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 چکیده

هایی که در زمینی در دنیا است. بیان تعدادی از ژنهای بیماریزای سیبترین باکترییکی از مهم Pectobacterium carotovorumباکتری 
های مولکول P. carotovorumشود. در تولید فاکتورهای بیماریزایی در این باکتری دخیل هستند با سیستم حدنصاب احساس تنظیم می

جدایه باکتری از ریزوسفر گیاهان مختلف میزبان این بیمارگر از  1211باشند. در این تحقیق می AHLsسیگنال دخیل در این سیستم از نوع 
و  Chromobacterium violaceum CV026از  AHLsسازی از جهت توان غیرفعالآنها ان جدا شد. برای غربال مناطق مختلف ایر

Escherchia coli pSB401 جدایه به میزان بسیار زیاد قادر به تجزیه  63گزارشگر استفاده شد.  عنوان بهAHL  .ی میزان گیر اندازهبودند
ها کامل توسط آنتاگونیست طور ردیابی نشد و به C6-HSLها هیچ میزانی از رخی جدایهنشان داد که در ب HPLCبا روش  AHLتجزیه 

درصد  11جدایه توانستند بیش از  41زمینی بررسی شد. های انتخابی از نظر کاهش لهیدگی غده سیبتجزیه شده بود. توانایی این جدایه
 Bacillusهای جدایهبرای کاهش پوسیدگی ساقه نیز آزمایش شد که آنها جدایه برتر  16کاهش در لهیدگی غده ایجاد کنند. توانایی 

toyoensis 2L ،Escherchia coli 1M  وAcinetobacter calcoaceticus 32P  درصد پوسیدگی ساقه را کاهش دادند.  01بیش از
 اخله در سیستم حدنصاب احساس باکتریشناسایی شدند. نتایج این تحقیق نشان داد که مد 16srDNAناحیه  یابی توالیها با ‌استرین

P.carotovorum یک هدف خوب برای توسعه روش کنترل بیولوژیک این بیماری مطرح باشد.  عنوان بهد توان می 
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ABSTRACT  

Pectobacterium carotovorum is one of the most important bacterial pathogens of potato in the world. The expression of 
numerous genes including those involved in the production of virulence determinants in this bacterium are regulated by 
quorum sensing (QS). The signal molecules involved in QS in P. carotovorum belong to the group of N-acyl homoserine 
lactones (AHLs). Recently, several soil bacteria were found to degrade AHLs, thereby interfering with the QS system. In 
this research, 1280 bacterial strains were isolated from potato rhizosphere in Iran. For the screening of isolates for AHL-
inactivating, Chromobacterium violaceum CV026 and Escherchia coli pSB401 was used as biosensors. The 69 isolates 
have highly AHL-degrading potential. The AHL degradation measurement by HPLC showed that residue of C6-HSL was 
not detected in some isolates that means completely degradation of it by antagonists. The screened isolates tested for 
protect potato tubers against soft rot. 40 strains reduced tuber soft rot more than 50 percent. 16 of the best isolates were 
used for inhibition of stem tissue maceration. Bacillus toyoensis 2L, Escherchia coli 1M and Acinetobacter calcoaceticus 
32P reduced stem maceration more than 70 percent. These strains were identified by 16s rDNA sequencing. These results 
showed that interference with P. carotovorum quorum sensing system can be considered as an attractive target for 
development of biological control method of this disease. 
 
Keywords: biological control, Quorum Sensing, CV026, pSB401. 
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 مقدمه

کشاورزی مدرن به شدت بر استفاده از مواد شیمیایی 

ها وابسته است که اثر کش کودهای غیر آلی و آفتشامل 

شدیدی بر اکولوژی خاک داشته و منجر به تغییر یا 

های گیاهی در میکروفلور خاک، تغییر کاهش پروبیوتیک

فون و فلور میکروبی و در نتیجه افزایش یا کاهش تعداد 

ای مؤثر بر حاصلخیزی  های زنجیرهزیادی از واکنش

علاوه تجمع سموم در . به(Lo 2010) شودخاک می

های گیاهی و حیوانی مشکلات فراوانی را از نظر بافت

بهداشت و سلامتی جامعه ایجاد کرده است. لذا در 

استفاده کمتر اما بهتر  تأکید بر ،راهکارهای جدید

های جایگزین از جمله ها و استفاده از روشکش آفت

های کش های آلوده، مصرف آفتاصلاح زیستی خاک

های ارگانیک و عوامل کش آفتها، کش نانوآفت، زیستی

. (Kalia and Gosal 2011) استزیستی کنترل 

ها به باکتریمقاومت دهد که گزارشات زیادی نشان می

ها سبب کاهش پتانسیل بیوتیکتعداد زیادی از آنتی

های شیمیایی شده است و لذا استفاده از مواد و روش

آنها به خوبی  برای کنترلنیاز به یک روش جایگزین 

 ,Czajkowski and Jafra  2009) شوداحساس می

Varga et al. 2011)سیستم های گرم منفی. در باکتری 

 وابسته به 2 (QS)کروم سنسینگ یا حدنصاب احساس 

نقش بسیار مهمی در تنظیم  AHL1رسان  مولکول پیام

 Amaral and) کندفاکتورهای بیماریزایی ایفا می

Molnar 2012, Morohoshi et al. 2012)در این راستا . 

