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  چکيده
. ايـن  اسـت جمله ايران از ي مختلف ها ي انگور در کشورها  ترين بيماري يکي از مهم Rhizobium vitisبيماري سرطان ريشه و طوقه ناشي از 

ي ايـن  هـا   نمايد. در برخي مطالعات بررسي امکان کنتـرل اسـترين    ميتان زنجان سالانه خسارت قابل توجهي به درختان انگور وارد اس در بيماري
ي انگـور در  هـا   ي خاکزي باغها  باکتري ي خاکزي آنتاگونيست نتايج مطلوبي را به همراه داشته است. در اين بررسيها  باکتري با استفاده از باکتري

درختان انگور و خـاک  ريشه در سطح استان از ناحيه  ،بدين منظور د.يبررسي گرد Rh. vitisعليه  ها ثر بازدارندگي برخي از آنو اجداسازي  استان
جدايـه بـراي    ٢٠٠ هـا  و از بـين آن  بندي ايي گروهيممرفولوژيکي و بيوشي های ويژگياساس  بر ی حاصلها  جدايهها نمونه برداری شد.  نآ اطراف

زان ميکردند. سيزده جدايه با بيشترين  Rh. vitisله بازدارندگي عليه ها پنجاه جدايه در آزمون کشت متقابل توليدشد.  انتخابآنتاگونيستي لعات مطا
ونيسـت  ي آنتاگهـا   بـاکتري  ،ائيميي فيزيولوژيکي و بيوشيها  آزمونج ياساس نتا برکشت متقابل براي مراحل بعدي انتخاب گرديد.  بازدارندگي در
در همچنين  بودند. .Bacillus sp و .Pseudomonas fluorescens، P. putida  ،Bacillus subtilis ،Pseudomonas spسه و پنج  ،ي يکها متعلق به بيوار

ت جدايه بر کاهش هف تأثير سودوموناس به اثبات رسيد.پنج استرين ژن در  اين وجود، ژن موثر در سنتز سيانيد هيدروژن، hcnABCي ها  رديابي ژن
و نيـز   P. fluorescensي سه و پنج بـاکتري  ها دو جدايه متعلق به بيوار که شد، زا در محيط خاک در شرايط گلخانه بررسي جمعيت باکتري بيماري

   در خاک شدند. Rh. vitis، سبب کاهش جمعيت شاهدداري نسبت به  با اختلاف معني B. subtilis از جدايهيک 
  . Bacillus ،Pseudomonas ،Rhizobium،کنترل بيولوژيکي انگور، ،سرطان طوقه دي:ي كليها   واژه
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Abstract 
Crown and root gall caused by Rhizobium vitis, is one of the most important diseases of grapevine worldwide. In Iran٫ the disease has 

been reported in different areas such as Zanjan province. Despite the importance of the disease in the orchards٫ there is no an effective 
control measure for the disease. In this study the most important soil-inhabiting bacteria from vineyards in Zanjan province were isolated and 
were identified. Antagonistic effects of some isolates were investigated against the pathogen. For this mean٫ samples were collected from 
grapevine roots with surrounding soil in vineyards in different areas of the province. Based on morphological٫ physiological and biochemical 
characteristics٫ 200 isolates were selected and their inhibitory effects were investigated on the pathogen in vitro for antibiotic production. 
Fifty isolates with the most inhibitory-effect in the tests were identified to genus and species levels. Some isolates identified as Pseudomonas 
spp. were further studied for the hcnABC gene. Biochemical tests identified representatives as Pseudomonas fluorescens biovare I٫ III and V٫ 
P. putida٫ Basillus subtilis٫ Pseudomonas sp.٫ and Bacillus sp. Identified Pseudomonads showed significant inhibitory effect on R. vitis on 
King-B medium also via HCN production. In the PCR٫ hcnABC gene was amplified from five Pseudomonas strains. Indeed, seven strains 
with the most inhibitory-effect in vitro were selected across identified Pseudomonas and Bacillus strains and their antagonistic effect on the 
pathogen population was studied in the soil environment. Based on the results, all tested bacteria showed significant inhibitory effect on the 
pathogen population. However٫ Pseudomonas fluorescens bv. V, III and Bacillus subtilis were more effective. 
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٢  عليه ...ها   در استان زنجان و بررسي اثر بازدارندگي آن هاي انگور  خاکزي باغ هاي  شناسائي باکتريو همكاران:   كرمي

  مقدمه
ــاري  ــه و ريشــه انگــور  بيم ــل آن ســرطان طوق ــه عام ک

Rhizobium vitis (syn: Agrobacterium vitis) يکـي از   باشد، مي
آيد. بـاکتري عامـل     ميشمار ه بي اين گياه ها  ترين بيماري مهم

 ،به طوقه و ريشه حملـه کـرده   بيماري خاکزي است و معمولاً
گردد. ايـن بيمـاري اولـين بـار در سـال       ميسبب تشکيل گال 

ــا  ١٩٧٠ ــپس و Tzvi and Citovsky, 2003)(از آمريک از  س
از اين بيماري ده است. در ايران ي مختلف گزارش شها کشور

کنون روش قطعـي بـراي    تاو انگور است   ميي قديها  بيماري
کنترل بيولوژيکي  .کنترل اين بيماري در انگور ذکر نشده است

ي درختان ها  جمله جدايهاز ي ديگر باکتري عامل گال ها  گونه
با موفقيت همراه  K84 Rh. radiobacterجدايه دار با  هسته ميوه

. اين جدايه مفيد با توليد (Tzvi and Citovsky, 2003) بوده است
زا  ي بيمـاري هـا   باعث مـرگ جدايـه   Agrocin 84آنتي بيوتيک 

ي هــا ســاير بــاکترياز گــردد. در مــورد نقــش و اسـتفاده   مـي 
 يهــا ي متعلــق بــه جــنسهــا جملــه بــاکترياز آنتاگونيســت 
Pseudomonas  وBacillus    ًدر  براي کنتـرل بيمـاري خصوصـا

ــه ک  ــور مطالع ــيانگ ــت    م ــه اس ــورت گرفت ــا. ص ــون  ت   کن
ــأثير ــاکتر ت ــا ريزوب ــه ــروه ه ي آنتاگونيســت ب خصــوص از گ

