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 چکیده

دهد تا تراکم جمعیتشان را از طریق تولید و ها اجازه مییک سیستم ارتباطی است که به باکتری (Quorum sensing)سیستم حدنصاب احساس 
است که توسط  (AHLs)ها لاکتونهموسریناسیل-ها شامل انین مولکولهای گرم منفی ارسان بسنجند. در باکتریهای پیامردیابی مولکول

های مجاور متصل  ( در باکتریLuxRهای گیرنده )شود و سپس به بیرون از سلول ترشح شده و به پروتئین( ساخته میLuxIهای سازنده )‌پروتئین
و یا  LuxI/LuxRبر تغییر فعالیت و کارایی  AHLکننده یزوباکتری تجزیهر 66کنند. تأثیر های هدف را کم یا زیاد میشوند و رونویسی از ژنمی

عنوان گزارشگر مورد ارزیابی قرار گرفت. به Chromobacterium violaceum CV026با استفاده از سیستم انتشار در آگار و  AHLبازداری از سنتز 
، جدایه LuxIاستفاده شد. برای بررسی توانایی بازدارندگی از فعالیت  AHLعنوان مولد نیز به Pectobacterium atrosepticum SRI1043جدایه 
، جای LuxRکننده و باکتری گزارشگر دورتر از آن قرار گرفت. برای بررسی بازداری از فعالیت های خاموشدر نزدیکی باکتری AHLمولد 

ها بر اساس جدایه مشاهده شد. این جدایه 21در  LuxRو  LuxIو گزارشگر عوض شد. هر دو خاصیت ممانعت از فعالیت  AHLهای مولد استرین
، Bacillus ،Brevundimonas، Citrobacter ،Bordetella ،Acinetobacterهای در جنس 16srDNAهای بیوشیمیایی و بررسی توالی تست

Stenotrophomonas ،Pseudomonas  وEscherchia نی وابسته به قرار گرفتند. برای بررسی دخالت در تنظیم ژAHL  درP. atrosepticum ،
تولید آنزیم پروتئاز با مشاهده کاهش هاله شفاف اطراف این بیمارگر روی  های آنتاگونیست با فاصله کمی از بیمارگر کشت شد و کاهشباکتری

 دادند. تا حد زیادی تولید پروتئاز را کاهش  مشخص شد. پنج جدایه (SMA)آگار -محیط کشت شیر خشک بدون چربی

 
 ، حدنصاب احساس.AHL ،CV026 کلیدواژگان:
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ABSTRACT 
Quorum sensing is a communication system that allows bacteria to monitor their population density through the 
production and sensing of signal molecules. In Gram-negative bacteria, signal molecules include acyl-homoserine 
lactones (AHLs) which are synthesized by the protein synthases (LuxI). The synthesized signaling molecules are secreted 
out of the cell and bind with receptor proteins (LuxR) of neighboring bacterial and decrease or increase the rate of 
transcription in target genes. The effect of the 66 AHL-degrading rhizobacteria (quencher) on modulation of LuxI/LuxR 
activity and inhibition of AHL synthesis was determined using an agar diffusion double streak assay and the 
Chromobacterium violaceum CV026 biosensor system. The isolate Pectobacterium atrosepticum SRI1043 used as AHL-
producer. To test for potential LuxI inhibition, the AHL–producer isolate was placed in close proximity to the test 
quencher bacteria and the AHL biosensor strain placed distantly. In order to test for LuxR inhibition, the location of the 
AHL–producer and biosensor strains was reversed. Both LuxI and LuxR modulation was observed in 21 isolates. These 
isolates were identified as genera Bacillus, Brevundimonas, Citrobacter, Bordetella, Acinetobacter, Stenotrophomonas, 
Pseudomonas and Escherichia using biochemical tests and 16s rDNA sequencing. Bioassay for interference of AHL-
dependent gene regulation in P. atrosepticum performed on Skim Milk Agar medium and antagonistic bacteria cultured 
near the pathogen and the reduction of protease production by this pathogen was evaluated by the reduction of clear zone 
in the agar. Five isolates reduced the protease production significantly.  
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 های تحقیقتازه

و در عین  AHLه کنندتجزیهجدایه  21در این تحقیق 

 LuxRو  LuxIواجد توانایی اختلال در عملکرد حال 

 Acinetobacter ها نظیر. برخی از این جدایهیافت شد

sp. 5N  دارای توانایی بالا برای هر سه نوع مکانیسم

و دخالت  LuxI، دخالت در کارایی AHLتجزیه آنزیمی 

باشند که نتیجه بسیار ارزشمندی می LuxRدر کارایی 

ت و کارایی آنتاگونیست را در شرایط مختلف بیشتر اس

 کند.تضمین می

 

 مقدمه 

هایی را برای تنظیم و هماهنگی بین ها مکانیسمباکتری

هایشان در پاسخ به تراکم جمعیت خود دارا هستند. ژن

های این مکانیسم که از طریق تولید و ردیابی مولکول

یستم دهد، سرسان به نام خودالقاگر رخ میپیام

نام دارد  (Quorum Sensing or QS) احساسحدنصاب 

(Bassler and Losick 2006) تا کنون چندین کلاس از .

