ,B .(

   .شتر قرار گرفتیب یه مورد بررسین جدایا

ط یشــرا P. fluorescens B1در  يتنـوع فــاز  یبررس ـ
  شگاهیآزما

که از نظـر   ی، دو نوع کلونیپیفنوت يد فازهایمتعاقب تول
با هم تفـاوت داشـتند، مشـاهده     یکیمورفولوژ يها یژگیو

تـر و کـدرتر    کوچـک  (B1 I) یپ وحشیت يها یشد؛ کلون
فـاز   يهـا  ینسبت به کلون يبوده و شدت فلورسانس کمتر

فـاز   يهـا  ی، برعکس کلون)2 شکل(داشتند  (B1 II)ه یثانو
 يشتریتر بوده و شدت فلورسانس ب تر و شفاف ه بزرگیتانو

 ـپ ثانویو ت یپ وحشیت(ها  انتیوار. داشتند هـر کـدام   ) هی
  .دندیگرد ير و مطابق روش ذکر شده نگهداریجداگانه تکث

 ـمتابول ید برخیتول ییتوانا توسـط   یضـدقارچ  يهـا  تی
  مختلف يفازها

 ـبـه   B1 IIو  B1 Iانـت  یهـر دو وار  :د پروتئازیتول ک ی
 ـا. م پروتئاز را داشتندید آنزیتول ییاندازه توانا ن مـورد بـا   ی

مطابقت ) 2003(و همکاران  ون دن بروكشات یج آزماینتا
 Pseudomonas یپیفنـوت  يهـا  انتیدارد که نشان دادند وار

و  PCL 1152 ،PCL 1161 ،PCL 1173 يهـا  هیشامل جدا
PCL 1175 شده بودنـد، بـه    يزسفر ذرت جداسازیکه از ر
  .با هم نداشتند یچ تفاوتید پروتئاز هیتول ییلحاظ توانا

  ییتوانــا B1 IIو  B1 I  يهــاانــتیوار :پــازید لیــتول
  

  
 P. fluorescensه یمتفاوت در جدا یظهور دو نوع کلون: 2شکل

B1  
Fig 2: Appearance two different colonies in P. 
fluorescens B1 

  
بـروك و  دنشـات ون یآزما. را داشـتند  80ن یز تـوئ یدرولیه

 یپیفنـوت  يها انتینشان داده است که وار) 2003(همکاران 
 ـپنج جدا  PCL 1159 ،PCL 1161 ،PCLه سـودوموناس  ی

1166 ،PCL 1173  وPCL 1175 پـاز  یم لید آنزیتول ییتوانا
  .را دارند
انـت  یهـر دو وار  :یحل کردن  فسفات معـدن  ییتوانا

)B1 I  وB1 II (را  یحــل کــردن فســفات معــدن ییتوانــا
  .داشتند
 B1 IIانت یدر وار HCNد یتول :دروژنید هیانید سیتول

کـه  یدا نمـوده بـود، در حال  ی ـکاهش پ یبه مقدار قابل توجه
. داشـت  HCN دیدر تول ییبالا ییتوانا (B1 I) یپ وحشیت

 Sanchez-Contreras)و همکـاران  سانچز  يها شیدر آزما

et al. 2002) انـت  یز واری ـنF  ـپ ثانوی ـکـه ت  ه محسـوب  ی
  .را از دست داده بود HCNد یتول ییشود، توانا یم

ــتول ــی   B1 IIو  B1 Iانــت یهــر دو وار :دروفورید س
 نشان داد ها ن دادهیانگیسه مید کردند، اما مقایتول دروفوریس
انـت  یوار دو لهیوس ـ شده بـه  دیتول درفوریکه س) 3 جدول(
 داشـتند %  5در سـطح   يدار یبا هـم اخـتلاف معن ـ   یپیفنوت

)sig. = 0.025 .( دی ـمقـدار تول  ،يدر روش اسـپکتروفتومتر 
ــ ــا  دروفوریس ــوع پ ــورت اختصاصـ ـ  نیووردین ــه ص ،یب



