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 چکیده
براي تنظيم بيان  Pectobacterium carotovorum  است که توسط کنندهتنظيم  مکانيسم ( یکQuorum sensing) احساسحدنصاب 

توانند  اند که مي هاي مختلفي از خاک جداسازي شده هاي اخير باکتري شود. در سال مي استفادهزایي  توليد فاکتورهاي بيماريها و  ژن
ها اختلال ایجاد کنند. در  باکتري ساحسا( را تجزیه و در حدنصاب AHLویژه اسيل هموسرین لاکتون ) هب هارسان باکتري هاي پيام مولکول

 توليد و تحرکروي  Bacillus sp. A24و  Bacillus sp. DMS133هاي  از باکتري (aiiA)  مولد آنزیم لاکتوناز این پژوهش اثر ژن
شناوري حرکت  هايبررسي قرار گرفت. نتایج نشان داد که فعاليتمورد  P. carotovorum EMPCCباکتري زایي  بيماري هايآنزیم

(Swimming)، ايتوده (Swarming) حرکت ناگهاني و (Twitching) ژن داراي و موتانت هايدر پکتوباکتریوم aiiA 
به شدت کاهش پيدا کرد. در  (EMPCC جدایه) نسبت به باکتري تيپ وحشي( EMPCC/aiiA2و  EMPCC/aiiA1هاي جدایه)

 پکتيناز، هايگير مقدار آنزیم لاکتوناز در باکتري موتانت باعث کاهش چشم AHLزایي نيز حضور  بيماري هايآنزیم گيريآزمون اندازه
برابر کاهش نشان داد. تحرک  بيستتا بيش از  aiiA ژن فاقد باکتري به نسبت هاکه ميانگين توليد این آنزیم طوري به. شد پروتئاز و سلولاز

این لاکتوناز در  aiiAحضور ژن  .هستند هازایي پکتوباکتریوم مهم بيماري فاکتورهاي از گياه سلولي دیواره کنندهتجزیه هايو توليد آنزیم
 .Pزایي در  تورهاي بيماريویژه فاک هب QS هب وابسته هاياختلال در فعاليت ،در نتيجهو  رسانپيام هايباکتري باعث تجزیه شدن مولکول

carotovorum .شده است 
 

 .زایی، پوسیدگی نرم ، فاکتورهای بیماریaiiA ، بیان ژن.Bacillus sp :های کلیدیواژه
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ABSTRACT 
Quorum sensing (QS) is a regulatory mechanism used by Pectobacterium carotovorum for the genes 

expression and the production of virulence determinants. Recently, some soil inhabiting bacteria were 

isolated that degraded bacterial signaling molecules such as Acyl homoserine lacton (AHL). The aiiA gene is 

responcible for AHL lactonase enzymes in Bacillus species. In this research the effects of aiiA genes from 

Bacillus sp. DMS133 and Bacillus sp. A24 were evaluated on the motility properties and enzyme production 

in P. carotovorum. The results revealed that swimming, swarming and twitching motilities were significantly 

reduced in aiiA mutant pectobacteria (EMPCC/aiiA1 and EMPCC/aiiA2 strains) in comparison with the wild 

type EMPCC strain. The expression of aiiA genes in mutant Pectobacteria significanlty inhibited production 

of pectinase, protease and cellulase enzymes. According as the means of enzymes production in EMPCC 

twenty time more than mutant EMPCC/aiiA1 and EMPCC/aiiA2 strains. Motility and plant cellwall 

degradation enzymes are two most virulence determinants in Pectobacterium, which are regulated by AHL 

mediated quorum sensing. Heterologous production of AiiA lactonase enzyme in Pectobacterium causes 

degradation of signaling molecules and decreases accumulation of them around the bacterium. As a result, 

the quorum sensing and related phenotypes are inhibited in P. carotovorum. 
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 تحقیق هایهتاز

)مختل کننده  لاکتوناز aiiAدر این پژوهش ژن 

مختلف باکتری   جدایهاز دو  (احساسحدنصاب 

Bacillus sp.، جدایه DME133  از مزارع

از خارج از  A24 جدایهزمینی داخل کشور و  سیب

 احساسمنظور اختلال در حدنصاب  کشور، به

 Pectobacteriumزای گیاهی  باکتری بیماری

carotovorum زایی آن  های بیماری و کاهش فعالیت

های پکتیناز، پروتئاز و سلولاز  ویژه تولید آنزیم هب

پژوهش برای اولین بار مقایسه  در ایناستفاده شد. 