های با آنزیم 9(QQ)خاموشی کروم سنسینگ 

یک روش  AHLکننده مولکول سیگنال  تجزیه

 های ضدباکتریایی استامیدوارکننده در توسعه شیوه

(Czajkowski and Jafra, 2009, Varga et al. 2011). 

هاست باکتری گیری تصمیم فرایندنوعی از  QSسیستم 

و تنظیم بیان ژن بر  که برای هماهنگ کردن رفتارها

 Zheng et) شوداساس تراکم محلی جمعیت استفاده می

al. 2006). چندین ترکیب شیمیایی و نیز  ،در مقابل

 QSدر  AHLتعدادی باکتری خاکزی قادرند با تجزیه 

ها دخالت کنند که این پدیده به اختصار سایر باکتری

                                                                                  
1. Quorum Sensing (QS) 

2. Acyl Homoserine Lacton (AHL) 
3. Quorum Quenching (QQ) 

QQ شودیده مینام (Park et al. 2008) از  توان می. لذا

 یا کاهش خسارتها برای کنترل و این میکروارگانیسم

 .Hong et al) کردهای باکتریایی گیاهان استفاده  بیماری

2012, Galloway et al. 2012.)  باکتری

Pectobacterium carotovorum  عامل ایجاد خسارت

های مهم گیاهی است اقتصادی در طیف وسیعی از گونه

(Czerwicka et al. 2011).  این باکتری عامل بیماری

نام پوسیدگی نرم است و هر ساله  زمینی به مهم سیب

سر جهان وارد اخسارت زیادی به این محصول در سر

. در این باکتری مکانیسم (Kroner et al. 2012)کند می

QS  رسان  پیاموابسته به مولکولC6-HSL تولید 

اصلی و مهم  عوامل تأثیرگذارکه  ،های پکتولیتیک آنزیم

 Barnard)کند برای پوسیدگی نرم هستند را تنظیم می

and Salmond 2007)سیستم . لذا دخالت در QS  یک

 .Uroz et al) است بیمارگرروش قدرتمند در کنترل این 

هایی که باکتریو یا  اریخت. استفاده از گیاهان تر(2009

تجزیه تخریب یا  را هاAHL های لکولمو طور طبیعی به

های باکتریایی کنند برای کنترل تعدادی از بیماریمی

 Reimmann et) گیاهان نتایج بسیار خوبی داشته است

al. 2002, Lin et al. 2003, Mahmuodi et al. 2011.) 

با توجه به مطالب فوق هدف این تحقیق جداسازی و 

با توانایی  زمینیهای ریزوسفر سیبشناسایی باکتری

اخلال در تولید و  AHLرسان  های پیامتجزیه مولکول

 باشد. می P. carotovorum فاکتورهای بیماریزایی

 

 هامواد و روش
 های مورد استفادهمیکروارگانیسم

از   Pectobacterium carotovorum بیمارگرباکتری 

آزمایشگاه موسسه تحقیقات گیاهپزشکی کشور تهیه 

 Chromobacterium گزارشگرهای نشد. استری

violaceum CV026    وEscherichia coli pSB401   به

فرانسه و دانشگاه ناتینگهام انگلستان  CNRS 4 ترتیب از

 AHLهای اندیکاتور برای ردیابی استرین عنوان بهتهیه و 

این نشانگرهای زیستی با تولید رنگ بنفش استفاده شد. 

(CV026)  و یا تابش نور(pSB401)  وجودAHLs  در

های مورد آزمایش ریزوباکتریدهند. محیط را نشان می

نیز از خاک ریزوسفر گیاهان مختلف میزبان این بیمارگر 
                                                                                  
4. Centre national de la recherche scientifique. 
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به روش سری رقت جدا شد  در نقاط مختلف ایران

(Krzyzanowska et al. 2012).  

 

سنتزی  C6-HSL سازی فعال بررسی کیفی توان غیر

 هاتوسط ریزوباکتری

شده از مناطق  نمونه خاک تهیه 76این تحقیق از  رد

جدایه باکتریایی جداسازی شد.  2121مختلف، بیش از 

در دو مرحله متمایز و جداگانه غربال شدند.  ها جدایهاین 

نتاگونیستی و بازدارندگی از آاز آنجا که وجود خاصیت 

و  کند میتفسیر نتایج را مشکل  ها جدایهرشد در 

خاطر خاصیت هب AHLدم تولید مشخص نیست که ع

QQ بیمارگر کاهش رشد باکتریبه دلیل  یا است بوده ،

علیه  بیوز آنتییی که خاصیت ها جدایه در مرحله اول لذا

 ،دادندها نشان میگزارشگرو هر یک از  بیمارگرباکتری 

 41در مجموع . (Mahmoudi et al. 2011) حذف شدند

تشخیص داده شد. جدایه دارای خاصیت آنتاگونیستی 

تولید  AHLجدایه یافت شد که خودشان نیز  23 ضمناً

 جدایه 2123غربال  سپس در مرحله دوم، ند.کرد می

و   C. violaceum CV026با استرین گزارشگر باقیمانده

  C6-HSLیعنیهگزانیل هموسرین لاکتون مولکول ان
 QSرسان دخیل در  که پیام ،)ساخت کمپانی سیگما(

