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چکیده
راهکـار مـؤثر و   افتنی ـمنظور بهق این تحقی. استینیزمبینرم سیدگیپوسيماریعامل بPectobacterium carotovorumيباکتر

یـی دارواهی ـگدواتـانولی عصـاره  ییای ـباکترپـژوهش اثـر ضـد   نیدر ا.ي انجام شده استماریبنیخطر جهت کاهش خسارت ایب
مورد یدر قالب طرح کاملاً تصادفینیزمبینرم سیدگیپوسيماریبزایی برروي عوامل موثر بر بیمارياهیسرهیو زيرازیششنیآو

میـزان  آبگریـزي،  درصـد هاي گیاهی برتأثیر عصاره، بیوفیلم، درصد بازدارندگی، میزانقطر هالههاي ررسی قرار گرفت و فاکتورب
قطـر هالـه چاهـک در اثـر     زانی ـمنیشترینشان داد بشیآزماجینتا.گیري و تجزیه و تحلیل شدو حرکت باکتري، اندازهیچسبندگ

.Pیبر درصد بازدارندگايقابل ملاحظهریتأثشنیعصاره آوهمچنین . باشدمیمتریلیم66/9ر با برابشنیآواهانیکاربرد عصاره گ

carotovorumاثرات گیاه .شدینیزمبیغده سيرودارد و باعث کاهش علائم بیماريدرصد46/87به میزان ینیزمبیدر غده س
د تفـاوت  یک اندازه بوده است و هـر دو گیـاه از نظـر آمـاري بـا شـاه      زایی بهاه بر روي دیگر فاکتورهاي بیماريآویشن و زیره سی

دار بیماري هار حرکت باکتري باعث کنترل معنیداشتن خاصیت ضد باکتریایی بیشتر و معصاره آویشن با. داري را نشان دادندمعنی
نتـرل بیمـاري   صـاره آویشـن جهـت ک   با توجه بـه نتـایج ایـن تحقیـق اسـتفاده از ترکیبـات مـوثر ع       . زمینی شده استروي غده سیب

. گرددداري توصیه میبویژه در دوران انبارزمینی پوسیدگی نرم غده سیب
پوسـیدگی نـرم   ،فـاکتور ویـرولانس  الکلـی،  عصـاره ،اثرضـدمیکروبی ،Pectobacterium carotovorum: هـاي کلیـدي  واژه
زمینیسیب

مقدمه
ــاکتر ــاييب ــاریبه ــگزاييم ــده یاهی ــش عم در اينق
داشــته و يمحصــولات کشــاورزتیــفیو کتیــکــاهش کم

عوامـل  نی ـاباشدیبرخوردار مییبالاتیها از اهمکنترل آن
انتقــال و یدر طــجاتیو ســبزهــاوهیــبــه ميادیــصــدمات ز

دهـد یمطالعات انجام شده نشـان م ـ . کنندیوارد مينگهدار
40یال30عوامل نیاز ایناشيکشاورزکاهش محصولات 

.شودیمشتریاوقات بیدرصد و گاه

Pectobacterium carotovorum subsp.

carotovorumبوده شکلايلهیو میگرم منفيباکترکی
يمـار یبجادیباعث ایاهیگهاياز گونهيادیکه در تعداد ز

.Pيبــاکتریزبــانیمدامنــه. شــودیمــيو خســارات اقتصــاد

carotovorum ز،پیا،هویج،کلم،مینیزسیبشــــــــــــامل
مانندینتیزنگیاهاهمچنینو سبزفلفل،فرنگیجهگو

ــه. ستاپونتیاو اويخیرگل،بگونیاري،شیپوداوودي،  کلیـ
باشند میسحسابیمارگراینبهنسبت مینیزسیبيهایتهوار
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)Degebas, 2020 .( عنـوان  بهییایمیشسموماستفاده از شاید
هاييرمایبتیریمديبراراهکارنیعتریو سرنتریاثر بخش

محیطی و ستهاي زیی بدلیل آلودگیولرودشمار بهیاهیگ
بحــث باقیمانــده ســموم بــیش از هــر زمــان دیگــر، برگزیــدن 

هـایی بـراي   حـل هاي سازگار با محـیط زیسـت و راه  سیاست
عرضــه مــواد غــذایی ســالم در پاســخگویی بــه تقاضــاي روز 
افزون جمعیت و در مسیري هماهنـگ بـا ملاحظـات زیسـت     

ــیمحیطــی، Ghorbani(شــود احســاس م et al., 2009(.
ماننـد  هـاي باکتریـایی گیـاهی   همچنین براي کنتـرل بیمـاري  

بی ـترک، نـرم یدگیمولـد پوس ـ هـاي ياز باکتریناشيماریب
لــذا اســتفاده از باشـد، یاثــر بخـش در دســترس نم ــییایمیش ـ

يمـار یبنی ـدر کنترل ایاهیگیعیطبیکروبیمضدباتیترک
Moghadam & Haji)اسـت کـرده  دای ـپیعیکـاربرد وس ـ 

maleki, 2019)  عـث  و استفاده از اسانس گیاهـان دارویـی با
زمینـی گشـته و جهـت    کنترل بیمـاري پوسـیدگی نـرم سـیب    