 اسیل-اند که انشناسایی شده QSهای رسانپیام

ها در ترین آنشناخته شده (AHLs)ها لاکتونهموسرین

های رسانهای گرم منفی هستند. غلظت پیامباکتری

طراف باکتری به نوعی بازتاب تراکم تولیدی در محیط ا

های باکتری است. هر سلول باکتری یک جمعیت سلول

را توسط  QSرسان های پیامای از مولکولسطح پایه

وقتی  .کندتولید می LuxIپروتئین سازنده یعنی 

های جمعیت باکتری به یک تراکم خاص برسد، مولکول

آستانه کم تجمع یافته و به یک غلظت کم رسانپیام

های خاص خود ، گیرندههارسند. سپس این مولکولمی

کنند. این های باکتری مجاور را فعال میدر سلول

شوند، ساخته می Lux Rها که توسط پروتئین گیرنده

، بیان AHLقادرند پس از فعال شدن به واسطه اتصال به 

ها را تغییر داده موجب بروز رفتارهایی شوند یکسری ژن

ها واجهه با شرایط محیطی خاص برای باکتریکه در م

در  QS. سیستم (Antunes et al. 2010) مفیدند

های مسئول تشکیل ها بیان بسیاری از ژنباکتری

ها، سیدروفور، بیوفیلم، نورافشانی زیستی، تولید رنگدانه

بیوتیک، بیماریزایی، انتقال پلاسمید و تحرک را آنتی

های گرم در باکتری .(Chen et al. 2013) کندفعال می

نقش بسیار مهمی در تنظیم  AHLوابسته به  QSمنفی 

تولید  مثلاًکند. تولید عوامل بیماریزایی ایفا می

 Pectobacteriumهای خارج سولی در  آنزیم

carotovorum  و P. atrosepticum تولید فاکتورهای ،

انتقال  ،Pseudomonas aeruginosaبیماریزایی در 

 Agrobacterium tumefaciensبیماریزایی در  پلاسمید

، تشکیل Burkholderia glumaeو تولید توکسین در 

و تولید P. aeruginosa  و  P. fluorescensبیوفیلم در 

با این سیستم تنظیم  P. aureofaciensبیوتیک در آنتی

کاربرد بیوتکنولوژیکی   .(Qian et al. 2010)می شوند 

عنوان یک روش نوین و به AHLهای کنندهتجزیه

های مضر نظر امیدوارکننده برای مبارزه با باکتری

محققان را به خود جلب کرده است و استفاده از 

که به اختصار  احساساستراتژی خاموشی حدنصاب 

QQ
شود، یک روش جایگزین و امیدوارکننده نامیده می 1

 ,Park et al. 2008) ها استدر مبارزه با این بیماری

Czajkowski and Jafra 2009, Qian et al. 2009) .

امروزه مشخص شده است که علاوه بر تجزیه 

سازی و جلوگیری از تولید خودالقاگرها، توانایی غیر فعال

های ها نیز می تواند در کنترل آلودگیدهی به آنیا پاسخ

باشد  مؤثرباکتریایی در انسان، حیوان و گیاه 

(Krzyanowska et al. 2012). 

 شود: به چندین روش مختل می QSسیستم 

بر فعالیت و  تأثیر)  AHLبازدارندگی از بیوسنتز -1

توسط  AHLهای تجزیه مولکول -LuxI،) 2کارایی 

استفاده از  -3لاکتونازها و یا آسیلازهای باکتریایی، 

های کوچک برای اشغال کردن پروتئین گیرنده مولکول

AHL بر فعالیت و کارایی  ثیرتأسازی آن )یا غیرفعال

LuxR ترکیباتی که تجزیه فاکتورهای رونویسی  -4( و

 Amaral and) کنندرا القا و تسریع می AHLوابسته به 

Molnar  2012). های مختلفی از تا کنون ریزوباکتری

های مختلف گرم مثبت و گرم منفی جنس و گونه

 کنندههای تجزیهعنوان عوامل تولیدکننده آنزیم‌به

AHLs  گزارش شده اند که قادرند در رفتارهای

 اخلال ایجاد کنند QSباکتریایی تحت تنظیم 

(Galloway et al. 2012, Hong et al. 2012) باکتری  .

P. atrosepticum زمینی، عامل بیماری ساق سیاه سیب

های برای تولید فاکتورهای بیماریزایی شامل آنزیم

                                                                                 
1. Quorum Quenching  
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 QSاز  1کارباپانم کبیوتی آنتیها، و مخرب، هارپین

کند استفاده می C8-HSL رسان وابسته به مولکول پیام

(Von Bodman et al. 2003, Barnard and Salmon 

 AHLهای زیادی نشان داده که تجزیه . پژوهش(2007

یک مکانیسم توانمند در کنترل بیولوژیک 

( با انتقال 2003است. مولینا و همکاران ) ها پکتوباکتریوم

 Pseudomonas fluorescens P3به استرین  aiiAژن 

زمینی را تا توانستند میزان لهیدگی روی غده سیب

که سویه درصد کاهش دهند. در حالی 100حدود 

وحشی این باکتری هیچ اثری روی میزان لهیدگی 

نداشت. کاهش چشمگیر میزان پوسیدگی ناشی از 

Pectobacterium spp.  زمینی، کلم چینی و سیبروی

توسط  AHLکننده های تجزیه اکتوس توسط آنتاگونیستک

 .Dong et al) دیگری نیز گزارش شده است محققین

2000, Qian et al. 2010, Cirou et al. 2011)  .

