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  چکیده

هاي انگور در سراسر  از مهمترین بیماري Rhizobium vitisناشی از باکتري گال طوقه و ریشه 
 ،ارائه نشده استاین بیماري موثري براي  شیمیایی تاکنون کنترلکه ییاز آنجا .آید میشمار  بهجهان 

با هدف  پژوهش. این هاي آنتاگونیست مورد توجه قرار گرفته است کنترل آن با برخی باکتري
 Rh. vitis ربهاي انگور استان قزوین و بررسی اثر آنتاگونیستی آنها  هاي خاکزي باغ شناسایی باکتري

 جدایه 210، استانمنطقه  22ر د ریشه و طوقه انگورخاك و از آوري شده  جمعهاي  نمونهاز . انجام شد
ها با  شناسایی جدایه نتخاب شدند.بیشتر ا جدایه براي بررسی 73، گروه بنديپس از و  دست آمد به

راي ب Bsub5F/Bsub3Rعلاوه، از آغازگرهاي  به. هاي فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی انجام شد آزمون
تولید در ها  جدایهتوانایی استفاده شد.  Bacillus subtilisهاي مشکوك به  شناسایی جدایهتایید 
هاي  جهت شناسایی جدایهو  بررسی گردیدو آنزیم پروتئاز  سیانید هیدروژن، سیدروفور، بیوتیک آنتی

 PhI2a /PhI2bهاي آغازگراز ترتیب  ، بهhcnABCو  PhIDهاي  فلئورسنت داراي ژن سودوموناس
هاي مختلف  انتخاب شده از بین باکتري ،جدایه پنجاثر آنتاگونیستی شد. ستفاده ا  PM2 /PM7-26Rو

، نتایجبر اساس  بر باکتري عامل بیماري روي قطعات شلغم و هویج بررسی گردید.شناسایی شده، 
تعلق  B. subtilis و Pseudomonas fluorescens از IVو  I ،IIIبیوارهاي هاي آنتاگونیست به  جدایه
علاوه،  . بهجلوگیري کردند  Rh. vitisاز رشدبیوتیک  با تولید آنتیهاي مذکور  همه جدایه. داشتند

اما در تولید بودند  قادر به تولید پروتئاز و سیانید هیدروژن P. fluorescens از IVو  I ،IIIبیوارهاي 
را  hcnABCو  PhIDهاي  ژنختصاصی وجود آغازگرهاي ا سیدروفور، نتایج متفاوتی را نشان دادند.

 Iدو جدایه از بیووار  اندند.به اثبات رس P. fluorescens از IVو  I بیووارهاي هاي جدایهبعضی از در 
طور کامل از تشکیل  به B. subtilisجدایه از  دوو نیز  P. fluorescens از IVیک جدایه از بیووار  و

   جلوگیري کردند.م و هویج روي قطعات شلغ Rh. vitis توسط گال
  

   ، باسیلوسسودوموناس آگروباکتریوم،بیولوژیک، ؟کنترل؟ها: واژه؟لیدک
  

  مقدمه
انگور ناشی از  بیماري گال ریشه و طوقه

Rhizobium vitis (syn: Agrobacterium 
vitis)  ، در این گیاه هاي  ترین بیماري از خسارت زا

طعی براي تاکنون روش ق .شودسطح جهان محسوب می
 تنها اقدام موثرنشده است و  توصیهکنترل این بیماري 

استفاده از هاي این جنس، براي کنترل برخی جدایه
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زا و از باکتري غیر بیماري K1026و  K84هاي جدایه
-می Agrobacterium radiobacter آنتاگونیست

. این باکتري تنها  توانایی کنترل اگروباکتریوم هاي باشد
نوع نوپالین و اگروسین را دارد. اما  از اینداراي اوپ

هاي انگور از نوع اکتوپین  اوپاین تولید شده توسط جدایه
و  K84هاي جدایه دلیل غیر موثر بودنه لذا ب، می باشد
K1026  A. radiobacter ، کنترل بیولوژیکی گال

طوقه وریشه با دیگر باکتري هاي آنتاگونیست متعلق به 
مورد توجه  Bacillusو  Pseudomonasجنس هاي 

ورسنت قادرند با ئفل هاي سودوموناس ه است.قرار گرفت
دي استیل فلورگلوسینول، سیدروفور، سیانید  -4،2تولید 

هیدروژن و آنزیم هاي پروتئاز مستقیما عوامل بیماریزاي 
دهند و همینطور با تولید  گیاهی را تحت تاثیر قرار

ه و یا القاي هورمون هاي گیاهی و تحریک رشد گیا
مقاومت در گیاه به طور غیر مستقیم بر عوامل بیماریزا 

و  ثکن). 2004، 1موثر باشند (ناگراج کومار و همکاران
از در کلمبیا و کانادا ) در تحقیقی 2006( ،2همکاران

 براي B. subtilisو   P. fluorescensهاي  باکتري
کنترل بیولوژیکی بیماري گال طوقه و ریشه انگور 

هاي  جدایهي  شناسایی اولیهآنان تفاده کردند. اس
Pseudomonas  قادر به کنترلAgrobacterium 

از طریق آنالیز استرمتیل اسیدهاي چرب و را  هاي بیماریزا
پس از  وانجام دادند مبنی بر استفاده از کربن  هاییآزمون

بر اساس  P. fluorescens هاي  شناسایی دقیقتر جدایه
 P. fluorescens 1100-6 نهایت در، rDNAوالی ت
که توانایی کردند معرفی  ، رااز گیاه سیبجدا شده  ،

روي  A. vitis توسط جلوگیري از تشکیل گال
Nicotiana giauca  در تحقیقی دیگر،  .را داشت
خاك در  Bacillusگونه هاي جداسازي و شناسایی 
هاي  و جدایه سیب صورت گرفتاطراف ریشه درخت 

EN63-1 وEN71-1 تولید آنتی بیوتیک، که قادر به 

                                                             
1- Nagarajkumar et al.  
2- Kenneth et al. 