بر  احساسکننده حدنصاب  مختل aiiAهای  اثر ژن

ها به  زایی پکتوباکتریوم های بیماری مقدار تولید آنزیم

شود. نتایج نشان ری میگیصورت کمی اندازه

های پکتیناز، سلولاز و پروتئاز   تولید آنزیمدهد که  می

لاکتوناز  AiiAحضور های موتانت با  در پکتوباکتریوم

نسبت به  دار معنی بسیار کاهش شدید و

. همچنین پکتوباکتریوم تیپ وحشی داشته است

تحرک این باعث اختلال در  aiiAحضور ژن 

 است. شده  نتیجه کاهش آن و در ها باکتری

 

 قدمهم

ترین و بیماری پوسیدگی نرم باکتریایی از مهم

های باکتریایی است. در این  ترین بیماریفراوان

کننده دیواره  های تجزیه بیماری مقدار زیادی آنزیم

های مولد بیماری تولید  سلول گیاهی توسط باکتری

های  و پوسیدگی نرم بافت یدگیباعث له کهشده 

جنس  مختلف های گونه د.نشو می گیاهی

 carotovorum (Jones, 1901)ویژه هپکتوباکتریوم ب

Waldee 1945 Pectobacterium  زا 

عوامل ایجاد پوسیدگی نرم ترین  شده شناخته

دامنه میزبانی بسیار باکتریایی هستند. این باکتری 

وسیعی دارد و طیف بسیار وسیعی از محصولات 

کشاورزی را در مناطق معتدل و نیمه گرمسیری 

 .Gardan et al. 2003, Toth et al)  کند می آلوده

کننده دیواره سلول گیاهی  های تجزیه آنزیم (.2003

 ها و گونه زایی بیماری هایین فاکتورتر مهماز 

های  مکانیسم پکتوباکتریوم هستند.های  زیرگونه

ساکاریدهای  چون، تحرک، تولید پلیهمدیگری 

 Nep-1های شبیه  ها و پروتئین خارج سلولی، هارپین

نقش  ها زایی این باکتری و بیماریدر گسترش 

 .Barras et al. 1994, Toth et al) مهمی دارند

این های پوسیدگی نرم با تولید  باکتری (.2003

ها ترکیبات دیواره سلولی گیاه در دیواره اولیه،  آنزیم

کنند. ترکیبات  ثانویه و تیغه میانی را تجزیه می

به عنوان منبع انرژی و غذا مورد  ،حاصل از تجزیه

 Collmer and Keen)گیرد  استفاده باکتری قرار می

1986, Barras et al. 1994 .)ترین  یکی از مهم

های پوسیدگی  شده در باکتریهای شناخته آنزیم

نرم، پکتینازها هستند که باعث شکسته شدن پکتین 

جنس شوند.  دیواره سلولی و تیغه میانی گیاه می

از پکتینازها را تولید  نوعچندین  پکتوباکتریوم

شوند  های جداگانه کد می وسیله ژن  کند که به می

(Perombelon 2002)ها،  . گروه دیگری از آنزیم

و  زی داشتهسلولازها هستند که فعالیت اندوگلوکانا

سلولز موجود در دیواره اولیه و ثانویه سلول گیاه 

به تنهایی برای سلولز  آنزیم .دنشکن میزبان را می

در   ها با دیگر آنزیمهمراه  زایی لازم نیست اما بیماری

پروتئازها  .اثر گذار است بیماری پوسیدگی نرم شدت

اند  ها یافت شده هم با نقش کمتری در این باکتری

(Toth et al. 2003 .) زایی  تولید فاکتورهای بیماری

و آنتی  ها هارپین ،ها آنزیمبویژه ها ) در پکتوباکتریوم

 احساس( توسط سیستم حدنصاب بیوتیک کارباپنم

(Quorum sensing) های  وابسته به مولکول

 oxo-C6-3 وسرین لاکتون نوعآسیل هم رسان پیام

HSL  وC8-HSL (AHL )شوند کنترل می 

(Whitehead et al. 2001, Barnard and Salmond 

لاکتوناز حلقه هموسرین لاکتون  AHL آنزیم (.2007

را هیدرولیز و هموسرین  رسان پیامهای در مولکول

کنند که خاصیت انتقال پیام ندارد. فعالیت میتولید 

های خاکزی از لاکتونازی در بسیاری از باکتری

جمله باسیلوس، اسیدوباکتر، آرتروباکتر گزارش شده 

 .Chen et al. 2013, Mahmoudi et al)است 

آنزیم لاکتوناز و عامل  مولدزمانی که ژن (. 2011

ای ز های بیماریدر باکتری AHLتجزیه کننده 
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شود، تجمع پکتوباکتریوم بیان می گیاهی همانند

در محیط این باکتری به  رسان پیامهای مولکول

لال و کاهش تیابد که نتیجه آن اخشدت کاهش می

 احساسهایی است که توسط حدنصاب در فعالیت

 ,Mahmoudi et al. 2013 ) شوندکنترل می

Hosseinzadeh et al. 2017 .)جایی که تولید  از آن

دیواره سلولی در پکتوباکتریوم  کنندهتجزیه هایآنزیم

های فنوتیپی این باکتری مانند و همچنین فعالیت

کنترل و تنظیم  QSتحرک و شناگری توسط 

های  شوند، لذا کاهش در تولید و تجمع مولکولمی

در محیط باکتری به دلیل فعالت  رسان پیام

های پکتوباکتریوم  یدر باکتر aiiAلاکتونازی ژن 

ند به طور مستقیم مقدار و کیفیت تواموتانت می

های رفتاری تحرک و زایی و ویژگی های بیماریآنزیم

شناگری باکتری را تحت تاثیر قرار دهد. لذا پژوهش 

حاضر با هدف بررسی تاثیر ژن ضد حدنصاب 

و  P. carotovorumبر تحرک باکتری  aiiA احساس

زایی  های بیماریآنزیم همچنین میزان تولید

 )پکتیناز، سلولاز و پروتئاز( در این باکتری انجام شد.

