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چکیده
جدایه باکتري کونچر به دو روش استفاده از محیط کشت حداقلی حاوي سیگنال آسیل همو سرین لاکتون از نـوع  177تعداد 

3-oxo-C6-HSLمتعلــق بــه جدایــه11هـا  از بــین آن. ي سولاناســه جداسـازي شــدند هتیــرهــاي عمـومی از گیاهــان  محـیط کشــت و
ــنس ــاي ج ــتند   Bacillusو Pseudomonas ،Enterobacter،Acinetobacterه ــالایی داش ــونچري ب ــت ک ــه. فعالی ــژهب ــنس وی ج

Pseudomonasهـا و ترکیبـات   ها نشان داد که آنزیمچري در این باکتريبررسی سازوکار کون. که داراي بالاترین میزان فعالیت بود
ها فقط داراي فعالیـت آنزیمـی بودندکـه توسـط     بیشتر این باکتري. کوچک غیرآنزیمی با فعالیت کونچري در این فرایند نقش دارند

بـا روش دوم جداسـازي   کهcalcoaceticusAcinetobacterاي از باکتريبار جدایههمچنین براي اولین. ندشدتأییدHPLCآزمون 
زایـی باعـث کـاهش بیـوفیلم و کـاهش بیمـاري     هـاي کـونچر عمـدتاً   بـاکتري . شده بود با توانایی کونچري غیرآنزیمی شناسایی شـد 

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ي مسـتقیمی بـین   بنـابراین، رابطـه  . زمینـی و کـاکتوس شـدند   روي سـیب
برخـی  . نیـز مشـاهده شـد   اءاسـتثن هـر چنـد مـوارد   ،چري و توانایی بیـوکنترلی علیـه ایـن بیمـارگر وجـود داشـت      افزایش فعالیت کون

کردنـد،  علیـه بیمـارگر مـذکور عمـل مـی     فعالیت کونچريعنوان بهترین عوامل بیوکنترل که براساس بهPseudomonasهاي جدایه
.تشخیص داده شدند

Acinetobacter،سرین لاکتونهموآسیل:هاي کلیديواژه calcoaceticus،توانایی بیوکنترلی،بیوفیلم، فعالیت کونچري

مقدمه
زایــــــی دربســــــیاري از فاکتورهــــــاي بیمــــــاري  

)Pcc(.P. carotovorum subsp. carotovorum و برخــی
تحـت  ،هاي مهم بیمارگر گیاهی گرم منفـی از باکتريدیگر 

:QS(سیستم احساس حد نصابکنترل  Quorum Sensing (
Von Bodman(اسـت  et al., 2003(. هـاي گـروه  سـیگنال

ــون هموســرینآســیل AHL:N-Acyl Homoserine(لاکت

Lactone (کـار  بـه سیسـتم حـد نصـاب   رهـا د در این باکتري
ــه  کــه یکــی از oxo-C6-HSL-3خصوصــاً. شــوندمــیگرفت
هــايهــا از ایــن گــروه در بــین بــاکتريتــرین ســیگنالفــراوان

ــی     ــه برخــ ــاهی از جملــ ــارگر گیــ ــت Pccبیمــ ــا اســ هــ
(Molina et al., 2005; Põllumaa et al., 2012) .  از ایـن

سیســتم هــاي مبتنــی بــر اخــتلال در پدیــده از روشرو اخیــراً
ــاب QQ:Quorum(حدنصـ Quenching (ــراي ــرل بـ کنتـ

Dong(شـود  میهاي بیمارگر استفاده باکتري et al., 2007( .
هــا در واقــع توانــایی در بــاکتريسیســتم احســاس حدنصــاب

هـاي جدیـد وابسـته بـه تـراکم سـلولی در ایـن        ایجاد فنوتیپ
ــم ــا میکروارگانیسـ ــیهـ ــد و مـ quorum quenchingباشـ

توســط تخریــب رونــد ممانعــت از ایــن سیســتم ) کــونچري(
کـار بـا   ایـن .)Dong & Zhang 2005(دهـی اسـت  سـیگنال 

هایی کـه  هاي مختلفی قابل انجام است و یکی از روشروش
در بخش کشـاورزي مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه، اسـتفاده از       

هاي مختلف قادرنـد  هاي مفیدي است که با سازوکارباکتري
هاي بیمارگر اختلال ایجاد کنند باکتريسیستم حدنصابدر 

Chen(را کـاهش دهنـد   هاآنزایی و بیماري et al., 2013( .
ــی      ــا برخ ــاط دنی ــایر نق ــران و س ــف در ای ــات مختل در مطالع

ــویه ــایی س ــاي باکتری ــنس  ه ــه ج ــق ب ــايمتعل ،Bacillusه
Rhodococcus ،Pseudomonas،Acinetobacter،Delftia،
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Chryseobacteriumبـا توانـایی کـونچري گـزارش     غیـره و
Mahmoudi(انـد  شـده  et al., 2011; Thomas et al.,

2005; Uroz et al., 2007( .ًکلـی بـراي   سازوکاردوعمدتا
غالــب در بیشــتر هــا وجــود دارد کــه ســازوکارایــن بــاکتري

.باشـد هـا مـی  دسته از آنزیمهاي کونچر مربوط به سه باکتري

ــته ــا يدسـ ــیاول لاکتونازهـ ــول مـ ــندکه مولکـ ــايباشـ هـ
لاکتـونی  يرا از محـل داخـل حلقـه   هموسرین لاکتونآسیل

Dong(شــکنندمـی  et al., 2000( .دوم آســیلازها يدســته
نیتـروژن آمیـدي بـین    -هستندکه براساس شکستن باند کـربن 

اسید چرب و جزء هموسـرین لاکتـون در سـیگنال    يزنجیره
سـوم  يسـته د. )Czajkowski & Jafra 2009(کنندعمل می

N-acylاکسیدوردوکتازها هستند که از طریق تبدیل زنجیـره  

ســیگنال را hydroxy-3در ســیگنال بــه مشــتقات متنــاظر   
Uroz(کنندغیرفعال می et al., 2005( .دوم شـامل  سازوکار

ترکیبـات کوچـک غیرآنزیمـی اسـت کـه از نظـر ســاختاري       
هاي مربوط بـه سیسـتم حدنصـاب    مشابه یا متفاوت از سیگنال

ــی     ــاد م ــتلال ایج ــتم اخ ــن سیس ــتند و در ای ــر هس ــد نظی کنن
A yayureaوB yayurea درStaphylococcus delphini ،

Halobacillusدر بـاکتري phenethyl amideهاي متابولیت

salinus(Chu et al., 2013; Teasdale et al., 2009).
ــا    ــف ریپورتره ــواع مختل ــن   ) reporters(ان ــال ای ــراي غرب ب

شود یکـی از ریپورترهـاي معمـول کـه     میستفاده ها اباکتري
ــاد اســتفاده  Chromobacterium violaceumشــودمــیزی

CV026است)Qian et al., 2010(.   از جملـه مزایـاي روش
ها و نسبت به آنتی بیوتیکخاصیت کونچريکنترل براساس

) antibacterial(ترکیبات شیمیایی با خاصیت ضد باکتریایی 
ــت       ــدن جمعی ــب ش ــت و غال ــروز مقاوم ــال ب ــاهش احتم ک