هدف رسان  پیام عنوان بهاست،  P. carotovorumباکتری 

 مایعکشت . ابتدا هر ریزوباکتری در محیط شدانجام 

LB
و بعد شده کشت  C6-HSLمیکرومولار  15حاوی  2

سانتریفیوژ دقیقه  21های باکتری با ساعت سلول 27از 

میکرون  1/1از فیلتر فاز رویی عبور و  rpm 29111در 

هر یک از از  میکرولیتر 51سپس  .ندحذف شد

جداگانه به  طور به آمده دست بهی ها سوسپانسیون

 511منتقل شد و  لیتریمیلی 5/2های میکروتیوب

 27میکرولیتر نیز از سوسپانسیون یک درصد کشت 

به هر میکروتیوب اضافه شد.  CV026 گزارشگر ساعته

به همراه آب مقطر  استرین گزارشگرشاهد منفی شامل 

به همراه فاز رویی  گزارشگر شامل استریل و شاهد مثبت

 9تلقیح نشده بود. برای هر تیمار  AHLمحیط حاوی 

 91ساعت در  14ها تکرار در نظر گرفته شد. میکروتیوب

دور در  211)درون شیکر انکوباتور  سلسیوسدرجه 

نگهداری شد. سپس ظهور یا عدم وجود رنگ دقیقه( 

                                                                                  
1. Luria-Bertani (LB) 

هایی که و فقط استرین بنفش در هر ویال بررسی شد

کامل متوقف کرده بودند  طور بهتولید رنگ بنفش را 

  .(Molina et al. 2003) برای ادامه کار انتخاب شدند

 

سنتزی  C6-HSLسازی غیر فعال توان میبررسی ک

 هاتوسط ریزوباکتری

هایی که در ریزوباکتریتوسط  C6-HSLتوانایی تجزیه 

بودند،  به صورت کیفی غربال و انتخاب شده مرحله قبل

 E. coli pSB401 گزارشگربا استفاده از  در این مرحله

از  در این آزمایش تر بررسی شد.صورت کمی و دقیقبه

 شد. استفاده AHLمیکرومولار  51و  15و  5های غلظت

 51ها مثل روش قبل انجام شد و سازی ریزوباکتریآماده

هر نمونه به  محلول حاصل از فیلتر کردنمیکرولیتر از 

 251ی منتقل شد. سپس ا نهاخ 37های پلیت حفره

 ساعته 27میکرولیتر از سوسپانسیون یک درصد کشت 

 به هر حفره اضافه و پلیت روی شیکر انکوباتور گزارشگر

درجه  91دمای دور در دقیقه و  211با سرعت 

 27و  4و  1ی ها زمانقرار گرفت. سپس در  سلسیوس

شده از هر حفره  میزان نور ساطع ساعت پس از تلقیح،

ی شد. شاهد منفی گیر اندازه 1فلورومتر توسط دستگاه

و  سترونبه همراه آب مقطر  استرین گزارشگرشامل 

به همراه فاز رویی محیط گزارشگر شاهد مثبت شامل 

درصد کاهش نور نسبت به  تلقیح نشده بود. AHLحاوی 

محاسبه شد  2با استفاده از فرمول شاهد برای هر تیمار 

(Krzyzanowska et al. 2012) آزمایش در قالب طرح .

 .تصادفی با سه تکرار برای هر تیمار انجام شد کاملاً

 (                                       = درصد کاهش نور2)

211 × 
 شدت نور در شاهد مثبت -شدت نور در تیمار 

 شدت نور در شاهد مثبت

 

 های انتخابیبررسی عدم بیماریزایی ریزوباکتری

ها به برگ طبق روش شاد و همکاران ریزوباکتری

زمینی تلقیح و به ترتیب های غده سیبشمعدانی و برش

بروز علایم فوق حساسیت روی برگ و لهیدگی غده 

های های فاقد علایم برای بررسیبررسی شد. جدایه

  .(Shaad et al. 2001) بعدی انتخاب شدند

 

                                                                                  
2. FLx800, BioTek. 
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 های  پکتولیتیک درآنزیمبررسی ممانعت از تولید 
P. carotovorum   زمینیهای  سیبروی غده  

های پس از شستشو و ضد عفونی سطحی غده

)رقم دایفلا، موسسه تحقیقات ثبت و گواهی  زمینی سیب

در دو نقطه از هر  ،آنهاو سپس خشک کردن  بذر و نهال(

های بیمارگر باکتری غده تلقیح انجام شد. سوسپانسیون

باکتری در میلی لیتر تهیه  217اگونیست با غلظت و آنت

 میکرولیتر سوسپانسیون 11 شد. یک نقطه با

P. carotovorum  دیگر با نسبت  و نقطهتنهایی  به

های ریزوباکتری که خاصیت و استرین بیمارگرمساوی از 

QQ یی که در آزمایش قبل آنهاجز بودند )به نشان داده

تلقیح  ایجاد کرده بودند(فوق حساسیت و یا لهیدگی 

جای  در تیمار شاهد از آب مقطر سترون بهشد. 