ي فلورسنت و باسيلوس در کنتـرل بسـياري از   ها سودوموناس
و  ي قـارچي و باکتريـايي بـه اثبـات رسـيده اسـت      ها بيماري

ي موجود در ناحيه ريزوسفر ها باکتريمشخص شده است که 
توليـد  قادرند با  ي فلورسنتها گروه سودوموناساز  خصوصاً

ي هـا   سـيانيد هيـدروژن و آنـزيم    ،سـيدروفور  ،آنتي بيوتيـک 
ــاز   ــلولاز و پروتئ ــتقيماًس ــاهي را   مس ــاريزاي گي ــل بيم   عوام

ي گيـاهي و  هـا  هورمـون قرار دهند و يـا بـا توليـد     تأثيرمورد 
بـه طـور غيـر     القاي مقاومت در گيـاه و يا  تحريک رشد گياه

 ;Kloepper et al. 1986( يم بر عوامل بيماريزا موثر باشـند مستق

.Lemanceau, 1992; Nagarajkumar et al. 2004; Romaneko and 

Alimov, 2000 .(  
ي ها ي خاکزي باغها باکتريبراي شناسايي  مطالعه حاضر

اثـر آنتاگونيسـتي برخـي از     و بررسـي  انگور در استان زنجان

  .ل ريشه و طوقه انگور انجام شدباکتري عامل گاعليه  ها آن
 

  روش بررسي
 ـزا اثبات بيماري جداسازي و  در Rh. vitis: بـاکتري  يي

جريان زير گالنواحي داراي  ،هاي هوايي اندامهاي   مورد نمونه
 ، سـپس دقيقه شستشوي سطحي گرديد ١٠م آب به مدت يملا
خرد گرديد.  سترونهاي جوان با استفاده از قيچي باغباني  گال
هاي جوان پس از جداسازي از بافت ريشه و يا سـاقه در   گال

له شده و چنـدين قطـره آب مقطـر     هاون استريل کاملاً   داخل
 ١٥ها اضافه شد. سوسپانسيون حاصل بـه مـدت    به آن سترون

دقيقه نگهداري شـده و سـپس يـک لـوپ از آن روي محـيط      
ــه  King’s B و PDA+CaCO3،Nutrient agar (NA)کشــت  ب

کشـت شـده در    ظروف پتريط کشت داده شد. صورت مخط
هـاي    گراد نگهداري شـدند. تـک کلنـي    درجه سانتي ٢٣ دماي

انتخاب و روي  هاي مختلف  مرواريدي رشد يافته روي محيط
براي شناسـايي   لکه گذاري شدند. در نهايت NAمحيط کشت 

ــاکتري کلنــي    NAروي محــيط  رشــد کــردههــا   اختصاصــي ب
  لکـه گـذاري شـدند     Roy & Sasserروي محـيط اختصاصـي  

(Schaad et al., 2001). 

اپيفيـت و   يهـا  نمونه بـرداري و جداسـازي بـاکتري   
هـاي انگـور در منـاطق      از بـاغ  ١٣٨٨در تابسـتان  : ساپروفيت

ــدره (  ــع در  ٢٠مختلــف اســتان زنجــان شــامل خرم ــاغ واق ب
صـائين   ،باغ) ٨ابهر ( ،هاي سوکهريزک و رحمت آباد) روستا
هاي ايجرود،  شهرستان و از )باغ ٨جاده بيجار ( ،باغ) ٦قلعه (

ــزل اوزن  ــراف رود ق ــب، در اط ــان ( و حل ــاغ) ١٠ماهنش  و ب
 ٦هاي مناطق شمالي استان شامل روستاي تهم وهمـايون (   باغ

ي درختان سالم و آلوده و   از خاک اطراف ريشهبازديد و  باغ)
 ديد.هاي هوايي داراي علائم گال وتورم نمونه برداري گر اندام

ضـمن   ي مجزا قـرار گرفتـه و  ها  هاي خاک در پلاستيک  نمونه
 شناسي گروه گيـاه  درج کامل مشخصات به آزمايشگاه باکتري

ــراي جداســازي   ــد. ب پزشــکي دانشــگاه زنجــان منتقــل گردي
ليتـر آب   ميلـي  ٢٥٠گرم از هر نمونـه در   ٢٥ها حدود  باکتري
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شـد. از  داده تکان دقيقه  ١٥روي شيکر به مدت  سترونمقطر 
 ١٠٠تهيـه گرديـد و    ١٠-٥سوسپانسيون حاصل سري رقت تا 

داراي  NA  ،NAهاي غـذائي  ميکروليتر از هر رقت روي محيط
در   پتـري ظروف کشت داده شد. King’s B و PDA % گلوکز،١

روز  مـدت چهـار   بـه سلسـيوس  درجه  ٢٥انکوباتور با دماي 
 هـاي رشـد   پتري بـاکتري  ظرفنگهداري گرديد. سپس از هر 

کرده با خصوصـيات مورفولوژيـک متفـاوت انتخـاب و روي     
 . (Cooksey and Moore, 1979)خالص سازي شـدند   NAمحيط

از مغـان کـه قـبلاً     شـده  جـدا  Beh1جدايـه   Rh. vitis باکتري
از کلکسـيون   ،آن انجام شده بود زائي ثبات بيماريشناسايي و ا

 از  Rh. tumefaciensدانشــگاه زنجــان و گـروه گيــاه پزشــکي 
تحقيقـات گيـاه    موسسـه کلکسيون آزمايشگاه باکتري شناسي 

  گرديد. پزشکي کشور اخذ
در  Rh. vitisروي  هـا   بررسي اثـر آنتاگونيسـتي جدايـه   

 های ويژگيهاي جدا شده بر اساس  باکتري: شرايط آزمايشگاه
ــون  ــي و آزمــ ــک کلنــ ــيميائي  مورفولوژيــ ــاي بيوشــ   هــ

(Schaad et al. 2001)  جدايـه   ٢٠٠هـا   آن گروه بندي و از بـين
 براي بررسي اثرات آنتاگونيستي انتخاب شدند. 