اسـت چـون فشـار    هاي بیمـارگر هاي مقاوم در باکتريجدایه
هـاي  ن سـویه کشته شدعلتبهانتخابی روي جمعیت باکتري 

حساس، برخلاف ترکیبات ضد باکتریایی در این نـوع روش  
,Otto(کنترل بسیار کمتر است  هدف از این تحقیـق  .)2004

ــاکتري    ــرین ب ــردن بهت ــدا ک ــایی از   ج ــن توان ــاي داراي ای ه
بـود تـا   ) Solanaceae(سولاناسهيریزوسفر گیاهان خانواده

که حـاوي  Pccکنترل بیولوژیک باکتري برايبتوان هاآناز 
هاي پکتولیتیک تحت کنترل سیستم حد نصـاب مبتنـی   آنزیم

اســــتنهموســــرین لاکتــــوآســــیلهــــايبــــر ســــیگنال
(Maisuria & Nerurkar 2015)ــن. ، اســتفاده کــرد در ای

هاهایی در مورد توانایی بیوکنترلی این باکتريتحقیق بررسی
.انجام شدPccعلیه 

هامواد و روش
هاي باکترينمونه برداري و تهیه سویه

سولاناسـه يگیاهـان خـانواده  ياز ریشـه 1393در سال 
15در ) ، گوجـه فرنگـی و فلفـل دلمـه    زمینیسیببادمجان، (

کـه  Pccسویه. دشآوري عنمونه جم75استان مختلف ایران 
سـیگنال دخیـل در  عنـوان بـه oxo-C6-HSL-3در این سـویه  

QSهـاي  توسط محققـین دیگـر بـا آزمـون    قبلاًبود کهTLC

Saha)(مشخص شده بود et al., 2015; Chatterjee et al.,

CV026Chromobacteriumو 2005 violaceumاز دانشــگاه
.دندشناتینگهام انگلستان تهیه 

هاباکتريجداسازي
ابتـدا  :محیط حداقلروش اول. از دو روش استفاده شد

75ها جدا شـد و  هاي گیاه از هر یک از نمونهیک گرم ریشه
ــه   ــم ب ــا ه ــه ب ــور نمون ــاملاًط ــت مخک ــوط یکنواخ ــل دندش

Christiaen(ها طبـق روش  سپس کل باکتري). گرم75( et

al., و ) درصــدNaCl09/0محلــول(در بــافر نمکــی )2011
بـراي جداسـازي   . دش ـآوري منبـع باکتریـایی جمـع   عنـوان به

ت شده، هاي کشهاي کونچر احتمالی از منبع باکتريباکتري
Chan(طبـق روش   et al., 2009(یط غـذایی اسـتفاده   از مح ـ

-oxo-C6-3شد که تنهـا منبـع کـربن و نیتـروژن آن سـیگنال      

HSL)2بعد از عبور این محیط از میلی پـور  . بود) مولارمیلی
میکرولیتر از سیگنال ذکـر شـده بـه    125میکرومتر میزان 2/0

625ســپس . میکرولیتــر از محــیط حــداقل اضــافه شــد500
بعـد  . ها به آن اضافه گردیـد میکرولیتر از محلول منبع باکتري

ي درجــه37تـا  28هـاي  هـا در دمـاي  از سـه روز کـه محلـول   
محلـول  عنـوان بـه میکرولیتـر از آن  50. قرارگرفتندسلسیوس
تـازه اضـافه   میکرولیتر محـیط حـداقل  100سازي به اول غنی

سـپس محلـول نهـایی    . شد و این کار سـه بـار تکـرار گردیـد    
100اده شدند و تعـداد  کشت دTSAهايروي محیط کشت

هـاي متفـاوت داشـتند، تـا     پرگنه که اندازه و رنـگ یـا شـکل   
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. هـا برداشـته شـدند   روز بعد از روي محیط14زمانی يفاصله
.تصـادفی انتخـاب شـد   کـاملاً طـور  پرگنه باکتري هم به100

ــر از 100در ایــن روش : روش دوم کشــت مســتقیم میکرولیت
دست هذکر شده در بالا بهاي محیط که از روشمنبع باکتري
روي از ایجـاد سـري رقـت از آن، مسـتقیماً    پـس آمده بـود،  

در شرایط دمایی که در بالا ذکر شد، کشـت  هاکشتمحیط 
مراحل مشابه با روش اول تکـرار شـد و همـان    يدند و بقیهش

.غربال شدند) عدد200(تعداد پرگنه باکتري
فعالیــت کــونچري دريبررسـی وجــود و مقایسـه  

هاي مختلفباکتري
هـا، توسـط بـاکتري    کـونچري بـاکتري  بررسـی فعالیـت  

D’Angelo‐Picard)و روشCV026ریپـورتر  et al., 2005)

مرحلـه  پنجاي در گري و مقایسههاي غربالآزمون.دشانجام 
رقـــت ســـیگنالچهـــار، در یـــکي مرحلـــه. انجـــام شـــدند

3-oxo-C6-HSL)1،5/1 ولارنـانوم 800میکرومولار و 2و (
ســاعت انکوباســیون در 24و 12، 8ي هــانابــراي مــدت زمــ
هـاي  هـاي جـدا شـده از محـیط و در چاهـک     مقابـل بـاکتري  

هـر چاهـک   (ي کشت سلولی انجـام شـد  انهاخ96هايپلیت
بـه  تر هر چاهـک نسـبت  رنگرنگ کم). معادل یک باکتري

مـد نظـر قرارگرفـت و    وجود بـاکتري کـونچر  عنوانبهشاهد 
گ معادل میزان حضور سـیگنال فعـال در نظرگرفتـه    میزان رن

صورت درصد رنگ میزان رنگ وایولاسین بهيمحاسبه. شد
در شاهدها محیط .دشنسبت به شاهد با اسپکترو فتومتر انجام 

یـا در برخــی  (کشـت مخلـوط شـده بـا ســیگنال تیمـار نشـده       
.Eبــاکتري هــا اســتفاده ازآزمــون coliخاصــیت بــی اثــر در

و اسـتفاده  % 100معـادل  ) هاي دیگرجاي باکتريبهکونچري
کنتـرل  . جاي سیگنال معادل صفر درصد رنگ بـود هاز آب ب

ــویه  ــت س ــاکتريمثب ــبلاً Bacillusاي از ب ــه ق ــت بودک فعالی
، آزمایشـات در سـه   2ي مرحله.کونچري آن اثبات شده بود

غربال شـده در  (هاي کونچري باکتري10/1و 3/1،5/1رقت 
یی کـه در حـداقل دو غلظـت    هـا آنتکرار شد و )1يمرحله

هـاي داراي فعالیـت   بـاکتري عنـوان بـه رنگ کمتري داشـتند  
، منحنی 3يدر مرحله.کونچري مناسب در نظر گرفته شدند

دست آمد و در ههاي کونچر مناسب برشد براي تمام باکتري
نیمه اول فاز رشدي نمایی، نیمه (هاآني ي رشدمرحلهچهار 

ایستایی و چهار سـاعت  يز رشدي نمایی ، اول مرحلهدوم فا
نمونــــه بــــرداري و) ایســــتاییيمرحلــــهبعــــد از شــــروع

ها انجام گردید سـپس  سازي غلظت براي تمام نمونهسانیک
مراجعـه بـه   (فـراهم شـد   هـا و محلول رویی باکترييعصاره