 ۱۷- ۱: ۱۳۹۵ سال / ۱شماره /  ۵۲جلد  / هاي گياهيبيماري

11 

 P. fluorescens B1 یپیفنوت يها انتیزان تحرك واریلم، میوفیل بین، تشکیدروفور و اکسید سیمستقل مربوط به تول یآزمون ت: 3 جدول
  in vitroط یدر شرا یاهیگ يزایماریآنها از رشد چهار قارچ ب یزان بازدارندگیو م

Table 3: T independent test for siderophore and auxin production, biofilm formation, motility by phenotypic 
variants of P. fluorescens B1 and their growth inhibition against four phytopathogenic fungi in vitro condition 

Type of variable t-test for Equality of Means 
t df Sig. Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference 

Diameter of the orange halo (mm) in CAS medium (after 72h) -3.5* 4 0.025 -2.33 0.66 
Pyoverdin production (Absorbance in 400nm) -3.395* 4 0.027 -.576 0.169 
IAA production -2.505* 4 0.066 -2.72 1.08 
Biofilm formation -8.313ns 4 0.001 -0.693 0.083 
Diameter of the bacterial colony in 0.3% agar (Swimming test) -11.667** 4 0 -11 0.942 
Diameter of the bacterial colony in 0.5% agar (swarming test) -12.5** 4 0 -8.33 0.66 
Diameter of the bacterial colony in 1% agar (twitching test) -4.95** 4 0.008 -2.33 0.471 
Dual culture assay- against F. oxysporum 5.196** 4 0.007 3 0.557 
Dual culture assay-against  F. culmoum 5.5** 4 0.005 3.66 0.66 
Dual culture assay-against B. sorokiniana 3.464* 4 0.026 2 0.557 
Dual culture assay- against P. drechsleri 2.324ns 4 0.081 3 1.29 

  .باشد یدار م یو عدم تفاوت معن 5%، 1%در سطح احتمال  يدار یانگر معنیب بیبه ترت nsو ** ، *علامت 
*, ** and ns represent significant at 1%, 5% and non-significant difference respectively. 

  
 دروفوریس ـ يجـذب نـور   زانی ـم نیانگیم. شد يریگ اندازه
 يدار یتفاوت معن ـ یپیانت فنوتیدو وار لهیوس شده به دیتول

 زانی ـمو  )3جـدول ( داشـت آنها  نیب%  5در سطح احتمال 
 ـپ ثانویت لهیوس شده به دیتول نیووردیپا دروفوریس  B1(ه ی

II (یپ وحش ـی ـشتر از تیب )B1 I (ف یدر توص ـ. باشـد  یم ـ
پ اندازه بزرگتر ین فنوتیهم ذکر شد که ا B1 II يها یکلون

در . دارد یوحشپ ینسبت به ت يو شدت فلورسانس بالاتر
در مـــورد ) 2002(و همکـــاران ســـانچز  يهـــا شیآزمـــا
هـم مشـاهده     F113 P. fluorescens یپیفنوت يها انتیوار
 ين کمتـر یووردی، پـا )یپ وحش ـیت( Cانت ید که واریگرد

ــه وار  ــبت ب ــت ینس ــت( Fان ــپ ثانوی ــتول) هی ــی ــد   ید م کن
(Sanchez-Contreras et al. 2002). 

زان ی ـن میانگی ـسـه م یاز مقاج حاصـل  ینتا :نید اکسیتول
ن یزان اکس ـی ـنشـان داد کـه م  ) 3جدول ( د شدهین تولیاکس
بـا هـم ندارنـد     یتفـاوت  يانت از نظر آمـار یدو وار يدیتول

شـتر  یه بیپ ثانویله تید شده به وسین تولیزان اکسیهرچند م
مطالعـات نشـان داده   ). B، 3شـکل (باشـد   یه م ـیپ اولیاز ت