روي محیط کشت  R. vitis و بازدارندگی از رشد
PDA 3و همکاران بودند، شناسایی شدند (بیچارد ،
 .Aاي دیگر ممانعت از رشد  همچنین در مطالعه ).1998

vitis  هاي جدایهتوسطP. fluorescens B4118 ،
P. fluorescens Q8r-96  وSeratia 

plymuthica کشت  محیط درPDA  گزارش گردید
در تحقیقی دیگر  ).2010، 4و همکاران یل(داندوریشیو

غیر  جدایهکنترل گال طوقه انگور از براي  ،ژاپن در
در این  استفاده شد. A. vitis VAR03-1بیماریزاي 

ابتدا به هاي انگور و نشاء گوجه فرنگی  قلمه بررسی
ت آغشته آنتاگونیسهاي  حاوي این باکتريسوسپانسیون 

. این کشت شدند، A. vitisدر خاك آلوده به و سپس 
غیر  جدایهاز در مورد استفاده  اولین گزارش

 .A کنترل گال طوقه ناشی از  براي  A. vitisبیماریزاي

vitis،A. rhizogenes   وA. tumefaciens  بود
مطالعه انجام شده ) 2008، 5و همکاران (کاواگوچی

انجام شده  تنها تحقیق )1392کرمی و همکاران (توسط 
در ایران در مورد بررسی امکان کنترل گال باکتریایی 

باشد که طی آن به هاي آنتاگونیست میانگور با باکتري
هاي انگور باغهاي خاکزي باکتري جداسازي و شناسایی

و بررسی اثرات آنتاگونیستی آنها روي در استان زنجان 
Rh. vitis اهمیت انگور  جه بهبا تو ه شده است.پرداخت

و از سوي دیگر، شیوع و خسارت زیاد گال باکتریایی در 
هاي  شناسایی باکترياستان قزوین، این تحقیق به منظور 

 بررسی اثر آنتاگونیستیو هاي انگور خاکزي باغ
این در ؟ریشه؟و؟عامل گال طوقه مهمترین آنها بر باکتري

   شد.؟استان انجام
  

  مواد و روش ها
فیت و  جدایه هاي باکتري هاي اپیجمع آوري 

از مناطق عمده پرورش  1391سال طی فصل رشد  ساپروفیت

                                                             
3  - Bechard et al. 
4- Dandurishivili et al. 
5- Kawaguchi et al.  
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انگور در استان قزوین نمونه هایی از ریشه و طوقه انگور همراه 
و  آلوده و سالم جمع آوريان درخت خاك اطراف يبا مقدار

 100براي جداسازي باکتري ها،  نتقل گردید.آزمایشگاه مبه 
در ارلن خاك یا قطعات ریز شده گیاهی ونه گرم از هر نم

 روي شیکر 20-ریخته شد و با مقداري آب و یک قطره تویین
و پس از  داده شدشستشو دقیقه  20به مدت  با حرکت ملایم
از محلول  ،دقیقه 10به مدت طور ثابت ها بهنگهداري نمونه

 nutrient agar] آگار غذایی رویی روي سه محیط کشت
(NA)]، سوکروز% 1داراي غذایی  آگار(NAS)   و

انجام مخطط کشت  [King’s B (KB)]ب -کینگ
پتري در هاي تشتکنگهداري  سه روزگردید. پس از 

به ها جدا و کلنی تک، سلسیوسدرجه  25با دماي  انکوباتور
 ).2001، 1(شاد و همکارانکشت داده شدند اي لکهصورت 

در استان قزوین از انگور که قبلا  Rh. vitis Beh1جدایه 
 انجام شده بودشناسایی و اثبات بیماریزایی آن جداسازي، 

، از کلکسیون گروه گیاهپزشکی دانشگاه )1390،(معرفت
از کلکسیون  P. fluorescens CHAOجدایه و زنجان 

باکتري شناسی مرکز تحقیقات گیاهپزشکی کشور اخذ 
  گردید. 

 .Rhبررسی اثر آنتاگونیستی جدایه ها روي 
vitis   

جدایه باکتریایی  210آوري شده، هاي جمعاز نمونه
برداري؛ ها براساس مناطق نمونهبه دست آمد. جدایه

خصوصیات مرفولوژیکی کلنی روي محیط کشت 
همچون اندازه، رنگ و تولید لعاب؛ و نیز بر اساس نتایج 
چند آزمون اولیه همچون گرم، اکسیداز و رشد بی 

جدایه براي بررسی  73هایت هوازي  گروه بندي و در ن
  انتخاب شدند. Rh. vitis Beh1اثر آنتاگونیستی روي  

   بررسی توانایی جدایه ها در تولید آنتی بیوتیک
- دکستروز-زمینیسیب محیط کشتدر این آزمون 

و براي   [potato dextrose agar (PDA)]آگار
انجام گردید. بدین صورت که ابتدا جدایه  جدایه 73همه 

ه و کشت داده شد PDAصورت لکه اي روي  به ها
درجه  24روز در دماي  6-2به مدت  پتريهاي تشتک

                                                             
1- Schaad et al.                              