مجمـوع ترکیبـات   عنـوان بـه و مخلوط هر دو ) مبحث بیوفیلم
در انتها آزمون ذکـر شـده   . ر در نظر گرفته شدباکتري کونچ

سیگنال در این مخلـوط انکوبـه   (در بالا براي مخلوط حاصل 
تمـام مراحـل   هـایی کـه در مجمـوع   بـاکتري . انجام شـد ) شد

رشدي باعث بیشترین کاهش در تولید رنگ وایولاسین شده 
ــد  ــهبودن ــوانب ــويعن ــاکتريق ــرین ب ــیت ت ــاي داراي خاص ه

عـدد  12یی که مجمـوع  هاآن(فته شدندکونچري در نظر گر
، 4ي مرحله). تکرار رنگ کمتري داشتند3مرحله و 4شامل 

هاي انجـام  ترین باکترياول براي قوييمشابه آزمون مرحله
ها، زمان انکوباسـیون  ساعته باکتري48فقط براي کشت (شد 
5يدر مرحلـه ). مولار سـیگنال میلی5/1ساعت و غلظت 24

انجـام شـد   Pccکشـت  یتـر لیلـی م1000ازیگنالاستخراج س ـ
)Gould et al., 2004( . يمرحلـه مشابه بـا آزمـون   نهایتدر
تکـرار  یـز نPccياز بـاکتر یاستخراجیگنالبا سآزمایش،4
يهـا آزمـون یجکـه نتـا  شـد حاصل یناناطمترتیببدین. دش

يســـــنتزیگنالانجـــــام شـــــده بـــــا هـــــر دو نـــــوع ســـــ
)oxo-c6-HSLــه ــوانب ــعن ــلیگنالس ــ) Pccیاص یگنالو س

.باشندمییکسانPccاز یاستخراج
ی اثر ضد باکتریاییبررس

هاي جدا شده کشت تازه در محیط مـایع  از کل باکتري
آماده شد و این آزمون با روش نشت در آگار و لکه گذاري 

ــاکتري ــاوي  ب ــت ح ــیط کش ــا روي مح ــط روشPccه توس
(Sammer et al., اطمینـان، برخـی   بـراي .انجـام شـد  (2009

هاي مشکوك بـه داشـتن خـواص ضـد باکتریـایی بـا      باکتري
Weller)روش & Cook, 1993)  ــدند ــز بررســـی شـ نیـ

که سوسپانسـیون  ) متريمیلی5(هاي کاغذي سترون دیسک.
NAقرار گرفته بودند، روي محیط هاآنها روي این باکتري

سـاعت انکوباسـیون در   48بعـد از  . در سه تکرار قرار گرفتند
سلسیوس، از سطح تشتک پتري برداشته وتحـت  يدرجه28

سـپس سوسپانسـیون   .هـوادهی قرارگرفتنـد  روفـرم و تیمار کل
Pcc)CFU/ml109 ( هـا ریختـه و پخـش    روي محیط کشـت
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فعالیـت  يوجود هاله روشـن اطـراف لکـه نشـان دهنـده     . دش
مشابه همین آزمایش علیه باکتري ریپورتر . ضدباکتریایی بود

.هم انجام شد
بررسی اثر روي کاهش بیوفیلم

در ) crude cell extracts(هــابــاکترييابتـدا عصــاره 
هـــاآنهـــاي یکســـان مراحـــل مختلـــف رشـــدي و غلظـــت

)CFU/ml109 ( طبـق روش )Romero et al., 2008(  آمـاده
ثیر سیسـتم حـد نصـاب    أبیـوفیلم از فاکتورهـاي تحـت ت ـ   . دش

ــق   ــن تحقیـ ــه در ایـ ــت کـ ــوفیلم اسـ ــکیل بیـ ــهتشـ روشبـ
assayMicrotiter dishــت ــاي در پلی ــهخ96ه ــراي اان ي ب

,O'Toole(مـورد آزمـون قـرار گرفـت    Pccتري باک 2011(.
15تنها تفاوت با روش استاندارد این بود که بـه هـر چاهـک    

ــی    ــول روی ــر از محل ــاره ) supernatant(میکرولیت ــا عص يی
ساعته بود کـه بـا آب مقطـر سـترون بـه      48مربوط به کشت (

حجمی معادل حجم محلول رویی خود که بعد از سانتریفیوژ 
د و به شاهدها فقط شاضافه ) شده بود، افزوده شداز آن جدا

.Eبـاکتري  يمحلول رویی یا عصاره coli  بـراي  .اضـافه شـد
ویولـه یـک درصـد اسـتفاده     رنگ گرفتن بیوفیلم از کریستال

کمـی، مقـدار جـذب در طـول     يلذا جهـت مقایسـه  . گردید
ــانومتر بــراي کریســتال550مــوج  200ویولــه حــل شــده درن

درصــد توســط اســپکتروفتومتر 30د اســتیک میکرولیتــر اســی
.خوانده شد

ــده   ــوکنترلی روي غ ــون بی ــیبآزم ــیس و زمین
گیاهان کاکتوس

Pccمخلوط بیوکنترلی شاهدهاهايآزمایشيدر همه

.Eو باکتري  coliتکرار 5با هااثر بودند و تمام آزمایشبی
هاي کونچر به تنهایی هم براي همچنین باکتري. انجام شدند

این . دندشزا بودن به میزبان تلقیح عدم بیماريأییدت
زمینیسیبهاي غده- 1: در سه حالت اجرا شدندهاآزمایش

از کشت سوسپانسیونی: کمیيمنظور مقایسهبرش خورده به
هاي کونچرو باکتريCFU/ml104×5تازه باکتري بیمارگر

CFU/ml104×5 از میکرولیتر10میزان . تهیه شد105و یا
) 1:1نسبت (هاي کونچرمخلوط باکتري بیمارگر و باکتري

ریخته شد و ضدعفونی شدهزمینیسیبهاي غده روي برش
لهیده يساعت از نظر درصد حجم ناحیه24نمونه ها بعد از 

شده در مقایسه با شاهد ها مورد ارزیابی قرار گرفتند
)Dong et al., 2004(.2 -زمینی جهت هاي سالم سیبغده

این آزمون خود به دو روش انجام : کیفی و کمیيمقایسه
مقایسه کیفی مانند روش قبل بود ولی بدون برش دادن، . شد

) 1:1حجم (و کونچر Pccصورت سالم در مخلوط ها بهغده
CFU/ml105×5وCFU/ml104×5هايترتیب با غلظتبه
غده 5براي هر باکتري کونچر . گرفتندثانیه قرار30مدتبه
اگر . شاهد در نظر گرفته شدعنوانبهغده 5تیمار و عنوانبه

روز در تمام تکرارهاي شاهد بیماري ایجاد شده 3از پس
در تمام تکرارهاي تیمار بیماري مشاهده نشده بود امابودند 

کونچر با توانایی بیوکنترلی در نظر گرفته عنوانبهباکتري 
هاي اصلی مانند در بررسی کمی، مقایسه بین جدایه. شد

غلظت یکسان از مخلوط هر دو اماانجام شد اولروش 
در زیر پوست ) CFU/ml104×5(باکتري کونچر و بیمارگر

.ها ریخته شد و پوست دوباره در محل خود قرار گرفتغده
اي در کارهاي مشابه: گیاه کاکتوس در شرایط گلخانه- 3

Qian(در این زمینه انجام شده بوددنیا  et al., 2010( و این
در حالت کیفی مخلوط . آزمون با تغیراتی انجام شد