کننـد، بـه    ید م ـیتول يشترین بیکه اکس ییها هیاست که جدا
زان ی ـز در می ـشـه و ن یر يدر مورفولـوژ  يادیر زیمراتب تاث
 ـکنند  ید نمین تولیکه اکس ییها هیاه نسبت به جدایرشد گ ا ی
 .Achouak et al)کننـد، دارنـد    ید م ـی ـتول ين کمتـر یاکس

2004).  
، حرکـت  (swimming) يحرکت شـناور  :زان تحركیم
در  (twitching)  یو حرکـت ناگهـان    (swarming)يا توده

. ( Henrichsen 1972)ف شده اسـت  یها توص سودوموناس
، وابسـته بـه تـاژك و حرکـت     يا و تـوده  يحرکت شـناور 

 Harshey)باشـد   ینـوع چهـار م ـ   یل ـیوابسته به پ یناگهان

%  1در سـطح   يدار ین پژوهش، تفاوت معن ـیدر ا. (1994
 ـجدا یپینوتف يها انتین واریب  ـاز نظـر تحـرك د   B1ه ی ده ی

زان ی، م)B1 II(ه یپ ثانویت يها ، سلول)3جدول (نشان داد 
پ ی ـدر هر سـه نـوع حرکـت نسـبت بـه ت      يشتریتحرك ب
مشاهده شـد و   F113ن ین رفتار در استریا. داشتند یوحش
ن یدر ا یداشت، رفتار پر تحرک يشتریه تحرك  بیپ ثانویت

ن کدشده بـه ین فلاژلید پروتئیتولش ین مربوط به افزایاستر



 Pseudomonas fluorescensير آن رويو تاث ...  

 
B (ـو ب  له یوس ـ بـه ) C(شـده   لیلم تشـک یوفی

  )D(زا  يماریب يها از رشد قارچ
Fig 3: Comparison of produced siderophore absorbance (A), amount of produced auxin (B) and biofilm 
formation (C) by phenotypic variants of 
by phenotypic variants (D) 

ــرا ــه یطـــیط محیحفاظـــت در مقابـــل شـ ، مقاومـــت بـ
 يو همکـار  ییت استفاده از مـواد غـذا  ی

 ).Morris & Monier, 2003( دارد يبـاکتر 
 ـجدا یپیفنوت يها انتیحاضر، وار از نظـر   B1ه ی

 1در سطح احتمال  يدار یلم تفاوت معن
زان ی ـم) B1 I( یپ وحش ـی ـت). 3جـدول  

پ ی ـت نسـبت بـه ت  ی ـکروپلیبه سـطح م  ي
زان ی ـبر اساس م ين رتبه بندیا) (C، 3شکل 

   ).باشد ینانومتر م 492در طول موج 

 يزا يمایاز رشد چند قارچ ب یزان بازدارندگ
  :یپیفنوت يها انتیله وار

 ـهر یقدرت بازدارنـدگ  ، یپیفنـوت  يهـا  انـت یوارک از ی

Pseudomonas fluorescens B1در  يتنوع فاز يبررس: و همكارانعزازي ا

 ـ، م)A(د شـده  یدروفور تولیس ينور B(دشـده  ین تولیزان اکس ـی

از رشد قارچ P. fluorescens B1 یپیفنوت يها انتیوار یفاصله بازدارندگ
Fig 3: Comparison of produced siderophore absorbance (A), amount of produced auxin (B) and biofilm 
formation (C) by phenotypic variants of P. fluorescens B1. Comparison of inhibitory zone of pathogenic fungi 

) ل در سـنتز تـاژك  ی ـدخ يهـا  از ژن
 ـانت ثانو  ـی ش از دو برابـر انـدازه   یه ب

 Sanchez-Contreras et).بـوده اسـت   

 یپیفنـوت  يها انتیوار یسطح ي
P. brassicacearum زان ینشان داده است که م
 ـپ ثانوی ـت ي  ـه ای  ـن جدای ه کـه  ی
ه یپ اولیت يها شتر از سلولیار ب

(Achouak .  