با استفاده پس سدر انکوباتور نگهداري شدند.  سلسیوس
باکتري از روي محیط پاك گردید و از پنبه استریل 

 ماوراي بنفش اشعه دقیقه زیر 20تشتک پتري به مدت 
UV  قرار داده شد. سوسپانسیونی از Rh. vitis Beh1 

آن با دستگاه  OD600و  در آب مقطر استریل تهیه
حاوي (معادل  تنظیم گردید  0.01وفتومتر رويراسپکت

آن به طور میکرولیتر از  100و ) 7cfu/ml-106تقریبا 
این آزمون براي هر روي محیط پخش گردید. یکنواخت 

تشتک یک جدایه مورد آزمون در سه تکرار انجام شد و 
ه فاقد هرگونه باکتري آنتاگونیست بود به عنوان پتري ک

 25ها در دماي تشتک تیمار شاهد در نظر گرفته شد. 
نگهداري شدند و پس از دو تا سه روز  سلسیوسدرجه 

پوشیده  Rh. vitis شاهد کاملا توسطتشتک که سطح 
هاله بازدارندگی از رشد باکتري عامل بیماري، شد، 

آنتاگونیست، در سه تکرار هاي ایجاد شده توسط باکتري
، 2( چن و همکارانو میانگین گرفته شد گیري اندازه
2007 .(  

  سیدروفور ها در تولیدبررسی توانایی جدایه
براي این آزمون جدایه هاي سودوموناس روي 

، 100، 50، 25، 5حاوي غلظت هاي صفر،  KBمحیط 
 4) کشت و به مدت IIIمیکرومول کلرید آهن ( 1000

نگهداري سلسیوس درجه  25نکوباتور با دماي روز در ا
شدند. سپس کلنی ها با استفاده از پنبه استریل از سطح 

قرار داده  UVدقیقه زیر  20پاك و به مدت تشتک 
 .Beh1 Rh میکرولیتر از سوسپانسیون 100شدند. سپس 

vitis   در آب مقطر استریل باOD600 = 0.01  روي
براي هر جدایه د. طور یکنواخت پخش گردیمحیط  به

تشتک یک مورد آزمون سه تکرار درنظر گرفته شد و 
فاقد هرگونه باکتري آنتاگونیست و داراي همان غلظت 

ها تشتکاز آهن به عنوان تیمار شاهد در نظر گرفته شد. 
ساعت   48به مدت  سلسیوس؟درجه 25در دماي 

 Beh1 ي بازدارندگی از رشد نگهداري شدند. تولید هاله

                                                             
2- Chen et al.  
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Rh. vitis اندازه آن با افزایش غلظت کلرید  و کاهش
) به عنوان تولید سیدروفور ثبت گردید (ولر و IIIآهن (
  ).1983، 1کوك

  ها در تولید سیانید بررسی توانایی جدایه
 هیدروژن 

براي بررسی تولید سیانید هیدروژن ابتدا 
هاي ساعته هر یک از جدایه 24سوسپانسیونی از کشت 

میلی لیتر آب مقطر استریل تهیه و  سودوموناس در یک
میکرولیتر آن روي محیط آگار غذایی پخش  100

 ٪2گردید. سپس کاغذ صافی آغشته به معرف (شامل 
اسید پیکریک) در قسمت درب  ٪5کربنات سدیم و 

با نوار پارافیلم  تشتکقرار داده شد و درب  تشتک
مسدود گردید تا از خروج هر گونه متابولیت فرار و 

-تشتکي از جمله سیانید هیدروژن جلوگیري شود. گاز

 سلسیوسدرجه  27به صورت وارونه در دماي  هاي پتري
در انکوباتور به مدت یک هفته نگهداري شدند. تولید 
سیانید هیدروژن توسط باکتري با تغییر رنگ کاغذ صافی 

اي تیره، و آجري  اي روشن، قهوه از زرد به نارنجی، قهوه
، 2د (کاستریک و کاستریکمشخص و ثبت گردی

1983.(????  
  تولید پروتئاز بررسی توانایی جدایه ها در 

بررسی تولید آنزیم پروتئاز با استفاده از محیط کشت 
skim milk agar (SMA)  .هر صورت گرفت

اي روي محیط مذکور کشت جدایه به صورت لکه
ساعت در انکوباتور با  48به مدت ها تشتکگردید و 

تشکیل هاله نگهداري شدند.  سلسیوسرجه د 27 دماي 
شفاف در اطراف کلنی باکتري به عنوان نشانه فعالیت 

  ). 2002?،3و همکاران  پروتئاز ثبت گردید (چانتاواناکول
 Pseudomonasهايشناسایی جدایه

fluorescens     ژن دارايPhID    
  PhI2bو  PhI2aهاي اختصاصیاز آغازگر

                                                             
1- Weller & Cook 
2- Castric & Castric 
3- Chantawannakul et al. 

 Pseudomonasهايدایهشناسایی جبراي ) 1(جدول 

fluorescens    داراي  ژنPhID موثر در مسیر ،
، استفاده گردید (راج میکرز و DAPGبیوسنتز 
 P. fluorescens). از جدایه 1997، 4همکاران

CHAO .آماده سازي  به عنوان شاهد مثبت استفاده شد
DNA  ،به روش لیز قلیایی انجام شد. براي این منظور

ساعته هر جدایه روي  24از کشت  سوسپانسیون رقیقی
در آب مقطر  تهیه و سپس  (NA)محیط آگار غذایی 

 KOH )05/0میکرولیتر  100میکرولیتر آن با  20
) مخلوط گردید. نمونه ها پس از نگهداري در درصد

دقیقه، به مدت سه دقیقه با  9-6آب جوش به مدت 
دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند. لایه  12000سرعت 

- جدا و در لوله DNAرویی به عنوان نمونه حاوي  شفاف

نگهداري شدند  سلسیوسدرجه   - 20هاي دیگري در دماي 
 25تکثیر در حجم  .)1997 ،5(رید میکر و دي برون