در اتاقک  ها غدهها استفاده شد. سوسپانسیون باکتری

 15درصد( در دمای  31مرطوب )با رطوبت نسبی بالای 

درجه سلسیوس نگهداری شدند. سه روز پس از تلقیح، 

ها از وسط برش خورد و قطر ناحیه پوسیده  غده

ی شده و بر اساس پیشرفت و توسعه لهیدگی گیر اندازه

میزان پوسیدگی تخمین زده شد. سپس  ها بافتدر 

های غده با استفاده از درصد کاهش پوسیدگی بافت

آزمایش در  .(Yangi et al. 2013) محاسبه شد 1فرمول 

تکرار برای هر تیمار انجام  4تصادفی با  کاملاًقالب طرح 

 شد.

 = درصد کاهش پوسیدگی               (                1)

211 

× 

میزان پوسیدگی  -میزان پوسیدگی در تیمار 

 در شاهد آلوده

 میزان پوسیدگی در شاهد آلوده

 

بررسی توان بازداری از بیماری پوسیدگی نرم ساقه در 

 زمینیه سیباگی

زمینی پس از شستشو و ضدعفونی های سیبغده

 15شرایط گلخانه با دمای  سطحی در گلدان کاشته و در

هفته شش نگهداری شد. بعد از  سلسیوسدرجه 

سلول در  217 ن حاوی حدوداًها با سوسپانسیوگیاهچه

کننده  های تجزیهو ریزوباکتری بیمارگرباکتری لیتر  میلی

AHL  .پنجزمینی در سیب هایساقهتلقیح شدند 

 میکرولیتر سوسپانسیون 211متری بالای طوقه با سانتی

ها و به همراه ریزوباکتری بیمارگربه تنهایی،  بیمارگر

 91با استفاده از سرنگ درجه  ییها به تنهاریزوباکتری

در تیمار شاهد از آب  .شدندتلقیح )سرنگ انسولین( 

مقطر سترون به جای سوسپانسیون باکتریایی استفاده 

محل تزریق با روغن معدنی پوشانده شد. پس از  شد.

و  سلسیوسدرجه  91روز در  چهاره مدت ون بیانکوباس

ساقه درصد، اندازه بافت پوسیده  31رطوبت نسبی 

 ی و شدت توسعه آن در ساقه تخمین زده شد.گیر اندازه

های ساقه با استفاده سپس درصد کاهش پوسیدگی بافت

آزمایش در قالب طرح بلوک  محاسبه شد. 1از فرمول 

انجام شد هر تیمار کامل تصادفی با هشت تکرار برای 

(Zhu et al. 2006). 
 

 های انتخابیجدایه شناسایی

های باکتریایی، پس از استخراج جدایهبرای شناسایی 

DNA استخراج  ژنومی با استفاده از کیتDNA 

 Molecular Biological Systemباکتریایی )شرکت 

Transfer)16ناحیه کدکننده  ، ایران، تهرانsrDNA  با

 Edwards et) شد تکثیر pH وpA  پرایمرهایاستفاده از 

al. 1989) سیکل دمایی و شرایط .PCR  طبق روش

 PCRمحصول محمودی و همکاران انجام شد. 

های از هر توالی با توالی bp 2111و حداقل  2یابی توالی

های آزمایش شد. مقایسه NCBIدر پایگاه موجود 

مورفولوژی آمیزی گرم و بررسی  فیزیولوژیکی نظیر رنگ

 .(Mahmoudi et al. 2011) سلول باکتری نیز انجام شد

 

 HPLCبا روش  C6-HSLتعیین میزان تجزیه 

این آزمایش طبق روش موروهوشی و همکاران با کمی 

ها ساعت پس از کشت آنتاگونیست 27تغییر انجام شد. 

میکرومولار،  15با غلظت  C6-HSLدر محیط حاوی 

AHL ا استفاده از اتیل استات باقیمانده در محیط ب

 111استخراج شد. پس از تبخیر فاز آلی، هر نمونه در 

 استونیتریل( حل شد. میکرولیتر از بافر ستون )آب/

ساخت کشور  Agilent 1100مدل   HPLCسیستم 

 C18 و ستون UV آمریکا، مجهز به آشکارساز

(Cosmosil 5C18-AR, column 250 mm × 4.6 mm, 

Japan)میکرولیتر، و  11ه شیر تزریق با لوپ ، به همرا

                                                                                  
1.  BigDye Terminator and ABI Prism 3700 Genetic 

Analyzer (Macrogene, World Meridian Venture Center, 

Korea). 
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افزار  همچنین سیستم پردازش اطلاعات کامپیوتری با نرم

Agilent Chemstation   مورد استفاده قرار گرفت. از فاز

استونیتریل: متانول )با نسبت حجمی  متحرک آب:

 دقیقه بهره درمتر میلی یک( با سرعت جریان 13:26:54

بررسی و نانومتر  111موج شد و نتایج در طول  گرفته

  .(Morohoshi et al. 2008) شدند یگیر اندازه

 

 هاتجزیه و تحلیل آماری داده

ها برای پارامترهای مورد  به منظور تجزیه و تحلیل داده

استفاده شد و مقایسه  SAS 9.1افزار  مطالعه از نرم

ها با آزمون چند دامنه دانکن در سطح پنج میانگین

 گرفت.درصد صورت 

 