 

 ها مواد و روش

 های کشت مورد استفاده ها و محیط باکتری

 کننده و تجزیه نازمسئول تولید آنزیم لاکتو aiiAژن 

AHL  پیش از این توسط محمودی و همکاران

(Mahmoudi et al. 2013 از باکتری )Bacillus sp. 

DMS133 یابی و در باکتری جداسازی، توالی

Pectobacterium carotovorum EMPCC  کلون

 .Pهایاز باکتریدر این پژوهش شده بود. 

Carotovorum EMPCC/aiiA1   حامل ژنaiiA  از

 .Pکشور، داخل جدایه باسیلوس باکتری

carotovorum EMPCC/aiiA2  حامل ژنaiiA  از

 خارج کشور جدایه Bacillus sp. A240باکتری 

 ،مرکز بین المللی مهندسی ژنتیک و بیوتکنولوژی)

 .P و (Reimmann et al. 2002) (ایتالیا

carotovorum EMPCC   باکتری تیپ وحشی و

استفاده شد که قبل  فاقد ژن به عنوان کنترل منفی،

توسط از انجام آزمایشات، ابتدا وجود ژن مورد نظر 

ای واکنش زنجیرهدر آغازگرهای اختصاصی 

های مورد بررسی تایید ( در باکتریPCRپلیمرازی )

منجر به تکثیر  aiiA-7Rو  aiiA-7Fآغازگرهای شد. 

موتانت  از باکتری  bp784  با اندازه aiiAژن 

است(  bp750ژن  باز )قاب خواندنی شوندمی

(Mahmoudi et al. 2013.) 

 

 (Swarming) ایتوده حرکت

ابتدا ظروف پتری حاوی محیط کشت آگار غذایی 

حجمی( گلوکز به  -درصد )وزنی نیم شده با غنی

مدت نیم ساعت زیر هود لامینار قرار گرفتند تا 

رطوبت سطحی آنها از بین برود. سپس هر دو 

 EMPCC/aiiA2و  EMPCC/aiiA1باکتری موتانت 

به صورت   EMPCCو همچنین باکتری غیر موتانت 

و به مدت  زنی شدند کشت مایه روی محیطای  نقطه

نگهداری  سلسیوسدرجه  سیساعت در دمای  24

شدند. قطر هاله تشکیل شده روی محیط به عنوان 

 گیری شدباکتری اندازه ایتوده میزان حرکت

(Murray et al. 2010). 

 

 (Swimming)ی ورشناحرکت 

محیط در  های باکتری سنجش حرکت سطحی سلول

درصد  5/0تریپتون )یک درصد تریپتون،  نیمه جامد

های  ظرف. ( انجام شددرصد آگار 3/0 کلرید سدیم،

های تازه  کلونیبا کشت  پتری حاوی محیط

خلال دندان های مورد بررسی و توسط  باکتری

به منظور جلوگیری از خشک زنی شدند. مایه سترون

 در بسته کیسه پلاستیکی وندر ظروف پتریشدن، 

. بعد ندشد نگهداری سلسیوسدرجه  یس و در دمای

( به hazyقطر ناحیه مه ) ،ساعت چهاردهتا  دوازدهاز 

 گیری شدهانداز ها عنوان میزان شناگری باکتری

(Murray et al. 2010). 

 

 (Twitching) ناگهانیحرکت 

 SOBG (Superاین آزمون در محیط کشت جامد 

Optimal Broth and Glycerol درصد  05/0( حاوی

NaCl ،5/33  میکرومولارKCl ،86/4 مولار  میلی
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MgSO4 ،درصد  دودرصد عصاره مخمر و  نیم

 چهلگلیسرول لیتر میلی پنجاهتریپتون به همراه 

درصد آگار جامد شده  2/1درصد انجام شد که با 

 سهیچ )حدود یهای تو سازی پلیتبود. آلوده

یلی آرام و با استفاده از خلال متر ضخامت( خمیلی

ندان تیز انجام شد به نحوی که اینوکولوم باکتری د

 ناگهانیرسیده باشد. ناحیه مه حرکت  پلیتهابه کف 

 48بعد از  کف پلیتکشت با  محیطدر محل تماس 

 گیری شدازهاند سلسیوسدرجه  سی ساعت در

(Murray et al. 2010).  

 

 تولید آنزیم پکتیناز

های  باکتریدر این آنزیم  تولید برای بررسی میزان

در محیط کشت مایع  ها باکتریمورد بررسی، ابتدا 

درجه  27ساعت در  48به مدت  نوترینت براث

دقیقه در  دهبه مدت  کشت شدند. سپس سلسیوس

g8000 گیری سانتریفیوژ شد. رونشین برای اندازه

مقدار آنزیم خارج سلولی پکتیناز خام استفاده شد. 