میکرولیتر از مخلوط واکنش انجام شد شامل: یک 
 μM ،5/12 10با غلظت آغازگرها میکرولیتر از هر یک از 

 ,master mix (2×) (CinnaGenمیکرولیتر 

Tehran)  یک میکرولیتر از نمونه ،DNA   5/9و 
میکرولیتر آب مقطر استریل. برنامه سیکل حرارتی شامل 

 35، سلسیوس درجه 94 دماي در ثانیه 90واسرشت اولیه 
 53 دماي ثانیه در 30، سلسیوس درجه 94ثانیه در  35چرخه: 
ط و بس سلسیوسدرجه  72ثانیه در  45، سلسیوسدرجه 

بود  سلسیوسدرجه  72 دماي ثانیه در 30نهایی به مدت 
زنجیره اي پلیمراز  ). واکنش1977(راج میکرز و همکاران، 
 ,GeneAtlas-G02 (Astecدر دستگاه ترموسایکلر 

Japan)  انجام شد. محصولPCR  روي ژل آگاروز یک

                                                             
4- Raaijmakers et al.   
5- Rademaker & de Bruijn 
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94، بهار 1شماره  38گیاهپزشکی (مجله علمی کشاورزي)، جلد   

  *آغازگرهاي استفاده شده در تحقیق حاضر - 1جدول 
  از استفادههدف   منبع توالی نام

Bsub5F 
Bsub3R 
PhI2a 
PhI2b 
PM2 

PM7-26R 

5’-AAGTCGAGCGGACAGATGG-3’ 
5’-CAGTTTCCAATGACCCTCCC-3’ 

5’-GAGGACGTCGAAGACCACCA-3’ 
5’-ACCGCAGCATCGTGTATGAG-3’ 

5’-TGCGGCATGGGCGTGTGCCATTGCTGCCTGG-3’ 
5’-CGCTCTTGATCTGCAATTGCAGGCC-3’ 

واتیو و 
همکاران، 

2001  
ز و رراج میک

، همکاران
1977 

سورسل و 
همکاران، 

2007 

شناسایی اختصاصی جدایه هاي 
Bacillus subtilis 

 .Pهاي جدایهشناسایی 
fluoresence  نژداراي 

PhID  
 .Pهاي جدایهشناسایی 

fluoresence   ژن داراي
hcnABC 

  کره جنوبی ساخته شدند. Bioneer* کلیه آغازگرها توسط شرکت 
  

ولت الکتروفورز شد. ژل با محلول  80درصد با ولتاژ 
دقیقه  30میکروگرم در لیتر) به مدت  6/0ایتیدیوم بروماید (

دقیقه  10رنگ آمیزي و سپس با آب مقطر به مدت 
 Gel-Documentation دستگاه_بابري گردید و رنگ

  س برداري از ژل صورت گرفت.کع
 Pseudomonasهايشناسایی جدایه

fluorescens     ن ژدارايhcnABC     
  PM7-26Rو  PM2از آغازگرهاي اختصاصی 

 Pseudomonasهايشناسایی جدایه) براي 1(جدول 

fluorescens     ژن دارايhcnABC   استفاده گردید
 .P). از جدایه 2007، 1(سورسل و همکاران

fluorescens CHAO   شدبه عنوان شاهد استفاده .
ق آنچه که به روش لیز قلیایی و طب DNAآماده سازي 

-در جدایه PhIDدر مورد تهیه نمونه براي ردیابی ژن 

ذکر گردید انجام شد. تکثیر در   Pseudomonasهاي
میکرولیتر از مخلوط واکنش شامل: یک  25حجم 

 μM ،5/12 10میکرولیتر از هر آغازگر با غلظت 
 ,master mix (2×) (CinnaGenمیکرولیتر

Tehran) یک میکرولیتر از نمونه ،DNA  9.5و 
میکرولیتر آب مقطر استریل انجام شد. برنامه سیکل 

درجه  94دماي دقیقه در  2حرارتی شامل واسرشت اولیه 

                                                             
1- Svercel et al. 
 

، سلسیوسدرجه  94ثانیه در  30چرخه شامل  35، سلسیوس
 72ثانیه در  60و  سلسیوسدرجه  67 دماي ثانیه در 30

دقیقه در  10؛ و بسط نهایی به مدت سلسیوسدرجه  دماي 
). 2007بود (سورسل و همکاران،  سلسیوسرجه د 72

زنجیره اي پلیمراز در دستگاه ترموسایکلر  واکنش
GeneAtlas-G02 (Astec, Japan)  .انجام شد

آمیزي و  و رنگ PCR  محصولالکتروفورز 
مطابق آنچه در قسمت قبل ذکر ژل برداري از  عکس

  گردید، انجام شد. 
 شناسایی جدایه ها

هاي آزمایشگاهی فوق آزمون نوزده جدایه که در
را  Rh. vitis Beh1بیشترین اثر بازدارندگی از رشد 

داشتند براي شناسایی بیشتر انتخاب شدند. شناسایی 
هاي فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی لازم از ها با آزمونجدایه

جمله گرم (به روش حلالیت در پتاس سه درصد)، 
ازي، لهانیدن اکسیداز، تولید لوان، رشد هوازي و بی هو

سیب زمینی، احیاي نیترات، هیدرولیز نشاسته، هیدرولیز 
در فوق حساسیت ایجاد ژلاتین، تولید سولفید هیدروژن، 

، KBدر شمعدانی، تولید رنگدانه فلئورسنتی برگ 
لسیتیناز، تولید اسید از قندهاي مختلف و مصرف منابع 
کربوهیدراتی مختلف انجام شد (شاد و همکاران، 