ايـن  ها در توليد آنتـي بيوتيـک:     بررسي توانايي جدايه
انجام گرديد. بدين صورت که  PDAآزمون روي محيط کشت 

اي روي  بصـورت لکـه   هاي اپيفيـت و سـاپروفيت    جدايه ابتدا
 بـر هـاي پتـري     تشـتک سـپس   .ندکشت داده شدPDA محيط 

روز در دمـاي   ٦تا  ٢مدت ه هاي مختلف ب اساس نوع باکتري
آن  در انکوباتور نگهداري شدند. پـس از  سلسيوسدرجه  ٢٤

 ـتشتک پتري  روي محيط پاک شده و باکتري از  ٢٠مـدت  ه ب
  Rh. vitisاز يقرار داده شد. سپس سوسپانسـيون  UVدقيقه زير 

دســتگاه   بــا  آن ODو  در آب مقطــر اســتريل تهيــه شــد   
ــد و :٠١/٠OD600کتوفتومتر روي اســپ ــزان  تنظــيم گردي ــه مي ب

µlــيون ١٠٠٠ ــه  از سوسپانس ــا ميل ــافه و ب ــيط اض اي  روي مح
پخش گرديد. يک پتري که  اي سرخم روي محيط کاملاً شيشه

عنوان تيمار شاهد در ه فاقد هر گونه باکتري آنتاگونيست بود ب
دت به م سلسيوسدرجه  ٢٥ها در دماي   پتري نظر گرفته شد.

ساعت نگهداري شدند. پـس از دو روز کـه سـطح پتـري      ٤٨
پوشيده شده بود، اقدام بـه انـدازه     Rh. vitisشاهد کاملاً توسط

و باکتري آنتاگونيست  Rh. vitisهاله ايجاد شده بين    قطر گيري
  .(Chen et al. 2007)شد 

با توجه به نقش پروتئاز به عنوان يکـي از  توليد پروتئاز: 
اي کنترل زيستي، بررسي توليد اين آنزيم با استفاده ه  مکانيسم

صــورت گرفــت.  skim milk agar (SMA) از محــيط کشــت
  اي کشـت   هاي حاوي محيط کشـت بـه صـورت نقطـه      تشتک

ــاي و در ــه  ٢٧ دم ــيوسدرج ــدت   سلس ــه م ــاعت  ٢٤ب   س
ــکيل  ــدند. تش ــداري ش ــه    نگه ــفافهال ــي  ش ــراف کلن   در اط

ــاکتري ــوان  ب ــه عن ــت پ  ب ــانه فعالي ــاز نش ــد روتئ ــت گردي   ثب
(Chantawannakul et al. 2002).   

بـراي بررسـي توليـد سـيانيد     توليد سـيانيد هيـدروژن:   
 ستفاده گرديد.ا  Castric and Castric (1983)هيدروژن از روش

ها بـه   ساعته هر يک از باکتري ٢٤ابتدا سوسپانسيون از کشت 
 ١٠٠ليتر آب مقطر سـترون تهيـه و    طور جداگانه در يک ميلي

سـپس   پخـش شـد   NAروي محيط کشت يکميکروليتر از هر 
٪ ٥کربنـات سـديم و   ٪ ٢کاغذ صافي آغشته به معرف (شامل 

اسيد پيکريک) در قسمت درب پتـري قـرار داده شـد و درب    
تـا از خـروج هـر گونـه      پتري با نوار پارافيلم مسدود گرديـد 

متابوليت فـرار از جملـه سـيانيد هيـدروژن جلـوگيري شـود.       
در  سلسـيوس درجـه   ٢٧ها به صورت وارونه در دمـاي    پتري

 HCNانکوباتور به مدت يـک هفتـه نگهـداري شـدند. توليـد      
زرد بـه کـرم،    از تغييـر رنـگ کاغـذ صـافي     باتوسط باکتري 

مشـخص و  تيـره، و آجـري    اي ه قهـو روشن،  اي ه قهونارنجي، 
  ثبت گرديد.

ــيدروفور:   ــد س ــون بــر اســاس روش   تولي   ايــن آزم
Weller & Cook (1983)   هــاي  صــورت گرفــت. جدايــه 
 هـاي صـفر،    حاوي غلظت King’s Bسودوموناس روي محيط 

ــد   ١٠٠٠و  ١٠٠، ٥٠، ٢٥ ٥، ــول كلريـ ــن ميكرومـ    (III)آهـ
 ٢٥روز در انکوبـــاتور بـــا دمـــاي  ٤كشـــت و بـــه مـــدت 

ها بـا اسـتفاده از     نگهداري گرديدند. سپس کلنيسلسيوس درجه
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دقيقه در  ١٥مدت ه د و باز سطح پتري پاک گردي سترونپنبه 
در   Rh. vitisاز يسپس سوسپانسيون قرار داده شد. UVنورزير 

وفتومتر ردستگاه اسپکت با آن OD آب مقطر استريل تهيه شد و
ــد :٠١/٠OD600روي  ــيم گردي ــزان  و تنظ ــه مي از  µl١٠٠٠ ب

ي  سوسپانسيون روي محيط اضـافه گرديـد و بـا کمـک ميلـه     
تشتک يک  پخش گرديد. کاملاًاي سرخم بر روي محيط  شيشه

عنوان تيمار ه پتري که فاقد هر گونه باکتري آنتاگونيست بود ب
درجـه   ٢٥هاي پتري در دماي   تشتک شاهد در نظر گرفته شد.