 نتایج و بحث 
 :C6-HSLکننده های تجزیهغربال استرین

ی شده از ریزوسفر آور جمعنمونه خاک  76در مجموع از 

از مناطق  P. carotovorumگیاهان مختلف میزبان 

مختلف کشور شامل چابهار، جاسک، ایرانشهر، میناب، 

رودان، باهوکلات، دشتیاری، بندرعباس، جیرفت، دزفول، 

شوش، شوشتر، تهران، هشتگرد، کرج، اندیمشک، 

جدایه باکتری  2121، تعداد و بجنورد شاهرود، دامغان

 AHLجدایه به علت تولید  72 شد. سازی خالصجدا و 

 یا و یا بازداری از رشد بیمارگرتوسط خودشان 

جدایه  2123کنار گذاشته شدند.  های گزارشگر باکتری

با استفاده از  C6-HSLباقیمانده از نظر توانایی تجزیه 

به صورت کیفی و مقایسه با آن  CV026 گزارشگر

  بررسی شدند.

 

 
 های باکتریایی از نظر توانایی تجزیه . غربال جدایه2شکل 

C6-HSL  با استفاده از گزارشگرCV026. 
Figure 1. Screening of bacterial isolates for C6-HSL 

degradation activity by using of CV026 biosensor. 

استفاده شد. زیرا  C6-HSL از مولکول در این تحقیق

تولید  P.carotovorum باکتری توسط AHL این نوع از

این اساس  . بر(Czajkowski and Jafra 2009) شودمی

 سرکوبباعث  های مورد بررسیاز باکتریجدایه  73

 45و  CV026 نشانگر زیستیرنگ بنفش در کامل تولید 

کاهش تا حد زیادی را ویولاسئین رنگ  تولیدجدایه نیز 

-C6رسان  پیامتجزیه مولکول  این امر بیانگردادند که 

HSL ها و اختلال در پدیده توسط این باکتریQS 

ای که جدایه 73فقط  (.2است )شکل باکتری اندیکاتور 

کامل تولید ویولاسئین و رنگ بنفش را متوقف  طور به

ها انتخاب شدند. توانایی سیکرده بودند برای ادامه برر

 AHLهای های آنتاگونیست در تجزیه مولکولباکتری

های مختلفی نظیر لاکتونازها و مرتبط با تولید آنزیم غالباً

 .(Kalia 2013, Romero  2012)باشد آسیلازها می

 

سنتزی  C6-HSLسازی غیرفعال توان میبررسی ک

 هاتوسط ریزوباکتری

موفق در مرحله قبل از نظر تجزیه جدایه  73توانایی هر 

C6-HSL نشانگر زیستیتر با استفاده از دقیق طور به 
E. coli pSB401  بر حسب بررسی شد. شدت نور حاصله

URL  و  1ی ها زماناز هر حفره با دستگاه فلورومتر در

 15و  5ساعت پس از تلقیح و برای سه غلظت  11و  27

ی شد و گیر اندازه از مولکول سیگنال میکرومولار 51و 

 2با استفاده از فرمول  درصد کاهش نور نسبت به شاهد

حالت مورد بررسی بین شاهد با  نهمحاسبه شد. در تمام 

درصد  پنجدار در سطح سایر تیمارها تفاوت معنی

 E. coliها تابش نور در مشاهده شد و تمامی جدایه

pSB401  را کاهش دادند که باز هم نشانگر تجزیهAHL 

مورد آزمایش  آنتاگونیست های انتخابیارجی توسط خ

 . (1)شکل  است

 

 های انتخابیشناسایی جدایه

بر  ،هایی که در شرایط گلخانه بررسی شده بودندجدایه

مورد شناسایی قرار  16s rDNAاساس توالی ناحیه 

درصد شباهت با 31-211ها  گرفتند. تمامی توالی

جود در پایگاه های موهای شناخته شده و توالی جنس

NCBI 33اساس با احتمال حداقل  نشان دادند. بر این 

 Stenotrophomonasبا گونه  4Bدرصد جدایه 
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maltophilia 19، جدایهK گونه  باChryseobacterium 

lathyri 32، جدایهP  با گونهAcinetobacter 

calcoaceticus 7، جدایهN   با گونهE. coli 1، جدایهM  با

و  33H، دو جدایه Enterobacter xiangfangensisگونه 

19H  با گونهBrevundimmonas bullata 121، جدایهH  با

با  18Cو  21Fهای  ، جدایهCaulobacter vibrioidesگونه 

 و 9A ،11W، 2L های ، جدایهBacillus anthracisگونه 
20F  با گونهBacillus toyoensis 231، جدایهH  با گونه

Bacillus simplex  3و جدایهB  با گونهBacillus 

endophyticus  (.9شباهت نشان دادند )شکل 

 

 
 (.C6-HSLمیکرومولار  51غلظت ) E. coli pSB401گزارشگر  AHLها بر نورافشانی وابسته به . تأثیر آنتاگونیست1شکل 

Figure 2. The effect of antagonists on AHL-triggered luminescence of E.coli pSB401 biosensor (50 µM C6-HSL). 
 