2001(  .  
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...هاي انگور هاي خاکزي باغ شناسایی باکتري اسمعیلی و معرفت:  

 Bacillusهاي مشکوك به شناسایی جدایه
subtilis  با آغازگرهاي اختصاصی  

براي شناسایی دقیقتر جدایه هاي مشکوك به 
Bacillus subtilis  از جفت آغازگر

استفاده گردید   Bsub3Rو   Bsub5Fاختصاصی
 ).  1(جدول 

به روش لیز قلیایی و طبق آنچه  DNAآماده سازي 
در  PhIDونه براي ردیابی ژن که در مورد تهیه نم

انجام شد.  ،ذکر گردید  Pseudomonasهايجدایه
مخلوط واکنش عبارت بود از یک میکرولیتر از هر یک 

میکرولیتر از  5/12، (pmol/µl 10)از آغازگرها 
master mix (2×) (CinnaGen, Tehran)  و

که با آب مقطر استریل   DNAیک میکرولیتر از نمونه 
میکرولیتر رسانده شد و برنامه سیکل  25یی به حجم نها

 94دقیقه در  2اولیه  حرارتی عبارت بود از  واسرشت
درجه  95ثانیه در  30چرخه شامل  35؛ و سلسیوسدرجه 

 72دقیقه در  2و سلسیوس درجه  65دقیقه در  2، سلسیوس
) که در دستگاه 2001، 1(واتیو و همکارانسلسیوس درجه 

GeneAtlas-G02 (Astec, Japan)  .انجام گردید
آمیزي و  و رنگ PCR محصولالکتروفورز 

هاي قبل ذکر  مطابق آنچه در قسمتژل برداري از  عکس
  گردید، انجام شد. 

هاي آنتاگونیست بررسی اثر بازدارندگی جدایه
  هاي گیاهی روي برش Rh. vitisبر 

   Rh. vitisزا بودن جدایه براي اطمینان از بیماري
Beh1 شده از کلکسیون، ابتدا سوسپانسیون رقیقی ، اخذ

 ساعته این باکتري روي محیط آگار غذایی 24از کشت 

(NA) توتونماهه  . گیاهان یکتهیه گردید 
(Nicotiana tabacum) و گوجه

به عنوان محک  (Solanum lycopersicum)فرنگی
ها، آن پس از ایجاد خراش سطحی در ساقهاستفاده شد و 

 24به مدت  مایه زنیو محل گردید  یمایه زنباکتري 

                                                             
1. Wattiau et al. 

شده در  مایه زنیساعت با پلاستیک پوشانده شد. گیاهان 
روز از زمان  20تا  15گلخانه نگهداري شدند و پس از 

و  مایه زنیهاي کوچک در محل گالتشکیل ، مایه زنی
جداسازي مجدد باکتري از  گردید.بررسی اطراف آن 

شده با چند یه زنی ماها و مقایسه آن با باکتري  گال
، Pk12 ،PA8جدایه هاي  آزمون بیوشیمیایی انجام شد.

PE9 ،BI7  وBC4 هاي روي محیط کشت که در آزمون
نشان   Rh. vitis Beh1بیشترین اثر بازدارندگی را بر

و تاثیر آنها بر شدند انتخاب براي این آزمون دادند 
 روي قطعات تهیه شده از هویجباکتري عامل بیماري 
(Daucus carota)   و شلغم(Brassica rapa)  

-غده بررسی گردید.) 1958( 2روتشبه روش آرك و 

هاي هویج و شلغم ابتدا با آب شیر شستشو داده شدند و 
درصد  70پس از ضدعفونی با هیپوکلرید سدیم (محلول

دقیقه و بعد با اتانول  20درصد) به مدت  5از فرم تجاري 
مجدد با آب مقطر استریل  دقیقه، 2درصد به مدت  70

-آبکشی شدند. سپس در محیط استریل زیر هود برش

ها تهیه و در پتري هاي استریل تقسیم هایی از غده
 24از کشت  OD600= 0.1گردید. سوسپانسیونی با  

میکرولیتر از آن  100هاي آنتاگونیست تهیه وساعته جدایه
 24روي تکه هاي هویج و شلغم پخش گردید. بعد از 

 .Rh  میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري 100ساعت، 

vitis Beh1   باOD600 = 0.01  روي تکه هاي هویج
و شلغم پخش گردید. قطعات گیاهی تلقیح شده با جدایه 

Rh. vitis Beh1 مثبت و  به تنهایی، به عنوان شاهد
قطعات تلقیح شده با آب مقطر استریل به عنوان شاهد 

به منظور تامین رطوبت، . نددر نظر گرفته شدمنفی 
-اضافه شد به تشتکمقداري آب مقطر استریل به هر 

طوري که حداکثر تا نیمه هر برش گیاهی در آب قرار 
در انکوباتور با  روز 10-15به مدت  هاتشتکگیرد. 
آزمون در . نگهداري شدند سلسیوسدرجه  24دماي 

قالب طرح کاملا تصادفی با چهار تکرار انجام شد و 

                                                             
2- Ark & Schroth   
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94، بهار 1شماره  38گیاهپزشکی (مجله علمی کشاورزي)، جلد   

صفت مورد آزمایش تاثیر هر جدایه باکتري آنتاگونیست 
 Rh. vitisهاي تشکیل شده توسط  بر تعداد و اندازه گال

Beh1 هاي هویج و شلغم بود. روي تکه    
  

  نتایج
هاي جمع آوري شده از ریشه و طوقه انگور ونهاز نم

 210در باغهاي مناطق مختلف استان قزوین در مجموع 
و  NA ،PDAهاي کشت جدایه باکتریایی روي محیط

KB بندي بر اساس منطقه بدست آمد که پس از گروه
روي محیط  کلنیجداسازي، خصوصیات مرفولوژیکی 