ي  هالـه   توليـد   ساعت نگهداري شـدند.  ٤٨به مدت  سلسيوس 
آهـن  كلريـد  بازدارندگي و کاهش اندازه آن با افزايش غلظت 

(III) توليد سيدروفور ثبت گرديد. به عنوان  
هـاي   جدايـه کـه در آزمـون    پنجـاه هـا:    جدايـه شناسائي 

آزمايشگاهي بيشترين اثر آنتاگونيسـتي را روي بـاکتري عامـل    
هـاي فيزيولـوژيکي و بيوشـيميائي     بيماري داشتند مورد آزمون

احيـاي   ،واکنش گـرم  ،لازم جهت شناسائي از جمله اکسيداز
توليـــد اســـيد از  ،و ژلاتــين  نيتــرات، هيـــدروليز نشاســـته 

 ٨٠،هيـدروليزتوئين   ،توليد سولفيد هيدروژن ،ها کربوهيدرات
ــمعداني   ــيت روي ش ــوق حساس ــون ف ــه   ،آزم ــد رنگدان تولي

 ،کاتالاز ،٪٧٪ و ٥ ،٪ ٢آزمون تحمل نمک طعام  ،فلورسنتي
و سـاير   هوازي و لهانيدن سيب زميني بيرشد هوازي و  ،لوان

   .(Schaad et al., 2001)د قرار گرفتنهاي لازم  آزمون
  ثر در ســـنتز ســـيانيد هيـــدروژن:ؤرديـــابي ژن مـــ

  :هاي اختصاصي آغازگراز 
PM2 (5'-TGC GGC ATG GGC GTG TGC CAT TGC TGC CTG G-3'). 

 PM7-26R (5'-CCG CTC TTG ATC TGC AAT TGC AGG CC-3') و 
در مسير بيوسنتز سـيانيد هيـدروژن    hcnABCبراي رديابي ژن 

   .(Svercel et al. 2007)گرديد ه استفاد
  از   مقــدار کمــي:  PCRهــا بــراي   نمونــهســازي   آمــاده

  برداشــته شــد  NAروي محــيط  هــا  ســاعته جدايــه ۲۴کشــت 
 resuspension buffer )0.15 M (RB)از ليتــر  ميلــی ۵/۱ و در

NaCl, 0.01 M EDTA, pH 8( ــيون گرديـــد.  سوسپانسـ
 rpm۹۰۰۰ در دور  هدقيق ـ ۲ سوسپانسـيون بـاکتري بـه مـدت    

شد و سپس  (Eppendorf, Model Mini Spin 22331)سانتريفوژ 
هر ديواره سلولي به تخريب به منظور . حذف گرديدفاز رويي 

 داخـل  اضافه گرديد و )مولار NaOH )۰۵/۰از  µl ۱۰۰ تيوب،
 ۱۵مـدت  ه ب  (Corbett Research, Model GP001)ترموميکسر 

ايـت  هقـرار داده شـد. در ن   گراد نتيدرجه سا ۹۹دقيقه با دماي 
در دمـاي   هـا   کليه نمونـه  ومنتقل هاي ديگر  بتيوبه فاز روئي 

   (Ramette et al. 2003).د نگهداري گردي گراد درجه سانتي -۲۰
 MWG سـاخت شـرکت  ، هـا  آغازگر: PCR شرايط انجام

Biotech توسـط  مـواد مصـرفي  ، همـراه بـا سـاير    کشور آلمان 
 ۱۲در  PCR تهيــه گرديــد.کــوثر  فــن آوري زيســتشــرکت 

ــر انجــام شــد:   ــواد زي ــوط واکــنش شــامل م ــر مخل   ميکروليت
   ، ۱PCR×بـافر   ،ميکروليتر از نمونه باکتريـايي آمـاده شـده    ۴

 ،)dNTPSميلي مول مخلوط دي نوکلئوزيد تري فسفات ( ۱۰۰
 ، آغـازگر پيکو مول از هر Smart-Taq، ۴/۰واحداز آنزيم  ۴/۱

ــيد (  ــل سولفوکس ــر ۰۵/۰ ٪ وDMSO (۵دي متي ــرم در ليت  گ
حرارتي عبارت بـود  چرخه ). برنامه BSAآلبومين سرم گاوي (

ثانيه  ۳۰ ،وسيسلسدرجه  ۹۴ثانيه در  ۳۰چرخه شامل  ۳۵از 
؛ و وسيسلس ـدرجه  ۷۲ثانيه در  ۶۰و  وسيسلسدرجه  ۶۷در 

ــه مــدت  ــه در  ۱۰بســط نهــايي ب  وسيسلســدرجــه  ۷۲دقيق
)(Svercel et al. 2007 .اي پليمـراز در دسـتگاه   نجيـره واکنش ز 

PCR   مـدلEppendorf Mastercycler gradient بـه  . نجـام شـد  ا
 P. fluorescensمنظور اطمينان از صـحت آزمـايش از اسـترين   

CHAO ) ــاکتريتهيــه شــده  موسســهشناســي  از کلکســيون ب
 hcnABCکشـور) کـه داراي ژن سـنتز   گياه پزشـکي  تحقيقات 

 ـ از عنوان شاهد مثبت وه د بشبا مي  عنـوان شـاهد  ه بافر لايز ب
٪ ۱) روي ژل آگاروز PCR )µl۶د. محصول گرديمنفي استفاده 

ــافر  ــان   ۱Tris-borate-EDTA (TBE)×و در ب  ۱۶۰و در جري
  هاي تکثيـر    ولت الکتروفورز شد. جهت تخمين اندازه فرآورده

ــومي PCRشــده در  ــازي  از نشــانگر ژن ــت ب ــو جف ــک کيل   ي
(gene ruler 1kbp DNA ladder)    سـاخت شـرکتMBI   کشـور

  آلمان اسـتفاده شـد. سـپس ژل بـا محلـول اتيـديوم برومايـد        
ــ ــدت ه ب ــتگاه     ۳۰م ــا دس ــده و ب ــزي ش ــگ آمي ــه رن   دقيق
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Gel-Documentation برداري صورت گرفت عکس.  
 ـ  بررسي اثر آنتاگونيستي جدايه : اي هها در شرايط گلخان

 P KS4و  P KSM،B KA ،B M99 ،B B55 ،P KS9 ، P KS5هفت جدايـه  
را روي هاي آزمايشگاهي بيشترين اثر بازدارندگي  که در آزمون

Rh. vitis اي انتخـاب شـدند.    نشان دادند براي آزمايش گلخانه
درجـه   ٢٥اين آزمـون در شـرايط گلخانـه بـا دمـاي متوسـط       