توصیه شده اسـت  زمینی سیبکنترل بیماري دوره انبار داري 
)Joseph et a.l, 2008(

ــام علمــی  ــا ن Zataria multifloraآویــش شــیرازي ب

(Boiss)ــرار دارد  و در ــان ق ــانواده نعناعی ــوثرترین .خ از م
توان به تیمـول و کـارواکرول   ترکیبات ضد میکروبی آن می

ایـن دو ترکیـب   . باشـند اشاره کردکه جزو ترکیبات فنلی می
شوند و عمدتاً در طی رشد هاي آلی حل میدر الکل و حلال

گردنـد کـه در خاصـیت    هاي جوان ذخیره مـی گیاه در برگ
سـزایی دارد آن نقـش بـه  و آنتـی اکسـیدانی   ضد میکروبـی 

)Ahmadi et al., 2016Capecka et al., 2005; .(  بررسـی
دادنشـان ايدرشـرایط آزمایشـگاه وگلخانـه   عصاره آویشن

يعصــارهآزمــایش،مــوردهــايعصــارهتمــامیبــینازکــه
درصـد 25/81بـا پی پـی ام 1000غلظتدرآویشنمتانولی

علیـه قـارچ   تیمـار مـوثرترین سلیومی،میرشدازبازدارندگی
culmorumFusarium وgraminearumF.بــــــــــــــود

(Ehterami et al., 2019) .گیاهـان عصارهباکتریاییضداثر
کـه نشـان داد مختلـف هـاي غلظـت درموردوسیرآویشن،
بیـوفیلم تشـکیل دهنـده کـاهش مـذکور گیـاهی هايعصاره

نقشامراینودنشبامیاورئوساستافیلوکوکوسباکتريدر

Sepehri)داردزایی آنبیمــاریکــاهشدرمهمــی et al.,

2014).
یان در خانواده چترCarum carviزیره سیاه با نام علمی 

ــب   ــتن ترکیــ ــا داشــ ــته و بــ ــرار داشــ ــی از  قــ ــاي غنــ هــ
ــدومونوترپن ــد ترپنوئی ــا مانن ــد،کومینه ــاترپینن،آلدئی گام

ــیمن، ــاپاراس ــا–بت ــنن،–پینن،آلف ــنولیموپی ف داراي ننمیرس
اي شــناخته شــده وآنتیاکســیدانآنتــی باکتریــال خــواص

نتــایج . (Fazly bazzac & Harirzadeh, 2003)اســت
یکروب ـیاثـر ضـد م  سـیاه  رهیزاسانساي نشان داد کهمطالعه

و یکلـــایشـ ـیهـــاي اشرهیســو را نســبت بـــه یقابــل قبـــول 
& Bonyadian)اسـت دادهاورئوس نشانلوکوکوسیاستاف

Karim, 2002)ون وکاربالاي زانیمحضور و)Carvon ( و
دی ـآلدهنیکـوم وعنوان عامل ماده موثر اصـلی معرفی آن به

)Cumin aldehyde( ــزدر اســانس ــســیاهرهی ــدتوانیم ــان ب
هاي گرم مثبت مانع رشد باکتريیی خودایضد باکترتیفعال

Iacobellis(اندو گرم منفی شده et a.l, 2005(.
ده است که ترکیبـات طبیعـی بـا تـاثیر     تحقیقات نشان دا

ممانعت از حد نصـاب حسـگري   زا مانندروي عوامل بیماري
ــبندگی و    ــت از چس ــوفیلم، ممانع ــاهش بی ــال آن ک ــه دنب و ب

ــا   ــث ک ــرك باع ــت از تح ــاري ممانع ــدرت بیم ــی هش ق زای
Arab).شـوند هـا مـی  باکتري soleimani et al., لـذا  (2014

باعـث  یعی، ضـمن اینکـه   دانستن چگونگی تاثیر ترکیبات طب
گردد، همچنـین جهـت مـدیریت    انتخاب ترکیب مناسب می

یک بیماري میتوان ترکیب ضد باکتریایی مناسب طراحـی و  
Alrahmanساخته شود  & Alharbi 2014)(

یی عصـاره  ای ـشده اثرات ضد باکتریسعقیتحقنیادر 
شــنیآون، رایــاعــتیموجــود در طبیــیدارودو گیــاه اتـانلی 

ي هـا رو آنییکـارا زانی ـمنییجهت تعو زیره سیاهشیرازي 
ییای ـباکترنرم پوسیدگیيماریبزاییعوامل موثر بر بیماري

ر اثـر ضـد   تا نحـوه تـاثی  رد،یقرار گیمورد بررس،زمینیسیب
صورت دقیـق مشـخص گـردد و بـا     میکروبی این ترکیبات به

ــد    ــات طبیعـــی در جهـــت تولیـ ــحیح از ترکیبـ ــتفاده صـ اسـ
انیک و کاهش مصرف سـموم گـام برداشـته    محصولات ارگ

.شود
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هامواد و روش
زاییاثبات بیماريتهیه باکتري و 

متعلـق بـه   1675PTCC(P. carotovorum(يبـاکتر 
هاي علمی و صـنعتی ایـران   مرکز کلکسیون سازمان پژوهش

زایـی آن  ت اطمینـان مجـدد از فعالیـت بیمـاري    جه.تهیه شد
زمینـی در  متـر از یـک سـیب   میلی5چند برش همسان به قطر 

ها را با کاغذ صافی پوشانده قـرار  تشتک کشت که کف آن
داده و به وسیله لوپ سـوزنی اسـتریل از بـاکتري مـورد نظـر      

. زنـی گردیـد  مایهزمینی سیببرداشته شد و در چهار قسمت 
در مرحله بعـد، مقـداري آب مقطـر اسـتریل در کـف پلیـت       

درجــه در 27جهــت تــأمین رطوبــت ریختــه و در دمــاي    
ساعت 48بعد از . ساعت قرار داده شد48انکوباتور به مدت 

پس از اثبـات  .زمینی مشاهده شدآلودگی بر روي سیبهاله
مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت    شـات یزماآجهـت  ییزايماریب
)Schaad et al., 2001(.