، اکسیداز کشت و نتایج چند آزمون کلیدي همچون گرم
جدایه براي بررسی اثر  73و رشد هوازي یا بی هوازي، 

نوزده انتخاب شدند.  Rh. vitis Beh1آنتاگونیستی بر
جدایه که بیشترین اثر بازدارندگی از رشد باکتري عامل 

هاي بیماري را نشان دادند براي شناسایی بیشتر با آزمون
آن به  فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی انتخاب شدند که نتایج

  :بودشرح زیر 
هاي گرم مثبت که نتایج گروه اول، باکتري

رشد  هاي فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی آنها همچونآزمون
درصد  7، رشد در حضور سلسیوسدرجه  45 دماي در

هیدرولیز نشاسته؛ و تولید اسید از آرابینوز و نمک طعام، 
 باکتري  براي ذکر شدهبا خصوصیات مانیتول 

Bacillus subtilis  ،2001در منابع (شاد و همکاران (
و  Bsub 5Fمطابقت داشت. همچنین آغازگرهاي  

Bsub 3R،  مورد استفاده براي شناسایی اختصاصیB. 

subtilis ، 595 قطعه دي ان اي به اندازهتوانستند یک 
از ژنوم اعضاي این گروه تکثیر نمایند (شکل جفت باز 

به عنوان نماینده این  BC4و  BL3 ،BI7هاي  جدایه). 1
هاي این گروه توانایی جدایهها درنظر گرفته شدند.  جدایه

 Rh. vitisدر تولید آنتی بیوتیک و اثر بازدارندگی بر

Beh1  ها مثل متفاوت بود. بعضی جدایهBC4  وBI7 

قادر    BL3بیوتیک و بعضی مثل جدایه قادر به تولید آنتی
  ).2به تولید آن نبودند (جدول 

نتایج براساس هاي گرم مثبتی که وه دوم، باکتريگر

 Bacillusهاي فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی به عنوان آزمون

sp.  آغازگرهاي شناسایی شدند وBsub 5F وBsub 

3R  تکثیر ننمودند. را ها از ژنوم این جدایه ايقطعههیچ
 Rh. vitis Beh1اثر بازدارندگی قابل توجهی برچون 

 اسایی بیشتر آنها خودداري شد.نداشتند، از شن

  
 Bacillus subtilis هاي شناسایی جدایه - 1شکل 

آغازگرهاي  باقزوین  هاي انگور استان خاك باغشده از  جدا
   Bsub3Rو  Bsub5Fاختصاصی 

M: Marker (1kb DNA ladder, Gene ruler), 1: B. 
subtilis BI7, 2: B. subtilis BC4, 3: B. subtilis BL3 

  
، هوازي، اکسیداز هاي گرم منفیوه سوم، باکتريگر

آرجنین هاي کاتالاز و  مثبت، قادر به تولید آنزیم
در لهانیدن ورقه هاي سیب زمینی و ناتوان دهیدرولاز، 

رنگدانه  ایجاد فوق حساسیت در شمعدانی و نیز قادر به تولید
ه گروه بودند که بر این اساس ب KBفلئورسنت در محیط 

هاي فلئورسنت تعلق داشتند. برخی از آنها سودوموناس
علاوه قادر به تولید لوان و آنزیم لیستیناز و هیدرولیز  به

 .Pلذا  ژلاتین بودند اما نیترات را احیاء نکردند

fluorescens biov. I   ،شناسایی شدند (شاد و همکاران
به عنوان نماینده   PL16و  PA8 ،PE9 هاي جدایه) و 2001

هاي دیگري از این  . جدایهنددر نظرگرفته شد ها این جدایه
گروه که قادر به تولید لسیتیناز و هیدرولیز ژلاتین بودند اما 

 .Pتولید لوان و احیاي نیترات آنها منفی بود با 

fluorescens biov. III  مطابقت داشتند (شاد و
به عنوان نماینده این  PB8) و جدایه 2001همکاران، 

ها  فته شد.  به علاوه برخی جدایهها در نظر گر جدایه
نیترات را احیا و ژلاتین را هیدرولیز کردند و قادر به تولید 

دهیدرولاز  هاي لیستیناز، کاتالاز و آرجنین لوان و آنزیم
 P. fluorescens biov. IVبودند که از این نظر به 

   M               1                2                  3  
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...هاي انگور هاي خاکزي باغ شناسایی باکتري اسمعیلی و معرفت:  

   Rhizobium vitisقزوین و بعضی خواص آنتاگونیستی آنها علیه هاي خاکزي جدا شده از باغ هاي انگور استان  مهمترین باکتري - 2جدول 
تولید 

بیوتی آنتی
 ك

  تولید
سیدروفو

  ر

  تولید
  پروتئاز

تولید 
سیانید   
  هیدروژن

 جدایه
 باکتري

شناسه 
 جدایه

- (0)* -  -  -  Bacillus subtilis BL3 
+ (3.2) -  -  -  Bacillus subtilis BI7 
+ (2.6) -  -  -  Bacillus subtilis BC4 
+ (2.6) +  +  +  P. fluorescens biov.I PA8 
+ (1.7) -  +  +  P. fluorescens biov.III PB8 
+ (2.9) +  +  +  P. fluorescens biov.IV PB6 
+ (3.6) -  +  +  P. fluorescens biov.I PE9 
+ (2.3) -  +  +  P. fluorescens biov.IV PK12 

+ (1.5) -  +  +  P. fluorescens biov.I PL16 

  می باشد. PDAدر محیط  Rh. vitisرشد قطر هاله بازدارندگی از متر و میانگین سه تکرار مربوط به  عدد داخل پرانتز بر حسب سانتی- *
  