لیتر بافر میلی 8/0لیتر از رونشین با میلی 2/0مقدار 

لیتر میلی یک( و pH 5.2مولار،  1/0استات سدیم )

( به عنوان سوبسترا برای w/vدرصد ) 3/0پکتین 

 بیستط واکنش برای شد. مخلو پکتیناز استفاده 

متحرک  بنماریدر  سلسیوسدرجه  37ساعت در 

میلی  5/1با اضافه کردن  انکوبه شد. واکنش آنزیمی 

( خاتمه DNSنیتروسالیسیلیک اسید )-لیتر دی

دقیقه منتقل  دهیافته و به حمام آب جوش برای 

های شاهد تحت شرایط یکسان با استفاده  شد. لوله

آنزیم محلول خام ر به جای لیتر آب مقطمیلی 2/0از 

( هر مخلوط واکنش در ODتهیه شد. چگالی نوری )

لیتر  نانومتر در برابر شاهد حاوی یک میلی 540

 5/1لیتر بافر و (، یک میلیw/vدرصد ) 3/0پکتین 

گیری برای فعالیت پکتیناز اندازه DNSلیتر میلی

شد. یک واحد فعالیت پکتیناز به صورت مقداری 

ریف شد که یک میکرومول گلوکز را تحت تع آنزیمی 

 (. Kashyap et al. 2000شرایط بالا آزاد کند )

 

 تولید آنزیم پروتئاز

هر سه باکتری برای بررسی میزان آنزیم پروتئاز 

در محیط کشت مایع لوریا برتانی به مورد بررسی 

کشت  سلسیوسدرجه  27ساعت و دمای  48مدت 

شدند. دو محیط کشت برای تولید پروتئاز استفاده 

، 1/0شد. یکی از آنها حاوی )گرم بر لیتر(: گلوکز 

، MgSO4 01/0، 02/0، عصاره مخمر 1پپتون 

CaCl201/0 ،K2HPO4 05/0 (pH 7.0 و محیط ،)

، پپتون 1کشت دیگر حاوی )گرم بر لیتر(: گلوکز 

 MgCl2 02/0 ،CaCl2 04/0، 3/0، عصاره مخمر 5/0

(pH 7.0 بود. گلوکز جداگانه ) به ظرف سترون و

حاوی محیط مایع بعد از سردشدن اضافه شد. سپس 

 OD600= 0.3 غلظت با از هر باکتری ماندهکشت شب

زنی محیط تولید آنزیم مایه بهبه صورت یک درصد 

به  لیتر( ومیلی پانصدلیتر در ارلن میلی 150شد )

 شونده با دمایانکوباتور شیک در ساعت 24مدت 

دور بر دقیقه  150و سرعت  سلسیوسدرجه  37

دقیقه  ده به مدت هاکشت نهایتشد. در  نگهداری

سانتریفیوژ شد و رونشین برای تعیین  g8000در 

فعالیت پروتئاز فعالیت پروتئولیتیک استفاده شد. 

 تغییراندکی با استفاده از سوبسترای کازئین با کل 

لیتر از گیری شد. یک میلیروش آنسون  اندازه در

 دولیتر بافر فسفات حاوی رونشین با یک میلی

 37دقیقه در  دهدرصد کازئین مخلوط شد و برای 

قرار گرفت. واکنش با اضافه کردن  سلسیوس درجه

مولار  4/0لیتر تری کلرو استیک اسید میلی دو

 دقیقه نگهداری در دمای سیمتوقف شد. بعد از 

اتاق، رسوب با سانتریفیوژ حذف و چگالی نوری در 

نانومتر تعیین شد. نمودار استاندارد با استفاده  660

لیتر تیروزین میکروگرم بر میلی 0-60های از محلول

نانومتر رسم  660با استپکتوفوتومتر در جذب نوری 

مقدار شد. یک واحد فعالیت پروتئاز به صورت 

لیتر روگرم بر میلیتعریف شد که یک میکآنزیمی 

 کند تولید بالا تحت شرایط آزمایشگاهی را تیروزین

(Sevinc and Demirkan 2011 .)1ماده  از-

معرف تیروزین برای تهیه نفتول به عنوان -2نیتروزو

 . استفاده شدنمودار استاندارد 
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 تولید آنزیم سلولاز

جهت بررسی تاثیر ژن لاکتوناز بر میزان تولید آنزیم 

های مورد بررسی در محیط نوترینت  ، باکتریسلولاز

درجه  27ساعت و دمای  48مدت براث آگار به

های مایع کشت شدند. سپس محیط سلسیوس

 g8000دقیقه در  دهمدت حاوی باکتری به

گیری مقدار سانتریفیوژ شدند. رونشین برای اندازه

 2/0آنزیم خارج سلولی خام استفاده شد. مقدار 

لیتر بافر استات میلی 8/0لیتر از رونشین با میلی

لیتر  میلی یک( و pH 5.2مولار،  1/0سدیم )

( به عنوان CMC-Naکربوکسی متیل سلولز )