هاو استخراج عصارهاهانیگ
Zatariaيرازیشــشـن یوآمـورد مطالعـه شـامل    اهـان یگ

(Bioss)multifloras اهیسهریزوCarum carvi بوده که از
ز در اردیبهشت رایشمرکز کشت و عرضه گیاهان دارویی در

هــاي عصــارهاسـتخراج منظــور بـه .شــدنديورآجمـع 1397
در ابتدا . از برگ آویشن و بذر زیره سیاه استفاده شد،یاهیگ

فتـاب  آاز نـور  هفته دور کیاتاق به مدت يها در دمانمونه
سـاعت  48را به مدت اهانیسپس گ. شدندابیسآخشک و 
با دور مناسـب  کریشيو بر روساندهخیدرصد90در اتانول 

زی ـبـه منظـور حـذف مـواد ر    نیهمچن ـ. شـدند يری ـگعصاره
. شـد لتریفیبا استفاده از کاغذ صافیاهیناخواسته، عصاره گ

جــه در40کمتــر از يو در دمــاءخــلاطیس در شــراپســ
يهـا تمام مـواد و حـلال  يبا کمک دستگاه روتارسلسیوس

ساعت در 24مدت بهپایاندر . ها حذف شدنداز عصارهیلآ
Mehrgan)شدن کامل قـرار گرفـت  ظیبه منظور غلآون et

al., 2008).

ي گیاهیهاعصارهيضد باکتراثریبررس
ها به روش چاهک عصارهیکروبیاثر ضد میبررس

8<(سوسپانسیون با غلظت P. carotovorumاز باکتري

log CFU ml–1 ( يدر سه جهت رویبه صورت چمنوتهیه
لهیبـه وس ـ داده شـد و گار کشـت  آنتونیمولر هيحاوتیپل

ــییقســمت انتهــا يهــاچاهــکلیپاســتور اســترپــتیپکی
جـاد یاتیموجود در پلطیمحيرومتریلیم6قطر هبیکسانی

ــد ــت .گردی ــارهاز g/mLµ6000از غلظ ــاعص ــانلیه ي ات
ــز،يرازیشــشــنیوآ ــه ماهیســرهی ــب ــیم1/0ن زای ــریلیل ــهت ب

( اتـانول تریلیلیم1/0شاهد در چاهک . شداضافهها چاهک
منظـور نشـت اولیـه    بـه  . گردیـد اضـافه ) عصـاره حلال بدون

خانـه  ها به مدت چند دقیقه قبل از گرمها، پتري دیشعصاره
سـپس بـه منظـور رشـد     .شدندقرار دادهیخچالدرگذاري،

تـا  16به مـدت  سلسیوسدرجه 27در هاي پتري دیشباکتر
قطر هالـه عـدم رشـد بـه     شدند و در نهایت ساعت انکوبه 20

Lucas(شـد يری ـگانـدازه سیکـول لهیوس ـ et al., 2012.(
مختلـف براسـاس فرمـول    بازدارندگی عصاره گیاهاندرصد

.ذیل محاسبه شد

×100=درصد بازدارندگی
غـده  يبـر رو یلودگآها در ممانعت از اثر عصاره

ینیزمبیس
بـاً یتقرهـاي انـدازه و در یهـا از بـازار محل ـ  ینیزمبیس

سپس به تمیز کرده و ب آها را با نآ، ابتدا شدندهیتهکسانی
شستشـو داده ،)سـبزي (ی بـا مـاده ضـدعفون   قـه یدق40مدت 
در مرحله بعـد، . شدندشک خشگاهیزماآطیو در شراشدند
بـه  یسـوراخ ، )کرك بورر(چوب پنبه سوراخ کن لهیبه وس

ــدازه  ــان ــانتکی ــر ایس ــادیمت ــدج ــدا . ش ــیم5/0ابت ــریلیل ت
درون )log CFU ml–1 8 <(ا جمعیت بيباکترونیسوسپانس

g/mLµ6000غلظـت  ازتریلیلیم5/0سپس خته،یچاهک ر
.افه شـــداضـــزمینـــیحفـــرات ایجـــاد شـــده در ســـیببـــه

درجـه  27يدر دمـا یشـگاه یزماآطیهـا در شـرا  زمینیسیب
ــیوس  ــت  سلس ــا رطوب ــد70ب ــار روز  يدرص ــدت چه ــه م ب

ی در دگی ـمقـدار له قطـر شدند و در نهایت میزان  ينگهدار
صورت طـرح کـاملا   هاین آزمایش ب. شدیبررسزمینیسیب

El–Zemity)تصـادفی بـا سـه تکـرار انجـام گردیـد       et al.,

2008).
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ملیوفیب
،براي بررسی میزان بیوفیلم تشکیل شده توسط بـاکتري 