ار متفـاوت از  یلم بسیوفیط درون ب
 يهـا  ا دور از آن اسـت و سـلول  

لم یوفی ـکه در خـارج از ب  ییها ت
ل ی ـاز قب يسـازند و فوائـد   یباشند، قـادر م ـ 

ــرا حفاظـــت در مقابـــل شـ
یها، قابل کیوتیب یآنت

بـاکتر  يبرا یکیمتابول
حاضر، وار یدر بررس

لم تفاوت معنیوفیل بیزان تشکیم
جـدول  (با هم داشـتند  % 

يشتریب یچسبندگ
شکل (ه داشت یثانو

در طول موج  يجذب نور

زان بازدارندگیسه میمقا
له واریوس به یاهیگ

قدرت بازدارنـدگ 
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نور جذبزان یسه میمقا: 3شکل 
فاصله بازدارندگسه یمقا. یپیفنوت يها انتیوار

Fig 3: Comparison of produced siderophore absorbance (A), amount of produced auxin (B) and biofilm 
B1. Comparison of inhibitory zone of pathogenic fungi 

  

از ژن یکی(  fliCله ژن یوس
انت ثانویبود؛ اندازه تاژك وار

بـوده اسـت    یپ وحشیتاژك ت
al. 2002) يها نیز پروتئیآنال

P. brassicacearum NFM 421

يهـا  ن در سلولید فلاژلیتول
ار بیداشتند، بس يشتریتحرك ب

(Achouak et al. 2004)باشد  یم

ط درون بیشرا :لمیوفیل بیتشک
 ـرامـون  یط پیط مح ـیشرا ا دور از آن اسـت و سـلول  ی
تیرا به انجام فعال ییایباکتر
باشند، قـادر م ـ  یر نمیپذامکان
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 ـدست آمده از ت به یژنوم DNA یکیاثر انگشت ژنت پ ی

، BOX-PCRاصل از ح  (B1 II)ه یپ ثانو
 ـآم درصد و رنـگ  5/1الکتروفورز شده در آگارز  شـده بـا    يزی

Fig 4: Genomic fingerprints of wild type (B1 I) and 
second type (B1 II) generated from BOX
electrophoresed in 1.5% agarose and stained with 
ethidium bromide 

 ـانـت جد یوار. دیبود، مشاهده گرد د ظـاهرا  ی
برگشـت   ین بررس ـیرا در تمام مراحل انجام ا

و همکـاران   هوفته يها یبررس. رخ نداد 
(Hofte    نشان داده است که محصـول ژنsss 
 P. fluorescens هـا در   انـت یجـاد وار ی

د تنـوع  یان آن منجـر بـه کـاهش شـد    یعدم ب

 B1(د یانت جدید که واریر مشخص گرد

 یپ وحش ـی ـسه بـا ت یدروفور در مقایس  
د یانید س ـیکه قدرت تول ید کرد، در صورت

در  یجین نتایمشابها چن. دا کرده بودیدروژن آن کاهش پ
و همکاران  سانچزق یدر تحق F113ه یجدا

Sanchez-Contreras  ( هــم مشــاهده شــده
د یرات بوجود آمده در تولییها نشان داد که تغ

 ۱۷- ۱: ۱۳۹۵ سال / ۱شماره 

 ـه پرگنـه باکتر ین حاش و قـارچ   ییای
 .Pبـه جـز در مـورد    . شـد  ير

 یزان بازدارنـدگ ی ـاز نظـر م  يدار
 ـپ ثانو بـا   يآمـار  يبنـد  گـروه ه در ی

قـدرت  ). 3جـدول  (وجـود داشـت   
ط یدر شرا یپ وحشیسه با تیه در مقا
دا نمـوده بـود   ی ـکاهش پ یبه طور قابل توجه

 ـپ ثانوی ـت یکـاهش قـدرت بازدارنـدگ    ه در ی
 .Dekkers et al)مشاهده شده اسـت  

1998, Chin-AWoeng et al. 2000 & van den Broek 

  BOX-PCR :با استفاده از

  BOX-PCRـ  و انـدازه   یفراوان
 يانت مثـل هـم بـوده، الگـو    یرشده در دو وار

 ).4 شکل(کسان بوده است 

که به سهولت  ییایر ژنوم باکتریی
سـطوح  اسـت کـه    يده تنوع فاز
هـا اجـازه    يبه باکتر جاد کرده و