چهارمین ماده غذایی مهم در دنیاست و  زمینی سیب

در تمام مناطق شمالی کره زمین، هرجا که  تقریباً

ات مختلفی از توان درجزمینی کشت شود میسیب

سیاه باکتریایی را مشاهده نمود که در آلودگی به ساق

صورت فراهم بودن شرایط خسارت وسیعی را در مزرعه 

و انبار ایجاد خواهد کرد. در مزرعه علایم اصلی بیماری 

های پایینی شامل سیاه و پوسیده شدن قاعده و قسمت

های ساقه و سرانجام از پا افتادن و مرگ بوته است. غده

های آلوده، چه در انبار و چه در مزرعه حاصل از بوته

عنوان منبع آلودگی عمل کرده و سبب پراکنش ‌به

ها دچار پوسیدگی نرم و بیماری خواهند شد. این غده

 van der Wolf and) سیاه رنگ شده و بوی بدی دارند

De Boer 2007) با توجه به اهمیت غذایی محصول .

سیع بیماری ساق سیاه روی آن، زمینی و پراکنش وسیب

های آنتاگونیست با هدف از این تحقیق یافتن باکتری

خصوص چند جانبه برای دخالت در توانایی بالا و به

این باکتری در نظر گرفته شد. یعنی  QSسیستم 

های هایی که علاوه بر داشتن آنزیمآنتاگونیست

، توانایی جلوگیری از ساخته شدن AHLکننده  تجزیه

فعال کردن ها و یا جلوگیری از ساخت و یا غیرنآ

این باکتری را  AHLهای های گیرنده مولکولپروتئین

 نیز داشته باشند.

                                                                                 
2. Carbapenem antibiotic 

 هامواد و روش
  های مورد استفاده میکروارگانیسم

 بیمارگرباکتری  SRI1043سویه استاندارد 

Pectobacterium atrosepticum  از آزمایشگاه موسسه

های مولکولشکی کشور تهیه شد. تحقیقات گیاهپز

 C8-HSLاین باکتری که از نوع  QSرسان سیستم  پیام

 St. Louis, Missouri, United) است از شرکت سیگما

States)  گزارشگر خریداری شد. سویهviolaceum 

CV026  Chromobacterium از CNRS
فرانسه تهیه و  2

ن ایاستفاده شد.  AHLبرای ردیابی  شاخصعنوان به

بیوتیک بنفش خارجی، آنتی AHLباکتری در حضور 

تواند کند و لذا میرنگ ویولاسئین را تولید می

ها در محیط AHLدهنده حضور و یا عدم حضور  نشان

های مورد آزمایش نیز از خاک ریزوباکتریباشد. 

با روش نقاط مختلف ایران  زمینی درسیبریزوسفر 

در مجموع  .(Schaad et al. 2001) شد جدا  سری رقت

 .شدجدا با این روش استرین  1281

 

  C8-HSLکننده های باکتریایی تجزیهانتخاب جدایه

 گزارشگر  سویهبا  هاغربال جدایه ،در مرحله اول

C. violaceum CV026   مولکولوC8-HSL  عنوان به

AHL  .های جا که مولکولاز آنهدف انجام گرفتAHL 

ها در محیط مام بررسیبه شرایط قلیایی حساسند، ت

 انجام شد  5/6با اسیدیته  3کشت مایع لورین برتانی

(Yates et al. 2002) به منظور یافتن توانایی تجزیه .

AHL ، 25ابتدا هر ریزوباکتری در محیط مایع حاوی 

ساعت  16کشت و بعد از  C8-HSLمیکرومولار 

 13000سانتریفیوژ در  دقیقه 10باکتری با  های سلول

میکرون حذف  2/0از فیلتر عبور سپس در دقیقه و دور 

پس از آن برای  .(Morohoshi et al. 2009) ندشد

میکرولیتر از  20 باقیمانده در محیط، AHLبررسی 

های کاغذی دیسکهر ریزوباکتری به  محیط فیلتر شده

ها در معرض هوا و زیر هود استریل اضافه شد. دیسک

ترینت آگار خشک شده و روی سطح محیط کشت نو

میکرولیتر از سوسپانسیون  100با  قبلاًقرار داده شد که  

 C. violaceumگزارشگر ساعته  16یک درصد کشت 

                                                                                 
2. Centre national de la researches cientifique  
3. LB 
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CV026 چهار. برای هر تیمار اسپری پاشی شده بود 

از محیط کشت مایع شاهد در تکرار در نظر گرفته شد. 

ها برای تلقیح نشده با ریزوباکتری C8-HSLحاوی 

های تشتک. های کاغذی استفاده شدیسکافزودن به د

درون انکوباتور  سلسیوسدرجه  30ساعت در  24 پتری

های باکتریایی در   توانایی جدایهسپس  ه ونگهداری شد

، با سنجش میزان رنگ حاصله در اطراف AHLتجزیه 

دهی از صفر تا دو )صفر:  صورت نمرههر دیسک و به

و: اثر قوی( بدون اثر یا ضعیف، یک: اثر متوسط و د

 . (Packiavathy et al. 2012) صورت گرفت

 