و کونچر)CFU/ml106(سوسپانسیون بیمارگر 
)CFU/ml107 ( 10روي گیاه پاشیده شد و در حالت کمی

ها در غلظت میکرولیتر از حجم مساوي مخلوط باکتري
در (به درون بافت گیاه تزریق شد )CFU/ml107(یکسان

لخانه به شرایط طبیعی مشابهت بیشتري این حالت شرایط گ
برگ 5در حالت اول عدم وجود بیماري در ). داشت

) شاهد(برگ دیگر 5و وجود بیماري در ) تیمار(کاکتوس 
عنوان دارا بودن قدرت کونچري در شرایط گلخانه در نظر 
گرفته شد و در حالت دوم قطر لکه ایجاد شده روي برگ 

اي قلمداد گردید ر مقایسهمعیاعنوانبهدر اثر بیماري 
آزمایش براي). روز صورت پذیرفت14از پسمقایسات (

باکتري کونچر ضعیف و غلظت دو برابر معمول باکتري 
.هم انجام شدP19قوي کونچر

هادر باکترييکونچریتخاصبررسی نوع عملکرد
کشت : فیلتر کردن نمونه-1: از چهار حالت استفاده شد

محیط مایع سانتریفیوژ شد و محلول رویی از تازه باکتري در 
محلول رویـی  : حرارت دادن-2عبور داده شد فیلتر میکروبی
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دقیقـه در  30مـدت  هاي فیلتر شده در اتوکلاو بـه همان نمونه
و محلـول  عصـاره : پروتئینـاز -3.درجه حرارت داده شد121

قبـل هریـک   يدسـت آمـده از مرحلـه   ههـاي ب ـ رویی باکتري
میکرولیتر عصـاره یـا   850حجم (Kوسط پروتئیناز جداگانه ت

ــا   ــی ب ــول روی ــاز100محل ــر پروتئین Kمیکرولیت μg/ml500 (
Christiaen(درجه تیمار شـدند 37ساعت در 24مدت به et

al., 2011( .4-فیلترهــايMicrocon centrifugal filter

tubes (Cut-off=3KDa) :  محلول رویی عبور کرده از فیلتـر
هـیچ مولکـولی   (میکروبی، از این فیلترها نیز عبور داده شدند 

آزمایش مشابه ).کندآنزیم از این فیلترها عبور نمیيبا اندازه
حالـت 4با بررسی فعالیـت کـونچري بـا ریپـورتر، بـراي هـر       

هاي تیمار شده، از محلول رویی یا عصاره باکتري(انجام شد
).دشجاي باکتري زنده در آزمایش استفاده به

هاتشخیص باکتري
هـاي فنـوتیپی و   ها با اسـتفاده ازآزمـون  تشخیص باکتري

بـا  هـا آنهـایی کـه تشـخیص    بیوشیمیایی انجام شد و باکتري
اي مهـم  ه ـهاي متعارف مشکل بود و همچنـین بـاکتري  روش

DNAروش مولکولی تشخیص داده شدند بدین طریق کـه به

استخراج شده از باکتري ها با استفاده از آغازگرهاي عمومی 
pAوpD)Christiaen et al., 2011(  در دسـتگاه ترموسـایکلر

شـرایط تکثیـر یـا منبـع مـورد اسـتفاده ذکـر        (تکثیر گردیدند 
16Sناحیــه (و محصــولات تکثیــري) شــود rDNA (از پــس
از با استفادهکره جنوبی،یابی توسط شرکت ماکروژنتوالی

ــرم افــزار  بررســی GenBankهــايدادهدر پایگــاه BLASTن
.دندش

HPLCهايآزمون

همکـاران وManuel Romeroطبـق روش  این آزمایشـات  
رشــدي از آن يمرحلــهابتــدا، عصــاره در. انجــام شــد2008

.دش ـفعالیـت کـونچري را داشـت تهیـه     باکتري که حـداکثر 
میلی مولار حل شـده  oxo-C6-HSL)10-3میکرولیتر از10

يلیتـر از عصـاره  میلی5بعد از تبخیر حلال با ) در استونیتریل
درجـه انکوبـه شـد،    28سـاعت در دمـاي   4مـدت بهباکتري 

تعیـین  HPLCبـا اسـتفاده از دسـتگاه   مانـده باقیAHLمیزان 
ي مـورد نظـر  ي رشـد مرحلـه آزمون با سـه تکـرار بـراي    . شد

در نهایـت  . مـد نظـر قرارگرفـت    هـا آند و میـانگین  شانجام 
هـاي مختلـف از نظـر میـزان قـدرت آنزیمـی مقایسـه        باکتري
دو نــوع . ت آنزیمــی تعیــین گردیــدنــوع فعالیــســپس.شــدند

یعنـی  خاصـیت کـونچري  آنزیمـی در پدیـده  فعالیت اصـلی 
بعـد از تیمـار   . فعالیت لاکتونازي و آسیلازي بررسی گردیـد 

AHLها میـزان  با عصاره باکتري حاوي هر یک از این آنزیم
AHL که توسطHPLC یابد میقابل تشخیص است، کاهش

ز باشد با اسیدي کـردن مـواد   حاوي لاکتوناياگر عصارهماا
، واکنش برگشت پذیر خواهد شـد و  2برابر با PHواکنش تا 

اي کـه حـاوي   عصـاره . یابـد مـی افـزایش  AHLمیزان مجدداً
آزاد که توسـط  HSLمیزان AHLآسیلاز باشد بعد از تجزیه 

HPLC  یابـد و بــا اســیدي  قابـل تشــخیص اسـت افــزایش مــی
. گیـرد ري صورت نمـی آن تغییAHLکردن محیط در میزان 

-oxo-C6-3و )میلی مـولار 1(سنتزي HSLدر این آزمون از 

HSL)1د و حضـور  ش ـشـاهد اسـتفاده   عنـوان به) میلی مولار
HSLوAHL توسـطreverse-phase HPLC  در سـه زمــان

يانکوباسیون سیگنال در عصـاره )ساعت12و 2،4(مختلف 
Romero(د ش ـبـاکتري بررسـی    et al., 2008(.   یـک سـویه

Pseudomonas fluorescensو یک )فاقد توانایی کونچري
شــاهدها عنــوانبــهداراي توانــایی کــونچري Bacillusســویه

وجـود فعالیـت آنزیمـی خـارج     تأییدبراي . کار برده شدندبه
سـلولی در هـر بـاکتري، سـیگنال عـلاوه بـر عصـاره بـاکتري        

 ــ  م تحــت تیمــار بــا محلــول رویــی فیلتــر شــده آن بــاکتري ه
.قرارگرفت

آنالیز آماري
هـاي  هـا مربـوط بـه آزمـون    تجزیه و تحلیل آمـاري داده 

مختلــف رشــدي يانجـام شــده بــا ریپــورتر در چهـار مرحلــه  
کـاملاً آزمایش فاکتوریل بـر پایـه طـرح    صورتبهها باکتري

هـاي بیـوکنترلی در قالـب    تکرار ، بـراي آزمـون  3تصادفی با 
در قالــب طــرح HPLCوتکــرار5بــا تصــادفیکــاملاًطــرح 
SPSSتکـرار بـا اسـتفاده ا ز نـرم افـزار     3بـا تصـادفی کـاملاً 