کنش برای شد. مخلوط وا سوبسترای سلولاز، مخلوط 

 بنماریدر  سلسیوسدرجه  37ساعت در  بیست

با اضافه  شد. واکنش آنزیمی  نگهداریمتحرک 

نیتروسالیسیلیک اسید -لیتر دیمیلی 5/1کردن 

(DNS خاتمه یافته و به حمام آب جوش برای )ده 

های شاهد تحت شرایط  دقیقه منتقل شد. لوله

ه جای لیتر آب مقطر بمیلی 2/0یکسان با استفاده از 

( هر مخلوط ODآنزیم خام تهیه شد. چگالی نوری )

 یکنانومتر در برابر شاهد حاوی  540واکنش در 

(، یک w/vیک درصد ) CMC-Naلیتر میلی

برای فعالیت  DNSلیتر میلی 5/1لیتر بافر و میلی

گیری شد. یک واحد فعالیت سلولاز به  سلولاز، اندازه

یک تعریف شد که  صورت مقداری آنزیمی 

کند می تولیدمیکرومول گلوکز را تحت شرایط بالا 

(Li et al. 2012 .) 

 

 ها تجزیه و تحلیل داده

فوق در قالب طرح کاملا تصادفی با های  کلیه آزمون

افزار ها با نرمتکرار انجام گرفت. آنالیز داده چهار

SAS v.9.4 اس-ها با آزمون الو مقایسه میانگین-

 درصد انجام گرفت. پنجدی در سطح 

 

 نتایج

، شناوری) تحرک لاکتوناز بر انواع aiiAاثر ژن 

 P. carotovorum( باکتری ناگهانیو  ایتوده

دهد که ( نشان می1جدول نتایج تجزیه واریانس )

ای شناوری، توده) حرکت هر سه نوع بر aiiAاثر ژن 

دار بوده معنی ،های مورد بررسی باکتری (و ناگهانی

وجود این ژن در باکتری پکتوباکتریوم باعث کاهش 

باکتری شده است. بر اساس های  دار حرکت معنی

در هر  (، قطر هاله1شکل ها )آزمون مقایسه میانگین

پکتوباکتریوم  های موتانتباکتری  تحرک در سه نوع

 EMPCC/aiiA2 و EMPCC/aiiA1 ایه جدایه

کمتر  EMPCCپ وحشی تی ومباکتریپکتونسبت به 

 بوده و در یک گروه آماری قرار دارند. 

 

 Pectobacterium carotovorumبر انواع تحرک باکتری  aiiA احساساثر ژن ضدحدنصاب  -1جدول 

Table 1- Effetc of anti-quorum sensing  gene aiiA on the motility of Pectobacterium carotovorum 
sources df Swarming Swimming Twitching 

aiiA gene 2 691.94** 803.40** 3435.08** 

Error 9 9.52 12.74 4.31 

 درصد 1دار در سطح احتمال  معنی -**
**- Significant at P<0.01 

 

ی و ورشناحرکت های آزموندر  هرچند که

 .Bacillus spباکتری جداشده از  aiiAژن  ،ناگهانی

DMS133   در  ها تیفعالاین اثر بهتری در کاهش

جداشده از باکتری موتانت نسبت به ژن  های باکتری

Bacillus sp. A24 اما از نظر آماری داشته است ،

درصد  پنجداری بین آنها در سطح  اختلاف معنی

بیشترین تاثیر ژن ها  . در این آزمونده نشدهمشا

aiiA   ناگهانیبر تحرک (Twitchingمشا )ده شد. ه

قطر  EPMCC تیپ وحشی در باکتری کهطوریبه

 ششمتر بود که حدود میلی 25/60 هاله تحرک
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 .(2)شکل  است حاوی ژن لاکتوناز های موتانتباکتریبیشتر از برابر 

های دارای حرف مشترک براساس میانگین .Pectobacterium carotovorumبر انواع تحرک باکتری  aiiA هایاثر ژن -1شکل 
 .باشنددرصد می پنج دار درسطحآزمون ال اس دی فاقد تفاوت معنی

Fig 1- Effect of aiiA genes on the motility of Pectobacterium carotovorum. Means with the same 
letter are not significantly different based on LSD test at P<0.05. 

 

 
قطر هاله : A ،B ،C . (کشتساعت بعد از  24) aiiA های ژن موتانت با P. carotovorum باکتری کاهش تحرک -2شکل 

و  EMPCC/aiiA1پکتوباکتریوم موتانت  -EMPCCپکتوباکتریوم تیپ وحشی به ترتیب در ( Swarming) ایتودهحرکت 
به ترتیب در پکتوباکتریوم تیپ ( Swimming)ری وقطر هاله حرکت شنا: D ،E؛ EMPCC/aiiA2پکتوباکتریوم موتانت 

به ترتیب ( Twitching) ناگهانیطر هاله حرکت : قF ،G ،H؛ EMPCC/aiiA1و پکتوباکتریوم موتانت  EMPCC وحشی
. EMPCC/aiiA2 و پکتوباکتریوم موتانت EMPCC/aiiA1پکتوباکتریوم موتانت  -EMPCCدر پکتوباکتریوم تیپ وحشی 

 .متر میلی 10خط مقیاس برای تمام تصاویر: 
Fig. 2- Pectobacterium carotovorum with reduced mobility cloned using aiiA genes (after 24 hr of 

culturing). A, B, C: diameter of swarming motility halo in wildtype P. carotovorum EMPCC, mutant 
EMPCC/aiiA1 and mutant EMPCC/aiiA2, respectively;   D, E: diameter of swimming motility halo in 

wildtype P. carotovorum EMPCC and mutant EMPCC/aiiA1 recpectively; F, G, H: diameter of 
twitching motility halo in wildtype P. carotovorum EMPCC, mutant EMPCC/aiiA1 and mutant 

A B C 

E D 

F G H 

I
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EMPCC/aiiA2 respectively. Bars in all pictures: 10mm. 
 