ساعت انجـام شـد.    ١٢روشنايي و تاريکي و دوره  سلسيوس
جدايه  ٧يمار شامل ت ٨تصادفي با  آزمون در قالب طرح کاملاً

 باکتريايي و يک شاهد (آب مقطر) در سه تکـرار انجـام شـد.   
در  Rh. vitisهر جدايه بـر جمعيـت    تأثيرصفت مورد آزمايش 

  خاک بود.
هاي اپيفيـت و    تهيه و آماده سازي سوسپانسيون باکتري

 Nutrient brothدر محـيط   هر جدايه موردآزمايش  ساپروفيت:
 ساعت روي شـيکر بـا سـرعت    ۲۸ مدته کشت داده شد و ب

rpm۱۸۰ دقيقـه   ۷مدت ه در دماي اتاق قرار داده شد. سپس ب
سانتريفوژ گرديد. فـاز روئـي لولـه حـذف      g۴۵۰۰سرعت  با

آب مقطـر   توسـط هاي ته نشين شده در لوله   گرديد و باکتري
 ـشد.  سوسپانسيونسترون  راي بدسـت آمـدن سوسپانسـيون    ب

 ODدر نهايـت   شيکر شـد. يقه دق ۲مدت ه ها ب  يکنواخت لوله
ن يوفتومتر تعيرسوسپانسيون حاصل با استفاده از دستگاه اسپکت

بـا   ي آنتاگونيسـت هـا  براي تهيه سوسپانسيون بـاکتري  گرديد.
ــت (   طــول مــوج  سوسپانســيون در cfu/ml۱۰۸ (ODجمعي

 ;Chen et al. 2007( گرديـد  تنظـيم  ۰۶/۰ روي نـانومتر  ۶۰۰

Rhouma et al. 2006(گرم خـاک   ۷۰امه براي هر گلدان . در اد
 ) تهيه گرديد کود دامي ۱خاک زراعي: ۲غير استريل به نسبت (

ها به خاک   از سوسپانسيون تهيه شده از باکتري ميلی ليتر ۳۵و 
  .شدتزريق 

 : Rh. Vitisتهيـــه و آمـــاده ســـازي سوسپانســـيون 
کـه   مطابق روشـي  Beh1جدايه  Rh. vitisسوسپانسيون باکتري 

کـه   ذکر شد تهيه گرديد با اين تفاوتهاي اپيفيت   يهبراي جدا
  ،cfu/ml ۱۰۶جمعيـت  بـا   Rh. vitisتهيـه سوسپانسـيون   بـراي  

 OD سوسپانسيون Rh. vitisروي نـانومتر  ۶۰۰طـول مـوج    در 

 ۴۸پـس از گذشـت    .(Chen et al. 2007) گرديـد  تنظيم ۰۴/۰
از  ليتــر ميلــی ۳۵ بــاکتري آنتاگونيســت مايــه زنـی سـاعت از  

ها اضـافه شـد. لازم بـه ذکـر      به گلدان Rh. vitisسپانسيون سو
تلقـيح   Rh. vitisليتـر از   ميلـي  ۳۵ا هاست که در تيمار شاهد تن

  گرديد.
ها به مدت يـک مـاه در    گلدان:  Rh. Vitisتعيين جمعيت 

شرايط گلخانه نگهداري شدند. سپس يک گـرم از خـاک هـر    
مـدت  ه رديد و بليتر آب مقطر استريل حل گ ميلي ۹گلدان در 

هــاي   از سوسپانســيوندقيقــه روي شــيکر قــرار داده شــد.  ۱۵
هـاي    از رقـت  µl۵۰. سـپس  سري رقـت تهيـه گرديـد   مذکور 

و  Roy & Sasserهـاي   کشتبه محيط و در سه تکرار مختلف 
PDA+CaCO3   اي سـر کـج    ي شيشـه  لـه يمنتقل و بـه کمـک م  

ــه مــدت پخــش و در ســطح محــيط کــاملاً ســاعت در  ۴۸ ب
نگهداري گرديد. سپس  وسيسلسدرجه  ۲۵وباتور با دماي انک

   شمارش گرديـد   پتريهای  تشتکدر  Rh. vitisهاي   تعداد کلني
(Chen et al. 2007)از  ها  تحليل آماري داده . به منظور تجزيه و

بـراي مقايسـه   و  اسـتفاده گرديـد   SAS (version 9)نرم افـزار  
  استفاده شد. LSDاي  هند دامنچآزمون از  ها  انگين دادهيم

  
  يجه و بحثنت

هاي جمع آوري شده از انگور داراي علايم گال،   از نمونه
محيط  روي براق و برجسته  هايي سفيد تا خاکستري، کمي  کلني

ــت ــاي  کش    King’s Bو PDA+CaCO3،Nutrient agar (NA) ه
  هـا روي محـيط کشـت اختصاصـي      رشد نمودند. ايـن کلنـي  

Roy & Sasser ا مرکز قرمز تيره و حاشـيه سـفيد بودنـد.    گرد ب
ها روي محيط کشت اختصاصـي    اين باکتريهای کلنی  ويژگی

 Schaad)مطابقت داشت   Rh. vitisذکر شده براي های ويژگیبا 

et al. 2001)  هـا توانسـتند    زايـي، اسـترين   . در آزمـون بيمـاري
هـاي    هاي هويج و گـال   هاي ريز سفيد رنگي روي ديسک گال

ايل به سبز روشن در ساقه گوجه فرنگي به ترتيب پـس  ريز م
  روز ايجاد نمايند.  ٢٠و  ١٥از 

هـاي جمـع     از نمونـه : هاي آنتاگونيسـت   شناسايي جدايه
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هـاي منـاطق    از خاک اطراف ريشه انگـور در بـاغ  آوري شده 
ــتان،   ــف اس ــوع مختل ــايي روي   ٩٥٠در مجم ــه باکتري جداي

بر  از گروه بنديهاي کشت مختلف بدست آمد که پس  محيط
مورفولوژيکي کلني روي  های ويژگیاساس منطقه جداسازي، 

محيط کشت و نتايج چند آزمون کليدي همچون گرم، اکسيداز 
جدايه براي بررسي اثـرات   ٢٠٠ و رشد هوازي يا بي هوازي،