V21.0هـا بـا آزمـون   ي میـانگین مقایسـه . انجام شدLSD در
علـت بـه توکی هم انجـام شـد،   آزمون(بود% 5احتمالسطح 

).اختلافات جزئی نتایج نشان داده نشدند
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نتایج
ــاکتري  ــرین ب ــال بهت اي هــاي دارتشــخیص و غرب

)کشیبدون فعالیت باکتري(فعالیت کونچري 
159در روش محــیط حــداقل، هــابــاکتريکــلینبــاز

جدایـه بـاکتري کـونچر    18جدایه و در روش کشت مستقیم 
آمـده در  دسـت بـه از مجموع کونچرهاي . تشخیص داده شد

ــی از    ــط یک ــر دو روش فق ــاآنه ــت   ه ــورتر فعالی ــه ریپ علی
هاي مربـوط بـه محـیط    اکتريباکتریایی داشت و از کل بضد

پرگنــه 4و 2ترتیـب  بــهحـداقل و مربـوط بــه کشـت مسـتقیم    
داشتند که این موضـوع نشـان   Pccکشی علیه فعالیت باکتري

تـر از  توانـد در مـواردي فـراوان   مـی QQدهد کـه پدیـده   می
در نهایـت  . هـا باشـد  کشی علیه برخی باکتريفعالیت باکتري

هـاي کـونچر اصـلی    بـاکتري تـرین قـوي عنـوان بهباکتري 11
شناخته شـدند کـه فقـط جدایـه     ) کشیبدون فعالیت باکتري(

A76د کـه  مشـخص ش ـ . وط به روش کشت مسـتقیم بـود  مرب
ــاکتري   ــن بـ ــی از ایـ ــیش از نیمـ ــابـ ــه هـ ــوط بـ ــنس مربـ جـ

Pseudomonas  هــايو جـنس ) بــاکتري11تــا از 6(بودنـد
Enterobacter ،AcineobacterوBacillusهــاي از جــنس
در آزمــون ). 1جــدول(هــاي کــونچر بودنــددیگــر بــاکتري

) سـاعته 48هاي رشد براي باکتري(بررسی فعالیت کونچري 
ــاکتري     ــن ب ــنتزي ای ــیگنال س ــورتر و س ــا ریپ ــتلاف  ب ــا اخ ه

. داري از لحــاظ قـــدرت کــونچري بـــا هــم داشـــتند   معنــی 
هاي انجـام گرفتـه بـا سـیگنال اسـتخراجی از بـاکتري       آزمون

ي ي رشـد مرحلـه . مشابهی در پی داشتریباًتقبیمارگر نتایج 
ــاکتري   ــونچري در ب ــت ک ــداکثر فعالی ــلی  داراي ح ــاي اص ه

ــه ــود بـ ــل بـ ــرح ذیـ ــه : شـ ــاري در جدایـ ــر آمـ ــاي از نظـ هـ
Pseudomonasــه ــتایی، در  يمرحلـ ــدي ایسـ ــاز رشـ اول فـ

BacillusوEnterobacterي هـا جدایـه  cereus دوم ينیمـه
A48)Acinetobacterيفاز رشدي نمایی و در جدایـه  sp. (

ي حــداکثر دارمعنــیطــور اول فــاز رشــدي نمــایی بــهينیمــه

Acinetobacterفعالیـت را داشـت و در   calcoaceticus A76

.یکسان بودتقریباًاول مطالعه شده فعالیت يدر هر سه مرحله
سوم و چهارم ذکر شـده در مبحـث بررسـی    يدر کل مرحله

ش با هم انطباق خـوبی  وجود خواص کونچري در مواد و رو
).1، وجدول1Aشکل(داشتند 

تشخیص نوع سازوکار کونچري
فقــط بعــد از P15يهــا جدایــهPseudomonasدر بــین 

ــه   ــی و جدای ــر میکروب ــار فیلت A76)Acinetobacterيتیم

calcoaceticus( بعد از هر یک از چهار تیمار)   یا اعمـال هـر
). 2نمـودار (بودنـد  فعالیت خود را حفـظ کـرده   ) چهار تیمار

از ) فیلتـر (هـا فعالیـت خـود را بعـد از تیمـار اول      جدایهيبقیه
ــد  ــت دادن ــه . دس ــابراین جدای ــت  P15يبن ــد داراي فعالی بای

آنزیمی خارج سلولی باشد چون بعد از سـایر تیمارهـایی کـه    
زنـد یـا از ورود آن بـه محـیط واکـنش      به پروتئین آسیب می

يجدایـه . را از دسـت داد کنـد توانـایی خـود    جلوگیري مـی 
A76ًمتـابولیتی احتمـالاً (داراي ترکیبـات کوچـک   احتمالا (

هـاي  همچنـین تمـام جدایـه   . اسـت خاصیت کـونچري دخیل در 
هایشـان فعالیـت   دیگر بعد از اعمال تیمـار پروتئینـاز روي عصـاره   

آنزیمـی  يخود را از دست دادند که این آزمایشات نشان دهنده
.ها استفعالیت کونچري در غالب جدایهو داخل سلولی بودن 

کاهش میزان بیوفیلم بیمارگر
تري بودند بیشـتر  هایی که کونچر قويطوري کلی جدایهبه

هایی که فعالیت خـارج سـلولی   و جدایه. بیوفیلم را کاهش دادند
ها نیز بیوفیلم را کـاهش  محلول رویی آن) A76(نشان داده بودند 

هـاي دیگـري هـم بودنـد کـه      دایـه البتـه ج ). 1Bشـکل (داده بود 
ها به محلول رویی آنامافعالیت کونچري خارج سلولی نداشتند 

بنـابراین  . P19يمیزان کم بیوفیلم را کاهش داده بود نظیر جدایه
هـاي دیگـري غیـر از فعالیـت     هـا بایـد ویژگـی   در برخی باکتري

.ها، در کاهش بیوفیلم دخیل باشندکونچري آن
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در Enterobacter)و Pseudomonas)،Acinetobacter،Bacillusجنس باکتریاییمیزان فعالیت کونچري چهار : A- 1شکل
میزان تشکیل بیوفیلم در :CV026 .Bدر بررسی با ریپورتر )oxo-c6HSL_48h-3(هاساعته آن48مراحل مختلف رشدي و کشت 

دار نشدن ي معنیحروف یکسان در هر ستون نشان دهنده(هاي کونچر باکتريباکتري بیمارگر تحت تیمار با عصاره و محلول رویی
1به جدول(نشان داده شده استیک ها روي محور افقی شکلکد جدایه). است% 5دار سطح معنیLSDها در اختلاف میانگین

.)مراجعه شود
Fig. 1 A: QQ activity of four bacterial genera (Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus and Enterobacter) in four

different growth phase and 48h old-culture (3-oxo-c6HSL-48h) of these bacteria in studying with CV026

reporter has been shown. B: Rate of biofilm formation in the pathogenic bacteria under the influence of

supernatant and extract of QQ-bacteria .Means bearing the same letter in a column are not significantly different

(LSD at P≤ 0.05). Isolate codes indicated on horizontal axis of Fig. 1 (see Table1).

.هاي اصلیمیزان فعالیت کونچري و بیوکنترلی باکتري-1جدول 
Table 1. Rate of quorum quenching and biocontrol activities in main studied bacteria.