 طبیعی   AHLتوانایی تجزیه 

 P. atrosepticumابتدا برای اثبات توانایی باکتری بیمارگر 

SCRI1043  در تولیدC8-HSL از سویه گزارشگر ، 

C. violaceum CV026  استفاده شد. به این ترتیب که

صورت ری از هم بهمتهر دو باکتری در فاصله یک سانتی

ساعت وجود رنگ  24خطی کشت داده شد و پس از 

 عنوان معیاری از تولید بنفش در سویه گزارشگر به

C8-HSL شد.  طبیعی توسط بیمارگر در نظر گرفته

طبیعی در محیط  C8-HSLعنوان منبع تولید سپس به

ساعت  18کشت داده شده و  5/6با اسیدیته  LBکشت 

درجه سلسیوس و  30ر با دمای درون شیکرانکوباتو

دور در دقیقه قرار گرفت. برای جداسازی  150سرعت 

C8-HSL 10های باکتری با از محیط کشت، سلول 

دور در دقیقه و بعد  13000دقیقه سانتریفیوژ کردن در 

میکرون، حذف شدند. محلول حاصل  2/0عبور از فیلتر 

ی یک استات اسیدی )حاودو بار با حجم مساوی از اتیل

 درصد اسید استیک( مخلوط و فاز رویی که حاوی 

C8-HSL  بود جدا و سپس در معرض هوا و زیر هود

استات اسیدی میکرولیتر اتیل 50خشک شد. در نهایت 

 طبیعی از نوع   AHLعنوان منبعبه آن اضافه و به

C8-HSL  استفاده شد. این نوعAHL  به روش قبلی به

های انتخابی در یزوباکتریمحیط کشت اضافه و توانایی ر

طبیعی نیز بررسی شد  C8-HSLمرحله قبل برای تجزیه 

(Molina et al. 2003) برای هر تیمار چهار تکرار در .

 نظر گرفته شد.

 

  LuxRو  LuxIهای بررسی دخالت در فعالیت پروتئین

که در مرحله قبل  AHLکننده ریزوباکتری تجزیه تأثیر

و یا  AHLیر فعالیت و کارایی انتخاب شده بودند بر تغی

بازداری از سنتز آن با استفاده از خاصیت انتشار در آگار 

عنوان گزارشگر مورد به CV026 C. violaceumو 

عنوان نیز به P. atrosepticumارزیابی قرار گرفت. جدایه 

استفاده شد. برای بررسی توانایی دخالت در  AHLمولد 

های در نزدیکی باکتری AHL، جدایه مولد LuxIفعالیت 

کننده و باکتری گزارشگر کمی دورتر از آن روی تجزیه

محیط نوترینت آگار کشت شد. برای بررسی دخالت در 

و گزارشگر  AHLهای مولد ، جای سویهLuxRفعالیت 

های عوض شد و سویه گزارشگر که فقط حامل ژن

 LuxIهای سازنده است )و فاقد ژن LuxRسازنده 

کننده کشت شد تجزیههایمجاورت باکتری ( درباشد می

(Chenia 2013) .هر تیمار در سه تکرار انجام شد . 

 

  P. atrosepticumدر   AHLتأثیر بر تنظیم ژنی وابسته به 

صورت خطی روی محیط به P. atrosepticumباکتری 

کشت داده شد. سپس هر یک از  SMA 1کشت

گانه در فاصله طور جداهای مورد آزمایش بهریزوباکتری

ساعت  24متر از آن کشت شد. بعد از میلی 6-7حدود 

درجه سلسیوس، تولید آنزیم پروتئاز  30نگهداری در 

با سنجش نسبی هاله شفاف  P. atrosepticumتوسط 

اطراف کلونی آن در مقایسه با شاهد، ارزیابی شد. برای 

اگر هاله شفاف هر تیمار سه تکرار در نظر گرفته شد. 

نداشت و یا خیلی کمتر از شاهد بود، نتیجه خوب  وجود

و اگر هاله شفاف وجود داشت اما کمتر از شاهد بود، 

 . (Molina et al. 2003) نتیجه متوسط در نظر گرفته شد

 

 های انتخابی در جدایه aiiAبررسی وجود ژن لاکتونازی 

به این منظور ابتدا یک تک کلونی از هر جدایه تکثیر شده 

 DNAآن با استفاده از کیت استخراج  DNAو سپس 

 Molecular Biological Systemباکتریایی )شرکت 

Transfer ایران، تهران( استخراج شد. وجود ژن ،aiiA  که

ها با روش باشد در تمام جدایه می AiiAمولد آنزیم لاکتوناز 

PCR این ژن یعنی  و استفاده از آغازگر اختصاصیaiiA-

7F/aiiA-7R  صورت شد. توالی آغازگر مستقیم بهردیابی 

                                                                                 
1. Skim Milk Agar 
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5'-ATGGGATCCATGACAGTAAAGAAGCTTTAT-3' ،

 صورتبهو توالی آغازگر معکوس 

5'-GTCGAATTCCTCAACAAGATACTCCTAATG-3'. 

 Escherichiaاز باکتری  ضمناً .(Dong et al. 2002) بود

coli DH5α  که حاوی پلاسمیدpME6863  حامل ژن

aiiA باشد می (Mahmoudi et al. 2011) عنوان به

پس از بررسی  PCRمحصول کنترل مثبت استفاده شد. 

با  1وسیله شرکت ماکروژنروی ژل آگارز یک درصد، به

هر دو آغازگر مستقیم و معکوس تعیین توالی گردید. 