و رنگ سـنجی بـا کریسـتال ویولـه    تیلپتریکروتیاز روش م
الی ـکشـت لور طیاز مح ـتـر یکرولیم180ابتـدا  .شـد استفاده 

. شـد ختـه یرخانه96ي میکرو تیتر پلیت هادر چاهکیبرتان
عنـوان شـاهد   چاهک اول محیط کشت بـدون عصـاره بـه   در 

هاي بعدي در هـر کـدام   در چاهک. مثبت در نظر گرفته شد
ونیسوسپانســـمیکرولیتـــراز20عصـــاره وازتـــریکرولیم100

Pectobacterium cartovorumيبــــاکتر subsp.

caratovorum  8 <جمعیـت بـا log CFU mL–1 اضــافه
عنـوان  چاهک نیـز بـدون عصـاره و بـاکتري بـه     یک . گردید

بـا  دارشیکردر انکوباتورسپسشاهد منفی در نظر گرفته شد
سـاعت قـرار   48به مدتدرجه سلسیوس27و دماي50دور 

بـه آرامـی   هـا  چاهـک اتی ـساعت محتو48بعد از .داده شد
و داده شدند و شستشگردید و با بافر فسفات سه مرتبهخارج 

. پلیت در دماي اتاق قرار داده شـد جهت خشک شدن میکرو
-چاهکبه%96اتانول رتیکرولیم200، پس از خشک شدن 

قـه یدق15بعـد از گذشـت   . شوندتتثبیهاسلولتاافزودهها
قرار شگاهیزماآدماي محیطدر مجدداودیاتانول خارج گرد

200هـا بـا   چاهـک . نـد دیخشـک گرد هاتیلپداده شدند تا
يزی ـمآرنـگ قـه یدق5مدتبه%1ولهیوستالیکرتریکرولیم

خـارج کـردن کریسـتال ویلـه     بـه منظـور  قهیدق5بعد از . شد
ــا چاهــکاضــافی، بــه منظــور ب شستشــو داده شــدند آهــا ب

متصل شده بـه دیـواره، بـه هـر چاهـک     سنجش میزان رنگ
شد و اضافهحلالعنوانبه%33کیاستدیاستریکرولیم200

هاي متصل به دیـواره در  با سمپلر بخوبی هم زده شد تا رنگ
و در طـول  ياه ـچاهـک يجذب نورسپساسید حل شوند

شــدقرائــتدریــرزایــلانــانومتر، توســط دســتگاه 492مــوج 
(Akhlagi et al., 2020, Namasivayam &Roy. 2013) .

اثر عصاره بر حرکت 
هـا بـر حرکـت، دو نـوع حرکـت      اثر عصـاره یبررسدر

ــد از     ــه عبارتن ــت ک ــرار گرف ــنجش ق ــورد س ــوئم یمینگ س
)Swimmin (یچینگ توئو)Twinching(ظور حرکت به من

5/0پتـون، یدرصـد تر کی ـيحـاو تی، پلگیمینسوئاز نوع

شـد، سـپس از   هی ـگار تهآدرصد 3/0و میسددیدرصد کلر
ونیسوسپانس ـg/mLµ6000غلظـت  بـا  ي اتـانولی هـا عصاره

تـر یکرولیم5مقـدار  ونیو از هـر سوسپانس ـ تهیه شـد يباکتر
24بـه مـدت   شـد و ختـه یکشـت ر طیمحيبرداشته و بر رو

مـدت،  نی ـپـس از ا . درجـه انکوبـه شـد   27يدر دماساعت
کـه  ياکشـت، بـا هالـه   طیهـا در مح ـ يمقدار حرکت بـاکتر 

Cox)مشـاهده شـد  ،شده بـود انینماحیاطراف محل تلق et

al., 2000, Hossain &Tsuyumu2006).
ــوعحرکــت ــگتوئاز ن ــرایچین ــایبررســي، ب ــوع نی ن
بـراث  لوریـا برتـونی  کشـت طیمح ـيحـاو تیحرکت از پل

)LB(یبه صـورت سـوزن  يروش باکترنیدر ا. استفاده شد
يتـر پبـه تـه   یتفاوت که نوك لوپ سوزننیشد، با احیتلق
27يساعت در دما48س به مدت پس. کرددایتماس پشید

مـدت بـه   نی ـشد، بعد از اخانه گذاريسلیسیوس گرمدرجه 
شـد و  یخـال شیديترپکشت جامد از درون طیمحیامرآ

شی ـديترپس ته پس. داده شدب مقطر شستشو آبا یامرآبه 
قـه یدقکی ـدرصـد بـه مـدت    کیولهیوستالیبا محلول کر

در يصـورت هالـه حرکـت بـاکتر    نیبـد . شـد يزیمآرنگ 
بـود،  یچینگتوئعونکه حاصل حرکت از شیديسطح پتر

Hossain(رنگ گرفت &Tsuyumu2006.(

ف به سطوح مختلباکتريیو چسبندگيزیبگرآ
سـطح  یـک بـه عنـوان   لنیاز زا،يزیبگرآیبررسيبرا

يبـاکتر ه سـاعت 24کشـت  ابتدا از . مورد اتصال، استفاده شد
carotovorumP.هاي محـیط کشـت لوریـا برتـونی     در لوله