هـاي انجـام    د. بر اساس نتايج آزمونآنتاگونيستي انتخاب شدن
ــايي   ــراي شناس ــده ب  ــش ــه ک ــاه جداي ــونپنج ــاي  ه در آزم ه

آزمايشگاهي بيشترين اثر آنتاگونيسـتي را روي بـاکتري عامـل    
  ي زير شناسايي شدند: ياي  باکترگروه های ، بيماري داشتند

هاي گرم منفـي، اکسـيداز مثبـت،      گروه اول شامل باکتري
هوازي با توانايي توليد رنگدانه فلورسنت در محيط کينـگ ب  

 ـ   و توليد آنـزيم  الاز و آرجينـين دهيـدرولاز؛ و   هـاي ليپـاز، کات
هاي سيب زمينـي، عـدم ايجـاد فـوق       در لهانيدن ورقه یناتوان

حساسيت در توتـون، توليـد سـولفيد هيـدروژن از سيسـتئين،      
که بر اسـاس   وسيسلسدرجه  ۴۰هيدروليز نشاسته و رشد در 
هاي فلورسـانت   ها به سودوموناس  اين خصوصيات اين جدايه

ها که قادر بـه توليـد لـوان،      ز اين جدايهتعلق داشتند. تعدادي ا
 ـ    نکردنـد  السيتيناز و هيدروليز ژلاتين بودند اما نيتـرات را احي

 P. fluorescens biov. I هايي که لوان توليد  شناسايي شدند و آن

نکردند اما قادر به احياي نيترات، توليـد لسـيتيناز و هيـدروليز    
شناسايي شدند.  P. fluorescens biov.III ژلاتين بودند به عنوان 

هــاي توليـد لـوان، احيـاي نيتــرات و     همچنـين نتيجـه آزمـون   
هـا منفـي بـود در      هيدروليز ژلاتين براي تعدادي از اين جدايه

  حاليکه قادر بـه توليـد لسـيتيناز بودنـد و بـر ايـن اسـاس بـه         
 P. fluorescens biov.v      تعلـق گرفتنـد. همچنـين خصوصـيات

هـا در   هـا از جملـه عـدم توانـايي آن      هاز اين جداي تعداد کمي
احياي نيترات، هيدروليز ژلاتـين، توليـد لـوان و لسـيتيناز، بـا      

داشــت  همخــواني P. putidaخصوصــيات ذکــر شــده بــراي 
(Schaad et al. 2001).  

هاي گرم مثبت و قادر به مصرف   گروه دوم شامل باکتري
ــاي     ــد در دم ــته، رش ــدروليز نشاس ــيترات، هي ــه  ۴۵س درج

گراد، رشد در محيط کشت حاوي هفـت درصـد نمـک     تيسان
طعام، توليد اسيد از زايلوز، آرابينوز و مانيتول و اکسيداز منفي 

 B. subtilisکه اين خصوصيات با خصوصيات ذکر شده بـراي  
پنجـاه جدايـه   همه ايـن   .(Schaad et al. 2001)داشت  مطابقت

ــت  ــيط کش ــاري   PDAروي مح ــل بيم ــاکتري عام ــد ب از رش
 ۳۰لـه بازدارنـدگي توليـد شـده توسـط      ها   و گيري کردندجلو

   متر داشت. سانتي ۵/۳جدايه قطري بيشتر از 

  

  
در  ها  ي انگور در استان زنجان (دادهها  ي جدا شده از خاک باغها  توسط باکتري PDAدر محيط کشت  Rhizobium vitisبازدارندگي از رشد  -۱شکل 

  ند).باش ميانگين سه تکرار مينمودار 
Fig. 1. The inhibition of Rhizobium vitis growth in PDA culture medium by bacteria isolated from vineyard soil in Zanjan province (data are the 

mean of three replicates). 1: Pseudomonas sp. (PK5)  2: P. fluorescens bv. III (P ks9) 3: Bacillus sp. (B M99) 4: B. subtilis (B A325) 5: Pseudomonas sp. (P  

G58) 6: P. Putida (P K7) 7: Bacillus Sp. (B KA) 8: P. putida (P K1) 9: P. fluorescens bv I (P KS5) 10: P. fluorescens bv V (P KS4) 11: P. fluorescens bv III 
(P KSM) 12: Bacillus sp. (B k18) 13: B. subtilis (B B55) 14: Control 
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توانستند آنـزيم پروتئـاز توليـد     B. subtilisپنج استرين از 
پـنج اسـترين   براي  سيانيد هيدروژن توليد نتيجه آزمونکنند و 

P. fluorescens ۱جدول  ،۱   بود (شکل مثبت.(   
ــتول ــي ــ: دروفوريد س  ــ يدر بررس ــش س در  فوردروينق

ــا،  King’s Bط يدر محــ Rh. vitisاز رشــد  يبازدارنــدگ ج ينت
 هـا   هياز جدا يکه برخيبه دست آمد. بطور ها  هياز جدا يمتفاوت

لـه  ها   جاد ننمودنـد. انـدازه  ياز رشد ا يله بازدارندگها  چگونهيه
با غلظـت   يارتباط ها  هيگر از جدايد يبوجود آمده توسط برخ

لـه برابـر   ها   ط نداشت و قطـر يموجود در مح (III)آهن كلريد 
 (III)آهن كلريد فاقد  King’s Bط يجود آمده در محله بوها  قطر

ــه ب ــود ک ــب ــانگر تولي ــده دي ــاده بازدارن ــريد م ــون  يگ همچ
جـاد شـده   يا يله بـازدارنگ ها   باشد. اما اندازه مي ها کيوتيب يآنت

ش يبـا افـزا   P. fluorescensلق بـه  عمت هاي  هيجدا يتوسط برخ
د کـه  ط نسبت عکس نشـان دا يدر مح (III)آهن كلريد غلظت 

   .)۱(جدول  بود ها دروفور توسط آنيد سيانگر توليب
 ـد هيانيستوليد   ـردو  دروژني چهـار   : hcnABCژن  يابي

  و يـک اسـترين متعلـق بـه      P. fluorescensاسترين متعلق بـه  
P. putida   هـا در    در آزمون مربوط به بررسي توانـايي بـاکتري

مل بيمـاري  توليد سيانيد هيدروژن، توانستند از رشد باکتري عا
دروژن بـا  ي ـد هيانيژن سنتز س ـ يابيجه ردينتجلوگيري نمايند. 