و نهایی از  2دست آوردن توالی رشته جامعبرای به

دست آمده از دو جهت مستقیم و معکوس، های به توالی

 استفاده شد. توالی حاصل  DNAMAN افزار نرم از

مورد بررسی قرار  (NCBI) 3برای بلاست در بانک ژن

 گرفت.

 

 های انتخابی شناسایی ریزوباکتری

و هم  AHLآنتاگونیستی که هم توانایی تجزیه  21تمام 

و یا  LuxIهای  ممانعت از فعالیت یا تغییر کارایی پروتئین

LuxR  های بیوشیمیایی یکسری از آزمونرا داشتند با انجام

(Schaad et al. 2001)  16و نیز تکثیر ناحیهs rDNA  با

و سپس تعیین توالی  27F/1492Rاستفاده از جفت آغازگر 

آن تا سطح جنس شناسایی شدند. شرایط مورد استفاده در 

 طبق روش ادوارد و همکاران تنظیم شد PCRاین واکنش 

(Edwards et al. 1989)ل واکنش . محصوPCR وسیله به

شرکت ماکروژن با هر دو آغازگر مستقیم و معکوس تعیین 

دست آمده های مستقیم و معکوس بهتوالی گردید. توالی

سازی شده و توالی مرتب DNA MANافزار  وسیله نرمبه

دست آمد و این توالی برای بلاست در بانک رشته جامع به

 مورد استفاده قرار گرفت. (NCBI)ژن 

 

 گیریبحث و نتیجه 
  AHLکننده های تجزیهانتخاب باکتری

طیف وسیعی از اعمال سلولی و  QSهای سیستم

سازی بسیاری از فیزیولوژیک از جمله تشکیل و فعال

های مخرب و بیماریزا در عوامل بیماریزای حیوانی و  آنزیم

در ابتدای شروع این تحقیق، کنند. گیاهی را تنظیم می

                                                                                 
1. Macrogene, World Meridian Venture Center, Korea 

2. Concensus 

3. National Center of Biotechnology Information 

زمینی  سیبدایه باکتری از خاک ریزوسفر ج 1300حدود 

ها در آن P. atrosepticum در مزارعی که علایم آلودگی به 

که  C8-HSLتوانایی تجزیه  .شد جدامشاهده شده بود، 

برای تنظیم تولید پکتینازها  بیمارگرتوسط این باکتری 

در  CV026با استفاده از گزارشگر شود، ترشح می

با های پکتولیتیک باکتری د.بررسی شها ریزوباکتری

کننده دیواره سلول نظیر های تجزیهتولید و ترشح آنزیم

روی گیاه میزبان خود بیماری  پکتینازها و سلولازها

ها با ها در آنتولید و ترشح این آنزیم کنند وایجاد می

رسان یا همان های پیاموابسته به مولکول QSسیستم 

AHLs شودکنترل می (Hugouvieux et al. 1996, Liu 

et al. 2008). هایی که توانایی تجزیه باکتریAHL ها را

دارند مانع تولید رنگدانه بنفش توسط استرین گزارشگر 

CV026 شوند. این گزارشگر در حضور میAHL های

بیوتیک بنفش رنگ ویولاسئین را تولید خارجی آنتی

 در محیط استفاده AHLعنوان حسگر کند و لذا بهمی

 66 در این اساس بر. (McClean et al. 1997)شود می

توانایی بالای  های مورد آزمایش،از ریزوباکتریجدایه 

 دانهرنگ مشاهده شد که مانع تولید C8-HSL تجزیه

 دانهرنگ تولیدجدایه نیز  45بنفش در گزارشگر شدند و 

تجزیه کاهش دادند که نشانگر میزان زیادی بهرا 

ها (. تمام این جدایه1ست )شکل ا C8-HSL تر ضعیف

 . دار داشتنددرصد با شاهد تفاوت معنی 5در سطح 

 

 طبیعی  AHLتوانایی تجزیه 

جدایه انتخابی در مرحله قبل، از  111توانایی تمامی 

 .Pطبیعی که از باکتری  C8-HSLنظر تجزیه 

atrosepticum جز استخراج شده بود نیز بررسی شد و به

سنتزی ود  C8-HSLمشابه با  کاملاًج ، نتایH222جدایه 

استخراج شده  C8-HSLها قادر به تجزیه و تمامی جدایه

نیز بودند. این نتیجه نشان  P. atrosepticumاز باکتری 

های مورد آزمایش قادرند دهد که اکثر این باکتریمی

را تجزیه کرده و در  C8-HSL ساختارهای مختلف

 باکتری  QSم صورت مساعد بودن شرایط در سیست

P. atrosepticum  اخلال ایجاد کنند. در تحقیقات سایر

طبیعی و  AHLمحققین نیز توانایی تجزیه هر دو نوع 

مشابه  کاملاًهای مورد بررسی سنتزی توسط آنتاگونیست

 Mahmoudi et al. 2011, Zamani) گزارش شده است
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et al. 2013) جدایه .H222  توانایی بالایی در تجزیه

C8-HSL که این توانایی برای طبیعی داشت. در حالی

تر بود. در این رابطه باید نوع سنتزی این مولکول ضعیف

را فقط  C8-HSLگفت این جدایه احتمالا توانایی تجزیه 

که در غلظت طبیعی و فیزیولوژیک آن داراست و یا این

فقط قادر به شناسایی و تجزیه ساختار طبیعی این 

در  C8-HSLکه غلظت فیزیولوژیک مولکول است. چرا 

 Czajkowski) میکرومولار است 10این بیمارگر تقریبا 

et al. 2011) 25. حال آنکه در این پژوهش از غلظت 

 میکرومولار برای نوع سنتزی استفاده شد.