زایی در  های بیماری بر تولید آنزیم aiiAاثر ژن 

 پکتوباکتریوم

دهد که ( نشان می2نتایج تجزیه واریانس )جدول 

اثر ژن لاکتوناز بر میزان تولید آنزیم پکتیناز 

دار بوده و وجود های مورد بررسی معنیپکتوباکتریوم

در باکتری باعث کاهش تولید این آنزیم  aiiAژن 

( نشان 3ها )شکل شده است. مقایسه میانگین

های دهد که تولید آنزیم پکتیناز در باکتریمی

نسبت  EMPCC/aiiA2و EMPCC/aiiA1موتانت  

کاهش چشمگیری  EMPCCبه باکتری تیپ وحشی 

که در باکتری تیپ وحشی فاقد ژن  طوریداشته به

 16/822( aiiA) احساسمختل کننده حدنصاب 

های موتانت به ترتیب  واحد آنزیم و در باکتری

واحد آنزیم تولید شده است. ژن  52/45و  85/51

aiiA  باکتری  زاحاصلBacillus sp. A24  اثر بهتری

در مهار تولید آنزیم پکتیناز  aiiAژن  نسبت دیگر

هرچند که این اثر در سطح  ؛پکتوباکتریوم نشان داد

 دار نشده است.درصد معنی پنج

 
 Pectobacterium carotovorumزایی باکتری  های بیماری بر تولید آنزیم  aiiAاثر ژن  -2جدول 

Table 2- Effetc of aiiA gene on the virulence associated enzymes of Pectobacterium carotovorum 

Sources df Pectinase Perotease Cellulase 

aiiA gene 3 2.62** 3.20** 3.08** 

Error 12 0.09 0.10 0.08 

 درصد 1دار در سطح احتمال  معنی -**
**- Significant at P<0.01 

 

(، وجود 2براساس جدول تجزیه واریانس )جدول 

در پکتوباکتریوم بر میزان تولید تیروزین در  aiiAژن 

آزمون پروتئاز اثر گذاشته و بین تیمارهای آزمایشی 

دار در سطح احتمال یک درصد اختلاف معنی

( نشان 3ها )شکل مشاهده شد. مقایسه میانگین

 AHLهای موتانت حامل ژن دهد که در باکتریمی

ده لاکتوناز تولید تیروزین به شدت کاهش پیدا کر

است. از آنجایی که تولید تیروزین رابطه مستقیم با 

تولید آنزیم پروتئاز دارد و به عنوان شاخص تولید 

ها شود، نتایج مقایسه میانگینآنزیم استفاده می

باعث سرکوب  aiiAدهد که وجود ژن نشان می

های موتانت شده است. تولید این آنزیم در باکتری

تولید آنزیم پروتئاز در نکته قابل توجه اینکه میزان 

 aiiAموتانت حامل هر دو نوع ژن  هایپکتوباکتریوم

حدود ده برابر کمتر از پکتوباکتریوم تیپ حشی بوده 

است که قابلیت بالای آنزیم لاکتوناز در سرکوب 

دست آمده  به نتایج دهد. تولید این آنزیم را نشان می

اثر ژن کدکننده  (2)جدول  تجزیه واریانس از

های موتانت پکتوباکتریوم بر  لاکتوناز در باکتری

میزان تولید آنزیم سلولاز در سطح یک درصد اثر 

دار داشته و حضور این ژن در پکتوباکتریوم  معنی

باعث تغییر روند تولید آنزیم سلولاز شده است. 

دهد  ( نشان می3 )شکل ها مقایسه میانگیننمودار 

ژن  های حامل در باکتری تولید آنزیم سلولازکه 

aiiA در که  یطوربه شدت کاهش یافته است. به

تولید این آنزیم بیش از تیپ وحشی پکتوباکتریوم 

های موتانت بوده است.  برابر بیشتر از باکتری چهل

ها بیانگر وجود  همچنین نتایج مقایسه میانگین

دار بین دو نوع ژن لاکتوناز در کاهش  اختلاف معنی

درصد می باشد.   پنجتولید آنزیم سلولاز در سطح 

و  Bacillus sp. DMS133باکتری  aiiAهای  ژن

aiiA  باکتریBacillus sp. A24  به ترتیب تاثیر

برابری در کاهش تولید آنزیم  شانزدهو  چهلحدود 

دی در -اس-سلولاز را نشان دادند و در آزمون ال
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 گرفتند. های مختلف آماری قرار  درصد در گروه پنجسطح 

 .Pزایی )پکتینار، پروتئاز و سلولاز( باکتری  بیماری های لاکتوناز بر تولید آنزیم aiiA هایاثر ژن -3شکل 

carotovorumدرصد  پنج دار درسطحهای دارای حرف مشترک براساس آزمون ال اس دی فاقد تفاوت معنی. میانگین

 باشند.می
Fig. 3- Effect of aiiA lactonase genes on the production of virulence associated enzymes 

(pectinase, protease and cellulase) of Pectobacterium carotovorum. Means with the same letter are 

not significantly different based on LSD test at P<0.05. 