 
های هر جدایه است. مقادیر  ترین استرین های آنتاگونیست و نزدیک باکتری 16S rDNAدهنده ارتباط توالی ژن . درخت فیلوژنی نشان9شکل 

Bootstrap  محاسبه نشان داده شده است. باکتری  2111ازSphingobacterium mizutaii LCD51 عنوان  بهoutgroup .استفاده شد 
Figure 3. Phylogenetic tree showing the relationship between the 16S rDNA gene sequences of antagonistic bacteria and closest 

strains for each isolate. Bootstrap analyses were made with 1000 cycles.  The Sphingobacterium mizutaii LCD51 used as 

outgroup. 
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ها با توسط آنتاگونیست C6-HSLتعیین میزان تجزیه  

 HPLCروش 

شش جدایه باکتری در این بررسی استفاده شد که همه 

 دار در سطح پنج درصد با شاهد تفاوت معنیآنها 

 Acinetobacterنشان دادند. در سه جدایه یعنی 

calcoaceticus 32P، Bacillus toyoensis 20F و 
B. toyoensis 9A  هیچ مقداری ازC6-HSL  ردیابی نشد

که نشانگر تجزیه کامل آن توسط این دو آنتاگونیست 

 (. موروهوشی و همکاران  با انتقال ژن4است )شکل 

 

هیچ   Shewanella oneidensisبه باکتری  aac آسیلازی

مشاهده نکردند  HPLCدر روش  C10-HSLمقداری از 

که نشانگر تجزیه کامل آن توسط آنزیم آسیلاز این 

. آنزیم لاکتوناز (Morohoshi et al. 2008) باکتری است

QsdH  1استخراج شده از استرینA01261  باکتری

Pseudoalteromonas byunsanensis کامل  طور به

COC8-HSL  میکرومولار تجزیه کرد و  5را با غلظت

 HPLCهیچ اثری از این ماده در نتایج حاصل از روش 

 .(Huang et al. 2012) مشاهده نشد

 
  HPLC.ها با روش توسط آنتاگونیست C6-HSLمیکرومولار  15. تعیین میزان تجزیه غلظت 4شکل 

 .(>15/1P) دار هستند حروف مختلف نشانگر وجود تفاوت معنی
Figure 4. HPLC analysis of 25 µM C6-HSL degradation by antagonists.  

Different letters indicate a significant difference (P<0.05). 

 

 های  پکتولیتیک دربررسی ممانعت از تولید آنزیم

P. carotovorum   زمینیهای  سیبروی غده 

جدایه در کنترل  73تمامی قبل از اقدام به بررسی توان 

زمینی، از روی سیب P. carotovorumناشی از  پوسیدگی

غیر بیماریزا بودن خود آنها اطمینان حاصل شد. هیچ 

ای قادر به ایجاد فوق حساسیت روی برگ شمعدانی جدایه

زمینی های غده سیبجدایه روی برش پنجنبود. اما 

 لهیدگی ایجاد کردند که برای ادامه کار از آنها استفاده نشد.

ناشی  غالباًاد بیماری های پکتولیتیک در ایجتوانایی باکتری

کننده دیواره سلول نظیر های تجزیهاز تولید و ترشح آنزیم

 ,Barras et al. 1994) پکتینازها و سلولازهاست

Hugouvieux et al. 1996) این عمل تحت یک جریان .

وابسته  حسگریشود که شامل حدنصاب پیچیده تنظیم می

یل در های دخدر نتیجه ژناست.  QSیا همان  AHLبه 

شوند مگر زمانی که ها بیان نمیبیماریزایی این باکتری

 AHLsهای باکتریایی مولد ای از سلولنهایک تراکم آست

 Pirhonen et al. 1993, Nasser et)وجود داشته باشند 

al. 1998, Liu et al.  2008)های . توانایی آنتاگونیست

 باکتری QSمکانیسم در مختل کردن باکتریایی 
P. carotovorum تولید و ترشح  منجر به کاهش

لهیدگی و در نتیجه، کاهش  های پکتولیتیک آنزیم

 Dong et al. 2000, Uroz et) شودهای گیاهان می بافت

al. 2003, Jafra et al. 2006, Qian et al.  2009) نتایج .

یک مکانیسم  AHLنیز نشان داد که تجزیه این پژوهش 

طور  است. به P. carotovorumژیک کنترل بیولو در توانمند

جدایه با شاهد آلوده در یک گروه  74جدایه از  چهارکلی 
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 71قرار گرفتند و تأثیری بر کنترل بیماری نداشتند. اما 

 دار با شاهددر سطح پنج درصد تفاوت معنی دیگرجدایه 

جدایه  71این  و کاراییمیزان تأثیر  نشان دادند. هرچند که

 . (5)شکل  بودبا یکدیگر بسیار متفاوت  نیز

 

 
زمینی. قسمت های غده سیبدر بافت P. carotovorumبر بیماریزایی  AHLهای تجزیه کننده . تأثیر متفاوت ریزوباکتری5شکل 

 ها تلقیح شده است.به همراه آنتاگونیست ( با بیمارگر به تنهایی و قسمت پایینی غده با بیمارگرPبالایی هر غده )
Figure 5. different biocontrol activity of AHL-degrading rhizobacteria against pathogenicity of P. carotovorum on potato 

tuber tissues. The top of each tuber (P) inoculated with pathogen alone and the beneath co-inoculated with pathogen 

along antagonists. 