 

 
  CV026با استفاده از گزارشگر  C8-HSLهای باکتریایی از نظر توانایی تجزیه غربال جدایه .1شکل 

(Aتأثیر، : بیB ،ضعیف :C،متوسط :  D)قوی : 

Figure 1. Screening of bacterial isolates for C8-HSL degradation activity by using of CV026 biosensor   
(A: ineffective, B: poor, C: medium, D: strong) 

 

  LuxRو  LuxIهای  بررسی دخالت در فعالیت پروتئین

چه در نظیر آن AHLوابسته به  QS در یک سیستم

 LuxIهای گرم منفی وجود دارد، پروتئین باکتری

است. بسیاری از  AHLرسان یعنی سازنده مولکول پیام

 AHLخاطر شباهت ساختاری خود با ترکیبات طبیعی به

و یا با  و در نتیجه رقابت در اتصال به پروتئین گیرنده

گیرنده، سبب دخالت های تسریع در روند تجزیه پروتئین

و در نتیجه بر هم زدن سیستم   AHLدر نحوه فعالیت 

QS شوند می(Chenia 2013) با هدف یافتن .

های هایی که علاوه بر داشتن آنزیمآنتاگونیست

، دارای توانایی ممانعت در سنتز AHLs کننده تجزیه

AHL  توسط پروتئین(LuxI و یا پاسخ به )AHL 

نیز باشند، از سیستم انتشار در ( LuxR)توسط پروتئین 

جدایه توانایی تغییر 17جدایه،  111آگار استفاده شد. از 

جدایه تغییر در عملکرد و  9و  LuxIو نوسان در عملکرد 

را نشان دادند که با کاهش تولید رنگ  LuxRکارایی 

 بنفش توسط گزارشگر در مقایسه با شاهد مشخص شد.

تأثیر گذار  LuxI/LuxRپنج جدایه نیز روی هر دوی 

جدایه  21(. در پژوهش حاضر در مجموع 2بودند )شکل 

 LuxI/LuxR هایدارای توانایی دخالت در فعالیت پروتئین

 کاملاًها بین جدایه تأثیریافت شد که البته میزان این 

های حاصل از  متفاوت بود. این نتایج در راستای یافته

ملکرد و های گیاهی بر عبرخی عصاره تأثیرمطالعه 

است که این  AHLعلاوه بر تجزیه  LuxI/LuxRفعالیت 

 مؤثرتوانایی مضاعف را مرتبط با داشتن ترکیبات مختلف 

 اندوسیع گزارش کرده تأثیرو یا ترکیباتی با طیف  QSبر 

(Rasmussen and Givskov 2006, Vattem et al. 

2007, Mihalik et al. 2008, Higgins et al. 2010,. 

Cheina 2013.)  طبق اطلاعات ما وجود این دو نوع

ها طور همزمان، تا کنون در میکروارگانیسمخاصیت به

باشد و های گیاهی میگزارش نشده و محدود به عصاره

گزارش  هایی باکتریدر این تحقیق برای اولین بار 

و هم مداخله  AHLشود که هم دارای توانایی تجزیه  می

د. در تحقیقات راسموسن هستن LuxI/LuxRدر فعالیت 

روی  .Penicillium spجدایه قارچ  52و همکاران، 

و جلوگیری از تشکیل بیوفیلم باکتری  QSمختل کردن 

P. aeruginosa  بررسی شدند. نتایج نشان داد که برخی

نبودند، اما پروتئنین  AHLها قادر به تجزیه از جدایه

LuxR دند را غیرفعال کر(Rasmussen et al. 2005) . در

باکتری جداشده از فیلوسفر توتون  168تحقیق دیگری 
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 P. carotovorumباکتری  QSواجد توانایی اختلال در
ها فاقد جدایه از آن 62شناخته شد. مطالعات نشان داد 

های اختلال قدرت تجزیه آنزیمی بوده و از سایر مکانیسم

. یافتن (Ma et al. 2013) جویند بهره می QSدر 

های چند جانبه برای خاموش هایی با توانایییستآنتاگون

یک اقدام بسیار  احساسکردن سیستم حدنصاب 

خصوص با توجه به کثرت عواملی که  ارزشمند است. به

ها در محیط طبیعی روی فعالیت و کارایی آنتاگونیست

های متعدد برای یک گذار هستند، داشتن توانایی تأثیر

دن آن را در برخی شرایط ش تأثیرآنتاگونیست امکان بی

دهد و کارایی آن را در شرایط خاص خیلی کاهش می

 کند.مختلف بیشتر تضمین می

 

 
تأثیر خوب روی  (B)و  4Bتأثیر ضعیف استرین  LuxR .(A)و  LuxIهای باکتریایی در کاهش کارایی تأثیرات مختلف جدایه .2شکل 