27يدر دمـا اعتس ـ24بـه مـدت   و براث کشـت داده شـد  
طیمحيهاسپس لوله. شدخانه گذاريسلیسیوس گرمدرجه 
20به مـدت  5000با دور وژیدر سانترفاکتريحاوي بکشت 

و شـد هی ـتخلکشـت طیسـپس مح ـ . گردیدوژیسانترفقه،یدق
داده ب مقطـر شستشـو   آبـا  یرام ـآسه بار به يباکتررسوب 

یش زمـا آبا غلظت بدسـت آمـده از   سپس از هر عصاره،شد
بـه  لیتـر لـی می1ها به مقـدار  بررسی اثر ضد باکتریایی عصاره

داده قـرار  قـه یدق30بـه مـدت   ختهیفالکون ريهادرون لوله
دقیـق سـانتریفوژ   5بـه مـدت   5000ها با دور لولهسپس،شد

.داده شـد ب شستشـو  آبا رسوب باکتريخارج وهاعصارهو
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هـا  بـه رسـوب بـاکتري   )6.2pH(محلـول بافرفسـفات  سپس
تهیـه  ) log CFU ml–1 8 <(بـا غلظـت   ونیسوسپانس ـاضافه و

حـاوي بـاکتري  از محلول بـافر فسـفات  رتیلیلیم3شد سپس
10بعـد از  شـدن و مخلـوط  لنیاز زاتریلیلیمکیبابرداشته

بـر  قـه یدق2مـدت  بـه قرار گرفتنـد طیحميکه در هواقهیدق
فـاز  . صورت دو فاز در بیایدهداده شد تا بورتکس قرار يرو

هـاي موجـد در زایلـن بـا     و میزان جمعیت باکتريهیتخلآبی 
نـانومتر انـدازه   600در طـول مـوج   سـپکتروفوتومتر  دستگاه ا

با اسـتفاده از  لنیبه زايباکتریچسبندگو درصد شدگرفته 
Joe(محاسبه شدذیللفرمو et al., 2015.(

میزان آبگریزي= 

ینیزمبیبه غده سیچسبندگ
.Pيبـاکتر ه سـاعت 24کشـت  از مانند مرحله قبـل،  ابتدا

cartovorum هاي محیط کشت لوریا برتـونی بـراث   لولهدر
درجـه  27يدر دمـا اعتس ـ24بـه مـدت   و کشت داده شـد 

حـاوي  کشـت  طیمح ـيهـا لولـه .سلیسیوس نگهداري شدند
ــاکتري ــانترفب ــا دور وژیدر س ــدت  5000ب ــه م ــه،یدق20ب ق

ي بـاکتر رسـوب  و شدهیتخلطیسپس مح. گردیدوژیسانترف
از سـپس ،داده شـد ب مقطـر شستشـو  آبـا  یرام ـآسه بار بـه  

فالکون يهابه درون لولهلیترمیلیg/mLµ6000،1غلظت
هـا بـا دور   لولـه سپس،داده شدقرار قهیدق30به مدت ختهیر

رسـوب  خارج وهاعصارهدقیقه سانتریفوژ و5به مدت 5000
محلـول بافرفسـفات  سـپس .داده شـد ب شستشـو  آبا باکتري

)2/6pH(با غلظـت  ونیسوسپانسوها اضافهبه رسوب باکتري
)> 8 log CFU mL–1 (را بـه  اه ـین ـیزمبیسسپس . تهیه شد

در یعفوندض ـيکـرده و بـرا  میتقس ـیگرم ـکی ـيهاقطعه
را ین ـیزمبیهر قطعه از س. داده شدندقرار UVمعرض اشعه 

از تریلیلیم10هر کدام يقرار داده و بر روشیديپترهتدر 
مـدت  و بهاضافه گردیدسفات بافر فباکتري در ونیسوسپانس

سـاعت  بعـد از دو . داده شـد قـرار  طیمحيدو ساعت در دما
اوي حخارج شد و محلول بافر فسفاتینیزمبیسيهاقطعه

هـا خارج و جمعیت باکتريها باکتري باقیمانده در ته تشتک

ــانومتر انــدازه600در طــول مــوج  ــا فرمــول زي و ریــگن ریــب
Joe(محاسبه شد et al., 2015.(

جـذب نـوري   / هـاي کنتـرل  جذب نوري سلول(×100
) = هـاي تیمـار شـده   جذب نـوري سـلول  –هاي کنترلسلول

ینیزمیببه غده سیچسبندگ

محاسبات آماري
به صـورت  ،دراین بررسیهاي انجام شدهکلیه آزمایش
انسی ـوارهی ـتجز. تکرار اجرا شـد سهبا یطرح کاملاً تصادف

بــا درصــد5داريمعنــیدر ســطح(ANOVA)یــک طرفــه
بـا  میـانگین و مقایسـه SPSS V. 19اسـتفاده از نـرم افـزار    

از نیهمچن ـ. شدانجام دانکناياستفاده از آزمون چند دامنه
نمودارهـا اسـتفاده   ترسیمجهت Excel Ver. 2013ر افزانرم

.گردید

نتایج
هاي آزمایششاخص

عدم رشدقطر هاله 
اره گیاهـان مختلـف نشـان    نتایج مقایسه میانگین اثر عص

در اثـر کـاربرد عصـاره    عـدم رشـد  داد که میـزان قطـر هالـه    
73/8و66/9ترتیـب برابـر بـا    بـه  و زیره سـیاه گیاهان آویشن 