هاي  ) و جدایه2001شباهت داشتند (شاد و همکاران، 
PK12  وPB6 ها انتخاب  به عنوان نماینده این جدایه

ه عنوان هاي شناخته شده ب گردیدند. همه جدایه
 P. fluorescensاز باکتري  IVو  I ،IIIهاي  بیووار

 Rh. vitis Beh1از رشد  PDAروي محیط کشت 
توجهی جلوگیري کردند، همچنین نتیجه  طور قابل به

آزمون تولید پروتئاز و تولید سیانید هیدروژن براي آنها مثبت 
). اما در بررسی تولید سیدروفور در محیط 2بود (جدول 

KBیج متفاوتی را نشان دادند. به طوریکه برخی از ، نتا
 Rh. vitisها هیچگونه هاله بازدارندگی از رشد  جدایه

Beh1  را ایجاد نکردند و  اندازه هاله بوجود آمده توسط
در محیط تغییري  (III)بعضی با افزایش غلظت کلرید آهن 

که بیانگر تولید ماده بازدارنده دیگري همچون نشان نداد 
 Rh. vitisبود. اما هاله بازدارندگی از رشد یوتیکها ب آنتی

Beh1  ایجاد شده توسط دو جدایهPA8  وPB6 به ترتیب ،
 P. fluorescensو   P. fluorescens biov. Iمتعلق به 

biov. IVغلظت کلرید آهن  ، با افزایش(III) ، در هر سه
طور چشمگیري کاهش نشان داد که می تواند دلیلی  بهتکرار 

  ؟).2تولید سیدروفور توسط این دو جدایه باشد (جدول بر 
هاي خصوصیات تعداد کمی از سودوموناس

فلئورسنت از جمله اکسیداز مثبت و تولید آنزیم آرجنین 

دهیدرولاز و عدم توانایی آنها در احیاء نیترات، تولید 
لوان، تولید لیستیناز، ایجاد فوق حساسیت در شمعدانی و 

سیب زمینی با خصوصیات ذکر شده لهانیدن ورقه هاي 
همخوانی داشت (شاد و همکاران،  P. putidaبراي 
ها  کدام از آزمون ) اما هیچیک از آنها در هیچ2001

  زا جلوگیري کنند. نتوانستند از رشد باکتري بیماري
  

 Pseudomonasهاي شناسایی جدایه
fluorescens    ژن ، دارايPhID    
توانستند دي ان اي  PhI2bو    PhI2aآغازگرهاي

 PK12 ،PA8جفت باز از ژنوم جدایه هاي  745با اندازه 
،PE9  و همچنین جدایهP. fluorescens CHAO ،

 ).2شاهد مثبت، تکثیر نمایند (شکل 
 

 
  Pseudomonas fluorescensهاي  شناسایی جدایه - 2شکل 

هاي انگور در استان  ، جدا شده از خاك باغ PhIDداراي ژن 
   PhI2bو  PhI2aهاي استفاده از آغازگر ن با قزوی

M: Marker (1kb DNA ladder, Gene ruler), C: P. 
fluorescens CHAO (the positive control), 1: P. 
fluorescens PK12,          2: P. fluorescens PE9, 3: P. 
fluorescens PA8, NC: negative control (no DNA) 

M         C         1           2         3         NC 

700bp 
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 Pseudomonasيهاشناسایی جدایه
fluorescens    ژن ، دارايhcnABC    
توانستند دي ان   PM7-26Rو  PM2آغازگرهاي 
جفت باز از ژنوم جدایه هاي  570اي با اندازه 

PK12،PA8  ،PE9  و همچنین جدایهP. fluorescens 

CHAO   3تکثیر نمایند (شکل .( 
 

  
  Pseudomonas fluorescensهاي  شناسایی جدایه - 3شکل 

هاي انگور در استان  ، جدا شده از خاك باغhcnABCداراي ژن 
    PM7-26Rو  PM2هاي  قزوین با استفاده از آغازگر

1: P. fluorescens PK12, 2: P. fluorescens PE9, 3: 
P. fluorescens CHAO (the positive control), 4: 
P. fluorescens PA8, 5: negative control (no 
DNA), 6: Bacillus sp., M: Marker (1kb DNA 
ladder, Gene ruler)      

  
هاي آنتاگونیست بررسی اثر بازدارندگی جدایه

  هاي گیاهی روي برش Rh. vitisبر 
با تشکیل   Rh. vitis Beh1زا بودن بیماري

پس از هاي کوچکی در ساقه توتون و گوجه فرنگی  گال
مجدد آن از  و جداسازي) 4(شکل دوهفته از زمان تلقیح 

-اثر بازدارندگی جدایهها به اثبات رسید. در آزمون  گال

هر یک از ،   Rh. vitis Beh1هاي آنتاگونیست بر
توانستند از  BC4 و Pk12 ،PA8 ،PE9 ،BI7 هاي جدایه

هویج و شلغم در همه  هايروي برش گال تشکیل
تکرارها جلوگیري کنند در حالیکه در تیمارهاي شاهد 

هاي مختلف مشاهده گردید. به  دد با اندازههاي متع گال
 P. fluorescensعنوان نمونه، نتایج مربوط به تاثیر

biov. IV (PK12)  بر جلوگیري از تشکیل گال توسط 

Rh. vitis Beh1  هاي هویج و شلغم در  روي برش
  نشان داده شده است. 5شکل 

   
 ب     الف                                              

هاي تشکیل شده در ساقه گیاهان تلقیح شده با  گال -4شکل 
Rhizobium vitis Beh1:توتون، ب: گوجه فرنگی ، الف  

 