ر یی ـخـود کـه دائمـاً در حـال تغ    
به  نسبت ریپذ برگشت يکه تنوع فاز
نسـت کـه   یدارد ا) ریناپـذ  برگشـت 
 یمن ـیسـتم ا یسـازد کـه از س  یت را قادر م

ط نامســاعد یا از شـرا یــو ) يجـانور 
بـا   بـالقوه  یک ـیژنت يهـا یژگیفرار کرده، با حفظ و

گردنــد  یه برمــیــط بــه حالــت اول 
(Wisniewski .  
 ـدر جدا یپیق، وقوع تنـوع فنـوت     کـه  B1ه ی

اثر انگشت ژنت: 4شکل 
پ ثانویو ت (B1 I) یوحش

الکتروفورز شده در آگارز 
  دیبروما مویدیات

wild type (B1 I) and 
second type (B1 II) generated from BOX-PCR, 
electrophoresed in 1.5% agarose and stained with 

  
بود، مشاهده گرد sssواجد ژن 

را در تمام مراحل انجام ایدار بود، زیپا
 یپ وحشیآن به ت

(Hofte et al. 1994)

یدر ا ینقش اساس ـ
F113  عدم بدارد و
  . شودیم يفاز

ر مشخص گردیاخ یدر بررس
II (يشتریمقدار ب  

د کرد، در صورتیتول) B1 I(خود 
دروژن آن کاهش پیه

جدا Fانت یمورد وار
)Contreras et al. 2002

ها نشان داد که تغیاست، بررس

شماره /  ۵۲جلد  / هاي گياهيبيماري

ن حاشیکه ب يا براساس فاصله
ری ـگ جاد شـده بـود انـدازه   یا

drechsleriدار ی، تفاوت معن
پ ثانویو ت یپ وحشین تیب

 ـ وجـود داشـت    یاستفاده از آزمون ت
ه در مقایپ ثانویت یبازدارندگ
به طور قابل توجه یشگاهیآزما

کـاهش قـدرت بازدارنـدگ   ) D، 3شکل(
مشاهده شده اسـت   يمتعدد يها یبررس

. 2000 & van den Broek 
2003). 

با استفاده از DNA يانگشت نگار

 یژنوم ينگاردر انگشت
رشده در دو واریتکث يباندها

کسان بوده است یر باندها یتکث

  يریگ جهینت
ییتغ يها سمیاز مکان یکی

ده تنوع فازیباشد، پد یر میپذ برگشت
جاد کرده ویرا ا یکیاز تنوع ژنت ییلابا
خـود کـه دائمـاً در حـال تغ     يها ستگاهیزدهد تا در یم

که تنوع فاز یتیمز .ابندیاست، بقا 
برگشـت ( یمعمول يها ونیموتاس
ت را قادر میجمع يتنوع فاز

جـانور  يمارگرهــایب(زبـان  یم
فرار کرده، با حفظ و یطیمح

ط بــه حالــت اول یمساعدشــدن شــرا 
)(Wisniewski-Dye & Vial 2008

ق، وقوع تنـوع فنـوت  ین تحقیدر ا
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بوجـود   ياانت مربوط به جهش نقطهین واریا يها تیمتابول
 یبیر نـوترک یباشـد کـه تحـت تـاث    یآن م gacAآمده در ژن 

 ـا. شـود یجاد میناز آن ایاز رکامب یناش ر یهـا تـاث  یژگ ـین وی
ــاکتر ییبســزا ــا ب ــشــه دارد چــرا کــه تولیدر  ر يدر بق د ی
 يکه انرژ) دروژنید هیانیس( gacAوابسته به  يها تیمتابول
د یآن تول يشود و به جایدهد، متوقف میرا هدر م يباکتر
 یابد کـه در رقابـت آن نقـش مهم ـ   ییش میدروفور افزایس