درصـد اخـتلاف   5بـوده و بـاهم و شـاهد در سـطح     مترمیلی
عصاره آویشن بیشـترین قطـر هالـه    . معنی داري رانشان دادند

.)1شکل(ازندگی را نشان دادبازد

انـدام گیـاهی   اتـانولی عصـاره قطر هاله عدم رشـد –1شکل 
Pectobacteriumبـــاکتريزیـــره ســـیاه بـــر و آویشـــن

carotovorum چاهک(به روش انتشار در محیط کشت(
Figure 1. Diameter of inhibition zone of the effect
of Thyme and Black cumin ethanolic extract on
Pectobacterium carotovorum by well diffiusion
method
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درصد بازدارندگی
نتایج مقایسـه میـانگین نشـان داد کـاربرد عصـاره انـدام       

درصـد بازدارنـدگی  اي بر گیاهی آویشن تأثیر قابل ملاحظه
P. carotovorumبطـوري کـه   داشـت  ینـی زمیبدر غده س ـ

بیشترین درصد بازدارندگی اعث استفاده از عصاره این گیاه ب
ــا وشــدینــیزمیبســروي غــده ) درصــد48/87( عصــاره ب

25/6معـادل  که میـزان بازدارنـدگی کمتـر   گیاهان زیره سیاه
درصـد را نشـان   5ري در سطح دادرصد داشت تفاوت معنی

هیچ گونـه اثـر   ) تیمار شاهد(عدم کاربرد عصاره گیاهی . داد
نداشـت ینـی زمیبس ـگی نـرم  اي بر باکتري پوسیدبازدارنده

).2شکل(

زیـره  وانـدام گیـاهی آویشـن   اتانولیتأثیر عصاره–2شکل 
Pectobacteriumدرصــد بازدارنــدگی بــاکتريســیاه بــر 

carotovorum
Figure 2. The effect of ethanolic extract ofThyme
and Black cumin extract on the percentage of
inhibition of Pectobacterium carotovorum

زمینیسیبقطر آلودگی غده
نتـایج مقایسـه میــانگین نشـان داد کــاربرد عصـاره انــدام     

اي بر شاخص قطر آلودگی گیاهی آویشن تأثیر قابل ملاحظه
غده داشت بطوري کـه اسـتفاده از عصـاره ایـن گیـاه باعـث       

ده شد که میزان ایـن شـاخص   تولید کمترین قطر آلودگی غ
باعـث تولیـد   عصـاره زیـره سـیاه    . بـود متـر میلی33/2برابر با 

شد کـه بـا شـاهد در یـک گـروه      33/17معادل ودگیآلقطر
).3شکل (آماري قرار گرفت

زیـره  وانـدام گیـاهی آویشـن   اتانولی تأثیر عصاره –3شکل 
Pectobacteriumسیاه بر قطر آلـودگی  carotovorumدر

)مترمیلی(زمینیسیبغده
Figure 3. The effect of ethanolic extract of Thyme
and Black cumin on the diameter of
Pectobacterium carotovorum on lesion of potato
tuber (mm)

شاخص بیوفیلم
دو گیـاه  بر اساس نتایج مقایسه میانگین کـاربرد عصـاره  

بـر  درصـد 5در سـطح  داريتـأثیر معنـی  آویشن و زیره سیاه 
نسبت به شاهد داشته و باعث کاهش بیوفیلم شاخص بیوفیلم
زیره سیاه به ترتیب برابـر  وبطوري که آویشنباکتري شدند 

).4شکل ( ه است بودنانومتر 086/0و 087/0با 

زیـره  وانـدام گیـاهی آویشـن   اتانولیهتأثیر عصار–4شکل 
ــر   ــیاه بـ ــزان سـ ــوفیلممیـ ــاکتريبیـ Pectobacteriumبـ

carotovorum
Figure 4. The effect of ethanolic extract of Thyme
and Black cumin on the biofilm of Pectobacterium
carotovorum

حرکت باکتري
انگر ایـن  نتایجی کـه در آزمایشـگاه مشـاهده گردیـد بی ـ    

بطـور کامـل  یرازيش ـیشـن وآگیـاه ارهمطلب بـود کـه عص ـ  
اما آن شدندرا کنترل کردند و مانع حرکت يحرکت باکتر
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بـاکتري  بر حرکت ياثرگونه یچهیاهسیرهزکاربرد عصاره 
).6و 5شکل (نداشت

Pectobacteriumیمینگ بــاکتريســوئحرکــت –5شــکل 

carotovorum
Figure 5. Swimming motion of Pectobacterium
carotovorum

Pectobacteriumیچینــگ بــاکتريتوئحرکــت –6شــکل 

carotovorum
Figure 6. Twitching motality of Pectobacterium
carotovorum

آبگریزي
شـان داد  ویشن و زیزه سیاه نآمقایسه میانگین دو عصاره 

داري بـا شـاهد در میـزان درصـد     ت معنیکه هردو گیاه تفاو
).7شکل (آبگریزي نشان ندادند 

زیـره  وانـدام گیـاهی آویشـن   اتانولیتأثیر عصاره–7شکل 
ــر  ــاکتريخاصــیتســیاه ب Pectobacteriumآبگریــزي ب

carotovorum
Figure 7. The effect of ethanolic extract of Thyme
and Black cumin on the hydrophobic properties
Pectobacterium carotovorum