 

به یک  aiiAمولینا و همکاران با انتقال ژن 

سودوموناس فلورسنت توانستند میزان لهیدگی روی غده 

سویه وحشی  زمینی را تا حدود صفر کاهش دهند.سیب

 این سودوموناس هیج اثری روی میزان لهیدگی نداشت.

کنندگی نیز برای این محققین حتی خاصیت درمان

اند و زمانی که باکتری ترنسفورم شده گزارش کرده

آنتاگونیست دو روز پس از بیمارگر تلقیح شد، توقف در 

ترین دلیل مهمآنها پیشرفت پوسیدگی مشاهده شد. 

 قابل قبول برای کاهش فعالیت پروتئازی در
P. carotovorum وقتی همراه با Pseudomonas 

flourescens   حامل ژنaiiA  شود را تلقیح می ها غدهبه

. (Molina et al. 2003) اندبیان ژن مذکور دانسته

 درصد 51بیش از جدایه  41در این تحقیق  هرحال هب

زمینی در اثر های غده سیبلهیدگی بافت کاهشسبب 

در آزمایشات قبلی آنها گرچه همه . بیمارگر شدند

نشان داده بودند.  AHLبالایی در تجزیه ار بسیتوانایی 

برای همه شرایط آزمایشگاهی اما این توانایی در 

با  کههای غده نبود ها متضمن کارایی روی بافت جدایه

مطابقت داشت. در یک های سایر پژوهشگران  یافته

تحقیق شش جدایه باکتریایی که از ریزوسفر گیاهان 

 .Dickeya sppو  .Pectobacterium sppمختلف میزبان 

جداسازی شده بودند، توانستند در شرایط آزمایشگاهی 

درصد تابش نور را  211الی  31به میزان  AHLبا تجزیه 

کاهش دهند. اما استفاده از همین  E. coli pSB401در 

زمینی چنین برای کنترل پوسیدگی غده سیب ها جدایه

نتایجی را به دنبال نداشت و میزان پوسیدگی را به 

 (. Krzyanowska et al. 2012)همین نسبت کاهش نداد 

 

توان بازداری از بیماری پوسیدگی نرم ساقه در گیاه 

 زمینیسیب

جدایه که تا  27استرین مورد بررسی،  74از بین تمام 

را در  درصد( پوسیدگی غده 75حد قابل قبولی )بیش از 

مقایسه با شاهد کاهش داده و تا حدی خواص 

فیزیولوژیک و بیوشیمیایی متفاوتی داشتند برای بررسی 

در شرایط گلخانه انتخاب شدند. نتایج نشان داد که 

با چهار درصد کاهش  Bacillus toyoensis 20F جدایه

ترین جدایه بود و میزان میزان پوسیدگی ساقه، ضعیف

 Bacillusهای اما جدایه. زیاد بودآلودگی در آن خیلی 

toyoensis 2L ،Acinetobacter calcoeceticus 32P ،

Enterobacter xiangfangensis 1M ،

Stenotrophomonas maltophilia 4B  و

Brevundimonas bullata 33H  درصد  75بیش از

. میزان آلودگی را در مقایسه با شاهد آلوده کاهش دادند

در  اما ،متوسط  تا ضعیف داشتند رتأثیجدایه دیگر  3
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دار نشان درصد با شاهد آلوده تفاوت معنی پنجسطح 

و همکاران نیز با استفاده از ی . محمود(7)شکل  دادند

کاهش چشمگیری در  AHLکننده های تجزیهباکتری

 زمینی در اثرلهیدگی غده و ساق سیاه سیب
P. atrosepticum مشاهده کردند (Mahmoudi et al. 

تا از  27که با توجه به این در تحقیق حاضر .(2011

ها از نظر کنترل لهیدگی غده برای ترین جدایهموفق

بررسی در شرایط گلخانه و روی بافت ساقه انتخاب شده 

قادر به کنترل کامل لهیدگی ساقه آنها بودند، اما همگی 

های نبودند. این عدم شباهت در عملکرد روی بافت

سایر  توسط قبلاًی که تحقیقاتنتایج ا مختلف گیاهی ب

انجام شده است، مطابقت داشت. مثلا در پژوهشگران 

استرین باکتری آنتاگونیست  22یک تحقیق استفاده از 

نتایج متفاوتی را روی  .Dickeya spبرای کنترل 

 زمینی و برگ کاسنی نشان دادهای غده سیب بافت

(Krzyanowska et al. 2012.) در کارایی  دلیل تفاوت

روی غده با ساقه در تحقیق حاضر شاید تفاوت در منابع 

 های مختلف درغذایی در دسترس و حضور متابولیت

 وان و همکاراننتایج تحقیقات های گیاهی باشد. بافت

ترکیبات مختلف سلولی بر افزایش تولید نشان داد که 

 Van et) است مؤثرفاکتورهای بیماریزایی توسط بیمارگر 

al. 2008)ها نیز علاوه دسترسی به منابع کربن و یون. به

د تولید ترکیبات ضد میکروبی توسط توان می

قرار  تأثیرها تحت ها از جمله سودوموناسآنتاگونیست

به هرحال عوامل زیادی در (. Duffy et al. 1999دهد )

ها را و بیمارگر هاتعامل بین آنتاگونیست محیط طبیعی

 تأثیرگذار . کثرت این عواملدندهمیقرار  تأثیرتحت 

بینی کارایی عوامل بیوکنترل در پیشسبب می شود که 

باشد و نتایج متفاوتی را در شرایط مختلف بسیار مشکل 

 .شرایط گوناگون ظاهر کنند

 

 
 . هازمینی توسط آنتاگونیست. کاهش میزان پوسیدگی ساقه سیب7شکل 

 .(>15/1P) دار بین تیمارها است حروف مختلف نشانگر وجود تفاوت معنی
Figure 6. Reduction of stem rot of potato by antagonists.  