LuxI  و متوسط رویLuxR  5توسط استرینN (P. a : P. atrosepticum,  CV026: C. violaceum CV026) 
Figure 2. different activity of bacterial isolates on decreased operation of LuxI and LuxR. (A) poor activity of 4B strain and (B) 

good activity of 5N strain on LuxI and  medium activity on LuxR (P. a: P. atrosepticum, CV026: C. violaceum CV026) 

 

  P. atrosepticumدر  AHLتأثیر بر تنظیم ژنی وابسته به 

و  AHLاین آزمایش نیز برای تشخیص توانایی تجزیه 

ها انجام شد. ها توسط آنتاگونیستدخالت در بیان ژن

 SMAروی محیط  P. atrosepticumباکتری   وقتی

صورت وجود داد که به رشد کرد، ترشح اگزوپروتئاز رخ

هاله شفاف اطراف کلونی باکتری بروز کرد. وقتی 

ها در مجاورت بیمارگر کشت شد، در برخی آنتاگونیست

های آنتاگونیست این توانایی کاهش هاله شفاف از جدایه

اطراف بیمارگر خیلی چشمگیر بود که نشانگر دخالت 

است  P. atrosepticumزیاد در فعالیت پروتئازی 

(. تولید اگزوپروتئاز در این باکتری توسط یک 1دول)ج

شود که البته تحت کنترل می AHLچرخه وابسته به 

و  AI2/LuxSاز نوع  QSتنظیم دو نوع سیستم 

AHL/LuxR است (Lee et al. 2013) نقش اصلی .

های دفاعی پروتئازها تجزیه و خنثی کردن پروتئین

نعت از این میزبان طی اولین ساعات آلودگی است. مما

مکانیسم مقاومت گیاهی در مراحل اولیه آلودگی، یعنی 

 زمانی که ساخت فاکتورهای بیماریزایی برای استقرار

باشد  آلودگی کافی نیست، برای بیمارگر ضروری می

(Martins et al. 1999)های مورد آزمایش با . باکتری

توانستند در جریان بیان  AHLتوانایی تجزیه مولکول 

ور اخلال ایجاد کنند که در نهایت به کاهش ژن مذک

در  بیمارگرتولید آنزیم پروتئاز منجر شده و لذا توانایی 

در مقایسه با  SMAتجزیه پروتئین موجود در محیط 

 های انجام شده توسط شاهد کاهش یافت. بررسی

مولینا و همکاران نیز نشان داده بود که وقتی 

Pectobacterium carotovorum ترین با اسBacillus 

sp. A24  حاوی پلاسمیدpME6863  حامل ژن

به صورت متقابل کشت شد، تولید آنزیم  aiiAلاکتونازی 

پروتئاز به شدت کاهش یافت. اما وقتی همین آزمایش با 

فاقد پلاسمید مذکور انجام  Bacillus sp. A24استرین 

 شد هیچ تغییری در قطر هاله شفاف اطراف 

P. carotovorum های مذکور ثابت اد نشد و یافتهایج

بر کاهش تولید پروتئاز، تجزیه  مؤثرکرد که تنها عامل 

AHL  توسط آنزیم لاکتونازیAiiA است (Molina et 

al. 2003) . 
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 P. atrosepticumهای باکتریایی مؤثر بر کاهش تولید پروتئاز توسط . جدایه1جدول 

Table 1. Effective bacterial isolates on reduction of protease production by P. atrosepticum 

Effect Antagonistic 

isolate Effect Antagonistic 

isolate Effect Antagonistic 

isolate Effect Antagonistic 

isolate 
good 1M Good 52H good 11E good 14O 
fair 121H Fair 4J fair 32P good 1J 
fair 25H Fair 2J fair 2322H fair 221C 

 

 های انتخابی در جدایه aiiAبررسی وجود ژن لاکتونازی 

یابی  و توالی PCRبا روش  aiiAنتایج حاصل از تکثیر ژن 

با هر دو آغازگر مستقیم و معکوس نشان  PCRمحصول 

، .Bacillus spجدایه  12داد که این ژن در تمامی 

 Acinetobacter، جدایه  Enterobacter sp. 31Pجدایه 

sp. 32P  و نیز در جدایهChryseobacterium sp. 19K 

 (. با این نتایج مشخص شد 3وجود داشت )شکل 

های مورد آزمایش نظیر که برخی از جدایه

Acinetobacter sp.5N  دارای هر سه نوع مکانیسم

و دخالت  LuxI، دخالت در کارایی AHLتجزیه آنزیمی 

که نتیجه بسیار ارزشمندی باشند  می LuxRدر کارایی 

 است.

 

 های انتخابیشناسایی جدایه

یابی ناحیه جدایه انتخابی در مراحل قبل با توالی 21

16srDNA های بیوشیمیایی در سطح و نیز نتایج آزمون

های ها متعلق به جنسجنس شناسایی شدند. این جدایه

Bacillus ،Brevundimonas، Citrobacter ،Bordetella ،

Acinetobacter ،Stenotrophomonas ،Pseudomonas  و

Escherchia .بود 

 

 
   aiiA-7F/aiiA-7Rهای مورد بررسی با استفاده از پرایمر ( در جدایهbp 800)حدود   aiiAردیابی ژن لاکتونازی  .3شکل 

(C ،استرین 1: کنترل منفی( شاهد مثبت :[E. coli DH5α] ،2-8های : استرینBacillus sp.، L :100 bp DNA ladder.) 