زمینیمیزان چسبندگی به غده سیب
نتایج نشان داد عصاره آویشن و زیـره سـیاه باعـث کـاهش     

زمینـی شـدند و بـا هـم    میزان چسبندگی باکتري به غده سیب
نداشـتند ولـی بـا شـاهد     درصـد 5در سـطح  دارتفاوت معنی

).8شکل (داري را نشان دادند عنیتفاوت م

زیـره  وانـدام گیـاهی آویشـن   اتانولیتأثیر عصاره–8شکل 
ــر م  ــیاه ب ــس ــبندگزانی ــاکتريچس Pectobacteriumی ب

carotovorumینیزمبیبه غده س
Figure 8. The effect of ethanolic extract of Thyme
and Black cumin on the adhesion of
Pectobacterium carotovorum to potato tubers

گیريبحث و نتیجه
از ياریشده نشان داده است که بسمطالعات انجام

،یکاکوت،يرازیششنیآومانندیان خانواده نعناعاهانیگ
زوفا، ه،ینعناع، مرزه، بادرنجبو،يرزماراسطوخودوس،

اندباکتریایی بودهداراي خاصیت ضدو پونهشمرزنجو
(Kim et al., 2008; Ahmadi et al., 2016)ییدارواهیگ

اثرات يدارابوده و انیاز خانواده چتراهیسرهیز
,Fazly Bazzac & Harirzadeh)باشندیمیکروبیضدم

لیمانند فنیباتیترکيحاواهانیگنیعصاره ا(2003
نیا. استها،ترپنیدلن،یاستیپلد،یگلوکوزدیپروپانوئ

دخالت یدانیاکسیآنتویکروبیضدمتیدر فعالباتیترک
هاي و از عصاره این گیاهان جهت کنترل بیماريدارند 

Goudarzi(گیاهی استفاده شده است et al., 2006.(
هاي حاصل از که عصارهدر تحقیق حاضر نشان داده شد

قابل قبولی گیاه آویشن شیرازي داراي اثر ضد میکروبی 
فعالیت ضد میکروبی عصاره آویشن و بویژه . وده استب

درتحقیقی با .رش شده است فعالیت ضد باکتریایی آن گزا
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ن باعث افزایش هاي حاوي عصاره اتانلی آویشتهیه یخ
Oral(اند ماندگاري ماهی شده et al., 2008( . به دنبال آن

درگزارش دیگر بر روي عصاره متانولی آویشن وبررسی 
نشان داده شد که این عصاره روي خصوصات آن

هاي گرم مثبت هاي گرم منفی اثر داشته و بر باکتريباکتري
Mehrgan(تأثیر بوده استبی et al., 2008 .( براساس

تحقیقات انجام شده عصاره این گیاهان حاوي مقدار قابل 
توجهی تیمول و کارواکرول بوده که وجود این ترکیبات و 

با سایر ترکیبات موجود در هاننیز اثر سینرژیستی آ
تواند عامل فعالیت ضد میکروبی هاي این گیاهان، میعصاره

ولی ). Dorman & Deans, 2000(عصاره این گیاهان باشد 
اي بهها از گونهات موثر و تاثیر آن بر باکتريمیزان و ترکیب

& Alrahman)باشدگونه دیگر گیاه آویشن متفاوت می

Alharbi, 2014) .و عصاره میزان اثر ضد میکروبی اسانس
هانآبه جایگاه گروه هیدروکسیل در ساختار فنولیگیاهی

که نقش در ترکیبات تیمول و کارواکرولکه. گرددبرمی
ها شناخته شده است و جزو ترکیبات موثر ضدمیکروبی آن

وجود داشته و به آن نسبت داده شده باشند،میویشنآگیاه 
Singh(است  et al.,2002(.

آویشن شیرازي و زیره کاربرد عصاره گیاهان در این تحقیق
به عبارت ندبیوفیلم داشتکاهشداري بر تأثیر معنیسیاه

عصاره این گیاهان مهارکننده تشکیل بیوفیلم توسط دیگر،
در گزارشی . زمینی بودندعامل پوسیدگی نرم سیبباکتري

، سیر و مورد در ضد باکتریایی عصاره گیاهان آویشناثر 
باعث کاهش اي مختلف داراي اثر ضد میکروبی وهغلظت

Sepehri)اندشدهStaphylococcus aureusبیوفیلم  et al.,

هاي مختلف عصاره گیاهان آویشن، زنیان، غلظت. (2014
سنجد و نوعی پنج انگشت مهار کننده تشکیل بیوفیلم در 

E.coliاندشدهنانزایی آو باعث کاهش توان بیماري
)Namasivayam & Roy, 2013هاي گیاهی لذا عصاره

توانند با کاهش تشکیل بیوفیلم باکتري نقش مهمی در می
ها داشته باشندباکتري بیمارگرتوان بیماري زایی کاهش

)Capecka & Mareczek, 2005 .(
شیرازي وکاربرد عصاره اندام گیاهی آویشندراین تحقیق

در درصد آبگریزي با شاهد داريمعنیزیره سیاه  تفاوت 

هاي و عصارههاي اسانسیکی از ویژگی.نشان ندادند
ها است که این گیاهی، خاصیت هیدروفوبی یا آبگریزي آن

هاي هاي لیپیدي یاختهسازد در ساختار غشامواد را قادر می
باکتریایی یا قارچی و میتوکندریایی نفوذ کنند و با اختلال 