Different letters indicate a significant difference between treatments (P<0.05). 

 

کلی نتایج این تحقیق نشان داد که گرچه  طور به

ها در تمام مراحل مورد بررسی بسیار خوب برخی جدایه

و توانمند جلوه کردند، اما در مورد برخی دیگر تفاوت 

در آنها با کارایی  AHLچشمگیری در توانایی تجزیه 

زمینی وجود داشت. کاهش پوسیدگی غده و بوته سیب

که در بررسی  Bacillus toyoensis 9Aمثلا جدایه 

توسط دو نشانگر زیستی مختلف بسیار  AHLتجزیه 

قوی شناخته شده و در بازداری از لهیدگی روی غده نیز 

نتایج خیلی خوبی نشان داده بود، اما روی بوته 

کمتری بر کاهش پوسیدگی نرم ساقه  تأثیرزمینی  سیب
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گفته شد  قبلاًطور که نشان داد. این موضوع همان

های مختلف و حساسیت بافت تأثیردلیل به دتوان می

ها و یا گیاهی، مواد و عناصر غذایی مختلف در بافت

شرایط مختلف محیطی باشد که عملکرد یک 

 تأثیرآنتاگونیست را در شرایط گوناگون به شدت تحت 

. مطالعه و تحقیق برای (Van et al. 2008) دهدقرار می

و تلاش برای  تأثیرگذارکشف و شناسایی این عوامل 

 .برطرف کردن این موانع بسیار ضروری است

علاوه بر آن نیاز به بررسی برای یافتن فرمولاسیونی 

های میکروارگانیسم در شرایط که به حفظ توانایی

علاوه پایداری و بقای آن را نیز مختلف کمک کرده و به

چنین باید شود. همبه شدت احساس می ،تضمین کند

ها نیز مورد از مخلوطی از آنتاگونیستاستفاده  تأثیر

با توجه به پیشرفت فزاینده قانون مطالعه قرار گیرد. 

حفاظت تلفیقی گیاهان در اکثر کشورهای دنیا، 

هایی از جمله های جدید نیازمند جایگزیناستراتژی

در  کنترل بیولوژیک برای عوامل شیمیایی هستند.

در  AHLزیه توانایی تجتحقیقات مولینا و همکاران، 

های باکتریایی گیاهان، مشابه و یا حتی کنترل بیماری

ها در برخی آنتاگونیست DAPGبهتر از تولید فنازین و 

شده است گزارش  P. chlororaphis PCL1391نظیر 

(Molina et al. 2003) . البته لازم به ذکر است که تولید

های  ها نظیر فنازین در باکتری بیوتیک برخی آنتی

وابسته به  QSاگونیست تحت تنظیم و کنترل سیستم آنت

AHL باشدمی (Chin et al. 2001) لذا استفاده همزمان .

ها  با این نوع آنتاگونیست AHLکننده  های تجزیه از باکتری

ها و در نتیجه  بیوتیک تواند منجر به کاهش تولید آنتی می

های دیگر  کاهش کارایی بیوکنترلی برخی از آنتاگونیست

 AHLکننده  شود و در استفاده و به کارگیری عوامل تجزیه

هرحال عوامل دارای هبباید این موضوع را مدنظر قرار داد. 

قدرت کنترل پوسیدگی نرم که در این تحقیق با 

های مختلف انتخاب شدند، نوید بخش حفاظت  غربالگری

 P. carotovorumهای زمینی علیه استرینهای سیبغده

به این دلیل که کارایی  طور که گفته شدنهما  هستند.

بسته به شرایط آزمایش متفاوت  غالباًعوامل بیوکنترل 

جا گزارش شده است باید در است، نتایجی که در این

زمینی نیز بررسی شود. مزرعه و روی ارقام مختلف سیب

تحقیقات در جهت شناسایی و تعیین توانایی 

کردن ریزوسفر  های انتخابی در کلنیزه آنتاگونیست

باید انجام نیز در خاک پایداری و بقای آنها زمینی و  سیب

های انتخابی شود. ضمنا نقطه اثر و مکانیسم آنتاگونیست

های عامل پوسیدگی نرم نیازمند تحقیقات علیه بیمارگر

ها و ویژه توجه به روابط پیچیده بین باکتریبیشتر به

های  کروارگانیسممی در مورد گیاهان مختلف میزبان است.

یک اقدام مهم قبل از معرفی آنها به  AHLsکننده تجزیه

های مفید خاک، بررسی تأثیر آنها روی سایر  باکتری

های انتخاب شده در این ر مورد باکتریخاک است که د

 تحقیق نیز بسیار ضروری است.
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