 
 گیری بحث و نتیجه

های  مسئول سنتز بزرگترین خانواده آنزیم aiiAژن 

 AHLیعنی  ،AHLهای  تجزیه کننده مولکول

های  و در بسیاری از جنس می باشدلاکتوناز 

باکتریایی مانند باسیلوس، آرتروباکتر و مزوریزوبیوم 

 .Zheng et al) مورد شناسایی قرارگرفته است 

2006, Faure and Dessaux 2007 .) ناحیه قاب

نوکلئوتید است که  750این ژن شامل  باز خواندنی

کند  اسید آمینه کد می 250یک پروتئین فعال با 

(Dong et al. 2000این ژن از باکتری .) های

Bacillus sp. DMS133 (Mahmoudi et al. 2013 )

Bacillus sp. A24 (Reimmann et al. 2002 )و 

 P. carotovorum EMPCCجداسازی و در باکتری 

در این پژوهش تاثیر وجود . سازی و بیان شدهمسانه

تحرک و شناگری انواع لاکتوناز بر  aiiAژن 

این نتایج   پکتوباکتریوم مورد بررسی قرار گرفت.

 از قبیلتحرک انواع  دهد که پژوهش نشان می

که از  ،، خزیدن و حرکت عمقیشناگریسطحی، 

ها هستند،  های مهم بیماریزایی پکتوباکتریومفعالیت

در اثر حضور ژن لاکتوناز دچار اخلال شده و نسبت 

کاهش چشمگیری پیدا   aiiAبه باکتری فاقد ژن 

های شناگری پکتوباکتروم تحت کرده است. فعالیت

است و از آنجایی  احساسکنترل سیستم حدنصاب 

لاکتوناز در داخل  AHLکه تولید آنزیم 

های  کاهش مولکولپکتوباکتریوم موتانت باعث 

 Mahmoudiشود ) در محیط باکتری میرسان  پیام

et al. 2013, Sobhanipour et al. 2017 لذا ،)

این خاطر کاهش  هنیز ب QSهای وابسته به  فعالیت

 کاهش نتیجه در تحت تاثیر قرار گرفته و ها مولکول

جایی  بهشوند. توانایی تحرک و جا یا متوقف می یافته

قدرت رقابت یک یکی از فاکتورهای افزایش 

میکروارگانیسم در محیط طبیعی است. با کاهش 

خود را  تهاجمیقدرت  بیمارگرهای  تحرک، باکتری

زایی  بیماریشدت از  در نتیجه از دست داده و

 زایی نتایج آزمون بیماری .می شوندکمتری برخوردار 

های  روی غدهموتانت  P. carotovorumدر باکتری 



 101 1397پاییز و زمستان ، 2، شمارۀ 7های گیاهی، دورۀ  کنترل بیولوژیک آفات و بیماری 

 

 

 کند. را اثبات مییز همین امر نزمینی  سیب

 حضور زاده و همکاران بیان کردند که ژن حسین

aiiA در باکتری لاکتوناز Dickeya chrysanthemi 

کاهش شناگری و تحرک سطحی این باکتری باعث 

روی این  RT-PCRشود. همچنین مطالعات  می

های  کاهش بیان ژن دهنده باکتری موتانت نشان

های  آنزیم مولدهای  ویژه ژن هزایی ب بیماری

 .Hosseinzadeh et al) باشد هیدرولیزکننده می

لاکتوناز یک آنزیم بسیار قوی -AHLآنزیم  .(2017

گزارش شده  AHL رسان های پیام مولکولدر تجزیه 

های  با شکستن حلقه لاکتون در مولکول است که

را  رسانی آنها ، خاصیت پیامAHL نوع رسان پیام

از آن برای کنترل نتیجه  درکند و غیرفعال می

شود. این های باکتریایی گیاهان استفاده میبیماری

از باکتری  aiiAکار اولین بار با کلون کردن ژن 

Bacillus sp.  در باکتری بیماریزای گیاهیEwrinia 

carotovora (Dong et al. 2000 و سپس در )