Quantity
comparison

(cactus)8

Quantity
comparison

(tubers)7

Quantity comparison
(slices)6Cactus5Potato tuber4Pcc signal33-oxo-C6-HSL2Isolate codes:QQ- bacteria1

1055×104

7%±1A6%± 1a1%±.5A4%±2 a++1%±0.1 A2.7%±.4aPseudomonas putida P19
30%±1D26%±2 c12%±1D24%±2 c++14.0%±2.0 C27%±1.0dPseudomonas sp. P15
41%±1E31%±1 d17%±1E28%±2 d++19.1%±0.5 D33%±1.0ePseudomonas sp. P78
19%±2C16%±1 b5%±.5B18%±1b++4.3%±0.6 B9.1%±1.1bPseudomonas putida P97
12%±2B16%±1b9%±1C20%±2b++4.4%±0.6 B12.0%±.5cPseudomonas sp. P107
51%±1G47%±1 f40%±1G60%±1f++27.8%±1.6 F48.7%±1.6gAcinetobacter sp. A48
47%±2F42%±1e28%±1F43%±2e++23.3%±1.2E41.2%±1.3fPseudomonas sp. P98
75%±1I69%±1h74%±2 I98%±.5g++36.9%±2.0G57.5%±.5iAcinetobacter calcoaceticus A76
60%±2H64%±1g57%±1H96%±1g++36.5%±3.1G52.7%±1.6hBacillus cereus B177
ND100%±4i103%±2J98%±1gND-48.0%±2.0 H62.4%±.6jEnterobacter sp. E39
ND102%±2i104%±2J104%±2 hND-49.3%±1.5 H67.7%±3.6kEnterobacter sp. E55

بـراي  Pccاز و سـیگنال اسـتخراجی  oxo-C6-HSL-3هاي انجام شده بـا ریپـورتر بـراي    ترتیب آزمونبه: 3و2،هاجدایههاي کونچر اصلی و کد باکتري: 1
درصـد لهیـدگی   :6. و گیـاه کـاکتوس  زمینـی سـیب ترتیب روي غده سـالم  کنترل بیماري به) -(یا عدم توانایی (+)توانایی :4،5. ساعته 48کونچرهاي کشت 

سـالم  يترتیـب روي غـده  کمـی درصـد لهیـدگی بـه    هـاي همقایس ـ: 8و 7. هـاي کـونچر  از بـاکتري 105و cfu/ml104×5هايدر غلظتزمینیسیبهاي برش
حـروف یکسـان در هـر سـتون     .اسـت در جدول نشان داده شـده )در مقایسه با شاهد(SD±درصدهامیانگین صورتبهاعداد گرد شده است و .و کاکتوسزمینیسیب

.تعیین نشده: ND.باشدمی) درصد5دارمعنیسطح LSD(ها نشدن اختلاف میانگیندارمعنینشان دهنده 
1. Main QQ bacteria and isolate codes. 2 and 3: Reporter assays using 3-oxo-C6-HSL and extracted signals of Pcc,
respectively (48 h old culture of QQ-bacteria). 4 and 5: ability (+) and inability (-) of controlling disease on intact potato and
cactus, respectively. 6: the percentage of potato slices rot in different cfu/ml from QQ bacteria 7and 8: Quantity comparisons
of rot percentage on potato and cactus respectively. The numbers were rounded and the comparisons are as percentage in
comparison with control. All the data were shown as mean ± SD. Means followed by the same letter in a column are not
significantly different (LSD at P≤ 0.05). ND :not determined.
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... با قابلیت بیوکنترلquorum quenchingهاي داراي خاصیت جداسازي باکتري:منش و همکارانعالی32

هاي بیوکنترلینتایج آزمون
هـایی کـه توانـایی کـونچري     در مجموع تقریباً تمام باکتري

ــط       ــتند و فق ــم داش ــالاتر ه ــوکنترل ب ــایی بی ــتند توان ــالاتر داش ب
ــه ــد و  Enterobacterهــاي جدای فاقــد خاصــت بیــوکنترلی بودن

هاي متفاوت در شـرایط  توانایی بیوکنترل با نسبتها ي جدایهبقیه
در کــل ). 2جــدول(مختلــف وگیاهــان مختلــف را نشــان دادنــد 

Pseudomonasتوان بهترین عوامل بیوکنترلی براسـاس  ها را می
ــونچري  ــیت ک ــه  خاص ــت و جدای ــق دانس ــن تحقی P19ي در ای

)Pseudomonas putida (توجــه بهتــرین عامــل بــااختلاف قابــل
در موارد کمی دیـده شـدکه تناسـب بـین قـدرت      . ل بودبیوکنتر

البتـه  (شکل مـورد انتظـار نیسـت    و توانایی بیوکنترلی بهکونچري
هایی که در آزمون کونچري اختلاف کمی داشـتند،  براي جدایه

هـا توانـایی   در مواردي در غلظت پایین برخی بـاکتري ). 1جدول
ایـن حالـت   دهنـد و در غلظـت بـالا   کنترل را از خود بـروز نمـی  

هـا در مقایسـه بـاهم در    شـود یـا گاهـا برخـی جدایـه     مشاهده می
در امــاغلظــت پــایین تفــاوت مهمــی در کنتــرل بیمــارگر ندارنــد 

جـدول  (گردد ها مشاهده میغلظت بالا تفاوت مشهودي بین آن
ها فقط در غلظـت  با توجه این نکته که بسیاري از این باکتري). 1

را دارنـد لـذا از دیـدکاربردي تعـداد     بالا توانایی کنترل مطلـوب 
جدایـه  4تـا  3واقعی عوامل بیوکنترل مطلوب در این تحقیـق بـه   

Pseudomonas  يدو جدایــه. شـود محـدود مـیEnterobacter

.زمینی بودندلهیدگی جزئی روي سیببه تنهایی قادر به ایجاد 

سـطح زیـر منحنـی در مقایسـه بـا      (HPLCآزمـون  ، تعیین شده بـا فهاي مختلمیزان فعالیت کونچري آنزیمی در جدایه: -2Aشکل
تجزیـه  1در نمـودار  :HPLCیـین شـده بـا   عتA48فعالیت آسیلازي در جدایه B:).استماندهباقیشاهد نشان دهنده درصد سیگنال 

بیشـتر تجزیـه   )oxo-c6 HSL-3(دهد که هر چه زمـان بیشـتري گذشـته سـیگنال    را نشان میي مختلفهاآنشدن سیگنال در طول زم
دهـد کـه هرچـه زمـان     آزاد در اثر تجزیه آنزیمی را نشـان مـی  HSLمیزان 2شده است و سطح زیر منحنی کاهش یافته و در نمودار 

.بیشتري گذشته میزان آن افزایش یافته است
Fig. 2. A: Rate of QQ activity in different isolates detected by HPLC (level under the curve in comparison

control indicate remaining AHL%) B: acylase activity of A48 isolate detected by HPLC: in the graph 1

degredation of signal (3-oxo-c6 HSL) during different time points have been shown .The signal has been

degraded by passing more time and the area under the curve has decreased. And in graph 2 the amount of free-

HSL in consequence of enzyme degradation increased by passing more time.