   
  الف

   
  ب

    
  پ

 برآنتاگونیست هاي  باکتريبررسی اثر  - 5شکل 
Rhizobium vitis Beh1  هاي هویج و شلغم.  برشروي

 Rh. vitis تلقیح شده با و شلغم هویج هاي الف: برش
Beh1 هاي هویج و شلغم تلقیح  برشب:  ،)مثبت (شاهد

 هاي برششده با آب مقطر استریل (شاهد منفی)، پ: 
 .Pو Rh. vitis Beh1تلقیح شده با  و هویج شلغم

fluorescens biov. IV (PK12)    
  

500bp 

١        ٢        ٣        ٤        ٥       ٦          M           
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  بحث
 این تحقیق که براي اولین بار در استان قزوینطی 

ي عامل گال ریشه و امکان کنترل باکترجهت بررسی 
انجام شد، طوقه انگور توسط باکتري هاي خاکزي 

عمدتا متعلق به تنوعی هاي م باکتريمشخص گردید که 
 و .fluorescens P  از باکتري I ،III ،IVبیوارهاي 

به طور پراکنده در باغ هاي انگور استان  B. subtilisنیز
قزوین وجود دارند که قادرند از رشد باکتري عامل 

چند گزارش هاي متعددي یماري جلوگیري نمایند. هرب
ها علیه سایر عوامل  در خصوص استفاده از این باکتري

 از آنها بیماریزا وجود دارد اما گزارش در مورد استفاده
علیه باکتري عامل سرطان ریشه و طوقه انگور زیاد نیست 

بر اساس نتایج مطالعه گردد. و به چند گزارش محدود می
هاي آنتاگونیست متعلق به دو جنس  باکتريحاضر، 

سودوموناس و باسیلوس شناسایی شدند. اما ممکن است 
یافت شوند ها نیز  جنسسایر تعلق به مهاي دیگري  باکتري

که توانایی بازدارندگی از رشد باکتري عامل بیماري را 
 1چن و همکاران داشته باشند. براي مثال در بررسی

 Enterobacterاز  اي ) جدایه2007(

agglomerans   آلوده به  باغ انگوراز A. vitis 
 A. vitisجداسازي شد که علاوه بر ممانعت از رشد 

هاي دیگر این باکتري از جمله  توانست از فعالیت گونه
A. tumefacines  وA. rhizogenes  در شرایط

اثر  آزمایشگاهی و شرایط مزرعه جلوگیري کند.
می  Rh. vitisنتاگونیست بر هاي آ بازدارندگی باکتري

تواند به سه صورت اثر بر جمعیت این باکتري، تعداد 
سلول گیاهی ترانسفرم شده توسط آن و یا میزان رشد و 

هاي ترانسفرم شده نمایان شود  اندازه گال ناشی از سلول
گیري جمعیت  و براي بررسی این سه اثر، به ترتیب اندازه

هاي تشکیل شده در  گالباکتري بیماریزا، شمارش تعداد 
محل تلقیح و مساحت معینی از اطراف آن و اندازه گیري 

هایی با  میزان رشد گال تشکیل شده با استفاده از دیسک

                                                             
1- Chen et al. 

مساحت معین، عکسبرداري دقیق و آنالیز کامپیوتري 
و  ثکنهاي گرفته شده می تواند انجام پذیرد ( عکس

د در تحقیق حاضر، مشخص گردی. ) 2006، 2همکاران
هاي انتخاب شده با قدرت زیاد و با بیشتر از  که جدایه

یک مکانیسم قادرند از رشد باکتري عامل بیماري در 
هاي کشت جلوگیري نمایند لذا تاثیر منفی آنها بر  محیط

حدودي مشخص بود.  جمعیت باکتري عامل بیماري تا
هاي ناشی از  بنابراین تاثیر آنها روي تعداد و اندازه گال

هاي گیاهی بررسی گردید.  روي بافتبیماریزا  باکتري
نتیجه این بررسی یعنی ممانعت کامل از تشکیل گال 

هاي آنتاگونیست، با نتایج  روي بافت گیاهی توسط جدایه
 و همکاران ثکن) و 2006( 3بدست آمده توسط خلایف

 4داندوریشیولی و همکاران همخوانی داشت.) 2006(
-Bو   Q8RLهاي  ه) نیز گزارش کردند جدای2010(

 يطور چشمگیر به   P. fluorescensاز باکتري 4117
 .Aهاي گال ایجاد شده توسط  باعث کاهش حجم توده

vitis  .در تحقیق حاضردر گوجه فرنگی شدند، 
بررسی اثر هاي  زمونآهماهنگی کاملی بین نتایج 

هاي کشت و روي  هاي آنتاگونیستی در محیط باکتري
 .Pهایی از  طوري که جدایه شد به هاي گیاهی دیده بافت

fluorescens   وB. subtilis  هاي  در محیطکه
 .Rhبا چند مکانیسم و با قدرت بیشتر از رشد کشت 

vitis هاي  از تشکیل گال روي تکه ،جلوگیري کردند
هاي  جلوگیري کردند. تنوع در مکانیزمهویج و شلغم 

تولید هاي شناسایی شده، اعم از  آنتاگونیستی باکتري
بیوتیک، سیدروفور، سیانید هیدروژن و آنزیم  آنتی

پروتئاز نقطه قوتی براي استفاده از آنها به عنوان عوامل 
گردد. در ادامه این تحقیق بررسی بیوکنترل محسوب می

عامل بیماري، باکتري  برهاي آنتاگونیست  تاثیر باکتري
 .اي در حال انجام است در شرایط گلخانهروي انگور 

                                                             
2- Kenneth et al. 
3- Khlaif 
4  - Dandurishivili et al. 
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