 .Zhu et al) انجام شدزمینی  گیاهان توتون و سیب

2008, Mahmoudi and Naderi 2017.) آنزیم تولید 

AHL-شده لاکتوناز توسط گیاهان مهندسی ژنتیکی

ها را مختل باکتری QSو عوامل بیوکنترل، سیستم 

های باکتری زایی بیماریکرده و سبب کاهش 

روی میزبان و افزایش مقاومت میزبان  بیمارگر

 (. Mahmoudi and Naderi 2017شود )می

گیری مقدار  وهش اندازهاز دیگر اهداف این پژ

های های پکتیناز، پروتئاز و سلولاز در باکتری آنزیم

و مقایسه اثر حضور  aiiAموتانت پکتوباکتریوم با ژن 

های تیپ وحشی بود. نتایج  این ژن نسبت به باکتری

های  بیانگر کاهش شدید و چشمگیر تولید آنزیم

های موتانت نسبت به  ومباکتریپکتومورد بررسی در 

های پکتیناز،  تولید آنزیم باشد. باکتری فاقد ژن می

تیپ وحشی  P. carotovorumپروتئاز و سلولاز در 

به طور   aiiAهای موتانت با ژن  جدایهنسبت به 

میانگین بیش از بیست برابر مشاهده شد و اختلاف 

درصد نشان دادند. بین نوع  پنجدار در سطح  معنی

تیناز و پروتئاز های پک در تولید آنزیم aiiAژن 

دار مشاهده نشد و فقط در تولید آنزیم  اختلاف معنی

اثر متفاوت و  aiiAسلولاز بود که دو نوع ژن 

های  دار در تولید این آنزیم توسط جدایه معنی

گونه که در  وتانت پکتوباکتریوم نشان دادند. همانم

های گروه پروتئاز  ذکر شده است آنزیمنیز منابع 

ها  زایی پکتوباکتریوم در بیمارینقش بسیار کمی 

در این پژوهش نیز  (،Toth et al. 2003) دارند

کمترین میزان آنزیم تولید شده در پکتوباکتریوم 

  ، آنزیم پروتئاز بود.EMPCCتیپ وحشی 

 P. carotovorum شده در استفاده aiiAژن 

EMPCC/aiiA1 باسیلوس به نام  جدایهاز یک

Bacillus sp. DMS133   جداشده از ریزوسفر

می باشد که از زمینی مزارع داخل کشور ایران  سیب

با ناحیه درصد شباهت  93نظر توالی نوکلئوتیدها 

استفاده شده در این  aiiAژن دیگر کدشونده 

 Bacillus sp. A24از باکتری  aiiAژن )پژوهش 

زمینی مزارع خارج از  جداشده از ریزوسفر سیب

دو الی اسیدهای آمینه این مقایسه تو کشور( دارد.

که در بعضی  میدهدنشان با یکدیگر نیز ژن 

ویژه سرین و پرولین با یکدیگر اختلاف  هب ها جایگاه

. این تفاوت در (Mahmoudi et al. 2013) دارند

و  گذاشتهاثر  ها آنزیمدر ساختار ثانویه ها  توالی

 ، شدت فعالیت آنزیمی واحتمالا روی اختصاصیت

تاثیر نیز لاکتوناز  AiiAترجیح سوبستراهای آنزیم 

 Reimmann et al. 2002, Mahmoudi et) دگذار می

al. 2013.)  اثر در این پژوهش فعالیت این دو ژن

های مورد بررسی و  در تحرک باکترییکسانی 

 به استثنای ،زایی های بیماری همچنین تولید آنزیم

به  aiiAنتایج انتقال ژن  داشتند. ،آنزیم سلولاز

 و زمینی گیاهان مانند سیبزا و  بیماری های باکتری

زایی و خسارت  توتون به منظور کاهش بیماری

در شرایط زای گیاهی  های بیماری باکتری

طور آمیز بوده و در مواردی به آزمایشگاهی موفقیت

های مورد بررسی  بیمارگرزایی  کامل مانع از بیماری

 Dong et al. 2000, Hosseinzadeh et) شده است

al. 2017, Mahmoudi and Naderi 2017) . تمام

های بیوکنترلی و تراریختی با رویکرد  آزماش این

انجام شده است که  احساساختلال در حدنصاب 
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یک رویکرد نوین و به نظر کارآمد در کنترل 

. باشد زای گیاهی می های بیماری باکتری یبیولوژیک

 احساسکه اختلال در حدنصاب اما باید توجه داشت 

های  در طبیعت همواره مناسب نیست. یکی از چالش

 ،و مزرعه طبیعیپیش روی این روش در محیط 

( روی quencher) QSمختل کننده تأثیر عوامل 

برای  QSموجودات مفید خاک است که از سیستم 

فعالیت خصوص  هو ب های خود تنظیم فعالیت

 ,Sperandio 2007) کنند استفاده می ستیآنتاگونی

Qian et al. 2010.)  با این حال هدف قرار دادن

ها چه از طریق  باکتری احساسسیستم حدنصاب 

و چه از طریق بیان  AHLهای تجزیه کننده  باکتری

ترین  تواند کارآمد ، میQSهای مختل کننده  ژن

زا باشد. در  های بیماری روش مبارزه با باکتری

بیوکنترل بیمارگرهای انسانی، حیوانی و گیاهی و 

ها  بیوتیک هایی که به آنتی خصوص باکتری هب

هایی که با  دهند یا بیماری مقاومت نشان می

های شیمیایی و دارو درمانی قابل معالجه  روش

توانند  های نوین می ها و روش نیستند، این تکنیک

آینده علوم میکروبیولوژی، داروشناسی و 

شناسی گیاهی و انسانی را تحت تاثیر قرار  ریبیما

 ند.ده
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