ود و نوع فعالیـت  هاي تأییدي در وجنتایج آزمون
هاي کونچر يآنزیمی در باکتر

در دارمعنـی با تفـاوت  مهمجدایه8براي HPLCنتایج 
فعالیت کـونچري اثبـات کـرد کـه فعالیـت کـونچري عمـده        

هـاي بـا فعالیـت کـونچري     ها آنزیمی است و جدایـه باکتري
را تجزیـه آنزیمـی کـرده بودنـد     AHLزیادتر میزان بیشـتري  

بـود کـه فعالیـت    A76تنها حالت استثناء جدایه ). 2Aشکل (
حالی که در آزمون ها داشت درآنزیمی کمتر از همه جدایه

بنـابراین در  . ها بیشـتر بـود  ریپورتر فعالیت آن از برخی جدایه
A76      علاوه بر فعالیت آنزیمـی درصـد قابـل تـوجهی از کـل

در مجمـــوع . فعالیـــت کـــونچري حالـــت غیرآنزیمـــی دارد
اول يدسـته .ها دو دسته فعالیت آنزیمـی را دارا بودنـد  جدایه

B
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بــود کــه هــاAcinetobacterو Pseudomonasشــامل تمــام
شـــامل دوميفعالیـــت آســـیلازي را نشـــان دادنـــد و دســـته

Bacillus cereus وEnterobacter ــت ــه فعالیـــ بودکـــ
فعالیـت آسـیلازي در   2Bلاکتونازي را نشان دادند در شکل 

نیز P15محلول رویی . ها نشان داده شده استیکی از جدایه
.فعالیت آنزیمی خارج سلولی نشان داد

بحث
صــورت گرفتــه در ایــن تحقیــق بــه هــايتمــام آزمــایشکـلاً 
اي طراحی شده بودند که هر مرحله از آزمـایش عـلاوه   گونه

قبلـی را  يبر نشان دادن یـک نتیجـه جدیـد آزمـایش مرحلـه     
هـاي کـونچري، بیـوفیلم،    طوري کـه آزمـون  کرد بهمیتأیید

البتــه در . ارتبــاط منطقــی بــاهم داشــتندHPLCبیــوکنترلی و 
هـا در بررسـی ارتبـاط بـین فعالیـت کـونچري و       خی جدایهبر

میزان کاهش بیوفیلم یا قدرت بیـوکنترلی ارتبـاط مـورد نظـر     
خـاطر دخیـل بـودن عوامـل دیگـر غیـر از      همشاهده نشد که ب

ــه  خاصــیت کــونچري ــوکنترل اســت از جمل در بیــوفیلم و بی
شود میتولید P19توسطوجود ترکیبات دیگري که احتمالاً

ثر اسـت و یـا مناسـب نبـودن میزبـان      ؤاهش بیوفیلم م ـکو در
از چهار جـنس  . Enterobacterي هاجدایهبراي زمینیسیب

هاي کونچر مهم باکتريعنوانبهباکتریایی که در این تحقیق 
Bacillus،Enterobacter،Acinetobacter(شناسایی شدند

در Bacillusهاي جـنس  بسیاري از گونه) Pseudomonasو
AiiAداشتن آنزیم لاکتونـازي علتبهمطالعات مختلفی قبلاً

هـاي  کونچر با قدرت بیوکنترلی علیه برخی بـاکتري عنوانبه
Dong(گیاهی شناخته شـده بـود  بیمارگر et al., 2004(  کـه

قـبلاً Enterobacter. دشتأییددر این تحقیق نیز این موضوع 
شــناخته شــده بــودکــونچر بــا فعالیــت لاکتونــازيعنــوانبــه

)Rajesh et al., 2014( در ایــن تحقیــق مشــخص شــد کــه
بالا، احتمـالاً با وجود داشتن قدرت کونچريهاجدایهبرخی 

هـا از جملـه  زایـی خفیـف روي برخـی میزبـان    دلیل بیماريبه
.قابلیت کـاربرد ندارنـد  عوامل بیوکنترلعنوانبهزمینیسیب

فعالیــت Acinetobacterاز در تحقیقــاتی دیگــر یــک ســویه
Kang(لاکتونازي  et al., 2004(دیگـر از ایـن   گونه و یک

Ochiai(جنس فعالیت آسیلازي نشـان داده بـود   et al., 2014(

عنـوان بـه بـار  جـدا شـده در ایـن تحقیـق بـراي اولـین      يگونه
هـر دو  فعالیت کونچري معرفـی گردیـد کـه توامـاً    باکتري با

ياول و مشـابه بـا گونـه   يسـویه برخلاف(فعالیت آسیلازي 
راه بـا  هماین مطالعه. را دارا بودو کونچري غیرآنزیمی) دوم

هد دمیروي این جنس انجام شده نشان قبلی کههايبررسی
ایـن جـنس   هاي مختلفها و استرینکه تنوع زیادي در گونه

.هاي کونچري وجود دارداز لحاظ مکانیسم
علـت بههایی هستند که عمدتاًاز باکتريهاسودوموناس

داشتن چندین آنزیم آسیلازي در بسیاري از مطالعـات مشـابه   
Sio(کونچر شناسـایی شـده انـد   عنوانبه et al., 2006( و در

هاي این جنس این موضوع باکتريتأییداین تحقیق علاوه بر 
هـا بـراي بیـوکنترل مبتنـی بـر فعالیـت       بهترین باکتريعنوانبه

ــدند   ــناخته ش ــونچري ش ــه    . ک ــان داد اگرچ ــق نش ــن تحقی ای
ــاکتري زمــان هــا از نظــر فعالیــت  هــاي مختلــف رشــدي در ب

سـوم و چهـارم ذکـر    يمرحلـه (دارند شباهتکونچري نسبتاً
و قـدرت  ) شده در مبحث بررسی وجـود خـواص کـونچري   

خـوبی  با نتـایج بیـوکنترلی هـم انطبـاق نسـبتاً     هاآنکونچري 
بررســی فقــط یــک زمــان مشــخص داشــت امــا احتمــال دارد

کـه هریـک در   ها بدون توجه به اینباکترييرشدي در همه
اشــتباه در تخمــین ي قــرار دارنــد باعــثي رشــدمرحلــهچــه 

لـذا بهتـر اســت   .توانـایی واقعـی یــک بـاکتري کـونچر شــود    
تحقیقات بیشتري در این زمینه صورت گیرد و تا حـد امکـان   

. ها انجـام گـردد  بررسی روي فازهاي مختلف رشدي باکتري
ها در آنزیمابررسی سازوکار کونچري مشخص کرد که غالب

ــتایـــن پدیـــده دخیـــل کـــه از ند در تحقیقـــاتی دیگـــرهسـ
هاي بوم شـناختی دیگـر   هاي جدا شده از سایر آشیانباکتري

آنزیمـی و حضـور   صورت گرفته بود نیـز غالبیـت سـازوکار   
Christiaen(ده بودشغیر آنزیمی مشاهده محدود سازوکار

et al., 2011( .ــه امــا Acinetobacterيدر مــورد گون

calcoaceticus  تـــا قبـــل از ایـــن تحقیـــق وجـــود خـــواص
. گـزارش نشـده بـود   خاصیت کونچريغیرآنزیمی دخیل در

ور کلی ترکیبـات غیرآنزیمـی مهـم در ایـن پدیـده نظیـر      طبه
Adonizio(ها بیشتر در موجودات دیگر دیده شدهمتابولیت

et al., 2008, Jha et al., 2013, Kalia 2013( و در
بـه نـدرت گـزارش شـده و عمـدتاً در دنیـا       ها معمولاًباکتري
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هـاي دیگـر   در شـاخه خاصیت کـونچري متابولیتی ازيجنبه
گردد و کمتر در مورد کاربردهـاي احتمـالی   علوم مطالعه می