Figure 3. Detection of aiiA lactonase gene (about 800 bp) in experimental isolates by aiiA-7F/aiiA-7R primers  

(C: negative control, 1: positive control [ E. coli DH5α], 2-8:  Bacillus sp. strains, L: 100 bp DNA ladder) 
 

 کلی گیرینتیجه

 P. atrosepticumبا هدف کنترل و کاهش بیماریزایی 

زمینی، در این تحقیق به جداسازی روی سیب

پرداخته شد.  C8-HSLکننده های تجزیهریزوباکتری

طبیعی و سنتزی در این تحقیق  AHLاستفاده از دو نوع 

ها هیچ تفاوتی از این نظر جدایه بیشترنشان داد که در 

ها و گر توانایی تجزیه غلظتوجود نداشت که نشان

هاست. در این جدایه C8-HSLساختارهای مختلف 

های مختلفی  یک باکتری بیمارگر را به روش QSسیستم 

های توان مختل کرد که تجزیه آنزیمی مولکولمی

هاست. اما اختلال در ترین این شیوهرسان، رایج پیام

ه و اختلال در اتصال آن ب LuxIاز طریق  AHLتولید 

های دیگر نیز از جمله روش LuxRپروتئین گیرنده 

. (Aamral and Monlar 2012) است QSخاموش کردن 

جدایه واجد توانایی اختلال در  21در این تحقیق 

یافت شد که نتیجه بسیار  LuxRو  LuxIعملکرد 
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هایی با  حاکی از وجود آنتاگونیستارزشمندی است و 

است که  QSکردن  های چند جانبه برای مختلتوانایی

ها در شرایط ذکر شد کارایی آنتاگونیست قبلاًطور که همان

 کند. یافتنمحیطی مختلف را بیشتر تضمین می

هایی با خاصیت بازدارندگی از آنزیم پروتئاز  آنتاگونیست

نیز اقدام ارزشمند دیگری بود. چرا که پروتئازها نیز یکی 

ها بوده و در کنار دیگر از عوامل بیماریزایی پکتوباکتریوم

پکتینازها، در ایجاد بیماری و شکستن مقاومت گیاه 

. درصد بالا و (Lee et al. 2013)میزبان دخیل هستند 

جدا شده در این تحقیق  QQهای تنوع زیاد باکتری

تواند یک استراتژی متداول  می QQدهد که نشان می

های خاک جهت بقا در میکروفلور ریزوسفر برای باکتری

اشد. البته پس از اثبات توانمندی یک آنتاگونیست در ب

شرایط آزمایشگاهی و گلخانه، اولین قدم سنجش کارایی 

آن در مزرعه و شرایط طبیعی است. توانایی رقابت با 

ها، تحمل شرایط مختلف فیزیکی و سایر میکروارگانیسم

شیمیایی خاک، تحمل خشکی، بقا و پایداری طولانی 

های مرتبط با ها بیان ژنوه بر اینمدت در خاک و علا

ها در شرایط بیوکنترل و فعال بودن محصولات این ژن

طبیعی بر کارایی یک آنتاگونیست در طبیعت بسیار 

گذار است و قطعا قبل از معرفی یک میکروارگانیسم تأثیر

های عنوان یک آنتاگونیست کاربردی باید بررسیبه

تن فرمولاسیون عمل آید. همچنین یافمذکور نیز به

مناسبی از آنتاگونیست که به حفظ و یا تقویت 

های ذکر شده در بالا کمک کند اقدام بسیار مهم  توانایی

های دارای و ارزشمندی است. در رابطه با آنتاگونیست

، مساله مهم دیگری که باید مورد مطالعه QQخاصیت 

های ها بر میکروارگانیسمآن تأثیرقرار گیرد بحث عدم 

جا که تعدادی از اعمال باشد. از آن ید و غیر هدف میمف

های آنتاگونیست و حیاتی و نیز ضدمیکروبی باکتری

است، لذا استفاده از  QSمفید خاک نیز تحت تنظیم 

منفی  تأثیرممکن است  AHLکننده  های تجزیهباکتری

ها داشته باشد که در این بر زندگی این آنتاگونیست

های لازم از این نظر طقه بررسیرابطه باید در هر من

های صورت گرفته و سپس برای عرضه و معرفی استرین

گیری نمود. در هر صورت آنتاگونیست به خاک تصمیم

 QSهایی با توانایی برهم زدن یافتن میکروارگانیسم

های بیماریزای گیاهی گرچه اقدامی مفید و باکتری

تحقیقات  روشی نوین و امیدوارکننده است، اما مستلزم

ها را با اطمینان به محیط همه جانبه است تا بتوان آن

 زیست عرضه نمود.  

هایی  با توجه به این که در این تحقیق به آنتاگونیست

دست یافتیم که دارای بیش از یک مکانیسم برای خاموش 

بودند، امید  P. atrosepticumباکتری  QSکردن سیستم 

ن داشتن اثرات ناخواسته، ها بدورود که استفاده از آنمی

نتایج خوبی را در شرایط مزرعه و یا حتی روی سایر 

شان متکی بر سیستم های باکتریایی که بیماریزاییبیمارگر

QS های جدید  است نیز نشان دهد. ضمناً گزارش جنس

ای برای دریچه QSباکتریایی با توانایی خاموشی سیستم 

 ست.ها اآغاز تحقیقات جدید روی این جنس
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