یپیدي یاخته، باعث نفوذ پذیري و نشت مواد از در ساختار ل
هاي نشت گسترده مولکول).Burt, 2004(شوندغشاء می

هاي باکتریایی و اختلال در کار ها از یاختهحیاتی و یون
ها پمپ محرکه الکترونی، در پایان موجب مرگ آن

Akhlagi(شوندمی et al., 2014(.هاي گرم منفی باکتري
یه لیپوپلی ساکاریدي در اطراف غشاي علت وجود لابه

در مقایسه با عصارهسیتوپلاسمی مقاومت بیشتري نسبت به 
دهند این هاي گرم مثبت از خود نشان میها و باکتريقارچ

به غشاي عصارهلایه مانع برخورد ترکیبات آبگریز 
این توان نتیجه گرفتود لذا میشسیتوپلاسمی باکتري می

Pectobacteriumوه از رشد باکتريدو اسانس با این شی

caratovorumاند ممانعت نکرده).(Mogana et al., 2020

آویشن شیرازي و زیره سیاه نشان داد نتایج این آزمایش 
.Pچسبندگی باکتريکاهشباعث  caratovorum به

عصاره زردچوبه با ممانعت از تشکیل .اندزمینی شدهسیب
باعث کاهش چسبندگی sStreptococcus mutanبیوفیلم 

ها ده است وجهت استفاده در دهانشویهباکتري به دندان ش
Kim)به منظورکاهش عفونت دندانی توصیه شده است et

)l., 2008a.تحقیقی که روي باکتريدرErwinia

amylovora انجام شد نشان داده شد که گیاهان دارویی با
رکت و مانع ح،تاثیر روي عوامل بیماري زاي باکتري

اندچسبندگی و بدنبال آن کاهش بیماري زایی آن شده
)Akhlagi et al., 2020(.هاي موثر که ممانعت از بیان ژن

یکی از دلایل کاهش قدرت باکتريزاییدر عوامل بیماري
باشدها توسط ترکیبات طبیعی میبیماریزایی باکتري

(Gharibeh et al., 2020).
سیاه هردو باعث کاهش بیوفیلم، گیاه آویشن شیرازي و زیره

کاهش چسبندگی باکتري به کاهش خاصیت آبگریزي و
درصد 87.46زمینی شدند ولی آویشن باعث غده سیب

که زیره زمینی شد در حالیماري بر روي غده سیبکنترل بی
بر روي باکتري با توجه به اثر ضد باکتریاییسیاه 
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Pectobacterium caratovorumزمایشگاهیدر شرایط آ،
. زمینی ضعیف عمل کردروي کنترل بیماري در غده سیب

که زیره سیاه تاثیري در مهار آید با توجه به اینلذا بنظر می
حرکت باکتري در شرایط آزمایشگاه نداشت فاکتور اصلی 

Pectobacteriumزاییبیماري caratovorum توانایی
نظر گرفتن با در.باشدعبارتی تاژك باکتري میحرکت و به

مطابقشنیآوعصارهیکروبیضدميهاتیفعالعیوسفیط
از این توانیمن،یمحققریمطالعه و مطالعات سانیايهاافتهی

Pectobacteriumياز رشد باکتريریجلوگجهتعصاره 

caratovorumدر پوسیدگی نرميماریبو کنترل
ش عنوان پوشتوان بهاستفاده نمود و حتی میزمینیسیب

امر نیکه البته ا،داري در نظر گرفته شودغدد در شرایط انبار
قیدقییتر در خصوص شناساگستردهقاتیمستلزم انجام تحق

در شیرازي شنیآوعصارهياز اجزاکیهر عملسمیمکان
.باشدیاجزا منیو عملکرد ایحوزه مولکول

سپاسگزاري
به نویسندگان از دانشگاه آزاد اسلامی واحد شیراز 

هایشان در انجام این تحقیق کمال تشکر را جهت حمایت
ماري برازش، جناب آقاي سید آهمچنین از موسسه .دارند

شان در تجزیه دریغبیهاي خاطر کمکهعلیرضا تابعی ب
. وتحلیل آماري این تحقیق تشکر می نمایند
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Abstract

Pectobacterium carotovorum is the causative agent of potato soft rot. The aim of this study was to find an
effective and safe solution to reduce the damage of this disease. The antibacterial effect of ethanolic extract of
two medicinal plants i.e. thyme and black cumin on the pathogenic factors of P. carotovorum was investigated in
a completely randomized design and the factors of inhibition zone diameter, inhibition percentage, biofilm,
hydrophobic effect, adhesion on the potato tuber and motility of bacteria were measured and analyzed. The
results showed that the maximum diameter of the inhibition zone due to the use of thyme extract was 9.66 mm.
Also, thyme plant extract had a significant effect on the inhibitory percentage of P. carotovorum in the potato
tuber by 87.46% and reduced the symptoms of the disease on the potato tuber. Effects of thyme and black cumin
extracts on the other pathogenic factors were the same and both extracts showed statistically significant
differences with the control. It seems that thyme extract had more antibacterial properties and because of
inhibition of motility of bacteria caused significant control of the disease on the potato tubers. According to the
results of this study, the use of effective compounds of thyme extract to control soft rot disease of potato tuber,
especially during storage is recommended.

Keywords: Pectobacterium cartovorum, antimicrobial, alcoholic extract, virulence factor, potato soft rot
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