ــا (Sanchez-Contreras et al. 2002).دارد  ــج اینت ن ی
ر یز تحت تاثیلم نیوفیل بین نشان داد که تشکیهمچن یبررس

رگـذار در  یاز عوامـل تاث  یک ـیقرار گرفته است،  يتنوع فاز
د خـارج  یسـاکار  ید اگزوپلیزان تولیلم، میوفیل بیزان تشکیم

 ییهـا  انتیباشد ، مشاهده شده است وار یم) EPS( یسلول
 EPSکـــه  Azospirillum brasilense Sp7 ياز بـــاکتر

تـر از   لم موفـق یوفیل بیکردند، از نظر تشک ید میتول يشتریب
سـه  یمقا). Volfson et al. 2013(هـا بودنـد    انـت یر واریسا
  انـت یه از نظر تحرك نشان داد کـه وار یو ثانو یپ وحشیت
باشد، با توجه به  یم یپ وحشیتر از ت ار متحركید بسیجد
 ـتـوان ا  یدارد، م ـ يکـه تـاژك در حرکـت بـاکتر     ینقش ن ی

 ـش اندازه تاژك یموضوع را به افزا  يهـا  شـتر ژن یان بی ـا بی
قـات انجـام شـده    یدر تحق. ل در سنتز تاژك نسبت دادیدخ

 .Sanchez-Contreras et al(و همکـاران  سـانچز  توسـط  

 ـا (Achouak et al. 2004)و همکاران  آکواكو ) 2002 ن ی
 ـیامر به اثبـات رس ـ   ـدر مـورد ا  یده ول  ـن جدای از بـه  ی ـه نی

آمـده قـدرت    دسـت  به يها انتیوار. شتر داردیب يها یبررس
نشـان   یپ وحشیسه با تیدر مقا يبه نسبت کمتر یوکنترلیب

ست به عوامـل  یآنتاگون يک باکتری یوکنترلیدادند؛ قدرت ب
 يهـا  تی ـمختلـف و متابول  يها مید آنزیل تولیاز قب يمتعدد

د ی ـق ملاحظه شد کـه  تول ین تحقیدارد، در ا یمتعدد بستگ
 ـا. دا نمـوده اسـت  ی ـدروژن کاهش پید هیانیس ن موضـوع  ی
هـا   انتیوار یوکنترلیل کاهش قدرت بیاز دلا یکیتواند  یم

. شـود  یز بررسیر عوامل موثر نینقش سا یستیباشد، البته با
 ـ  یوکنترلی ـه قـدرت ب یثانو يها انتیوار ك تحـر  یکمتـر ول
انـت  یدارنـد، در واقـع وار   یپ وحش ـی ـنسبت به ت يشتریب
 ـ یاهی ـگ يایبقاء در خاك، بقا يشتر برایآزار ب یب ط یا شـرا ی

ش تحـرك  یسازگار شـده اسـت و افـزا    ییکمبود مواد غذا
د توسط آن کمک کنـد  یجد يها چیون نیزاسیتواند به کلنیم

(Poussier et al. 2003) . يرفتـار  يهـا  با توجه به تفـاوت 
-BOX یانت، از نشانگر مولکـول ین دو واریمشاهده شده ب

PCR ـمذکور متعلق به  يها انتینکه وارید اییجهت تا  ک ی
ل وقـوع تنـوع   ی ـبـه دل  ين تفاوت رفتـار یه هستند و ایجدا
کسان بودن نقـوش قطعـات   یباشد، استفاده شد و  یم يفاز
  .ن امر را اثبات کردیر شده ایتکث

  يسپاسگزار
و مساعدت پرسنل محترم گروه  يهمکارله از یوس نیبد
ژه جنـاب  یو جان بهیت معلم آذربایدانشگاه ترب يوتکنولوژیب
کـه   يدکتـر احمـدآباد   يدکتر پژوهنده و جنـاب آقـا   يآقا

 ـامکانات انجام ا مانه ین پـژوهش را فـراهم نمودنـد، صـم    ی
  .شود یتشکر م
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