Ni(کـار شـده اسـت   در کنتـرل بیولوژیـک    et al., 2009;

Rasmussen & Givskov 2006( .  طــور در ایـن تحقیــق بـه
هایی کـه سـازوکار  سایر باکترييکلی این باکتري به اندازه

نبـود در عـین   آنزیمی بود در بیوکنترل موفـق هاآنکونچري 
ها زمینه دیگـري را  گونه باکتريالبته این. حال بی اثر هم نبود

کـه بـا شناسـایی    کننـد از جملـه ایـن   براي تحقیقات فراهم می
ممکن است بـه  ) و یا حتی تغلیظ(هاآندقیق فرمول شیمیایی 

نـوع سـازوکار  . ترکیبات قابـل کـاربرد در کشـاورزي رسـید    
غربـالگري نیـز بسـتگی دارد    باکتري کونچر جدا شده به نوع

Chan(طـوري کـه روش محـیط حـداقل    بـه  et al., 2009(
هـاي داراي خاصـیت آنزیمـی اسـت     مناسب انتخاب بـاکتري 

کربن و نیتروژن دار محیط سـیگنال اسـت و   يچون تنها ماده
در غربـال  امـا ،نیاز به آنزیم تجزیه کننده سیگنال وجود دارد

تصادفی در روش کشت مستقیم احتمال یافتن سـازوکارهاي  
، در عمل نیز تنها باکتري داراي میـزان  تري وجود داردمتنوع

قابل توجه خواص کونچري غیر آنزیمـی در ایـن تحقیـق بـه     
طور کلی حتی اگر روش بیـوکنترل بـر   به. این روش جدا شد

ــاي ــهخاصــیت کــونچريمبن ــتلال در  ب ــه اخ ــی از جمل دلایل
هـاي مفیـد در مـواردي کـارایی نداشـته      بـاکتري سیگنالینگ

ا عـدم وجـود ایـن خصوصـیت در     باشد، ولی بررسی وجود ی
کـار رود  خواهد بهعامل بیوکنترل میعنوانبههر باکتري که 

هاي کـونچر از جملـه   ضروري است چون بسیاري از باکتري
ــودوموناس ــا   سـ ــق بـ ــک موفـ ــرل بیولوژیـ ــل کنتـ ــا عوامـ هـ

باشند که مینیز خاصیت کونچريسازوکارهاي دیگر غیر از
قابــل کــاربرد هســتندعلیــه بســیاري از بیمارگرهــاي گیــاهی 

(Yu SM & Lee YH,2015)     لـذا اگـر در جداسـازي ایـن ،
ــته      ــود بس ــه نش ــر گرفت ــورد در نظ ــن م ــایی ای ــل باکتری عوام

شرایط، در صـورت مفیـد بـودن خاصـیت کـونچري یـک       به
خصوصیت مهم کنار گذاشته شده و کاربرد عامل بیـوکنترل  
محدودتر گردیده است و در صورت مضر بودن ایـن پدیـده  

یک عامل بیوکنترل اسـتفاده شـده کـه    ) تحت شرایط دیگر(
شـود  مـی از این رو پیشنهاد . زیان آن ممکن است بیشتر باشد

ــاکتري ــالگري ب ــه   در غرب ــک مرحل ــوکنترل ی ــل بی ــاي عام ه
تر از نظر وجود خصوصیت کونچري انجـام  غربالگري اضافه

هـاي کـونچر علیـه    در این تحقیق فراوانی بالاتر باکتري. شود
Pccهاي داراي خاصیت ضد باکتریایی علیه نسبت به باکتري

هـاي بررسـی شـده از خـانواده     این بیمارگر حداقل در نمونـه 
. کـرد تأییـد در ایران اهمیت این موضوع راسولاناسهگیاهی

خاصیت کونچري در عمـده  -1:براساس نتایج تحقیق حاضر
از -2. قـدرت بیـوکنترل دارد  مستقیم بـا کاملاًيموارد رابطه

در ایــن تحقیــق هــاي انجــام شــدهدیــد نتــایجی کــه در روش
حاصل شد در بررسی خاصیت کونچري موارد مختلفی بایـد  
در نظر گرفته شوند که در تحقیقات کمتر مـورد توجـه قـرار   

هــاي از جملــه بررســی مراحــل رشــدي بــاکتري ،گیرنــدیمــ
هـاي ضـد بیـوفیلم ایـن     جداگانـه و فعالیـت  صورتبهکونچر 
تـري از وضــعیت میــزان  هــا کـه باعــث تخمـین دقیــق  بـاکتري 

خاصـیت  -3. شـود مـی ها فعالیت کونچري واقعی در باکتري
آنزیمی سازو کار غالـب اصـلی در فعالیـت کـونچري اسـت      

هـایی هـم وجـود دارنـد کـه خـواص کـونچري        ولی باکتري
.شودمیباعث غیرآنزیمی نیز بخشی از خاصیت کونچري را

ــک -4 ــرل بیولوژی ــونچري   روش کنت ــیت ک ــاس خاص براس
هـاي  هایی باشد که در کنترل بـاکتري تواند یکی از روشمی

امـا طور کاربردي مورد اسـتفاده قرارگیـرد   گیاهی بهبیمارگر
باکتري عنوانبههایی که تعداد محدودي از بین خیل باکتري

عوامل کنتـرل  عنوانبهشوند قابلیت کاربرد میکونچر غربال 
ــد  ــک را دارن ــودوموناس-5.بیولوژی ــاس ــین  ه ــداقل در ب ح

بهتـرین جـنس   سولاناسـه، يهـاي ریزوسـفر خـانواده   باکتري
.براي بیوکنترل کاربردي براساس خاصیت کونچري هستند

گزاريسپاس
ــر  ــدگان از دکتـــ ــه Manuel Romeroنگارنـــ کـــ

.اي را ارائه نمودند، کمال تشکر را دارندهاي ارزندهراهنمایی
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Abstract

One hundred seventhy seven quorum quenching bacteria were isolated from Solanaceae family using two

methods of minimal medium containing synthetic acyl homoserine lactone signal 3-oxo-C6-HSL and sole

common culture medium. Eleven isolates of bacteria, including Pseudomonas, Enterobacter, Acinetobacter and

Bacillus were identified as bacteria with high quorum quenching ability, especially the genus Pseudomonas

showed the highest quorum quenching activity. Investigating quorum quenching mechanisms among these

bacteria revealed that enzymes and non-enzymatic small compounds with quorum quenching activity were

involved in this process. However, most of the bacteria showing enzymatic activity were confirmed by HPLC.

Results also showed that one isolate of Acinetobacter calcoaceticus obtained by the second method, had non-

enzymatic quorum quenching activity. The quorum quenching bacteria mainly reduced the biofilm and

pathogenicity of Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum on potato and cactus. Therefore, there was a

direct relationship between increasing quorum quenching activity and biocontrol ability against this pathogen.

However, there were some exceptions. In addition, some isolates of Pseudomonas as the best biocontrol agents

were identified, which were effective against the pathogen based on quorum quenching.

Keywords: acyl homoserine lactone, Acinetobacter calcoaceticus, biofilm, quorum quenching-activity,

biocontrol ability

www.SID.ir

www.SID.ir