پـنج  ايـن   يبـرا ،  PM7و  PM2 هـاي  آغازگر و PCRاستفاده از 
ــود بطور اســترين ــکــه ايمثبــت ب ــ هــا ن آغــازگري   ک قطعــه ي

  و نيـز اسـترين    اسـترين پـنج  از ژنـوم ايـن   را  يلوبازيک ۵۷۰
P. fluorescens CHAO )نمودنـــد ر يـــتکث مثبـــت) شـــاهد  

 ).۲شکل ، ۱جدول (

 ـست بـر جمع يآنتاگون هاي  هيجدا تأثير در  Rh. vitisت ي
ــهيشــرا ــر: ط گلخان  ۱۰-۳ کشــت شــده از رقــت هــاي يپت

مناسـب   Rh. vitis هاي  يشمارش کلن يون خاک برايسوسپانس
بـه کـار    هاي آنتاگونيسـت   بر اساس نتايج، همه باکتريبودند. 

 ـ رفته توانستند با  نسـبت بـه تيمـار شـاهد      يردا يتفـاوت معن
هاي   استرين در خاک شوند. Rh. vitisت يکاهش جمعموجب 

P. fluorescens bv. V (P KS4)   ،(P KSM) P. fluorescens bv. III.  و
B. subtilis (BB55) در کاهش جمعيت بـاکتري  را  تأثيرن يشتريب

با   P. putidaي متعلق به گونه  PK7ه يداشتند. جداعامل بيماري 
ن سـطح  يتر نييدر پا Rh. vitisت يبر کاهش جمع تأثيرن يکمتر
  درصـد  ۱در سـطح   هـا   انس دادهيه واريقرار گرفت. تجز تأثير

) 1٪(P< ن بـار در کشـور   ياول يق براين تحقيدر ا .دار بود يمعن
توسـط  شـه و طوقـه انگـور    يعامل گال ر يامکان کنترل باکتر

 هاي يداد که باکترج نشان ينتا خاکزي بررسي شد. هاي يباکتر
 ـمتعلق بـه ب  عمدتاً يمختلف  ـ هـاي  ارووي   يک و سـه از بـاکتر  ي

P. fluorescens ،P. putida وB. subtilis      بـه طـور پراکنـده در
دارند کـه قادرنـد بـه طـور      دانگور استان زنجان وجو هاي باغ

هـر   .نـد ينما يريجلوگ يماريعامل ب ير از رشد باکتريچشمگ
ــر خصــوص اســتفاده از اد يمتعــدد هــاي چنــد گــزارش ن ي

دارد اما گزارش در  دزا وجويمارير عوامل بيه سايعل ها يباکتر
شه و طوقه يعامل سرطان ر يه باکتريعل ها مورد استفاده از آن

گـردد. در   زياد نيست و به چند گزارش ذيل محدود ميانگور 
بـاکتري  ه ي ـهشتصد و پنجاه جداتحقيقي انجام شده در کانادا، 

نشان دادنـد   A. vitis هيعل يت بازدارندگيفعال انگور هاي  از باغ
، Pseudomonas يهـا   هي ـجدا يسـت يآنتاگون تأثير ها ن آنيکه از ب

Bacillus و Enterobacter agglomerans ــمگ ــوديچشــ    ر بــ
)Chen et al. 2007; Rhouma et al. 2008  يبـاکتر ). همچنـين   

B. subtilis  توسطHassanein & Goorani (1991) ه عنوان عامل ب
اثـر  ايـن دو محقـق   شد. معرفي  Rh. tumefacines كنترل كننده

را در کنتـرل   منبع مختلف ٧از  ين باکتريا استرين ١٩  ميتما
در مثبـت ارزيـابي كردنـد.     درخـت سـيب   ميگال اگروباكتريو

  بـــه  يبـــميکروبـــات ضـــد يد ترکيـــتولمطالعـــات بعـــدي 
تــأثير  در يزم اصــليمکــانبــه عنــوان  Bacteriocin 14B نــام

  معرفــي گرديــد  Rh. vitisهيــعل B. subtilis يســتيآنتاگون
(Hammami et al. 2009).     همچنـين ممانعـت از رشـدA. vitis 

 P. fluorsecensB4118،P. fluorsecens Q8r-96هاي  استرين توسط

توســــط  PDAط کشــــت يمحــــ در plymuthica Serratia و
Dandurishivii et al. (2010) ست. بر اسـاس  گزارش گرديده ا
هاي آنتاگونيست قوي متعلق به دو   نتايج مطالعه حاضر، باکتري

  جنس سودوموناس و باسيلوس شناسايي شدند. 
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  ي انگور استان زنجان با توانايي بازدارندگي از رشدها  ي خاکزي جدا شده از باغها  ترين باکتري مهم -۱جدول 
 Rhizobium vitis در شرايط آزمايشگاهي ها و بعضي خواص آنتاگونيستي آن  

Table 1. The most important soil-inhabiting bacteria isolated from vineyards in Zanjan province with inhibitory effect on 
Rhizobium vitis and some of their in vitro antagonistic characteristics 

  کد استرين
Strain code 

 استرين باکتري
Bacterial strain 

 توليد سيانيد هيدروژن
Hydrogen cyanide 

production 

 توليدپروتئاز
Protease 

production 

  توليد سيدروفور
Siderophore 
production 

 .Rh له بازدارندگي از رشدها   قطر

vitis   در محيط کشت PDA 
The diameter of the inhibition 

zone of Rh. vitis growth on PDA 

B B55  Bacillus subtilis  - + -  4.1* 

B M99  Bacillus subtilis  - + -  4.1 

B KA  Bacillus subtilis - + -  4.1 

B K18  Bacillus sp. - + -  3.4 

P KS9  Pseudomonas fluorescens bv. III + - +  4.4 

P KS5  Pseudomonas fluorescens bv. I  + - +  4.3 

B A325  Bacillus subtilis - + -  4 

P K5  Pseudomonas sp. - - -  3.2 

P K1  Pseudomonas putida.  + - +  3.3 

PK7  Pseudomonas putida. - - +  4.1 

P KSM  Pseudomonas fluorescens bv. III + - +  4.1 

P G58  Pseudomonas sp.  - - -  3.3 

P KS4  Pseudomonas fluorescens bv. V + - +  4.5 

  Data (cm) are the mean of three replicates*                                                           باشند. ميانگين سه تکرار ميمتر و  ب سانتيبر حس ها  داده *

 
 
 
 
  

  
  
  
  
  

  
جداشـده از خـاک    Pseudomonas fluorescens هاي  در استرين PM7- 26Rو PM2هاي   با استفاده از آغازگر  hcnABCرديابي ژن -۲شکل 

  هاي انگور در استان زنجان   باغ
Fig. 2. Detection of the hcnABC gene using PM2 and PM7-26R primers in Pseudomonas fluorescens strains, isolated from 

vineyard soil in Zanjan province. M: Marker، C: Pseudomonas fluorescens CHAO (the positive control), 2: P. fluorescens P KS4 ، 3: P. 
putida PK1, 4: P. fluorescens P KS5 , 5: P. fluorescens P KSM, 6: P. fluorescens P KS9 ، 7: negative control 
 

M C 2  3 4  5  6 7 
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هـاي   هاي ديگري غيـر از بـاکتري   اما ممکن است باکتري
ــايي      ــه توان ــوند ک ــت ش ــذکور ياف ــنس م ــه دو ج ــق ب   متعل

  ز رشد بـاکتري عامـل بيمـاري را داشـته باشـند.      بازدارندگي ا
ــال در  ــراي مث ــب ــتريني ازChen et al. (2007 ( يبررس   اس

Enterobacter agglomerans  آلــوده بــه از موســتان A. vitis 
توانسـت   A. vitisکه علاوه بر ممانعت از رشد  شد يجداساز

 A. tumefacinesديگر اين باکتري از جمله  يها  ت گونهيعالاز ف

ط مزرعــه يو شــرا يشـگاه يط آزمايدر شــرا A. rhizogenesو 
به همين دليل در ادامـه تحقيـق حاضـر نمونـه      کند.ي ريجلوگ

تري در سـطح اسـتان زنجـان و حتـي      برداري از مناطق وسيع
 Rhouma et al. (2008)هاي همجوار در حال انجام است.   استان

 يهـا   نياستره يعل P. fluorescensو B. subtilisکه گزارش کرد 
 ـو ن AR125 A. tumefacines و  A. tumefacines C58نينوپـال  ز ي
ايـن در   انـد.  بـوده مـوثر   A. tumefacines B6 نين اکتوپاياستر

  بــاکتري  K1026و  K84 يهــا   نياســتر حــالي اســت کــه   
Rh. radiobacter هاي موفق و تجاري براي   که به عنوان استرين

 يريدر جلوگ تأثيريچگونه يهشوند  کنترل بيماري استفاده مي
 Rh. vitisهـاي   ، از جمله اسـترين نياکتوپا يها  نياز رشد استر

بات ضـد  يترک بودنمتفاوت رند. اين مطلب ضمن تأكيد بر ندا
 ـترکبـا   لوس و سودموناسيباس يبميکرو  ـميکروب ضـد  ي  يب

 ـب، K1026و  K84 يهـا   نياسـتر د شده توسط يتول انگر امکـان  ي
سـودوموناس و   هـاي  متعلق بـه جـنس   هاي باکترياستفاده از 

 ييدر مواقع عـدم کـارآ  براي کنترل باکتري بيماريزا لوس يباس
Rh. radiobacter باشد. مي  

 ـبه دل  يدر بررس ـدر ايـن مطالعـه،    ت زمـان يل محـدود ي
ت ي ـسـت فقـط بـر جمع   يآنتاگون هـاي  يبـاکتر  تأثير يا گلخانه

 ادامهبهتر است در و  در خاک مطالعه شد يماريعامل ب يباکتر
اه يدر گ يماريب يروهاي آنتاگونيست   باکتري اين تحقيق تأثير

بـر اسـاس   . براي مثال شود يبررسنيز  و يا گياه محک زبانمي
 P. fluorescensهاي  استرين، Dandurishivili et al. (2010)مطالعه 

B-4117   وP. fluorescens Q8RL ر سبب کـاهش  يبطور چشمگ
در گوجـه   A .vitisشـده توسـط   جـاد  يگـال ا  يهـا   حجم توده

و بقا آن  يماريبودن عامل ب يل خاکزيالبته به دلشدند.  يفرنگ

ــاک ــاهش جمع ،در خ ــک ــت ي ــأثيرت آن تح ــاکتر ت ــاي يب  ه
 يرو يمـار يبخش کنتـرل موفـق ب   ديتواند نو ميست يآنتاگون
 نشـان داد کـه در مـورد    يا ش گلخانهيج آزماينتا باشد. ميزبان

 ـ يهماهنگ B. subtilisو   P. fluorescensهاي   استرين ن يکامل ب
 ـب هـاي  ج آزمـون ينتـا  ج يشـگاه و نتـا  يط آزمايوکنترل در شـرا ي

 يشـگاه يزماهـاي آ   زمونآ دربه طوريکه  وجود دارد يا گلخانه
جلوگيري کردنـد و   Rh. vitisها از رشد  بيشتر از ساير باکتري

 ـدر کـاهش ج  تـأثير ن يشـتر از طرف ديگـر بي   يت بـاکتر معي
 يسـت يزم آنتاگونيتنـوع در مکـان  . در خـاک را داشـتند  مارگر يب

دروفر، يک ،سيوتيب يد آنتيشده اعم از تول ييشناسا هاي يباکتر
اسـتفاده از   يبـرا  يپروتئاز نقطه قوت ميدروژن و آنزيد هيانيس
   گردد. ميوکنترل محسوب يبه عنوان عوامل ب ها آن
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